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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経幹細胞の培養系において、３次元ゲル培養条件下から染み出る細胞
集団の運動がキラリティを持ち、それがミリメートルスケールの時計回りの構造を作ることを見つけた。このキ
ラリティある構造は再現性が高く、いつも同じ回転方向を生じるものであったが、細胞骨格系の阻害剤を用いた
実験により、この構造のキラリティにはアクトミオシン系が特に重要であることがわかり、特にそのキラリティ
の強弱をコントロールする方法も発見した。さらに、キラリティの細胞的起源を探るため、低密度培養条件の実
験系・解析系を確立し、一細胞の運動のキラリティと相互作用レベルで生じるキラリティのバランスを定量する
ことも可能となった。

研究成果の概要（英文）：We found that the collective dynamics of neural progenitor cells flowing out
 of the 3D gel culture condition has chirality, which creates a millimeter-scale clockwise 
structure. Although this chirality was highly reproducible (i.e., always produced the same direction
 of rotation), experiments with cytoskeletal inhibitors showed that the actomyosin is particularly 
important for the chirality of this structure, and developed a method to control the intensity of 
the chirality. Furthermore, to investigate the cellular origin of the chirality, we established an 
experimental and analytical framework for low-density cultureing and tracking conditions, which 
enabled us to quantify the balance between the chirality of single-cell motion and the chirality 
occurring at the cell-to-cell interaction level.

研究分野：生物物理

キーワード： 細胞集団運動　トポロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、細胞内の構成要素であるタンパク質のキラリティが、数ミリメートルスケールの細胞集団運動の
パターンにまで反映されることが分かった。これまでにマクロな構造自体にキラリティが生じる生物試料の例は
多く知られていたが、細胞の形状でなく運動のキラリティが効いてパターンが生じ、内部の構成要素が激しく入
れ替わっている中でもそれが維持されている例は初めてである。本成果は、キラリティのあるアクティブマター
系の物理の研究として一定の意義があることに加え、ヒトの組織・臓器形成の基本原理に新たな知見を加えるも
のであり、脳の左右非対称性の神経発生過程での起源との関連などの発展性が見込まれる。

※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 
 
ミクロとマクロのつながりを理解する方向性の研究において、近年『アクティブマター』と呼

ばれる領域が注目されている。ここでアクティブとは、構成要素が自発運動をしているというこ
とを概ね意味しており、アクトミオシン系や、飛んでいる鳥や泳いでいる魚などの、非平衡状態
にある要素が集まったときにどのようなマクロ現象が生じうるかが研究の焦点となっている。 

アクティブな系のマクロな性質は、理論・シミュレーションだけでなく、振動基板の上に配置
された多数の小さな棒や、精製された細胞骨格系の挙動を調べる実験、遊走するバクテリアを用
いた実験などにより活発に調べられ、応用面では細胞分裂のダイナミクス理解や、鳥の群れ運動
の解析などにも利用されてきている。 

 
ところが、多細胞集団の挙動をアクティブマターの観点から見た研究はまだほとんど出てき

ていない。これまでに、細胞組織のダイナミクスをレオロジーや反応拡散系の枠組みから理解す
る物理・数理的研究は盛んに進められてきたが、個々の細胞が運動していたり、細胞の内的な動
力を記述するアクティブストレスが陽に効くような現象についての理解は、まだ進んでいない。 

一方で、原腸陥入や鳥類の左右対称性の破れの機構、neural crest の集団移動など、個々の細胞
が自発的な運動をする集団の織りなす現象は、発生生物学の文脈で多数存在している。イメージ
ング技術の発達によりさまざまな動的な現象が in vivo でとらえられるようになってきた今こそ、
細胞集団運動のアクティブマターとしての定式化がもとめられている。 
 
２．研究の目的 
 
これまでの研究では 2 次元におけるパターンや細胞流を解析してきたが、一方で、in vivo の

神経芽細胞のように 3 次元空間を細胞が敷き詰めている場合は、細胞同士がより多く相互作用
したり、2 次元の境界面の影響が出るなど、本質的に異なった状況である。したがって、実際の
生体内の発生過程や組織恒常性ダイナミクスにおける細胞流のメカニズム理解につなげるには、
2 次元の細い流れだけでなく、3 次元的なストリームがどのようにコントロールされるか、を理
解する必要がある。 

 
本研究では、神経幹細胞の立体流路での培養と観察による 3 次元的な細胞ストリームの制御

を目指す。細胞骨格関連の阻害剤など用いることで、2 次元系におけるパターン形成や相互作用
メカニズムと 3 次元系の違いに現象論的に迫る。 
 
３．研究の方法 

 
神経幹細胞の細胞核(H2B)、F-アクチン(Lifeact)といった細胞運動や形状変化を観察するための

因子や、細胞間接着において重要な役割を果たすと考えられる N-cadherin、alpha-catenin を蛍光
タンパクで標識するため、遺伝子導入法を条件検討した。さらに、低密度で細胞を培養し、長期
間培養してパターン生成過程を顕微鏡下で見続ける方法、細胞周期や細胞骨格系の阻害剤の存
在下でも低密度条件から長期間培養する方法などを実験的に調べ、取得したデータを用いて細
胞間相互作用を推定する方法を検討した（４．研究成果にて説明） 

 
3 次元培養方法については、まずはマイクロ流路作製技術や透明な細いチューブを用いること

で、神経幹細胞が接着・生存可能な 3 次元流路の条件を調べ、流れの様子を観察する方法を検討
した。その後、ゲルを用いて 3 次元培養することで自発的なパターンが生じることを見つけ、さ
らにその際に生じる興味深い現象を発見したため、そちらの解析を中心的に行った（４．研究成
果にて説明）。 
 
４．研究成果 
 
遺伝子導入法の条件検討については、エレクトロポレーションとレンチウィルスを用いた方

法を様々な条件設定で試し、神経幹細胞への導入効率はエレクトロポレーション法が最も良い
ことを見出した。また、遺伝子導入後、ソーティングした細胞を増殖させ、限界希釈法を用いて
1 細胞由来のクローンを作成する方法を確立した。こうして得られた細胞を、蛍光顕微鏡や共焦
点顕微鏡を用いて、最長では５日にわたり細胞集団運動を観察できる実験系を構築することに
成功した。 

 
3 次元の培養方法については、神経幹細胞をマイクロパターンの中に封入する方法、透明なチ

ューブの形状の中に培養する方法など、さまざまな条件を検討した。その結果、ラミニンを主成



分とする細胞外基質であるマトリゲルに神経幹細胞を高濃度で混ぜ、任意の形状にプレートす
る方法が最も有力であると発見した。この実験において、細胞核と同時に細胞体や接着状況を観
察できる株を追加で作成し、3 次元環境下で細胞運動が長時間継続する条件の検討を重ねた。そ
の中で、神経幹細胞をマトリゲル内で培養した際に、立体的なネットワーク構造が作られること
を発見した。さらに、このネットワーク構造の中で、細胞が局所的な流れを生じていることもわ
かった。他にも、ゲル基盤がない状況においても、液中で細胞塊同士をつなぐ細胞の糸のような
ものが生じることも見つけた。この細胞の糸は、構成する細胞が運動を続けているために激しく
入れ替わるが、にもかかわらず構造が動的に維持されていることがわかった。 

 
本研究の過程で、細胞がゲルから脱出する際に、興味深いマクロ構造を生じることを見出した。

３次元ゲル培養条件下で細胞を２－３日おくと、細胞集団が全体的に時計回り方向に流れ出て
くる様子が観察され、それを反映した時計回りのマクロ構造が生じていた（下図左）。この現象
は再現性が高く、ゲルの大きさや始めの細胞密度などの幅広い初期条件の元で、同じ時計回りの
構造が現れた（下図右） 
 
 このキラリティのパターンの起源に迫るべく、微小管系やアクトミオシン系の阻害剤を用い
て同様の実験を行った。その結果、微小管系の阻害剤はキラリティには影響を及ぼさず、アクト
ミオシン系の阻害剤にはキラリティを促進したり抑制したりする効果が見られることが分かっ
た。具体的には、Blebbistatin というミオシンの阻害剤により、細胞のキラリティは促進され、時
計回りパターンがより顕著になった一方で、Jasplakinolide というアクチン脱重合阻害剤を添加
際にはこのパターンが弱まり、特に高濃度の Jasplakinolide 条件下では反時計回りの構造さえ生
じさせることができると発見した。ここまでの成果と、関連して発見したマイクロパターン実験
における端で生じるキラリティのある細胞流について、論文[Yamauchi, Hayata, Uwamichi, Ozawa, 
Kawaguchi, arXiv:2008.10852]としてまとめている。 
 

さらにキラリティの起源を調べるために、一細胞レベルの細胞運動と相互作用の様式を調べ
た。神経幹細胞は低密度条件下に置いて増殖や運動を停止してしまうため、ある程度以上の密度
で培養する必要がある。この状況は、増殖条件下にある細胞が浸っていた培養液(conditioned 
medium)を用いることである程度解決できることは以前の研究で分かっていたが、本研究ではさ
らに conditioned medium の採取タイミングと細胞密度を最適化した。これにより、Jasplakinolide, 
Blebbistatin などのアクトミオシン系阻害剤を用いた場合でも、画像データから細胞のトラッキ
ングが容易になる低密度条件下での観察が可能となり、細胞運動や細胞間相互作用の解析がで
きるようになった。 

 
これらの実験基盤により、広い細胞密度・阻害剤濃度の条件下における細胞トラックデータが

大量に得られるようになったため、それらのデータから細胞間相互作用の関数系を推定するア
プローチを新たに開発した。これにより、一細胞レベル、二体相互作用レベルのキラリティやそ
の変化が定量できるようになっただけでなく、細胞間相互作用の異方性が明らかになり、特に神
経幹細胞は前後方向と左右方向にいる細胞に対する応答が異なっていることなどがわかった（論
文執筆中）。 

左：神経幹細胞をゲル培養した際に現れるマクロなパターン。青白色は細胞核のマーカー。細胞が全体

的に時計回り方向に旋回している様子が動画を見ずともわかる。右：同様のゲルを多数用意した例。位

相差顕微鏡にて 35 mm ディッシュ全体を撮影。常に時計回り方向のパターンが生じている。 
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