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研究成果の概要（和文）：PDMS上に低弾性率PDMSを塗布し，さらに低弾性率PDMSには分散された蛍光ビーズを内包させ
ることで引張刺激を与えていた培養細胞であってもTFM法を可能とした．そのような特異的なTFM法であっても画像処理
を可能とするアルゴリズムが必要であったため，細胞が存在しない領域を特定した上で射影変換するようなアルゴリズ
ムを構築した．TFM法をリアルタイムにて実施するには至ってないが，リアルタイム観察の有効性を示すため，細胞内C
a2+濃度上昇を引張刺激を与えている最中において初めて観察した．

研究成果の概要（英文）：PDMS chamber was coated with low-elasticity PDMS to realize traction force 
microscopy in cells under mechanical stretching. In the low-elasticity PDMS, fluorescence beads were 
dispersed sufficiently by loading mechanical shearing. Mechanical stretching induce large displacement 
which make traction force microscopy difficult to quantify. To adjust the displacement, fluorescence 
images were correlated with fluorescence beads on which cells were not present. Although real-time 
traction force microscopy in cells under mechanical stretching is under construction, real-time imaging 
of intracellular Ca2+ increase in cells under mechanical stretching was demonstrated.

研究分野：細胞バイオメカニクス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

  

 細胞は細胞バンドパスフィルタ機能を有
し，異なる周波数を区別して認識し，それぞ
れの周波数を持つ外的刺激に対し別々に適
応する．すなわち細胞は，生体内で脈拍や歩
行（～1Hz），ならびに高血圧や成長（<10

-7
 Hz）

を区別して認識し，それぞれ適応することで，
生体の恒常性を維持している可能性がある．
細胞が細胞バンドパスフィルタ機能を実現
するためには，細胞は歪み速度を感知する必
要がある．従来，細胞は歪み速度に依存して
細胞内Ca

2+濃度挙動や細胞骨格配向挙動が変
化することが知られてきた（Hoffman ら，
2011）．しかしながら，細胞がどのように歪
み速度を感知するのか，そのメカニズムは分
かっていない． 

 細胞は，特殊なタンパク質を用いて応力を
生化学シグナルに変換できる．すなわち，歪
み速度に依存してそれらタンパク質に応力
が伝達されるならば，細胞は歪み速度を感知
できる．それを実現し得る細胞内区分の候補
として，細胞を固定する接着斑と，接着斑を
力学的に結合する細胞骨格が挙げられる．接
着斑には，応力を生化学シグナルに変換する
タンパク質が多く存在する（Albiges-Rizo ら，
2009）．一方で，細胞骨格は粘弾性の性質を
示す（Colombelli ら，2009）．つまり，細胞が
歪み速度を感知するメカニズムとして，歪み
速度に依存して細胞骨格で発生した張力が
接着斑に伝達され，歪み速度に依存して伝達
された応力により接着斑で生化学シグナル
が発生する，という仮説が立てられる． 

 細胞で接着斑に発生する応力は測定でき
る（Wangら，2007）．更に，歪み量を与えた
細胞であっても，断続的であれば測定できる．
例えば，引張マイクロポスト法などが挙げら
れる（Nagayama ら，2011）．しかしながら，
歪み速度，具体的には脈拍や歩行に準じた
5-20%/s 程度，を与えた細胞を連続的に測定
するまでには至っていない．最大のネックは，
歪み速度を与えた細胞が顕微鏡の焦点外に
移動してしまう技術課題にある．そこで本研
究では， 20%/s程度の歪み速度を与えた細胞
であっても顕微鏡の焦点内に留められる焦
点不動細胞引張システムを開発しつつ細胞
で接着斑に発生する応力を測定できるリア
ルタイム動的 TFM 法を開発することを考え
た． 

 

２．研究の目的 

 

 本研究は， 20%/s程度の歪み速度を与えた
細胞であっても顕微鏡の焦点内に留められ
る焦点不動細胞引張システムを開発しつつ
細胞で接着斑に発生する応力を測定できる
リアルタイム動的 TFM 法を開発することを
目的とした． 

 

３．研究の方法 

(1) PDMS 上に低弾性率 PDMS を塗布 

 

 PDMS として Sylpod184（東レ・ダウコー
ニング）を用いた．この PDMS は主剤と硬化
剤を混合することで硬化するが，この混合比
を変えることで硬化したときの弾性率が変
化することが知られる．そこで，通常の混合
比が 10:1であるところを，75:1で調整するこ
とで，低弾性率 PDMS を得た．具体的には，
アクリル樹脂製の型枠に主剤と硬化剤の混
合比が 10:1 である PDMS を流し込み，80℃
にて 1~2時間ほど昇温させることで PDMSを
硬化させ，引張チャンバを作製した．この引
張チャンバの表面に硬化する前の低弾性率
PDMS を滴下し，スピンコータで余剰な
PDMS を除去した．また，この低弾性率 PDMS

に は 予 め 蛍 光 ビ ー ズ （ FluoSpheres 
Carboxylate-Modified Microspheres, 0.2 µm, red 

fluorescent）を含有させておいた．低弾性率
PDMS を引張チャンバ表面に塗布した後，
80℃にて 4~5 時間ほど昇温させることで
PDMS を硬化させた． 

 

(2) 引張途中に生じるずれを蛍光ビーズ画像
の画像処理で排除するアルゴリズム 

 

 蛍光ビーズ画像の中でも細胞が存在しな
い領域に着目し，それらの領域における蛍光
ビーズがどのように変位したのかを画像相
関法で定量化した．それら変位から射影行列
を特定した．画像の変形で多用されるアフィ
ン行列では台形変形を表現できない欠点が
あるため，本研究では台形変形も表現するこ
とができる射影行列を用いた．ここで特定し
たアフィン行列の逆行列を用いることで引
張途中にある画像を処理し，引張途中で生じ
たずれを補正して排除した画像を得た． 

 

(3) 細胞内 Ca
2+濃度上昇観察 

 

 細胞としてウシ大動脈血管内皮細胞
（BAEC）を用いた．トリプシン溶液で剥離
した後，引張チャンバ上に播種した．引張チ
ャンバは，細胞の接着性を向上させるため，
予めコラーゲンにてコーティングを施した．
播種してから 1~2 日培養した後，細胞を
Fluo-8AM で染色した．顕微鏡に装着させた
引張装置に引張チャンバを取付け，細胞に
490nmの励起光を照射し，細胞内の Fluo-8 よ
り射出された 520nm の蛍光を CCD カメラに
て捕捉して画像化した．細胞は 37℃環境下に
保持しておいた．細胞に 20％の伸展刺激を与
え，このときの引張速度は 10％/sとした． 

 

４．研究成果 

 

(1) 動的 TFM 法において内外の研究ではポ
リアクリルアミドゲルを PDMS 上に塗布し
たものが使用されてきたが，ポリアクリルア
ミドゲルが安定して硬化しなかったため，ポ



リアクリルアミドゲルの代わりに低弾性率
PDMS を用いた（図１）．低弾性率 PDMS に
は蛍光ビーズを予め含有させておいたが，含
有させた後に蛍光ビーズを分散させる方法
として機械的な剪断力負荷が有効であるこ
とが分かった（図２）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 低弾性率 PDMSを塗布した 

引張チャンバ 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ PDMS内に分布させた蛍光ビーズに対
して機械的な剪断力を負荷しないと蛍光ビ
ーズは凝集しているが（A），負荷すると凝集

が解消された（B） 

 

 

(2) 動的 TFM 法では引張前後のみでしかデ
ータ取得ができていなかったため，引張途中
であってもデータ取得ができるようにする
ため，引張途中に生じるずれを蛍光ビーズ画
像の画像処理で排除するアルゴリズムを開
発した．このアルゴリズムの妥当性を評価す
るため，旧来の TFM 法で得られた静止画を
人為的に変形した画像を用いて，本研究のア
ルゴリズムによってずれを補正できるかを
検証した．その結果，数m 程度のずれが発
生することが分かり，このずれを防ぐために
アルゴリズムの補正が必要であることが分
かった（図３）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 細胞（A）に対して蛍光ビーズ（B）を
指標として TFM法によって得られた応力分
布図（C）から人為的に作成した応力分布図
を本研究のアルゴリズムで補正した（D） 

(3) 細胞が引張刺激に対して示す生理応答の
一つである細胞内 Ca

2+濃度上昇を観察した．
その結果，細胞内 Ca

2+濃度上昇が開始する時
刻を捉えることができ，細胞によってばらつ
きがあることが分かった（図４）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ 引張チャンバ上に培養した培養細胞
（A）に引張刺激を負荷したところ，引張負
荷を与えている最終に細胞内Ca

2+上昇が開始
した（B）． 
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