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研究成果の概要（和文）：原子間力顕微鏡（AFM）を用いて多数細胞レオロジー測定法を開発し、

細胞レオロジーの統計データを、細胞力学モデルを用いて解析した。（１）細胞レオロジーの

単一細胞数分布の周波数特性を明らかにした。（２）血清飢餓法により細胞同調された細胞レ

オロジーを明らかにした。（３）細胞レオロジーの周波数特性のアンサンブル平均と時間平均

を測定し、それらの差異を明らかにした。（４）正常細胞から不死化細胞への形質転換におけ

る細胞レオロジーを測定した。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the number distribution of single cell rheology by  
atomic force microscopy (AFM) and discuss the statistical data in connection with a modern 
model of cell rheology such as power-law rheology. (1) The number distribution of single cell 
rheology was measured as a function of external frequency. (2) The rheological behavior of 
cells was measured as cells were synchronized using serum starvation. (3) We succeeded to 
measure the ensemble- and time-averaged cell rheology and found differences between 
them. (4) We investigated the number distribution of power-law rheology of cells 
transformed from normal cells to immortalized cells. 
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細胞診断、統計解析 
 
１．研究開始当初の背景 
生細胞の粘弾性（レオロジー）は、細胞運動、
細胞分裂、細胞間情報伝達等の細胞機能と密
接に関係する。従って、ナノ・マイクロスケ
ールにおける単一細胞レオロジーの解明は、
生命の最小単位である細胞を理解する上で基

本的に重要である。申請代表者は、過去に、
原子間力顕微鏡（AFM）を用いた生細胞力学の
広帯域計測法を開発した。また、多数細胞計
測法不可避な個体差をもつ細胞の力学を精密
かつ定量的に計測するために、多数の細胞を
規則的に配列し長時間培養する実験系を構築
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し、細胞力学の統計情報の取得が可能な新規
AFM装置を試作した。そして、細胞力学の周波
数特性（細胞素弾性率）の細胞数分布が対数
正規分布に従い、その統計偏差が周波数依存
性を示すことを明らかにした。細胞力学と細
胞機能とに関連する細胞統計情報とを組み合
わせることにより、新規な細胞力学統計解析
が可能になるという着想に至り、本研究を行
った。 
 
２．研究の目的 
 多数細胞の統計情報を多角的に測定し、細
胞力学と細胞機能との相関の高精度解析を行
う。特に、生命固有の現象である（１）細胞
周期、（２）細胞分化、（３）細胞運動の細胞
機能に着目する。 
 多数細胞力学・構造の統計情報を計測する
システムの構築、および規則的に配列し長時
間培養を可能とする細胞サンプルの調製と
その最適化を行う。細胞サンプルにおいて、
細胞周期を同調・停止させた規則配列細胞サ
ンプル、正常細胞から異常な不死化細胞（ガ
ン化細胞）に分化した規則配列細胞サンプル、
および自発運動する規則配列細胞サンプル
の調製とそれらの細胞培養の最適化条件の
探索を行う。 
 
３．研究の方法 
蛍光顕微鏡（既存、TE-2000、Nikon）に搭
載した原子間力顕微鏡（既存、MFP-3D-BIO、
Asylum Research）を用いて、細胞観察と細
胞力学測定を行った。 
 AFM探針先端に装着したコロイドプロー
ブカンチレバーを用いた。比較的長い探針先
端にコロイドプローブを装着するため、カン
チレバーと細胞表面との流体力学的相互作用
が軽減でき、精密な複素弾性率計測が可能に
なった。 
 細胞の力学応答は、ロックイン検波を用い
たフォースモジュレーションモードにより計
測した。蛍光タンパク質Fucciを導入した細胞
は、理研細胞バンクから購入した。Fucci導入
細胞は、フラットな培養ディッシュ上で測定
を行い、それ以外の細胞のフォースモジュレ
ーション測定は細胞アレイを用いて行った。 
 
４．研究成果 
平成２１年度は、多変量解析を実現するため
に周波数領域測定に加えて、時間領域測定を
確立した。また、規則的に配列した細胞を長
時間培養可能なインキュベータの試作を行っ
た。AFMと蛍光計測の同時計測を簡便に行うこ
とができる装置を立ち上げ、細胞周期と細胞
レオロジーとの関係を、AFMと蛍光顕微鏡測定
により行った。正常細胞から不死化細胞（ガ
ン化細胞）への遷移過程を調べるために規則
配列した細胞サンプルを作成しAFMによる周

波数領域測定結果を得た。また、多変量解析
のために、細胞内カルシウム濃度計測法を立
ち上げ、AFMによる細胞力学と細胞内カルシ 
ウム濃度の同時測定システムを確立した。予
備測定の結果、AFMにより力学刺激に対して、
細胞間カルシウムウェーブの振る舞いや、そ
の時間変化を追跡することが可能であった。
さらに、細胞骨格構造と細胞レオロジーの多
変量解析を目指して、アクチン構造の変化に
対する細胞レオロジーのAFM計測を行った。 
その結果、アクチン脱重合により、複素弾性
率の細胞数分布の平均値が減少するだけでな
く、細胞数分布の標準偏差も大きく変化する
ことが分かった。 
平成 22 年度は、（１）細胞周期に依存した細胞

レオロジー計測、（２）多数細胞レオロジーの

時間空間依存性、および（３）細胞拍動現象の

力学計測に関する研究を行った。（１）細胞周

期に依存した細胞レオロジー計測において、血

清飢餓法により G0 期に同調した細胞を細胞ア

レイ上に配列し、その細胞ナノレオロジー（複

素弾性率）を調べた。血清飢餓同調法により処

理した細胞と未処理の細胞において、複素弾性

率の細胞数分布を測定し、血清飢餓法により、

細胞レオロジーが変化することが分かった。

（２）多数細胞レオロジーの時間空間依存性の

計測において、細胞力学のアンサンブル平均と

時間平均との比較を行い、細胞力学状態の統計

性を明らかにし、そのエルゴード性に関して議

論した。（３）細胞拍動現象の力学計測におい

て、AFM コンタクトモードを用いて、心筋細胞

内の局所拍動特性と細胞力学特性との相関関係

を明らかにした。また、細胞内拍動現象の協同

性について議論した。 

 平成 23 年度は、細胞レオロジーのアンサンブ

ル平均とその分布を精密に計測するためには、

個々の細胞の個性と実験誤差とを分離すること

が重要である。細胞レオロジーのべき応答理論

を基に、実験データから細胞レオロジーの標準

偏差を抽出する方法を開発した。本手法を用い

て、細胞レオロジーのアンサンブル計測と時間

計測を行い、本手法の有効性を示し、細胞レオ

ロジーにおけるアンサンブル平均と時間平均と

の関係を解明した。さらに、正常細胞と異常細

胞との細胞レオロジーの差異を評価し、細胞周

期に対する細胞レオロジーの定量化が可能にな

った。細胞内に存在する細胞骨格を介して力が

伝播すると考えられているが、細胞レオロジー

の細胞内伝播に関しては未知であり、その計測

方法も確立していなかった。そこで、マイクロ

ポストからなる力センサー基板と AFM を用いて、

細胞上部から細胞下部への細胞接着点間の力伝

播の周波数特性を計測する方法を開発した。そ

して、細胞力伝播は、弾性的であり、その伝播

方向はプレストレスと類似の方向であることが

分かった。 
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