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研究成果の概要（和文）：各種の3次元培養法は、細胞基盤の体積が増すほど循環が不足するので、動力学的要素が必
要となる。我々は最も単純に重力を力学刺激として応用する目的で培養皿を反転する反重力法を考案しその装置を発明
した。本装置内によれば市販35 mm培養皿上で細胞を通常の正重力方向とそれを反転した反重力方向とで、形態学的、
生化学的に比較分析できる。また、あらゆる3次元細胞基盤にも適用できる。該当年度では、骨原細胞MC-3T3 E1および
がん細胞MG63を用いた。その結果、反重力下では形態的な特性あるパターン形成のみならず、アクチンおよび、コラー
ゲンがRNAレベルで、正重力下の１０～２０倍以上に増大することを確認できた。

研究成果の概要（英文）：We report here a new invention of an anti-gravity device for cell culture, in that
 we can invert the position of conventional culture dishes up-side-down in the culture medium. Also, we ca
n rotate the 3D scaffolds of any kind in culture medium by this device. Our hypothesis is: if we change th
e direction of gravitational force on cell systematically, we can eventually detect the effects of gravity
 on the behaviors of cells. In this paper we described the details of the structures and concept of anti-g
ravitational device, and also some of the preliminary results of application of the device for osteoblasts
 MC-3T3 E1 and cancer cells MG 63. Results included remarkable morphological changes of the cells  under t
he anti-gravitational environment, with 10-20 times higher RNA values of actin and collagen, indicating to
tal rearrangement of cyto-skeletons and protein productions. 
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１． 研究開始当初の背景 

（１）我々が提案してきた「最適空間理論」

によれば、各種の細胞は、生体外で増殖分化

するためには、それぞれ最適の幾何学的構造

と、特定の最適空間を必要とする。骨芽細胞

においては、直径 0.3～0.4 mm の空間の広が

りが必要であることを我々は既に証明した。

空間の形はトンネル、あるいはチャンバー型

の空間が極めて効率的であったが、一方、太

さ 50-80ミクロンのチタン微細繊維の不織布

（チタンウエブ、以下 TW）が形作る繊維間

空間も重要である。なぜなら、チタンは唯一

の骨伝導性金属として広く臨床応用されて

いるからである。このようにして、トンネル

型βＴＣＰ（Nano Biomedicine 2009 1(2), 

85-94, 2009）の内部に、顕著な血管新生と、

それに伴い骨新生を示してきた（第 27 回日

本骨代謝学会抄録 202 頁 2009 年）。トンネル

に全方向性を与えた「ランダム・トンネル型」

はさらに骨形成の効率がよい。一方、ポリウ

レタンフォームをレプリカとしたセラミッ

ク「チャンバー型スカフォールド」（第 42 回

結合組織学会・第 57 回マトリックス研究会

抄録 74 頁 2010 年）、そして TW での骨形

成効率が良いことも、動物実験で実証してき

た。 

（２）しかしながら、これらの３次元スキャ

フォールドを培養細胞に基盤に利用する際

には、基盤が大きくなる程、培地の還流効率

は低下するので、そこには動力学的要素が必

要である事がわかった。その目的で、最も簡

単に、重力を動力学刺激負荷に応用する「反

重力」装置の発明し、上記の３次元スキャフ

ォールと組み合わせて、より生体に近い培養

系で骨芽細胞を培養する計画を樹立した。 
２． 研究の目的 

(1)平板上に静置させて細胞を育てるという

従来の培養方法では、幹細胞など若い細胞

（ES 細胞、骨芽細胞の前駆細胞を含む）を

育て再生医に応用するには十分ではない。な

ぜなら、これらの細胞は、強力な分化・増殖

能をもつため、生体により近い立体的環境と

動力学要素を必要とするからである。応募者

はこの点に早くから気づき、これまで 10 種

類以上の立体的細胞基盤（人工立体マトリッ

クス）を開発してきたが、これらのマトリッ

クスでの細胞育成には動力学刺激が必須で

あった。 

（２）そこで、今回、新しく反重力培養装置

を開発したので、これによって自らが開発し

たチタン不織布である TW、ならびにトンネ

ル型に並びにチャンバー型の細胞基盤に動

力学刺激を加え、骨芽細胞の骨形成能の増強

を検証することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)直径 35mm の市販培養皿に細胞を播

種・定着後、皿ごと 180 度反転させて重

力方向を反転させる、いわゆる「久保木

式・反重力培養装置」を用いて培養を行

う。既に試作装置にて反重力培養の方が

従来型の正重力培養よりも、骨芽細胞

MC3T3-E1 の増殖効率が高いことを確認

しているので、今研究年度内には骨髄由

来幹細胞も加えて、骨形成関連分子、接

着分子、細胞骨格分子の遺伝子発現を経

時的に追究する。そのために「反重力培

養装置」の改良型を製作する（豊田電子

工機製作所）。本装置によって培養して

得た細胞からＲＮＡを抽出して分析す

る。分析結果を総合して、重力が、骨芽

細胞の分化と増殖にどのように関連し

ているかを明らかにする。 

(2)さらに、最初に集中して行う「静止

型」の反重力装置のほかに、重力の方向

を回転によって変動させる「変動重力型



」を用いた実験に集中する。変動型装置

はとくに、還流効果が加わるので３Ｄ細

胞基盤に顕著な効果を示すことを既に

確認している。そこで申請者開発の「ラ

ンダム・トンネル」および「チャンバー

型」に加えて、「チタン不織布、TW」も

重点的に用いて３Ｄ培養基盤で培養を

行い、増殖・分化に最適の回転速度、回

転方法を検討する。用いる細胞について

は、E1細胞の他に骨肉腫由来MG63細胞並

びに市販のマウスＥＳ細胞について、変

動型装置を用いて得られた結果を取り

まとめ、成果の発表を行う。 

 

４．研究成果 

(1) ３次元支持体TWでの反重力培養に関し

顕著な予想以上の成果を得た。MC3T3 細胞

を直接 3次元細胞支持体であるTW内に播種

し、チタンメッシュ製の保持装置に挟んで

1/4(90 度)交互連続回転をかけた結果、非回転

の対照に比較して細胞増殖の増大のみなら

ず、コラーゲン産生が 3.2 倍に増大した。こ

の機構を追求すべくTWと蛋白との反応を分

析した結果、リン酸を含む蛋白一般がチタン

と結合するという画期的な現象を発見した。

骨の特徴的成分であるリン蛋白もチタンに

結合するので、骨リン蛋白をコートした TW

をラット頭骸骨に埋植すると、非コート対照

よりも遥かに高い骨量を形成した。この発見

の重要性に鑑み、TW とリン蛋白複合体の反

重力効果を、期間延長して研究続行するにし

た。 

培養皿に静止状態での反重力効果は、まず

形態的に認めることができた。すなわち骨原

細胞 MC3T3 E1 細胞において、天井位置に

ある反重力下の細胞群（以下、天井細胞）は、

列をなして盛り上がって増殖し、「堤防

(bank)」を作り、その堤防状構造物が「うね

り」を形成するほか、円を作り「池」の土手

状の構造を形成する傾向を示した。ガン細胞

MG63 では「堤防」と「池」がいっそう顕著

にあらわれた。これは、がん細胞が正常細胞

よりも、接着能に劣ることに由来すると推定

される。E1 細胞の RNA のリアルタイム測定

の結果、細胞骨格であるアクチンが、天井細

胞では、床細胞の 20 倍に増大したことは、

反重力下においては、天井から脱落に抵抗し

て、アクチン線維の細胞骨格がより活発に作

動するためと推定される。 

(2) また、MC3T3 E1 細胞培養皿の天地回転

を続けた際、興味深い点は、天地を一方向に

連続回転した場合と、1/4(90 度)交互連続回転

した場合とを比較したところ、後者の増殖が、

2 倍に増大したことである。交互回転効果の

発見は明瞭であり実用性がきわめて高いと

考えられる。 
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名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
取得年月日： 
国内外の別：  
 
〔その他〕 
ホームページ等 
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北海道大学・名誉教授 
研究者番号：00014001 
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