
1　緒　　　言

上皮間葉転換（Epithelial-mesenchymal transition, EMT）
は，細胞間の強固な接着がなくなることで上皮細胞が間葉
系的性質を獲得する現象であり，癌転移や組織修復，初期
胚形成などにかかわる生理学的プロセスである1）．そのた
め EMTは，癌の転移を防ぐ抗がん剤開発や予後診断，さ
らには再生医療のための幹細胞の分化誘導など医療分野で
注目を集めている2）．一般的に EMT化する上皮細胞は，細
胞間結合の減少や，細胞骨格の再構成，細胞集団性の喪失
という形態変化を受け，間葉系細胞の表現型を獲得する．
さらに分子レベルに注目すると，E-カドヘリンの発現量が
大幅に下がり，それに対して N-カドヘリンやビメンチン，
フィブロネクチンが増加する．これらの形態学的及び遺伝
子発現変化は，EMT特有の特徴であり，多くの異なる細胞
種で共通して観察される．

EMTのメカニズム解明や薬剤探索などの研究において，
トランスフォーミング増殖因子（Transforming growth 

factor-β, TGF-β）やインターロイキン - 6（Interleukin-6, IL-6）

などの液性因子は，EMTを誘導する目的としてよく用い
られる3）．TGF-βは，細胞膜に存在する TGF-β受容体と相
互作用することで Small Mothers Against Decapentaplegic

（SMAD）タンパク質を活性化させる．この活性化した
SMADタンパク質が，上皮細胞から間葉系細胞への転換に
関連する遺伝子の発現を制御することで EMTを開始させ
る．IL-6は，TGF-βと同様に細胞表面に発現する当該受容体
と結合することでシグナル伝達を誘導し，Signal Transducer 

and Activator of Transcription 3（STAT3）を活性化させ，
EMTに関与する遺伝子を制御する．このように増殖因子
やサイトカインなどの刺激により EMT誘導因子の発現を
誘起することで，生命現象や病態の発生機構の探究，さら
には薬剤探索などの基礎研究から応用研究が進められてい
る．
一方で EMTは，液性因子以外にも，細胞外マトリック

ス（Extracellular matrix, ECM）による力学または生化学
刺激による細胞─細胞間の相互作用や細胞接着の制御によ
り誘導されることも報告されている4）．たとえば，肺由来
の上皮細胞を弾性率の異なるポリアクリルアミドゲル上で
培養すると，細胞は弾性率の増加に伴いE-カドヘリンなど
の上皮マーカーの発現を減少させ，α-SMAなどの間葉マー
カーの発現を増加させる5）．さらに，肺由来の上皮細胞の
足場材料として，表面にフィブロネクチンを固定化したア
クリルアミドゲルを用いると，硬さ依存的に EMTが誘発
されるが，α3及び α5インテグリンに選択的に結合する
フィブロネクチン変異体を用いると逆に EMTが抑制され
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る6）．さらに乳房上皮細胞においても，ECMの力学刺激に
より EMTが誘発され，パラクライン経路とメカノセンシ
ング機構の協調効果が実証されている7）．このように，人
工的に作製された細胞足場は，生体内の環境を in vitroで再
現することができ，EMTメカニズムを調べる研究に役
立っている8）9）．
著者らの研究グループも，これまでに生化学・力学刺激

を制御できる細胞足場材料を開発することで，EMTのメカ
ニズムの探索を行ってきた10）．例えば，細胞接着性ペプチ
ドである環状RGDペプチド（Cyclic RGD peptide, cRGD），
及びエチレングリコールを金基板表面に共固定化した細胞
培養材料を開発し，ECM成分や弾性率の変化を伴わない，
生化学的刺激の量的な変化が細胞の表現型に及ぼす影響を
調べた11）．その結果，より高密度の cRGD表面で培養され
た細胞は上皮形態となり細胞集団を形成したが，低密度の
cRGD表面では広く伸展した形態に変化した．さらに細胞
内のタンパク質発現を調べると，低密度の cRGD表面で
は，間葉様移行を起こす細胞に特徴的な N-カドヘリンの
発現の増加が確認され，上皮表現型スイッチングにおける
ECMからの生化学的刺激の役割を明らかにした．また，
cRGDと光分解性 2 -ニトロベンジル基（2-nitrobenzyl group, 

2NB）を有する poly(ethylene glycol)（PEG）を共固定した
光応答性細胞培養基板の開発し，細胞の集団移動に対する
生化学的刺激の影響を調査した12）．この基板は，嵩高い
PEGの中に cRGDが埋もれることで細胞非接着性である
が，光照射により PEGが放出されると cRGDが表面に露出
し，細胞接着性へと変化する．この性質を利用して，cRGD

の修飾密度を変えた基板上での細胞の集団性を調べると，
高密度の基板上では細胞が集団的に移動し，低密度では細
胞が徐々に細胞間の接着を弱め，集団性が損なわれた．他
にも，力学・生化学的刺激を同時に制御可能な光応答性ハ
イドロゲルの開発や13），EMT阻害剤の探究14）など，光応答
性基板を用いて EMT関連の研究を行ってきた．しかしな
がらこれまでの先行研究は，細胞が接着する前に cRGDの

固定化量が決定されており，接着後の生化学シグナルの変
化が EMT誘導に与える影響を調べることができない．そ
のため，接着細胞に対する基質からの生化学的刺激の量的
変化を任意のタイミングで実現できれば，生体内での
EMT獲得メカニズムを解明する手掛かりとなる．
そこで本研究では，cRGDに 2NBを導入したジスルフィ

ドを有する光分解性 cRGD-dsを新規に合成し，腎尿細管上
皮細胞（Madin-Darby canine kidney cell, MDCK細胞）の
存在下で cRGD濃度を変化させ，免疫染色やリアルタイム
蛍光イメージングで表現型変化に伴う EMTの進行を観察
する方法論を開発した（Fig. 1）．合わせて，光分解性を介
して蛍光色素（フルオレセイン）を提示するジスルフィド
（Flu-ds）も開発し，光照射による表面提示リガンドの低下
の評価を行った．

2　実　　　験

2・1　光分解性 cRGD-ds及び光分解性フルオレセイン
Flu-dsの合成

2・1・1　試薬及び前駆体　　光分解性 cRGD-dsの原料と
なる，bis(12-(4-(1-hydroxyethyl)-2-methoxy-5-nitrophenoxy)

dodecyl) disulfideは先行論文に従い合成した15）．cRGDリ
ガンドはペプチド研究所より購入した．

2・1・2　光分解性 cRGD-dsの合成　　20 mLナスフラス
コに，bis(12-(4-(1-hydroxyethyl)-2-methoxy-5-nitrophenoxy)

dodecyl) disulfide 1.8 mg（1.68×10–6 mol），cRGDリガン
ド 3.0 mg（3.3×10–6 mol）を入れ，ジメチルスルホキシド
5 mLで溶解させた．その後，トリエチルアミン 0.4 mLを
加え，室温で 24時間撹

かく

拌
はん

した．撹拌後，透析を 24時間行
うことで溶媒として利用したジメチルスルホキシドを取り
除いた．最後に凍結乾燥を行うことで，光分解性 cRGD-ds

を得た．
2・1・3　光分解性 Flu-dsの合成　　20 mLナスフラスコ
に，bis(12-(4-(1-hydroxyethyl)-2-methoxy-5-nitrophenoxy)

dodecyl) disulfide 2.5 mg（2.32×10–6 mol），アミノメチル
化フルオレセイン（AMF）2.1 mg（4.6×10–6 mol）を入れ，
テトラヒドロフラン 5 mLに溶解させた．その後，トリエ
チルアミン 0.4 mLを加え，室温で 24時間撹拌した．撹拌
後，濃縮し，反応物をジクロロメタン 20 mLに溶解させ，
純水 20 mLを加えて抽出した．この操作を 3回行い合計 60 

mLの有機層を回収し，飽和食塩水で有機層を洗浄した．
その後，無水硫酸マグネシウムで乾燥し，ろ過，濃縮，真
空乾燥することで光分解性 Flu-dsを得た．

2・2　光分解性 cRGD-ds及び光分解性 FL-ds固定化基板
の調製
金基板を UVオゾンクリーナー（UV253, Filgen）で前処
理（UV照射 : 20分）した．その後，光分解性 cRGD-dsと
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Fig. 1    Schematic illustrations of experimental 
strategy.



ジスルフィド化エチレングリコール（EG6-ds, Mw: 935.36, 

ProChimia）をメタノールに溶解させ，前処理した金基板
上に滴下し，室温で 24時間反応させた．この際のモル比
は，光分解性 cRGD-dsまたは光分解性 FL-ds: EG6-ds＝
1 : 10, 1 : 100, 1 : 1000，1 : 10kで行った．反応後，メタノー
ルとリン酸緩衝食塩水（phosphate-buffered saline, PBS）
で洗浄し，窒素ガスで乾燥させることで光分解性 cRGD固
定化基板及び光分解性 Flu固定化基板を得た．

2・3　細胞培養
本研究では，MDCK細胞（RCB0995, RIKEN Cell bank）
を用いた．培地は，10％ ウシ胎児血清，1％ 非必須アミ
ノ酸，1％ ピルビン酸ナトリウム，1％ L -グルタミ及び
1％ ペニシリンストレプトマイシンを添加したイーグル
最少必須培地を使用した．培養条件は，5％ CO2，37℃ で
行った．

2・4　トランスフェクション
生細胞における F -アクチンの動態を観察するため，3 μg

の LifeAct-GFP plasmidを Lipofectamin 2000 Transfection 

Reagentを用いてトランスフェクションした．実験条件は
プロトコールに従った．トランスフェクション後，蛍光顕
微鏡にて観察を行い，LifeAct-GFPの導入を確認した．

2・5　免疫染色
免疫染色では，核，F -アクチン及びリン酸化ミオシンを
染色した．調製した光分解性 cRGD固定化基板上に培養し

た細胞を，4％ パラホルムアルデヒド（paraformaldehyde, 

PFA）を加え，15分静置し固定化した．その後 PBSで洗浄
し，5％ グリシンを 5分加えることで，未反応の PFAのア
ルデヒド基を不活性化させた．PBSで洗浄後，0.5％ 

TritonX-100/PBSを 5分間反応させることで膜を可溶化し
た．PBSで試薬を洗い流した後，ウシ血清アルブミン
（bovine serum albumin, BSA）のPBS溶液（5％ BSA/PBS）
を加え，室温で 1時間静置した．一次抗体として，
Phospho-Myosin Light Chain 2（Ser19）Antibody（5％ 

BSA/PBSで 50倍希釈）を加え，4℃ で 18時間反応させ
た．PBSで洗浄後，Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-

mouse（5％ BSA/PBSで 1000倍希釈）を室温で 1時間静
置した．洗浄後，Alexa Fluor 568-conjugated phalloidin

（5％ BSA/PBSで 200倍希釈）を同様に室温で 1時間イン
キュベートし，続いてHoechst33342（PBSで 1000倍希釈）
を 10分間反応させた．最後に PBSで洗浄をし，倒立蛍光
顕微鏡（IF81-PAFM, Olympus）で観察した．フィルター
は，（Ex: 365±25 nm, Em: 447±30 nm），（Ex: 475±18 

nm, Em: 510±12 nm），（Ex: 546±5 nm, Em: 595±30 

nm）を使用した．

2・6　タイムラプスイメージング
リアルタイム蛍光イメージングは，正立顕微鏡（BX-51, 

Olympus）を用いて行った．3.5 cmディッシュに光分解性
cRGD固定化基板を入れ，LifeAct-GFP plasmidをトランス
フェクションしたMDCK細胞を 2.0×104 cells播種し，3時
間培養することで細胞を基板に接着させた．その後，3.5 

cmディッシュを正立顕微鏡用培養システム（STXF-UKX-

SET）に設置することで 37℃，5％ CO2の環境を維持し
た．基板に対して光照射（365 nm, 2.4 J）を行って cRGD

を間引いた後，30秒間隔で 3時間，490 nmの LEDを用い
て蛍光観察を行った．ミラーユニットは，（Ex: 477±17 

nm, Em: 510LP）を使用した．

3　結果と考察

3・1　光分解性 cRGD-ds，光分解性 Flu-dsの合成と光分
解性 cRGD固定化基板の調製
光分解性 cRGD-dsと Flu-dsの合成経路，及び光応答性基

板の調製方法を Fig. 2に示す．bis(12-(4-(1-hydroxyethyl)-2-

methoxy-5-nitrophenoxy)dodecyl) disulfideの末端にある
N -スクシンイミジルエステル基に対して，アミノ基を有
する cRGDを反応させることで，光分解性 cRGD-dsを得
た．得られた目的物を H1-NMR測定したところ，前駆体で
確認された 2.8 ppm付近の N -スクシンイミジルエステル
基由来のプロトンピークが消失したことから，cRGDの導
入に成功したと判断した．また光応答性 Flu-dsに関して
も，同様の測定を行うことで合成を確認した．続いて，光

Fig. 2    (A) Synthetic scheme of photodegradable 
cRGD-ds  and F lu -ds .    (B)  Fabr icat ion of 
photoresponsive cell scaffold.
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分解性 cRGD-dsと EG6-dsを金基板表面に固定化した光応
答性 cRGD固定化基板を調製した．この研究で開発した光
応答基板の特徴は，反応時の仕込み濃度に依存して細胞接
着性ペプチドである cRGDが金基板表面に修飾され，その
後，波長 365 nmの光を照射することで固定化した cRGD

を間引くことができる点である．この光制御可能な基板
は，合成した光分解性 cRGD-ds及びバイオイナートな
EG6-dsの二つのジスルフィド化合物の混合比を変えること
により，自己組織化単層（Self-assembled monolayer, SAM）
を金基板上に形成させることで調製した．基板上に存在す
る cRGDが細胞の接着を促進し，EG6が培地中に含まれる
タンパク質の非特異吸着を防ぐ役割を有するため，長期間
cRGDによる生化学刺激を誘導し続けることができる．そ
こで混合 SAMの表面組成を制御する戦略を検証するため，
最初に光分解性 cRGD-dsの代わりに光分解性Flu-dsを使用
し，基質の蛍光強度を分析した（Fig. 3A）．蛍光モデル基
板は，同等濃度で調製した光分解性Flu-dsをEG6-dsで1 : 10

から 1 : 10kまで希釈することで作製した．今後，これらの
基板を 1 : 10基板，1 : 100基板，1 : 1000基板，1 : 10k基板
と表記する．その結果，蛍光強度は光分解性 Flu-dsの存在
量の低下に依存して，徐々に減少する傾向を示した．続い
て，調製した 1 : 100基板に対して 2.4 Jの UV照射（365 

nm）を行い，蛍光強度を調べた．すると，光照射後の基板
表面の蛍光強度は，光照射前と比べて有意に低下した．こ
れは，基板表面に露出した分子が光照射により迅速に放出
されていることを示唆している．これらの蛍光色素を用い
たモデル実験により，基板上のリガンド組成を基板作製時
の仕込み濃度により簡単に調節でき，さらには光照射に
よってリガンドを間引くことが可能であると証明できた．

3・2　光応答性 cRGD基板上での細胞接着挙動
調製した光応答性 cRGD基板上での細胞接着挙動を調べ

るため，1 : 100及び 1 : 10kの割合で調製した基板上へ
MDCK細胞を播種した．MDCKの接着挙動は，アクチン骨
格とリン酸化ミオシンを免疫染色法で可視化することで調
べた．これらのタンパク質は，細胞構造を形成・維持する
ための重要な要素であり，細胞が表面の cRGDリガンドを
分子レベルでどのように感じているかに関するメカノバイ
オロジカルな情報を示す．1 : 100基板上でのMDCK細胞
は，クラスターの辺縁部に強固なアクチンベルトやリン酸
化ミオシンを形成した（Fig. 4A）．また，細胞間接着部位
にアクチンと活性化したミオシンが集積している様子など
も，cRGDが高濃度な足場材料上では上皮様な表現系を示
している．一方で 1 : 10kの cRGDの密度が低い基板上で
は，間葉表現系で見られる，基質へ張力を与えていること
を示す顕著なストレスファイバーが形成され，リン酸化ミ
オシンと共局在していることから間葉表現系を示している
ことがわかった（Fig. 4B）．この足場材料が誘導する生化
学刺激による表現系の変化は，すでに報告されている結果
と同様であるため11），合成した光分解性 cRGD-dsはオリジ
ナルの cRGDと同じ活性を示すことが証明された．次に，
MDCK細胞が接着する基板に対して光照射し，in situで
cRGDの密度を低下させた際の細胞応答の変化を調べた．
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Fig. 3    Validation of the controllability of ligand 
density on a substrate surface.    (A) Fluorescence 
intensity on a substrate surface by diluting the Flu-ds 
with EG6-ds from 1 : 10 to 1 : 10k.    (B) Comparison of 
fluorescence intensity on 1 : 100 surface before and 
after photoirradiation.

Fig. 4    Immunofluorescence images of actin (left) and 
phosphorylated myosin (right) on (A) 1 : 100 substrate, 
(B) 1 : 10k substrate and (C) photoirradiated 1 : 100 
substrate.    Scale bars represent 25 μm.



1 : 100基板上にMDCKを播種した後，37℃ で 4時間イン
キュベートすることで基板へ細胞を接着させた．その後，
基板に対して 2.4 Jの光を照射することで修飾した cRGD

の密度を低下させた．この光照射実験は，MDCK細胞存在
下で実施しているため，1 : 100基板により誘導された
cRGDによる生化学的刺激をその場で分析することができ
る．光照射後に 8時間細胞培養し，アクチン及びリン酸化
ミオシンの発現を免疫染色により確認した．Fig. 4Cにその
蛍光観察結果を示す．光照射前の 1 : 100基板上の細胞は，
細胞間に強いアクチン染色が観察されたが（Fig. 4A），光
照射によりその場で cRGDの刺激を減少させることで，顕
著なアクチンストレスファイバーを示した．またリン酸化
ミオシンも，アクチンと連携するように共局在し，間葉表
現系である 1 : 10k基板と同様の形態（Fig. 4B）へと変化し
た．この結果より，開発した光応答性 cRGD固定化基板は，
光照射により固定化した分子の密度を調節できる足場材料
であることが実証された．さらに，材料による生化学刺激
により上皮表現系に誘導された細胞が，その場で刺激濃度
を変えられることで自身の表現系を上皮系から間葉系に転
換する EMTを起こすことも明らかとなった．

3・3　cRGDの動的変化に対する細胞形態の変化
最後に，細胞培養下において cRGDの密度を光照射によ

り減少させ，細胞内のアクチン動態をリアルタイム観察し
た．EMTのように細胞の形態が変化する現象において，細
胞骨格や運動性を制御するアクチンの変化は，自身の遊走
や浸潤，さらにはシグナル伝達に関与する．そこで本研究
では，突如とした cRGDの減少に対するアクチンタンパク

質のダイナミクスに着目し，その形態変化を観察した．こ
こでは，生細胞状態でのアクチンのライブイメージングを
実現するため，細胞内のアクチンフィラメントに結合する
ことができる Lifeactペプチドに，蛍光タンパク質である
GFP配列を結合した Lifeact-GFP Plasmidを用いた．この
PlasmidをMDCK細胞へ導入することにより，アクチン
フィラメントのダイナミクスや形態，分布を蛍光顕微鏡法
によって可視化した．また，本実験で用いている金基板は
光透過性が低いことから，正立顕微鏡を用いることでより
詳細なイメージングを行った．1 : 100基板上にMDCK細胞
を培養し，光照射を行った直後からのアクチンの形態変化
を 3時間ライブイメージングした．Fig. 5に，光照射から
70 分（Fig. 5A），85 分（Fig. 5B），100 分（Fig. 5C），125

分（Fig. 5D）の時点におけるアクチンの蛍光観察結果を示
す．光照射により cRGDの密度をその場で減少させること
で，アクチンフィラメントの再構成に由来するラフリング
が観察された．このラフリングは，細胞の構造や形状変化
時に起こる現象であることから，cRGDによる生化学的刺
激が光によって減少させられることにより，直ちに上皮系
から間葉系に表現系を移行していることが分かる．このア
クチンの形態変化は，免疫染色からでも確認されていたが
（Fig. 4），本研究で開発した光応答性基板の開発により，単
なるスナップショットではなく，対象分子のリアルタイム
イメージングが可能となった．以上より，動的材料によっ
て瞬時に EMTを引き起こす方法論は，細胞運動，細胞内
の物質輸送，細胞の形状変化，細胞の表面と周囲の環境と
の相互作用など，多くの生物学的プロセスを調べるバイオ
分析に非常に有用であり，将来的には新薬開発やがん診
断，再生医療といったさまざまな医療応用への展開が期待
される．

4　結　　　言

本研究では，光照射によって基板表面の細胞接着性ペプ
チドである cRGDの密度を制御可能な光応答性基板の開発
に成功した．この足場材料の上で培養された細胞は，光照
射前では上皮表現系を示したが，光照射で cRGDの密度が
低下すると，その形態を間葉表現系へ変化した．さらにこ
の光応答性基板を用いることで，アクチンフィラメントの
ラフリングが観察されるなど，細胞の形態変化や運動挙動
を調べる有用なツールであることが証明された．またこの
動的足場材料の駆動力は光であることから，高い時間及び
空間分解能で活性を制御することが可能である．以上よ
り，光開発した足場材料は，生命現象を定量的・定性的に
とらえるバイオ分析に重要な役目を果たし，薬剤探索や診
断，分子相互作用の解析などの応用が期待される．

Fig. 5    Live imaging of actin dynamics with LifeActGFP-
expressing MDCK cells at (A) 70 min, (B) 85 min, (C) 
100 min and (D) 125 min after photoirradiation.
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Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a dynamic cellular phenotypic change from an 
epithelial-like to a mesenchymal-like phenotype, which leads to functional changes in cell 
migration, invasion and metastasis.    Recent research showed EMT is not only induced by 
soluble factors and gene expression but also by the biochemical and mechanical cues of the 
extracellular matrix (ECM).    However, the effect of quantitative and dynamic changes in the 
ECM-driven biochemical cues on cellular phenotypes remains unclear.    In this study, we 
developed a photoactivatable substrate that can change the cyclic Arg-Gly-Asp (cRGD) ligand 
density on a substrate surface based on the photocleavage reaction of the 2-nitrobenzyl 
compound.    We observed the epithelial-to-mesenchymal morphological change in Madin-
Darby canine kidney (MDCK) cells upon decreasing the cRGD density on the substrate by 
photoirradiation.    In addition, fluorescence live imaging demonstrated membrane ruffling by 
the sudden cRGD density decreases, presumably due to the reorganization of the actin 
cytoskeleton.    This photoresponsive cell scaffold is useful for the quantitative and qualitative 
analyses of the dynamic cellular response to ECM-driven signals, which is expected to help 
comprehensive understanding of EMT progression.

Keywords: epithelial-mesenchymal transition; extracellular matrix; photoresponsive cell scaffold; 
live imaging.
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