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図 1 (a)液性因子と基質による細胞の刺激。（b)細胞基質界面の細胞接着装置。（c)分子間

相互作用に基づく生化学作用。（d)細胞の牽引力に由来する力学的相互作用。
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細胞の刺激応答性の観察～生命現象のアクティブウォッチング～

中 西 淳

1 は じ め に

最初にお断りしてしまうが，本特集は生命現象“見え

る化”の方法論に関するものであるが，筆者が紹介する

内容には，“見る”技術そのものの開発は含まれていな

い。その代わりに筆者らが取り組んでいるのは，見る対

象となる生命現象（応答）を引き起こすために，多くの

場合，見る行為とセットになる，細胞に刺激を与える技

術である。換言すれば，「刺激に徹底的にこだわった分

析化学」をやっていると言えるのかもしれない。一見，

アブナイ人と勘違いされそうだが，そうではなく至って

真剣である。以下で二種類の「刺激」にこだわった最近

の研究例を紹介しながら，我々の分析化学的なね
・

ら
・

い
・

を

示したい。

2 細胞基質間接着の刺激

細胞内シグナル伝達を見る場合，成長因子やサイトカ

インなどの液性因子で細胞を刺激して，その応答を解析

するのが一般的だ。これら液性因子は，細胞膜上のさま

ざまな受容体タンパク質に結合すると，それに呼応して，

Ca2＋ 等セカンドメッセンジャーの生成やタンパク質の

リン酸化，遺伝子発現などという形で細胞が応答を示す

ため，それらの変化が見
・

や
・

す
・

く
・

な
・

る
・

からである（図

1a）。一方で，日常的に細胞を取り扱う人にとっては，

当たり前すぎて普段は意識しないが，細胞（浮遊系でな

く，接着性の）は，培養に用いる培養皿からも，その生

存に不可欠な刺激を受け続けている。やや古めかしい表

現を用いると，足場から生存シグナルを受け取っている

のである。その生存シグナルの中身を紐解いてみると

（図 1b），培地に含まれる細胞外マトリクスタンパク質

（フィブロネクチンなど）が培養皿の表面に吸着し，そ

れらが細胞膜に存在するインテグリンと結合し，両者が

鍵と鍵穴の関係で相互作用することで，液性因子と同様

に細胞内シグナルを発動するのである。従来の分子生物

学的な発想では，この鍵と鍵穴の関係は，化学的親和

性，すなわち結合定数で論じられるため（図 1c），我々
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図 2 光応答基板の原理と応用。（a)光分解性 2ニトロベンジ

ル（2NB）基を介して PEG が固定化された光応答基

板。光照射に応じて細胞非接着性から接着性へと変化す

る。（b)光応答基板を用いた細胞集団移動の解析方法。

（c)基質のリガンド密度低下によって観察される細胞間

接着が弱まった集団移動挙動。文献 5 より引用。
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分析化学者にとっても至ってイメージしやすいわけであ

るが，殊に細胞接着という現象においては，我々からは

やや縁遠い力学的な相互作用というものも加味する必要

がある（図 1d）。その際，「力」というものは伝播する

性質があるため，界面における相互作用の局所情報（化

学種・濃度）を注目するだけでは不十分であり，そこか

らさらに奥まった，材料バルクの力学的特徴までもが細

胞は自らが発する牽引力により感知しており，それがゆ

えに弾性率や応力緩和などと言った材料の硬さの指標が

重要な意味を持つようになる。一般に用いられる培養皿

は硬すぎるために，その影響はほとんど見られず，それ

が故に我々も軽視しがちなのであるが，硬さが生理的な

軟組織のレベルに近づいてくると非常にクリティカルで

ある。細胞がどのように足場の硬さの違いを感じ取るか

という点は，まさしくメカノバイオロジーの中心的な課

題であるが，その詳細な説明は他所に委ねることにす

る1)2)。ここで強調したいのは，細胞基質間において

は，通常の液性因子の作用を支配する化学平衡といっ

た，分析化学の教科書の最初の方で現れる指標に加え，

力という物理量をも考慮する必要があるという事実であ

ろう。さらに，もう一つ大きな違いを挙げるなら，通常

の液性因子を細胞に添加する場合，その濃度やタイミン

グを比較的容易にコントロールすることができるが，細

胞と基質間の相互作用においては，多くの場合，最初に

設定した条件に対して細胞が馴染んでいく様子を見守る

という受動的な使い方をするのが一般的であった。した

がって，足下から受ける刺激に
たい

対
じ

峙した細胞の応答を調

べる方法論が決定的に不足しており，その作用機序を深

く洞察できなかったのである。まさしく灯台下暗しであ

る。

この方法論的な閉塞感を打破しようと，筆者らが取っ

たのは，それこそ細胞の足下に光を当てるという戦略で

ある。ガラス基板の表面を，ケージド化合物に利用され

る光分解性 2ニトロベンジル（2NB）基を有するシ

ランカップリング剤で修飾し，そこに水溶性高分子のポ

リエチレングリコール（PEG）を反応させた（図 2a)3)。

PEG のような水溶性高分子を修飾した表面では，タン

パク質の吸着が抑えられるため，上述したフィブロネク

チン等の細胞への生存シグナルのトリガーが入らなくな

る。それがゆえに，この状態では細胞は基材表面に接着

することができない。一方で，光照射によって 2NB

基を切断すると，PEG によるタンパク質の吸着抑制が

解除され，タンパク質が表面に吸着できるようになり，

その結果，細胞が基材表面に接着するという算段であ

る。この光応答性の基板で，単純に細胞の接着を OFF/

ON して，そこに細胞の接着を制御するだけでは，上述

の「受動的な～」というものと大差ない。そこで筆者ら

は，光照射で細胞に接着する位置・範囲を決めておいて

（パターニング），そこに接着させた細胞の周囲の領域を

光照射することで，細胞の接着可能な領域を拡張すると

いう戦略で上皮細胞の集団移動挙動の観察・評価するこ

とにした（図 2b)4)。細胞移動の研究でよく用いられる

創傷治癒試験を光で実施するイメージである。この研究

を通して，最初に細胞を閉じ込める領域のサイズに依存

して，リーダー細胞と呼ばれる活発にラミリポディア

（葉状仮足）を伸ばして，集団を先導していく細胞の出

現頻度が低下していくことを見いだすことができた。そ

れと同時に，この結果が意味するところは，最初の細胞

集団の幾何学形状（初期状態）を規格化して秩序を与え

ることが，奔放に動き回る細胞に内在する性質を再現よ

く
あぶ

炙り出す上で好都合という側面であり，ここにも分析

化学的マインドが見え隠れする。

また，同様の戦略を金基板上に展開し，光分解 PEG

と cRGD ペプチド（フィブロネクチンの接着活性中心

由来のペプチドで，環状にすることでよりインテグリン

との結合能が高められている）を共固定した自己組織化

単分子膜を形成した。この際の cRGD ペプチドの密度

を調節することで，細胞に入る cRGD の刺激量を調節

できるわけである5)。すると，cRGD の刺激量が低下す

るにつれて，細胞間の接着が弱まっていく様子が確認さ

れた（図 2c）。一般に細胞基質間と細胞間の接着は

Tagofwar（綱引き）の関係にあると考えられている

が6)，筆者らの観察結果はこのルールの逆を行ってい

る。したがって，細胞が基質からの刺激の低下に伴っ

て，細胞内シグナルを変調させて，積極的に細胞間の接

着を弱めていることが浮き彫りになった。ここにおける

細胞骨格・細胞接着装置が絡んだメカノバイオロジカル

な応答機構も詳細に調べているが7)，本誌のスコープか
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図 3 上皮成長因子（EGF）固定化金コロイドによる特異な

細胞シグナルの誘導。（a)通常の遊離型 EGF による細胞

応答。（b) EGF 固定化金コロイド添加による細胞応答。
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ら逸脱してしまうので割愛することにする。また，この

光分解性 PEG の反応は界面現象であるため，さまざま

な基質にその基本戦略が適用可能であり，例えば，ハイ

ドロゲルでバルク力学特性を制御すれば，足元からの力

学刺激が細胞移動挙動に与える影響を調べることもで

き，メカノバイオロジー的な考察が可能になってくる

（図 2d)8)。さらにはここに表面の化学的特性の影響も

加味できる材料なども開発しており9)，足元から与えら

れる化学・力学刺激の協調作用などを探究しているとこ

ろである。また現在は，力学特性を途中で変化させる基

板などを開発しており，その方がメカノバイオロジー的

な用途も大きい。このあたりの進捗については，別の機

会に，もう少しメカノバイオロジーの真髄に触れながら

紹介できればと思う。

3 ナノ粒子（空間）を介した刺激

さて，上で述べた光応答基板の応用の一つとして，表

面に，粒径 10 nm 弱の金ナノ粒子がアレイ状に配置さ

れたガラス基板への応用も着手している10)。使用した

ナノ粒子の大きさは，インテグリン分子（正確にはその

ヘテロ二量体）が収容される程度の大きさのため，最初

の基板調整の段階でナノ粒子の間隔を調節しておけば，

それに応じて細胞と基質間に形成される分子複合体の間

隔をナノスコピックに，しかも分子レベルで制御でき，

その結果として引き起こるシグナル伝達と細胞集団移動

挙動との関係を精査できる。この研究のさらなる展開と

して，基板上で示す細胞の移動挙動の変化が塑性的なも

のか調べたく（同時期に Anseth らが発表した Mechan-

ical memory11)と似たような発想で Nano memory がな

いかと思って），トリプシン処理により細胞を剥離回収

しようとしたが，思うように細胞が剥がれてくれなかっ

た。恐らく金ナノ粒子上で何かしら頑強な高次複合体が

できあがっているのだろうと漠然と思い，サンプルが回

収できないのでは仕方ないのでと，当時はそれ以上の深

追いはしなかった。

一方で平行して，金ナノ粒子（こちらは先ほどの基板

と異なり水溶液中に分散した金コロイド）に光分解性の

2NB 基を介して生理活性分子を固定化するという新し

いコンセプトのケージド化合物を開発し，液性因子の刺

激の時空間を光制御する方法の開発も進めていた。最初

の低分子化合物での実証研究から12)，次にケージドタ

ンパク質へと水平展開するために，まずは上皮成長因子

（EGF）をターゲットにした。冒頭で触れた，“見る”

こととの対という意味合いで，粒子から放出される

EGF が誘起する細胞内 Ca2＋ 濃度変化を蛍光イメージ

ングで解析していたのだが，興味深いことに，コント

ロールとして調製した金コロイド上に固定化された状態

の EGF が，Ca2＋ 応答を誘起しないという現象に遭遇

した。コロイドの表面組成などをいろいろと検討したも

のの，一切合切 Ca2＋ は動いてくれない。とすると，こ

れはもしかしたら，金コロイドに固定化すると，遊離型

の EGF とは全く別のシグナル伝達経路が発動してい

る，すなわちシグナル伝達に対する選択性が変化してい

るのではないか？ と思い，またもや分析化学者魂に火

が点いたのである。

そこでターゲットを光放出される EGF 分子から，金

コロイド上に固定化された EGF に切り替え，Ca2＋ シ

グナルと関連する EGF 受容体（EGFR）のリン酸化状

態や，下流のタンパク質のリン酸化やナノ粒子の動態な

どをいろいろ調べていった結果，最終的に以下のような

事実が明らかになった13)：EGFR は静止状態では脂質

ラフトに存在し，通常の遊離型の EGF で刺激されると

ラフトを抜け出し，クラスリンコートピットに移行し，

そこからクラスリン経由でエンドサイトーシスされる

（図 3a）。これに対して金コロイドに固定化された EGF

は，EGFR を脂質ラフト内に拘束し，その後にカベオ

リン経由でエンドサイトーシスされる（図 3b）。しかも

その作用の帰結として，通常の EGF と正反対のアポ

トーシスが誘導されるのである。生きるか死ぬかなどと

いった細胞にとっての大問題が，細胞に与える刺激の仕

方をわずかに変えるだけですり替わってしまう。その

上，金コロイドと細胞の界面に形成される場（ナノ空間）

が重要であり，そこには，先に紹介した金ナノ粒子固定

化基板で何となく察知していた高次複合体の存在を示唆

する結果もつかんでいる。その実体については，今後の

筆者らの研究で明らかにしていきたいところだが，いず

れにせよ，ナ
・

ノ
・

空
・

間
・

に
・

刺
・

激
・

分
・

子
・

を
・

置
・

く
・

感覚が大切なよう

である。このように，刺激をいろいろと工夫すること

が，結果的に生命現象の逆方向からの“見える化”につ

ながっていくものと筆者らは考えている。

4 お わ り に

冒頭でエクスキューズしたように，筆者らは見る技術

そのものを研究していないが，今回，編集委員会の森田
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耕太郎先生に理学的な観点での見る技術を紹介してほし

いと依頼を受けて，ここ数年来の自身の思考過程などを

呼び起こしながら，刺激にこだわった研究遍歴をまとめ

てみた。個人的な思いを述べさせていただくと，オプト

ジェネティクスの飛躍的な進歩などに見られるように，

生命活動を見る方法と細胞・生物に刺激を与える方法，

これらは車の両輪のような関係にあり，どちらも生命現

象の理解に不可欠なツールである。しかも刺激にこだわ

ると，見るだけでは到達しえない，医療行為に直接つな

がるといった副産物もある。それにもかかわらず，分析

化学者は見る方の開発にバイアスしている印象が強い。

「刺激にこだわりながら見
・

る
・

」，いわばアクティブウォッ

チングとも言えそうな研究の可能性を，拙稿が喚起でき

れば何よりである。最後になるが，後半で紹介した

EGF 担持ナノ粒子の研究については，上で述べたよう

なさまざまな
う

紆
よ

余曲折があって，一つの仕事として熟成

されたものだ。その間，根気強く本研究を推し進めた山

本翔太博士（現：学振特別研究員）にこの場を借りて感

謝申し上げる。
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