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研究成果の概要（和文）：物理刺激の受容と応答は細胞の振る舞いを決定づける重要な現象である。植物細胞は
周囲の細胞と細胞壁を介して接着しているため、常に周辺組織からの力学刺激にさらされている。そのため植物
細胞の力学応答の理解は植物の発生や生理機能を理解する上で重要な情報となる。そこで本研究では１細胞レベ
ルで植物細胞の力学応答を解析する新規実験系を開発し、その仕組みを明らかにするための基盤技術の確立を試
みた。

研究成果の概要（英文）：Perception of and response to mechanical stimulation is the important ques 
of cellular behaviors. Plant cells adhere to each other via their cell walls and always receive 
mechanical stimulation from the surrounding tissues. Analysis of the mechanisms underlying the 
mechano-response of plant cells should further our understanding of plant development and 
physiological responses. In this study, we aimed to develop new experimental systems to elucidate 
the mechanical responses of plant cells.

研究分野： 植物細胞生物学

キーワード： 細胞壁

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では植物細胞に局所的に定量的な力学刺激を加える初歩的な手法を確立した。本手法を様々なタイプの細
胞やプローブに対して適用できるように改良することにより、植物細胞の力学応答の詳細な仕組みを解析するこ
とが可能になると期待される。

※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 

物理刺激の受容と応答は細胞の振る舞いを決定づける重要な現象である。植物細胞は周囲

の細胞と細胞壁を介して接着しているため、常に周辺組織からの力学ストレスにさらされ

ている。そのため植物細胞の力学応答の仕組みは、植物の発生における細胞の振る舞いや生

理的な応答を理解する上で重要な情報となる。動物細胞の力学応答では細胞膜上のチャネ

ル分子や細胞間相互作用、低分子量 Gタンパク質、細胞骨格の寄与が明らかとなって来た。

しかし植物細胞の物理環境は動物細胞とは全く異なるため、植物細胞ではこれまでに知ら

れていない力学応答の仕組みがはたらいていると考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究では１細胞レベルで植物細胞の力学応答を解析する新規実験系を確立し、その仕組

みを明らかにすることを大目的とした。そのために植物の培養細胞とマイクロニードルを

用いた力学測定技術を組み合わせることにより、１細胞レベルで局所的、定量的に力学刺激

を加える方法を確立することを第一の目的とした。さらにこの手法に様々な細胞タイプや

レポーターを用い、植物細胞の力学応答を細胞以下のスケールで、リアルタイムで検出する

ことを第二の目的とした。 

 

３．研究の方法 

マイクロニードルを用いて細胞に力学刺激を与えながら細胞を観察するためにオリンパス

社の IX83電動倒立顕微鏡をベースにシステムを構築した。マイクロニードルのマニピュレ

ーターとして Narishige 社の手動マニピュレーター2 台を顕微鏡に接続した。マニピュレー

ターと顕微鏡の接続には特注のアダプターを用いた。観察時の細胞の容器にはエペンドル

フ社のガラスボトムディッシュを用いた。マイクロニードルの作成には Narishige 社のガラ

ス管を用いた。 

細胞の明視野像および蛍光シグナルは、電動倒立顕微鏡に接続した横河電機社の CSU-W1

スピニングディスク共焦点ユニット、浜松ホトニクス社の ORCA R2 冷却 CCDカメラを用

いて撮影した。 

ガラスニードルの整形は SUTTER 社のマイクロピペットプーラーを用いて行った。Heat, 

Pull, Velocityのパラメータを適宜変更して目的の硬さのニードルを作成した。さらにガスバ

ーナーを用いて先端の角度を調節した。 

力学刺激を与える細胞としてシロイヌナズナの培養細胞 Col-0(Alex)株およびその形質転

換株を用いた。形質転換株は転写因子 VND6 をエストロゲンの添加によって発現させるこ

とで細胞の管状要素分化を誘導することが可能な eVND6 株 (Oda et al. 2010) を選んだ。培

養細胞は液体 MS 培地を用いて 22℃、暗所、120rpm で振とう培養し、7 日毎に新しい培地

に継代した。細胞の力学応答を検出するためにカルシウム濃度に依存して蛍光強度が変化

する GCaMP6 を用いた。GCaMP6 をエストロゲン誘導ベクターに組み込み、アグロバクテ

リウム法によりシロイヌナズナ培養細胞に組み込んだ。 

 

４．研究成果 

まず適した力学強度をもつマイクロニードルの作成方法を検討した。マイクロニードルは



ガラス管を専用のプーラー装置を用いて局所的に熱しながら引き延ばすことにより作成す

る。精度の高いマイクロニードルを作成するために数社のプーラー装置を用いて試作した。

最終的に上記 SUTTER 社のプーラーを選定した。プーラー装置の Heat, Pull, Velocity のパラ

メータを適宜変更して様々な硬さのニードルを作成した。次にこれらのニードルの力学的

な強度を決定するためにキャリブレーションを行った。まず、従来から使われていた白金の

リファレンスを用いて力学強度のキャリブレーションを行った。この方法でキャリブレー

ションすることができたが、当初に予想よりもかなり長い時間がかかることが判明した。そ

こで原子間力顕微鏡（AFM）用のカンチレバーを用いてキャリブレーションを試した。数種

類のカンチレバーを用いて試行した結果、白金を用いた場合よりも簡便にキャリブレーシ

ョンできることが判明した。 

作成したニードルを上記の顕微鏡のマニピュ

レーターに取り付け、細胞に対してアプローチ

する方法を検討した（左図）。20 倍および 40 倍

の対物レンズおよび心出し望遠鏡を用いてニー

ドルの先端を確認しながらニードルを視野中央

に誘導し、さらにガラスボトムディッシュの底

近傍まで位置を調節することで細胞にアプロー

チすることが可能になった。 

次に細胞の力学応答を検証するため、カルシウムセンサーである GCaMPを発現させた培

養細胞系を作出した。この細胞をカバーグラスで挟み込むことで力学刺激を加えた。その結

果、蛍光シグナルの上昇が確認されたことから、この細胞株を用いて力学応答を検証するこ

とにした。次にこの GCaMP 発現細胞をマイクロニードルで挟み込むことで力学刺激を与え

た。その結果、マイクロニードルが接触し力学刺激が加わっていると予想される領域の近傍

で蛍光シグナルの上昇を検出した。この結果からこのシステムを用いて植物細胞に局所的

に力学刺激を加えることが可能であることが判明した。 

次にマイクロニー

ドルが細胞に対して

与える力学強度の推

定を試みた（右図）。明

視野で細胞の状態を

記録しながら、強度の

高いマイクロニード

ルと強度の低いマイクロニードルを用いて細胞を挟み込み、力学刺激を加えた。その後、力

学刺激を加える前後のニードルの位置と細胞幅の変化から、細胞に実際に加わった力の大

きさを推定することができた。 

 最後に、様々な培養細胞を用いて細胞の力学的な強度を計測した。生細胞と、管状要素に

分化して死細胞となった細胞では強度に顕著な差がみられた。また、管状要素においては細

胞壁が肥厚した領域と肥厚していない領域においても顕著な差がみられた。今後はこのシ

ステムを様々なプローブを導入した細胞に適用することにより、植物細胞の力学応答の仕

組みに迫ることができると期待される。 
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