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研究成果の概要（和文）：生体内外から生体に作用した力は疾患を誘発する．本研究はそれらの発症メカニズムの解明
を目的とし，発症に関与すると指摘される細胞内で応力が分布する様子（細胞内応力分布）を生体内環境と同様の力学
環境下での細胞について測定した．これを実現するために新規実験系を開発し，測定された細胞内応力分布ダイナミク
スを支配する物理メカニズムとして細胞の物理構造を担う細胞骨格に着目した．その結果，細胞内応力分布が力学環境
下で変化する様子はノイズの除去が急務であることが分かった．また，１つの細胞に着目した細胞内応力が力学環境下
で変化する様子は十分に観察でき，細胞骨格の切断とともに複数の挙動が観察された．

研究成果の概要（英文）：Mechanical stresses induced on our body involve in multiple disorders. In this stu
dy, in order to understand how the mechanical stresses involve in those disorders, intracellular alteratio
ns of traction force were tried to be measured. For the measurement, measuring system was developed. Moreo
ver, as a mechanism of the alterations, cytoskeletons were considered as a mechanical model. As a result, 
although alterations of intracellular traction forces remain indispensable noises for valid analysis, thos
e of cellular traction forces were valid. In addition with alterations of cytoskeletons, it was indicated 
that ablation of cytoskeletons induced several types of alterations in cellular traction forces.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 生体の内外から生体に作用する力は細
胞間基質を介し細胞に伝達され，伝達さ
れた力は細胞内のタンパク質を刺激する
ことで生理応答を惹起する．刺激される
タンパク質は，細胞内の場所に依存して
疾患を誘発すると指摘されているものの，
詳細は未知である．それらタンパク質が
細胞内で刺激される場所を明確に捕らえ
ることが可能になれば，生体に作用した
力が誘発する疾患の発症を解明すること
ができる． 
 従来，細胞内で応力が分布する様子（細
胞内応力分布）を実測した研究例がある
(Biophys J 1999，PNAS 2001）．しかし
ながら，それらは生体内環境とは大きく
異なり，静置環境での細胞について調べ
られたものである．疾患の発症を解明す
る目的からは生体内環境と同様に力が作
用する細胞について調べる必要があり，
従来の着想を超えた新規実験系が必要と
なる． 
 これまで筆者らは細胞に外力を負荷す
る技術を独自に開発し続けてきた．例え
ば，2 台のステッピングモータを用いて
細胞に単軸引張を加える技術（日本機械
学会年次大会 2008）や，微細なピペッ
トを精密に位置制御することで細胞膜に
生理学的な変形を生じさせる技術（Cell 
Calcium 2010）などである．これらの技
術は細胞単体に力を作用させるために発
案されたものであるが，生体に近い弾性
体材料と併用することで，細胞を含めた
測定系全体に力を作用させて生体内の力
学環境を模擬した細胞について，細胞内
応力分布を測定することが可能になると
考えた． 
 
２．研究の目的 
 生体内外から生体に作用した力は疾患
を誘発する．本研究はそれらの発症メカ
ニズムの解明を目的とし，発症に関与す
ると指摘される細胞内で応力が分布する
様子（細胞内応力分布）を生体内環境と
同様の力学環境下での細胞について測定
した．これを実現するために新規実験系
を開発し，測定された細胞内応力分布ダ
イナミクスを支配する物理メカニズムと
して細胞の物理構造を担う細胞骨格に着
目した． 
 
３．研究の方法 
(1) PDMS 引張チャンバ作製 
 PDMS（Sylgard184, 東レダウコーニン
グ）の主剤と硬化剤を 10:1 の比率で混合
し，脱気による気泡除去を経て，アクリ
ル製の型枠に流し込んだ．さらに，80℃
で 1時間静置し，PDMS を硬化させた． 
(2) ゼラチンゲル作製 
 ゼラチン粉末を純水に10%(w/v)で混合

させ，60℃に昇温させることで溶解させ
た．フェノールレッドを指示薬として pH
調整（おおよそ pH=7）をした後，PDMS 引
張チャンバ上に流し込み，室温，もしく
は 37℃，いずれかの条件下にて固化させ
た．ゼラチンの架橋剤として，トランス
グルタミナーゼを用いた． 
(3) ポリアクリルアミドゲル作製 
 アクリルアミドと N,N'-メチレンビス
を特定の比率で混合し，過硫酸アンモニ
ウムならびに TEMED を添加することで固
化させた．アクリルアミドと N,N'-メチ
レンビスの比率は必要とするポリアクリ
ルアミドゲル弾性率に応じて変化させた． 
(4) 低弾性率 PDMS 作製 
 PDMSを作製するときに主剤と硬化剤の
比率を 70:1 とすることで低弾性率 PDMS
を作製した． 
(5) 温度制御 
 当初の予定では，細胞に応力作用を与
える環境温度として室温を予定指定して
いた．しかしながら，細胞に応力作用を
与える環境温度として室温を用いた場合，
その後に得た知識に依れば，細胞の力学
構造を担う細胞骨格が物理的な性質その
ものを変化させてしまうことが分かった．
室温は昼夜，季節による変動が大きく，
再現性が高い実験結果を得ることに対し
て支障となることが予想された．そこで，
環境温度として室温の代わりに生理的温
度である３７℃を用いることとした．具
体的な方法として，小型細胞培養機に引
張刺激負荷装置を組み込むなどした． 
(6) 引張刺激負荷 
 チャックを介して PDMS 引張チャンバ
を 2 台のステッピングモータに接続した．
それらステッピングモータを同時に操作
することで PDMS 引張チャンバならびに
PDMS引張チャンバ上に播種された細胞に
引張刺激を負荷した． 
(7) ゼラチンゲルへの蛍光ビーズ塗布 
 固化したゼラチンゲル上にポリスチレ
ン製蛍光ビーズ溶液を滴下し，余剰な蛍
光ビーズを洗浄後，1 時間程度風乾させ
た． 
(8) 細胞播種 
 培養された細胞をトリプシン溶液で剥
離し，PDMS 引張チャンバ上に滴下するこ
とで播種した． 
(9) 細胞内応力分布測定 
 蛍光顕微鏡を用いて蛍光ビーズ画像を
取得した．画像取得について，引張刺激
負荷前ならびに負荷後に実施した．さら
に，気泡による剪断力にて細胞を剥離し，
細胞が接着していない状態の画像も取得
した．刺激負荷前後の画像に対し細胞が
接着していない状態の画像を基準として
PIV 解析にて蛍光ビーズ変位量を求め，
さらに有限要素法にてその変位を与える
だろう応力の分布を計算し細胞内応力分



布とした． 
４．研究成果 
(1) PDMS 引張チャンバに接着させるゲル
の検討 
 PDMS引張チャンバに接着させるゲルと
して，始めにゼラチンゲルを検討した．
ゼラチンゲルは PDMS 引張チャンバに再
現性良く接着し，さらに弾性率の制御も
可能であることが分かった．弾性率の制
御について，ゼラチンを固化させるとき
の温度，湿度，時間が重要であることも
分かった．ゼラチンゲル上に細胞を播種
し，さらに実験を終了した後，細胞を剥
離する必要がある．通常，細胞を剥離す
るためにトリプシン溶液が使用されるこ
とが多い．しかしながら，ゼラチンゲル
はトリプシン溶液に侵食される可能性が
十分に考えられたため，気泡による剪断
力で細胞を剥離させた．しかしながら，
この細胞を剥離させる操作には習熟を要
し，さらに操作に時間も要することが分
かった． 
 ゼラチンゲルを使用することによるそ
れら困難さは，研究を予定通り遂行させ
ることに対しても支障となることが予想
された．そこで，ゼラチンゲルの代わり
にポリアクリルドゲルについて検討する
こととした．ポリアクリルゲルは電気泳
動で頻繁に用いられる素材であり，弾性
率の制御も容易であった．しかしながら，
PDMSとポリアクリルアミドゲルとの接着
は困難であった．先行研究にてポリアク
リルアミドゲルとガラスを再現性良く接
着させる技術が知られていた． 
 始めに，この技術を PDMS とポリアクリ
ルアミドゲルと接着させるために応用し
た．その方法とは，シランカップリング
剤を用いた PDMS 表面の化学修飾であっ
たが，その方法に関する様々なパラメー
タを検討したものの，再現性良く PDMS と
ポリアクリルアミドゲルを接着させるこ
とはできなかった． 
 次に，PDMS 内に透過している酸素に着
目した．ポリアクリルアミドゲルはその
界面に酸素が存在すると固化に影響が出
ることが知られる．一方で，PDMS は酸素
に対する透過性が高いことも知られる．
そこで，PDMS 内に透過した酸素を除去し
た状態でポリアクリルアミドゲルを固化
させることを考えた．具体的には，真空
チャンバや窒素充填などにより PDMS 内
に透過した酸素を除去した．しかしなが
ら，それらの対策にも関わらず，ポリア
クリルアミドゲルを再現性良く PDMS に
接着するには至らなかった． 
 計画全体を達成するため，ポリアクリ
ルアミドゲルに代わり，低弾性率 PDMS を
PDMSに結合させる方法についても検討を
行った．その結果，PDMS の配合率によっ
てポリアクリルアミドゲルに近い低い弾

性率が実現できること，低弾性率 PDMS を
PDMSに特定の厚さだけ重層させるように
して結合ができること，この重層によっ
て底面の PDMS が形状を崩さないこと，低
弾性率 PDMS 表面のみに蛍光ビーズを局
在させることが可能なことなど，ポリア
クリルアミドゲルに代わって低弾性率
PDMSを採用することが可能なことが分か
った． 
(2) 引張刺激された細胞における細胞内
応力分布測定 
 上で述べたように PDMS 引張チャンバ
に接着させるゲルを検討する一方，ポリ
アクリルアミドゲルや低弾性率 PDMS を
検討する以前に採用していたゼラチンゲ
ルによる実験結果の解析を進めた．まず，
引張刺激された細胞における細胞内応力
分布について算出したところ，図１のよ
うな細胞内分布が取得された．細胞はゼ
ラチンゲルと接着斑を介して接着してい
ると考えられるが，取得された細胞内分
布では接着斑以外においても細胞内応力
の変化が認められた．それらは細胞内応
力分布を算出する過程で生じたアーチフ
ァクトであると考えられる．それらアー
チファクトを除去する必要があり，例え
ば，変位から応力を算出する過程でどの
程度ノイズが発生するのか，そのノイズ
をどのように除去できるのか，今後検討
していく必要がある． 
(3) 引張刺激された細胞における細胞内
応力測定 
 細胞内応力分布について算出したとこ
ろ，上で述べたような課題が判明した．
一方で，一つの細胞全体で細胞内応力を
算出することを考えた．細胞全体の細胞
内応力では，細胞内応力分布で観察され
たノイズが互いに相殺され，結果として
の平均値は比較的信用できると考えたた
めである．実際に，そのようにして求め
た細胞内応力は引張刺激していない静置
状態にあっては 300nN 程度であり，過去
の結果と同等であった．細胞内応力につ
いて，静置状態と引張刺激を与えた状態
でどのように変化するのか調べた．その
結果．培養細胞を複数回にわたり引張刺
激した場合，1 度目の引張刺激における
応力上昇と 2 度目のそれによる応力上昇
とでは，1 度目の応力上昇は 2 度目のそ
れよりも総じて低いことが分かった（図
２）．細胞骨格を GFP-actin で可視化して
検証したところ，上述した結果には細胞
骨格の切断が関与することが示唆された．
また，1 度目の引張刺激において細胞骨
格が切断したとして，それにも関わらず
2 度目の引張刺激において細胞内応力が
上昇した理由として，1 度目の引張刺激
において切断を免れた細胞骨格が 2 度目
の引張刺激では（1 度目の引張刺激とは
違い）中心的に細胞内応力の上昇に貢献



したと考察した．これらの結果や考察に
ついては，生体内などのように繰り返し
引張を負荷される細胞でも生じていると
すれば，力学的な再配置に関する新しい
モデルになる可能性がある．当然ながら
この仮説を示すために必要な実験は不足
している状態であり，今後検討していく
ことが求められる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１引張刺激された細胞における細胞内

応力分布 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２複数回にわたり引張刺激した場合の
細胞内応力変化 
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