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研究成果の概要（和文）：細胞核に力学刺激を加えることで核内ＤＮＡ分布を変化させ，これで細胞機能を制御
することを目指し２年間の研究を行った．まず培養骨芽細胞様細胞ＭＣ３Ｔ３ーＥ１の核にマイクロピペットで
圧縮刺激を加える実験系を開発し，核を５μm圧縮したところ３分後に核内のクロマチン凝集体の数が減少する
ことが判った，次に一度に多数の細胞核を圧縮するため，微細加工で一辺100μm，深さ10μmの正方形のウェル
が多数並んだPDMS製基板を作製し，このウェルにひとつずつ細胞を落とし込み，上からカバーグラスを押し付け
る系の試作を試みたが，基板と圧子板の平行度の問題から細胞の圧縮は困難で，この方法は不適切であることが
判明した．

研究成果の概要（英文）：Two-year study was conducted to control cell function utilizing intranuclear
 dispersion of DNA induced with mechanical stimulation to the nucleus. We compressed the nucleus of 
cultured osteoblastic cell line MC3T3-E1 with a micropipette tip by 5 microns, and found that the 
number of aggregates of chromatin decreases in 3 minutes.  We then fabricated a PDMS substrate 
having wells (100 micron x 100 micron, depth 10 micron) with soft photolithography.  We put the 
cells in the wells, one per each well, and tried to compress them with a cover glass, but failed 
because the parallelism between the substrate and the cover glass was not enough.

研究分野： バイオメカニクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マイクロ流路に細胞を流す実験から細胞核を圧縮することでクロマチン凝集体の数が減少することは判っていた
が，5μmの圧縮により3分後に減少するという定量的なデータが得られた点が第１の成果である．また，この場
合も凝集体の数の現象が見られたのは押込の中心部だけであり，圧子先端の球の曲率から考えて押込の中心部と
周辺部の押込量の差がたかだか0.5μmであることを考えあわせると，圧縮量の僅かの差が凝集体数の減少に決定
的な影響を与えることが分かった点が第２の成果と言える．また，ウェルに細胞を落とし込み，上からカバーグ
ラスで圧縮する方式が困難であることが判った点も今後の装置開発において重要な情報と言える．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 細胞の機能発現が核内の DNA の物理的な分布の違いに影響されることが認識され始めてい
る．例えば，血管壁内の平滑筋細胞は増殖能やタンパク合成能は殆ど無く，収縮能に富んだ収
縮型というタイプの細胞であり，核内部では高濃度の DNA（正確には DNA とタンパク質の複
合体であるクロマチン）が核膜付近に集中しており，核中央部の DNA 濃度は低い．一方，こ
れを数週間培養すると収縮能は失われる代わりに増殖が盛んな合成型というタイプに変化する
が，この際は DNA が核内に緩やかに満遍なく拡がった状態になっている．タンパク質の合成
には DNA の２重ラセンがほどけ，mRNA への転写が起こることが必要であるが，収縮型の細
胞では，エメリンなどのタンパク質により DNA が核膜に固定されているためにこのような反
応が起こらず，後者では，DNA の２重ラセンが緩みやすいためｍRNA の合成が生じやすく，
結果としてタンパクの合成，更には増殖が活発になるのではないかと考えられている．一方，
我々は，核内の DNA 分布が核の変形で容易に変化することを見出した．即ち，細胞に外部か
ら圧縮力を加えることにより，核膜に曲げや伸展などの変形が生じ，これにより核膜に留めら
れていた DNA が外れて核内に分散し，転写が盛んになる可能性が考えられた． 
 
 
２．研究の目的 
 
 そこで本研究では，まず，細胞核を外部から力を加えて定量的に変形させ，この力学刺激に
よって生じる核内の DNA 分布の変化を調べる系の確立を目的とした．特に効率的な刺激条件
を探るためには刺激を加えた後の DNA 分布の変化をリアルタイムで観察することが必要と考
え，刺激後の変化を秒単位で観察できる力学刺激系の確立を目標とした．なお，刺激の種類に
よっては DNA を凝集させる可能性も考えられるので，特に凝集した DNA を分散させる刺激
条件に着目することにした．そして，このような力学刺激を加えることにより，細胞の機能が
どのように変化するのか調べることを第２の目的とした． 
 
 
３．研究の方法 
 
 当初計画した方法は以下の通りであった： 
 
 ラット胸大動脈壁から単離した平滑筋細胞を対象とし，力学負荷を加える装置を試作した後，
DNA の分散状態，細胞の増殖率・収縮能，収縮蛋白の発現量等を評価する．また，細胞が未分
化な方向に進む可能性を考え，細胞初期化マーカの発現，あるいは線維芽細胞，骨芽細胞，脂
肪細胞のマーカ等の発現を調べる． 
１）顕微鏡下押付型刺激負荷装置の試作と評価： 細胞変形中の核内の変化をリアルタイムで
観察できるように押付型の装置を試作する．DNA を蛍光染色した細胞を押付装置の基板上に散
布し，顕微鏡下で観察しながら，上からカバーグラスを押し付ける．押付装置基板は段差が 3μm
〜10μm 程度の物を色々作る．上からカバーグラスを押し付けることで，細胞は段差分の厚み
まで押しつぶされる．この際の DNA 分布の変化を押し付ける間，経時観察できる系を構築す
る． 
２）力学刺激を加えた細胞の機能評価 I： １）で力学刺激を加えた細胞ならびに対照群の細
胞を培養シャーレに播種し，核内の DNA の分散状態，細胞の増殖能・形態，収縮能の変化な
どを調べる．収縮能の変化は，平滑筋細胞収縮薬であるノルアドレナリンを加えた際の形態変
化を調べるとともに，細胞内のアクチンフィラメントを染色し，その濃度や形状を定量化する
ことで形態学的にも調べる． 
３）細胞のマーカーの調査： 力学刺激を加えた細胞の細胞初期化マーカー，あるいは線維芽
細胞，骨芽細胞，脂肪細胞のマーカー等の発現を調べるため，どのようなマーカーが適当なの
か調べ，１次抗体，２次抗体などの条件を決定する． 
４）力学刺激を加えた細胞の機能評価 II： 遺伝子の発現の制限がなくなるということは，細
胞が未分化な方向に進むことであるので，３）の実験条件が決定でき次第，細胞初期化マーカ
ーの発現，あるいは，他の細胞への転換の可能性も考え，線維芽細胞，骨芽細胞，脂肪細胞の
マーカーなどの発現をチェックし，細胞核への繰返し変形が細胞機能に与える影響を調査する． 
 
 しかし実際には，次章に示すように，力学負荷を加える系の開発が難航し，個々の単離細胞
に独立して力学刺激を加える系を開発し，力学刺激後の細胞内クロマチン分布の変化を調べる
に留まった． 
 
 
４．研究成果 
 
 まずは実験系確立のため，培養操作が容易であり当研究室での使用経験の豊富なマウス頭蓋



骨由来骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 を用いることにした．そしてこの細胞を対象に，核に圧縮刺
激を加える実験系の開発に取り組み，圧縮刺激を加えた後の核内クロマチンの変化を調べた．
すなわち，顕微鏡下でクロマチンを Hoechst33342 で染色した細胞をフィブロネクチンコートし
たスライドグラス上に播種し，細胞が基板に軽く接着した後，先端を直径 30μm 程度の球状に
加工したガラスマイクロピペットをマイクロマニピュレータを操作して細胞に押付け，核を
5μm程度圧縮した後，元に戻した．核圧縮前，圧縮直後，圧縮から３分後の３通りの条件で核
内のクロマチンの凝集塊の個数を計測したところ，圧縮から３分後に凝集塊の個数が有意に減
少することが判った． 
 次にこの現象を生じる圧縮量の閾値を調べるため，押込量を 0 から 5μm の範囲で変化させ
てクロマチン凝集体の数の変化を調べた．その結果，3μm の押込までは凝集体の数に変化が
なかったが，5μm では 3 分後に有意に減少することが分かった．しかし，この場合も凝集体
の数の現象が見られたのは押込の中心部だけであった．圧子先端の球の曲率から考えて押込の
中心部と周辺部の押込量の差はたかだか 0.5μm であり，圧縮量の僅かの差が凝集体数の減少
に決定的な影響を与えることが分かった． 
 しかしこの方法は操作が煩雑である上に，一度に一つの細胞しか圧縮することができない．
当初の研究計画で定めたように，圧縮刺激を加えた細胞の増殖能や形態，発現タンパクなどを
統計的に調べるためにはず，大量の細胞を圧縮して変化を調べる必要がある．そこで，一度に
多数の細胞核を圧縮するために，フォトリソグラフィ法で作製した型を利用して，一辺 100μ
m，深さ 10μm の正方形のウェルが多数並んだ PDMS 製基板を作製した．そして，このウェル
にひとつずつ細胞を落とし込み，上からカバーグラスを押し付けることで細胞の圧縮を行う系
を試作した．実際に細胞の圧縮を試みたが，カバーグラスと PDMS 製基板の平面度が十分でな
いために細胞を一様に圧縮することが困難で，この方法は不適切であることが判明した． 
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