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研究成果の概要（和文）：骨芽細胞や骨細胞は機械的刺激を感知し、それらのネットワ

ークで情報を共有していると考えられる。Ca2+濃度指示タンパク質を骨細胞に発現

させ骨芽細胞や骨細胞間のネットワーク機能を細胞内 Ca2+濃度の上昇を指標にして

解析することを目指した。骨芽細胞様細胞で伸展刺激により、細胞外から Ca2＋が流入

することを確認した。また、Ca2+濃度指示タンパク質は fura-2 と同様に細胞内 Ca2+濃度

上昇に応答した。 
 

研究成果の概要（英文）：Osteoblasts and bone cells detect mechanical stimuli, and 

it is thought that their networks share information. The final goal of this 

project is to establish the method to analyze the network function among the 

cells by measuring intracellular Ca2+ concentration as an index. Ca2+ influx 

was observed in the osteoblast-like cells after extension. Moreover, Ca2+ 

fluorescent proteins worked like Ca2+ indicator fura-2. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）骨芽細胞と骨細胞は骨組織において神
経細胞様にネットワークを形成し、骨への機
械刺激やホルモン刺激に応答していると思
われる。骨芽細胞や骨細胞の二次元培養と三
次元培養が試みられているが、ネットワーク
の生理機能解明には至っていない。 

 
（２）Green Fluorescent Protein(GFP)を用
いて種々のバイオセンサーが開発されG-CaMP
もその一つである｡中井らが開発したG-CaMP
はGFP1分子とカルモジュリンとミオシン軽鎖
キナーゼのM13断片からなる一波長励起一波
長測光タイプの蛍光カルシウムプローブであ
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る｡GFPと同様のスペクトル特性を持っている
ので標準的な蛍光顕微鏡やレーザー顕微鏡で
容易に観察することができる。G-CaMPはタン
パク質であるためG-CaMPをコードする遺伝子
をプロモーターの制御下に発現させることで、
細胞特異的なプローブとして細胞に導入でき
る。 
 

２．研究の目的 

本研究では GFP 及び遺伝子ベースの Ca2+濃度
指示タンパク質(GCaMP)を硬組織細胞に発現
させ、GCaMP が硬組織系の細胞で蛍光カルシ
ウムプローブとして用いることができるか、
また、機械刺激など対する Ca2+応答を記録で
きるかを明らかにする。 
 

３．研究の方法 

（１）培養 
マウス骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 細胞は
５％CO2、37℃の条件で 10％FBS、ペニシリン
（30 unit/ml）、ストレプトマイシン（30 μ
g/ml）含有 MEMαを用いて培養した。Ca2+イオ
ノフォアーを投与する実験ではカバーガラ
スを poly-l-lysine ででコート後、MC3T3-El
細胞を 1×105個/well でカバーガラス上に播
種し５％CO2、37℃の条件下で 10％FBS 含有α
MEM 培地中にて培養した。また、機械的伸展
力を負荷する実験を行う際には 0.05 mg/ml 
fibronectin で 5 時間表面処理を行った伸縮
可能なシリコンチャンバーに MC3T3-El 細胞
を 1×105個/well で播種、５％CO2、37℃の条
件下で 10％FBS 含有αMEM 培地中にて培養し
た。 
 
（２）伸展刺激を負荷した MC3T3－El 細胞の
[Ca2＋]i測定 
シリコンチャンバーで MC3T3－El 細胞を 8
時間培養した。シリコンチャンバー上の
MC3T3－El 細胞を５ μM fura－2 添加 10％
FBS 含有αMEM で浸漬し、37℃で 40 分培養し
た。シリコンチャンバーを伸展装置STREX STB
－150（ストレックス）に装着し、倒立顕微
鏡（IX71、OLYMPUS）上に設置した。上記シ
リコンチャンバーに機械的伸展刺激を負荷
した。測定は 2 mM Ca2＋含有 HEPES－buffered 
saline（HBS）（pH 7.4 に調整した 107 mM NaCl、
6 mM KCl、1.2 mM MgSO4、2 mM CaC12、11.5 mM 
グルコース）と Ca2＋フリーHBS（0 mM Ca2＋）
中 で 行 っ た 。 蛍 光 画 像 は MetaMorph
（MetaImaging Series Version 7.6、日本モ
レキュラーデバイス）を用いて記録し解析し
た。fura－2 蛍光画像は定法により 340 nm と
380 nm の２波長励起とし、得られた蛍光を
510nm で測定した。 
 
（３）トランスフェクション 
培養した MC3T3-E1 細胞にリン酸カルシウム

法 、 Lipofectamine 2000 (Life) と
Effecten(Qiagen)を用いたリポフェクショ
ン法、MicroPorator (Digital Bio)を用いた
エレクトロポレーション法により、Ca2+濃度
指示タンパク質を導入した。 
 
４．研究成果 

（１）MC3T3-E1 細胞を播種した伸縮可能なシ
リコンチャンバーを一軸方向へ５％、10％、
16％、20％の伸展刺激を負荷した時の[Ca2＋]i

変化を Ca2＋蛍光指示薬 fura-2 を用いて測定
した。図１は 5％、10％、16％、20％の伸展
刺激による[Ca2+]i上昇をF340/F380の比で表
わした。それぞれ 0.012±0.009、0.041±
0.009、0.309±0.096、0.425±0.111（各 n
＝19）であった。５％の伸展刺激では伸展刺
激なしに比較して有意な[Ca2+]i 上昇は認め
られなかった（p＞0.05）。10％、16％、20％
の伸展刺激では伸展刺激なしに比較して有
意な[Ca2+]i上昇が認められた（p＜0.01）。ま
た 16％の伸展刺激は 10％の伸展刺激に比較
して特に有意な[Ca2+]i 上昇が認められたが、
20％の伸展刺激とは有意な差が認められな
かった。この結果から，16％以上の伸展刺激
で機械刺激受容チャネルが十分に応答する
ことが明らかになった。５分間隔で 20％の伸
展刺激を繰り返すと、２回目の応答は１回目
の 86±3％（n＝22）となった。また、この
[Ca2+]i 上昇が細胞外からの流入によって起
きていることを明らかにするために Ca2+を除
去した細胞外液（O mM HBS）中で 20％の伸展
刺激を加えたところ、MC3T3－El 細胞の
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[Ca2+]i上昇は 1 回目の刺激、2 回目の刺激と
も見られなかった（図２）。このため機械刺
激によるMC3T3－El細胞の[Ca2+]i上昇は細胞
外からの Ca2+流入による、又は Ca2+流入がト
リガーになって細胞内 Ca2+ストアから放出さ
れることが示唆された。 
 
（２）MC3T3-E1 細胞に G-CaMP をコードする
遺伝子をリポフェクション法とリン酸カル
シウム法、エレクトロポレーション法で導入
し最適条件の検討を行った。リン酸カルシウ
ム法による遺伝子導入の効率が他の方法に
比べやや劣っていた。イオノマイシン（Ca2+

イオノフォアー）を投与すると、G-CaMP は
Ca2＋蛍光指示薬fura-2同様に細胞内Ca2+濃度
上昇に応答することを確認した。更に、
G-CaMP を発現させた MC3T3-E1 を伸縮可能な
シリコンチャンバーに播種し、一軸方向への
伸展刺激を負荷した時の[Ca2 ＋]i 変化を
fura-2 を用いて測定した結果と比較したが、
改良型 G-CaMP は fura-2 と同様に細胞内 Ca2

＋濃度を測定できることが判明した。 
 
近年、G-CaMP を含み蛍光カルシウムプローブ
などのバイオセンサー開発が盛んになって
きている。開発されたセンサーも in vitro
のみならず in vivo でも使えることが報告さ
れ始めている。G-CaMP は中井らのグループに
より更なる改良が加えられ、益々使いやすく
なってきている。本研究期間では G-CaMP を
培養頭蓋冠標本にエレクトロポレーション
法で発現させるまでには至らなかったが、中
井らのグループにより提供を受けた蛍光カ
ルシウムプローブは培養細胞レベルでは発
現させることに成功し、その性能も極めて
優れていることが判明した。本研究期間に
確実に次のステップへの手掛かりが得られ
た。 
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