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研究成果の概要（和文）：哺乳類細胞（ラット平滑筋細胞：A7r5）と両生類細胞（繊維芽細胞：XTC）への遺伝
子導入条件を明らかにした．また，FRET計測を可能とする顕微鏡観察系を構築した．更に，顕微鏡上で観察しな
がら，細胞や構造体に引張負荷を与えるための引張試験システムを開発した．そして，FRET機能導入細胞に対し
て引張刺激を加え，蛍光観察結果からFRET比を導出し，分析した．

研究成果の概要（英文）：We clarified the conditions for gene transfer into mammalian cells (rat 
smooth muscle cells: A7r5) and amphibian cells (fibroblasts: XTC). And, we constructed a microscopic
 observation system that could evaluate the FRET ratio. additionally, we developed a tensile test 
system that could apply tensile loading to the cells and the cell adhering structures while 
microscopic observation. Then, we applied tensile stimulation to FRET-transfected cells and derived 
and analyzed the FRET ratios from fluorescence observations.

研究分野：バイオ計測工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞を利用して，大気中でマイクロニュートンからミリニュートンレベルの力を測定できる微小サイズの力セン
サという構想は，これまで存在しない，全く新しい挑戦である．これまでFRET技術は細胞内や組織内の力分布を
観察するために使用されてきが，マイクロニュートン，ミリニュートンレベルの計測には利用されていない．ま
た，FRET技術を用いた大気中での力測定も存在しなかった．本研究が実現した暁には，組織，器官，個体レベル
における，マイクロニュートンからミリニュートンレベルのレンジにおいて，これまで難しいとされていた力計
測が可能となり，生物学，医学，工学，化学，更には物理学などの領域の発展に寄与できる．

※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 
 細胞は生物の最小単位であり，小型で軽く，様々な形状にアセンブリが可能である．また，化
学エネルギによる駆動が可能で，電源供給の配線が必要ない．更に，生体適合性，親和性が非常
に高い．加えて，伸びや収縮といった機械的な負荷にもフレキシブルに対応できる．そして，自
己増殖能を持つため安価に大量生産が可能である．また，ボトムアップ的なファブリケーション，
自己修復能力，自己改変能力，低環境負荷等の特徴を持つ．この様な特徴を持つ細胞を力センサ
に応用することで，全く新しい力センサとして生物の力学的特性測定に応用できると考えた． 
 細胞を用いた力測定方法として，我々は Fluorescence Resonance Energy Transfer（FRET）に注
目した．力測定に蛍光解析を用いるため，ワイヤレスに力情報を取得することが可能である．
FERT技術は細胞内の力学的情報を取り出すことができるため，これまでにも細胞内や組織内の
力分布を観察するために使用されてきた．しかしながら，マイクロニュートン，ミリニュートン
レベルの計測には利用されていない．また，細胞培養環境が必要であるため，大気中での力測定
ができなかった． MEMS技術を応用し，微小構造体と細胞を組み合わせることで，以上の問題
が解決できると考えている． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，細胞を使用した微小サイズの力センサを用いて，マイクロニュートンからミ
リニュートンレンジでの力測定を大気中で行うことである．そのために，FRET機能導入細胞を
力測定に利用できるか確認する．具体的には， FRET 機能を導入した細胞が表面に接着した非
生物構造体を，外力を用いて変形させ，変形した際の FRET比を解析することで，構造体にかか
った外力の大きさを評価する． 
 
３．研究の方法 
 FRET機能遺伝子を導入した細胞に引張刺激
を加え，ひずみ量に対する FRET比の変化を確
認した． 
 先ず，細胞に対する FRET機能遺伝子の導入
条件を明らかにした．また，FRET観察を可能
とする観察系を構築した．そして，構造体上で
FRET機能導入細胞を培養し，構造体全体にひ
ずみを与えた時の細胞の FRET 比の変化を観
察した（図 1）．構造体は培地中での細胞培養を
目的とし，チャンバ形状をしている．チャンバ
は生体適合性のあるシリコーンゴムである
Poly(dimethylsiloxane)（PDMS）から成る．更に，
チャンバにひずみを与えながら細胞の共焦点
蛍光観察を可能とする引張試験システムの開
発も行った． 
 FRET解析に際しては，レシオ測定法を用いた．アクセプタの蛍光である mCherryをドナーの
蛍光である GFPで割ることで FRET比を導出した． 
 
４．研究成果 
細胞に対する FRET 機能遺伝子導入条件の検討 
 今回検討した細胞は哺乳類細胞（マウス繊維芽細胞：
NIH3T3，ラット平滑筋細胞：A7r5）と両生類細胞（繊維
芽細胞：XTC）であった．先ず哺乳類細胞に関して，
NIH3T3は報告者によって既に FRET機能遺伝子の導入
条件が明らかになっていたが，接着力やアクチンフィラ
メントの発達がより良い A7r5に注目した．また，XTC
は温度，pH に対する許容条件が広く，インキュベータ
外で駆動する力センサに適している．遺伝子導入方法に
関しては，導入効率が高く，オペレーションも簡単なリ
ポフェクション法を用いた．そして，A7r5，XTCに関し
て効率の良い遺伝子導入条件を明らかにし，FRET機能
遺伝子の導入に成功した．今回使用した FRETはドナー
に GFP，アクセプタに mCherryを使用しているが，図 2
の様に GFP，mCherry共に蛍光が観察された． 
 XTC は温度や pH の変化に対して寛容という特徴を
持つ一方で，増殖スピードが遅く，接着力も弱いという
欠点があった．そこで，最終的な引張試験においては，

 
図 1 伸縮刺激を与えた細胞の FRET観察 

 
図 2 FRET機能遺伝子を導入さ
れた哺乳類細胞（A7r5） 



A7r5 を使用した． 
 
FRET 観察系の構築 
 FRETを観察するためには専用の観察システムが必要となるため，観察系を構築した．観察系
は倒立顕微鏡（Ti2E, NIKON），共焦点観察システム（CSU-X1, YOKOGAWA），イメージスプリ
ッタ（W-view gemini, Hamamatu photonics），及び好感度 CCDカメラ（ORCA-Fusion, Hamamatu 
photonics），更に多点でのタイムラプスを可能とする自動ステージ（SCAN IM, NIKON）から成
る．細胞全体を観察画面内に収めるため，及び PDMSチャンバ膜の厚み（200 µm）をカバーし
たワーキングディスタンスを得るために 20倍対物レンズ（Plan Apo 20x/0.75, NIKON）を用いた． 
 
引張試験システムの開発 
 図 3に開発したシステムを
示す．本システムは PDMSチ
ャンバを最大 2つまで装着可
能であり位相差観察用コン
デンサレンズに干渉しない
よう設計されている．今回は
片側のみにリニアアクチュ
エータを設置しているが，両
側にリニアアクチュエータ
を設置できるようにもネジ
穴やスペースが設計されて
いる．使用しているステージ
は 1 um ステップで制御可能
であり，モータドライバによ
ってステップ分割することでより滑らかにひずみを与えることが可能である． 
 
FRET 機能導入細胞に対する引張刺激 
 PDMS チャンバ内で培養した
A7r5細胞に引張試験システムを
用いてひずみを与え，この時の
細胞の蛍光観察を行った．実験
は，FRET機能が組み込まれたセ
ンサ細胞，蛍光分子が組み込ま
れているものの FRET が機能し
ないコントロール細胞の両者に
対して行った．チャンバに対し
て1 mmずつひずみを与え，6 mm
まで引っ張った．この時，細胞内
の粘弾性の影響を抑えるために
引張速度は 0.02 mm/sとした． 
 図 4aにひずみを与えた際の細
胞を示す．チャンバに与えたひ
ずみに応じて細胞も歪んでいる
ことが確認できた．図 4bにセン
サ，コントロールそれぞれの細
胞における FRET 比を示す．セ
ンサ，コントロール共に引張刺
激によって FRET 比が上昇して
いることが確認された．これは，
FRET の挙動としては不自然で
ある．そこで，長時間観察におけ
る蛍光強度の変化を観察し退色
の影響を確認したところ，センサ，コントロールいずれも大きな FRET比の変化は見られず，本
結果が退色の影響によるものでないことが考えられる．このことから，今回は FRETによるひず
み量評価は行えなかったものの，FRET以外の効果によっても細胞や構造体のひずみを蛍光観察
によって評価できる可能性が示唆された． 

 
図 3 FRET観察用引張試験システム 

 

(a) 

 

(b) 

図 4 哺乳類細胞（A7r5）に対する引張刺激(a)，及びそ

の FRET比（青：センサ，赤：コントロール） 
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