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研究成果の概要（和文）：　微振動刺激に対する骨芽細胞の応答を顕微鏡観察下でその場観察するためのデバイ
スを開発した．デバイスは，顕微鏡ステージ上に設置可能で，ピエゾアクチュエーターによる駆動で水平方向の
振動を発生させ，ガラスボトムディッシュに播種した骨芽細胞に振動刺激を付与する．また，微振動刺激を付与
しながらのその場観察を達成した．
　開発したデバイスを用いて，微振動刺激を受ける骨芽細胞のカルシウムシグナル応答を観察し，その応答特性
を評価した．デバイスは当初の設計通りの性能を発揮し，単一細胞レベルでの蛍光観察が可能であった．実験の
結果，骨芽細胞が敏感に応答する振動周波数が60Hz付近に存在する可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：　We developed a device for in-situ observation of osteoblast response to 
microvibration stimulation under microscopic observation. The device can be placed on a microscope 
stage and is driven by a piezoelectric actuator to generate horizontal vibrations to stimulate 
osteoblasts seeded in a glass bottom dish. In-situ observation of osteoblasts while microvibration 
is applied is also achieved.
　Using the developed device, we observed the calcium signal response of osteoblasts under 
microvibration stimulation and evaluated the response characteristics. The device performed as 
originally designed, and fluorescence observation at the single cell level was possible. The 
experimental results suggested that the vibration frequency to which osteoblasts are sensitive may 
exist around 60 Hz.

研究分野： 細胞バイオメカニクス
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　微振動刺激を受ける細胞の応答を観察する実験系において，多数の細胞の応答を平均化して評価するのではな
く，単一細胞レベルで詳細に観察することを可能にしたことは，本研究課題の最大の成果である．
　また，振動強度は一定に保ちながら，周波数を変化させた微振動刺激を骨芽細胞に付与し，その応答を評価し
た結果，骨芽細胞が敏感に感じ取る周波数が60Hz付近に存在する可能性を示したことは，制御された力学的刺激
として微振動を付与し，骨形成を活性化させる新規な医療技術への応用が期待される成果である．

※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 
骨組織は，周囲の力学環境に応じてその構造・機能が変化することが知られており，遺伝子・

生化学物質に加わる第三の細胞制御因子としての力学的刺激利用が注目を集めている．その中
でも，周波数 15Hz～90Hz，加速度振幅 0.3G 程度の微振動刺激は，動物モデル実験において人
為的に作成した骨欠損部位での骨形成の促進や，骨粗鬆症マウスでの骨量減少抑制などが報告
されている．微振動刺激はその強度が微弱であるため振動による身体への障害などの副次的な
悪影響の心配がなく，かつ寝たきりの人や車椅子利用者にも簡便に付与が可能であるため，運動
困難者の骨折治癒促進・骨粗鬆症予防などへの応用が期待でき，高齢化社会での QOL 向上につ
ながる． 
 しかしながら，微振動刺激が骨形成に影響を及ぼす作用機序は未解明なままである．微振動刺
激によって生じる骨組織のひずみは数十であるとの報告がある．これは一般の歩行時に足の
骨に生じるひずみ約 1000と比較すると 2 桁小さい．骨基質に生じるひずみが微小であるとい
うことは，それによって生じる骨組織内の組織液流動も微小であると予想され，これまで骨系細
胞のメカノトランスダクション機構において提案されてきた「骨基質の変形」や「組織液の流れ
によるせん断力」では，細胞がどのようにして微振動刺激を感知しているのか説明が困難である．
つまり，骨芽細胞をはじめとする骨系細胞が微振動刺激をどのように感知し応答するのか．これ
が本研究課題における核心的「問い」である．また，微振動刺激に対する骨芽細胞の応答特性や，
その感知機構を明らかにすることは微振動刺激の本格的な医療応用において必要不可欠であり，
緊急の課題であると考える． 
 
２．研究の目的 
我々の研究グループでは，細胞内微小器官の一種の共振現象が微振動刺激を細胞のメカノセ

ンサーで感知可能なレベルにまで増幅しているのではないか．という仮説を立てた．振動刺激や
ストレッチ刺激などの動的な力学刺激に対する細胞の応答特性評価や感知機構解明が十分には
なされていない理由の一つとして，刺激付与によって観察対象細胞が「動く」ため視野からの逸
脱やピントずれが問題となり，顕微鏡を使用したその場観察が非常に困難であることが挙げら
れる．本研究課題では，微振動刺激を付与した際の骨芽細胞応答をリアルタイムその場観察する
ための計測・評価系構築を目指す． 
独自開発する振動刺激負荷デバイスを用いる実験を通じて仮説の実証を目指す．具体的には，

細胞内微小器官の一種の共振現象が微振動刺激を細胞が感知可能なレベルにまで増幅している．
とする仮説を支持する知見を得るために，周波数スイープ負荷に対する骨芽細胞のカルシウム
シグナル応答特性を詳細に観察・評価することを目標とする． 
 
３．研究の方法 
図 1 は，本研究課題において開発する顕微鏡 in situ 振動刺激負荷デバイスの外観である．このデ
バイスは，倒立型顕微鏡のステージ上に設置する大きさであり，35mm ガラスボトムディッシュ
1 個に対して水平方向に振動刺激を付与する．ベースプレート上にリニアスライダーを介して振
動プレートを配置し，ピエゾアクチュエーターにより振動プレートを水平方向に往復運動させ
る．想定する振動の中で最大振幅となる 30Hz，0.3G の条件では振幅が約 160m となるため，ピ
エゾアクチュエーターには変位拡大機構を内蔵した高ストロークタイプを用いる．以前のスト
レッチ刺激付与と比較して微振動刺激付与では観
察対象細胞に生じる変位も大きくなるため，観察
にはドライ対物レンズを用いて長作動距離を確保
し，かつピントずれの影響低減をはかる． 
 
 細胞の応答評価実験では，微振動刺激に対する
細胞の感知・応答特性を評価するために，細胞内カ
ルシウムイオン濃度変化（カルシウムシグナル応
答）をモニターする．細胞内カルシウムイオン濃度
変化の計測には，カルシウムイオン蛍光指示薬
(Fluo 8H)と細胞質蛍光色素(Calcein Red-Orange)の
二種類の蛍光色素を組み合わせる Ratiometry 法を
用いる．振動付与によるモーションアーチファク
トは顕微鏡で計測される蛍光色素の蛍光輝度値を
変化させる．そのため Fluo 8H の輝度値は細胞の
カルシウムシグナル応答に起因する変動とモーションアーチファクトに起因する変動が重ね合
わされた変動を示す．そこでモーションアーチファクトに起因する輝度変動のみを受ける
Calcein Red-Orange の蛍光輝度を同時に計測して Ratiometry 法を適用することによりモーション
アーチファクトの影響を補正し，カルシウムシグナル応答に起因する変動のみを評価すること

図 1 顕微鏡 in situ 振動刺激負荷デバイスの外観 



が可能となる． 
 
 骨組織にほとんどひずみや組織液流れを生じさせない微振動刺激を骨芽細胞がどのように感
知しているのか．その機構を説明する仮説として，申請者は細胞内微小器官（細胞核や細胞骨格
など）の僅かな密度の違いによる一種の共振現象が関与していると考えている．細胞内微小器官
それぞれの共振周波数が異なっていると，振動を付与し，ある要素が共振を起こした際に他の要
素との間に大きな相対運動が生じると考えられる．このような現象が微振動刺激の力学的刺激
としての強さを増幅しているのではないだろうか． 
 本申請課題ではこの仮説を検証するために，微振動刺激を受ける細胞の顕微鏡下でのリアル
タイムその場観察を達成した上で，周波数スイープ刺激を付与し細胞の応答特性を評価するこ
とを目指す．動物モデル実験において効果が報告されている 30Hz から 90Hz 程度の帯域で，約
30 分間の比較的長時間をかけて周波数をスイープさせる微振動刺激を骨芽細胞に付与し，細胞
のカルシウムシグナル応答を観察する．もし骨芽細胞のカルシウムシグナル応答発火の頻度や
強度が増強される周波数を発見できれば，申請者の仮説を説明するための力学モデル構築につ
ながる重要な知見を得ることができる．また，実用化の観点からは，より効率的に骨系細胞を刺
激するための至適刺激条件の存在を示唆するものであり，微振動刺激による骨形成促進の医療
応用への可能性がさらに広がることが期待できる． 
 
４．研究成果 
 本研究課題により，顕微鏡ステージ上に設置可能であり，微振動刺激を受ける骨芽細胞のカル
シウムシグナル応答を in situ でリアルタイムに観察可能な微振動刺激付与デバイスを開発した．
その成果を学術論文として発表した． 
 また，周波数をスイープさせた微振動刺激を骨芽細胞に付与し，応答特性の変化について検討
した．その結果，周波数を 45 Hz から 120 Hz まで上昇させていく場合と，120 Hz から 45 Hz ま
で減少させていく実験系においては，60 Hz を中心とする周波数帯域において細胞の応答率が最
も高くなる結果を得た．しかしながら，付与する周波数をランダムとした実験系においては，細
胞応答率の周波数依存性は確認できなかった．この実験によって得られた知見は学術論文にま
とめて投稿するべく準備中である．また，周波数を連続的に変化させた場合とランダムに変化さ
せた場合で細胞の応答が異なっていた理由について考察し，実験系の改良に反映させる予定で
ある． 
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