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研究成果の概要（和文）：　ATDC5細胞を軟骨分化誘導し、三次元コラーゲンゲル培養に伸展力を負荷することにより
、アクチンの走行やextracellular signaling regulated kinase (ERK) 1/2の活性化の経時的変化を観察ことにより、
軟骨前駆細胞株ATDC5が軟骨細胞へと分化するメカニズムと細胞極性や細胞内情報伝達分子との関わりについて調べた
。軟骨前駆細胞から軟骨細胞への分化時において、アクチンフィラメントの走行の変化およびERK1/2の活性化と機械的
刺激の大きさには密接な関わりがあることが示された。

研究成果の概要（英文）： We investigated the time course changes of F-actin distribution and nuclear 
translocation of phosphorylated extracellular signaling regulated kinase (p-ERK) 1/2 under mechanical 
stimulation on differentiating ATDC5 cells cultured in 3-D collagen gel culture. Nuclear translocation of 
p-ERK1/2 was detected 1 hour after mechanical stimulation and disappeared after 12 hours at 10% and 20% 
stretching. In many cells exposed to stretching force for 1 hour, stress fibers were not detected, though 
stress fibers were observed in the most cells and align with stretching direction under the stretch 
condition for 12 hour.
 These data indicated that mechanical stress is deeply related to actin distribution during chondrogenic 
differentiation.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 軟骨細胞　メカニカルストレス
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、矯正歯科臨床の現場において、成
長期の患者に対し顎形力を負荷するための
装置を使用し、顎骨成長のコントロールを試
みようとすることが多い。しかし、効果的な
顎整形力の負荷様式について、未だ理解でき
ていないと言わざるを得ない。これは、軟骨
組織と骨組織を含めた骨格組織の機械的刺
激に対する応答機構の違いや、骨格組織の成
長発育の分子メカニズムが解明されてなか
ったことによるところが大きいと考えられ
る。 
 これまで、われわれは、機械的伸展刺激に
伴う軟骨細胞の分化抑制には、細胞内情報伝
達分子である extracellular signaling – 
regulated kinase (ERK) –1/2の活性化と核
移行が関与していることを示した。これらの
in vivoの実験結果を踏まえて、in vitroにお
いて高密度培養による軟骨細胞分化に対す
る機械的刺激負荷装置を開発し、軟骨細胞の
機械的刺激応答の分子メカニズムを検討し、
インテグリンを介した細胞と細胞外基質の
接着が機械的刺激の伝達に必要であること
を示した。 
 機械的刺激に対する細胞応答能の研究に
おいては、軟骨細胞以外の線維芽細胞、骨芽
細胞などを対象とした研究が行われてきた
が、その多くは、それぞれの細胞の生死や代
謝状態の変化などを解析する目的のものが
多く、細胞分化との関連を検討しているもの
はあまり見られない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、三次元コラーゲンゲル培養に伸
展力を負荷することにより、軟骨前駆細胞株
ATDC5が軟骨細胞へと分化するメカニズムと
細胞極性や細胞内情報伝達分子との関わりに
注目し、機械的刺激応答の分子メカニズムの
解明をめざす。 
 
３．研究の方法 
（1）機械的刺激負荷実験前のシステム構築
①Cellmatrix Type I-Aを用い、ガラスボトム
ディッシュにコラーゲンゲル層 (Base Layer)
を作製した。その上に、細胞を混合したコラ
ーゲンゲルを Base Layer上に注ぎ、Cell Layer
とした。さらに、変位を評価するための指標
となる蛍光標識したマイクロビーズ
（Fluosphere、直径 1.0 m、2.7x1010 個/ml）
を懸濁した 1%アガロース/PBSでコーティン
グし、Top Layerとした。DMEM/F-12, 5%FBS
下で培養を行い、観察直前に nuclear-ID Red 

DNA stainを添加したフェノールレッド不含
の Libovit’s L-15培地へ交換後、顕微鏡による
解析を行った。 
②II型コラーゲンプロモーター・エンハンサー
領域を含み、赤色蛍光蛋白 (DsRed)をレポー
ターとして発現するプラスミドを作製、
ATDC5にトランスフェクションを行った。 
Insulin-Transferrin-Selenium (ITS)を添加し、軟
骨分化誘導を行った。 
③ ストレッチチャンバーとコラーゲンゲル
を三次元モデル化し、有限要素法を用いて、
チャンバー伸展に伴うゲルの変形のシミュ
レーションを行った。 
（2）ATDC5細胞への機械的刺激負荷実験 
① GFP 融合 ERK2 タンパクを発現する
ATDC5 を蛍光ビーズとともにコラーゲン
ゲルに埋入、(ITS)を添加し、実際にマイク
ロマニピュレーターにより伸展力を負荷し
た。 
② 用いるチャンバーと伸展装置を変更し、ス
トレックス社のストレッチチャンバーとネ
ジ式伸展装置を用いることとした。ストレッ
チチャンバーのコラーゲンと混ぜた ATDC5
を播種、(ITS)を添加した。10％および 20％伸
展力を加え、1時間後、12時間後に PBSで洗
浄後、4％パラホルムアルデヒドにて固定を
行った。ブロッキング後、4℃にて抗リン酸
化 ERK、抗 ERK 抗体を反応後、翌日、PBS
で洗浄後、二次抗体を反応させ、さらにアク
チン染色を行った。 
 
４．研究成果 
（1）機械的刺激負荷実験前のシステム構築 
①ERK2-GFP fusion タンパク発現ベクターを
ATDC5細胞へトランスフェクションし、発現
を確認した。また、ERK2-GFP を発現した
ATDC5 をガラスボトムディッシュに播種し、
ガラスニードルとマイクロマニピュレータ
ーを用いて伸展刺激を加えることにより、
ERK2 の核移行が認められることを再確認し
た。 
②3次元コラーゲンゲルに包埋したATDC5細
胞と蛍光ビーズを顕微鏡で解析し、最適な細
胞密度と蛍光ビーズの濃度を決定した。 
③II型コラーゲンプロモーター・エンハンサー
領域を含み、赤色蛍光蛋白 (DsRed)をレポー
ターとして発現するプラスミドをトランスフ
ェクションしたATDC5に軟骨分化誘導を行っ
たところ、蛍光顕微鏡下でDsRedの蛍光強度
が増加した。 
④有限要素法による解析の結果、中央部の歪
みは、チャンバー10％および 20％伸展時、そ



れぞれ約 15％および約 28％であった。これ
に対して、実際に伸展力を負荷した際、コラ
ーゲンゲルに埋入した蛍光マイクロビーズ
の位置変化によってゲルの伸展を評価した
ところ、チャンバー10％および 20％伸展時、
それぞれ約 5％および約 9％となり、有限要
素モデルよりも伸展率が減少する結果とな
った。 
（2）ATDC5細胞への機械的刺激負荷実験 
①GFP融合ERK2タンパクを発現するATDC5
を蛍光ビーズとともにコラーゲンゲルに埋
入し、実際にマイクロマニピュレーターによ
り伸展力を負荷した。その結果、チャンバー
を 20％伸展して経時的な変化を観察した結
果、ERK2 の細胞内局在の変化は認められな
かった。 
②伸展力負荷時のリアルタイム解析が難航
したことから、急遽、観察方法を変更し、抗
リン酸化 ERK、抗 ERK 抗体を用いた免疫染
色およびにアクチン染色の結果、10％および
20％伸展力負荷 1時間後には、リン酸化 ERK
の核移行が認められたが、アクチンフィラメ
ントの走行にはあまり変化が認められなか
った。伸展力負荷 12時間後にはリン酸化 ERK
の核移行は認められず、それに対してアクチ
ンフィラメントの走行に変化が認められた。 
 軟骨前駆細胞から軟骨細胞への分化時に
おいて、アクチンフィラメントの走行の変化
と機械的刺激には密接な関わりがあること
が示された。今後は、伸展力の大きさとアク
チンフィラメントの走行の変化について、よ
り詳細な経時的観察をする必要がある。 
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