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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞外環境が細胞機能に与える影響を定量評価するための新しい実験系の構築
を目指した。まず種々の機能性材料（ハイドロゲル、脂質膜など）を駆使し、硬さや接着分子密度などが制御可能な細
胞外環境モデル基板を構築した。そのモデル基板上でおこる様々な細胞応答（接着力、細胞膜形状など）を、独自の光
技術により定量計測できることを示した。さらに、この新しい実験系を駆使することで、組織形成やがんの転移を誘導
する細胞-外部環境間の力学的相互作用について定量的知見を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：New experimental platforms for the quantitative evaluation of the influence of 
extracellular environments on cell functions have been developed. This platform utilizes hydrogel or 
lipid membrane substrate with tunable mechanical and biochemical cues. It was successfully demonstrated 
that various cell responses (e.g., adhesion strength and local cell membrane structure) to the substrate 
as in vitro models of extracellular environments could be evaluated by using our original optical 
methods. Finally, the systematic measurements by using the experimental platform could provide 
quantitative insights into the cell-environment mechanical interactions that promote cancer metastasis 
and tissue formation.

研究分野： 生物物理化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
近年の研究により、細胞が接着を介して、

周辺環境の生化学的特性や“硬さ”を敏感
に認識し、その機能（分化・走行性など）を
決定していることが明らかとなってきてい
る①。実際、生体内の細胞外環境は動的に変
化しており、それにより細胞の様々な振る舞
いが誘導されている。例えば、酵素による細
胞外基質の分解は腫瘍細胞が移動する際の
キーステップである②。他にも、心筋梗塞や
肝硬変など、疾病において細胞外環境の変化
が細胞機能に影響を与えるケースは多岐に
渡る。このような細胞外環境が細胞機能に与
える影響を理解するために、これまで、生物
から抽出した材料（例：ゼラチン、マトリゲ
ル）がインビトロでの細胞足場基板として盛
んに使用されてきた。しかし、これら生物由
来の材料の場合、硬さや接着分子など、細胞
機能に影響を与える環境因子を厳密に制御
することが困難であるため、外部環境が細胞
機能に与える影響を定量評価することはで
きない。また、細胞は接着を介して外部環境
の特性を感知するため、細胞-外部環境間接
着を定量評価することは、細胞の力学知覚か
ら機能発現へ至るプロセスを理解する上で
重要である。しかし、細胞レベルでの接着性
を定量的・系統的に評価する実験手法が欠け
ていため、細胞-外場間の力学的相互作用と、
それにより発現する細胞機能との間にどの
ような相関があるかは殆どわかっていない。
以上の背景から、外部環境が細胞機能に与え
る影響を定量的に理解するためには、従来法
の枠組みを超えた新しい実験システムの構
築が必要であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、種々の機能性材料を駆使して

細胞外環境のモデルをインビトロで構築し、
その上での様々な細胞応答を光技術により
定量計測する新しい実験系の構築を目指し
た。特に、環境因子として硬さ（ヤング率, E）
や接着分子の密度などを自在に制御できる
細胞外環境モデルの開発に取り組んだ。また、
先端的光技術による細胞接着の定量評価法
の開発も行った。以上の細胞外環境モデルと
光計測法を組み合わせ、単細胞から多細胞系
まで、外部環境が関与する様々な細胞応答を
定量評価することを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）機能性材料による軟組織および硬組織
のインビトロモデルの構築 
 本研究では、軟組織と硬組織の硬さ（ヤン
グ率, E）を模倣可能な、細胞外環境のイン
ビトロモデル基板の設計・構築に取り組んだ。
それぞれの硬さ領域を模倣するために、軟組
織モデルにはハイドロゲル、硬組織化モデル
には疎水性ポリマーを用いた。また、それぞ
れの基板表面には、接着分子を化学修飾また
は物理吸着させ、硬さと接着分子を独立に制

御するための手法の確立を目指した。 
 
 
（２）細胞接着を定量評価するための新規光
計測法の開発と応用 
細胞は、接着を介して外部環境と力学的に

相互作用しつつ、単細胞から多細胞に至る組
織形成を成し遂げている。これまで、このよ
うな細胞接着機構を理解するために、主に要
素還元的アプローチにより、様々な接着分子
やモータータンパク質が同定されてきた。し
かし、生体内の細胞には、引力だけでなく斥
力も含めた力学的相互作用が協同的・競争的
に働いており、その総和として細胞組織化に
最適な接着強度が決定されている。しかし、
細胞組織化に資する細胞レベルでの接着強
度は、定量測定技術の欠如から明らかになっ
ていない。そこで本研究では、１細胞レベル
での接着強度の定量評価するための光技術
の開発を目指した。具体的には、細胞-基板
間の物理接触を可視化する光干渉法の開発
に取り組んだ。また、近年筆者が開発したレ
ーザー衝撃波による細胞-基板間の接着力測
定法を様々な細胞外環境モデル上での細胞
計測に応用することを試みた。 
 
 
（３）細胞外環境モデル上での細胞および組
織機能の定量計測 
上記（１）（２）で開発した実験システム

を用いて、物理的化学的に定義された環境下
での細胞応答の計測を行った。特に外部環境
が細胞機能に顕著な影響を与える生命現象
として、臓器形成とがん転移に着目し、医学
研究者との連携の元そのメカニズムに迫っ
た。 
 
 
４．研究成果 
（１）機能性材料による軟組織および硬組織
のインビトロモデルの構築 
 軟組織環境のモデルについては、合成高分
子であるポリアクリルアミド、または生体高
分子であるゼラチンをベースとしたハイド
ロゲル基板を構築した。ポリマー間の架橋を
制御することで、約 3桁の硬さ領域（E = 0.1 
kPa~100 kPa）が実現可能であることを示し
た。また、ゲル表面には化学架橋または物理
吸着を利用して、タンパク質をはじめとした
各種生体分子（フィブロネクチン、ラミニン、
マトリゲルなど）を修飾可能であることを示
した。また、硬組織環境のモデルについては、
ドイツの研究者との国際連携により、疎水性
ポリマー(poly(n-butyl acrylate))を用いて
ヤング率を 0.1 MPa~10 MPa の範囲で制御可
能な細胞培養基板を構築した。実際に骨肉種
細胞を播種したところ、その細胞接着様式が
モデル基板の硬さに依存することを見出し
た（発表論文⑧）。以上により、軟組織から
硬組織に及ぶ広範囲な硬さ環境（E = 0.1 



kPa~10 MPa）のモデル化に成功した。 
 
 
（２）細胞接着を定量評価するための新規光
計測法の開発と応用 
①細胞―基板間接着面の高コントラスト定
量可視化法の開発 
細胞は、接着班などの局所構造を介して外

部と強く接着する。よって、接着強度の空間
分布を得るためには、力の情報だけでなく、
接着面の大きさや形状の情報も極めて重要で
ある。そこで本研究では、光干渉法を駆使し
た細胞-基板界面の高コントラスト定量的可
視化法を開発した。本手法では、細胞膜から
の反射光I1と、基板からの反射光I2による光干
渉を利用した、反射型干渉顕微法（Reflection 
Interference Contrast Microscopy）と呼ば
れる方法をベースとしている。本研究では、
RICMに高輝度単色光や共焦点光学系など導入
することで、干渉像のコントラストを飛躍的
に向上させることに成功した（図１）。また、
この改良により、従来法では不可能であった、
細胞膜とゲル基板との間の物理的接触を直接
計測することに成功した（業績論文④）。 

 
 
 
 
 
 
 

 
図１：改良した反射型光干渉法システム 

 
②細胞―基板間接着力の定量測定法の開発
と応用 
 近年筆者が開発したレーザー圧力波によ
る細胞―基板間接着力の測定法と、ゲルや脂
質膜による様々な細胞外環境モデルと組み
合わせ、細胞と外部環境因子（硬さ、接着分
子密度など）との定量相関の解明を行った。
実際これまでに、筋芽細胞、骨肉種細胞、マ
ラリア感染赤血球、造血幹細胞などの細胞の
接着力を定量測定し、外部環境因子が細胞接
着に及ぼす影響について系統的に明らかに
した（業績論文②、③、⑥、⑧）。特に、筋
芽細胞では、接着力がハイドロゲル基板の硬
さに対して非線形的に増加することを見出
した（業績論文⑥）。このような非線形な力
の振る舞いは、力の協同性や競争性から生ま
れるものであり、分子同定による要素還元的
アプローチだけでは見出すことができない
と考えられる。さらに興味深いことに、横紋
筋形成に最適なゲルの硬さと、接着力の相転
移の中心がほぼ一致（E ~ 10 kPa）すること
がわかった。この結果は、筋肉の組織形成に
は、大き過ぎも小さ過ぎもない適度な細胞接
着力が必要であることを明確に示しており、
臓器再生に最適な細胞接着強度を与える知
見として注目している。 

 
 
（３）細胞外環境モデル上での細胞および組
織機能の定量計測 
 本研究では上記で開発した細胞外環境モ
デルと光計測法を駆使して、生命科学におけ
る命題として、がん転移と臓器形成に関する
研究課題にも挑んだ。以下にその詳細を述べ
る。 
①外部環境の硬さががん細胞の接着に与え
る影響の解明 
 がん転移において、がん細胞の外部環境の
硬さは不均一かつ動的に変化する。例えば、
酵素による細胞外基質の軟化や、がん組織の
硬化（しこり）はその代表例であり、外部環
境の硬さの変化が様々ながん細胞の転移プ
ロセスに影響を与えることが示唆されてい
る。そこで本研究では、外部環境の硬さがが
ん細胞の接着に与える影響について定量知
見を得るために、筆者が開発した光干渉法を
用いて、がん細胞―ゲル基板間界面の観察を
行った。細胞は、埼玉県立がんセンターの菅
沼博士からご提供いただいた転移性のマウ
スメラノーマ細胞（B16-F10）を用いた。そ
の結果、細胞接着面の大きさがゲル基板の硬
さに対して単調増加することを見出した（業
績論文④）。一方、がん細胞の運動性はゲル
基板の硬さに対して単調増加ではなく、ある
中間の硬さ領域で極大を示すことがわかっ
た。この結果は、がん細胞の運動に最適な接
着強度が存在することを示しており、外部環
境の制御がその鍵となることを暗示してい
る。現在この知見を元として、がんの接着性
と転移能との定量相関を解明するべく更に
研究を進めている。 
 
②臓器の種となる細胞集合体形成に最適

な外部環境因子の解明 
 上記までの実験系は全て単細胞系であっ
たが、次のステップとして外部環境が多細胞
系でどのような影響を与えるか調べること
を目指し、横浜市立大学・臓器再生学の武部
准教授のグループとの共同研究を行った（業
績論文①、⑤）。近年武部らは、肝細胞、間
葉系幹細胞、血管内皮細胞の３種類の細胞を
ゲル基板上で共培養すると、細胞が自発的に
集合し、ミリメートルサイズの巨大な細胞集
合体が形成できることを発見した。驚くべき
ことに、この細胞集合体をマウスに移植する
と、血管構造を有する肝臓組織（肝芽）に成
長することが明らかとなった②。しかし、ど
のような因子が集合体形成のトリガーとな
るかなど、そのメカニズムに関しては不明な
点が多かった。そこで筆者らは、分子生物学
的手法、細胞外環境モデルの設計、細胞動態
の数理解析などを組み合わせて、細胞集合体
形成を誘導するために必須となる細胞外部、
および内部環境の要件の解明を試みた（業績
論文①）。まず、細胞集合体形成過程で連続
的に取得した画像データの解析を行った結
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果、細胞組織が力学的に収縮することにより
立体組織形成が誘発されていることが示唆
された。実際に、この収縮現象を阻害する薬
剤を培養系に添加すると、細胞集合体が形成
されなくなることを見出した。そこで、この
ような収縮現象を引き起こすために重要な
細胞の種類を特定するべく、様々な細胞種の
組み合わせで共培養実験を行ったところ、間
葉系幹細胞の存在が細胞集合体形成に必須
であることを見出した。一方、細胞外環境の
因子を調べるために、異なる硬さを有するゲ
ル基板を用いて、細胞の共培養を行った。そ
の結果、このような巨大な細胞集合体の形成は、
ある硬さのゲル基板上でのみ起こることを見出し
た。ゲルの硬さは、細胞の接着力や収縮力など
力学的相互作用に強く影響を与える環境因子
であり、この結果は細胞集合現象が複数の力の
競争により誘起されていることを示している。以
上の結果をまとめると、巨大細胞集合体を形成
するためには、①間葉系幹細胞を共培養に用
いること、および②培養系の硬さ環境を至適
条件に設定すること、の双方による細胞の収
縮現象の誘発が必須であることが明らかに
なった。 
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