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研究成果の概要（和文）：さまざまな細胞が普段の生命活動の中で，自身が伸縮する力学刺激を受けており，そ
の生理的役割が注目されている。本研究では，光照射に応じて膨潤・収縮するハイドロゲルを開発し，細胞に対
して自在な伸縮刺激を付与する方法の開発に取り組んだ。研究期間中に所望のゲルの開発と，その上での細胞培
養に成功した。このデバイスを利用すれば，今後，様々なスケールの力学刺激に対する細胞応答の解析が可能と
なると期待される。

研究成果の概要（英文）：In our living body, many cells are exposed to stretching stimuli, whose 
physiological functions are yet-to-be determined. In this study, we have developed a functional 
hydrogel, which can be swollen and shrunk in response to photoirradiation, in order to apply 
arbitral stretching stimuli to cells. During this research period, we have successfully developed 
such functional hydrogel and succeeded culturing cells thereon. This device will be useful to 
investigate cellular responses against mechanical stretching of various scales.

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　細胞伸展　アゾベンゼン　ハイドロゲル
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
管腔組織を構成する細胞は，普段の活動で伸縮刺激を受けて機能調節を受けているが，その詳細な理解は，高血
圧や頻尿などの加齢とともに増加する疾患への治療戦略に指針を与える。本研究で開発した光応答デバイスで
は，細胞内に存在する様々なスケールの生体分子装置の伸展刺激に対する影響を調べることができるようにな
る。それ故，基礎的な側面での機構解明に加え，薬剤スクリーニングなどの応用面でも期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
血管内壁や尿管などを構成する細胞は，脈拍や畜尿に伴い細胞体が伸縮する力学刺激を受け
て，その機能を調節されている（J. Roy. Soc. Interf. 2011, 8: 1379; Vasc. Cell 2015, 7: 8）。これ
ら伸縮刺激に対する細胞力覚を理解することは加齢とともに増加する管腔臓器特有の疾患の治
療戦略に指針を与える。 
細胞への伸縮刺激を模倣する実験系として，ポリジメチルシロキサン（PDMS）の表面に付着
させた細胞を基材諸共にストレッチャーで伸長・収縮させる方法が汎用されている。ただこの方
法は，①PDMS の力学特性が非生理的である上に，②力覚中心が μm スケールの細胞骨格なの
か，それとも sub μmスケールの接着斑なのか見分けがつかない。従来の分子生物学と異なり，
力学作用は生命体の各種階層に直接作用することを考慮すると，この既往手法には方法論的な
問題を抱えていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，伸縮刺激に対する細胞の力覚階層性を探究するために，上述の既往技術の課題解
決しうる新規デバイスの開発をめざした。具体的には，光照射に応じて可逆的に膨潤・収縮する
ハイドロゲルを開発し，このゲルに対する光照射位置を局所 or全体と変化させることによって，
階層性の異なる伸縮刺激を細胞に付与するという寸法である。本研究では，ゲルにおける可逆的
な膨潤・収縮を実現するために，UV/可視光照射に応じて光異性化するアゾベンゼンに注目し，
この分子を有するハイドロゲルの体積相転移現象に基づく膨潤・収縮挙動を利用することにし
た。ゲル組成に対する光応答挙動の解析，ならびに細胞培養実験への応用などに着手し，本戦略
の妥当性を検証した。 
 
３．研究の方法 

4-Phenylazophenyl acrylate (AzoAA)および N,N-dimethylacrylamide (DMA)から成るランダム共重
合体をフリーラジカル重合により合成した。この際，AzoAA の導入率が相転移温度に与える影
響を検討するため AzoAAの割合は系統的に変化させた。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光分光光度計で評価した。
Poly(AzoAA-r-DMA)を三次元架橋したキャピラリーゲルをラジカル重合により調製した。ゲルの
PBS 中での刺激応答性は平衡膨潤度測定により評価した。ゲル上での細胞培養のため
poly(AzoAA-r-DMA)の薄層ゲルをカバーガラス上に調製し，その表面に光架橋剤 Sulfo-SANPAH
を用いて collagen-I を固定化して細胞接着性を付与した。それと同時に細胞応答の観察用に F-
actin に結合するペプチド（Lifeact）の GFP 融合タンパク質 and/or 接着斑タンパク質の Paxillin
の mcherry 融合タンパク質を恒常発現させたイヌ尿細管上皮組織由来の MDCK(Madin-Darby 
canine kidney)細胞を樹立した。作製した細胞株のゲル基板への接着の様子は位相差顕微鏡及び蛍
光顕微鏡で観察した。 
 
４．研究成果 
合成した poly(AzoAA-r-DMA)の高分子水溶液は昇温に伴って透過率が減少した。これは下限
臨界溶液温度以上で poly(AzoAA-r-DMA)が相分離したためと考えられる。AzoAA が cis 型の時
は極性が上昇するため、UV 照射後の相分離温度は trans 型の時よりも高温側にシフトした
（Fig.1a）。AzoAAの導入率を変えることで相分離温度は調整可能であり、特に双安定温度を細
胞培養温度(37 ˚C)に調節することでその温度において光のみで可逆的に透過率が可変であった
（Fig.1b）。 

 次に，poly(AzoAA-r-DMA)を三次元架橋したゲルの温度応答性を平衡膨潤度測定により評価
した。ゲルネットワークを形成している poly(AzoAA-r-DMA)が昇温に伴い収縮するため，膨潤
度が温度に対して連続的に低下した。さらに，UV照射により 25-50 ̊ Cの範囲で膨潤度が上昇し
たため，可逆的な膨潤収縮（15%程度）を光によって引き起こすことに成功した(Fig.2)。 
このゲルの表面に collagen-I修飾を施すと，別途樹立した Lifeact-GFP恒常発現MDCKは接着
させることができるようになったが，ゲル上に付着した細胞応答を蛍光観察する上で，アゾベン
ゼンによる吸収が妨げとなり，通常の倒立観察ではほとんどシグナルが得られないという問題
に直面した（Fig.3a）。そこで，この観察系を正立顕微鏡に変更したところ，細胞からの蛍光シグ
ナルが観察できた(Fig.3b)。また，正立顕微鏡で，自在なパターン化照射を行うための治具を設
計した。以上の培養・観察条件で，細胞に対して階層性の異なる力学刺激を与えるための材料・
システムを構築することができた。 
 以上のように，細胞に対して多階層の力学刺激を与えるための材料およびそのシステム，さら
に観察系の構築に成功した。 
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Figure 1 (a) Poly(AzoAA-r-DMA)を溶解したPBSのUV照射前後における濁度変化。(b) Poly(AzoAA-
r-DMA)を溶解したPBSに対して37˚CでUV/VIS照射を行った際の可逆的な濁度変化。
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