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研究成果の概要（和文）：３テーマで研究を進めた：Ａ．組織に作用する力の分布を細胞レベルで明らかにする
手法の開発では，FRET型張力センサ遺伝子の血管組織への導入を目指したが成功せず，センサを安定して発現す
る細胞をひずみゲージ細胞として組織に注入する方法を思いついた．Ｂ．幼若骨組織の力学負荷下培養系の確立
と最適構造の自発創生では，幼若鶏雛脛骨薄切片を顕微鏡下で引張りながら培養し，石灰化は引張で促進，コラ
ーゲン線維の配向方向に進行すること等が判明した．Ｃ．珪藻の形態形成に及ぼす力学刺激の影響の検討では，
アウラコセイラの成長時の伸長力の計測や培養液浸透圧と成長速度の関係から細胞内圧が200kPa以上であると見
積もった．

研究成果の概要（英文）：Three themes were studied: In A) Development of a method to clarify the 
stress distribution in a tissue at the cellular level, we aimed to introduce the FRET-type tension 
sensor gene into the vascular tissue, but was unsuccessful.  We came up with a method to inject 
sensor cells with stable expression into a tissue as a strain gauge. For B) the establishment of a 
culture system under the mechanical load of the juvenile bone tissue and the spontaneous creation of
 the optimum structure, juvenile chick tibial thin sections were cultured while being pulled under a
 microscope.  Calcification was promoted by tension, and moves toward the direction of collagen 
fibers. In C) the examination of the effect of mechanical stimuli on the morphogenesis of diatoms, 
it was clarified that the intracellular pressure may be >200 kPa from the measurement of the 
elongation force during growth of Aulacoseira and the relationship between the osmotic pressure of 
the culture medium and the growth rate.

研究分野：生体軟組織・細胞の実験バイオメカニクス
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生物のかたちづくりには力が大きく関わっており，生体組織の多くが力学的最適性を保っている．そこで「生物
のかたちづくりに力学はどのように影響しているのか，それを上手く制御して，ものづくりに結びつけることは
できないか？」という考えで研究を進めた．組織内張力分布を細胞レベルで明らかにする系の確立には失敗した
が，将来有望な方法を着想した．幼若骨を力学負荷下で培養し，最適構造を自発創生させる手法の確立に挑み，
基礎データを蓄積した．同じく珪藻を力学負荷下で培養し，被殻形成過程の詳細や細胞内圧など，基礎データの
蓄積を行った．

※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 
 生物のかたちづくりには力学が大きく関わっており，しかも，力学的な最適性を保っている場
合の多いことが明らかとなってきている．例えば，骨は最小の材料で最大の強度を達成する最適
構造を取っていることが，既に 19世紀後半にWolffにより指摘されている[1]．また，血管壁は
高血圧で肥厚するが，これは壁内の円周方向応力を一定に保つよう起こると言われているし[2]，
血管壁のヤング率に相当する増分弾性係数も生理的血圧における値が一定に保たれることが報
告されている．一方，除荷は生体組織に壊滅的な影響を与える場合のあることが知られており，
例えば，ウサギ膝蓋腱に荷重が全くかからない状態にすると引張強度は１週間で 1/2，３週間で
1/10にまで低下してしまう[3]． 
 このような力学応答を解明することは，生物が形作りに力学をどのように活用しているのか
知るという観点から材料力学的に興味深いだけでなく，医学分野のものづくり，例えば血管や靭
帯など荷重支持組織の再生を実現する上で重要である．なぜなら，上で見たように膝蓋腱のよう
な荷重支持組織が力学特性を維持するには適度な力学負荷が不可欠であり，初期再生組織に十
分な機械特性を与えるには力学刺激が必須だからである． 
 力学応答の解明は，医学分野のものづくりだけでなく工業的なものづくりにも活用できる可
能性もある．生体組織が力学的最適性を生み出す力学原理を明らかにして，それを設計に生かす
ことで最適構造物を作製するという考えはこれまでにも提案されているが，生物のかたちづく
りの機能をそのままものづくりに利用するという考え方もできる．例えば，幼若骨組織を適当な
力学環境で培養することにより，その環境に最適な形状を自己組織的に作り出させることがで
きる可能性がある．また，植物プランクトンの一種である珪藻は精妙な微細構造を水と空気と太
陽光だけから作り出している．そして最近，我々はこの構造にも力学刺激が関与していることを
見出した．従って，珪藻のかたちづくりのメカニズムとそこに与える力学刺激の影響を明らかに
することで，新たな３次元微細構造物の作製，いわばバイオマイクロマシニングとでも呼ぶべき
分野を確立できる可能性がある． 
 
 
２．研究の目的 
 生物のかたちづくりには力学が大きく関わっており，しかも，生体組織の多くが力学的な最適
性を保っていることが明らかとなってきている．そこで，「生物のかたちづくりに力学はどのよ
うに影響しているのか，また，それを上手く制御することで，ものづくりに結びつけることはで
きないか？」という考えの下，多角的に研究を進める： まず最近我々が開発した力により蛍光
の変わるタンパク質を組織内の細胞に発現させる方法を確立し，組織内の力分布を細胞レベル
で明らかにする手法を開発する．また，最近確立した鶏雛幼若骨の力学負荷培養系を用いて，幼
若骨組織に力学負荷を加えることで最適構造を自発創生させる手法の確立に挑む．そして，同じ
く最近確立した珪藻の力学負荷下培養系を利用して，力学負荷による珪藻の被殻形状の人為的
操作を試み，珪藻等の細胞に適切な力学刺激を加えることで所望の微細構造物を作らせるバイ
オマイクロマシニング技術の確立に挑戦する． 
 
 
３．研究の方法 
Ａ．組織に作用する力の分布を細胞レベルで明らかにする手法の開発 
 我々が別途開発した FRET 型張力センサの遺伝子を電気パルスで培養細胞内に導入し，細胞
内で発現させることで細胞内部の張力変化を見積もることができるようになってきている．し
かし，現状では一般の生体組織に電気パルスを加えても内部細胞に遺伝子を導入することは殆
どできていなかった．そこで，様々な方法を試し，導入効率の改善を試みた． 
 
Ｂ．幼若骨組織の力学負荷下培養系の確立と最適構造の自発創生 
 我々がこれまで用いてきた孵化直後の鶏雛の脛骨近位端(膝関節に面する部分)の幼若骨組織
の薄切片(厚さ 1mm程度)を使用した．これまでにこの薄切片に毎分３−４回の繰返圧縮負荷を加
えながら培養することで，石灰化が促進し，組織の硬化も進むこと，これらは細胞を死滅させた
試料では起こらないことなどを明らかにしている．しかし，石灰化の進行の様子は分かっていな
い．そこで今度は組織を顕微鏡下で見ながら力学負荷をかける系を工夫して，力と石灰化の進行
の関係を明らかにした．またこの組織の石灰化や形態変化がどのように進むか調べた． 
 
Ｃ．珪藻の形態形成に及ぼす力学刺激の影響の検討 
 先行研究において，細長い筒状の被殻を有する珪藻である Aulacoseira に３点曲げを加えつつ
培養する系を確立し，新たに形成される被殻において，曲げモーメントの値と被殻の厚みが良い
相関にあること，剪断力と被殻の実質部の面積が良い相関にあることなどを見出している．そこ
で，この結果を確かめるため，４点曲げ装置を試作して曲げモーメントだけが負荷される状況を
作り出し，この中で Aulacoseira を培養することを目指した．この過程で珪藻に加わる軸方向力



が重要である可能性に思い至り，その駆動力のひとつと考えられる細胞内圧の推定を行った．さ
らに，曲げモーメント作用下で折れずに珪藻が伸展する秘密に迫るため，珪藻被殻の形成過程を
詳細に観察した 
 
 
４．研究成果 
Ａ．組織に作用する力の分布を細胞レベルで明らかにする手法の開発 
 我々が開発した FRET 型張力センサ[4]の遺伝子を電気パルスで一般の血管組織に導入するこ
とを目指し，１）小型の組織を使用する，２）組織に引張を加えた状態で導入する，３）超音波
を負荷した状態で導入する，等の方法を試したが，遺伝子を発現する細胞は１画面あたりせいぜ
い数ケ，しかも組織表面に限られており，現状では組織内の応力分布を調べる方法として使える
ものにはならないことが判った．また，組織をコラゲナーゼやエラスターゼに浸漬して結合を弱
めた状態で導入する方法を試したが，やはり満足な導入は得られなかった．そこで発想を転換し，
FRET型張力センサの遺伝子を電気パルスで導入した培養細胞を組織内に注入し，組織と癒合さ
せ，これをセンサとして用いる方法を試みた．具体的にはラット胸大動脈から単離した細胞など
に遺伝子を導入し，この細胞をラット胸大動脈壁に刺入した針から組織内に注入した．しかし，
導入確率は 30％程度，導入できた細胞も数日で FRET がみられなくなるという問題があり，残
念ながら成績不良であった．現在，FRET型張力センサ遺伝子をゲノムレベルで発現する遺伝子
改変マウスを作製中であり，これが完成した暁にはこの動物の組織から単離した細胞を用いる
ことが考えられる． 
 
Ｂ．幼若骨組織の力学負荷下培養系の確立と最適構造の自発創生 
 孵化直後の鶏雛の幼若脛骨組織の薄切片を顕微鏡下で見ながら力学負荷をかける系の試作に
成功し，無負荷状態の試料が体内の正常組織と同様の速度で石灰化していくことを確認した．孵
化直後の鶏雛の幼若脛骨組織の薄切片を顕微鏡下で引張りながら培養したところ，引張によっ
て石灰化が促進されること，引張に伴うひずみが小さい領域では，ひずみの大きさと石灰化速度
に正の相関が見られたが，ある値を超えると両者には負の相関が見られるようになり，最も効率
よく石灰化を進行させるひずみの大きさがあることが判った．また，コラーゲン線維の配向と石
灰化の関係を調べた．具体的には偏光顕微鏡でコラーゲン線維の走行を調べ，断面内の石灰化の
進行のパタンとの関係を調べた．その結果，コラーゲン線維の配向方向に石灰化が進行すること
が判明した[5]． 
 
Ｃ．珪藻の形態形成に及ぼす力学刺激の影響の検討 
 これまでに細長い筒状の被殻を有する珪藻である Aulacoseira に３点曲げを加えつつ培養する
系を確立したので，今度は４点曲げを加えられる PDMS 基板の試作を試みた．３点曲げ装置同
様にフォトリソグラフィ法で作製しようとしたが，加工を依頼していた業者の担当者の退社に
伴い，３点曲げ装置同様に支点の鋭角なものの作製が困難になった．このため，ワイヤ放電加工
を利用して支点の角の丸い基板を作製したが，曲げモーメントの影響は有意ではなくなってし
まった．この原因の一つとして，新しい系が Aulacoseira の軸方向の成長を拘束して可能性が考
えられた．そこで，筒状の珪藻である Aulacoseira の成長（軸方向への伸長）に伴う，軸方向の
伸長力を計測する系を確立した．伸長力は最低でも 15μN 程度であり，これが珪藻内部の圧力
で作られているとすると，内圧は 200kPa以上になることが判った．また，珪藻を様々な浸透圧
の液中で培養した所，浸透圧が 100kPa程度になると伸長が大きく阻害されることが判った．こ
れらより，珪藻は浸透圧を利用して伸長している可能性が有ることが判った．また，Aulacoseira
が軸方向に伸張するには，被殻の一部を軟化させる必要があるはずで，外力が加わった状態でな
ぜその柔らかくなった部分が折れないのかという疑問を解明するため，被殻の成長に伴う被殻
構造の変化を蛍光顕微鏡，SEM などを用いて調べた．その結果，被殻が２層になっており，こ
れが滑り合うことで伸びることなどが判ってきた． 
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