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研究成果の概要（和文）：本研究では、マイクロパターン材料を用いてヒト骨髄由来の間葉系幹細胞(MSCs)を培
養し、細胞の大きさやアスペクト比、形状、接着面積、伸展面積などの細胞の形態を制御し、細胞形態による遺
伝子導入への影響を明らかにした。MSCsの大きさ、アスペクト比と接着面積が大きいほど、遺伝子導入効率は高
くなった。また、細胞密度と細胞の巻角度も遺伝子導入に影響を与えた。しかしながら、細胞の形状、伸展面積
と巻の向きは遺伝子導入効率に影響しなかった。細胞形態よる遺伝子導入への影響は、細胞骨格の集合状態の変
化、細胞内の力学的環境の変化とDNA合成活性によると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Cell morphology such as size, aspect ratio, regular geometry, adhesion area 
and spreading area was controlled by culturing human bone marrow-derived mesenchymal stem cells on 
micropatterns. The influence of cell morphology on gene transfection was investigated. The results 
showed that gene transfection efficiency increased with the increase of cell size, aspect ratio and 
adhesion area. Cell density and curvature angel also affected gene transfection efficiency. However,
 cell regular geometry, spreading area and curvature direction showed no influence. The 
morphological influence on gene transfection efficiency was related to the enhanced uptake of 
exogenous genes and accelerated DNA synthesis activity.

研究分野：生体材料

キーワード： マイクロパターン　細胞形態　遺伝子導入　幹細胞
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞への遺伝子導入において、外来の遺伝子をいかに効率よく細胞膜を通過させるかは極めて重要な課題であ
る。これまでの研究開発では、遺伝子キャリアの設計に注目が集まっていたが、遺伝子が取り込まれる側である
細胞の制御は非常に重要であるにも関わらず、ほとんど研究されていない。本研究では、細胞自身が外部の物質
を取り込む能力に着目し、細胞の大きさやアスペクト比、形状、接着面積、伸展面積などの細胞の形態を制御す
ることで、遺伝子導入の効率を高める要素を明らかにした。得られた成果は外来遺伝子の細胞への効率的な導入
方法の開発に役立つと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

細胞への遺伝子導入において、外来の遺伝子をいかに効率よく細胞膜を通過させるかは極

めて重要である。これまでの研究開発では、遺伝子キャリアの設計に注目が集まっていたが、

遺伝子が取り込まれる側である細胞の制御は非常に重要であるにも関わらず、ほとんど研究さ

れていない。近年、マイクロパターン化技術を利用し、細胞の大きさ、形状、伸展などの細胞

形態を制御することにより、細胞骨格及び細胞核の構造を変化させると、細胞の増殖や分化な

どの機能に影響を与えることが明らかになってきた。そこで、このマイクロパターン化技術を

利用して細胞の形態を制御すれば、それによる外来遺伝子の細胞への取り込み及び発現への影

響も明らかになると考えられる。ここで得られる知見は、外来遺伝子の細胞への効率的な導入

方法の開発につながると期待できる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、細胞の形態を制御するマイクロパターン材料を作製し、それを用いて幹細胞

を培養し、マイクロパターンの構造により、細胞の大きさやアスペクト比、形状、接着面積、

伸展面積などの細胞の形態を制御する。これによる細胞の骨格や弾性率、DNA合成活性、外来遺

伝子の導入効率などを調べ、細胞形態の制御による外来遺伝子導入への影響を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）マイクロパターン材料の作製 

まず、ポリビニルアルコール（PVA）と光反応性化合物であるアジド安息香酸をエステル

化反応させることにより、光反応性のPVA誘導体を合成した。次に、この光反応性PVAの水溶液

を細胞培養用ポリスチレン基板の表面に塗布し、暗所で自然乾燥させた。つづいて、種々のマ

イクロパターンをもつフォトマスクでこの基板を覆い、紫外線照射によりPVAをポリスチレン基

板の表面にグラフト固定化した。未反応のPVAを洗浄除去することによって、細胞培養用ポリス

チレンの「島」を細胞が接着しないPVAの「海」で囲ったマイクロパターンが得られた。上記で

フォトマスクのパターンを設計することにより、大きさ、アスペクト比、形状、細胞接着面

積、及びキラリティーが異なる二次元マイクロパターン材料を作製した。 

 

（２）マイクロパターン材料の評価 

作製したマイクロパターンの構造を位相差顕微鏡で観察した。また、マイクロパターンの

微細構造を原子力顕微鏡（AFM）で調べた。ポリスチレン領域に細胞外マトリックスの成分であ

るフィブロネクチンをコーティングし、抗フィブロネクチン抗体による免疫染色を行った。 

 

（３）マイクロパターン材料における細胞培養及び細胞の機能解析 

マイクロパターン材料でヒト骨髄由来の間葉系幹細胞(MSCs)の培養を行い、マイクロパタ

ーンによる細胞骨格の集合状態の変化を調べた。まず、1日間培養した細胞の形態を調べ、マイ

クロパターンによる形態制御、および細胞骨格の変化を確認した。その方法として、蛍光標識

ファロイジンによる細胞骨格アクチンファイバーの染色、4′,6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI)による細胞核染色を行い、蛍光顕微鏡で観察した。次に、原子間力顕微鏡を用いたナノ

インデンテーションにより、細胞の力学特性であるヤング率を計測した。また、細胞への取り

込み実験に使われる蛍光標識マイクロ粒子を細胞培養の培地に添加し、マイクロ粒子の細胞内

での分布を評価し、細胞形態を制御したときのマイクロ粒子の細胞への取り込みを調べた。さ

らに、BrdU取り込みによるDNA合成活性を測定した。 



（４）マイクロパターン材料で培養した細胞への遺伝子導入の評価 

マイクロパターン材料でMSCsを培養し、遺伝子導入を行った。培養細胞を生きたまま遺伝

子導入の状態を蛍光顕微鏡で観察することのできるGreen Fluorescent Protein（GFP）の発現

ベクターを用いて、GFP遺伝子の細胞への導入効率を調べた。GFPの導入効率と項目（3）の結果

を比較し、遺伝子導入と細胞の形態制御の関係を調べた。 

 
４．研究成果 

フォトマスクを用いて、光反応性のPVA誘導体を細胞培養用ポリスチレン基板の表面にマ

イクロパターン状にグラフト固定化した。フォトマスクの設計により、大きさが異なる円形マ

イクロパターン、面積一定でアスペクト比の異なるマイクロパターン、面積一定で幾何学的形

状の異なるマイクロパターン、細胞の接着面積と伸展面積を個別に制御できるマイクロパター

ン、細胞密度を制御できるマイクロパターン、および面積一定でキラリティーが異なるマイク

ロパターンをもつマイクロパターン材料を作製した。作製した大きさが20、40、60、80μmの円

形、及び面積（5,027平方μm）一定でアスペクト比が1:1、2:1、4:1、8:1の楕円形のマイクロ

パターンの位相差顕微鏡の写真を図１に示す。得られたマイクロパターン材料を位相差顕微

鏡で観察したところ、材料の表面にフォトマスクのパターンを反映した細胞接着/非接着パ

ターンの形成が確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．直径が20、40、60、80μmの円形とアスペクト比が1:1、2:1、4:1、8:1の楕円形のマイク

ロパターンの位相差顕微鏡の写真。Scale bar:100 μm。 

 

また、水中でのマイクロパターン材料の表面をAFMで観察したところ、細胞培養用ポリ

スチレン基板の細胞接着表面を囲むPVAのグラフト固定化層が確認された。AFM断面像より、水

中でのPVAグラフト固定化層の厚みを計測したところ、数十nmであることがわかった。 

作製したマイクロパターン材料の表面を20μg/mLのフィブロネクチン水溶液で37℃、1時

間インキュベートすることにより、マイクロパターン材料の細胞接着ポリスチレンの領域

（「島」）にフィブロネクチンをコーティングし、「島」のマイクロパターンの細胞接着性を

さらに高め、細胞は「島」のマイクロパターンに接着しやすくした。抗フィブロネクチン抗体

を用いた免疫染色より、マイクロパターンのポリスチレン領域にフィブロネクチンをコーティ

ングされたことが分かった。 

本マイクロパターン材料でMSCsを培養したところ、MSCsはマイクロパターンの「島」領域

に従って接着し、種々のパターンの大きさや形状にしたがって伸展していた（図２）。この
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ように、細胞の大きさと形状を単一細胞レベルで制御することができた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．マイクロパターン材料の表面で培養したMSCsの位相差顕微鏡像。挿入写真は細胞の拡大

写真である。Scale bar:50 μm。 

 

細胞骨格アクチンファイバーを蛍光標識ファロイジンで染色した後、蛍光顕微鏡で観

察した（図３）。細胞が大きくなるにつれて、より多くのアクチンファイバーが形成された。

円形マイクロパターンにおいては、アクチンファイバーは放射状かつ同心円状に集合してい

た。楕円形のマイクロパターンにおいては、アスペクト比の増大にともなって、アクチンフ

ァイバーは楕円の長軸方向に配向した。また、細胞のメカニカル特性、細胞への蛍光標識マイ

クロ粒子、および細胞核へのBrdUの取り込みをそれぞれ計測した結果、細胞のヤング率、マイ

クロ粒子の細胞への取り込み量、DNA合成活性は細胞の大きさおよびアスペクト比が増加するに

つれて大きくなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．各種マイクロパターンで培養したMSCsの細胞核とアクチンファイバーを染色した蛍光顕

微鏡像。細胞核は青色で、アクチンファイバーは緑色で染色される。Scale bar: 100 μm。 

 

さらに、マイクロパターン材料で培養したMSCsに、GFP遺伝子をコードしたプラスミドDNAを

リポフェクションした。GFP遺伝子を取り込んだMSCsは緑色の蛍光を発した（図４）。緑色の蛍

光を発した細胞の数を数え、全体の細胞数に対する割合を計算することによって、遺伝子導入

効率を求めた。その結果、MSCsの大きさやアスペクト比が大きいほど、遺伝子導入効率は高く
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なることが分かった（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４.各種マイクロパターン材料で培養したMSCsへの遺伝子導入後の緑色蛍光タンパク質GFP遺

伝子を発現した細胞の蛍光顕微鏡像とGFP遺伝子の導入率（n = 5, *p < 0.05, **p < 0.01）。 Scale 

bar: 50 μm。 

 

また、面積一定で幾何学的形状の異なるマイクロパターン、細胞の接着面積と伸展面積を

個別に制御できるマイクロパターン、細胞密度を制御できるマイクロパターン、および面積一

定でキラリティーが異なるマイクロパターンをもつマイクロパターン材料を用いて、同様な実

験を行い、細胞形態による遺伝子導入への影響を調べた。その結果、異なる幾何学形状をもつ

細胞の周縁部ではストレスファイバーが形成されたが、中央部ではファイバーの形成が妨げら

れた。細胞接着面積、細胞の巻角度、および細胞密度は細胞骨格に大きな影響を与えることが

分かった。他方、細胞の形状、細胞の伸展面積および細胞の巻の向きは細胞骨格にあまり影響

しなかった。また、細胞の接着面積、細胞の巻角度、および細胞密度は、細胞のヤング率、マ

イクロ粒子の細胞への取り込み、DNA合成活性に影響を与えたが、細胞の形状、細胞の伸展面

積、細胞の巻の向きはこれらに影響しなかった。さらに、細胞の接着面積、細胞の巻角度およ

び細胞密度は、遺伝子導入効率に影響を与えたが、細胞の形状、伸展面積とマイクロパターン

の細胞の巻の向きは遺伝子導入効率に影響しなかった。マイクロパターンによる細胞の遺伝子

導入効率への影響は、細胞骨格の集合状態の変化、およびそれに起因する細胞内の力学的環境

の変化とDNA合成活性によると考えられる。 
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