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研究成果の概要（和文）：細胞外基質の弾性率などの力学的特徴に対する「細胞力覚」のダイナミクスを理解す
るには，力学的特徴をその場で変化させる方法が有用である。本研究では，UV/VIS光照射に対して光異性化する
アゾベンゼンを側鎖にもつ高分子からなるハイドロゲルを開発し，高分子の相分離現象を介したゲルの膨潤・収
縮を誘発し，基質弾性率の動的変化を実現した。本手法を用い，乳がん細胞に動的な力学刺激を付与することで
上皮間葉転換（EMT）現象を対象に適用することで，同材料に基づく細胞力覚のアクティブウォッチングの方法
論を確立することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Cells sense the mechanical properties of their extracellular matrices 
ECMs). To understand the dynamics of the processes, it is crucial to develop methods to manipulate 
the mechanics of the ECMS in situ. In this research, we have developed hydrogel based on a polymer 
grafting the photoisomerizable azobenzene molecule and succeeded in controlling the substrate 
elasticity through the photo-induced phase separation behavior of the polymer. We applied the method
 to investigate epithelial-mesenchymal transition of a breast cancer cell line and established the 
methodology for the active watching of the cellular mechanosensing.

研究分野：バイオ分析化学

キーワード： メカノバイオロジー　上皮間葉転換　がん　光異性化　相分離

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
開発した光応答材料は，近年注目されている細胞メカノバイオロジーの動的プロセスの探究に好適で，それを用
いたアクティブウォッチング手法は分析科学的な意義も高い。さまざまな生命現象や病態に物理的な力が明らか
になる今日において，メカノバイオロジーのための新しい方法論やそれを用いた生命現象・病態の発生原理の理
解は，物理的な「力」を利用した新しい治療技術や力の作用を代替する薬剤の探索などの開発にもつながり，社
会的な意義も高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年，さまざまな生命現象や病態への物理的な「力」の関与が明らかになり，メカノバイオロ
ジー分野が脚光を浴びている。たとえば，がんや肝硬変などの疾患では，組織が硬く

．．
なることで

病態が悪化する。これらは，細胞が組織の硬さという力学的特徴を感知し，自らの表現型へと還
元させていることを示している。ただそのメカニズムについては不明な点が多い。というのも，
これまでの研究では，予め硬さが規定された基板を用意し，そこに細胞が馴染んでいく様子を見
守る「受動的」な研究戦略が取られてきたからである。これに対して，細胞「力覚」のダイナミ
クスに迫るためには，ちょうどストプトフロー法や時間分解スペクトル分析と同じように，基質
の硬さをその場で変化させ，それに対する細胞応答を分析するのが理想的だが，そのための材料
開発は道半である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では申請者グループがこれまでに進めてきた光照射に応じて界面の細胞接着性が変化
する動的基板や，光照射に応じて可逆的にゾル-ゲル転移するゲル材料に関する研究などを足掛
かりに，細胞に対して時空間制御された力学刺激を暴露し，その応答の時間分解分析を行うアク
ティブ分析という方法論を開発する。そのために，本手法のキーとなる材料の設計として，
UV/VIS 光照射に応じて光異性化するアゾベンゼンを側鎖にもつ高分子からなるハイドロゲル
を開発する。このゲルに対して光照射を行い，高分子の相分離現象を介したゲルの膨潤/収縮を
誘発することで，基質の弾性率を動的に変化させることで研究のねらいである。本科研費研究で
は，まずは上述の光応答性高分子の合成，相分離挙動の解析を行った上で，三次元架橋したハイ
ドロゲルを調節し，その光応答的な力学特性の変化ならびにその上で培養した細胞の応答を顕
微鏡観察や遺伝子解析技術などで評価する。その際，癌細胞の悪性化の指標となる上皮間葉転換
（EMT）現象に適用することで，本手法の有用性を検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）アゾベンゼン含有高分子・ハイドロゲルの開発と評価 
 4-Phenylazophenyl acrylate (AzoAA)と N,N-dimethylacrylamide (DMA)を適当比で混合し，ランダ
ム共重合体をフリーラジカル重合により合成した（図１）。合成したポリマーをリン酸緩衝水溶
液(PBS)に溶解し，昇温操作に伴う高分子水
溶液の透過率変化を紫外可視分光光度計
(UV-VIS)で求め，UV/VIS照射による各組成
の線形高分子の相分離挙動を評価した。さ
らに，ethylene glycol dimethacrylateによって
三次元架橋した poly(AzoAA-r-DMA)キャピ
ラリーゲルを調製し，その膨潤度測定を透
過光観察によって行った。一方，細胞培養用
に Poly(AzoAA-r-DMA)シートゲルを別途調
製し，レオメーターによる粘弾性測定から
温度・光応答性を求めた。 
 
（２）動的弾性率変化に対する細胞応答の解析 
上述の薄層ゲルを，UV架橋性の Sulfo-SANPAHを介してコラーゲンで修飾したのち，あらか
じめ UV照射によりゲルを軟らかくしておき，その上に乳癌細胞(MCF-7)細胞を播種した。その
後，任意のタイミングでハイドロゲルに VIS 光を照射することで基質を硬化させ，それに伴う
細胞の形状変化を評価した。同時に，細胞から mRNA を抽出し，EMT 関連遺伝子としての E-
cadherin（上皮系のマーカー）の発現量の変化を求めた。 
 
４．研究成果 
（１）アゾベンゼン含有高分子・ハイドロゲルの開発
と評価 

Poly(AzoAA-r-DMA)をPBSに溶解した高分子水溶液
の透過率測定結果を図２に示す。trans/cis 型両条件に
おいて、温度上昇に伴いポリマー同士が凝集すること
で透過率が減少する下限臨界溶液温度型の相分離挙動
が得られた。cis 型における相分離温度は trans 型のそ
れよりもおよそ 7 ˚C高く，これは cis型への異性化に
伴いアゾベンゼンの極性が高くなった結果，親水性が
向上したためと考えられる。このように異性型に応じ
て異なる相分離温度をとるため，一定温度(37 ˚C)にお



いて光照射のみで相分離を誘起することが可能となった。 
次 に 、

poly(AzoAA-r-
DMA)を架橋し
たキャピラリ
ーゲルを作製
し（図３），PBS
中で膨潤度測
定を行った。暗
条件下静置あ
るいは UV照射
により，より予
め trans/cis状態
にしたハイドロゲルに対して，UV/VIS光を照射すると，光照射量依存的に膨潤/収縮する様子が
観察できた（図４a）。また，UV/VISを交互に照射することで可逆的な膨潤収縮が実現された（図
４b）。さらに，照射する UV光の強度を 10 mW/cm2および 25 mW/cm2と変化させたところ，膨
潤速度は照射強度依存的に変化することも確認できた（図４c）。 

 
 以上の検討から，光誘起膨潤収縮が確認されたた
め，つづいてシート状に作製した poly(AzoAA-r-DMA)
ゲルの力学特性を粘弾性測定により評価した。温度分
散測定の結果，昇温に伴って貯蔵弾性率 G’が増大す
る傾向が得られた。また，UV照射によってアゾベン
ゼンを cis型に異性化すると，G’は低下した（図５）。
膨潤したことで架橋点密度が減少した結果と推察さ
れる。以上より，本研究で調製した poly(AzoAA-r-
DMA)ゲルは光によって可逆的に力学特性が制御可
能なメカノバイオロジカル材料としての展開が可能
であることが結論づけられた。 
 
（２）動的弾性率変化に対する細胞応答の解析 
 つづいて，作製したシートゲルを細胞メカノバイオロジー応答のアクティブ分析科学への応
用を行った。対象にヒト乳腺癌細胞MCF-7（Michigan Foundation Cancer-7）を選び，動的な力学
刺激に対する E-cadherinの発現量変化を調べた。コラーゲン I修飾した後に予め UV照射によっ
て軟化させたゲル上において，MCF-7細胞は球状の形態で接着し，Day 1から Day 2へと時間が
経過するとともに複数の細胞よりなる集合体が形成される様子が観察された（図６a,b）。この結
果に呼応するように上皮性をあらわす E-cadherinの発現量の増大も観察された（図６e）。すなわ
ち，このゲルは MCF-7細胞にとっては軟らかいために十分に伸展することができず，結果とし
て上皮性が高まっていることを示している。これに対し，ゲルを 12時間および 36時間のタイミ
ングで VIS光照射して硬化させた上で，再び 48時間（Day 2）の時点の細胞形状を観察したとこ
ろ，早い時点（12 時間）で硬化したゲル上の細胞がより大きな凝集塊を形成することが分かっ
た（図６c,d）。これらの細胞における E-cadherinの発現量も同様の結果を示し，12時間で硬化し
たゲル上の方が，36 時間で硬化したものよりも高い E-cadherin 発現量が確認できた。本来早い
時点で硬化した方がより長い時間，硬い基質に滞在することになるので，より EMTが進行する
ものと想定していたが，結果はそれとは正反対であった。この結果が意味するところは，VIS光



照射したゲルも依然として MCF-7にとっては軟らかく感じられ，上皮性を促進する環境なので
あるが，VIS光照射によって硬化した直後にはその硬さの変化を感じ取り，E-cadherinの発現量
を大幅に低下させているものと想
定される（図６e, iv）。すなわち，細
胞は基質の動的な力学刺激の変化
に応じて EMT関連遺伝子の発現挙
動を変化させることが明らかにな
った。以上より，光応答ゲルの開発
に成功し，細胞メカノバイオロジー
のアクティブ分析の基盤を確立す
ることができた。より詳細なメカニ
ズムの解析や，弾性率変化のキネテ
ィクスの違い（図４cなど）に対す
る細胞応答については現在検討し
ているところである。 
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