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研究成果の概要（和文）：デジタル画像相関法を用いて、生きた細胞内の細胞骨格の動きを評価する方法の確立を目指
した。細胞骨格をイメージングするツールを作製し、細胞骨格の動きを解析した。細胞骨格間に力学的な相互作用が存
在することが示唆された。この手法の確立を通じて、細胞骨格間の力学相互作用の評価や3次元環境下での細胞が出す
力の評価へと展開することが可能となった。

研究成果の概要（英文）：Using live cell imaging and digital image correlation method, we measured cytoskel
etal dynamics. This method will be helpful to study mechanical interaction between cytoskeletons or cellul
ar contractile force in 3D.
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１．研究開始当初の背景 
GFP(Green Fluorescent Protein)などの
蛍光タンパク質は、他のタンパク質との融合
タンパク質として用いることで、細胞内の特
定のタンパク質の局在を明らかにするツー
ルとして大変有効である。生きた細胞内で発
現させることが出来るため、単に局在を明ら
かにするだけでなく、局在の時間変化も知る
ことが出来る。このツールを用いて多くの研
究者が、細胞運動、細胞分裂、外部からの刺
激環境下、等における特定のタンパク質の局
在変化を調べている。 
細胞の運動等を議論する上では、タンパク
質の局在に加えて、その物理量を測定するこ
とが重要だと考えられている。そこで、生き
た細胞内おける特定のタンパク質の局在を
観察する手法を元に、細胞内でのそのタンパ
ク質の「流れ」や細胞骨格のような弾性体を
想定したときの「歪」を測定する手法が幾つ
か提案されてきた。 
従来の方法でライブイメージングから「歪」
を算出する場合、手作業による解析が主であ
った(例えば-actinin のドット間の距離をマ
ニュアルで計測する)。しかしながらこの方法
では、画像内の特徴的な点を人が判断するた
めに、対象とするタンパク質の局在に対する
制約が存在する。一方、本研究では、画像の
蛍光強度分布を元に「歪」解析を行うため、
アクチン繊維のように一見すると一つなが
りの繊維に見えても、解析アルゴリズムによ
り、その繊維中に発生する「歪」を解析する
ことが可能になる。また、FRAPを用いた「流
れ」解析では、局所的な情報は得られても、
細胞全体や細胞集団全体に対する空間分布
を測定することはできない。これらの問題点
を解決するような手法開発が必要であると
考える。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞骨格上に発生する「歪」
と「流れ」の空間変化を測定する手法を開発
する。蛍光タンパク質タグを付した細胞骨格
タンパク質を細胞内に発現させて、タイムラ
プス観察を行う。得られた画像を数値解析す
ることで、「歪」と「流れ」の物理量を抽出
する。①既存の方法(マニュアルによる歪解析、
Fluorescent recovery after photobleaching
による流れ解析、等)とは異なり、物理量の空
間分布が測定出来ること、②蛍光タグを付し
たタンパク質であれば測定対象が細胞骨格
にとらわれないこと、③多くの研究者が利用
しているライブセルイメージングに対する
数値解析法を確立するので汎用性が高いこ
と、が本研究の特色である。また、この解析
を高精度でおこなうための、細胞や細胞集団
の細胞骨格、細胞接着や細胞内張力等に関係
する情報分子の分布やその時間変化の観測
法の最適化をおこなう。これらによって、細
胞が運動する際の細胞骨格のダイナミクス

や細胞骨格間の相互作用をしらべる。また 3
次元環境下での細胞が出す力の測定に向け
た提案を行う。 

 
３．研究の方法 
 細胞内での細胞骨格間の力学バランスを
明らかにする、もしくは、細胞が出す力の測
定法を模索するために、本研究では以下のこ
とに取り組んだ。 
（１）細胞骨格に発生する物理量測定法の
確立と細胞骨格間の力学的相互作用の
検証 
（２）細胞が出す力によって細胞外基質に
発生させた変形を評価する方法の確立 

 
４．研究成果 
 （１）細胞骨格に生じた物理量を評価する
手法の開発を行った。蛍光標識した対象物が
動く様子を一連の画像として撮影し、画像間
での同一点の探索から対象物の変位の空間
分布を求めるプログラムを作成した(画像相
関法)。開発したプログラムを用いて、蛍光タ
グ付き中間径フィラメント(vimentin)を細胞
に発現させ、他の細胞骨格フィラメントであ
る ア ク チ ン 繊 維 を 崩 壊 さ せ る 試 薬
(Cytochalasin D)を投与した際における中間
フィラメント繊維に発生した変位を評価し
た(図１)。さらに平行移動成分と歪成分の平
均値を解析し、時間変化を評価した。 

 
 
図１ 中間径フィラメントに生じた変形解
析 
 
アクチン繊維の崩壊とともに平行移動成分、
歪成分の両方ともに上昇すること、平行移動
成分についてはその後減少してゆくことを
発見した。これらの結果は、細胞内でアクチ
ン繊維とビメンチン繊維が力学的に相互作
用していることを示唆している。 
 さらに、他の細胞骨格である微小管とビメ
ンチン繊維との力学的相互作用を明らかに
するため、蛍光タグ付き中間径フィラメント
と微小管(tubulin)を発現させた細胞に対し
て、微小管を崩壊させる試薬(Nocodazole)を
投与し、その際の中間径フィラメントに発生
した変位を画像相関法によって評価した。さ
らに、変位の空間分布から歪の平均値の時間
変化を評価した(図２)。 
 



 
図２ 微小管崩壊下での中間径フィラメン
トに生じた変形解析 
 
アクチン繊維を崩壊させたときとは異なり、
中間径フィラメント繊維には有意な歪は生
じなかった。この結果は、微小管は中間径フ
ィラメントとさほど大きな力での相互作用
をしていないか、もしくは、微小管の物性値
がアクチン繊維よりも小さいか、どちらかの
可能性を示唆している。 
 画像相関法プログラムの開発と細胞骨格
タンパク質発現用プラスミドの構築によっ
て、細胞骨格に生じた変形を評価することが
可能となり、さらには、細胞骨格間の力学バ
ランスを議論することが可能となった。 
 
（２）細胞が出す力によって細胞外基質に発
生させた変形を評価する方法の確立を模索
した。細胞外基質の一つであるコラーゲンを
蛍光標識した。また、細胞膜を構成するタン
パク質に GFP を結合させ、それを発現する
細胞を構築した。細胞をミックスした状態で
コラーゲンをゲル化させた。こうすると、3
次元環境下で活動する細胞と細胞外基質を
生きたまま観察することが出来る(図３)。 
 
 

図３ 3 次元環境下に存在する細胞のイメー
ジング(左)とコラーゲン基質に生じた変形の
空間分布解析(右) 
 
タイムラプス撮影をし、得られた画像に対し
て画像相関法を用いて解析すると、3 次元で
の細胞が出している力に依存した変形を評
価することが可能となった。現在、得られた
数値の妥当性の評価を進めている。 
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