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研究成果の概要（和文）：骨髄間葉系幹細胞は再生医療分野での臨床応用が最も進んでいる体性幹細胞であり、
移植に用いる細胞を効率良く増やす培養方法の開発が求められている。本研究は骨髄間葉系幹細胞の細胞周期進
行に、非電位依存性Ca透過型陽イオンチャネルTRPC6を介した機械刺激受容機構が果たす役割とその分子制御機
構の解明を目的として遂行された。TRPC6チャネルの特徴である、受容体応答発生後に機械刺激が加わるとチャ
ネル活性が増幅される性質（受容体・機械刺激協働作用）はM期進行に重要であること、協働的に刺激すること
で増殖効率が改善されることが明らかになった。また協働刺激により制御を受ける細胞内分子についても知見を
得た。

研究成果の概要（英文）：Bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) can be used as a reliable 
therapeutic resource for regenerative medicine and bioengineering. Controlling the proliferative 
potential and cell cycle progression of BMSCs is an attractive approach to maximising the yield of 
BMSCs during expansion in vitro. In this study, we explored the contribution of TRPC6 channel, which
 is a mechanosensitive Ca2+-permeable cation channel, in cell cycle progression of BMSCs. The 
mechanical potentiation of receptor-activated TRPC6 channel was enhanced at M phase. The 
proliferative activity was enhanced by the synergistic activation of TRPC6 channel by receptor and 
mechanical stimulation. We also investigated the intracellular molecules relating to the 
TRPC6-mediated mechanosensitive signaling pathways.

研究分野： 生体医工学、イオンチャネル細胞分子生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
圧刺激やずり応力等の機械的刺激は生体の組織や細胞のシグナル伝達経路にはたらきかけ、増殖をはじめ様々な
応答を引き起こす。再生医療分野で臨床的に広く用いられている骨髄間葉系幹細胞もまた機械刺激に対し感受性
を示し、機械刺激が分化の方向決定等重要な制御に関与することがわかっているが、メカニズムに関しては不明
な点も多い。本研究ではTRPC6が機械刺激を細胞周期制御シグナルに変換する重要な分子であることを明らかに
した。さらにこの結果を応用すれば増殖効率が向上することを示した。この方法で得られた細胞は癌化のおそれ
がなく分化能も正常に維持されていたため、安全で効率的な新しい培養方法の確立に繋がると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

生体の組織や細胞は外界から来る多様な物理化学的刺激（温冷、機械、磁気、電気的刺激等）に対

する感受性を有し、それにより様々な調節を受けている。本研究の対象である骨髄間葉系幹細胞 

(bone marrow mesenchymal stem cell, 以下 BMSC)の増殖・分化にも機械刺激が重要な役割を果たし

ている。過去の報告によれば、骨髄内で発生する血流負荷により BMSC が ATP を放出し増殖を促進す

る[1] 他、細胞外基質が固いと筋細胞や骨・軟骨細胞、柔らかいと神経細胞へ分化することも報告され

ている[2]。これは細胞外基質が固いと細胞膜の張力が増し、機械刺激に対する感受性が高まるためと

考えられている。以上のことから BMSC の増殖・分化と機械刺激は密接な関わりを持つことが明白であ

るが、そのメカニズムに関しては不明な点も多く残されている。BMSC は骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細

胞、心筋細胞等の中胚葉由来細胞のみならず外胚葉系、例えば神経細胞等にも分化することができ、

扱い易く自家移植が可能なため再生医療分野では現在最も臨床応用が進んでいる幹細胞リソースで

ある。体外で培養してから移植に利用するまでの期間を短縮するために増殖や分化の効率を高めると

いう観点からも、機械刺激－細胞内シグナル変換機構の解明は必要とされる。 

機械刺激を細胞内シグナルへと変換するには、イオンチャネル・接着因子とそのアダプタータンパク・

ストレスファイバー等の細胞骨格が複合的に働くと考えられている。transient receptor potential (TRP)チ

ャネルファミリーは物理化学的刺激に対し応答する陽イオン透過型チャネル群であり、その１つである

TRPC6 は G タンパク共役型受容体(Gq/11)－フォスフォリパーゼ C(PLC)系活性化により開く受容体活性

型・Ca 透過型陽イオンチャネルである。TRPC6 は受容体刺激と機械刺激が協働的に作用することで活

性が増強することが明らかにされている[3]。我々はこれまでに細胞周期同調培養を施した BMSC にお

いて、TRPC6 の発現量が G1 期で増加し S 期で減少することでカチオン流入量ひいては静止膜電位の

細胞周期依存的変動が発生し、Ca 流入の駆動力に影響を及ぼした結果、細胞周期動員の制御に繋

がることを報告した[4]。この成果に加え、TRPC6 発現量自体に顕著な変化はみられないＭ期進行にお

いても何らかの役割を果たしていることを示唆する解析結果を得たため、TRPC6 の機械刺激応答性に

着目し、細胞周期制御との関連を探る必要があると考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、TRPC6 を介した機械刺激応答が BMSC の増殖（細胞周期制御）に果たす役割と、

機械刺激シグナルが増殖シグナルへと変換される機構について明らかにすること、およびそれらの知見

を応用して増殖効率の向上を目指すことである。 

 

３．研究の方法 

ラット大腿骨より採取・初代培養した BMSC を用いて各実験を行った。チャネル活性評価には、パッ

チクランプによるチャネル電流測定および Ca 蛍光色素を用いたタイムラプスイメージングを用いた。受

容体刺激薬（G タンパク共役型受容体アゴニスト）で TRPC6 チャネルを活性化した後に機械刺激（浸透

圧刺激や膜伸展刺激薬）を加えて応答の増幅率を解析した。増殖に対する効果は、細胞を 96 穴プレ

ートに播種し calcein-AM による生細胞染色あるいは MTT アッセイ法により細胞数をカウントして解析し

た。 



 

４．研究成果 

(1) BMSC における TRPC6 チャネルを介した機械刺激応答 

BMSC の機械刺激応答性カチオン電流の性質をパッチクランプおよび細胞内カルシウムイメージン

グにより検討した。その結果、機械刺激単独では応答が見られなかったが、受容体活性化直後に機械

刺激を加えると応答が増強することが明らかになった。詳細な刺激条件を検討したところ、機械刺激の

添加によるチャネル活性の増幅率は、低濃度の受容体アゴニスト投与時に高まることがわかった。これ

らの性質は、TRPC6 を強制発現させた HEK 細胞での実験結果と一致していた。 

 この様な BMSC の機械刺激時応答増幅は、TRPC6 特異的阻害薬または siRNA 法による TRPC6 発

現抑制により低減されたことから、TRPC6 チャネル由来の応答であると裏付けられた。 

 

(2) BMSC の細胞周期進行における TRPC6 チャネルの役割 

同調培養により G1、S、G2、M 期に停止した BMSC を準備し、各ステージにおけるチャネル活性をパ

ッチクランプおよび細胞内 Ca2+イメージングにより解析した。その結果、TRPC6 チャネルの特徴である受

容体刺激と機械刺激の協働的応答が M 期において有意に増強することが明らかになった。このことか

ら、TRPC6 チャネルの機械刺激感受性の増幅がＭ期進行に何らかの役割を果たしていることが推測さ

れた。 

 

(3) 機械刺激による TRPC6 チャネル活性の増幅が BMSC の増殖に及ぼす効果および安全性の検討 

次に受容体刺激と機械刺激の協働作用が BMSC の増殖に及ぼす効果を検討した。具体的には 96

穴培養プレートに BMSC を播種し、10%FCS を含む通常培地に各アゴニストを添加して、細胞数の推

移を calcein-AM 染色あるいは MTT アッセイ法により解析した。その結果、無添加＜受容体刺激のみ

＜受容体刺激＋機械刺激の順に増殖効率が高いことがわかった。増殖促進効果を示す受容体アゴニ

ストの濃度と機械刺激の強度には一定の範囲が存在することもわかった。この増殖は TRPC6 特異的阻

害薬により抑制された。これらの結果から、TRPC6 チャネルの受容体刺激と機械刺激の協働作用により

増殖促進効果が得られることが明らかとなった。 

さらに、これらの刺激を受けて増殖した BMSC の品質検討を、癌化および正常分化能（骨芽細胞ある

いは脂肪細胞への分化）に着目して行った。通常培養した細胞と同様、癌細胞マーカーによる染色結

果はネガティブであり、骨芽細胞および脂肪細胞への分化誘導は正常に成功した。 

以上の結果から、TRPC6 チャネルの受容体刺激と機械刺激の協働作用によって BMSC の増殖効率

が促進され、且つ再生医療応用に不可欠な安全性と品質を保持していることが明らかになった。

TRPC6 の受容体刺激・機械刺激協働作用を利用すれば、安全で効率の良い BMSC の培養法が確立

できると期待できる。 

 

(4) BMSC の TRPC6 を介した機械刺激応答と細胞内分子の関連 

①細胞骨格 



TRPC6 の N 端には細胞骨格との相互作用に重要とされるアンキリン様リピート配列がある。我々は既

に HEK 発現系を用いて、TRPC6 とアクチン蛋白の相互作用が機械刺激時に強化されること、細胞骨

格構造の破壊により受容体刺激・機械刺激協働作用時の増幅を含む TRPC6 チャネル応答が減弱する

ことを明らかにしている[5]。BMSC にサイトカラシンＤを添加しストレスファイバー構造を断片化させた状

態で検討したところ、TRPC6 チャネル応答が減衰し増殖停止が観察された。これらの結果から、TRPC6

チャネルの機械刺激応答と増殖（細胞周期進行）にはアクチン骨格の維持が必要であることが明らかに

なった。 

②β-catenin  

BMSC の増殖・分化と関連が深い β-catenin の核移行について、抗体を用いた免疫染色観察により

検討した。その結果、受容体刺激と機械刺激の協働条件下で β-catenin の核移行が最も高頻度で観察

される傾向にあることがわかった。この現象は siRNA 実験による TRPC6 の発現抑制、あるいは TRPC6

特異的阻害薬により抑制された。上流のシグナル伝達経路に対する影響については現在解析中である。

今後も BMSC における TRPC6 を介した機械刺激受容機構と細胞周期制御との関連について、シグナ

ル伝達経路を含めた統合的解析を進める必要がある。 
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