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研究成果の概要（和文）：本研究では，紫外光照射による光応答性培養基板を用いて細胞形状を遊走時に見られ
る二等辺三角形にパターニングし，免疫蛍光染色により微小管および中心体の局在と細胞核の位置を観察した．
その結果，細胞形状が極性を有する場合，パターニングしない場合と比較し，中心体が細胞下部に局在すること
が明らかとなった．その後，微小管分解・再形成後において中心体の局在に変化がみられなかったことから，微
小管分布ではなく細胞形状極性が，中心体の細胞高さ方向における位置に影響を及ぼすといえた．

研究成果の概要（英文）：In this study, the cell shape was micro-patterned into a triangle seen 
during migration using a photoresponsive culture substrate by UV light irradiation, and the 
localization of microtubules and centrosomes and the location of cell nuclei were observed by 
immunofluorescent staining. As a result, it was revealed that the centrosome localized in the lower 
part of the cell when the cell shape had polarity compared with the case where it was not patterned.
 After that, no change was observed in the localization of the centrosome after microtubule 
dissociation and reassembling, so it can be said that cell shape polarity, not microtubule 
distribution, affects the position of the centrosome in the cell height direction.

研究分野：細胞遊走に関するバイオメカニクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞が基質上を這い回る細胞遊走の制御は，再生医療支援を始めとする次世代の医工学分野における基幹技術で
あり，その確立のためには遊走メカニズムの解明は必要不可欠である．特に，細胞形状の非対称性，すなわち細
胞極性の形成や，核と微小管形成中心を結ぶ軸が細胞遊走と関連することは知られていたものの，それらを理論
立てて裏付ける研究は皆無であり，細胞遊走メカニズムの全容解明には程遠い状況であった．そのため，これか
らの医工学分野において本研究成果の学術的意義および社会的意義は大きい．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 次世代の医工学応用分野では，例えば再生医療において幹細胞から目的の組織・臓器を作る
にあたり異質な細胞を取り除き純化するソーティング手法として，またドラッグデリバリーシ
ステムにおける能動的ターゲティングのためのキャリアとして，細胞遊走機能を制御する手法
の開発は必要不可欠である．細胞遊走は，主にアクチン骨格の自己再構築と焦点接着班と呼ば
れる足場の形成・解離の繰り返しにより実現し，細胞形状の非対称性，すなわち形状極性が遊
走方向と関連するとの報告がある．その一方で，古くから，核と微小管形成中心(MTOC)を結
ぶ nuclear-centrosomal axis (NC axis)もまた，細胞遊走方向と関連することが言われてきた．
さらに近年の研究では，細胞遊走に伴い形成される焦点接着斑には，アクチン骨格のみならず
微小管もリクルートされること，アクチン骨格および微小管ともに核膜に結合可能な分子構造
を有することが報告されている．しかし，アクチン骨格および焦点接着斑に加え，核−MTOC−
微小管の再配置も考慮した細胞遊走メカニズムの本質的解明の試みは皆無である． 
 これまでの研究成果の内容 申請者はこれまで，形状極性の変化に伴い方向転換遊走する細
胞において，アクチン骨格および焦点接着斑の時空間ダイナミクスに基づき，そのメカニズム
を世界に先駆け提唱した．その研究過程において，形状極性の形成は細胞遊走の継続に必要不
可欠であることを見出した．そこで，形状極性の形成と細胞内小器官，特に NC axisとの関連
を調べるべく光応答性培養基板を用い，細胞接着領域を時空間に制御可能なマイクロパターニ
ング手法により，三角形に形状制御した細胞の遊走方向観察を試みた．その結果，過去の研究
報告と同様に細胞は三角形の底辺側に遊走することを示したのみならず，過去には着目されな
かった NC axisのダイナミクスも同時観察し，HeLa細胞（ヒト子宮頸部由来の株化培養ガン
細胞）では，MTOCが核よりも三角形状の頂点側に位置する場合，細胞がより遊走を開始しや
すいことを世界ではじめて見出した．また，このような特性は細胞種依存であり，NIH 3T3細
胞（マウス線維芽細胞様の株化培養細胞）では，MTOC と核の位置関係は反対になることを，
事前実験において明らかにしている．これらのことから，従来のアクチン骨格および焦点接着
斑に着目するだけでは細胞遊走メカニズムの解明に十分ではなく，それらと核−MTOC−微小管
の関係を明らかにしてはじめて，細胞遊走の本質的理解につながるとともに，そのメカニズム
を利用した細胞遊走の制御技術を確立できるといえる． 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では，まず，光応答性培養基板を用い，高効率に細胞形状のマイクロパターニ
ングを行う実験系の構築を行う．本研究を効率的に進めることを考慮すると，これまでの形状
一つ一つを高精細にパターニングする技術のみでは十分ではなく，効率性を高めることがその
後の実験遂行のカギを握ると言える．その上で，核，MTOCおよび微小管を同時観察可能な観
察・定量解析系を確立し，細胞遊走時にみられる形状極性を有する細胞において，核−MTOC−
微小管系の関係を明らかにすることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) 高効率な細胞形状のマイクロ
パターニング 
 現有の蛍光・位相差顕微鏡では，
高精細なパターニング手法はすで
に確立しているものの，今後の実験
の高効率性を考慮すると，同時大量
パターニング，および電動ステージ
制御による同時大量観察の実験系
を確立することは重要である，そこ
で，購入し，現有の蛍光・位相差顕
微鏡に電動ステージセットを組み
込むことにより，パターニングにお
ける効率良い多点紫外線照射を可
能とすると同時に，広い視野から観
察に適した細胞を選別し観察する
多点タイムラプス観察を可能とす
る実験系を構築した． 
 実験では，構築した図 1に示すシ
ステムを用い，細胞形状を遊走時を模した二等辺三角形にマイクロパターニングした． 
 
(2) 微小管，微小管形成中心(MTOC)および核の観察・定量解析 
 免疫蛍光染色法により，細胞内の微小管，MTOC および核を蛍光標識した試料を作製し，顕微
鏡下にて蛍光観察・撮影した．撮影画像を画像解析することにより，各器官の局在を定量的に
求めた．また，微小管の影響を検討するために，Nocodazole を用い，微小管脱重合実験を行な
った．その際の MTOC および核の観察・定量解析を前述と同様に実施した．さらにその後，
Nocodazole を除去し微小管を再形成させ，再び細胞内の微小管，MTOC および核の局在を定量的

 
図 1 紫外線照射のための光学系の概略図．次ペー
ジの図 4 に詳細を示す光応答性培養基板は，フォト
マスクを通した紫外線照射により，細胞接着領域を
変化させることが可能である． 



に求めた． 
 
４．研究成果 
 はじめに，パターニングした細胞の微分干渉像を図 1（a）に，微小管と中心体の蛍光染色画
像を図 1（b）に示す．XY 平面上における，細胞を播種してから 9時間後の核の面積中心と中心
体の距離 dの分布を求めたところ，90 %以上の中心体は核の面積中心から 10 µm以内の領域に
位置していた．ここで，HeLa 細胞において，核の半径は 10~20 µm であるため，中心体は核と
重なって位置していることとなる．しかし，核膜内には中心体および中心体を構成するタンパ
ク質が存在しないことから，中心体は細胞底面近傍のみならず Z方向に分布しているのではな
いかと考えられた． 
 

 
Fig. 1 Example of a cell image.(a）Differential interference contrast image. 
（b）Merged fluorescence image of microtubules（green）and centrosome（red）. 
 
そこで，図 2（a）に示すように共焦点レーザ顕微鏡で取得した画像に対して三次元的に再構成
し，中心体を通る XZ 断面で切断した．そのときの観察結果を図 2（b）に示す．ここで，中心
体の Z 座標を解析により定量化した．各細胞の高さを 1 としたときの相対的な中心体高さ Zrel
（=CZ / Zall）を図 3（a）に示すように定義し，その分布を図 3（b）に示す．中心体の高さは蛍
光スライス画像のうち，一番鮮明に中心体が観察された面と定義した．その結果，中心体は Zrel 
= 0~0.2 と 0.4~0.6 を中心に，全体的に局在していることがわかった．中心体の高さが，底面
近傍の Zrel = 0~0.2 のみならず，0.4~0.6 までにも局在していたひとつの要因として，中心体
から伸びる微小管の配向が関係していると考えられる．そこで，細胞内における微小管の分布
を求めた． 
 

 
Fig.2  Analysis of three dimensional centrosome position.（a）Schematic diagram of HeLa 
cell on XZ plane. （b）Image of HeLa cell on XZ plane. 
 

 
Fig. 3  Results of three dimensional centrosome position（a）Definition of cell total 
height and centrosome height. （b）Distribution of centrosome height. 
 
 中心体が細胞下面に位置する場合において，細胞下面と上面，それぞれの微小管の輝度値の
合計を面積で除した平均輝度値を求めた結果を図 5（a）に示す．グラフより，微小管の平均輝
度値には有意差が見られた．これに対し，中心体が細胞上面に局在している場合において，同



様に微小管の平均輝度値を求めた（図 4（b））が，微小管の平均輝度値には有意差は見られな
かった．そこで，微小管がどのように分布し，核や中心体といった内部構造と影響し合うかを
考察した．中心体が細胞下面に局在しているとき，微小管は図 5（a）のように細胞下面に高密
度に分布していると考えられる．これに対し，中心体が細胞上面に局在しているとき，微小管
は図 5（b）のように上面を中心に分布しながらも，細胞下面にも分布する傾向があると考えら
れる．これは，細胞が二次元平面上に接着しており，運動するために必要な焦点接着斑やアク
チンといった内部構造は細胞底面を中心とした細胞下面に集中することから，細胞上面に中心
体が局在していても細胞下面に向けて微小管が配向したためであると予想される． 

 

Fig. 4 Normalized intensity of microtubules. （a）The centrosome is on the bottom of 
the cell. （b）The centrosome is on the top of the cell 

 

Fig. 5 Schematic diagram of distribution of microtubules. （a）The centrosome is on the 
bottom of the cell. （b）The centrosome is on the top of the cell 
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