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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞が力を感じる機構の解明を目指し、水中に集光した超短パルスレー
ザーが生み出す衝撃力を作用に作用させ、その刺激に対する細胞の生理応答を顕微鏡下でのイメージングと分光
測定を組み合わせて解析した。
　フェムト秒レーザーをマウス筋芽細胞(C2C12)の近傍に集光して衝撃力を作用させると、細胞内で重要なシグ
ナル伝達物質であるCa2+の濃度が作用した力の大きさに依存して変化すること、さらに細胞内のpHのような環境
が局所的に変化することを明らかにした。また衝撃力に対する細胞のシグナル伝達経路の一部を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the force sensing mechanism of 
mammalian cells from their physiological responses to the impulsive force induced by an ultrashort 
laser pulse focused in water. Cellular responses were evaluated using a combination of microscopic 
imaging and spectroscopic measurements.
　When an impulsive force was applied to mouse myoblasts (C2C12) by focusing femtosecond laser in 
water, we found that intracellular Ca2+ signaling and changes in local environments such as pH were 
initiated depending on the magnitude of the applied force. We also identified the initial signal 
tranduction path of the intracellular Ca2+ signaling and the pH change in response to impulsive 
force. 

研究分野： 応用物理学、光学

キーワード： フェムト秒レーザー誘起衝撃力　メカノバイオロジー　カルシウムシグナリング　単一細胞解析　メカ
ノレスポンス　顕微蛍光分光

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本成果は衝撃力という極めて単純な力学作用に対する細胞の応答が明らかになったという点で、細胞が力を利用
して機能を調節する機構解明に重要な知見を得たことに加えて、衝撃力を利用してた細胞機能の制御可能性を示
したことで学術的に重要な意義を持つ。
　力を利用した生体機能の異常は組織の形成不全や癌化などとも大きく関わることが知られており、本研究によ
り得られた成果を発展させた新しい医療技術などへの貢献が期待される。

※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 

運動や重力によって筋肉や骨の形成が促されるように、生体組織を構成するほとんど全ての
細胞は、変形や周辺組織の硬さなどの機械刺激・機械的環境を利用して、移動・増殖・分化のよ
うな基本的な機能発現を調整していることが近年明らかになってきている。このような「力」に
関連した細胞のシグナル伝達と機能制御の分子メカニズムがメカノバイオロジーとして活発に
研究されている。  

メカノバイオロジーにおけるシグナル伝達は、細胞膜の伸展や細胞骨格の伸張などの機械的
な力により様々なタンパク質の構造が変形することをきっかけとした生化学反応により開始す
る。その後は複雑なネットワーク状のシグナル伝達反応が協奏的に連鎖し、最終的に関連する遺
伝子群の発現へと至る。このような機械刺激に誘導される分子シグナルと遺伝子発現は、作用す
る機械刺激の強度・範囲・時間・周波数のようなパラメーターの組み合わせと強く関係している
ことが知られている。一方で、高精度に時空間制御された機械刺激を細胞へ与える手段の欠如か
ら、多岐にわたる機械刺激のパラメーターに対して、実際にどのような分子シグナルが誘導され、
どのような遺伝子群が発現するのか、それらの対応関係を系統的に明らかにすることは困難で
あった。 

 
２．研究の目的 

本研究では、作用強度・作用時間・作用周波数のような作用パラメーターを制御して機械刺激
を細胞に作用させることで、各作用パラメーターと関連するシグナル伝達経路および発現する
遺伝子群を明らかにし、機械刺激の制御により種々の細胞応答を誘導するための手法論を開拓
することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

細胞へ作用させる機械刺激として、近赤外フェムト秒レ
ーザーが水中に誘起する衝撃力を利用した（図 1）。近赤外
フェムト秒レーザーパルスを水中に集光すると、多光子吸
収をはじめとする非線形現象によって水のイオン化が生
じ、プラズマ生成に続いてキャビテーションバブルが発生
する。このキャビテーションバブルに押し出された水の流
体力学的な衝撃力は、数マイクロ秒の時間スケールで数十
マイクロメートルの範囲に局在して作用するため、高い時
空間分解能で単一細胞に機械刺激を作用させることが可
能となる。 

機械刺激に対する細胞の生理応答を測定・解析する手法として、計画当初には分子網羅的な情
報が得られるラマン散乱スペクトル変化を深層学習によってクラスタリングし、その応答パタ
ーンの逆解析から細胞が識別している本質的な力学的刺激の正体および検出機構を明らかにす
ることを目指した。しかしながら、力学刺激に対する細胞が応答する時間スケールで解析に十分
なラマン散乱スペクトルを得ることが困難であった。そこで当初の予定を変更し、細胞状態を検
出する各種蛍光プローブを利用し、衝撃力作用前後における蛍光プローブの蛍光強度と分布・蛍
光スペクトルの変化から、衝撃力の細胞への影響を評価した。またシグナル伝達に関わるチャネ
ルの阻害剤を導入し機械刺激に関連するシグナル伝達経路の探索を行った。 

 
４．研究成果 
(1)機械刺激に対する細胞の pH 応答 
細胞内の pH はアミノ酸やリン酸、炭酸の緩衝作用により 7.4 付近に保持されているが、代謝

や膜電位などの細胞状態の変化に影響を受ける。そこで機械刺激に対する細胞応答を理解する
ために細胞内 pH の変化を測定した。 
細胞内pHを測定するために、pH変化を蛍光スペクトル変化から定量的に測定可能なSNARF-1

と、蛍光強度変化から高感度に検出できる BCECF を用いた。ガラスボトムディッシュにマウス
筋芽細胞(C2C12)を培養して pH プローブを取り込ませた後、細胞近傍の培養液中に波長 800 nm、
パルス幅 130 fs、パルスエネルギー150 nJ のフェムト秒レーザーパルスを NA が 0.5 の 20 倍対物
レンズで集光し、細胞に衝撃力を作用させた。細胞試料にはマウス筋芽細胞である C2C12 を用
いた。pH プローブの励起光源には波長 473 nm の CW DPSS レーザーを用い、分光器による
SNARF-1 の蛍光スペクトル測定と、高感度 CMOS カメラを用いた蛍光イメージングによる
BCECF の蛍光強度変化の測定を行った。 
図 2 に衝撃力を作用させる前後における代表的な SNARF-1 の蛍光スペクトル変化を示す。衝

撃力の作用前と作用後 90 秒での SNARF-1 の蛍光スペクトル測定から 640 nm と 587 nm のピー

図 1 フェムト秒レーザー誘起衝撃力
を用いた細胞への機械刺激の付加 



ク比の変化が観測され、衝撃力の作用前後で pH が 7.4 から 7.2 に変化したと推定された。 

 

図 2(a)細胞内 pH に依存した SNARF-1 の蛍光スペクトル、(b)フェムト秒レーザー照射に伴う 

SNARF-1 の蛍光スペクトル変化 

 
次にレーザー照射後の BCECF の蛍光強度変化を測定したところ、衝撃力作用 30 秒ほど急激

な蛍光強度の減少が見られ、その後蛍光強度が回復する傾向がみられた（図 3）。これは機械刺
激の作用により細胞内が過渡的に酸性化するが、30 秒ほどで pH を適正値に回復するような細
胞の pH 調節機構が働いたことを示唆している。 

SNARF-1 の蛍光スペクトルから測定した衝撃力の作用 90 秒後の細胞内 pH の変化量 (ΔpH) 
を 20 個の細胞に対してプロットすると衝撃力作用前の細胞の初期 pH が高い個体ほど、機械刺
激による pH の減少量が大きくなる傾向がみられ、機械刺激の影響は細胞状態に影響を受けるこ
とが示唆された。 
機械刺激に対する pH の変化機構を調べるために、まず H+の濃度勾配を利用して ATP を合成

する F 型 ATPase に着目した。F 型 ATPase は H+をミトコンドリアから細胞質に排出して細胞内
pH を下げる。そこで F 型 ATPase の H+輸送を阻害する oligomycin を添加してフェムト秒レーザ
ー誘起衝撃力を作用させ、BCECF を用いて蛍光強度変化を測定した結果、oligomycin を添加し
ていない場合より細胞内 pH の低下が促進される結果が得られた（図 3(a)）。この結果は ATP の
合成は機械刺激による細胞質の酸性化には寄与しないことを示唆しており、ATP の合成量が減
少したことで細胞質から細胞外へ H+を輩出するプロトンポンプが機能しなくなったために細胞
内 pH の低下が促進されたと考えられる。 

F 型 ATPase による ATP 合成が細胞の酸性化の要因ではないことから、他の可能性として細胞
容積の変化を伴うような機械刺激によって活性化することが知られており、細胞外から Cl-を取
り込んで OH-を HCO3

-の形で輩出することで細胞内の pH を下げる働きをもつ Cl-/HCO3
-交換体

の寄与を検討した。Cl-を含まない緩衝液中でフェムト秒レーザー誘起衝撃力を作用させて蛍光
強度変化を測定した結果、Cl-を含む緩衝液中で見られたような pH の低下が観測されなかった
（図 3(b)）。以上の結果よりフェムト秒レーザー誘起衝撃力による細胞内 pH の低下の原因とし
て Cl-/HCO3

-交換体の活性化が寄与することが示唆された。 

 

図 3 フェムト秒レーザー誘起衝撃力作用時の細胞内 BCECF の蛍光強度変化． 
(a) Oligomycin の有無、(b) 緩衝液中の Cl-の有無における細胞内 pH の時間変化の比較． 

 
(2)機械刺激に誘導されるカルシウムイオンシグナル伝達経路の探索 
 先行研究ではフェムト秒レーザー誘起衝撃力に対する細胞の生理応答として、細胞質内の Ca2+

濃度上昇が生じることを報告していた（図 4(a)）。機械刺激受容チャネルである TRPC1 及び
TRPM7 をノックダウンした C2C12 を用いた Ca2+応答の測定より、衝撃力に対する Ca2+応答は機
械刺激受容チャネルを介した細胞外からの Ca2+流入がきっかけとなることがすでに明らかにな
っている。いる。Ca2+流入に続く Ca2+濃度の上昇経路を明らかにすることは続くシグナル伝達経



路と発現遺伝子を探索する上で重要となる。そこで細胞外からの Ca2+流入に続く細胞質への Ca2+

放出経路として、細胞内 Ca2+貯蔵庫である小胞体の寄与と関連する Ca2+放出チャネルを探索し
た。 
細胞内 Ca2+を測定するために、Ca2+をキレートして蛍光を発する Fluo-8 を用いた。ガラスボト

ムディッシュにマウス筋芽細胞(C2C12)を培養して Fluo-8 を取り込ませた後、細胞膜から 20 μm
の位置の培養液中に波長 800 nm、パルス幅 100 fs のフェムト秒レーザーパルスを NA が 0.5 の
20 倍対物レンズで集光し、細胞に衝撃力を作用させた。機械刺激による細胞内の Ca2+濃度の変
化は、刺激前の細胞内の蛍光強度 (F0)に対する刺激後の蛍光強度(F)の比(F/F0)の変化として比
較した。Fluo-8 は波長 473 nm の CW DPSS レーザーを用いて励起し、高感度 CMOS カメラを用
いた蛍光イメージングにより蛍光強度変化の測定を行った。  
レーザー誘起衝撃力の作用による小胞体から細胞質への Ca2+放出の寄与を明らかにするため

に、小胞体に Ca2+を運ぶイオンポンプである小胞体カルシウム ATP アーゼ(SERCA)を阻害する
Thapsigargin (1 μM)を添加して、小胞体中の Ca2+貯蔵量を減少させた。この状態で 150 nJ のフェ
ムト秒レーザーパルスを集光して衝撃力を作用させたところ、Thapsigargin を添加していない場
合と比較して Ca2+濃度の増加が抑制された（図 4(b)）。この結果はレーザー誘起衝撃力の作用に
対する細胞質内の Ca2+濃度上昇には小胞体からの Ca2+放出が寄与していることを示している。 

 

図 4(a)フェムト秒レーザー誘起衝撃力の作用に伴う細胞内に取り込ませた Fluo-8 の蛍光強度変化． 

(b) Thapsigargin 作用下における相対蛍光強度の時間変化 

 

この小胞体からの Ca2+放出チャネルとしては一般的に Ryanodine 受容体(RYR)と Inositol 
triphosphate 受容体 (IP3R)が知られている。そこでまずは RYR に注目し、RYR に結合して Ca2+

放出を阻害する Ryanodine (10 μM)を添加して、フェムト秒レーザーのパルスエネルギー175, 200, 
225 nJ と変えて、作用強度の異なる衝撃力を C2C12 に作用させて細胞内 Ca2+濃度の変化を測定
した。その結果 Ryanodine の添加により 3 つの作用強度で Ca2+濃度の上昇抑制が観測された（図
5(a)）。これは RYR を介して小胞体から Ca2+が放出されることを示唆しており、衝撃力により外
部から流入した Ca2+によって RYR が活性化され Ca2+濃度増加が増幅されたと考えられる。  
また Ca2+濃度の時間変化を衝撃力の作用強度に関して比較すると、パルスエネルギーが 175, 

200 nJ の場合には Ryanodine を添加時に Ca2+濃度の上昇量のみが減少し、その応答時間は変化し
なかったが、225 nJ の照射条件では Ca2+濃度の減少速度が緩やかになった（図 5(b)）。IP3R を介
する Ca2+濃度上昇は、IP3 生成に複数の過程を経るため RYR を介した応答よりも時間がかかる
ことが知られている。従って、225 nJ では IP3 の生成が誘導され IP3R を介した遅い Ca2+放出が
生じたために、Ca2+濃度の減少速度が低下したように見えたと考えられる。本研究結果は作用さ
せる衝撃力の大きさによって IP3 や Ca2+のようなシグナル伝達物質の濃度を調節できる可能性
を示しており、シグナル伝達経路の制御に基づいた細胞の遺伝子発現制御技術への発展が期待
される。 

 
図 5 フェムト秒レーザー誘起衝撃力の作用に伴う細胞内に取り込ませた Fluo-8 の蛍光強度変化．
(a)Ryanodine 作用下における最大相対蛍光強度、(b)パルスエネルギーが 225 nJ の場合における 

Ryanodine の作用による相対蛍光強度の時間変化 
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