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第1章 序論 
 ⽣き物の⾝体を形作る細胞や組織は、どのようなメカニズムで結びつき、形態

形成や恒常性などの⽣体機能に関わる振る舞いを実現しているのか。これまで、

多細胞系の形成や組織の機能について、シグナル伝達やタンパク質の発現など

に着⽬した、⽣化学的⼿法を⽤いた研究によって、そのメカニズムの多くの解明

が進んできた。そして、近年の研究によって、細胞の構造や機能は、細胞の⼒学

的特性とも密接に関係していることが明らかになってきた。こうした背景から、

組織形成のメカニズムや組織機能の解明には、⽣化学的な特性の理解とともに、

⼒学特性の理解も重要であることが認識されてきている。 

 細胞の⼒学特性は、外⼒に対する応答を⽰す全ての物体の持つ物理量である

硬さ（弾性率）と、細胞特有の⾃発的に⽣じる基質との間の牽引⼒や細胞間の張

⼒に⼤別される。これらの細胞の弾性率と牽引⼒（張⼒）について、2000 年代

から単⼀細胞を対象にした研究が精⼒的に⾏われ、その詳細が明らかになりつ

つある。しかし、⽣体内ではほとんどの細胞が多細胞系として存在する。そのた

め、多細胞系を形成するそれぞれの細胞が、接着し、相互作⽤するときに、互い

にどのような⼒学特性を⽰し、それが多細胞系としてどのような⼒学特性を⽰

すのかを理解することが重要である。したがって、多細胞系の空間的な⼒学特性

の分布を明らかにすることが望まれる。近年、多細胞系のもっとも基本的な形態

である単層細胞について、空間的な牽引⼒の計測によって、組織の状態や機能と

多細胞スケールの細胞の牽引⼒分布が関係することが分かりつつある。⼀⽅で、

単層細胞の弾性率については、多細胞スケールの計測が⾏われておらず、その空

間特性はわかっていない。そこで、多細胞系における細胞弾性率の空間特性を明

らかにするために、本論⽂では、はじめ（3 章-4 章）に、多細胞系（単層細胞）

を広範囲に計測できる原⼦間⼒顕微鏡（AFM）を開発し、単層上⽪細胞の弾性
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率分布の計測を⾏なった。そして、その弾性率分布像から、多細胞系における細

胞の弾性率の空間特性を調べ、またその弾性率の空間特性と多細胞系の構造と

の関係を調べた。 

 多くの種類の⽣体組織は、単層構造のような平⾯構造ではなく⽴体構造を持

つ。このような複雑な多細胞系の低侵襲かつ⾼分解能な⼒学計測⼿法の確⽴が、

多細胞系の⼒学挙動の解明に求められる。近年、発⽣胚や組織の張⼒や弾性率の

計測が報告されてきているが、張⼒計測は組織への侵襲度が⾼く、また弾性率計

測は 1 細胞分解能の計測が達成されていない。そこで、本論⽂では、次（5 章-

6 章）に、⽴体的で表⾯傾斜をもつ多細胞系の弾性率を定量計測できる AFM 法

を開発し、表⾯傾斜を持つ多細胞系を低侵襲に１細胞分解能の定量的な弾性率

分布計測を可能にした。 
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 本研究の背景 

1.1.1 細胞の構造 

 真核⽣物の細胞内には、細胞核などの細胞⼩器官の他に、細胞⾻格と呼ばれ

る繊維状のタンパク質が張り巡らされている（Fig. 1.1）[1]。細胞⾻格は、アク

チンフィラメント（F-アクチン）、微⼩管、中間径フィラメントの３種類に分類

されている。F-アクチンは、細胞膜直下に多く存在し、細胞突起などの細胞表⾯

形状の裏打ち構造を形成している。微⼩管は細胞⼩器官である中⼼体から放射

状に伸びた構造を形成している。中間径フィラメントは細胞核の周囲で網⽬構

造を形成している。このように、細胞内では複数種類の細胞⾻格のネットワーク

構造が形成され、この構造が細胞の形状を維持する役割を果たしていることが

知られている。 

 
Fig. 1.1 動物細胞の細胞⾻格構造[1]。アクチンフィラメント（⾚）は細胞膜近
傍に多く分布し、細胞の裏打ち構造を形成している。微⼩管（緑）は細胞核（⻘）
の周辺に多く局在し、そこから細胞全体に放射状に伸びている。 
(Bao, G. et al, Nat. Mater, 2003, 2, 716. より引⽤) 
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1.1.2 単⼀細胞のメカニクス 

 また、細胞⾻格は、静的な構造体ではなく、重合や脱重合によって伸縮し、モ

ータータンパク質などの細胞⾻格同⼠を結合するタンパク質によって互いに結

びつき、細胞⾻格同⼠が引き付け合うことで動的に変化する構造体である。例え

ば、F-アクチンは細胞膜表⾯の接着分⼦であるインテグリンを介して細胞外基

質（Extra Cellular Matrix, ECM）と接着し、この接着点（Focal Adhesion, FA）

に細胞中⼼に向かって細胞⾃⾝を引っ張る牽引⼒を発⽣させている。F-アクチ

ンのこうした収縮⼒は、F-アクチンに結合するモータータンパク質のミオシン

の構造が、アデノシン三リン酸（ATP）の加⽔分解によるエネルギー供給により

変化することで、F-アクチン同⼠が引き付け合うことで⽣じている。このように

細胞⾻格構造は、細胞膜と物理的に結合して動的に変形することで細胞の⼒学

的な挙動の主要な役割を持っている。さらに、細胞⾻格は、細胞内⼩器官や細胞

内の様々なタンパク質と結合しており、細胞内外で⽣じる物理的な⼒を細胞核

に伝達している（Fig. 1.2）。このような細胞核に伝達される⼒が、遺伝⼦発現の

調整に関与していることが報告されている[2]。 
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Fig. 1.2 細胞膜と細胞核が細胞⾻格を介して物理的な結合を形成している模式
図[2]。細胞⾻格と種々のタンパク質が複合体を形成して、ECM との相互作⽤で
⽣じる⼒を細胞核に伝搬している。 
(Wang, N. et al, Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2009, 10, 79. より引⽤) 

 

 また、細胞は接着する ECM の硬さに応じて形態を変化させる機能があること

が報告されている。例えば、ECM が硬くなるほど、接着する細胞は ECM との

接着斑を増やし、細胞⾯積を増加するとともに、細胞内の F-アクチンの束や網

⽬構造を発達させる（Fig. 1.3）[3]。さらに、空間的に硬さが変化する ECM 上

では、接着細胞は硬い⽅を選択して運動する（Fig. 1.4）[4]。このように、細胞

は接着する周囲の ECM の⼒学物性によって細胞内の F-アクチン構造を変化さ

せ、細胞形状や運動性などのメカニクスを調節していることが明らかにされて

きた。 
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Fig. 1.3 基板の硬さに応じて変化する接着細胞形態[3]。硬い基板ほど接着細胞
は接着斑を増やし、細胞内の F-アクチンの束化と網⽬化を促進する。 
(Engler, A. J. et al, Cell., 2006, 126, 685. より引⽤, 改変) 

 

 
Fig. 1.4 空間的に硬さが変化する基板上の細胞運動[4]。柔らかい領域の細胞は
硬い領域へ運動し、硬い領域の細胞は柔らかい領域へ移動せずに運動⽅向を変
えて硬い領域に留まろうとする。 
(Lo, C.-M. et al, Biophys. J., 2000, 79, 147. より引⽤) 
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1.1.3 多細胞系のメカニクス 

 ⽣物を構成する細胞は、研究室培養環境（in vitro）における単⼀細胞や単層

細胞シートの形態だけではなく、⽴体的で複雑な多細胞形態をとり、臓器や組織

として働いている。このような多細胞組織内で細胞は隣接する細胞同⼠で接着

構造を形成する。この細胞間の接着は、細胞膜タンパク質であるカドヘリンなど

が細胞間で結合することで形成される。多細胞組織としての形状は、ECM との

接着により形成される細胞⾻格構造と同様に、細胞間接着タンパク質を介した

細胞⾻格の細胞をまたいだネットワーク構造の形成により維持されている（Fig. 

1.5）[5]。さらに、⽣体内（in vivo）での創傷治癒や組織形態形成などの細胞機

能の多くは、多細胞スケールの運動や形状の変化によって発現する。多細胞組織

のこのような動的な⽣体機能についても、細胞内⾻格構造の蛍光観察や細胞間

張⼒計測によって、F-アクチンとミオシンの複合体（アクトミオシン）のネット

ワーク構造の変化による収縮⼒が⼤きく関与していることが知られている（Fig. 

1.6）[6]。このように、単⼀細胞レベルだけでなく多細胞組織においても、細胞

⾻格のネットワーク構造が形成する⼒学物性が様々な⽣体機能に関与している

と考えられる。 
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Fig. 1.5 細胞間接着タンパク質を介してアクトミオシンのネットワーク構造が
形成されている模式図[5]。A : 細胞膜近傍に局在するアクトミオシンによって、
細胞⽪層に張⼒が形成され、細胞間のアクトミオシンのネットワーク構造が同
様に細胞間の接着点に張⼒を形成する。B : 細胞間の接着タンパク質を介したア
クトミオシンのネットワーク構造が多細胞組織内の個々の細胞形状を均⼀化し、
安定化している。 
(Heisenberg, C. P. et al, Cell., 2013, 153, 949. より引⽤) 
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Fig. 1.6 細胞⽪層のアクトミオシンのネットワーク構造が細胞間接着を介して
多細胞組織の⽪層領域の収縮⼒を形成する模式図[6]。 
(Levayer, R. et al, Trends Cell Biol., 2012, 22, 64. より引⽤) 

 

1.1.4 単⼀細胞・単層細胞の⼒学物性計測 

 近年の研究により、細胞―ECM 間の接着や細胞―細胞間の接着を介して、外

部の物理的な環境の影響を受けて、細胞は構造や機能を変化するとともに、牽引

⼒や弾性率などの細胞の⼒学物性も変化することが明らかになりつつある。以

下に、単⼀細胞と多細胞系（単層細胞）の⼒学物性に関する代表的な研究例を⽰

す。 

 

(1) ECM の弾性率に応じた単⼀細胞の⼒学物性の変化 

 単⼀細胞は接着する ECM の弾性率に応じて、細胞接着⾯積や細胞内 F-ア

クチン構造、細胞の運動が変化する[3,4,7]。さらに、Fig. 1.7 に⽰すように、

単⼀細胞が接着する ECM の弾性率が増加すると、細胞の弾性率も増加し

[3,7]、Fig. 1.8 に⽰すように、細胞の牽引⼒も増加する[8]。これらの結果か

ら、細胞は接着する ECM などの外部の⼒学物性の変化に応じて、細胞の構

造や機能を変化させると共に、細胞⾃⾝の⼒学物性を変化する機能があるこ
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とが単⼀細胞においてわかってきた。 

 
Fig. 1.7 接着基板弾性率に対する細胞硬さ（弾性率）の変化[7]。基板の弾性
率の増加に応じて細胞表⾯積、細胞硬さが増加する。 
(Solon, J. et al, Biophys. J., 2007, 93, 4457. より引⽤, 改変) 

 

 
Fig. 1.8 接着基板弾性率に対する細胞牽引⼒の変化[8]。基板の弾性率の増
加に応じて細胞牽引⼒が増加する。 
(Califano, J. P. et al, Cell Mol. Bioeng., 2010, 3, 68. より引⽤, 改変) 
 

(2) 単⼀細胞の状態と細胞の⼒学物性の関係 

 細胞の⼒学物性は、細胞の状態によっても変化することが、近年明らかに

なりつつある。Fig. 1.9 に⽰すように、乳腺の正常細胞とがん細胞の牽引⼒

の⽐較により、がん細胞の⽅が牽引⼒が⼤きく[9]、また、Fig. 1.10 に⽰す

ように、弾性率の⽐較により、乳腺の正常細胞よりもがん細胞の弾性率が⼩
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さい[10]ことがわかってきた。これらの結果から、細胞の状態と細胞の⼒学

物性の関係についての詳細が分かりつつある。そこで、近年は細胞の状態を

判別する指標として、細胞の⼒学物性計測の利⽤可能性が期待されている。 

 
Fig.1.9 乳腺の正常細胞（MCF10A）とがん細胞（MDAMB231）の牽引⼒⽐

較[9]。正常細胞に⽐べてがん細胞の牽引⼒が⼤きい。 

(Kraning-Rush, C. M. et al, PLoS One. Bioeng., 2012, 7, e32572. より引⽤, 改変) 

  

 
Fig. 1.10 乳腺の正常細胞（A184）とがん細胞（MCF7, T47D）の弾性率⽐

較[10]。正常細胞に⽐べてがん細胞の弾性率が⼩さい。 

(Lekka. M. et al, Arch. Biochem. Biophys., 2012, 518, 151. より引⽤, 改変)  
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(3) 単層上⽪細胞の牽引⼒分布 

 Fig. 1.11 に⽰すように、⽣体内の単層上⽪細胞を模倣したサンプルに、実

験的に創傷を与え、その後のサンプルを観察すると、細胞は集団運動により

創傷部位を埋めていく、⽣体内における創傷治癒のような現象が観察される

[11,12]。 

 
Fig.1.11 単層上⽪細胞における破壊された領域の創傷治癒の様⼦[11]。

(Brugues, A. et al, Nat. Phys., 2014, 10, 684. より引⽤)  

 

 このような単層上⽪細胞の機能が、細胞の牽引⼒や細胞間応⼒とどのよう

に関係しているのかについて、Fig. 1.12 に⽰すように、蛍光ビーズを埋め込

んだゲル上に播種した単層細胞の牽引応⼒の分布を、蛍光ビーズの空間変異

による牽引⼒計測から計算する⽅法（TFM）を⽤いて研究が⾏われるように

なってきた[13]。これにより、単層細胞の牽引応⼒が、多細胞スケールの⼤

きさを持って空間不均⼀に分布していることが明らかになった。 
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Fig. 1.12 細胞シートの牽引⼒計測[13]。細胞牽引⼒の⼤きい領域（⾚）と⼩
さい領域（⻘）が細胞集団スケールで存在。 
(Tambe, D. T. et al, Nat. Mater., 2011, 10, 471. より引⽤)  

 

これらの単⼀細胞の弾性率や牽引⼒（張⼒）計測、また単層細胞の牽引応⼒計

測⽅法の発達によって、細胞機能や細胞構造と細胞の⼒学物性の関係について

の研究が広く⾏われるようになってきた。単⼀細胞について、原⼦間⼒顕微鏡

（AFM）法を⽤いた弾性率計測と、牽引⼒顕微鏡（TFM）法を⽤いた牽引⼒計

測によって、細胞―ECM 間の接着を介して細胞の弾性率と牽引⼒が ECM の⼒

学物性に影響されて変化することが明らかにされた。このように、細胞の⼒学的

機能の理解のためには、細胞の硬さや牽引⼒（張⼒）の物性計測が重要である。

また、細胞―細胞接着を有する多細胞系として最も単純な形状をとる単層上⽪

細胞について、TFM によって細胞集団スケールの牽引応⼒分布と細胞集団運動

機能との関係について明らかにされつつある[14-17]。このことから、多細胞系

のメカニクスの理解のためには、牽引応⼒などの細胞の⾃発的な⼒学物性に加

えて、弾性率などの材料としての空間的な⼒学物性の理解が重要である。しかし

ながら、単層細胞における弾性率の空間特性に関しては、これまでに多細胞系の
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弾性率の空間分布計測が⾏われてこなかったために、明らかにされていない。そ

のため、多細胞スケールの広範囲の弾性率計測⼿法の確⽴と、それによる単層細

胞の弾性率の空間特性の解明が求められる。 

 

1.1.5 ⽣体組織の⼒学物性計測 

(1) ⽣体胚の細胞間接着張⼒測定 

組織形態形成において、細胞は集団的に収縮したり、細胞分裂によって結

合が再構成されたりしながら発⽣が進⾏する。このような組織の形態変化の

メカニクスを理解するには、細胞間での⼒学的相互作⽤の理解が不可⽋であ

る。これまでに、Fig.1.13 に⽰す光ピンセットを⽤いた細胞境界部分のトラ

ップ[18]や、 Fig.1.14 に⽰すレーザーアブレーションを⽤いた組織の局所

領域の破壊[19,20]などにより、⽣体胚組織内の張⼒の計測が⾏われている。

このような⽣体胚の張⼒計測から、発⽣時の表⽪の伸⻑や組織陥⼊機能と張

⼒が関係することなどが明らかにされつつある。 

 

 
Fig. 1.13 初期胚の光ピンセットによるショウジョウバエ初期胚の細胞間張
⼒の計測[18]。 
(Bambardekar, K. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 2015, 112, 1417. より引⽤)  
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Fig. 1.14 レーザーアブレーションによるアフリカツメガエル初期胚の上⽪
組織の張⼒計測[20]。 
(Campinho, P. et al, Proc. Nat. Cell Biol., 2013, 15, 1405. より引⽤, 改変)  

 

(2) ⽣体胚組織の弾性率測定 

発⽣胚は、分化した細胞により形成された各組織が集まり、相互に⼒学的

に作⽤し合うことで、形態変化を誘導し、⽣き物の体を形成する。このよう

な組織の⼒学的相互作⽤の理解に、弾性率計測が⽤いられている。Fig. 1.15

に⽰すように、発⽣胚の⼀部の組織（脊索とその周囲組織の複合体）全体を

変形させることによる弾性率計測から、正常発⽣胚と異常発⽣胚の弾性率の

違いについて、研究が進められている[21]。 
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Fig. 1.15 発⽣胚組織⽚の弾性率計測[21]。アニリン（細胞⾻格構造調節タンパ
ク質）阻害による異常発⽣胚で、組織⽚の弾性率が減少する。 
(Arnold, T. R. et al, Elife., 2019, 8, E39065, 20. より引⽤, 改変)  
 

 これらの発⽣胚組織の張⼒計測や弾性率計測⽅法の発達により、組織形態形

成のメカニクスの理解が進んできた。⽣体組織のこのような形態変化は、細胞間

の⼒学的相互作⽤の時間的・空間的な変化によって制御されることから、細胞ス

ケールの分解能での時空間的な⼒学物性分布を低侵襲に計測することが重要で

ある。しかしながら、レーザーアブレーションによる張⼒計測では組織の⼀部を

破壊するため、⾼侵襲であること、また光ピンセットによる張⼒計測はプローブ

位置に限定され、また組織の変形による弾性率計測では空間分布計測が困難で

あることにより、実現できていない。そのため、⽣体組織のメカニクスの解明の

ために、低侵襲で細胞スケールの⼒・空間分解能を持つ⼒学物性の空間分布計測

⼿法の確⽴が求められる。 
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1.1.6 細胞弾性率の計測⽅法 

 1.1.4-5 節で⽰したように、単層細胞、⽣体組織の弾性率分布計測⼿法の確⽴

が望まれている。単⼀細胞の細胞弾性率の計測⽅法は、これまでに様々な⽅法が

提案されてきた（Fig. 1.16）[22]。ここでは、細胞全体の計測⼿法（a, b）と細

胞局所領域の計測⼿法（c-e）について述べる。 

(a) マイクロピペット吸引法[23,24] 

内径数 µm のマイクロピペットで浮遊した細胞の⼀部を吸引し、吸引の圧

⼒と細胞の歪み量から細胞膜と細胞質を含む細胞の弾性率を計測する⼿法

である（Fig. 1.16(a)）。単⼀の浮遊細胞の計測に向いており、接着細胞の場

合はディッシュから剥離させて計測する必要がある。 

 

(b) 光ピンセット法[25,26] 

浮遊細胞の両端に接着させたマイクロビーズをレーザー光でトラップして

引っ張り応⼒を加えることで、その応⼒と細胞の変形量から細胞弾性率を計

測する⽅法である（Fig. 1.16(b)）。単⼀の浮遊細胞で計測するため、接着細

胞の場合はディッシュから剥離させて計測する必要がある。 

 

(c) 磁気ビーズを⽤いた計測法（MTC）[27-29] 

細胞表⾯に接着させた磁気ビーズを外部から加えた磁場によって動かし、ビ

ーズの変位を観察することで局所的な細胞弾性率を計測する⽅法である

（Fig. 1.16(c)）。接着細胞をそのまま計測でき、ビーズ接着部位の局所的な

弾性率計測が可能であるという利点がある。また、多数個のビーズを接着さ

せて同時に計測することで、局所的な構造に左右されない集団平均測定に適

している。しかし、細胞とビーズの接着⾯積を制御できないということから
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⼀つ⼀つのビーズから得られる計測精度は低い。また、接着タンパク質を利

⽤して細胞とビーズを接着させるため、接着タンパク質に結合する細胞⾻格

構造に測定結果が影響される可能性がある。 

 

(d) 原⼦間⼒顕微鏡法（AFM）[30-32] 

カンチレバー先端の探針を細胞に接触させて押し込み、押し込む⼒と細胞の

変形量から局所的な細胞弾性率を計測する⽅法である（Fig. 1.16(d)）。接着

細胞をそのまま計測でき、押し込み位置を制御することにより任意の局所位

置の弾性率計測が可能であるという利点がある。また、他の計測に⽐べて空

間分解能、⼒分解能が⾼く、マッピング計測により細胞表⾯形状や細胞弾性

率の空間分布計測に⽤いられている。⼀⽅で、⼀度に⼀点の局所位置の計測

に限られることから、⾼い運動性のある細胞や構造の不安定な細胞の弾性率

の集団平均測定には向かない。 

 

(e) セルポーキング法[33,34] 

直径数 µm のガラスニードルの先端を細胞に押し込み、細胞の変形から弾

性率を計測する⽅法である（Fig. 1.16(e)）。接着細胞をそのまま計測でき、

局所領域の弾性率の計測が可能である。しかし、AFM と⽐較して⼒分解能

が低く、細胞への負荷が⼤きくなってしまう。また⼀度に⼀点の局所位置の

計測に限られるため、集団平均測定には向かない。 
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Fig. 1.16 細胞弾性率を計測する代表的な⽅法[22]。(a)マイクロピペット吸引法。
マイクロピペットで浮遊細胞を吸引して歪み量から細胞弾性率を計測する。(b)
光ピンセット法。細胞に接着させたビーズをレーザー光でトラップして細胞に
応⼒を加えることで細胞弾性率を計測する。(c)磁気ビーズを⽤いた計測法
（MTC）。細胞に接着させた磁気ビーズに磁場を加えて変位させて細胞弾性率
を計測する。(d)原⼦間⼒顕微鏡法（AFM）。カンチレバーで細胞を押し込み、変
形量から細胞弾性率を計測する。(e)セルポーキング法。ガラスポーカーで細胞
を押し込み、変形量から細胞弾性率を計測する。 
(Lim, C. T. et al, J. Biomech., 2006, 39, 198. より引⽤) 

 

1.1.7 AFM による細胞弾性率計測 

 AFM による細胞弾性率計測では、フォースカーブ測定法が⼀般的に⽤いられ

る。フォースカーブ測定法では、カンチレバーを細胞表⾯に近づけていき、接触
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させて細胞を押し込む。この時のカンチレバーの位置と探針にかかる細胞から

の応⼒の関係をフォースカーブとして取得する（Fig. 1.17）。このフォースカー

ブ曲線から、サンプル表⾯の⾼さや押し込み点の弾性率を評価できる。また、サ

ンプルを⽔平⽅向に移動させながらフォースカーブ測定を連続して⾏うことで、

サンプルの⾼さや弾性率のマッピング画像を取得することが可能である。例え

ば、マッピング測定する領域（90 µm 四⽅の正⽅形領域）を 30 × 30 ピクセル

（3 µm 毎）のように分割して、各ピクセルでフォースカーブ測定を⾏い、⾼さ

や弾性率を計算し、それらの値で⾊調をつけた１つの画像を作製することで、測

定領域のサンプルの⾼さや弾性率の空間分布を可視化することができる（Fig. 

1.18）。このフォースカーブマッピング計測により、接着細胞の表⾯形状と弾性

率分布を同時に取得し、細胞⾻格構造と細胞物性の関係などについての研究が

⾏われている（Fig. 1.19）[35]。しかしながら、マッピング測定では多数のフォ

ースカーブ測定を⾏う必要があるため、１つの画像の取得に時間がかかってし

まう。したがって、マッピング測定中にサンプルが運動してしまう場合や短時間

の薬剤反応を⾒る実験には適さない。 
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Fig. 1.17 フォースカーブ測定法の概略図とフォースカーブ概略図。サンプルか
ら離れた位置からカンチレバーを近づけ（①）、サンプルに接触（②）し、サン
プルを押し込む。カンチレバーのたわみ量からサンプルへの押し付け⼒を算出
し、⼀定の⼒に達した（③）ところでカンチレバーをサンプルから遠ざける。サ
ンプル表⾯の吸着⼒に応じてカンチレバーの退避時に、押し込みと逆の⽅向に
カンチレバーのたわみが⽣じる（④）。このときのカンチレバーの位置とサンプ
ルを押し付ける⼒の関係であるフォースカーブから、サンプル表⾯の⾼さ（②の
位置）と弾性率を計算により求める。 
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Fig. 1.18 フォースカーブマッピング測定の模式図。計測領域の各ピクセルでフ
ォースカーブ測定を⾏い、⾼さや弾性率の計測値を⾊調をつけて画像化するこ
とで、空間分布を取得できる。 

 

 
Fig. 1.19 フォースカーブマッピング測定による細胞形状（左）と弾性率分布（右）
のマッピング像[35]。 
(Domke, J. et al, J. Colloids. Surf. B. Biointerfaces., 2000, 19, 373-374. より引⽤) 

 

 以上のように、AFM は接着性の細胞弾性率を直接計測することが可能であり、
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⾼い空間分解能で弾性率の空間分布を調べることができるため、単⼀の接着細

胞のメカニクス研究で広く⽤いられる。さらに、フォースカーブマッピング計測

を利⽤することで、AFM はスキャナの⾛査範囲内で弾性率の空間分布を計測で

きる。したがって、細胞内分解能を維持したまま多細胞系の⼒学特性の空間分布

の計測を実現するには、AFM を⽤いることが最も適していると考えた。 

 

 本研究の⽬的 

 細胞や⽣体組織の⼒学物性（弾性率・牽引⼒（応⼒・張⼒））計測は、⽣物の

様々な⽣命現象におけるメカニカルな機能の解明に⽤いられてきた。単⼀細胞

レベルでは、細胞内の細胞⾻格構造と細胞硬さの関係[35-38] や、細胞外基質

（ECM）の硬さと接着領域や、細胞の弾性率、細胞牽引応⼒の関係[3,4,7,8]に

ついて、⼒学物性計測により詳細に明らかにされている。近年では、細胞同⼠が

接着した多細胞系の中で最も基本的な構造を持つ単層上⽪細胞の牽引応⼒分布

計測から、細胞間で維持される牽引応⼒の空間特性が明らかにされた[13,14,39]。

さらに、より複雑な多細胞系の発⽣胚組織の弾性率と張⼒の計測から、⽣物の発

⽣における細胞⾻格構造と組織の硬さの関係[40,41]や発⽣における形態変化に

関わる張⼒の⽅向と⼤きさ[20]などが明らかにされつつある。 

 単層上⽪細胞は、細胞集団的な運動が⾒られるなど、多細胞系としての機能を

持つため、多細胞スケールの空間的な⼒学物性の解明が望まれる。先に述べたよ

うに、単層上⽪細胞の牽引応⼒分布は、牽引⼒顕微鏡（TFM）法によって計測

されている。⼀⽅で、単層上⽪細胞の弾性率分布は、原⼦間⼒顕微鏡（AFM）

法による計測例は報告されている[42]が、多細胞スケールの空間的な分布につ

いては、従来の研究では計測範囲が狭いため明らかになっていない。そのため、

細胞間の⼒学的相互作⽤によって制御される単層上⽪細胞のメカニクスを解明
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するためには、広範囲の弾性率の空間分布計測が不可⽋である。そこで、本研究

では、(1)広範囲 AFM 計測システムの開発による単層上⽪細胞の硬さ（弾性率）

の空間特性を解明することを⽬的とした。 

 発⽣胚などの多くの多細胞系の⽣体組織についても、形態形成機能などでの

細胞間の⼒学的相互作⽤のメカニクスの解明が望まれる。先に述べたように、発

⽣胚の⼒学物性計測は近年精⼒的に⾏われているが、多くは単層上⽪細胞のよ

うな平坦な単純構造ではなく、表⾯に傾斜のある複雑な⽴体構造をとるため、レ

ーザーを⽤いた切断による張⼒計測や、組織ごと変形させた弾性率計測のよう

な侵襲度の⾼い⼿法が⽤いられる。そのため、細胞レベルの詳細な空間⼒学物性

分布や連続的な物性の変化については、計測⼿法が無く、未だわかっていない。

したがって、⽣体組織の形状に左右されない、低侵襲な⼒学物性計測⼿法の確⽴

が望まれる。そこで、弾性率の空間分布を低侵襲に計測できる AFM を⽤いて、

⽣体組織の弾性率の空間分布計測を⾏う⼿法の検討を⾏った。従来の AFM 計測

は、平坦なサンプルを仮定した数理モデルが⽤いられてきたため、表⾯傾斜を持

つ⽣体組織に適⽤するには、新たなモデルが必要となる。そこで、本研究では次

に、(2)サンプル表⾯形状に依存しない AFM による⽣体組織の弾性率計測⼿法

の確⽴を⽬的とした。 

 

 本論⽂の構成 

 第 1 章では本研究の背景および⽬的について述べた。第 2 章では原⼦間⼒顕

微鏡による弾性率計測の原理について述べる。第 3 章では、広範囲 AFM 計測に

よる単層上⽪細胞の弾性率の空間特性について述べる。第 4 章では、第 3 章で

得られた結果について、細胞⾻格構造、また細胞間接着と弾性率の空間特性との

関係を、阻害剤実験を⾏うことで調べる。第 5 章では、表⾯傾斜のあるサンプル
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に対する AFM 計測での弾性接触モデルを考案し、その⽅法の妥当性の評価につ

いて述べる。第 6 章では、第 5 章で考案した解析モデルを⽤いて⽴体的な多細

胞系組織の弾性率マッピング計測を⾏った結果について紹介する。第 7 章では、

本研究のまとめと今後の課題や展望について述べる。 
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第2章 実験原理 

 原⼦間⼒顕微鏡 

2.1.1 原⼦間⼒顕微鏡（AFM） 

 原⼦間⼒顕微鏡（Atomic Force Microscopy : AFM）は 1986 年に Binning らに

よって開発された⾛査型プローブ顕微鏡（Scanning Probe Microscopy ; SPM）

の⼀種である[30]。 

 この AFM はプローブとして先端に尖った突起（探針）を持つ板バネを使⽤し

ており、この探針とサンプルの間の⼒による相互作⽤を利⽤して、微⼩な空間で

の相互作⽤⼒を pN 以下という⾼い⼒分解能で測定することが可能である。こ

の AFM を⽤いることで、サンプルの局所的な表⾯形状や粘弾性、接着⼒、電化

密度、温度などの様々な表⾯状態を調べることが可能となっている。この AFM

は液中での測定が可能であることを応⽤して、現在⽣体の分野において、⽣体分

⼦や細胞の物理的な特性や科学的な特性などを調べるのにも⽤いられている。 

 

2.1.2 AFM の基本原理 

 AFM 装置の概念図を Fig. 2.1 に⽰す。AFM はピエゾステージ、カンチレバ

ー、レーザー、フォトディテクターによって構成されている。カンチレバーとサ

ンプル表⾯の間の⼒学的相互作⽤を、カンチレバーの変位量から計測する。この

変位量は、カンチレバー背⾯に当てたレーザーの反射光の変位量から算出する、

光てこ法が⼀般的に⽤いられている[43]。計測する作⽤⼒は、カンチレバーのバ

ネ定数を変更することで数 pN から数千 nN の範囲で観察することが可能であ

り、細胞などの柔らかいサンプルを測定する場合は、⼀般に窒化シリコン製のバ

ネ定数の⽐較的低いカンチレバーが⽤いられる。 
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Fig. 2.1. AFM 装置概念図。 

 

 測定するカンチレバーとサンプルとの作⽤⼒ F（N）は、カンチレバーのたわ

み量 d（m）とカンチレバーのバネ定数 k（N/m）から、 

フックの法則：F = kd                   （2.1） 

を⽤いることで算出される。フォトディテクターは 4 つのセグメントに分割さ

れたフォトダイオードを有している（Fig. 2.2）。カンチレバーのたわみ量は式 2.2

のように、セグメント上部 2 つのフォトディテクターに⽣じた電圧の和（VA+VB）

とセグメント下部 2 つの電圧の和（VC+VD）との差で表される。 

𝐷𝑒𝑓𝑙𝑒𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 = 	𝑉-./ − 𝑉1.--.2 = (𝑉4 + 𝑉6) − (𝑉8 + 𝑉9)       （2.2） 

 カンチレバーがサンプル表⾯から⼗分に離れた位置にあり、作⽤⼒が働いて

いない場合、レーザーの反射光はセグメントの中⼼に位置している（Fig. 2.2 A）。

また、カンチレバーはサンプル表⾯との作⽤⼒が働いている時、反発⼒が働いた

ときには上⽅にたわみ（Fig. 2.2 B）、引っ張る⼒が働いたときには下部にたわむ
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ことになる（Fig 2.2 C）。 

 
Fig. 2.2. カンチレバーの傾きによる反射光の変化の概要図。 

 

 レーザーの反射⾓度は、カンチレバーのたわみの⾓度 a =Δ(d(dX)/dX)の 2

倍となる。カンチレバーとフォトディテクターの距離が D、カンチレバーとサ

ンプルの間の作⽤⼒を F、カンチレバーの全⻑を L、ヤング率を E、断⾯⼆次モ

ーメントを I とすると、カンチレバーのたわみの⾓度 a は、 

𝛼 = ∆ <
𝑑(𝑑>)
𝑑𝑥 @ =

𝐹𝐿C

2𝐸𝐼            (2.3) 

となる。ΔPSD は、カンチレバーのたわみ⾓度αの 2 倍に⽐例して移動するので、

たわみ⾓度が微⼩で(FL2/2EI) << 1 のとき、 

∆IJ9≈ 2𝐷 tan𝛼 =
𝐹𝐿C𝐷
𝐸𝐼           (2.4) 

で⽰される。カンチレバー先端のたわみ d は、 

𝑑 =
𝐹𝐿P

3𝐸𝐼 =
∆IJ9𝐿
3𝐷      	      (2.5) 

で与えられる。この式（2.5）から、カンチレバーの全⻑ L がフォトディテクタ

ーまでの距離Dに対して短いほど、たわみdの分解能が⾼くなることがわかる。 

 たわんだカンチレバーの模式図を Fig. 2.3 に⽰す。カンチレバーの幅を w、全
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⻑を L、厚さを t としたときカンチレバー先端でのたわみ⾓は、 

𝑑(𝑑>)
𝑑𝑋 =

𝐹𝐿C

2𝐸𝐼 =
6𝐹𝐿C

𝐸𝑤𝑡P            (2.6) 

と表される。また X = L でのカンチレバーのたわみは、 

𝑑U =
4𝐹𝐿P

𝐸𝑤𝑡P =
2
3 𝐿

𝑑(𝑑>)
𝑑𝑋            (2.7) 

となる。この式(2.7)から、d はたわみ⾓に⽐例することがわかる。 

 

Fig. 2.3. カンチレバーたわみの模式図。 左端は固定端。 
 

2.1.3 フォースカーブ測定 

 フォースカーブ測定とは、カンチレバーとサンプル間の⼒を、サンプル表⾯に

垂直⽅向へのカンチレバーの探針の移動距離を横軸、探針に働く⼒を縦軸とし

てプロットすることにより得られる、押し込みによる⼒の変化（フォースカー

ブ）を測定する⽅法である。 

 カンチレバーによって変形しない硬い基板サンプル上でのフォースカーブの

概念図を Fig.2.4 に⽰す。このフォースカーブの各領域での状態を以下に⽰す。

(a)サンプル遠⽅にカンチレバーがあり、サンプルとの相互作⽤がない状態。(b)

カンチレバーがサンプル表⾯に接触し、押し込みはない状態。(c)カンチレバー
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がサンプルを押し込み、カンチレバーの移動量だけカンチレバーがたわんだ状

態。(d)カンチレバーを退避させ、サンプル表⾯に接触している状態。(e)サンプ

ルに吸着⼒がある場合の、カンチレバーがサンプルに引き寄せられる⽅向にた

わんだ状態。(f)カンチレバーがサンプルの遠⽅に退避し、サンプルとの相互作

⽤がない状態。 

 

 

 
Fig.2.4. フォースモードの概念図と変形しないガラス基板上におけるフォース
カーブ例。 上図⾚線：アプローチカーブ、⻘線：リトラクトカーブ。 
 

 Fig.2.5 に、細胞のような⼒に対して変形する柔らかいサンプルを測定した時
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のフォースカーブの例を⽰す。同じ⼒ F がカンチレバーに加わった時のカンチ

レバー移動量 Z は、変形しない硬い基板上の移動量 Zʼと⽐較して、サンプルの

変形量（押し込み量）δだけ⼤きくなる。 

 
Fig. 2.5. 硬い基板上と柔らかいサンプル上でのフォースカーブ測定の概要図。 

 

 Fig.2.5 のフォースカーブの概念図からわかるように、柔らかいサンプルでは、

サンプルの押し込み量を決定するのに必要な、カンチレバーとサンプル表⾯の

コンタクトポイント ZC を定義することが困難である。そこで、細胞のような柔

らかいサンプルの押し込み開始点を決定するために、⼒̶押し込みの曲線に対

して弾性モデル式でフィッティングを⾏うことが⼀般的な⽅法として知られて

いる[44]。 

 

 弾性接触モデル 

 弾性体同⼠が接触し、⼒が加わることで変形するときの理論的な解析は、２つ

の物体が球状の場合として Hertz（1881 年）に導出された[45]。さらに、球状
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ではない場合の理論も Sneddon（1965 年）らによって導出された[46]。AFM の

探針に使⽤される形状は、円錐状、球状、円柱状などがあるが、本研究で使⽤し

た AFM の探針形状は全て球形のものを⽤いた。したがって、ヘルツモデルを⽤

いた近似式を⽤いて解析を⾏った。 

 
Hertz 弾性接触論 

 ヘルツの弾性接触理論では、Fig.2.6に⽰すような２つの完全弾性体の球同⼠

が接触した場合を仮定している。以下にこのヘルツの公式である２つの弾性球

体の弾性変形量を導出する。 

 

 
Fig. 2.6. 球と球の接触モデル。 

 

 Fig.2.6 のように、それぞれの球の半径は R1、R2、弾性率は E1、E2、ポアソン

⽐はν1、ν2、とする。２つの球は O 点で接触し、押し付け⼒ P によって接触
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⾯が半径 a の円形領域となる。接触⾯の圧⼒分布 p(r)が、Fig.2.6 右図のように

半球状に分布すると仮定すると、 

𝑝(𝑟) = 𝑝2YZ[1 − ]
𝑟
𝑎_

C
           (2.8) 

となる。圧⼒ p(r)の合⼒は押し付け⼒ P に等しいので、 

𝑃 = b 2𝜋𝑟𝑝(𝑟)𝑑𝑟 =
2𝜋𝑎C

3

Y

d
𝑝2YZ        (2.9) 

である。a が R1、R2 に対して⼩さいとすると、接触⾯では半無限の表⾯に p(r)

が作⽤するような応⼒分布で近似できる。 

 Fig. 2.6 のような時の接触⾯内の表⾯変位(wz)z=0 は次式のように与えられる。 

(𝑤f)fgd =
(1 − 𝜈)𝜋
4𝐺𝑎 𝑝2YZ <𝑎C −

1
2 𝑟

C@ 

=
3𝑃
4𝑎P

1 − 𝜈C

𝐸 <𝑎C −
1
2 𝑟

C@         (2.10) 

これより、Fig.2.6 における C1、C2 点の p(r)による変位d1、d2 はそれぞれ 

𝛿l =
3𝑃
4𝑎P

1 − 𝜈lC

𝐸l
<𝑎C −

1
2 𝑟

C@    		     (2.11) 

𝛿C =
3𝑃
4𝑎P

1 − 𝜈CC

𝐸C
<𝑎C −

1
2 𝑟

C@   		      (2.12) 

である。また、r 軸から C1、C2 までの距離 z1、z2 は幾何学的関係から、 

𝑧l = 𝑅l − o𝑅lC − 𝑟C ≈
𝑟C

2𝑅l
         (2.13) 

𝑧C = 𝑅C − o𝑅CC − 𝑟C ≈
𝑟C

2𝑅C
         (2.14) 

と求められる。接触による C1、C2 点の２つの球の接近量 h(r)は、 

ℎ(𝑟) = (𝑧l + 𝛿l) + (𝑧C + 𝛿C)         (2.15) 

であるから、式(2.15)に式(2.11-14)を代⼊すると、 

ℎ(𝑟) =
𝑟C

2 <
1
𝑅l
+
1
𝑅C
@ +

3𝑃
4𝑎P <𝑎

C −
1
2 𝑟

C@ q
1 − 𝜈lC

𝐸l
+
1 − 𝜈CC

𝐸C
r     (2.16) 
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となる。接触⾯は平⾯になると仮定して h(r) = d とおけば、式(2.16)は任意の

r(≤a)について成⽴しなければならないので、 

𝛿 =
3𝑃
4𝑎 q

1 − 𝜈lC

𝐸l
+
1 − 𝜈CC

𝐸C
r           (2.17) 

0 =
1
𝑅l
+
1
𝑅C
−
3𝑃
4𝑎P q

1 − 𝜈lC

𝐸l
+
1 − 𝜈CC

𝐸C
r     			   (2.18) 

となる。ここでd は両球の接近量を表す。式(2.18)から、a は 

𝑎 = s
3
4

1
(1 𝑅l⁄ ) + (1 𝑅C⁄ ) q

1 − 𝜈lC

𝐸l
+
1 − 𝜈CC

𝐸C
r𝑃u

l
P

 		   (2.19) 

となる。式(2.17)に式(2.19)を代⼊すると 

𝛿 = v
9
16 <

1
𝑅l
+
1
𝑅C
@ q
1 − 𝜈lC

𝐸l
+
1 − 𝜈CC

𝐸C
r
C

𝑃Cw

l
P

     (2.20) 

となる。式(2.20)を P について解くと、 

𝑃 =
4𝛿

P
C

3 v<
1
𝑅l
+
1
𝑅C
@ q
1 − 𝜈lC

𝐸l
+
1 − 𝜈CC

𝐸C
r
C

w

xlC

     (2.21) 

となる。式(2.9)と式(2.19)より pmax について解くと、 

𝑝2YZ =
3
2𝜋 𝑃

l
P s
3
4

1
(1 𝑅l⁄ ) + (1 𝑅C⁄ ) q

1 − 𝜈lC

𝐸l
+
1 − 𝜈CC

𝐸C
ru

xCP
   (2.22) 

となる。ここで、半径 R1 と R2 は凸⾯で正の値、凹⾯で負の値とする。これが球

と球の接触に関するヘルツの公式となる。 

 また、剛球体で半無限弾性体を圧縮する場合を考えると、式(2.19-2.22)におい

て R1=R0、R2→∞、E1→∞、E1=E、ν2=νとおけば、 

𝑎 = s
3
4𝑅d

1 − 𝜈C

𝐸 𝑃u

l
P

     	      (2.23) 
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𝛿 = v
9
16

1
𝑅d
q
1 − 𝜈C

𝐸 r
C

𝑝Cw

l
P

   			       (2.24) 

𝑝2YZ =
3
2𝜋 𝑃

l
P s
3
4𝑅d

1 − 𝜈C

𝐸 u
xCP

          (2.25) 

となる。 

 カンチレバーの先端形状が球の場合、弾性変形量は式(2.24)より 

𝐹 =
4
3
𝐸𝑅

l
C

1 − 𝜈C 𝛿
P
C             (2.26) 

となる。ここで、押し付け⼒ P を F と表した。 

 

 カンチレバーのバネ定数校正 

 市販のカンチレバーのバネ定数は種類ごとに公称値が⽰されている。しかし、

実際のバネ定数はカンチレバーごとに異なり、その値のばらつきは⼤きい。その

ため、正確な計測を⾏うためにはカンチレバーのバネ定数を校正する必要があ

る。そこで、これまでに様々なバネ定数の校正⽅法が考えられてきた[47]。本研

究では、市販の AFM に広く使⽤されている、カンチレバーの熱振動のパワース

ペクトルを利⽤した熱振動法と呼ばれるバネ定数の校正⽅法を⽤いた[48,49]。

以下に熱振動法の理論を⽰す。 

 Fig.2.7 のようなカンチレバーにおいて、Z ⽅向の熱振動は微分⽅程式を解く

ことにより、次式のように表される[50]。 

𝑍 =z𝐶| sin(𝜔|𝑡 + 𝛿|)𝜑|

�

|gd

          (2.27) 

𝜑| = (sin 𝛼| + sinh 𝛼|) ]cos
𝛼|
𝐿 𝑥 − cosh

𝛼|
𝐿 𝑥_

− (cos 𝛼| + cosh𝛼|) ]sin
𝛼|
𝐿 𝑥 − sinh

𝛼|
𝐿 𝑥_ 
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𝛼|� =
12𝜌𝜔|C𝐿�

𝐸ℎC   (𝛼l = 1.875, 𝛼C = 4.694, 𝛼P = 7.855, 𝑒𝑡𝑐) 

ここで Ci は振幅、δi は位相差、ωi は⾓速度、E はヤング率、ρは密度である。

また、カンチレバーはいくつかの振動モードをもっており、i は i 番⽬の振動モ

ードを表す。 

 
Fig. 2.7. カンチレバー概念図。 

 

 このカンチレバーが持つ振動エネルギーW は、 

𝑊 =
𝐸𝑤ℎP

24 b q
𝑑C𝑧
𝑑𝑥Cr

C

𝑑𝑥 +
𝜌𝑤ℎ
2 b <

𝑑𝑧
𝑑𝑡@

C

𝑑𝑥
U

d

U

d
       (2.28) 

と表すことができる。ここで右辺の第 1 項はポテンシャルエネルギーを、第２

項は運動エネルギーを表している。ここでカンチレバーの全⻑ L に沿って積分

し、Ti ≡ sin(ωit+δi)、Ti * ≡ cos(ωit+δi)、Ii = (sinαi + sinhαi)とおくと、 

𝑊 =
𝐾
2z𝑞|C𝛼|�

𝐼|
3 +

1
2𝑀z𝑝|C𝐼|

�

|gl

�

|gl

          (2.29) 

と表される。ここで qi ≡ CiTi は変数、M = ρhwL はカンチレバーの全質量、

pi ≡ Mdqi/dt = MωiCiTi *はモーメント、K はバネ定数を表す。熱平衡時におい

て、等分配則ではそれぞれの項は kBT/2 (kB：ボルツマン定数、T：絶対温度)の
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エネルギーを持つので、 

1
2 𝑘6𝑇 =

𝐾
2 𝑞�

C�𝛼|�
𝐼|
3 ⇒ 𝑞�C� =

3𝑘6𝑇
𝛼|�𝐾𝐼|

  	     (2.30) 

となる。⼀⽅、カンチレバーの平均たわみは、 

𝑧�C� = 𝑞|C𝜑�C� (𝐿) = 𝑞�C�𝜑|C(𝐿)	         (2.31) 

であるから、式(2.30)より、 

𝑧�C� =
𝑘6𝑇
𝐾

3𝜑|C(𝐿)
𝛼|�𝐾𝐼|

	           (2.32) 

となる。 

 ここで x=L の場合における式(2.27)を展開すると 

𝜑|(𝐿) = 2cos𝛼|sinh𝛼| − 2sin𝛼|cosh𝛼|       (2.33) 

となる。これより 

𝜑|C(𝐿)
4 = cosC𝛼|sinhC𝛼| − 2cos𝛼|sin𝛼|cosh𝛼|sinh𝛼| + sinC𝛼|coshC𝛼|  (2.34) 

= sinhC𝛼| − sinC𝛼| − 2cos𝛼|sin𝛼|cosh𝛼|sinh𝛼|           

と表され、cosαicoshαi = −1 であるから、 

𝜑|C(𝐿)
4 = (sin𝛼|+sinhC𝛼|)C         (2.35) 

が得られる。また、(sinαi + sinhαi)2 = Ii より、 

𝜑|C(𝐿)
𝐼|

= 4              (2.36) 

となる。よって式(2.36)の値を式(2.32)に代⼊することにより、 

𝑧�C� =
12𝑘6𝑇
𝐾𝛼|�

     		        (2.37) 

が得られる。１次振動モードにおいて、α1 を式(2.37)に代⼊することで、１次

振動モードの次式が得られる。 

𝑧lC� = 𝛽
𝑘6𝑇
𝐾 (𝛽 = 0.971)          (2.38) 
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 このスペクトルのピークは共振周波数を⽰し、１次振動モードに対応する。こ

の１次ピークをガウス曲線でフィットを⾏い、その積分値が z1 の２乗平均とな

ることから、式(2.38)よりバネ定数 K が求まる。 
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第3章 AFM による単層上⽪細胞の弾性率    

空間分布計測 

 研究背景および⽬的 

3.1.1 細胞接着と細胞物性 

 接着性の培養細胞は、培養基板の弾性率が増加すると、細胞弾性率も⽐例し

て増加する[7,51]。このように、細胞は接着により基板の弾性率を感知して、細

胞⾃⾝の弾性率を調節する機能を有している。⼀⽅で、細胞は周囲の細胞とも接

着し、多細胞系を形成しているが、細胞間接着を介して細胞間でどのように弾性

率を感知し、それぞれの細胞物性に影響しているのかは不明である。 

 

3.1.2 上⽪細胞のジャミング 

 上⽪細胞は単層状の多細胞系を形成する。上⽪細胞を研究室環境（in vitro）

で培養を続けると、次第に細胞分裂速度が低下し、細胞の運動もほとんど⾒られ

なくなり、細胞が密な状態にパッキングされた構造をとる。この細胞が詰まって

動かなくなる現象を細胞のジャミングと呼び、この単層上⽪細胞のジャミング

と細胞形状の関係が近年調べられている[14-17]。ジャミングによる、単層細胞

の流動的な状態から静⽌した状態への遷移を固相―液相遷移（solid-fluid 

transition）として、細胞形状（頂端側の細胞⾯積 : A、細胞頂端の外周⻑ : P、

細胞頂端のアスペクト⽐ : AR）を⽤いて評価できることが報告された（Fig. 3.1）

[17]。この細胞形状によるジャミング状態の評価によって、⽣体組織や発⽣胚

（ex vivo, in vivo）の組織形態形成のメカニクスを評価できる可能性があるとし

て、近年単層細胞のジャミングに関する研究が精⼒的に⾏われている。 
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Fig. 3.1 単層上⽪細胞のジャミングにおける細胞形状指数の変化[17]。(a) 固相
(1)から液相(3)への状態変化における頂端側から⾒た単層上⽪細胞の細胞形状
の模式図。(b) 細胞形状指数 P0 = P/A1/2 と細胞のアスペクト⽐ AR の各値の固
相(1)から液相(3)への変化。液体様から固体様へ状態が変化するにつれて形状指
数とアスペクト⽐が⼀定の値に収束する。 
(Atia, L. et al, Nat. Phys., 2018, 14, supplementary information, 19. より引⽤) 

 

3.1.3 上⽪細胞のジャミングと張⼒の空間特性 

 近年、単層上⽪細胞のジャミング機能は、細胞疾患と関係することが報告され

ている。培養環境で、正常な気管⽀上⽪細胞と喘息患者の気管⽀上⽪細胞を培養

すると、正常細胞ではジャミング構造をとるのに対して、喘息患者の細胞ではジ

ャミング構造をとらず、⾼い流動性を維持している（Fig. 3.2）[17]。これらの

単層上⽪細胞について、牽引⼒顕微鏡法により牽引⼒分布と牽引応⼒分布が計
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測され、牽引応⼒分布は、正常細胞で均⼀で全体的に低いのに対して、喘息患者

の細胞では、牽引応⼒の⼤きい細胞集団と牽引応⼒の低い細胞集団が空間不均

⼀に存在していることが明らかにされた（Fig. 3.3）[15]。また、牽引応⼒の空

間⾃⼰相関関数から、それぞれのサンプルで牽引応⼒は 100 µm を超える範囲で

相関を持ち、この牽引応⼒の空間相関距離は、正常細胞と⽐較して喘息患者の細

胞は低下していることがわかる。このことから、単層上⽪細胞の広範囲（100 µm

〜）にわたる牽引応⼒の空間特性が、ジャミング機能、また喘息などの細胞疾患

機能と密接に関わっている可能性が⽰唆されている。 

 
Fig. 3.2 正常気管⽀上⽪細胞と喘息患者の気管⽀上⽪細胞の培養⽇数における
細胞アスペクト⽐解析によるジャミング評価[17]。 
(Atia, L. et al, Nat. Phys., 2018, 14, 615. より引⽤, 改変) 
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Fig. 3.3 単層状の正常気管⽀上⽪細胞と喘息患者の単層状の気管⽀上⽪細胞の
牽引⼒・牽引応⼒分布計測[15]。喘息患者細胞の牽引応⼒空間相関距離が正常細
胞と⽐較して減少する。 
(Park, J. A. et al, Nat. Mater., 2015, 14, 1045. より引⽤, 改変) 

 

3.1.4 ⽬的 

 細胞と基板との接着と同様に、細胞同⼠も接着構造を形成し、接着を介して細

胞⾻格がネットワーク構造を形成する。上⽪細胞は、細胞間接着により単層のシ

ート様の細胞集団構造となる。この単層細胞の⼒学特性として、牽引応⼒の空間

特性がジャミングによる単層構造の流動性の変化や、細胞疾患などの細胞状態

の変化と関係していることが徐々に明らかにされつつある。⼀⽅で、弾性率につ

いては、広範囲での空間分布計測は⾏われていない。したがって、多細胞系の弾

性率の空間分布と構造や機能の関係の解明に向けて、単層上⽪細胞の多細胞ス

ケールの弾性率の空間分布を計測することが望まれている。そこで、これを実現

する⽅法として、多細胞系のスケールを⾛査可能な AFM システムの構築によ

り、ジャミングした単層上⽪細胞の広範囲計測を⾏う。ジャミング状態の単層細

胞は、その流動性の低さ、細胞形状の均⼀性、また細胞牽引⼒の低さと均⼀性か
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ら、これらの構造的・⼒学的な影響が限りなく少ない状態の弾性率の特性を調べ

るのに最適であるため、弾性率の空間特性を調べるサンプルとして最も適して

いると考えられる。さらに、単層上⽪細胞における細胞弾性率の空間的な性質を

定量評価するために、弾性率マッピング像から弾性率の空間⾃⼰相関関数を計

算し、弾性率の空間相関⻑を調べた。これにより、単層上⽪細胞の弾性率の空間

分布の定量化を⾏うことを⽬的とする。 

 

 実験⽅法 

3.2.1 細胞培養およびサンプル作製 

 本実験では培養上⽪細胞として研究に広く⽤いられているイヌ腎臓尿細管上

⽪（MDCK）細胞を⽤いて実験を⾏なった。AFM 計測のため、細胞はコンフル

エント（デッシュ底⾯の 100%を細胞が占める）状態（Fig. 3.4）からジャミング

状態（Fig. 3.5）になるまで培養を続けたサンプルを⽤いた。以下に MDCK 細胞

の培養⼿順を⽰す。 

I. 細胞懸濁液を作製する 

① CO2 インキュベーターから MDCK 細胞の培養ディッシュを取り出し、

サブコンフルエント（ディッシュ底⾯の 70~80% 程度を細胞が占める）

状態であることを顕微鏡で確認する。 

② クリーンベンチ内にディッシュを移してアスピレーターにより培地を吸

い取り、Phosphate Buffer Saline (PBS) 1 ml で 3 回洗浄を⾏い、ディッ

シュ内に残存している培地と死細胞を取り除く。 

③ ディッシュの底⾯から細胞をはがす為に Trypsin-5 mM EDTA 0.25% 

(Sigma)を 1 ml 加え、CO2 インキュベーターに⼊れて 10 分待つ。 
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④ 10 分後ディッシュの底⾯から細胞がはがれていることを顕微鏡で確認

し、10%FBS、1%ペニシリン/ストレプトマイシン、1%⾮必須アミノ酸

溶液を加えた MEM 培地（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）を 3 ml 加え

て、ピペッティングを数回⾏い、15 ml の遠沈管に移す。 

⑤ 遠沈管を遠⼼分離機で 1,000 rpm で 2 分間遠⼼し、底⾯に細胞を沈殿さ

せるために遠沈管を 180°回してもう⼀度 2 分間遠⼼する。 

⑥ 遠⼼後、上澄み液をアスピレーターで吸い出し、MEM 培地 1 ml を遠沈

管に加えてピペッティングを⾏い、細胞懸濁液を作製する。 

II. 細胞数をカウントする 

① 死細胞の核を染⾊するトリパンブルーを 20 μl ⼊れたエッペンドルフチ

ューブに細胞懸濁液 10 μl を加え、ピペッティングする。 

② エッペンドルフチューブから 10 μl を⾎球計算盤に播いて、顕微鏡で細

胞数を数える。 

III. ディッシュに細胞を播種する 

① 新しい 60 mm の培養ディッシュにあらかじめ 2 ml の培地を加えたもの

に、細胞数が 1.0×104 cells/cm2 となるように細胞数を調整した細胞懸濁

液を播種し、インキュベーターで培養する。 

② 培養細胞がコンフルエント状態であることを確認し、そこからさらに毎

⽇培地替えを⾏い 3 ⽇培養することでジャミング状態とする。 
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Fig. 3.4 コンフルエント直後の MDCK 細胞。細⻑い形状の細胞がまだ多く混在
し、運動性が⾼く、細胞分裂も活発に起きる。 

 

 
Fig. 3.5 ジャミングまで培養し続けた MDCK 細胞。細胞が密にパッキングし、
敷⽯状を形成している。運動性が低く、細胞分裂が抑制されている。 
 

 作製した MDCK 細胞サンプルがジャミング状態であるかを調べるため、培養

環境で MDCK 細胞のタイムラプス顕微鏡観察を⾏った。時間あたりの細胞運動

距離（µm/h）は培養時間の経過とともに減少し、細胞のアスペクト⽐（AR）と

細胞形状指数（p = 外周⻑/細胞⾯積 1/2）も⼀定の値（AR = 1.4、p = 3.9）に収
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束した（Fig. 3.6）。 

 
Fig. 3.6 単層 MDCK 細胞のジャミング遷移。(a) コンフルエント直後から細胞
の運動性が低下する。(b) 細胞のアスペクト⽐ AR の時間変化。(c) 細胞の形状
指数 p の時間変化。 

 

3.2.2 実験装置と測定 

⾃作 AFM 

 実験装置の概略図を Fig.3.7 に⽰す。本実験では、当研究室で開発した正⽴型

顕微鏡に⽔浸対物レンズ、レーザー、ピエゾステージを組み合わせた AFM 装置

を⽤いた。この AFM は、⽔浸対物レンズを使⽤することで、液中の⽣体サンプ

ルを培養環境下での計測が可能である。ピエゾステージは X,Y,Z それぞれの⽅

向に 300 µm の可動範囲がある。この AFM は PC の LabVIEW プログラムで制

御を⾏うことで、任意に動作させることが可能である。 
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Fig. 3.7 開発した AFM 概略図。対物レンズによりカンチレバーにレーザーを集
光させ、その反射光をフォトディテクターで電圧に変換する。カンチレバーへの
サンプル応⼒によるたわみをレーザーの反射光の位置の変化（Deflection）によ
り計算する。この⼒とピエゾ位置の関係を⽰したフォースカーブから、サンプル
物性と形状の解析を⾏う。 

 

コロイドプローブ 

 本実験ではカンチレバー（BL-AC40TS Olympus）の探針に球形のシリカビー

ズ（Funakoshi）を取り付けたプローブを使⽤した。これらのカンチレバーは、

窒化シリコンでできた矩形カンチレバーである（Fig.3.8）。コロイドプローブの

作製には、倒⽴型光学顕微鏡（Eclipse TE2000-U, 20× objective, Nicon）で観

察しながら、マイクロマニピュレーターを使⽤してガラスニードルを操作する

ことで、カンチレバーの先端にシリカビーズを接着した（Fig.3.9）。接着には、

エポキシ系の接着剤を使⽤した。 

・ BL-AC40TS：バネ定数<0.1N/m、⻑さ 37 µm、幅 16 µm、厚さ 0.2 µm 
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Fig. 3.8 カンチレバー(AC40) [Olympus.Co.HP]。 

 

 
Fig. 3.9 コロイドプローブカンチレバー作製時の光学観察像。探針の先端に球形
ビーズを接着させた。 
  

 本実験では、ジャミング状態の単層 MDCK 細胞の⾃作 AFM による弾性率の

マッピング計測を⾏った。弾性率の算出には、前章の式(2.27)で表したヘルツモ

デル式を適⽤した。マッピング計測範囲は、⽔平⽅向に 300 µm 四⽅の範囲を

100 × 100 ピクセル（3 µm 毎）とした。１つのマッピング画像の取得には、

約 90 分を要する。 
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3.2.3 弾性率の⾃⼰空間相関関数の導出 

 ⾃⼰相関関数は、空間的に変化する信号 v(𝑟)についてある場所 𝑟 での値と、

その�𝑟 − 𝑟����⃗ �だけ離れた場所での値との積 A(r)とした時の空間平均をとったもの

である。 

𝐴��𝑟 − 𝑟����⃗ �� = 𝑣(𝑟) ∙ 𝑣�𝑟����⃗ �           (3.1) 

もし、v(𝑟)が周期性を持っている信号の場合は v(𝑟)と v(𝑟����⃗ )の間には⼀定の関係

があるため、積𝑣(𝑟) ∙ 𝑣�𝑟����⃗ �の空間平均は�𝑟 − 𝑟����⃗ �により 0 ではないある値をとる。

⼀⽅で、𝑣(𝑟)が 0 を中⼼とする正負の完全にランダム（無秩序）な信号の場合

は、積𝑣(𝑟) ∙ 𝑣�𝑟����⃗ �も 0 を中⼼とする正負のランダムな値になるからその空間平

均は 0 となる。離散的なデータの場合⾃⼰相関関数は 

𝐶��𝑟 − 𝑟����⃗ �� = 〈𝑣(�⃗�) ∙ 𝑣�𝑟����⃗ �〉           (3.2) 

となり、�𝑟 − 𝑟����⃗ �=0 の時は同じデータ同⼠の積の平均値となり、全ての𝐶��𝑟 − 𝑟����⃗ ��

の中で最⼤の値である。この時、全ての𝐶��𝑟 − 𝑟����⃗ ��を𝐶(0)で割った値を改めて

𝐶��𝑟 − 𝑟����⃗ ��とすることにより、完全に相関がある場合を 1 に規格化する。 

 マッピング像の値 X が正規分布となる場合、X は空間的に𝑋�を中⼼として揺ら

いでいる値であるため、式(3.2)の𝑣(𝑟)を(𝑋(𝑟) − 𝑋�)として考える。また、𝐶(0)で

規格化することで以下の式を⽤いて X の⾃⼰空間相関関数を表した。 

𝐶��𝑟 − 𝑟����⃗ �� =
〈(𝑋(�⃗�) − 𝑋�) ∙ �𝑋�𝑟����⃗ � − 𝑋��〉

〈𝑋C〉 − 𝑋�C
         (3.3) 
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 結果と考察 

3.3.1 MDCK 細胞の弾性率空間分布 

 Fig. 3.10 にジャミング状態の MDCK 細胞の AFM 計測により得られた典型的

な弾性率マッピング像を⽰す。細胞の弾性率は細胞中⼼領域と⽐較して、細胞間

の境界部分で⾼い値を⽰しており、これは先⾏研究結果と⼀致している[42,52]。

また、マッピング像全体の弾性率のヒストグラムから、単層細胞の弾性率は対数

正規分布を⽰し、単⼀細胞の弾性率を調べた先⾏研究結果と⼀致している[37]。

弾性率のマッピング像を⾒ると、右下部や左部で⽐較的弾性率の低い細胞が多

く存在し、右上部では⽐較的弾性率の⾼い細胞が多く存在するように⾒える。そ

こで、この単層細胞の弾性率の空間特性を定量化するために、次節では、マッピ

ング像の弾性率の空間⾃⼰相関関数を計算により求めた結果を⽰す。 

 

 
Fig. 3.10 単層 MDCK 細胞の弾性率マッピング像と弾性率のヒストグラム。 
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3.3.2 MDCK 細胞の弾性率の⻑距離相関 

 Fig. 3.10 の MDCK 細胞の弾性率マッピング像に対して、ある距離 r 離れた弾

性率の⾃⼰相関関数を、式(3.3)で X=logE とおき、𝐶�(𝑟) ]= 𝐶��𝑟 − 𝑟����⃗ ��_として

計算し、プロットした（Fig. 3.11）。空間相関関数を⾒ると、２段階の振る舞い

を⽰していることがわかった。この相関関数を以下の２つの指数関数の加算関

数でフィッティングすることにより、各段階の相関⻑を求めた。 

𝐶�(𝑟) = 𝑎J𝑒x�  ¡⁄ + 𝑎U𝑒x�  ¢⁄  	        (3.4) 

１段階⽬の r = 0 ~ 10 µm の領域は相関⻑ lS が平均して約 6.1 µm であり、細胞

中⼼間距離（15.3 µm）を下回ることから単⼀細胞内の短い相関⻑を⽰すことが

わかった。２段階⽬の r = 10 ~ µm の領域は相関⻑ lL が平均して約 25.4 µm で

あり、細胞中⼼間距離と細胞平均直径（15.6 µm）を超える複数細胞間にわたる

空間相関を⽰した。この複数の細胞間にまたがる⻑距離相関⻑ lL は、⼀つ⼀つ

の細胞の弾性率の関係から⽣じている可能性のほかに、細胞境界で弾性率が⾼

い値を⽰し、それがマッピング像全体に網⽬状の構造を形成していることによ

る効果や、薄いサンプルが厚さに応じて基板の硬さの影響を受けることにより、

細胞形状に依存した⾒かけ上の弾性率の空間特性による効果（Fig. 3.12）[53]で

⽣じている可能性が考えられた。そこで、細胞境界部分を除いた弾性率像と、サ

ンプルとプローブのコンタクトポイントによるサンプルの⾼さと細胞膜染⾊に

より求めた単層細胞の平均の厚さから算出した細胞の厚さ分布を⽤いて弾性率

を補正した弾性率像から、それぞれの空間相関を調べた（Fig. 3.13, Fig. 3.14）。

その結果、それぞれの弾性率の相関関数から、⻑距離相関は細胞境界部分の弾性

率や、細胞の空間的な厚さの違いによる⾒かけの弾性率分布の影響を取り除い

ても存在していることがわかった。つまり、単層上⽪細胞の弾性率の⻑距離相関
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は、隣接する細胞間で細胞同⼠の弾性率が相関を持つことで形成されているこ

とが⽰唆された。 

 
Fig. 3.11 単層 MDCK 細胞の弾性率の空間相関。(a) 弾性率の空間相関関数
CE(r)。２つの指数関数（短距離：⻘、⻑距離：⾚）の和でフィッティングした。
(b) 短距離と⻑距離の各相関⻑（lS、lL）。(c) 細胞の中⼼間距離。(d) 細胞の直
径。 
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Fig. 3.12 硬い基板上の薄いサンプルの AFM 計測の模式図[53]。薄いサンプル
は、厚さ h に応じて基板硬さにより⾒かけの弾性率が変化する 
(Dimitriadis, E. K. et al, Biophys. J., 2002, 82, 2801. より引⽤) 
 

 
Fig. 3.13 細胞境界部分を含めた弾性率像と含めない弾性率像の空間相関。細胞
境界部分を除去した弾性率像から算出した空間相関関数 CE は、除去前と⽐較し
てほぼ変化せず、隣接細胞距離の⻑距離相関を維持している。 
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Fig. 3.14 単層上⽪細胞の基板硬さによる弾性率の細胞厚さ依存性補正とその時
の空間相関の変化。⾼さ分布と細胞膜染⾊画像から算出した平均の細胞厚さか
ら、細胞の厚さの分布を求め、厚さ補正した前後の弾性率像から算出した空間相
関関数 CE は、それぞれほとんど同じ⻑距離相関⻑をもつことを⽰した。 

 

3.3.3 細胞形状と細胞弾性率の関係 

 Fig. 3.15 にジャミングした MDCK 細胞の弾性率と細胞形状の関係を⽰す。こ

の図から、MDCK 細胞の弾性率と細胞の⾯積、また MDCK 細胞の弾性率と細

胞のアスペクト⽐（AR）との間には、相関が無いことがわかった。    

 
Fig. 3.15 単層 MDCK 細胞の弾性率と細胞形状との関係。(a) 細胞間境界部分
を線で区切った弾性率マッピング像。(b) 細胞⾯積と細胞弾性率の関係。相関係
数 R は 0.046。(c) 細胞アスペクト⽐と細胞弾性率の関係。相関係数 R は-0.07。 
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3.3.4 考察 

 単層上⽪細胞では、ジャミングの起きる細胞密度で細胞増殖速度は急激に低下

する[14-16,39,54-57]。このような⾼密度に細胞が固定化された単層細胞形態に

おいて、細胞の弾性率がどのような空間分布を形成するのかを理解することは

細胞のジャミング現象を理解する上でも重要である。本研究で、ジャミングした

MDCK 細胞において、細胞弾性率と細胞⾯積、また細胞弾性率と細胞アスペク

ト⽐のそれぞれが、互いに無相関であることがわかった（Fig. 3.15）。この結果

は、ジャミング状態の細胞弾性率の空間分布が、細胞のジャミングの過程で形成

される細胞の構造に影響しないことを⽰唆した。 

 また、細胞の弾性率は、細胞培養基板の弾性率と⽐例するように変化すること

が⽰されている[7,51]。したがって、細胞と細胞の間でも接着を介して弾性率を

相互に調節する機能が存在する可能性が考えられる。実際に、AFM 計測によっ

て単層上⽪細胞の弾性率のマッピングを⾏い、弾性率の⾃⼰空間相関関数を調

べたところ、隣接する細胞間で細胞中⼼間距離を超える⻑さに弾性率の相関を

持っていることを明らかにした（Fig. 3.10, Fig. 3.11）。このことから、細胞は細

胞間接着を介して弾性率の相互調節機能を有していることが⽰唆された。 

⼀⽅で、今回得られた単層上⽪細胞における弾性率の⻑距離の空間相関⻑は

約 25.4 µm であり、先⾏研究で⽰されている牽引応⼒の空間相関（100 µm 以上）

と⽐較すると、明らかに短い。これは、単層上⽪細胞のジャミング状態における

弾性率の空間分布と牽引応⼒の空間分布は、それぞれ異なる起源から形成され

る可能性を⽰唆している。さらに、牽引応⼒は、単層細胞の弾性率は均⼀として

計算が⾏われている。そのため、牽引応⼒の算出のために、弾性率分布の評価が

重要であると考えられる。 

単層上⽪細胞はジャミング状態に達するまで細胞運動と細胞分裂が活発な状



 

 56 

態をとる。そのため、今回得られたような弾性率分布が、ジャミング時特有のも

のか、ジャミング前の細胞状態でも⾒られる単層上⽪細胞で普遍的な特徴であ

るのかは判断できない。そこで、今後はジャミング状態となる前の単層細胞の弾

性率の空間特性について明らかにすることで、⽣体内の創傷治癒機能などの多

細胞系の運動性を伴う⽣体機能の理解に発展できることが期待される。 

 

3.3.5 結論 

 本実験では、MDCK 細胞を⽤いて弾性率の空間分布を AFM により計測し、

ジャミング状態における細胞弾性率の空間相関を調べた。その結果、広範囲の

細胞弾性率の空間分布を得ることに成功し、細胞弾性率が細胞中⼼間距離を超

える距離に相関を持つことを明らかにした。また、ジャミングにより形成され

る単層細胞内の細胞形状と細胞弾性率との間に相関関係が無いことも明らかに

した。⼀⽅で、現在の AFM 計測による単層細胞の弾性率分布計測では、マッ

ピング計測に時間がかかるためにジャミング前の流動性を持つ単層細胞の計測

には適さない。そこで、今後はより⾼速な弾性率計測法の開発によるジャミン

グ過程の単層細胞の弾性率分布の解明が求められる。 
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第4章 単層上⽪細胞の弾性率分布形成における

細胞⾻格構造の影響 

 研究背景および⽬的 

4.1.1 単層上⽪細胞のメカニクスと細胞⾻格構造 

 細胞―基板間の接着と同様に、細胞―細胞間の接着も細胞⾻格のネットワー

ク構造が形成されている（Fig. 1.3）。単層細胞内で形成される張⼒や牽引⼒の協

同的な空間分布は、アクトミオシン構造と関係している[58,59]。また、単⼀の

培養細胞弾性率もアクチン構造の阻害によって⼤きく減少することが知られて

いる（Fig. 4.1）[36]。これらのことから、単層細胞の弾性率も細胞間接着を介

したアクチン構造と関係する可能性が考えられる。そこで、本論⽂の第 3 章で

明らかにした単層上⽪細胞における弾性率の空間分布が、細胞⾻格構造とどの

ような関係にあるのかを理解することは、多細胞系のメカニクスを理解する上

で重要である。 
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Fig. 4.1 3T3 細胞のアクチン重合阻害剤（CytochalasinB）環境下での弾性率マ
ッピングの時間変化[36]。 
(Rotsch, C. et al, Biophys. J., 2000, 78, 525. より引⽤) 

 

4.1.2 ⽬的 

 細胞の弾性率とアクチンフィラメント（F-アクチン）構造については、単⼀の

培養細胞で多く研究がなされ、関係性が⽰されてきた。第 3 章で我々は、単層上

⽪細胞における細胞弾性率の空間分布を明らかにしたが、細胞間接着を介する

F-アクチンのネットワーク構造と弾性率分布との関係はいまだ不明であった。
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そこで、F-アクチン阻害剤と細胞間接着阻害、またこれらの回復実験を⾏い、

AFM 計測を⾏うことで、F-アクチンのネットワーク構造と細胞弾性率の空間分

布との関係を調べることを⽬的とする。 

 

 実験⽅法 

4.2.1 細胞培養およびサンプル作製 

 本実験では第 3 章で⽤いた MDCK 細胞と、細胞間接着タンパク質である E-

カドヘリン発現をテトラサイクリン分⼦の存在下でノックダウンすることが可

能な MDCK 細胞（E-cadherin shRNA MDCK cells）を⽤いた。AFM 計測のた

め、細胞はジャミング状態まで培養を続けたサンプル（tet(-)）を⽤いた。以下

に E-cadherin shRNA MDCK 細胞の培養⼿順を⽰す。 

I. 細胞懸濁液を作製する 

① CO2 インキュベーターから E-cadherin shRNA MDCK 細胞の培養ディッ

シュを取り出し、サブコンフルエント（ディッシュ底⾯の 70~80% 程度

を細胞が占める）状態であることを顕微鏡で確認する。 

② クリーンベンチ内にディッシュを移してアスピレーターにより培地を吸

い取り、Phosphate Buffer Saline (PBS) 1 ml で 3 回洗浄を⾏い、ディッ

シュ内に残存している培地と死細胞を取り除く。 

③ ディッシュの底⾯から細胞をはがす為に Trypsin-5 mM EDTA 0.25% 

(Sigma)を 1 ml 加え、CO2 インキュベーターに⼊れて 10 分待つ。 

④ 10 分後ディッシュの底⾯から細胞がはがれていることを顕微鏡で確認

し、10% tetracycline negative FBS (Life Technologies, Boston, MA)、1%ペ

ニシリン/ストレプトマイシン、1%⾮必須アミノ酸溶液（GlutaMAX, 
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Gibco）、抗⽣物質（800 µg/ml G418 and 5 µg/ml blasticidin, InvivoGen, 

Carlsbad, CA）を加えた DMEM 培地（Wako, Tokyo, Japan）を 3 ml 加え

て、ピペッティングを数回⾏い、15 ml の遠沈管に移す。 

⑤ 遠沈管を遠⼼分離機で 1,000 rpm で 2 分間遠⼼し、底⾯に細胞を沈殿さ

せるために遠沈管を 180°回してもう⼀度 2 分間遠⼼する。 

⑥ 遠⼼後、上澄み液をアスピレーターで吸い出し、MEM 培地 1 ml を遠沈

管に加えてピペッティングを⾏い、細胞懸濁液を作製する。 

II. 細胞数をカウントする 

① 死細胞の核を染⾊するトリパンブルーを 20 μl ⼊れたエッペンドルフチ

ューブに細胞懸濁液 10 μl を加え、ピペッティングする。 

② エッペンドルフチューブから 10 μl を⾎球計算盤に播いて、顕微鏡で細

胞数を数える。 

III. ディッシュに細胞を播種する 

① 新しい 60 mm の培養ディッシュにあらかじめ 2 ml の培地を加えたもの

に、細胞数が 3.0×104 cells/cm2 となるように細胞数を調整した細胞懸濁

液を播種し、インキュベーターで培養する。 

② 培養細胞がコンフルエント状態であることを確認し、そこからさらに培

地替えを⾏い１⽇培養することでジャミング状態とする。 

 

4.2.2 細胞の薬剤処理 

F-アクチン阻害と回復 

 F-アクチンの重合を阻害した単層 MDCK 細胞は、ジャミング状態の MDCK

細胞に 3 µM の F-アクチン重合阻害剤：latrunculin A (LatA, Sigma-Aldrich)を

加え、30 分インキュベートすることで作製した。また、F-アクチンを再重合し
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た MDCK 細胞は、上記の⼿法で重合阻害した MDCK 細胞を３回培地で置換し、

12 時間インキュベートすることで作製した。 

細胞間接着阻害と回復 

 上⽪細胞の細胞間接着の形成に必要なカルシウムイオンをキレートすること

で細胞間接着を阻害した単層 MDCK 細胞は、ジャミング状態の MDCK 細胞に

4 mM のグリコールエーテルジアミン四酢酸（EGTA）を加え、6 時間インキュ

ベートすることで作製した。また、細胞間接着の回復サンプルは、上記の⼿法で

細胞間接着を阻害した MDCK 細胞を３回培地で置換し、１２時間インキュベー

トすることで作製した。 

E-カドヘリンノックダウン 

 E-カドヘリン接着を阻害した単層 MDCK 細胞（tet(+)）は、4.2.1 節の⼿法で

Ⅲ.①まで操作した E-cadherin shRNA MDCK を１⽇インキュベートした後、2 

µm/ml のテトラサイクリンを加えて 96 時間インキュベートすることで作製し

た。 

 

 全ての薬剤処理を⾏った MDCK サンプルは、細胞の運動は抑制されており

（細胞運動速度：< 3 µm/h）、ジャミングした正常な MDCK 細胞と同様の状態

に保たれている（Fig. 4.2）。 
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Fig. 4.2 各 MDCK サンプルの細胞の平均運動速度 ± s.d.（µm/h）。 

 

4.2.3 細胞の免疫染⾊ 

 それぞれの阻害実験サンプルの細胞⾻格状態を調べるため、F-アクチンとE-

カドヘリンを染⾊した。F-アクチンの染⾊には、F-アクチンに特異的に結合する

ファロイジン（Alexa Fluor 488-conjugated phalloidin, Invitrogen, Carlsbad, CA）を

⽤いた。E-カドヘリンの染⾊には、E-カドヘリンに特異的に結合する1次抗体

（ECCD-2 primary antibody, Life Technologies）に蛍光分⼦のついた２次抗体

（Alexa Fluor 546, Life Technologies）を結合させた。各サンプルは4%パラホルム

アルデヒドで30分固定を⾏い、0.1%Triton X-100で15分細胞膜透過処理を⾏っ

たあと、1%BSAで１時間⾮特異的結合防⽌処理を⾏った。その後それぞれの染

⾊試薬存在下で24時間静置（4℃）することで染⾊を完了した。蛍光観察は共焦

点レーザー顕微鏡（C1, Nikon）を⽤いて⾏った。 

 Fig. 4.3 は、F-アクチン阻害（LatA 作⽤）前後の F-アクチンの染⾊画像を⽰

している。F-アクチン阻害により、正常細胞で細胞膜近傍に局在していた F-ア
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クチンがほとんど失われていることがわかる。Fig. 4.4 は、カルシウムイオンの

キレート（EGTA 作⽤）時と EGTA を washout した時の F-アクチンの染⾊画像

と E-カドヘリンの染⾊画像を⽰している。カルシウムイオンのキレートにより

正常細胞で細胞膜近傍に局在していた E-カドヘリンがほとんど失われ、この時

の F-アクチンは正常細胞と⽐較して空間不均⼀な構造を⽰している。また、

EGTA の washout により、E-カドヘリンと F-アクチンは再び細胞膜近傍への局

在が回復傾向にあることがわかる。Fig. 4.5 は、E-カドヘリンのノックダウン前

後の E-カドヘリンの染⾊画像を⽰している。E-カドヘリンのノックダウンによ

って、正常（tet(-)）細胞で細胞膜近傍に局在していた E-カドヘリンが、ほとん

ど失われていることがわかる。 

 
Fig. 4.3 正常サンプル（Lat(-)）と F-アクチン阻害サンプル（Lat(+)）の F-アク
チン染⾊像。 
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Fig. 4.4 正常サンプル（control）とカルシウムイオンキレートサンプル（EGTA）、
接着回復サンプル（washout）の E-カドヘリン、F-アクチン染⾊像 
 

 
Fig. 4.5 正常な E-cadherin shRNA MDCK サンプル（tet(-)）とテトラサイクリ
ン存在下で E-カドヘリンノックダウンを誘導した E-cadherin shRNA MDCK サ
ンプル（tet(+)）の E-カドヘリン染⾊像。 

 

 結果と考察 

4.3.1 F-アクチン阻害時の弾性率分布  

 LatA 作⽤による F-アクチン阻害時と LatA の washout 時の典型的な弾性率の

マッピング像と弾性率の平均値を Fig. 4.6 に⽰す。この結果から、F-アクチン阻

害時に MDCK の弾性率が全体的に低下し、LatA の washout により弾性率が再
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び増加することがわかった。この結果は、単⼀培養細胞で⾒られる F-アクチン

構造に依存した弾性率の変化[35-38]と同様に、単層 MDCK 細胞の弾性率が F-

アクチン構造に関係していることを⽰唆した。また、F-アクチン阻害（LatA）時

の単層 MDCK 細胞の弾性率の空間相関は、⻑距離の相関を⽰す関数が短距離で

急速に低下し、弾性率の⻑距離相関⻑が細胞間距離を下回ることがわかった

（Fig. 4.7）。したがって、F-アクチンの構造が、単層細胞における隣接する細胞

間の弾性率の相関形成に関与していることが⽰唆された。さらに、LatA の

washout により、弾性率の⻑距離相関⻑が再び細胞間距離を超える距離に回復す

ることがわかった（Fig. 4.7）。この結果は、ジャミング状態で単層構造が保たれ

たまま F-アクチン構造が再構成されることによって、単層細胞で隣接細胞間に

またがる弾性率の相関が形成されたことを⽰す。 

 

Fig. 4.6 （a）F-アクチン阻害時（LatA）、回復時（LatA washout）の MDCK 細
胞弾性率空間分布。(b) 各サンプルの弾性率の平均値 ± s.d。(有意差検定：
Studentʼs t-test)。 
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Fig. 4.7 正常（control：⾚）、F-アクチン阻害（LatA：⻘）、F-アクチン再構成
（washout：緑）での弾性率の空間相関。各サンプルの弾性率の平均短距離相関
⻑ lS ± s.d と平均⻑距離相関⻑ lL ± s.d（inset）。(有意差検定：Studentʼs t-
test)。 

 

4.3.2 カルシウムイオンキレート時の弾性率分布 

 上⽪細胞では、F-アクチンはカルシウムイオン存在下で機能する複数の細胞

間接着タンパク質に結合している[5,60,61]。このことから、カルシウムイオン

をキレート処理（EGTA）することによる細胞間接着の阻害により、F-アクチン

の細胞間接着を介するネットワーク構造がどのように単層 MDCK 細胞の弾性

率分布に影響するのかを調べた。EGTA 作⽤による細胞間接着阻害時と EGTA

の washout 時の典型的な単層 MDCK 細胞の弾性率のマッピング像と弾性率の

平均値を Fig. 4.8 に⽰す。その結果、EGTA 処理と EGTA の washout でそれぞ

れ単層 MDCK 細胞の弾性率の平均値は変化しないことがわかった。⼀⽅で、弾
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性率の⻑距離相関⻑は、EGTA 処理により細胞間距離を下回る値に低下し、

EGTA の washout により再び細胞間距離を超える値に増加することがわかった

（Fig. 4.9）。したがって、カルシウム依存の細胞間接着の阻害は、それぞれの細

胞の F-アクチン構造を破壊することなく、隣接する細胞間の弾性率の相関形成

に働く F-アクチンネットワーク構造の形成を抑制することを⽰唆する。つまり、

単層細胞の弾性率の隣接細胞間で形成される相関が、細胞間接着を介する F-ア

クチンのネットワーク構造によって⽣じることを⽰唆した。 

 
Fig. 4.8 (a)カルシウムイオンキレート（EGTA）時、回復（EGTA washout）時
の MDCK 細胞弾性率空間分布。各サンプルの弾性率の平均値 ± s.d.。n.s.：⾮
有意。(有意差検定：Studentʼs t-test)。 

 

 
Fig. 4.9 正常、EGTA、EGTA washout での弾性率の平均⻑距離相関⻑ lL ± 

s.d.。(有意差検定：Studentʼs t-test)。 
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4.3.3 E-カドヘリンノックダウン時の弾性率分布 

 カルシウムイオン依存で機能する細胞間接着タンパク質の中で、E-カドヘリ

ンは特に細胞間の⼒学特性の感知や相互作⽤に関わっている[13,58,59,62-66]。

Trepat らは、細胞間接着タンパクを介して単層上⽪細胞に⼒刺激を加えると、

E-カドヘリン接着に対する⼒刺激が、細胞の弾性率を増加させることを⽰した

（Fig. 4.10）[59]。そこで、E-カドヘリン接着が、F-アクチンのネットワークの

構造による単層 MDCK 細胞の弾性率の空間相関形成に働く可能性を調べるた

め、E-カドヘリンを阻害した時の弾性率を計測した。Fig. 4.11 は、E-カドヘリ

ンのノックダウン前後の単層 MDCK 細胞の弾性率のマッピング像と弾性率の

平均値を⽰す。その結果、EGTA の実験と同様に E-カドヘリンのノックダウン

時に細胞弾性率の平均値は変化しないことがわかった。⼀⽅で、弾性率の⻑距離

相関⻑は、E-カドヘリンのノックダウンにより細胞間距離を下回る値に低下す

ることがわかった（Fig. 4.12）。したがって、細胞間接着タンパク質の中で E-カ

ドヘリンが、細胞間の弾性率の⻑距離相関を形成する F-アクチンのネットワー

ク構造の形成に決定的な役割を持つことを⽰唆した。 

 
Fig. 4.10 単層上⽪（MCF10A）細胞のカドヘリンタンパクへの⼒刺激による弾
性率変化[59]。(a)カドヘリンタンパクを付着した磁性ビーズを細胞に接着させ、
ビーズに⼒刺激を加える。（b）E-カドヘリンタンパクへの⼒刺激が、ほかのカド
ヘリンタンパク（P-カドヘリン）では⾒られない細胞弾性率の増加を⽰す。
(Bazellieres, E. et al, Nat. Cell Biol., 2015, 17, 417. より引⽤, 改変) 
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Fig. 4.11 （a）テトラサイクリン依存の E-カドヘリンノックダウン細胞 E-
cadherin shRNA MDCK の正常時（tet(-)）と E-カドヘリンノックダウン時
（tet(+)）の弾性率分布。(b) 各サンプルの弾性率の平均値 ± s.d.。n.s.：⾮有
意。(有意差検定：Studentʼs t-test)。 
 

 
Fig. 4.12 control（tet(-)）、E-カドヘリンノックダウン（tet(+)）MDCK 細胞の
弾性率の平均⻑距離相関⻑ lL ± s.d.。(有意差検定：Studentʼs t-test)。 

 

4.3.4 考察 

 単層上⽪細胞の弾性率の空間分布に対する F-アクチンと E-カドヘリン接着タ

ンパク質の役割について Fig. 4.13 にまとめた。F-アクチン構造の阻害により、

単層細胞の弾性率が低下し、また、F-アクチン構造の再構成により単層細胞の弾

性率が増加することから、単⼀の培養細胞と同様に単層細胞においても F-アク

チン構造が細胞弾性率に⼤きく関わることを⽰す。また、F-アクチンの構造が阻
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害されることによって、単層細胞の隣接細胞間の弾性率の相関が失われること

から、F-アクチン構造が単層上⽪細胞における弾性率の空間分布を形成する要

因であることがわかる。⼀⽅で、F-アクチンの再構成実験では、細胞がジャミン

グ状態にも関わらず、弾性率の隣接細胞間の相関が再び形成された。この結果

は、⾼密度化し運動性が低下する単層構造の形成過程において、⻑距離相関をも

つ F-アクチンのネットワーク構造が形成されたのではなく、多細胞系の⾃発的

なアクチンネットワーク構造形成であることを⽰唆する。また、カルシウムイオ

ン依存の細胞間接着が複数の細胞間のアクチンネットワーク構造を形成するこ

とが知られている[67,68]。 

本研究では、カルシウムイオン依存の細胞間接着タンパク質の中で、E-カドヘ

リンを介するアクチンネットワーク構造が、単層細胞における隣接細胞間の弾

性率の相関を形成することを明らかにした。これは、細胞―基板接着を介した基

板の弾性率による細胞弾性率の調節機能[7,51]と類似している。つまり、E-カド

ヘリン接着を介して、隣接する細胞の弾性率により細胞弾性率が調節される機

能があることを⽰唆した。 
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Fig. 4.13 アクチンフィラメントと E-カドヘリンの構成と阻害における単層
MDCK 細胞の弾性率の空間分布の模式図。細胞シート平⾯の模式図（上）は、
弾性率の空間相関が、アクチンの阻害により弾性率が均⼀に低下することで失
われ、E-カドヘリンの阻害により個々の細胞弾性率が不均⼀となることで失わ
れることを⽰す。細胞側⾯の模式図（中央）は、細胞平⾯の模式図（上）でのド
ット状のラインにおける細胞弾性率と細胞内のアクチンフィラメント、E-カド
ヘリンの構造を⽰す。下部のグラフは、この側⾯から⾒た弾性率（中央）の横⽅
向の位置 x における弾性率 E のプロットを⽰す。 

 

4.3.5 結論 

 本実験では、前章で得られたジャミング状態の単層上⽪細胞の弾性率の空間

分布について、細胞⾻格構造の阻害実験により、弾性率分布と細胞⾻格構造の関

係性を調べた。その結果、単層上⽪細胞の隣接細胞間に存在する弾性率の空間相

関が、F-アクチン阻害、細胞間接着阻害により失われ、阻害剤の洗い流しにより

回復した。この時、細胞弾性率の値は、F-アクチン阻害時に有為に減少したが、

カルシウムイオンキレートによる細胞間接着阻害時には平均値は変わらなかっ
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た。また、E-カドヘリンを特異的にノックダウンした時にもカルシウムイオンの

キレート実験と同様の結果が得られた。これらの結果から、単層上⽪細胞では、

E-カドヘリン細胞間接着を介する F-アクチンの細胞間にわたるネットワーク構

造が、隣接細胞間の弾性率の調節に働いていることがわかった。この単層細胞の

弾性率と細胞⾻格構造の関係から、多細胞系のメカニクスを記述する、より⽣体

機能に近い現象を再現する数理モデル形成などへの発展が期待される。 
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第5章 表⾯傾斜のあるサンプルの AFM 弾性率

計測⼿法の確⽴ 

 研究背景および⽬的 

5.1.1 ソフトマテリアルの AFM 計測 

 細胞の弾性率は、細胞接着[7,51]や細胞周期[69]、細胞分化[3]、細胞疾患

[70,71]などの様々な細胞機能と関係している。さらに、細胞の弾性率は、細胞

内でも空間的な弾性率の不均⼀性があることが知られている[37]。AFM による

ソフトマテリアルの弾性率計測では、球形のプローブと平坦なサンプルとの弾

性接触モデルであるヘルツモデル（式(2.27)）による解析が⼀般的に⽤いられ、

こ の ⼿ 法 に よ り 培 養 環 境 に お け る ⽣ 細 胞 計 測 が 精 ⼒ 的 に ⾏ わ れ て い る

[32,36,44,47,72-76]。 

 

5.1.2 AFM による表⾯傾斜のあるサンプル計測での問題点 

 AFM 計測を⽴体的で表⾯に傾斜をもつサンプルに適⽤することを考えると、

プローブの押し込み位置でサンプルが押し込み⽅向に対して常に垂直であると

は限らない（Fig. 5.1）。AFM による弾性率計測に⽤いられるヘルツの弾性接触

理論では、プローブから検知されるサンプルへの押し込み⼒ Fm とサンプル表⾯

に垂直⽅向にかかる⼒ Fn がつりあい、またサンプルへの押し込み量の計測値dm

とサンプルの垂直⽅向の変形量dn が⼀致するため、計測値である Fm とdm を⽤い

て式(2.27)と同様に、 

									𝐹m =
4
3
𝐸m𝑅l C⁄

(1 − 𝜈C) 𝛿m
P C⁄ 																																																			(5.1) 

が、ヘルツモデル式として与えられる。この式をフォースカーブにフィッティン
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グすることでサンプルの弾性率 Em を算出できる[72,77]。しかしながら、このヘ

ルツモデルでは、サンプル表⾯の形状が変化することは考慮されていないため、

表⾯傾斜のあるサンプルの傾斜⾯で計測値の Fm, dm と、サンプル表⾯に対して

垂直⽅向に変化する量 Fn, dn とにずれが⽣じることが、弾性率の解析結果にどの

ように影響するのかはわかっていない。 

 
Fig. 5.1 ⽣体組織の AFM 計測における弾性接触モデルの問題点。AFM による
サンプルの弾性率計測に広く⽤いられるヘルツの弾性接触モデルは、平坦なサ
ンプルを仮定しているため、表⾯傾斜をもつサンプルへの適⽤可能性は不明。 

 

5.1.3 ⽬的 

 本研究では、ヘルツモデル解析におけるサンプル傾斜⾓度の影響を定量化す

ること、またこの影響を補正する⼿法を提案することを⽬的とした。この実現に

より、⽣体組織のような、⽴体的で表⾯傾斜をもつサンプルについて、表⾯形状

に依存しない AFM での弾性率空間分布計測が可能になることが期待できる。最

初に、空間的に表⾯の傾斜⾓度が連続的に変化しているソフトマテリアルサン
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プルの AFM によるマッピング計測を⾏い、ヘルツモデル解析による弾性率が傾

斜⾓度に対してどのように変化するかを調べた。さらに、傾斜のあるサンプル⾯

での球形プローブによるサンプル押し込み時の⼒の釣り合いから、ヘルツモデ

ルを拡張した傾斜に依存しない解析モデルを提案し、この傾斜補正解析モデル

を⽤いてヘルツモデル解析による⾒かけの弾性率の傾斜⾓度依存性が補正でき

るかどうかを調べた。 

 

 実験⽅法 

5.2.1 傾斜⾓度を持つサンプル作製 

 本研究では、⾼分⼦ハイドロゲル（ポリアクリルアミドゲル；PAA ゲル）と

⽣体サンプルであるカタユウレイボヤの未受精卵をサンプルに⽤いた。それぞ

れのサンプルは、表⾯領域の構造が均⼀であり、表⾯位置に依存せずに弾性率は

⼀定であると仮定できる。PAA ゲルは成分割合によって分⼦鎖の架橋構造を変

化させることで、約 0.5 kPa や約 30 kPa のように、弾性率の異なるサンプルを

⾃由に作製することができる。また、PAA ゲルはゲル溶液を固めて作製するた

め、容易に成型が可能であり、連続的に表⾯傾斜が異なるサンプルとして扱うの

に適している。未受精卵は、< 0.1 kPa と⾮常に柔らかく、また球形のため、連

続的に表⾯の傾斜⾓度が変化している。細胞や⽣体組織の多くは、数 Pa〜数 

kPa の弾性率をとるため、⽣体組織計測のための AFM 計測による弾性率の傾斜

依存性を評価するサンプルとして、PAA ゲルと未受精卵は⾮常に適していると

考えられる。 

PAA ゲル 

 PAA ゲルは、１サンプル内で表⾯傾斜⾓度を持たせるため、半円筒型に成型
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した。以下に半円筒 PAA ゲルの作製⽅法とその模式図（Fig. 5.2）を⽰す。 

① 5-10% w/v（重量体積⽐）のアクリルアミド（Wako, Japan）と 0.25-1% w/v

のビスアクリルアミド（Wako）を Mili-Q ⽔に溶かしたゲル溶液に、20 分

間窒素ガスを流⼊させることで脱気する。 

② ①の間に UV オゾンクリーナー（Filgen, Japan）をかけて親⽔化した内径 10 

mm の半円筒型のガラスキャピラリーを、シラン化（Bind-Silane, Amersham 

Bioscience, NJ）したガラス基板上に置く。 

③ 400 mg/L の過硫酸アンモニウム（重合開始剤、Wako）を①で作製したゲル

溶液に加え、さらに 2.4 mL/L TEMED（N,N,Nʼ,Nʼ-tetramethylenediamine、

重合促進剤、Wako）を加える。 

④ Fig. 5.2 に⽰すように、③の作業の直後に②で作製したガラスの型にゲル溶

液を注ぐ。 

⑤ ゲル溶液を室温で２時間以上静置することで、完全にゲル化させる。 

⑥ ゲル化した後、余分なゲルを取り除き、半円筒型のガラスキャピラリーをゆ

っくり取り除く。 

⑦ 作製した半円筒の PAA ゲルをガラス基板ごとディッシュに移し、Mili-Q ⽔

を注ぐ。 

⑧ 室温で数⽇静置する。 
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Fig. 5.2 ポリアクリルアミドゲルの作製⼿順。 

 

⽣体サンプル 

 本実験ではサンプルとしてナショナルバイオリソースプロジェクト（NBRP）

から購⼊したカタユウレイボヤから解剖によって取り出した未受精卵を⽤いた。

Fig. 5.3 に⽰すように、カタユウレイボヤは１個体内に卵と精⼦を持ち、卵はコ

リオンと呼ばれる卵殻に覆われている。AFM 計測のために、解剖によって取り

出した卵を酵素処理によって卵殻を除去し、未受精卵を海⽔で満たしたディッ

シュ上に物理吸着させた。以下にサンプルの作製⼿順を⽰す。 
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Fig. 5.3 カタユウレイボヤ。（NBRP） 

 

① 卵管は⽪膜と筋組織に覆われているため、解剖鋏でこれらを切り開く。 

② 卵のみをディッシュ上に取り出す。 

③ 卵殻を剥くための酵素液（チオグリコール酸ナトリウム 2 g、アクチナーゼ

E 0.1 g、海⽔ 200 ml を混合したもの）10 ml と 1N NaOH 350 µl をガラス

試験管内で混合する。 

④ 駒込ピペットを⽤いて、③で混合した液体中に②で取り出した卵を移し、全

体に卵が広がるように優しくピペッティングする。 

⑤ 試験管を⼿で握って温めることで、酵素を活性化させる。 

⑥ １分置きに数滴をディッシュに移し、卵殻が剥けているか実体顕微鏡を⽤い

てチェックを⾏う。 

⑦ 約半数の卵殻が剥けていることが確認できたら（約 5 分）、⼿回し遠⼼機を

使い、卵殻と卵を遠⼼分離する（1 r/s で 5 秒ほど）。 
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⑧ 駒込ピペットで上澄み液を吸い取り、海⽔を 10 ml ⼊れ、ピペッティングを

⾏う。 

⑨ ⑦~⑧を数回⾏った後、実体顕微鏡で卵殻が除去できているか観察を⾏う。 

⑩ 卵殻が剥けていることを確認したら、海⽔を満たした培養ディッシュ（Iwaki）

に駒込ピペットを⽤いて卵を移す。 

⑪ 5 分ほどディッシュを静⽌しておくと、ディッシュ底⾯に卵が電気的に物理

吸着し、動かなくなる。 

 

5.2.2 実験装置と計測 

AFM 計測 

 本実験では、⾃作 AFM（3.2.2 節）を⽤いて、液中で未受精卵と半円筒型 PAA

ゲルの⾼さと弾性率のマッピング計測を⾏った（Fig. 5.4）。サンプルの⾼さは、

フォースカーブにヘルツモデル式をフィッティングすることで、サンプル表⾯

とカンチレバープローブが接触した位置を算出することにより決定した。AFM

によるサンプルの計測領域は、各サンプルに対して、傾斜⾓度 ＜45°の領域で

⾏なった。 
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Fig. 5.4 傾斜を持つサンプル（未受精卵、半円筒型ゲル）の AFM 計測の模式
図。 

 

5.2.3 表⾯傾斜⾓度の決定 

 サンプル表⾯の傾斜⾓度θは、サンプル⾼さ H のマッピング画像を、Igor Pro

（WaveMetrics, Lake Oswego, OR）ソフトに組み込まれているフィッティング

関数から導出した。サンプル⾼さ H の分布は⽔平⽅向 x と y の連続関数である

から、Igor Pro ソフトにより２次元多項式 H にフィッティングし、このフィッ

ティング関数から任意の位置の勾配 ∇H = (dH/dx, dH/dy)を求め、そこでの傾斜

角度q（= arctan|∇H |）を算出した。これにより、計測したマッピング像に対応す

る傾斜角度qの像を取得した。 
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 結果と考察 

5.3.1 ヘルツモデル解析による弾性率の傾斜⾓度依存性 

 Fig. 5.5 に、カタユウレイボヤ未受精卵表⾯のマッピング計測結果を⽰す。未

受精卵は球体形状のため、表⾯中⼼部分をマッピング計測すると、中⼼⾼さが最

も⾼く平坦で外側に向かって⾼さが低く傾斜⾓度が⼤きくなる。傾斜⾓度の異

なる位置での典型的なフォースカーブを⽐較すると、傾斜⾓度の⼩さい位置に

⽐べて傾斜⾓度の⼤きい位置でフォースカーブがなだらかな形状をしている。

それぞれのフォースカーブは、ヘルツモデル式（2.27）に良い⼀致を⽰す。した

がって、ヘルツモデル解析により得られる⾒かけの弾性率は、傾斜⾓度に依存し

て異なる値が算出されることがわかった。 

 
Fig. 5.5 未受精卵のマッピング計測による表⾯形状とフォースカーブ。(a) 未受
精卵の表⾯⾼さ分布（H）と傾斜⾓度分布（θ）。(b) 傾斜⾓度の異なる位置（θ
< 5°とθ = 30 ± 2.5°）でのカンチレバーによるサンプル押し込み量dm に対
する押し込み⼒ Fm のフォースカーブ。 



 

 82 

 

 そこで、次にヘルツモデル解析による⾒かけの弾性率の傾斜⾓度に依存した

変化の割合を調べた。未受精卵の形状（傾斜⾓度分布）と弾性率分布計測から、

弾性率は、表⾯の傾斜⾓度の増加に依存して減少することがわかった（Fig. 5.6 

a）。また、サンプルの傾斜⽅向に対するカンチレバーの向きは、計測した弾性率

に影響を及ぼさないことがわかった（Fig. 5.6 b）。つまり、カンチレバーによる

押し込み⽅向以外の⽅向への⼒によるカンチレバーの変形は無視できるものと

して考えることができる。 

 
Fig. 5.6 ヘルツモデル解析による弾性率計測に対する傾斜⾓度依存性。(a) 弾
性率とサンプル表⾯の傾斜⾓度の関係。(b) サンプル傾斜⽅向に対するカンチ
レバーの向きと弾性率値の関係。n.s.：⾮有意。(有意差検定：Studentʼs t-
test)。 

 

 未受精卵と同様に、PAA ゲルサンプル（約 1 kPa）のヘルツモデル解析による

弾性率の傾斜⾓度依存性を調べた（Fig. 5.7）。その結果、PAA ゲルについても、
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未受精卵サンプル（約 50 Pa）と同様の関数形の弾性率の傾斜⾓度依存性が⾒ら

れた。 

 
Fig. 5.7 ヘルツモデル解析によるソフトマテリアル（未受精卵：⾚、PAA ゲル：
⻘）の弾性率の傾斜⾓度依存性。 

 

5.3.2 傾斜表⾯での弾性率の補正⽅法 

 サンプル表⾯に対して垂直⽅向にカンチレバーがサンプルを押し込む時のヘ

ルツモデル式は、式(5.1)で与えられる。本研究では、Fig. 5.6(b)の結果からカン

チレバーは押し込み⽅向以外の⼒による変形は無視できること、また⾮常に柔

らかいサンプルであることを考慮して押し込み過程でサンプル表⾯に対して⽔

平⽅向にかかる⼒（摩擦⼒）を無視することを仮定して、傾斜⾓度qのサンプル

⾯に対する球形のカンチレバープローブによる押し込みのモデルを考えた(Fig. 

5.8)。この模式図に⽰すように、サンプル表⾯の変形はヘルツの弾性接触モデル

と同様であると考えると、カンチレバープローブによる押し込み⼒と押し込み
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量の計測値（Fm、dm）は、傾斜⾓度θを⽤いてサンプル表⾯に対する真の押し込

み⼒ Fn（= Fm/cosθ）と押し込み量dn（= dm cosθ）に補正できる。これらの値

をヘルツモデル式(5.1)に代⼊して解くと、 

 𝐹m =
4

3

�𝐸 cos5 2⁄ 𝜃�𝑅1 2⁄

(1 − 𝜈2)
𝛿m
3 2⁄  																																			(5.2) 

となり、計測値（Fm、dm）を⽤いたサンプルの表⾯傾斜を考慮した補正ヘルツモ

デル式が導かれる。ここで R は球形プローブの半径、νはサンプルのポアソン

⽐（0.5 と仮定）を表している。式(5.2)と式(5.1)の⽐較から、補正ヘルツモデル

の傾斜補正した弾性率 E とヘルツモデルの⾒かけの弾性率 Em の関係は、 

 𝐸m = 𝐸 cos5 2⁄ 𝜃																																																					 (5.3) 

となる。 

 
Fig. 5.8 傾斜サンプル表⾯に対する球形プローブによる押し込みの模式図。 

 

 補正ヘルツモデル式(5.3)の傾斜補正した弾性率 E の傾斜⾓度依存変化と従来

のヘルツモデル解析による未受精卵（約 50 Pa）と PAA ゲル（約 1 kPa）の⾒

かけの弾性率 Em の傾斜⾓度依存変化は、良い⼀致を⽰した（Fig. 5.9 a）。この

結果から、未受精卵とゲルの⾒かけの弾性率 Em が、傾斜補正ヘルツモデルでサ

ンプル本来の弾性率 E に補正可能であることがわかった。そこで、補正ヘルツ
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モデルで校正した未受精卵と PAA ゲル（1 kPa）の弾性率 E は、傾斜⾓度が 45°

未満で傾斜⾓度の変化に依存せずに⼀定の値を⽰した（Fig. 5.9 b）。⼀⽅で、よ

り弾性率の⼤きい PAA ゲル（6 kPa）では、補正ヘルツモデルによる弾性率は傾

斜⾓度が 40°を超えると低く⾒積もられ、30 kPa の PAA ゲルでは、弾性率は

傾斜⾓度が 30°を超えると低く⾒積もられた。これらの結果から、約 1 kPa ま

でのサンプルは、今回提案した補正ヘルツモデルを⽤いることで、傾斜に依存し

ないサンプル本来の弾性率計測が可能であることが⽰唆された。 

 
Fig. 5.9 補正したヘルツモデル式による弾性率の傾斜補正。(a) 未受精卵（⾚）
と 1 kPa PAA ゲル（⻘）の従来のヘルツモデル解析による弾性率の傾斜⾓度依
存変化と、補正ヘルツモデルの弾性率に対する従来のヘルツモデルの弾性率の
⽐率の傾斜⾓度依存変化。(b) 補正したヘルツモデル式による未受精卵と PAA
ゲルの弾性率の傾斜⾓度依存性。 

 

5.3.3 考察 

多くの⽣体組織のように⽴体的で表⾯傾斜を持つサンプルの AFM による定

量的な弾性率計測では、サンプル表⾯の傾斜に影響されない解析⼿法が必要で
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ある。Fig. 5.10 に⽰すように、これまで、AFM 計測では、細胞壁と細胞膜のよ

うな多層の弾性構造や、細胞膜表⾯の糖鎖が存在する構造などのサンプル構造

を考慮した解析モデルが報告されてきた[78,79]。しかしながら、これらの弾性

接触モデルはヘルツモデルと同様に、サンプル表⾯に対して垂直⽅向への押し

込みを仮定している。そこで、本研究では、ソフトサンプルの傾斜領域の弾性率

計測を可能にするため、AFM 計測で得られるサンプル表⾯形状から傾斜勾配の

分布を計算により求め、傾斜⾓度を考慮したサンプル表⾯に垂直な⽅向にかか

る⼒と押し込み量を補正した解析モデルを提案した。この時、押し込み⽅向以外

の⼒によるカンチレバーの変形とサンプル表⾯に⽔平⽅向にかかるカンチレバ

ープローブとサンプルの間の摩擦などの⼒は無視した。本実験の結果から、我々

の提案した解析モデル式(5.2)によって、弾性率が約 1 kPa 以下の多くの⽣体組

織について、傾斜⾓度に依存しない弾性率を算出できることを明らかにした。⼀

⽅で、より弾性率の⾼いサンプルでは、傾斜⾓度が⼤きい領域において傾斜補正

ヘルツモデル式で弾性率が補正しきれないことがわかった。したがって、弾性率

の⾼いサンプルの⼤きい傾斜⾓度領域の弾性率の定量解析のためには、サンプ

ル表⾯と⽔平⽅向にかかる⼒（摩擦⼒）などを考慮した解析モデルの提案が必要

となると考えられる。 
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Fig. 5.10 AFM 計測に⽤いられるヘルツモデル以外の弾性接触モデル[78,79]。
(a) 細胞壁を含む多層の弾性構造を持つサンプルの弾性接触モデル[78]。(b) 複
数の弾性係数を持つサンプルを仮定した弾性接触モデル[79]。 
(Mercade-Prieto, R. et al, Eur. Biophys. J., 2013, 42, Supporting Information, 2., Bonilla, 
M. R. et al, Soft Matter., 2015, 11, 1283-1284. より引⽤) 

 

5.3.4 結論 

本実験では、AFM 計測における表⾯粗さの⼤きなサンプル表⾯の弾性率の傾

斜依存性を調べ、柔らかいサンプルでの傾斜⾓度に依存しない弾性率の解析が

可能な補正したヘルツモデルを提案した。このサンプルの表⾯傾斜に依存しな

い弾性率計測⼿法は、今後様々な⽴体形状を持つ⽣体組織サンプルでの定量的

な弾性率の空間分布計測に利⽤できることが期待される。 
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第6章 AFM による傾斜⾓度を持つ⽣体組織  

計測 

 研究背景および⽬的 

6.1.1 ⽣体組織の⼒学物性計測 

 多細胞系の⽣体組織である胚の発⽣や組織の形態形成などの⽣体機能は、組

織スケールの変形を伴って進⾏する。このような⽣体組織機能は細胞間の⽣化

学的・⼒学的な相互作⽤によって制御される。 

 近年の研究により、1.1.4 節で⽰したように、発⽣胚のレーザーアブレーショ

ン法による細胞接着部位の張⼒計測や、光ピンセットを⽤いた細胞間応⼒の計

測から胚発⽣時の細胞レベルの⼒学特性の役割が明らかになりつつある。また、

⽣体組織の組織⽚の変形による弾性率計測から、組織の状態と弾性率の関係が

あることがわかってきている。また、組織内の局所的な⼒学応答物性に関して、

近年では、組織内の多細胞の粘弾性挙動が、磁性液滴を胚組織に注⼊して磁場を

かけることで変形させることにより計測されるようになってきた（Fig. 6.1）[80]。 
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Fig. 6.1 発⽣胚細胞の粘弾性計測[80]。ゼブラフィッシュ発⽣胚細胞質中(a)と
卵⻩中（b）の磁性液滴の変形。(c) 粘弾性挙動計測のためのマクスウェル流体
モデル。磁場をかけた時の磁性液滴の⻑軸⽅向歪み量（細胞質（d）、卵⻩（e））。
(Serwane, F. et al, Nat. Metho., 2017, 14, 184. より引⽤) 

 

 しかしながら、これらの⽣体組織の⼒学物性計測は、細胞や組織の構造の破壊

や⼤きな変形を伴うため、侵襲性が⾼いことが課題であった。また、組織の弾性

率計測は、計測領域がプローブ位置に依存するため、組織内の細胞物性の空間的

な分布を調べるのは困難であった。そこで、⽣体組織の弾性率の空間分布を定量

的に計測する⼿法として、第 5 章で提案した傾斜⾓度に依存しない AFM による

弾性率計測法が、適当であると考えた。 

 

6.1.2 ⽬的 

 本研究では、AFM による単⼀細胞と多細胞組織のマッピング計測を⾏い、第
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5 章で提案したサンプル表⾯の傾斜⾓度を考慮した解析モデルを⽤いて解析し

た。この複数の⽣体サンプルの計測により、提案した解析モデルの適⽤可能性を

調べることを⽬的とした。さらに、発⽣胚を連続で弾性率のマッピング計測し、

発⽣胚の弾性率の時空間分布の取得が本⼿法により可能かどうかを調べた。 

 

 実験⽅法 

6.2.1 ⽣体サンプル作製 

上⽪培養細胞 

 単⼀の培養細胞とジャミングした単層細胞サンプルをそれぞれ作製した。細

胞は 3.2.1 に記述した⼿法で培養し、単⼀細胞サンプルは、ディッシュに 1.0 × 

104 cells/cm2 で播種し、24 時間培養したものとした。 

 
カタユウレイボヤ発⽣胚 

 ⼤きい表⾯傾斜をもつ⽴体組織サンプルとして、カタユウレイボヤの発⽣胚

組織（Fig. 6.2）[81]を作製した。カタユウレイボヤは１個体内に精⼦と卵を持

っているが、⾃家受精しないため、２個体を解剖してそれぞれから精⼦と卵を取

り出して受精を⾏った。AFM による胚の直接計測のため、卵殻を処理し、16〜

32 細胞期の胚を海⽔で満たしたディッシュの底⾯に貼り付け、64 細胞期まで発

⽣させた。サンプル作製の⼿順を以下に⽰す。 

① 受精操作は、ホヤの発⽣に最適な温度（18℃前後）で⾏う。まず 2 匹のカタ

ユウレイボヤを⽤意し、それぞれの個体の卵管と輸性管から卵と精⼦を別々

の 10 cm ディッシュに取り出す。 

② 精⼦の⼊ったディッシュに約 20 ml 海⽔を加える。 

③ 第５章で⽰した⼿順で卵の卵殻を処理する。 



 

 91 

④ 卵殻を処理した卵が張り付かないようにゼラチンでコートしたディッシュ

上に海⽔を加え、卵殻を処理した卵を撒く。 

⑤ 精⼦の⼊ったディッシュから海⽔を駒込ピペットで吸い取り、卵を撒いたデ

ィッシュに数滴加えて受精させる。 

⑥ 5 分ほど静⽌した後、顕微鏡で観察して卵が回転していることが確認できれ

ば、受精が完了した合図となる。 

⑦ 受精の完了した卵を駒込ピペットで吸い取り、海⽔を 10 ml 加えた試験管に

移して遠⼼し、上澄みの海⽔を吸い取って再び海⽔を 10 ml 加える操作を数

回⾏う。 

⑧ 卵の数に応じて、海⽔を 10 ml ほど加えた複数のゼラチンコートディッシュ

に、受精卵が密集しないように分けて撒き、18℃に設定したインキュベータ

ーに⼊れる。 

⑨ 3 時間ほど経つとちょうど 32 細胞期まで発⽣が進⾏するので、インキュベ

ーターから取り出し、海⽔を 10 ml ほど加えた 6 cm 培養ディッシュ（Iwaki）

に幾つかの胚を撒く。 

⑩ 数分後、ディッシュに胚が張り付いたことを光学顕微鏡で観察し、AFM 装

置にサンプルを設置して計測を⾏う。 

 

Fig. 6.2 ホヤの初期発⽣ステージ [81]。 
(Hotta, K. et al, Dev. Dyn., 2007, 236, 1795. より引⽤, 改変) 
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6.2.2 実験装置と計測 

AFM 計測 

 Fig.6.3 に⽰すように、第 3 章の実験で⽤いたものと同じ⾃作 AFM を使⽤し、

ホヤ初期胚の弾性率分布を計測した。図のように、ホヤの成育環境である海⽔中

で計測を⾏った。AFM 計測のため、ホヤ胚はディッシュ底⾯に軽く張り付いた

状態となっている。この時、張り付きによって胚の発⽣が停⽌することはなく、

光学顕微鏡による観察で Fig. 6.2 の右端に⽰される尾芽胚期まで発⽣すること

が観察できた。 

 

Fig. 6.3 ⾃作 AFM によるホヤ胚計測の模式図。 
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 結果と考察 

6.3.1 ⽣体サンプル弾性率分布の傾斜補正前後の⽐較 

 本実験では、単⼀培養細胞、単層上⽪細胞、ホヤ発⽣胚の AFM 計測を⾏い、

第 5 章で提案した弾性率の傾斜⾓度依存性の補正によって、従来のヘルツモデ

ルによる⾒かけの弾性率マッピング像がどのように変化するのかを調べた。Fig. 

6.4 に⽰すように、単⼀細胞と単層上⽪細胞では、傾斜⾓度補正によって弾性率

のマッピング像の⾒た⽬はほとんど変化していなかった。⼀⽅で、ホヤ発⽣胚で

は、傾斜⾓度が⼤きい領域で、従来のヘルツモデル解析による⾒かけの弾性率

が、傾斜⾓度補正によって⼤きく変化し、同⼀の細胞内で空間不均⼀な分布を⽰

していた⾒かけの弾性率が、傾斜⾓度補正によって細胞内で均⼀な弾性率を⽰

した。 
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Fig. 6.4 単⼀ MDCK 細胞(a)、単層 MDCK 細胞(b)、ホヤ発⽣胚(c)の、⾼さ H、
傾斜⾓度θ、ヘルツモデル解析による⾒かけの弾性率 Em と傾斜補正モデル解
析による弾性率 E のマッピング像。 

 

6.3.2 AFM による⽣体組織の時空間分布計測 

 本実験では、44 細胞期から 64 細胞期までの発⽣過程での連続弾性率マッピ

ング計測した（Fig. 6.5）。その結果、1 回の細胞分裂を含む同⼀領域の弾性率分

布の時間発展像の取得に成功した。傾斜⾓度補正前の弾性率と補正後の弾性率
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を⽐較すると、⼀部の傾斜の⼤きい箇所で明らかに補正によって弾性率が変化

していることがわかる。⼀⽅で、傾斜⾓度が 40°を超えている部分や細胞間領

域の傾斜が⼤きい⾕になっている部分では、⼀部弾性率の補正がしきれていな

い部分も⾒られる。また、弾性率像から、発⽣胚組織内の細胞が、細胞分裂に向

けて明らかに弾性率が増加し、分裂後に弾性率が減少していることがわかる。 

 
Fig. 6.5 カタユウレイボヤ発⽣胚の形状像 H と傾斜⾓度像q、傾斜補正前後の弾
性率像（Em, E）の時間発展。44 細胞期から 64 細胞期までの発⽣胚のマッピン
グ範囲内で 1 度の細胞分裂（#1）が観察できる。傾斜⾓度の⼤きい部分で傾斜
⾓度補正によって弾性率が⼤きく補正されていることがわかる。細胞分裂時に
細胞の弾性率が増加し、分裂後に減少している。 
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6.3.3 考察 

 これまで、細胞・多細胞組織の AFM 計測による弾性率計測では、サンプル表

⾯に対して垂直な押し込みを仮定したヘルツモデルが⽤いられてきた。しかし

ながら、第 5 章で⽰したように、サンプル表⾯の粗さによって⽣じる傾斜部分

では、従来のヘルツモデルでは弾性率が低く⾒積もられて算出されるという問

題があった。そこで、単⼀培養細胞、単層上⽪細胞、発⽣胚の⽣体サンプルで弾

性率のマッピング計測を⾏い、傾斜⾓度を⽤いた弾性率の補正による弾性率分

布の変化を調べた。その結果、単⼀培養細胞と単層上⽪細胞は、全体的に平坦な

形状であり、傾斜⾓度による補正を⾏なう前後で弾性率のマッピング像に⼤き

な変化は⾒られなかった。⼀⽅で、発⽣胚の表⾯は傾斜の⼤きい領域が存在し、

傾斜⾓度による補正を⾏う前は同⼀細胞内で⾒られた弾性率の不均⼀性が、補

正後に細胞内で均⼀な弾性率分布を⽰した。これらの結果から、単⼀培養細胞や

単層上⽪細胞などの⽐較的平坦な⽣体サンプルでは、ヘルツモデル解析による

弾性率への傾斜⾓度の影響は少なく、従来⾏われてきたこれらのサンプルの弾

性率計測の値の妥当性は失われない。⼀⽅で、⽴体的な表⾯傾斜を持つ⽣体組織

の AFM 計測には、定量的な弾性率分布の算出のために傾斜⾓度補正モデルの適

⽤が必要であると考えられる。  

 発⽣胚の連続弾性率マッピング計測の結果、細胞分裂に同期した細胞弾性率

の時空間変化が⾒られた。この変化は、単⼀培養細胞で⾒られる細胞分裂時の弾

性率の時間変化と同様の結果であった[82-88]。このことから、単⼀培養細胞レ

ベルの細胞分裂のメカニクスが多細胞組織内でも維持されていることがわかっ

た。今後は、このような⽣体組織の弾性率マッピング計測が、組織陥⼊や形態変

化における細胞メカニクスの研究に応⽤されることが期待できる。 
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6.3.4 結論 

本実験では、単⼀培養細胞、単層上⽪細胞、発⽣胚サンプルに対して AFM 計測

を⾏い、傾斜⾓度補正前後の弾性率分布の⽐較を⾏った。その結果、⽴体的な表

⾯粗さを持つ発⽣胚サンプルでは、傾斜⾓度補正によって傾斜⾓度の⼤きい領

域で弾性率が⼤きく変化したことから、⽴体的な多細胞組織の AFM 計測には、

弾性率の傾斜⾓度補正が不可⽋であることがわかった。また、発⽣胚の弾性率分

布の時間発展計測を⾏い、⽣体組織内の細胞物性の時空間的変化を明らかにす

ることに成功した。このことから、AFM を⽤いた⽴体的な組織弾性率分布計測

は、⽣体組織を構成する細胞弾性率の時間発展を⽣きた状態で計測可能であり、

細胞メカニクスと⽣体組織のメカニクスを結ぶ重要な⼒学計測⼿法である。 
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第7章 結論 

 本研究の結語 

 本研究では、多細胞系の⽣体組織における細胞⼒学特性の空間分布の解明を

⽬的とした。最初に、単層上⽪細胞内で弾性率が空間的にどのように分布し、細

胞間の⼒学的相互作⽤によって空間的な⼒学特性が維持されているのかを解明

するために、（1）原⼦間⼒顕微鏡（AFM）を⽤いて、単層上⽪細胞の弾性率の

マッピング計測を⾏い、弾性率の空間分布を調べた。次に、⽴体的な多細胞組織

の細胞レベルでの定量的な弾性率分布を計測することを⽬指して、（2）サンプル

表⾯の傾斜に依存しない AFM による弾性率計測が可能な弾性接触モデルの提

案を⾏った。さらに、この提案したモデルによって、（3）AFM を⽤いて発⽣胚

表⾯の弾性率の時空間分布計測を⾏った。以下に本研究で得られた各章の結論

を⽰す。 

 第 3 章では、AFM による弾性率のマッピング計測により、単層上⽪細胞の弾

性率の空間分布特性を調べた。弾性率の空間⾃⼰相関関数を⽤いて弾性率の空

間相関⻑を求めると、ジャミング状態の運動性、細胞分裂が抑制された単層上⽪

細胞において、細胞中⼼間距離を超える範囲に弾性率の相関があることを明ら

かにした。 

 第 4 章では、アクチンフィラメント⾻格阻害と細胞間接着タンパク質阻害に

おける単層上⽪細胞の弾性率の空間分布特性を調べた。アクチンフィラメント

阻害により、弾性率が低下し、弾性率の空間相関⻑が細胞直径を⼤きく下回っ

た。このことから、アクチンフィラメント構造が単層上⽪細胞の細胞間に維持さ

れる弾性率の起源であることを初めて明らかにした。また、E-カドヘリン細胞間

接着タンパク質の阻害により、弾性率の平均値は変化せずにばらつきが増加し、
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また弾性率の空間相関⻑が細胞直径を下回った。このことから、E-カドヘリン接

着を介するアクチンフィラメントの細胞間ネットワーク構造が、隣接する細胞

間の弾性率の相関を形成していることを明らかにした。 

 第 5 章では、AFM 計測で⽤いられるヘルツモデルによる弾性率が、柔らかい

サンプル表⾯の傾きにより変化する押し込み時の傾斜⾓度にどのように依存し

て変化するのかを調べ、この傾斜⾓度を考慮した弾性率の解析モデルを提案し

た。従来のヘルツモデルで算出した弾性率は、傾斜⾓度に依存した減少が⾒ら

れ、この傾向は、傾斜⾓度を導⼊してサンプル表⾯に垂直な⼒と変形を考慮した

補正ヘルツモデル式を導⼊することで、傾斜⾓度に依存しない値に校正された。 

 第 6 章では、発⽣胚組織の AFM 計測に傾斜⾓度を考慮した解析モデルを適⽤

し、弾性率の時空間分布測定を⾏った。発⽣胚表⾯の形状は、常に⼤きく変化し

ているため、傾斜⾓度による弾性率の校正の利⽤価値は⾼い。この計測により、

発⽣胚において、組織内の細胞分裂過程を含む弾性率分布の時間発展を初めて

計測することに成功した。 

 本研究で⾏われた、多細胞系の⽣体組織の弾性率マッピング計測とその解析

⼿法の考案によって、細胞弾性率の多細胞組織内での時空間分布の詳細を明ら

かにした。単層上⽪細胞の弾性率の空間相関性の解明により、基礎的な多細胞系

のメカニクスの解明や単層上⽪細胞の細胞弾性率も含めたモデリングへの応⽤

が期待される。また、傾斜⾓度に依存しない⽣体組織の弾性率計測⼿法の提案に

より、⽴体的な複雑な形状をとる発⽣胚などの組織を細胞レベルの分解能で弾

性率分布を計測可能となったことにより、⽣体組織形成のメカニクスの解明の

発展が期待できる。 
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 今後の展望 

 本研究の単層上⽪細胞の弾性率計測により、E-カドヘリン接着を介したアク

チンフィラメントのネットワーク構造が、細胞間での相互弾性率の調整機能に

働くことを明らかにした。しかしながら、単層細胞のジャミング形成と弾性率空

間分布の形成との間の関係は不明である。そこで、AFM 計測の⾼速化やレオロ

ジー計測の導⼊により、上⽪細胞のジャミング過程における動的な⼒学特性の

時空間分布の変化を調べることで、創傷治癒などの⽣体内における細胞集団運

動と安定化のメカニクスの詳細を明らかにすることができると考えられる。 

 また、傾斜⾓度を考慮した弾性接触モデルによって表⾯傾斜を持つ⽣体組織

の弾性率マッピング測定が可能になった。しかし、弾性率が数 k Pa を超えるサ

ンプルでは、傾斜⾓度の⼤きい領域の弾性率を補正しきれないことがわかった。

そこで、より弾性率の⼤きい⽣体組織の傾斜に依存しない弾性率計測を可能に

するために、サンプルとプローブの間の摩擦の効果を⼊れるなどして、より適⽤

範囲を広げた弾性接触モデルの提案が期待される。また、今後は、カタユウレイ

ボヤ以外の⽣体組織計測に適⽤することと、また発⽣胚組織の陥⼊や組織形態

変化などの⽣体組織機能の発現時に適⽤することにより、⽣体組織のメカニク

スについての研究をより発展できると考えられる。 
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