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研究成果の概要（和文）：本研究では，液体材料を足場に用いる革新的な細胞培養技術の開拓を行った．具体的
な研究成果として，新たにイオン液体を足場材料に用いられることを実証し，液体の化学構造に応じて細胞接着
が劇的に変化することを見出した．また，液体界面に吸着したタンパク質のナノ構造と細胞側の脂質ナノドメイ
ンの構造共鳴によって間葉系幹細胞が神経分化するという分化機構を突き止めることができた．以上のように，
液体足場材料の適用範囲とそれにたいする細胞力覚機構の理解を深めることに成功した．

研究成果の概要（英文）：This project develops new cell culturing method based on fluid interfaces. 
We have demonstrated successful cell culturing at the interface of ionic liquids and the dependence 
of cell morphologies on the chemical structures of the ionic liquids. We also identified that an 
essential role of structural coupling between protein nanostructures assembled at the fluid 
interface and lipid nanodomains within cells. Overall, we have succeeded in broadening the spectra 
of liquid-based materials capable for cell culturing and identified cellular mechanosensing 
mechanism at the fluid interfaces. 

研究分野：メカノバイオロジー

キーワード： メカノバイオロジー　液々界面　細胞接着　幹細胞　イオン液体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の培養手法とは一線を画す液体を足場に用いる細胞培養技術において，どのような液体が細胞足場となり
え，それらを細胞がどのように細胞が力覚しているのかの理解が不十分であった．本研究で開拓したイオン液体
材料ならびに界面にナノ線維を被覆する技術はこれらに明確な回答を与え，液体足場材料の学術的な理解を深め
た．また，従来の細胞培養技術に廃プラや低生産効率などの課題が存在していたのに対して，新たな細胞培養モ
ダリティとして液々界面培養技術の可能性を示した本研究成果は，環境・エネルギーなど社会的な意義もあるも
のと言える．

※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 
細胞はプラスチックやハイドロゲルなどの硬い材料の上でのみ接着・伸展でき，有機溶媒など
のように応力が緩和する培養基質では培養できないと考えるのが一般的だ。それに対して我々
は，水と二相分離するパーフルオロカーボン類との液々界面においても，適切な種類の液体を選
ぶことで，何ら特別な処理をせずに細胞を培養・増殖させることに成功している。従来の細胞培
養技術の常識を覆すこの発見については未だ不明な点も多いが，水-パーフルオロカーボン間の
界面自由エネルギーが小さくなるよう，培地中のタンパク質が変性を伴い，自己組織化によって
単分子レベルのナノ薄膜を界面に形成し，それが細胞の牽引力に抵抗できるほどの力学強度に
達することを明らかにしている。しかもこのタンパク質ナノ薄膜上で培養したヒト間葉系幹細
胞（hMSC）は，単なる増殖培地中でも，自ら進んで神経細胞に分化することも突き止めている。
これらの結果は，液体基質という特殊新奇な環境の培養・分化誘導場のポテンシャルを強力に支
持するものである。液体が本質的に持つ可変形性や操作性を利用すれば 3Dプリンティングやマ
イクロ流体デバイスなど，一般的な固体やハイドロゲル材料にはない応用展開も可能となるな
ど細胞培養に新たなモダリティを提案できる．ただ，外部からの振動を切欠に，（おそらくタン
パク薄膜が破断して）スフェロイド化するなど，薄膜故のロバスト性に課題が残っていた．この
解決にはより培養に適した液体の探索が望まれるが，これまで疎水性液体として用いてきたパ
ーフルオロカーボン類は，液体自体の物理化学的特性のレンジが狭く，その上，物質に対する溶
解性が低いため液体のパラメーターを変化させるのに限界があった．また，上述の hMSC の神
経分化に先立って，細胞の牽引力に促されて線維化されたタンパク質が界面で観察されたが，そ
の役割やメカノセンシング機構についても未解明の点が多く残っていた． 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では，このように細胞培養技術に大きな変革・転換をもたらすことが期待される，
「液体」を足場に用いる培養技術をさらに拡充すべく，上記の課題の解決・解明に取り組むこと
で，当該技術の基盤を確固たるものとすることをめざした。第一に，より培養に適し，且つ液体
基質に求められる物理化学的特徴を特定するために，下層に用いる液体のスペクトルを広げる
ことをめざした．具体的には純粋なイオンより構成される常温溶融塩であるイオン液体の中で
も水と二相分離する疎水性イオン液体に注目し，液体足場材料としての可能性を追求した．イオ
ン液体はデザイナー液体とも呼ばれ，カチオンとアニオンの組み合わせにより液体の物理化学
的特性を自在に制御できるメリットがある．次に，液々界面という特殊な場における hMSC の
神経分化誘導のメカニズムを解明するべく，界面に形成される線維化構造の役割とそれに対す
る細胞のメカノセンシングについて調べた． 
 
３．研究の方法 
（１）イオン液体足場材料の開拓 
典型的なオニウム系の疎水性イオン液体の中から，カチオン種として脂肪族アンモニウム，芳
香族アンモニウム，脂肪族ホスフォニウム系を，アニオン種としてフッ素を多く含む
bis(fluorosulfonyl)imide([FSI]),bis(trifluoromethanesulfonyl)imide([TFSI])、hexafluorophosphate ([PF6])，
N,N-hexafluoro-1,3-disulfonylimide ([cTFSI]) ， bis(pentafluoroethenesulfonyl)imide ([BETI]), 
bis(nonafluorobutanesulfonyl)imide ([NFSI])を選択した（図 1）．培養液中にこれらの疎水性イオン
液体を一定量添加し，hMSC に加え，イヌ腎臓上細管上皮由来細胞株（MDCK），ヒト子宮頸癌
由来細胞株（HeLa），ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞株（A549）に対する毒性を LIVE/DEADアッセ
イによって評価した．毒性が低いと判断されたイオン液体と培養液ｓ界面を形成し，フィブロネ
クチンでコーティング後に上層を培地に置換し，hMSC細胞を 1x104細胞/ウェルで播種した．細
胞の観察は位相差顕微鏡並びに，カバーガラスに転写後に免疫染色による観察を行い，当該イオ
ン液体の有用性を検証した． 

 
（２）ナノフィブリルタンパク質を用いた細胞メカノセンシング機構の探究 



液々界面にコーティングするタンパク質として，さまざまな物理刺激によってアミロイド状線
維を形成するリゾチームを用いた．リゾチームを熱処理してナノフィブリルを形成後，2種類の
pHで水/パーフルオロオクタン（PFO）界面に集積化し，hMSCを播種・培養を行った．細胞の
免疫染色はイオン液体の場合と同様の処理により行い，遺伝子発現解析については TRIzol 処理
によってトータル RNAを抽出し，所定の処理を経て定量 PCR法によって実施した． 
 
４．研究成果 
（１）イオン液体足場材料の開拓 
最初に図 1に示したカチオン種・アニオン種より構成されるさまざまなイオン液体を対象に，
無毒性の疎水性イオン液体の探索を行った．アンモニウム系のイオン液体については，培養一時
間後において，[C4min][BETI]や[C6min][BETI]などで高い生存率が観察されたのに対して，24時
間ではそのほとんどの細胞が死んでいた．細胞種ごとに一時間後の生存する液体の種類も多少
の変動があるものの，24 時間後に死滅することには変わりはなかった．一方で，ホスフォニウ
ム系では，一部アニオン種によっては多少の細胞死が見られるものの，多くの種類において 24
時間後にも細胞が生存している様子が確認された．この中から,アニオンとしては TFSIにフィッ
クスし，ホスフォニウムイオンに結合するアルキル鎖長の異なる [P2,2,2,5][TFSI]，
[P4,4,4,1][TFSI],[P6,6,6,14][TFSI]の三種類にフォーカスし，以降の実験に使用した． 
次に，これらのイオン液体に hMSC を播種したところ，分子構造に応じて異なる細胞の接着
形態を示した．具体的には，カチオンを[P2,2,2,5]から[P4,4,4,1]，[P6,6,6,14]へと変化させていく
につれて細胞の接着面積は大きくなり，且つ円形度の低下を見ることができた（図 2）．カチオ
ンに結合するアルキル鎖長が長くなることは，すなわちイオン液体のイオン性を低下させ，分子
性の特性を高めることを意味するが，それに応じてより細胞にとって接着しやすい界面に変化
していることを示唆している．そこでそれぞれのイオン液体界面に形成されるタンパク質ナノ
薄膜を AFMのナノインデンテーションによって求めたところ，細胞の接着形状に対応するよう
に，弾性率が高まっていくことを確認することができた．さらに，免疫染色法によって，転写補
因子の YAP の hMSC 内の分布を調べたところ，これらの結果と対応するように[6,6,6,14][TFSI]
界面において最も高く YAP の核内移行が観察された．YAP は細
胞質と核内を行き来するタンパク質であるが，硬い基材の上では
核内移行が進行することが知られている．これらの結果は，確か
に hMSC も[6,6,6,14][TFSI]界面に形成されたタンパク質ナノ薄膜
を「硬く」感知していることを裏付けている． 
以上より，液々界面培養に用いる液体として新たにイオン液体
をその候補に加えることに成功した．また，イオン液体のデザイ
ナー液体としての特徴を利用することで，その構造設計により，
液体の物理化学的特性を調節し，形成されるタンパク質ナノ薄膜
の設計ならびに細胞接着・運命制御できることを実証することが
できた． 
 
（２）ナノフィブリルタンパク質を用いた細胞メカノセンシング機構の探究 
 天然の lysozymeは，BSAなどと同様に，水/PFO界面で密に詰まったタンパク質ナノ薄膜を形
成するのに対し（図 3A），熱処理してナノフィブリル形成した後に界面に添加すると，繊維構造
を維持したまま界面に集積化する様子が観察された（図 3B）．このことより，前処理によって
液々界面に形成するタンパク質の形態を制御できることが分かった．つぎにこの上で hMSC を
接着させると，いずれの表面においても hMSCは良く接着し，ここに細胞のミオシン阻害剤，ア
クチン重合阻害剤，ROCK阻害剤を抑える薬剤を添加すると，いずれの場合も細胞の接着面積は
低下し，細胞は界面に形成されるタンパ
ク質ナノ薄膜を力覚していることが明
らかになった．次に初期神経マーカーの
TUBB3 と成熟マーカーの MAP2 の発現
を調べたところ，いずれの遺伝子もナノ
フィブリルを形成した方が高い発現量
を示した（図 3C）．これら神経マーカー
の発現は，ポリスチレンディッシュ
（TCPS）を同様にタンパク質コーティ
ングしたものよりも有意に発現量が増
大しており，液々界面によるさらにナノ
フィブリル形成の効果が高まることが
明らかになった． 
つづいてナノフィブリル線維に対する細胞力覚における脂質ラフトの関与を調べた．水/PFO
界面に形成した lysozyme ナノフィブリル上に接着した hMSC を低濃度の methyl-β- cyclodextrin
（MβCD）処理により脂質ラフトを崩壊させたところ，TUBB3の発現量には変化がなかったもの
の，接着班部における FAK のリン酸化が低下するとともに，MAP2 の発現量も大幅に減少する
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ことが分かった（図 4）．これは TCPS上
では見られない液々界面に特異的な現
象である．以上より，先の我々の報告で
見られた液々界面のアダプティブな特
徴によって形成されたナノ構造と細胞
側の脂質ナノドメインのナノスコピッ
クな構造共鳴が神経分化誘導の本質で
あるというメカノセンシング機構が明
らかになった。 
  
以上のように，本研究を通して液々界
面培養技術にイオン液体に拡充するこ
とに成功するとともに，液々界面におけ
る hMSC の神経分化機構に関する有用
な知見を得ることができた． 
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