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研究成果の概要：コラーゲンを特異的に観測できる第 2高調波発生顕微鏡を開発し，細胞と細

胞外基質との力学的相互作用の定量化手法を確立した．本手法は非染色的に可視化したコラー

ゲン線維の変位を定量化するものであり，従来法では定量化が不可能な細胞レベルの変位場の

解析が可能である．培養細胞への伸展負荷実験に適用した結果，均一とみなせる組織レベルと

は異なる細胞レベルの変位場の不均一性が明らかになった． 
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１．研究開始当初の背景 
生体は力学的環境に適応して様々な生理

応答を示す．個体レベルの生理応答は細胞レ
ベルの応答が統合されて実現するため，個々
の細胞がおかれている力学的な環境を把握
することは重要である．しかし，細胞レベル
の力学的環境を明らかにすることは容易で
はなく，組織レベルとは異なる環境にあると
考えられる．細胞に作用する力学的刺激に関
する従来研究では，個々の細胞に対する刺激
の不均一さを考慮せずに，組織レベルで想定
される均一な刺激を仮定して細胞応答を解
析する場合が多い．実際の細胞応答は不均一

な刺激に対する不均一な応答であり，その応
答が組織から個体までの上位階層で統合さ
れている．このような生命現象を解明するた
めには，組織－細胞レベルにわたるマルチス
ケールの解析が必要となる． 
細胞外基質の主構成要素であるコラーゲ
ンにピークエネルギーの高い超短パルス光
を照射すると，光と物質の非線形相互作用に
より，入射光波長の半分の波長の第 2高調波
発生光（SHG 光）が誘起される．SHG 光は波
長のオーダーで非中心対称構造を有する物
質からのみ発生し，生体内では SHG 光発生源
となる物質が限られているために，染色をせ

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2007～2008 

課題番号：19700381 

研究課題名（和文）力学的刺激に起因する細胞および細胞外基質の変形のマルチスケール解析

                     

研究課題名（英文）Multiscale analysis for deformation of cell and extracellular matrix

due to mechanical stimulus 

研究代表者 

福島 修一郎（FUKUSHIMA SHUICHIRO） 

大阪大学・基礎工学研究科・助教 

 研究者番号：40362644 



ずに特定の物質のみを検出することができ
る．生体組織内ではコラーゲンが量および高
次構造の点から最も効率よく SHG光を誘起す
る物質である．固定や染色を必要としない
SHG 光観測の特長をいかせば，従来法では不
可能はコラーゲンの動態を可視化でき，力学
的環境を把握する強力な観測法となる可能
性がある． 
 

２．研究の目的 
本研究では力学的環境を把握する指標と

して細胞外基質と細胞骨格の変形に着目し，
組織レベルで均一な伸展刺激が細胞レベル
でどのような不均一性をもつのかを明らか
にし，マルチスケールの力学的環境を統合的
に理解することを目的とする．具体的には以
下の点に着目して研究を遂行する． 
(1) 細胞外基質の変形を観測する新たな手
法として SHG 顕微鏡を開発する．SHG 光強度
をもとにした変形の指標を選定し，高空間分
解能で変形を可視化する． 
(2) 伸展負荷による実際の細胞および細胞
外基質の変形を定量化する．伸展周期内の変
位場を求めて，細胞の部位による変位の違い
を明らかにし，組織レベルと細胞レベルとの
力学的環境の関係を検討する． 
 
３．研究の方法 
(1) SHG 顕微鏡の開発 
細胞外基質の変形を解析するために，コラ

ーゲンを非侵襲・非染色的に観測可能な SHG
顕微鏡を開発した．従来法ではコラーゲンの
動態を観測することはできなかったが，本顕
微鏡は同一コラーゲン線維の経時的な追跡
が可能なため，細胞外基質の変位をサブミク
ロンの空間分解能で定量化できる． 
SHG 顕微鏡の光学系を図 1 に示す．これは

市販の共焦点レーザー顕微鏡（DEGITAL 
ECLIPSE C1, NIKON）の光源を改造してモー
ド同期 Ti:Sapphire レーザー（Cameleon, 
Coherent; パルス幅 140 fs，波長可変域 720
～950 nm，繰り返し周波数 90 MHz，パワー1 W）
を用いたものである．レーザーから射出され
たパルス光は 1/2 波長板（λ/2）と偏光子（P）
およびビームエキスパンダー（BE）によって
強度とビーム径をそれぞれ調節し，1/4 波長
板（λ/4）で円偏光にして顕微鏡に入射して，
対物レンズ（OL; 20x, N.A.=0.75）でサンプ
ルに集光した．レーザーの中心波長は780 nm，
パワーはサンプルの位置で 60 mW に調整した．
サンプルから発生した SHG光はコンデンサー
レンズ（CL）で集光した後フィルター（F1; 
Band pass filter 387±5.5 nm, F2; Blue pass 
filter 500 nm 以上カット）によって基本光
を除去し，光ファイバーで伝送して光電子増
倍管（PMT）で検出した．イメージングには
スキャンボックス内のガルバノミラー（GM）

および対物レンズの Z軸フォーカスモーター
によってビーム走査を行なった．検出系は 4
系統あり，透過画像，蛍光画像，SHG 画像の
同時取得が可能となっている． 
 

 
(2) 細胞レベルの変位場解析 
観測試料には基質となるコラーゲンゲル
上に培養した血管内皮細胞を用いた．顕微鏡
のステージ上に設置したインキュベータで
培養環境を維持し，細胞の接着・遊走過程と
伸展装置で周期的な伸展刺激を負荷したと
きの細胞および基質の変形を観察した． 
細胞外基質の変位場は，コラーゲンゲル表
面で取得した SHG 画像を用いた．SHG 画像の
コラーゲン線維の特徴点を抽出し，特徴点座
標の２時刻間差分を変位ベクトルとした．
SHG 画像の特徴点抽出精度の検証は，コラー
ゲンゲルにマーカーとなる蛍光色素を分散
させて算出した変位ベクトルと比較して行
なった． 
細胞の変位場は，透過画像から抽出した輪
郭および内部特徴点の座標から，基質と同様
に算出した．細胞の核および骨格は蛍光色素
で標識して可視化した． 
 
４．研究成果 
図 2に SHG 顕微鏡で観測したコラーゲンゲ
ルの例を示す．取得した画像には線維様の輝
度分布が明確に現れており，染色像および電
子顕微鏡像と比較して妥当なコラーゲン構
造を可視化できている．また同一線維の追跡
や特徴点抽出が容易な画像が得られている． 
SHG 信号がコラーゲンゲルに由来している
ことを確認するために，コラゲナーゼを添加
してゲルの分解過程を観測した．ゲルを 37℃
に保持し，同一視野で 2層（ゲル表面，内部）
の SHG 画像を 1分毎に取得してその平均強度
をプロットしたものが図 3である．巨視的に
見るとゲルは均一な構造をしており，酵素に
よって時間とともにゲルが分解されていく
様子がわかる． 
SHG 光強度がコラーゲン線維の構造に依存
していることを確認するため，線維配向が異

図 1 SHG 顕微鏡の光学系 



なるゲルを作成し，発生する SHG 光を観測し
た（図 4）．コラーゲン線維の配向はゲル圧縮
して変えたが，通常のゲル（control）と圧
縮したゲル（strained）はコラーゲン濃度が
観測時に同じとなるように調整した．圧縮し
たゲルは線維方向が揃っているので，干渉に
よる増強効果で SHG 光強度が高くなった． 
細胞の接着・遊走過程の形態変化に伴う基

質の変位を定量化したのが図５である．浮遊
させた内皮細胞をコラーゲンゲル上に播種
してから 30 分後（灰色）と 40 分後（黒）の
細胞の輪郭と 2時時刻間（10 分間）の変位ベ
クトルを示した．細胞が足場を形成する過程
で発生した牽引力が基質に作用した結果の
変位が定量できている． 
細胞に 10％の伸展を負荷したときの細胞

内の変位は不均一な分布を示した（図 6）．試
料はシリコーン製チャンバー上に培養して
ものであり，マクロな伸展量（10％）はチャ
ンバーの変形量をもとに決定している．従来
はマクロな伸展量を細胞への刺激として細
胞応答が検討されてきたが，細胞に実際に負
荷されている刺激は細胞ごとに異なり，細胞
内部でも均一ではない．このような刺激の不
均一さは細胞応答の解明するうえで無視で
きないと考えられる． 
本研究では，細胞外基質の変形を定量化す

るための SHG 顕微鏡を開発し，細胞と基質と
の力学的相互作用の定量化手法を確立した．
この手法を培養細胞への伸展刺激負荷実験
系に適用して，基質を均一とみなした組織レ
ベルと細胞骨格およびコラーゲン線維構造
を考慮した細胞レベルの違いが明らかにな
った．細胞レベルの変位場の定量化をするこ
とが可能となったことで，細胞内の力学的環
境の解明につながる計測手法が確立できた． 
力学現象を解明するためには動態解析が

必須なので，SHG 光を用いた変位解析は有用
となる．さらに，SHG 光の強度や偏光依存性
の情報を活用することで，試料の材料特性の
推定などに応用できる可能性がある． 
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図 2 コラーゲンゲルの SHG 画像 

（200×200μm） 

図 3 コラーゲンゲルの分解過程の 

SHG 光強度の変化 

図 6 伸展負荷時の細胞の変位 

図 4 SHG 光強度のコラーゲンゲル線維 

配向依存性 

図 5 細胞接着過程における 

   コラーゲンゲルの変位 
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