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研究成果の概要（和文）：本研究では，高重力を力学的な刺激とした平滑筋細胞の表現型変化誘導および細胞の
高重力環境感知に対する細胞骨格構造の役割を検討した．コラーゲンゲル基質中で三次元培養した平滑筋細胞
に，遠心分離に伴う高重力を負荷した結果，通常の培養状態に比べて生理的な状態に近い収縮型へと表現型変化
傾向が認められた．また高重力負荷に伴い，平滑筋細胞の細胞骨格張力変化を示す結果が得られ，高重力感知お
よび応答メカニズムへの細胞骨格張力変化の関与が考えられた．

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated phenotypic changes in smooth muscle cells 
induced by hypergravity as a mechanical stimulus and examined the role of cytoskeletal structure in 
the cellular sensing of the hypergravity environment. Our findings showed that centrifugal 
hypergravity stimulation induces a phenotypic shift of smooth muscle cells cultured in a 
three-dimensional collagen gel matrix from a synthetic phenotype to a physiological contractile 
state. We also observed that cytoskeletal tensions of smooth muscle cells were increased by the 
application of hypergravity. The results suggest that changes in cytoskeletal tension may play a 
role in how cells sense and respond to hypergravity. 

研究分野： メカノバイオロジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
力学刺激による細胞の表現型変化・分化誘導は，生体生理機能や疾患発症メカニズムの理解のみならず，再生医
工学技術開発などの応用の観点からも高い関心を集めている．高い重力環境も力学刺激として細胞に影響を及ぼ
す可能性が考えられるものの，その詳細は明らかになっていなかった．本研究成果は，遠心分離に伴う高重力環
境が三次元培養した細胞に力学刺激として作用すること，また表現型変化を誘導できる可能性を示しており，重
力感知に関する基礎的な知見のみならず，高重力を利用した技術開発へと寄与すると考えられる． 

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生体内において細胞は体液の流れや組織の変形に伴う伸展など力学刺激を感知し，機能や形
状（表現型）の変化を示す．幹細胞や iPS細胞など未分化細胞が，異なる細胞種へと変化する分
化に対しても力学刺激は大きく影響する．力学刺激による細胞の表現型変化・分化誘導は，生体
生理機能や疾患発症メカニズムの理解のみならず，再生医工学技術開発などの応用の観点から
も高い関心を集めている． 
我々に常に作用する重力も力学刺激の一つである．細胞が重力変化を感知することは示唆さ
れているものの，重力変化感知機構や応答に関して未解明な点は非常に多い．申請者らはコラー
ゲンゲル基質中で三次元的に培養した細胞に対して，遠心分離に伴う高重力を負荷したところ
細胞形質の変化傾向を見出している．一方で，培養作業に必ず伴う浮遊細胞の遠心分離ではこの
形質変化は確認されていない．ゲル基質中と浮遊状態では細胞形状だけでなく，細胞内構造に加
え，細胞内密度差にも違いが生じる．このような培養環境変化に伴う要因が高重力に対する感受
性の違いをもたらす可能性が考えられる．  
 
２．研究の目的 
本研究では，培養環境によって変化する細胞内構造の役割に注目した細胞の重力変化感知機
構の解明を目指すとともに，高重力を刺激とする細胞表現型変化・分化誘導の可能性を探索する． 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養およびコラーゲンゲル培養 
実験にはヒト大動脈平滑筋細胞（Human Aortic Smooth Muscle Cells; HASMC）を用いた．培養
液には 20%v/v のウシ胎仔血清，10 ng/mL の塩基性線維芽細胞増殖因子および 1 unit/mL の
penicillin-streptomycin を含んだ Medium199 を使用した．フラスコまたは組織培養ディッシュに
細胞を播種する際には， 0.1 mg/mL の I 型コラーゲン溶液で予め培養面にコーティングを施し
た． 
細胞の三次元培養法として先行研究と同様の手法を用い[1]，平滑筋細胞を含むコラーゲンゲ
ル組織を作製した．5 mg/mLの I型コラーゲン溶液，10 倍濃度MEM-α，再構成緩衝液（0.05 mol/L 
NaOH，200 mmol/L HEPES，0.26 mol/L NaHCO3, pH8.6）を 8:1:1の割合で混合し，フラスコから
継代した細胞数 300,000 cells/mLの平滑筋細胞を懸濁した．細胞培養ディッシュに懸濁液を流し
込み全体に広げ，37℃で 30 分間培養することでコラーゲンゲル溶液をゲル化させた．その後
M199培養液を加え 3 日間培養した． 
 
（２）高重力負荷 
先行研究と同様に[1]，細胞培養ディッシュ内の培養液を取り除き，ポリカーボネート製メン

ブレンフィルタおよびシリコーン製圧縮プレート（直径 38 mm，厚さ 1 mm）をゲル化したコラ
ーゲンゲル上に設置した．プレート遠心機に細胞培養ディッシュを設置し，相対遠心加速度 1,000 
Gで遠心分離を 10分間行った．遠心分離後，メンブレンフィルタおよび圧縮プレートをコラー
ゲン組織上から取り除き，M199培養液を加えて培養した．比較として，遠心分離せずに静置培
養した非圧縮コラーゲンゲル組織も作製した．2～3 日毎に培養液を交換した． 
 
（３）細胞蛍光染色 
高重力負荷後，平滑筋 α アクチンまたはリン酸化ミオシン軽鎖の免疫蛍光染色を行った．4% 

パラホルムアルデヒドを加え 4℃で一晩固定した後，それぞれの 1次抗体を 1 時間，続いて蛍光
色素標識された 2次抗体を 1 時間，それぞれ加え室温で培養した．PBSで洗浄した後，1 µg/mL
の Hoechst3334および Alexa Flour 546 標識 Phalloidinを加えて 15分間静置した．最後に PBSで
洗浄した後，褪色防止用封入材を用いてスライドガラスに封入し，共焦点顕微鏡上で観察した． 

 
（４）リアルタイム PCR 
コラーゲンゲル中の平滑筋細胞から専用キットを用いて総 RNA を抽出した．得られた RNA
から逆転写反応産物 cDNAを精製した後，リアルタイム PCRを実施した．対象とする mRNA発
現量を内部標準 GAPDH 遺伝子の mRNA 発現量によって正規化し，相対的な mRNA 発現量を
∆∆Ct法により算出した． 
 
４．研究成果 
（１）高重力負荷による平滑筋細胞の表現型変化 
コラーゲンゲル基質中に包埋した平滑筋細胞に対して，遠心分離機を用いて高重力を負荷し
た後，calcein-AMで染色し細胞生存評価を行った．通常重力環境で静置培養した細胞と比べて，
細胞の生存率には高重力負荷の影響は見られなかった．高重力負荷直後に，細胞骨格であるアク



チンフィラメントの蛍光染色観察を行
った結果，通常重力環境で培養した細
胞と比較して，細胞骨格構造に顕著は
変化は見られなかった．一方で，遠心
分離による高重力を負荷した後，通常
重力環境で 5 日間培養した結果，収縮
型平滑筋細胞マーカーの一つ平滑筋 α
アクチンで構成されたアクチンフィラ
メント線維の増加傾向が認められた
（図１）．遠心せず通常重力環境で 5 日
間静置培養した平滑筋細胞には α アク
チン線維は観察されなかった．またリ
アルタイムPCR法に遺伝子発現を調べ
た結果，静置培養群に比べ，平滑筋 α ア
クチンに加えて収縮型平滑筋細胞マー
カーである平滑筋ミオシン重鎖の発現
量の増加を確認した．これらの結果か
らコラーゲンゲル中で三次元培養した
平滑筋細胞に高重力を負荷すること
で，平滑筋細胞表現型を収縮型へ誘導
できる可能性を示唆された． 
 
（２）高重力負荷による 細胞骨格張
力変化 
高重力負荷がアクチンフィラメント構造張力に及ぼす影響を明らかにするため，張力発生指

標となるアクチンフィラメント構造構成タンパク質ミオシン軽鎖リン酸化を免疫蛍光染色法に
より調べた．その結果，コラーゲンゲル中の平滑筋細胞において，高重力負荷直後にリン酸化ミ
オシンが認められ，負荷後 60分後まで通常重力環境で静置培養した細胞でもリン酸化状態が確
認された（図２）． 
また比較として，二次元平面基質に培養した細胞への高重力負荷を行った．カバーガラス上に
培養した平滑筋細胞に対してプレート遠心分離機を用い，通常培養状態での重力方向である細
胞下向きに高重力を 10分間にわたって負荷した．その結果，通常重力環境で培養した細胞と比
較して，顕著なミオシンのリン酸化は認められなかった．これら結果は高重力負荷によるアクチ
ンフィラメント張力上昇を示唆しており，高重力感知および応答メカニズムにおいてアクチン
フィラメントの関与が考えられた． 

 
（３）高重力負荷によるアスト
ロサイトの遺伝子発現変化 
異なる細胞種への高重力負
荷の影響を検討するため，コラ
ーゲンゲル基質中に包埋培養
したアストロサイトに対して
遠心分離による高重力負荷を
行った．アストロサイトの特異
的マーカーであるグリア線維
性酸性タンパク質 GFAP 発現
をリアルタイム PCR 法により
調べた結果，高重力負荷による
発現減少傾向が確認された．こ
の結果は，アストロサイトの表
現型変化を示唆するものであ
り[2]，平滑筋細胞とは異なる
種の細胞表現型に対しても高
重力負荷が影響を及ぼす可能
性が考えられた． 

 
＜引用文献＞ 
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図１ 平滑筋細胞の蛍光顕微鏡画像（赤：アクチン
フィラメント，緑，平滑筋αアクチン，シア
ン；細胞核）．バーは50 µmを示す． 
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図２ コラーゲンゲル中の平滑筋細胞の蛍光顕微鏡画
像（緑，リン酸化ミオシン，赤：アクチンフィラ
メント，シアン；細胞核）．バーは50 µm． 
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