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研究成果の概要（和文）： 

原子間力顕微鏡を用いて単一の細胞へ部位特異的に定量的なメカニカルストレス負荷を行う

システムを確立し、ニワトリ頭蓋冠由来の骨芽細胞、骨細胞に対しメカニカルストレス負荷を

行ってその後のカルシウム応答反応のタイムラプス画像取得を行い解析した。骨芽細胞でみら

れた接着阻害ペプチドによる弾性率の低下と接着領域の減少が骨細胞ではみられず、細胞の機

械的特性が細胞接着に関与していることを見出した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We established an experimental system that apply the mechanical stimulus to a single 

osteocyte and an osteoblast using an atomic force microscope and we examined mechanically 

induced site-dependent calcium responses.The different responses to extracellular stimuli 

among osteoblasts, osteoid osteocytes and mature osteocytes might be related to the 

differences in their mechanical properties and focal adhesions.  
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１．研究開始当初の背景 

歯科矯正治療による歯の移動は歯周組織

の活発なリモデリングを伴い、矯正力に対し

て骨が自らの形を変化させて応答すること

によって行われている。申請者らはラットの

実 験 的 歯 の 移 動 に お い て in situ 

hybridaization により、歯槽骨中の骨細胞は

歯周組織中にある他の多くの細胞に先駆け

てオステオポンチン遺伝子を発現し、機械的

刺激に非常に迅速に応答することを見出し

た（JBMR 1999,）。このように歯の移動を制

御するための鍵となる細胞は骨細胞である

ことを世界に先駆けて報告した。しかしなが

ら、骨細胞のもつ特異的な環境、すなわち、
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周囲を堅い骨組織に囲まれた長い樹枝状の

無数の突起をもっているという条件のため、

その３次元構造を観察することさえ困難で

あり、骨細胞の分化過程に関する研究や骨細

胞の機能に関する研究はほとんど進められ

てこなかった。骨細胞の細胞性ネットワーク

は、骨基質の力学環境の変化に伴う骨基質の

変形や損傷を感知し、骨代謝を担う他の骨系

細胞にその情報を伝達する機能を可能とす

るものであると考えられている。近年の研究

により、徐々に骨細胞のメカノセンサーとし

ての役割が解明されようとしているが、どの

ような機序で力を感知しているのか明確な

結論には至っていない。一方、骨細胞の形態

的変化あるいは機械的刺激に対する応答は

細胞を裏打ちしているアクチン線維の再構

成によっておこなわれると考えられている。

申請者らのグループは骨中骨細胞がアクチ

ン線維に富んでいることに着目し、アクチン

線維を蛍光染色することによって骨細胞の

３次元形態計測を行う方法を確立した(Bone 

2005)。さらに、骨細胞の細胞骨格の細部構

造に関しても報告している(JBMR 2004)。そ

こで、これらの手法を生かし、本研究ではタ

イムラプス顕微鏡システムによるリアルタ

イム解析と原子間力顕微鏡を単一の細胞へ

のメカニカルストレス負荷装置として応用

し、培養骨細胞の分化過程とメカニカルスト

レス制御に関する基盤的研究を着想するに

至った。 

 

２．研究の目的 

(1)  骨組織中の骨細胞の詳細な形態学的解

析と、骨芽細胞から骨細胞への分化過程での

形態および細胞骨格の変化についての解析

を行う。 

(2) 原子間力顕微鏡(AFM)を用いて、単一の細

胞へ部位特異的に定量的なメカニカルストレス

負荷を行うことが可能なシステムを確立する。 

(3) (2)のシステムを用いて、ニワトリ頭蓋冠由来

の骨系細胞を対象として部位特異的にメカニカ

ルストレスを負荷し、カルシウム応答を指標としメ

カニカルストレスに対する細胞の感受性を解析

する。 

 

３．研究の方法 

(1) 骨細胞の単離と同定 

①胎齢１６日のニワトリ胚頭蓋冠より、コラ

ゲナーゼおよびEDTAを用いて段階的に基質を

脱灰、溶解して骨細胞を単離し培養皿に播種

する。 

②単離した細胞について骨細胞特異的マーカ

ーを認識する特異抗体OB7.3を用いて骨細胞

を免疫組織化学的に同定する。 

 

(2) 骨細胞、骨芽細胞の細胞骨格関連タンパ

クの局在の検討とAFMによる弾性率の測定 

①細胞骨格関連タンパクである Actin, 

Tubulin 等、あるいはFocal adhesionに関与

する Vinculinの局在を免疫組織化学的に検

討する。 

②骨芽細胞、骨細胞の核の上部、細胞の辺縁、

細胞突起部の弾性率を原子間力顕微鏡を用い

て測定する。 

③インテグリンによる細胞接着を阻害して、

弾性率の変化、および細胞骨格の動態変化を

解析する。 

 

(3) ニワトリ頭蓋冠より超薄切切片を作成

し、常用300万ボルト超高圧電子顕微鏡にて

観察し、3D再構築を行って骨細胞の突起の走

行やネットワーク形成の解析を行う。 

 

(4) ニワトリ頭蓋冠とマウス頭蓋冠、それ

ぞれの骨細胞ネットワークを3D再構築後に

比較解析を行う。 

 

(5) 単離した培養骨系細胞にカルシウムイ

ンジケーターを取り込ませ、原子間力顕微鏡

にてメカニカルストレス負荷を行う。その後

のカルシウム応答をメカニカルストレス感

受性の指標として、部位特異的な応答レベル

の解析を行う。 

 

４．研究成果 

(1) 分化段階の異なる骨芽細胞と骨細胞を

用いた検討では、高度に分化した骨細胞にお

いては細胞辺縁部の弾性率が低い傾向にあっ

た。接着阻害ペプチドを用いたインテグリン

による細胞接着を阻害すると、骨芽細胞では

弾性率の低下と接着斑の減少がみられたが、

骨細胞では弾性率の低下、接着斑の減少はみ

られず、細胞の機械的特性が細胞接着に関与

していることを見出した。（図1） 

 

図 1．Sugawara Y, Takano-Yamamoto T et al., 

Bone 2008 より抜粋。 

 



 

 

(2) 骨組織の 3 次元細胞性ネットワークを

詳細に解析するため 3μｍという超薄切切片

を作成し超高圧電子顕微鏡にて観察するこ

とにより、長くのびた細い突起の走行やネッ

トワーク形成を明らかにし、3 次元的に再構

築して 1 報を報告した。（図 2） 

図 2. Kamioka H, Takano-Yamamoto T et al., 

Microscopy and Microanal. 2009 より抜粋。 

 

(3) 現在我々は骨細胞の単離法および同定

法が確立されているニワトリ頭蓋冠由来の

細胞を使用している。しかしながら、遺伝的

背景が確立しており哺乳類であるマウスか

らのデータ取得も重要であることから両者

の頭蓋冠を形態学的に比較解析し1報を報告

した。（図3） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図3．Sugawara Y, Takano-Yamamoto T et al., 

Calcif Tissue Int. 2011より抜粋。 

 

(4) 骨組織中に存在する細胞を単離した後

に個々の細胞に定量的なメカニカルストレ

ス負荷を行う装置として原子間力顕微鏡を

用いた検討を行った。そしてカルシウム指示

薬を用いた、メカニカルストレス応答時の細

胞内カルシウム濃度の変化や、遺伝子導入技

術を用いた蛍光タンパク質融合細胞骨格タ

ンパク質および焦点接着斑関連タンパク質

の強制発現によりメカニカルストレス負荷

後の細胞のイメージングシステム構築を完

了し、単一細胞を標的としたメカニカルスト

レス負荷とその後の応答性について検討し

た。すなわち骨組織を形成する種々の分化段

階の細胞を対象として、どの細胞が機械的刺

激の作用点であるのか、また細胞のどの部位

が主としてメカニカルストレスを受容する

のかを検討した。その結果、60nNのメカニカ

ルストレスを負荷した場合においては、細胞

の辺縁部や突起と比較して弾性率の低い細

胞中心部でメカニカルストレス応答を示す

細胞が多かった。 

 

図4．骨芽細胞、骨細胞のメカニカルストレ

ス負荷後のカルシウム応答 

 



 

 

さらに、チロシン脱リン酸化阻害剤を用い

てメカニカルストレスを負荷しその後の細

胞応答を比較検討した結果、骨芽細胞と骨細

胞の機械的刺激応答に焦点接着斑が寄与し

ておりその傾向は骨芽細胞においてより顕

著であった。以上の成果をまとめ投稿準備中

である。さらにメカニカルストレス強度や刺

激部位を変えて、細胞の感受性の相違や、メ

カニカルストレス負荷後の細胞骨格の動態

についてもタイムラプスにて検討中である。 

 

(5) 我々はマウスの歯の移動時の歯槽骨圧

迫側骨細胞におけるアポトーシスに結合組

織成長因子(Connective Tissue Growth 

Factor; CTGF)が作用している可能性を示唆

した(Sakai Y, Takano-Yamamoto T et al., J 

Dent Res. 2009)。これにもとづき、これま

で不明であったメカニカルストレス負荷に

よる骨細胞のアポトーシスのメカニズムに

ついてCTGFとの関連から細胞・分子生物学的

に検討することにした。 

 まず、単離した骨細胞に圧縮力負荷を行い

、アポトーシスを誘導する系を確立した（図

5-1）。圧縮力を負荷された骨細胞においては

CTGF遺伝子の発現が有意に上昇した（図5-2

）。現在、骨細胞のアポトーシスとCTGFとの

関連を検討中である。 

図5-1. 圧縮力負荷による骨細胞のアポトー

シスの誘導 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図5-2. 圧縮力負荷による骨細胞における

CTGFの発現の変化 
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