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研究成果の概要（和文）：効率的な組織再生を行うために、3次元培養組織に機械刺激を加える
ことができるシステムの開発を行った。独自に開発した自己集合性ペプチドゲルおよび伸展培
養容器を組み合わせたシステムを用い、3次元培養したマウス筋芽細胞に伸展刺激を加えたとこ
ろ、細胞内ERKのリン酸化や細胞増殖率の向上が確認された。これらの結果から、本システム
が3次元培養細胞に機械刺激を与え、増殖などを制御できることが証明された。 
 
研究成果の概要（英文）：For effective tissue regeneration, we have developed a three 
dimensional cell culture system capable of mechanical cell stimulation. The degree of ERK 
phosphorylation and the cell proliferation ratio of three dimensionally cultured mouse 
skeletal muscle cells were improved by stretch stimulations in a system composed of newly 
developed self-assembling peptide gel and stretch chamber. These results demonstrated 
that the three dimensional stretch cell culture system was able to transmit mechanical 
stimulation to the cell and control its behaviors such as cell proliferation.  
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１．研究開始当初の背景 
再生医療では細胞が立体的な組織へと成長

するためのスキャフォールドが必要である。
近年、機械刺激によって細胞の増殖や分化を
促進できることが明らかとなり、その応用と
して、スキャフォールドを伸展・圧縮し、内
部の細胞を機械的に刺激する研究がなされる
ようになった。 
代表的なスキャフォールドであるコラーゲ

ンは高い生体適合性と力学的強度を併せ持ち、
上述の用途に適している。しかし、動物由来
で多くの増殖因子を含むため、それらの細胞
への影響を無視できない。また未知の感染症
の危険性が否定できず、実際のヒトでの使用

には問題があった。 
 
２．研究の目的 
上記の問題点を克服するため、我々はコラ

ーゲンに代わる動物由来成分を含まないスキ
ャフォールドとして、自己集合性ペプチドゲ
ルを開発した。これまでに基本的な生体適合
性を確認しており、また予備実験によって、
自己集合性ペプチドゲルをストレッチすると
内部の細胞もストレッチ刺激を受けることが
分かっている。そこで、本研究では我々が新
規開発した自己集合性ペプチドゲルをスキ
ャフォールドとした 3次元培養ストレッチシ
ステムを開発し、ストレッチ刺激の条件を最



適化することにより、より生体に近い組織へ
と成長させることができるかを明らかにす
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

（１）新規 3次元培養ストレッチシステムの
開発：従来はシリコン製の培養器内に取り付
けた発泡ＰＤＭＳシートの上に自己集合性
ペプチドゲルを乗せ、シートを伸展させるこ
とでその上にあるゲルに伸展刺激を与えた。
しかし、同手法ではゲル全体を均一に伸展さ
せることができないため、改良型として、発
泡ＰＤＭＳシートを垂直に２枚ならべ、その
間に一定容量のゲルを挟む構造の伸展容器
を作製した。本伸展容器及び自己集合性ペプ
チドゲルスキャフォールドを用いたシステ
ムがストレッチシステムとして運用可能で
あることを確かめるため、ゲルの伸展に伴っ
て内部の細胞が伸展できる、内部細胞の ERK
などのリン酸化が亢進することをウエスタ
ンブロットで確認した。 

 
（２）伸展による細胞の増殖のコントロー
ル：マウス筋芽細胞は２次元培養において、
周期的な伸展刺激を加えると細胞が増殖す
ることが報告されている。そこで、自己集合
性ペプチドゲル内で３次元培養したマウス
筋芽細胞に周期的な伸展刺激{伸展パター
ン：0%→10%（4.5 秒/%）、伸展率 10%で 5 分
間維持、10%→0%（4.5 秒/%）、伸展率 0%を 5
分間保持→再び伸展開始}加えることで細胞
増殖を促進可能であるかを確認した。 
 
（３）伸展容器・ゲル容量の最適化 
伸展容器についてゲルを挟み込むための発砲
PDMSシートと、よりばらつきなく作成できる
鋳型を用いて作成したPDMSシート（縦x横x高
さ=20x1x2mm、側面にφ=1.2mmの穴x8）につい
て、ゲルの伸展の確実性（安定して伸展が可
能かどうか？ 伸展によってゲルが脱離しな
いかどうか？ ）を確認し、さらに安定した
伸展のための細胞／ゲルの適切な量を検討し
た。 
 
４．研究成果 
（１）主な成果 
①発泡 PDMS シートを用いた伸展容器内で、
自己集合性ペプチドを用いて 3次元培養を行
ったマウス筋芽細胞（C2C12 細胞）は経時的
に増殖することが確認され、本３次元培養シ
ステムによって細胞培養が可能であること
が確認された。 
 
 
 

 
 
 
②①と同様に培養された C2C12細胞について、
伸展装置ごと伸展を実施した。顕微鏡観察に
より、伸展装置の伸展に伴って、内部の細胞
が伸展され細胞間の間隔の増大も認められ
た。これにより、伸展培養＋自己集合性ペプ
チドゲルによる伸展培養システムによって、
ゲル内部で培養する細胞を伸展可能である

ことが確認された。 
 
 
③①と同様に培養されたC2C12細胞について、
伸展率10%で5分間の伸展を加えたところ、細
胞内ERKのリン酸化の向上が確認された。これ
により、本伸展培養システムを用いて、実際
にゲル内部の細胞に伸展（＝機械刺激）を伝
達し、さらにその刺激によって細胞の機能活
性化を促すことが可能であることが確認され
た。 

図１ 自己集合性ペプチドゲル内での３次
元培養。ゲル内細胞（ラット筋芽細胞）の
Ａ）DAPI（死細胞）、B)Calcein（生細胞）
染色、および C) Merge。D) 培養０日目以
降の細胞 DNA 量の変化。 

 
図 2 ゲル内の C2C12 細胞（Calcein（生細
胞）染色。A）伸展前、B)伸展後、伸展容
器を 20%伸展させたところ、図のアスタリ
スク間の距離は 19%増加した。 



 
④鋳型を用いて作成したPDMSシート（縦x横x
高さ=20x1x2mm、側面にφ=1.2mmの穴x8）を装
着した伸展容器を用いて、8日間静置培養した
C2C12細胞について、伸展刺激{伸展パター
ン：0%→10%（4.5秒/%）、伸展率10%で5分間維
持、10%→0%（4.5秒/%）、伸展率0%を5分間保
持→再び伸展開始}を48時間にわたり、加えた
ところ、細胞の増殖率が向上した。これによ
り、伸展培養システムを用いることにより、
細胞の増殖率を制御可能であることが確認さ
れた。 
 

 
⑤伸展容器について、①発砲PDMSを用いたも
の、②鋳型を用いて作成したPDMSシートを用
いたもの、の双方について評価した。いずれ
の培養器を使用しても、マウス筋芽細胞を包
含する自己集合性ペプチドゲルに10%、5分間
の伸展刺激を加えることで細胞内ERKおよびP 

38のリン酸化が促進されることを確認した。
ただし、ゲルの脱離の発生頻度を考慮した場
合、①の培養器を用いた方がより安定した結 

図３ 伸展に伴う内部細胞の ERK リン酸化
挙動。１０％・５分間の伸展（ST）により、
伸展無し（NST）に比べてリン酸化が約３
倍亢進した。伸展効果は DMSO 添加では変
わらないが（STD）、DMSO に ERK リン酸化阻
害剤（PD98059）を加えると消失した（STP）。

果が得られた。また、用いる細胞／ゲルの混
合物の容量を90uLにすることで機械刺激を安
定して細胞に伝えることが確認された。さら
に、①の培養器を用いた培養において、伸展
率を10%から15%に拡大するとERKのリン酸化
がさらに向上する事象を確認するに至り、3
次元培養ストレッチシステムの完成度を高め
ることができた。 
 
 
従来、細胞への機械刺激についての研究は

多くなされているがそのほとんどが２次元培
養による基礎的なものであり、再生医療分野
における３次元培養において、機械刺激の応
用について検討した本研究は世界的にも類を
見ない、先駆的なものであると言える。さら
にスキャフォールドとして、これまで一般的
に用いられてきたコラーゲンやマトリゲルと
いった動物由来の材料を使わず、独自開発し
た自己集合性ペプチドを用いることで、臨床
応用への可能性を広げることができた。 
今後、本研究によって得た知見をもとに、

さらに実用的な組織再生のための機械刺激の
検討を実施し、筋芽細胞のみならず、軟骨細
胞など高齢化社会においてターゲットとなる
組織の再生について研究を行う予定である。 
なお、本研究に使用した自己集合性ペプチ

ドは商品名PanaceaGelとして、株式会社メニ
コンから市販され、
（http://menicon-lifescience.com/panacea
gel.html）、2012年5月に開催された第51回日
本生体医工学会大会において、平成23年度日
本生体医工学会 科学新聞賞・新技術開発賞
を受賞した。 

図 4 C2C12 細胞の 3次元培養に対する機械
刺激の効果（伸展率 10%、伸展保持時間 5
分） 
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