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研究成果の概要（和文）：細胞内の応力（細胞自らが発生する力）を、個々の細胞内において均一化できるマイクロパ
ターニング技術の開発に取り組んだ。特に、細胞あるいは細胞群の形態（細胞が置かれる力学的な環境に依存する）を
人為的に制御できる種々の方法を考案し、細胞内における細胞接着や細胞骨格タンパク質の発生箇所を再現性よく特定
できることを実証した。また、このような細胞応答のばらつきが抑制された細胞に対して、力学的外乱を与えた際のさ
らなる応答変化をリアルタイムで観察できる実験系の開発も行った。これらの技術は、細胞の新しい機能調節の方法と
して再生医療を含む生体医工学分野で活用できると期待される。

研究成果の概要（英文）：We developed new techniques for micropatterning individual cells and cell 
colonies, which eventually allowing for artificial uniformization of mechanical stresses as well as 
functional responses of the cells. Specifically, we demonstrated that localizations of cell adhesions and 
cytoskeletons, as a marker of cellular functional response, can be controlled in specific portions within 
cells, thus realizing that variations in the cellular response are dramatically suppressed. We further 
designed a real-time imaging system to observe the response of such artificially controlled cells 
subjected to extracellular mechanical stimuli. The techniques developed here will be useful in 
sophisticated modulation of cellular responses to apply them to bioengineering fields including tissue 
engineering.

研究分野： バイオメカニクス
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１．研究開始当初の背景 
 近年、力学的因子が細胞の増殖・成長・分
化・アポトーシス（自死）を左右しているこ
とが明らかにされている。従来の細胞生物学
に加えて力学的因子の存在を考慮し、その生
命現象における関わりの全容解明を目指し
た研究領域はメカノバイオロジーと呼ばれ
る。メカノバイオロジーの観点は生命現象お
よび疾病発症の根本的理解に不可欠と考え
られる。しかし現状では細胞生物学において
力の役割がクローズアップされることはま
だ稀である。一見化学的に同一条件と見なせ
る培養環境においても、ミクロスケールでは
力学環境に大きな差異が存在していると考
えられる。例えば、ある細胞塊において塊の
中心部にあり周囲を細胞に囲まれた細胞と、
細胞塊の周辺部とでは、細胞の増殖状態に違
いがあることが知られている。これは細胞間
接着部にも力覚センサが有り、細胞塊内での
位置に依存した力学環境の違いを感知して、
細胞増殖へとつながるシグナル伝達経路を
調節するためと予想される。 
 そこで本研究では「細胞応答のばらつきの
一部は、個々の細胞が置かれる力学環境（細
胞間接着，形態，基質硬さ等）が多様である
ことに由来する」という仮説の検証を行う。
当仮説の根拠は主として次の事実に基づい
ている。まず (1)申請者らの過去の研究成果
において、間葉系細胞には、細胞内ストレス
ファイバー（広義には活性化非筋 II 型ミオシ
ンを含む構造）の（単位断面積当たりの）収
縮力を自律的に一定に保つ分子機構が備わ
っていること、さらに、(2)ストレスファイバ
ーに（物理的に）直列につながる焦点接着斑
または細胞間接着（いずれもタンパク質複合
体）を引っ張る力（正確には応力）の大きさ
に応じて、細胞増殖を制御するシグナル経路
が活性化されることを見出してきた。これら
の知見から、細胞内の応力を何らかの方法に
よって均一化（少なくても多様性の度合いを
制限）できれば、細胞内部の分子活性状態、
さらにはその結果として（生化学的）細胞応
答の細胞間のばらつきが抑えられると予想
される。 
 
２．研究の目的 
 細胞内の応力を人為的な方法によって均
一化（あるいは、多様性の度合いを制限）で
きれば、細胞内部の分子活性状態、さらには
その結果として（生化学的）細胞応答の細胞
間のばらつきが抑えられると期待できる。細
胞内応力の均一化は、細胞の形態や運動方向
を制限し、細胞内の力の向きを固定すること
によって達成される。そこで本研究では、新
しく有効なマイクロパターニング技術（マイ
クロスケールで細胞接着領域を人為的に操
作し、その結果、細胞の形態を人為的に規定
する技術）を開発し、それを用いて細胞応答
のばらつきあるいは均一性を調整すること
を目指す。本目的を達成することは生化学的

因子自体の影響を浮き彫りにすることにな
り、疾病発症を含む生命現象の理解に多大な
波及効果がある。 
 
３．研究の方法 
 細胞の機能応答を均一化することを目指
した力学環境制御方法として、新しい数種の
マイクロパターニング技術について開発を
行った。(i)低真空放電および放電処理遮蔽マ
スクを利用して、培養基板の任意の位置に細
胞を配置（マイクロパターン化）できる方法、
(ii)そのマスクをモーターによって走査して
任意細胞接着形態を作る方法、および(iii)放
電処理によって基板上に形成される酸化被
膜を局所的に剥離させて細胞非接着領域を
調節する方法などについて検討を行った。 
 また別途、力学環境を均一化したうえで細
胞の力学応答をリアルタイム観察すること
ができる実験系の構築を行う。特に（iv）引
張刺激応答観察系、および（v）細胞発生力
観察系についてそれぞれ開発に取り組んだ。
さらに、（vi）均一化された力学環境に対する
細胞機能応答を調べるための細胞材料を作
製した。 
 
４．研究成果 
(i)放電処理遮蔽用マスクとして、赤外線を吸
収する薄膜（フィルム）を用いた。赤外線レ
ーザーを用いてフィルムをマイクロサイズ
の微細加工を行い、微小な孔を形成した（図
1）。別途、細胞培養用ガラスボトムディッシ
ュにシリコーンコートを施し、その上側にレ
ーザー加工した孔付き薄膜を密着させて低
真空放電処理を行った。孔付き薄膜は、低真
空放電処理を局所的に遮断するマスクとし
て作用し、孔と同一形状の親水化領域を作製
することができる。この後に機能性分子であ
る Pluronic を用いることにより、マスクで遮
断されて疎水性を保つシリコーンを親水化
しつつ、タンパク質への付着を阻害した。一
方、低真空放電処理により親水化された領域
にはゼラチンをコートして細胞の接着性を
向上させた。実際に細胞を播種し、レーザー
加工済みマスク中の孔と同形状の領域に選
択的に接着することを確認した（図１）。 

 
図 1 細胞パターニングの有効性実証[6] 

 
(ii)上記と同様な遮蔽マスクを表面走査して、
任意形態の細胞コロニーを得ることができ
る機械装置を作製した（図 2）。本装置ではモ
ーターを用いた数百マイクロメートルのス
ケールのパターン化には成功した一方、圧電
素子を用いた数マイクロメートルのスケー
ルの微小なパターン化は装置の設計に不備



があり十分な性能を得るに至らなかった。し
かし、個々の細胞の移動領域を制限するとい
う所期の目的は達成されたために、無限領域
に接着領域をもつ通常培養基板に比べて均
一化された力学環境を得ることができた。実
際に有限要素解析を行い、細胞内で応力が均
一化されることを確認した。 

 

図 2 遮蔽マスク走査機構[2] 
 
(iii)酸化被膜の局所的剥離を利用した新しい
マイクロパターニング法の開発を行った（図
3）。この特殊培養基板上で細胞が問題なく増
殖することを確認した。 
 これら各種の力学環境均一化法は、特徴
（細胞接着面積の大小・形態制御の柔軟性と
簡便性）に基づいて使い分けて、用途ごとに
有効活用できる。 

 
図 3 酸化被膜剥離法[4] 

 
(iv)力学応答のリアルタイム観察系として、細
胞数個分に相当する小さい培養面積の特殊
ゴムチャンバーを製作し、そこに微小量の引
っ張りが可能なピエゾアクチュエーターを
取り付けた（図 4）。従来的な大面積のゴムチ
ャンバーでは生理的な大きさの引っ張り刺
激と共に、細胞が観察範囲から移動して同一
の細胞を追跡することが困難であるのに対
して、本方法では引っ張り負荷を受ける同一
の細胞をタイムラグなく継続撮影すること
ができた。実際に個々の細胞を対象とした引
張刺激応答観察が行えることを実証した。現
在は本技術と上記マイクロパターニング技
術を組み合わせて、均一化された力学環境に 

 
図 4 リアルタイム力学応答観察系[5] 

おける細胞の力学応答を調べている。 
(v)解析対象である細胞応答の一つとして細
胞発生張力に注目し、それを可視化するため
の新しい実験系の開発に取り組んだ。上記の
マイクロパターニング用の低真空放電法を
応用して、細胞の力学環境を均一にしたまま、
その細胞が発生する張力を評価できるシリ
コーン複合材料を作った。本材料には最適な
ものを透明度と屈折率の測定に基づき選定
し、上記リアルタイム観察技術と併用した実
験結果を現在まとめている。また、本張力評
価方法では発生張力の大きい平滑筋細胞を
対象としたときは張力を十分に検出できた
ものの、ヒト骨肉腫 U2OS 細胞では比較的張
力が弱いことがわかり、安定して計測を行う
ことができなかった。そこで、力の測定感度
を高める改良を行い、これまでに U2OS 細胞
に限らず、より発生力の弱い上皮系の細胞に
対しても発生力の検知が可能となった。 
(vi)上記技術の開発により、力学環境を統一し
たうえで細胞の発生力と（単に従来の免疫染
色やウエスタンブロッティングなどの定点
観察に留まらず、上記リアルタイム観察によ
って得られる）細胞内情報伝達との相関を調
べることが可能となった。そこで、マイクロ
パターニングによって均一化された力学環
境に対する細胞機能応答を調べるための材
料として、細胞周期を可視化できる Premo 
FUCCI Cell Cycle Sensor をヒト骨肉腫 U2OS
細胞に導入し安定発現株を樹立した。その他
にも数種類の細胞接着斑や細胞骨格成分に
蛍光タグを付けたタンパク質の安定発現細
胞株を作製した。 
 これまでに、マイクロパターニング技術を
用いることによって、細胞接着斑や細胞骨格
タンパク質が、特定の細胞内位置に再現性よ
く発現される、すなわち細胞の応答のばらつ
きを抑制できることが確認できている。 
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