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研究成果の概要：細胞集団がどのように連携・協同して血管や臓器などのマクロな形態を形成

するかその機構を解明することを目的に、細胞に蓄積される力学的記憶効果を調べた。本研究

では、走査型プローブ顕微鏡を用いた新たな測定装置を構築し、細胞に力学的変形刺激を加え

た場合に細胞内に発生する力の応答を調べた。その結果、細胞の変形パターンによって、その

後の細胞の力学的応答が大きく異なり、細胞レベルに力学的な記憶効果があることを明らかに

した。 
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１．研究開始当初の背景 
ポストゲノム時代に突入した生命科学は更

なる進歩を遂げ続けており、ゲノムの網羅的

解析にとどまらず、ゲノムから生成されるタ

ンパク質とその機能、更には生成されたタン

パク質間の相互作用の網羅的解析へと進みつ

つある。しかし、対象領域をゲノムからタン

パク質へと拡大するにしたがって、網羅的解

析の対象となる要素数は指数関数的に増大し、

一個の細胞の巨視的な機能を理解するだけで

も、関係する要素の組あわせの数は天文学的

な数になる。 

生命体には、物質にはない巨視的なスケー
ルで現れる生命体独自の協同現象（細胞系集
団形成）が数多く存在する。例えば、初期胚
発生の原腸貫入に見られる細胞集団が作りだ
す形態形成や損傷前の形態に戻る自己修復等
がある。さらに、近年、これらの形態形成に
細胞集団で協同的な集団運動が関連している
ことが明らかになっている。 
細胞の力学的性質の研究は、このような巨

視的な機能を解明する新たなアプローチとし
て注目されている。最近、生きた１細胞の力



学的性質を調べる研究が、生化学会、米国細
胞生物学会、国際生物物理学会等でいろいろ
な研究が報告されている。手法も、磁気ビー
ズ、マルチプローブアレイ、ガラスキャピラ
リー、蛍光ビーズを含有させた弾性体基盤、
走査型プローブ顕微鏡を用いた生きた細胞の
粘弾性（特に周波数特性）などいろいろな方
法が提案され、細胞の力学的な性質に関する
結果が得られている。 (J.Uhde et al, 
Phys.Rev.Lett, 93 (2004) 268101, N.Desprat 
et al, Biophys. J. ,88(2005)2224 など)こ
れらは、細胞内の材料的な観点からの粘弾性
という受動的な性質を明らかにするもであっ
て、収縮力の能動的性質（特に外的力に対す
る新たな力の発生や記憶効果）を明らかにし
てはいない。しかし、細胞の運動や組織形成
にはこのような能動的な機能を明らかにして
はじめて現象の記述が可能になる。しかし、
現時点では上述のように生きた細胞の受動的
な力学特性（粘弾性および粘性の周波数分散）
を調べるにとどまっている。 
 
本グループの研究経緯：細胞内および細胞コ
ロニーの運動性や力学性質を明らかにする
ために、測定手法を確立し以下の結果を得て
いる。（１）生きた細胞の硬さの分布を走査
型プローブ顕微鏡によって明らかにする方
法を確立した。(M. Nagayama, et al:, Cell 
Motil. Cytoskeleton, 50, 173-179 (2001).)
（２）細胞骨格と硬さ分布の比較および
Y27632 等の actin-myosin の相互作用を生化
学的に変化させる等の方法により、細胞の硬
さはストレスファイバーの張力を反映する。
（M. Nagayama et al, Exp. Cell. Research, 
300, 396-405 (2004).）(３)細胞膜のような
ゲルと基盤表面が接着点を形成して接着力
（摩擦力）を増加させる。（T. Nitta, 
J.Phys.Soc.Jpn (2005).日本物理学会 １７
年度注目論文賞受賞）（４）シリコンゴム弾
性基盤を用いることにより、細胞を収縮して
も伸張させても、細胞は細胞内張力を一定に
保つ（細胞内張力ホメオスタシス）（図１）。
（ T. Mizutani et al 、 Cell Motil. 
Cytoskeleton 52, 242-248 (2004).）（５）
細胞コロニー内の硬さ分布を調べるために、

400μm□を走査できるワイドレンジ走査型プ
ローブ顕微鏡を自作し、細胞コロニー内で細
胞ごとの硬さ分布を測定し、細胞の硬さが運
動方向に対応している。（図２）(T. Mizutani, 
Jpn. J. Appl. Phys., 43, 4525-4528 
(2004) .) (６)ゲル上の上皮細胞は、1000 個
以上の細胞が細胞の走化性とは異なる協調
的に一方向に集団運動をする現象を発見し
た。（図３）(H. Haga et al, Biophyscal. J., 
88, 2250-2256 (2005).)  
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これらの結果から、細胞およびその集団の
力学的性質は単に受動的な性質だけではな
く、能動的な性質（張力ホメオスタシス、コ
ロニー内の張力分布、細胞集団運動）がある
ということを明らかにした。 
私たちは、このような性質のみならず外的

刺激に対する骨格ネットワークに発生する
収縮力の応答を通して、細胞が集団となるこ
とで生まれる協調性などの能動的な力学的
性質を解明することが重要と考えている。 
 

２．研究の目的 
形態形成機構を細胞レベルから明らかに

する。その起源として、１細胞内および細胞
コロニー内に働く細胞内張力の記憶に注目
した。本研究では、細胞コロニーの構成要素
である細胞の力学的性質における記憶効果
を実験的に明らかにすることを目的とした。
このため、生きた細胞および細胞コロニーに
外的な刺激を加えた後の細胞内および細胞
間張力分布の時間変化を調べ、細胞にどのよ
うに力学的刺激が蓄積されその後消えてい
くかを実験的に明らかにした。この能動的な
性質こそが細胞の運動や集団運動、組織形成
といった巨視的機能の記述に必須であると

図１ 



考えている。 
 

３．研究の方法 
外界から小さないろいろなパターンの力

学的刺激（力や変形）を加えた場合、細胞コ
ロニー内に生じる細胞内張力分布の時間発
展を走査型プローブ顕微鏡によってリアル
タイムで観測する。このような測定系を走査
型プローブ顕微鏡と倒立型蛍光顕微鏡およ
び培養細胞にいろいろなパターンで伸張伸
縮変形を加えることができる任意パターン
刺激装置を導入して新たに構築した。その上
で、これを用いて、細胞に刺激を加え、細胞
内張力の変化を測定した。 
（１）試料調整 
・細胞は培養細胞（繊維芽細胞、上皮細胞）。
培養環境下において、細胞を微分干渉顕微鏡
と間欠録画装置によって長時間観察し、画像
解析用コンピューターにより細胞の運動性
を評価確認した。 
（２）細胞内張力測定装置の構築 
走査型プローブ顕微鏡（SPM）による生きた
細胞の硬さ分布測定系。広範囲走査ステージ
により生きた細胞および細胞コロニーを測
定することが可能となる測定系を構築する。

本測定に適したピエゾ駆動ソフトウエアー
を独自に開発した。また、細胞の力学的応答
と同時に細胞内の骨格の動態を観察するた
めに、ＳＰＭと共焦点蛍光顕微鏡および以下
の細胞刺激装置を組み合わせた装置を構築
した。（図４） 
（３）細胞への任意パターン刺激装置の作成 
細胞に収縮・伸張の刺激を任意パターンで加
えるために、細胞はシリコンラバー製の弾性

基盤シャーレを自作した。（図５）このシャ
ーレをコンピューター制御可能な２台の電

動１軸ステージによっておこなえるような
駆動装置を作成した。これらは、長時間観察
においても細胞の活性が損なわれないよう
に環境保持装置内に構築した。細胞に加えた
伸張収縮刺激の基本パターンを図６に示す。
変形の大きさは測定効果の大きい８％とし
た。 

図 6 

（４）生体蛍光蛋白（GFP）観察条件の確立  
GFP を用いて、アクチンおよびミオシンを生
細胞中で蛍光染色し、GFP 導入によっても細
胞が正常に培養するか状態の確認を行なう。
良好な状態を作るために、トランスフェクシ
ョン条件の最適化をおこなう。 SPM 

高速共焦点蛍光顕微鏡 

細胞刺激装置 

図 4 外力印加直後の細胞骨格（アクチンフィラメ
ント）の空間分布の時間変化を高速共焦点蛍
光顕微鏡によって観測する。観測した画像は、
高解像度 CCDカメラを用いてデジタル高速ス
トレージに蓄積し、後に画像解析を行い、刺
激に対する細胞骨格形成の変化を調べる。 
 
４．研究成果 
細胞内張力測定装置および細胞刺激装置を
用いていろいろなパターンの伸張収縮刺激
を加え、細胞内張力の変化を調べた。 
（１） ステップ型変形刺激（張力ホメオス

タシス） 
図７に細胞の硬さ分布の時間変化を示す。測
定 35 分後に８％伸張変形を加えた。その後
150 分間伸張を維持した。伸張を加える前は、
同様の柔らかさを示しているが、伸張に伴っ
て細胞の硬さは急激に増加し、その後緩やか
に約 2時間程度で柔らかくなった。細胞の硬
さの変化は、細胞内張力をなくす（ミオシン

伸張 

収縮 
図５ 

100[kP ]

0 min 35

80 110 140 170 

柔 硬 

伸張 図７ 



の活性阻害）試薬（Y27632）を加えるとこの
応答がなくなることから細胞内張力を主に
反映している。細胞の核付近の硬さの平均値
の時間変化を図 8に示す。逆に細胞の収縮に
関しても、硬さは急激な減少の後に緩やかな
増加をした。これらのことから、細胞は外的
な変形に伴う張力の増加を防ぐようにする、
言い換えると、細胞内の張力を一定に保つ傾
向を示すことがわかった。（張力ホメオスタ
シス） 

（２） 変形刺激が次の変形刺激に与える影
響（張力メモリー効果） 

① 持続時間 30 分のパルス型変形刺激を加
え、その後３０分間刺激を加えない状態
を 30 分（安静時間）保持し、再度、ステ
ップ型変形刺激を加えた。図 9 に細胞変
形パターンと細胞の硬さ応答の時間変化
を示す。1 回目のパルス刺激では、上述
のステップ型変形刺激と同様に、急激に
硬さが増加した後に緩やかに減少した。
そして、2 回目のパルス刺激においても 1
回目の刺激と同様に急激な増加の後に緩
やかな減少を示した。このことから、1
回目の変形刺激は、2 回目の細胞内張力
の変形刺激に対する応答に大きな影響を
与えないということがわかった。 

 
② 持続時間 30 分のパルス型変形刺激の後

に持続時間１分の短いパルスを３０回加
え、その後３０分間刺激を加えない状態
で保持し、再度ステップ型変形を加えて
細胞の硬さ応答を調べた。（図１０）最初
のパルス型変形刺激に対して、細胞は急
激に細胞内張力を増加させた後にもとの
値に戻るというホメオスタシス型の応答
をするが、３０回の伸縮刺激後は、細胞
の伸張に対して内部張力の応答がほとん
どなくなることが明らかになった。言い

換えると、細胞は２回目のパルス型変形
刺激に対する応答に関して、その 30 分前
に加えた３０回のパルス刺激の影響を細
胞内に残している、すなわち、細胞内に
それ以前の刺激の情報が記憶されている。
この実験により細胞内に張力記憶効果が
あることが見出した。 

図１０ 
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③ 記憶効果の性質を明らかにするために以

下の条件で実験を行った。持続時間 30
分のパルス型変形刺激の１分後に持続時
間１分の短いパルスを１～３０回まで変
化して加え、その後３０分間刺激を加え
ない状態で保持し、再度ステップ型変形
を加えて細胞の硬さ応答を調べた。図１
１に１回加えたときの変形パターンと細
胞の硬さの応答を示す。最初のパルス型
変形刺激に対して細胞は、急激に細胞内
張力を増加させた後にもとの値に戻るが、
1 回の伸縮刺激後は、細胞の伸張に対し
て内部張力の応答がほとんどなくなった。
この結果は、パルスの回数を変化させて
も同じ結果を得た。これにより、１分間
の短いパルスがその後の記憶を作ってい

るといえる。 

図１１ 

 
④ 短いパルスのどの部分が細胞の記憶に影

響するのかを明らかにするために、持続
時間 30 分の長いパルス型変形刺激の１
５分後に持続時間１分の短いパルスを１
回加えその１５分後に再びステップ型変
形を加えた。その結果、この場合は最後
のステップ型変形においても細胞の硬さ
は張力応答を示すことがわかった。この
ことから細胞内の張力記憶は持続時間
30 分のパルス型変形刺激と短いパルス
の連動が重要であることがわかった。す
なわち、１回目の長いパルス型変形刺激

図９ 



の収縮の後１分で再び伸張させるという
ことが重要であるといえる。 

 
（３） 細胞張力記憶のメカニズム 
張力記憶の機構として、張力の発生源として
細胞内を張り巡る細胞骨格であるアクチン
ネットワークとこのネットワークに収縮力
を生み出すミオシンのリン酸化状態の変化
が考えられる。アクチンネットワークへの記
憶としては、比較的長い伸張収縮変形に対し
ては、細胞骨格は維持されるが、短い時間の
伸張収縮変形に対して、細胞骨格が破壊され
る等の理由により、その後の張力応答ができ
なくなる可能性がある。そこで、抗体を用い
て細胞内のフィラメントアクチンを蛍光標
識し、③の収縮伸張刺激パターンを加える前
と後における細胞内のネットワークの破壊
の状況を調べた。（図１２）その結果、変形
刺激後においても前と同様に細胞骨格のネ
ットワークは明確に確認することができた。
このことから、細胞内の張力記憶はミオシン
の活性状況に起因することがわかった。 

 
 
（４）本研究のまとめと今後の展望 
細胞の能動的な性質を実験的に明らかにす
る実験系を構築した。これを用いて、細胞に
いろいろなパターンの外的な変形刺激を加
えてその張力応答を調べた。その結果、一細
胞レベルに記憶現象があることを明らかに
した。記憶効果につながるのは、伸張収縮の
連動であることを示した。また、この現象は
細胞骨格に力を発生させるミオシンの活性
に起源があることを見出した。このような体
細胞に記憶現象があることを示した例は世
界初である。今後は、さらに一細胞および細
胞集団における記憶の性質を明らかにし、形
態形成との関連を明確にしていく予定であ
る。 
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