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研究成果の概要（和文）： 

本研究課題の目的は、生細胞が持つ細胞骨格、と称される生体情報伝達用細胞内ネットワーク
構造の力学および損傷修復過程の特性を明らかにし、細胞操作、細胞手術への貢献を図るもの
である。研究成果として、赤血球および繊維芽細胞中の細胞骨格（特にストレスファイバー）
の非常に異なる力学特性をナノ力学手法により測定し、これまでにない定量的な構造モデルを
構築した。その結果、ストレスファイバーを中心とする細胞骨格がアクトミオシン層との結合
を通じて細胞膜に連結されており、細胞運動、情報伝達において両者が密接な連携をもって動
作する力学的基盤が明確となった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this project is to perform mechanically quantitative experiments to clarify 
the mechanical and wound healing characteristics of the cytoskeletal and contribute to 
the single cell manipulations and surgery. We used a newly developed nano-mechanical 
methods to measure the different mechanical properties of the red blood cell and 
fibroblast (especially those of actin stress fibers) and constructed mechanical models 
to simulate the results. We obtained solid mechanical evidence that showed strong 
association of stress fibers with cortical actomyosin layer. This association forms the 
basis for the cytoskeleton and cell membrane cooperation during cell locomotion and 
information transfer.   
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１．研究開始当初の背景 
力学的刺激に対する細胞応答の主要部分は
細胞骨格によることは知られ始めていたが、
細胞骨格ネットワーク内での要素間の結合

状態やその強さが細胞骨格を通しての情報
伝達に果たす機構についての知見は乏しか
った。我々は直接的な力学計測を細胞内にて
行うことによりこの分野の定量的発展に貢
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献することを期した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題の主要な目的は、従来我々が開発
してきた生体ナノ力学手法を駆使して細胞
骨格の力学的構成原理を解明をする点にあ
る。その手法は原子間力顕微鏡（AFM）の分
子操作機能の多機能展開と材料力学理論の
応用である。以下に具体的な研究目的を記す。 
  
（１）細胞力学研究で広く用いられている赤
血球の細胞骨格の外力に対する力学応答を
脂質膜を除去した状態で測定し、ネットワー
クモデルを用いて構成タンパク質のどのよ
うな物性が赤血球の柔軟な性質に寄与して
いるかを明らかにする。このような実験は世
界的に初めての研究である。 
 
（２）細胞の力学的シグナル伝達系の構造維
持と機能発現において主要な役割を担うア
クチン細胞骨格、特にアクチンストレスファ
イバー（図１参照）について生細胞内直接ナ
ノ力学測定を世界に先駆けて行い、その結果
から予想される力学構造について力学解析
と計算機シミュレーションを行ってさらに
高度の理解に到達する。細胞の構造について
の実験と理論解析から得る構造情報を単一
細胞レベルの人工操作、細胞手術などの応用
に役立つ技術とする。 
 

 
図１．繊維芽細胞の細胞骨格と接着斑モデル. 
このような細胞に上方から AFM探針を差し込
んでストレスファイバー等を人為操作する。 
 
（３）人工的に発生させた接着斑と呼ばれる
構造が細胞内のアクチンネットワークと結
合を生じてゆく過程をマイクロレオロジー
手法で追跡する。 
 
（４）細胞内のストレスファイバーと呼ばれ
る細胞骨格繊維の生じる損傷の修復過程を
生化学的に追跡してその時間経過を測定す
る。 
（５）上記のような細胞骨格構造を形成し、
それぞれの細胞骨格に特有の力学特性を与

えるタンパク質因子間の非共有結合相互作
用力を一分子力学スペクトロスコピー法で
解明する。 
 
３．研究の方法 
 
主な研究の方法として我々が用いる分子・細
胞レベルのナノ力学手法は主として AFMの分
子操作機能を活用する。我々は従来の研究に
おいて、AFM を利用した細胞膜タンパク質の
選択的採取、リガンド：受容体結合力測定、
細胞表面および細胞内の人工操作などに AFM
を用いてきた。本研究課題ではこの方法をさ
らに発展させて細胞骨格研究に活用する。ま
た細胞骨格の力学的構成原理を解明するた
めに、ナノ力学測定結果を理論材料力学およ
び計算機シミュレーションによって定量的
に評価する方法を開発する。具体的には： 
① 赤血球細胞骨格に特異的なリガンドタ
ンパク質を AFM 探針に結合して、細胞骨格の
延伸時の大規模変形に伴う力学的応答を記
録する。 
 
② AFM 探針を細胞内に挿入し、蛍光顕微鏡
で可視化した単一ストレスファイバーに側
方力を印加する。その応答から、in vivo で
のストレスファイバーの強さ、プレストレス
状態等を解明する。 
 
③ これらの測定結果を材料力学理論やネ
ットワークモデルで解析する。 
 
④ AFM 探針に固定したビーズをフィブロネ
クチンでコートして、繊維芽細胞表面に接触
させ、接着斑生成時細胞内タンパク質の集積
動態を確認する。 
 
⑤ 細胞骨格を形成するタンパク質間の非
共有結合的相互作用力を測定した。 
 
４．研究成果 
本研究課題による成果は以下のようにまと
められる。引用論文は特に関連の深いものに
限ったが、実際には複数の論文が関与してい
る場合が多い。 
 
（１）脂質膜を除去した赤血球細胞骨格の力
学的柔軟性を直接測定により初めて明らか
にした。赤血球の細胞骨格ネットワークは極
めて小さい張力により数μｍまで引き延ば
された（次ページ図２）。延伸力学曲線はピ
コニュートンレベルの解像度でスムースで
あり、スペクトリンアンフォールディングに
特有な数十ｐＮレベルのフォースピークは
観測されない。このことからスペクトリン分
子の屈曲状態（ないしは超屈曲状態）から、
伸張状態への転移のみで細胞骨格の、ひいて



は赤血球自体の変形が説明できることが示
された。従来唱えられていたスペクトリン分
子の３次構造アンフォールディングや細胞
骨格形成分子間の解離現象は必ずしも必要
ない。赤血球の細胞骨格構造をネットワーク
モデルにより近似し、報告されているスペク
トリン分子の構造を用いて実験結果を再現
することができた（論文２）。 

 
図２．赤血球細胞骨格の伸長曲線の例（６本）。
縦軸は張力、横軸は細胞骨格の伸び（ｎｍ）。
縦軸は各カーブについて０．２ｎN ずつずら
した。細胞骨格は張力が約７０ｐN まで上昇
する時点まで引き延ばされてカンチレバー
から離れる。 
 
（２）培養ラット繊維芽細胞における人工接
着斑形成初期過程のマイクロレオロジー解
析を行い、接着斑とアクチン細胞骨格の連結
形成の時間依存性を解明した。図３は同一部
位から５回連続してビーズを引き上げては
戻すサイクルを繰り返した際にビーズにか
かる力の時間変化である。０－３０秒までの
張力緩和にサイクル依存性がある。それ以降
の張力回復の時間変化は３回までの時間変
化はほぼ同となる機構を解析した（論文４）。 

図３．フィブロネクチンコートしたビーズの
下に生成した接着斑から定位置にあるビー
ズに印加される力の時間変化。ビーズ引き上
げ直後は張力の緩和があり、その後ゆっくり
した張力上昇が続く。 

さらに、新規に開発したスコップ機能を持つ
ＡＦＭ探針を用いて、人工接着斑形成部位に
集積するタンパク質を解析した（論文５）。 
 
（３）上記細胞内を縦断するアクチンストレ
スファイバーに、原子間力顕微鏡 AFM探針に
よる側方力を印加し、その変位映像からスト
レスファイバーと細胞膜に直結するアクト
ミオシン層の結合を力学的に証明した（図
４）。その結果、繊維芽細胞のアクチン細胞
骨格におけるストレスファイバー（特に
ventral stress fiber と呼ばれるグループ）
は個々に独立したものではなく、アクトミオ
シン層および細胞膜との結合を通じて、スト
レスファイバー同士も間接的に連結してお
り、結果としてストレスファイバー：アクト
ミオシン層が２次元複合構造をなしている
ことが明らかとなった（論文１）。 

 
図４．アクチンを緑色蛍光タンパク質でラベ
ルした生細胞で、図の上方に向け黄点線矢印
で示した線に沿う側方力印加により変形し
たストレスファイバー４．右側ではファイバ
ー４と３の間に弱い蛍光を発する膜状構造
が残っており、ファイバーは非線形変位を示
し、左側では膜状構造が壊れているため線形
変位を示している。ファイバー３は中央付近
で切断された後、プレストレスが原因で左右
に収縮している。スケールバーは２０μｍ。 
 
図４のファイバー４右側の非線形変形は材
料力学で Flamant問題と呼ばれる薄板面内印
加問題の応用で解析した。また、このような
構造の動的変化を、有限要素法を用いて計算
機シミュレーションした結果、ストレスファ
イバー部分と膜状構造部分のヤング率の値
を得ることができた。赤血球の場合も含めて、
生体構造のナノ力学物性測定によって想定
される構造を、計算機モデルとして再現して
さらに高度の測定につながることを目指し
ている。また、材料力学における複合材料の
力学的解析の適用を進めている。 

 



 
（４）新規に開発した鉤状 AFM探針を使って、
個々のストレスファイバーを細胞内から引
き上げ、ファイバーがおかれた力学状態の違
いを検出した（図５）。 
 
その結果、アクチンを主成分とする、ストレ
スファイバーは極めて強い構造を持ち、数十
ないし数百ｎＮの張力に耐える。しかし、細
胞内ではＡＴＰ存在下で自発的に張力のか
かった様々な程度のプレストレス状態にあ
る。ストレスファイバーが置かれたさまざま
なプレストレス状態を力学的に検出するこ
とが可能となった（論文３）。 
 

 
図５．細胞内におけるプレストレスレベルや
細胞膜への結合状態で変わるアクチンスト
レスファイバーの引き出し力学曲線の多様
性。縦軸は力（ｎＮ），横軸は引き出し距離
（μｍ）。 
 
ストレスファイバーのように細胞内で２点
を固定されたファイバーのプレストレスレ
ベルを見積もる方法を開発した。その方法は、
ファイバーに側方力を印加する際のファイ
バーの変位と側方力の関係を測定すること
により可能となる。細胞膜を除去してＡＴＰ
を排除した状態のストレスファイバーにこ
の方法を適用すると、数ｎＮ程度のプレスト
レスが観測された。生細胞内のストレスファ
イバーにこの方法を適用すると異常に大き
いプレストレスが算出されるが、これは前述
したようにファイバーが細胞膜に連結して
全体として２次元複合体をなしているため
と考えた。 
 
(５）細胞内ストレスファイバーに機械的損
傷を与えた後、その回復過程に接着斑タンパ
ク質、paxillin が関与していることを示し、
損傷部位への paxillin 集積過程を詳細に解
析した。その集積時期はすでに集積が確認さ
れていたタンパク質、zyxin より早いかほぼ
同時であり、一定の時間後に修復が終わると
ストレスファイバーから離脱してゆくこと

が示された（論文準備中）。 
 
（６）細胞骨格を形成するタンパク質間の非
共有結合の強さを比較するため、スペクトリ
ン：アンキリン、タリン：ビンキュリン、ビ
ンキュリン：アクチンのそれぞれのペアを引
き離すに要する力をＡＦＭを利用した単一
分子力学スペクトロスコピー法により解析
した（論文準備中）。また一部の場合、分子
動力学計算を行った。これらの結果から、細
胞骨格を構成するタンパク質間の相互作用
力は１０ｐN から７０ｐN 程度と比較的小さ
いが、赤血球においても培養繊維芽細胞にお
いても細胞あるいは細胞骨格構造の比較的
大きい変形においても切断されることなく
構造を維持している可能性が高い事を示し
た。 
 
（７）細胞膜脂質を局所的に分解除去する方
法を開発し、その操作の結果、細胞表面の離
れた場所に多くの泡状構造（blebs）が生じ
ることを見た。情報伝達にアクチン細胞骨格
が関与している可能性を示唆する結果を得
た（論文準備中）。 
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