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第 1 章 集密的な条件下で培養した細胞挙動の把握の重要性 

1-1. 細胞－基質間接着と細胞－細胞間接着の相互作用 

培養細胞は，気相（酸素等），液相（培養液，血清や増殖因子などの必須添加物等），固

相（培養面上の細胞外マトリクス；Extracellular matrix, ECM）から生物学的及び物理化学的な

影響を受けており，その刺激に応じて細胞運動や増殖が変化する（1–3）．組織の構築や維持

には，運動や増殖の細胞挙動を制御することが不可欠であり，細胞接着は，遊走・増殖・分

化・アポトーシスの基盤として機能していることが知られている（4–6）．この細胞接着は，

カドヘリンを接着分子とする細胞－細胞間接着とインテグリンを接着分子とする細胞－基質

間接着が知られており，これらを介して細胞の運動や増殖を適切に制御する． 

近年，細胞－基質間接着と細胞－細胞間接着の連携機序が，分子レベルで説明できるよう

になってきた．1997 年に，Duband ら（7）は，β1 及び β3 インテグリンシグナルに依存した，

N-カドヘリン接着の制御を報告した．Huttenlocher ら（8）は，ウズラ初代培養筋芽細胞を用

いて，β5 及び β1 インテグリン，インテグリン裏打ちタンパク質のうちチロシンリン酸化受

容タンパク質であるパキシリン，Fak（focal adhesion kinase）を介して遊走を制御し，その制

御に N-カドヘリンも関与していたことから，インテグリンシグナルとカドヘリン接着が協調

して挙動制御に寄与していたことを報告している．2004 年には，Yano ら（9）が，パキシリ

ンと p130Cas（Crk associated substrate），及び Fak と Pyk2 の発現を抑制した実験を通じて，

その細胞形態，カドヘリン接着形成や細胞挙動に対する効果を明らかにした．この両接着様

式の連携に介在すると考えられる分子の報告もしており，ILK（integrin linked kinase），Fer

（fes-related kinase），Ras スーパーファミリーGTP 結合蛋白質 Rap1 がある．Rap1 は，カド

ヘリンとインテグリン両接着の制御に深く関与しており，活性型 Rap1 がインテグリン接着を

増強することがわかっている（10）．Fukuhara ら（11）らは，血液内皮細胞を用いて，cAMP

の上昇が，Rap1GEF である Epac の活性化を誘導し，VE-カドヘリン接着を増強することを示

した．これらのことから，生物学的な分子メカニズムに基づいて，細胞－細胞間接着と細胞

－基質間接着の相互作用を制御できると考えた． 
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1-2. 培養細胞の挙動の変化による容器内の空間的、質的不均一 

 上皮細胞では，細胞間接着の形成のプロセスにおいて，この 2 つの細胞接着様式が変化し，

それに付随して細胞挙動も変化する（12–15）．シングルの細胞は，紡錘形の細胞形態を示し，

インテグリンを介した Rho family GTPases の Rac1 活性化による活発な増殖と遊走を示しなが

ら，集密的な状態になる．細胞と細胞が接触すると，接触領域で細胞間接着を形成しはじめ

る．細胞間接着を形成するとともに，細胞は小さくなりながら，緊密な敷石状の形態を示し，

最終的に，細胞－基質間接着から細胞－細胞間接着へ接着様式が転換する（16）．この敷石

状の細胞は，細胞接触により増殖性が抑制される『接触阻害（Contact inhibition）』と呼ばれ

る現象が生じる（17, 18）．これは，カドヘリンを介した細胞間接着による Hippo シグナル経

路の活性化が，Yes associated protein（Yap）の核移行を抑制し，転写因子 Tead の活性の低下

を導くことで，細胞増殖が低下するというメカニズムがわかっている（19, 20）．その後，細

胞間接着の成熟化とともに，細胞間接着で結合した細胞集団は，細胞間接着を維持するため

の協調的な動きを示し，このような動きは，『協調的集団運動（Collective movement）』と呼

ばれる（21–23）．この『協調的集団運動』では，Rho family GTPases の RhoA 活性化が，ア

クトミオシンの収縮を制御することで，細胞間接着を維持できることが知られている（24, 25）．

このように，集密的な条件下では，細胞－細胞間接着，細胞－基質間接着との相互作用によ

り，細胞の増殖，形態，接着，及び遊走の細胞挙動が変化する（26–30）． 

培養している細胞は，培養容器内の位置によって，異なる増殖，遊走，細胞間接着の細胞

挙動や分化状態を示すことがわかっている．Kokkinopoulos ら（31）は，細胞シートの端側で

は，中心側と比較して，増殖能力が高いことを報告しており，その違いと一致して細胞間接

着の状態が異なることを報告した．近年，集密的な条件下で培養した細胞を特異的な分化マ

ーカーで染色し，培養容器内の位置によって異なる遺伝子発現を示すがわかってきた（32）．

これらのことから，培養した細胞同士の相互作用による細胞挙動の変化が，カドヘリンを介

した細胞間接着又はインテグリンを介した細胞間接着に基づく生物学的なシグナルを通じて，

培養容器内の細胞の分化状態が不均一になる可能性が考えられた． 
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1-3. 細胞の分化状態を評価するための手法 

集密的な条件下にある細胞の状態を知るためには，細胞の状態を個として評価するだけで

なく，時空間的に細胞の状態を知る必要がある．これまでに培養した細胞の状態を評価する

ために，目的に応じて以下のような測定手法が利用されてきた．免疫染色法（33–35）や PCR

法（36–38）は，細胞を破壊・侵襲的に調べる手法として知られており，前者は，個のデータ

を取得できる一方，後者は，平均的なデータを取得できる．タイムラプス観察による細胞の

トラッキング解析や培地中に含まれる代謝産物の分析（39, 40），バリア機能を調べるための

経内皮電気抵抗（Transendothelial electrical resistance: TER）（41–44）は，非破壊・非侵襲的に

評価できる手法であり，タイムラプス観察に基づくトラッキング解析は，個のデータを取得

できる一方，後者の 2 つの手法は，平均的なデータを取得できる． 

免疫染色法とタイムラプス観察によるトラッキング解析は，集密的に培養した細胞の位置

的特性を知ることができ，個々の細胞の空間的な特性を把握することが可能である．さらに，

タイムラプス観察は，細胞の挙動の変化を把握することができる一方，免疫染色は，細胞内

でタンパク質の局在を把握することができ，細胞シグナルのメカニズム解明を導く．Puliafito

ら（45）は，明視野と免疫染色画像を用いて，シングルから集密的な状態までの個々の細胞

の面積と増殖の変化を時間依存的に解析し，上皮細胞での接触阻害のメカニズムを定量的に

明らかにした．さらに，Nanba ら（15）は，タイムラプス観察に基づいて，ヒト角化幹細胞

が，特有の『回転運動』を示すことを明らかにし，細胞挙動を把握することで，幹細胞性を

非侵襲的に予測できることを示唆している．このことから，個々の細胞のレベルで，細胞挙

動を把握し，免疫染色で分子メカニズムを調べることで，生物学的なメカニズムを理解でき

ると考えた． 
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1-4. 眼器官における網膜色素上皮細胞 

 眼器官は，受容した外界の光を神経信号に変換し，その刺激を脳内に伝える役割を担う組

織である．この外界の光は，網膜の奥にある視細胞で受容し，視細胞で光刺激から電気刺激

に変換され，アマクリン細胞や双極細胞，水平細胞などの二次ニューロンからガングリオン

細胞を経由して，視神経から脳内にその刺激が伝えられる．網膜は，双極細胞や神経節細胞

などの神経細胞層とその神経細胞層の後ろにある網膜色素上皮層から構成され，この網膜色

素上皮細胞層で構成される血液網膜関門（Blood-retinal barrier）は，細胞同士のタイトジャン

クションによって，構造的・物質的に視細胞への栄養や代謝産物の物質移動の他，網膜の外

側に位置する強膜および脈絡膜の物質移動を制御している（46）．また，網膜色素上皮細胞

（Retinal pigment epithelial cell, 以下 RPE 細胞）は，光を受容するために必要なビタミン A の

貯蔵ならびにロドプシンを合成し（47, 48），メラニン顆粒を含んだ RPE 細胞は，光散乱を

防ぐことで視覚情報を鮮明にするなどの重要な役割を果たしている（49, 50）．そのため，網

膜色素上皮のバリア機能が低下すると，視機能を担う神経網膜の機能も低下してしまい，機

能が損失した場合失明に至る（51, 52）． 

  図 1.  眼器官（a, c）及び網膜の拡大図の断面図（b） (8) 
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1-5. 網膜色素上皮細胞の研究動向と再生医療 

 網膜の中心部の黄斑には，高密度に神経節細胞が存在しているため，黄斑部の網膜に損傷

が生じると，他の部位が正常であったとしても，目の前に広がる映像の中心部が見えなくな

る（中心暗点），または，中心部がゆがんで見えるような症状があらわれ，網膜下に大きな

出血が生じた場合，著しく視力が低下する．このような症状を示す加齢黄斑変性症は，加齢

に伴って視力を担う黄斑に障害が生じる疾患であり，加齢や遺伝的要因などによる RPE の劣

化が発症原因であることが指摘されている（51, 52）．さらに，この疾患は，先進国では成人

の失明原因の大半を占めており，国内では，50 歳以上の約 1%が発症していることが報告さ

れている（日本眼科学会統計データ，久山町研究）．しかしながら，この変性疾患に対する

根本的な治療法は，移植以外に存在しないため，新たな治療法として，胚性幹細胞（Embryonic 

stem cell，以下 ES 細胞）や人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cell, 以下 iPS 細胞）

から分化誘導した RPE 細胞の移植による再生医療や新薬の開発が期待されている． 

近年，ES 及び iPS 細胞から分化誘導した視細胞や RPE 細胞などの移植による視機能再生に

関する基礎及び臨床研究がおこなわれている（53–56）．Haruta らは，サル ES 細胞由来の RPE

細胞を，RPE 異常を原因とする視細胞変性モデルラットへ移植し，視細胞の生存と機能維持

に成功している（57）．また，ヒト ES 細胞由来網膜細胞の色素変性モデルマウスへの移植に

成功している（58）．さらに，Hirami ら（59）は，ヒト iPS 細胞からも ES 細胞の場合と遜色

ない効率で，網膜細胞への分化誘導することができたことを報告している．Kamao ら（60）

は，ヒト iPS 細胞由来の網膜色素上皮細胞シートが，生体の RPE 細胞と同じ特性を持ち，そ

の細胞に造腫瘍性がなかったことを示している．さらに，2014 年 9 月には，網膜再生医療研

究開発プロジェクトの高橋政代プロジェクトリーダーは，世界で初めて滲出型加齢性黄斑変

性に対する自家 iPS細胞由来網膜色素上皮シート移植に関する臨床研究を実施した．さらに，

同研究グループは，移植から 1 年後に重篤な有害事象が生じていないことを公表しており，

iPS 細胞を用いた再生医療の実現化は近いといえる． 

成熟 RPE 細胞は，敷石状の形態を示すことから，細胞の形態を維持するために，集密的な
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条件下で培養する．図 2 に示されるように，RPE 細胞の成熟化が進むと，N-カドヘリンに基

づく細胞間接着の形成が進むとともに，細胞の上端側でタイトジャンクションを形成する（61, 

62）．そのタイトジャンクションの形成が，細胞の上端側での Na+, K+-ATPase の局在をもた

らし，色素沈着に関連する RPE65 や Microphthalmia-associated transcription factor（MITF）の

遺伝子発現を増加する（63）．このようなことから，RPE 細胞は，集密的な条件下で培養す

る（64, 65）．しかしながら，Vugler ら（66）は，RPE 特異的分化マーカーを用いて調べたと

ころ，集密的な条件下の ES 細胞由来のヒト RPE 細胞の分化状態が不均一であることを報告

している．これらのことから，集密的な条件下で培養した時の細胞の特性を時空間的に理解

する必要があり，取得したデータは，効率的な培養手法の改良や開発につながると考えた． 

 

 

  

図 2. 成熟化における RPE 細胞の分化マーカー 
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1-6. 本研究の目的 

本研究では，RPE 細胞を集密的な条件下で培養し，その細胞の形態や挙動の変化を調べた．

さらに，その解析データに基づいて成熟化における動きのメカニズムを理解し，動きを介し

て RPE 細胞の成熟化を促進させることを目的とした．図 3 と 4 に，博士課程での本研究の枠

組みと概略図を示した． 

 

 

 

第 1 章では，細胞－基質間接着と細胞－細胞間接着の連携機序を論述し，集密的な培養条

件下で培養した細胞の動きを時空間的に評価することの重要性を示し，本研究の方針を述べ

た． 

第 2章では，集密的に培養した RPE 細胞の形態学的な特徴を時間的に把握するために，タ

イトジャンクションタンパク質である ZO-1 と細胞核の染色画像を解析し，未成熟逸脱細胞を

定量的に評価した．その結果，未成熟状態から成熟状態になるためには，単層状態を維持し

図 3.  本研究の枠組み 
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たまま，集密的になることが重要であることを示した． 

第 3 章では，異なる集団倍加回数を示す細胞を集密的に培養し，細胞形態観察後に ZO-1

と細胞核の免疫染色画像を取得した．継代培養した細胞は，4 つの形態学的な特徴を示し，

その形態学的な特徴を示す細胞は，異なる核密度と面積を示すことがわかった．そこで，核

密度と面積を測定し，そのデータに基づいて継代培養した RPE 細胞の運命を論じた． 

第 2 章と第 3 章の結果から，培養環境が，RPE 細胞の成熟化に影響を及ぼすことを定量的

に示した． 

第 4章では，集密的に培養した RPE 細胞の成熟化における挙動を把握するために，容器中

心と端領域の細胞のタイムラプス観察と ZO-1 染色を同じ箇所で行い，個々の細胞の遊走速度

と成熟度を比較した．その結果から，細胞の動きが，RPE 細胞の成熟化に影響を及ぼす重要

な因子であること，そして，細胞の動きが，RPE 細胞の位置的不均一な成熟化を引き起こす

ことを示した． 

第 5章では，成熟化に伴って変化する動きを特徴づけし，RPE 細胞の成熟化のメカニズム

を個々および集団のレベルで論じた．未成熟細胞の動きは，活発な遊走を示したのに対して，

成熟細胞の動きは，協調的集団運動と中心方向を示す協調的集団運動を示した．さらに，遊

走を阻害したところ，協調的集団運動から中心方向を示す協調的集団運動へ動きが変化し，

均一に成熟化を促進できることがわかった． 

第 6章では，本論文の総括および本研究の展望と課題について述べた．
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第４章
動きの変化による網膜色素上皮細胞の位置的不均一性

第1章 集密的な条件下で細胞挙動を把握することの重要性
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第2章 集密的な条件下で培養した網膜色素上皮
細胞の未成熟逸脱細胞の定量的な解析

第３章 集密的な条件下で培養した集団倍加回数の異なる
網膜色素上皮細胞の定量的な解析
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Area of a nuclear

ドーム

大きい細胞

成熟化

第5章
協調的集団運動による網膜色素上皮細胞の均一な成熟化
の促進

均一な成熟化不均一な成熟化

  

図 4. 本研究の概略図 
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第 2 章 集密的な条件下で培養した網膜色素上皮細胞の未成熟逸脱細胞

の定量的な解析 

 

2-1. 緒言 

上皮細胞では，細胞間接着の形成及び維持のプロセスにおいて，細胞－細胞間接着と細胞

－基質間接着様式の可逆的な変換が起こる（67, 68）．例えば，細胞－細胞間接着に基づく細

胞同士の結合を維持した運動様式から細胞－基質間接着に基づく運動様式に転換し，その挙

動に伴って上皮系から間葉系の形質に変化することが知られている（69）．この過程は，上皮

－間充織形質転換（epithelial-mesenchymal transition: EMT）と呼ばれるのに対して，上皮組織

の再構成に至る過程は，間充織－上皮形質転換（mesenchymal-epithelial transition: MET）と呼

ばれている．このように，細胞接着様式は，細胞の形質を維持するために重要であるといえ

る．これまでに，上皮細胞では，ECM の種類や細胞間接着の形成状態に応じて細胞の形態や

分化状態が変化することが報告されており，細胞の分化状態は，細胞－細胞間接着と細胞－

基質間接着の相互作用に基づく生物学的な分子メカニズムを介して制御されることが示され

てきた（70–78）．Palchesko ら（79）は，ラミニンが，インテグリンを介して EMT を阻害す

ることを示している．これらのことから，ラミニンをコートした培養面上で細胞を培養する

と，上皮細胞の形質を維持できる可能性が高いと考えられた． 

第 1 章で述べたように，培養中の細胞形態の変化を解析することは，集密的な状態下で培

養した細胞の成熟化に対して定量的な理解を導く．RPE 細胞は，緊密な敷石状の形態を維持

するために，集密的な条件下で培養することから，細胞－細胞間接着と細胞－基質間接着の

相互作用によって，細胞の形質が制御されていると考えられる．しかしながら，RPE 細胞の

成熟化と細胞形態変化の関係に関する報告は少なく，形態学的な変化に着目した RPE 細胞の

成熟状態を定量的に評価するための解析手法に関する報告も少ない．そこで，本研究では，

集密的な培養条件下でヒト不死化 RPE 細胞を培養し，細胞形態の変化に基づいて，成熟化の

初期段階の時間依存的な特性を定量的に理解することを試みた． 
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2-2. 実験材料・方法 

2-2-1. ヒト不死化 RPE 細胞の培養条件  

不死化遺伝子である SV40 ラージ抗原を導入したヒト不死化 RPE 細胞（h1RPE; European 

collection of Animal Cell Culture, Porton Down, UK）は，8 ウェルプレート（culture area in each 

vessel: 10.5 cm2; Corning Constar, Cambridge, MA, U.S.A.）の培養面にラミニン（laminin-1; 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.）をコートし，5.0 × 104 cells/cm2になるように播種した．

ラミニンでコートした培養面は，8 ウェルプレートの底面に 2 μg/cm2になるように準備した．

Ham’s F-10，非働化した 20%ウシ血清（GIBCO Life Technologies），2 mM L-グルタミン（GIBCO 

Life Technologies），100 units/mL ストレプトマイシン（GIBCO Life Technologies），アンホテ

リシン B（Roche Molcular Biochemicals, Mannheim, Germany）を含む培地を用いてこの細胞を

培養した．播種後 5 日間，加湿した 37 °C，5%CO2インキュベータでその細胞を培養し，2 日

毎に培地を交換した． 

 

2-2-2. ZO-1 と細胞核の染色 

RPE 細胞の成熟度を調べるために，ZO-1 と細胞核の免疫染色を実施した．PBS で洗浄後，

4 °C で 15 分間 4%パラホルムアルデヒドによって細胞を固定化し，0.2% Triton X-100 で 5 分

間インキュベートすることで透過処理した．細胞は，ブロックエース（Dainippon Sumitomo 

Pharma, Osaka）を用いて 1 時間ブロッキングし，4 °C で抗ウサギ ZO-1 抗体（1:50, Abcam, 

Cambridge, MA, UK）を用いて一晩処理した．Tris-buffered saline（TBS, DAKO, Glostrup, 

Denmark）での洗浄後，細胞は，Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit IgG（1:200, Life 

Technologies Corporation, Carlsbad, CA, U.S.A.）を用いて 1 時間インキュベートした．TBS で洗

浄後， PBSで50倍希釈した4′,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI, Life Technologies Corporation）

を用いて，室温で 20 分間インキュベートし，細胞核を染色した．その ZO-1 と細胞核の染色

画像は，画像分析機器（IN Cell Analyzer 2000; GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）の 10 倍の

対物レンズで撮影し，ZO-1 と DAPI の蛍光強度は，488 nm と 358 nm の励起波長から得た．

その画像（1.83 pixels/μm2の解像度で 16 ビットグレースケール，1.5 mm × 1.5 mm）は，8 ウ
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ェルプレートの 3 ヶ所から取得した． 

2-3. 結果 

2-3-1. RPE 細胞の成熟化における形態学的な特性 

RPE 細胞の成熟化における形態学的な変化を明らかにするために，RPE 細胞は，ラミニン

をコートしていない培養面とコートした培養面で集密的に培養した．ラミニンをコートした

培養面上の RPE 細胞は，培養 7 日目で，伸展した細胞形態を示した．培養経過とともに，単

層状態を維持しながら，細胞のサイズは小さくなった．培養 21 日目の高密度で集密的な領域

では，緊密な敷石状の形態を示す細胞が観察された一方，同じ領域内で，伸展した形態を示

し，積層している細胞が観察された．ラミニンをコートしていない面上で培養した RPE 細胞

は，培養 21 日目まで，伸展した細胞形態を示し，ラミニンをコートした培養面で上の細胞と

比較して，積層している領域が多いことがわかった． 

 

 

 RPE 細胞の成熟度を調べるために，培養 7 日目と 21 日目のタイトジャンクションタンパク

質である ZO-1 と細胞核の免疫染色をおこなった（図 5）．ラミニンをコートしていない培養

図 5. ラミニンコートした培養面（A, C）とコートしていない培養面（B, D）で培養した

RPE 細胞の核（DAPI, blue）タイトジャンクション（ZO-1, green）の免疫染色画像． 

c-1 及び c-2 と d は，C と D 内の点線領域の拡大図．スケールバー： 50 µm. 
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面上の細胞と比較して，ラミニンをコートした培養面上の細胞の ZO-1 の発現は，顕著であり，

その ZO-1 は，細胞膜状に局在していた．さらに，培養 21 日目では，ラミニンをコートした

培養面上の細胞は，積層していない高密度の領域で，ZO-1 が線状に局在していたが，ラミニ

ンをコートしていない培養面上の細胞は，積層していない高密度な領域はほとんど観察され

ず，ZO-1 の発現も観察されなかった． 

 

2-3-2. 核密度に基づく成熟化の定量的な解析 

RPE 細胞の成熟化における形態学的な変化を示す核密度に着目し，核密度に基づく未成熟

逸脱細胞を定量的に評価するための手法を構築した（図 6）．In Cell Analyzer 2000 によって得

られた核染色画像から 1 mm × 1 mm 四方の正方形の画像を切り抜き，その画像をさらに 5 × 5

の 25 マスに分割した．これによってできた 200 µm × 200 µm の正方形の画像を『ローカルス

クエア』と定義し，1 画像につき 25 個ある『ローカルスクエア』ごとに核密度を求めた．こ

の手法により，画像全体の核密度ではなく画像中の局所的な核密度を求め，各『ローカルス

クエア』の核密度を求めた．『積層しているローカルスクエア』または『積層していないロー

カルスクエア』を決定するために，積層している細胞核数を算出し，1 画像につき 25 個の『ロ

ーカルスクエア』に対して『積層しているローカルスクエア』の割合を算出した．その積層

率の分布から，50%を積層率の閾値（R0）とし，積層率が 50%以下を『積層していないロー

カルスクエア』と定義した．各ローカルスクエアの核密度（Xcl）を算出し，核密度に対する

『ローカルスクエア』の頻度（fX）を算出した． 
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核染色をした同じ領域で撮影した ZO-1 の染色画像を用いて，『ZO-1 陽性細胞』と『ZO-1

陰性細胞』を定義した．細胞膜に ZO-1 が局在し，連続的に ZO-1 の線で囲まれている細胞を

『ZO-1 陽性細胞』と定義し，そして，連続的に ZO-1 の線で囲まれていない細胞を『ZO-1 陰

性細胞』とした．その ZO-1 陽性細胞を 1 つ含むローカルスクエアの頻度を『ZO-1 陽性ロー

カルスクエア』として定義した．これらのデータは，1 容器内の 3 ヶ所から無作為に選び，3

つの容器から取得した． 

 

2-3-3. 未成熟を逸脱した細胞の定量的な評価 

未成熟逸脱細胞の程度を定量的に評価するために，図 6 に示される核密度と ZO-1 の染色画

像を用いた解析手法を構築し，その構築した評価手法を用いて，ラミニンをコートしていな

い，または，ラミニンをコートした培養面で培養した細胞の成熟度を調べた． 

図 6. 集密的な培養条件下で培養した細胞の未成熟状態を逸脱したローカルスクエアを判

定するための解析手順 

(A) 全体の解析手順， (B) 取得した染色画像のローカルスクエア ，（C)タイトジ

ャンクションと積層したローカルスクエアの判定基準 
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図 7 に示されるように，ラミニンをコートした培養面上の細胞は，培養 7 日目で Xclは，Xcl 

= 1.0 × 105 nuclei/cm2以下の値を示した．培養経過とともに，Xclは，幅広い分布を示し，培養

21 日目で Xcl = 0.75 × 105 nuclei/cm2から Xcl = 2.5 × 105 nuclei/cm2の高密度の範囲に分布した．

培養 21 日目のラミニン面上での培養では，『積層していないローカルスクエア』は，総ロー

カルスクエア数の 52%であった一方，ラミニンをコートしていない面上での培養では，『積

層しているローカルスクエア』のみであった．『ZO-1 陽性ローカルスクエア』は，ラミニン

をコートした培養の培養 7 日目に出現した．培養経過とともに，『ZO-1 陽性ローカルスクエ

ア』は増加し，培養 21 日目で『積層していないローカルスクエア』の 69.2%が，『ZO-1 陽性

ローカルスクエア』であることがわかった．一方，ラミニンをコートしていない面上で培養

した細胞は，培養経過とともに『積層しているローカルスクエア』の頻度が増加し，『ZO-1

陽性ローカルスクエア』は観察されなかった．成熟化における核密度の傾向は，観察結果と

一致していたことから，核密度に基づく評価手法は，タイトジャンクションの形成を定量的

図 7. ラミニンコートした培養面(A) と (B)ラミニンをコートしていない培養面上で培養

したローカルスクエアの核密度（Xcl）に対する細胞の頻度．（ ：ZO-1 陰性かつ積

層したローカルスクエア， ：ZO-1 陽性かつ積層したローカルスクエア， ：ZO-1

陰性かつ積層していないローカルスクエア， ：ZO-1 陽性かつ積層していないロー

カルスクエア．） 
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に評価でき，集密的な条件下で単層状態を維持することが，成熟するために必要であると考

えられた． 

 

2-4. 考察 

本研究では，RPE 細胞の成熟度を定量的に評価するために，ラミニンをコートしていない

培養面とコートした培養面上で集密的に RPE 細胞を培養し，未成熟逸脱細胞を定量的に評価

した．その結果，ラミニンをコートしていない培養面上の細胞は，伸長した形態を示し，積

層していることがわかった．一方，ラミニンをコートした培養面上の細胞は，単層状態で敷

石状の形態を示すことがわかった．これまでに，未成熟 RPE 細胞の基底膜側では，フィブロ

ネクチンが堆積し，伸長した形態を示すことがわかっている（79, 80）．このとき，フィブロ

ネクチンに結合した未成熟RPE細胞のインテグリンα5β1を介して，Protein Kinase Cα（PKCα），

Rho family の Rac1，Cdc42，RhoA の活性化を導くことが知られている（81–84）．この Rho family

の Rac1，RhoA や Cdc42 の活性化が，細胞骨格や足場タンパク質の形成及び張力を制御し，

細胞挙動に影響を及ぼすことが報告されている（85, 86）．一方，成熟した RPE 細胞では，ZO-1

が，細胞膜上に局在し，その細胞の基底膜側では，フィブロネクチンではなく，パールカン

やミクロフィブリルのような ECM を堆積していることが報告されている（87）．これらのこ

とから，成熟度の違いにより，RPE 細胞の基底膜側の ECM の組成が異なることが推測され，

培養環境が細胞の成熟化に影響を及ぼすと考えられた．さらに，これらの文献から，ラミニ

ンをコートした培養面上の細胞は，インテグリンを介した細胞－基質間接着と細胞―細胞間

接着の相互作用の結果，成熟することができたと推定された．以上の点から，集密的な条件

下で単層状態を維持できる環境が，RPE 細胞が成熟化するために重要であると考えた． 
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第 3 章 集密的な条件下で培養した集団倍加回数の異なる網膜色素上皮

細胞の定量的な解析 

 

3-1. 緒言 

継代を重ねると，RPE 細胞は，RPE 特異的な特性を失い，異なる特性を生じることが知ら

れている．McKay ら（88）は，継代培養した RPE 細胞を集密的な条件下で培養したとき，敷

石状，線維芽状，伸長した形態を示す細胞やドーム状の形態を示す細胞が生じ，線維芽状や

伸長した細胞形態を示す細胞は，RPE 分化マーカーが発現していないことを示している．継

代培養した細胞の形態学的な特徴を把握することは，細胞特性の定量的な理解を導き，その

取得したデータは，成熟化を達成するための効率的な培養手法の改善につながる．しかしな

がら，継代培養した細胞の特性の不均一性を定量的に評価するための手法に関する報告は少

ない（89）． 

第 1 章で述べたように，培養した RPE 細胞は，PCR 法，免疫染色法や経内皮電気抵抗

（Transendothelial electrical resistance: TER）法を用いて，RPE 関連遺伝子発現量，合成量やバ

リア機能を調べることで，細胞の分化状態や機能を評価する（33–44）．さらに，PCR 法や TER

法などの評価手法から取得したデータは，容器内の細胞の平均的な情報である一方，免疫染

色から取得したデータは，1 細胞レベルでの細胞の情報をもたらす．前章では，均質な細胞

集団を異なる培養面で集密的に培養し，核密度に基づいて定量的に未成熟逸脱細胞を評価し

た（90）．その結果は，高密度の状態を維持できる培養環境が，成熟化に重要であることを示

唆した．本研究では，継代を重ねた不均質な細胞集団を集密的な条件下で培養し，細胞の形

態学的な特徴に基づいて細胞の運命を理解することを目的とした． 

  



18 

 

3-2. 実験材料および方法 

3-2-1. 集団倍加回数に対する細胞の準備 

正常ヒト RPE 細胞（Lot no. 0F3292; Lonza Walkersville, MD, U.S.A..）は，以下の手順で準備

した．2%FBSを含む培地を 0.2 mL/cm2になるようにT-25 フラスコ（Nunc, Roskilde, Denmark）

に加え，加湿した 37 °C，5%CO2 インキュベータ内で 30 分間血清コートした後，1.0 × 104 

cells/cm2になるように播種し，増殖培地を用いて前培養を行った．その培地交換は，2 日毎に

行われ，80%コンフルエントに達したときにその細胞を継代した． 

既報の手法（91, 92）に従って，前培養の播種後 24 時間後に，PD 値を算出するために，位

相差顕微鏡の対物レンズ（4 倍）で細胞を撮影し，画像を取得した．その細胞写真から，培

養容器内の培養面に接着した全細胞数ncを算出した．さらに，培養最終日に 0.1% トリプシン

/0.02% EDTA で剥離した細胞を，トリパンブルーと顕微鏡を用いて血球計算盤上の生細胞数を

測定し，全生細胞数を培養面積で除算した値 nc+⊿nc を算出した．これらの数値を用いて，

集団倍加回数（population doubling，以下 PD）を，以下のように定義した． 

∆PD =  log
2

(
nc+∆nc

nc

) 

初代培養で播種後 24 時間以内に接着した生細胞を PD = 0 と定義し，累積集団倍加回数は，

それぞれの前培養のPD 値の総計を PD 値とした． 

 

3-2-2. 異なる PD を持つ細胞の集密的な培養 

PD 値が異なる細胞の集密的な培養は，以下の通りに実施した．48 ウェルプレート（culture 

area in each vessel: 0.95 cm2; Corning Constar, Cambridge, MA, U.S.A.）の培養面にラミニン

（laminin-1; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.）をコートし，前培養で準備した細胞を 5.0 × 

104 cells/cm2になるように播種した．ラミニンコートした培養面は，48 ウェルプレートの底面

に 2 μg/cm2になるように準備した．その細胞は，播種後 28 日間，加湿した 37 °C，5%CO2イ

ンキュベータで本培養し，その培地は，2 日毎に交換した． 
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3-2-3. 免疫蛍光染色 

継代を重ねた RPE 細胞の形態学的な違いに対する特性を調べるために，ZO-1, Na+, 

K+-ATPase，ZO-1 と細胞核の免疫染色をおこなった．培養した RPE 細胞は，PBS で洗浄し，

4 °C で 15 分間 4%パラホルムアルデヒドによって固定化し，0.2% Triton X-100 で 5 分間イン

キュベートすることで透過処理した．細胞は，ブロックエース（Dainippon Sumitomo Pharma, 

Osaka, Japan）を用いて 1 時間ブロッキングし，4 °C で抗ウサギ ZO-1 抗体（1:50, Abcam, 

Cambridge, MA, UK）を用いて一晩処理した．それを Tris-buffered saline（TBS, DAKO, Glostrup, 

Denmark）に 20 分間浸して洗浄した後，その細胞は，Alexa Fluor 594-conjugated goat anti-rabbit 

IgG（1:200, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, U.S.A.）を用いて，室温で 1 時間イン

キュベートした．TBS で洗浄後，抗マウス Beta Sodium Potassium ATPase 抗体（1:100, Abcam, 

Cambridge, MA, UK）を用いて 4 °C で一晩処理した．TBS で洗浄後，細胞は，Alexa Fluor 488 

goat anti-mouse IgG（1:200, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, U.S.A.）を用いて 1 時間

室温でインキュベートした．TBS で洗浄した後，その細胞を Rhodamine phaloidin（Life 

Technologies Corporation, Carlsbad, CA, U.S.A.）を含む溶液に室温で 1 時間浸し，F-actin を染

色した．  PBS で 500 倍希釈した 4′,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI, Life Technologies 

Corporation, Carlsbad, CA, U.S.A.）を用いて，室温で 20 分間インキュベートし，細胞核を染色

した．その ZO-1 と細胞核の染色画像は，画像分析機器（IN Cell Analyzer 2000; GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK）の 20 倍の対物レンズで撮影し，ZO-1，Na+, K+-ATPase と DAPI の蛍光

強度は，それぞれ 488 nm と 358 nm の励起波長から得た．ZO-1，Na+, K+-ATPase と DAPI の

Z 軸方向の観察は，共焦点レーザー顕微鏡（model FV-1000; Olympus, Tokyo, Japan）を用いて

おこなった． 

 

3-2-4. 核密度と面積に基づく解析 

継代培養した細胞の形態学的な特徴に基づいて特性を分類するために，同じ場所で撮影し

た ZO-1 と細胞核の染色画像を IN Cell Analyzer 2000 の 20 倍の対物レンズを使って撮影し，

その 4 つのタイプに対する核密度と面積を測定した．細胞核および ZO-1 染色画像（7.3 
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pixels/μm2の解像度で 8 ビットグレースケール，0.8 mm × 0.8 mm）は，1 容器内の 3 ヶ所から

無作為に選択し，3 つの容器から取得した．画像解析ソフトウェア Image Pro Plus（Media 

Cybernetics, Washington, MD, U.S.A.）と gui-v3.exe（release 4）を用いて，取得した画像を処理

した．I と II 型を示す細胞の核密度と面積に基づいた閾値と III と IV 型を示す細胞の核密度

と面積に基づいた閾値は，PD = 5.6 と 10.1 の染色画像から決定し，そのデータは，500–700

個の細胞から取得した． 

 

3-3. 結果 

3-3-1. RPE 細胞の形態学的な特性 

 

 

  継代した RPE 細胞の形態学的な特徴を把握するために，それぞれ PD = 2.8, 5.6, 8.2, 10.1

を示す細胞をラミニンコートした培養面上で集密的に 28 日間培養し，タイムラプス観察をお

図 8. 培養 1 日目と培養 8 日目での PD = 2.8, 5.6, 8.2, 10.1 の明視野画像.i-1, j-1, k-1, l-1 は，i–l

内の四角で囲まれた領域の拡大図． 

スケールバー：100 μm. 
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こなった（図 8）．PD = 2.8–5.6 の細胞を集密的な状態下で培養すると，細胞が小さくなりな

がら，高密度に敷石状の形態を示す，I 型の細胞が出現し，その細胞は，最終的に色素沈着を

呈した．PD = 5.6 では，培養 7 日目以降に焦点の合わない細胞，II 型の細胞が出現しはじめ，

培養経過とともに，ドームの形成と崩壊を繰り返した．PD = 8.2 以降の細胞は，PD = 5.6 ま

での細胞と比較して，集密的な状態に遅れて達し，その細胞の面積は，大きい値を示した（III

型）．培養 10 日目では，大きい細胞だけでなく積層を示す，IV 型の細胞が出現しはじめ，そ

の細胞は，PD = 10.1 で最も多く観察された． 
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各タイプの細胞の特性を理解するために，各タイプを示す細胞に対して，ポンプ機能を

示す Na+, K+-ATPase，ZO-1 と細胞核を免疫染色し，その細胞の特徴づけを行った（図 9）．図

9 に示されるように，I 型の細胞核は，単層かつ緊密に分布し，その細胞の上端側に ZO-1 と

Na+, K+-ATPase が局在していた．II も I 型の細胞と同様に，細胞の上端側に ZO-1 と Na+, 

K+-ATPase が局在していたが，その細胞は，培養面から脱離していた．III 型の細胞では，細

胞核が大きく，Na+, K+-ATPase が細胞質全体に局在し，ZO-1 の発現は陰性であった．IV 型の

細胞では，細胞核が積層し，ZO-1 と Na+, K+-ATPase の発現は陰性であった． 

 

図 9. （a)I型, (b)II型, (c)III型, (d)IV型の細胞核(DAPI, blue)とタイトジャンクション (ZO-1, 

green)，Na+, K+-ATPase (Beta Na+, K+-ATPase, red) の染色画像．（a-1, b-1, c-1, d-1：水平

方向の染色画像，a-2, b-2, c-2, d-2：白線の垂直方向の染色画像，スケールバー：100 μm） 
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3-3-2. 核密度と面積に基づく形態学的な特性の定量的な解析 

 

 

RPE 細胞の形態学的な特徴に基づいて分類された 4 つのタイプを定量的に評価するため

に，，細胞核の面積（AN）と密度（XN）を測定し，解析した（図 10）．図 10A の解析手順に従

って，核密度と面積のデータ解析を行い，4 つのタイプを分類するための閾値を決定した．I

と II 型を示す細胞の核密度と面積に基づいた閾値（TIII）と III と IV 型を示す細胞の核密度と

面積に基づいた閾値（TI）は，PD = 5.6 と 10.1 の染色画像から決定し，そのデータは，500–700

個の細胞から取得した．III 型を示す細胞核の面積の平均値に 2 倍の標準偏差を加算した値を

III と IV 型の細胞の閾値（TI）として定義し，I 型を示す細胞核の面積の平均値に 2 倍の標準

偏差を加算した値を III 型と I, II 型の閾値（TII）として定義した（図 11 と 12）．さらに，I 型

の核密度の平均値に 2 倍の標準偏差を減算した値を I と II 型の閾値（TIII）として定義し，TI = 

2.7 × 102 μm2，TII = 1.0 × 102 μm2，TIII = 3.2 × 105 cells/cm2とした（図 11 と 12）．   

図 10. 細胞核の密度と面積に基づいて，Type I–IV に分類するための解析手順 
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600 個） 
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次に，図 10C に示される手順に従って，TI = 2.7 × 102 μm2以上の核面積を持っている細胞は，

Type IV とし，TII = 1.0 × 102 μm2以上の核面積を持っている細胞を Type III とした．細胞核の

面積と密度に基づいて，TIII = 3.2 × 105 cells/cm2以上の値を持っている細胞を Type I，それ以

外の細胞を Type II として，異なる PD を持つ細胞を 4 つのタイプに分類した．これらの閾値

で区切られた範囲内の細胞の頻度は，形態学的な特徴に基づいて目視で判定したときの各タ

イプを示す細胞の頻度と 78–98%一致した． 
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図 12. PD = 5.6 での type I and II の細胞の頻度．（黒：Type I，灰色：Type II，n = 500–600 個） 
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3-3-3. 異なる PD を持つ細胞の集密的培養における細胞特性の変化 

 

 

  図 10 に示す核密度と面積に基づく解析手法にしたがって，PD = 2.8, 5.6, 8.2, 10.1 の細胞

を集密的に培養したときの培養 7, 14, 21, 28 日目の各タイプの頻度を定量的に評価した．図

13 に示されるように，PD = 2.8–5.6 では，培養経過とともに I 型の細胞が増加した一方，II

型の細胞の頻度は，増加と減少を繰り返した．PD = 5.8 では，培養 28 日目になると，I 型の

細胞が培養 21 日目の 80%まで減少した一方，II と III 型の細胞の頻度は，それぞれ，3.9 と

1.5 倍にまで増加した．PD = 8.2 では，III 型の細胞が高い値を維持し，PD = 10.1 においても，

培養 21 日目まで III 型の細胞が最も高い頻度を示し（FX = 0.8），培養 21 から 28 日目までに

III 型の細胞が減少し，それに伴って IV 型の細胞が増加した． 
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図 13. 培養 7, 14, 21, 28 日目での Type I–IV のタイプを示す細胞の頻度（PD = 2.8 （a）, 5.6 

（b）, 8.2 （c）と 10.1 （d），n = 3）（◇：Type I, ○：Type II, □：Type III，△：Type 

IV） 
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PD = 2.8 では，I 型の細胞が最も多く，その頻度は，FX = 0.72 であった．PD が増加する

とともに，I 型の頻度は減少し，PD = 10.1 では，FX = 0.05 まで減少を示した（図 14）．II 型

の細胞は，PD = 5.6 で II 型の頻度は最大となり，PD の増加とともに減少を示した．PD = 8.2

になると，I と II 型の細胞は，急激に FX = 0.78 から FX = 0.08 まで減少した一方，III と IV 型

の頻度は，FX = 0.92 に達し，III 型の細胞の頻度は，FX = 0.77 を示し，最大であった．PD = 10.1

になると，III 型の頻度は，PD = 8.2 の 79%まで減少した一方，IV 型の細胞の頻度は，PD = 8.2

の 2 倍高い値を示した． 
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図 14. 培養 28 日目の PD = 2.8, 5.6, 8.2, and 10.1 での Type I–IV の頻度（n = 3）．黒：Type I，

灰色：Type II，斜線：Type III，白：Type IV） 
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3-4. 考察 

第 1 章で述べたように，細胞と細胞，細胞と細胞外マトリクス（Extracellular matrix; ECM）

の相互作用が，細胞間接着，増殖，遊走などの細胞挙動や特性に影響を及ぼすことから，細

胞形態や挙動の変化を通じてその特性を理解することは，培養手法の改善やメカニズムの解

明につながる．これまでに，細胞挙動や形態学的な変化に着目し，定量的に評価する指標が

提案されてきた（92–95）．本研究では，ヒト RPE 細胞を継代培養し，異なる集団倍加回数を

持つ細胞集団を基底膜タンパク質であるラミニンをコートした培養面上で集密的に培養し，

その集団を形態学的な特徴に基づいて分類した．その結果，継代培養した細胞は，敷石状の

形態を示す成熟細胞（I 型），ドーム状の形態を示す細胞（II 型），大きな細胞（III 型），積層

した細胞（IV 型）の 4 つのタイプに分類できることがわかった．色素沈着を示す I 型の細胞

は，タイトジャンクションを持つ緊密な敷石状の形態を示し（図 8 と 9），遊走や増殖の低下

を示した．II 型も I 型の細胞と同様に，タイトジャンクションを形成し，Na+, K+-ATPase が上

端側に局在していた（図 8 と 9）．しかしながら，I 型の細胞と異なり，その細胞は，膨らみ

ながら培養面から剥離し，ドームを形成した後，色素沈着を示さなかった（図 8 と 9）．これ

までに，ドーム形成に関する研究が報告されており，テロメア依存的な老化が，Na+, K+-ATPase

の活性化通じてドーム形成を引き起こすことがわかっている（96）．Na+, K+-ATPase のリン酸

化による活性化が，プロテインキナーゼ C（PKC）に関与しており，この PKC によるアクチ

ンのリン酸化が，細胞骨格や接着点でのアクチンの再構築を導く（97, 98）．このようなメカ

ニズムで活性化した Na+, K+-ATPase の機能上昇が，水輸送を過剰に誘導するとともに，アク

チンダイナミクスを変化することで，ドーム形成を引き起こすことがわかっている（99）．し

たがって，老化した細胞内での PKC によるアクチンのリン酸化によって Na+, K+-ATPase の機

能が向上した可能性が高く，この細胞は，アクチンダイナミクスが変化したために，細胞－

細胞間接着，細胞－基質間接着とのバランスが崩れた結果，ドーム形成を引き起こしたと考

えられた．PD = 8.2 になると，I と II 型を示す細胞の頻度は，PD = 5.6 の 11%まで急激に減少

した一方，大きな細胞の頻度は，PD = 5.6 の 3.3 倍増加した．その大きな細胞は，タイトジャ

ンクションを形成せず，低い増殖と活発な遊走を示した．これらの結果は，RPE 細胞は，一
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定の分裂回数を超えると成熟化を達成することができないことを示している．これまでに，

継代培養した RPE 細胞は，分裂回数が増加するとともに，老化を示す senescence-associated 

beta-galactosidase（SA-β-gal）が増加し，増殖能が低下することが報告されている（100）．ヒ

ト RPE 細胞は，老化にともなって，フィブロネクチンの分泌量が増加し（101, 102），フィブ

ロネクチンにインテグリン β1 が結合することで，活発に遊走することが知られている（103）．

したがって，III 型を示す細胞は，細胞の老化によって増殖能や成熟能を損失した段階に達し

たと考えられた．PD = 10.1 になると，積層した細胞が観察され，その細胞は，線維芽状に細

長く伸長しながら遊走し，ZO-1 と Na+, K+-ATPase の発現は陰性を示した．これまでに，RPE

細胞は，上皮系の形質を失い，間葉系の形質を獲得するプロセス（上皮間葉転換；

Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT）を経て間葉系の細胞になることがわかっている（70, 

104）．RPE 細胞は，細胞間接着を損失すると，EMT を引き起こし（105），その間葉系の形質

を獲得した細胞は，Na+, K+-ATPase の発現が陰性であり（106），増殖能と運動能を亢進する

ことが示されている（107, 108）．その遊走性は，III 型の細胞が示したアメーバ様の遊走では

なく，間葉系のように細長く伸長した形態を示しながら活発に遊走し（109, 110），細胞外マ

トリクスを過剰蓄積することによって，線維芽集塊を形成することが報告されている（111, 

112）．したがって，IV 型の細胞は，未成熟を逸脱し、EMT を経て上皮系から間葉系の形質を

獲得した可能性が高いと考えられた．これらのことから，形態学的な特徴に基づいて分類し

た 4 つの細胞は，老化と関係しており，最終的に老化した細胞は，EMT を引き起こすと考え

られた． 

 本研究では，細胞核の密度と面積に基づく評価手法を構築し，集密的な培養条件下で培養

した細胞を定量的に評価した．その結果，PD = 5.6 の細胞集団では，培養経過とともに II 型

の細胞が出現しはじめ，培養 21 日目以降には，I 型の細胞が減少し，II と III 型の細胞が増加

することがわかった．さらに，PD = 10.1 の細胞集団では，21 日目以降に III 型の細胞が減少

するとともに，IV 型の細胞が増加することがわかった．これは，集密的な培養条件下で形成

したドームが崩壊すると，隣接している細胞が増殖し，それが老化したために，III 型になっ

たと考えられた．さらに，その III 型の細胞が，EMT を引き起こした結果，IV 型に移行した
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と考えられた．以上のことから，本研究では，集団倍加回数に基づき RPE 細胞の運命を論じ

ており，培養環境が，細胞挙動を通じて RPE 細胞の特性に影響を及ぼすことがわかった． 

 

Na+, K+-ATPaseの機能

老化 94)
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細胞-細胞間接着< 細胞-基質間接着
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間葉系様の遊走

線維芽用の形態

1. Na+, K+-ATPase 94)の機能
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図 15. 集団倍加回数に対する RPE 細胞の形態学的な特徴の変化 
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第 4 章 動きの変化による網膜色素上皮細胞の位置的不均一性 

4-1. 緒言 

 第 1 章で述べたように，細胞は，集密的な環境下で培養する中で，細胞の特性が不均一に

なることが知られており，培養過程における細胞挙動の変化が，細胞の成熟化に影響を及ぼ

すと考えられた．これまでに，RPE 細胞の特性を評価するために，免疫蛍光染色や PCR 法を

用いて調べられてきた．特に，免疫蛍光染色は，細胞内での目的タンパク質の局在を知るこ

とができるだけでなく，細胞集団の位置的特性を把握することができる技術である．しかし

ながら，成熟化に向かう細胞の特性の変化を侵襲的な手法を用いて評価することは難しい． 

細胞のタイムラプス観察では，細胞を損失することなく細胞の形態，接着，遊走や分裂の

変化を把握することができ，細胞の特性に応じた定量的なデータを得ることができる（113–

115）．これまでに，タイムラプス観察に基づく遡及的な解析は，胚発生における細胞運命を

決定するために利用されてきた（116，117）．Kokkaliaris（118）らは，細胞のトラッキング解

析は，培養中の細胞集団の特性変化を把握するために不可欠であることを論じている．これ

らの研究から，遡及的な解析は，RPE 細胞の成熟化を把握するための手法として有用である

といえる．しかしながら，トラッキング解析から得られたデータは膨大であり，解析が困難

であることから，集密的な条件下で培養をした細胞に対するトラッキング解析に関する報告

は少ない（119）．細胞のトラッキング解析は，個々の細胞の位置の変化に基づく詳細なデー

タをもたらすだけでなく，培養中の個々の RPE 細胞成熟度の評価や位置依存的な特性を理解

することができる． 

 第 2 章で述べたように，細胞が伸長した細胞形態から緊密な敷石状の形態へ変化したこと

から，核密度の変化に着目し，未成熟逸脱細胞を評価するために核密度に基づいて解析した

（90）．その結果，細胞を集密的に培養し，単層状態を維持することが成熟化するために重要

であり，細胞挙動が成熟化に関与していることが示唆された．そこで，本研究では，細胞の

動きに着目し，培養容器の中心と端領域での RPE 細胞の時間的・位置的な特性を遡及的に解

析し，成熟化と動きの関係を理解することを目的とした． 
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4-2. 実験材料および手法 

4-2-1. ヒト RPE 細胞の培養条件 

正常ヒト RPE 細胞（Lot no. 0F3292; Lonza Walkersville, MD, U.S.A.）を，25-cm2 T-flasks（Nunc, 

Roskilde, Denmark）に 1.0 × 104 cells/cm2になるように播種し，RPE 増殖培地（Cat. No. 00195409; 

Lonza）を用いて細胞を増やした．その培地交換は，2 日毎に実施し，80%コンフルエントに

達した後で，その細胞は，0.1%トリプシン/0.02%EDTA 溶液（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

U.S.A.）を用いて剥離した．その細胞は，タイムラプス観察をするために，ラミニン（laminin-1; 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.）をコートした 48 ウェルプレート（culture area in each 

vessel: 0.95 cm2; Corning Constar, Cambridge, MA, U.S.A.）に，5.0 × 104 cells/cm2になるように播

種した．ラミニンでコートした培養面は，48 ウェルプレートの底面に 2 μg/cm2になるように

準備した．  

細胞は，播種後 5 日目に 50 μg/ml の Rac1 阻害剤 NSC23766 （Calbiochem, Merck, Darmstadt, 

Germany）を含む培地に 12 時間曝露した．その Rac1 阻害剤は，培養 5 日目に添加し，Rac1

阻害剤を含む培地は，12 時間後に除去した．  

図 16 は，遊走速度と方向のデータ解析に対する手順を示す．細胞挙動を調べるために，

タイムラプス画像は，画像分析機器（IN Cell Analyzer 2000; GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）

の 10 倍の対物レンズを使って撮影した．容器全体の 81 ヶ所を 12 時間，20 分毎に撮影し，

その画像（1.83 pixels/μm2の解像度で 16 ビットグレースケール，1.5 mm × 1.5 mm）は，48 ウ

ェルプレートの 3 ヶ所から得た．容器の全視野画像は，タイリングした後，対象領域（ROI; 300 

μm × 300 μm）での遊走を測定するために，容器の直径は，タイリングイメージを用いて中心

位置に設置した．中心と端領域の細胞の数と遊走を調べるために，ROI は容器の中心と端領

域に設置し，端領域は，容器中心から 4.5 mm の場所に決定した（図 16）．細胞密度（X）は，

対象領域内の細胞数をその領域の面積で除法した値と定義し，そのデータは，中心と端領域

内の細胞から取得した．その中心（XC）と端領域（XP）の細胞密度を算出し，その端領域の

細胞密度に対する中心領域の細胞密度の比率（XC/XP）は，細胞集団に対する不均一性の指標

として定義した．さらに，細胞遊走の定量化に対して，既報の手段と同様に（119），ROI 内
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でのそれぞれの細胞の重心位置（xi, yi）は，LabVIEW ソフトウェア（National Instruments, Austin, 

TX, U.S.A.）を用いて決定した．個々の細胞の遊走速度（V）は，6 時間での細胞の重心位置

の変位から算出した．また，平均遊走速度（VM）は，3 つの ROI 内の 300–1100 個の細胞の遊

走速度（V）から算出した． 

 

4-2-2. 細胞遊走と成熟化の定量的な解析 

データ解析の手順
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4-2-3. タイトジャンクションの形成評価 

RPE 細胞の成熟度を調べるために，遊走速度を解析した同じ位置で撮影した画像を用いて，

ZO-1 に対する解析を実施した．ZO-1 と細胞核の免疫染色は，既報の手法（90）にしたがっ

て実施した．PBS で洗浄後，その細胞は，4 °C で 15 分間 4%パラホルムアルデヒドによって

固定化し，0.2% Triton X-100 で 5 分間インキュベートすることで透過処理した．細胞は，ブ

ロックエース（Dainippon Sumitomo Pharma, Osaka）を用いて 1 時間ブロッキングし，4 °C で

図 16. 集密的な条件下における細胞挙動に対する成熟度を評価するための解析手順 
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抗ウサギ ZO-1 抗体（1:50, Abcam, Cambridge, MA, UK）を用いて一晩処理した．Tris-buffered 

saline（TBS, DAKO, Glostrup, Denmark）での洗浄後，細胞は，Alexa Fluor 488-conjugated goat 

anti-rabbit IgG（1:200, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, U.S.A.）を用いて 1 時間イン

キュベートした．TBS で洗浄後，PBS で 50 倍希釈した 4′,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI, Life 

Technologies Corporation）を用いて室温で 20 分間インキュベートし，細胞核を染色した．そ

の ZO-1 と細胞核の染色画像は，IN Cell Analyzer 2000 の 10 倍の対物レンズで撮影し，ZO-1

と DAPI の蛍光強度は，488 nm と 358 nm の励起波長から得た． 

『ZO-1 陽性細胞』の頻度と『ZO-1 陰性細胞』の頻度を FZと FNとそれぞれ定義した．ROI

内の遊走速度に対する ZO-1 陽性細胞と ZO-1 陰性細胞の頻度（FX）を調べた．  

 

4-2-4. 統計解析 

すべてのデータは，3 つの培養容器から得られ，そのデータから，標準偏差と平均値を算

出した．そのグループ間での比較は，one-way Analysis of Variance (ANOVA)と Tukey–Kramer 

post-hoc test によって決定し，0.05 より小さい p 値は，有意差があるとみなした． 

 

4-3. 結果 

4-3-1. 成熟化における RPE 細胞の密度変化 

RPE 細胞は，21 日間集密的な培養条件下で培養し，その容器内の中心（Central region）と端

領域（Peripheral region）での細胞密度の時間的特性を調べた．図 17A は，同じ容器内での端

領域に対する中心領域での細胞密度の比率を示している．図 17B に示されるように，培養 1

日目の中心と端領域での細胞密度は，同じであった（X = 1.2 × 105 cells/cm2と X = 1.1 × 105 

cells/cm2）．培養経過とともに，中心領域での細胞密度は，培養 5 日目で X = 3.4 × 105 cells/cm2

に迅速に増加した．培養 21 日目で，端領域での細胞密度は，X = 3.3× 105 cells/cm2であり，中

心領域と同じになった．図 17A に示されるように，端領域に対する中心領域での細胞密度の

比率である不均一性の指標（XC/XP）は，培養 1 日目で XC/XP = 1.1 であり，細胞分布は，局所

的な均一性を示した．局所的な不均一性の増加とともに，この不均一性の指標は，培養 3 日



34 

 

目までに増加を示し，培養 21 日目で R = 1.1 の値まで緩やかに減少した． 

 

RPE 細胞の成熟化の変化を把握するために，ZO-1 と細胞核の蛍光染色は，培養 1, 3, 5 と

21 日目におこなった．図 18 は，中心と端領域での ZO-1 陽性細胞の頻度（FZ）の時間的変化

を示している．培養 1 日目の中心と端領域でのすべての細胞は，ZO-1 発現が陰性であった．

培養経過とともに，中心領域での ZO-1 陽性細胞の頻度は，培養 5 日目で FZ = 0.75 にまで迅

速に増加した．培養 21 日目で，ZO-1 陽性細胞の頻度は，ゆっくりと増加し，FZ = 0.82 に達

した．端領域での ZO-1 陽性細胞の頻度は，遅れて増加しはじめ，培養 5 日目の端領域での

ZO-1 陽性細胞の頻度は，中心領域の 63%であり，培養 21 日目では，中心領域の 92%まで増
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図 17. 培養 1, 3, 5, 21日目での培養容器中心と端領域での細胞の不均一性指標の時間変化(A)

と細胞密度の時間変化(B)．（△：培養容器端領域の細胞密度に対する中心領域に対す

る細胞密度の比率，○：培養容器中心領域の細胞密度，●：培養容器端領域の細胞密

度）（n = 3） 
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加した． 

 

個々の RPE 細胞の遊走と成熟化の相関関係を調べるために，容器中心と端領域での RPE

細胞に対してタイムラプス観察を実施し，その動画は，文献（137）の Movie S1 に示す 

（http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1389172314002114）．培養 1 日目で，両方の領

域でのほとんどすべての細胞は，播種後に伸長した形を示し，活発な遊走と分裂を通じて集

密的な状態に達した．培養 5 日目の中心領域での細胞は，遊走の低下を示し，細胞遊走と形

態は，培養 21 日目まで維持した．端領域での細胞は，中心領域の細胞と比較して，活発に遊

走し，細胞の大きさは，培養 5 日目まで大きく，伸展した形を示した．培養経過とともに，

端領域での細胞遊走は，緩やかに減少し，培養 21 日目で，端領域での細胞形態と遊走は，中

心領域と類似したパターンを示した． 

容器の中心と端領域でのRPE細胞の遊走とタイトジャンクション形成との相関関係を明

らかにするために，遊走速度に対する ZO-1 陽性細胞と ZO-1 陰性細胞の頻度を調べた．図 19a

に示されるように，中心領域での平均遊走速度は，培養 1 日目で， VM = 15 ± 4.9 μm/h であり，
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図 18. 培養 1, 3, 5, 21 日目の培養容器中心と端領域の ZO-1 陽性細胞の頻度．（○：培養容器中

心領域の細胞密度，●：培養容器端領域の細胞密度）（*p < 0.05） 
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時間とともに減少しはじめ，培養 3 日目に VM = 6.3 ± 3.0 μm/h になった（図 19b）．培養 5 日

目では，中心領域の細胞の平均遊走速度は，VM = 3.8 ± 1.8 μm/h であり，培養 21 日目の中心

領域の平均遊走速度と同じであった（図 19c と図 19d）．端領域での平均遊走速度は，中心領

域と比較して，遅れて減少しはじめ，培養 21 日目で VM = 3.7 ± 1.8 μm/h であり，中心領域と

同じであった（図 19d と図 19h）．培養 1 日目での中心と端領域での個々の細胞の遊走速度は，

V = 6.0–34 μm/h の幅広い範囲に分布を示した（図 19a と図 19e）．中心領域での遊走速度の分

布は，端領域での遊走速度の分布と比較して狭かった（図 19c と図 19g）．培養 21 日目になる

と，両方の領域での遊走速度は，V = 0–10 μm/h の範囲に収束した（図 19d と図 19h）． 

 培養 21 日目までの両方の領域で，ZO-1 陽性細胞の遊走速度は，V = 0–5.0 μm/h の範囲に分

布し（図 19A–19D），すべての測定した細胞の ZO-1 陽性細胞の頻度は，V = 5.0 μm/h 以下の

遊走速度を有している細胞の頻度と 90%一致していた． 
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図 19. 培養 1 日目（A），培養 3 日目（B），培養 5 日目（C），培養 21 日目（D）の培養容器

中心（Central region）と端領域（Peripheral region）での個々の細胞の遊走速度に対す

る ZO-1 陽性細胞と ZO-1 陰性細胞の頻度．（□：ZO-1 陰性細胞の頻度，■：ZO-1 陽

性細胞の頻度）．平均遊走速度は， 3 つの培養容器の ROI 内の 300–1100 個の細胞か

ら算出した． 
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4-3-2. RPE 細胞の成熟化に及ぼす遊走の効果 

 Rac1 阻害剤を含む（50 μg/ml）または含まない培地に，培養 5 日目の細胞を暴露し，RPE

細胞の成熟化に及ぼす遊走の効果を調べた．ZO-1 陽性細胞の頻度（FZ）と V = 5.0 μm/h 以下

の遊走速度を有している細胞の頻度（FV）は，RPE 細胞の異なるロットを用いた培養のデー

タから決定した（図 19 と図 21）．『Rac1 阻害剤非暴露細胞』では，中心と端領域で ZO-1 陽性

細胞の頻度が，それぞれ，FZ = 0.75 と FZ = 0.47 の顕著に異なっていた（図 20）．『Rac1 阻

害剤暴露細胞』では，中心領域において，Rac1 阻害剤を暴露した細胞としていない細胞の FZ

と FV値に有意な差はなかった（図 20A と図 20B）．しかしながら，端領域での『Rac1 阻害

剤暴露細胞』の FZ値は，『Rac1 阻害剤非暴露細胞』よりも顕著に 1.7倍も高くなった（図 20A）．

端領域での『Rac1 阻害剤暴露細胞』の FZと FV値は，中心領域と同じであった（図 20A と図

20B）． 
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図 20. 培養 5 日目での容器中心（Central region）と端領域（Peripheral region）での Rac1 阻害

剤を含む培地を暴露した細胞と暴露していない細胞の ZO-1 陽性細胞の頻度（A）と V = 

5.0 μm/h 以下の遊走速度を持つ細胞の頻度（B）．（□：Rac1 阻害剤を暴露していない

細胞，■：Rac1 阻害剤を暴露した細胞，n = 3）．one-way Analysis of Variance (ANOVA) and 

Tukey-Kramer post-hoc test (*p < 0.05)． 
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4-4. 考察 

タイトジャンクションの形成や維持は，培養した RPE 細胞の成熟プロセスに影響する重要

な事象である．成熟した RPE 細胞の時間・位置依存的な特性の取得するために，本研究では，

細胞挙動を観察した同じ領域で ZO-1 の免疫染色をおこなった．成熟 RPE 細胞の遊走と分裂

は，タイトジャンクションの形成と維持に付随し，その結果，細胞分布の局所的な不均一性

をもたらすことを示した．RPE 細胞の分布は，培養 3 日目までに均一から不均一へ移行を示

した（図 17）．中心と端領域での ZO-1 陽性細胞の頻度は，細胞分布が最も不均一であった培

養 3 日目でなく，培養 5 日目で有意に異なったことがわかった（図 18）．Kokkinopoulos ら（31）

は，マウス RPE 細胞の増殖能力が，培養容器の中心と端で異なり，この違いは，培地中の可

溶性の因子によるものではないことを報告している．これらの結果は，本研究での培養容器

内の中心と端領域での RPE 細胞の培養で得られた結果と一致している．したがって，これら

の結果から，成熟化の局所的な不均一性は，培養中の細胞挙動の変化のために異なる細胞間

接触によって生じたと考えた． 

 上皮形態形成のプロセスでの細胞挙動は，メイディン・ダービー・イヌ腎臓細胞

（Madin-Darby canine kidney，以下 MDCK 細胞）を用いて研究されている．Nobes（120）ら

は，活発に遊走している細胞は，細胞の先端側でラメリポディアやフィロポディアを形成し，

その結果，アドヘレンスジャンクションとタイトジャンクションを形成する．初期の細胞間

接着は，活発な遊走を示す細胞同士で衝突し，細胞分裂の結果としてつくられる（120–122）．

成熟が進むとともに，培養した細胞は，増殖を停止し，アドヘレンスジャンクションとタイ

トジャンクションは，安定化するようになる（45）．その細胞間接着が不安定であった場合，

細胞は，協調的な集団運動ではなく（105, 123），細胞間接着形成と遊走による短い細胞間接

触を繰り返すことで，細胞間接着を損失し，シングル細胞と同じ動きを示すようになる（124）．

これらのことから，RPE 細胞の動きは，成熟度と密接に関与していると考えられた．本研究

において，ZO-1 陽性細胞は，細胞同士の相互作用を経た細胞形態変化により重心位置の変位

を示し，これらの細胞は，V = 5.0 μm/h 以下の遊走速度を示すことがわかった．一方，ZO-1

陰性細胞は，活発かつ各方向に動き，これらの細胞のほとんどは，V = 5.0 μm/h 以上の遊走速
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度を示し，V = 5.0 μm/h 以下の遊走速度をもつ細胞の頻度は，ZO-1 陽性細胞の頻度と 90%一

致した（図 19）．これらの結果は，異なるロット番号を持つ細胞でも同様の傾向を示してい

た．培養容器の端領域での遊走速度の低下は，中心領域と比較して遅れて低下し（図 19A–D），

中心領域で V = 5.0 μm/h 以下の遊走速度を示す細胞の頻度は，培養 5 日目での端領域の値よ

りも 1.4 倍高かった（図 20B）．しかしながら，中心領域での細胞密度は，同時期の端領域の

値と同じであった（図 20）．これらから，成熟度の違いは，タイトジャンクション形成の局

所的な違いと一致した，異なる遊走挙動によって生じたと考えられた． 

 Rho small GTPases の Rho family において，Rac1 活性は，遊走や細胞骨格の制御に重要な役

割を果たす（125）．高い Rac1 活性は，ラメリポディア形成を誘導し，初期の細胞間接着を促

進することが知られている（120，126）．タイトジャンクションの維持において，タイトジャ

ンクションでの高分子成分の構築は，異なる GTPases によって協調的に制御されており，ZO-1

の局在は，Rac1 でなく，Rho と Cdc42 活性化に影響される（127）．これらの結果から，Rac1

活性の阻害は，後期段階でタイトジャンクションの維持に直接関与しない可能性が高いと考

えられる．Rac1 シグナリング経路は，グアニンヌクレオチド交換因子と GTPase 活性化タン

パク質の選択的な相互作用によって制御される（128，129）．Gao（130）らは，GEF による

Rac1 活性化をターゲットとしている NSC23766 が，Rac 特異的な小分子阻害剤に関与するこ

とを報告している．したがって，本研究では，培養中の RPE 細胞の成熟化に及ぼす遊走の効

果を調べるために NSC23766 を利用し，RPE 細胞は，培養 5 日目で Rac1 阻害剤を含む培地に

曝露した．中心領域での成熟状態は，Rac1 阻害剤への暴露による影響はなかった．一方，Rac1

阻害剤に曝露したとき，V = 5.0 μm/h 以下の遊走速度をもつ細胞の頻度と同様に ZO-1 陽性細

胞の頻度は，顕著に増加し，中心領域と同じになった（図 20A と図 20B）．これらのことから，

成熟度の局所的な違いは，異なる遊走速度を示している細胞の不均一な分布によって引き起

こしたと考えられた．遊走を阻害することによって安定的な細胞間接触を促進し，タイトジ

ャンクションの形成をもたらす．したがって，細胞の動きが，培養中の RPE 細胞の成熟度に

影響している重要な因子であることが示唆された． 
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第 5 章 協調的集団運動によるヒト網膜色素上皮細胞の均一な成熟化の

促進 

 

5-1. 緒言 

第 2 章と第 4 章で述べたように，RPE 細胞の成熟化は，遊走と増殖を通じて集密的な状態

になり，初期の細胞間接着を形成する．細胞の遊走速度が低下するとともに，紡錘形から敷

石状へと細胞形態が変化し，タイトジャンクションを形成する．さらに，成熟化が進むと，

Na+, K+-ATPase ポンプが細胞の上端側に局在しはじめ，RPE65 や CRALBP，MITF の発現し，

色素沈着を引き起こす．Vugler ら（66）は，このような RPE 細胞の分化マーカーを用いて，

集密的に培養した ES 細胞由来 RPE 細胞の中心から端に向かって，RPE65 や MITF のような

RPE 細胞に対するマーカーの発現パターンに違いがあることを示しており，細胞の状態が不

均一になっていることを報告している．集密的な培養条件下では，上皮細胞の遊走挙動は，

細胞間接着レベルによって変化することから（131, 132），RPE 細胞の成熟化は，培養容器内

の遊走挙動の影響を受けると考えられる． 

これまでに，細胞の動きは，アクチン細胞骨格の形成と分解によって制御され，Rho small 

GTPase familily の RhoA，Rac1 や Cdc42 は，アクチン細胞骨格の制御因子として知られてい

る（133）．Rac1 の活性化が，初期の細胞間接着の形成やアクチン重合の促進に重要な役割を

果たす（134, 135）．さらに，RhoA と Cdc42 は，細胞間接着の維持のために必要であるが，

Rac1 は阻害的作用を呈する（123, 124, 136）．第 4 章で述べたように，集密的な条件下で培養

した RPE 細胞の動きは，成熟化に影響を及ぼす重要な因子であること，その動きの違いによ

って，容器内の細胞の成熟化が位置的に不均一になることを明らかにした（137）．本研究で

は，集密的な条件下で培養した RPE 細胞の成熟化における動きの特徴づけを行い，その動き

を Rac1 阻害剤により阻害し，容器内の細胞の成熟化を均一に促進させることを目的とした． 
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5-2. 実験材料および方法 

5-2-1. ヒト RPE 細胞の培養条件 

正常ヒト RPE 細胞（Lot no. 0F3292; Lonza Walkersville, MD, U.S.A.）は，既報した方法（137）

にしたがって，48 ウェルプレート（culture area in each vessel: 0.95 cm2; 直径：5.5 mm ; Corning 

Constar, Cambridge, MA, U.S.A.）の培養面にラミニン（laminin-1; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

U.S.A.）をコートし，5.0 × 104 cells/cm2になるように播種した．ラミニンでコートした培養面

は，48 ウェルプレートの底面に 2 μg/cm2になるように準備した．その細胞は，播種後 5 日間，

加湿した 37 °C，5%CO2インキュベータで培養し，その培地は，2 日毎に交換した．細胞は，

播種後 5 日目に 50 μg/ml の Rac1 阻害剤 NSC23766 （Calbiochem, Merck, Darmstadt, Germany）

を含む培地で 12 時間培養し，細胞核とタイトジャンクションタンパク質 ZO-1 の免疫染色を

おこなった．培養時間（t）は，Rac1 阻害剤の添加時間からとした． 

 

5-2-2. 細胞遊走と成熟化の定量的な解析 
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図 22. 容器中心又は端領域へ動く細胞を評価するための解析手順 
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図 22 は，遊走速度と方向のデータ解析に対する手順を示している．細胞挙動を調べるた

めに，タイムラプス画像は，画像分析機器（ IN Cell Analyzer 2000; GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK）の 10 倍の対物レンズを使って撮影した．容器全体の 81 ヶ所を 12 時間，

20 分毎に撮影し，その画像（1.83 pixels/μm2の解像度で 16 ビットグレースケール，1.5 mm × 1.5 

mm）は，48 ウェルプレートの 3 ヶ所から得た．容器の全視野画像は，タイリングした後，

対象領域（ROI; 300 μm × 300 μm）での遊走を測定するために，容器の直径は，タイリングイ

メージを用いて中心位置に設置し，容器端は，丸い培養容器の中心から 5.5 mm の位置に設置

した．その解析データは，丸い容器の中心から 1.5 mm 間隔で設置した 4 つの ROI から取得

し（図 22），既報（118）のとおりに，ROI 内でのそれぞれの細胞の重心位置（xi, yi）は，LabVIEW

ソフトウェア（National Instruments, Austin, TX, U.S.A.）を用いて決定した．個々の細胞の遊走

速度（V）は，12 時間の細胞の重心位置の変位から算出した．図 22B に示されるように，細胞

の遊走方向は，t = 0 での細胞の重心位置から容器の中心位置までのベクトルと t = 0 の重心位

置から t = 12 h の重心位置までのベクトルがなす角度（θ）を算出した（0 ≤ θ ≤ π）．平均遊走

速度（V̅r）は，中心へ向かう遊走速度を表している Vcosθ（Vr）の平均値として定義し，そのデー

タは，3 つの容器内の 300 から 800 の細胞から得た． 

RPE 細胞の成熟の程度を調べるために，ZO-1 と細胞核の免疫染色は，図 22C に示された

判断基準にしたがって実施した．PBS で洗浄後，その細胞は，4 °C で 15 分間 4%パラホルム

アルデヒドによって固定化し，0.2% Triton X-100 で 5 分間インキュベートすることで透過処

理した．細胞は，ブロックエース（Dainippon Sumitomo Pharma, Osaka）を用いて 1 時間ブロ

ッキングし，4 °C で抗ウサギ ZO-1 抗体（1:50, Abcam, Cambridge, MA, UK）を用いて一晩処

理した．Tris-buffered saline（TBS, DAKO, Glostrup, Denmark）での洗浄後，細胞は，Alexa Fluor 

488-conjugated goat anti-rabbit IgG（1:200, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, U.S.A.）を

用いて 1 時間インキュベートした． TBS で洗浄後， PBS で 50 倍希釈した

4′,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI, Life Technologies Corporation）を用いて，室温で 20 分間

インキュベートし，細胞核を染色した．その ZO-1 と細胞核の染色画像は，IN Cell Analyzer 2000

の 10 倍の対物レンズで撮影し，ZO-1 と DAPI の蛍光強度は，488 nm と 358 nm の励起波長か
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ら得た． 

成熟と遊走との関係を明らかにするために，ROI 内の遊走速度に対する容器中心または

容器端のほうへ向かって遊走している ZO-1 陽性細胞と ZO-1 陰性細胞の頻度（FX）を調べた

（n = 3）．図 22C に示されるように，培養容器の各 ROI における ZO-1 陰性細胞と ZO-1 陽性

細胞を容器中心または容器端に向かって遊走している細胞として区分し，ROI 内で測定した

細胞に対する ZO-1 陽性細胞の頻度（FZ）を算出した．さらに，その ZO-1 陽性細胞と ZO-1

陰性細胞は，それぞれ協調的集団運動と遊走を示した．したがって，協調的集団運動と遊走

を示す細胞の頻度は，それぞれ，FZと FNとし，中心方向を示す協調的集団運動の細胞の頻度

（FZc）は，培養容器の中心方向に動く ZO-1 陽性細胞の頻度と定義した（Vr > 0）． 

 

5-2-3. 統計解析 

すべてのデータは，3 つの培養容器から得られ，そのデータから，標準偏差と平均値を算

出した．そのグループ間での比較は，One-way Analysis of Variance (ANOVA)と Tukey–Kramer 

post-hoc test によって決定し，0.05 より小さい P 値は，有意差があるとみなした． 

5-3. 結果 

5-3-1. 容器内での RPE 細胞の成熟化 

 培養容器の中心位置からの距離（r），r = 0 と r = 4.5 mm での ROI 内の細胞に対してタイム

ラプス観察を行い，ZO-1 染色画像は，タイムラプス観察後に同じ箇所で撮影した．細胞播種

後，容器端領域と同様に中心領域の細胞は，伸長しながら活発に遊走していた．培養経過と

ともに，容器中心の細胞は，小さくなりながら遊走が低下した．細胞播種後 5 日目に，その

細胞は，集密的に動きながら敷石状の形になった．しかしながら，細胞播種後 5 日目の端領

域の細胞は，伸長しながら遊走を示し，中心領域の細胞と比較して敷石状への形態変化は遅

れた．どちらの領域においても，ZO-1 陽性細胞の挙動は，協調的集団運動を示していること

がわかった．したがって，ZO-1 陽性と ZO-1 陰性細胞の挙動は，協調的集団運動と遊走にそ

れぞれ分類できると考えられた． 
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5-3-2. 成熟化に及ぼす遊走阻害の効果 

 

 

遊走阻害のタイミングは，時間的な解析から得られたデータに基づいて決定した（図 23）．

培養経過とともに，|Vr|の絶対値が，中心領域で減少し，播種後 3 日目で，遊走を示す ZO-1

陰性細胞は，端領域で多く観察できたが，協調的集団運動を示す ZO-1 陽性細胞は，中心領域

で増加を示していることがわかった．播種 5 日目の中心領域では，ほとんどが ZO-1 陽性細胞

であり（FZ = 0.75），容器内の細胞が，中心方向を示す協調的集団運動であることを意味する
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図 23. 培養 1（A）, 3（B）, 5 日目（C）の容器内の個々の細胞の容器中心方向に対する遊走速

度に対する ZO-1 陽性細胞と ZO-1 陰性細胞の頻度．（□：ZO-1 陰性細胞の頻度，■：

ZO-1 陽性細胞の頻度）．容器中心方向に対する遊走速度, Vr, は，12 時間の重心位置の

変位から算出し，これらのデータは，300–800 個の細胞から取得した． 



47 

 

Vr = 0 以上であった．一方，端領域での細胞は，|Vr|の高い値を示し，協調的集団運動と遊走

を表すと考えられた．Rac1 阻害剤を細胞播種後 5 日目の細胞に添加し（t = 0），t = 0 から t = 12 

h まで，容器内の r = 0 と r = 4.5 mm における細胞の遊走速度と方向を調べた． 

 

 

Fig. 3

r = 0 r = 4.5 mm

a c

b d

A

B

 

 

   

図 24. Rac1 阻害剤を暴露していない培養（A）と Rac1 阻害剤を暴露した培養（B）の細胞の遊

走速度に対する ZO-1 陽性細胞と ZO-1 陰性細胞(300 μm × 300 μm)．黄色のベクトル：0 ≤ 

θ < π/2（中心方向へ向かう動き），赤色のベクトル：π/2 ≤ θ ≤ π（端方向へ向かう動き）．

青丸：ZO-1 陰性細胞，緑丸：ZO-1 陽性細胞．スケールバー：50 μm. 
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図 24 に示されるように，どちらの培養条件における中心領域でも，接触細胞同士の相互

作用によりゆっくりと遊走している細胞は，ZO-1 陽性であった（図 24a と b）．Rac1 阻害剤

を暴露していない培養では，端領域での細胞の遊走速度は中心領域よりも高く，遊走を示し

ている細胞は，ZO-1 陰性であり，位置的不均一な成熟化を示した．Rac1 阻害剤を暴露した培

養では，端領域での細胞の遊走は減少し，その向きは容器中心方向になり，容器中心と同様

に ZO-1 陽性であった（図 24d）． 

図 25 に示されるように，中心方向の遊走速度と協調的集団運動を示している細胞の頻度

を，容器の半径方向に沿って調べた（図 25）．Rac1 阻害剤を曝露していない培養の r = 0 での

平均遊走速度は，V̅r = 0.0 ± 1.7 μm/h を示した（図 25a）．Rac1 阻害剤を暴露していない培養

における r = 0–4.5 mm での標準偏差は，容器中心から離れるとともに増加した（図 25A）．r = 

4.5 mm で，Vrの幅広い分布は，Vr = –8.0 μm/h から Vr = 8.0 μm/h までの範囲で観察され（図

25d），遊走を示した．このことから，容器内で位置的に不均一な挙動を示すことがわかった．

さらに，Rac1 阻害剤を暴露していない培養では，r = 0–4.5 mm の Vrは，Rac1 阻害剤を暴露し

ていない培養よりも顕著に狭い分布を示した（図 25a–d）．特に，r = 4.5 mm での Vrの標準偏

差は，Rac1 阻害剤を暴露していない培養の 5 分の 1 であった（図 25d と h）．両方の条件にお

いて，Vr = 0 以上かつ中心方向を示す協調的集団運動を持つ細胞の頻度は，半分以上であった

ことから（図 25A と B），協調的集団運動が，中心方向を示す協調的集団運動を引き起こした

と考えた． 
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図 25. Rac1 阻害剤を暴露していない培養（A）と Rac1 阻害剤を暴露した培養（B）の r = 0 

(a, e), 1.5 (b, f), 3.0 (c, g), and 4.5 (d, h) での遊走速度に対する ZO-1 陽性細胞の頻

度, FZ,と ZO-1 陰性細胞の頻度, FN．（□：ZO-1 陰性細胞の頻度，■：ZO-1 陽性細胞

の頻度）．平均遊走速度は，培養 5 日目の 3 つの容器内の 700–800 個の細胞から算出

した． 
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成熟化に影響を及ぼす中心方向を示す協調的集団運動の効果を理解するために，t = 12h

での r = 0, 1.5, 3.0 と 4.5 mm での FZと FZc値を調べた（図 26）．図 26 に示されるように，中

心領域での FZ値は最も高く（0.75 ± 0.10），端領域に近づくにつれてその値は減少した．さら

に，Rac1 阻害剤を暴露していない培養での FZと FZc値の違いは，容器中心から離れるととも

に増加し，r = 4.5 mm で FZ = 0.47 ± 0.10 と FZc = 0.21 ± 0.10 であった．Rac1 阻害剤を曝露した

培養では，FZc値は，Rac1 阻害剤を曝露していない培養よりも 3.5 倍高く，容器内の FZc値は，

0.72–0.78 の高い値に達し，容器内の成熟化が均一になった．これらの結果から，遊走の阻害

が，協調的集団運動から中心方向を示す協調的集団運動への迅速な転換を引き起こし，強固

なタイトジャンクション形成と中心方向への動きを促進したことがわかった． 
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図 26. 培養 5 日目の r = 0–4.5 mm の FZ (A) and FVr (B). （○：Rac1 阻害剤を暴露してい

ない培養，●：Rac1 阻害剤を暴露した培養）．(n = 3). one-way analysis of variance 

(ANOVA) と Tukey–Kramer post-hoc test (*p < 0.05, **P<0.01). 
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5-4. 考察 

動きは，細胞の特性に応じて変化することが知られており，これまでに個々の RPE 細胞の

動きが，成熟化を示すタイトジャンクション形成や維持に深く関与することが示されてきた．

本研究では，同じ箇所でのタイムラプス観察と免疫染色による成熟化の遡及的な動態解析を

行い，ラミニン面上で培養された未成熟 RPE 細胞は，コンフルエント状態において伸長しな

がら『遊走』する様子がみられた．この遊走は，細胞の進行方向の先端側での lamellipodia の

形成によるものであると考えられた．これまでにラミニン面で培養したヒト RPE 細胞が，フ

ィブロネクチンを分泌し，フィブロネクチンと結合するインテグリン α5β1 が，細胞の遊走に

関与する重要な分子であることが報告されている（104）．Danen ら（138）は，フィブロネ

クチンへのインテグリン β1 の結合が，Focal adhesion kinase (Fak)の自己リン酸化を介して

Rac1 活性の増加を誘導し，lamelipodia の形成による遊走を引き起こしたことを報告している．

これらから，本研究において観察された遊走は，インテグリンによる Fak の自己リン酸化を

介した Rac1 活性化によって生じたと考えられた（図 27）．また，RPE 細胞は，細胞同士の

接触領域で細胞間接着を発達させるとともに，遊走の低下を示し，ZO-1 の発現が上昇するこ

とが知られている（137）．一般的に，RPE 細胞は，主として N-cadherin を発現し（138, 139），

細胞膜間に局在し，N-cadherin に結合している p120 カテニンは，カドヘリンのエンドサイト

ーシスを抑制することで，細胞間接着の安定化を誘導する（140, 141）．さらに，p120 カテ

ニンのチロシンリン酸化は，カドヘリンと p120 カテニンとの結合を解除し（142），遊離し

た p120 カテニンは，細胞質で RhoA-GDP と複合体を形成することで，RhoA 活性化を阻害す

ることが知られている（143）．p120 カテニンの siRNA を遺伝子導入した RPE 細胞において，

RhoA 活性が増加したことから（144），本研究においても，カドヘリンへの p120 カテニンの

局在が，RhoA 活性化を誘導した可能性が高いと考えられた．さらに，RhoA の活性化が，Rac1

の負の活性を導き（145），RhoA 活性化を介したミオシン軽鎖のリン酸化によるミオシンの

活性化が，タイトジャンクションの形成を誘導することから（146），本研究でのタイトジャ

ンクション形成は，RhoA 活性化によって生じたと考えられた．この細胞は，成熟化が進むと

ともに，周囲の細胞と協調的に動きながら敷石状の形態を示した．このとき，ZO-1 と同様に
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アクトミオシンネットワークが，この細胞のアピカル側で構築され（147, 148），RhoA の活

性化は，アクトミオシン収縮の増加を引き起こすことが報告されている（123, 149）．さらに，

敷石状の形態を示す RPE 細胞は， Microphthalmia-associated transcription factor（Mitf）が，チ

ロシナーゼなどの色素合成を制御する遺伝子発現を誘導するために，色素沈着が増加するこ

とが知られている（150, 151）．このとき，この細胞は，『協調的集団運動』といわれる，細

胞間接着を維持したまま動き（152, 153）を本研究でも示し，容器内でのアクトミオシン収縮

が，中心方向を示す協調的集団運動を引き起こしたと考えた（図 27，28）． 

培養容器内の空間的な解析を行ったところ，容器中心から離れるとともに，遊走を示す細

胞の増加に伴って成熟度が減少したことから，容器内での成熟化の位置的不均一の原因は，

細胞の動きの違いであると考えた．そこで，本研究では，遊走を抑制するために，Rac1 阻害

剤を用いて培養したところ，すでに協調的集団運動を呈した細胞の成熟化に影響はなく（図

27），Rac1 阻害剤を含む培養における成熟度は（FZc），中心と同様に増加した．容器の端領

域の細胞は，ゆっくりと容器中心方向へ動き，成熟化が均一になることがわかった．これは，

容器の端領域で遊走を示している細胞が，中心方向を示す協調的集団運動に動きを変化した

ことによって生じたと考えられた．図 27 に説明されるように，容器端の未成熟細胞は，Rac1

活性の低下によって lamellipodium の形成が阻害され，遊走が低下した結果，細胞間接着の安

定化が導かれたと考えられた．その後，RhoA 活性化によってタイトジャンクションの構築が

誘導され，その細胞は，容器中心と同様に中心方向を示す協調的集団運動を示しながら成熟

に達したと推定した（図 28）．以上のことから，本研究では，遊走の抑制が，協調的集団運

動から中心方向を示す協調的集団運動への切り替えを促進することで，容器内における細胞

の成熟化を均一にできることがわかった． 



54 

 

N-cadherin 

の蓄積 136, 137) 
アクトミオシンの

収縮性の増加 121, 147)

細胞間接着の
安定化 134-137)

Rac1

色素沈着 62, 149)

RhoA 143, 144)

タイトジャンク
ションの形成

敷石状の形態アクトミオシンの
構築 145, 146)

Extracellular matrix

lamellipodiaの形成による
Random migration

Rac1

Formation of 

lamellipodia

Occludin/Claudin

ZO-1

Integrin

Actin filament

Rac1阻害剤

Rac1

Lamellipodiaの形成阻害

RhoA

細胞間接着の形成

RPE機能の獲得 60-62)

ゆっくりと
した動き 135)

ゆっくりと
した動き 135)

Collective movement 

Collective movement  

toward the center

Integrin 102, 136)

 
図 27. 培養した RPE 細胞の遊走挙動に基づいた成熟化のメカニズムの概念図 
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図 28. Rac1 阻害剤を暴露した培養と暴露していない培養での培養容器内での細胞の動きと均

一な成熟化 
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第 6 章 総括 

6-1. 結論 

 本学位論文は，集密的な条件下で培養したヒト RPE 細胞の細胞形態や挙動の変化を解析し

た．その結果，培養容器内の細胞の成熟化に付随した動きのメカニズムを示し，ゆっくりと

した動きをそろえることで容器内の成熟化を均一に促進できることを明らかにした． 

 第 2 章では，RPE 細胞を集密的な培養条件下で培養し，同じ個所で撮影した ZO-1 と細胞

核の染色画像を用いて時間依存的に成熟化を理解することを試みた．培養経過とともに細胞

密度が高くなり，その細胞の ZO-1 の発現は，陽性であることがわかった．細胞核の核密度に

基づく解析手法を用いて，集密的な培養条件下で培養した RPE 細胞の成熟度を定量的に理解

し，単層状態を維持することがタイトジャンクションを形成するために重要であることを示

した． 

 第 3章では，継代培養した RPE 細胞の形態学的な特徴を定量的に評価するために，異なる

集団倍加回数（PD）を持つ細胞を集密的に培養し，形態学的な観察を行ったところ，敷石上

の形態を示す細胞（I 型），ドーム状の形態を示す細胞（II 型），大きい細胞（III 型），積層し

ている細胞（IV 型）の 4 つのタイプに分類できることがわかった．そこで，この 4 つのタイ

プを示す細胞の核密度と面積の平均値と標準偏差から，閾値を決定した．その核密度と面積

の閾値に基づいて，異なる集団倍加回数を示す細胞の特性を定量的に評価したところ，PD が

増加するとともに，I 型を示す細胞は，14.4 倍減少した一方，III と IV 型の細胞は，それぞれ

3.2 と 10.3 倍増加した．細胞核の密度と面積に基づいて，RPE 細胞の特性を定量的に分類す

ることができた．第 2 章と第 3 章の結果から，培養環境が，RPE 細胞の特性や挙動に影響を

及ぼすことがわかった． 

 第 4章では，集密的な培養条件下における RPE 細胞の成熟度を評価するために，RPE 細胞

を培養し，容器内中心と端領域での遊走速度と成熟度の相関関係を調べた．ZO-1 陽性細胞数

は遊走速度が減少するとともに増加し，培養 5 日目の中心領域の ZO-1 陰性細胞の頻度は，端

領域の頻度よりも 1.6 倍高かった．そこで，動きを阻害するために，Rac1 阻害剤を細胞に暴
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露したところ，中心領域と同様のレベルにまで端領域の細胞の成熟度が高くなった．この結

果から，集密的な条件下での細胞の動きが，成熟化に影響している重要な因子であり，そし

て，集密的な条件下で培養した RPE 細胞の動きが，容器内での成熟化の位置的不均一性をも

たらすことがわかった． 

第 5章では，容器内における細胞の成熟化の位置依存的な特性を理解するために RPE 細胞

を集密的な条件下で培養し，その動きと成熟化の関係をタイムラプス観察と ZO-1 染色の画像

を用いて空間的に調べた．ZO-1 陰性細胞は，伸長による遊走を示したのに対して，ZO-1 陽

性細胞は，敷石状の形態を維持しながら協調的集団運動を示した．遊走と協調的集団運動の

2 つの動きは，位置的不均一であった．そこで，遊走を阻害したところ，協調的集団運動か

ら中心方向を示す協調的集団運動へ動きが迅速に転換し，容器内の成熟化が均一になった．

これらのことから，協調的集団運動を示す細胞のゆっくりとした動きの方向を一方向へそろ

えることが，容器内の細胞の成熟化を促進するうえで重要であることがわかった． 
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6-2. 今後の課題と展望 

本研究では，集密的な条件下で培養した RPE 細胞の挙動に基づいて，細胞の特性を定量的

に解析した．さらに，集密的な培養条件下での動きを遊走から中心方向を示す協調的集団運

動へ転換させることで，容器内の細胞の成熟化を均一に促進することができることを明らか

にした． 

第 1 章から第 5 章で述べたように，細胞間接着を形成していないシングルセルは，活発な

増殖や動きを通じて細胞と細胞が接触し，その領域で細胞間接着を形成する．培養経過とと

もに，細胞密度が高くなると，接触阻害により細胞の増殖は停止し，遊走速度も低下する．

このように，上皮細胞では，細胞間接着の形成過程において，細胞挙動が変化することが知

られている．本博士論文では，接触阻害による細胞増殖が停止してからの集密的な培養条件

下での細胞の挙動と成熟化の関係を検討した．その結果，細胞間接着を維持するために，細

胞は，協調的な動きである協調的集団運動を示し，さらに成熟化が進むと，中心方向を示す

協調的集団運動という動きになること，そして，動きが，RPE 細胞の成熟化に重要な因子で

あることを示した． 

Rho family GTPases を介して細胞骨格が制御されることで，細胞は遊走を示す一方，RhoA

の活性化によるアクトミオシンの収縮により協調的集団運動を示すことが知られている．こ

れまでに，細胞間接着の形成には，Rho family GTPases の Rac1 活性が必要であり，接触阻害

後の細胞間接着の維持には，Rac1 ではなく，RhoA 活性が重要な役割を果たしていることが

わかっている（132–135）．そこで，本研究では，Rac1 阻害剤を用いて遊走を阻害したところ，

細胞の『協調的集団運動』を『中心方向を示す協調的集団運動』に転換することで，培養容

器内の細胞の成熟化を均一に促進できることを明らかにした．このことから，Rac1阻害剤が，

遊走を阻害し，協調的集団運動の方向を中心方向へそろえることで，最終的に，均一な成熟

化をもたらしたと考えられた．このような結果から，細胞の動きをリアルタイムで評価し，

制御することで，細胞の特性を制御できると考えた． 

これまでに，細胞の成熟化を促進するための研究として，生物学的なメカニズムに基づい
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た細胞特性の制御を目指した研究が試みられてきた（25–27, 153, 154）．しかしながら，細胞

の動きを通じてその特性を理解し，動きを制御することで，細胞の成熟化を促進させること

を目的とした研究は少ない．細胞特性の評価方法の多くは，生物学的な特性を調べるために，

細胞特異的なマーカーを用いた免疫染色法や PCR 法が用いられるが，これらの手法は，侵襲

的であるため，リアルタイムに細胞特性を理解し，制御することは難しい．一方，動きは，

非侵襲的に定量的なデータを取得でき，細胞の特性を理解し，細胞特性を制御することがで

きる．さらに，細胞間接着の形成過程における細胞の動きは，さまざまな細胞種で調べられ

ており，共通していることがわかっている．このようなことから，細胞の動きを評価し，制

御する考え方は，本研究のオリジナルポイントであり，RPE 細胞だけでなく，さまざまな細

胞に適用できると考えられ，今後の研究や開発に貢献していくと考えている． 

  



60 

 

記号 

パラ 
示す内容 単位 

メータ 

AN 細胞核の面積 cm2 

FZ 
各 ROI 内において ZO-1 陽性細胞の頻度 

（『協調的集団運動』を示す細胞の頻度） 
- 

FV 各 ROI 内において 5.0 μm/h 以下の遊走速度を示す細胞の頻度 - 

FN 『遊走』を示す細胞の頻度 - 

FZc 『中心方向を示す協調的集団運動』を示す細胞の頻度 - 

fX 核密度に対するローカルスクエアの頻度 - 

FX 細胞数の頻度 - 

⊿nc 各継代における生細胞数の微分値 - 

PD  集団倍加回数（population doubling ） - 

PD 集団倍加回数の微分値 - 

R0 
積層しているローカルスクエアと積層していないローカルスクエ

アを区別するための閾値 
- 

R 容器中心からの距離 cm 

t Rac1 阻害剤を暴露した時間 h 

TI IV 型とそれ以外のタイプを示す細胞を区別するための閾値 cm2 

  （細胞核の面積）   

TII III 型と I，II 型のタイプを示す細胞を区別するための閾値 cm2 

  （細胞核の面積）   

TIII Iと II型のタイプを示す細胞を区別するための閾値（細胞核の密度） nuclei/cm2 

V 個々の細胞の遊走速度 μm/h 

VM 3 つの ROI 内の 300-1100 個の細胞から算出した平均遊走速度 μm/h 

Vr Vcosθ - 

 

各 ROI 内における細胞の Vcosθの平均値 - 

XN 細胞核の密度 nuclei/cm2 

X 対象領域（ROI; 300 μm×300 μm）の細胞の密度 cells/cm2 

XC 培養容器の中心領域での細胞の密度 cells/cm2 

XP 培養容器の端領域における細胞の密度 cells/cm2 

XC/XP 培養容器内の細胞集団の不均一の程度 - 

（xi, yi） 各細胞の重心位置 - 

θ 
t = 0 での細胞の重心位置から中心位置までのベクトルと t = 0 の重

心位置から t = 12 h の重心位置までベクトルがなす角度（0≦θ≦π） 
° 
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