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研究成果の概要（和文）：細胞内部で生み出された力や内外環境の力学的な性質は、細胞の振る舞いに大きな影響を与
える。最近、細胞は自他の境界（細胞膜）上に存在するセンサーで自ら発した力（周囲環境をけん引する力）を検出す
ることで、自らの硬さを物差しとして周囲環境の硬さを測っていることが分かってきた。
本研究では、培養細胞が突起を細胞外環境中に伸展させる際に、周囲環境の力学的な要因が果たす役割を明らかにする
ことを目指した実験的な研究および技術開発を行った。神経細胞をコラーゲンゲル中で培養するとともに、薬剤を封入
できるベシクルを油水界面通過法により作製し、これらを3次元培養ゲル中に配置させるための技術開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Cellular forces and intra- and extra-cellular environments profoundly affects vari
ous cell behaviors.  Recently, it has been understood that cells measure the rigidity of surrounding media
 using their own stiffness as a reference.  In this study, we performed microrheology study in order to in
vestigate the unique mechanism of the mechano-taxis during the axonal growth guidance.  We cultured neuron
s in collagen gels together with the vesicles and microgels including the chemical cue for the axonal grow
th.  We further developed the technology in order to control the 3D arrangements of cells and microgels.  
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１．研究開始当初の背景 
細胞は周囲環境からの生化学信号だけで

なく、力学的な性質(硬さや力)にも依存し
て自らの振る舞い（遊走、分化、成長、分
裂）を決定する。しかしながら細胞が周囲
環境の力学的性質を計測する (rigidity 
sensing)メカニズムは長く不明であった。
最近申請者らは、生体媒質中に分散させた
コロイド粒子の揺らぎと応答を同時観測す
ることで、1)”揺動散逸定理の破れ”とし
て生体の“自発的力生成“と、2)媒質の力
学的性質とを同時に求める手法を開発した
(active/passive マイクロレオロジー)。さら
に本手法を生きている細胞に適用して、細
胞が生成した全ての力、および、そのうち
周囲環境への伝達した成分（牽引力）とを
初めて同時に定量化した。その結果、細胞
が生成した力が外部環境へ伝達する効率は、
自らと周囲環境の力学的性質の比に依存し
て大きく変化することを見出した。つまり
細胞は、自他の境界（細胞膜）上に存在す
るセンサーで牽引力を検出することで、自
らの硬さを物差しとして周囲環境の硬さを
測っている。申請者らは、こうした原理に
基づき多くの動物細胞が示す力学適応や力
学遊走等の振る舞いを説明するメカニズム
を提唱している。 

 
２．研究の目的 

本研究では、細胞が突起(例えばニューロ
ンの軸索)を伸長させる際に、周囲環境の力
学的要因が果たす役割を究明することを目指
した実験的研究を行う。そのために 

（１）脳内環境を模した柔らかいゲル中でニ
ューロンを 3 次元培養しつつ、SLM(空間位相
変調素子)を用いた多点同時光トラップにより
周辺ゲル中に力学的・生化学的場を自在に
形成し、これらの制御された場が軸索の伸長
の向きや速度に与える影響を系統的に観測
するための技術開発を行う。さらに、 

（２）周辺ゲルに配置したコロイド粒子の 3 次
元 力 学 応 答 を 精 密 計 測 す る こ と で
active/passive マイクロレオロジーによりニュー
ロンが生み出す応力場を求める。これらの観
測結果に基づき、ニューロンが柔らかい空間
中を軸索伸長させる際に、他の細胞とは異な
る動作決定を行う機構を究明するための実験
的な知見が得られると期待される。 

 
３．研究の方法 
（１）内部に軸索伸長を誘導する薬剤を封
入したベシクルを油水界面通過法により収
率良く作製した。ベシクル中には硬質の水

和ゲルも封入することで力学的安定性を付
与するとともに、屈折率を周囲媒質よりも
高くすることで光トラップや顕微鏡観察が
容易になった（Fig.1）。また、SLM(位相変
調素子)を用いた光トラップにより捕捉対
象物を 3次元空間中の任意の位置に配置す
る技術を開発する。SLM は液晶ディスプレ
イと同じ作動原理により、各ピクセルに入
射した光の位相を８bit 分解能で操作する
ことで光の伝搬を制御して、例えば複数の
集束点を形成することができる。 

 
４．研究成果 
 上述の通り、細胞は周囲環境の力学的性
質を知覚してその挙動を変化させる。本研
究ではさらに培養骨細胞が細胞突起を伸長
させる際に、周囲環境の力学的要因が果た
す役割を明らかにすることを目指した予備
的な研究を行った。そのために生体環境を
模したコラーゲンゲル中で 3次元培養した。
細胞突起の伸張を誘導する薬剤を封入した
ベシクルを油水界面通過法により作製し、
これを細胞とともに 3次元培養ゲル中に分

 

 

Fig.1  ベシクルの蛍光像と明視野像 
 

 

fig. 2 コラーゲンゲル中で連結した細胞 

 

  
Fig.3  細胞と粒子の多点同時光トラップ 



散させた。ベシクルから徐放される誘導剤
の空間的濃度勾配を感知して、付近に分散
させた細胞がベシクルに向かって細胞突起
を伸張させることが期待される(Fig.2)。 
 さらに SLM(空間位相変調素子)を用いた
多点同時光トラップ行い、細胞とベシクル
の配置を自在に制御することを可能にした
(Fig.3)。これは、様々な種類の細胞を意の
ままに配置して、結合させるためのきそ技
術である。また、同時に 3次元培養ゲル中
に屈折率の高いコロイド粒子を分散させて
おけば、これらを同時にトラップすること
で、３次元培養ゲル、あるいは細胞自身の
任意の部位を多点同時に力学刺激できる。 
 作製したマイクロゲルに神経細胞の軸索
伸展を誘導する薬剤（NGF）を封入し、コラ
ーゲンゲル中で神経細胞とともに培養した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NGF を封入したマイクロゲルに向かい、軸
索を伸展させていることを示唆する種々の
観察結果がえられた（図４）。得られた結果
の統計解析や、NGF 放出の定量解析等が今
後の課題である。 
 
（２） 
真核生物の細胞内外には細胞骨格や細胞

外ゲルと呼ばれる繊維状のタンパク質重合
体からなるネットワークが張り巡らされて
いる。これらのゲル状物質は、外部環境か

ら加えられた力、あるいは内部で自発的に
生じた力を受け止めて、さらには別の場所
(例えば細胞膜上の力学受容体)に伝播させ
ることで、細胞や器官の様々な振る舞いに
影響を与える。細胞内外における力学刺激
と、それに対する生理的応答は共にミクロ
なスケールで進行するために、そのメカニ
ズムを理解するにはまず微視的な応力の存
在下における細胞骨格の微視的な力学応答
を調べる必要がある。 
 そこで本研究では、中間径フィラメント
であるビメンチンゲルの内部に分散させた
直径２ミクロンのコロイド粒子を光トラッ
プし、微視的な空間スケールの力の単極子
を生成させた。そこから数ミクロン離れた
場所に存在するコロイド粒子の熱揺らぎを
観測することで(マイクロレオロジー)、周
辺のビメンチンゲルの力学特性を求めた。
その結果細胞骨格ゲルの力学応答は加えら
れた力に依存して大きく変化し（非線形硬
化現象）、これによりシステムの対称性が破
れて異方的な特性を示すことが分かった。 
 我々は、得られた実験結果は空間スケー
ルによらない変形(affine 変形)を仮定し
た力学モデルでは全く理解することができ
ないことを示した。構成高分子の持続長が
架橋点間距離よりも長い細胞骨格において
は、巨視的なスケールの変形と架橋点間距
離程度の変形が異なること(非-affine)は、
十分にあり得ることである。そこで、ミク
ロな空間スケールにおける非-affine な変
形を考慮することで、実験結果（非線形か
つ異方的な力学応答）を説明する理論モデ
ルを提示した。これにより、逆に生体物質
の力学特性の変化から内部に残留する応力
を推定することが可能であることが示唆さ
れた。 
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