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研究成果の概要（和文）：本研究課題により，まず細胞伸展マイクロデバイスの改良を達成した．これまでの一
度だけの伸展付与と保持を行う実験系から，1Hzで30分間の持続的・動的伸展刺激を付与する実験系の確立に成
功し，骨芽細胞の動的伸展刺激に対するカルシウムシグナル応答を詳細に観察した．
一度だけの伸展を付与し，保持した場合には，骨芽細胞のカルシムシグナル応答は細胞内カルシウムイオン濃度
の上昇量が大きく，かつ持続時間も長かった．それに対して，持続的・動的伸展刺激を付与した場合には，細胞
内カルシウムイオン濃度の上昇量が小さく，また持続時間も短いことを見出した．

研究成果の概要（英文）：In this study, we have succeeded in improving originally developed cell 
stretching MEMS device. The improved device can apply cyclic stretching stimuli to the cell with 1Hz
 frequency and 30mins duration. We have conducted precise observation of osteoblastic calcium 
signaling response to dynamic and cyclic stretching stimuli.
In case of applying static and held stretch to the cell, the magnitude of increase in intracellular 
calcium ion concentration was higher than that of the response to dynamic and cyclic stretching. And
 also duration time of calcium signaling response to static and held stretch was longer than that of
 dynamic and cyclic stretching stimuli.

研究分野： 細胞バイオメカニクス

キーワード： 細胞バイオメカニクス　力学的刺激　メカノトランスダクション　骨芽細胞　骨代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により，骨芽細胞に対して一度だけの伸展を付与し，保持した場合と動的な繰り返し伸展刺激を付与した
場合では，細胞のカルシウムシグナル応答の応答特性が異なることが見いだされた．これは，運動など身体運動
による力学的刺激が一般的に骨形成を促進するのに対して，歯科矯正において静的かつ持続的な荷重の付与が骨
吸収を引き起こすという，力学的刺激の形態が異なると，それに対する骨代謝活動が正反対となる現象に対する
細胞レベルでの応答の違いを示唆するものである．この研究課題をさらに進展させることにより，力学的刺激の
形態を適切に選択することで骨代謝活動を人為的に制御する技術への発展が期待できる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨組織は，周囲の力学環境に応じてその構造・機能が変化することが知られており，遺伝子・

生化学物質に加わる第三の細胞制御因子としての力学的刺激利用が注目を集めている．しかし
ながら，様々な形態の力学的刺激に対する骨組織のリモデリング応答は単純ではなく，例えば歯
科矯正のような一方向への持続的な荷重負荷が歯槽骨の吸収を伴う歯の移動をもたらすのに対
して，歩行などの動的荷重負荷は骨形成を促進させる．このように，骨組織レベルでは静的荷重
と動的荷重では正反対のリモデリング応答が誘起される．したがって，相反する複雑なリモデリ
ング応答を解析し，適切なモデルを構築することがこれからの骨再生エンジニアリングにとっ
て不可欠である． 
しかしながら，基質変形すなわちストレッチ刺激に対する細胞応答評価では，ストレッチ刺激

付与に対する細胞増殖能や遺伝子発現の変化など，生化学的シグナルカスケードの下流に位置
するような，日・時間オーダーでの細胞応答を評価した報告例は多数存在するものの，シグナル
カスケードの上流に位置する，刺激負荷から秒オーダーで生起される細胞の最初期応答に関す
る報告はほとんど存在しない．つまり，動的ストレッチ刺激を骨芽細胞がどのように感知し応答
するのか，その最上流部での機構や特性は未解明なままである．したがって，持続的な（静的な）
ストレッチ刺激と動的なストレッチ刺激に対する骨芽細胞の応答特性の違いや，その制御機構
を明らかにすることが緊急の課題であると考える． 
本研究課題はこのような背景のもとに遂行されるもので，ここから得られた知見が前述の歯

科矯正や歩行運動などの様々な形態の力学的刺激によって誘起される複雑な骨組織リモデリン
グ機構の解明を加速し，骨再生エンジニアリングの臨床応用へ貢献するものと期待できる． 
外部から加わる刺激に対する細胞応答の最初期応答の一つがカルシウムシグナル応答である．

このカルシウムシグナル応答は刺激付与から msec オーダーの非常に短時間で生起する応答で
あり，かつ他のシグナル発動のトリガーを引く役割を担いカスケード最上流に位置する．したが
って，ある刺激に対する細胞の感知・応答機構を論ずる場合にはその最上流部に位置するカルシ
ウムシグナル機構を解き明かすことが必要不可欠となる． 
 
２．研究の目的 
 骨組織では，歯科矯正に見られるような持続的（静的）荷重負荷と歩行のような動的荷重負荷
では，骨の吸収あるいは形成促進といった全く正反対の組織リモデリングをもたらす．しかしな
がら，これらの素過程に位置する骨芽細胞の活動が，荷重負荷の形態によってどのような影響を
受けるのか．また骨芽細胞がどのようにして負荷の形態を感知しているのか．その仕組は明らか
にされていない． 
本研究では，動的な繰り返しストレッチ刺激を受ける骨芽細胞のカルシウムシグナル応答に

ついて，詳細なその場観察に基づきそのダイナミクスを明らかにすることで，静的荷重と動的荷
重の違いに対して細胞がどのように感知・応答し，細胞内カルシウムシグナルをどのように制御
しているのか．その機構を解明することを目的としている．  
 
３．研究の方法 
この研究では，動的ストレッチ刺激を受ける細胞の詳細なリアルタイムその場観察を通じて，

細胞内カルシウムシグナルのダイナミクスを明らかにし，その制御機構を解明する． 
 

(1) 細胞伸展 MEMS デバイスの改良により，正確に制御された動的繰り返しストレッチ刺激の付
与を実現する． 

(2) 動的繰り返しストレッチ刺激のひずみ振幅，繰り返し周波数などを変化させ，それに対する
骨芽細胞カルシウムシグナルの応答特性および動態を明らかにする． 

(3) カルシウムシグナルパスを検討するための各種試薬を用いて，動的ストレッチ刺激に対する
骨芽細胞のカルシウムシグナル制御機構およびシグナルパスについて明らかにする． 

 
（１）細胞伸展 MEMS デバイスの改良 
細胞伸展 MEMS デバイスを正確な動的繰り返しストレッチが付与できるように改良再設計する． 

現状の細胞伸展 MEMS デバイスは，ストレッチを付与後その状態を保持する，いわゆる持続的な
ストレッチを付与するためのものである．既存のデバイスでは，アームの端部にマイクロマニピ
ュレーターに接続した金属針先端を引っ掛け，操作することでストレッチシートにストレッチ
を付与する仕組みとなっている．この場合，ストレッチ付与後の戻す動作ではシートの弾性力に
よりストレッチ前の形状へ戻っていた． 
これに対して，本研究課題で取り扱う動的ストレッチ刺激は繰り返し周期１Hz～30Hz 程度を

想定しており，ストレッチシート弾性復元力のみでは金属針の繰り返し往復運動に追従できな
い可能性が高い．そこで，金属針をアームに引っ掛けるのではなく，アームに金属針と接続する
ためのアダプターとなる構造を新たに設け，金属針の往復運動をストレッチ時・ストレッチ解除
時の双方向でアームに伝達できるように再設計を行う． 
なお，アーム部分が弾性ヒンジであるため長時間の繰り返し動作によって疲労破壊する可能

性がある．その場合には，アーム部全体を対象とし，繰り返し動作を考慮して構造設計をやり直
して対応する． 



（２）動的ストレッチ刺激の繰り返し周波数やひずみ振幅を変化させた場合の骨芽細胞カルシ
ウムシグナル応答特性の評価 
動的ストレッチ刺激によって生起される骨芽細胞内カルシウムイオン濃度の振動を示唆する

現象について，再現性の確認を行う．現在の実験系では，カルシウムイオン蛍光指示薬と細胞質
染色薬の二種類の蛍光輝度比を用いてカルシウムイオン濃度変動を計測するレシオメトリー法
により，ストレッチに起因するモーションアーチファクトの影響を低減している．より正確にモ
ーションアーチファクトの影響を差し引くために，意図的にフォーカスをずらした場合の蛍光
輝度比の変動を定量的に評価することで，カルシウムシグナルによる変動とモーションアーチ
ファクトによる変動とを切り分ける．もし，この切り分けがうまくいかない場合には，実験効率
は低下するが，FRET 現象を利用したインジケーターによってより精緻なレシオメトリー観察が
可能となる遺伝子導入型の蛍光タンパク質カルシウムイオン濃度計測法の採用を検討する． 
次に，動的ストレッチの繰り返し周波数やひずみ振幅を変化させて，カルシウムイオン濃度の

振動現象にどのような影響が出るかを明らかにする．具体的には，付与するストレッチのひずみ
波形に対して細胞内カルシウムイオン濃度振動の位相遅れはどのように変化するか．また，そも
そもどの程度の周波数まで濃度変化が追随して振動するか．などを明らかにする． 
 
（３）動的ストレッチ刺激に対する細胞内カルシウムシグナルのダイナミクスを制御するシグ
ナルパス・機構の解明 
細胞内カルシウムシグナルについて，イオン濃度上昇では細胞外からの細胞膜上チャネルを

介したカルシウムイオンの流入および細胞内カルシウムストアからの放出の経路が一般的に知
られている．また，濃度下降では，細胞膜上のカルシウムポンプによる汲み出しおよび細胞内カ
ルシウムストアへの再取り込みの経路が知られている．しかしながら，本研究課題が対象とする
動的ストレッチ刺激に生起される骨芽細胞の細胞内カルシウムイオン濃度の振動現象では，こ
れらの機構およびシグナルパスがどのように働き，細胞内のカルシウムイオン濃度を動的に制
御しているのか全く明らかになっていない．そこで，これらのシグナルパスを個別に阻害する試
薬を用いて，骨芽細胞のカルシウムシグナル応答に与える影響を検討し，その機構を明らかにす
る． 
具体的には，細胞外のカルシウムイオンのキレートや，伸展活性チャネルを阻害するガドリニ

ウム，カルシウムストアの働きを阻害するタプシガルギンなどを組み合わせ，動的ストレッチ刺
激に対する骨芽細胞のカルシウムシグナル応答に及ぼす影響について検討する．例えば，ある特
定のシグナルパスを阻害した場合に，骨芽細胞内カルシウムイオン濃度の振動現象が消失ある
いは減弱することが予想され，主要なシグナルパスを特定することが出来る．また，動的ストレ
ッチのひずみ振動波形に対するカルシウムイオン濃度振動の位相遅れが変化することも予想さ
れ，細胞内カルシウムシグナルの動的制御機構に関する知見を得ることが期待できる． 
 
４．研究成果 
本研究課題により，まず細胞伸展マイクロデバイスの改良を達成した．これまでの一度だけの

伸展付与と保持を行う実験系から，1Hz で 30 分間の持続的・動的伸展刺激を付与する実験系の
確立に成功し，骨芽細胞の動的伸展刺激に対するカルシウムシグナル応答を詳細に観察した． 
一度だけの伸展を付与し，保持した場合には，骨芽細胞のカルシムシグナル応答は細胞内カルシ
ウムイオン濃度の上昇量が大きく，かつ持続時間も長かった．それに対して，持続的・動的伸展
刺激を付与した場合には，細胞内カルシウムイオン濃度の上昇量が小さく，また持続時間も短い
ことを見出した． 
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