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研究成果の概要（和文）： 
 
 本研究では、蛍光標識された ERK(ERK-GFP)を導入することにより、ERK-GFP を安定して発現
する軟骨前駆細胞である ATDC5 細胞株を確立し、機械的刺激負荷に対する ERK の活性化と核移
行をリアルタイムで観察することにより、1 細胞内における動態の可視化に成功した。さらに
刺激負荷により引き起こされる ERK の活性化・核移行はきわめて即時的な反応であることを示
した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 We established ATDC5 cells expressing ERK-GFP fusion protein to investigate ERK 
activation and nuclear translocation in real time in a single cell. After application 
of mechanical stress by using micromanipulator, we observed a translocation of the ERK-GFP 
fusion protein from the cytoplasm to the nucleus immediately. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 成長期における顎顔面骨格の成長発育を制御

することは困難であると考えられてきた。これ

は、軟骨組織と骨組織を含めた骨格組織の機械

的刺激に対する応答機構の違いや、骨格組織

の成長発育の分子メカニズムが解明されて

いなかったことによるところが大きい。これ

まで、報告者等のグループは下顎頭軟骨や正
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中口蓋縫合軟骨を含めた二次軟骨が機械的伸展

刺激により分化抑制を受け、軟骨組織が骨組織

に置換することを組織学的、あるいは、組織特

異的マーカーである II 型コラーゲンあるいは

オステオカルシンの特異抗体を用いて免疫組織

学的に示してきた（Anat Rec 1995, Bone 1996）。

一方、正中口蓋縫合軟骨の成熟軟骨細胞は機械

的圧縮刺激により、肥大軟骨細胞へと分化促進

されること、マウス胎仔由来間葉系幹細胞に対

して、コラーゲンゲル３次元培養を用いて圧縮

力を負荷すると軟骨細胞への分化が促進される

ことも示してきた（J Cell Sci 1998、Anat Rec 

2000）。これらのことから、軟骨細胞の分化は機

械的刺激に影響を受け、機械的刺激の方向に依

存して制御されていることが示唆された。 
 さらに、報告者らは、機械的伸展刺激に伴う
軟骨細胞の分化抑制には、細胞内情報伝達分子
で あ る  extracellular signal-regulated 
kinase (ERK) -1/2 の活性化と核移行が関与し
ていることを示した（Eur J Cell Biol 2003）。
同時に、共焦点レーザー顕微鏡を用いた in vivo 
の解析において、機械的伸展刺激によって、軟
骨細胞にアクチンフィラメントによるストレス
ファイバーが形成され、細胞分化が抑制される
ことも示してきた。報告者らは、これらの in 
vivo の実験結果を踏まえて、in vitro におい
て高密度培養による軟骨細胞分化系に対する機
械的刺激負荷装置を開発し (Eur J Cell Biol 
2005、J Biotechnol 2007)、軟骨細胞の機械的
刺激応答の分子メカニズムを検討した。これら
の研究によりインテグリンを介した細胞と細胞
外基質の接着が機械的刺激の伝達に必須である
ことを示した（Eur J Cell Biol 2005）。 
 
これらの検討から、軟骨組織を構成する細胞集
団としての軟骨細胞の機械的刺激に対する応答
能やその分子メカニズムについては解明が進ん
できた。しかしながら、単一の軟骨細胞が、方
向性のある機械的刺激に対して、方向特異的に
応答するメカニズムについてはわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 
 GFP 融合 ERK タンパクを安定して発現する
ATDC5 細胞株を確立し、新たに開発するタイム
ラプス顕微鏡システム上で使用可能な機械的刺
激負荷装置を用いて、ERK の活性化をリアルタ
イムで解析することにより、軟骨前駆細胞にお
ける機械的刺激応答の分子メカニズムを解明す
る。 
 
３．研究の方法 
 
(1) GFP 融合タンパク発現ベクターの作製 
 ERK1 および ERK2 遺伝子の cDNA 全長 PCR 法

を用いて増幅、pcDNA 6.2/EmGFP/TOPO ベクタ
ーへ挿入し、GFP 融合 ERK(ERK-GFP)タンパク
の発現ベクターを作製した。 
 
(2) ERK-GFP 安定発現 ATDC5 細胞の作製 
 理化学研究所より前駆軟骨細胞株である
ATDC5 細胞を入手し、10%ウシ胎仔血清(FBS)
を含む DMEM/F12 の混合培地を用いて 5%CO2
下 に て 培 養 を 行 っ た 。 Lipofectamine 
LTX(Invitrogen 社)を用いて前述の発現ベク
ターを ATDC5 にトランスフェクションし、ブ
ラストサイジン存在下で培養することによ
り ERK-GFP 安定発現株を得た。 
 
(3) 細胞への機械的刺激の負荷 
 樹立した細胞をガラスベースディッシュ
（IWAKI 社）へ播種し、観察前には非 CO2 供
給下における細胞増殖に適した Leibobitz’s 
L-15 培地(Invitrogen 社)への交換を行った。 
マイクロマニピュレータとガラスピペット
を用いて機械的刺激を負荷し（図１）、蛍光
顕微鏡下にてタイムラプス観察に供した。 
 

 
４．研究成果 
 
 マイクロマニピュレータによる刺激開始
直後より ERK-GFP の核移行が認められ、ま
た、細胞形態にも若干の変形が認められた 
（図２）。 

図 1：機械的刺激負荷装置 

刺激前       刺激後 

図２：機械的刺激前と刺激後における蛍光顕微

鏡像と位相差顕微鏡像。ERK-GFP の核移行と若

干の細胞形態の変形が認められる（矢印） 



 
 続いて、ERK-GFP の細胞内動態を経時的に解
析したところ、刺激開始直後より核移行が観察
され、約 40 秒後には細胞質における ERK-GFP
はほとんど検出されなくなった（図３）。 

 
 この ERK-GFP 核移行の経時的変化について蛍
光強度による解析を行った結果、刺激負荷直後
より核の蛍光強度の増加が認められた（図４）。 
 

 
 これまでの我々の研究では、軟骨細胞の分化
は機械的刺激により抑制され、この細胞内情報
伝達系における ERK と細胞－細胞外基質間接着
が関与している可能性を示してきた。本研究の
機械的刺激負荷システムにおいて 1 細胞内での
動態を可視化することに成功した。さらに刺激
負荷により引き起こされる ERK の活性化はきわ
めて即時的な反応であることを示した。細胞形
態が変化することにより、インテグリンなどの
細胞外基質の接着因子のシグナルを介して ERK
の活性化が起こっていることが示唆された（図
５）。 
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