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研究成果の概要（和文）：生物のかたちづくりを力で制御してものづくりに応用するため，1)基盤技術として張
力センサ発現平滑筋細胞を血管組織に埋め込んでひずみゲージとする手法を試みて引張でFRETが低下することを
確認，2)幼若骨組織への力学負荷による最適構造の自発創成を目指し，鶏雛脛骨薄切片が引張により石灰化のモ
ードを変化させることを発見，3)骨芽細胞様細胞が骨単位形成の現場である円錐内面で周方向に移動することを
発見，4)円筒状珪藻Aulacoseiraの被殻形成過程のリアルタイム観察を行い，被殻が厚く硬そうな内側の被殻と
薄く柔らかそうな外側の被殻の2層からなり，両者が滑り合う形で伸長することなどを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：To control the morphogenesis of organisms using force and apply it to 
manufacturing, we attempted the following approaches: 1) As a foundational technology, we embedded 
tension sensor-expressing smooth muscle cells into vascular tissue to serve as strain gauges and 
confirmed that FRET decreases under tension; 2) Aiming for the spontaneous creation of optimal 
structures through mechanical loading on immature bone tissue, we discovered that thin slices of 
chick tibia change their calcification mode under tension; 3) We found that osteoblastic cells move 
circumferentially on the inner surface of the cone, which mimics the site of bone unit formation; 4)
We conducted real-time observations of the frustule formation process in cylindrical diatom 
Aulacoseira and found that the frustule consists of two layers: a thick, seemingly hard inner layer 
and a thin, seemingly soft outer layer, which extend by sliding over each other.

研究分野：生体軟組織・細胞の実験バイオメカニクス

キーワード： 形態形成　ものづくり　骨　珪藻　バイオメカニクス　力学的適応　
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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？」という考えで進めた研究であ
る．例えば珪藻が作り出すマイクロ・ナノレベルの精妙な構造を力学的に制御して望みの構造を作る方法を確立
することができれば，膨大なエネルギーと化学物質を使用する現在のマイクロ加工技術に代わり，太陽光と水と
空気と若干の栄養素だけで加工を行う地球に優しい技術を確立することができる．現在は生物の形作りをモノづ
くりに生かす具体的な方法は見つかっていないが，いくつかの基礎的な知見を得ることができた．

※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
いることが明らかとなってきている．そこで，これをものづくりに応用するため，多角的研究を
進めることを目的とする．まず，１）組織内の力を細胞レベルで明らかにする基盤技術として，
最近我々が開発した張力センサタンパク質を発現する細胞を組織に埋め込んでひずみゲージと
する手法を確立する．次に，２）独自開発した骨組織力学負荷培養系で力学負荷により幼若骨組
織に最適構造を自発創成させる手法の確立に挑む．更に，３）同じく独自開発した珪藻力学負荷
培養系で力による珪藻被殻形状の制御を試みるとともに超解像顕微鏡で被殻形成過程のリアル
タイム観察に挑戦し，被殻の精妙な模様がどのようにして形成されるのか明らかにする.これら
の結果を組み合わせ，珪藻に適切な力学刺激を加えることで所望の被殻パタンを作らせるバイ
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 
以下の４点に分けて研究を進めた． 
（1）組織内力分布を細胞レベルで明らかにする手法の開発 
 FRET型張力センサ遺伝子を電気パルスで培養細胞内に導入して細胞内で発現させ，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[4]．しかし，組織内の細胞は基質に
覆われており電気パルスで細胞に遺伝子を導入することは困難である．そこで発想を転換し，遺
伝子を発現する細胞をひずみゲージとして組織に注入し組織と結合した段階で使用することを
考えた．このため，最近開発に成功した FRET型張力センサを全身で発現するトランスジェニッ
クマウスから細胞を単離し培養する系を確立した．この細胞を「ひずみゲージ細胞」と命名した．
この細胞の懸濁液を微細針で組織に注入し，ひずみゲージとして利用する方法を検討した．初年
度はマウスの胸大動脈から単離した平滑筋細胞を増殖させ，これをラット胸大動脈組織に注入
して培養することを試みた．次年度はマウスの組織について同様の検討を行った．最終年度は，
これまでの結果から，ラット胸大動脈壁にひずみゲージ細胞を注入し３-５日間培養すると，最
も既存細胞と同じ向きに配向することが判ったので，この条件で組織を作製し，組織を引張った
際のひずみゲージ細胞の FRET ratio 変化を測定した．前年度見出した浸透圧を生理的レベルに
保った条件で組織を透明化し，組織の表面のみならず，内部の FRET ratio変化も測定した．また
平滑筋収縮薬を加えた際の変化も調べた． 
 
（2a）幼若骨組織への力学負荷による力学的最適構造の自発的創成 
 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 0.2mm 程度）を使用した．これまでにこの薄切片に引張を加えて培養すると石
灰化が促進されるが，それは引張方向に優先的に起こることなどが判ってきており[5]，コラー
ゲンの配向が関係することが明らかとなってきている．そこで，コラーゲンのタイプによる違い
と石灰化の関係などに着目して研究を進めた．そして，引張刺激によるコラーゲン分布への影響
が場所により違う理由を探るために，引張に伴う組織の変形を調べた．また，コラーゲンの TypeI
と IIIを確実に区別するため，免疫蛍光染色を用いた比較も行った． 
 
(2b)骨単位構造形成原因の探索 
 緻密骨内部の骨単位は同心円状のハバース層板で構成されているが，このハバース層板内の
コラーゲン線維の配向があたかもゴルフクラブのシャフトのように，互い違いになっており，こ
れにより，捩りに強い構造を作っている．この構造が形成される現場では，円錐内面に骨芽細胞
が存在することが知られている．そこで，円錐内面で培養した骨芽細胞の挙動を観察した．円錐
内面に播種した細胞が円周方向優位に移動することが明らかとなったが，この時，円錐内面を作
製するために使用した型はフライス盤による切削で作製したため円周方向に加工痕があった．
細胞がこの加工痕に沿って移動した可能性が考えられるため，加工痕の無い円錐状の型をガラ
スの溶融加工で作製し，これで作製した円錐内面上の細胞の挙動を観察した． 
 
（3）珪藻の被殻形成過程の詳細観察と力学刺激の影響の検討 
 これまで，長円筒状の珪藻である 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で，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，また，殻には内層と外層の２層あり，それが滑り合って
伸びるらしいことなどを見出している．また，細胞内圧がかなり高く，これで伸長時にも珪藻が
折れない可能性に思い至った．そこで，Aulacoseira の伸長の駆動力が細胞内圧である可能性を考
え，様々な手法でこの圧の推定を試みた．また，新たな殻がどのようにして形成されていくのか
詳細に観察するため，新たに形成する殻が蛍光を発するようになる試薬 PDMPO を入れた培地
中で Aulacoseira を培養した． 
 
４．研究成果 
(1)組織内力分布を細胞レベルで明らかにする手法の開発 
 我々が確立したゲノムレベルで FRET 型張力センサ発現マウスの胸大動脈から単離した平滑
筋細胞（ひずみゲージ細胞）を増殖させ，これをラット胸大動脈組織に注入して５日間培養した
後，組織を透明化して観察したところ，細胞が組織に生着し，元々の平滑筋細胞と同じ方向を向
いてくることが判明したが，培養７日目ではこの配向は消失した．次にマウスの胸大動脈組織に
細胞を注入して細胞配向の変化を調べた．細胞は細胞注入後数日で一旦，既存細胞と同じ円周方
向を向いたが，培養７日目では円周方向と半径方向に２極化する傾向があった．一番，ひずみゲ
ージ細胞と組織内の細胞の配向が一番揃った条件であるラット胸大動脈壁試料にひずみゲージ
細胞を注入して５日間置いた場合，組織を透明化した後，引張ると FRETが下がることが確認で
きた．しかし，再現性の良い変化が得られたのは内部の細胞で，表面の細胞は引張で FRETが上
がるケースも見られた．これは細胞が剥がれたからかもしれない．また，組織の能動収縮時の変
化を調べるために，組織にノルアドレナリンを添加すると FRETが下がることも確認できた． 
 
(2a)幼若骨組織への力学負荷による力学的最適構造の自発的創成 
 孵化直後の鶏雛の脛骨から軸方向に垂直に切り出した薄切片（厚さ 0.2mm 程度）に引張を加
えて培養した．我々の以前の研究と同様，石灰化が促進されたが，石灰化に試料の周辺部から中
央部に向けて進行する Mode 1と，中心から周辺に拡がる Mode 2の２つのモードがあることを
見出し，Mode 1 は引張により変化せず，引張により変化するのは Mode 2 であることが判明し
た．また，ピクロシリウスレッド染色組織を偏光顕微鏡観察してコラーゲンの Type Iと Type III
を区別した．引張により Type Iコラーゲンの減少が抑制，Type IIIの増加が抑制されることが判
った．また，引張の影響はMode 1石灰化領域よりも，Mode 2石灰化領域のほうで大きいことが
判った．また，Type IIIに比べ Type Iコラーゲンの割合が高いところの方が石灰化領域の増加が
大きいことが判った．コラーゲン Type I と石灰化に深い関係があることが示唆された．次に引
張に伴う組織の変形を調べたところ，変形は組織の外縁部分よりも中央領域で大きいことが判
った．これが中央領域の細胞の骨芽細胞への分化を促進し，この細胞が Type I コラーゲンを産
生促進し，骨組織の中央領域で Type Ⅰコラーゲンに対する石灰化が促進するのではないかと考
えられた． 
 
(2b)骨単位構造形成原因の探索 
 機械加工で作成した円錐状の型を利用して円錐内面を作製した．この面に骨芽細胞様細胞
MC3T3-E1 を播種し観察したところ，細胞は円周方向に優位に動いたが，加工痕に沿って動いた
可能性が否定できなかった．そこで，加工痕の無い面を作るため，ガラスピペットを加熱し引張
ることで，機械加工痕のない円錐面を作製することに成功した．この面上で細胞を培養するやは
り円周方向に移動することが確認できた． 
 



 
(3)珪藻の被殻形成過程の詳細観察と力学刺激の影響の検討 
 長円筒状の珪藻である Aulacoseira に３点曲げを加えつつ培養しても折れずに伸長するのは細
胞内圧が高いためではないかと考え，幾つかの方法で細胞内圧の推定を行った．培養液の滲透圧
と Aulacoseira の成長率の関係からは 50kPa 程度，アルカリで処理して珪藻を分解したときの被
殻の運動の解析からは 1300kPa 程度と推定された．まだ内圧のオーダーを特定するところまで
行っていないが，100kPa 前後の高い圧力が生じている可能性が示唆された．次に新たに形成す
る殻が蛍光を発するようになる試薬 PDMO を利用した形態形成過程の観察，形成された被殻の
SEM 観察などを通じて，被殻形成過程を詳細に調べた．その結果，Aulacoseira の被殻は厚く硬
そうな内側の被殻と薄く柔らかそうな外側の被殻の 2 層からなり，両者が滑り合う形で伸長す
ることが判った．また，外側にある薄い被殻（殻帯）が２層構造をしており，このうちの内側の
殻帯が伸張しつつ外側の殻帯と滑り会うことで軸方向に伸張し，できあがった空間に厚い被殻
（蓋殻）ができることで伸張することを確かめた．これは他の珪藻の伸張方式と同じであった． 
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