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第1章 緒言

1.1 本論文の構成
近年、実験技術や解析技術の向上に伴い、液性因子の濃度勾配や流体の流れに

よって構成される微小環境が、細胞の分裂方向や遊走方向の決定に影響を与えて
いることが示唆され始めている。分裂方向や遊走方向といった細胞における異方
性の決定は、組織形成や癌細胞の転移に関わることが知られている。これらの異
方性の決定は、液性因子の濃度勾配によって生じる濃度差や流体の流れによって
発生するせん断応力が影響を及ぼしていると考えられる。しかし、現在までにど
の程度の濃度差やせん断応力が細胞の異方性決定に必要とされるかといった定量
的な知見は乏しい。このような背景から、本論文では細胞の異方性決定機構の解
明を目的として、微小環境の構成要素である濃度勾配によって生じる濃度差と流
体の流れによって生じるせん断応力が、細胞の異方性決定に対して与える影響に
ついて定量的な解析を行なった。
第 1章では緒言として、液性因子の濃度勾配や流体の流れが細胞に対して与え

る影響について紹介する。そして、微小環境を構成するこれらの要素の役割につ
いて理解する上で、明らかとなっていない点について指摘し、次いで本研究の目
的について述べる。
第 2章では細胞外環境におけるWnt3aタンパク質の濃度差が細胞分裂の異方性
に対して与える影響について報告する。
第 3章ではせん断応力による神経芽腫細胞の遊走変化や悪性度指標であるN-Myc

タンパク質の発現量がせん断応力による遊走変化に与える影響について報告する。
第 4章では第 2章及び第 3章で明らかにした結果の生物学的意義について述べ、

実験系の改良及びより詳細なメカニズムの理解に向けての展望について議論する。

1



1 緒言 1.2. 生体内の微小環境

1.2 生体内の微小環境
生体内の微小環境は、分泌タンパク質や低分子化合物によって形成される濃度

勾配、間質流や血液などの流体といったように様々な要素から構成されている。こ
れらの要素が細胞周辺に存在することで形態形成や癌細胞の転移に影響を及ぼし
ている。例として、分泌タンパク質や低分子化合物といった液性因子が拡散や輸
送によって濃度勾配を形成することで細胞運命を制御し、初期発生における前後 ·
背腹軸の決定に関わることが古くから知られている [1]。また、微小環境の構成要
素である間質流の異常によって癌細胞の転移が促進されていることも報告されて
いる [2]。上記のように細胞周辺の微小環境は細胞に対して大きな影響を及ぼすこ
とから、生命現象の理解に向けて微小環境の役割やその影響について明らかにす
ることは有意義である。
本研究では分泌タンパク質や低分子化合物によって形成される濃度勾配と流体

の流れに着目する。なぜなら、液性因子の濃度勾配や流体の流れは空間的な異方
性を有していることから、組織形成や細胞の方向制御に関する重要な役割を担っ
ていると考えられるためである。本節では生体内微小環境として知られている液
性因子の濃度勾配や流体の流れについて取り上げ、これらの要素が細胞に対して
与える影響について述べる。また、濃度勾配や流体の流れが有する役割を理解す
る上で明らかになっていない点や技術的な問題点について触れる。

1.2.1 液性因子の濃度勾配
生体内において、液性因子は拡散 (diffusion)、トランスサイトーシス (transcy-

tosis)、細胞膜ナノチューブ (cytoneme)によって輸送される。このような輸送によ
り、液性因子の濃度勾配が形成されることが知られている (図 1.1, [3])。形成され
た液性因子の濃度勾配は形態形成に影響を及ぼす。生物の形態形成は大きく二段
階に分けられる。最初の段階は、前後 ·背腹軸の決定過程である。そして次の段階
は、各軸に沿って配置された原基が組織として分化していく過程である。液性因
子の濃度勾配がこれらの形態形成過程に深く関わっていることを以下で述べる。
液性因子の濃度勾配による軸決定に関する研究は、ショウジョウバエ初期胚を

用いて古くから行われてきた。ショウジョウバエにおける初期胚の前方側は、転
写因子であるBicoidタンパク質やHunchbackタンパク質の濃度勾配によって決定
される。一方で、後方側は転写因子であるNanosタンパク質とCaudalタンパク質
の濃度勾配によって決定される (図 1.2A, [4])。脊椎動物の初期発生における各軸
の決定は、原腸陥入あたりから開始する。その際も液性因子の濃度勾配は、非常
に重要な役割を担う。例えば、脊椎動物の初期胚では、原腸陥入が生じる時期に
形成体 (オーガナイザー)から拡散した Chd(Chordin)タンパク質が濃度勾配を形
成する。そして、勾配状に分布したChdタンパク質は、腹側化を促す BMPタン
パク質を阻害することで背腹軸の決定が生じる (図 1.2B, [1, 5])。さらに、脊椎動
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1 緒言 1.2. 生体内の微小環境

物の神経板における前後軸の決定には、Wntタンパク質およびWntタンパク質の
アンタゴニストの濃度勾配が関与している (図 1.2C, [6])。
形態形成における二段階目では、決定された各軸に沿って領域特異的に細胞の

分化が開始する。例えば、脳および脊髄の原基である神経管では、前後軸や背腹
軸に沿って異なる分化パターンが生じ、脳や脊髄の各領域が生み出される。この
ような各領域の決定には、液性因子の濃度勾配が関わっている (図 1.2D, [7–10])。
したがって、液性因子の濃度勾配が形成することによって組織レベルの異方性が
決定されていると考えられる。
近年では、実験技術の向上により組織レベルだけでなく数細胞レベルで濃度勾

配が形成されていることが確認されはじめている。このような数細胞レベルの濃度
勾配は形態形成における組織の微細構造を生み出していると考えられている。例
えば、Farinらは 2016年に腸陰窩 (intestinal crypt)内のWnt3タンパク質濃度が
数細胞スケールの短い勾配状に分布していることを明らかにした [11]。数細胞ス
ケールの短い濃度勾配が生じた原因は、細胞分裂やタンパク質分解によるもので
ある (図 1.2 E)。腸陰窩先端に局在している幹細胞は、このような局所的な濃度勾
配によって維持されていると考えられている。
形態形成において、分裂方向の決定は秩序立った組織の微細構造を形成する上で

重要となる。いくつかの先行研究では、液性因子の濃度勾配が細胞分裂の方向制御
を行なっていることを示唆している。まず2006年にSiegristらは、ショウジョウバエ
の中枢神経系形成における神経幹細胞の非対称分裂方向が上皮基底側から分泌され
る何かしらの液性因子によって決定されるというモデルを提唱した (図 1.3A, [12])。
その後、2012 年にはYoshiuraらはショウジョウバエの神経幹細胞の非対称分裂方
向が、細胞外の液性因子によって惹起されるGPCR(G-protein coupled receptor)

シグナルによって決定されていることを明らかにした (図 1.3B, [13])。また、ゼブ
ラフィッシュの原腸陥入時に胚盤葉上層細胞が動物極-植物極 (A-V)軸に沿って分
裂することが知られており、この現象も細胞外に存在する液性因子であるWntタ
ンパク質によって制御されていると考えられている (図 1.3C, [14])。これらの先行
研究では、各液性因子が濃度勾配を形成しているか否かについては言及されてい
ない。しかし、図 1.1や前述した研究例から、これらの液性因子は生体内で濃度勾
配を形成していることが考えられる。
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be seen in the target tissue (Wartlick et al., 2009)]. For a gradient
to form, some drunken sailors need to disappear along the way; a
sailor might die (i.e. the morphogen is degraded) or he may enter
and remain in a building (i.e. the morphogen is permanently
trapped by a cell). Both events remove sailors/molecules from the
mobile pool and are therefore referred to as ‘clearance’ (see
Glossary, Box 1). The combination of drunken sailors constantly
disembarking from the ship (production), moving through the city
(diffusion) and disappearing (clearance) along the way results in
the graded distribution of sailors in the city over time (Fig. 1B)
(Crick, 1970; Lander et al., 2002; Wartlick et al., 2009; Yu et al.,
2009; Zhou et al., 2012). For a detailed mathematical model of free
diffusion, see Fig. 2A.

The free diffusion model makes four major predictions. First,
morphogens move by extracellular diffusion. Second, morphogens
have a high free ‘diffusivity’ (see Glossary, Box 1) that is described
by the Einstein-Stokes relationship (Berg, 1993; Müller and Schier,

2011). The diffusion coefficient should thus be close to theoretical
predictions based on the size of the morphogen and the properties
of its environment. Third, to allow for gradient formation,
morphogen clearance is fast relative to diffusion (Yu et al., 2009;
Zhou et al., 2012). Clearance could be achieved by rapid
degradation, in which case the molecules have a short lifetime, or
by rapid permanent immobilization on or in target cells. In the
latter case, the fraction of freely moving molecules is small because
most morphogen molecules are permanently trapped (Fig. 2A).
Fourth, gradient formation kinetics are rapid; the gradient shape is
established early and does not change (Fig. 2C). By contrast, the
amplitude of the gradient increases if the immobilized molecules
have a long lifetime (Fig. 2A).

Transport model 2: hindered diffusion
In a related model of morphogen transport, ‘hindered diffusion’
(see Glossary, Box 1), the extracellular diffusion of molecules is

HYPOTHESIS Development 140 (8)
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Fig. 1. Morphogen transport and the drunken sailor analogy. (A) The transport of morphogens from a source establishes a gradient in the target
field. (B-H) Five major morphogen transport models are illustrated using the drunken sailor analogy, in which drunken sailors move by random walks
from a ship into a city. In this analogy, morphogen molecules are represented by sailors and cells are represented by buildings. (B) In the case of free
diffusion, sailors (green dots) leave the ship (blue oval) and disperse into the city (white square). Inset: sailors take steps of the indicated fixed size and
the direction of each step is random. This ‘random walk’ describes the diffusive behavior of molecules in solution. (C) In the tortuosity-mediated
hindered diffusion model, buildings (gray) act as obstacles that sailors must move around, thus increasing the tortuosity of the environment. (D) In the
case of diffusion that is hindered by tortuosity and transient binding, the sailors stop in pubs (negative diffusion regulators, yellow) located at the
periphery of buildings. Note that, in contrast to effects from tortuosity alone, sailors congregate at the periphery of buildings, and there are relatively
few freely moving sailors. (E,F) The shuttling model does not require a localized source of sailors. Instead, sailors are initially present mostly in pubs
(negative diffusion regulators, yellow) and uniformly distributed in the city (E). Police officers (positive diffusion regulators, red) disperse from a source
on the right side, pick up sailors from pubs and escort them through the city by preventing further pub visits (F). When police officers disappear (not
shown), sailors can re-enter the pubs. Over time, this results in the concentration of sailors on the left. (G) In the transcytosis model, the sailors travel
through the buildings. (H) During directed transport mediated by cytonemes, the sailors travel through subway tunnels (orange), which deposit the
sailors in buildings.

供給源と 
モルフォゲン

細胞(灰色) negative diffusion 
regulator(黄色、HSPGなど)

positive diffusion 
regulator(赤色、PAR1など) 細胞膜ナノチューブ(オレンジ)

(A) (B) (C) (D)

(E) (F) (G) (H)

図 1.1: 液性因子の濃度勾配形成

(A) 供給源から輸送されて形成される液性因子濃度勾配。 (B-H) 液性因子濃度勾配の形
成に関わる輸送形態。灰色枠内は拡散によって生じる濃度勾配、青色枠内はトランスサイ
トーシスによって細胞間を輸送することで生じる濃度勾配、赤色枠内は細胞膜ナノチュー
ブを介した輸送によって生じる濃度勾配を示している。(B) 自由拡散による濃度勾配形成。
液性因子 (緑丸)が供給源から自由拡散によって空間内に液性因子の濃度勾配が形成され
る。(C)空間内に細胞などの障害物が存在しているため、液性因子は蛇行しながら拡散さ
れる。(D) 障害物表面に液性因子をトラッピングする物質 (negative diffusion regulator,

ヘパラン硫酸プロテオグリカン: HSPGなど)が存在しているため、液性因子は一過的に
障害物にトラッピングされつつ蛇行を繰り返す。(E)液性因子の供給源が均一存在してお
り、障害物表面に negative diffusion regulatorが存在するため、液性因子は空間内にある
程度均一に分布する。(F) (E)の状態に加えて negative diffusion regulatorから液性因子
を解離させる物質 (positive diffusion regulator: PAR1など)が供給源から拡散されること
によって、液性因子は濃度勾配分布を示す。(G) 液性因子が細胞内に取り込まれ (エンド
サイトーシス)、反対側の隣接細胞に向けて放出 (エキソサイトーシス)することによって
濃度勾配が形成される。(H) 細胞膜ナノチューブを介して供給源から液性因子が各細胞に
輸送される際にも液性因子の濃度勾配が生じる。[3]より改変。
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Visualization of a short-range Wnt gradient in the 
intestinal stem-cell niche
Henner F. Farin1,2,3,4, Ingrid Jordens5, Mohammed H. Mosa2,3,4, Onur Basak1, Jeroen Korving1, Daniele V. F. Tauriello5,  
Karin de Punder6, Stephane Angers7, Peter J. Peters6, Madelon M. Maurice5* & Hans Clevers1*

Mammalian Wnt proteins are believed to act as short-range 
signals1–4, yet have not been previously visualized in vivo. Self-
renewal, proliferation and differentiation are coordinated along 
a putative Wnt gradient in the intestinal crypt5. Wnt3 is produced 
specifically by Paneth cells6,7. Here we have generated an epitope-
tagged, functional Wnt3 knock-in allele. Wnt3 covers basolateral 
membranes of neighbouring stem cells. In intestinal organoids, 
Wnt3-transfer involves direct contact between Paneth cells 
and stem cells. Plasma membrane localization requires surface 
expression of Frizzled receptors, which in turn is regulated by 
the transmembrane E3 ligases Rnf43/Znrf3 and their antagonists  
Lgr4-5/R-spondin. By manipulating Wnt3 secretion and by 
arresting stem-cell proliferation, we demonstrate that Wnt3 mainly 
travels away from its source in a cell-bound manner through cell 
division, and not through diffusion. We conclude that stem-cell 
membranes constitute a reservoir for Wnt proteins, while Frizzled 
receptor turnover and ‘plasma membrane dilution’ through cell 
division shape the epithelial Wnt3 gradient.

Distinct mechanisms have been proposed as to how gradients of 
secreted Wnt protein control growth and patterning during animal 
development. Evidence exists for highly localized activity between 
adjacent cells1–3, as well as for long-range activity8,9. Drosophila 
Wingless (Wg) is classically considered a morphogen in the wing 
imaginal disk, secreted from a stripe of cells to form a long-range 
concentration gradient10–12. This concept was recently challenged, 
when it was shown that membrane tethering of Wg to the producer 
cells did not perturb early development4. In vertebrates, limited infor-
mation exists on endogenous Wnt protein distribution13, and on how 
Wnt gradients are built and maintained. Transcriptional Wnt target 
gene activity has been well-characterized in the Wnt-dependent 
stem-cell compartment of intestinal crypts5. Expression of Wnt tar-
get genes occurs in a gradient14, with highest activity at the crypt 
bottom where Lgr5+ stem cells15 are located between post-mitotic 
Paneth cells, that produce high levels of Wnt3 (refs 6, 7). Paneth- 
cell-derived Wnt3 is redundant with mesenchymally produced Wnts 
in vivo16,17. In three-dimensional organoid culture, Lgr5 stem cells 
generate ever-growing, self-organizing ‘mini-guts’ with defined crypt- 
and villus-domains18, a process for which Paneth-cell-derived Wnt3 is 
essential16. In the current study, we exploit the mammalian mini-gut 
system as an experimental equivalent of the fly imaginal disk to dissect 
paracrine Wnt signalling.

We generated a mouse Wnt3 allele, by introducing an haemagglu-
tinin (HA)-tag at position Q41, located in a weakly conserved sur-
face region opposite the Frizzled receptor binding site19 (Fig. 1a and 
Extended Data Fig. 1). This tagging strategy is more generally appli-
cable to different Wnt members and peptide epitopes (Extended Data 
Fig. 2). While homozygous loss of Wnt3 in mice causes gastrulation 

1Hubrecht Institute, Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences (KNAW) and University Medical Center Utrecht, 3584CT Utrecht, the Netherlands. 2German Cancer Consortium (DKTK), 
69120 Heidelberg, Germany. 3Georg-Speyer-Haus, Institute for Tumor Biology and Experimental Therapy, 60596 Frankfurt am Main, Germany. 4German Cancer Research Center (DKFZ),  
69120 Heidelberg, Germany. 5Department of Cell Biology, Center for Molecular Medicine, University Medical Center Utrecht, 3584CX Utrecht, the Netherlands. 6The Maastricht Multimodal 
Molecular Imaging institute, Maastricht University, 6229ER Maastricht, the Netherlands. 7Leslie Dan Faculty of Pharmacy, University of Toronto, Toronto, Ontario M5S 3M2, Canada.
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Figure 1 | Endogenous Wnt3 protein is localized to basolateral plasma 
membranes in the intestinal crypt. a, Generation of a Wnt3-HA knock-in 
allele. b, PCR genotyping; Wnt3HA/HA mice are viable. WT, wild type.  
c, Morphology of organoid cultures. d, HA immunodetection protocol 
using tyramide signal amplification (TSA). e, Confocal imaging in 
intestinal tissues. Co-staining of HA, Epcam (membranes) and WGA 
(secretory granules). f, Whole-mount staining of Wnt3HA/HA organoid. 
g, Wnt3 signal on crypt membranes is independent of permeabilization. 
Three-dimensional projected confocal images (see Supplementary Video 2).  
h, Staining in Wnt3HA/HA;Lgr5EGFP/+ organoids. Enriched signal on 
stem cells (Lgr5–GFP+) compared with TA cells (Ki-67+/Lgr5–GFP−). 
Quantification in n = 8 organoids (mean ± s.d.; P < 10−6; t-test).  
Scale bars, 50 µm (c, e, f) and 10 µm (g, h). Paneth cells were identified on 
the basis of morphology and labelled by asterisks.
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Morphogen gradients provide asymmetry but not precise
positional information
Genetic and molecular studies indicate that Bcd and Shh act as long-
range morphogens within their tissues. In both systems, the absence
of the morphogen prevents the formation of some cell types and
results in dramatic shifts and expansions of the remaining cell
identities into regions normally occupied by the cell types that fail to
form. For example, in embryos from mothers lacking Bcd, head and
thoracic segments are completely missing and there is a duplication
of posterior structures at the anterior end of the embryo (Frohnhöfer
et al., 1986). Similarly, in mutant mouse embryos lacking Shh
signaling, the cell types found in the dorsal neural tube replace those
normally occupying the ventral neural tube (Chiang et al., 1996;
Litingtung and Chiang, 2000; Wijgerde et al., 2002). Thus, at the
functional level, both Bcd and Shh are involved in two types of
activities: the repression of cell fates normally produced at the
opposite pole, and the instructive activation of genes required for
forming structures where there are high levels of the morphogen.
Several lines of evidence suggest that both Bcd and Shh can

function in a concentration-dependent fashion. In the Drosophila
blastoderm, increasing bcd gene copy number shifts the posterior
boundaries of Bcd-dependent target genes toward the posterior of
the embryo (Driever and Nüsslein-Volhard, 1988b; Struhl et al.,
1989). Conversely, changing the number or affinity of Bcd binding
sites alters the anterior-posterior (AP) range of bcd reporter
transgenes: increased binding results in posterior expansion and

vice versa (Driever et al., 1989; Simpson-Brose et al., 1994; Struhl
et al., 1989). For the neural tube, ex vivo experiments using
recombinant Shh protein indicate that two- to threefold changes in
Shh concentration produce switches in neural progenitor identity
(Ericson et al., 1997b; Martí et al., 1995; Roelink et al., 1995).
Hence, there is a correlation between ligand concentration and
differential gene expression. Comparable changes in neural
progenitor identity can also be elicited by modulating the activity
level of intracellular Gli – the transcriptional effector of Shh
signaling (Stamataki et al., 2005). Together, these data appear to
support the conventional view of a morphogen in which boundaries
of gene expression correspond to specific thresholds of morphogen
activity, implying that the concentration of a patterning signal is a
direct measure of positional information.

However, findings from both the blastoderm and neural tube
challenge the strict relationship between signal concentration and
positional identity. In embryos in which the Bcd gradient has been
flattened by genetic manipulation, several target genes continue to
form well-defined boundaries that are shifted in position but
nonetheless correctly ordered along the patterning axis (Fig. 2A,B)
(Chen et al., 2012; Löhr et al., 2009; Ochoa-Espinosa et al., 2009).
Moreover, in these embryos the boundaries of target genes are
associated with lower concentrations of Bcd than in wild-type
embryos, suggesting that Bcd is in excess at every position within
the wild-type gradient (Ochoa-Espinosa et al., 2009). Finally,
during the process of pattern formation, the position of gap gene

Box 2. Dorsal-ventral (DV) patterning of the vertebrate neural tube
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Cell fate specification in the vertebrate neural tube follows a template similar to that in the Drosophila blastoderm. Discrete domains of progenitors (p0-p3,
pMN, pd1-pd6) are arrayed along the DV axis (Alaynick et al., 2011; Dessaud et al., 2008; Jessell, 2000). Progenitor domain identity is based on the
combinatorial expression of a set of TFs and this combinatorial code is necessary and sufficient to specify the neuronal subtypes (V0-V3, MN, dI1-dI6) that
each domain generates. The pattern of gene expression is established in a progressive manner in response to opposing gradients of secreted factors: Shh
emanating from the ventral pole (NC, notochord); Wnt and BMP signaling dorsally.

Shh binds to the transmembrane receptor Ptch, and this relieves repression on a second transmembrane protein, Smo. Smo activation initiates
intracellular signal transduction, culminating in the regulation of Gli family TFs (Briscoe and Thérond, 2013), which are bifunctional transcriptional repressors
and activators. In the absence of signal, Gli proteins are either completely degraded or processed to form transcriptional repressors (GliR), whereas Shh
signaling inhibits GliR formation and instead activating forms of Gli proteins (GliA) are generated.

In response to the dynamic gradient of Gli activity produced by Shh signaling, the expression of ventral TFs (e.g. Nkx6.1, Olig2, Nkx2.2) are activated, and
dorsally expressed TFs (e.g. Pax3, Pax7, Pax6, Msx1, Irx3) are repressed. Binding sites for Gli proteins are associated with genes expressed in the ventral
half of the neural tube (Oosterveen et al., 2012; Peterson et al., 2012; Vokes et al., 2007). Many Shh/Gli-regulated genes encode TFs that act as Groucho/
TLE-dependent repressors (Muhr et al., 2001). Analogous to the gap proteins, pairs of TFs expressed in adjacent domains cross-repress each other’s
expression (Briscoe et al., 2000; Vallstedt et al., 2001).
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MIDBRAIN 
Also called mesencephalon, 
this is a region of the neural 
tube that gives rise to the 
anterior cerebellum, optic 
lobes and tectum.

HINDBRAIN 
Also called the 
rhombencephalon, this is an 
area rostral to the spinal cord 
that gives rise to the posterior 
part of the cerebellum, 
pons and medulla.

MORPHOLINOS
Antisense oligos that block 
gene expression by interfering 
with the translation initiation 
complex or with RNA splicing.

NEURAL PLATE 
Neural epithelial cells that 
form in the early embryo after 
neuronal induction and give 
rise to the nervous system.

downregulation or loss of function does not cause dra-
matic defects in the specification of the anterior neural 
tube56–58, possibly owing to compensation by other 
antagonists.

A–P patterning of the neural tube seems to require 
suppression of the canonical WNT signalling pathway. 
Lithium chloride — an inhibitor of GSK3β and, there-
fore, an activator of the canonical pathway — inhibits 
the formation of anterior structures59. Further evidence 
for this came from studies of the zebrafish mutant 
headless (hdl). Hdl encodes an high mobility group 
(HMG)-box-containing transcription factor that is 
related to TCF3 REF. 60. Two related TCF transcription 
factors, Tcf3 and Tcf3b, have been shown to negatively 
regulate Wnt signalling during neural tube pattern-
ing60,61. hdl mutants have no eyes or forebrain, and 
only part of the MIDBRAIN, with a concomitant rostral 
expansion of midbrain and HINDBRAIN markers60.

In summary, the regulation of WNT signalling is 
accomplished at two levels for correct A–P specification 
of the neural tube: through extracellular antagonists 
that bind to WNTs or to their receptors, and through 
intracellular factors that are expressed or activated in 
anterior regions of the neural tube.

Regionalization of the forebrain. During late gastrula-
tion, the neural tube is divided into specific territories 
that will define the final organization of the mature CNS. 
The forebrain is divided dorsally into the telencephalon 

and eye field, and ventrally into the hypo thalamus, 
whereas the most posterior regions give rise to the dien-
cephalon (for a review, see REF. 62). Evidence that Wnt 
inhibition is required for this regionalization comes 
from studies of the zebrafish mutant masterblind (mbl), 
in which the telencephalon and eye field are reduced or 
absent and the posterior structures are rostrally 
expanded63. The mbl mutant carries a point mutation in 
Axin1 that affects its binding to Gsk3β REF. 63. Axin 
is a negative regulator of the Wnt canonical pathway, 
so this mutation results in a gain of function in Wnt 
signalling, owing to reduced Gsk3β  activity. 
Accordingly, inhibition of Gsk3β by lithium or over-
expression of a dominant negative form of Gsk3β 
produces phenocopies of the mbl mutant63,64.

Tlc, a secreted Wnt antagonist, promotes the form-
ation of the telencephalon (FIG. 2b). Tlc is thought to be 
a homologue of the secreted Frizzled-related protein 
(Sfrp)65 that encodes the extracellular domain of Fz 
receptors. When overexpressed, Tlc induces anterior 
identity in the neural tube at the expense of more 
posterior structures65. Moreover, transplantation of 
Tlc-expressing cells into the prospective forebrain 
of the mbl mutant rescues the telencephalic phenotype. 
Conversely, downregulation of Tlc expression by MOR

PHOLINOS leads to a reduction in anterior markers that 
is proportional to the level of Tlc inhibition65. These 
findings indicate that Tlc antagonizes Wnt signalling 
that emanates from more posterior areas of the NEURAL 

PLATE. This hypothesis is supported by the finding that 
ablation of posterior forebrain precursors in mbl 
mutants results in formation of the telencephalon and 
eyes65. In mbl mutants, Wnt8b expression is anteriorly 
expanded, indicating that Wnt8b could be a target for 
Tlc. However, this possibility remains to be investigated. 
Wnt3 and Wnt3a, which are expressed at the telen-
cephalic–diencephalic boundary, could also function as 
posteriorizing signals66,67.

The expression of WNTs is under complex trans-
criptional regulation. The transcription factor SIX3 is 
expressed in the most anterior part of the neural plate, 
and functions as a repressor of WNT1 in anterior 
regions68. Six3 -null mutant mice show complete loss 
of anterior forebrain structures, whereas posterior 
markers that define the diencephalic–midbrain region 
are expanded rostrally 68. Misexpression of Six3  can 
also induce anterior specification in posterior com-
partments of the neural tube69, as well as enlargement 
of the rostral forebrain70,71. Furthermore, SIX3 rescues 
the defects in the zebrafish headless (tcf3 ) mutant, 
which supports a role for this transcription factor as a 
negative regulator of WNT signalling68. Recent studies 
led to a model in which SIX3 expression and function 
is regulated by a feedback loop. SIX3 could be acti-
vated in anterior regions of the embryo where WNT 
activity is low. Once expressed, SIX3 could inhibit the 
expression of WNTs in the anterior region of the neural 
tube, which would result in the formation of anterior 
structures66. This mechanism would allow the forma-
tion of a sharp gradient of WNT activity in the anterior 
neural tube.

Figure 2 | WNT signalling regulates patterning of the 
vertebrate neural tube. a | A dorsal view of the neural 
tube depicts a posterior (P) to anterior (A) gradient of 
WNT signalling that specifies posterior cell fates in the 
neural tube. Typically, anterior and posterior markers, such 
as orthodenticle homologue 2 (OTX2) and gastrulation 
brain homeobox 2 (GBX2), respectively, are used to 
determine A–P fates. WNT antagonists such as Dickkopf 1 
(DKK1) and Cerberus restrict WNT signalling in the most 
anterior structures. DKK1 comes from the anterior axial 
mesoderm whereas Cerberus is expressed by the anterior 
endomesoderm. b | A local gradient of WNTs creates 
signalling centres, such as the midbrain–hindbrain boundary 
(MHB), to regionalize the neural tube. The WNT antagonist Tlc 
(thought to be a homologue of the secreted Frizzled-related 
protein), which is expressed anteriorly, is required for the 
specification of telencephalic cells. D, diencephalon; 
r, rhombomere; SC, spinal cord; T, telencephalon.
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図 1.2: 液性因子の濃度勾配形成と形態形成

(A)ショウジョウバエ初期胚で観察される前後軸の決定に関与するタンパク質濃度勾配 [4]。
(B) アフリカツメガエルの原腸胚における背腹軸の決定に関与するタンパク質濃度勾配。
最初は BMPが広い領域で一様に分布しているが、形成体から分泌された Chdが濃度勾
配を形成することで、濃度勾配依存的にBMPを抑制する。このような制御関係により背
腹軸の決定が生じる [1, 5]。(C)アフリカツメガエル原腸胚における神経板の前後軸決定
に関与するタンパク質濃度勾配。Wntシグナルを阻害するタンパク質とWntシグナルを
活性化するタンパク質が中胚葉で濃度勾配を形成することで、神経板の前後軸決定が生じ
る [6]。(D)神経管における前後軸、背腹軸の決定に関与するタンパク質濃度勾配。[7,10]

より改変。(E)腸陰窩におけるWnt3タンパク質の濃度勾配。パネート細胞から分泌され
たWnt3が細胞分裂による濃度低下やリソソーム分解によって、次第に濃度が減少し、結
果として短距離で濃度勾配を形成している (右画像)。[11]より改変。
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1 緒言 1.2. 生体内の微小環境

CNS (Januschke and Gonzalez, 2010). In contrast, the orienta-
tion of cortical polarity in the embryonic CNS is not affected by
microtubule disruption, which compromises centrosome posi-
tioning (Siegrist and Doe, 2005; this study). Therefore, a microtu-
bule-independent mechanism determines the orientation of NBs
(Siegrist and Doe, 2005, 2006), making it difficult to understand
the comprehensive mechanism for NB orientation. The Tre1-
dependent extrinsic mechanism that we identified was neces-
sary for the normal orientation of cortical polarity and inde-
pendent of the centrosome/microtubule function. These results
indicate that Tre1-Goa signaling is the dominant mechanism
over the centrosome/microtubule function for the orientation of
cortical polarity in embryonic NBs. Interestingly, the orientation
of cortical polarity (polarity complex) was not completely
randomized in the absence of tre1 function but was restricted
within the range of 90 degrees toward the overlying epithelium.
This restriction was released by disrupting the microtubules.
Thus, a tre1-independent mechanism involves centrosome/
microtubule functions, and restricts the orientation of the polarity
complex to a certain extent in the absence of the tre1-dependent
mechanism. In the tre1 mutant, each NB may divide in variable
orientations at every division, or undergo consecutive mitosis
in an oblique direction within this range of angles after the first
division.

Why does the embryonic CNS require extrinsic signals for
NB orientation? One possible reason is based on the changes
in the shape of the ventral nerve cord during the processes of
the elongation, segmentation and shortening of the germ-
band. Cells in this tissue are dynamically rearranged during
these processes in contrast to the larval NBs, which are wrap-
ped by glial cells and static compared to embryonic NBs.
Embryonic NBs might need to maintain their relative orienta-
tion with regard to the reference tissue (the epithelium), and
signals from or interactions with the epithelium may pro-
vide a spatial cue to NBs during the embryonic CNS
development.

Developmental Change in the Regulation of NB
Orientation
It has been revealed that the regulation of NB orientation
depends on the developmental stages. NBs no longer orient
themselves perpendicular to the epithelium in later stages (partly
seen in stage 14 and evident after stage 15) in the wild-type
embryos (Siegrist and Doe, 2006). Furthermore, there is no
obvious defect in NB orientation in the first cycle of NB division
in tre1 mutants (this study), suggesting that Tre1 signaling is
dispensable during the first NB division. NBs are first specified
within the epithelial layer, and they delaminate basally from the
epithelial layer. During this process, NBs appear to inherit epithe-
lial polarity; the polarity complexes are first enriched in the stalk
region within the epithelial layer. Upon the completion of the
delamination process, the polarity complexes localize to the
apical cortex of NBs to organize cell polarity, which underlies
asymmetric cell division (Knoblich, 2001). In the first cell cycle
of NB divisions, the polarity complexes are already localized
at the apical cortex. Therefore, the extrinsic signal to localize
the polarity complexes does not seem necessary under this
condition.

By contrast, in the later stages of development, NBs (and the
CNS tissue) are separated from the epithelial layer, and the orien-
tation of NB polarity is no longer perpendicular to the epithelial
layer. There seems to be no regulation of NB orientation (Siegrist
and Doe, 2006). At these stages, the dynamic movements of the
CNS tissue have been completed and the CNS tissue has
already established its polarity through the directional divisions
of NBs in the earlier stages, which makes the directional divi-
sions of NBs dispensable to establish and maintain its tissue
polarity.

Neuron-Glia Interactions for Robust CNS Development
Our genetic data suggested that abnormalities in neuronal posi-
tioning in the absence of tre1 function were compensatively cor-
rected by the glial function. In the larval CNS, glial cells encase
a NB and its progeny neurons. These glia support neuronal posi-
tioning by wrapping the cell bodies of progeny neurons together
(Awasaki et al., 2008; Dumstrei et al., 2003; Hoyle, 1986). Defects
in enwrapping glial cells in the larval CNS cause mispositioning
of neurons and, in turn, misrouting of their axons. These defects
are similar to those observed in tre1;repo double mutant embry-
onic CNS. Embryonic neurons are also associated with several
types of glial cells (Ito et al., 1995). However, little is known about
whether some glial cells have an equivalent function to larval en-
wrapping glia during embryonic CNS development. We found
that the modes of the interaction between neuronal clusters
and glia were not homogeneous in embryonic CNS, based
on our observations of Even-skipped+ neuronal clusters. Cell
bodies of some neuronal clusters appeared to associate with
glial cells as in larval CNS, while others associated with glial cells
through their axons rather than their cell bodies. The absence of
functional glial cells does not solely affect neuronal positioning in
the repo mutant embryo, unlike the defects in glial cells in the
larval CNS. We interpret that Tre1-dependent directional divi-
sions of NBs give rise to this robustness to mask defective
neuron-glia interactions. Therefore, the tre1 mutant will provide
a useful paradigm to explore the role of neuron-glia interactions
in regulating the robust development of the neural tissue.

Figure 7. Working Model for NB Orientation
A model for Tre1-dependent orientation of NB polarity relative to the epithe-

lium. See Discussion for details.
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pathway (Rolls et al., 2003; Schober et al., 1999; Wodarz et al.,
1999). In isolated neuroblasts, Par crescents form over one pole of a
randomly oriented mitotic spindle, raising the possibility that astral
microtubules may induce Par crescents, similar to their ability to
trigger Pins/G!i/Dlg crescents (Siegrist and Doe, 2005). Although
Par crescents can still form in the absence of both microtubules and
extrinsic cues (such as in Colcemid-treated isolated neuroblasts; data
not shown), astral microtubules may be necessary to direct the
position of Par crescents in isolated neuroblasts.

In the future, it will be important to determine the relationship
between centrosome position and position of cortical polarized Par
proteins. Both require an extrinsic signal from the overlying
epithelium, but they could be independently regulated by two
different signals, independently regulated by the same signal, or they
could act in a linear pathway. For example, a single extrinsic cue
could anchor the G2 centrosome pair, and then the centrosome pair
could induce apical cortical polarity at the G2/prophase transition,
similar to centrosome-induced cortical polarity in the C. elegans
zygote (Cowan and Hyman, 2004).

What is the nature of the extrinsic cue?
One of the best candidate pathways for regulating orientation of the
neuroblast division axis by extrinsic cues is the non-canonical Wnt
signaling pathway, because it is known to orient cell divisions in
Danio rerio, C. elegans and Drosophila (Bellaiche et al., 2004; Gho
and Schweisguth, 1998; Gong et al., 2004; Schlesinger et al., 1999).
This pathway uses the Frizzled (Fz) receptor and the cytoplasmic
Disheveled (Dsh) and Gsk3 proteins from the Wnt pathway, but does
not use a Wnt ligand (Strutt, 2003). In addition, these three
components are joined by the two transmembrane proteins
Strabismus (Stm) and Flamingo (Fmi) during planar cell polarity
signaling in Drosophila (Fanto and McNeill, 2004). However, we
could find no evidence to support a role for this pathway in orienting
embryonic neuroblast divisions. RNAi of each of the four
Drosophila Fz receptors, individually and in combination, had little
effect on neuroblast spindle orientation or cortical polarity (data not
shown). Nor did we observe spindle orientation defects following
expression of a dominant-negative Fz1 lacking the cytoplasmic
domain, expression of the Wnt pathway antagonist Axin, or in dsh
maternal zygotic mutants, fmi zygotic mutants, stm maternal zygotic
mutants or fz1 fz2 double mutants (data not shown). The non-
canonical Wnt pathway may still be involved in the ectodermal
signal that regulates neuroblast orientation, but its role may be
masked by genetic redundancy.

A second candidate pathway for regulating epithelial-to-
neuroblast signaling is an extracellular matrix (ECM)-integrin
pathway (Martin et al., 2002). ECM is deposited by the basal surface
of epithelia, which is where neuroblasts contact the overlying
embryonic epithelia. However, we do not detect a major integrin
ligand, Laminin, at the basal surface of the embryonic ectoderm
during stages 9-11, nor do we detect the core "-integrin protein in
neuroblasts. In addition, maternal zygotic mys mutants lacking "-
integrin show normal embryonic neuroblast spindle orientation (data
not shown). It is unlikely that the ECM-integrin signaling regulates
embryonic neuroblast spindle orientation.

Interestingly, neuroblasts located in the procephalic neural
ectoderm are reported to undergo asymmetric cell divisions within
the plane of the epithelium and reproducibly orient along the
apicobasal embryonic axis to bud GMCs towards the interior of the
embryo. Similarly, during adult PNS development, the pIIb cell lies
within the imaginal disc epithelium yet divides along the apicobasal
axis. In both cases, the reproducibly apicobasal spatial pattern of cell
divisions occurs independent of an overlaying polarized epithelium.
It remains unknown whether the oriented pattern of these cell
divisions is regulated by intrinsic cues or extrinsic cues (e.g. more
internal cells). Unlike ventral cord embryonic neuroblasts,
neuroblasts in the brain and in the PNS contain several cell-cell
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Fig. 7. In the absence of extrinsic cues, neuroblast cortical
polarity does not form at the same position over multiple cell
cycles. Series of still images from time-lapse confocal movies from a
clustered (A) and an isolated (B) neuroblast dissociated from embryos
ubiquitously expressing Dlg:eGFP. Mitotic stages and cell cycles are
listed above each panel. White arrowheads indicate the center of the
Dlg:eGFP crescent, most prominent at metaphase. White asterisks
indicate the position of the newly born GMCs. Scale bar: 10 #m.

Fig. 8. Model for extrinsic signaling.
During the cell cycle, the neuroblast
receives positional cues from the
epithelium, to polarize along the
apicobasal embryonic axis, and during
mitosis this allows for the basal
placement of all GMC daughters and
their progeny after cytokinesis. At late
G2, extrinsic signaling indicates the
position on the neuroblast cortex to
establish Par apical polarity. During
prophase, apical Par crescents are
forming at this pre-selected position, independently of centrosome behavior. The position of the apical crescents determines spindle orientation at
prometaphase and spindle position is maintained throughout mitosis, ensuring the reproducible basal placement of all GMCs. Extrinsic cues also
maintain centrosome(s) position at the epithelial/neuroblast contact site throughout the cell cycle. See Discussion for further details.
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Figure 8 Phenotypic summary and a model for spindle alignment and
oriented mitosis in dorsal epiblast cells. (a) Diagram representing the
phenotypes for the Antxr2a and F-actin cap positions with respect to the
embryonic A–V axis and the mitotic plane as well as directed spindle rotation
for the specified genetic backgrounds. In wild type, both Antxr2a and F-actin
caps form and are aligned with respect to the embryonic axis and the mitotic
plane. The spindle shows oriented rotation towards the A–V axis. In rhoA
morphants, the F-actin cap is not properly formed, and the remnants are not
aligned to the A–V axis; the spindle fluctuates without oriented rotation and
therefore the positions of the caps do not correlate with the mitotic plane. In
zdia2 morphants, both caps are formed and aligned along the A–V axis. The
spindle fluctuates randomly and therefore the positions of the caps do not
correlate with the mitotic plane. In antxr2a morphants, the Antxr2a cap is
absent, but the F-actin cap forms and it is aligned along the A–V axis. The

spindle fluctuates randomly and therefore the positions of the caps do not
correlate with the mitotic plane. In wnt5a morphants, both caps are formed,
but are not aligned with respect to the A–V axis. Here, the spindle shows
directed rotation and the final position of the spindle aligns with the caps.
(b) Model. (1) The Wnt/PCP pathway acts as an extrinsic cue that polarizes
RhoA activity with respect to the embryonic A–V axis. (2) Local RhoA activity
leads to Rock2 and myosin activation, which is essential for the formation
and A–V alignment of the F-actin cap. (3) Antxr2a interacts with actin and
is therefore recruited to the actin cap. (4) Antxr2a interacts with RhoA and
together they activate zDia2; zDia2 may act by nucleating actin cables or by
interacting with microtubules at the spindle pole, thereby connecting the
poles to the actin cap (see discussion). (5) zDia2 activity exerts torque and
aligns the spindle with respect to the embryonic A–V axis. (6) Spindle is A–V
aligned. (7) As a result, divisions are A–V oriented.
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図 1.3: 液性因子による分裂方向制御

(A)ショウジョウバエの中枢神経系形成における液性因子による分裂制御。黒矢印は上皮
から分泌された液性因子。[12]より改変。(B)ショウジョウバエの神経幹細胞の分裂方向制
御。神経幹細胞は異方性を有している (左図)。細胞内の異方性は、上皮から分泌された液
性因子によって、GPCRであるTre1が活性化されることで制御される (右図)。[13]より改
変。(C)ゼブラフィッシュ胚盤葉上層細胞の液性因子による分裂方向制御。(1)細胞表面の
Fz受容体にWntタンパク質が結合し、局所的に RhoAを活性化。(2)局所的に活性化さ
れたRhoAはRock2とミオシンを活性化することで、F-アクチンキャップを形成し、A-V

軸に配向させる。(3)形成した F-アクチンキャップはAntrax toxin receptor 2a(Antxr2a)

と結合する。(4) Antxr2aは活性型RhoAと結合し、フォルミンファミリータンパク質で
ある zDia2を活性化する。(5)活性化した zDia2によってトルクが生じ、紡錘体の回転を
制御する。(6)紡錘体が A-V軸にアライメントされる。(7)A-V軸に沿って細胞分裂が生
じる。 [14]より改変。
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1 緒言 1.2. 生体内の微小環境

1.2.2 張力による分裂方向制御
近年、生体内における細胞分裂方向を制御する要素は濃度勾配以外にも存在し

ていると考えられている。その一つの要素として細胞表面に生じる張力が注目さ
れている。2007年に、Théryらは、ソフトリソグラフィ技術を利用し細胞の接着
場を制限することで、retraction fiberを介して力学的に分裂方向が制御されてい
ることを明らかにした (図 1.4A, [15])。その後、2011年に Finkらは光ピンセット
を用いることで微小パターン上で培養された分裂中細胞の片側に約 7 nNの力が生
じていることを明らかにし、さらに同等の力を人為的に与えることで分裂方向に
影響を及ぼすことを発見した (図 1.4B, [16])。そして、2016年にBosveldらはショ
ウジョウバエの上皮組織ではトリセルラージャンクションの位置に依存して紡錘
体にかかる力が決定され、分裂方向の制御が行われていることを明らかにした (図
1.4C, [17])。このように、細胞周辺からの機械的刺激によって分裂方向が制御され
ていることが明らかにされつつある。
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LETTERS

Experimental and theoretical study of mitotic spindle
orientation
Manuel Théry1,2*, Andrea Jiménez-Dalmaroni3*, Victor Racine1, Michel Bornens1 & Frank Jülicher3

The architecture and adhesiveness of a cell microenvironment is a
critical factor for the regulation of spindle orientation in vivo1,2.
Using a combination of theory and experiments, we have investi-
gated spindle orientation in HeLa (human) cells. Here we show that
spindle orientation can be understood as the result of the action of
cortical force generators, which interact with spindle microtubules
and are activated by cortical cues. We develop a simple physical
description of this spindle mechanics, which allows us to calculate
angular profiles of the torque acting on the spindle, as well as the
angular distribution of spindle orientations. Our model accounts
for the preferred spindle orientation and the shape of the full angu-
lar distribution of spindle orientations observed in a large variety of
different cellular microenvironment geometries. It also correctly
describes asymmetric spindle orientations, which are observed for
certain distributions of cortical cues. We conclude that, on the basis
of a few simple assumptions, we can provide a quantitative descrip-
tion of the spindle orientation of adherent cells.

The control of mitotic spindle orientation in classical develop-
mental systems is mainly based on the activity of cortical cues2–6.
These cues can either be intrinsic, due to cell polarity, or extrinsic,
such as cues associated with the cell’s contacts to its micro-
environment7–9. Recently, it was shown that HeLa cells that divide
on fibronectin-coated micropatterns orient their spindle relative to
the pattern geometry10. During division, HeLa cells round up but
remain attached to the adhesive pattern by retraction fibres10,11

(Fig. 1). Some actin-associated proteins accumulate in the cell cortex
at the end of these fibres. They constitute cortical cues that are pos-
sibly implicated in spindle orientation6,10. In the present work, we

study both experimentally and theoretically the interplay of these
cortical cues and spindle mechanics that governs spindle orientation.
Cortical force generators pull on astral microtubules radiating from
spindle poles3,4,12,13. This results in a net torque on the spindle that
induces its rotation. We show that a simple physical description of
this spindle mechanics can quantitatively account for the observed
distribution of spindle orientations.

The central idea of our theoretical approach is that cortical force
generators are locally activated by cortical cues that are associated
with the adhesive microenvironment of the cell. In the case of cells
in culture, these cortical cues are correlated with the presence of
retraction fibres6,10. More specifically, we assume that the cortical
force exerted per microtubule acts in a direction tangential to the

*These authors contributed equally to this work.

1Institut Curie, CNRS UMR144, Compartimentation et Dynamique Cellulaire, 26 rue d’Ulm, 75248 Paris, France. 2Commissariat à l’Energie Atomique, DSV, iRTSV, Laboratoire
Biopuces, 17 rue des Martyrs, 38054 Grenoble, France. 3Max Planck Institute for the Physics of Complex Systems, Nöthnitzer Str. 38, 01187 Dresden, Germany.
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Figure 1 | Mitotic spindle orientation and cortical forces. a, Schematic
representation of a spherical cell during mitosis (circle) linked by retraction
fibres (green) to adhesion sites. Our key assumption is that the density of
retraction fibres at the cortex activates cortical force generators (blue), which
exert pulling forces on astral microtubules. As a result, a torque acts on the
mitotic spindle (red), which rotates it as well as the metaphase plate (cyan)
until a stable orientation angle is attained. b, Mitotic cell in metaphase on a
frame-shaped micropattern after fixation with glutaraldehyde. Left: actin
(green), spindle poles (red) and chromosomes (blue). Right: astral
microtubules (red), spindle poles (green) and chromosomes (blue).
c, Schematic representation of spindle geometry and cortical forces. Spindle
poles (red) are separated by a distance 2a in a cell of radius R. Cortical force
generators exert a pulling force f tangential to the orientation of astral
microtubules described by the unit vector m. This force exerts a torque
R 3 f on the spindle. Here, R is the vector pointing to the cortical position at
which the force acts. We used the values R 5 10mm and a 5 6mm, determined
experimentally. d, Geometry of a cell on an arrow-shaped adhesive pattern
(orange) during mitosis. The dark orange outline corresponds to the pattern
edge along which retraction fibres attach. This outline is given by the convex
hull of the pattern. The orientation of the spindle is described by the angle w
between the spindle axis and an horizontal reference line.
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microtubule3,12 and is proportional to the local density of retraction
fibres ending at the cell cortex (Fig. 1a). Using this assumption, we
calculate the torques that govern spindle rotation, provided that the
geometry of the spindle and the spatial distribution of retraction
fibres are known. We use a simplified two-dimensional geometric
representation of the spindle, which neglects microtubule bending
and spindle deformations. Furthermore, we use the following assump-
tions, which are based on our experimental observations: (1) cells
round up during division and attain a spherical shape (Fig. 1b); (2)
retraction fibres emerge radially from the spherical cell body and
extend to the convex hull of the adhesive pattern (Fig. 1b); (3) the
density of retraction fibres along the pattern outline is constant
(Fig. 1b); (4) the cell centre during division is located near the centre
of mass of the pattern (Supplementary Fig. S1); and (5) displacement
of the spindle away from the cell centre can be neglected (Sup-
plementary Fig. S2).

The cortical force exerted per angular element on the spindle in a
direction tangential to the astral microtubules is then given by:

f(y,w)~F(y)rMT(y{w)m(y,w) ð1Þ
Here F(y) denotes the magnitude of the force acting per microtubule
at the cortical angle y. The unit vector that points outwards in the
direction of the astral microtubules at cortical angle y if the spindle
axis is at an angle w relative to a reference axis (Fig. 1c) is denoted
m(y,w). The angular density of microtubules rMT(h) reaching the
cell cortex at angle h 5 y 2 w relative to the spindle axis depends on
the total number NMT of microtubules that emerge from one spindle
pole in the planar projection and on the spindle geometry (see
Supplementary Information).

Our key assumption, that retraction fibres locally activate cortical
force generators, implies that the force F(y) is proportional to rr(y),
where rr(y) denotes the angular density of retraction fibres reaching
the cortex at angle y. The strength of this coupling of retraction fibre

density to motor activation is characterized by the coefficient C,
which has units of force (see Supplementary Information). The den-
sity rr can be estimated using the pattern geometry (see Fig. 1d and
Supplementary Information). The net torque exerted on the spindle
is given by the vector

t(w)~

ðp

{p

dy R|f ð2Þ

where the vector R(y) points from the cell centre to the cortical
position with angle y (Fig. 1c). The torque t depends only on the
spindle orientation w. It is convenient to define the effective energy
landscape

W (w)~{

ðw

{p=2

tz(w0)dw0 ð3Þ

where tz is the component of t normal to the x–y plane. Stable spindle
orientations correspond to minima of the potential W(w). Taking
into account fluctuations as additional random torques with zero
average, the system exhibits a distribution of spindle orientations
that depends on the strength D of fluctuations. In our simple model,
we find that the angular distribution of spindle orientations is of the
form (see Supplementary Information)

P(w)~Nexp {w(w)=dð Þ ð4Þ

where N is a normalization factor, w(w)~ 2p=(CNMTR)½ $W (w)
is a dimensionless energy landscape, R is the cell radius and
d~(2pD)=(CNMTR) is a dimensionless coefficient, which combines
the effects of the noise strength and the strength of the coupling of
retraction fibres to the activity of force generators as well as the
numbers of force generators and microtubules.
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Figure 2 | Spindle orientation on
adhesive micropatterns, showing
theoretical results and
experimental data. a, Mitotic cells
on different fibronectin micro-
patterns (red, first row). Retraction
fibres (green, second row), spindle
poles (red) and the chromosomes
(blue) were labelled. Scale bar,
10mm. b, Top row, schematic
representation of micro-patterns
(orange), the zones of anchorage of
retraction fibres (dark orange
outline), and of the corresponding
distributions of force generators
(blue dots). The theoretical
potential energy landscape w(w)
(blue, middle row) and the angular
probability density of spindle
orientation P(w) (red, bottom row)
were calculated. A single fit
parameter d was used to fit the
experimentally measured
histograms of spindle orientations
(grey, n measures on each pattern;
bottom row).
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Figure 2 Retraction fibres exert strong forces on the mitotic cell body.
(a) Mitotic HeLa cells on bar- and cross-shaped micropatterns (outlined
by orange dashed lines) before and after ablation (white arrows) of
retraction fibres at 0min. Cells expressing MyrPalm–GFP (green) and
histone2B–mCherry (red) to visualize membrane/retraction fibres and
chromosomes. The first images show a superposition of two Z planes in
the green channel. The other images are single confocal slices. The first
row shows the same cell as in Fig. 1. Time is in min (0). (b) Chromosome
plate angle (red) versus cell shape (width/length ratio, green) before and
after retraction fibre ablation. The plots correspond to cells shown in a (bar,
dotted line; cross, solid line). (c) Forces in retraction fibres measured
with optical tweezers. L, retraction fibre length; x , bead displacement;

Fp, pulling force of optical tweezers; Ft, tension of retraction fibre. For
x n L, Ft = Fp⇥L/(4x ). Green, membrane; violet, bead. (d) Phase-contrast
image showing a cell body and retraction fibres with an attached bead.
Optical tweezers pulling direction (arrow). (e) Measured tension in retraction
fibres; n =116 on 20 fibres. (f) Shape factor of drug-treated cells dividing
on bar-shaped micropatterns. n = 30 (control, Ctrl), 54 (cytochalasin D,
CytoD), 55 (blebbistatin, Bleb) and 43 (calyculin A, CalyA). Error bars
represent standard error. ⇤⇤⇤, P value <0.0001 (Student’s t -test). (g) Model
for cell shape changes after laser ablation (black arrows). Intercellular
contractility (blue arrows). Resisting retraction fibres (green arrows).
Membrane/retraction fibres, green; chromosome plate, red; micropattern,
orange. Scale bars, 10 µm.

did not move, leading to a well-defined tilt of the fibres. We assigned
to each fibre a tension equal to the measured average tension and
we calculated the resulting force in each axis, taking into account the
contact angle of the retraction fibres with the cell body: after stretching,
the main force axis was found to be parallel to the stretching direction.
Mitotic spindles turned towards the stretching axis, whereas in cells
dividing on un-stretched oval rings spindles aligned with the long axis
of the pattern and cells plated on un-stretched circular rings exhibited
a random spindle orientation (Fig. 3d–f and Supplementary Fig. S4b,c
and Movie S1). Importantly, when cells were treated with low doses of
the microtubule-depolymerizing drug nocodazole, perturbing astral
microtubules but allowing anaphase to proceed, no rotation of the
spindle was induced by stretching (Fig. 3f and Supplementary Fig. S4d).
These results demonstrate that the mitotic spindle rotates to align with
the forces produced by retraction fibres and that this rotation requires
a normal astral microtubule array.

Mitotic cells exhibit a dynamic subcortical actin network biased
by adhesion geometry
Forces exerted on mitotic Dictyostelium discoideum cells induce
recruitment of myosin ii and of the actin crosslinker cortexillin,
followed by local contraction22. Moreover, in mitotic PtK2 cells myosin
ii and actin accumulate at the base of retraction fibres14. Forces
exerted by retraction fibres may thus induce recruitment of acto-
myosin structures, leading to cell polarization and spindle orientation.
Labelling actin filaments in fixed mitotic cells dividing on bar patterns
(Fig. 4a,b) revealed polarized subcortical actin structures facing
retraction fibres. Surprisingly, these structures were often found only
at one side of the cell (Fig. 4a,b). Expression of Lifeact–mCherry23 or

GFP–Utr-CH (the calponin homology domain of utrophin tagged with
green fluorescent protein24)—both binding to actin filaments without
affecting their dynamics—visualized these subcortical structures and
showed that they were highly dynamic in HeLa and RPE1 cells (Fig. 4c
and Supplementary Figs S5, S6 and Movies S2–S6). Similar dynamic
actin structures have recently been observed in various cell types and
have been shown to specifically appear in mitosis25. Their apparent
movement is the result of fast polymerization/depolymerization
cycles25. We observed that cells dividing on disc patterns, which
exhibit a homogeneous distribution of retraction fibres, showed
circulating actin subcortical structures throughout mitosis, as reported
previously25 (Fig. 4c and Supplementary Movie S2). On patterns
imposing an inhomogeneous distribution of retraction fibres, such as
cross or bar patterns, actin structures were also dynamic, but appeared
more intense when facing retraction fibres (Fig. 4c and Supplementary
Movies S3 and S4). To quantify this polarization process, we analysed
kymographs of time-lapse images of actin structures, taken in the main
axis of the pattern (or in the axis of the mitotic spindle for the disc), and
in the orthogonal axis (Fig. 5a). We measured the time actin structures
spent in each sector of the cell (marked S1–S4 in Fig. 5a, quantified in
Fig. 5b and Supplementary Table S1), their total intensity in each sector
integrated in space and time (Fig. 5c and Supplementary Table S1)
and the depth at which they penetrate into the cytoplasm (Fig. 5d
and Supplementary Table S1). These data showed that subcortical
actin structures rotated below the cell cortex approximately at the
same speed (60�–70� min�1, Supplementary Table S1) for all examined
pattern shapes. For cells dividing on disc patterns, structures were as
strong and went as deep inside the cell at 90� of the spindle axis as
they did in the axis of the spindle, thus showing no bias. However, in
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Figure 3 Stretching retraction fibres induces spindle rotation. (a) Cell
stretching set-up. Membrane, green; micropattern, orange. (b) Mitotic
HeLa cell expressing MyrPalm–GFP to visualize membranes. Maximum
intensity projections of deconvoluted Z stacks. The insets show a
1.5-fold magnification. The dashed lines represent the orientation of
the retraction fibre before stretching. (c) Calculated force field before
and after stretching. Black arrows and numbers represent total forces
(nN) in X and Y axes. (d) RPE1 cells dividing on silicon substrates with
oval ring micropatterns (orange). The pictures are a superposition of
phase-contrast images and the Hoechst 33342 signal (red) to visualize
the DNA/chromosomes. Horizontal stretch (white arrow) just after image

acquisition at 0min. (e) Chromosome plate orientation (red lines) in
controls (upper row) and stretched cells (lower row). The initial orientation
shows the orientation in the first recorded image and the final orientation
shows the orientation at anaphase onset. Membrane, green; pattern,
orange. (f) Scatter plot showing net rotations (↵) of chromosome plates
for controls and stretched cells. Negative values represent rotation
towards 0� (final angle for controls on oval ring patterns); positive values
represent rotation towards 90�. n=12 (circular ring), 13 (oval ring), 12
(oval ring to circular ring), 8 (oval to oval) and 14 (oval ring to circular
ring, nocodazole). ⇤⇤⇤, P value <0.0001 (Student’s t -test). Time is in
min (0). Scale bars, 10 µm (b) and 20 µm (d).

the case of the bar and the asymmetric cross, they were both more
intense and went deeper inside the cell in the main axis of the pattern
than in the orthogonal axis. Results on disc patterns proved that the
spindle alone did not induce the polarization of the subcortical actin
structures. Furthermore, when cells were treated with low doses of
nocodazole leading to loss of spindle alignment with the bar pattern,
actin polarization remained in the axis of the retraction fibres and did
not follow the spindle poles (Fig. 6). Together our results show that the
intensity and penetration depth of subcortical actin structures into the
cytoplasm depend on the distribution of retraction fibres.

Retraction fibres dynamically control subcortical actin
polarization in mitotic cells
The impact of retraction fibres on subcortical actin can be directly
tested by laser ablation on cross shapes, as shown in Fig. 1. Indeed,
after ablation of retraction fibres facing the spindle poles, actin
structures repolarized along the axis of the remaining retraction
fibres in 84% of cells dividing on cross patterns (n = 19, Fig. 7a–c
and Supplementary Movie S7). This was always preceded by a short
period during which actin structures appeared homogeneous along
the cell periphery (⇠11min, Fig. 7d). When all retraction fibres were
ablated (bar pattern), actin structures either lost their polarization
bias towards the long axis of the bar and did not repolarize in the
orthogonal axis (7/16 cells, Fig. 7a,b and Supplementary Movie S8)
or kept a bias in the original axis (7/16 cells). We followed in parallel

the mitotic spindle, labelled by microtubule plus-end binding protein
3 (EB3)–GFP. The spindle rotated by more than 40� in 81% of cells
that showed repolarization after ablation on cross patterns (average
rotation 56� ± 7, Fig. 7e), but only in 6% of cells after ablation
on bar patterns (average rotation 15� ± 3). Importantly, spindle
rotation always followed actin repolarization with an average delay
of ⇠5min (Fig. 7d), indicating that actin structure repolarization may
be responsible for spindle rotation.

Subcortical actin structures exert pulling forces on the
mitotic spindle
In many systems, spindle positioning depends both on actin and
microtubules1. Interestingly, more than 20 years ago it was observed
that centring forces acting on microtubule asters in sand dollar
eggs were generated in the cytoplasm and not at the cell cortex26.
This observation has recently been confirmed in other systems for
mitotic spindle positioning27,28. It is thus tempting to speculate
that motors bound to subcortical or cytoplasmic actin structures
may be responsible for generating these cytoplasmic forces acting
on astral microtubules in mitosis. Dynamic subcortical/cytoplasmic
actin structures have previously been described in mice meiotic
oocytes29,30 and in mitotic cells in Xenopus embryos31 and they have
been proposed to play a role in spindle positioning and elongation,
even if not necessarily acting through astral microtubules. Here we
show that in somatic mammalian cells, such actin structures also
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Figure 3 Stretching retraction fibres induces spindle rotation. (a) Cell
stretching set-up. Membrane, green; micropattern, orange. (b) Mitotic
HeLa cell expressing MyrPalm–GFP to visualize membranes. Maximum
intensity projections of deconvoluted Z stacks. The insets show a
1.5-fold magnification. The dashed lines represent the orientation of
the retraction fibre before stretching. (c) Calculated force field before
and after stretching. Black arrows and numbers represent total forces
(nN) in X and Y axes. (d) RPE1 cells dividing on silicon substrates with
oval ring micropatterns (orange). The pictures are a superposition of
phase-contrast images and the Hoechst 33342 signal (red) to visualize
the DNA/chromosomes. Horizontal stretch (white arrow) just after image

acquisition at 0min. (e) Chromosome plate orientation (red lines) in
controls (upper row) and stretched cells (lower row). The initial orientation
shows the orientation in the first recorded image and the final orientation
shows the orientation at anaphase onset. Membrane, green; pattern,
orange. (f) Scatter plot showing net rotations (↵) of chromosome plates
for controls and stretched cells. Negative values represent rotation
towards 0� (final angle for controls on oval ring patterns); positive values
represent rotation towards 90�. n=12 (circular ring), 13 (oval ring), 12
(oval ring to circular ring), 8 (oval to oval) and 14 (oval ring to circular
ring, nocodazole). ⇤⇤⇤, P value <0.0001 (Student’s t -test). Time is in
min (0). Scale bars, 10 µm (b) and 20 µm (d).

the case of the bar and the asymmetric cross, they were both more
intense and went deeper inside the cell in the main axis of the pattern
than in the orthogonal axis. Results on disc patterns proved that the
spindle alone did not induce the polarization of the subcortical actin
structures. Furthermore, when cells were treated with low doses of
nocodazole leading to loss of spindle alignment with the bar pattern,
actin polarization remained in the axis of the retraction fibres and did
not follow the spindle poles (Fig. 6). Together our results show that the
intensity and penetration depth of subcortical actin structures into the
cytoplasm depend on the distribution of retraction fibres.

Retraction fibres dynamically control subcortical actin
polarization in mitotic cells
The impact of retraction fibres on subcortical actin can be directly
tested by laser ablation on cross shapes, as shown in Fig. 1. Indeed,
after ablation of retraction fibres facing the spindle poles, actin
structures repolarized along the axis of the remaining retraction
fibres in 84% of cells dividing on cross patterns (n = 19, Fig. 7a–c
and Supplementary Movie S7). This was always preceded by a short
period during which actin structures appeared homogeneous along
the cell periphery (⇠11min, Fig. 7d). When all retraction fibres were
ablated (bar pattern), actin structures either lost their polarization
bias towards the long axis of the bar and did not repolarize in the
orthogonal axis (7/16 cells, Fig. 7a,b and Supplementary Movie S8)
or kept a bias in the original axis (7/16 cells). We followed in parallel

the mitotic spindle, labelled by microtubule plus-end binding protein
3 (EB3)–GFP. The spindle rotated by more than 40� in 81% of cells
that showed repolarization after ablation on cross patterns (average
rotation 56� ± 7, Fig. 7e), but only in 6% of cells after ablation
on bar patterns (average rotation 15� ± 3). Importantly, spindle
rotation always followed actin repolarization with an average delay
of ⇠5min (Fig. 7d), indicating that actin structure repolarization may
be responsible for spindle rotation.

Subcortical actin structures exert pulling forces on the
mitotic spindle
In many systems, spindle positioning depends both on actin and
microtubules1. Interestingly, more than 20 years ago it was observed
that centring forces acting on microtubule asters in sand dollar
eggs were generated in the cytoplasm and not at the cell cortex26.
This observation has recently been confirmed in other systems for
mitotic spindle positioning27,28. It is thus tempting to speculate
that motors bound to subcortical or cytoplasmic actin structures
may be responsible for generating these cytoplasmic forces acting
on astral microtubules in mitosis. Dynamic subcortical/cytoplasmic
actin structures have previously been described in mice meiotic
oocytes29,30 and in mitotic cells in Xenopus embryos31 and they have
been proposed to play a role in spindle positioning and elongation,
even if not necessarily acting through astral microtubules. Here we
show that in somatic mammalian cells, such actin structures also
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involving extracellular matrix retraction fibres or signalling17 ,20–23. It 
accounts for the integration of two properties of epithelial division: 
orientation along the interphase cell shape and mitotic rounding 
(Fig. 4e). The packing of tissue promotes contacts between three (or 
more) cells and the formation of TCJs. TCJs are implicated in epi-
thelial barrier function24,25 and are the sites of enrichment of several 
proteins including adhesion molecules, cytoskeleton regulators and 
Hippo pathway components25–29 . The alignment of TCJs with cell 
shape or mechanical strain being a geometrical property of epithelia, 
TCJs might therefore provide epithelial cells with an axial polarity (or 
bipolarity) to couple cell shape and tissue mechanics with adhesion, 
cytoskeleton organization and signalling.
Online Content Methods, along with any additional Extended Data display items and 
Source Data, are available in the online version of the paper; references unique to 
these sections appear only in the online paper.
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tissues, but GFP–Mud∆CC cannot restore astral pulling forces in mud 
tissue (Fig. 2i–k). Whereas the GFP–Mud∆CC cortical localization 
predicted spindle orientation in wild-type tissue (Extended Data  
Fig. 8d), planar mitotic spindles were not oriented according to the 
distribution of GFP–Mud∆CC in mud tissue (Fig. 2l). Collectively, 
these findings indicate that TCJs via Mud define the distribution  

of microtubule pulling forces, specifying the spindle orientation in 
epithelial tissues.

Our finding that in metaphase the Mud distribution at TCJs is a 
better predictor of spindle orientation than is cell shape argues 
against a model where incomplete cell rounding ensures interphase 
cell shape ‘memorization’. We therefore hypothesized that the 

Figure 1 | Mud localizes at TCJs. a, GFP–Mud  
from interphase to telophase (t = 0 min, 
anaphase). GFP–Mud at TCJs (arrows), spindle  
poles (arrowheads). n = 21 cells. b, GFP–Mud 
and Gli co-localization in interphase (top, n = 54 
cells) and metaphase (bottom, n = 8 cells).  
c, GFP–Mud localization in mud (n = 15), pins 
(n = 22), Gαi (n = 5) cells and GFP–Mud∆Pins 
in mud cells (n = 18). d, e, GFP–Mud distribution 
(d, images representative of quantifications 
shown in e) and TCJ intensities (e) in wild-type 
(WT), Gli, dlg and pins cells (mean ± s.e.m.). 
Fas3, cell contours. Student’s t-test; NS, not 
significant; ***P < 0.0005. Scale bars,  
1 µm (a–d).

Figure 2 | TCJs regulate Mud-dependent 
microtubule pulling forces to orient divisions. a, 
Ablation of astral microtubules (red line), n = 21 
cells quantified in b. b, Mean centrosome velocity 
relative to microtubule ablation site (left), mean 
velocity amplitude after ablation (mean ± s.e.m., 
right) in wild-type, mud, dlg and Gli cells at 25 °C 
and in wild-type and glDN cells at 29 °C. Student’s  
t-test; *P < 0.05. Orientations in mud, dlg and glDN 
differ from wild type (Watson’s U2 test; P < 0.01).  
c, d, Cell shape (c) and Mud intensity (d) models: 
pulling forces scale with microtubule length (blue 
arrows) or Mud cortical intensity (red arrows) to 
exert a torque (T, arrows). e–g, Experimental 
spindle orientation (green cross) and predictions 
based on cell shape (blue circles, f) or GFP–Mud 
intensity (red circles, g) potentials at t = −1 min for 
cell in e (n = 121 cells). AU, arbitrary units;  
WT, wild type. h, Difference between theoretically 
predicted (θtheory) (blue, shape; red, GFP–Mud 
intensity) and experimental (θdivision) spindle 
orientation. Data are duplicated in a lighter  
colour relative to 0° line in this and subsequent 
plots. Kolmogorov–Smirnov test (P value).  
i, Localizations of GFP–Mud in wild-type (n = 54) 
and mud (n = 15) cells as well as GFP–Mud∆CC in 
wild-type (n = 18) and mud (n = 67) cells. j, 
Quantifications (mean ± s.e.m.) of GFP–Mud or 
GFP–Mud∆CC co-localization with Gli in  
wild-type and mud cells. Student’s t-test; NS, not 
significant. k, Mean centrosome velocity relative to 
microtubule ablation (left), mean velocity 
amplitude after ablation (mean ± s.e.m., right) in 
wild-type and in mud tissues expressing GFP–Mud 
or GFP–Mud∆CC. Student’s t-test; **P < 0.005. 
Orientation in mud, GFP–Mud∆CC differs from 
wild type (Watson’s U2 test, P < 0.001). l, Difference 
between θtheory (from cortical GFP intensity) and 
θdivision in mud cells expressing GFP–Mud∆CC or 
GFP–Mud. GFP–Mud in mud and wild-type  
(h, red) tissue are similar (P = 0.12). Kolmogorov–
Smirnov test (P values). Scale bars, 1 µm (a, e, i).
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図 1.4: 張力による細胞分裂方向の制御

(A) Retraction fiberによる分裂方向制御 (左図)。足場を人為的に制限することで分裂方向
が制御される (右図)。[15]より改変。 (B) 光ピンセットによる retraction fiberに生じる張
力の測定。L: retraction fiberの長さ、x: ビーズの変位、Fp: 光ピンセットによる牽引力、
Ft: retraction fiberによる張力。x << Lの条件で、Ft = Fp × L/(4x)が成り立つため、
retraction fiberに生じる張力を測定することが可能となる (左図)。シリコーン薄膜上にパ
ターニングした楕円形足場に細胞を培養した際に生じる張力 (黒矢印、単位 nN)。分裂中
の細胞に対して張力を人為的に加えると、細胞分裂方向 (赤線)が等方的に分布する [16]。
(C)ショウジョウバエの上皮組織における細胞分裂方向制御。トリセルラージャンクショ
ン (TCJ)と呼ばれる領域にダイニン結合タンパク質Mudが局在し、Mudタンパク質の局
在した量に依存した張力が星状体微小管に生じ、紡錘体にトルクを発生させる (左図)。ト
リセルラージャンクションの位置によって細胞分裂の方向が決定される (右図) [17]。

8



1 緒言 1.2. 生体内の微小環境

1.2.3 流体流れによって生じるせん断応力
生体内の細胞は、細胞周辺の微小環境から機械的刺激を受けることで遊走、配

向、分化が制御されている。このような機械的刺激の一つとして、流体の流れに
よって生じるせん断応力が挙げられる。せん断応力とは、外力を加えた時に物体
のある面の平行方向に生じる応力である。したがって、物体の表面近傍に流れが
生じている場合にも物体にはせん断応力が生じる。
生体内における流体流れとして、間質流 (interstitial flow)や血流が存在する。間
質流とは、毛細血管の動脈側から静脈側やリンパ管に向かって組織内を流れる流
体であり、栄養の供給や老廃物の除去を行うといった役割を担っている (図 1.5)。
したがって、生体内に流体流れが存在するということは、流れに曝された細胞表
面にはせん断応力が働くことを意味する。流体流れによって生じるせん断応力は、
細胞に対して機械的刺激として働き、細胞の分化、形態、遊走能に影響を及ぼす
ことが知られている。本小節では、せん断応力が細胞に対してどのような影響を
与えるかについて取り上げる。また、流れによって生じるせん断応力の力学的特
徴については第 1.3.2.1小節で述べる。
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1 緒言 1.2. 生体内の微小環境

リンパ管

リンパ節

毛細血管

心臓

動脈静脈

毛細血管(動脈)

毛細血管(静脈)

リンパ管

間質流

図 1.5: 間質流に関する概念図

左図: 生体内における心臓血管系とリンパ系の関係を示した概念図。リンパ管は、毛細血
管付近まで伸びている。右図: 毛細血管付近で生じる間質流。動脈側の毛細血管から漏れ
出た間質液は、静脈側の毛細血管やリンパ管によって回収される。この時、組織内に流れ
(間質流)が生じる。
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1 緒言 1.2. 生体内の微小環境

1.2.3.1 せん断応力による細胞形態変化
血管内皮細胞に対してせん断応力を与えると、細胞骨格がリモデリングされ、細

胞の長軸が流れ方向に配向される [18,19]。このような血管内皮細胞の配向は、血
管形成における冠状動脈のサイズに影響を及ぼすと考えられている [20]。また、栄
養膜細胞 (trophoblastic cell)に対してせん断応力を与えるとEzrinタンパク質が細
胞の頂端面に局在し、微絨毛の形成が促進される [21]。このように、せん断応力
は生体内の細胞形態にも大きな影響を与えることが考えられる。

1.2.3.2 せん断応力と遊走変化の関係
近年では、細胞にせん断応力を与えると細胞は流れの方向に沿って遊走するこ

とが報告されている。たとえば、間葉系幹細胞や血管内皮細胞は流れの下流側に
遊走するのに対し、血管内皮細胞は流れに対して上流に遊走することが報告され
ている [20,22]。せん断応力よって制御される細胞遊走は、正常な組織を形成する
ために重要な役割を担っていると考えられている [20]。また、せん断応力は前立
線癌細胞や乳癌細胞の遊走能を向上することが報告されている [23,24]。上述のよ
うに、せん断応力は生体内における細胞遊走を制御しているといえる。

1.2.3.3 せん断応力と遺伝子発現制御の関係
せん断応力が細胞分化を制御している例として、間葉系幹細胞 (mesenchymal

stem cell)から血管内皮細胞 (endothelial cell)への分化が挙げられる [25]。間葉系
幹細胞にせん断応力を与えると、KLF-2転写因子の発現が促進され、血管内皮細胞
への分化が進行することが知られている [26,27]。せん断応力は、分化制御以外に
も血管内皮細胞における細胞接着因子 (cell adhesion molecule)の遺伝子発現制御
を行なっている [28]。このようなせん断応力による遺伝子発現制御は、発生段階に
おける血管システムの形成や出生後の血管の維持に関わると考えられている [29]。

1.2.3.4 せん断応力を感知するメカノセンサタンパク質
せん断応力を感知するメカノセンサとして、TRPチャネル [30]、Integrin [31]、

Yes-associated protein(YAP) [23]、Caveolin [24]、Heparan sulfate proteoglycans(HSPG)

[32]といった細胞膜に存在するタンパク質が挙げられる。これらのタンパク質を介
することで、せん断応力などの機械的刺激を生化学的シグナルに変換していると
考えられている。
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1 緒言 1.2. 生体内の微小環境

1.2.4 生体内微小環境の役割を明らかにする上での問題点
前述のように生体内で生じている液性因子の濃度勾配や流体によるせん断応力

は、組織や細胞レベルにおける異方性の決定に寄与している。しかし、現在までに
異方性決定に影響を与えるためには、どれほどの濃度勾配やせん断応力が必要か
といった定量的な理解は乏しい。特に、生体内における細胞分裂や細胞遊走といっ
た 1細胞レベルの異方性決定には、どれほどの濃度勾配やせん断応力が必要かと
いったことについては不明な点が多い。この原因として、生体内の微小環境が多
くの要素から構成されている上に、要素同士がお互いに作用しているため、要素
レベルの理解が困難であるという問題が挙げられる。また、生体内における 1細
胞レベルの経時的観測が困難であるといった問題も挙げられる。したがって、微
小環境を生体外で人為的に制御することによって上記の問題を解決することが望
まれる。
しかしながら、従来の生物学的手法を用いて微小環境を制御することは困難で

ある。たとえば液性因子の濃度勾配が細胞に与える影響について調べるためには、
数百µm ∼数mmの精確な濃度勾配の形成が必要となる。しかし、このような濃度
勾配を従来の静置培養系で維持することは非常に困難である。具体的に考えてみる
と、培養液中 (粘度: 0.0007 Pa [33])で自由拡散を行なっている液性因子 (例:DWnt3a

= 6×10−11 m2/s [33])は僅か数秒で数百 µm ∼ 数mmの位置に到達する。このよ
うな条件下では細胞に対して一定の濃度勾配を長時間与え続けることは不可能で
ある。また、せん断応力の影響を明らかにするために精確な流体制御が必要となっ
てくる。したがって、上記の問題を解決するために微小環境の制御を可能とする
実験系が必要となる。
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1 緒言 1.3. 生体内微小環境の理解に向けたマイクロ流体デバイスの応用

1.3 生体内微小環境の理解に向けたマイクロ流体デバイ
スの応用

前小節では生体内の微小環境を理解する上での問題点、および in vitroの系で微
小環境を制御する際の問題点について取り上げた。このような問題を解決するた
めに、生物学分野ではマイクロ流体デバイスの利用が盛んとなっている。マイク
ロ流体デバイスとは、フォトリソグラフィ技術を利用して作製したマイクロメー
トルオーダの流路を有するデバイスである。マイクロメートルオーダの流路では、
レイノルズ数 (Reynolds number)が非常に小さいといった特徴が挙げられる。レ
イノルズ数は、慣性力と粘性力の比から求められる流体の振る舞いを特徴付ける
無次元数である。レイノルズ数が低い場合 (< 1000)、流体は層流と呼ばれる。矩
形流路におけるレイノルズ数は、以下のように定義されている。

Re =
ρvDH

µ
(1.1)

ρは流体の密度 (kg/m3)、vは流体の平均流速 (m/s)、DHは水力直径 (m)、µは粘
度 (Pa·s)である。また、水力直径 (DH)は以下のように定義される。

DH =
4A

P
(1.2)

Aは流路の断面積 (m2)、Pは流路の潤辺 (m)である。層流から乱流への遷移は、
レイノルズ数が 1000程度で生じる。すなわち微小流路内では、非常に大きい流速
に設定しない限り乱流が発生しない (式 1.1参照)。以上のようにマイクロ流体デバ
イスでは層流を容易に発生させることが可能なため、微小環境を精確に制御する
ことが可能となる。
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1.3.1 マイクロ流体デバイスを用いた液性因子濃度勾配の制御
第 1.2.1小節では発生過程における液性因子濃度勾配の重要性について取り上げ
た。このような背景から、マイクロ流体デバイスを用いて液性因子濃度勾配を制
御することで、濃度勾配と細胞分化の関係性を明らかにすることを目的とした研
究が盛んに行われている。2009年には、Parkらは神経管内に分布している Shhと
BMP4の濃度勾配をマイクロ流体デバイス内で再現した。そして濃度勾配下で神
経前駆細胞を培養することによって、濃度勾配に応じた神経細胞への分化制御に
成功した (図 1.6, [34])。さらに、2016年にDemersらは神経管内におけるレチノイ
ン酸、Shh、BMP4の空間分布をマイクロ流体デバイス内で再現することにより、
神経管内に存在する運動ニューロン (MNs)への空間的な分化制御に成功している
(図 1.7, [35])。このようなマイクロ流体デバイスを用いた研究により、生体内にお
ける各液性因子の濃度勾配が持つ役割について明らかにされはじめてきている。
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However, as listed in the following paragraph, current micro-
fluidic systems pose many limits that must be solved before
chip applications to the study of stem cell differentiation for
the successful rganogenesis.

Some requirements of microfluidic systems used for stem
cell differentiation in a concentration gradient of signaling
molecules are discussed below. (a) Isolation: the system
should be isolated. Cells must be maintained under sterile
conditions; hence any peripheral systems such as pumps or
air pressure conduits, which usually connect an incubator with
the nonsterile environment, are unacceptable. (b) Long-term
use: a long-term culture should be possible under a stable
concentration gradient by minimizing the consumption of cul-
ture media or signaling molecules. Particularly in stem cell
research, the required cell culture period often exceeds multi-
ple weeks. Thus, long-term maintenance of a stable growth
factor concentration gradient with minimum consumption of
costly reagents is required. (c) Ease of use: the use and main-
tenance of the system should be simple and straightforward;
delicate components that are vulnerable to temperature, light,
and operator (lack of) skill should be eliminated, and the
operational scheme should be simple. (d) Biological safety:
side effects such as nonphysiologic shear stresses on cells
should be avoided as much as possible during culture because
long-term exposure to such side effects may have undesirable
outcomes. (e) Portability: the entire setup should be small.
Although current microfluidic systems are very simple and
small, peripheral devices are often complex and large. The
experimental setup should be portable so that the microfluidic
system can be a component of other biological experimental
systems. From this point of view, passive device operation
seems highly desirable. (f) Accessibility: cell observation and
functional assays should be convenient. Real-time observation
should be possible, and the cellular assays in the microfluidic
network should be operated easily and efficiently.

Among the various specialized cells differentiating from
ESCs, neural stem cells (NSCs) have attracted much attention
[10, 11]. During development of the vertebrate nervous sys-
tem, distinct classes of neurons appear in precise locations
along the dorso-ventral (D-V) and anterior-posterior (A-P)
axes of the neural tube. Sonic hedgehog (Shh) and bone mor-
phogenetic protein (BMP) were shown to influence cell fate
along the D-V axis, [12] whereas fibroblast growth factor
(FGF)-2, FGF8, retinoic acid, and Wnt1 can change cell fate
along the A-P axis (Fig. 1) [13]. Despite strong evidence for
existence of these positional cues, little is known about how
the various factors influence proliferation and differentiation
of neural progenitor cells. Earlier, human NSCs were cultured
in a microfluidic device with a growth factor gradient [14]. A
microfluidic device in which postnatal primary hippocampal
neurons were cultured at low densities to analyze local cell-
to-cell neuronal signals and to investigate substrate biocom-
patibility has been described [15]. However, although these
systems fulfilled research purposes, they lacked one or more
of the desirable features outlined above. For example, high
shear stress was applied on cells, and this may have biased
the results; bulky peripheral devices prevented isolation of the
system; or neuronal growth was tested in the absence of bio-
molecular gradients. Thus, more versatile microfluidic devices
are required to provide more in vivo-like realistic environ-
ments, including maintenance of concentration gradients of
signaling molecules.

In this study, we examine the effect of a concentration
gradient of extracellular signaling molecules on survival, pro-
liferation, and differentiation of human ESC-derived neural
progenitor cells using a microfluidic gradient chip satisfying
most of requirements described above. To this end, we devel-

oped an improved microfluidic system enabling long-term
(more than 1 week) culture of stem cells in a stable concen-
tration gradient with a very slow and controlled liquid flow
generated by an osmotic pump [16]. No peripheral devices
were required. An interstitial flow speed of only a few micro-
meters per second was achieved, giving a Péclet number (Pe)
close to unity, so that unwanted effect of shear stress was
avoided. Other innovations will be described below.

MATERIALS AND METHODS

Microfluidic System Design
The improved platform and operational scheme are shown in Fig-
ure 2. As summarized in our previous work [16], the system is
based on an osmotic pump and a gradient generated by two lami-
nar flows (Fig. 2A); solution A and solution B of different con-
centrations are introduced into the main channel by an osmotic
pump (the osmosis occurs between water and 0.082 M polyethyl-
ene glycol [PEG] solution that drives very steady and slow flow).
At the interface of the two solutions, diffusion generates a con-
centration gradient due to such slow speed. The main microchip
channel was 4 mm in width, 10 mm in length, and 250 lm in
height (supporting information Fig. 1).

We used 1,000-lL micropipette tips (T-1000; AxyGen Inc.,
Union City, CA, http://www.axygen.com) as inlet reservoirs (sup-
porting information Fig. 2). Inlet reservoirs need to be carefully
chosen because even slight flow instability between two inlets
may cause a large gradient distortion profile in the main channel.
We therefore analyzed the hydrodynamic pressure balance and
the capillary force of the liquid surface of the inlet reservoir (Fig.
2B). The main driving force for fluid flow was generated by the
osmotic pump (Fig. 2C); note that flow is not caused by the hy-
draulic pressure of the inlet reservoir because this pressure is neg-
ligible compared with osmotic pressure applied at the membrane
of the osmotic pump. Osmosis was achieved by concentration dif-
ference between pure water and a high level of PEG (0.082 M)
in the PEG reservoir, separated from water by a cellulose mem-
brane. In addition, we increased the capacity of the outlet

Figure 1. The interplay between Shh, FGF8, and BMP4 that speci-
fies neuronal identities along the dorso-ventral and anterior-posterior
axes during the early development of the vertebrate nervous system.
On the left is a ventral view of the neural tube. Inductive signaling
molecules known to control neuronal identities originate from the
neural plate at the mid-hindbrain junction (FGF8, red) and floor plate
(Shh, green). A transverse section of the neural tube is shown on the
right. A gradient of Shh (green) specifies ventral neurons, whereas a
BMP gradient (orange) specifies dorsal neurons. Abbreviations:
BMP4, bone morphogenetic protein 4; FGF8, fibroblast growth factor
8; Shh, sonic hedgehog.
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F ¼ 0:0008071þ 0:009963x and

W ¼ #0:004887þ 0:4596x at L3
(8)

Plots of Eqs 6–8 clearly show the interaction of hydraulic
pressure (derived from the weight of the liquid column) and
capillary force (Fig. 3B). As x approaches 0, surface tension
is dominant. Our experience suggested that the liquid column
(x) should be kept higher than 40 mm for prevention of flow
fluctuation caused by capillary action, which means that the
magnitude of F in Eq 2 is recommended to be 10% of hy-
draulic pressure force during the entire period of cell culture.
A margin of 5% prevents even minor fluctuations in gradient
profile. A margin of 17% may cause spontaneous fluctuation.
Thus, the liquid height should be no less than 30 mm and the
reservoirs should be refilled during culture.

Although it is easy in practice to replace the osmotic
pump at any time, a few simple precautions eliminate the
need for this extra handling. The reservoir for spent reagents
should be of adequate volume. To retain a compact size while
enlarging volume capacity, we wound the flexible tube 16
times around a cylinder of diameter 3 cm (Fig. 2D). We thus
achieved approximately 1,200 lL of reservoir capacity. When
it is considered that the typical osmotic pumping flow rate is

15 lL/hour, we could maintain pumping for 80 hours
($3 days) with 1,200 lL of outflow capacity. With flexible
tubing of diameter 2 mm (capacity $4,700 lL when wound
16 times around a 3-cm diameter cylinder), we could maintain
operation over 10 days (240 hours) without any extra han-
dling or use of peripheral devices. However, as we used an
osmotic pump, the flexible tube was filled with distilled water
prior to operation, and spent reagents must not directly con-
tact the water in the tube over the experimental period. We
used a small air bubble (Fig. 2E) to successfully prevent mix-
ing; the bubble was stable throughout the experiment.

On-Chip Differentiation of Human ESC-Derived
Neural Progenitor Cells
We tested whether human ESC-derived neural progenitor cells
could be successfully cultured in the microfluidic device
under continuous fluid flow, and whether their survival, prolif-
eration, and/or differentiation reflected gradient concentrations
of added extracellular signaling molecules. The human ESCs
were differentiated into neural progenitors as described in
Materials and Methods. Almost all cells derived from human
ESCs expressed Nestin, a marker of primitive neural progeni-
tors, and the purity of input population was quantitatively

Figure 4. Differentiation of human ESC-derived neural progenitor cells in the microfluidic gradient chip. The purity of the input cell population
was confirmed by immunostaining (A) and flow cytometry (B) using antibody against Nestin. Scale bars ¼ 100 lm (A, left) and 50 lm (A,
right). A flow cytometric plot (B) shows the no-stain control profile (black solid line), the isotype control IgG-staining profile (black dotted line),
and the Nestin staining profile (green solid line). After seeding Nestin-positive neural progenitor cells into the gradient chip, two pairs of cyto-
kines were added to the culture medium: Shh and FGF8; Shh and BMP4. (C): Two different cytokine flows (Shh vs. FGF8 or BMP4) in the
main channel in which three observation window columns (I, II, III) were located. (D–E): Gradient profile estimated by the computational simu-
lation. Almost linear profiles were developed in the three columns, and the error ranges were below 5%. (F): Visualization of the concentration
gradient of fluorescent-labeled proteins (cholera toxin subunit B conjugated with Alexa Fluor 488 and 594). (G): Normalized color intensity
(green fluorescence) shows that the gradient profile covers about one third of the main channel, implying the cytokine gradient profiles (e.g.,
Shh) will follow the green dotted line. Abbreviation: BMP4, bone morphogenetic protein 4; DAPI, 4,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride;
FGF8, fibroblast growth factor 8; max., maximum; Shh, sonic hedgehog.
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ESCs expressed Nestin, a marker of primitive neural progeni-
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was confirmed by immunostaining (A) and flow cytometry (B) using antibody against Nestin. Scale bars ¼ 100 lm (A, left) and 50 lm (A,
right). A flow cytometric plot (B) shows the no-stain control profile (black solid line), the isotype control IgG-staining profile (black dotted line),
and the Nestin staining profile (green solid line). After seeding Nestin-positive neural progenitor cells into the gradient chip, two pairs of cyto-
kines were added to the culture medium: Shh and FGF8; Shh and BMP4. (C): Two different cytokine flows (Shh vs. FGF8 or BMP4) in the
main channel in which three observation window columns (I, II, III) were located. (D–E): Gradient profile estimated by the computational simu-
lation. Almost linear profiles were developed in the three columns, and the error ranges were below 5%. (F): Visualization of the concentration
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concentration in chambers with gradients of either Shh and
FGF8 or Shh and BMP4 (Fig. 6D, 6E). The cytokine effects
on neural progenitor cells were also tested using a traditional
culture system. Significant increases in TuJ1-positive cells
were observed only in the group treated with both Shh and
FGF8, but not in the group treated with either Shh or FGF8
alone (supporting information Fig. 5). Importantly, the signifi-
cantly different level of neurogenic effect between Shh and
FGF8 observed in the microfluidic system was not found in
the traditional culture system, although Shh seemed to
increase TuJ1-positive cells slightly more than FGF8. It is
likely that paracrine molecules released by cells were accu-
mulated during the culture period and possibly masked the
effect of exogenous cytokines. Thus we speculate that contin-
uous flow of the cytokine gradient in our system washed out
the soluble factors and might allow for cells to respond solely
to Shh and/or FGF8, producing the more clear difference in
the cytokine effects.

DISCUSSION

In the past few years, on-chip-based microfluidic systems
have been under the spotlight and increasingly widespread for

many biomedical applications. High-throughput bioassay
microscale systems offer many advantages over conventional
cellular analysis methods. One great advantage is the ability
to generate gradients of biomolecules. We have previously
shown that the osmosis-driven system was useful for cell cul-
ture in a biomolecular concentration gradient over several
hours, with no requirement for extra handling [16]. However,
the use of a capillary glass tube (diameter: 1 mm, height: 75
mm) and flexible tubing (inner diameter: 1 mm, typical length
in use: 20 cm) prevented long-term (days to weeks) system
operation. We modified these two components to allow the
system to be used for stem cell differentiation, which requires
a much longer cell culture time. We used 1000 lL pipette
tips as inlet reservoirs, and showed that the tips substituted
effectively for capillary glass tubes as inlet reservoirs. The
glass tube held 58 lL; the tip normally holds a 17-fold
greater volume, rising to a maximum 34-fold larger capacity
when filled to the brim (2000 lL).

In microfluidic systems, convective (or convection-domi-
nant) flow provides a continuous fresh nutrient supply but of-
ten imposes non-physiologic shear stress on cells [20]. On the
other hand, diffusive flow is free of such unwanted effects,
but cannot guarantee long-term stability (even over several
hours) [21, 22]. These limitations were overcome in our sys-
tem, by achieving a flow of Pe ! 1; this served to eliminate

Figure 6. Quantification of neuronal cell body clusters and neurite bundles in the neuronal network generated with Shh-FGF8 and Shh-BMP4
gradients. (A): Cells were immunostained using antibody against TuJ1, a neuronal marker. Three columns (I, II, and III) of a rectangular mesh
(1300 " 670 lm; with rows numbered 1–6) were used for quantitative analysis of neurite bundles and clusters of neuronal cell bodies in the neu-
ronal network generated by Shh-FGF8 gradients. (B): Clusters of neuronal cell bodies and neurite bundles were marked by circles and lines,
respectively, and manually counted. (C): An analysis as in (A) of cells cultured in the Shh-BMP4 gradient. (D–E): The average counted numbers
of neuronal cell body clusters and neurite bundles in each row. Values are expressed as mean # SD. *p < .05 versus row 1. Abbreviations:
BMP4, bone morphogenetic protein 4; FGF8, fibroblast growth factor 8; Shh, sonic hedgehog.
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(C)

図 1.6: マイクロ流体デバイスによる液性因子濃度勾配の制御および分化制御

(A) 神経管内で生じている液性因子濃度勾配の概略図。左図は神経管前後軸 (Anterior-

Posterior)で観測される各液性因子の分布。右図は、神経管の背腹軸 (Dorsal-Ventral)で
観測される各液性因子の濃度勾配。Shhは脊索 (nc)から分泌されることによって、神経
管内で濃度勾配を形成している。一方、BMP4は背側 (Dorsal)より分泌され、Shhとは
相反する濃度勾配を形成する。(B)神経管内で観測される液性因子濃度勾配を再現するた
めのマイクロ流体デバイス。Shhと BMP4を、それぞれ反対側の流入口から加え、液性
因子の濃度勾配を形成させている。左図は実際のマイクロ流体デバイス。中央図はシミュ
レーションによって確認した濃度勾配。右図は、左図における領域 I, II, III内のシミュ
レーション結果から得られた濃度勾配。(C)流路内の神経前駆細胞に対して、濃度勾配刺
激 (Shh+BMP4)を与えた後の細胞体と神経突起の空間的分布。Shh高濃度側では分化し
た神経細胞の細胞体 (概略図;青丸)や突起 (概略図;赤線)が多く存在し、BMP4高濃度側
では細胞体や突起が減少した。[34]より改変。
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The overall geometry of the microdevice is designed to mimic the
primary aspects of the diffusion-based patterning of the neural tube.
The cell culture chamber (Fig. 1B) is 1 mm×1 mm×100 µm, which
is similar in size to a thin (100 µm) slice of the developing chick or
mouse neural tube (Smith and Schoenwolf, 1997). Microfluidic
channels running beneath the cell chamber supply cells with
nutrients and simultaneously remove waste products through small
openings (vias) that connect the supply channels to the cell
chamber. The chamber and vias are filled with Matrigel or Geltrex
to provide a 3D culturing matrix for the cells. The matrix has the
additional benefit that it also provides a viscous hydrodynamic
barrier to fluid flow across the chamber, ensuring that the chamber
chemical composition is defined entirely by diffusion. The presence
of the matrix does not inhibit the diffusion of small molecules (i.e.
glucose, differentiation factors, etc.), and even for large proteins,
such as serum albumin, the diffusion coefficient has been shown to
be identical for water andMatrigel (Shin et al., 2013). Moreover, the
matrix can be remodeled by the cells and has been stripped of
endogenous growth factors, thus providing a physiologically
relevant substrate for growth and differentiation. A photograph of
a fractured microdevice sitting on a dime is shown in Fig. 1D,
revealing the microfluidic channels along the edge of the device.
The cell culture chamber is covered with a thin glass cover slip
(≈3 mm×3 mm×0.17 mm).
To optimize the design and operation of the microdevice, we

employed modeling software (COMSOL) to elucidate diffusion
profiles within the cell chamber (Fig. 2). The physical laws
governing the operation of the microdevice are Fick’s laws of
diffusion and the Navier–Stokes equations (Smith et al., 2010). The
judicious placement of sources and sinks allows a wide variety of
diffusion profiles to be engineered in the microdevice. Initially, a
simple two-port system was used that is suitable for generating a
linear concentration gradient. This gradient within the chamber
corresponds with SHH diffusion profiles found in the dorsoventral
axis of the neural tube (Fig. 2A, inset) (Chamberlain et al., 2008).

For the factors employed in this study, linear concentration gradients
can be established in <30 min and are maintained indefinitely,
provided flow in the microchannels maintains boundary
concentrations at the vias. The time to reach steady state is a
function of both the diffusion coefficient of the diffusing molecule
and the distance between source and sink as dictated by Fick’s laws
of diffusion (Smith et al., 2010). COMSOL calculations indicate
that microchannel flows >1 µl/h are sufficient to maintain stable
gradients across the microchamber. For all experiments reported
here, we used 100 µl/h flow rates to guarantee fixed boundary
conditions. In order to experimentally verify that a linear gradient is
established and maintained, one channel of the device was supplied
with fluorescein (source) whereas the other channel contained no
fluorescein (sink). Fig. 2B shows images for the experimental
development of the fluorescein gradient with time. Fluorescein
provides a useful approximation for the diffusion dynamics of the
small molecules used for motor neuron (MN) differentiation
because of the similar size (520 Da and 332 Da for
purmorphamine and fluorescein, respectively) and diffusion
coefficients, which are 5.4×10−6 cm2/s for fluorescein and
2.4×10−6 cm2/s for RA (Dodson et al., 2002). The two graphs
(Fig. 2C) plot the computer simulated (left) and experimental (right)
fluorescein spatial concentration profiles across the device for a
series of arbitrary times. The image and plots show that a linear
gradient is maintained for the full 7 days of testing. At the
completion of each experiment, device functionality was verified by
introducing a dye, typically rhodamine or fluorescein, into one
channel and verifying a gradient across the cell culture chamber.

Directed spatial MN differentiation in themicrofluidic device
Exerting spatial control over the differentiation of embryonic stem
cells (ESCs) represents a significant step towards validating the
microdevice as a viable platform. Therefore, we first used a
modification of an established protocol known to induce motor
neuron differentiation in vitro (Wichterle et al., 2002) to

Fig. 1. Graphical overview of themicrofluidic reconstruction of the neural tube. (A,B) Schematic of a neural tube highlighting the 100 µm ‘slice’ recreated by
the microfluidic device. Four primary signals (RA, SHH, BMP and FGF) are responsible for patterning the bulk of the neural tube (NC, notochord) (A). The SHH
gradient, which is responsible for directing the differentiation of ventral neural progenitors into discrete domains of neurons, is recreated inside the cell culture
chamber of the microdevice (B). Flow channels running under the cell chamber supply nutrients as well as desired guidance molecules to the cells in the
culture chamber. Morphogen concentration gradients are established across the chamber using the vias in a standard source/sink configuration with the walls of
the chamber acting as reflective boundaries. (C) A top (rotated) view of B, as seen through the cover glass. (D) A photograph of the microdevice sitting on top of a
dime indicates the scale of the device. FP, floor plate; RP, roof plate.
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protocol and timeline (i.e. differentiation factors applied from days 0
to 7), we hypothesized that introducing an opposing gradient of
BMP4 at a very early time point would serve to inhibit neural
differentiation and thus restrict MN formation.
We investigated several combinations of opposing PM and

BMP4 gradients and found a universal response whereby BMP4
induced a significant spatial narrowing of the MN region (Fig. 3E),
indicating that the differentiating cells were able to sense and
correctly respond to the combined effects of the two signaling
factors imposed within the microdevice. Furthermore, consistent
with the known role of BMP4 and its maintenance of pluripotency
(Zhang et al., 2010), we noted expression of the pluripotent ESC
marker OCT4 (POU5F1 – Mouse Genome Informatics) (Fig. 3F),
particularly in regions of high BMP4 concentrations and generally
outside of the HB9+ permissive region. Combined, these results
indicate that we are able to achieve a significant amount of control
over the directed spatial differentiation of the ESCs with just two
neural tube mediators.

Transcription factor dynamics in controlled
microenvironments
Morphogens such as SHH are generally thought to provide crude
patterning cues that are later refined into sharp boundaries by
transcription factor interactions present in the underlying gene

regulatory network (GRN). Elucidating these transcription factor
interactions is crucial for understanding the spatial and temporal
development of the spinal cord. Currently, the dynamics of the
neural tube GRN are poorly understood. In vitro experiments using
bath applications of morphogens invariably elicits heterogeneous
cellular responses making it difficult to parse out the underlying
GRN. Exposing cells to physiological morphogen gradients allows
users to tweak developmental parameters, such as morphogen
concentration, gradient slope, temporal gradient changes etc., and
monitor the downstream responses in a controlled and reproducible
microenvironment.

Indeed, each gradient experiment contains a wealth of
biological data that can potentially be assessed using in situ
immunostaining. We stained for several markers of the neural
tube, including NKX2-2 and PAX6, to see if similar spatial
patterning was occurring in the other DV domains. Despite
repeated attempts to recapitulate the NKX2-2-positive V3
interneuron domain, no definitive patterning was evident even at
day 6 when HB9+ MNs are present in the device. By contrast, at
later time points (day 6) PAX6-positive cells began to display
a subtle dorsal to ventral regression (Fig. 4B). This regression
might be masked by the high concentration of RA used for the
differentiation protocol, which is known to induce PAX6
expression (Novitch et al., 2003).

Fig. 3. Directed spatial patterning in themicrofluidic device reveals a region of permissive differentiation.Representative images and average plots of spatial
differentiation of HB9+ cells (GFP labeled) along SHH gradient (n=4). Vertical bars on the left diagrammatically indicate the concentration and spatial gradient of RA
and/or SHH. Plots to the right indicate the average intensity distribution from at least four experiments as well as actual PM concentrations based on computer
simulations (quantified as mean percent cells/bin ±s.d., n=3). (A) Control HB9+ MNs subjected to a uniform concentration of PM and RA. Red dashed lines indicate
example bin width. (B-D) HB9+ MNs subjected to varying PM gradients. Inset in C illustrates higher magnification detail of the MN cluster (200× confocal image).
(E) The addition of an opposing gradient of BMP4 (20 ng/ml) further narrows theMNdomain. (F) High expression of the pluripotencymarkerOCT4 towards the dorsal
end of the microdevice (outside of the permissive MN region) indicates the effect of early exposure to a cross-gradient of BMP4. (G) Live/dead staining with Hoechst
33342 and propidium iodide (PI) reveal that we have not simply created a zone of permissive cell growth. *P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤0.001.
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protocol and timeline (i.e. differentiation factors applied from days 0
to 7), we hypothesized that introducing an opposing gradient of
BMP4 at a very early time point would serve to inhibit neural
differentiation and thus restrict MN formation.
We investigated several combinations of opposing PM and

BMP4 gradients and found a universal response whereby BMP4
induced a significant spatial narrowing of the MN region (Fig. 3E),
indicating that the differentiating cells were able to sense and
correctly respond to the combined effects of the two signaling
factors imposed within the microdevice. Furthermore, consistent
with the known role of BMP4 and its maintenance of pluripotency
(Zhang et al., 2010), we noted expression of the pluripotent ESC
marker OCT4 (POU5F1 – Mouse Genome Informatics) (Fig. 3F),
particularly in regions of high BMP4 concentrations and generally
outside of the HB9+ permissive region. Combined, these results
indicate that we are able to achieve a significant amount of control
over the directed spatial differentiation of the ESCs with just two
neural tube mediators.

Transcription factor dynamics in controlled
microenvironments
Morphogens such as SHH are generally thought to provide crude
patterning cues that are later refined into sharp boundaries by
transcription factor interactions present in the underlying gene

regulatory network (GRN). Elucidating these transcription factor
interactions is crucial for understanding the spatial and temporal
development of the spinal cord. Currently, the dynamics of the
neural tube GRN are poorly understood. In vitro experiments using
bath applications of morphogens invariably elicits heterogeneous
cellular responses making it difficult to parse out the underlying
GRN. Exposing cells to physiological morphogen gradients allows
users to tweak developmental parameters, such as morphogen
concentration, gradient slope, temporal gradient changes etc., and
monitor the downstream responses in a controlled and reproducible
microenvironment.

Indeed, each gradient experiment contains a wealth of
biological data that can potentially be assessed using in situ
immunostaining. We stained for several markers of the neural
tube, including NKX2-2 and PAX6, to see if similar spatial
patterning was occurring in the other DV domains. Despite
repeated attempts to recapitulate the NKX2-2-positive V3
interneuron domain, no definitive patterning was evident even at
day 6 when HB9+ MNs are present in the device. By contrast, at
later time points (day 6) PAX6-positive cells began to display
a subtle dorsal to ventral regression (Fig. 4B). This regression
might be masked by the high concentration of RA used for the
differentiation protocol, which is known to induce PAX6
expression (Novitch et al., 2003).

Fig. 3. Directed spatial patterning in themicrofluidic device reveals a region of permissive differentiation.Representative images and average plots of spatial
differentiation of HB9+ cells (GFP labeled) along SHH gradient (n=4). Vertical bars on the left diagrammatically indicate the concentration and spatial gradient of RA
and/or SHH. Plots to the right indicate the average intensity distribution from at least four experiments as well as actual PM concentrations based on computer
simulations (quantified as mean percent cells/bin ±s.d., n=3). (A) Control HB9+ MNs subjected to a uniform concentration of PM and RA. Red dashed lines indicate
example bin width. (B-D) HB9+ MNs subjected to varying PM gradients. Inset in C illustrates higher magnification detail of the MN cluster (200× confocal image).
(E) The addition of an opposing gradient of BMP4 (20 ng/ml) further narrows theMNdomain. (F) High expression of the pluripotencymarkerOCT4 towards the dorsal
end of the microdevice (outside of the permissive MN region) indicates the effect of early exposure to a cross-gradient of BMP4. (G) Live/dead staining with Hoechst
33342 and propidium iodide (PI) reveal that we have not simply created a zone of permissive cell growth. *P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤0.001.
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(F)

(G)

図 1.7: 神経管内における詳細な神経分化パターンを再現するために開発されたマ
イクロ流体デバイス

(A)神経管内で生じている詳細な液性因子濃度分布。図 1.6 と比較して、より詳細な液性
因子濃度分布を想定している。(B)作製するマイクロ流体デバイス。神経管内で観測され
る液性因子濃度勾配を再現するための微小流路に関する概略図。(C)マイクロ流体デバイ
ス内で再現した液性因子濃度勾配パターン。(D)実際のマイクロ流体デバイス。(E-F)各
培養条件における運動ニューロン分化マーカー (HB9+-GFP, 緑色)の発現パターン。生体
内の液性因子濃度勾配を再現した条件 (G)では、運動ニューロンマーカーが空間的に限
局している。RA:レチノイン酸、PM:パルモルファミン;Shhシグナルを惹起するアゴニス
ト。[35]より改変。
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1 緒言 1.3. 生体内微小環境の理解に向けたマイクロ流体デバイスの応用

1.3.2 マイクロ流体デバイスを用いた細胞へのせん断応力刺激
生体内では流体によるせん断応力が細胞に対して機械的刺激として働き、様々

な表現型に影響を及ぼしている (第 1.2.3小節参照)。このような背景から、マイク
ロ流体デバイスを用いることでせん断応力が細胞に対してどのような影響を与え
るか調べられてきた。本小節では微小流路内で二次元培養されている細胞に生じ
るせん断応力の導出を行なった後にマイクロ流体デバイスを用いる利点について
述べる。

1.3.2.1 微小流路内の細胞に生じるせん断応力
せん断応力は以下の式のように速度勾配 (dV/dz)に比例することが知られている。

τ = −µ
dV (z)

dz
(1.3)

上記の関係式を満たす流体のことをニュートン流体と呼ぶ。µは粘度 (Pa·s)、V (z)

は z方向の速度分布、zは高さを示す。せん断応力の単位はPaである。上式より、
せん断応力を求める際には速度分布 V (z)を求める必要がある。速度分布はナビエ
·ストークス方程式から求めることが可能である。
ナビエ ·ストークス方程式とは、ニュートン流体の運動方程式である。流れ場の

任意の位置 (x, y, z)における流れの速度を V (x, y, z, t)とすれば、ナビエ ·ストー
クス方程式は以下のように記述される。

ρ
DV

Dt
= F −∇p+ µ∇2V (1.4)

右辺第一項を外力項、第二項を圧力項、第三項を粘性項と呼ぶ。∇2はラプラス演
算子である。また、左辺のD/Dtは実質微分 (substantial derivative)と呼び、

D

Dt
=

∂

∂t
+ u

∂

∂x
+ v

∂

∂y
+ w

∂

∂z
(1.5)

と定義される。u、 v、wは、それぞれx, y, z方向の速度成分である。したがって、
実質微分はx, y, z方向における加速度成分を求めていることになる。右辺第一項を
局所項 (local term)と呼び、定常流であれば局所項はゼロである。また、右辺第二
項から第四項までを対流項 (convective term)と呼び、どの場所でも流体の速度が一
定の場合はゼロとなる。ナビエ ·ストークス方程式 (式 (1.4))は、(1)非圧縮性流体
(ρ=const: 体積が膨張圧縮しない)、(2)平行平板内を流れる定常流 (DV /Dt = 0:

加速度がゼロである, F = 0: 流れに対して外力が加わらない)、(3)z = 0, z = hの
境界において流れの速度はゼロである、という 3つの条件下で厳密解を求めるこ
とが可能である。上記 3つの条件から解析的に得られた速度分布を二次元ポアズ
イユ流れと呼ぶ (図 1.8)。二次元ポアズイユ流れは以下の式で記述される。
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1 緒言 1.3. 生体内微小環境の理解に向けたマイクロ流体デバイスの応用

V (z) = − 1

2µ

dp

dx
(hz − z2) (1.6)

式 (1.6)を式 (1.3)に代入することで、せん断応力を求めることが可能である。し
かし、微小流路内の圧力勾配を実験的に求めることは困難であるため式変形を行
う必要がある。まず、二次元ポアズイユ流れにおける最大流速を求める。二次元
ポアズイユ流れの流速が最大となる高さは h/2であるため、式 (1.6)の zに h/2を
代入すると、

Vmax = −h2

8µ

dp

dx
(1.7)

と求まる。次に、式 (1.7)を式 (1.6)に代入すると、二次元ポアズイユ流れは、

V (z) =
4Vmax

h2
(hz − z2) (1.8)

と求まる。ここで微小流路内で二次元培養された接着細胞について考える。細胞
の高さが微小流路の高さよりも十分に低ければ、細胞に生じるせん断応力は流路
底面に生じるせん断応力として近似することが可能である。したがって、細胞に
生じるせん断応力を求めるために式 (1.8)を式 (1.3)に代入し、z = 0におけるせん
断応力を求めると

τ =
4µVmax

h
(1.9)

が導出される。また、アスペクト比 (h/w)の低い矩形流路内の流速分布は、二次
元ポアズイユ流れとして近似できる [36]。したがって、低アスペクトの微小流路
では最大流速 Vmaxを測定することで流路内で培養された細胞に生じるせん断応力
を求めることが可能である。
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1 緒言 1.3. 生体内微小環境の理解に向けたマイクロ流体デバイスの応用

x

z

Δt

位置によって速度分布が変化しない

x

z 時間によって速度
分布が変化しない

h

V(0) = 0

V(z) V(z)

V(h) = 0

V(z) V(z)

ρ = const

ρ = const

図 1.8: 二次元ポアズイユ流れの条件

二次元ポアズイユ流れをナビエストークス式から導出できる条件として、位置によって速
度分布が変化しないこと、時間によって速度分布が変化しないこと、流体の密度が一定で
あること、壁面における流速がゼロであることが必要である。V (z)は流速分布、hは平行
平板流路の高さを表している。
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1 緒言 1.3. 生体内微小環境の理解に向けたマイクロ流体デバイスの応用

1.3.2.2 マイクロ流体デバイスの利点
マイクロ流体デバイスを用いて細胞にせん断応力を与える際には、いくつかの

利点が存在する。一つ目は、流路内の流れが層流になるため安定したせん断応力
を細胞に与えることが可能であるという点である。二つ目は、流路寸法が非常に
小さいため僅かな流量で大きなせん断応力を細胞に対して与えることが可能であ
るという点である (式 (1.9)参照)。三つ目は、デバイスが小型であるため光学顕微
鏡システムに導入することが容易であり、細胞へのせん断応力刺激と測定を同時
に実現することが可能であるという点である。そして最後に、マイクロ流体デバ
イスを用いることで一度の実験で幅広いせん断応力を実現することができるとい
う点が挙げられる。以下に最後の理由について述べる。N本の並列流路を有する
マイクロ流体デバイスでは、i番目の流路に分配される流量 (Qi)は以下の分配法
則に従う [37](図 1.9)。

Qi = Qtotal
1

Ri

N∑

j=1

1

Rj

(1.10)

iおよび jは並列流路の番号、Qtotalはデバイスに流入する全流量、Riは流路番号
iにおける流路抵抗である。各流路に分配される流量は、流路抵抗値によって決定
される (式 (1.10)参照)。流路抵抗値は、流路寸法によって決定される流体の流れ
にくさを表す値である。矩形流路内に定常状態の圧力駆動流を流した際の流路抵
抗 (R)は、以下の式のように求められる [37]。

R =
12µL

h3w

⎛

⎝1− 192h

π5w

∞∑

n=0

tanh((2n+ 1)
πw

2h
)

(2n+ 1)5

⎞

⎠

(1.11)

µは粘度、Lは流路の長さ、wは流路幅、hは流路高さである。式 (1.11)の特徴に
ついて述べる。まず、式 (1.11)をまとめると

R =
12µL

h3w(1− T )
(1.12)

T =
192h

π5w

∞∑

n=0

tanh((2n+ 1)
πw

2h
)

(2n+ 1)5
(1.13)

となる。Tはアスペクト比 (h/w)を変数とした関数として定義することが可能であ
ることがわかる。アスペクト比 (h/w)を説明変数として従属変数Tについてプロッ
トすると図 1.10のようになる (n=2)。図 1.10からわかるように、低アスペクト比
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1 緒言 1.3. 生体内微小環境の理解に向けたマイクロ流体デバイスの応用

であると流路抵抗値Rは 12µL/wh3に近似できる。一方で、アスペクト比 (h/w)

が高くなると流路抵抗値は近似することができなくなるため式 (1.11)を用いて流
路抵抗値を求める必要がある。また、流路抵抗値は流路の幅 (w)、長さ (L) および
高さ (h)を変化させることで調整できる (式 (1.11)参照)。特に流路高さ (h)は、最
大でO(h3)で流路抵抗値に影響を及ぼすため僅かな調節によって流路抵抗値を大
きく変化させることが可能である。したがって、流路寸法 (流路抵抗値)の異なる
N本の並列流路を用意することで一度に幅広いせん断応力を実現することが可能
となる。このような並列流路を有するマイクロ流体デバイスを利用し細胞に対し
て異なるせん断応力を与えることで、せん断応力によって細胞の増殖速度が異な
ることを明らかにした研究例も存在する (図 1.11, [37])。
しかし、応答を示すために必要とされるせん断応力の大きさは多くの細胞で不

明であることが多い。したがって、幅広いせん断応力を一度に実現可能なマイク
ロ流体デバイスは、せん断応力の影響や役割を理解する上で非常に有用である。

21



1 緒言 1.3. 生体内微小環境の理解に向けたマイクロ流体デバイスの応用

Input

Output

Input

Output

R1

Qtotal

R2 R3 R4Q1 Q2 Q3 Q4

流路番号
i=1 i=2 i=3 i=4

図 1.9: 並列流路の概略図および流路抵抗図

左図: 並列流路の概略図。流入口 (Input)より流入した流体は、流量Qiで各流路に分配さ
れる。右図: 流路抵抗図。各流路の流路抵抗値はRiとして表される。
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図 1.10: 流路抵抗式の特徴

式 (1.13)における従属変数Tのプロット。Tは説明変数であるアスペクト比 (h/w)によっ
て非線形に変化する。
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1 緒言 1.3. 生体内微小環境の理解に向けたマイクロ流体デバイスの応用

pattern, exposing both layers (Fig. 3(c)). Finally, we spin

developed both layers simultaneously for 7–10 minutes

(Fig. 3(d)). We repeated this process for the ‘‘upper’’ wafer,

substituting a thinner 30 mm second layer using SU-8 2015

(Microchem, Newton, MA. 5 s spread at 500 rpm, 5 s

acceleration, 30 s at 1300 rpm), with shorter softbake (95 uC,

y 2 min), exposure (1 min) and postbake (95 uC, y 1 min)

routines. We coated both upper and lower mold wafers in

HMDS for 30 minutes to prevent PDMS adhesion.

Molding the PDMS and assembling the device. We mixed

PDMS in a ratio of 10:1, base to curing agent, degassed it in

vacuum for 30 minutes, and poured a small volume (,5 mL)

onto the lower mold wafer. Next we sandwiched the PDMS-

coated wafer between two sheets of transparency film, placed a

blank 40 Si wafer on top of the transparency layer that touched

the PDMS, and sandwiched the stack between two 1 cm-thick

aluminium plates. We placed the entire sandwich, including

aluminium plates, on a room temperature hotplate and

compressed it using a large C-clamp, creating a y 200 mm-

thick layer of PDMS, illustrated in Fig. 3(f). We set the

hotplate temperature to 65 uC and cured the PDMS in this

setup for 2 hours. After curing we removed the transparency +

PDMS + wafer sandwich from the hotplate and peeled away

the transparencies, leaving the PDMS on the wafer mold. At

this time we inspected the patterned PDMS layer and manually

cleared any unopened vias.

Meanwhile we patterned the upper PDMS slab using

HMDS-coated 19 gauge steel wire posts to mold input and

output holes. We poured PDMS onto the upper mold wafer to

a thickness of y 7 mm and cured the PDMS in an oven at 65 uC
for 2 hours, shown in Fig. 3(e). We then peeled the cured

PDMS off of the mold and cut apart individual devices.

Without removing the lower PDMS layer from the mold

wafer, we exposed the lower and upper PDMS layers to air

plasma for one minute, then aligned by hand and bonded the

two PDMS layers. Next we removed the two bonded PDMS

layers from the lower mold wafer, cut apart individual devices,

and plasma bonded them in the same manner to a standard

25 mm 6 75 mm glass slide (48300-025, VWR, West Chester,

PA), shown in Fig. 3(g). We placed the entire device in a 65 uC
oven overnight under compression to improve bond strength.

The completed device is shown in Fig. 2(b).

Fig. 2 (a) Photograph of 1 6 4 device filled with fluorescein to illustrate channels. The four gray arrows illustrate the four loading outputs. This

chip has two input tubes (one for loading cells, one for perfusion). (b) Photograph of multi-layer 4 6 4 device, filled with fluorescein to illustrate

channels. The diluter is the network of channels at the upper end of the device.

Fig. 3 Fabrication of 4 6 4 device. Create mold for upper PDMS

layer: (a) Spin-on SU-8 photoresist. (b) Expose SU-8 without

developing. (c) Spin-on and expose 2nd layer of SU-8. (d) Develop

both SU-8 layers and coat surface with HMDS. Repeat steps (a)–(d) to

create mold for lower PDMS layer, using a different set of masks. (e)

Pattern upper PDMS layer by pouring PDMS onto mold (including

input hold molds) and curing. (f) Form lower PDMS layer by

squeezing PDMS between flat plates to form via holes. (g) Remove

upper PDMS layer from mold, punch output holes, plasma bond to

lower PDMS layer. Plasma bond lower layer to glass. Note: figure not

to scale.
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resistance channel

corresponded to our predictions. As opposed to concentra-

tion,22 flow rate is more difficult to measure in an array of

microfluidic devices. However, since our chambers have

rectangular cross-sections and thus a known parabolic flow

profile (eqn (3)), we used a simplified version of particle

velocimetry to measure the actual flow rates in each of the

chambers. Essentially, we know that the highest fluid velocity

is at the midpoint of the chamber height, and that combining

this velocity with the chamber dimensions allows us to back-

calculate the volumetric flow rate. Thus, we measured the

centerline flow velocity by finding the velocity of a set of beads

in two imaged fields (separated in time) and then used the

highest velocity as the centerline.

Fig. 7(a) shows a comparison between measured vs.

predicted maximum velocities for each channel in logarithmic

mode. We calculated the predicted velocities using a combina-

tion of Matlab and FEMLAB modeling of as-fabricated

fluidic resistances. This shows that we indeed are generating

logarithmically varying flow rates across the device. Although

the actual range of velocities/flow rates (>3006) was

larger than we designed for (2166), this is due to a modest

(y43%) difference in the lowest measured flow rate; the

resulting range is extremely sensitive to variations in the

smallest flowrate. This difference is likely due to a combination

of experimental error, differences between designed-for and

fabricated geometries, and simplifying assumptions in the

model.

3T3 perfusion culture

To demonstrate the use of the 1 6 4 logarithmic flow-rate

device with cells, we performed perfusion culture of murine

3T3 fibroblasts for 3 days in the device at a total flow rate of

Qtotal = 10 mL h21 (Qtotal = Q1 + Q2 + Q3 + Q4). We estimated

the flow rates applied to the four individual cell-culture

chambers to be 1.6 6 1024, 2.9 6 1023, 1.7 6 1022, and

0.17 mL min21 using the particle velocimetry data. During cell

loading we achieved a roughly uniform seeding of cells

throughout the chamber. Fig. 8 shows qualitative results on

days 1 and 3 at each of the four flow rates. Over several days of

culture, cells exhibited a well-adhered, healthy morphology

comparable to static culture. Cells proliferated in the fastest

3 chambers but not in the chamber with the slowest flow rate.

In the chamber with the fastest flow rates, cells proliferated

more than in the other chambers and were more densely

packed on day 3, while for the middle two flow rates, the

proliferation was qualitatively similar. After day 3 we stopped

Fig. 7 Characterization of logarithmic flow rates and logarithmic

concentration gradient. (a) Normalized measured channel velocities

compared with model predictions. Error bars show ¡ one standard

deviation over four measurements. (b) Measured, normalized con-

centration. Each data point represents the average concentration for a

row of culture chambers across all columns, and error bars show the

standard deviation across the 4 rows.

Fig. 8 Perfusion culture of 3T3 mouse fibroblast cells over logarithmically scaled flow rates. (A)–(D) show cell cultures after one day of perfusion

at various rates. (E)–(F) show resulting cultures after 3 days of perfusion at various rates. Each column (A/E, B/F, etc.) displays results for a

different flow rate. Calculated flow rates for each column are shown above in bold. The average time to replace one culture-chamber volume is

shown in italics. Cultures in all four conditions were seeded at the same initial density, however, by day 3 cells in the slowest flow condition (E)

show poor proliferation, whereas the culture in the highest flow condition is nearly confluent. All photos are at the same scale.
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(A) (B)

the experiment because the cultures were confluent. These

results are consistent with several 3T3 perfusion culture

experiments we have run at various cell seeding densities and

flow rates on multiple devices.

Although the device was designed for one-time use, we have

observed the ability to remove all adhered 3T3 cells from the

device by flowing trypsin through the device. We were also

able to successfully reseed the surface with new 3T3 cells (data

not shown).

Murine ESC perfusion culture

Unlike 3T3 fibroblasts which can tolerate a wide variety

of culture conditions, murine ESCs are known to have

more specific culture requirements. To demonstrate the

capability of 1 6 4 logarithmic flow-rate device for culturing

more demanding cell lines, we performed 4 day perfusion

culture of murine ESCs in the logarithmic flow-rate device.

We applied a total flow rate Qtotal = 65 mL h21 to the entire

device, and the flow rates through each chamber were

estimated using the particle velocimetry data to be 1.0 6
1023, 1.9 6 1022, 0.11, 1.1 mL min21. Fig. 9 shows the

results on days 1 and 4 at the four applied flow rates. The

faster flow rates produced larger but fewer colonies. We

used MATLAB image processing tools to threshold the

image and segment colonies. Once colonies were identified,

the largest colony was discarded, as were colonies that

were smaller than 0.1 times the second-largest colony. The

mean of the remaining colony areas was found for each flow

condition and is shown in Fig. 9(i), plotted against flow rate

and shear stress estimated using the particle velocimetry data

and eqn (5). We also assayed Oct-4 GFP on day 5 of the assay

Fig. 9 Perfusion culture of ABJ1 mouse ESCs over logarithmically scaled flow rates. (A)–(D) show cell cultures after one day of perfusion at

various rates. (E)–(F) show resulting cultures after 4 days of perfusion at various rates. Each column (A/E, B/F, etc.) displays results for a different

flow rate. Calculated flow rates for each column are shown above in bold. The average time to replace one culture-chamber volume is shown in

italics. By day 4, chambers with high flow rates (G)–(H) display large, round colonies, suggesting a favorable growth environment, however, the

chamber in E with the lowest flow rate has poor proliferation. All photos are at the same scale. (I) Mean colony area vs. flow rate and estimated

shear stress for ABJ1 mouse ESCs grown under continuous perfusion (data from same experiment as Fig. 9). The mean colony areas are larger at

higher flow rates (>1022 mL min21) while the mean colony area is smaller at the lowest flow rate. Each data point shows the mean value and

standard deviation over all colonies from three images at each flow condition.
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(C)

流路1流路2流路3流路4

図 1.11: 異なるせん断応力を同時に実現するマイクロ流体デバイス

(A)resistance channelの長さと幅によって cell culture chamber 内におけるせん断応力
の調節を行うデバイス。(B)各 cell culture chamber内における流速。破線はMatlabと
FEMLABによる数値計算によって求めた流速である。エラーバーは標準偏差を示してい
る。(C)マウスES細胞を各流量で培養した結果。上図は各測定時期 (Day1, Day4)におけ
る実際の顕微鏡画像。下図は各せん断応力 (各流量)におけるコロニーの面積。せん断応力
(流量)の大きさに依存してコロニーの面積が大きくなる。[37]より改変。
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1 緒言 1.3. 生体内微小環境の理解に向けたマイクロ流体デバイスの応用

1.3.2.3 マイクロ流体デバイス以外のせん断応力を与える実験系
せん断応力を与えることを目的としたマイクロ流体デバイス以外の実験系とし

て回転板を利用した実験系が挙げられる。図 1.12のような回転円錐板を用いた実
験系では、回転円錐板と固定平板の間にせん断応力が生じる。固定平板上で培養
された細胞に与えられるせん断応力 τ は以下の式によって算出可能である [38]。

τ =
µω

α
(1.14)

µは液体の粘度 (Pa·s)、ωは角速度 (rad/s)、αは円錐の角度 (rad)である。回転円
錐板を用いた実験系では、空間的に一様なせん断応力を与えることが可能である。
しかし、せん断応力刺激と細胞の観察を同時に行う場合に、回転板が光軸上に存
在するといった問題や、光学顕微鏡システム内に回転円錐板を導入することが困
難であるといった問題が生じる。また、長時間の培養を行う場合、培地の入れ替
えが生じないため細胞から分泌されたタンパク質の影響を受けるといった問題が
生じる。さらに、幅広いせん断応力を一度に実現することが困難であるといった
問題点がある。

1.3.2.4 流れによるせん断応力以外の影響
微小流路内で二次元培養を行なっている細胞に対して圧力駆動流を与えると、細

胞はせん断応力以外にも (1)圧力と (2)物質供給の影響を受ける。圧力駆動流を用
いてせん断応力刺激を与える際には、これらの因子が細胞に対してどれほどの影
響を与えるかについて考慮する必要がある。まず細胞に働く力は、流路方向の力
と流路壁面方向の力に分けることができる。そして、流路方向の力はせん断応力
が支配的である一方、流路壁面方向に働く力は静圧が支配的であることが示され
ている [39]。したがって細胞に対して流れを与える際には、せん断応力以外にも
静圧の影響について考慮する必要がある。次に、細胞への物質供給についてであ
る。液体中に存在する細胞の表面には非攪拌水層 (diffusion boundary layer)と呼
ばれる薄い水の層が存在する。成長因子のような物質が非攪拌水層表面に到達す
ると、物質は非攪拌水層内を自由拡散することで細胞表面に接近する。したがっ
て非攪拌水層の厚み (δD)は、物質が細胞表面に到達するまでの時間に大きく影響
を及ぼす。そして非攪拌水層の厚み δD は、流速に依存して変化することが知られ
ている。ゆえに、流れを利用してせん断応力を与える場合、流速によって変化す
る非攪拌水層の厚みについて考慮する必要がある。非攪拌水層の厚み δDは以下の
式から求められる [40]。

δD ≈ δuSc
−1/3 (1.15)
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1 緒言 1.3. 生体内微小環境の理解に向けたマイクロ流体デバイスの応用

δuは境界層 (boundary layer)の厚み (m)、Scはシュミット数である。シュミット
数は、動粘度 ν(m2/s)と物質の拡散係数D(m2/s)の比 (ν/D)から求められる。境
界層の厚み δuは以下の式から求められる。

δu ≈ Re−1/2L =

(
uL

ν

)− 1
2

L (1.16)

Reはレイノルズ数 (uL/ν)、Lは代表長さである。式 (1.16)を式 (1.15) に代入し、
式を整理すると非攪拌水層の厚み δDは近似的に

δD ≈
( ν

uL

) 1
2

(
D

ν

) 1
3

L = ν
1
6u− 1

2L
1
2D

1
3 (1.17)

と表せる。式 (1.17)から明らかなように、流速 uのみを 2倍に設定すると、非攪
拌水層の厚み δDは 1/

√
2となる。続いて平均二乗変位の式 (下式)を利用して、物

質が非攪拌水層表面から細胞表面に到達するまでの時間を導出する。三次元空間
内を自由拡散する粒子の平均二乗変位は、以下の式によって定義される。

< r(t)2 >= 6Dt (1.18)

< >はアンサンブル平均を表し、r(t)は時刻 tでの粒子の位置である。したがっ
て、流速を n倍に設定すると物質は約 1/n倍の時間で細胞表面に到達することと
なる。ゆえに、流速の調節は細胞への物質供給に影響を及ぼすと考えられる。一
方で動粘度 νを n倍に調整すると、物質は約 1/ 3

√
n倍の時間で細胞表面に到達す

る。このように動粘度の変化は非攪拌水層の厚みに影響を与えにくいため、粘度
制御は流速制御に比べて物質供給に与える影響が少ない。しかし、粘度調整の欠
点として (1)飽和による調整限界が存在するという問題や (2)培養液やバッファー
の組成を変化させてしまうといった問題が挙げられる。したがって細胞に対して
せん断応力を与える際には、流速制御による実験を行なったのちに粘度制御によ
る補完的な確認を行うことが好ましい。
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1 緒言 1.3. 生体内微小環境の理解に向けたマイクロ流体デバイスの応用

described a shear stress-dependent induction of endothelin
production (Morita et al. 1993; Yoshizumi et al. 1989).
Other groups have reported downregulation of endothelin-1
precursor protein (ppET-1) mRNA and endothelin release
resulting from shear stress in human and bovine endothelial
cells (Kuchan and Frangos 1993; Malek et al. 1993;
Sharefkin et al. 1991). One possible explanation for this dis-
crepancy is the time frame involved. We have reported an
initial increase with long-term downregulation of ppET-1
expression and ET-1 peptide release in response to arterial
laminar shear stress (Morawietz et al. 2000). Whether this
initial shear stress-dependent ET-1 release affects transcrip-
tion factor activation is currently not known.

One important transcription factor in the immediate–early
gene class is activator protein-1 (AP-1) (Curran and Franza
1988). AP-1 may be composed of c-jun/c-jun homodimers
or it may be composed of c-jun/c-fos protein heterodimers.
Initial studies have reported activation of the Ras–c-Jun
NH2-terminal kinase (JNK) signaling pathway in response
to shear stress (Li et al. 1996). Furthermore, cyclic mechan-
ical strain induces the expression of c-jun, but not c-fos, in
vascular smooth muscle cells (Morawietz et al. 1999a).

On the other hand, the impact of laminar shear stress on
c-jun expression and AP-1 binding activity is less clear; ad-
ditionally, ET-1 has no currently known role in the initial
activation of transcription factors by application of shear
stress. Therefore, we analyzed the expression of c-jun and
the binding of AP-1 in response to shear stress, and we
tested the impact of inhibitors in this context.

Materials and methods

Cell culture
All cell culture reagents were purchased from Invitrogen

(Karlsruhe, Germany). We obtained the remaining chemicals
from Sigma-Aldrich (Munich, Germany) unless otherwise
specified. Primary cultures of human umbilical vein endo-
thelial cells (HUVECs) were isolated by using
collagenase II. At least 3 umbilical cords were used for

each cell preparation to minimize variations in primary cul-
tures. The isolated human endothelial cells were pooled and
cultured on gelatin-coated plates in medium M199 supple-
mented by 10% fetal calf serum and 1% growth supplement.
The local ethics committee approved this study, and the in-
vestigation conforms to the principles outlined in the Decla-
ration of Helsinki (1997).

Application of shear stress
Cells were subjected to arterial laminar shear stress of a

maximum of 30 dyne/cm2 (1 Pa = 1 N/m2 = 10 dyne/cm2).
Shear stress was applied using a cone-and-plate viscometer
in a humidified environment with 5% CO2 at 37 8C one day
after confluence, as previously described (Bartling et al.
2000; Schubert et al. 2000). The viscometer consisted of a
cone with an angle of 0.58 rotating on top of a cell culture
dish (Fig. 1). A control dish accompanied each cell culture
dish from the same human endothelial cell preparation,
which was incubated without shear stress application.

RNA isolation and Northern blot analysis
Total RNA from endothelial cells was isolated by guani-

dinium thiocyanate – cesium chloride centrifugation as previ-
ously described (Morawietz et al. 1999b). RNA was
analyzed by standard agarose gel electrophoresis with ethi-
dium bromide, while RNA concentrations were determined
by means of UV spectrophotometry.

We used cDNA fragments as probes in our Northern blot
analysis as previously described (Morawietz et al. 1999a).
Mouse 2.6-kb JAC.1 in the pGEM-2 vector (ATCC) was
used as the c-jun cDNA clone. A human c-fos and
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
cDNA fragment was cloned from HUVECs by reverse
transcriptase PCR, and its identity confirmed by DNA se-
quencing, as previously described (Morawietz et al. 1999a,
2000). RNA samples (10 mg per lane) were separated by
electrophoresis through 1.2% agarose gels after denatura-
tion with glyoxal and dimethyl sulfoxide as previously de-
scribed (Morawietz et al. 1999a). RNA was transferred
with 20! SSC (standard saline citrate) buffer to Hybond-N
nylon membranes. The isolated cDNA fragments were la-
beled with an oligolabeling kit (Pharmacia Biotech) using
[a-32P]dCTP (deoxycytidine triphosphate), purified with
MicroSpin columns, and hybridized with the RNA
membranes in hybridization solution (1 mol/L NaCl, 1%
sodium dodecyl sulfate (SDS), 10% dextran sulfate, and
100 mg/mL denatured salmon sperm DNA) at 65 8C for
16 h. The membranes were washed twice for 15 min with
2! SSC, 0.1% SDS at 60 8C and once for 15 min with
0.2! SSC, 0.1% SDS at 55 8C and exposed to Hyperfilm
MP at 28 8C. Blots were quantified by scanning of auto-
radiographs with a laser densitometer (Molecular Dynam-
ics), and optical density was quantified with AIDA
software (Raytest, Isotopenmessgeräte GmbH, Berlin, Ger-
many). Afterwards, the c-jun probe was removed and the
membrane hybridized in a similar manner using labeled
GAPDH cDNA as a probe. The c-jun mRNA expression
was subsequently normalized to GAPDH mRNA expression.

Inhibitor studies
To gain further insight into the mechanisms induced by

Fig. 1. Application of laminar shear stress on human endothelial
cells. Cells were subjected to laminar shear stress in a cone-and-
plate viscometer. This apparatus consisted of a cone with an angle
of 0.58 rotating on top of a cell culture dish. The degree of shear
stress (t) depends on the viscosity of the medium (m), the angular
velocity (u), and the angle of the cone (a).

500 Can. J. Physiol. Pharmacol. Vol. 86, 2008

# 2008 NRC Canada

図 1.12: 回転平板を用いたせん断応力制御系

回転円錐板 (cone plate)が角速度 (ω)で回転し、底面に培養された細胞に対してせん断応
力刺激を与える [38]。
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1 緒言 1.4. 本研究の目的

1.4 本研究の目的
第 1.2節では、細胞の異方性が微小環境の影響を受けていることについて述べ
た。細胞の異方性が微小環境によってどのように決定されているか明らかにするこ
とは、組織形成機構や癌細胞の転移機構を理解する上で非常に有意義である。し
かし、生体内微小環境は非常に複雑且つ微小な空間スケールであるため、従来の
生物学的手法を用いて生体内微小環境が担う役割を明らかにすることは困難であ
る (第 1.2.4小節参照)。そこで、本研究では第 1.3節で紹介したマイクロ流体デバ
イスという微細加工技術に着目した。マイクロ流体デバイスを利用することによ
り微小環境を人為的に制御し、生体内微細環境が有する役割について明らかにす
ることを本研究の目的とする。
近年、生体内における細胞分裂方向は液性因子の濃度勾配によって制御されて

いることが示唆されている (第 1.2.1小節)。しかし、現在までに液性因子の濃度勾
配下で分裂方向が制御されているか確認した研究事例はない。本研究ではマイク
ロ流体デバイスを利用して液性因子の濃度勾配を形成し、濃度勾配によって細胞
分裂の方向が制御可能か明らかにする。さらに、細胞分裂の方向制御のために細
胞両端間でどれほどの液性因子の濃度差が必要か検証する。そして、得られた実
験結果をもとに生体内における細胞の分裂方向がどのようにして決定されている
か考察を行う。
次に、細胞への力学的刺激として働くせん断応力に着目した。せん断応力は生

体内の微小環境を構成する要素の一つである。近年、間質流によって生じるせん
断応力が癌細胞の遊走能変化や転移に関わっていると考えられている (1.2.3.2小々
節)。しかし、未だに多くの癌細胞がせん断応力によって遊走能や転移能を変化さ
せるか明らかにされていない。本研究では、一度の実験で対数スケールで異なるせ
ん断応力を与えることが可能なデバイスを作製し、どれほどのせん断応力を与え
ることで癌細胞の遊走能が変化するか明らかにするための実験系を構築する。さ
らに、せん断応力を与えた際に癌細胞の細胞遊走制御機構にどのような変化が生
じるか明らかにする。そして、せん断応力によって転移が促進される原因につい
て考察を行う。
本研究では、まず細胞分裂や細胞遊走といった細胞の異方性を伴う事象が細胞

周辺の微小環境によって影響を受けるのか明らかにする。そして、細胞の異方性
を制御するために必要な微小環境について定量的に解析することで、生体内微小
環境が担う役割について明らかにすることを目指す。
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第2章 Wnt3a濃度勾配による細胞分
裂異方性の制御

2.1 背景
近年、発生機構の理解に向けて生体内における細胞分裂方向が何によって決定

されているか明らかにすることを目的とした研究が行われてきた。例えば、機械
的刺激である張力は細胞分裂方向を制御していることが報告されている (第 1.2.2

小節参照)。しかし、非対称分裂という分裂様式が存在することからもわかるよう
に細胞分裂には異方性が存在しており、これらの異方性が機械的刺激によって制
御されていることは現在までに報告されていない。
一方で、液性因子の不均一な空間分布は細胞分裂の異方性を制御していること

が報告されている。例えば生体内における特定の領域から分泌された液性因子に
よって、非対称分裂の異方性が制御されている (第 1.2.1小節)。また、Habibらは
Wnt3aタンパク質を塗布したマイクロビーズを胚性幹細胞 (ES細胞)に接触させ
ることで、非対称分裂の異方性を制御することに成功した (図 2.1, [41])。しかし、
分裂中細胞の両端でどれほどの濃度差が生じていれば、分裂の異方性が制御可能
であるかといった定量的な議論は行われていない。このような定量的な理解は、発
生メカニズムを理解する上で重要である。本研究ではマイクロ流体デバイスを用
いて液性因子の濃度勾配を作成することで、(1)液性因子の濃度勾配環境下で分裂
の異方性を制御することは可能であるか、また、(2)細胞両端でどれほどの濃度差
が生じていれば細胞分裂の異方性を制御することが可能であるか明らかにするこ
とを目的とした。
本研究では液性因子としてWntタンパク質に着目した。Wntタンパク質は昆
虫から脊椎動物までの多細胞真核生物で保存されているタンパク質である。また
Wntタンパク質は、組織形成 [42]に関与するだけでなく、細胞周期 [43]や分化
の制御 [44]も行うことから生体にとって重要なタンパク質として位置付けられて
いる。Wntシグナルの活性化は、Wntタンパク質が細胞膜上の Frizzeld受容体と
low-density lipoprotein receptor-related protein 5 or 6 (LRP5/6)共役受容体に結合
することで生じる。活性化されたWntシグナルは、β-cateninを介して遺伝子発現
制御を行う古典的なシグナル (canonical Wnt signaling)(図 2.2A)と β-cateninを介
さない非古典的なシグナル (non-canonical Wnt signaling)に大別される [45]。2000
年以降、非古典的なWntシグナルが細胞分裂時における紡錘体の回転や星状体微
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2 Wnt3a濃度勾配による細胞分裂異方性の制御 2.1. 背景

小管と細胞膜との接触を制御していることが報告されている (図 2.2B, [46,47])。し
たがって、細胞分裂方向は局所的なWntシグナルの活性化によって制御されてい
ると考えられる。また、Wntタンパク質は生体内において様々な空間スケールで
濃度勾配が形成されていると考えられる (第 1.2.1小節)。以上の背景より、細胞分
裂の異方性はWntタンパク質濃度勾配によって制御されていると仮説立てた。そ
して、Wntタンパク質濃度勾配を人為的に制御することで、細胞分裂の異方性決
定に影響を与えるために必要な濃度差の探索を行なった。
本研究ではWntタンパク質としてWnt3aを用いた。この理由として (1)Wnt3a

とWnt5aは精製法が確立されていて購入可能であり [48]、(2)Wnt3aは ES細胞
において分裂時の異方性を制御しているにも関わらずWnt5aは異方性の制御を行
なっていないこと [41]が報告されているためである。また、実験に用いる細胞とし
て神経芽腫細胞 SH-SY5Yを用いた。SH-SY5Yを用いた理由として、(1)SH-SY5Y

は非対称分裂を行うことが報告されており [49]、(2)ほぼ無限に増殖可能なため効
率的な実験を行うことが可能であることから、発生過程における幹細胞の分裂方
向制御の理解に繋がることが期待されるためである。
本研究ではSH-SY5Y細胞の細胞分裂時における異方性を判別するために、outer

dense fiber2(ODF2)タンパク質を観測した。ODF2は中心子 (centriole)に局在す
るタンパク質であり、古い母中心子 (grandmother centriole)に多く局在すること
が知られている [50]。このような特徴により、古い母中心子を持つ細胞と新しい
母中心子を持つ細胞を識別することが可能となる。また、幹細胞の非対称分裂時
における古い母中心子は幹細胞側に分配される傾向を示すことが報告されている
(図 2.3, [41, 51])。したがって、ODF2は細胞分裂時の異方性を測定するために適
していると考えられる。以上の先行研究に基づき、SH-SY5Yの細胞分裂時におけ
るODF2の局在を測定することで分裂の異方性を判別した。
本章ではWnt3aタンパク質の濃度勾配を形成するためのマイクロ流体デバイス

を作製し、分裂時における異方性決定に必要な濃度差を求めた。その結果、10−1

nM程度の僅かな濃度差でも分裂時の異方性が決定されていることを明らかにした。
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2 Wnt3a濃度勾配による細胞分裂異方性の制御 2.1. 背景

antibody staining. The expression of Nanog,
Rex1, and Stella has been shown to decline dur-
ing ES cell differentiation (18 –23 ). In dividing
ES cells, we found that the transcriptional acti-
vities and protein abundance of the pluripotency
markers were markedly higher in the Wnt3a-
proximal daughter compared to the distal one
(Fig. 3, A to C; fig. S7C; fig. S8, A to C; and
fig S9; and movies S3 to S6). Differences in gene
expression levels were detectable before cyto-
kinesis was complete (Fig. 3B, at 140 min; fig.
S9A (a), at 120 min; and fig. S9B (a), at 200 min).
By contrast, in the presence of Wnt5a beads, the
two daughters had similar levels of marker ex-
pression (Fig. 3C; fig. S7, A to C, fig. S8, D to F;
and fig. S9; and movies S7 to S10). As might be
expected, cells exposed to two Wnt3a beads at
opposing ends divided symmetrically (fig. S10).
As additional controls, we generated attenuated
forms of Wnt3a, using Wnt3a beads that were
treated after coupling with a range of concen-
trations of the reducing agent dithiothreitol, low-
ering the signaling activity of the beads in a
dose-dependent manner (fig. S3, B and C). The
potency of these beads in inducing asymmetric
gene expression of the reporter Rex1-GFP was
reduced commensurate with the remaining level
of Wnt signaling (fig. S6). We also tested the
activity of another signal implicated in the Wnt
pathway; an active form of R-Spondin bound
to beads (fig. S11A). There was no significant
effect on asymmetric gene expression (Fig. 3C),
possibly related to the behavior of R-Spondin
in vivo, where it acts as a systemic rather than a
local Wnt activator (24 ).

Under “standard” conditions, including feeder
cells that can be source of Wnts or the 2i condi-
tions, ES cells divide mainly symmetrically (6–9 ).
We asked whether a global Wnt environment
would be required for the symmetrical divisions
that ES cells undergo. As a test, we perturbed Wnt
signaling locally by applying the Wnt inhibitor
Dickkopf (DKK) on beads (fig. S11B). Under
these conditions, we found a significant number
of divisions giving rise to asymmetric gene ex-
pression in the daughter cells, but in a manner
opposite to that induced by the Wnt beads. With
DKK-beads, the distal cell had higher expres-
sion of the pluripotency gene Rex1 than the proxi-
mal cell (Fig. 3C). We could rescue the effect of
a local Wnt or Wnt inhibition by incubating
the cells at the same time under the 2i conditions
(7 , 8 ), indicating that the asymmetry induced
by Wnt3a or DKK beads was not a nonspecific
perturbation of the cells (Fig. 3C). We argue,
based on the asymmetric Wnt inhibition exper-
iments, that uniform Wnt signaling is required
for symmetric daughter cell fate.

The lower levels of pluripotency markers
in the Wnt3a-distal daughter cell suggested that
distal cells enter a differentiation program with
hallmarks of EpiSCs (22). The pluripotency gene
Oct4 is expressed at similar levels in ES cells and
EpiSCs (6 , 25 , 26 ). We observed symmetrical
distribution of Oct4-Venus after cell division,

either in the presence of Wnt3a or Wnt5a beads
(Fig. 4, A and B). We assessed the expression of
EpiSC markers, including Claudin6 (6 , 25 ), which
was higher in 60% of Wnt3a-distal cells (Fig. 4C)
compared to Wnt5a distal cells (23% asymmetric
expression; fig S12). H3K27me3 focal staining,
a hallmark of an inactivated X chromosome in
female ES cells (27 ), was detected in 57% of
Wnt3a bead–distal ES cells after division (Fig.
4D). Thus, localized Wnt3a signal specifies that
the Wnt3a-distal cell enters a differentiation pro-
gram with hallmarks of EpiSC fate.

The findings reported here suggest a mech-
anism for external control of asymmetric stem
cell division and differentiation. Specifically, a
spatially localized Wnt signal orients the mitotic
division plane of stem cells. Then, in the divid-
ing cell, the Wnt signal produces an asymmetric
distribution of Wnt signaling components, gen-
erating a “Wnt-on” proximal cell that maintains

ES pluripotency and a “Wnt-off ” distal cell that
differentiates toward an EpiSC cell fate. There-
fore, by orienting cell division, the Wnt signal
positions the distal daughter cell out of its sig-
naling range, leading to differentiation.

Although the protein distribution of Wnt sig-
nals in tissues is mostly unknown, a role for Wnts
in setting up polarity is supported by findings
made in vivo. Wnt signaling receptors in Caeno-
rhabditis elegans and Drosophila distribute asym-
metrically in cells that are exposed to local Wnt
sources (28 , 29 ). In C. elegans, the position of
the P2 cell, which expresses Wnt, determines the
polarity and divisional orientation of the neigh-
boring EMS cell, leading to different fates of the
EMS daughters (3 –5 ). By growing single cells
exposed to a symmetry-breaking signal, we have
developed a system that allows for precise real-
time examination of processes involved in asym-
metric cell divisions.

Fig. 1. Wnt3a beads induce asymmetric distribution of components of the Wnt/b-catenin pathway.
Representative images of ES cells cocultured with Wnt3a beads (indicated by dashed yellow circle
or reconstructed as a yellow square) and stained with antibodies to LRP6 (white), APC (cyan), and
b-catenin (red). (A) Before division; (B) during division; (C) after division. The beads are 2.8 mm.
The far right panels show optical sections through the nucleus. DAPI, 4´,6-diamidino-2-phenylindole; DIC,
differential interference contrast.
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Fig. 2. Asymmetric inheritance of centrosomes and
the orientation of the plane of mitotic division. Time-
lapse imaging of dividing single ES cells cocultured
with Wnt3a beads (indicated by a dashed yellow
circle) and (A) expressing enhanced green fluorescent
protein (EGFP)–Ninein (cyan; arrows) and DsRedex–
Centrin1 (magenta). Dotted orange line indicates the
boundary between two cells. (B) Immunostaining for
endogenous Ninein (arrowheads). BF: bright-field
image. (C andD) Representative images from three-
dimensional time-lapse microscopy of segregating
chromosomes in ES cells expressing H2B-Venus that
were cocultured with Wnt3a beads (blue) or Wnt5a
beads (red).

Fig. 3. Expression of the pluripotency genes Rex1 and Nanog during ES cell
division. (A) Selected frames from time-lapse imaging of a dividing Rex-1 GFP
reporter ES cell in the presence of a Wnt3a bead (indicated by a dashed yellow
circle). The far right panel shows antibody staining for endogenous Rex-1 protein.
(B) Selected frames from time-lapse imaging of a dividing Nanog-Venus reporter
ES cell in the presence of a Wnt3a bead. Signal intensities of all frames were
individually determined, and the mean T SD intensity values plotted. Red triangles
represent signal intensities of the cell retaining contact with the bead after division.
(C) Representative images of time-lapse microscopy of dividing Rex-1 GFP ES re-
porter cells cocultured in the presence of the indicated beads in 2i or 2i-free media.
Cell divisions were classified based on the relative expression of GFP and plotted.
Red bar: higher GFP amounts in the bead-proximal cell; yellow bar: higher amounts
of GFP in the bead-distal cell; blue bar: similar amounts of GFP in either cell.

www.sciencemag.org SCIENCE VOL 339 22 MARCH 2013 1447
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図 2.1: Wnt3aタンパク質による細胞分裂方向の制御

(A)Wnt3aタンパク質を塗布したマイクロビーズを ES細胞に付着させることで、細胞表
層に存在する APCタンパク質がマイクロビーズ側に非対称に分配される。(B) 75%の確
率でマイクロビーズ (青)は ES細胞の分裂軸上に存在する。[41]
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(A)

deficiency results in Wg and WNT3A accumulation in the ER and
diminished WNT3A palmitoleoylation at serine 209 (Takada et al.,
2006), suggesting that Porcupine is responsible for this particular
lipidation. Whether Porcupine or a distinct acyltransferase is
involved inWNT3Apalmitoylationatcysteine77remains unknown.

Two additional proteins/protein complexes were identified for
Wg/Wnt secretion: Wntless (Wls), also known as Evenness inter-
rupted (Evi) or Sprinter (Srt), in Drosophila, and the retromer
complex in nematodes (Hausmann et al., 2007). Wls is a multi-
pass transmembrane protein that localizes to the Golgi, endo-
cytic compartments, and the plasma membrane, and is essential
for Wg secretion. The retromer complex, which is composed of
five subunits, was defined first in yeast. It mediates membrane
protein trafficking between endosomes and the Golgi apparatus
(Hausmann et al., 2007). Several groups recently reported that
the retromer complex is required for retrieval/recycling of Wls
from the endosome to the Golgi (Belenkaya et al., 2008;
Franch-Marro et al., 2008b; Pan et al., 2008a; Port et al., 2008;
Yang et al., 2008), which is likely mediated by direct interaction
between Wls and the retromer Vps35 subunit. Loss of retromer
function causes Wls to be degraded in the lysosomes and results
in reduction of Wls and thus Wnt secretion. These studies led to
an emerging picture of Wnt biogenesis (Figure 2). Wnt is glycosy-
lated and lipid modified by Porcupine in the ER, and is escorted
by Wls from the Golgi to the plasma membrane for secretion. Wls
is recycled by endocytosis and trafficked back to Golgi by the
retromer. Note that porc, wls, and retromer mutants largely phe-
nocopy wg/wnt mutants in flies and worms, attesting to their
dedicated roles in Wnt biogenesis.

Caution is warranted, however, when the above model is
extrapolated to individual Wnt proteins. The effects of altering
the two lipid-modified residues on Wg secretion and function
are different from those on WNT3A (note the caveat that amino
acid substitutions may or may not fully mimic the effects of lack-
ing lipid adducts), leading to the suggestion that overall lipidation
levels may be more critical (Franch-Marro et al., 2008a). Differ-
ences in the order of glycosylation and lipidation also seem to
exist between WNT3A and Wg (Komekado et al., 2007; Tanaka
et al., 2002; Zhai et al., 2004). Lastly, Drosophila WntD neither
requires Porcupine and Wls for secretion nor is palmitoylated
at the conserved cysteine position (Ching et al., 2008).

Wnt Extracellular Distribution and Movement
Wnt proteins can function as morphogens that are capable of
both short- and long-range signaling, as best demonstrated for
Wg. Wg lipidation raises the issue of its diffusion and distribu-
tion through the aqueous extracellular space. Indeed, purified
WNT3A exhibits increased activity via artificial liposomal pack-
aging (Morrell et al., 2008). Two distinct Wg secretory pathways
for short- and long-range signaling have been speculated but not
fully substantiated. Wg may form multimers to bury lipid modifi-
cations inside (Katanaev et al., 2008) or bind to lipoprotein
particles that may be involved in Wg long-range signaling (Pan-
akova et al., 2005) (Figure 2). The membrane microdomain
protein reggie-1/flotillin-2 specifically promotes Wg long-range
secretion (Katanaev et al., 2008). The Wg receptors (see below)
and heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) such as Dally and
Dally-like protein have important roles in the Wg morphogen

Figure 1. Overview of Wnt/b-Catenin Signaling
(A) In the absence of Wnt, cytoplasmic b-catenin forms a complex with Axin, APC, GSK3, and CK1, and is phosphorylated by CK1 (blue) and subsequently by
GSK3 (yellow). Phosphorylated b-catenin is recognized by the E3 ubiquitin ligase b-Trcp, which targets b-catenin for proteosomal degradation. Wnt target genes
are repressed by TCF-TLE/Groucho and histone deacetylases (HDAC).
(B) In the presence of Wnt ligand, a receptor complex forms between Fz and LRP5/6. Dvl recruitment by Fz leads to LRP5/6 phosphorylation and Axin recruitment.
This disrupts Axin-mediated phosphorylation/degradation of b-catenin, allowing b-catenin to accumulate in the nucleus where it serves as a coactivator for TCF
to activate Wnt-responsive genes.
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Wnt signalling regulates the orientation of the
mitotic spindle in C. elegans
Establishing the plane of cell division is a crucial event
during early embryonic patterning because this process
influences the segregation of cell-fate determinants, and
thus affects the fate of daughter cells and/or the position of
cells within a tissue for proper embryonic induction. At the
beginning of mitosis, cytoplasmic microtubules disappear,
and the centrosome duplicates into two parts that move to
opposite sides of the nucleus. The position of the centro-
somes establishes the axis of the mitotic spindle and there-
fore the plane of cell division [14]. After duplication,
centrosomes nucleate astral microtubules, whose minus
ends are oriented toward the centrosome. Conversely,
the microtubule plus-ends probe into the cell cortex, where
they are subsequently captured [15]. Microtubule capture
occurs at specific sites in the cell cortex, and this event is
crucial for centrosome positioning and establishment of the
plane of cell division. Several studies suggest that the
interaction between microtubule plus-end proteins and
cell-cortex or plasma-membrane proteins contributes to
the capture of microtubules at specific sites in the cell
periphery [16,17]. Although the molecular mechanisms
that control microtubule capture at the cell cortex during
the orientation of the mitotic spindle remain poorly under-
stood, polarizedWnt signalling has been shown to regulate
this process.

InC. elegans,Wnt signalling regulates the orientation of
the mitotic spindle in early development. Mutations in
different components of the Wnt pathway induce aberrant
orientation of the mitotic spindle, resulting in cell-fate
defects in the early blastomere stage (for review, see
[18]). At the four-cell stage, a blastomere called EMS
divides into two daughter cells, E and MS, which give rise
to endoderm and both muscles and neurons, respectively
(Figure 2a). The plane of cell division is determined by
signals from the P2 cell, an adjacent blastomere (Figure 2b)
[19,20]. The position of the P2 cell with respect to the EMS
cell is important because the side of the EMS blastomere
that contacts P2 will form endoderm [20]. Thus, a polarized
signal expressed by P2 instructs the EMS cell to produce
endoderm. In addition, the P2 signal also induces the
rotation of the EMS centromere and the re-orientation of
the mitotic spindle [21].

The P2 polarized signal is a Wnt factor that signals to
the EMS blastomere. Indeed, genetic analyses demon-
strated that several components of the canonical or b-
catenin pathway are required for this process. Mutations
in mom-1, the Drosophila porcurpine, a protein required
for Wnt secretion, mom-2/Wnt, mom5/Frizzled and gsk3/
Gsk3b affect endoderm formation [5,22,23]. Experiments
with isolated blastomeres frommommutants showed that
the P2 cell secretes mom-2/Wnt, which acts upon the
mom5/Fz, expressing EMS cell to increase gsk3 acti-
vity, resulting in the orientation of the mitotic spindle
(Figure 2b) [5]. These studies demonstrate a role for the
canonical Wnt signalling pathway in spindle orientation
during early stages of EMS development.

How does Wnt signalling regulate the orientation of
the mitotic spindle? Wnt signalling on the EMS cell not
only requires mom5/Frizzled receptor but also the two

dishevelled genes (dsh2 and mig-5), kin-19/CKIh and gsk3
[5,7,24] (Figure 2b). Both dishevelled genes, dsh-2 and mig-
5, are required for proper spindle alignment although dsh2
mutants give a stronger phenotype [7]. dsh2 protein is
predominantly cytoplasmic in early 4 cell stage embryos,
but becomes localized to the cell cortex at the boundary
between the P2 and EMS cells [7]. Downstream of dsh lies

Figure 2. Wnt signalling regulates the plane of cell division in C. elegans
blastomeres and Drosophila neuroblasts. (a) At the four-cell stage, blastomere
P2 releases a Wnt signal that regulates the asymmetric cell division of the EMS
blastomere that gives rise to two different cells that differentiate into E (endoderm)
and MS (muscle and neurons). (b) Mon2/Wnt is released by P2 and acts on the
mom-5/Fz-expressing EMS cell. This pathway activates dsh2/mig-5, which in turn
activates gsk3 whose activation results in the re-orientation of the mitotic spindle.
(c) Fz controls the plane of cell division in Drosophila neuroblasts. The cell
determinants Num and Pon are present evenly on the plasma membrane of the pI
neuroblast but later concentrate anteriorly forming a crescent. Centrosomes rotate
and then align perpendicular to the Num/Pon crescent such that the two daughter
cells, pIIa and pIIb, inherit unequal levels of Num and Pon determinants. Mutations
in Fz lead to random rotation of the centrosomes and this results in aberrant
segregation of the Num and Pon determinants.
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b-catenin act downstream of Dvl; however, whether the novel
pathway is linked to these molecules in mitosis is not known
at present. As depletion of LRP6 or Fz2 did not affect MT-KT
attachment or mitotic index in the presence of nocodazole,
this pathway could not be involved in the SAC.

Dkk1 did not affect mitotic phosphorylation of Dvl2.
Consistent with this finding, depletion of LRP6 or Fz2 did
not affect mitotic phosphorylation of Dvl2. Therefore, it is
intriguing to speculate that mitotic phosphorylation of Dvl2 is
dependent on Plk1, but independent of Wnt signalling.
However, because the phosphorylation of Dvl was assessed
using a mobility shift on an SDS-gel, we cannot exclude the
possibility that Wnt induces the phosphorylation of Dvl,
which is not indicated as a mobility shift. Although Dkk1
inhibits GSK3- or casein kinase Ig-mediated LRP6 phoshor-
ylation at Ser1490 or Thr1479 in response to Wnt3a in
interphase cells (Sakane et al, 2010), Dkk1 did not affect
LRP6 phosphorylation at Ser1490, but inhibited the phos-
phorylation at Thr1479 slightly in mitosis (see Supple-
mentary Figure S12B). As Ser1490 of LRP6 is phosphorylated
by cyclin Y/Pftk1 in mitosis (Davidson et al, 2009), the
reason for the failure of Dkk1 to inhibit the LRP6 phospho-
rylation might be due to that Ser1490 of LRP6 is phospho-
rylated by cyclin Y/Pftk more dominantly than a Wnt signal.
However, it is still possible that Wnt-dependent phospho-
rylation of LRP6 is inhibited by Dkk1 in mitosis, because
LRP6 is phosphorylated at other threonine and serine resi-
dues (Davidson et al, 2005; MacDonald et al, 2009).

Here, we showed that Dvl2 is involved in the regulation of
faithful mitotic progression through the following mechani-
sms (Figure 7). First, appropriate spindle orientation regu-
lated by Dvl2 depends on Plk1-dependent phosphorylation of
Dvl2 and Wnt receptor-mediated novel signalling. Second,
MT-KTattachment regulated by Dvl2 requires Plk1-dependent
phosphorylation of Dvl2, but not Wnt receptors. Last, SAC
activation by Dvl2 is independent of both Plk1 and Wnt
receptors. The present results provide a new concept that
Dvl2 is a regulator for faithful mitotic progression.

Materials and methods

Reagents and antibodies
HeLa cells stably expressing GFP-EB3 or GFP-Cenp-A were provided
by K Urano and T Hirota (Ban et al, 2009; Uchida et al, 2009). CM
containing sFRP2 was prepared and Dkk1-FLAG was purified from
CM as described previously (Kurayoshi et al, 2006; Sakane et al,
2010). MG132, nocodazole, paclitaxel, thymidine, fibronectin, and
poly-L-lysine were from Calbiochem and Sigma-Aldrich. All of the
primary antibodies used in this study are listed in Supplementary
Table S1. Secondary antibodies coupled to horse radish peroxidase
were purchased from Jackson ImmunoResearch Laboratories.
Secondary antibodies coupled to AP were purchased from Promega.
Secondary antibodies used for immunofluorescence were from
Molecular Probes. All of the siRNAs used in this study are listed in
Supplementary Table S2.

Cell culture, synchronization, and transfection
HeLaS3 or U2OS cells were maintained in DMEM supplemented
with 10% FBS and penicillin-streptomycin. For cell staining and
image analysis, cells were seeded on fibronectin- or poly-L-lysine-
coated coverslips. HEK293 cells were maintained in DH10 medium
supplemented with 10% FBS and penicillin-streptomycin. Methods
for plasmid transfection and siRNA were described previously
(Niikura et al, 2006). Synchronization of cells was performed by
treatment with 100 ng/ml nocodazole for 16 h (Figure 2A–D) or
10mM MG132 for 2 h (Figures 3A, C, 4D, 5C, 6D–F; Supplementary

Figures S5C, S7A, and S7B). For the thymidine-nocodazole block
(Figures 4E, 5E and 6B; Supplementary Figures S2A, S11E, S11F, and
S12C), HeLaS3 cells at 40% confluency were washed twice with
phosphate-buffered saline (PBS), and medium containing 2 mM
thymidine was added for 24 h (G1/S phase block). After the
thymidine block, thymidine was removed by washing three times
with PBS, and fresh medium was added for 3 h to release the cells.
After the cells were released from the thymidine block, 100 ng/ml
nocodazole was added into the medium for 12 h (mitotic block).
After the nocodazole block, mitotic cells were collected by
mechanical shake-off, nocodazole was removed by washing three
times with PBS, and fresh medium was added to release the cells.
For the double-thymidine-MG132 block (Figures 5B and 6C;
Supplementary Figures S2C, S11A, S11B, and S12B), HeLaS3 cells
at 25–30% confluency were washed twice with PBS, and medium
containing 2 mM thymidine was added for 18 h (first block). After
the first thymidine block, thymidine was removed by washing three
times with PBS, and fresh medium was added for 9 h to release the
cells. Then, medium containing 2 mM thymidine was added for 17 h
(second block). After the second block, thymidine was removed by
washing three times with PBS, and the cells were released by adding
fresh medium. Then, the cells were arrested at metaphase by
treatment with 10 mM MG132 for 2 h at 7.5 h after release from a
double-thymidine block. After the MG132 block, mitotic cells were
collected by mechanical shake-off.

Cell staining and image analysis
Methods for immunofluorescence were described previously
(Niikura et al, 2006; Toyoshima and Nishida, 2007). For staining
of GFP-Dvl2, U2OS or HeLaS3 cells expressing GFP-Dvl2 were fixed
with 100% methanol for 30 min at !201C. The cells were washed
three times with PBS, and blocked for 20 min with 1% BSA in PBS
including 0.05% Tween-20 (PBST). The cells were then incubated

A
Plk1/Wnt receptor dependent

Fz2

APC

Dvl2
P

LRP6

Wnt(?)

Cell cortex Astral MT

P

Plk1

P

Spindle orientation

B
Plk1 dependent

Wnt receptor independent

Kinetochore
structure

Spindle MT

APC

Dvl2
P

Plk1

MT-KT attachment C
Plk1/Wnt receptor independent

Mps1

Dvl2

Kinetochore
structure

Mps1

Dvl2

P

SAC ON

Bub1

BubR1

SAC ON

SAC activation

Figure 7 Possible model for mitotic functions of Dvl2. (A) Spindle
orientation regulated by Dvl2 depends on Plk1-dependent phos-
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図 2.2: 古典的/非古典的Wntシグナル

(A)古典的Wntシグナルの概略。Wntタンパク質が受容体に結合していないときは、β-

catenin、Axin、GSK3、CK1と複合体を形成している。そして、CK1によって β-catenin

がリン酸化され (青色)、続いてGSK3によってリン酸化を受ける (黄色)。リン酸化された
β-cateninは β-Trcp(E3ユビキチンリガーゼ)に認識され、プロテアソーム分解を受ける。
一方で、Wntタンパク質が受容体に結合しているときは、Dvlが Frizzeld受容体に動員さ
れ、結果としてAxin等の β-cateninの分解に関与するタンパク質が複合体を形成しない。
そして、分解を受けなかった β-cateninは核内に蓄積され、活性化補助因子であるTCF と
共に応答遺伝子の発現を活性化する [45]。(B)非古典的Wntシグナルの概略。C.elegans

では 4細胞期に P2からmom-2/Wntが分泌され、EMS細胞上のmom-5/Frizzeld(Fz)に
結合する。そして、EMS細胞内の dsh2/mig-5/Dvlを活性化し、gsk3の活性化が生じる。
gsk3の活性化は紡錘体の回転制御を行い、EMS細胞における分裂面方向の決定に寄与す
る (左図) [46]。HeLa S3細胞では、分裂の際にWntタンパク質が受容体に結合すること
でDvl2が受容体に動員される。そして、Dvl2が Plk1によってリン酸化を受けることで、
APCを介して星状体微小管と結合し細胞分裂の方向を決定していると考えられている (右
図) [47]。
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Fig. 2. Asymmetric inheritance of centrosomes and
the orientation of the plane of mitotic division. Time-
lapse imaging of dividing single ES cells cocultured
with Wnt3a beads (indicated by a dashed yellow
circle) and (A) expressing enhanced green fluorescent
protein (EGFP)–Ninein (cyan; arrows) and DsRedex–
Centrin1 (magenta). Dotted orange line indicates the
boundary between two cells. (B) Immunostaining for
endogenous Ninein (arrowheads). BF: bright-field
image. (C andD) Representative images from three-
dimensional time-lapse microscopy of segregating
chromosomes in ES cells expressing H2B-Venus that
were cocultured with Wnt3a beads (blue) or Wnt5a
beads (red).

Fig. 3. Expression of the pluripotency genes Rex1 and Nanog during ES cell
division. (A) Selected frames from time-lapse imaging of a dividing Rex-1 GFP
reporter ES cell in the presence of a Wnt3a bead (indicated by a dashed yellow
circle). The far right panel shows antibody staining for endogenous Rex-1 protein.
(B) Selected frames from time-lapse imaging of a dividing Nanog-Venus reporter
ES cell in the presence of a Wnt3a bead. Signal intensities of all frames were
individually determined, and the mean T SD intensity values plotted. Red triangles
represent signal intensities of the cell retaining contact with the bead after division.
(C) Representative images of time-lapse microscopy of dividing Rex-1 GFP ES re-
porter cells cocultured in the presence of the indicated beads in 2i or 2i-free media.
Cell divisions were classified based on the relative expression of GFP and plotted.
Red bar: higher GFP amounts in the bead-proximal cell; yellow bar: higher amounts
of GFP in the bead-distal cell; blue bar: similar amounts of GFP in either cell.
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(A)

(B)

neocortex of E13.5 mouse embryos by in utero electroporation
(Supplementary Fig. 2a). As expected, EGFP–CETN1 formed pairs
of dots that co-localized with c-tubulin, a centrosomal marker
(Fig. 1a), suggesting that transient expression of EGFP–CETN1 reliably
labels the two centrioles of individual centrosomes in the developing
neocortex in vivo. Moreover, we observed that at the onset of peak
neurogenesis (E13–E14), EGFP–CETN1-labelled centrosomes were
predominantly located at the VZ surface with a small subset located
in the subventricular zone (SVZ) and the intermediate zone (IZ)
(Fig. 1a and Supplementary Fig. 2b).

To identify the cell types harbouring EGFP–CETN1-labelled cen-
trosomes, we co-electroporated a plasmid encoding DsRedexpress

(DsRedex), a red fluorescent protein that diffuses throughout cells
and thereby reveals their morphology (Fig. 1b). We found that in
bipolar radial glia progenitors in the VZ the centrosome was located
in their ventricular endfeet at the VZ surface (Fig. 1b, cell 1) as
previously suggested36,37, whereas in multipolar cells in the IZ and
the SVZ the centrosome was harboured in their cell bodies (Fig. 1b,
cell 2). Moreover, we observed dividing radial glia progenitors that
possess a pair of centrosomes together with condensed chromosomes
at the VZ surface (Fig. 1b, cell 3). Consistent with this differential
centrosome localization between radial glia progenitors and their
differentiating daughter cells, we observed a progressive increase in
the appearance of EGFP–CETN1-labelled centrosomes in the IZ and
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Figure 1 | Centriole and centrosome asymmetry in the developing
neocortex. a, Images of E14.5 cortices electroporated with EGFP–CETN1
(green) at E13.5 (E13.5–E14.5) and immunostained for c-tubulin (red).
b , Images of cortices electroporated with EGFP–CETN1 (green) and
DsRedexpress (DsRedex, red) and counterstained with DAPI (blue). Arrows
and the arrowhead indicate the centrosomes. Pia represents the pial surface
of the neocortex. c, Images of cortices electroporated with EGFP–Nin (green,

arrows) and DsRedex–CETN1 (red, arrows and arrowheads) and
immunostained for pericentrin 1 (blue). d, Images of dividing radial glia cells
in late mitosis (broken circles) with condensed chromosomes (DAPI, blue)
expressing EGFP–Nin (green, arrows) and DsRedex–CETN1 (red, arrows
and arrowheads). Broken lines indicate the cleavage plane. Scale bars:
a, 10 mm and 5mm; b , 25 mm, 2.5mm, 10 mm, 5mm and 5mm (from top to
bottom); c, 20mm and 2 mm; d, 5 mm.
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(Fig. 2e, f) and that these centrosomes probably originated from the
first cell cycle after photoconversion (Supplementary Fig. 5c, d).

The asymmetric segregation of centrosomes suggests differential regu-
lation of the duplicated centrosomes in dividing radial glia progenitors.
To gather further evidence for this, we carried out time-lapse imaging
experiments to monitor the behaviour of centrosomes with differently
aged mother centrioles in dividing radial glia progenitors at the VZ
surface in situ (Fig. 3a). Kaede–CETN1 was introduced into radial glia
cells together with mPlum, a far-red fluorescent protein, to label cell
morphology. Around 24 h later, cortical slices were prepared. Photo-
conversion of the existing Kaede–CETN1 proteins was then performed
in individual slices, which were then cultured for another 24 h before
being subjected to time-lapse imaging. Labelled dividing radial glia cells
with enlarged and rounded cell bodies possessing a pairof centrosomes at
the VZ surface (Fig. 3b) were monitored at 10-min intervals over a period
of 5 to 8 h (Fig. 3c, d, Supplementary Video 1 and Supplementary Fig. 9).
In six out of seven dividing radial glia cells that proceeded through

mitosis at the VZ surface and reached the two-cell stage, the centrosome
retaining the old mother centriole in both red and green fluorescence
stayed at the VZ surface, whereas the centrosome containing the new
mother centriole in solely green fluorescence migrated away from the VZ
surface (Fig. 3c, d, Supplementary Video 1 and Supplementary Fig. 9).
These results demonstrate that the centrosomes with differently aged
mother centrioles in dividing radial glia progenitors exhibit distinct
behaviour during the peak phase of neurogenesis.

The distinct behaviour of the centrosomes suggests that they are
differentially inherited by the two daughter cells embarking on differ-
ent routes of fate specification and development. On the basis of their
behaviour, we postulated that the centrosome with the new mother
centriole is largely inherited by differentiating cells, such as neurons,
whereas the centrosome with the old mother centriole that remains
located at the VZ is mostly inherited by radial glia progenitors. Indeed,
we found that 2 days after photoconversion (E13.5–E14.5(PC)–E16.5)
the centrosomes with the new mother centriole, marked by green
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Figure 2 | Asymmetric segregation of centrosomes with differently aged
mother centrioles. a, b, Strategy and experimental procedure for using
Kaede–CETN1 to distinguish between centrosomes with differently aged
mother centrioles. c, Images of E16.5 cortices electroporated with
Kaede–CETN1 at E13.5 and photoconverted (PC) at E14.5
(E13.5–E14.5(PC)–E16.5). Scale bars: 50 mm and 15 mm. d–f, Quantifications
of the percentage of labelled centrosomes that are green, red or yellow

fluorescent (d), the percentage of green or yellow fluorescent centrosomes
that are located in different regions of the developing neocortex (e), and the
percentage of labelled centrosomes located in different regions of the
developing neocortex that are green or yellow fluorescent (f) (total 4,314
centrosomes from seven individual animals). Data are shown as
mean 6 s.e.m.; *****, P , 5 3 1025.
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Fig. 2. Asymmetric inheritance of centrosomes and
the orientation of the plane of mitotic division. Time-
lapse imaging of dividing single ES cells cocultured
with Wnt3a beads (indicated by a dashed yellow
circle) and (A) expressing enhanced green fluorescent
protein (EGFP)–Ninein (cyan; arrows) and DsRedex–
Centrin1 (magenta). Dotted orange line indicates the
boundary between two cells. (B) Immunostaining for
endogenous Ninein (arrowheads). BF: bright-field
image. (C andD) Representative images from three-
dimensional time-lapse microscopy of segregating
chromosomes in ES cells expressing H2B-Venus that
were cocultured with Wnt3a beads (blue) or Wnt5a
beads (red).

Fig. 3. Expression of the pluripotency genes Rex1 and Nanog during ES cell
division. (A) Selected frames from time-lapse imaging of a dividing Rex-1 GFP
reporter ES cell in the presence of a Wnt3a bead (indicated by a dashed yellow
circle). The far right panel shows antibody staining for endogenous Rex-1 protein.
(B) Selected frames from time-lapse imaging of a dividing Nanog-Venus reporter
ES cell in the presence of a Wnt3a bead. Signal intensities of all frames were
individually determined, and the mean T SD intensity values plotted. Red triangles
represent signal intensities of the cell retaining contact with the bead after division.
(C) Representative images of time-lapse microscopy of dividing Rex-1 GFP ES re-
porter cells cocultured in the presence of the indicated beads in 2i or 2i-free media.
Cell divisions were classified based on the relative expression of GFP and plotted.
Red bar: higher GFP amounts in the bead-proximal cell; yellow bar: higher amounts
of GFP in the bead-distal cell; blue bar: similar amounts of GFP in either cell.
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図 2.3: 非対称分裂と母中心子の分配の関係性

(A)ES細胞分裂時の母中心子の分配とWnt3aビーズの位置に関する関係性。黄色の丸は
Wnt3aが塗布されたマイクロビーズの位置を示している。Nineinは、古い母中心子に局
在する。Wnt3aビーズが存在している細胞に Nineinが局在している。Rex は ES細胞に
おける多能性マーカーである。以上の実験結果により、Wnt3aビーズによって古い母中心
子や多能性マーカーの分配が制御されていること示した。また、非対称分裂において古い
母中心子と多能性マーカーの分配は一致していることを示した [41]。(B)放射状グリア細
胞の分裂とNinein(緑)の分配について。CETN(Centrin1, 赤色)は中心子を構成するタン
パク質である (左図)。胎生 16.5日目のマウス新皮質内における新旧母中心子の分布。新し
い母中心子は、様々な領域に分布している。一方で、古い母中心子は脳室帯や脳室下帯に
多く分布していることがわかる。VZ/SVZ:脳室帯/脳室下帯、IZ:中間帯、CP:皮質板。脳
室帯/脳室下帯は、神経幹細胞である放射状グリア細胞が存在している領域である。[51]よ
り改変。
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2.2 方法
2.2.1 マイクロ流体デバイスの作製
本研究では、濃度勾配形成流路と脱気機構から構成される細胞培養デバイスを

作製した。濃度勾配形成流路と脱気機構は先行研究 [33,52]を参考にして設計を行
なった。脱気機構は気泡トラッピング層と脱気層の二層から構成されている。本デ
バイスを作製するにあたり、5つのマスクデザイン (微細溝、細胞培養流路、気泡ト
ラッピング流路 (下層)、気泡トラッピング流路 (上層)、脱気流路)を設計した。各
流路の寸法は図 2.4に示した。これらの流路デザインは全て Inkscape(version 0.48,

http://www.inkscape.org)で作成した。各流路デザインは帆風株式会社によって
フィルムに印刷し、フィルムマスク (帆風株式会社)として利用した。
濃度勾配形成流路のモールド作製は、図 2.5の手順で行なった。まず、ネガ型

フォトレジスト SU-8 3010 (MicroChem)をガラスウェハ (S9111, 松浪ガラス)上
に加えてスピンコータによって薄く塗布した。その後、ウェハをホットプレート
にのせて 100◦Cでソフトベークした。フィルムマスク (微細溝)をマスクアライナ
(EMA-400, ユニオン光学)に設置した後にウェハに対してUV照射した。UV照射
を行なったウェハを 60◦Cで加熱してから 100◦Cでフォトレジストの架橋反応を行
なった。架橋反応後、SU-8 3050をウェハ上に加えてスピンコータによって薄く塗
布し、100◦Cでソフトベークした。フィルムマスク (細胞培養流路)をマスクアラ
イナに設置してウェハに対してUV照射した。UV照射後にウェハを 60◦Cで加熱
し、100◦Cで架橋反応を行なった。最後にウェハを SU-8現像液に浸して現像を行
なった。各工程における詳細なパラメータは表 2.1に記した。
モールド作製後、poly-dimethylsiloxane (PDMS)(Silpot 184 W/C, 東レ)の母剤

と重合開始剤を 10:1で混合して各モールドに流し込んだ。その後、60◦CでPDMS

の硬化を行うことで各層を作製した。各PDMS層を作製後、プラズマエッチング
装置 (SEDE-P,メイワフォーシス)によって各PDMS層の表面を活性化し、お互い
を貼り合わせて接着を行なった。
最後に、流路表面へのタンパク質の非特異的吸着を防ぐために流路表面にブロッ

キング処理を施した。ブロッキング剤としてpoly(2-methacryloyloxyethyl phospho-

rylcholine - co-n-butyl methacrylate)ポリマー (MPCポリマー)( Lipidure-CM5206,

NOF)を用いた。MPCポリマーは無水エタノール/クロロホルム溶液 (v/v = 1/9)

に溶解し、0.5 wt%に調整した [53]。調整したMPCポリマー溶液を作製したデバイ
スに流し込み、流路内のMPCポリマー溶液が蒸発するまでデバイスを放置した。
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図 2.4: マイクロ流体デバイスの寸法

左図:トラッピング層、中央図:細胞培養層、右図:脱気層。トラッピング層における色の違
いはモールドの高さの違いを表している (灰色>黒)。寸法単位はmm。
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図 2.5: モールド作製手法

(A)濃度勾配形成流路モールドの作製手法。SU-8 3010に細溝パターンを照射後、SU-8

3050を塗布して主流路パターンの照射を行なった。照射後、現像を行なった。(B)脱気機
構 (気泡トラッピング層)モールドの作製手法。SU-8 3050に下層流路パターンを照射した
後に、再度 SU-8 3050を塗布し、上層流路パターンを照射し、照射後、現像した。(C)脱
気機構 (脱気層)モールドの作製手法。流路高さを確保するために、SU-8 3050の塗布を二
回行なった。そして、SU-8 3050に空気バルブパターンを照射し、現像をした。(D)各流
路のマスクパターン。白領域は光透過領域である。
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表 2.1: モールド作製におけるパラメータ

マスク フォトレジスト 回転速度 ソフトベーク 露光量 ポストベーク (60◦C/100◦C)

細溝 SU8 3010 500 rpm 15 min 420 mJ/cm2 1 min / 8 min

主流路 SU8 3050 1000 rpm 15 min 480 mJ/cm2 1 min / 5 min

気泡トラッピング 下層 SU8 3050 1300 rpm 20 min 420 mJ/cm2 1 min / 8 min

気泡トラッピング 上層 SU8 3050 1300 rpm 20 min 480 mJ/cm2 1 min / 10 min

空気バルブ a) SU8 3050 1300 rpm 20 min 480 mJ/cm2 1 min / 10 min

a) 高さ 200 µmのモールドを作製するために、スピンコーティングとソフトベー
ク工程を二回繰り返した。
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2.2.2 濃度勾配の定量的評価手法
2.2.2.1 濃度勾配形状の定式化
本研究では細胞培養流路内で形成された濃度勾配形状を評価した (図 2.6A)。細
胞培養流路内 (図 2.4)で形成された濃度勾配を定量的に評価するために、40 kDa

の FITC-dextran(FD40S, Sigma)を用いて濃度勾配の可視化を行なった。FITC-

dextranの分子量はWnt3aの分子量 (38 kDa)と同等のものを選択した。FITC-

dextranはOpti-MEM(1158021, Life Technologies)に溶解させた。マイクロシリン
ジポンプ (Nexus 3000, Chemyx)を用いて 0.1 mg/mLのFITC-dextranをデバイス
片側から流し込み、共焦点顕微鏡によって濃度勾配を観察した。濃度勾配を作成
する際には 1.0、2.0、3.0 µL/minの流量で送液を行なった。取得した濃度勾配画
像の測定を行うために画像解析ソフトウェア Fiji [54]を用いた。細胞培養流路内
の各位置に region of interest(ROI; 長さ: 900 µm, 幅: 15 µm)を設定してROI内
の輝度値を測定した。
濃度勾配の形状を定式化するために、実験結果に対して一次元拡散方程式のフィッ

ティングを行なった。一次元拡散方程式は以下の式を用いた [55]。

I(x) =
1

2
(Imax − Imin)erfc

(
x− α√

β

)
+ Imin (2.1)

I(x)は流路壁から距離 x µm離れた位置における輝度値、Imax は ROI内におけ
る最大輝度値、IminはROI内における最小輝度値を表している。αは、輝度値が
1/2(Imax− Imin)+ Iminとなる位置を表している。βは分子の平均二乗変位である。
erfcは相補誤差関数である。パラメータ (α, β)の推定にはRに実装されている非
線形最小二乗法によるフィッティングを用いた。
細胞培養流路内で濃度勾配を撮影する際には、励起光強度の空間的な偏りを補

正するための画像を取得した。具体的には細胞培養流路内をFITC-dextran溶液で
満たし、共焦点顕微鏡によって撮影することで補正画像を取得した。

2.2.2.2 細胞両端間における濃度差の導出
本研究では細胞両端間で生じる分子の濃度差を導出するために、フィッティン

グによって求めた一次元拡散方程式 (式 (2.1))を利用した。本解析では細溝方向に
沿った濃度差である∆Ixと上流から下流への軸方向に沿った濃度差である∆Iyを
求めた。各濃度差は以下の式のように定義した。

∆Ix =
√
(IB(x− d/2)− IB(x+ d/2))2 (2.2)

∆Iy =
√
(IA(x)− IC(x))2 ×

d

w
(2.3)
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IA,B,Cは流路の各位置における一次元拡散方程式 (式 (2.1))を示している (図 2.6B)。
また、dは分裂中の細胞の直径を示している (11 pixels ≈ 30 µm)。さらに、wは
細溝の幅 (250 µm)を示している。

2.2.2.3 濃度差の経時的安定性の評価
濃度差の経時的安定性の評価を行うために各位置における濃度差の経時的なゆ

らぎを算出した。ゆらぎ (σ)は以下の式によって定義した。

σ =

∑N
i=0 |∆I1i −Median(∆I1)|

N
(2.4)

N は撮影した画像枚数、Median(∆I1)は流路番号 1内の各位置 (x = 200 µm,

400 µm, 600 µm)における濃度差の中央値、∆I1iは i枚目の画像における濃度差を
表している。また、濃度差は以下のように定義した。撮影条件として 1、10、100、
1000秒間隔で計 50枚の撮影を行ない、異なる時間スケールにおける経時的な安定
性を評価した。

39



2 Wnt3a濃度勾配による細胞分裂異方性の制御 2.2. 方法

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

流
路
番
号

●●
●
●
●●
●●●●●●●●

●●●●●●●
●●●●

●●●

●
●
●●
●
●
●
●●●

●

●●
●●
●

●
●
●
●
●●

●●
●●

●●●

●●●
●●●

●
●
●●●

●●
●

●●

●
●
●●
●●
●
●●
●
●
●●
●

●●●●
●
●
●●
●
●
●
●●●

●
●●
●●●

●●●
●
●
●●●

●
●●
●
●
●●
●
●●
●
●●
●
●●●

●
●●●●

●●●●
●●
●●
●●●

●●
●●●●

●●●
●●●

●●●●●
●●
●
●●●

●
●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

0 200 400 600 800

0.
0

0.
2

0.
4

0.
6

0.
8

1.
0

x

y2

● Experimental result
Fitted curve

正
規
化
後
輝
度
値
 I(

x)
 

流路内座標 x(µm)

実験結果
フィッティング結果

x

ROI

細胞培養流路

細溝

0

輝度値測定 
+ 

フィッティング

(A)

(B)

w
w

ROI A
ROI B
ROI C

上流

下流

d

ΔIx

ΔIy

図 2.6: 濃度勾配の定量的評価手法

(A)各流路番号における濃度勾配の定量的評価。細胞培養流路内の各位置にROI(幅:15 µm,

長さ:900 µm)を設定した。そして、ROI内の FITC-dextranの輝度値に対して、式 (2.1)

を用いてフィッティングを行なった。赤線のエラーバーは標準偏差を表している。上記の
解析を全流路番号に対して行なった。(B)細胞両端間における濃度差の定量化手法。各流
路番号において、ROIを 3箇所 (ROI A, ROI B, ROI C)設置して輝度値の測定を行なっ
た。細溝方向に沿った濃度差である∆Ixは、ROI Bの測定結果に対して式 (2.2)を用いて
フィッティングを行うことで求めた。上流から下流への軸方向に沿った濃度差である∆Iy

は、ROI AおよびROI Cの測定結果に対して式 (2.2)を用いてフィッテンィグを行うこと
で求めた。dは分裂中細胞の直径を表している。
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2.2.3 細胞培養
神経芽腫細胞 SH-SY5Y (Cat. No. 94030304, European Collection of Cell Au-

thenticated Cell Cultures)は、15%の fetal bovine serum (FBS)(16170-078, Life

Technologies)を添加したDulbecco’s Modified Eagle Medium/Ham’s F-12 Nutri-

ent Mixture (10565018, Thermo Fisher Scientific)を用いてインキュベータ内 (37◦C,

5% CO2)で培養を行なった。デバイス内で細胞の培養を行う際には、分裂期の細
胞を効率的に観察するためにダブルチミジンブロックにより細胞周期の同調を行
なった。IV型コラーゲン (新田ゼラチン)は 150 µg/mLとなるように 1 Mの塩酸
によって調製した。調製後のコラーゲン溶液をガラスベースディッシュに加えた後
に余分なコラーゲン溶液を除去し風乾することでコラーゲンの塗布を行なった。
Wnt3aタンパク質 (5036-WN, R&D Systems)は、200 µg/mLとなるように 0.1%

BSA(017-22231, 富士フイルム和光純薬)を含む滅菌蒸留水に溶解して-20◦Cで保
管した。Dickkopf-1 (Dkk1)(5439-DK, R&D Systems)タンパク質は、100 µg/mL

となるように phosphate buffered saline (PBS)(16-23555, 富士フイルム和光純薬)

によって溶解して-20◦Cに保管した。実験に用いる際には、これらの保管溶液を培
養液によって希釈した。

2.2.4 免疫蛍光染色
2.2.4.1 一次抗体および二次抗体
Wnt3aタンパク質によって共役受容体であるLRP6が活性化されているか確認す

るために rabbit polyclonal anti-LRP6 Tp1479 (PAB12632, Abnova)を用いた。ま
た、細胞分裂中の異方性を確認するためにmouse monoclonal anti-ODF2/cenexin

(H00004957, Novus)を用いた。さらに、コラーゲンへのWnt3aタンパク質の非特異
的吸着を定量的に評価するために rabbit polyclonal anti-Wnt3a (ab28472, Abcam)

を用いた。一次抗体である anti-LRP6 Tp1479は 1/200、anti-ODF2/cenexin およ
び anti-Wnt3aは 1/500に希釈した。これらの一次抗体に対して、二次抗体として
anti-mouse-IgG (H+L) conjugated with Alexa Fluor 488 (A-21202, Thermo Fisher

Scientific)、anti-rabbit-IgG (H+L) Alexa Fluor 568 (A-11011, Thermo Fisher Sci-

entific)を用いた。二次抗体は 1/1000に希釈した。抗体の希釈にはPBSを用いた。

2.2.4.2 Tp1479 LRP6の免疫蛍光染色
Tp1479 LRP6の免疫蛍光染色は、先行研究 [41]を参考に行なった。まず、培養

したSH-SY5Y細胞をDulbecco’s PBS(14040-133, Thermo Fisher Scientific)によっ
て洗浄し、4% paraformaldehyde (PFA)(163-20145, 富士フイルム和光純薬)によっ
て 4◦Cで 30分間固定を行なった。次に 0.1% bovine serum albumin (BSA) (012-

23881, 富士フイルム和光純薬)と 0.001% Tween-20(9005-64-5, ICN Biomedicals)
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を含むPBS溶液を細胞染色液として調製し、細胞染色液によって細胞の洗浄を行
なった。その後、10% normal donkey serum (D9663, Sigma-Aldrich)を含む細胞
染色液によって 30分間ブロッキングを行なった。そして、上述した希釈率で一次
抗体を加えてオーバーナイト (4◦C)で抗原抗体反応を行なった。その後、細胞染色
液を用いて細胞を洗浄してから二次抗体を加えた。二次抗体による抗原抗体反応
は室温で 1時間行なった。染色体は 1 µg/mLのHoechst 33342(Lonza)を含むPBS

溶液によって染色した。

2.2.4.3 ODF2の免疫蛍光染色
ODF2の免疫蛍光染色では、最初にPBSで細胞を洗浄してから-20◦Cのメタノー
ルによって固定した [56]。冷却メタノールによる固定時間は 5分間とした。その
後、3% BSA(012-23881, 富士フイルム和光純薬)を含むPBSで 30分間ブロッキン
グを行なった。そして、上述した希釈率で 1次抗体を加えて 1時間室温で抗原抗
体反応を行なった。その後、PBSで細胞の洗浄を行なってから二次抗体を加えた。
染色体は 1 µg/mLのHoechst 33342を含む PBS溶液によって染色した。

2.2.4.4 Wnt3aの免疫蛍光染色
Wnt3aの免疫蛍光染色では、まずガラスベースディッシュをPBSで軽く洗浄し

た。そして、上述の希釈率で一次抗体を加えてから抗原抗体反応を室温で 1時間行
なった。その後、PBSで再度細胞を洗浄してから二次抗体を加えた。そして、二
次抗体による抗原抗体反応を室温で 1時間行なった。

2.2.4.5 免疫蛍光染色画像の取得
本研究では共焦点ユニット (CSU-22,横河電機)を組み込んだ倒立型顕微鏡 (IX81,

オリンパス)とCCDカメラ (ORCA R2, 浜松ホトニクス)によって免疫蛍光染色画
像の取得した。

2.2.4.6 高さによる輝度値の補正
分裂期の細胞内におけるTp1479 LRP6やODF2を観察する際には、高さによる輝
度値の減少を補正した。まず、直径500 nmの蛍光ビーズ (F8813, Life Technologies)

をPBS中に 0.02%(w/w)となるように希釈した。作製した希釈液をカバーガラス
上に滴下し、もう一枚のカバーガラスを上にのせて指で軽く押して余分な液体を
除去することで封入を行なった (図 2.7)。その後、共焦点顕微鏡を用いてカバーガ
ラスに吸着した蛍光ビーズの輝度値と底面からの高さ (z)を測定した。測定時にお
ける対物レンズの刻み幅を 0.1 µmに設定し、Micro-Managerによって対物レンズ
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の高さを制御した [57, 58]。蛍光ビーズの高さ (∆z)は最も輝度値の高い座標とし
た。また、蛍光ビーズの高さは ImageJのプラグインであるMetroloJ [59]を用い
て、点像分布関数へのフィッティングを行うことによって求めた。撮影後、各蛍光
ビーズの輝度値は底面 (z = 0 µm)で撮影した蛍光ビーズの平均輝度値によって正
規化を行なった。正規化した輝度値を従属変数、底面からの高さを説明変数とし
て指数関数へのフィッティングを行うことで補正式を求めた。
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図 2.7: 高さによる輝度値補正曲線の作成手法

蛍光ビーズを含む PBSをカバーガラス上に滴下し、もう一枚のカバーガラスを上から乗
せた後に紙ウエスの上から指で押すことでサンプルを準備した。そして、カバーガラス上
に吸着した蛍光ビーズの輝度値を共焦点レーザー顕微鏡によって測定した。得られた輝度
値を利用し、点像分布関数にフィッティングを行うことで蛍光ビーズの高さ (∆z)を算出
した。そして、対物レンズ側に吸着した蛍光ビーズの高さを z = 0として定義し、各ビー
ズの∆zと輝度値の関係性について解析した。対物レンズは 0.1 µm刻みで制御した。
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2.2.5 Wnt3a濃度勾配による細胞分裂の異方性決定
2.2.5.1 デバイス内細胞培養
本研究では作製したマイクロ流体デバイスを顕微鏡システム内に設置し、デバ

イス内に細胞を導入することでWnt3a濃度勾配存在下で細胞培養した。以下にデ
バイス内細胞培養までの手順を示す (図 2.8)。
まず、ガラスベースディッシュにコラーゲン溶液を加えてから余分なコラーゲン

溶液を取り除き、ガラスベースディッシュを風乾した。また、デバイス内で細胞培
養を行う前に細胞培養デバイス (第 2.2.1小節)を熱滅菌した。滅菌処理を行なった
細胞培養デバイスと真空ポンプ (DAP-15, アルバック機工)を接続した。そして、
細胞培養デバイスとコラーゲンを塗布したガラスベースディッシュを吸引によって
接着した。細胞培養デバイス内で気泡を形成させないためにPBSを加えた後に流
路内を細胞培養液で満たした。細胞培養デバイスを準備後、チミジンによって細
胞同調した SH-SY5Y細胞をトリプシンによって回収し、2 × 106 cells/mLとなる
ように細胞懸濁液を調製した。調製を行なった細胞懸濁液は、細胞導入口よりデ
バイス内に導入した。デバイス内に細胞導入後、細胞導入口と細胞排出口をプラ
グによって塞いだ。細胞を導入した細胞培養デバイスは、37 ◦C, 5% CO2に設定し
たステージトップインキュベータ (INUG2-ONICS, 東海ヒット)に設置した。片側
の流入口にはWnt3aを含む細胞培養液 (Wnt3a-CM)を流し込み、もう一方の流入
口には通常の細胞培養液を流し込んだ。培養液内のWnt3a濃度は 100 ng/mLもし
くは 30 ng/mLに調製した。細胞導入後に細胞培養流路内で即座に濃度勾配を形成
させるために、マイクロシリンジポンプを用いて 10.0 µL/minの流量で 5分間送
液した。その後、2.0 µL/minの流量で灌流培養を行なった。デバイス内で細胞培
養を開始してから 12時間後にTp1479 LRP6(第 2.2.5.4小々節)やODF2(第 2.2.5.5

小々節)の免疫蛍光染色を行なった。
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図 2.8: マイクロ流体デバイスの設置手順

以下の手順でマイクロ流体デバイスによる細胞培養の準備を行なった。(1)コラーゲンを塗
布したガラスベースディッシュに滅菌済みのマイクロ流体デバイスを貼り合わせた後に脱気
を行なった。(2)マイクロ流体デバイス内の空気を除去するために PBSを各流入口から加
えた。(3)Wnt3aを含む培地 (Wnt3a-CM)と通常培地を各流入口からデバイス内に加えた。
細胞懸濁液を加える際にWnt3a-CMによる刺激を防ぐために、デバイス内にWnt3a-CM

を加えた後に通常培地を加えることで細胞培養流路内を通常培地で満たした。(4)流路内
を通常培地で満たし、細胞導入口から細胞懸濁液を加えた。(5)マイクロ流体デバイスを
ステージトップインキュベータに設置し、細胞培養を行なった。
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2.2.5.2 Dkk1タンパク質によるWntシグナルの阻害
Wnt3a濃度勾配による分裂角度決定への寄与を確認するために、Wnt3aに対し
て競合的阻害を行うタンパク質として知られている Dkk1を細胞培養液に添加し
た (Dkk1-CM, 50 ng/mL, [60])。さらに、調製した Dkk1-CMに対してWnt3aを
添加した (Dkk1-Wnt3a-CM, Wnt3a; 100 ng/mL)。これらの調製済み培養液を 2.0

µL/minでデバイスの各流入口に送液した。

2.2.5.3 デバイス内免疫蛍光染色
デバイス内での細胞培養後、流入口からPBSを加えて流路内の培養液を洗浄し
た。ODF2に対して免疫蛍光染色を行う場合は以下の操作を行なった。まず、-20
◦Cのメタノールを細胞流入口から加え、デバイスを即座に-20◦Cのメタノールで
満たされた 500 mLガラスビーカーに沈めた。そして、細胞の固定を 5分間行なっ
た。細胞固定後、3% BSAを含むPBSを流入口から加えてメタノールを洗い出し
てブロッキングを行なった。その後、一次抗体を含むPBSを流入口から加え、抗
原抗体反応を室温で 1時間行なった。一次抗体の抗原抗体反応後、PBSを流入口か
ら加えて一次抗体の洗浄を行なった。その後、二次抗体を含むPBSを流入口から
加えて抗原抗体反応を行なった。二次抗体の抗原抗体反応後、1 µg/mLの hoechst

33342を含む PBSを 5分間加えて染色体を可視化した。染色体の可視化後、PBS

を流入口から加えて hoechst 33342を洗浄した後に蛍光観察を行なった。
Tp1479 LRP6に対して免疫蛍光染色を行う場合、PFAによる固定を室温で 5分
間行なった。その後は上述の操作と同様の操作を行なった。また、試薬や抗体の
濃度は第 2.2.4.2小々節と同様の調製を行なった。

2.2.5.4 Tp1479 LRP6活性化座標の同定
デバイス内での細胞培養後、Tp1479 LRP6の免疫蛍光染色を行なった (第 2.2.4.2

小々節)。その後、対物レンズの刻み幅を 0.5 µmに設定し、三次元蛍光画像を取
得した。取得した三次元蛍光画像に対して第 2.2.4.6小々節で求めた補正式を用い
て輝度値の補正を行なった。次に、各スライス画像に対してROI(11 × 11 pixels)

を走査した。そして、輝度値が最大となった ROIの中心座標を Tp1479 LRP6の
活性化座標とした。また、座標の原点として染色体の重心座標を用いた。最後に、
LRP6活性化座標が原点に対して (1)Wnt3a-CM供給側か通常培養液供給側、(2)

上流側か下流側に偏っているか二項検定を行ない解析した (図 2.9)。
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図 2.9: LRP6活性化座標の同定方法

(上図) 三次元画像を取得し、全スライス画像に対して高さによる輝度値補正を行なった
(第 2.2.4.6参照)。輝度値補正後、ROI(11 × 11 pixels, 赤枠)を走査し、合計輝度値が最大
となるROIを求めた。そして、ROI の中心座標を LRP6の活性化部位と定義した。また、
染色体の重心座標を細胞の中心として定義した。本実験では、細溝と流れの方向を基準と
して細胞周辺の角度を 0◦ ≤ θ < 360◦として定義することが可能である。(下図) LRP6の
活性化部位が細胞中心よりもWnt3a-CM供給側に局在していた細胞を (a)として計数し
た。一方、活性化部位が細胞中心よりも通常培地供給側に局在していた細胞を (b)として
計数した。また、上流側-下流側への分割では上流側を (a)、下流側を (b)として計数した。
そして、活性化部位が (a)側に偏る確率を求めた。最後に LRP6活性化座標が原点に対し
て (1)Wnt3a-CM供給側か通常培養液供給側、(2)上流側か下流側に偏っているか二項検
定を行ない解析した。
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2.2.5.5 ODF2局在座標の同定および異方性の決定
デバイス内での細胞培養後、ODF2の免疫蛍光染色を行なった (第 2.2.4.3小々

節)。免疫蛍光染色後、対物レンズの刻み幅を 0.5 µmに設定し三次元蛍光画像を
取得した。ODF2の局在座標を同定する際には、取得したスライス画像内の各中
心体付近に対して ROI(5 × 5 pixels)を走査し、合計輝度値が最大となる ROIを
求めた。そして、ROIの中心座標をODF2の局在座標とした (図 2.10)。分裂角度
θODF2は、ROI 内における合計輝度値の低い局在座標から合計輝度値の高い局在
座標への角度として求めた。最後に θODF2が (1)Wnt3a-CM供給側か通常培養液
供給側、(2)上流側か下流側のどちらかに偏っているか二項検定を行ない解析した
(図 2.10)。

2.2.5.6 Wnt3a非特異的吸着による分裂角度への影響評価
コラーゲンに対して非特異的に吸着したWnt3aが分裂角度の偏りに影響を及
ぼしているか確認した。まず細胞培養流路底面にWnt3aの不均一な吸着が生じて
いるか測定した。測定手順として、はじめにコラーゲンを塗布したガラスベース
ディッシュと細胞培養デバイスを接着した。そして、Wnt3a-CMと通常培地を各
流入口から流し込み、12時間灌流した。その後、anti-Wnt3aによる免疫蛍光染色
(第 2.2.4.4小々節)を行ない、細胞培養流路内の各領域におけるWnt3a吸着量を定
量的に評価した (図 2.11A)。
次に、培養基板上に非特異的に吸着したWnt3aが分裂角度の決定に影響を与え
ているか確認した。まず、上述と同様の操作によりWnt3a-CMと通常培地を 12時
間灌流した。灌流後、細胞培養流路内を通常培地で満たした。そして、細胞培養
デバイス内に細胞を導入し、通常培地を用いて灌流培養を行なった。灌流培養開
始から 12時間後にODF2の免疫蛍光染色を行い、分裂角度 θODF2を測定した (図
2.11B)。最後に、θODF2が (1)Wnt3a-CM供給側か通常培養液供給側、(2)上流側
か下流側のどちらかに偏っているか二項検定を行い確認した。
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y

分裂期中期 中期以降

下流
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Wnt3a-CM
供給側

通常培地
供給側

下流
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上流

Wnt3a-CM
供給側

通常培地
供給側

Wnt3a-CM
供給側

通常培地
供給側

確率の算出:
a

a + b

a b a
b

(1) (2)

ODF2
三次元蛍光画像

x

z 0 π

-π/2

π/2

0 π

-π/2

π/2

低濃度ODF2

高濃度ODF2

 
330 x 330

 
330 x 330

ROI

分裂角度
θODF2

輝度値補正

図 2.10: ODF2の同定方法および分裂角度の定義

(上図)三次元画像を取得し、全スライス画像に対して高さによる輝度値補正した (第 2.2.4.6

参照)。輝度値補正後、各中心体付近に対してROI(5 × 5 pixels, 赤枠)を走査し、ROI内
の合計輝度値を取得した。そして、合計輝度値が最大となる ROIの中心座標をODF2の
局在座標と定義した。局在座標を同定した後に、合計輝度値の低い局在座標から合計輝度
値の高い局在座標への角度を分裂角度 θODF2と定義した。(下図) θODF2が、Wnt3a-CM

供給側を向いていた細胞を (a)として計数した。一方、θODF2 が、細胞中心よりも通常培
地供給側に向いていた細胞を (b)として計数した。また、上流側-下流側への分割では上流
側を (a)、下流側を (b)として計数した。最後に θODF2が (1)Wnt3a-CM供給側か通常培
養液供給側、(2)上流側か下流側に偏っているか二項検定を行ない確認した。
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下流
領域1

上流

領域2

Wnt3a濃度勾配条件コントロール

通常培地通常培地 Wnt3a-CM 通常培地

測定領域

(A)

実験条件

-π/2

培養基板上に 
吸着したWnt3a

上流側

下流側

分裂中細胞

π0

π/2

領域2領域1

(B)

図 2.11: 非特異的なWnt3a吸着による分裂角度への影響評価

(A)Wnt3a非特異的吸着の測定。細胞培養流路内のWnt3a-CMが供給される細溝近傍の領
域と通常培地が供給される細溝近傍の領域を測定領域 (領域 1、領域 2)とした。両側から通
常培地を供給するコントロール条件と、Wnt3a-CMと通常培地を供給するWnt3a濃度勾
配作成条件で、それぞれ 12時間灌流した。灌流後、anti-Wnt3aによって免疫蛍光染色を
行い、領域 1と領域 2における培養基板上の蛍光輝度値を測定した。(B)分裂角度 θODF2

の測定手法。灌流を行なったマイクロ流体デバイス内に細胞を導入し、12時間ほど通常培
地で灌流培養した。そして、非特異的に吸着したWnt3a上で分裂している細胞に対して
免疫蛍光染色を行い θODF2を測定した。測定後、θODF2に偏りが生じているか二項検定
を行い確認した。
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2.2.6 Wnt3a濃度差と分裂角度の関係性に関する評価手法
分裂角度 θODF2の決定に影響を与えるために必要なWnt3aの濃度差を解析した。
まず、ODF2の測定を行なった細胞の座標 (流路内の位置x µm,流路番号)を取得し
た。測定した細胞座標を濃度勾配式 (第 2.2.2.1小々節)に代入し、濃度差∆C(nM)

を算出した。そして、細胞両端間に生じている濃度差と分裂角度の関係性を可視
化した (図 2.12A)。また、分裂角度の制御に必要な濃度差を定量的に評価するため
に、サンプルサイズが等しくなるように取得したデータセットを分割した。デー
タセット分割の際には、濃度差によってデータを昇順に並び替えた。そして、分
割後の各グループ内の分裂角度に偏りが生じているか検定した (図 2.12B)。
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図 2.12: Wnt3a濃度差と分裂角度の関係性に関する評価

(A)濃度差の導出方法。まず、第 2.2.5.5で ODF2による分裂角度の測定を行なった細胞
の流路内座標 (x µm, 流路番号)を取得した。次に、細胞両端における座標 (x ± d/2)を
第 2.2.2.1小々節で求めた濃度勾配式に代入することで ∆Ix を求めた。そして、∆Ix に
Wnt3a-CM内のWnt3a濃度 (nM)を乗算することで濃度差 ∆C(nM)を算出した。最後
に濃度差と分裂角度 θODF2についてプロットした。(B)得られたデータセットを濃度差に
よって昇順に並び替えた。その後、サンプルサイズが等しくなるようにデータセットを分
割した。最後に、分割後の各グループ内の分裂角度に偏りが生じているか二項検定を行な
い確認した。
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2.3 結果
2.3.1 濃度勾配の定量的評価
片側の流入口からFITC-dextranを流し込み、細胞培養流路内における濃度勾配

を可視化した。その結果、各流量 (1.0 µL/min, 2.0 µL/min, 3.0 µL/min)におい
て、細胞培養流路の上流側では急な濃度勾配が形成され、下流側では緩やかな濃
度勾配が形成されていることを定性的に確認した (図 2.13A)。次に、取得画像を用
いて濃度勾配に対して拡散方程式のフィッティングを行なった (第 2.2.2小節)。そ
の結果、実験から得られた濃度勾配は一次元拡散方程式によくフィッティングする
ことが定性的に明らかとなった (図 2.13B)。次に、フィッティングの精度について
定量的な議論を行うために輝度値の平均とフィッティング式の残差平方和 (residual

sum of squares, RSS)を求めた。フィッティングを行う際の流量は、実際に細胞培
養に用いた流量である 2.0 µL/min とした。各流路に対して残差平方和を求める
と、各流路における残差平方和は非常に小さい値となった (図 2.13C)。また、下
流側の流路における残差平方和は流路番号 1よりも小さい値となった。以上の解
析から各流路番号における濃度勾配の形状は、一次元拡散方程式で表すことが可
能であることを示唆した。次に、実験ごとに濃度勾配へのフィッティングを行い、
フィッティング結果から実験間の平均濃度と標準偏差を算出することで変動係数
(coefficient of variation, CV)を求めた (図 2.14)。その結果、流路の上流 (流路番号:

1 ∼ 16)では、最も勾配が大きくなる x = 400 nm付近で変動係数は小さくなった。
一方で、流路の下流 (流路番号: 17 ∼)では、x = 400 nm付近でも変動係数が大き
くなった。この結果は、下流側の細胞に与えられる濃度差が実験ごとに変動する
ことを示している。また、全ての流路において x = 800 nm付近で変動係数が大き
い値となった。この原因は、x = 800 nm付近における FITC-dextranの濃度が低
いため、わずかな濃度の変動によって変動係数が大きくなってしまうためである。
以上の結果より (1)細胞培養流路内の濃度勾配は一次元拡散方程式にフィッティン
グでき、(2)下流側の濃度勾配は実験ごとのばらつきが大きいことを示した (流路
番号: 17 ∼)。
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図 2.13: 濃度勾配の評価結果

(A)各流量における FITC-dextranの蛍光画像。流路番号の小さい側が上流となっている。
(B)各流路番号における濃度勾配へのフィッティング結果。エラーバーは標準偏差を示し
ている。(C)左図: 各流路番号における残差平方和。右図: 流路番号 1における濃度勾配
とフィッティング結果。フィッティングの残差平方和は 0.1059となった。
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2 Wnt3a濃度勾配による細胞分裂異方性の制御 2.3. 結果
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図 2.14: 濃度勾配の変動係数

各流路番号における変動係数のプロット。横軸は流路位置、縦軸は CV値を表している。
CV値は (各位置における標準偏差/各位置における平均濃度)から算出した。
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2 Wnt3a濃度勾配による細胞分裂異方性の制御 2.3. 結果

次に、流路内の各位置における濃度差∆Ixと∆Iy(式 (2.2))を算出した (図2.15A)。
細溝方向への濃度差∆Ixは、流路中央付近 (x ≈ 400µm)で大きな値になった。ま
た、上流から下流方向への濃度差である∆Iyを求めると、細胞の上流側から下流
側の間で僅かな濃度差が生じていることが明らかとなった。さらに大部分の流路
番号において、∆Ixは∆Iyに比べて大きな値となった。しかし、細胞培養流路の
下流側では、∆Iyは∆Ixの値に近づいた。このような結果から、下流側では∆Ix
と∆Iyのどちらの濃度差が細胞に対して影響を及ぼしているか判別が困難になる
と判断した。したがって、本実験では流路番号 15 までの細胞を対象として分裂異
方性の測定を行なった。
最後に、細胞培養流路内における濃度差の経時的安定性に関して解析 (式 (2.4))

した。解析の結果、濃度勾配の各時間スケールにおける経時的なゆらぎは、図2.15A

の濃度差 (∆Ix)に比べて約 10倍ほど小さかった (図 2.15B)。さらに、実験を開始
してから安定した濃度勾配が形成されるまでの時間を測定した。その結果、灌流を
開始してから 10分程度で細胞培養流路内の濃度差が安定することを確認した (図
2.15C)。したがって、デバイス内細胞培養を開始してから細胞分裂が生じるまで
の時間 (約 12時間)よりも十分短い時間内で安定した濃度勾配を形成することが可
能であると判断した。以上の結果より、細胞培養流路内の濃度勾配は経時的に安
定であり濃度勾配のゆらぎによる細胞への影響は非常に小さいと結論づけた。
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2 Wnt3a濃度勾配による細胞分裂異方性の制御 2.3. 結果

● ● ● ●●●●●●● ● ● ●●●●●●●● ● ● ●●●●●●●● ● ● ●
●●●●

●●
●

1 10 100 1000 100000.
00

0.
05

0.
10

Time (sec)

R
el

at
iv

e 
co

nc
en

tra
tio

n 
di

ffe
re

nc
e 
ΔC

1

● ● ● ●●●●●●● ● ● ●●●●●●●● ● ● ●●●●●●●● ● ● ●●●●●●●
●

1 10 100 1000 100000.
00

0.
05

0.
10

Time (sec)

R
el

at
iv

e 
co

nc
en

tra
tio

n 
di

ffe
re

nc
e 
ΔC

1

● ● ● ●●●●●●● ● ● ●●●●●●●● ● ● ●●●●●●●● ● ● ●
●●

●●●●●

1 10 100 1000 100000.
00

0.
05

0.
10

Time (sec)

R
el

at
iv

e 
co

nc
en

tra
tio

n 
di

ffe
re

nc
e 
ΔC

1

(A) (B)

濃
度
差
 Δ

I x

計測時間 (sec)

計測時間 (sec)

計測時間 (sec)

σ = 0.00100

σ = 0.00152

1 2 3 4

濃
度
差

流路内座標 (µm)

5 6 7 8

9 10 11 12

13 14 15 16

17 18 19 20

●●●●●

●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●
●●
●●●
●●●●
●●
●●
●
●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●●●
●●●●●●●●

●
●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●

●●
●●●●
●●●●●●●●●●●

●●●●
●
●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●
●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●
●●●●●
●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●●●
●
●●●●●●●●●●

●●●●●
●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●●
●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●

●●●●●●
●
●●●●
●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●
●
●●●●●●
●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●

●●●●●
●●
●
●
●●●
●●●●●●●●

●
●●●●●●●●●●

●
●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●●●●●●
●
●●●●●●
●●●●
●●
●
●●
●●●
●●●
●
●●
●●●●●
●
●●●●●●●
●●●●●●●
●
●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●

●
●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●●●●
●
●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●
●
●●●●
●●●●●●
●
●●●●●●●
●
●●●●●●
●●●●●●●●●

●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●●
●●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●
●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●
●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●●
●●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●
●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●
●●●●●
●
●●●●●●●
●
●●
●●
●
●●●●●●●●●●●●

●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●●
●●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●
●●●●●●●●●●

●
●●●●●
●
●●●●●●
●
●●●●●●
●●
●●●●●●●●

●●●●
●
●●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●

●●
●●●●
●
●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●●●●●

●
●●
●●
●●●●●●●●●●●●●

●
●●●
●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●●
●●●●
●●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●
●●●
●●●●
●
●●●●●
●
●●
●
●●●●●●
●●●
●●●●●
●●●●●●●●●●●

●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●
●●
●●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●
●●●●
●
●●●●●●
●●●●●
●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●●●●●
●
●●●
●●●
●
●
●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●
●●●
●●●●●●●●●●●

●●●●●●●
●
●●●
●●●●●●
●●●●●●
●●
●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●
●●●●●●●●●

●●●
●●●●●●●●

●●●●●
●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●●
●
●
●●●●●●●●●

●●
●●●●●
●●●●●●●
●●●●●
●●
●
●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●●●●●●●●●●●

●
●●●●
●
●●●●●●
●●●●●●
●●●●
●●●●●●●●●●●

●●●●●●
●●
●●
●●●●●●●●●

●
●●●●●●●
●●●●●
●●●●●●●●●

●●
●●●●●●●●●●●●

●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●
●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●●●
●●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●
●●●●●●●●●

●●
●●●●●●
●●●
●●●●●
●●●
●
●●●●
●●●●●●
●●
●●●●●●
●●●●●●●●●

●●
●●●
●
●●●●●●●
●●●●●
●
●●●●
●
●●●
●
●●●●●●●●●

●
●●●●●●●●

●
●●●●
●●●●●●●●

●●●●
●●●●●●●
●
●●●●●●●●

●
●
●●●●●
●●●●●●●●●●●●●

●
●●
●●●●●●●●●

●●●●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●●●
●●●●●
●●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●
●
●●●●●●
●●
●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●

●●●●●
●
●●●●
●●
●
●●●●
●●●●●●
●●
●
●
●●●
●
●●
●●●●●●●●●●

●●●●●
●●●●●●●●

●●●●
●
●●●●●●●●●●

●●●●●●●
●
●
●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●●●●
●●●●●●
●●●●●
●●●●●
●●●●●
●●●●●
●●●●●
●●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●●
●●●●●
●●●●●
●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●●●●
●
●●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●
●
●●●●●
●●
●●●
●
●●●●
●●●●
●
●●
●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●
●
●●●●●
●●
●●
●●●
●
●●●●
●●●●●●●
●●●●
●●●●●●●
●●●
●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●
●●●●●●
●●●●●●
●●●●
●●●●●
●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●●●
●●●●●●●●●●

●
●●
●
●●●●
●●●●●●●●●●●●●●

●●
●
●●●●●
●●●●●
●●●
●●●●●●●●●●●

●●●●●
●
●●●●●
●
●●
●
●●●●
●●●
●
●
●●
●●
●●●●●
●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●

●●●●●●●●●
●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●
●●●●●
●●●●●●
●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

●●●●●

●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

0 400 8000.
00

0.
05

0.
10

●●
●
●
●●●●●
●●●
●●
●●
●●●●●●●●●●●●●

●
●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●●●●●

●●●●
●●●●●●
●
●●●●
●
●●●●●●
●●●●●●
●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●

●
●
●●●●●●
●●●●●●●
●●●●●●●
●●
●●●
●●
●●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●
●●●●●
●●●
●●●●●●●●●●●●●

●●●●
●●
●●●●●●●●●

●●●●
●●●●●●●
●
●●
●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●
●●●●
●●●
●●●●●●●●●●●●

●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●

●●●●●

●

●

ΔIx
ΔIy

濃
度
差

流路内座標 (µm)

濃
度
差

流路内座標 (µm)

濃
度
差

流路内座標 (µm)

濃
度
差

流路内座標 (µm) 流路内座標 (µm) 流路内座標 (µm) 流路内座標 (µm)

流路内座標 (µm) 流路内座標 (µm) 流路内座標 (µm) 流路内座標 (µm)

流路内座標 (µm) 流路内座標 (µm) 流路内座標 (µm) 流路内座標 (µm)

流路内座標 (µm) 流路内座標 (µm) 流路内座標 (µm) 流路内座標 (µm)

濃
度
差

濃
度
差

濃
度
差

濃
度
差

濃
度
差

濃
度
差

濃
度
差

濃
度
差

濃
度
差

濃
度
差

濃
度
差

濃
度
差

濃
度
差

濃
度
差

濃
度
差

σ = 0.00104

濃
度
差
 Δ

I x
濃
度
差
 Δ

I x

●

●
●

●
● ● ● ● ● ● ●

● ● ● ● ●
●

● ● ●

0 10 20 300.
00

0.
05

0.
10

Time (min)

R
el

at
iv

e 
co

nc
en

tra
tio

n 
di

ffe
re

nc
e 
ΔC

1

●

●

●
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●

0 10 20 300.
00

0.
05

0.
10

Time (min)

R
el

at
iv

e 
co

nc
en

tra
tio

n 
di

ffe
re

nc
e 
ΔC

1

● ●

● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●

0 10 20 300.
00

0.
05

0.
10

Time (min)

R
el

at
iv

e 
co

nc
en

tra
tio

n 
di

ffe
re

nc
e 
ΔC

1

濃
度
差
 Δ

I x

濃
度
差
 Δ

I x

濃
度
差
 Δ

I x

計測時間 (min)

 

2048 x 2048

(C)

測定位置: 200 µm

測定位置: 400 µm

測定位置: 600 µm

 

2048 x 2048

 

2048 x 2048

 

2048 x 2048

 

2048 x 2048

 

2048 x 2048

測定位置: 200 µm 測定位置: 400 µm 測定位置: 600 µm

0 min 4 min 6 min 10 min 20 min 30 min

計測時間 (min) 計測時間 (min)

図 2.15: 濃度差および濃度勾配時間安定性の評価結果

(A)各流路番号における濃度差。赤色プロットは∆Ix, 黒色プロットは∆Iyを表している。
(B)各時間スケールにおける濃度差の経時的な変化。上段、中段、下段のプロットはそれ
ぞれ流路位置 x = 200 µm、x = 400 µm、x = 600 µmにおける濃度差の経時的な変化を
示している。プロット内の数値は各位置における濃度差の経時的ゆらぎ (σ)を表している。
(C)細胞培養時と同様の条件で灌流を行なった際の濃度勾配形成過程。上段は灌流開始後
の細胞培養流路内における FITC-dextranの蛍光画像。0 minは灌流を開始した時刻を表
している。下段は細胞培養流路内の各位置における濃度差の経時的変化を表している。灌
流を開始してから 10分程度で濃度差は安定した。
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2 Wnt3a濃度勾配による細胞分裂異方性の制御 2.3. 結果

2.3.2 Wnt3a濃度勾配による細胞分裂の異方性決定
次に、Wnt3a濃度勾配が細胞分裂の異方性決定に影響を与えているか実験的に
確認した。三次元蛍光顕微鏡画像を解析する際には、焦点高さによる輝度値の減
少を補正するために図 2.16Aの補正式を用いた。以降、三次元蛍光顕微鏡画像を
用いる際には同様の補正を行なった。
まず、Wnt3aによって分裂期 SH-SY5Y細胞のWntシグナルが活性化されるか
を確認するため、Tp1479 LRP6の免疫蛍光染色した。その結果、Wnt3aを加える
と有意に LRP6 T1479のリン酸化が生じていることがわかった (図 2.16B)。次に、
Wnt3a濃度勾配環境下でWntシグナルの活性化に空間的な偏りが生じているか解
析した (第 2.2.5.4小節参照)。解析の結果、分裂期中期においてLRP6の活性化座標
はWnt3a-CM供給側に偏ることが明らかとなった (図 2.16C)。さらに、Wnt3a濃
度勾配が細胞培養流路内に存在しない場合、LRP6活性化座標の偏りは生じなかっ
た (図 2.16C, D)。以上の結果より、分裂期中期の細胞はWnt3a濃度勾配によって
Wnt3a-CM供給側でWntシグナルの活性化が惹起されやすいことを示した。
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図 2.16: Wnt3a濃度勾配による LRP6活性化座標の同定結果

(A)高さによる輝度値の補正曲線。α = 0.645, β = −0.200, γ = 0.352。帰無仮説として各
パラメータの値を 0とした。各パラメータのP値は 2.0 × 10−16を下回った。(B)分裂期中
期におけるTp1479 LRP6 の免疫蛍光染色画像。三次元画像を二次元画像に投影した。棒
グラフは各条件におけるTp1479 LRP6の輝度値を定量的に比較した結果。Wnt3aは 100

ng/mLの濃度で加えた。***; P < 0.001。(C, D)各条件における LRP6活性化部位の偏
りについて。‘コントロール’は、両側から通常培地を流し入れた実験条件、‘Wnt3a濃度
勾配’はWnt3a-CMと通常培地を流し込んだ実験条件である。グラフ内の分数は、分子に
(a)側に偏った細胞数を表し、分母に測定を行なった全細胞数を表している。偏りが生じ
ているか検定するために二項検定を行なった。*** < 0.001。
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次に、Wnt3a濃度勾配存在下で細胞を培養後、anti-ODF2により免疫蛍光染色
した (図 2.17A)。そして、細胞分裂の異方性を定量的に評価するために、各条件下
における分裂角度 θODF2を測定した (図 2.17B)。その結果、Wnt3a濃度勾配が存
在すると分裂期中期における θODF2は、Wnt3a-CM供給側に有意に偏ることが明
らかとなった (図 2.17C)。一方で、濃度勾配存在下の分裂期中期以降では有意な偏
りは観測されなかった (図 2.17C)。また、濃度勾配が存在していない場合、全ての
分裂期において分裂角度の偏りは観測されなかった (図 2.17C)。さらに、θODF2は
上流側や下流側には偏りを示さなかった (図 2.17D)。
続いて、Wntシグナルによって分裂角度が制御されているか確認するために

Wnt3a に対して競合的阻害を行う Dkk1を含んだ培養液 (Dkk1-CM)、Dkk1と
Wnt3aを含んだ培養液 (Dkk1-Wnt3a-CM)を各流入口から流し入れた (第 2.2.5.1

小節参照)。その結果、Wnt3a濃度勾配刺激の結果と異なり、分裂角度の偏りは観
測されなくなった (図 2.17E, F)。
最後に、コラーゲンに非特異的に吸着したWnt3aが分裂角度の偏りに影響を及
ぼしているか確認を行なった。まず、Wnt3a濃度勾配を細胞培養流路内で 12時間
形成させた後に、培養基板上に吸着したWnt3aを免疫蛍光染色で確認した。その結
果、Wnt3a-CM供給側と通常培地の供給側で吸着量に差が生じていた (図 2.18A)。
しかし、Wnt3a吸着量に差が生じている培養基板上で細胞を培養したところ分裂
角度に偏りは生じなかった (図 2.18B)。
以上の結果より、Wnt3a濃度勾配存在下では細胞分裂の異方性に偏りが生じる
ことを示した。
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図 2.17: Wnt3a濃度勾配による分裂角度への影響

(A)細胞培養流路内におけるODF2の免疫蛍光染色画像。左画像: ヘキストによって染色
した染色体を示している。中央および右画像: 三次元画像内のODF2免疫蛍光染色画像。
免疫蛍光染色画像下の z は対物レンズの移動距離を示している。白矢印は輝度値の高い
ODF2を指し示し、白三角は輝度値の低いODF2を指し示している。(B)各条件における
分裂角度 θODF2の角度分布。角度 0◦がWnt3a-CMを供給する細溝が存在する方向を示
し、−π/2が流路の上流方向を示している。‘コントロール’は両側から通常培地を流し入
れた実験条件を表し、‘Wnt3a濃度勾配’はWnt3a-CMと通常培地を流し入れた実験条件
を表している。(C, D)各条件における分裂角度 θODF2の偏りについて。グラフ内の分数
は、分子に (a)側に偏った細胞数を、分母に測定を行なった全細胞数を表している。偏り
が生じているか検定するために二項検定を行なった。**; P < 0.01。(E, F) 分裂期中期に
おけるDkk1によるWntシグナル阻害実験。Dkk1を加えると、Wnt3a濃度勾配が存在し
ていたとしても分裂角度の偏りが失われた (E)。
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図 2.18: 非特異的なWnt3a吸着による分裂角度への影響

(A)Wnt3a-CMと通常培地を 12時間灌流した後、各流路番号内の領域 1, 2における培養
基板上の相対的輝度値に関するプロット。各領域間における相対的輝度値の比較を行うた
めに Studentの t検定を行なった。*; P < 0.05, **; P < 0.01。エラーバーは標準偏差を
表している。(B)Wnt3a-CMと通常培地を 12時間灌流した後、通常培地のみで細胞を灌
流培養した際の分裂角度。各方向、各分裂期において分裂角度の有意な偏りは生じなかっ
た。偏りの検出には二項検定を用いた。
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2.3.3 偏りのある細胞分裂異方性が観察された際のWnt3a濃度差
の定量

最後に、細胞分裂の異方性に偏りが生じた際のWnt3a濃度差について定量し
た。まず、得られた濃度差∆Cと分裂角度 θODF2の関係についてプロットした (図
2.19A)。図に示すようにWnt3aの濃度差が大きくなるにつれて、分裂角度 θODF2

がWnt3a-CM供給側 (−π/2 < θODF2 < π/2)に収束することを定性的に確認した。
さらに、分裂角度に偏りが生じていた際の濃度差を定量的に評価するために取得
したデータセットを 4分割したところ、濃度差∆Cが約 0.1 nM以上の条件で分裂
角度 θODF2がWnt3a-CM供給側に有意に偏ることが明らかとなった (図 2.19B)。
以上の結果より、細胞分裂の異方性を制御するためには少なくとも 10−1 nM 程
度の濃度差が必要であることを示唆した。
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図 2.19: Wnt3aの濃度差と分裂角度の関係性

(A)分裂期中期と (B)中期以降における濃度差∆C と分裂角度 θODF2 のプロット。赤領
域はWnt3a-CM供給側を表している。(C)分裂期中期と (D)中期以降において、サンプ
ルサイズが等しくなるように濃度差によってデータセットを各グループに分割した。そし
て、各グループで分裂角度に偏りが生じているか検定を行なった。その結果、分裂期中期
では濃度差 8.20 × 10−2 ≤ ∆C ≤ 1.28 × 10−2の範囲で分裂角度に有意な偏りが生じてい
た。一方、中期以降の細胞では分裂角度に有意な偏りはみられなかった。検定には二項検
定を用いた。*; P < 0.05。
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2.4 考察
本研究では、Wnt3a濃度勾配下で神経芽腫 SH-SY5Y細胞を培養することによ

り、分裂の異方性決定に偏りが生じることを示した。このような分裂の異方性決定
は細胞内におけるWntシグナルの空間的な偏りによって生じていることが報告さ
れている。Sugiokaらは、線虫胚の初期発生においてP2細胞から分泌されるMOM-

2/Wntが EMS細胞の分裂の異方性を制御していることを明らかにした [61]。ま
た、Castanonらは、ゼブラフィッシュの原腸陥入時に背側胚盤葉上層細胞の紡錘体
がA-V軸に沿うことを明らかにし、このような紡錘体制御が局所的なWntシグナ
ルの活性化によって生じているというモデルを提唱している [14]。さらに、Habib

らは、ES細胞にWnt3aビーズを付着させるとNanogや Sox2といった多分化能を
維持するために必要な転写因子がビーズ側に分配されることを明らかにした [41]。
Habibらの研究では、より古い母中心子に局在するNineinがWnt3aビーズ側に分
配される確率は 78%であった。この確率は本研究で得られた分裂異方性の決定が
Wnt3a高濃度側に決定される確率 (70%)に近い。上述した先行研究と本研究の結
果を踏まえると、Wnt3a濃度勾配下で細胞分裂の異方性に偏りが生じた原因は細
胞内に局所的なWnt シグナルが生じたためであると考えられる。
本研究の結果より、Wnt3a濃度勾配下における細胞分裂の異方性制御は、細胞

両端間の濃度差か局所的なWnt3a濃度の影響を受けていると考えられる。現在ま
でに、分裂における異方性制御は、Wnt3a濃度差もしくはWnt3a濃度のどちらに
よって決定されるか明らかにされていない。そこで、流路内で濃度勾配を形成し
た際の流路方向の濃度差 (∆Iy)に着目した。図 2.15の結果では、流路方向にも僅
かな濃度差が生じていた。仮に、Wnt3aの濃度によって分裂角度が決定されてい
るのであれば、θODF2は細胞の上流側に偏ることが推測される。しかし、図 2.17

の結果からわかるように、どの条件においても分裂角度 θODF2は上流側に偏らな
かった。また、θODF2だけでなく、LRP6の活性化も同様の結果となった (図 2.16)。
以上の結果より、分裂角度の決定は濃度差の影響を受けていることを示唆した。
本研究では 10−1 nMという僅かな濃度差によって細胞の動きが制御されてい
ることを示唆した。僅かな濃度差によって細胞動態を制御する機構として local

excitation global inhibition (LEGI, [62,63])モデルが挙げられる (図 2.20A)。LEGI

モデルの特徴としては、

(a) リガンド Sが受容体に結合することで活性化因子Aと不活性化因子 Iの濃度
上昇を引き起こし、シグナル経路の下流に位置する反応物Rの活性化/不活
性化を制御する

(b) 活性化因子Aの濃度上昇が先に生じ、次いで不活性化因子 Iの濃度上昇が生
じる

が挙げられる。LEGIモデルでは上記の特徴により僅かな濃度変化に対する検出が
可能である。例えば、細胞周辺にリガンドの濃度勾配が存在している場合、まず
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高濃度のリガンドが存在している領域で局所的に活性化因子Aの濃度上昇が生じ
る。その後、細胞全体で不活性化因子 Iの濃度上昇が生じることで、最終的に活性
化因子Aと不活性化因子 Iの濃度バランスによって濃度差を検知することが可能
となる (図 2.20B)。また、LEGIモデルには勾配検出以外にも適応的応答と呼ばれ
る特徴が備わっている。適応的応答とは、細胞に対して空間的に一様な刺激を持続
して与えると、細胞応答が一過的に生じたのちに刺激前の状態に戻る応答のこと
を示す (図 2.20C)。現在までに、LEGIモデルが細胞分裂に備わっているかは不明
である。したがって、今後は勾配検出に関する詳細な検証と刺激に対して適応的
応答を示すか検証を行うことで、LEGIモデルの存在を明らかにする必要がある。
LEGIモデルの確認には、ODF2のライブセルイメージングや LEGIモデルに

おける活性化因子と不活性化因子の同定を行う必要がある。本研究では、免疫蛍
光染色による解析を行なったため、ある時刻の瞬間的な細胞の様子しか捉えるこ
とができていない。したがって、ODF2のライブセルイメージングを行うことで、
どのような過程を経て分裂異方性が決定されるか明らかにする必要がある。また、
LEGIモデルにおける活性化因子と不活性化因子の同定では、分裂期における微小
管動態制御因子に注目していくことが考えられる。この理由として線虫の初期発
生における非対称分裂の軸決定には、星状体微小管と細胞表層間の局所的な結合
安定化が深く関与していることが挙げられる [61]。この結合安定化には、Wnt3a

によってリン酸化した LRP6と星状体微小管の間にDvl2とAPCを介さなければ
ならないと考えられている [47]。さらに、LRP6のリン酸化はWnt3aを加えてか
ら 10 minほどで生じる非常に早い応答である [64,65]。したがって、LRP6のリン
酸化はLEGIモデルにおける活性化因子として考えられる。一方で不活性化因子の
候補は、Wnt3aを加えると星状体微小管と細胞表層間の相互作用を阻害するタン
パク質が考えられる。このようなタンパク質の一つとして caveolinが挙げられる。
Wnt3aを培地に加えると、細胞膜上の LRP6は caveolin依存的に細胞質内に取り
込まれることが報告されている [66]。したがって、caveolinはLRP6やリン酸化し
た LRP6を細胞質内に取り込むことで、星状体微小管と LRP6の相互作用を阻害
していると考えられる。また、caveolinによる LRP6の取り込みはWnt3aを加え
てから 30 minほどで確認される [66]ことから、活性化因子候補であるLRP6リン
酸化よりも遅い現象である。上述の先行研究から LEGIモデルにおける活性化因
子と不活性化因子として、それぞれ微小管動態制御因子と LRP6 の取り込みを制
御するタンパク質が考えられる。したがって、今後はWnt3aを加えた際のこれら
のタンパク質の動態を調べる必要がある。さらに、適応的応答の検証を行うため
に、Wnt3aを空間的に一様に加え、細胞膜上のリン酸化 LRP6とDvl2やAPCの
共局在について経時的に観測する必要がある。
次に、本研究で形成したような空間的に微小な濃度勾配が生体内で形成されて

いるか考察を行う。細胞から産生されたWnt3aは生体内の各組織で局所的に分布
していることが報告されている。例えば腸陰窩先端 (図 1.2E、[11])、マウス脊髄神
経管の最も背側に位置する蓋板 (roof plate) [67,68]、ゼブラフィッシュ初期胚にお
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ける後極側 [69]などが挙げられる。このような局所的な分布はWnt3aが脂質修飾
を受けて分泌小胞に挿入されることで、周辺の細胞膜や細胞外マトリクスに局在
しやすくなることによって生じると考えられている [70–72]。したがって、生体内
におけるWnt3aは、細胞膜に局在しつつ細胞分裂やエンドサイトーシスを経て、
空間的に微小な濃度勾配を形成し、細胞周辺で濃度差が生じている可能性が高い
と考えられる。
本研究では、濃度勾配存在下において細胞周辺に生じたWnt3a濃度差が細胞分

裂の異方性決定に影響を与えることを示唆した。背景 (第 2.1節)で述べたように、
現在までに機械的刺激によって細胞分裂の異方性が制御されていることは報告さ
れていない。しかし、細胞分裂方向は機械的刺激によって制御されていることが
報告されている。したがって本研究の結果を踏まえると、生体内では機械的刺激
と液性因子の濃度勾配が協同的に細胞に働きかけることで、異方性を含めた細胞
分裂を制御していると考えらえれる。そしてこのような協同的な細胞分裂制御機
構によって、生体内における複雑な組織パターンが形成されていると考えられる。
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図 2.20: LEGIモデルの概略図および特徴

(A)LEGIモデルの概略図。S: リガンド、A: 活性化因子、I: 不活性化因子、R: 応答因子。
(B)リガンド濃度勾配に対する勾配検出の概略図。(C)適応的応答の概略図。[73]より改変

69



第3章 せん断応力による神経芽腫細
胞の遊走制御

3.1 背景
第 1.2節で述べたように、生体内で生じるせん断応力は組織形成の他にも癌細胞

の転移に影響を及ぼしている。癌細胞の転移は以下の複数のステップから成り立っ
ていると考えられている [74]。

1. 原発腫瘍から細胞が脱離する

2. 局所に浸潤する

3. 血管内やリンパ管に侵入を行う

4. 血管内で生体防御機構を回避する

5. 血管内皮細胞に接着する

6. 血管外遊走し、コロニーを形成する

したがって癌細胞が遠位に転移する場合、癌細胞が血管やリンパ管の方向に遊走
を行うことや遊走能の向上が重要となる。実際にマウス内に乳癌細胞 4T1を同所
的に移植すると、乳癌細胞がリンパ節内の血管方向に遊走し遠位に転移すること
が観測されている [75]。癌細胞がどの方向に遊走するかといった異方性決定は、生
体内で生じる流れの影響を受けていることが報告されている。また、前立腺ガン
細胞の遊走能はせん断応力によって向上することが報告されている (図 3.1)。しか
し、せん断応力によって癌細胞の遊走を変化させるメカニズムについては未だに
不明瞭である。
生体内の腫瘍周辺では腫瘍の増大に伴い、間質流が増大していくと考えられて

いる。この原因は、癌細胞の異常増殖によって生じる圧縮や血管からの流体漏れ
の増加が生じるためであると考えられている (図 3.2, [2, 76, 77])。このようなこと
から生体内の癌細胞は正常組織に比べて流れの影響を強く受けていると考えられ
る。しかしながら、間質流の増大が癌細胞の遊走に対してどれほどの影響を与え
ているかは不明である。ゆえに、流体流れの増加と癌細胞の遊走変化の関係性に

70



3 せん断応力による神経芽腫細胞の遊走制御 3.1. 背景

ついて定量的に明らかにすることは、癌細胞転移メカニズムの理解を行う上で重
要な課題である。
本研究では癌細胞として神経芽腫細胞を用いる。悪性度の高い神経芽腫細胞は、

遠位への転移を行う小児癌細胞として知られている [78]。神経芽腫の悪性度の高
さ (予後不良)はMYCN遺伝子の増幅と相関を示すことが報告されている [78]。マ
ウスに対して神経芽腫細胞の同所性移植を行うと、MYCN遺伝子の増幅が生じて
いる神経芽腫細胞は増幅が生じていない神経芽腫細胞に比べて多くの組織に転移
していることが確認されている [79]。しかし、MYCN遺伝子の増幅がどのような
機序で転移に影響を与えているかについてはいまだ不明である。神経芽腫細胞に
おけるMYCN遺伝子の増幅は、遊走能を調節しているタンパク質の発現量を制御
している。たとえばMYCN遺伝子の増幅は、接着斑 (Focal adhesion) を構成する
β1 integrinの発現を抑制する一方で、Focal adhesion kinase(FAK)の発現を促進
することが知られている [80,81]。そして、神経芽腫細胞における β1 integrinの発
現は遊走能を抑制し、FAKの発現は遊走能を促進している [82,83]。癌細胞におけ
る遊走能は転移能と相関を示すことが知られている [84]。このようなことから神
経芽腫細胞におけるMYCN遺伝子の増幅は遊走を制御することで転移能にも影響
を及ぼしていると考えられる。
しかし、現在までに得られたMYCN増幅と遊走に関する結果は、全て静置培養
における実験結果である。前述したように生体内の癌細胞では、せん断応力に曝
されることで遊走能や遊走方向が変化すると考えられている。また近年では、神
経芽腫細胞 SK-N-SHの血管内皮細胞への接着が、せん断応力 (0.05 ∼ 0.2 Pa)に
よって促進されることが明らかにされている [85]。このようなことから神経芽腫細
胞はせん断応力を感知する何かしらの機構が備わっていることが推測される。し
たがってMYCN増幅が生じた神経芽腫の転移機構について理解するためには、せ
ん断応力が及ぼす影響について考慮する必要がある。しかしながら、現在までに
様々なせん断応力値に対して癌細胞が応答することが報告されているが、神経芽
腫細胞の遊走においてはどれほどのせん断応力に対して応答を示すか明らかにさ
れていないといった問題がある (表 3.1)。
以上の研究背景より、本研究では、(1)どれほどのせん断応力によって神経芽腫

細胞の遊走が変化するか、(2)遊走変化する際には細胞内でどのような変化が生じ
ているか、(3)MYCN増幅がせん断応力による遊走変化に関わっているのか明らか
にすることを目的とし、せん断応力がMYCN増幅型の神経芽腫細胞の遊走に対し
てどのような影響を与えているか明らかにすることを目指した。
本研究で用いたマイクロ流体デバイスは対数スケールで異なるせん断応力値を

一度に実現することが可能である。したがって、今回使用したマイクロ流体デバ
イスは神経芽腫細胞の遊走変化が生じる際のせん断応力値を探索するのに適して
いる。また本研究では神経芽腫細胞として IMR32細胞を用いた。IMR32細胞は
SK-N-SH細胞に比べて N-Mycタンパク質が 33倍ほど発現しているMYCN遺伝
子増幅型の神経芽腫細胞であり、マウスに同所性移植を行うと遠位に転移するこ
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とが確認されている [79, 80]。このような生物学的特徴を有する IMR32細胞に対
してマイクロ流体デバイスを用いてせん断応力を与え、遊走方向や遊走能の変化
を測定した。近年、静置培養条件下における細胞の遊走能は接着斑の形態的特徴
に依存していることが報告されている (表 3.2)。したがって、せん断応力を細胞に
与えた時の接着班の形態的特徴を測定することで、せん断応力による遊走変化に
接着斑の形態的特徴が関わっているか調べた。さらに、神経芽腫細胞の悪性度指
標であるMYCNをノックダウンした際に、せん断応力下での細胞遊走や接着斑の
形態的特徴に変化が生じるか調べた。以上の実験から、せん断応力がMYCN増幅
型の神経芽腫細胞の遊走に対してどのような影響を与えているのか明らかにした。
本章では 10−1 Paのせん断応力を与えた際に IMR32細胞の遊走方向や遊走能が

変化することを明らかにした。また、10−1 Paのせん断応力を与えると、接着斑の
形態的特徴に変化が生じていることを明らかにした。そして、細胞内のN-Myc発
現量を減少させると、10−1 Paのせん断応力を与えた際の遊走能や形態的特徴の変
化は減少した。以上の結果から、少なくとも 10−1 Paのせん断応力が、MYCN増
幅型の神経芽腫細胞の遊走に影響を与えていることを明らかにした。また、N-Myc

の発現はせん断応力による遊走能変化に関与していることを示唆した。
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Figure 1 | Fluid flow stimulates motility and matrix metalloprotease activity. (a) Cylindrical PDMS fluidics channels coated in collagen support a
monolayer of cells. Flow of media through the culture chamber exposes cells to WSS of 0.05 dyne cm! 2. Scale bar on bright field photomicrograph of PC3
cells within the scaffold represents 400 mm. (b) Filopodia formation in response to WSS is extensive. Scale bar in left panel, 10mm, scale bar in right panel,
5 mm. (c) Transcription of MMP2 and MMP9 is stimulated by WSS (n¼ 3 independent experiments; Kruskal–Wallis one-way ANOVA, Po0.001). (d) Total
MMP activity measured by fluorogenic peptide substrate digestion assays was increased by exposure to 6 h WSS (n¼ 3 independent experiments;
unpaired t-test, **Po0.0001). (e) Spatial tracking of PC3 and DU145 cancer cell movement during 6 h of time-lapse imaging, where each cell lies at the
origin (0,0) at t¼0 h. Plots depict motility of individual cells in one representative experiment. (f) Quantification of migration speed reveals increased
cellular velocities of individual cells under WSS. (n¼ 7 independent experiments, two-tailed t-test, **P¼4.22E! 18 for PC3 cells; n¼ 3 independent
experiments, two-tailed t-test, **P¼ 1.56E! 9 for DU145 cells). (g) Time segmented migration speed of cells after WSS initiation (Kruskal–Wallis one-way
ANOVA, *Po0.05, **Po0.01). Error bars represent±s.e.m.
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(C)

図 3.1: せん断応力による癌細胞の遊走能変化

(A)癌細胞に対してせん断応力を与える PDMS製マイクロ流体デバイス。流路壁面で細
胞を培養している。流路に培地を流し、壁面に 0.005 Paのせん断応力が生じている。(B)

せん断応力を与えた際のヒト前立腺癌細胞 PC3、DU145における遊走軌跡。(C)せん断
応力を与えた際の各細胞株における遊走速度の変化。Static: せん断応力を与えない培養
条件。WSS(wall shear stress):せん断応力を与えた培養条件。[23]より改変
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間質への流体流入
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圧縮

通常よりも多い 
間質への流体流入

血管

圧
力

間質流

腫瘍

進行

図 3.2: 腫瘍内圧力の上昇と間質流の増大

正常組織では、浸透圧によって血管から間質に向けて流体が流れ出ている。また、正常組
織内の細胞は規則的に配置されている。一方で、癌細胞が腫瘍として進行すると、(1)無
秩序な癌細胞増殖による腫瘍の圧縮、(2)異常な血管新生による間質流の増大によって、
腫瘍内の圧力が正常組織よりも高くなる。これにより、腫瘍内から正常組織間に大きな圧
力差が生じる。したがって、腫瘍内で血管より漏れ出た流体が間質流となって腫瘍外に向
かって流れ出ると考えられている [2, 76, 77]。
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表 3.1: 各せん断応力値に対する各癌細胞の応答
癌細胞 せん断応力値 応答 文献
ヒト骨肉腫細胞 MG63,

Saos2; ヒト舌癌細胞
SCC25; ヒト軟骨肉腫細
胞 SW1353

1.2 Pa G2/M arrest [86]

ヒト前立腺癌細胞 PC3,

DU145

0.005 Pa 遊走能の向上 [23]

ヒ ト 卵 巣 癌 細 胞
OVCAR-3

0.05-0.15 Pa 細胞形状の伸展およびス
トレスファイバーの形成

[87]

ヒト乳癌細胞MDA-MB-

231

0.18 Pa 細胞面積の増大、細胞の
極性化 (ゴルジ体を下流
側に配向)、接着斑数の増
加

[88]

ヒ ト 結 腸 腺 癌 細 胞
COLO205; ヒト前立腺
癌細胞 PC3

0.04-0.2 Pa 抗癌剤 TRAILによるア
ポトーシスを促進

[89]
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表 3.2: 接着斑の形態的特徴と遊走能の関係性
形態的特徴 変化 遊走能変化 参考文献
角度分散 減少 有向性増加、持続距離増加、速度増加 [90, 91]

面積 増大 有向性増加、持続距離増加、速度増加 [92]

長軸長さ 増大 有向性増加、持続距離増加、速度増加 [91, 92]

短軸長さ 増大 変化無し [92]

真円度 a 減少 有向性増加、持続距離増加、速度増加 [92]

a: 真円度の求め方は式 (3.6)参照
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3.2 方法
3.2.1 マイクロ流体デバイスの作製
まず、細胞に対数的なスケールのせん断応力を与えるためのマイクロ流体デバ

イスを作製した [37]。本研究では、4つの細胞培養流路 (cell culture channel)と 4

つの抵抗流路 (logarithmically scaled resistors)を持つマイクロ流体デバイスを設
計した (図 3.3A)。低アスペクト比 (h/w)を持つ流路内を流れる流体は二次元ポア
ズイユ流れとして仮定できるため、流路壁にかかるせん断応力 (τ)は式 (1.8)から
求まる。したがって、細胞培養流路は低アスペクト比になるように設計を行なっ
た。各流路に分配される流量 (Qi)は、第 1.3.2小節で述べたようにキルヒホッフの
法則に従い、式 (1.10)から求めた。
本デバイスを作製するために 6つのマスクデザイン (高抵抗値流路 (流路高さ:

低)、中抵抗値流路 (流路高さ:中)、低抵抗値流路 (流路高さ:高)、気泡トラッピン
グ流路 (下層)、気泡トラッピング流路 (上層)、脱気流路)を設計した (図 3.3B)。こ
れらの流路デザインは全て Inkscape (version 0.48, http://www.inkscape.org)で作
成した。各流路デザインは、帆風株式会社でフィルムに印刷しフィルムマスク (帆
風株式会社)として利用した。また、本デバイスは並列流路の上流に第 2章と同様
の脱気機構を設置した。
並列流路のモールド作成は次の手順で行なった (図 3.3C)。まず、ネガ型フォト

レジスト SU-8 3010(MicroChem)をガラスウェハ (S9111, 松浪ガラス)上に加えて
スピンコータによって薄く塗布した。その後、ウェハをホットプレートにのせて
100◦Cでソフトベークした。フィルムマスク (流路 3)をマスクアライナ (EMA-400,

ユニオン光学)に設置した後にウェハに対してUV照射した。UV照射を行なった
ウェハを 60◦Cで加熱してから 100◦Cで架橋反応を行なった。架橋反応後、SU-8

3010をウェハ上に加えてスピンコータによって薄く塗布し、100◦Cでソフトベー
クした。マスクアライナ上でフィルムマスク (流路 2)とウェハをアライメントし
てウェハに対してUV照射した。UV照射を行なったウェハを 60◦Cで加熱し、そ
の後 100◦Cで架橋反応を行なった。さらに、流路 1のフィルムマスクを用いて同
様の工程をもう一度行なった。架橋反応終了後、ウェハを SU-8現像液に浸して現
像を行なった。各工程の詳細なパラメータは表 3.3に記した。モールドにおける各
流路の寸法は、走査型レーザー顕微鏡 (VK-9710, KEYENCE)によって測定した。
モールド作成後、poly-dimethylsiloxane (PDMS)(Silpot 184 W/C, 東レ)の母剤
と重合開始剤を 10:1で混合して各モールドに流し込んだ。その後、60◦CでPDMS

の硬化を行なうことで各層を作製した。各PDMS層を作成後、プラズマエッチン
グ装置 (SEDE-P, メイワフォーシス)によって各 PDMS層の表面を活性化し、お
互いを貼り合わせることでマイクロ流体デバイスを作製した。
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(A)

流出口

細胞排出口

Rch

R1 R2 R3
R4

吸引接着流路

細胞培養流路

(B)

(C)

高抵抗値流路 
(流路高さ: 低)

空気バルブ 気泡トラッピング 
(下層)

気泡トラッピング 
(上層)

 

TypeG

 

TypeG

 

TypeG

 

TypeG

 

TypeG

 

TypeG

SU-8 3010ガラスウェハ

フィルムマスク 
(高抵抗値流路)

フィルムマスク 
(中抵抗値流路)

中抵抗値流路 
(流路高さ: 中)

低抵抗値流路 
(流路高さ: 高)

フィルムマスク 
(低抵抗値流路)

図 3.3: モールド作製手法

(A)マイクロ流体デバイスのデザイン。Rch: 細胞培養流路。R1 ∼ R4: 抵抗流路。流
路の各色は流路高さを表している (高さ: グレー > 緑 > 赤)。流路抵抗値の大きさは、
R1 > R2 > R3 > R4 とした。(B)各流路のマスクパターン。(C)細胞培養流路のモール
ド作成手法。ガラスウェハに対して SU8 3010を塗布し、高抵抗値流路パターンを照射。
SU-8 3010を再度塗布し、中抵抗値流路パターンを照射。さらに、SU-8 3010を塗布し、
低抵抗値流路パターンを照射した。最後に現像を行うことでモールドを作製した。
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表 3.3: モールド作製におけるパラメータ
マスク フォトレジスト 回転速度 ソフトベーク 露光量 ポストベーク (60◦C / 100◦C)

高抵抗値流路 SU8 3010 3000 rpm 5 min 420 mJ/cm2 1 min / 5 min

中抵抗値流路 SU8 3010 2500 rpm 5 min 420 mJ/cm2 1 min / 5 min

低抵抗値流路 SU8 3010 2500 rpm 5 min 420 mJ/cm2 1 min / 5 min

気泡トラッピング (下層) SU8 3050 1300 rpm 20 min 420 mJ/cm2 1 min / 8 min

気泡トラッピング (上層) SU8 3050 1300 rpm 20 min 480 mJ/cm2 1 min / 10 min

Air valvea) SU8 3050 1300 rpm 20 min 480 mJ/cm2 1 min / 10 min

a) 高さ 200 µmのモールドを作製するために、スピンコーティングとソフトベー
ク工程を二回繰り返した。
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3.2.2 Particle Image Velocimetry (PIV)

本研究では、各流路内の流量を求めるために Particle image velocimetry (PIV)

による流速測定を行なった [93]。PIVは、取得画像に対して探索窓を設定し、各
フレームにおける探索窓間の相互相関係数を導出することで蛍光ビーズの変位を
求める流速測定法である。
まず、500 nm 蛍光ビーズ (F8813, Life Technologies)を 0.05%(volume/volume)

となるように滅菌蒸留水に加えた。そして、ビーズ同士の凝集を防ぐためにTriton-

Xを 0.1%になるように加えた。作製したマイクロ流体デバイスに対して、マイクロ
シリンジポンプ (Nexus 3000, Chemyx)を用いて調製したビーズ懸濁液を 0.0, 5.0,

10.0 µL/minの流量で送液した。タイムラプス画像は、倒立型顕微鏡 (IX81, オリ
ンパス)に共焦点ユニット (CSU-22, 横河電機)を接続し、CMOSカメラ (ORCA

Flash 4.0, 浜松ホトニクス)によって取得した。最大流速 (Vmax, 第 1.3.2.1小々節)

を求めるために、画像取得を行う際の流路内位置は流路高さ h/2、流路幅 w/2付
近とした。露光時間、撮影間隔、ビニング、レーザー出力、対物レンズの倍率は
表 3.4のように設定した。蛍光ビーズの速度を求める際には画像解析ソフトウェア
Fijiの iterative PIV [94]を利用し、各フレーム間のビーズの速度を求めた。そし
て、50枚のタイムラプス画像における蛍光ビーズの平均速度を算出することで最
大流速 (Vmax)を求めた。最後に、最大流速 (Vmax)を式 (1.9)に代入しせん断応力
を求めた。

80



3 せん断応力による神経芽腫細胞の遊走制御 3.2. 方法

表 3.4: PIVにおける画像取得条件
流路番号 露光時間 ms 撮影間隔 ms ビニング レーザー出力 mW 倍率 撮影領域 (pixel × pixel)

R1 1 1 2×2 70 10 128×128

R2 1 1 2×2 70 10 128×128

R3 10 10 2×2 30 10 128×128

R4 100 100 2×2 5 10 128×128
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3.2.3 流路内における静圧測定
各流路内の静圧を測定するために、各細胞培養流路内の上面に対して垂直に穿

孔してシリコーンチューブを接続した。そして、マイクロシリンジポンプを用い
て 0.1% Triton-Xを含む精製水を 5.0 µL/min、10.0 µL/minでデバイスに送液し
た。その後、チューブ内の液面高さを測定することで流路内の静圧を測定した (図
3.9)。

3.2.4 細胞培養
神経芽腫細胞 IMR32(No. JCRB9050, 国立研究開発法人医薬基盤 ·健康 ·栄養研
究所)は、10%の fetal bovine serum (FBS)(16170-078, Life Technologies)を添加
したDulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)(043-30085, 富士フイルム和光
純薬)を用いてインキュベータ内 (37◦C, 5% CO2)で培養を行なった。顕微鏡で細
胞を観察する際にはガラスベースディッシュに IV型コラーゲン (Cellmatrix Type

IV, 新田ゼラチン)を塗布した。コラーゲン溶液は 150 µg/mLとなるように 1 M

の塩酸によって調製した。そして、調製後のコラーゲン溶液をガラスベースディッ
シュに加え、余分なコラーゲン溶液を除去した後に風乾することでコラーゲンを
ディッシュに塗布した。

3.2.5 デバイス内細胞培養
作製したマイクロ流体デバイスを顕微鏡システム内に設置し、デバイス内に細

胞を導入することで細胞にせん断応力を与えた。以下にデバイス内細胞培養まで
の手順を記す (図 3.4)。
まず、カバーガラスにコラーゲン溶液を加えてからカバーガラスを風乾すること

でコラーゲンを塗布した。また、細胞培養を行う前に作製したマイクロ流体デバイ
スを熱滅菌した。滅菌処理を行なったマイクロ流体デバイスと真空ポンプ (DAP-15,

アルバック機工)を接続した。そして、マイクロ流体デバイスとコラーゲンを塗布
したカバーガラスを吸引接着した。各細胞排出口をプラグで塞いだ後にデバイス
を 37 ◦C, 5% CO2に設定したステージトップインキュベータ (INUG2-ONICS, 東
海ヒット)に設置し、細胞培養液を 5.0 µL/minで 1時間灌流することにより流路内
を細胞培養液で満たした。その後、IMR32細胞をトリプシンによって回収し、2 ×
106 cells/mLとなるように細胞懸濁液を調製した。細胞排出口のプラグを外した後
に、流入口から細胞懸濁液をデバイス内に導入した。デバイス内に細胞導入後、細
胞排出口をプラグによって再び塞いだ。そして、細胞が接着するまで 2.0 µL/min

で灌流培養を行なった。細胞接着後、マイクロシリンジポンプを用いて 0.0, 5.0,

10.0, 20.0 µL/minの流量で送液を行なった。送液を開始してから 5時間後、細胞遊
走のライブセルイメージングを開始した。ライブセルイメージングの撮影間隔を 5
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分に設定し、50枚の画像を取得した。細胞遊走解析では、FijiのManual Tracking

を利用することでライブセルイメージング画像に対して手動で細胞をトラッキン
グした。また、遊走能の指標として変位距離、有向性、持続距離、遊走速度を求め
た (図 3.5, [92])。各遊走能指標の算出方法は図 3.5に示した。各指標の特徴として
変位距離は癌細胞の最終的な移動距離、有向性は細胞遊走の大局的な直進性、持続
距離は細胞遊走における局所的な直進性、遊走速度は細胞の運動性を表している。
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図 3.4: マイクロ流体デバイスの設置手順

以下の手順でマイクロ流体デバイスによる細胞培養の準備をおこなった。(1)コラーゲン
を塗布したカバーガラスに滅菌済みのマイクロ流体デバイスを貼り合わせ吸引接着した。
(2)マイクロ流体デバイスをステージトップインキュベータに設置し、培養液を送液する
ことで流路内を培養液で満たした。培養液を満たす際には、プラグによって細胞排出口を
塞いだ。(3)流路内を培地で満たした後、マイクロ流体デバイスをインキュベータから取
り外し、細胞懸濁液を流入口から導入した。このとき、細胞排出口は解放した。(4)再度、
マイクロ流体デバイスをインキュベータ内に設置し、細胞が接着するまで 2.0 µL/min程
度で培養した。細胞接着後、設定した流量で灌流培養を開始した。
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→癌細胞の最終的な到達点

→運動性 測定終了位置 
(End)

図 3.5: 遊走能指標の算出方法

細胞の遊走能指標導出方法。(左図)得られた細胞遊走軌跡の例。得られた細胞遊走軌跡を
用いて右図の解析を行なった。(右図)指標導出の方法。右側の図は実験的に得られた細胞
の遊走軌跡の概略図。軌跡の各点は画像取得を行なった際の細胞位置を表している。

85



3 せん断応力による神経芽腫細胞の遊走制御 3.2. 方法

3.2.6 粘度調整によるせん断応力刺激
IMR32細胞の遊走能変化がせん断応力に依存していることを確認するために、

細胞培養液の粘度を調整してから第 3.2.5小節の実験を行なった (図 3.6)。粘度の
調整および測定は以下の手法により行なった。
本研究では、細胞培養液の粘度調整にデキストランを用いた。デキストランは多

糖類の一種であり、古くから細胞培養液の粘度調整に用いられてきた [95,96]。150

kDaのデキストラン (D4876, Sigma-Aldrich)の濃度が 0.01, 0.02, 0.05, 0.06, 0.07

g/mLとなるように細胞培養液を加え、0.22 µmのフィルター (Millex, Millipore)

を用いて滅菌処理を行なった。その後、オストワルド粘度計によって相対粘度を
測定した。
粘度測定は次の手順で行なった。まず、オストワルド粘度計と粘度測定を行う

細胞培養液を 37◦Cインキュベータに 30分間静置した。次に、オストワルド粘度
計に細胞培養液を 5 mL加え、さらに 37◦Cで 10分間静置した。その後、電動ピ
ペットを用いて粘度計内の培養液を標線Aの上方まで吸い上げた。そして、培養
液が標線Aから標線Bまで流下する時間 tを測定した。本研究では、デキストラ
ンを加えていない細胞培養液をコントロールとして用いて以下の式により相対的
粘度 (η/η0)を算出した。

η

η0
=

t

t0
(3.1)

ηおよび η0は各溶液の粘度、tおよび t0は各溶液における標線AからBまでの流下
時間である。デキストラン濃度と相対的粘度の検量線には以下の式を用いた [97]。

η

η0
= 1 + α1x+ α2x

2 + α3x
3 (3.2)

xはデキストラン濃度、α1,2,3はフィッティングによって求まる定数である。
検量線を用いて培養液の粘度を調整した後、粘度調整済み培地を用いて灌流培

養を行うことで細胞に対するせん断応力の影響を調べた。また、デキストランが
細胞遊走に影響を及ぼしているか確認するために、静置培養系にデキストランを
加えて細胞遊走の評価を行なった。
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標線A

標線B
デキストラン濃度

t/t
0

•流速 a µm/s 
•粘度 b Pa•s

流れ

or

•流速 a/n µm/s 
•粘度 b•n Pa•s

n

粘度測定 検量線作成

せん断応力刺激

同等の 
せん断応力値に 

調整

図 3.6: 粘度測定手法

左図: オストワルド粘度計の概略図。標線Aから標線Bまでの流下時間を測定した。右上
図: 相対的粘度とデキストラン濃度のプロット。相対的粘度はサンプルの流下時間 tとコ
ントロール (通常培地)の流下時間 t0の比率を求めることで算出した。右下図: 通常培地
によるせん断応力刺激と粘度調整済み培地によるせん断応力刺激の各実験条件。各実験に
おけるせん断応力が同等になるように相対的粘度を調整した。
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3.2.7 細胞への静圧刺激
先行研究の手法 [98]によって微小流路内で生じている静圧 (第 3.2.3小節)と同等

のスケールの静圧を細胞に与え、遊走能指標にどのような変化が生じるか測定し
た。本手法では細胞上面にカバーガラスを乗せ、さらに上部にPDMS片を重しと
してのせることで細胞に静圧を加えた。細胞に与えた静圧は以下の式で導出した。

P = (ρ1h1 + ρ3h3 − ρ2h2 − ρ2h3)
S1

S2
g (3.3)

ρ1,2,3はそれぞれPDMSの密度 (965 kg/m3)、培地の密度 (1.01 × 103 kg/m3)、カ
バーガラスの密度 (2.2 × 103 kg/m3)である。また、本実験では常に (ρ1h1+ρ3h3) >

(ρ2h2 + ρ2h3)の関係が成り立っている。gは重力加速度 (9.8 m/s2)である。h1,2,3

はそれぞれ PDMS、培地の高さ、カバーガラスの厚み (m)である。S1,2はそれぞ
れ PDMS片の底面積 (m2)と細胞の合計面積 (m2)である。面積比 (S1/S2)は細胞
面積/撮像面積から求めた。カバーガラスの厚みは 0.4 mmとした。細胞は 35 mm

のガラスベースディッシュに対して 1×105 cells/dishで播種した。

3.2.8 細胞内カルシウムイオン濃度の経時的変化測定
デバイス内に 2 × 106 cells/mLの密度で IMR32細胞を導入し、2.0 µL/minの
流量で 6時間、灌流培養した。灌流培養後、10.0 µMの Fluo-4(同仁化学)を含む
DMEMを流入口から加え、30分間静置培養を行うことでFluo-4を細胞内に導入し
た。その後、2.0 µL/minでFluo-4を洗い流した。そして、通常培地を 10.0 µL/min

で送液した際の Fluo-4の輝度値を測定した。撮像条件は露光時間 50 ms、撮影間
隔 1000 ms、ビニング 2×2、レーザー出力 5 mW、倍率 40倍とした。また、撮影
開始時における細胞内の輝度値から背景輝度値を除去した値を 1.0として、各撮影
時間における規格化後輝度値を求めた。

3.2.9 siRNA処理
本研究では神経芽腫細胞内のN-Mycの発現をノックダウンするために、3’末端に

ジチミジン (dTdT)のオーバーハングを有する siRNA配列を用いた。先行研究から、
siRNAのセンス鎖の配列は 5’-CGGAGATGCTGCTTGAGAA-3’に決定した [99]。
また、ネガティブコントロールとして真核生物の遺伝子配列と相同性を示さない
siRNA配列を用いた。これらの siRNAは日本ジーンより購入を行なった。一過的な
トランスフェクションを行う際には、Lipofectamine RNAiMAX(ThermoFisher Sci-

entific)を用いて、15 pmolの siRNAを 2.0 × 105 cellsに添加した。また、IMR32細
胞に対して効率的なトランスフェクションを行うために reverse transfection method
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[100]を採用した。本実験ではMCYN-siRNAのノックダウン効果を調べるために
4つのグループを用意した。4つのグループとは実験群 (siRNA MYCN)、ネガティ
ブコントロール (siRNA negative control: siRNA N.C.)、mockコントロール、未
処理群である。mockコントロールは siRNA処理を行う際に用いる試薬のみを細
胞に加えた群である。siRNA処理を施した細胞を用いて免疫蛍光染色やデバイス
内細胞培養を行なう場合、siRNAを加えてから二日後に実験操作を行なった。こ
の理由は siRNA処理を行なってから二日後にMYCN mRNAの量が最小になるこ
とが報告されているためである [99]。

3.2.10 免疫蛍光染色
3.2.10.1 一次抗体および二次抗体
接着斑を可視化するために mouse monoclonal anti-β1 integrin (ab30394, Life

Technologies)と rabbit polyclonal anti-FAK pY925 (ab39967, Life Technologies)

を用いた。また、N-Mycの発現量を定量化するために mouse monoclonal anti-

N-Myc(sc-515099, Santa Cruz)を用いた。anti-β1 integrinと anti-FAK pY925は
1/250に希釈した。また anti-N-Mycは 1/100に希釈した。これらの一次抗体に
対して、二次抗体として anti-rabbit-IgG (H+L) conjugated with Alexa Fluor 488

(ab150073, Life Technologies)、anti-mouse-IgG (H+L) Alexa Fluor 568 (ab175472,

Life Technologies)を用いた。二次抗体は 1/1000に希釈した。抗体の希釈にはphos-

phate buffered saline (PBS)(16-23555, 富士フイルム和光純薬)を用いた。

3.2.10.2 β1 integrinおよびFAK pY925の免疫蛍光染色
まず、培養した IMR32細胞をPBSによる洗浄を行なってから 4% paraformalde-

hyde (PFA)(163-20145,富士フイルム和光純薬)を用いて室温で 15分間固定した。
細胞固定後、PBSで細胞を洗浄し、0.1% Tween-20(9005-64-5, ICN Biomedicals)

を含む PBS溶液によって 5分間透過処理を行なった。その後、3% bovine serum

albumin (BSA) (012-23881, 富士フイルム和光純薬)を含む PBS溶液によって 30

分間ブロッキングを行なった。そして、上述した希釈率で一次抗体を加え、室温
で 1時間抗原抗体反応を行なった。その後、PBSで洗浄してから二次抗体を加え、
室温で 1時間抗原抗体反応を行なった。1 µg/mLのHoechst 33342(Lonza)を含む
PBS溶液によって細胞核を可視化した。

3.2.10.3 N-Mycの免疫蛍光染色
IMR32細胞に対して第3.2.10.2小々節と同様に固定を行い、1% Triton-X(A16046,

Alfa Aesar)を含む PBS溶液で 1時間透過処理を行なった [99]。細胞透過処理後、
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PBSで細胞を洗浄した後に 3% BSA を含むPBS溶液によって 30分間ブロッキン
グを行なった。そして、上述した希釈率で一次抗体を加えてから室温で 1時間抗
原抗体反応を行なった。その後、二次抗体を加えてから室温で 1時間抗原抗体反
応を行なった。

3.2.11 画像取得および画像解析
N-Mycの免疫蛍光染色画像の取得の際には、共焦点ユニット (CSU22,横河電気)

を組み込んだ倒立型顕微鏡 (IX81, オリンパス)とCMOSカメラ (ORCA Flash 4.0,

浜松ホトニクス)を用いて撮影した。接着斑の免疫蛍光染色画像は倒立型顕微鏡
(IX71, オリンパス)と CCDカメラ (ORCA R2, 浜松ホトニクス)を用いて撮影し
た。また、細胞遊走のライブセルイメージングの際には、IX81-CMOSカメラもし
くは IX71-CCDカメラの組み合わせで撮影を行なった。遊走能の各指標はライブ
セルイメージングによって取得した連続画像を用いて算出した。各指標は変位距
離 (displacement)、有向性 (directionality)、持続距離 (persistence distance)、遊走
速度 (migration speed)を用いた [92]。
接着斑の形態的特徴を解析するために β1 integrinの免疫蛍光染色画像を利用
し、以下の手順で解析を行なった (図 3.7)。まず、β1 integrinの免疫蛍光染色画像
内のノイズを除去するために、ガウシアンフィルタ (半径:2 pixels)と rolling ball

algorithm(半径: 5 pixels, [101])を適用した。ノイズ除去後、判別分析法により画
像の二値化を行なった [102]。二値化後、オブジェクトのセグメンテーションを行
うために分水嶺法を適用した [103]。さらに、カーネルサイズを 3 pixelとして収
縮処理を行なった。その後、Fijiの楕円フィッティング機能 (Analyze Particles)を
利用して接着斑の角度分散、面積、長軸長さ、短軸長さ、真円度 (circularity)を
求めた。本研究ではノイズの可能性を考慮し、1 [pixel × pixel]のオブジェクトは
解析の対象から除外した。角度分散 (angle variance; V )は以下の式より定義され
る [104]。

V = 1−M (3.4)

Mは合成平均長さ (mean resultant length)であり、以下の式によって定義される。

(M cosφ,M sinφ) =
1

Nθ

(
∑

k

cos(2θk),
∑

k

sin(2θk)

)
(3.5)

Nθは角度データのサンプルサイズである。角度データ θk(-90◦ ≤ θk ≤ 90◦)は、1

細胞から取得した接着斑の長軸角度である。本研究では流れ方向の角度を 0◦と定
義した。また、真円度 (circularity)は以下の式によって定義される。
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circularity =
4πA

P 2
(3.6)

Aは接着斑の面積、P は周囲長を示している。上式からわかるように、真円度の値
が小さくなるにつれて細長い楕円を意味し、値が 1のときは真円を意味する。本
研究では真円度の値が 1の接着班は解析対象から除外した。この理由は、真円度
の値が 1の場合、接着斑の形状は真円であるため長軸角度が求められないためで
ある。
次に、高せん断応力を与えた際の接着斑の空間的分布を調べた。まず、核を

Hoechst 33342によって可視化し、判別分析法による二値化と楕円フィッティン
グを行うことで短軸を求めた。そして、核の短軸よりも上流側に位置する接着斑
の合計面積 (AUp)と下流側に位置する接着斑 (ADown)の合計面積を測定した。最
後に、接着斑が上流側か下流側のどちらに局在しやすいか確認するために以下の
式を用いて定量化した。

Polarization =
ADown − AUp

ADown + AUp
(3.7)

N-Mycタンパク質の発現量を定量化する際には、N-Mycタンパク質の免疫蛍
光染色画像と位相差画像を用いた。まず、位相差画像内に存在する IMR32細胞を
ROIとした。そして、免疫蛍光染色画像におけるROI内の輝度値を測定した。さ
らに、細胞周辺領域における輝度値を背景輝度値として蛍光輝度値から減算した。

3.2.12 遊走能および形態的特徴比較における統計解析
得られたデータに対して分布の正規性を確認するためにKolmogorv-Smirnov検
定を行なった。多重比較を行う際には Bonferroni補正を行なった。また、複数の
実験群と一つの対照群を比較する際には、Dunnet検定を用いた [105]。本研究で
は有意水準を 0.05と設定し、全ての実験を 3回以上行なった。
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β1 integrin免疫蛍光染色画像

ガウシアンフィルタ (半径 2 pixels),

Rolling ball (半径 5 pixels)

判別分析法

分水嶺法

楕円フィッティング

 
408 x 435

 
408 x 435

 
408 x 435

収縮 (3×3 pixels)

 
408 x 435

 
408 x 435

•長軸角度θ
•面積 
•長軸長さ
•短軸長さ
•真円度

0
角度分散 V

1

Aligned Not Aligned

長軸長さ

真円度 = 
4⇡[Area]

[Perimeter]2

θ短軸
長さ

面積

図 3.7: 接着斑の形態的特徴の取得方法

β1 integrin画像を用いた接着斑の形態的特徴の取得方法。画像に対して背景除去 (ガウシ
アンフィルタ、Rolling ball)を行なった後に、画像を二値化 (判別分析法)した。そして、
二値化画像に対して収縮と分水嶺法を適用し、領域分割を行なった。最後に、得られた画
像に対して楕円フィッティングを行い、各形態的特徴量を取得した。角度分散は得られた
長軸角度を用いて算出した。
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β1 integrin

核AUp

ADo wn

Po larizatio n =
ADo wn − AUp

ADo wn + AUp

短軸

図 3.8: 接着斑の空間的分布の定量化

核を染色した画像に対して判別分析法による二値化と楕円フィッティングを行うことで核
の短軸を求めた。そして、短軸よりも上流側に位置する β1 integrinの合計面積 (AUp)と
下流側に位置する合計面積 (ADown, 青色領域内)を測定した。最後に、接着斑が上流側か
下流側のどちらに局在しやすいか確認するために図中の式を用いて定量化した。黒矢印は
流れの方向を表している。
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シリコーンチューブ

デバイス

h mm

全流量 5 µL/min、
10 µL/min

流路1 流路2 流路3 流路4

図 3.9: 流路内静圧測定手法

微小流路の上面を穿孔してシリコーンチューブを接続した。そして、流路底面に対して垂
直になるようにシリコーンチューブを設置した。マイクロシリンジポンプを用いて 0.1%

Triton-Xを含んだ精製水を送液し、チューブ内の水柱高さを測定した。
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3.3 結果
3.3.1 マイクロ流体デバイスの評価
作成したモールドの測定結果は表 3.5のようになった。そして、流路寸法の測定
を行なったモールドを用いてマイクロ流体デバイスを作製し、細胞培養時と同様
の実験条件で蛍光ビーズを流した。得られた蛍光画像からPIVを用いて各流路に
おける流速を測定することでせん断応力を算出した (図 3.10A)。計算結果から、一
つのデバイス内で対数スケールで異なるせん断応力を実現できていることを確認
した。また、各流路内における静圧は図 3.10Bのような結果となった。静圧の確認
実験より流速の遅い流路内では他の流路に比べて静圧が高くなることを確認した。
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表 3.5: モールドの測定結果
流路 幅 (µm) 高さ (µm) 流路長さ (mm)

Rch 991 ± 8.7 38 ± 2.0 4.00

R1 495 ± 8.1 37 ± 1.2 2.00

R2 138 ± 1.7 37 ± 0.6 10.54

R3 184 ± 1.0 13 ± 1.7 11.22

R4 233 ± 5.3 8.7 ± 1.5 18.33
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図 3.10: 各流路内におけるせん断応力および静圧

(A)各流路で取得したマイクロビーズの連続画像に対してPIVによって流速を測定し、せ
ん断応力値を求めた結果。せん断応力は対数スケールで異なることが明らかとなった。(B)

各流路内における静圧。エラーバーは標準偏差を示している。
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3 せん断応力による神経芽腫細胞の遊走制御 3.3. 結果

3.3.2 せん断応力を与えた際の IMR32細胞の遊走変化
3.3.2.1 流量によるせん断応力の調整と細胞遊走への影響
作製したマイクロ流体デバイスを用いてせん断応力が IMR32の遊走に影響を及
ぼすか測定した。流量は 0.0, 5.0, 10.0 µL/minに設定した。IMR32細胞に対して
高いせん断応力を与えると仮足が下流側に伸びていた (図 3.11A)。一方で、送液を
行っていない静置培養条件 (0 Pa)では、仮足がランダムに生じていた (図 3.11A)。
細胞遊走の方向は仮足の伸展によって制御されていることが報告されている [106]。
したがってこれらの結果は、せん断応力が IMR32細胞の下流側への仮足形成を促
進していることを示唆した。次に、各流路内における 60 細胞の軌跡を測定し、遊
走方向や遊走距離について定性的に評価した。軌跡について評価した結果、せん
断応力に応じて細胞が下流側に遊走することや遠くの位置まで遊走することが確
認された (図 3.11B)。遊走方向について定量的な評価を行うために下流に遊走した
細胞数を計数し二項検定を行なったところ、0.2 Pa以上のせん断応力を与えると
IMR32細胞はランダム方向に遊走していないことが明らかとなった (P < 0.001,

図 3.11C)。一方で、0.08 Pa以下のせん断応力では、細胞はランダムに遊走してい
た (図 3.11C)。以上の結果は、高いせん断応力によって IMR32細胞の下流側に仮
足が形成されることで、細胞が下流側に遊走していることを示唆した。
続いて、せん断応力を与えたときの遊走能について詳細な解析を行なった。ま

ず、遊走能の指標として変位距離、有向性、持続距離、遊走速度を求めた。各遊
走能指標の導出方法は第 3.2.11小節に示した。各遊走能指標を求めた結果、せん
断応力に応じて全ての指標が増大することを確認した (図 3.12)。遊走指標の一つ
である持続距離は、0.04 Paから静置培養に比べて有意な増大を示した。また、0.4

Paのせん断応力を与えると全ての遊走能指標で有意な増大が観測され、静置培養
時に比べて 1.37 ∼ 3.23倍増加していた (変位距離: 3.23倍、有向性: 2.15倍、持
続距離: 1.89倍、遊走速度: 1.37倍、adjusted P < 0.05)。以上の結果より、10−2

∼ 10−1 Paのせん断応力を与えると IMR32細胞の遊走能が変化し始めることを明
らかにした。さらに流量を増やすことでせん断応力を 0.8 Pa まで上昇させたとこ
ろ、0.08 ∼ 0.8 Paでは各遊走能指標がせん断応力の大きさに応じて上昇すること
が明らかとなった (図 3.13A - D)。また、0.08 ∼ 0.8 Paのせん断応力では細胞形
状に大きな変化は見られなかった (図 3.13E)。しかし、1.2 Pa以上のせん断応力を
IMR32細胞に与えると細胞の形状は球状となった (図 3.13E)。さらに、1.2 Paの
せん断応力下では多くの IMR32細胞が培養基板から剥離した。以上の結果より、
0.8 Pa以下のせん断応力では IMR32細胞の遊走能が変化することを確認した。
癌細胞では細胞内カルシウムイオン濃度の上昇に伴い、遊走能が向上すること

が知られている [107]。せん断応力は細胞膜上の力学的センサを活性化させること
で細胞内カルシウムイオン濃度の上昇を引き起こすことが知られている [30,108]。
そこで、0.4 Paのせん断応力を与えた時の細胞内カルシウムイオン濃度の変化を
測定した。実験の結果、0.4 Paのせん断応力刺激後に細胞内における輝度値の上
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3 せん断応力による神経芽腫細胞の遊走制御 3.3. 結果

昇が確認された (図 3.14)

せん断応力の値が低い流路では、他の流路に比べて静圧が高くなることが図3.10B

から明らかとなっている。そこで、静圧のみを細胞に与えた際の遊走能を測定す
ると図 3.15のような結果となった。結果から分かるように 102 ∼ 103 Pa程度の静
圧を与えると、有向性の上昇や変位距離、持続距離、遊走速度の低下が観察され
た (図 3.15)。また、静圧の高さに応じて遊走能変化が生じることが定性的に観察
された。
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3 せん断応力による神経芽腫細胞の遊走制御 3.3. 結果

流れ

SUp

SDown

IMR32細胞

測定終了位置

測定開始位置

Directional score =
(SDown � SUp)

(SDown + SUp)

(A)
 

84 x 181
 

84 x 181
 

84 x 181
 

84 x 181

St
at

ic

0 min 25 min 50 min 75 min

0
.4

 P
a

 
112 x 182

 
112 x 182

 
112 x 182

 
112 x 1820 min 25 min 70min 85min

0.0
8 P

a

D
ir

ec
ti

o
n
al

 S
co

re

0.
2 

Pa

3 ×
 10

-3  Pa

5 ×
 10

-4  Pa
0.0

4 P
a

0.
4 

Pa

***
***

Shear  
stress

−1
.0

−0
.5

0.
0

0.
5

1.
0

静置
培養

(C)

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

x (µm)

y 
(µ

m
)

26

34

0.08 Pa

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

x (µm)

y 
(µ

m
)

4

56

0.4 Pa

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

静置培養

y 
(µ

m
)

x (µm)

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y
y 

(µ
m

)

0.2 Pa

10

50

x (µm)

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

0.04 Pa

y 
(µ

m
)

26

34

x (µm)
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y
−200 0 200

−2
00

0
20

0
s_tra$X

s_
tra

$Y

3 × 10-3 Pa

y 
(µ

m
)

x (µm)

28

32
−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y

−200 0 200

−2
00

0
20

0

s_tra$X

s_
tra

$Y
y 

(µ
m

)

x (µm)

28

32

5 × 10-4 Pa

流
れ

(B)

図 3.11: 各せん断応力を与えた際の細胞遊走の軌跡

(A)細胞遊走中の位相差画像。上段はせん断応力を与えた際の IMR32細胞の遊走を撮影
している。下段は通常培地の送液を行なっていない時の IMR32細胞の遊走を撮影してい
る。白矢印は細胞から伸展している仮足を指し示している。スケールバーは 20 µmを表し
ている。(B)各せん断応力条件における細胞遊走の軌跡。プロット上側が上流側、プロッ
ト下側が下流側となっている。赤色の軌跡および数字は、遊走の最終到達位置が初期位置
よりも上流側である細胞の軌跡および細胞数を表している。黒色の軌跡および数字は、遊
走の最終到達位置が初期位置よりも下流側である細胞の軌跡および細胞数を表している。
(C)各せん断応力における遊走方向の割合について。測定開始位置よりも上流側に遊走し
た細胞数 SUpと下流側に遊走した細胞数 SDownを計数し、Directional scoreを算出した。
右図は各せん断応力におけるDirectional scoreを示している。遊走方向に偏りが生じてい
るか検出するために二項検定を行なった。 ***; P < 0.001。
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図 3.12: 各せん断応力を与えた際の遊走能指標の変化

せん断応力を与えた際の各遊走能指標の変化。横軸はせん断応力を表している。せん断応
力を与えた際の遊走指標と静置培養条件下で得られた遊走指標をDunnet’s検定によって
多重比較した。*; adjusted-P < 0.05, **; adjusted-P < 0.01, ***; adjusted-P < 0.001。
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図 3.13: 高せん断応力下における遊走能指標の変化

0.08 ∼ 0.8 Paのせん断応力を与えた際の (A)変位距離、(B)有向性、(C)持続距離、(D)

遊走速度。赤破線は各遊走指標の平均値に対して線形フィッティングを行なった結果。グラ
フ内の数字は決定係数R2。(E)各せん断応力における位相差画像。画像上側が上流。Scale

bar = 100 µm。
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図 3.14: 高せん断応力を与えた際の細胞内カルシウムイオン濃度の変化

(A)せん断応力を与えた際のFluo-4の経時的輝度値変化。撮影開始時間を 0 secとして、5

secのときに 0.4 Paのせん断応力刺激を開始した。(B)規格化後輝度値の経時的変化。各
系列は細胞の違いを表している。5 secでは、シリンジポンプを駆動した際に焦点ズレが
生じたため輝度値の急激な減少が観察された。その後、各細胞内における輝度値の上昇が
観察された。
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図 3.15: 静圧による遊走能指標への影響

静圧負荷時における (A)変位距離、(B)有向性、(C)持続距離、(D)遊走速度。Welchの
t検定を用いて多重比較を行い、その後 Bonferroni補正を行なった。**; adjusted-P <

0.01、***; adjusted-P < 0.001。
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3.3.2.2 粘度によるせん断応力の調整と遊走能への影響
本研究では、流量以外にも粘度によるせん断応力の調節を行うことでせん断応

力によって遊走能に変化が生じるか測定を行なった。
培養液内のデキストラン濃度を調整したところ相対的粘度は図 3.16Aのように
変化した。本実験ではデキストラン含有培地 (0.0624 g/mL)を送液し、流路 2にお
ける遊走能を測定した。流路 2におけるせん断応力は、通常培地を灌流させた際
の流路 1と同等のせん断応力 (0.4 Pa)を実現できるように調節した。せん断応力
によって遊走能が変化している場合、デキストラン含有培地を灌流した流路 2に
おける遊走能は、通常培地を灌流した流路 1と同等になることが推測される。
デキストラン含有培地の灌流を行なった流路 2における遊走能は、通常培地を

灌流させた流路 1の結果と同等となった (図 3.16B - E)。また、デキストランが
IMR32細胞の遊走能に影響を与えているか調べるために、静置培養条件下でデキ
ストラン含有培地と通常培地を用いて細胞培養を行ない、遊走能の比較を行なっ
た (図 3.17A)。その結果、変位距離、持続距離、遊走速度に有意な変化は観察され
なかった (図 3.17B, D, E)。一方で、デキストランを加えた場合、有向性に約 0.1

の有意な差 (P < 0.001)が検出された (図 3.17)。この影響は流路内でせん断応力を
与えた際にも生じていると考えられる。図 3.16Cの結果では、デキストラン含有
培地を灌流した際の流路 2における有向性は、通常培地を灌流した際の流路 1に
おける有向性よりも約 0.1ほど大きな値となった。この差はデキストランによる有
向性に与える影響の大きさと一致する。したがって、デキストランを加えたこと
による遊走能への影響は、せん断応力を与えた際にも生じていると考えられる。
本実験では、培養液の粘度調節を行うことで細胞に対して任意のせん断応力刺

激を与えた。その結果、せん断応力による遊走能の向上が観測された。粘度調整
によるせん断応力の制御は、流量調整に比べて物質の運搬に影響を及ぼしにくい
ことを第 1.3.2.4小々節にて説明した。したがって物質の運搬ではなく、せん断応
力が IMR32細胞の有向性、持続距離、遊走速度を促進していると結論づけた。
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図 3.16: 粘度によるせん断応力の調整および遊走能の変化

(A)デキストランを通常培地に添加した際の相対的粘度の変化。非線形フィッティングの結
果、α1 = 36.21、α2 = −22.65、α3 = 7521と求まった。デキストランによって粘度調整を
行なった培地を用いてせん断応力刺激を与え、(B)変位距離、(C)有向性、(D)持続距離、
(E)遊走速度を測定した。デキストラン含有培地と通常培地の流量は 10.0 µL/minとした。
‘流路 1’ および ‘流路 2’では、それぞれ 0.4 Paと 0.08 Paのせん断応力が生じている。比
較のためにWelchの t検定を行なった後にBonferroni補正を行なった。**; adjusted-P <

0.01、 ***; adjusted-P < 0.005。
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図 3.17: デキストラン添加による遊走能への影響

(A)デキストラン含有培地と通常培地を用いてガラスベースディッシュ内で遊走能の測定
を行なった。(B)変位距離、(C)有向性、(D)持続距離、(E)遊走速度の比較。比較のため
にWelchの t検定を行なった。***; P < 0.005。
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3.3.3 せん断応力を与えた際の接着斑の形態的変化
細胞遊走における有向性、持続距離、遊走速度は接着斑の形状、面積、長軸の

角度分散の影響を受けていることが報告されている [90–92]。そこで、せん断応力
を与えた際における接着斑の形態的特徴 (表 3.2)を測定した。本研究では、接着
斑の可視化のために β1 integrinに対して免疫蛍光染色を行なった。β1 integrinに
よって可視化された接着斑は、FAK pY925と共局在していることを確認した (図
3.18A)。FAK pY925は接着斑のターンオーバーを促すことで突起伸長を促進して
いることが知られている [109]。したがって、本研究では β1 integrinによって可視
化された接着斑は、細胞遊走の制御を行う機能を有した接着斑であると結論づけ
た。形態的変化に関する解析の結果、角度分散および真円度はせん断応力に応じ
て減少しており、面積および長軸長さはせん断応力に応じて増加していることを
明らかにした (図 3.18B-D, F)。しかし短軸長さに関しては、せん断応力に応じた
変化が観測されなかった (図 3.18E)。本実験から得られたせん断応力による接着斑
の形態的変化 (図 3.18)と遊走能変化 (図 3.12)の関係性は、先行研究によって報告
された表 3.2と一致した。
さらに、細胞に対して 0.4 Paのせん断応力を与えると β1 integrinは下流側に局
在しやすいことが明らかとなった (図 3.19)。したがって、下流側に細胞が遊走す
る原因として、接着斑の異方的な分布が原因であることが示唆された。
以上の結果より、せん断応力に応じた遊走変化は接着斑の形態や分布の変化に

よって生じていることを示唆した。また、せん断応力に応じて接着斑の形態的特
徴を変化させる何かしらの制御機構が IMR32細胞には備わっていることが推測さ
れた。
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図 3.18: 各せん断応力を与えた際における接着斑の形態的特徴変化

(A)β1 integrinおよび FAKの多重免疫蛍光染色画像。白矢印は流れの向きを表している。
赤三角は共局在している β1 integrinと FAKを指し示している。スケールバーは 20 µm

を表している。(B-F)せん断応力を与えた際の接着斑の各形態的指標変化。横軸はせん断
応力を表している。せん断応力を与えた際の遊走指標と静置培養条件下で得られた遊走指
標をDunnet’s検定によって多重比較した。*; adjusted-P < 0.05, **; adjusted-P < 0.01,

***; adjusted-P < 0.001。
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図 3.19: せん断応力を与えた際の β1 integrinの空間的分布の偏り

0.4 Paのせん断応力を与えると静置培養に比べて β1 integrinが下流側に多く局在した。
スコアの比較はWelchの t検定によって行なった。*; P < 0.05。
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3.3.4 MYCN-siRNA処理時における接着斑の形態的特徴変化
先行研究によってMYCN遺伝子の増幅が神経芽腫細胞の遊走能の上昇に関わっ
ていることが報告されている (第 3.1節参照)。このようなことから本研究では、N-

Mycタンパク質の発現量を減少させた時の遊走能および接着斑の形態的変化を測
定した。
まず、siRNA処理を施した際のN-Mycタンパク質の発現量を測定したところタ

ンパク質の有意な減少を確認した (図 3.20A, B)。次に、siRNA MYCN処理を行
なった IMR32細胞にせん断応力を与えた結果、0.4 Paのせん断応力を与えると細
胞形状が等方的になった。一方で siRNA N.C.処理を行なった場合、細胞形状は異
方的となった (図 3.20C)。このような結果から、細胞と細胞外マトリクスをつなぎ
止める役割を担う接着斑に変化が生じていることが予測された。そこで、siRNA

MYCN処理を施した際における接着斑の形態的特徴を調べた。その結果、siRNA

MYCN処理によってせん断応力に応じた角度分散の減少が阻害されていることが
明らかとなった (図 3.20E)。角度分散が大きくなるという結果は接着斑の長軸方向
にばらつきが生じていることを意味しており、siRNA MYCN処理を行なった際の
等方的な細胞形状への変化 (図 3.20C)と一致する結果となった。また短軸長さは
僅かに有意な変化が見られた (図 3.20H)。一方で接着斑の面積、長軸長さ、真円
度は siRNA MYCN処理を行なっても有意な変化は見られなかった (図 3.20F, G,

I)。続いて siRNA MYCN処理を施した際の遊走能変化を測定した。siRNA MYCN

処理を行なった場合、0.4 Paのせん断応力を与えた際に全ての遊走能指標で対照
群 (siRNA N.C.)に比べて有意な減少を検出した (図 3.20J - M)。以上の結果より、
N-Mycタンパク質の発現が 10−1 Paのせん断応力下における遊走能変化に影響を
与えていることを明らかにした。
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図 3.20: MYCN siRNA処理後における各せん断応力による接着斑形態的特徴およ
び遊走能変化

(A)siRNA処理を行なった際の anti-N-mycを用いた免疫蛍光染色画像。スケールバーは 50

µmを表している。(B)免疫染色画像における輝度値の比較。Welchの t検定を用いて多重
比較を行なった後にBonferroni補正を行なった。 **; adjusted-P < 0.01、***; adjusted-P
< 0.001。(C)siRNA処理を行なった細胞に対してせん断応力を与えた際の位相差画像。黒
矢印は流れの方向を示している。スケールバーは 50 µmを表している。(D)siRNA処理
を行なった細胞に対してせん断応力を与えた際の β1 integrin免疫蛍光染色画像。スケー
ルバーは 10 µmを表している。(E - F)せん断応力を与えた際の各形態的指標変化。横
軸はせん断応力を表している。siRNA N.C.処理条件と siRNA MYCN処理条件における
形態的指標の比較を行うために、Welchの t検定を行なった。(J - M)せん断応力を与え
た際の各遊走指標変化。横軸はせん断応力を表している。siRNA N.C.処理条件と siRNA

MYCN処理条件における形態的指標の比較を行うために、Welchの t検定を行なった。*;

P < 0.05、**; P < 0.01、 ***; P < 0.005。
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3.4 考察
本研究では、10−1 Paのせん断応力が IMR32の遊走能に影響を及ぼすことを明
らかにした。生体内の正常組織における間質流の流速は 0.1 ∼ 1.0 µm/sの範囲で
あり、組織内の細胞には平均して 10−2 Pa程度のせん断応力が生じていると考え
られている [110]。しかし、腫瘍の進行に伴う腫瘍内の圧力増加と異常な血管新生
によって、血管から漏れ出る液体が増大する (図 3.2)。このような原因によって間
質流が増大することで、生体内の癌細胞には 10−1 Pa程度のせん断応力が生じて
いる可能性はある。
神経芽腫細胞 IMR32に対してせん断応力を与えると、接着斑の長軸における

角度分散は減少し、有向性や遊走速度が向上した。この原因について考察を行う。
Integrinsがせん断応力によって活性化されることで、アクチンフィラメントが流
れの方向に沿うことが報告されている [18]。また、接着斑の長軸は結合している
アクチンフィラメントの方向に沿うことが報告されている [111]。したがって本研
究では、せん断応力によって β1 integrinとアクチンフィラメントの間に力学的な
相互作用が生じることで接着斑の長軸が揃ったと考えられる。さらに、接着斑の
長軸が同一方向に揃うと、乳癌細胞MDA-MB-231の有向性が向上することや筋芽
細胞C2C12の遊走速度が向上することが報告されている [90,91]。ゆえに本研究で
は、せん断応力が接着斑の長軸方向を同一方向に揃わすことで遊走能を向上させ
たと推測される。この推測は siRNA MYCN処理後のせん断応力刺激実験からも
支持される。SiRNA MYCNを IMR32細胞に導入すると高いせん断応力を与えて
も接着斑の長軸は等方的に分布し、遊走能についても siRNA N.C.に比べて減少し
た (図 3.20D, E)。したがって、接着斑の長軸が同一方向に揃うことにより遊走能
が向上したと考えられる。
本研究では、siRNA MYCNを加えると高せん断応力下においても等方的な接着
斑が維持された。この原因として (1)integrinsの発現量上昇、(2)メカノセンサタ
ンパク質の減少による接着力の向上が考えられる。N-Mycタンパク質は α1、α2、
α3、β1 integrinサブユニットの発現を抑制していることが知られている [80,112]。
したがって、siRNA MYCN処理を行うことで integrinsサブユニットの発現量が上
昇し、接着力が向上したことによって高せん断応力下でも接着斑の等方性が維持
されたと考えられる。また、細胞の接着力は細胞内カルシウムイオン濃度の上昇
によって減少すると考えられている。接着力減少の作用機序として、細胞内カル
シウムイオン濃度が上昇することで cation/calmodulin-dependent serine/threonine

protein kinase type II (CaMKII)が integrin cytoplasmic domain-associated protein

1α (ICAP-1α)を活性化し、活性化した ICAP-1αがβ1 integrinを不活性化すること
で生じると考えられる [113]。癌細胞内のカルシウムイオン濃度を上昇させるメカノ
センサとして transient receptor potential cation channel (TRP channel) subfamily

M, member 7 (TRPM7)、TRP channel subfamily V, member 4 (TRPV4)、P2X7

が知られている [30,108]。神経芽腫細胞ではN-Mycタンパク質がメカノセンサで
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あるTRPM7の発現を促進していることが報告されている [114,115]。またTRPM7

は、せん断応力依存的に細胞膜上に集積することが確認されている [116]。ゆえに、
siRNA MYCNによってTRPM7の量が減少し、高せん断応力を与えた際に十分な
TRPM7が細胞膜上に集積できなかったことによってカルシウムイオンの取り込み
量が減少したと考えられる。そして、細胞の接着力が維持されたことによって接
着斑の等方的な分布が維持されたと推測される。
IMR32細胞に対してせん断応力を与えると、より多くの β1 integrinが細胞の
下流側に局在した (図 3.19)。先行研究ではせん断応力が細胞を変形させることで、
上流側の細胞-細胞外マトリクス間の接着が部分的に剥離することが確認されてい
る [117]。したがって、IMR32細胞に対してせん断応力を与えた際に β1 integrin

が下流側に多く局在した原因は、上流側の接着斑が細胞外マトリクスから剥離し、
崩壊したことによるためだと考えられる。
続いて、流れが細胞遊走に対して及ぼす影響について考察を行う。流れが細胞

に及ぼす影響として (1)せん断応力、(2)流れ方向の圧力、(3)物質の供給、(4)静
圧が挙げられる。このように細胞に対して流れを与えると複数の要素が影響を及
ぼす可能性が存在する。まず、本研究における流れ方向の圧力の影響について考
察する。微小流路内における流れ方向の圧力が細胞に与える力は、レイノルズ数
に比例することが知られている [36]。先行研究では、レイノルズ数がRe ≈ 35の
場合、細胞に対して与える力は流れ方向の圧力に比べてせん断応力が支配的であ
ることが示されている [36]。本研究のレイノルズ数は 1よりも十分小さいことを考
慮すると、流れ方向の圧力による影響はほとんど無視できると考えられる。また、
流れによる物質供給の影響も少ないと考えられる。この理由は、せん断応力を培養
液の粘度によって調節した際の細胞遊走能が、流量によるせん断応力を調節した
際の細胞遊走能と比較して有意な変化が見られなかったためである (図 3.16)。最
後に、静圧の影響について考察を行う。本研究では、静圧は遊走能に影響を与え
ることが示された (図 3.15参照)。しかし、少なくとも流路 1で観察された遊走能
の変化はせん断応力によるものであると考えられる。この理由として、流路 1は
他の流路に比べて静圧が低いことが挙げられる。以上の考察より、せん断応力は
二次元培養を行なった IMR32細胞の遊走能を変化させていると考えられる。
本研究では、せん断応力によって接着斑と遊走能が変化することを確認した。遊

走能の変化が生じる原因として接着斑の形態的な変化が考えられる (表 3.2)。さら
に、MYCN-siRNAによるノックダウン実験によって接着斑の形態および遊走能に
変化が生じた。以上の結果より、せん断応力と遊走能に関わる各因子間には図 3.21

のような制御関係が成り立っていると考えられる。
以上の結果や考察から、生体内におけるMYCN遺伝子増幅型の神経芽腫細胞
は、流れによるせん断応力刺激を受けることで遊走能が向上しつつ細静脈やリン
パ管方向へ遊走していることを示唆した。

114



3 せん断応力による神経芽腫細胞の遊走制御 3.4. 考察

接着斑 遊走能

せん断応力

MYCN
1

2

図 3.21: せん断応力によって惹起されるシグナル伝達の予測図

赤線: 本研究の実験によって明らかになった制御関係。青線: 本研究によって少なくとも
どちらかの一つが成り立っていることが示唆された制御関係。緑線: 本研究では、存在の
有無が明らかとされなかったため今後の実験的検証を必要とする制御関係。
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第4章 結論

4.1 結言
本研究では、細胞周辺の微小環境が細胞の異方性決定に与える影響について明

らかにすることを目的とした。そして、マイクロ流体デバイスを用いることで液
性因子濃度勾配とせん断応力が細胞分裂方向や細胞遊走に影響を与えることを定
量的に明らかにした。

4.2 Wnt3a濃度勾配による細胞分裂異方性の制御
第 2章では、微小環境による組織形成メカニズムの理解を目的として、細胞分

裂の異方性を決定するために必要な濃度差について実験的に検証した。まず、微
小空間内で液性因子濃度勾配を形成するためにマイクロ流体デバイスの作製を行
なった。そして、マイクロ流体デバイス内でWnt3aタンパク質と同等の分子量を
有する FITC-デキストランを用いて濃度勾配を形成した。形成した濃度勾配に対
して画像解析を行い 1細胞レベルで濃度勾配刺激を与えることが可能であること
を確認した。その後、非対称分裂が確認されている SH-SY5Y細胞をWnt3a濃度
勾配存在下で培養した。本研究では細胞分裂の異方性を判別するために、より古
い母中心子に局在するタンパク質として知られているODF2を免疫蛍光染色した。
実験の結果、Wnt3a濃度勾配存在下における細胞分裂中期の異方性決定に偏りが
生じていることを明らかにした。さらに、細胞分裂における異方性決定の偏りは、
Wnt3aの局所的な濃度ではなく細胞両端間に生じている 10−1 nM程度の濃度差に
よって決定されていることを示唆した。この濃度差は、細胞両端間で約 20%の濃
度差が生じている計算になる。
現在までに、機械的刺激が細胞分裂方向を制御していることは報告されている

が、細胞分裂の異方性が機械的刺激によって制御されているといった報告例は存
在しない (第 2.1参照)。したがって本研究の結果を踏まえると、生体内における機
械的刺激と液性因子濃度勾配によって生じる濃度差が異方性を含めた細胞分裂を
協同的に制御していると考えられる。
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4.3 せん断応力による神経芽腫細胞の遊走制御
第3章では、10−1 Paのせん断応力をMYCN増幅型の神経芽腫細胞である IMR32

に与えると、IMR32細胞の遊走能は向上し下流側に遊走することを明らかにした。
また、10−1 Paのせん断応力を与えると接着斑の配向や形態 (面積、長軸長さ、真円
度)に影響を及ぼすことを明らかにした。さらに、MYCN-siRNAによってN-Myc

の発現量を減少させると、10−1 Paのせん断応力下で接着斑の配向や遊走能の向上
が阻害されていることが観察された。先行研究では、接着斑の配向や形態変化は
細胞の遊走能に影響を及ぼすことが報告されている (第 3.1節参照)。したがって、
本研究および先行研究の結果によって 10−1 Paのせん断応力は接着斑の配向や形状
の変化に影響を及ぼすことで遊走制御を行なっていることを示した。また、N-Myc

の発現は、せん断応力による接着斑の配向に関与していることを示唆した。
生体内では、腫瘍の増大に伴い癌細胞に与えられるせん断応力も増大している

と考えられる。したがって、本研究の結果から癌細胞は増大したせん断応力によっ
てリンパ管や細静脈に向かって効率的に遊走していることを示唆した。

4.4 今後の展望
本研究の今後の展望として (1)細胞に備わる周辺環境感知メカニズムの理解、(2)
実験系の改良が挙げられる。
第 2章では、細胞分裂中期において細胞が僅かな濃度差を検出するためにLEGI

が備わっていることを提唱した。したがって、細胞分裂の際に適応的応答が生じて
いるか確認し、LEGIの有無について検証する必要がある。また、周辺環境に応じ
て細胞分裂の異方性がどのように制御されているか明らかにする必要がある。先
行研究では、Wnt3aによって LRP6受容体が活性化され、F-アクチンキャップの
形成 [14]やDvl2タンパク質の動員 [47]を介して紡錘体の制御が行われているこ
とを報告している。したがって、細胞分裂における異方性決定メカニズムを明ら
かにするために、Wnt3a濃度勾配存在下における F-アクチンやDvl2タンパク質
の局在を明らかにする必要がある。
第 3章では、せん断応力によって細胞内カルシウムイオン濃度が上昇すること
で、遊走に変化が生じるという仮説を提唱した。したがって、TRPM7などのメカ
ノセンサをノックダウンした際の細胞内カルシウムイオン濃度の経時的変化を測
定し、遊走変化との因果関係を明らかにする必要がある。また、MYCN-siRNAに
よってノックダウンを行なった際に、細胞膜上に局在するメカノセンサが減少す
るか検証する必要がある。
本研究では、マイクロ流体デバイス内で二次元細胞培養を行うことによって微

小環境が細胞の異方性決定に対して与える影響について検証した。しかし、生体
内の微小環境は、細胞周辺に細胞外マトリクスが存在しているため三次元培養環
境に近いと考えられる。したがって、今後は本実験系の三次元への拡張が重要な
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課題となる。第 2章では、タンパク質の拡散現象を利用してWnt3aの濃度勾配を
作成した。しかし、生体内では脂質修飾を受けたWnt3aが細胞外マトリクスであ
る HSPGに結合することでWnt3aの濃度勾配を調節していることが知られてい
る [72]。したがって、脂質修飾を行なったWnt3a [41]をHSPGを含む三次元培養
系内に局在させることで、より生体内に近い環境を再現できることが期待される。
そして、三次元培養系内で分裂異方性の制御に必要となる濃度差や分裂制御機構
に変化が生じるか検証する必要がある。第 3章では、二次元ポアズイユ流れを利
用して接着細胞に対してせん断応力を与えた。しかし、間質内に存在する細胞は
細胞外マトリクスで構成された細かい網目構造内に存在している。細かい網目構
造内では流れが細胞に対して与える機械的刺激として、せん断応力だけでなく抗
力 (drag force) の影響が大きくなることが報告されている [118]。したがって、今
後は三次元培養系内で流れによる機械的刺激を与え、遊走変化について調べる必
要がある。
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