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研究成果の概要（和文）：矯正治療における歯の移動において重要なメカノセンサーとして考え

られている骨細胞が形成する細胞性ネットワークの役割はいまだ解明されていない。そこで、

我々はナノパターニング法を用いて、骨細胞ネットワークの形成を人為的に制御し、微少培養

液循環装置を用いて機械的刺激を受けた骨細胞の応答を検討した。 
 
研究成果の概要（英文）：Osteocyte in bone are thought to be mechanosensory cells. They 
form cellular network. However, the role of osteocyte network is not well known. We 
employed the nano-patterning method to form artificially-formed osteocyte network and 
applied mechanical stress with fluid shear stress in micro-fluid flow chamber.  
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１．研究開始当初の背景 
骨細胞は骨組織においてもっとも多く存在す

る細胞であり、骨の量、構造を制御する主た

る細胞であると考えられている。骨細胞の特

徴は、多数の突起で構成された細胞同士のネ

ットワークであるが、このネットワークによ

り外的環境の変化に対して統合・同期した反

応を行うことができると考えられている。し

かしながら、骨細胞は周囲を固い骨組織で囲

まれていることから、機能的解析のアプロー

チには障壁があり、骨細胞の機械的刺激に、

ネットワークが如何に関与しているかを検討

することは困難であった。申請者は、先に、

ニワトリ胚頭蓋骨から骨系細胞を単離し、こ

の初代培養系に流体剪断応力を負荷し、骨系

細胞の機械的応答能を比較した。骨細胞はメ
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カノセンサーとしての主たる細胞であると考

えられていることから、優位な感受性を期待

したが、予想に反して単一細胞(ネットワーク

を形成していない細胞)の状態では、骨細胞は

骨芽細胞に比べ流体剪断応力に対する感受性

が著しく低かった。そこで、ネットワーク形

成と細胞の外的刺激感受性になんらかの関係

があると考えた 
 
２．研究の目的 
矯正治療における歯の移動において重要なメ

カノセンサーとして考えられている骨細胞が

形成する細胞性ネットワークの役割はいまだ

解明されていない。そこで、我々はナノパタ

ーニング法を用いて、ネットワークの形成を

人為的に制御された骨細胞のメカニカル応答

の変化を検討した。 

 
３．研究の方法 
ナノパターニングにより、まず、細胞を完全

にシングルな状態から徐々にネットワークを

広げていくように培養ガラス上での細胞接着

様式を変えていく。そして、流体剪断応力を

負荷することによって、骨細胞の機械的刺激

への応答能の変化を追跡する。 
 
４．研究成果 

パターニングを行うための、装置の開発なら

びにその装置により実際に細胞が配列し、長

期の培養が可能かどうかを検討した。まず、

パターニングの鋳型から光重合樹脂を使用

したフォトリソグラフィを用いて作成し、

PDMS を流し込み、パターニングのためのスタ

ンプを作成した。作成したスタンプには細胞

接着基質であるフィブロネクチンを付着さ

せ、細胞培養をおこなうガラスに印記した。

まず、パイロットスタディとして、骨芽細胞

株 MC3T3-E1を用いて、付着の検討を行った。

そして、骨細胞は従来の我々の方法に従って

ニワトリ胚頭蓋骨より単離した。培養開始３

０分で骨が細胞ならびに骨細胞の付着を確

認し、フィブロネクチンコーティングしてい

ない領域の細胞は、洗い流した。そうするこ

とによって、骨芽細胞ならびに骨細胞のパタ

ーニングが確認でした。細胞のネットワーク

を 35 マイクロメートル四方から、10 マイク

ロメートル四方までのものを規則正しく整

列させたることができた。そして、より安定

して、細胞に流体剪断応力を負荷するために

パターニングに用いた PDMS を用いて、マイ

クロ流路を作製し、作製された骨細胞ネット

ワークに流体剪断応力をかけるための装置

を新たに開発した。この装置により、細胞に

0.8 から 3.0 パスカルの流体剪断応力を負荷

することができ、同時に長期に細胞を培養す

ることができた。長期に培養された骨芽細胞

ならびに骨細胞は培養１０日目で石灰化が

みられた。これは、機械的刺激を用いないコ

ントロール群に比べて有意に早かった。 
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