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研究成果の概要（和文）：本研究により，次に示す結果が得られた．適切な繰返し伸縮刺激は，間葉系幹細胞の細胞分
化を著しく促進させる．ここでは間葉系幹細胞の腱細胞分化を評価し，細胞の配向を制御した場合，実際の腱組織が受
けるひずみ5%を48h継続することで良い結果が得られた．また，細胞をその細胞が存在する生体環境に近い状態で培養
することは，分化に限らず細胞外マトリックスの形成においても非常に有効であることがわかった．

研究成果の概要（英文）：The following conclusions were obtained in this project. Appropriate cyclic stretc
hing stimulation definitely promotes differentiation of mesenchymal stem cells. In addition, cultivating c
ells in a similar environment in vivo is pretty effective for the cellular differentiation and extracellul
ar matrix formation.
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１．研究開始当初の背景 
歯科インプラント治療は，1960 年代後半

に Brånemarkらによって提唱されたオッセオ
インテグレーションを基本概念とする
（Brånemark et al, Scand J Plast Reconstr Surg, 
1969）．そして現在の歯科インプラントの開
発研究は，オッセオインテグレーションをい
かに高めるかに精力が注がれている．しかし
大きな特長であるオッセオインテグレーシ
ョンが，1 つの欠点とも言える．すなわち，
オッセオインテグレーションはインプラン
ト体と歯槽骨の間に歯根膜のような緩衝材
が存在せず，咬合時の衝撃力が歯槽骨および
頭蓋骨に直接伝達される．これにより歯周組
織に過大な応力・ひずみが生じ，骨吸収によ
る顎骨・残存歯の喪失，インプラント破折，
さらには顎関節症など深刻な問題を誘発す
る．したがって，歯根膜のような緩衝機構を
有した歯科インプラントの開発が喫緊の課
題と言える． 

 
２．研究の目的 

歯根膜を有した歯科インプラント開発を
長期的最終目標に据え，本課題では短期目標
として線維性軟組織の in vitro での組織再生
のための系統的な分化・組織再生のメカニズ
ムの解明を目的とした． 

このメカニズムの解明において，研究代表
者が研究実績を有するヒト骨髄由来間葉系
幹細胞から腱細胞への分化を研究対象とし
た．間葉系幹細胞に力学的伸縮刺激を加え腱
細胞への分化を促進し，腱組織を in vitro で構
築する．腱組織の構築は，細胞から分泌され
たタンパク質を成分とする細胞外マトリッ
クス（ECM）の組織化によって決定づけられ
る．したがって腱の組織構築のためには，間
葉系幹細胞を効率的に腱細胞に分化させ，そ
れらが発現する ECM を高い精度で組織化さ
せる必要がある． 

腱組織における腱細胞は細長い紡錘形を
しており，長軸方向が伸縮方向に対して平行
になるように列状に配列されている（Ralphs 
et al, Matrix Biol, 2002）．また，細胞の配向が
その機能に影響を及ぼすことが報告されて
いる（Chen et al, Science, 1997; Folkman et al, 
Nature, 1978）．しかし細胞接着タンパク質を
基板全面に一様に塗布する従来の方法（Wang 
et al, J Biomech, 1995）では，細胞は伸縮基板
にランダムな配向で接着され，伸縮後には細
胞の長軸方向のひずみが最小となる約 60°に
配向することが報告されている（Wang et al, J 
Biomech, 1995）．したがって従来の方法では
正確に腱組織と同じ力学環境が再現できて
おらず，幹細胞の効果的な分化，さらには
ECM の組織化のためにはより厳密に間葉系
幹細胞の配向を制御する必要が指摘されて
いる（James et al, Ann Biomed Eng, 2005）． 

そこで本研究では，間葉系幹細胞の配向を
制御した状態で一軸伸縮刺激を加え，ECM と
して発現する腱細胞の構成成分，I 型コラー

ゲン（Col I）とテネイシン C（Tnc）の定量
と構造観察を行った．そしてそれらに対して
伸展率が与える影響や，配向制御しない場合
との比較を行った． 

 
３．研究の方法 
(1) 幹細胞の配向制御および伸縮実験 

フォトリソグラフィを用いて，ガラスウェ
ハ上の 20 × 20 mm2の範囲に列状の溝（幅 30 
m, 間隔 60 m, 深さ 10 m）を配列したパ
ターンを作製した．スタンプにフィブロネク
チン（FBN）を，シリコンチャンバーに細胞
の接着阻害因子をそれぞれコーティングし，
スタンプを押印することでチャンバー上に
FBN を転写した．この FBN のパターン上に
幹細胞を播種することで細胞の配向制御を
行った． 
(2) 蛍光抗体染色法による構造観察 

観察には蛍光抗体染色法を用い，Col I, 細
胞骨格, 核を染色した．そして細胞の位置を
確認しながら，伸縮後の発現 Col I の構造を
観察した．発現 Col I に二値化画像処理を施
し，その面積を求めた． 
(3) マイクロプレートリーダーによる吸光
度測定 

ELISA 法による Col I, Tnc を抗体標識し，
マイクロプレートリーダーを用いて 450 nm
の吸光度を測定した．この吸光度測定により、
伸縮後に発現した Col I, Tnc の定量が可能と
なる．  

 
４．研究成果 

配向制御の有無の違いによる培養細胞の
位相差画像を図 1 に示す．配向制御を施した
基板上の細胞は，ほぼ一様な方向に配向して
いるのに対し，FBN を一様に塗布した基板上
の細胞は，無配向に接着しているのが観察さ
れる． 

 

 
図 1  繰返し伸縮負荷を受ける間葉系幹細胞．
(a) 配向制御有り．(b) 配向制御無し． 



48 h の繰返し伸縮後の細胞の蛍光画像を
図 2 に示す．配向制御した基板上での細胞に
おいては，Col I（赤色）が多く観察され，配
向制御を施していない基板上の細胞におい
ては，Col I の発現が相対的に少なかった．Col 
I の二値化画像を図 3 に示す．配向制御した
基板上のほうが，発現した Col I が連結する
ような挙動を示し，腱組織に近づくような
ECM 構造となったことがわかる．その発言面
積を比較しても，配向制御を施した基板上の
細胞，特に 5 %の伸展率において，大きな値
を示した（図 4）． 

 
 

 

図 2  I 型コラーゲン（赤），細胞骨格（緑），
核（青）を示した共焦点蛍光顕微鏡画像．(a) 
配向制御有り．(b) 配向制御無し． 

 
 

 

図 3  I 型コラーゲンの二値化画像．(a) 図 2
の(a)．(b) 図 2 の(b)． 

 

図 4  繰返し伸縮負荷（伸展率: 5, 8, 10%）を
受ける間葉系幹細胞の I 型コラーゲン発現面
積．(a) 配向制御有り．(b) 配向制御無し． 

 
ELISA 法による Col I および Tnc の発現量

を図 4 に示す．総合的に配向制御した基板上
での細胞において両方のタンパク質の発現
量が増加する傾向を示した．特に，Col I の発
現量が飛躍的に向上した． 

本研究では，間葉系幹細胞に機械的伸縮刺
激を加え，腱細胞への分化および細胞外マト
リックスを構成するタンパク質の合成に関
する研究を行った．配向制御を施した基板と
施していない基板，両者に細胞を播種し，そ
の比較を行った．その結果，配向を施した基
板上の細胞において，腱細胞への分化が促進
されると同時に，腱組織のタンパク質である
Col I および Tnc の発現が増加した．さらに
は，配向制御していない基板上の細胞と比較
して，腱組織に近い ECM 構造を形成すること
を示した．これは，同じ線維性軟組織の歯根
膜の研究においても重要な知見を与える成
果である． 
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図 5  ELISA 法による I 型コラーゲン，テネ
イシン C 発現量の経時変化．(a) 繰返し伸縮
負荷（伸展率: 5, 8, 10%）を受ける間葉系幹細
胞．配向制御有り．(b) 繰返し伸縮負荷（伸
展率: 5, 10%）を受ける間葉系幹細胞．配向制
御無し． 
 


