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研究成果の概要：我々は抗体修飾した原子間力顕微鏡（AFM）を用いて細胞操作技術の開発を行

っている。本特定領域公募研究では AFM 探針を用いて細胞表面のタンパク質を力学的に検出し、

細胞の分化状態を評価する方法を開発した。 
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総 計 4,700,000 0 4,700,000 

 

 

研究分野： 

科研費の分科・細目： 

キーワード：細胞操作、分化誘導、遺伝子導入、AFM、シグナル伝達 

 
１．研究開始当初の背景 
骨格筋への細胞分化は MyoD ファミリーに

よって制御されており、MyoD の発現により骨
格筋に特徴的なタンパク質の発現が促され
る。自己分泌シグナルであるインシュリン様
増殖因子 IGF-II は細胞外に分泌され、細胞
表面に存在する IGF-1受容体と結合すること
で正の制御因子として働き、MyoD の発現を促
進する。分化シグナルの伝搬は近傍細胞に対
して多数の細胞が同時に組織形成を行うた
めに分化周期を同期するための機構である
と考えられるが、生体内でのその伝搬速度や
濃度は不明である。 
 
 

２．研究の目的 
本研究ではマウス繊維芽細胞 C3H10T1/2を
DNAメチル化阻害剤である 5-アザシチジンに
よって骨格筋に分化誘導し、IGF-I 受容体に
結合した IGF- II を力学的に検出することに
よって分化状態の評価を試みた。 
 
３．研究の方法 
AFM はカンチレバー先端の探針と試料の間
に働く相互作用を数 pN レベルの力分解能で
測定できる装置である。カンチレバーにかか
る力を縦軸に、移動距離を横軸にプロットし
たグラフをフォースディスタンスカーブ（FD
カーブ）と呼ぶ。抗体修飾探針を細胞表面に
接触させ、抗体－リガンド－受容体のサンド
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図１ 骨格筋分化における IGF-II シグナル

伝達と IGF-I 受容体に結合した IGF-II

の力学検出 

イッチ結合を形成させる。探針を引き離す過
程において結合の破断に要する力が FD カー
ブ上に現れる。これを unbinding force（UBF）
と定義し、相互作用の解析に用いた。 
 
４．研究成果 

培養３日目の C3H10T1/2 を 20 µM 5-アザシ
チジンで 48 時間処理することによって骨格
筋に分化誘導した。その後、通常の培地で２
日間培養し、さらに骨格筋への分化を促進す
るため、20 nM ジヒドロテストステロンで処
理した。AFM 探針は、探針の圧入による機械
的刺激を低減するために 1)、また細胞との接
触面積を増大するために先端を集束イオン
ビームでエッチングし接触面積およそ 10 µm2

にしたものを用いた（図１）。カンチレバー
はバネ定数が 0.2 N/m のものを用い、負荷速
度は 400 nN/s の条件で測定を行った。細胞
表面の IGF-I 受容体に結合した IGF-II を力
学検出するために、抗 IGF-II 抗体を修飾し
た AFM探針を細胞に接触させることで受容体
－リガンド－抗体の複合体を形成させ、引き
離した時の UBFを観察した。測定を繰り返し、
UBF のヒストグラムを作製すると正規分布に
従うピークが周期的に現れ、その最小単位か
ら単一の分子間相互作用の UBFを求めること
ができる。本研究で使用した抗 IGF-II 抗体
では、およそ 100 pN が最小単位であること
が示された。 
１回の測定において、抗 IGF-II 抗体修飾
AFM 探針を１細胞あたり 10 回接触し、10 細
胞に対して操作を行った。5-アザシチジン処
理をしていない場合では数十 pN 程度の非特
異的吸着力が検出されたが、特異的な UBF と
明瞭に区別することが可能であった。誘導後
の細胞でも、10 回の測定中に UBF が全く検出
されない細胞が 20～30%程度含まれることが
わかった。UBF が検出できない細胞は分化誘
導が十分でないものと考えられるが、形態に

特徴的な差は見られず、本手法によって細胞
を生きたまま非侵襲的に識別することが可
能であった。本分化誘導手法により、細胞融
合しミオシン重鎖陽性となり、筋細胞に到達
する細胞は最大でも 20%程度に留まり、培養
初期段階において既にシグナル伝達陰性の
細胞が含まれていることは妥当な結果であ
る。本測定の結果は、分化シグナルの伝達が
十分でないことがインビトロにおける細胞
の分化誘導の不確実性の要因であることを
証明している。 
培養期間１日目から９日目まで、5-アザシ
チジンを処理した細胞としていない細胞に
対して力学測定を行い、UBF の平均を算出し
た。処理前には UBF の平均値は 40 pN 以下で
あったことに対して、処理後１日目では53 pN
に、２日目では 112 pN に増加した。培地交
換後では UBF は 81 pN と減少し、ジヒドロテ
ストステロンを添加して２日間培養した時
の結果では 5-アザシチジン処理前と同程度
になった。一方、5-アザシチジンで処理しな
い場合は培養日数に関係なく平均で 40 pN 以
下であった。さらに、5-アザシチジンを処理
した細胞の培地中に終濃度 20 nM の IGF-II
を添加した後に力学測定を行ったところ、添
加しない場合と大きな差は観察されなかっ
た。経時変化が IGF-I 受容体の発現量を示唆
しており、IGF-II の分泌量が反映されたもの
ではないことを示している。 
 本技術は細胞の分化状態を無標識かつ非
侵襲で正確に判別できる非常に有用なもの
であり、分化した細胞を選別する技術に発展
することが期待される。 

 
 
 
 

図２ 骨格筋分化過程における UBFの経時

変化 

■ 5-アザシチジン処理 

● 5-アザシチジン無処理 

▲ 5-アザシチジン処理 

＋20 nM IGF-II 添加 
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