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研究成果の概要（和文）：転移の際に癌細胞は体内の様々な微小構造中を移動するが、これら構造の影響や関連
メカニズムは解明されていない。これまでの研究で、マイクロ溝構造により乳癌上皮細胞等の移動性が変化する
「トポグラフィー効果」が報告された。今回そのトポグラフィー効果と様々な刺激（化学勾配、低酸素、流体）
を組み合わせたバイオデバイスを作製し、癌細胞の悪性評価や移動制御を試みた。結果の一部として、トポグラ
フィー効果と様々な刺激の相互作用が分子レベルで解明され、より精密に細胞制御できる事が分かった。これら
は癌転移に関わる重要な発見であり、微小構造またはそれに関わるシグナル分子を利用することで転移を阻害で
きる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：During metastasis, cancer cells migrate through various microstructures in 
the body, but the mechanical influence of these structures or the underlying mechanism have not been
 clarified. From our previous works, it was shown that microgroove structures can change the 
motility of various cells like breast cancer epithelial cells, referred to as "topography effect." 
Here, we combined such topography effect and various stimuli (chemical gradient, hypoxia, fluid 
motion) to create biodevices for cancer characterization and motility regulation. As one result, the
 interactions between the various stimuli and topography effect was deciphered at the molecular 
level, and thus a more precise cell regulation could be realized. These are important discoveries 
for cancer metastasis, and the potentials for utilizing microstructures or signal molecules 
associated with them in preventing metastasis was suggested. 

研究分野： バイオマテリアル、バイオデバイス、バイオイメージング

キーワード： マイクロトポグラフィー　微小構造　ナノ・マイクロシステム　細胞移動　癌　組織工学　蛍光イメー
ジング　放射線イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
接着系細胞は微細構造と機械的に相互作用をしながら存在しており、その影響はがん細胞の転移始め、生体内の
様々な重要な細胞移動現象（組織形成、免疫反応）とも深く関わっている。本研究では、微小構造化された生体
材料を通して、微細構造と細胞移動に関わる様々な相互作用の仕組みを解明し、それを応用したデバイス・分子
技術による癌悪性評価や癌転移の阻止を目的とする。さらに、微細加工技術で作られた構造体を用いた細胞挙動
制御法は、機械的シグナル伝達を精密かつ局所的に細胞・組織に伝える手段として、再生医療やバイオデバイス
の分野において世界中で取り入れ始められており、我々の研究成果も多分野において注目されている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

（１）生体内において、細胞の接着、移動、増殖、分化は、細胞外マトリクス（Extra Cellular 

Matrix: ECM）や、細胞周囲の微細環境が複雑に相互作用して起こることが知られている。これ

まで再生医療の発展により、細胞接着・増殖・分化が重点的に調べられてきたが、近年細胞移動

の重要性も見出されている。例えば、免疫細胞はリンパ管を通り感染部位へ移動し、骨芽細胞は

骨の分解・再構築において破骨細胞が形成したチャネル内を移動し、癌細胞は転移の過程で原発

腫瘍から体内の様々な微細構造を通り他の組織に移動し、癌環境に致命的な二次腫瘍を形成す

る。このように、生体内における細胞移動の役割や仕様は様々であり、また極めて複雑である。

しかし、細胞周囲の環境、特に微細構造が細胞移動に及ぼす影響やその仕組みは、明確に知られ

ていない。 

（２）上記の複雑な相互作用を解明するため、マイクロ加工技術により形成された構造体を組み

込んだバイオデバイスを用いて、細胞周囲の微細環境が細胞機能へ与える影響の研究がさかん

に行われている。構造体を組み込んだバイオデバイスも多種多様で、化学的性質がマイクロスケ

ールで異なる基板、表面微細構造（マイクロトポグラフィー）を有する基板、化学物質の濃度勾

配を生み出すマイクロ流路システム等が挙げられる。さらに近年、癌の早期発見や診断が重要視

されており、癌細胞の補足や評価ができるデバイスが注目されてきているが、従来のデバイスは

高価な抗体や複雑な加工が必要、さらには癌の多様性に対応できないため、より安価で簡便、か

つ癌の多様性に対応できるデバイスが求められている。 

 

２．研究の目的 

（１）本研究では、接着系細胞、特に乳癌や前立腺癌由来の上皮細胞、の細胞移動（転移現象）

が周囲の微細構造にどのように影響されるのかを定量的に調べ、その相互作用に関連する機械

的シグナル伝達分子を特定し、その仕組みを解明することで癌転移の理解を高める事を目的と

した。さらに、腫瘍環境を模倣するため、低弾性率や低酸素状態や流れ環境下など、様々な条件

でこの相互作用の仕組みを調べる。最終的には、体内の転移を阻害するシグナル伝達経路を見出

し、癌の治療に繋げたい。 

（２）上記に加え、癌細胞移動を診断・制御できる微細構造を駆使した新たなバイオデバイスの

創製を目的とする。今回は特に、鋭角な微細構造や、その他の方向性刺激（化学勾配、流体、等）

を構造体と組み合わせる事で、デバイス機能の向上を目指す。最終的には、安価な材料で簡便に

作成できるデバイスを用い、癌患者の体液サンプルから癌細胞を診断・分別できるデバイスや体

内で癌を捕らえ転移を阻害するデバイスを目標とする。 

 

３．研究の方法 

（１）構造体基板の作成方法 

二 つ の 異 な る 物 性 を 持 っ た 材 料 、 tetra-(polyethylene glycol) (Tetra-PEG) と

polydimethylsiloxane(PDMS)を使用し、三次元溝構造体を作製した。溝構造は SU-8 鋳型や Ni 鋳

型（オプトニクス社製）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。鋭角の構造は、６０度から１

２０度の壁を有した溝構造の鋳型（オプトニクス社製）を同様に使用した。弾性率の異なる基板

は高分子組成の割合を変え調整し、弾性率を引っ張り試験器で測定した。使用した Tetra-PEGの

弾性率は 50kPa – 120kPa幅、PDMSは 1MPa – 3 MPa幅である。 

（２）デバイスの作成方法 

上記の構造体を、アイカムズラボ社のマイクロポンプシステムと組み合わせ、流れ環境を組み込



んだデバイスを作製。２mL/minの流れ環境やさらに分岐流路を駆使して上皮成長因子（EGF）の

化学勾配（０から３０pg/mL）を溝構造体周囲に設置した。また、低酸素状態の作成にはバイオ

ニクス社製の低酸素細胞培養キットを構造体基板と組み合わせて使用し、５％および１％酸素

濃度の環境を設置した。 

（３）細胞シグナル操作および移動評価 

本実験では様々な接着系動物細胞 MCF-10A、MCF-7、MDA-MB231、PC3、さらには癌細胞関連の遺伝

子（APC、RAS）を操作された細胞株を基板に播種し、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）を測定した。さらに、ブレビスタチン（５μM）やカリキュリン A（０．

１nM）等の薬物を使い、ミオシン II 分子の活性を操作した。 

（３）バイオイメージング（免疫染色・蛍光イメージング・放射線イメージング） 

細胞の免疫染色（アクチン繊維、接着班分子のヴィンキュリン・パキシリン、ミオシン II 等）

に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用い、Zeiss LSM800 共焦点

顕微鏡で観察した。また、腫瘍や転移を生体内で観察するため、担癌マウスに放射線グルコース

類プローブの F-18 fluorodeoxyglucose（FDG）を１０MBq や蛍光グルコース類プローブの 2-

デオキシグルコース-750（2-DG-750）を１００μM投与し、Positron Emission Tomography（PET）

や In vivo 光イメージング装置で観察した。 

 
４．研究成果 

（１）三次元微細溝構造による細胞移動制御 

細胞移動の研究において我々は、数十マイクロメートルの寸法で加工された微細な溝構造が導

入された基板上で、細胞が特異的な移動挙動を示すことを発見した。特に、上皮細胞が溝構造の

直角な壁に接した際に、細胞が非常にコンパクトな形態をとりながら壁に沿って一方向的に伸

展し、移動性が劇的に向上する現象がみられた（図１）。このトポグラフィー効果の仕組みは完

全には解明されていないが、細胞骨格の変化、特にアクチン繊維の溝構造の壁に沿った並行化が

重要であることが示唆されている（図１）。アクチン繊維が全て同じ方向に重合され細胞が膜を

展開することで、細胞移動の速度や同一方向に移動する長さである持続長が平坦な表面と比べ

約三倍以上に増大すると考えられる。さらに、トポグラフィー効果は Tetra-PEGハイドロゲルや

PDMS など、物性が異なる様々なバイオマテリアルで確認されており、表面の接着性リガンドに

も依存しないことが分かってきた。細胞が接着して移動できる表面は必要だが、その条件さえ満

たされれば、微細溝構造であるトポグラフィーによる細胞移動制御は、どのような材料にも付加

できることがこれまでの研究で分かってきた。 

（２）微細溝構造デバイスによる癌細胞の特性評価 

癌の正確な診断および早期発見がより重要視されていることから、我々は微細溝構造が組み込

まれたデバイス上でのトポグラフィー効果を利用して癌細胞と正常細胞を見分け、癌細胞の悪

性度などの特性評価に成功した)。正常細胞は直角な溝構造に沿って持続的に移動するのに対し、

癌細胞は微細構造にとどまらず、壁から離れたり、壁を登ったりなど、癌細胞特有の挙動を示し

た（図１；癌細胞）。 

この正常細胞と癌細胞の挙動の違いの原因は一概には言えないが、極性化が関わっているの

は確かである。正常細胞は先に述べたように、構造体に沿って細胞骨格を展開し、一方向に持続

的に進むため、微細溝構造により極端に極性化される。一方、癌細胞は細胞骨格が安定に形成さ

れないため、平坦な表面や構造体に接着しているどんな場面でも、膜状仮足を様々な方向に伸ば

すことが確認されている（図１）。さらに，正常細胞を段階的に遺伝子操作し癌細胞に近づける 



図１ 直角の微細構造に面した際の細胞のタイムラプス明視野画像および蛍光画像。正常細胞

と癌細胞は異なる挙動を示す。各フレームの矢印は同じ細胞を指す。文献[1]より改変引用。 

 

と、極性化能力が減衰し、それに伴い形態や移動性が癌細胞に類似してくることも確認されてい

る)[1]。しかしながら、この癌細胞特有の無極性な多方向への伸展こそ、癌細胞が壁を離れる・

登るという特徴的な挙動に繋がっていると考えられる。言い換えれば、癌性の細胞は、非癌性の

正常細胞と比較して構造から受ける影響が小さくなっているため、壁を上ことができる。 

今までに、乳腺・前立腺上皮細胞、肺細胞、免疫細胞等、様々な種類の癌細胞で正常細胞に比

べて移動速度が早くなるトポグラフィー効果が確認されている。さらに、癌細胞でも細胞種によ

り異なる移動挙動を示した。これらの結果より、癌の多様性により抗体などによる診断が難しく

なってきている中、トポグラフィー効果を利用し、癌細胞と正常細胞の移動性のパラメータを比

較することで、癌細胞識別の可能性が期待できる。ここで、我々の研究含め、様々な二次元、三

次元図形のマイクロ・ナノ構造体は、診断から治療だけでなく、癌転移のような生体現象に関す

る重要な生理学的知見を得る評価プラットフォームとしての注目度も高いこと[2]、さらには再

生医療に欠かせない幹細胞の品質チェックなどにも応用され始めている事にもふれたい[3]。 

（３）微細溝構造の図形・物性の影響  

微細溝構造の角度および足場材料の弾性率を変化させ、微細溝構造の影響がそれぞれの細胞で

より大きく顕れる条件を探求した。まず、微細溝構造の壁の角度を鋭角に変化させた微細溝構造

を利用し、微細溝構造が細胞に与える影響と微細溝構造の基本構造の関係性を調べた。微細溝構

造の壁の角度を作成可能な範囲で変化させ、正常細胞と癌細胞の微細溝構造の角度変化に対す

る応答の違い、および具体的なシグナル因子の寄与を調べ、微細溝構造による細胞移動制御につ

いて新たな知見を得ると同時に、正常細胞・癌細胞の違いが明確となる条件を調べた。その結果、

壁の角度が鋭角になるほど、正常・癌細胞の移動性の違いが際立ち、特に浸潤性がん細胞が壁に

沿って伸展し、移動方向を頻繁に反転する独特な挙動を示した[4]。つまりこの鋭角構造はこの

浸潤性の高い癌細胞の持続長を著しく低下させ、構造際に留める効果を示した。免疫染色により、

各細胞の移動性の違いは、伸長・接着挙動の違いに由来することが示唆された。特に、細胞と基

板の相互作用の起点のなる焦点接着の面積や数を調べたところ、鋭角な構造体に閉じ込められ

た癌細胞は進行方向の前と後ろに強い接着を表した。さらに、細胞内部の機械的シグナル伝達に

関わる因子を調べたところ、鋭角の壁に沿った時の浸潤性癌細胞の独特な反転挙動には、ミオシ

ン II の活性が深く関わっていることが示唆された。また、異なる弾性率をもつ微細溝構造体で

細胞移動の挙動を調べたところ、Tetra-PEGハイドロゲルではより柔らかい領域でトポグラフィ

ー効果が向上し、PDMS では逆の傾向が観察された。この事から、細胞種および弾性率幅に依存

するが、微細溝構造が細胞移動へ与える影響は構造だけでなく材料の機械的物性によって大き



く変化することがわかってきている。足場材料の機械的物性を変化させることで、微細溝構造に

沿った細胞移動性の違いより強調できる点も興味深い。足場材料の弾性率は、細胞の接着・伸展

に影響を与える因子でもある。このことから、微細溝構造に沿った細胞の移動性は、細胞の接着・

伸展によって支配される現象であると考察できる。 

（４）勾配刺激とトポグラフィー効果の相互作用 

バイオデバイス内での細胞移動制御を向上されるため、微細溝構造と方向性のある勾配(EGF 化

学勾配、流体)を組み合わせた。EGFは上皮間葉転換（EMT）を促すことで、細胞の移動性を全体

的に向上させたが、逆に EGF が無い状態では、移動性が下がりトポグラフィー効果が確認されな

かった。さらに、EGF勾配が溝構造と並行していても、化学勾配と溝構造の間に相乗効果は確認

されず、これらが直角に配置された場合、正常細胞でさえ壁を乗り越える結果となった。また、

約８dyn/cm2 の流体せん断応力下においては、細胞は流れに逆らって移動し、さらに正常細胞は

流れの中でも溝構造に沿って移動したが、トポグラフィー効果は減少した。逆に癌細胞では、流

れの方向を溝構造と直角に配置することで、癌細胞の壁を登る頻度が約５倍に増加することも

確認された。総じて、化学刺激は構造体の機械的シグナルを凌駕し、流体によるせん断応力の刺

激は、恐らく細胞膜を不安定にさせるため、構造体のトポグラフィー効果を減少させる事が確認

された。これらの発見は、細胞移動型バイオデバイスの今後の設計に役立つ。 

（５）低酸素環境とトポグラフィー効果の関連性 

腫瘍環境でよくみられる低酸素状態下で、全体的に正常細胞の移動速度は低下したが、一部の癌

細胞（RWPE2 等）は EMT を起こし、移動速度が上がったが、持続長が大幅に減少した。しかしな

がら、溝構造に面した際の細胞速度へのトポグラフィー効果は通常の 1.5 倍から低酸素状態で

は 1.1倍に減少してしまった事から、相乗効果はみられず、やはり低酸素状態による化学的刺激

の方が構造による機械的刺激を上回る事が示唆された。この結果は、腫瘍環境を模倣する細胞移

動型バイオデバイスにとって重要な知識となる。 

（６）蛍光および放射線プローブによる腫瘍イメージングの比較 

上記の構造体の影響を生体内で確認するため、蛍光および放射線糖類プローブで様々な種類の

生体内腫瘍をイメージングしたところ、一部の細胞（SKOV3 等）は蛍光をより取込、他の細胞

（MKN45）は放射線プローブを取り込む傾向がみられた（図 2）。これらの結果はインヴィトロの

細胞レベルで測定した取込量と全体的に一致した。ノイズは疎水的な蛍光分子を含む蛍光プロ

ーブの方が高く、また細胞内に取り込まれる FDG の方がシグナルの持続性は高かった。今後改良

を進め、体内の転移の観察に応用できることが期待される。 

図２ 担癌マウスの PETによる放射線イメージング（左）と蛍光イメージング（右）の比較。 
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