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研究成果の概要（和文）：骨芽細胞様細胞ＭＣ３Ｔ３ーＥ１を幅１０μｍ，長さ１００μｍの狭隘部を有するマ
イクロ流路に通し細胞核を圧縮した．流路通過で核内ＤＮＡ凝集塊の数が減ったが総体積は変わらず，凝集塊同
士が融合した可能性が考えられた．また，流路通過で細胞増殖率が低下した．Ｓ期の細胞核に振幅１μｍ，周波
数８００Ｈｚの動的圧縮を５分間加えると，凝集塊の数が有意に低下，細胞核の投影面積は変化なかった．非Ｓ
期の場合は，凝集塊数が増加，投影面積面積も有意に増加した．Ｓ期では複製のためにＤＮＡが緩むため外力で
凝集塊が減少し，また緩んだＤＮＡが核膜を内側から押すことにより核内圧が上昇し，核が潰れにくくなった可
能性が考えられた．

研究成果の概要（英文）：Osteoblast-like cells MC3T3-E1 were passed through a microchannel having a 
narrow portion of 10 um in width and 100 um in length to compress the cell nuclei. The number of 
intranuclear DNA aggregates decreased after passage through the channel, but the total volume did 
not change, suggesting the possibility that the aggregates fused together. In addition, the cell 
proliferation rate decreased after passage through the channel. When dynamic compression with an 
amplitude of 1 um and a frequency of 800 Hz was applied to the S-phase nuclei for 5 min, the number 
of aggregates decreased and the projected area did not change significantly. In the non-S phase, the
 number of aggregates and the projected area increased significantly. The DNA become loosened due to
 replication in the S phase. This may disassemble the aggregates easily. In addition, the loosened 
DNA may push the nuclear membrane from the inside and it may make the nucleus less likely to 
collapse.

研究分野：バイオメカニクス

キーワード： メカノバイオロジー　細胞核　クロマチン　DNA　力学刺激

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞核を圧縮することでクロマチン凝集体の個数や総体積が変化することは判っていたが，細胞周期の影響があ
ることが確認できた点，また，その影響がＳ期と非Ｓ期のクロマチンの凝集状態の違いから説明できそうである
ことが判った点が第１の成果である．またこれまでは凝集体の個数や体積の変化の理解に留まっていたが，マイ
クロ流路を通すことにより，増殖能にも変化が現れることが判った点が第２の成果と言える．

※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 
 
 近年，細胞核内の DNAの物理的な分布の違いが，細胞の機能発現に影響を与えることが認識
され始めている．例えば，血管壁内の平滑筋細胞は増殖やタンパク合成は殆ど行わず，収縮能に
富んだ『収縮型』というタイプの細胞であり，核内部では高濃度の DNA（正確には DNAとタン
パク質の複合体であるクロマチン）が核膜付近に集中しており，核中央部の DNA 濃度は低い．
一方，これを数週間培養すると収縮能は失われる代わりに増殖が盛んな『合成型』に変化し，こ
の際は DNAが核内に緩やかに満遍なく拡がった状態になっている．タンパク質の合成には DNA
の２重ラセンがほどけ，mRNAへの転写が起こることが必要であるが，収縮型の細胞では，エメ
リンなどのタンパク質により DNA が核膜に固定されているためにこのような反応が起こらず，
後者では，DNAの２重ラセンが緩みやすいためｍRNAの合成が生じやすく，結果としてタンパ
クの合成，更には増殖が活発になるのではないかと考えられている．一方，我々は，核内の DNA
分布が核の変形で容易に変化することを見出した．即ち，細胞に外部から圧縮力を加えることに
より，核膜に曲げや伸展などの変形が生じ，これにより核膜に留められていた DNAが外れて核
内に分散し，転写が盛んになる可能性が考えられている． 
 そこで我々は PDMS製の細溝付き基板に細胞を播き，基板を引張って細溝を広げて溝に細胞
を落とし込み，基板を元に戻すことで細胞核を圧縮する系を作製し，マウス頭頂骨由来骨芽細胞
様細胞 MC3T3-E1 の核に対して繰返圧縮を負荷した際の核内クロマチン分布の変化を調べてみ
た．その結果，核を１回しか圧縮しない場合は，圧縮量が 17%であっても核内の DNA凝集塊の
個数にも体積分布にも顕著な変化は見られなかった．一方，５回圧縮した場合は，圧縮量が 15%，
30%の時，いずれも凝集塊の体積は小さくなり，凝集塊の個数は増加する場合と減少する場合が
あった．これより，核内 DNA 凝集塊の総体積は十分大きな圧縮刺激を受けると減少すること，
圧縮刺激の強度には変形の大きさよりも変形の回数の方が利いている可能性があること，凝集
塊の個数は，分裂して増加する場合，合体して減少する場合，小さくなり計測不能となるため減
少する場合などが考えられ，変化は単純ではないことなどが明らかとなっていた．しかし，この
系は繰返圧縮を効率よく加えるのは困難であり，また，核を圧縮された細胞がどのような機能変
化を起こすのかは全く判って居なかった． 
 
 
２．研究の目的 
 
 そこで本研究では，細胞核に外部から力を加えて定量的に変形させ，この力学刺激によって生
じる核内の DNA分布の変化ならびに細胞機能の変化を調べる系の確立を目的とした．特に効率
的な刺激条件を探るためには刺激を加えた後の DNA 分布の変化をリアルタイムで観察するこ
とが必要と考え，刺激中ならびに刺激後の核内 DNA分布の変化を観察できる力学刺激系の確立
を目指した．また，クロマチンの凝集状態は細胞周期によって変わる可能性が考えられるため，
細胞周期が動的圧縮刺激の効果に与える影響も検討することにした．ところで細胞の機能変化
を調べるためには，十分な数の細胞が必要である．そこで，刺激中ならびに刺激後の核内 DNA
分布の変化を観察できる力学刺激系だけでなく，大量の細胞に一度に力学刺激を加え，その後の
細胞の機能を調べることのできる系の確立も目指した． 
 
 
３．研究の方法 
 
 対象には，マウス頭頂骨由来骨芽細胞様細胞MC3T3-E1を使用した．力学刺激には，①力学負
荷細胞を大量に得るためにマイクロ流路で細胞を扱く方法，ならびに②高効率な DNA分散法を
探るため幅広い周波数で個々の細胞を圧縮する方法の２種類を用いることとした．具体的には
以下の手順で研究を進めた． 
 
１）マイクロ流路を用いた細胞核力学負荷実験と細胞機能評価 
 以前試作した顕微鏡ステージ上での細胞直接圧縮法では十分な量の細胞を得ることが困難で
あったので，マイクロ流路による変形負荷法を用いることにした．MC3T3-E1細胞を細胞核程度
かそれより幅の狭いマイクロ流路に通すことで，核を扱き，それにより核内クロマチンの分散状
態を変化させることを目指した．これらの流路を通した細胞をシャーレに播種し，核内の DNA
の分散状態，細胞の増殖能・形態などを調べた． 
 
２）細胞核の動的圧縮負荷系構築と細胞核形態の観察 
 顕微鏡ステージ上で，個々の細胞の核をマイクロピペットを加工して作製した圧子で押し込
む装置を試作することにした．マイクロピペットをピエゾ素子で駆動し，細胞核に動的圧縮刺激



を加える．血清飢餓培養で細胞周期を揃え，その後，通常培地に変更して細胞周期を S期ならび
に非 S期の細胞に分けて動的圧縮刺激の効果を検討することにした． 
 
 
４．研究成果 
 
実験にはまず，培養操作が容易であり当研究室での使用経験の豊富なマウス頭蓋骨由来骨芽細
胞様細胞 MC3T3-E1 を用いることにした．そしてこの細胞を対象に，マイクロ流路を用いた細
胞核力学負荷試験とマイクロピペットによる核の動的圧縮試験を行った． 
 
１）マイクロ流路を用いた細胞核力学負荷と細胞機能評価 
DNAを Hoechst33342で蛍光染色した細胞を，様々な幅W，長さ Lの狭隘部を有するマイクロ流
路に通すこととし，PDMS製の流路を試作した．流路深さは 40〜50µm，非狭隘部の幅は 50 µm，
狭隘部のWは 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 17 µm，Lは 0, 20, 100 µmとし，これらを組み合わせた流路
を作製した．予備的検討から，このうち，Wが 8，10 µm程度の流路が適当であることが判った
ので，この幅で，長さは 0〜100 µmの流路を使用することとした．これらの流路を通した細胞を
シャーレに播種し，DNA 凝集塊の大きさと数の変化を調べた．その結果，狭隘部長さが増加す
るにつれ凝集塊の数が減ったが総体積は変わらず．狭隘部を通過させることにより，凝集塊同士
が融合した可能性が考えられた．また，狭隘部を通した細胞を培養し，増殖率を調べたところ，
狭隘部長さが長いほど，細胞増殖率が低下することが判った． 
 
２）細胞核の動的圧縮負荷系構築と細胞核形態の観察 
顕微鏡ステージ上で，個々の細胞の核をマイクロピペットを加工して作製した圧子で押し込む
装置を試作した．DNA を蛍光染色した細胞をシャーレに播種し１日ほど静置した後，顕微鏡ス
テージに置き，マイクロマニピュレータを操作して適当な細胞の上面に圧子を接触させる．DNA
の凝集状態を落射蛍光でリアルタイム観察しながら，シャーレに接続したピエゾ素子を動作さ
せて振幅 1µm，周波数 1 Hz〜1 kHz程度の範囲でシャーレを上下させることで細胞を押し込み，
細胞核に動的圧縮刺激を加える装置を試作した．血清飢餓培養で細胞周期を揃え，その後，通常
培地に変更して細胞周期を S期ならびに非 S期の細胞に分けて動的圧縮刺激の効果を検討した．
その結果，800Hzの周波数で 5分間刺激すると，S期の場合は DNA凝集塊の数が有意に低下し
たのに対し，非 S期の場合は DNA凝集塊が有意に増加する結果が得られた．一方，細胞核の投
影面積については，S期の細胞では変化なく，非 S期の細胞では圧縮により有意に増加する結果
が得られた．S期では DNA複製のために DNAが緩んだ状態になるため，外力により DNA凝集
塊が減少し，また，緩んだ DNAが核膜を内側から押すことにより各内圧が上昇し，核が潰れに
くくなった可能性が考えられた． 
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