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研究成果の概要（和文）： 
運動器の中では、骨と骨格筋をリンクする腱、そして骨と骨をリンクする靱帯にとって、機械
的刺激はその機能を維持するために重要な役割を担っているとされている。しかし、腱・靭帯
由来の線維芽細胞に関するメカニカルストレスと細胞機能の関係についての報告は、いずれも
２次元の培養環境で単一方向へメカニカルストレスを加え評価されたものであり、実際の生体
内環境を模倣するには至っていない。生体内の腱・靭帯には３次元の組織に長軸方向のみなら
ず、回転方向にもストレスが加わっている。我々は２次元のメカニカルストレスと３次元のメ
カニカルストレスでは、それぞれに対する細胞応答は異なるという仮説を立て、腱・靱帯の線
維芽細胞におけるメカニカルストレスの効果を３次元培養環境下で様々な複合的な機械刺激の
下で分子生物学的な解明を行った。その結果、３次元で負荷を加えると Collagen Type I, III, 
Fibromodulin の mRNA の発現が有意に高く、DNA 量も 2 次元でのメカニカルストレス群に
比べ有意に多かった。また細胞増殖能の検討でも両方向の負荷を同時に加えた群で最も高かっ
た。  
 
研究成果の概要（英文）： 
Tissue engineering techniques using biodegradable three-dimensional (3D) scaffolds with cultured cells 
offer more potential alternatives for the treatment of severe ligament and tendon injuries. In tissue 
engineering, one of the crucial roles of 3D scaffolds is to provide a temporary template with the 
biomechanical characteristics of the native extracellular matrix (ECM) until the regenerated tissue 
matures. The purpose of the present study was to assess the effect of various cyclic mechanical stresses 
on cell proliferation and ECM production in a 3D scaffold made from chitosan and hyaluronan for 
ligament and tendon tissue engineering.  
Multidimensional cyclic mechanical strain to mimic the physiological condition in vivo has the potential 
to improve or accelerate tissue regeneration in ligament and tendon tissue engineering using 3D scaffolds 
in vitro. 
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１．研究開始当初の背景 
生体に存在する細胞はその一生を通じ何ら
かのメカニカルストレスや荷重にさらされ
ている。これまで、機械的刺激と細胞の相互
作用が生体内の様々な組織や器官の維持や
機能に関わっていることが広く認められて
きた。研究代表者は「生体軟組織のリモデリ
ング」の研究で、腱・靭帯の形態や強度も、
そこにかかる力学的負荷に応じて変化する
ことを初めて定量的に評価し報告した（たと
えば、Journal of Orthopaedic Research 誌および
American Journal of Sports Medicine 誌
<”Excellence in research award paper: 
Deterioration of Mechanical Properties of the 
Autograft in Controlled Stress-shielded 
Augmentation Procedures-An Experimental 
Study with Rabbit Patellar 
Tendon-“22,821-829(1994)>などの報文として
発表済み）。また、研究分担者との共同研究
で、様々な機械的刺激が細胞代謝を調節する
上で重要な役割を果たしており、動脈硬化や
変形性関節症、骨粗鬆症などに大きく関わる
ことが明らかになってきた(2006 研究業績)。
さらに正常および損傷靭帯、再建靭帯の力学
的強度およびこれらの組織に見られる細胞
外基質（細胞外マトリックス）やサイトカイ
ン分子の mRNA の発現に関する基礎データ
の蓄積を既に構築してきた実績がある。また
この変化にはオステオポンチンが深く関与
していることも明らかにした(2007 研究業
績)。運動器の中では、骨と骨格筋をリンクす
る腱、そして骨と骨をリンクする靱帯にとっ
て、機械的刺激はその機能を維持するために
重要な役割を担っているとされている。しか
し、腱・靭帯由来の線維芽細胞に関するメカ
ニカルストレスと細胞機能の関係について
の報告は、いずれも２次元の培養環境で単一
方向へメカニカルストレスを加え評価され
たものであり、実際の生体内環境を模倣する
には至っていない。生体内の腱・靭帯には３
次元の組織に長軸方向のみならず、回転方向
にもストレスが加わっている。そのため、よ
り生体に近い３次元培養系を確立し、複合的
なメカニカルストレスを加えた時の細胞応
答の研究が望まれる。 
 
 
２．研究の目的 
我々は２次元のメカニカルストレスと３次
元のメカニカルストレスでは、それぞれに対
する細胞応答は異なるという仮説を立てた。
本研究では腱・靱帯の線維芽細胞におけるメ

カニカルストレスの効果を３次元培養環境
下で様々な複合的な機械刺激の下で分子生
物学的な解明を通して行い、運動器疾患の治
療に結びつけていくことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
腱・靱帯由来線維芽細胞におけるメカニカル
ストレスの研究は、そのほとんどが平面培養
上、あるいは単一方向に力学的負荷をかける
といった手法が取られている。しかし、生体
内では３次元的に構築されたコラーゲンマ
トリックス中に細胞は存在し、様々な方向か
ら力学的ストレスを受けている。そのため、
未だ生体内環境を模倣する実験には達して
おらす、腱・靱帯の損傷治癒過程とメカニカ
ルストレスの関係を解明することは大きな
課題となっていた。そこで我々は、長軸方向
のみならず回転方向にもメカニカルストレ
スを３次元培養中の細胞に負荷できる装置
（バイオリアクター、下図）を独自に開発す
ることで、これらの欠点を補うことが可能に
なると考えた。 

 
この装置を用いて、様々な力学的ストレスが
引き起こす組織へのリモデリングあるいは
退行変性などなどの現症を評価しその理由
を分子生物学的手法を用いて解析する。具体

  

3D matrix 



的には器官培養中の組織変化を HE 染色、組
織免疫学的染色を行い組織の評価を行う。ま
た、分子生物学手法を用いて組織中の Type I, 
III collagen の構成変化、その他プロテオグ
リカン含有量の変化、各種 MMP の発現量な
どを定量評価し検討する。 
 
 
４．研究成果 
３次元ストレッチ装置を作成し器官培養系
を確立した。具体的にはキトサン・ヒアルロ
ン酸ハイブリッド繊維に腱由来の線維芽培
養を播種し、２週間静地培養したものをコン
トロールとし、細胞を播種後１週間静地培養
の後、１週間メカニカルストレスを加え培養
したものと比較検討した。メカニカルストレ
スは３次元基材を長軸方向に 5%の strain を
負荷した群、90°rotation を負荷した群、両
方向の負荷を同時に加えた群とした。それぞ
れ 0.5Hz で 16 時間連続荷重負荷を加え、そ
の後 8時間静止させた。このサイクルを１週
間継続した。各群における細胞外基質産生能
を Real-Time RT-PCR 法を用いて Collagen 
Type I, III, Decolin, Fibromodulin, 
Biglycan について検討した結果、コントロー
ルと比較し、両方向同時負荷群では Collagen 
Type I, III, Fibromodulin の mRNA の発現が
有意に高かった(p<0.001)。長軸方向負荷群、
回転方向負荷群では Collagen Type I, III
の発現が有意に低かった (p<0.05)。さらに
DNA の定量を行った結果、両方向の負荷を同
時に加えた群で DNA 量が 2次元でのメカニカ
ルストレス群に比べ有意に多かった。また細
胞増殖能の検討でも両方向の負荷を同時に
加えた群で最も高かった。   
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