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研究成果の概要（和文）：発生や増殖過程を通じて、分裂期の細胞をとりまく物理的な環境は、細胞形態の変形
や分裂方向の決定などの細胞機能や制御機構に非常に重要な役割を果たす。本研究では、初期胚に与えた外部負
荷の履歴が細胞系譜にどのような影響を与えるのかを検証する実験系の構築を試みた。主な成果を以下に記す：
（１）紡錘体極の力学特性は、対称的にバランスされている。（２）細胞外環境の硬さは、細胞分裂過程に影響
を与える。（３）初期胚の顕微力学操作によって、細胞系譜の後成的メカノケミカル制御機構を検証できる実験
系を構築した。

研究成果の概要（英文）：During cellular development and growth, the mechanical force generated 
inside and outside a mitotic cell plays a critical role in cellular functions such as changes in 
cell morphology and the determination of cell division axis. We planned to develop techniques to 
probe how the cell lineage is affected by the externally applied force to the early embryo. The main
 results of this project are summarized as follows: (1) Using micromanipulation technique, we found 
that mechanical properties of spindle poles are symmetrically balanced. (2) The rigidity of 
surrounding environment affects the process of cell division. (3)We developed the technique to probe
 the epigenetic mechano-chemical regulatory mechanism in the cell lineage by micromechanical 
manipulation of the early embryo.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 細胞分裂
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 発生・増殖・分化過程の研究を通じて、細
胞をとりまく物理的な環境とその変動（力や
温度、そしてそのシグナル・情報伝達機構）
は、多くの細胞機能や制御機構に非常に重要
な役割を果たすことが明らかにされつつあ
る。それらに共通の細胞分裂過程においても、
細胞の内外で働く“力”は多くの機能に関わ
っている。例えば、細胞分裂軸は、１細胞内
では紡錘体微小管と細胞膜上の微小管結合
因子との力学バランスに依存するが、生体内
では形態変化や分化に起因する細胞・組織に
働く張力が結合因子の細胞膜上分布を制御
し、細胞分裂軸が決定されると予測されてい
る。このように、細胞分裂を制御する力は、
細胞の運命決定、組織の形態形成など生物の
形作りに必須の役割を果たすことが分子細
胞生物学的観点から示唆されてきた。 
 これまで研究代表者は、MEMS 力センサーを
用いて定量的顕微操作及び力測定を可能と
する実験系を構築し、試験管内で形成させた
紡錘体を直接顕微操作することによって、紡
錘体の力学特性及び外部負荷に対する応答
性を解明してきた（Nat methods 2009, Cell 
rep 2013, Biophys J 2014）。このシステム
を培養細胞系に導入し、一瞬の外部負荷によ
って、有糸分裂中期進行を加速・減速させる
ことに成功した（PNAS 2012）。一方、長時間
の外部負荷は紡錘体を細胞内で回転させ、分
裂面を任意の方向に規定できる。また、中期
進行のみならず、後期以降の過程においても、
外部負荷は方向依存的に分裂溝陥入速度を
減速させることが可能である。これらの結果
は、細胞分裂が外部から物理的に補完・制御
可能であることを示す。 
 しかしながら、「in vivoにおいても、外力
によって細胞分裂を制御可能なのか？」とい
う問いかけに対し、哺乳類などの複雑な組織
構造の中で「細胞分裂の力学制御機構」を解
析することは困難が想定され、生体組織内の
細胞分裂を顕微力学操作する報告は皆無で
ある。そこで、本研究課題では、顕微操作・
顕微動態解析を比較的簡単に行える胚発生
期の細胞に着目する。つまり、胚発生初期過
程の分裂期細胞への外部力学操作の研究は、
胚発生機構の構造的及び機能的な安定性(正
常な個体発生)が、細胞内外や細胞間で様々
な方向及び幅広い時間スケールで作用する
力に対し、どのように維持されるのかについ
て洞察をあたえるものと考えた。 
 このような研究状況を踏まえ、研究代表者
はこれまでの生体運動系の研究で培ってき
た力計測・顕微操作法を活用し、in vivo 系
として胚発生期の細胞を対象とし、「in vivo
において、どのように細胞は受ける力・発生
する力を発生・増殖・分化過程において利用
(feedback、feedforward)しているのか？」
という、in vivo における“細胞分裂を制御
する力”の履歴を検証することを着想・決意
した。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、紡錘体や細胞自体の力学応答
性の解析と共に、初期胚発生中の胚全体もし
くは特定の細胞の細胞分裂期を加速・減速さ
せる顕微力学操作を行い、物理的な力に対す
る細胞周期進行や形態形成への影響(表現型
の可塑性)を定量化する実験系の確立を第一
の目的とした。それと共に、形態形成に関わ
る主要な遺伝子の発現パターン・機能動態の
変調を時空間的に解析することを目指した。
これらによって、力学的環境の擾乱に対して
発生機構が備えているメカノケミカル制
御・応答機構を顕在化し、プログラム化され
た機能遺伝子に支配される初期発生過程に
おける“細胞分裂を制御する力”の役割を明
らかにする手がかりを得る。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、紡錘体の直接顕微操作実験に
アフリカツメガエル卵抽出液を用いた。細胞
とは異なり、この実験系は細胞膜がないため、
ガラス針などを用いて紡錘体を直接的に顕
微操作可能であることが、大きな利点である
ため、分裂中期における紡錘体の力学特性を
調べる研究に適している。紡錘体の力学操作
には、微小ガラス針を使った。微小ガラス針
は、紡錘体に直接変形を加えるための硬い針
と、応力測定を行うための弾性定数の小さい
柔らかい針の 2種類を用いた。ピエゾアクチ
ュエータを用い、定量的な外部負荷を紡錘体
に与え、その後の紡錘体形状の応答性と力学
特性を共焦点顕微鏡による三次元観察手法
を用いて解析した。 
 細胞分裂後期の哺乳動物培養細胞を対象
に、MEMS 力センサーを用いた力制御解析シス
テム（Nat Methods 2009）による顕微操作及
び力測定を行った。蛍光タンパク質とのキメ
ラタンパク質として、主に、細胞骨格、染色
体や中心体の構成タンパク質類を恒常的に
発現させた癌細胞(HeLa 細胞)及び正常細胞
(RPE1 細胞)を用いた。 
 初期胚発生中の胚全体もしくは特定の細
胞の細胞分裂期を加速・減速させる顕微力学
操作を行い、物理的な力に対する細胞周期進
行や形態形成への影響を解析するために、結
果として、刺胞動物クラゲ（Cytaeis）の卵
母細胞及び初期胚を用いた。 
 
４．研究成果 
①これまでの研究により、紡錘体内の微小管
量、その密度や配向方向は、染色体整列や染
色体分配といった紡錘体の機能発現のため
に最適化されていることを明らかにしてき
た。安定的な機能発現のために、分裂中期に
おいて、紡錘体は一定の形状と大きさを維持
していると考えられる。そのため、紡錘体周
りの力学的、生化学的環境変化に対して、紡
錘体がその形と微小管密度をダイナミック
に維持し、大きさと微小管量を相関させるこ



とによって適応する機構を備えていること
が示唆されてきた（Cell Rep 2013, Biophys 
J 2014）。 
 分裂中期において、紡錘体の形状は、赤道
面を挟んで左右対称に維持されている。そこ
で、我々は、共焦点顕微鏡を用いた三次元観
察法と、微小ガラス針を用いた顕微力学操作
を併用し、紡錘体の極形状の左右対称を維持
する制御メカニズムの解明にアプローチし
た。その結果、卵抽出液中で形成された分裂
中期の紡錘体は、左右両極の形状のみならず、
紡錘体極の力学特性（見かけの硬さ）や微小
管密度も左右でほぼ等しいことを明らかに
した。 
 紡錘体の極形成と安定化に重要な分子モ
ーターである細胞質ダイニンを阻害した条
件下では、極付近の見かけの硬さが明らかに
低下した。一方で、紡錘体の両極性維持に重
要なキネシンを阻害すると、極付近の見かけ
の硬さが増加した。興味深いことに、細胞質
ダイニンとキネシンを両方とも阻害してみ
ると、極付近の見かけの硬さは、コントロー
ルの紡錘体と同様の値に回復した。これら阻
害条件下においても、紡錘体の左右両極の力
学特性は、ほぼ一致することも分かった。 
 これらの紡錘体極の形状と力学特性の左
右対称を維持する機構を明らかにするため、
顕微操作を用いて片側の紡錘体極を変形す
ると、もう片側の紡錘体極も自発的に同様な
変形を示すことが分かった。この自発的な変
形に応じて、左右両極の力学特性と微小管密
度も変化していることが分かった。また、こ
の力学応答性に積極的に関わる分子モータ
ーの寄与も明らかにした。これらの結果は、
紡錘体は、極構造の左右対称性をダイナミッ
クに維持する機構を備えていることを示唆
している（雑誌論文③(Biophys Physicobiol 
2017)）。 
 
②有糸分裂中期の哺乳動物培養細胞に外部
負荷(力パルス)を加えると、負荷の方向や大
きさに依存して、染色体分配開始のタイミン
グを力によって制御(促進・抑制)できること
を発見し、シグナル伝達の分子機構の大枠は
明らかにしてきた。初期胚発生中の胚全体も
しくは特定の細胞の細胞分裂期を加速・減速
させる顕微力学操作を行う上で、細胞分裂動
態の力学感受性の高い時期、制御因子やシス
テムを明確にすることが必要である。これま
で、細胞分裂後期について、後期紡錘体への
力学摂動は染色体分配のみならず細胞質分
裂へも影響を及ぼすことを明らかにしたが、
力学摂動を与える顕微力学操作用カンチレ
バーの硬さに対する依存性を検証した。細胞
分裂後期進行の速度は、特定の硬さに強く依
存していることが分かった。その硬さは、外
部負荷を与えた細胞の見かけの硬さと同程
度の時に、強く影響が現れた。細胞分裂後期
進行を遅延させるカンチレバーの硬さと、そ
れを感受していると推測されるアクトミオ

シン活性との関係を定量した。これらの結果
は、発生中の胚や組織においても、周りの細
胞の硬さ等の力学環境に依存して、細胞分裂
後期の進行速度が調節されている可能性を
示唆している。 
 
③初期胚発生中の胚全体もしくは特定の細
胞の細胞分裂期を加速・減速させる顕微力学
操作を行い、物理的な力に対する細胞周期進
行や形態形成への影響(表現型の可塑性)を
定量化する実験系の確立を目的に、海産生物
のウニ、ハスノハカシパンを用いて研究課題
を開始した。しかしながら、研究室で状態良
く個体を維持する困難さや、生殖シーズン
（実験可能な季節）が限定されるなどの問題
により、ライブイメージング・顕微操作する
個体数・実験数が期待される以上に得られな
い問題に直面した。そのため、実験室で通年
安定的に使用可能な刺胞動物クラゲを導入
し、実施する実験系の確立を目指した。 
 顕微力学操作を行う2〜32細胞期において、
外部負荷の方向、細胞分裂のタイミングと分
裂面を定量解析するため、細胞周期、アクチ
ン細胞骨格及び微小管細胞骨格を4細胞期か
ら幼生期までを通してイメージング可能な
動態解析用タンパク質プローブをクラゲ用
に改良・開発した。 
 動態解析用タンパク質プローブを顕微注
射した 4細胞期の初期胚において、細胞分裂
時に外部負荷を加える顕微操作に成功し、顕
微操作や動態イメージングの実験技術基盤
を確立した。現在、外部負荷条件に対する発
生様式と幼生の表現型を体系的に解析して
いる。 
 一方で、短時間の力学的環境の擾乱に対
して、その後の胚や個体レベル、そして世
代を超えて、その履歴がどのように残り、
どのような影響を及ぼすのか、を解析する
ことを目指した。そのために、クラゲ
(Cytaeis)において、有性生殖及び無性生殖
のライフサイクルを任意に回すことが重要
であるので、卵成熟誘起ホルモンの探索と、
プラヌラ幼生からポリプへの変態誘導物質
の探索を行った。変態誘導物質に関しては、
効果的な物質を選定できたが（図書①）、卵
成熟誘起ホルモンに関しては、現在も解析中
である。導入したクラゲのメス個体において、
トランスクリプトーム解析を行った。得られ
た結果から、卵成熟誘起ホルモンの遺伝子探
索と、変態誘導物質の遺伝子探索を行った。
候補となった遺伝子群については、人工ペプ
チドを合成し、その効果を解析した。その結
果、変態誘導物質の遺伝子は決定できたもの
の、卵成熟誘起ホルモンに関しては、効果的
な遺伝子の決定には至らなかった。 
 
 以上、本研究によって、発生中の胚の特定
の細胞の細胞分裂期を加速・減速させる顕微
力学操作を行い、物理的な力に対する細胞周
期進行や形態形成への影響を定量化する実



験系を確立し、遺伝子の発現パターン・機能
動態の変調を時空間的に解析できる系を構
築した。 
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