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研究成果の概要（和文）：代表者の先行研究で、二次元マイクロパターンで細胞移動の速度や方向がコントロールでき
ることが分り、今回それを三次元マイクロ構造で同様のことを試みた。このような、勾配や流体の流れを必要としない
構造のみの細胞移動誘導には様々な利点や用途があり、再生医療用の足場材料等の開発にも繋がると思われる。

成果として、特定の表面構造の壁際で細胞の移動速度や持続性が飛躍的上がることが分かり、さらに正常細胞とがん細
胞で構造の影響が違うことが分かった。また、機械的シグナル伝達を調べ、アクチン繊維の平行化等が起因しているこ
とが分かった。しかし、本来の目的である方向性がコントロールできる表面構造は見つかっていない。

研究成果の概要（英文）：From the previous research of the representative, it was found that specific ２D 
micropatterns can enhance the cell migration speed or control the direction of movement. Based on these 
results, similar experimentation to manipulate cell migration using ３D microstructures were attempted in 
this project. Such cell migration guidance, without the use of chemical gradients or flow, have many 
advantages and applications, including the development of novel scaffolds for tissue engineering.

As for the achievements, it was found that specific surface structures promote a drastic increase in cell 
speed and persistence. Furthermore, it was found that the effect of the structures was different on 
normal cells and cancerous cells. Also, looking at the mechanotransduction signaling, it was found that 
the alignment of actin fibers due to the presence of the wall plays important roles. However, it has been 
difficult to identify surface structures that can control the directionality of cell movement.

研究分野： 細胞工学・バイオマテリアル
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１．研究開始当初の背景 
（１）材料表面のマイクロパターンや構造を

駆使して、細胞挙動（移動、増殖、分化等）

を制御する研究が近年注目されている。研究

代表者の二次元の先行研究では、図形走性制

御が確立されており[1,2]、さらに細い線状パ

ターン上での細胞移動速度と持続性の向上

や涙型パターン分岐による細胞流動変化等、

様々な興味深い現象が見いだされてきたが、

これらがより重要かつ生理学的にもより相

応しい三次元システムでも引き起こされる

のかは確認されていなかった。そこで、本研

究ではこれまで二次元の表面で細胞の方向

性誘導に成功した各種マイクロパターンを

マイクロ流路システム用に改造し、これを達

成しようと考えていた。このような、勾配や

流体の流れを必要としない構造のみの細胞

移動誘導には様々な利点や用途があり、再生

医療用の足場材料等の開発にもつながると

思われる。 

 

２．研究の目的 

（１）本研究の当初の目的では細胞の様々な

挙動を、単なる二次元マイクロパターンでは

なく、三次元の非対称なマイクロ流路を用い、

三次元の非対称性が細胞挙動、特に細胞方向

性移動、に与える影響を調べることを目的と

していた。 

 

（２）また、新たな機能性生体材料を開発す

るには細胞-材料間相互作用をより理解する

必要があり、中でも三次元表面構造がどのよ

うに細胞の様々な挙動に影響を与えるかは

殆ど知られていなかった。今回の研究では、

異なる材料・表面・構造特性を有するマイク

ロトポグラフィーを作製し、その基板上で細

胞の移動性や形態の変化を測定・解析するこ

とで、三次元構造体が細胞に与える機械的伝

達シグナル等の影響を理解し、自然界で起き

るトポグラフィー依存の細胞移動現象（例：

癌転移）を理解するだけでなく、細胞移動を

コントロール・診断できる構造を駆使した新

たな機能性生体材料・デバイスの創製を目指

す。 

 

３．研究の方法 

（１）基板の作成方法 

二 つ の 異 な る 物 性 を 持 っ た 材 料 、

tetra-(polyethylene glycol) (Tetra-PEG)

のと polydimethylsiloxane(PDMS)を使用し、

三次元溝構造体や二次元ラインパターンを

作製した。本来マイクロ流路を形成したかっ

たが、これら材料の透過率不足から、流れの

無い流路内で細胞が壊死してしまったため、

マイクロ流路から溝構造に切り替えた。溝構

造は PDMS や SU-8 の鋳型でそれぞれ

Tetra-PEG ハイドロゲルや PDMS の型を取り、

RGDC ペプチド 1mg/mL やフィブロネクチン

（FN）10μg/mL でコーティングした。比較対

象の二次元のマイクロパターンは半形成し

たハイドロゲルや PDMS 流路にそれぞれ RGDC

や FN 溶液を流し込み、流路を取り除くこと

で得られた。 

 

（２）MCF-10A 細胞の移動性測定及び免疫染

色 

本実験は主にヒト乳腺上皮細胞MCF-10Aを基

板に播種し、インキュベーター付き顕微鏡で

細胞移動性測定（スピードや持続長）を行っ

た。後に、がん化ヒト乳腺上皮細胞 MCF-7

との比較も行った。アクチン繊維や接着班分

子のヴィンキュリン等の免疫染色はホルマ

リンやトリトーンX等を使った標準的なプロ

トコルを使った。 

 

４．研究成果 

（１）マイクロトポグラフィーによる細胞移

動の変化 

細胞は三次元的溝構造や二次元の各基板で

それぞれ違う移動性を示した（図１）。平坦



なコントロール基板では普通のランダム移

動を行い、二次元ラインパターン基板ではパ

ターンの軸にそって移動した。対して三次元

溝構造の壁際では細胞の移動性が劇的に高

まり、スピードや持続長（図２）がコントロ

ールと比べ約３倍以上にも膨れ上がった。ま

た、形態も細胞移動に特化したコンパクトな

ものに変化した。これらの傾向は Tetra-PEG

と PDMS 両方に同等に現れ、構造による細胞

移動性の変化は材料の種類に依存しないと

思われる。 

 

図１ 平坦な表面（左）と溝構造（右）上で

の MCF-10A 細胞移動。 

図２ PDMSやTetra-PEGハイドロゲルの各種

基板上での細胞移動速度（上）と持続長（下）。 

 

 

 

（２）免疫染色による細胞移動上昇のメカニ

ズムの解明 

上記の現象の機械的シグナル伝達メカニズ

ムを調べるために免疫染色を行った。詳しく

は、アクチンやヴィンキュリンの免疫染色

（図３）により、溝構造での細胞骨格変化や

基板との接着を調べることで、形態変化に伴

う移動性向上の原因を探った。平坦な基板で

はアクチン繊維が色々な方向に展開され、ヴ

ィンキュリンの焦点接着も多々観察された。

対して溝構造ではアクチン繊維が超収束・平

行化することで、つまりは膜状仮足が同じ方

向に伸びることで、スピードや持続性が高ま

ったと思われる。また、焦点接着の数が下が

っていたことから、細胞は基板に強く接着せ

ず、スムーズに移動でき、持続性が高まった

と思われる。 

 

図３ 平坦な表面（左）と溝構造（右）上で

の MCF-10A 細胞の免疫染色。赤がアクチン繊

維、青が核、緑がヴィンキュリンである。 

 

（３）細胞形態変化に影響する構造パラメー

ターの特定 

溝構造の壁の高さや角度を変化させ細胞の

形態や移動性を確認した。高さが２０ミクロ

ン以下では細胞が壁を乗り越えてしまうこ

とが分かり、４０ミクロン以上ではこのよう

な事は正常細胞では起こらなかった。また壁

の角度が１２３°以上の場合、細胞は上記の

特異的形態を失った（図４）。このことから、

９０°の壁の鋭い角がアクチン繊維の平行



化に関与していることが示唆された。また、

形態変化が起こらない場合、移動性の変化も

起こらないことが確認された。 

 

図４ 壁の角度による形態変化への影響。 

 

（４）がん細胞との比較 

がん細胞でもこのような形態変化や移動速

度の上昇が確認された。しかし、持続性の上

昇は正常細胞ほど高くはなかった。また、が

ん細胞のみ乗り越えられる壁の構造も判明

した（論文作成中のため、非公開）。これら

の結果は、殆どのがん細胞が上手く極性化で

きない事に起因していると思われる。 

 

（５）非対称壁構造の効果 

当初の目的である細胞方向コントロールを

非対称な壁構造（例：ジグザグ壁構造（図５））

で試みたが、いままで方向性制御の効果は殆

ど無かった。引き続き、上記の研究と並行し

て違う構造で進めていく予定である。 

図５ 非対称なジグザグ壁構造。 

 

 

注：上記の一部研究成果は現在 Langmuir の

ジャーナルで査読が済み、現在リビジョン中

である。 
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