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研究成果の概要：運動器細胞の三次元培養組織に対し，力学刺激負荷培養を行い，細胞内伝達

（メカノトランスダクション）の機序を明らかにするため， 軟骨，滑膜，半月板など関節の

運動器細胞の三次元培養組織を作成し，力学刺激を用いて，遺伝子発現（細胞外マトリックス，

および，マトリックス分解酵素，転写因子，サイトカイン，など）とこれらの蛋白発現が変化

する応答に，時間系列があること，また，生理的な力学刺激と非生理的な力学刺激（過負荷ま

たは低負荷）により細胞内骨格の再構成，再配列が起こることを明らかにした。 
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ダクション 

 
１．研究開始当初の背景 
(1)細胞と力学刺激 動物の体を構成するす

べての細胞は，重力による力と，移動や運動

に必要な力など様々な力学刺激を受ける．細

胞に対する力学刺激は細胞内で生化学的変

化に変換されて，細胞活動に影響を与える．

特に運動器組織では，力学刺激に応答して組

織の発生，形成，維持など正常の組織発達に

大きな役割をもち，また，外傷後の組織修復

や再構築（リモデリング）において力学刺激

応答は重要である（Huang H et al. Cell 

mechanics and mechanotransduction, Am J 

Physiol Cell Physiol 2004）．さらに，運

動器疾患（関節リウマチ，変形性関節症など）

では力学的負荷により関節組織の破壊が起

こるので，正常および疾患での運動器細胞の

力学刺激応答機序の解明は生物学的意義，運

動器疾患の病態解明の臨床医学的意義が大

きい．さらに，力学刺激を利用した運動器の

組織工学的手法により再生医療の発展にも
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有用性がある． 

(2)力学刺激応答研究の問題点 しかし，運

動器細胞の力学刺激応答機序は，未だ明らか

でない．その理由は，１）運動器組織に近似

した力学的強度，形状をもつ三次元培養組織

の作製，培養が困難な点，２）三次元組織に

力学刺激を定量的に与える方法が困難な点，

の２つの問題点による．  

(3)問題解決のこれまでの成果 申請者は上

記の問題点を解決するために，ヒト運動器

（軟骨，滑膜，靭帯，半月板）由来培養細胞

の単離と培養方法，三次元培養組織の構築を

解析し（Nakata K et al. Clinical Orthop Rel. 

Res 2001）,さらに，力学的強度を持つ細胞

担体と生体運動器組織の形状に三次元培養

組織を作製する方法を開発し特許出願を行

なった（①「生体形状を含んだ三次元組織の

培養法」国際特許出願 PCT/JP2005/023735 

②「細胞培養用担体」日本国特許出願特願

2006-264188）．これら研究・開発は，前述の

問題点の１）を解決するものである． 

 問題点２）の解決のために，申請者は力学

刺激負荷培養方法，装置を開発し，特許出願

を行なった．（③「生体力学的刺激負荷によ

る細胞培養方法及びその装置」日本国特許出

願特願 2004-209255 ④CELL CULTUREING 

METHOD BY BIOMECHANICAL STIMULUS LOAD AND 

ITS DEVICE 国際出願番号

PCT/JP2005/011045 ）この培養系は，圧縮，

剪断応力を，定量的に頻度と強度，変形量，

刺激時間で制御できるものである． 

 以上により，三次元培養組織に様々力学刺

激を行なう系が確立したため，運動器細胞の

例としてヒト軟骨および滑膜細胞を用い，三

次元培養組織の力学刺激応答の解析を組織

学的および遺伝子発現，蛋白発現，細胞骨格

を解析しつつあり，初期研究結果を得た．す

なわち，細胞外マトリックス蛋白（I型，II

型，III 型コラーゲン，アグリカンなど）と

マトリックス分解酵素

（MMP-1,-2,-3,9,13,ADAMs）およびその酵素

阻害因子（TIMP-1,-2）や，軟骨転写因子

（Sox9）遺伝子発現量の変化がリアルタイム

RT-PCR 法で明らかになり，ウエスタンブロッ

ト,ザイモグラフィーにて MMPs 蛋白発現，蛋

白機能が変化した（Muroi Y, Nakata K et al. 

2005 ICRS 国際軟骨治療学会），レーザー共焦

点顕微鏡にて組織形態，細胞内骨格，三次元

組織内細胞分布，細胞数を定量的解析すると，

F-actin，Vimentin の再分布，細胞凝集が起

こり（大坪英則，中田研ら 2006 日本軟骨代

謝学会）．培養組織の力学的強度は力学刺激

負荷量に応じて変化していた(片貝大輔，中

田研ら 2005 日本臨床バイオメカニクス学

会)．この力学刺激培養法を用いてより機能

的培養組織を作製し再生医療に利用する方

法を報告し（中田研ら，2005 日本再生医療学

会 優秀演題賞）．さらに，移植後の組織リモ

デリング過程を in vitro 解析することが可

能であった（中田研ら 2005 日本整形外科基

礎学術集会）． 

 
２．研究の目的 
軟骨細胞，滑膜細胞を例にした運動器細胞

の三次元培養組織と力学刺激負荷の研究成

果により，「力学刺激」のインプットが，

「遺伝子発現，蛋白発現の変化」のアウト

プットとして一部の運動器細胞で応答が得

られることがわかったためさらに発展させ

て，広い運動器細胞を用いインプットとア

ウトプットを結ぶ，細胞内伝達（メカノト

ランスダクション）の機序を明らかにする

ことを目的とした． 

(1)広範な運動器細胞よりの三次元培養組

織の作製および力学刺激応答の評価 

 軟骨細胞，骨髄細胞，滑膜細胞，筋細胞，

靭帯細胞，腱細胞，半月細胞など広く運動

器細胞を実験動物およびヒト外傷性および

運動器疾患患者より単離，培養し，我々が

既に開発した力学的強度をもつ細胞担体に



播種して三次元培養組織を作製し，力学刺

激負荷による応答を，組織学的，分子生物

学的に解析する．それぞれの細胞の力学刺

激負荷に対する応答を検証する． 

(2)力学刺激負荷による細胞骨格とメカノ

トランスダクションの解析 

 種々の運動器細胞よりなる三次元培養組

織の力学刺激応答について，細胞内骨格を

共焦点レーザー顕微鏡と画像解析を用いて

定量的に解析する．また，細胞内骨格の阻

害剤，および，細胞内シグナル伝達阻害剤

を用いて力学刺激応答の変化とシグナル伝

達経路の分子と伝達機序を解析し，力学刺

激負荷の応答の細胞内メカニズムを検証す

る． 

(3)力学刺激強度の違いによる応答の変化

の解析 

 力学刺激を，生理的負荷と非生理的負荷の

強度に設定し，組織のホメオスターシスと，

病的破壊的状態での細胞内シグナルでの差

異を解析する．これにより変形性関節症の

細胞内病態の解明や治療薬開発のための知

見が得られると考える． 

 
３．研究の方法 
(1)運動器の細胞より三次元培養組織の作製

と解析 

 軟骨細胞，骨髄細胞，滑膜細胞，筋細胞，

靭帯細胞，腱細胞，半月細胞の運動器細胞

を実験動物（ラット）およびヒト外傷性お

よび運動器疾患患者より単離，培養し，我々

が既に開発した力学的強度をもつ細胞担体

に播種して三次元培養組織を作製し，細胞

濃度による増殖，アポトーシスを DNA 量，

生細胞染色などを用いて，時間的，空間的

に解析する．また，細胞と細胞担体との接

着様式を光顕，走査電顕，透過電顕を用い

て観察し，マトリックス接着分子を免疫組織

化学的方法で，インテグリンファミリーを中

心に同定する． 

 三次元培養組織の作製方法は，遠心細胞

導入法を用いた，すなわち，単離した培養

運動器細胞をコラーゲンゲル溶液に浮遊細

胞溶液として，ポア構造（30-200mm）をも

つ細胞担体の上にのせて，遠心して細胞を

細胞担体内に播種した． 

(2)三次元培養組織への力学刺激応答 

 力学刺激は，三次元培養組織に繰返し圧

縮および剪断応力負荷を，定量的に加える

ことのできる培養装置を用いて行なった． 

0.5Hz 1 h/日で，10kPa または30kPaの非拘

束鉛直負荷で，三次元組織の１０％以下ま

たは２０％程度の変形量で５日間の力学刺

激により，細胞増殖，アポトーシスに影響

を与えない力学刺激条件で細胞外マトリッ

クス(I型，II型，III型コラーゲン，アグリ

カン)，マトリックス分解酵素(MMP-1,-2,-3,

 ADMSTS4, 5)の遺伝子発現を RT-PCR法に

て解析した．細胞外マトリックスマトリッ

クス，Calcein AM染色F-ACTIN細胞内骨格の

力学刺激下での発現を解析した． 

 
４．研究成果 

(1) 力学刺激負荷による運動器細胞のメカノ

トランスダクション 

 軟骨，滑膜，半月板など関節の運動器細胞

の三次元培養組織を作成し，力学刺激を用い

て，遺伝子発現（細胞外マトリックス，およ

び，マトリックス分解酵素，転写因子，サイ

トカイン，など）とこれらの蛋白発現が変化

する応答に，時間系列があった． 

(2) 生理的力学刺激および，非生理的力学刺

激による細胞内シグナルの解析 

 運動器細胞を用いて，生理的な力学刺激と

非生理的な力学刺激（過負荷または低負荷）

を与えると，細胞内骨格であるActin，

Vimentinの再構成，再配列が起こり，これら

細胞内骨格の変化が力学刺激でみられること

を見いだした．この三次元力学刺激培養系が，

定量的に組織の変形を伴う力学負荷をあたえ，



負荷量により細胞応答が異なることが再現性

よく評価できる有効な培養システムであるこ

とがわかった． 

 以上の結果は，変形性関節症を引き起こす

と言われる肥満や下肢変形による力学的負

荷による関節破壊の細胞生物学的メカニズ

ムと，関節固定や寝たきりなど廃用性運動器

機能不全の病態，細胞内メカニズムの解明に

意義があり，これら疾患の予防，治療戦略を

与えるうえで重要である． 
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