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研究成果の概要（和文）：発生胚を構成する細胞の力学特性（メカニクス）は、胚形成の決定と深く関係してい
ると考えられている。細胞メカニクスは、張力（細胞間が引っ張り合う力）と弾性率（細胞の変形能）で定義さ
れる。したがって、これらの細胞メカニクスを1細胞レベルで計測することは、胚形成のメカニズム解明におい
て重要である。本研究では、原子間力顕微鏡（AFM）を用いて、フォースカーブ測定による見かけのヤング率の
タイムラプス測定、および往復フォースカーブおよび応力緩和測定による緩和弾性率のタイムラプス測定を可能
とし、初期発生胚の対称分裂期と非対称分裂期の計測に成功した。

研究成果の概要（英文）：During embryogenesis, the embryonic formation  is associated with the 
mechanical property of cells involving the tension occurring between neighboring cells and the 
elastic modulus, i.e., deformability of cells. The understanding of cell mechanical behaviors is 
crucial to elucidate how embryonic cells are regulated by mechanical cues. In this study, we 
succeeded to measure the spatiotemporal dynamics of the apparent Young’s modulus of cells by the 
atomic force microscopy (AFM) force-curve technique and the relaxation modulus of cells by 
approach-retraction force-curve as well as stress relaxation techniques.

研究分野：生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
受精卵の発生過程は、遺伝子や生化学的な因子に加えて、力学的な因子が重要な役割をしていると考えられてい
るが、その時空間的挙動は未知であった、本研究では、プローブ顕微鏡を用いて発生胚の細胞の力学挙動を1細
胞レベルで追跡することに成功した。本研究により、発生胚の胚形成メカニズムの物理的な理解が進展し、再生
医療等の発生胚の制御技術の基礎となる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
発生胚を構成する細胞の力学特性（メカニクス）は、胚形成の決定と深く関係していると考えら
れている。細胞メカニクスは、張力（細胞間が引っ張り合う力）と弾性率（細胞の変形能）で定
義される。したがって、これらの細胞メカニクスを 1 細胞レベルで計測することは、胚形成のメ
カニズム解明において重要である。これまで、張力の 1 細胞計測は、レーザーアブレーション法
や光ピンセット法を用いてなされてきた。しかし、レーザーアブレーション法細胞への侵襲度が
大きいため発生過程の力学特性を追跡することが難しい。また、光ピンセット法は局所的な領域
のみ測定可能であり空間特性の計測は得意ではない。さらに、弾性率においては、定量的な弾性
率の 1 細胞計測は皆無であった。1 細胞レベルの弾性率計測として、研究代表者は、原子間力顕
微鏡（AFM）を用いて、発生過程の卵割細胞や陥入前の不均一な細胞力学特性の直接測定に成
功した。マルチプローブ顕微鏡技術を発展させることで、張力と弾性率の同時計測も原理的に可
能である。そして、それを実現するには、発生胚サンプルに対してコアとなる AFM 計測法を最
適化させることが研究を加速するために不可欠であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、発生胚の広範囲力学測定を目指して、マルチコロイドプローブカンチレバーを用い
た AFM を開発し、フォースカーブ測定による見かけのヤング率のタイムラプス測定、および往
復フォースカーブおよび応力緩和測定による緩和弾性率のタイムラプス測定を可能とすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、（1）マルチコロイドプローブカンチレバーの開発、（2）フォースカーブ測定法によ
る発生胚細胞の見かけのヤング率のタイムラプス測定、（3）応力緩和測定法による緩和弾性率の
タイムラプス測定、そして（3）往復フォースカーブ測定法による緩和弾性率決定の妥当性の検
証、を行った。発生胚は、カタユウレイボヤ（ナショナルバイオリソースプロジェクトより提供
していただいた）を用いた。初期発生胚の対称分裂期と非対称分裂期の計測を行った。以下にそ
の内容を報告する。 
 
４．研究成果 
（1）マルチコロイドプローブカンチレバーを用いた原
子間力顕微鏡（AFM）の開発 
発生胚は数 10μm の凹凸を有している。従って、市販
の ASFM カンチレバーをそのまま計測に利用すること
が難しい。そこで、カンチレバー探針に直径約 10μm の
シリカビーズを直列に積むことによりカンチレバーの
レバーとサンプル表面の接触を防ぎ、カンチレバーとサ
ンプル表面間の水圧による効果を軽減させることに成
功した（図１）。このマルチコロイダルプローブカンチレ
バーにより安定した発生胚計測が可能になった。 
 
図１ マルチコロイドプローブカンチレバーの模式図。
挿入図：光学顕微鏡写真（スケールバーは 10µm）。 
 
（2）フォースカーブ測定法による発生胚測定 
マルチコロイドプローブカンチレバーを用いてフォースカーブ測定を行った。その結果、植物極
側で発見した 1 細胞レベルの見かけのヤング率の変化のタイムラプス計測に成功し、そのヤン
グ率の時空間変化が、アピカルのアクトミオシン構造と密接に関係していることを見出した。さ
らに、サブ細胞の弾性率変化も捉えることに成功した。 
 
（3）応力緩和測定法による発生胚測定 
細胞分裂期にヤング率の増減が生じること、また、非対称期の植物極側では、1 細胞レベルでヤ
ング率が大きく変化することが分かったが、その弾性成分と粘性成分の寄与は不明であった。そ
こで、マルチコロイダルプローブカンチレバーの AFM 応力緩和測定法を用いて、発生胚細胞の
緩和弾性率のタイムラプス測定を行った。その結果、見かけのヤング率の増減は、特徴的な時間
の弾性率と流動性の両方が時空間的に変化していることを見つけた。さらに、緩和弾性率を詳細
に解析することにより、静的弾性率の存在を明らかにし、この静的弾性率も発生胚の過程におい
て変化することを見出した。 
 



 

 

(4)往復フォースカーブ測定法による発生胚測定 
上記のように、応力緩和測定では、発生胚細胞の緩和弾性率をダイレクトに決定することができ
る。一方で、応力緩和過程の測定のため 1 つのマッピング測定に長時間を要し、タイムラプスの
時間分解能は著しく低下してしまう。この問題を補間する方法として、往復フォースカーブ測定
法による発生胚測定を行った。その結果、応力緩和測定法で得られた緩和弾性率の時空間変化の
挙動を高い時間分解能で計測することに成功した。 

 
(5) その他の成果 
マルチプローブ顕微鏡の発生胚計測のために、発生胚の基本構造である単層細胞の運動性と電
界依存性を評価し、その形態変化に関する知見を得ることができた。 
 
以上のように、プローブ顕微鏡を用いて、発生胚の 1 細胞ごとの弾性率の定量解析にはじめ

て成功した。 
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