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第1章

1･1 細胞バイオメカニクス

バイオメカニクスとは,生体の構造と機能の関係,あるいは,それらと生理学的機

構との関連を力学的に理解しようとする研究分野である[Fllll拷.1990].すなわち,坐

体は,力学的にはどのように理解することができるのか,あるいは,力の作用が,坐

体にどのような影響を与えるかを明らかにすることであると言える.これらの問いに

対する答えを導くためには,生体内における様々な現象に対して,連続体力学や流体

力学,熱力学などの種々の力学を適切に適用することが必要となる.力学的観点から

対象を理解しようとする場合,どのような力学を適用するかに関わらず,その対象の

構造を考慮することが不可欠である.そのため,生体を対象とするバイオメカニクス

においても,まず,生体の構造に着目することが重要となる.生体の構造は,多数の

階層性を有しているため,バイオメカニクスにおいても,それぞれの階層を対象とし

たアプローチが存在する.その中で,生体を構成する基本単位としての細胞を対象と

した研究が,細胞バイオメカニクスである.

細胞は,生体の基本的な構成単位であり,生体一個体のマクロなレベルで見た複雑

な生体機能についても,要素還元論的には,生体を構成する器官,組織,さらにはそ

れらを構成する細胞へとその素過程を求めることができる.さらに,細胞そのものに

着目した場合,細胞内では,多岐にわたる生化学反応が生じており,それらの反応に

より,代謝やシグナル伝達などの細胞機能が発現されている.そのため,細胞への理

解を深めようとする分野においては,生化学的手法を駆使したアプローチを中心とし

て,細胞機能の解明を目指した取り組みが盛んに行われている.また,測定機器や解

析手法などの急速な進歩に伴い,細胞の機能や機構に関する新たな発見が数多くなさ
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れ,膨大な知見が蓄積され続けている.その端的な成果は,各種生物のゲノム解読とそ

のデータベース化として見ることができ,ヒトについても,その全配列の解読完了が

宣言されている[TheIIlternationalHumanGenom p llapI)ingC()11ト｡rtillm,2001].そ

の結果,ゲノムから作られるタンパク質とその機能の解明が次なる重要な課題である

との提案がなされている.基本的に細胞内の生化学反応は,タンパク質の相互作用か

ら構成されている.そのため,それらの相互作用を明らかにすることは,主として生

化学反応により実現されている細胞機能を明らかにする上で本質的である.現在,分

子生物学的研究が盛んに行われ,その成果として,外部から加わる刺激に対する細胞

の応答機構についても,入力と出力の間をつなぐ複雑な生化学的シグナリング ･カス

ケー ドの全体像が徐々に明らかにされようとしている[All)ertsetal･･20(12].

その一方で,細胞においても,あるいは,タンパク質の相互作用においても,機能の

発現が,機械要素と同様にそれらの構造と密接に関わっている.多種多様な細胞機能

の発現に際して,細胞構造のダイナミックな変化を伴う場合が数多く存在する.また,

タンパク質の相互作用によるシグナル伝達を考えた場合にも,タンパク質の構造変化

が,そのトリガーや調整因子として機能している例が数多く存在する.さらに,細胞

に対する上位階層である器官や組織が,その機能を適切に発現する上でも,単一細胞,

あるいは細胞群レベルでの形態や構造が適切に形成されることが不可欠である.した

がって,細胞機構の解明を目指す上では,生化学シグナリング･カスケー ドの全体像を

明らかにすることに加えて,それらの各要素を組み合わせた動的なシステムとして系

を再構成するために,その構造変化や構成要素の時空間上でのダイナミクスを考慮す

る取り組みが重要となる.特に,構造 ･形態の変化,あるいは要素の空間的な局在の

変化などは,本質的に力学的因子の場と切り離して考えることが不可能である.した

がって,力学的観点に立ち,それらを取り扱うために適切な力学を駆使するアプロー

チが重要であると言える.

1･1･1 細胞の構造と細胞骨格

力学的観点から細胞の様々な機能にアプローチする場合,まず,その構造に着目する

ことが重要である.動物細胞の構造概要図を図 1.1に示す.動物細胞は.外環境との境

界として細胞膜 ((-･011meml)ran°)を有し,その内部に核膜に囲まれた細胞核(Illl(･1(Ills),

および細胞小器官 (orgElnelle)が存在している.細胞膜それ自体は,図 1.封こ示すよう

に,リン脂質を主成分とする脂質二重膜 (lipidbilayer)であり,その厚さは約5nlll程
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図1･1動物細胞の構造概要図 [AH,(11･(,HCta上2()02より】

図1･'2細胞膜の構造概要図 lAll'crlH(lta1..2()()2より]

度であるとされ,非常に柔軟な構造物である.また,細胞小器官は,それぞれが固有

の機能を有し,細胞内で協調的に働くことで細胞の活動を支えている.

これら細胞を構成する要素の中で,構造体として特に着目すべきは,線維性細胞骨

格(fit)rouh (･.Vr('.<k(tl(.,t,()ll)と呼ばれる構造群である,細胞骨格の観察例を図 1.3に示す.

図 1.I.3(it)は,培養細胞を固定し,(一OOlllaSSi(Iblll(ラ(ほとんどのタンパク非特異的に染

色する色素)で染色したものを観察した画像である.このように,細胞内全体に多様

な線維状構造が存在していることが確認できる.さらに,図 1.3(1))は,本論文で取り
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上げる骨芽細胞様細胞(osteol)lastllikecell)のアクチン細胞骨格(actJillCytOSkelcton)の

観察例である.同図は,細胞の固定後,rhodamille-phalloidill(アクチンフィラメント

を特異的に染色する色素)で染色したものを観察した画像である.このように,骨芽

細胞様細胞では,細胞内で配向性を有したアクチン細胞骨格の密な構造が形成されて

いる.

細胞が,その存在する組織などの種類に応じた適切な構造を形成･維持する上で,こ

れらの細胞骨格と呼ばれるタンパクフィラメントから構成される構造が,その役割を

担っている.これらのフィラメントから形成される構造が,細胞に機械的強度を付与

し,その形態維持に支配的な影響を与え,さらに,様々な細胞機能において重要な役

割を果たしている.したがって,力学的観点から細胞構造に着目し,細胞機能の解明

を目指す上では,細胞の力学要素として構造を支える細胞骨格が非常に重要となる.
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｣ _.

(a)細胞骨格 (eoomassieBlue渠色)

lA)bertset.al.,2002より]

(b)骨芽細胞様細胞のアクチン細胞骨格
(rhodilmiLIC-PhaHoidi11染色)

図1.3 細胞骨格
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細胞骨格は,三種類の代表的なタンパクフィラメントから構成されている.アクチ

ンフィラメント(aC･till丘1ament)は,細胞骨格を構成する要素の一つであり.その他に

は,中間径フ1ラメント(intcrmc(liatefi1ament),および微小管(lniぐrOtul'ul(車が存在

し,それぞれが異なった細胞機能を担っている[Albert･scta1.,2002].

アクチンフィラメント: アクチンフィラメント(actinfilamellt)は,図 1.3に示す

ように,主として球状アクチン (G-aCtill)が重合して構築された直径約511mの線維

状アクチン (F-a(･tin)(分類上マイクロフィラメント(microfilalllCnt)とも呼ばれる),

および,線維状アクチンを架橋するリンカータンパク(1inkel-pl･oteillS)からなり,その

他には,それらの複合体を修飾する結合タンパク質(associating1)rOt･(･iIIS)が含まれて

いる.リンカータンパクと修飾タンパクの種類により,アクチン細胞骨格は,様々な

形態をとることが知られている.例えば,比較的ゆるくアクチン線維を架橋する(トア

クチニン(0-aL･tini11)とTyI)(1-2ミオシン(叩,OSiIトII)を含むアクチン細胞骨格は,ス

トレスファイバ-(stressfiber)を形成する.特に骨芽細胞では,細胞内に配向性を有

した,比較的太いバンドルを形成する.また,フィラミン(filamill)を主とする場合に

は,細胞膜直下に非常に微細なネットワーク構造を形成し,細胞膜の裏打ち構造とし

て機能している.

アクチン細胞骨格の主要な役割として,(1)細胞骨格要素として細胞に機械的強度

を付与する,(2)細胞運動における駆動力を発生させる,および(3)細胞分裂などの細

胞形状変化を生み出すことが知られている.これらアクチン細胞骨格の機能において,

いずれの場合においても,アクチン細胞骨格は,その機能と密接に関連した構造形態

をとり,さらに,アクチン分子そのものとその複合体からなる構造のダイナミクスが,

様々な機能発現において非常に重要である[Bray,2001].

図1･4 アクチンフィラメント[Albel･tLMtal･,20()2より]
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中間径フィラメント: 中間径フィラメント(illt･erlll(1(lia･t･(Jfihment)は,図 1J'に示

すように,後述する微小管とアクチンフィラメントの中間の太さを有する線維であり,

直径約1()11m前後のタンパクフィラメントからなる.その構成は,各種細胞に共通に見

られるラミン(1alni11)に加えて,特定の組織に特異的に見られるビメンチン(vinlentin)

(結合組織),ニューロフィラメント(IIOllrOfi1alnOIlt)(神経),デスミン(←leslniIl)(筋

肉)などが知られている.核膜と細胞膜を結合したり,細胞質中に網目状のネットワー

ク構造を形成し,細胞に機械的強度を付与する役割を担っている.

J

25!汀†- 25〃11

図1J'中間径フィラメント[Alt,ert･sPt･al..'20012より]

微小管 : 微小管(111i(･】･り tu l'111(i)は,図 1.侶こ示すように,直径が約-2511mの中空構

造を有するタンパクフ (ラメントであり,チューブリン巨,111)111i11)からなる.チューブ

リンには,rlチューブT)ンと.3チューブリンがあり,これら二つのチューブリンが会

合したものが,さらに1封固集まり,リングを形成する.このリングが管状構造を形成

したものが,微小管である.微小管は,細胞内において,核近くの中心小体周囲に存

在する微小管形成中心から方鯛寸状に伸びる構造を有しており,細胞内小器官の位置の

固定,細胞内の能動輸送,および有糸分裂の際に染色体を分離させる役割などを担っ

ている.

25-1日1 25､,円1

図1･6 微小管 [All,01･t･H(､t･al･,2002より]
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1･1･2 細胞力覚機構

細胞バイオメカニクスの観点から,細胞構造に着目し,細胞機能との関連について

検討する場合,多くの細胞の中でも,特に,力学的負荷や力学環境の変化を受ける組

織内に存在する細胞が,研究の対象として取り上げられる.これらの組織は,力学環

境の変化に対して,リモデリングにより組織の機能が調整されていることが知られて

いる[Fllllg,1990].この組織レベルでの変化は,組織を構成する細胞が力学刺激を感

知し,その構造 ･形態や活動を変化させた結果として生じる.そのため,細胞の形態

と機能を理解しようとする際,特に力学的因子がそれらに与える影響を検討すること

が重要となり,その機構解明へのアプローチにおいて,細胞バイオメカニクスが有用

である.

本論文では,細胞が,外部から作用する力や変形などの力学刺激を感じとり,生化学

的なシグナルへと変換[GillespieandWalker,2001]し,さらに,自らの活動を変化させ

るまでの機構全体を ｢細胞力覚機構(mcchano-sensingmochanism)｣と定義する.この

細胞力覚機構については,本論文で取り扱う骨芽細胞のみならず,血管内に存在する

血管内皮細胞(endotllelialcell)や関節軟骨内に存在する軟骨細胞((~･11011(lro(A,ytc)などが

研究対象として取り上げられており[Sokabeotal一,1997;Millward-Sadleran(1Salter,

2004],力学刺激により活性化される様々な生化学シグナリング･カスケードが提案さ

れている.代表的なシグナルとしては,力学刺激の負荷により,細胞内におけるcAMP

やCa2+の濃度上昇が生じることなどが知られている[Reichetal･.1990:Cohcncta1.I

1997.･Jacobsetal.,1998;Rosaleseta1.,1997].これらの生化学シグナルは,カスケー

ド下流に位置するPKAやPKCなどのシグナルを活性化し,結果として,様々な細胞

応答を引き起こすことが知られている,

力学刺激により活性化されるシグナリング ･カスケードの全体像が,徐々に明らか

にされつつある一方で,細胞力覚機構においては,力や変形などの力学刺激が,生化

学シグナルへと変換されるまさに細胞力覚機構の最上流部に位置する受容機構の理

解が不可欠である.本論文では,この機構を ｢力学刺激受容機構 (mc(･,hano-rc叩 't･io ll

mcellanism)｣と定義する.この力学刺激受容機構については,未だ不明な点が多いが,

その中で,力学刺激受容機構の構成要素の候補として挙げられている要素の一つに,

伸展活性 (stretchactivated:SA)チャネル (または,力学刺激依存チャネル)がある

[GuharayandSachs,1984:Kanzakieta1.,1999].SAチャネルは,図 1.7に示すよう

に,細胞膜上に存在していると考えられており,骨芽細胞においてもその存在が報告
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されている[r)l川川11～111(Illihl(,r･1り8!_l:Yi,0.V(.I"I-Ll)[)-2].また,SAチャネルは,他

の膜電付依存やリガンド依存のチャネルとは異なり,細胞膜に作用する張力により直

接l′畑二活性化されると言われている.したが-｣て,細胞が力学刺激を感知する上では,

細胞構造に作川する力や変形などが,S▲1チャネルなどの力学刺激受容機構へと伝達さ

評価は,パ､ソチクランプ技術を剛 ､て行われており[Sokal'(､ぐtal‥1991],電位変化測

定の際には,細胞膜および細胞膜直下の細胞骨格のみが取り出されて実験が行われて

いると言-｣てよい.そのため.細胞に実際に力学的刺激が負荷された場合,その刺激

情報が,物理的にどのように伝達され,さらに,その伝達された刺激情報が,どのよ

うな力学刺激受容機構を介して生化学シグナルへと変換されているかについての直接

的な解明をもたらすには至っていない.

電位依存 リガンド依存 リガンド依存
(細胞外) (細胞内)

力学刺激依存

(StretchActivated:SA)

図1･7 イオンチャ,ネル[Åll)(▲1心 (ltalH2002より]

1･1･3 刺激伝達経路としてのアクチン細胞骨格

卜述のように,細胞力覚機構の最上流に位置する力学刺激受容機構が機能するため

には,細胞構造に作用する力や変形が,受容機構へと伝達されることが重要である.そ

の中で,アクチン細胞骨格を含む細胞骨格構造が重要な役割を果たしている可能性が

提案されている[DllIl(･allall,1Tllltllぐr.19gr,]･アクチン細胞骨格は,図1.8および 1.3(I,)

に示したように,細胞内でネットワーク構造を形成するのみでなく,接着細胞におい
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焦点接着

図1.8 アクチン細胞骨格と焦点接着の模式図 (側面図)

ては,細胞外基質との接着を担う受容タンパクとして知られるインテグリン(integrin)

を主とする焦点接着斑(focaladhesioncomplex)に対して,アクチンフィラメントの一

端が結合しており,主要な構造要素として働いている.したがって,力や変形が細胞

に与えられた場合,それらの力学刺激は,直接的に焦点接着斑,およびそれに結合す

るアクチン細胞骨格へと作用する.そのため,アクチン細胞骨格と焦点接着斑からな

る細胞骨格系が,細胞力覚機構において,重要な役割を果たしていると考えられてい

る,しかしながら,その重要性が指摘される一方で,実際に力学刺激が負荷された際,

これら細胞骨格系に作用する力や変形などについて,詳細に取り扱った研究例は少な

く,Ingberら[2003a･:2003b]によるテンセグリティモデル(t･eIISegritymodel)など,仮

説的な提案がなされているにすぎない.

さらに,アクチン細胞骨格は,単軸の繰り返し伸展刺激や細胞外液の流れによるせ

ん断応力刺激などの方向性を有した力学刺激に対して,その構造が動的に再構築され

ることが知られている[Buekleyetal一,1998こWangetal.,2000;Chpneta1.,2000;

Neid1inger-Wilkeetal･,2001]･アクチン細胞骨格が,細胞力覚機構において重要な役

割を担っている可能性を考慮すると,この再構築現象が,力学刺激に対する応答の結

果として生じているものか,あるいは,合目的的に行われているように捉えられる細

胞機能の一 部であるかの如何に関わらず,その機構の解明が,細胞力覚機構に関する

新たな知見をもたらす可能性が十分にあると言える.

これら上述の細胞骨格構造と細胞力覚機構との関連を明らかにするためには,構造

に作用する力と変形を力学的観点から取り扱うことが不可欠であり,細胞バイオメカ

ニクスとして取り扱うべき課題であると言える.
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1･1･4 アクチン細胞骨格の構造とその形成過程

本項では,本研究で着目しているアクチン細胞骨格の構造,および,その形成機構

について述べる.

アクチン細胞骨格の形成機構: アクチン細胞骨格は,第1.1.1項で述べたように,主

として,アクチン分子が重合したアクチンフィラメントからなる.アクチンフィラメン

トは,球状アクチンが重合してフィラメント状構造を形成した線維状タンパクである.

その構造は,静的なものではなく,図 1.9に示すように,常に重合(polymerization),

あるいは脱重合(depolymerization)を繰り返す動的な構造である.このアクチンの重

合･脱重合が,バランスよく調整されることにより,細胞内でアクチン細胞骨格の構

造が,ダイナミックに再構築される.例えば,アクチンの重合･脱重合を調整する一つ

の因子として,ATPが挙げられる.ATPと結合したATP-アクチンは,アクチンフィ

ラメントの端に結合しやすく,次々と重合反応が生じる.ATPが加水分解されADP

となるよりも早く別のATP-アクチンが結合する状況では,アクチンフィラメントの

端にATPキャップが形成され,フィラメントは伸長する.一方,モノマーアクチンの

濃度が低下するなどの原因により,さらなるATP-アクチンの結合よりも,ATPの加

水分解が早く生じるようになると,上述のATPキャップは消失し,フィラメントは脱

重合により短くなる.

アクチンフィラメントの動的な重合･脱重合に加えて,アクチンフィラメントは,細

胞内において多様な結合タンパクの修飾を受け,図 1.10に示すように,非常に多様な

ATPキャップ
~ ･.~･.~~1

アクチン重合過程

,_.J
■■■L

●~､｢

アクチン脱重合過程

厨 -
ATP-アクチン

鼻 ＼ぎADP-アクチン

図1･9 アクチンフィラメントの重合 ･脱重合 [Bray,2001より]
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構造を形成している.例えば,細胞皮層(cellCOrteX)においては,フィラミンによって

架橋され,密なネットワーク構造を形成する.あるいは,糸状仮足(filoI)r)(lia)におい

ては,ヴィリン(villill)やフィンブリン(fimbrill)などにより架橋され,アクチンフィラ

メントの方向が揃った密なバンドルを形成する.これら架橋タンパクに加えて,キャッ

ピング･タンパク(cappingprotein)や切断タンパク(sevel･ingproteill),モノマーアク

チンに結合するタンパク(mollOmer-Sr､qlleSt･Cringprotein)などによっても,アクチン

フィラメントの構造形成が調節されている.
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アクチンモノマー

側部結合タンパク

鰍と頚紗感臓脚 櫛設}

核形成タンパク

機薄綿鞄 宅､
漁熟考汚鰍盗聴

切断タンパク

が

モノマー状態
維持タンパク

架橋タンパク
(糸状仮足)

モータータンパク

キヤツピングタンパク

図1.10 多様なアクチンフィラメント構造の模式図 [Bray,2001より]

焦点接着を含むアクチン細胞骨格構造 : アクチン細胞骨格の中でも,特に細胞力

覚機構の構成要素候補としてあげられている構造が,焦点接着を含むアクチン細胞骨

格構造である[Dllll｡allantlTllrner,1995]･焦点接着は,接着細胞が細胞外基質と接着

する際,細胞膜と細胞外基質が接触している箇所に形成される.特に,骨芽細胞や線

維芽細胞,血管内皮細胞などは,細胞外基質と細胞底面全体が接着しているわけでは

なく,図1.8および 1.11に示すように,細胞は,細胞底面に存在する複数の焦点接着

を介して,局所的に細胞外基質に接着している.また,図 1.12(a)に示すように,こ

の焦点接着が,細胞外基質に対するアンカーの役割を果たし,さらに焦点接着同士を

結ぶようにアクチン細胞骨格が形成されることにより,細胞は細胞外基質上で自らを

固定し,その形態を安定させている.さらに,焦点接着の構造に着目すると,焦点接

着は,図 1.12(I))に示すように,複数のタンパクからなる複合体により構成されてい

る.主には,細胞外基質と直接接触し接着を担うドメイン,細胞膜を貫通するドメイ

ン,および,細胞内においてアクチン細胞骨格と直接的に連結するドメインなどが存

在し,複数のタンパクがそれぞれの役割に応じて,三次元的な構造を形成していると

考えられている.
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このように,焦点接着を含むアクチン細胞骨格は,接着細胞が細胞外基質上に接着

し構造形態を維持する上で支配的な役割を担っている.そのため,基質の変形,ある

いは細胞外液の流れなどが,力学刺激として細胞に負荷された場合,そのいずれの場

合においても,力や変形はこの焦点接着を含むアクチン細胞骨格に作用する.そのた

め,力学的観点から細胞力覚機構の解明を目指す上では,この焦点接着を含むアクチ

ン細胞骨格構造に着目することが不可欠である.

焦点接着

図1.11焦点接着とアクチン細胞骨格

焦点接着複合体 アクチンフィラメント

(a)焦点接着の概念図

細胞外基質

(b)焦点接着拡大図

図 1･12 焦点接着構造の拡大模式図 [Bray12001より]
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1･2 骨芽細胞のバイオメカニクス

本論文では,数多くの細胞の中でも骨芽細胞(()st･eoh1ast)に着目し,細胞バイオメカ

ニクスの観点から,その細胞機能の解明を目指す.第1.1.2項でも述べたように,細胞

バイオメカニクスが取り扱うべき対象は,その構造や機能の調整において力学因子が

重要な調整因子となっている組織中に存在する細胞である.特に骨芽細胞は,骨形成

の中心的役割を担う細胞であり,骨のリモデリング(b('neremodoling)が,力学環境の

変化により大きな影響を受けていることから,その活動が周囲の力学環境の変化から

受ける力学刺激により調節されていると考えられている.そのため,その機能や機構

の解明を目指す場合,細胞バイオメカニクスの観点からのアプローチが有用であると

考えられる.

1･2･1 骨のリモデリングにおける骨芽細胞の役割

骨のリモデリング: 骨の主要な機能の一つとして,骨格系の形成,体重の支持,重

要な器官 ･組織の保護等,構造体としての機能が挙げられる.この役割を果たす上で,

皆は,荷重や変形などの力学環境の変化に対して,動的にリモデリングされることが

知られている[Cowill,199:3].この現象は,端的には,運動による負荷の増加に対する

骨量の増加,あるいは,宇宙飛行士に見られるように,無重力状態での負荷の減少に

対する骨量の減少として観察される.この骨組織のリモデリングは,｢骨は外的,内的

な機械的負荷に対して,その外部,内部の構造を変化させることにより適応する.｣と

するWolffの法則(Wolff'slaw日Wolff,1892]として知られている･

巨視的に見た骨の形態変化は,微視的レベルで見ると,既存の骨の吸収(rcsol･pt･i()Il)

と新たな皆の形成(formatioIl)という二つの過程がバランスよく行われる結果として

生じていると捉えることができる.これら骨の吸収と形成という代謝活動は,そのタ

イムスケールが数週間から数ヶ月に及ぶため,見かけ上,骨は静的な構造として見ら

れることが多い.しかしながら,微視的に観察すると形成と吸収がカップリングした

代謝活動が常に営まれている.

骨のリモデリングは,骨構造全体で同時に進行するのではなく,微視的に見て形成

と吸収がカップTJングして行われているBRU(1)ollerPll10(1'11illgl111it).あるいはBMLT

(1'IIHi=nllltiH-11111arullit)と呼ばれる領域で行われている.微視レベルで見た骨のリモ

デリング過程の模式図を図 1-13に示す.このBRU,BMUは,骨吸収を担う破骨細胞
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図1･13骨のリモデリング過程の模式図 [林ら.2003より]

(oste｡elast),骨形成を担う骨芽細胞,および,新たに形成された骨から構成されてお

り,皮質骨(cortiealb()Iie)表面 (骨膜面,骨内膜面),皮質骨内部のハバース管内表面,

および,海綿骨(｡/aIICellollSbone)内部の骨梁 (trabcc-lュa)表面に存在している[Parfitt･,

1991].BRUの大きさは,皮質骨においては,長さ約400IJ/m,幅約200/Lm であり,そ

の内部では,先端で破骨細胞が骨吸収を行い,カッティングコーンを形成しながら進

行していく.その一方で,骨芽細胞が,破骨細胞が骨を吸収した箇所に新たな骨を形

成しながら進む･その結果として,例えば犬の場合では,BRUは-1()IJ/m/(lay程度の

スピー ドで骨表面を移動していくと考えられているlJaworskiandLok,1972].

上述のように,巨視的レベルで観察される骨董の増減や,外形状の変化なども,微

視的レベルにおける細胞群の代謝活動の結果として生じている.そのため,骨のリモ

デリング機構を明らかにするためには,その素過程としての細胞活動に着目すること

が重要であると言える.特に,力学環境の変化が骨リモデリングに与える影響を検討

する場合,そのリモデリングにおいて中心的役割を担う骨芽細胞の力学刺激に対する

応答特性を明らかにすることが重要であると考えられる.

骨芽細胞の役割 : 骨芽細胞は,間葉系幹細胞(IlleSell(:hymalst･pm(･(111)由来の細胞
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であり,骨形成の中心的役割を担っている.通常,骨芽細胞は,骨表面,あるいは骨基

質中のオステオン(o･qtoon)の内表面等のエンベロープ[Frost,1966]に存在し,複数の

骨芽細胞が協調的に骨形成活動を行っている.骨形成活動においては,骨芽細胞自身

が骨基質となるタンパク質を分泌し,さらにその石灰化(Gal(･ificat･ion)を行っている.

さらに,骨芽細胞は,様々な全身性,あるいは局在性の制御因子によってその活動を

調節されており,同時に,周辺の破骨細胞や間質細胞と協調的な骨代謝を営むための

シグナル伝達を行っているlCowilleta1.,1991].したがって,骨芽細胞が,骨の代謝

において,その調整役としての重要な役割を担っていると考えられている.

前述のように,骨のマクロレベルで観察される構造変化は,その素過程となるミク

ロレベルで見ると,骨芽細胞と破骨細胞を中心とする細胞群の代謝活動,つまり骨形

成と骨吸収の局所的な平衡の変化から生じる結果として捉えることができる.したがっ

て,力学環境の変化,すなわち,力や変形といった力学的刺激が,骨芽細胞や破骨細

胞の活動活性を調整する因子の一つとして働いていると考えられている.マクロレベ

ルから見た骨代謝は,非常に多様な因子が関与する複雑な系からなり.要素還元論的

な細胞レベルでの力学的刺激に対する応答を理解するのみでは,その系全体を明らか

にすることはできない.しかしながら,複雑なシステムをマクロレベルから素過程へ

と掘り下げるアプローチと,素過程レベルからさらに上部階層レベルへと積み上げる

アプローチの双方が相補的に行われることは,非常に有用であると考えられ,細胞レ

ベルでの力学的刺激に対する細胞の応答機構を明らかにすることの意義は大きい.

1･2･2 力学刺激に対する骨芽細胞の応答

組織レベルで観察される力学環境の変化に対する骨の応答,すなわち,力学的負荷

の増加に対する骨形成の促進,あるいは,力学的負荷の減少に対する骨吸収の促進と

いう現象は,細胞レベルでは,それぞれ,骨芽細胞の活性化,および破骨細胞の活性

化と結びつけて考えることができる.生体外 in′摘roでの実験においても,これらの

状況を再現する実験系の構築が望まれるが,力学刺激の減負荷は,宇宙環境,あるい

は自由落下での微小重力状態を用いる実験系[WesterlilldandTurner,1995]以外には,

実験系が確立されておらず,主として行われている実験は,細胞に対して外部から力

学刺激を負荷する,すなわち,増負荷を行う実験系が用いられている[Brown,2000].

力学刺激に対する骨芽細胞の応答については,i:r日),itroの実験系において様々な検討

がなされており,力学刺激の負荷に対して,活性化,あるいは抑制される様々な生化学
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シグナルが明らかにされている.これらの実験系では,骨芽細胞が接着,伸展している

培養基質を変形させることにより,細胞に変形および力を負荷する手法[Bin(lcrmal10t

al･,1988;Jonesetal･､1991],細胞外液を介して静水圧の変動を負荷する手法[Ozawa

otal･,1990],あるいは,細胞培養液に流れを発生させることで,細胞にせん断応力を

負荷する手法[ReichandFrangos.1993]などがある.

これらの力学刺激の負荷に対して,骨芽細胞は,増殖率の増加,細胞内カルシウム

イオン(Ca2+)濃度の上昇,cAMPの増加 [Binderlnaneta1.,1988],(･-fosの発現促進

lPavalkoctall,1998]など様々な応答を示すことが報告されている.骨芽細胞が力学刺

激を感知し,自らの細胞内生化学シグナルへと変換する機構を有していることは,こ

れらの報告例からも明らかである.その一方で,細胞が刺激として感知している情報

が,変形 (ひずみ)であるのか,あるいは,力 (応力)であるのか,という点について

は,未だ議論が行われている段階であり,十分明らかにはされていない.例えば,荷重

の負荷により,骨組織自体に生じるひずみが,骨基質表面上に存在する骨芽細胞に刺

激として感知されているとする説[Duncan,1995],これに対して,荷重負荷により,骨

組織に生じる不均一変形に起因して発生すると考えられている組織 (細胞外)液の流

れが,細胞にせん断応力を発生させ,細胞はその応力を感知しているとする説[C(,will

Iln(IWcinbaum,1998]などが存在する･

培養基質を変形させる実験系を用いる場合においても,細胞と培養液との相対的な

動きにより,細胞表面にはせん断応力が生じていると考えられる.また一方で,培養液

の流れによりせん断応力を負荷する実験系においても,流れ負荷により細胞構造自体

に変形が生じていると考えられる.そのため,いずれの実験系を用いた場合にも,両

者の要因を完全には分離して考慮できない.さらに,これまでの実験系では,多数の

細胞に対して,ほぼ均一と見なせる力学刺激を負荷し,それに対する細胞応答を平均

化して評価していると言える.このような手法は,制御された環境下における細胞の

応答特性を評価する上で有用である.その一方で,力学刺激に対する細胞の応答機構

そのものの解明を目指す上では,さらにミクロな階層である,単一細胞,あるいは,細

胞内微細構造のレベルでの検討が必要不可欠である.なぜならば,力学刺激が細胞に

作用した際には.細胞が感知する刺激が力であるか,変形であるかの如何に関わらず,

細胞構造には力が作用し,変形が生じる.それら力や変形を,細胞内での生化学シグ

ナルへと変換する機構を対象とするためには,細胞構造に作用する力や,生じる変形

を取り扱うことが本質的に不可欠だからである.
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1･3 本論文の目的と構成

1･3･1 日 的

骨芽細胞の力学刺激に対する応答特性を評価することは,骨のリモデリング機構へ

の理解を深める上で重要である.また,細胞力覚機構の解明は,骨芽細胞のみにとど

まらず,細胞バイオメカニクスが取り組むべき重要な課題の一つである.そこで,本研

究では,骨を形づくる骨芽細胞を対象として,細胞バイオメカニクスの観点から,そ

のアクチン細胞骨格に着目し,骨芽細胞の細胞力覚機構においてアクチン細胞骨格が

果たす役割,および,力学刺激負荷に対するアクチン構造のダイナミクスを明らかに

することを目的とした.

1･3･2 工学的意義

細胞の構造と機能の関係,あるいは,それらと生理学的機構との関連を解明しよう

とする取り組みは,科学的な興味のみにとどまらず,医工学的観点から見た場合にも

非常に重要である.医工学的観点から見ると,細胞の機能や構造の人為的な制御手法

の確立が重要な課題である.なぜならば,例えば,近年,医工学技術の進歩を背景に

急速に発展している再生医療工学[Langerall(1Vacanti,1993]においては,細胞の活動

を制御し,目的とする組織固有の構造を形成させ,さらに組織として機能させること

が必要となるからである.この再生医療工学への応用を目指した経験則に基づく試行

錯誤的アプローチにより,ある一定の成果が期待される一方で,本質的には,細胞の

機能や構造の人為的制御を行うためには,それらの機構解明が必要不可欠となる基礎

である.そのため,医工学への応用においても細胞の構造と機能,あるいは機構との

関連の解明を目指す細胞バイオメカニクスに基づくアプローチが重要である.

本論文では,骨芽細胞に着目し,その機能の中でも特に細胞力覚機構について,細

胞バイオメカニクスの観点からアプローチすることを試みている.骨芽細胞は,骨形

成の中心的役割を担う細胞であり,細胞力覚機構の解明は,その上位階層である骨の

リモデリング機構の解明を目指す上での有用な知見もたらすことが期待できる.ここ

では,骨のリモデリングと再生に着目し,それらの機構解明がもたらす医工学的な意

義について述べる.

前述のように,再生医療工学が,生体臓器移植や人工代替臓器移植に加えて,第三
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の医療技術として脚光を浴び,その実用化に向けた取り組みが盛んに行われている.

再生医療工学においては,対象とする臓器を構成する細胞への分化誘導やその活動制

御だけでなく,臓器としての機能発現のために,それぞれの臓器固有の構造を形成さ

せることが必須となる[LallgerandVar･,anti,1993].特に,骨の再生を考える場合,棉

造体としての力学的機能が特に重要であり,その構造形成制御技術の開発が望まれる.

そのため.骨を形成する骨芽細胞のレベルから人為的にその活動を制御することを目

指し,細胞の基質への接着性制御などを試みた基礎研究が行われている(付録 A).し

かしながら,上述のように,骨の構造形成は,周囲の力学環境の影響を大きく受けて

おり,細胞が活動する基質となるスカフオール ドの設計のみでは,適切な構造形成の

誘導は期待できない.したがって,力学環境の変化が骨の再生やリモデリングに与え

る影響を解明し,それらを適正に予測 ･評価することが重要となる.

さらに,再生医療工学への応用に加えて,既存の医療技術への応用を考える上にお

いても,骨のリモデリング機構の解明は重要である.骨に欠損などが生じ,その機能

が損なわれた場合,一般的にはギプス固定や創外固定などが用いられ,骨自身の自然

な治癒を期待する手法が選択される.しかしながらその一方で,高齢化社会の到来を

前にして,高齢者の骨折治療や人工大腿骨置換治療などへの需要が益々高まることが

予想される.骨折治癒において高齢者を対象とした場合,代謝能力の低下から,骨自

身の自然な治癒能力が不十分であることに加え,治療期間中は歩行などの運動が困難

となり,その結果として,さらに骨の治癒が遅れる悪循環に陥る.また,人工大腿骨

置換治療を考えた場合においても,現状では,短中期的には非常に良好な結果が得ら

れる場合でも,長期的には大腿骨インプラントの挿入箇所にゆるみが生じるなどの理

由から,再置換術が行われるケ-スが見られ,患者の負担を大きくしている.歩行や

運動は,患者のQOL((111alityoflife)の向上をもたらす重要な要素であり,従来からの

手法に替わる,あるいは従来からの手法を補完する要素技術への応用を目指した骨の

再生 ･リモデリング機構解明への需要は高い.

また,医工学分野への応用のみならず,機械工学的観点から見た場合にも,骨の環

境への適応能や,機械要素として捉えた場合の合理性などは,工学的に有用であり,そ

のリモデリング機構の理解が,構造の最適設計やスマ-トマテリアルの開発などへの

新たな発想をもたらす可能性も十分考えられる.
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1･3･3 本論文の構成

本論文では,まず,第2章から第4章において,骨芽細胞の細胞力覚機構において,

アクチン細胞骨格が果たす機能的役割,アクチン細胞骨格の構造的特徴が細胞の力学

刺激応答特性に及ぼす影響,および,細胞のカルシウム応答を誘起する細胞構造の変

形量について検討する.さらに,第5章,第6章では,構造体としてのアクチン細胞

皆格が,骨芽細胞の力学刺激応答特性に影響を与えているとの第4章までの結果を受

け,アクチン細胞骨格そのものの構造再構築機構について検討する.方向性を持った

力学刺激に対して,アクチン細胞骨格の構造が動的に再構築される現象について着目

し,再構築が開始される力学量を明らかにし,さらに,それを定量的に評価すること

を目指す.

第2章では,構造体として組織化されたアクチン細胞骨格が,骨芽細胞の力学刺激

応答特性に与える影響について検討する.アクチン重合阻害剤を用いて,細胞内のア

クチン細胞骨格を一旦脱重合させ,その後の回復過程における培養時間を制御するこ

とにより,細胞内に構造体として形成されるアクチン細胞骨格量を制御した細胞群を

作成する.それぞれの細胞群に対して,同一の力学刺激を与え,それに対する細胞応

答として,細胞内カルシウムイオン濃度の変化を観察する.さらに,カルシウム応答

を示す細胞の割合を評価することにより,構造体として組織化されたアクチン細胞骨

格の量が,骨芽細胞の力学刺激応答特性に与える影響について検討する.

第3章では,構造体としてのアクチン細胞骨格が,骨芽細胞の細胞力覚機構におい

て重要な役割を担うとする第2章の結果を受け,構造体としてのアクチン細胞骨格の

構造的特徴が,骨芽細胞の力学的刺激応答特性に与える影響について検討する.骨芽

細胞において,アクチンストレスファイバーのネットワーク構造が,細胞形状の長軸

方向と一致した特徴的な配向構造を有していることに着目し,力学刺激として,スト

レスファイバーの配向方向と変形を与える方向との相対的な角度,および変形負荷量

を制御した刺激を与え,刺激負荷に対する細胞のカルシウム応答を観察する.定量的

に制御された力学刺激に対する細胞の応答特性を評価することにより,アクチン細胞

骨格の構造的特徴が,細胞の力学刺激応答特性に与える影響について検討する.

第4章では,局所的な力学的刺激を負荷した際に生じる,細胞構造の変形量を定量

化する手法の提案を行う.第2章,第3章では,細胞に与える変形量を定量化する際,

細胞に局所変形を負荷するために使用したマイクロニードルの変位量を用いて定量化

を行っている.しかしながら,細胞に負荷する力学刺激とそれに対する細胞応答発生
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との関連を明らかにする場合,刺激負荷により生じる細胞構造自身の変形量を定量化

することが不可欠である.そこで,細胞構造の変形状態を観察するために細胞膜を蛍

光標識し.さらに細胞内カルシウムイオンの濃度変化を測定するために,蛍光指示薬

を導入した細胞を作成し,それらの蛍光を同時観察する実験系を構築する.また,得ら

れる観察画像から,画像相関法を用いて細胞膜に生じる変位分布を測定し,その変位

分布からひずみ分布を算出する手法を提案する.さらに,提案した手法を用いて,局

所変形負荷に対する骨芽細胞のカルシウム応答の様子を高時間 ･空間分解能で観察し,

細胞膜に生じる変形とカルシウム応答の発生起点との関連について検討する.

第5章では,力学環境の変化に伴うアクチン細胞骨格の再構築機構の解明を目指し,

バイオメカニクスの観点から再構築を引き起こす力学因子について検討する.アクチ

ン細胞骨格の再構築を調整する生化学的因子に加え,特に,力学的な調整因子の候補

として提案されている細胞内張力に着目し,その張力が,アクチンストレスファイバー

の動的安定性に与える影響について検討する.単一の骨芽細胞に対して,細胞外基質

との接着を部分的に解除することで細胞に局所変形を生じさせ,細胞内に張力が解放

されるファイバーと解放されないファイバーが共存する状態を作り出す実験系を構築

する.これを用いて,対象とするス トレスファイバーの張力を選択的に解放し,その

後の構造変化を観察する.

第6章では,第5章の結果を受けて,張力解放に起因するストレスファイバー構造

の再構築現象について,同構造の再構築が開始されるために必要な力学量を定量的に

評価する.予め伸展させた状態の弾性シリコーンラバー基質膜上に骨芽細胞を播種し,

その膜の引張りひずみを解放することで,細胞に対して圧縮ひずみを負荷し,細胞内

ストレスファイバー構造に作用する張力を解放する実験系を構築する.張力解放後の

ストレスファイバー構造の変化を観察することで,再構築現象を引き起こすために必

要なひずみ量を定量的に評価する.

最後に,第7章では,得られた結果をまとめ結論を述べる.



第2章

構造体としてのアクチン細胞骨格が

力学刺激応答特性に及ぼす影響

2･1 緒 言

皆は,力学環境の変化に対して,その構造や形態を適応的に変化させることが知

られている[Clll､r(.y, 1984].このような骨のリモデリングは,骨の代謝を担う細胞群

の活動が,力学環境の変化の影響を受けるためであると考えられており[CoWillall(I

W(.ir11'a･11日1､1998],骨形成の中心的役割を担う骨芽細胞についても,これまでに,力

学刺激に対する細胞応答を観察した報告が数多くなされている[Roolofsonota1.,1995;

Klr､in-N111(111(Ictal‥1997;Smalteta1.,1997;Jacobseta1.,1998;BllCkleveta1.,1988;

Formorota1.,1998;Ziam ba･IlaSeta1.,1998].しかしながら,細胞が力学刺激を感知し,

それを細胞内シグナリングへと変換する機構については,未解明な点が多い.

力学刺激に対する骨芽細胞の応答の一つとして,細胞内カルシウムイオン濃度 (以

下,lCa'2+]′と略す)の変化が挙げられる･すなわち,力学刺激の負荷に対して,骨芽

細胞の[Ca2+]トが上昇することが報告されているlJoncscta1.,1991],この[Ca2+]/)の上
昇は,細胞内における重要な生化学的シグナルの一つであり,シグナリングカスケー

ドの上流に位置している[御子柴ら,1998].すなわち,[Ca2+],Lの上昇に伴い,その下

流に存在する他の様々な生化学シグナリングパスが活性化される.そのため,[Ca2+],I:

の上昇は多種多様な細胞応答を生じさせる引きがねの役割を担っていると言われてい

る[御子柴ら,1998].したがって,細胞のカルシウム応答,すなわち,[Ca2+]7の変化

に着目することにより,刺激に対する細胞の応答をシグナリングカスケードの上流で

とらえることが可能となる.そこで,本研究では,力学的刺激に対する細胞の応答特

23
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性を評価するために,[Ca'2十]Lに着目し,その経時的変化を観察した.
骨芽細胞の細胞力覚機構において,アクチン細胞骨格が,その構成要素として重要

な役割を果たしているとの報告がある[Dun(･/allan(ITlll･Iler,1995]･力学的刺激が細胞

に負荷された場合,アクチン細胞骨格やインテグリンを含む焦点接着などの細胞構造

が変形する.細胞が力学刺激を感知する上では,この細胞構造に作用する力,あるい

は変形が生化学的シグナルへと変換されることが必要である.そのため,その機構を

明らかにするためには,本質的に細胞構造そのものに着目したアプロ-チが必要不可

欠である.そこで,本章では,アクチン細胞骨格が構造体として組織化されているこ

とが,骨芽細胞の細胞力覚機構において重要であるとの仮説のもと実験を行った.ま

ず,細胞内のアクチンファイバー構造の量を段階的に制御した細胞群を作成した.吹

に,それぞれの細胞群に対してマイクロニー ドルを直接押し込み,その力学刺激に対

して応答した細胞の比率を評価した.これにより,構造体としてのアクチン細胞骨格

の量が,細胞の力学刺激応答特性に及ぼす影響について検討した.

2･2 実験方法

2･2･1 実験の概要

実験手順の概要を図 2.1に示す.まず,細胞を観察用ディッシュに播種し,カルシウ

ム蛍光指示薬Flu04を細胞内に導入する.次に,アクチン重合阻害剤 (･yto(･halasinD

を添加した培地中にて60分間培養することで,細胞内のアクチンを脱重合させる.そ

の後,cyto(.halasinDを洗い流し,通常培地中にて培養する.この時,アクチン細胞

骨格を再重合させる時間をそれぞれ15,45,および7･5分間とした細胞群を作成する.

作成した細胞の一部を国定し,アクチン細胞骨格量の評価を行う,また,残りの細胞

を用い,力学刺激の負荷に対する[Ca'2+]1/の変化を蛍光観察する.

2･2･2 観察試料の作成と観察方法

細胞と培養条件 : 実験には,理化学研究所バイオリソースセンターより入手した骨

芽細胞様細胞(MC3T3-El)を用いた･この細胞を,FBS(ICNBiom o･lical.q)を10%添加

の環境下で培養した.実験では,直径3511Ⅲlのガラスボ トムデ 1ツシュ(Mat-T(tk)に
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Plating&Loadingofcalciumindicator

hcubationwithCytochalasinD
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亨軍 務
For15±5mln 45±5mln 75±5mln

Mechanicalstimulation&

ObserVationofcalciumslgnalingresponse

図2.1 実験手順の概要

細胞を7J'×loll/(lishの密度で継代し.その後5時間培養したものを実験に用いた.

アクチン細胞骨格構造量の制御 : 細胞内のアクチン細胞骨格の量を制御するため,

まず,アクチン重合阻害剤である(･ytochalasinD(Calbio(･110ln)を50/LMの濃度で添加

した培地中にて,60分間培養し,一旦,細胞内のアクチンファイバーを脱重合させた.

その後,PljSでリンスすることでeyto(･halasinDを洗い流し,再び通常の培地中にて

培養することにより,細胞内にアクチンファイバーを再重合させた.この時,再重合

させる時間を調整し,細胞内に再構成されるアクチン細胞骨格の量を制御した.本実

験では,再重合時間をそれぞれ,15,15,および75分間とした3つの細胞群を作成し,

力学刺激に対するlCa2+]′の変化を観察した.

アクチン細胞骨格構造量の評価 : 再重合時間を調節した各細胞群における,アクチ

ン細胞骨格の量を評価するため,同一の条件で作成した観察試料群の一部を用い,細

胞内アクチンの蛍光標識と観察を行った.まず,I)al･ah1･maldehyde(和光純薬)にて細

胞を固定し,続いて,1㌔Triton-X(AInreSCO)にて脱膜処理を行った後,rho(lalni110-

pIlalloi(lill(M()1(モC111arProbes)を用いて,ポリマーアクチンとしてファイバー構造を有
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するF-アクチンのみを蛍光染色した.

アクチン構造の蛍光観察には,共焦点レーザー走査型蛍光顕微鏡 (MRC-1024/MP,

Bin-Ra･d)を用い,60倍の油浸対物レンズを使用した.画像は,ディッシュ底面から,

細胞核上部までの水平面断層画像を1.0〃m目那扇で取得した.取得した断層画像を画像

処理を用いて重ね合わせることで,細胞内全体のアクチン細胞骨格を画像化し,その

構造を評価した.

細胞内アクチン細胞骨格の量は,細胞内の蛍光輝度に基づいて評価した.本実験で

に脱重合される.その後,再びG-アクチンが線維構造を有するF-アクチンへと重合

することで,ネットワーク状のファイバー構造へと再構成される.したがって,構造

としての組織化が進展するほど,F-アクチンが増加する.本実験で蛍光標識に用いた

rll(:)(lamiIl(l-Phalloidinでは,I)11alloidillがF-アクチンに特異的に結合するため,ネット

ワーク構造として組織化されたアクチンファイバーを選択的に蛍光染色することが可

能である.ここでは,各細胞における細胞輪郭内のアクチン細胞骨格の平均蛍光輝度

を算出することにより,細胞内で構造体として組織化されたアクチン細胞骨格の量を

評価した.

lCa2+],[変化の観察方法 : 力学刺激に対する細胞の応答として,[Ca-2+]～の変化を

観察した.カルシウムイオン感受性蛍光指示薬であるFlu04を用い,[Cl12+],/の変化を
蛍光輝度の変化として観察した.指示薬の導入は,細胞をガラスボトムディッシュに

播種した後,FlllOi-AM (MolecularProbes)を6/IM添加した培地中にて5時間培養

することにより行った.

カルシウムイオンの観察には,共焦点レーザー走査型蛍光顕微鏡 (Mri(1-1024/lIP.

Bl(-)-Had)を用い,60倍の油浸対物レンズを使用した.画像取得は().9秒間隔で行った.

観察平面は,デ 十ソシュ底面から2/I/nl上方,一辺が222/IIm の正方領域とし,･r)12×

512pixelsの解像度で,8bit (2136段階)の輝度データとしてPCに記録した.

2･2･3 力学刺激の負荷方法

力学刺激として,単一の骨芽細胞にマイクロニードルを直接押し込むことで,局所

的な変形を与えた.力学刺激負荷の概要図を図 2.2に示す.まず,マイクロマニピュ

レーター(ONll'-1351Narishige)を操作して,図212(a)に示すように,マイクロニード

ルを細胞核直上近傍の細胞膜上へディッシュ底面に対して垂直に押し込んだ.ガラス
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製ニードルの先端直径は,約10/Jlnである.また,その先端は,押し込み,および変

形を与えた際に細胞膜を傷つけることを防ぐため.ヒー トポリッシングを行い,滑ら

かに加工した.ニードル軸とステージ面との角度は約40 0とし,ニードル先端をディッ

シュ底面から2.0/Lmの位置で静止させた.この時,押し込み操作に対して細胞が応答

を示さないことを確認した･その後,図 2.2(b)に示すように,ニードルを水平に移動

させ,細胞膜上にてニードル先端を横滑りさせることで細胞に変形を与えた.本実験

では,(図2,2((･))に示すように,ニードル先端の水平方向への変位量を 6-8/Lm と

し,ニードルの変位方向と細胞形状の長軸方向との角度を,0-60-90 0とした.

Osteoblast

(a)Indentation (b)Slidedisplacement

(C)Slidedirection

図2.2 マイクロニードルの直接押し込みによる力学刺激負荷の概要図
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2･3 実験結果

2･3･1 アクチン細胞骨格構造の量

まず,図 2.3に,アクチン細胞骨格の量を制御した細胞における,アクチンファイ

バ-の蛍光観察画像を示す.通常の細胞では,図2･3(a)に示すように,細胞内で線維状

アクチンが配向性を有する密なネットワーク構造を形成している.一方,cytochalasin

Dによりアクチンを脱重合させた後,15分間再重合させた細胞では,図2.3(I)‖こ示す

ように,線維状アクチンの構造が観察されず.ネットワーク構造が失われている.脱

重合後,45分間アクチンを再重合させた細胞では,図2.3(e)に示すように,細胞輪郭

の周辺蘭域においてアクチンが再構成されており,線維状構造が観察される.しかし

ながら,細胞の中央領域では,通常細胞で観察されるような明瞭なネットワーク構造

は再構成されていない.これらと比較して,75分間再重合させた細胞では,図2.3(tl)

に示すように,通常細胞と同様の線維状アクチンのネットワーク構造が再構成されて

いる.

次に,それぞれの細胞群における,細胞内平均蛍光輝度の測定結果を図2.4に示す.

同図のグラフに示すように,通常細胞では,細胞内の平均輝度は,86.1±14.4(Mf'aIl

±S.D.)である.一方,アクチンを脱重合させた後の再重合時間が15分間の細胞群で

は,アクチン細胞骨格が消失しているため,その平均輝度が,45.8±7.6まで低下し

ている.再重合時間45分間の細胞では,輪郭周辺に構造が再形成されているため,辛

均輝度は,60.5±15.7まで回復している.さらに,再重合時間75分間の細胞群では,

平均輝度は通常細胞と同程度の85.6±25.1まで回復している.

細胞内の平均輝度と脱重合後の再重合時間との関連性を検定するために.一元配置

の分散分析(AN(二)VA)を行った.その結果,再重合時間に対して,平均輝度が有意(I)

<0.01)に増加することが認められた.また,Tukeyの方法 [Zar,1999]による多重比
較を行った結果,再重合時間15分間とi15分間の間,および45分間と7;I)分間との間

の平均輝度にそれぞれ有意な差異が認められた(p<0･05,I)<0.01).これらの観察
結果が示すように,アクチンファイバーを一旦脱重合させ,その後の再重合時間を調

節することにより,アクチン細胞骨格の量を段階的に制御することが可能である.
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(C)45min

50pm

(b)15min

(d)75min

図2.3脱重合後の再重合時間により制御した細胞内アクチンファイバー構造の蛍光観

察画像



3(〕 第2章 構造体としてのアクチン細胞骨格が力学刺激応答特性に及ぼす影響

0

0

0

oo

/んU

4

A
J
TS
u

3tu

I
t

u
33
S

a
J

OnlJ

15min 45min 75min Control

(〟-19) (〟 -17) (〟 -20) (〟-13)

図･_).1 両重合時間の調整により制御したアクチン細胞骨格の細胞内平均蛍光輝度
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2･3･2 力学刺激に対する細胞のカルシウム応答

単一細胞に対してマイクロニードルを直接押し込み,その先端を細胞膜上にて横滑

りさせることで力学刺激として変形を与えた際に観察された[Ca2+]↓上昇の蛍光観察画
像の一例を図12..r)に示す.また,細胞内の平均蛍光輝度値の時間変化を図 2.6に示す.

図2J'上段は,Fltl04の蛍光観察画像であり,[Ca2+]′の細胞内分布を示している.ま

た,同図下段は,透過光画像であり,力学刺激を付加するマイクロニードルの先端部,

および細胞を示している.ここで,図2･6中の(a･)～ ((1)は,それぞれ 図 2.5の各図

に対応している.

図 2J,(Il)は,刺激負荷前の状態を示しており,同図(lJHま.ニードルを細胞核直上

付近にディッシュ底面に対して垂直方向へ押し込んだ直後の画像である.押し込みに

より,ニードル先端が観察平面 (底面から高さ2/Lm)まで達したため,細胞膜との接

触点が蛍光画像中に白いスポットとして現れている (上段の自失頭).この状態では,

図 2J)および 2.6に示すように,細胞内の蛍光輝度に変化は観察されず,細胞は応答

を示していない.図 2J'((･)は,ニードルを図の左方向に水平移動(∂-8/Jm)させ,細

胞に変形を与えた直後の画像である･図 2･6('1)に示すように,この直後に [Ca<2+])の

上昇が生じ,蛍光輝度が上昇した.この蛍光輝度の上昇は,刺激後,約3秒でピーク

に達し,図 2J)((I)に示すように,細胞核直上付近を中心として,細胞全体の輝度が高

くなっていることが観察される.
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-万,同様の力学刺激を与えた細胞においても,前述のような[Ca2+]′の上昇を示さ
ない例も観察された.この場合の蛍光観察画像,および平均蛍光輝度値の一例を図2.7

および 2.8に示す.図2.7では,図2.5と同様に,上段に蛍光観察画像,下段に透過光

画像を示している.また,図 2.8の(a)～((1)は,それぞれ図 2.7の各図に対応してい

る.図 2.7においても,細胞核直上付近に観察平面までマイクロニー ドルの押し込み

を行い,細胞が応答を示さないことを確認した後,図中左方向へマイクロニー ドルを

移動 持 -8/Lnl)させ,細胞に変形を与えた.しかしながら,細胞に変形を与えた後に

も細胞内の蛍光輝度の上昇は観察されず,細胞は応答を示していない.

2･3･3 アクチン細胞骨格量の違いによる細胞の応答特性の変化

以上のように,同様の力学刺激を定量的に与えた場合でも,[Ca2+]官の上昇が明瞭に

観察される細胞と,全く観察されない細胞が存在した.本実験では,明瞭な[Ca2+]～の
上昇の有無を,細胞応答の有無の判断基準として用い,細胞内のアクチン細胞骨格の

量を制御した各細胞群について,力学刺激に応答した細胞の割合を調べた.

アクチン細胞骨格の量を制御しないColltrOl細胞では,図2.9に示すように,力学刺

激に対して65.0%(13/20)の細胞が応答した.一方,C/ytoc,halasinDによってアクチ

ン細胞骨格を脱重合させた後の再重合時間が15分間のグループでは,同図に示すよう

に,力学刺激に対して15･()%(13/20)の細胞が応答したのに対して,再重合時間を15,

および75分間としたグループでは,それぞれ,27･3%(6/22),54･5%(12/22)の細胞

が応答した.すなわち,再重合時間が長いグループほど,応答した細胞の割合が増加

していることがわかる.そこで,アクチン細胞骨格の再重合時間を変数として,各細

胞群の応答比率について ＼2検定を行った結果,再重合時間と細胞の応答比率の間に有

意な関連(I)<0.05)が認められた.
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図2.7 力学刺激に対する骨芽細胞カルシウム応答の観察画像 (応答なし)
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図2.9 アクチンファイバー構造の組織化度を制御した細胞群における力学刺激に対す

る応答細胞の割合

2･4 考 察

2･4･1 力学刺激負荷手法の特徴

皆組織内において,骨芽細胞が受けると考えられる力学刺激としては,細胞の接着

する基質に生じる変形,あるいは,それに伴い生じる細胞外液の圧力や流れによるせ

ん断力などが挙げられる.したがって,これまでにも,細胞外基質を介したひずみの

負荷,静水圧の負荷,細胞外液の潅流によるせん断応力の負荷などの手法を用いた応

答観察実験が行われてきた[Brown,2000].これらの刺激負荷手法を用いた場合,細胞,

または細胞群全体に対して比較的均一な力学刺激が与えられている.一万,本研究で

は,力学刺激として,ガラス製マイクロニー ドルを細胞に直接押し込み,細胞膜上に

てその先端を横滑りさせることにより変形を与えた.

骨芽細胞は,ギャップジャンクションなどを通じて,細胞間の情報伝達を行ってい

ることが報告されており[Saundcrsetall,2001],例えば,細胞内カルシウムイオン濃

度の変化についても,細胞間の情報伝達により,近隣の細胞に対してカルシウム応答

が伝播し,細胞群が協調してその活動を調整していることが指摘されている[Xiaalld
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Ferri打,1992].したがって,i/nJ/Llitroにおいて,多数の細胞群に対して力学刺激を与

え,それらの細胞の応答を平均化して評価する実験系においては,細胞応答における

力学刺激の影響と細胞間情報伝達の結果として生じる影響とを分離して検討すること

が困難である.マイクロニー ドルを単一の骨芽細胞に直接押し込むことで力学刺激を

与えることにより,これらの細胞間情報伝達から生じる影響を除外することが可能と

なる.

さらに,細胞力覚機構の解明を目指し,力学刺激に対する細胞応答を詳細に観察す

る上では,単一の細胞レベルにおいて定量的に制御された力学刺激を与え,その応答

を観察することが重要であると考えられる.本実験で行ったマイクロニードルを用い

た直接的な刺激負荷手法により,細胞構造全体ではなく,特定の部位に対して,選択

的に変形を与えることができる.本実験系において,細胞の[Ca2+]tの上昇は,ニード

ル先端の近傍領域で局所的に発生し,その後,細胞全体へと伝播する様子が観察され

た (図示せず).したがって,力学刺激情報が[Ca2+]tの上昇へと変換される機構が存

在し,また,活性化された部位もニー ドルにより変形を与えた領域に局在していると

考えられる.そのため,本研究で与えた直接刺激により,力学刺激感知機構と細胞膜

や細胞骨格などの細胞構造との関連をより直接的に検討することが可能である.

2･4･2 ニードルの直接押し込みによる細胞損傷の可能性

本実験では,ガラス製のマイクロニ-ドルを骨芽細胞の細胞膜に対して直接押し込

み,変形を与えた.したがって,細胞膜上でニードルを移動させた場合,細胞膜を損傷

する可能性がある.実際に,実験を行った細胞の中で,細胞膜を損傷したと考えられ

る例が観察された.細胞膜が損傷したと考えられる例では,マイクロニードルの移動

に伴い,蛍光指示薬Fl1104の蛍光輝度の急激な上昇が観察された.通常の細胞のカル

シウム応答では,蛍光輝度の上昇が観察された後,蛍光輝度は徐々に減少し,刺激負

荷前のレベルに戻る.これに対して,細胞膜を損傷したと考えられる場合では,Flll0

4が細胞外へと散逸するため,細胞内の平均蛍光輝度は,刺激負荷前のレベルよりも

さらに低く,バックグラウンドと同程度にまで減少した.したがって,細胞膜の損傷

の有無は,刺激負荷後の蛍光輝度変化から識別することが可能であり,細胞膜の損傷

が生じたと考えられる細胞は,実験結果データから除外した.

骨芽細胞は,サブコンフルエントの状態で紡錘形の形状で基質に接着 ･伸展してお

り,長軸で約100/J/m程度,短軸で50/1m程度の大きさである.これに対して,実験
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に用いたマイクロニードル先端の直径は,約10ILnlであり,先端部はヒートポリッシ

ングにより滑らかな状態に加工されている.したがって,ニー ドル先端と細胞膜との

接触部は,細胞の大きさに対して十分に小さいと考えられる.観察された画像におい

ても,図21'(1'),図2.7(I,)に示すように.観察平面まで押し込まれたマイクロニード

ルの先端の影が,画像中において白いスポ､ソトとして観察されている.このスポット

の大きさからも,細胞の大きさに対して,マイクロニードルが十分に小さく,押し込

みにより生じる変形もマイクロニードルの先端近傍に局所化していると考えられる.

2･4･3 CytoshalasinDの細胞活性への影響

細胞の応答特性を検討する上で,cytochalasinDが細胞の応答特性に影響を与える

可能性が考えられる.細胞機能において,アクチン細胞骨格が果たす役割を検討した

実験として,cyto(･halasinDを用いた実験系がいくつか報告されている[Harapta1-

2001;ZallPt･tiandSolursh､1981].これらの報告では,アクチン細胞骨格の有無が,筋

芽細胞の分化に及ぼす影響,あるいは,伸展刺激負荷環境下における骨芽細胞のNO

産生能に及ぼす影響が検討されている.これらの報告例においても,(･yto(･halasi11D

の使用による細胞機能の重大な障害の発生については報告されておらず,評価対象と

しているシグナル伝達の阻害の有無が報告されている.

また,｡,ytochalasinDの作用機構は,アクチン重合端へのキャップ作用であるため,

細胞膜や細胞構造が損傷を受け,その結果,細胞機能に障害が生じることはないと考

えられる.さらに, (‥yt･o(･halasinDを用いずにアクチン細胞骨格を一旦脱重合させる

実験系[佐藤ら,2003]を用い,その後の再重合過程を観察した場合においても,細胞内

でアクチン細胞骨格が再重合される時間は,本実験と同程度である.したがって,こ

れらのことから,本実験系においても,アクチンの再重合過程においては,通常の状

態と同様にアクチンの再重合が進行しているものと考えられる.

2･4･4 アクチン細胞骨格の細胞力覚機構における役割

力学刺激に対して,骨芽細胞が[Ca2+]官の上昇を示すことは,これまでにも報告され

ている[Dlln(･aIHt･a1.,1998;Hungetall,1996].骨芽細胞のカルシウム応答機構につ

いては,大別して,細胞膜上のカルシウムイオン･チャンネルを介した細胞外から細

胞内への流入,および細胞内のカルシウムイオン･ストアからの放出の二つのメカニ

ズムが知られている.いずれの場合においても,最終的には,細胞膜上に存在する機
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械刺激受容性のチャンネル [GuharayandSachs,1984],あるいは他の未知のシグナル

機構によって力学刺激が感知され,生化学的なシグナルへと変換されることによりシ

グナル伝達が生じ,[Ca2+]′の上昇が生じる点において同一であると言える.

骨芽細胞や軟骨細胞に対して,マイクロニー ドルの直接押し込みにより変形を与え

る実験系においても,細胞膜上のイオンチャネルのブロッカーを用いることにより,刺

激負荷に対するカルシウム応答が,有意に抑制されることが報告されている[Xiaan'1

Ferrior11992:Gllilaketall,1994]･したがって,本実験において観察された[CF12+]1変

化についても,細胞膜上のチャネルが活性化され,細胞外からのカルシウムイオンの

流入が生じた結果,[Ca2+]Lt昇が発生している可能性が考えられる.

力学刺激情報を[Ca2+]/lの上昇へと変換する機構においては,これら機械刺激受容
チャンネル等に加えて,アクチンファイバーなどの細胞骨格構造もその構成要素とし

て重要な役割を果たしている可能性が指摘されている[Dllll(lanall(1T111,nor,199rr,].ま

た,アクチンファイバーが細胞骨格を形成する上で,アクチンファイバーのみならず,

接着タンパク質インテグリンも重要な役割を果たしている.本実験系においては,マ

イクロニー ドルの押し込みから細胞応答を観察するまでの時間は,数十秒のオーダー

であり,接着タンパク質インテグリンとこ- ドル先端部との直接的な結合は考慮され

ていない.しかしながら,直接的な結合が生じていないとしても,マイクロニー ドル

が直接的にアクチンファイバーを変形させることにより,結果として,インテグリン･

レセプターが活性化される可能性も考えられる.

本研究では,細胞内の構造体としてのアクチン細胞骨格の量を制御した細胞を作成

し,力学刺激に対する細胞の応答特性を評価した.その結果,アクチン細胞骨格の量

が増加するほど,同一の力学刺激に対して,より多くの細胞が応答を示し,より敏感

に力学刺激を感知していることを示す結果が得られた.さらに,細胞内のアクチン細

胞骨格を脱重合により消失させた細胞においても,比率は少ないながらも,[Ca'2+]～の

上昇を示す細胞が観察された.

これらの結果より,構造体としてのアクチン細胞骨格は,力学刺激に対するカルシ

ウム応答機構において,必ずしも直接的に関与する要素ではない可能性が考えられる.

しかしながら,細胞骨格として組織化された構造を形成することにより,力学受容レ

セプター,あるいはチャンネルへと力学刺激情報を伝達する効率を高める,あるいは

力学刺激情報を増幅する役割を担っている可能性を示唆していると考えられる.
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2･5 結 言

本章では,骨芽細胞の細胞力覚機構において.アクチン細胞骨格構造が果たす役割

を明らかにすることを目的とし,同構造の量を制御した細胞群を用いて,力学刺激に

対するカルシウム応答特性の検討を行った.その結果,構造体としてのアクチン細胞

骨格の量が増加するほど,同じ力学刺激に対して応答する細胞の割合が増加し,より

敏感に細胞が力学刺激を感知していることを示す結果が得られた.この結果から,ア

クチン細胞骨格構造が,骨芽細胞の細胞力覚機構において,力学刺激情報を伝達する

効率を高める,あるいは増幅する役割を担っている可能性が示された.
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第3章

アクチン細胞骨格の構造的特徴が

力学刺激応答特性に及ぼす影響

3･1 緒 言

前章では,細胞内のアクチンファイバー構造の量を制御した細胞群を作成し,力学

刺激に対する細胞のカルシウム応答を観察することで,アクチンフ7イバー構造が力

学刺激応答特性に及ぼす影響について検討した.その結果,アクチン細胞骨格が,細胞

内で構造体として組織化されていることが,骨芽細胞が力学刺激を感知する上で,重

要であることが明らかとなった.

この結果を受けて,構造体としての細胞骨格の特徴に着目する.骨芽細胞の形状は,

紡錘形の極性を有しており,そのアクチン細胞骨格構造は,細胞輪郭形状の長軸方向

に配向した特徴的なネットワーク構造を形成している.アクチン細胞骨格構造が,力

学刺激感知特性に及ぼす影響を考慮すると,この特徴的なネットワーク構造の構造的

特徴が,骨芽細胞の力学刺激応答特性に対しても影響を及ぼす可能性が考えられる.

本章では,骨芽細胞の力学刺激感知特性に対して,アクチン細胞骨格の構造的特徴

が与える影響について検討した.単一の骨芽細胞に対して,ガラス製マイクロニード

ルを用いて細胞膜に直接押し込み,細胞膜上にて水平方向に移動させることで力学刺

激を負荷し,それに対する細胞応答として,[Ca2+]Lの変化を測定した.実験結果から,

まず,骨芽細胞が応答を示す力学刺激量を定量的に評価した,次に,アクチン細胞骨

格構造の配向方向に対して,変形を与える方向を変化させ,力学刺激の方向が,細胞

が刺激を感知する閥値に及ぼす影響について検討した.

41
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3･2 実験方法

3･2･1 実験の概要

実験手順の概要を図 3.1に示す.まず,細胞を観察用ディッシュに播種し,カルシ

ウム蛍光指示薬Flu03を細胞内に導入する.次に,細胞に押し込むマイクロニードル

の変位量,および変位方向を定義し.定量的に制御された力学刺激を細胞に負荷する.

この時,力学刺激の負荷に対する[Ca2+]官の変化を蛍光観察する.さらに,得られた実

験結果から,異なる変形量,および変形負荷方向に対して,カルシウム応答を示した

細胞の割合を検討することにより,定量的に制御された力学刺激に対する骨芽細胞の

応答特性を評価する.

Plating& Loadingofcalciumindicator

Mechanicalstimulationwithquantitatively-
controleddisplacementanddirection

&

Evaluationorpercentageofrespondedcells

図3.1 実験手順の概要
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3･2･2 観察試料の作成と観察方法

カルシウムイオン蛍光指示薬の導入 : 本実験では,直径35mmのガラスボ トム

ディッシュに密度 1帆 ells/(lisllで播種した細胞を用いた,ガラスボトムディッシュに

細胞を播種し,3時間の培養を行った後,カルシウムイオン蛍光指示薬の導入を行っ

た.蛍光指示薬にはFlu03を用いた.FBSを添加していないα-MEM培地に対して,

Fll103-AMを5/I/Mの濃度で添加し,同培地中にて1時間培養することで,細胞内に

Fll103を導入した.導入完了後,PBSにてリンスし,FBSを添加した通常のα-MEM

培地に入れ替えたものを実験に用いた.

lCa2+],I,変化の観察方法 : [Ca2+]7の変化は,共焦点レーザー走査型蛍光顕微鏡

(lIIIC-1024/MP.Bio-Il/ad)を用い,Flu03の蛍光輝度の変化によって測定した.観察

には60倍の油浸対物レンズを用い,観察領域は,ガラスボトムから2FLm上方の222

/ノ111四方の正方領域とした.画像取得は1.5秒間隔で行い,取得した画像は,解像度512

×･r)12I)ixol,輝度値8bitの画像情報としてPCに記録した.

3･2･3 力学刺激の負荷方法

単一の骨芽細胞に対して,ガラス製マイクロニー ドルを直接押し込むことにより,

力学刺激を与えた.マイクロニー ドルは,マイクロピペットプラーを用いて作成した.

先端部の直径は約川 /JInであり,押し込みにより細胞膜を傷つけることがないよう,

ヒー トポリッシングにより,なめらかな状態に加工した.このようにして作成したマ

イクロニードルを,液圧式の三次元マイクロマニピュレーターrMHWl1()3.Na･rishigc)

にデ 十ソシュ底面との角度が40 Oになるよう取り付けた.

単一の骨芽細胞を観察した蛍光画像と透過光画像の合成画像を図3.2に示す.図中,

画像左上に骨芽細胞があり,マイクロニー ドルの先端部が細胞中央部に向かっている.

アクチン細胞骨格のネットワーク構造は,細胞形状の長軸方向に対して,平行方向に

配向した特徴的な構造を有している.画像処理ソフトウエア(Ima･geProPlllS,Media

C.vl'(lI･Il(､ti(･S)を用いて,細胞輪郭形状を近似する楕円を算出し,その楕円の長軸を細胞

形状の長軸と定義し,さらに,アクチン細胞骨格のネットワーク構造の配向方向をフアブ

rJック楕円[Cowi11,1985]を用いて算出した.これら二つの軸の相関性を検定したところ,

統計的に有意に両者の方向が一致していることが示された(p-0.01,r-0.83,,n,-20).

細胞形状の長軸方向とマイクロニー ドルの軸方向とがなす角度を,図 3.3に示すよう

に,刺激の負荷方向βとして定義した.
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図3.2 骨芽細胞,およびマイクロニー ドル先端部の観察画像

図3.3 細胞の方向と刺激負荷方向との角度βの定義
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(a)Indentation (b)Defわrmation

図3.4 力学刺激負荷方法の概要図および変位量∂の定義

力学刺激負荷方法の概要を図 3.4に示す.まず,図 3.4(a)に示すように,単一の骨

芽細胞上方より,マイクロニードルを細胞核直上付近に鉛直方向に押し込む.この際,

押し込み深さは,ガラスボトム表面から2/Jm 上方の観察平面までとした,なお,秤

し込み点における細胞の高さは,平均約6-8/1,mである.この状態でニードルを数秒

間静止させ,細胞のカルシウム応答が発生しないことを確認する.

次に,図3.4(1')に示すように,水平方向にマイクロニードルを速度 10JIm/spcで

移動させ,細胞に変形を与える.この時に,マイクロニードルの変位量を力学刺激の

大きさ∂として定義した.したがって,細胞に与えられる変形を図 3.3に示した刺激

方向の角度β,および,この変位量方の二つにより定量的に評価した.

3･3 実験結果

3･3･1 力学刺激に対する細胞のカルシウム応答

マイクロニー ドルを単一細胞に対して直接押し込み,その先端を細胞膜上にて横滑

りさせることで力学刺激として変形を与えた際に観察された[Ca2+]甘上昇の蛍光観察画

像の一例を示す.図3.5(a)は,刺激負荷前の骨芽細胞の蛍光画像を示している･図3･6

は,細胞の平均蛍光輝度の時間変化を示したグラフであり,グラフ中の矢印(a)～((~1)

は,それぞれ図3.5(a)～((1)の画像を取得した時点に対応している･細胞に対して,マ

イクロニードルを鉛直方向に押し込み,ガラス底面から2/1mの位置にニードル先端
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が達すると,図3.5(b)中の白矢印にて示すように,先端部をスポット状の影として観

察することができる.この状態でニードルを静止させ,細胞がカルシウム応答を示さ

ないことを確認した.次に,この例ではマイクロニードルをJ-8/Lm水平方向に平行

移動させ,細胞に変形を与えた.また,ニードルを移動させた瞬間を!=Os(.(･とした

(図3.5(C)).マイクロニ-ドルを移動させ,細胞に変形を与えた直後に,ニードル先

端部近傍においてFlll03の蛍光輝度が上昇し,その輝度上昇が細胞内全体へと伝播し

た･細胞内の平均蛍光輝度値は,変形負荷後!-12sec(図3.15((1))にピークに達し,

その後,変形負荷以前のレベルにまで徐々に減少した.実験中,マイクロニードルは,

細胞内の蛍光輝度上昇が確認された時点で上方へ引き上げ,細胞から離した.
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(a)Initial (b)Indented

(C)Defbm ed
(∫-Os)

(d)Peak
(∫-12S)

図3.5 変形負荷による細胞内カルシウムイオン濃度変化の様子 (応答あり)
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図3.6 変形負荷時における細胞内のFlu03の平均蛍光輝度変化 (応答あり)



上述のような一過的な[Ca2+]iの上昇は,力学刺激に対する骨芽細胞の典型的な応答
の一つである.しかしながら,その一方で,全ての細胞がマイクロニードルの押し込

みによる力学刺激負荷に対してカルシウム応答を示したわけではなく,刺激負荷に対

して応答を示さない細胞も観察された.その例を図3.7,および3.8に示す.この例で

は,図 3Jj,および3･6に示した場合と同量の変形(6-8〃m)を与えたにも関わらず,

lCa2+]Lの上昇が観察されなかった.図3.8は,細胞内の平均蛍光輝度の時間変化を示
したものであり,図中の矢印(a)～(e)は,それぞれ図3.7に示した画像(a)～(ぐ)を取得

した時間に対応している.図3･7(a),および(b)は,刺激負荷前と鉛直方向への押し込

み完了時点での蛍光画像を示している.この後,マイクロニー ドルを水平方向に移動

させる瞬間をt-Osocとして,ニー ドルを∂-8/I/nl移動させ,細胞に変形を与えた

(図3.7((-)).ニードルの移動の様子は,先端位置を表すスポット (白矢印)が,左方

向へ移動していることからもわかる.しかしながら,変形負荷後も,図3.7((1),およ

び図 3.8に示すように,蛍光輝度の上昇は観察されなかった.ここで,細胞が力学刺

激に対して応答する能力を有していることを確認するために,I-20sf.(･の時点にお

いて,図3.7((i)の状態からさらに√～-+10/1′m だけ多く変形を与えた.その結果,蛋

光輝度の上昇が観察され,この細胞が力学刺激に対する応答性を有するが,h1-8//ln

の刺激に対しては応答しなかったことが確認された.
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(a)Initial (b)Indented

(d)Noresponse
(∫-9S)

(f)Peak
(∫-35S)

(C)Deformed
(∫-Os)

図3.7 変形負荷による細胞内カルシウムイオン濃度変化の様子 (応答なし)
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図3.8 変形負荷時における細胞内のFlt103の平均蛍光輝度変化 (応答なし)
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このように,マイクロニー ドルの押し込みにより,骨芽細胞に力学刺激として局所

変形を与えた場合,[Ca2+]甘上昇の応答を示す細胞と示さない細胞が観察された. そ こ

で,細胞のカルシウム応答における,変形負荷量の影響を検討するために,ニードル

の変位量()-を2pmから12ILmまで,2p,m間隔で変化させ,骨芽細胞のカルシウム応

答を観察した.その結果を図 3.9に示す.このグラフでは,横軸に与えたニードルの

変位量∂をとり,縦軸に各変位量6におけるカルシウム応答を示した細胞の割合Pを

示したものである.実験に用いた細胞数は,n-39であり,細胞の長軸に対して変形

を与える方向の角度は,♂-60-90 0とした.グラフに示すように,比較的小さい

変位量')T-2-6〃mでは,応答する細胞は観察されなかった.しかしながら,∂-8

/Lm以降,与える変位量を大きくすると,カルシウム応答を示す細胞の割合も増加し,

最終的に,()--12/I/mでは,80ワ/6の細胞が応答した.この結果から,骨芽細胞が力学

刺激を感知し,応答する刺激量に閥値が存在し,その間値を超えた刺激に対してのみ

応答することが示された.
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図3.9 力学刺激負荷に対して応答した細胞の割合
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3･3･2 力学刺激に対する応答の刺激方向依存性

前項で述べた実験結果より,骨芽細胞が力学刺激を感知し,応答する刺激の大きさ

に閥値が存在することが示された.構造体としてのアクチン細胞骨格が,骨芽細胞の

力学刺激感知機構において重要な役割を担っていると考えると,その構造的特徴が細

胞の力学刺激応答特性に影響を与えている可能性が考えられる.そこで,細胞形状の

長軸方向に配向した特徴的構造を有する骨芽細胞のアクチン細胞骨格に着目し,その

構造異方性が,骨芽細胞の力学刺激を感知する特性に与える影響について検討した.

本実験では,アクチン細胞骨格の配向方向に対して,変形を与える方向βを変化させ,

骨芽細胞が力学刺激を感知する変形量の閥値に刺激方向依存性が存在するかどうかを

検討した.

変形を与える方向Oにより,実験に用いた細胞群を,三つのグループに分けた.そ

れぞれのグループは,グループA(◆‥0-0-30 0 ,77-35),グループB(■:0-30
-60 0 ,ll-35),およびグループC(▲ :0-60-90 0 ,77-39)である.図3.10にそれ

ぞれのグループにおいて,力学刺激に対して応答を示した細胞の割合Pを示した.グ

ラフに示すように,比較的小さな変位量である∂-2-6ノJlllでは,全てのグループ

において応答を示す細胞は観察されなかった.一方,')I-8/1111では,グループAでは

応答を示す細胞が存在しなかったのに対して,グループB,グループCでは,それぞ

れ-_)･rJ写,44%の細胞が刺激負荷に対して応答した.さらに,6-10/I,mでは,グルー

プA～Cでそれぞれ,14%,50%,63ワOの細胞が応答した.これらの結果から,全て

のグループにおいて,マイクロニードルの変位量6が大きくなるほど,より多くの細

胞が応答することが示された.さらに,♂-8,および10/1mのグループにおいては,

変形を与える方向βが大きくなるほど,同一量の変形に対しても応答を示す細胞の割

合が増加している.この結果は,骨芽細胞の力学刺激に対する応答特性が,変形量の

大きさに加えて,変形を与える方向,すなわちアクチン細胞骨格の配向方向によって

も影響を受けることを示していると考えられる.
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力学刺激に対する応答特性の刺激方向依存性について,さらに詳細に検討するため,

変形負荷に対して応答を示した細胞の割合Pを,変形を与える方向f‖こ対してプロッ

トした.そのグラフを図3.11に示す.同図では,6-8,10,12〃mのそれぞれの変

位量の場合について,横軸に変形を与える方向0,縦軸に応答を示した細胞の割合P

を示している.ここで,応答割合Pは,幅を10 0として移動平均をとり,これを50

間隔でプロットしている.

図3.ll(Il)は,変位量∂-8/lJmを与えた際,変形を与える方向鋸こ対する応答を示

した細胞の割合Pをプロットしたものである.グラフにおいて,0とPに関して線形

近似を行い,相関係数を求めたところ,r-0.68となり,これらが有意に相関を持つこ

とが示された(I)<0･01)･また,変位量∂-10ILmにおいても.図3.ll(b)に示すよ

うに,線形近似の結果,0とPの間には有意な相関が認められた(r-0.61,P<〔J.02).

これらの二例に対して,図 3.ll(C/)に示す,変位量｡--12plnの場合では,変形負荷
に対して,ほとんどの細胞が応答を示しているため,0とPとの間に有意な相関は認

められない.

これらの結果から,骨芽細胞が力学刺激を感知し,応答する変形量の閥値に刺激方

向依存性が存在することが示唆される.このことは,アクチン細胞骨格のネットワー

ク構造の配向方向に対して,変形の負荷方向が変化した場合,骨芽細胞の力学刺激に

対する感知特性の感度が変化することを示していると考えられる.
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図3.11 力学刺激負荷に対する細胞の応答割合の刺激方向依存性
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3･4 考 察

3･4･1 カルシウム応答を引き起こす変形量の生理的意味

本実験の結果において,マイクロニードルの直接押し込みにより変形を与えた場合,

比較的小さい変位量(～では,カルシウム応答を示す細胞は観察されなかったが,与え

る変位量が大きくなるにともない,応答を示す細胞の割合も増加した.この負荷する

変位量の大きさに対する応答依存性は,骨芽細胞が感知する力学刺激量に閥値が存在

することを示唆している.さらに,このことは,組織レベルで見た骨のリモデリング

が,骨に作用するひずみの大きさに依存し,ある閥値を超えたひずみが負荷された場

合にリモデリング平衡が変化するという現象[Rubinall(1Lan.V(m,1985;Frost,1987]の

メカニズムに対して,細胞レベルからの説明を与えるものであると考えられる.

しかしながら,その一方で,この7:r日)かOの実験系で細胞に与えた変位量6を直接的

にこれらのひずみ量と対応づけて評価することは困難である.なぜならば,本実験系

では,微細なマイクロニードルを細胞に対して直接押し込むことで変形を与えている

ため,細胞構造に生じる変形は,マイクロニードル先端の接触部分近傍に局在し,複

雑かつ不均質であると考えられるためである.したがって,骨に生じるひずみに起因

して,骨表面に存在する骨芽細胞が受けると考えられるひずみと直接的に対応づける

ことは出来ない.そのため,わ…,/I,I)()での実験の報告例との定量的な比較を行うために

は,本実験系で与えたひずみ,あるいは応力を定量的に測定する手法の開発が必要と

なる.

3･4･2 カルシウム応答を引き起こす変形量の閥値と刺激方向依存性

骨芽細胞において,アクチン細胞骨格は,細胞形状の長軸方向に対して平行な方向

に配向した特徴的な構造を有している.また,この細胞骨格構造は,細胞力覚機構に

おいて重要な役割を果たしていると考えられているlMeazzinieta1.,1998].

この二つの観点から,本実験では,骨芽細胞の力学刺激応答特性が,アクチン細胞

骨格の構造的特徴,すなわち配向方向により変化するとの仮説を立て,実験を行った.

そして,実験の結果,ニードルの変位量∂-8,および10/llnの場合には,細胞形状

の長軸方向に対して,ニードルを移動させる方向を変化させた場合.骨芽細胞のカル

シウム応答に刺激方向依存性が存在することが示された.しかしながら,その一方で,
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変位量∂-12/Jmの場合には,刺激方向依存性は認められなかった.この結果は,育

芽細胞の力学刺激を感知し,カルシウム応答を示す刺激量の閥値が,およそ()に 10/Lm

程度であることを示唆していると考えられる.そのために,それよりも大きな変位量

∂ -1'2/Lmでは,ほとんど全ての細胞が応答するため,刺激方向依存性が認められな

かったと考えられる.したがって,変位量(ラ-8,および10/Jmにおいては,変形を

与える方向が,アクチン細胞骨格構造の配向方向と対応している細胞形状の長軸に対

して直角に近づくほど,細胞はより敏感に変形負荷を感知し,カルシウム応答を示し

た.この結果から,力学刺激に対する骨芽細胞のカルシウム応答の特性に刺激方向依

存性が存在することが示唆される.

さらに,Neidlillger-Wilkeら[2001]は,細胞外基質の繰り返し伸展刺激に対する,細

胞の配向現象に関して,細胞の配向には,負荷されるひずみそのものの大きさよりも,

細胞形状の長軸方向に作用するひずみ成分の大きさが重要であると報告している.こ

の実験結果も,本実験の結果から示された骨芽細胞のカルシウム応答における刺激方

向依存性の存在を指示するものであると考えられる.

3･4･3 刺激方向依存性を生み出す機構のモデル化

バイオメカニクスの観点から,力学刺激に対する骨芽細胞のカルシウム応答特性の刺

激方向依存性を考える上では,その機構に関するモデルを検討することが必要である.

第一の仮説として,アクチン細胞骨格のネ､ソトワーク構造の配向方向により,細胞

膜のみかけの剛性が異なる可能性が考えられる.アクチン細胞骨格は,細胞膜直下に

ネットワーク構造を形成し,細胞全体に機械的強度を付与する役割を担っている.そ

のため,その構造が配向性を有する場合,見かけの剛性に異方性が生じる.マイクロ

ニー ドルの押し込みにより局所変形を与えた場合,膜の局所剛性が方向に依存して異

なる場合には,同一量のマイクロニードルの変位量6に対しても,実際に細胞膜に生

じる変形量は異なるため,細胞の見かけの力学刺激感知感度に刺激方向依存性が存在

するように観察されると考えられる.

第二の仮説として,アクチン細胞骨格それ自体が,細胞力覚機構において直接的に

役割を果たしている可能性が考えられる.アクチン細胞骨格それ自体に作用する引張

変形が,力学刺激を感知する上で重要であると仮定した場合,マイクロニードルの直

接押し込みによって変形を与えた際,ファイバーに生じる軸方向の引張変形は,マイク

ロニー ドルの移動方向とファイバーの方向とにより幾何学的に決定される.したがっ
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て,同一のニー ドル変位量に対しても,アクチンファイバーの配向方向と変形を与え

る方向によって,ファイバー自体に生じる軸方向の変形量が変化し,その結果,刺激

方向依存性が生じると考えられる.

3･4･4 刺激方向依存性の細胞機能における役割

細胞は,流れによるせん断応力や基質の伸展変形などの方向性を有する力学刺激に対

して,特定の方向に配向するようにその形態を変化させる.このような細胞応答は,血

管内皮細胞において様々な研究が行われており,流れの負荷に対する細胞応答[Levesquc

an(1Norom.198{']や,基質の伸展変形負荷に対する細胞応答[SllirillSkyeta1.,1989;

Narll.WICtal･､1998;Wangeta1.,2001a]などが報告されている･

これら血管内皮細胞の例と同様に,骨芽細胞についても,基質の伸展変形負荷に

対して,細胞形状の配向方向が変化することが報告されている[Wangct/al/_)00():

Noi(lli叩er-WilkcctalL､2001].これらの細胞において,細胞形状や細胞構造は,細胞

がその機能を発現する上で重要な役割を果たしていると考えられている.細胞形状の

形威では,細胞外基質との接着を担うインテグリンなどの接着タンパク質,その接着タ

ンパク質に結合して細胞内にネットワーク構造を形成するアクチンファイバーに代表

される細胞骨格タンパク質が,非常に重要な役割を果たしている[Wallgetal･,20011,].

これら細胞骨格や焦点接着などの力学要素は,細胞内におけるその構成や分布が変化

することにより,細胞形状のリモデリングに関わっていると考えられている[Sokabeet･

aL1997].しかしながら,力や変形といった方向性を有した力学刺激を,細胞がどの

ように感知しているのか,また,これらの力学刺激が,どのようにして極性を有した

力学要素の配置へと変換されるのかについては,末だ明らかでない.その一方で,細

胞が方向性のある力学刺激に対して動的にその形状を変化させるためには,方向性の

ある力学刺激を感知し,その刺激に対して,極性を有する焦点接着の配置や配向した

細胞骨格を構築する何らかの機構が必要不可欠である.

本実験の結果により示された,骨芽細胞における,マイクロニードルの直接押し込

みによる局所変形負荷に対するカルシウム応答の刺激方向依存性は,アクチン細胞骨

格の力学刺激感知機構への関与を示唆するだけでなく,力学刺激に対する細胞形状の

リモデリング機構解明への示唆を与えるものであると言える.
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3･4･5 細胞機能の人為的制御への可能性

第1章の緒論においても述べたように,骨の主要な機能の一つは,構造体としての

力学的機能であり,その構造は,周囲の力学環境から大きな影響を受けている.再生医

療において,骨の再生を考える上では,その構造形成過程への力学環境の影響を考慮

することが必要となる.本章の実験結果から,骨芽細胞の力学刺激への応答特性に刺

激方向依存性が存在すること,および,それがアクチン細胞骨格の構造的特徴からも

たらされている可能性が示唆された.このことは,力学刺激に対する骨芽細胞の応答

を人為的に制御できる可能性を示すものである.付録Aにて示すように,細胞が接着

する基板表面に対して,接着タンパクを修飾,あるいは,微細構造を創成することで,

細胞の接着性を制御する研究が行われている.細胞群レベルでの細胞接着性制御のみ

ではなく,単一細胞レベルで接着性を制御することができれば,細胞内構造の形態を

人為的に誘導できる可能性がある.すなわち,アクチン細胞骨格は,その一端を焦点

接着を介して細胞外基質へと連結しているため,その接着部の空間的分布を制御する

ことにより,アクチン細胞骨格の構造を任意の形態に誘導できると考えられる.この

ような技術を,再生医療に用いられるスカフオールドの微細構造設計に取り入れるこ

とで,骨芽細胞の力学刺激に対する応答特性を考慮し,骨の構造形成を制御すること

が期待できる.

3･5 結 言

本章では,構造体としてのアクチン細胞骨格が,骨芽細胞の細胞力覚機構において

重要な役割を果たしているとの第2章の結果を受け,アクチン細胞骨格の構造的特徴

が,骨芽細胞の力学刺激への応答特性に影響を与えるとの仮説を立てて実験を行った.

本実験では,骨芽細胞において,細胞形状の長軸と平行な方向に配向したアクチン細

胞骨格の構造的特徴に着目した.アクチン細胞骨格構造の配向方向に対する力学刺激

負荷方向,および変形負荷量を変化させ,それに対する細胞のカルシウム応答を観察

した.その結果,まず,骨芽細胞がカルシウム応答を示す変形量の大きさに閥値が存

在することが示された.さらに,アクチン細胞骨格構造の配向方向に対して,垂直な

方向に変形を与えた場合,水平な方向に変形を与えた場合と比較して,細胞がより敏

感にカルシウム応答を示す結果が得られた.このことから,構造体として組織化され
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たアクチン細胞骨格の構造的特徴が,骨芽細胞の力学刺激応答特性に影響を与えてお

り,細胞の応答特性に刺激方向依存性が存在する可能性が示された.
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第4章

力学刺激に対するカルシウム応答を

誘起する細胞構造変形量の評価

4･1 緒 言

第2章,および第3章では,アクチン細胞骨格構造が,力学刺激に対する骨芽細胞の

カルシウム応答特性に及ぼす影響について検討してきた.これらの実験結果より,育

芽細胞の細胞力覚機構において,アクチン細胞骨格が構造体として組織化されている

ことが重要であり,さらに,その構造的特徴が,細胞の力学刺激応答特性に影響を与

えていることが示された.

しかしながら,これまでの実験系においては,細胞に負荷する力学的刺激量は,細

胞に押し込むマイクロニードルの変位量∂を用いて評価されてきた.細胞に対して,マ

イクロニードルを鉛直方向に直接押し込み,細胞膜上にて水平方向に横滑りさせるこ

とで変形を与える場合,ニードル先端と細胞膜との問に結合は生じておらず,粘弾性

的な摩擦力により変形が負荷されていると考えられる.そのため,変位量∂を用いて

評価した場合,細胞膜,および細胞膜に結合しているアクチン細胞骨格に生じている

変形量の相対的な比較を行うことは可能ではあるが,絶対的な変形量として評価する

ことはできない.その一方で,骨芽細胞の細胞力覚機構において,アクチン細胞骨格

構造が果たす機能的役割を力学的観点からさらに詳細に解明することを目指す上では,

例えば,細胞のカルシウム応答が生じる際のアクチン細胞骨格やその他の細胞構造の

おかれている力学状態を定量的に評価することが必要不可欠である.

細胞構造に生じる変形量を定量的に評価する手法として,Barbeeらは,細胞膜上に

微細な蛍光ビ-ズを接着させ,そのビーズの変位分布から細胞膜に生じるひずみを算

61
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出する手法を用い,柔軟な基質上に播種した血管平滑筋細胞に対して,基質に等方的な

変形を生じさせることで変形を与えた場合,細胞膜には細胞外形状に依存した不均質

なひずみが生じることを報告した[Barbeeetal･,1994].また,Van｡eGcost･らは,細胞

が接着した柔軟な基質に変形を生じさせることで細胞に変形を与える装置(FIpxr､r(･j(Ill,

Flex｡ellIIlternationalCorporation)を用いた場合に基質膜上に生じるひずみ場を詳細

に検討することで,細胞に負荷される変形量を定量的に評価することを試みた[Van(1(～

Geestぐta1.12004]･これらの報告例では,細胞が接着している基質を変形させること

で,細胞に対して変形を負荷する方法が用いられている.これに対して,本研究では,

マイクロニー ドルを単一の細胞に直接押し込み,細胞膜上にて横滑りさせることで変

形を負荷する方法を用いている.この方法を用いて細胞に対して変形を与えた場合,餐

形は,ニー ドルと細胞膜との接触点近傍に局在していると考えられ,接着基質を介し

て細胞に変形を与える実験系と比較して,細胞構造にはより不均質なひずみ場が生じ

ていると考えられる.Barbceらが用いた接着ビーズの変位を測定する方法により細胞

膜に生じるひずみ場を測定した場合,得られる変位場の空間分解能は,細胞膜に接着

しているビーズ間の距離に依存する.そのため,実際に細胞膜上に生じる不均質なひ

ずみ場に対して十分な精度で評価できない可能性が考えられる.

そこで,本章では,マイクロニー ドルの直接押し込みにより,細胞に変形を与える

実験系において,変形負荷時に細胞に生じる変形量を定量的に評価する手法の提案を

行う.本実験では,マイクロニー ドルを直接押し込む細胞膜を蛍光標識し,変形負荷

時におけるひずみ分布を観察画像から算出する.また,細胞内カルシウムイオンにつ

いても蛍光標識を行い,細胞膜の変形挙動と同時観察することにより,力学刺激に対

する骨芽細胞のカルシウム応答が生じる際の細胞膜の変形量を定量的に評価する.
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4･2 実験方法

4･2･1 実験の概要

実験手順の概要を図4.1に示す.まず,細胞を観察用ディッシュに播種し,カルシウ

ム蛍光指示薬Flu04の細胞内への導入,および蛍光色素Vybrant･DiIによる細胞膜の

蛍光標識を行う.次に,上述のようにして作成した細胞に対して,力学刺激を負荷し,

この時生じる[Ca2+]Lの変化と細胞膜の変形とを同時観察する.また,得られた観察画

像を解析することにより,細胞膜上のひずみ分布を算出し,[Ca2+]官の局所的な上昇が

発生した点におけるひずみ量を定量的に評価する.

Plating& Loadingofcalciumindicator

Mechanicalstimulation&

Measurementof

straindistribution
DeteminationofintiatlngpOlntOf

EValuationofthestrainmagnitude

図4.1 実験の概要
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4･2･2 観察試料の作成と観察方法

細胞膜の蛍光標識とカルシウムイオン蛍光指示薬の導入 : 本実験では,直径3.rJ

mlllのガラスボ トムディッシュに密度 1がeells/dishで播種した細胞を用いた.ディッ

シュへの細胞播種後,24時間培養した時点で細胞膜と細胞内カルシウムイオンの蛍光

標識を行った.まず,V巾Ⅰ･a･ntDiI(MolecularProbes)を5/JM添加したOpti-MEN

(GIBCO)中にて,37℃で5分間培養した後,PBSで3回リンスし,細胞膜を蛍光標

識した.次に,Fl1103-AM (同仁化学研究所)を6直Ⅰ添加したOpt,i-MEII中にて,25

℃で20分間培養し,細胞内カルシウムイオンを蛍光標識した.その後,再度PBSに

よりリンスし,培地をα-1,IEMに入れ替えたものを実験に用いた.

細胞膜と[Ca2+]t変化の観察方法 : 細胞膜,および細胞内カルシウムイオンの蛍光

観察には,共焦点レーザー走査型蛍光顕微鏡 (LSM510,ZPiss)を用いた･その際,蛍

光観察画像,および透過光観察画像は,ガラスボ トムから2pm上方,マイクロニー

ドル先端付近の縦 23.4/1m,横 72.0/Jmの領域を約0.25秒間隔で画像取得し,81)it階

調の輝度データとしてPCに記録した.

4･2･3 力学刺激の負荷手法

単一の細胞に対する力学刺激として,先端直径が約10/Lmのガラス製マイクロニー

ドルを直接押し込み,変形を与えた.マイクロニー ドルの操作は,顕微鏡に固定され

た三次元水圧式マイクロマニピュレーター(ONW-135,Narishig(,)を用いて行った.ま

ず,図 4.2(a)に示すように,ニードル先端を細胞核直上付近でデ十ソシュ底面から2･0

/JJIllの位置まで鉛直に押し込んだ.次に,ニー ドルを細胞膜上にて水平方向に移動さ

せ,変形を与えた.この時,ニー ドルの先端の変位量を6として定義した.

ニー ドルの取り付け方向,および移動方向を細胞形状の長軸方向に対して変化させ,

細胞に変形を与えた.すなわち,ニー ドル先端の軸方向が,細胞形状の長軸に対して

垂直な場合と平行な場合のそれぞれの場合において,図4.2(1')中の(A)および(B)の

ように,細胞形状の長軸方向に対して垂直な方向と,(C)および(D)のように,細胞

形状の長軸方向に対して平行な方向にニー ドルを移動させ,変形を与えた.
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(a)Schematicofmechanicalstimuliapplication(Sideview)

鎧 A B,

⊂崇

q (｡)

(b)Relationofrelativ.eanglebetweencellaxisandmicroneedle,
andslidingdirectlOnOfmicroneedle(Tわpview)

図4.2 力学的刺激負荷方法の概要図
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4･2･4 細胞膜の変形量の解析手法

マイクロニー ドルを細胞膜に直接押し込み,細胞膜上で水平方向に移動させること

で生じる細胞膜上での局所変形量の分布を画像解析により算出した.まず,画像処理

ソフトウェア (Flow-Vec32,ライブラリー)を用い,画像相関法により,変形負荷前

後における変位量分布を求めた.画像相関の算出においては,観察画像中に1〔)1)ixfll

間隔の格子点を設定した.また,格子点を中心とする辺長15pixelの正方領域を探索

領域として設定し,各格子点の変位を算出した.次に,図 4.3に示すように,各枯子

点を節点として,画像の解析対象領域を三角形要素に分割し,要素内の変位分布を式

4.1により線形近似した.ここで,解析する画像の水平方向を∬軸,縦方向を〃事由と定

義した.また,未知となっている定数(JJ0- 02,およびbo～ l)2は,変形負荷前と負荷

後の画像から得られる各節点の変位 ,tJ,J･,Llyを式に代入することで決定した,

･,tJ/) - ( ′器 汗 U ll:.+.ab'I.1;:二' [',I:,!';I ) (4･1)

上述の方法を用いて,変形負荷前からカルシウム応答発生までの間の各時刻における

取得画像に対して変位分布を導出し,それらの増分を足し合わせ,最終的な変位分布

を算出した.さらに,変形負荷前における三角形要素の面積⊥40,および,カルシウム

応答発生時点での三角形要素の面積14を用いて変形負荷前後における細胞膜の変形量

を,式 4.2のように面積変化率

こ.10~
1-.40
▲40 (4･2)

として定義した.
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4･3 実験結果

4･3･1 局所変形負荷に対する骨芽細胞のカルシウム応答

局所変形負荷による骨芽細胞のカルシウム応答を観察した様子を図 4.4に示す.図

4.4(a･)は,観察した細胞の細胞膜蛍光観察画像の全体像を示している.さらに,国中の

白線で囲んだ領域を拡大した画像を,図414(b)～(d)に示している.なお,図1･4(I,)

は,細胞膜の蛍光画像,図 4.4(C)は,細胞内カルシウムイオンの蛍光画像,図 4.4((1)

は,透過光画像をそれぞれ示している.ここで,マイクロニー ドルを移動させる直前

をt-OsflCとした.この観察例では,図中縦方向に伸展している細胞に対して,垂直

となるようマイクロニー ドルを設置し,押し込みを行った後,図中左方向へと移動さ

せることで変形を与えた.図に示すように,マイクロニー ドルを細胞膜上にて移動さ

せることで細胞に局所変形が生じ,曙刻t-1.51secの時点でマイクロニー ドル先端

部近傍において,局所的な蛍光輝度の上昇が発生した.その後,特刻t-2.27S(1(･の時

点では,蛍光輝度の上昇した範囲が,周囲の領域へと広がっている.このように,マ

イクロニー ドルを用いて細胞に局所変形を与えた場合,[Ca2+]tの上昇による蛍光指示

薬の輝度上昇が局所的に発生し,その後,細胞内へと伝播する様子が観察された.

次に,この局所的な輝度上昇について詳細に検討する.図4,吊ま,図4.4と同じ細胞

における,細胞内カルシウムイオンの蛍光画像を示したものである.図中,上段に蛍

光画倣,下段に図 15(a)中に破線で示した領域の蛍光輝度分布を示したグラフを示し

ている.また,図中の白矢印は,マイクロニー ドルの先端位置を示している.この観

察例においては,図 4.5(a),および(t')に示すように,♂-0-8.3/JIllの間では,蛋
光輝度の上昇は観察されず,細胞はカルシウム応答を示していない.その後,♂-9.7

･m/7川1を与えた時点で,図 4.5((･)に示すようにマイクロニー ドル変位方向前方のニー

ドル先端部近傍において局所的な蛍光輝度上昇が発生し.さらに,図 4J)((1)に示すよ

うに,蛍光輝度上昇が細胞内へと伝播していることがわかる.
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(a)EntireimageofobseⅣedcell
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(Transmittedimage)

図4.4 ニー ドルの移動に伴う細胞の局所変形とカルシウムイオン濃度上昇の様子
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図4.5 変形負荷による細胞内カルシウムイオンの局所的な蛍光輝度上昇
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4･3･2 カルシウム応答発生時における細胞膜の局所変形量

局所変形負荷後の細胞膜の蛍光画像を図 4.6(a)に示し,前節で述べた手法を用いて

算出した面積ひずみEAの分布図,および局所的な蛍光輝度上昇の発生時点における平

均蛍光輝度分布図を図 4.6(b)に示す.図中,白矢印はマイクロニー ドルの先端の位置

を表しており,ニー ドルの変位方向前方の領域Aには,圧縮のひずみが,また,変位

方向後方の領域Bには,引張りのひずみが生じていることがわかる･また,図 4.6(b)

のEAの分布図と平均蛍光輝度分布図との比較から,局所的な蛍光輝度の上昇点におい

ても,圧縮のひずみが生じていることがわかり,その大きさは,EA--O.80であった.

このように,細胞に生じる局所変形の分布と細胞内カルシウムイオンの蛍光輝度変

化を取得した画像から解析することで,細胞のカルシウム応答が発生する際の変形状

態を定量的に評価することが可能である.

t-1.51S8-9.7LLm

(a)ObseⅣedimageorcytomembrane(VybrantDil)

(9
S
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)
k
ltSU37u!

tuaDSa10
nT
h

1叫m- II

IIl

(b)Uppercolumn:DistributionofdefbmationEA

Lowercolumn:Fluorescentintensityonobservedline

図4.6 細胞膜に生じた変形量の分布とカルシウムイオン濃度上昇発生点との関係
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次に,この手法を用いて,図4.2(b)に示した(A)～(D)のそれぞれの場合における,

カルシウム応答を誘起する細胞膜の変形量について評価した.

まず,図17(a)は,(A)～(D)のそれぞれの変形負荷方法において,細胞のカルシウ

ム応答が生じた時点でのマイクロニードルの変位量6の平均値を示したグラフである.

まず,細胞形状の長軸方向に対して,長軸方向に対して垂直な方向に移動させる場合

((A),(B))と,平行な方向にニードルを移動させる場合 ((C),(D))とを比較する.

グラフから,(C),(D)の方が,(A),(B)よりもより大きな変位量βでカルシウム応答

が発生している.この結果は,第3章で述べた細胞応答の刺激方向依存性を示すもので

ある.次に,細胞形状の長軸方向に対するニードルの移動方向は同じで,ニードルの

設置方向が異なる場合について比較する.細胞形状の長軸方向に対して,ニードルを

直角に移動させる場合 ((A),(B)),および,平行に移動させる場合 ((C),(D))のど

ちらにおいても,ニードルを軸方向と直角の方向にニードルを移動させる場合 ((B),

(D))の方が,ニードルの軸方向と平行に移動させる場合 ((A),(C))よりも小さな変

位量∂でカルシウム応答が発生している.

これに対して,図4.7(b)は,図4.2(b)に示した(A)～(D)のそれぞれの変形負荷方

法において,細胞のカルシウム応答が生じた時点での面積ひずみE:1を示したグラフで

ある.グラフから,図4･7(a)で示した∂を用いて評価した場合と異なり,(A)～(D)

のいずれの場合においても,ほぼ同一の変形量LC.1でカルシウム応答が発生しているこ

とがわかる.今回の実験において,骨芽細胞がカルシウム応答を示す細胞膜の面積変

化率は,fj1--0.72と見積もられた.
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4･4 考 察

4･4･1 カルシウム応答を誘起する細胞膜変形量の物理的意味

力学的刺激に対する骨芽細胞のカルシウム応答機構においては,伸展活性(SA)チャ

ネルの関与が指摘されており[ⅩiaandFerrier,1992],本実験系を用いて細胞に局所

変形を与えた場合にも,引張りひずみが生じている領域からカルシウム応答が発生す

ることが推察される.しかしながら,実験の結果,ニードルの変位領域前方の圧縮ひ

ずみが生じている領域から局所的な[Ca2+],Lの上昇が発生することが観察された.この

原因として,以下の二つが考えられる.

まず第一の原因として,本実験で行った変形解析が二次元で行われていることが挙

げられる.本実験では,マイクロニードルは,細胞核直上付近に押し込まれており,ま

た,ニードルの鉛直方向への押し込みと水平方向への移動により,ニードル先端部近

傍では,複雑な三次元の変形が生じていることが推測される.そのため,細胞接着面

に平行な二次元面内での変形解析では,変形情報が欠落する可能性がある.第二の原

因として,細胞膜の変形量を評価する力学量として,面積変化率f_1を用いたことが挙

げられる.細胞膜は,脂質二重膜から構成されている.脂質分子同士は,膜面内で自

由に拡散運動を行うことができると考えられ,そのため,せん断に対しては,脂質分

子からなる細胞膜は,ほとんど剛性を持たないと考えられる.そこで,マイクロニー

ドルの押し込みと移動により生じる細胞膜の変形を定量化するために,面積変化率fl

を用いて評価した.しかしながら,細胞の力学刺激応答機構においては,チャ7ネルの

存在する細胞膜のみではなく,アクチンストレスファイバーをはじめとする細胞骨格

要素も重要な役割を果たしていると考えられる.そのため,細胞膜のみではなく,細

胞膜と細胞骨格とからなる複合構造体の変形を考慮可能な力学量を用いて評価した場

合には,本結果とは異なる結果が得られる可能性がある.

4･4･2 カルシウム応答の刺激方向依存性を生み出す機構

本実験系を用いて細胞に負荷する力学刺激量を定量的に評価する上で,マイクロニー

ドルの変位量∂を用いて評価した場合には,第3章で示したように,骨芽細胞のカル

シウム応答特性に刺激方向依存性が認められた.一方,本章で示したように,細胞膜

の局所的な面積変化率E.1を用いて評価した場合には,力学刺激負荷量に関わらず,-
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定の面積ひずみでカルシウム応答が発生することが示された.これら二つの実験結果

から,アクチンストレスファイバーのネットワーク構造の配向方向により,細胞の見

かけ上の局所剛性が異なることが一つの可能性として推察される.本実験系を用いて

細胞に変形を与えた場合,マイクロニー ドルと細胞膜との間に接着は生じていないと

考えられる.したがって,ニードルを移動させることにより細胞に与えられる変形は,

一ドル先端と細胞膜との摩擦力に起因する.そのため,マイクロニードルを押し込

んだ部位の局所剛性が異方性を有することにより,ニードルの移動量6を用いて評価

した場合には,見かけ上の刺激方向依存性が生じると考えられる.その一方で,第2

章で示したように,アクチンストレスファイバーの構造を重合阻害剤により消失させ

た場合には,力学刺激に対してカルシウム応答を示す細胞の割合が低下したことから,

構造体としてのアクチン細胞骨格が細胞力学機構に直接的に関与していることが示唆

される.アクチン細胞骨格は,本実験で着目しているアクチンストレスファイバーの

みではなく,細胞膜と結合した密なネットワーク構造や,葉状仮足において見られる

ような微細構造など,多種多様な形態を有している[Albcrtsotal.,2002]･これらの

複雑な構造からなる複合構造体としてのアクチン細胞骨格が,細胞力覚機構において,

多岐にわたる役割を担っている可能性が考えられる.したがって,アクチンストレス

ファイバー構造のみではなく,その他の構造についても考慮に含めて,アクチン細胞

骨格が細胞力覚機構において果たす機能的役割について検討を行っていくことが必要

である.

4･4･3 細胞が感知する力学刺激の物理量

細胞力覚機構に関する議論の中で,細胞が感知している物理量に関する議論がある.

すなわち,細胞は力を感知しているのか,あるいは変形を感知しているのか,という

議論である.本章で示した結果では,細胞膜に一定量の面積ひずみが生じた場合にカ

ルシウム応答が生じた.これは,細胞が変形を感知しているとする仮説を支持するも

のであると言える.これに対して,例えば,力学刺激受容機構の有力な候補であると

言われているSAチャネルに着目すると,その活性化は,細胞膜に作用する張力に依

存するとの報告がなされている[Sokabeeta1..1991].この報告例では,パッチクラン

プ法を用いてSAチャネルの活性化が評価されている.そのため,細胞膜と細胞膜直

下の細胞骨格のみが,/て､ソチピペット内部に吸引され,本来あるべき細胞骨格構造と

の連結が失われている可能性がある.
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その一方で,本章で用いた実験系では,細胞膜のみを蛍光標識し,変形量を評価し

たため,細胞骨格に生じている変形量については評価できていない,第2章,3章で示

したように,構造体として組織化された細胞内のアクチン細胞骨格が,骨芽細胞の細

胞力覚機構において重要な役割を果たしている.このことを考慮すると,細胞が感知

する物理量について議論するためには,細胞において,細胞膜や細胞骨格に生じる変

形や力をilLS汁7L観察することが不可欠であると言える.そのためには,本章で提案し

た手法を応用して,細胞内の構造を多重染色することにより,それらの動態を同時に

可視化し,高時間 ･空間分解能で観察することが非常に有効なアプローチになると考

えられる.

4･5 結 言

本章では,単一の骨芽細胞に対して,ガラス製マイクロニードルを直接押し込み,細

胞膜上にて水平方向に移動させることで変形を与える実験系において,細胞のカルシ

ウム応答が発生する際の細胞膜の変形量を定量的に評価する手法を提案した.細胞膜

と細胞内カルシウムイオンを蛍光標識した骨芽細胞を作成し,細胞膜に生じる変形と

[Ca2+]′の変化を同時観察した.得られた観察画像から,画像相関法を用いて細胞膜に
生じる変位分布を測定し,その変異分布から,細胞膜に生じる面積ひずみどlの分布を

算出した.マイクロニードルを細胞膜上に鉛直方向に押し込み,水平方向に移動させ

ることで変形を与えた場合,ニードル先端近傍の変位方向前方の局所領域から[Cl+I+]7

の上昇が発生し,その後,細胞内へ濃度上昇が伝播する様子が観察された.カルシウ

ムイオン濃度の上昇が始まった領域に生じている変形量を評価したところ,圧縮ひず

みが生じていることが明らかになった.さらに,細胞の形状に対して,マイクロニー

ドルを押し込む方向,および水平方向に移動させる際の移動方向を変化させ,細胞の

カルシウム応答が発生する際の細胞膜のひずみを評価した.その結果,カルシウム応

答が発生する際の細胞膜の変形量は,ニードルを押し込む方向,あるいはニードルを

移動させる方向のいずれにも依存せず,一定の大きさであることが明らかになった.
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選択的張力解放に伴うアクチン細胞

骨格の局所的脱重合

5･1 緒 言

前章までの結果から.構造体として組織化されたアクチン細胞骨格が,骨芽細胞の

細胞力覚機構において重要な役割を担っており,さらに,その構造体としての構造的特

徴が,細胞のカルシウム応答特性に刺激方向依存性を生じさせていることが示された.

その一万で,アクチン細胞骨格は,静的な構造ではなく,常に再構築される動的な

構造であり,アクチン細胞骨格の関与する細胞機能の発現において,そのダイナミク

スが非常に重要である[Bray,20叫 .また,これらの再構築現象に加えて,細胞周囲の

力学環境の変化によってもアクチン細胞骨格構造の再構築が行われることが知られて

いる.例えば,アクチン細胞骨格の一種であるアクチンストレスファイバーは,繰り

返し伸展ひずみの負荷や細胞外液の潅流によるせん断応力の負荷などの方向性を持っ

た力学刺激により再構築され,そのファイバーネットワーク構造の配向方向が変化す

ることが報告されている[Buckleyotal･,1998;Chenetall,2000;WallgCtall,2000;

Noi(llingOr-Wilkoetal･,2001;Noriaetal･,2004]･

すなわち,骨芽細胞のアクチン細胞骨格は,その構造の配向方向により,細胞のカ

ルシウム応答に刺激方向依存性を生じさせる一方で,方向性を有した力学刺激により,

動的にその配向方向を変化させている.このことは,方向性を有する力学刺激に対す

る細胞応答機構において.一種のフィー ドバック機構が存在する可能性を示唆してい

る.したがって,細胞構造レベルでの細胞力覚機構の解明に加え,細胞,あるいは細

胞群レベルにおけるシステムとしての骨芽細胞の細胞力覚機構を検討する上では,力

77
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学環境の変化に誘起されるアクチン細胞骨格の再構築現象についても考慮することが

重要となる.

この力学刺激によって誘起される再構築機構の解明を目指して,これまでにも,分

子生物学的立場から多くの研究がなされており,さまざまな再構築の調整に関わる生

化学シグナリング経路が明らかにされている【NarllSealldSokal,e,1993:Gunstcf,all,

2003;Wojciak-StothardandRid1ey,2003].その中で,これらの生化学的調整因子に加

え,細胞構造に作用する細胞内張力が,力学刺激による再構築機構の調整因子候補と

して提案されている.アクチンストレスファイバーは,その構成要素として,線維状

アクチンであるF-アクチンとType-2ミオシンを含んでおり,収縮能を有していると

考えられている[Isenbergetal･,1976:Ⅰくatohotal･.1998].このアクチンストレスファ

イバーにより生じる細胞内張力は,細胞接着[BalabaIIPtal･,2001]や細胞外基質の再

構築[Zll()Ilgeta･1‥1998]などの細胞機能において重要な役割を果たしている.さらに,

これらの役割に加えて,アクチン細胞骨格の再構築を制御する因子の一つとして,細

胞内張力が関与していることを示唆する観察例が報告されている･Costaら[2002]は,

予め伸展させた状態の伸縮性の基質上で細胞を培養し,その後,基質の引張りを自然

長にまで戻すことで瞬時に細胞内張力を解散すると,細胞内のアクチン細胞骨格が消

失することを報告している.この実験結果は,アクチン細胞骨格に作用する張力を解

放すると,アクチンファイバーの脱重合が開始されることを示唆している.しかしな

がら,この実験系では,細胞全体を変形させて観察を行っているため,個々のファイ

バーが置かれている力学状態と,脱重合現象とを直接的に関連付けることは難しい.

そこで,本章では,細胞内の対象とするアクチン細胞骨格の張力を選択的に解放さ

せる新たな実験系を提案し,これを用いて,張力を解放したアクチン細胞皆格の構造

変化を観察する.まず,細胞外基質とアクチン細胞骨格とを連結している焦点接着を

選択的に溶解させることにより接着を解除し,単一の骨芽細胞に部分的な収縮を生じ

させる.これにより,細胞内アクチン細胞骨格の中で対象とするアクチンストレスファ

イバ-のみに選択的に収縮変形を生じさせ,張力を解放する.このようにして,単一

の細胞内に張力を解放するファイバーと解放しないファイバーとが共存する状態をつ

くり,その状態で張力解放に伴うアクチン細胞骨格構造の構造変化を観察する.
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5･2 実験方法

5･2･1 実験の概要

実験手順の概要を図5.1に示す.まず,細胞を観察用ディッシュに播種し,蛍光タン

パクEGFPとアクチンの融合タンパクをコードするプラスミドDNAをトランスフェ

クションする.さらに,細胞内でのDNA発現を待つために2日間培養したものを実験

に用いる.実験では,タンパク切断酵素恒,psill/EDTAを用い,細胞の焦点接着を部

分的に解除することで,細胞に局所収縮を生じさせ,対象とするアクチン細胞骨格に

作用する張力を選択的に解除する.このようにして,単一の細胞内に張力が解放され

るファイバーと解放されないファイバーとが共存する状態をつくり,その後の構造変

化を経時的に観察する.

Plating& TransfectionofEGFp-Actin

Incubation:For2days
Applicationoflocalcontraction

&

__fi=孝

図5.1 実験手順の概要
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5･2･2 観察試料の作成と観察方法

EGFp-ActinプラスミドDNAの導入 : 本実験では,直径35mmのガラスボ

トムデ ィッシュに密度 2.5×104C(ills/(lishで播種した細胞を用いた.細胞播種後,

2一川寺間培養した時点で蛍光タンパク質であるEGFPとアクチンとの融合タンパク質を

コー ドしたプラスミドDNA(Clontee)を細胞に導入した. DNA導入には,FllGENE6

(RoclleDiagIIOStics)を用い,EGFp-アクチンのプラスミドDIIÅとFllGENEGを添加

したOpt,i-MEM(Inl-itorogen)中にて4時間培養することで,リボフェクションにより,

細胞内へDNAを導入した.DNA導入操作後,通常の(1-MEMに入れ替え,細胞内で

の遺伝子発現を待つため,さらに48時間培養したものを観察試料として実験に用いた.

アクチン細胞骨格構造変化の観察方法 : 焦点接着の局所的解除に伴うアクチン細

用いて観察した.画像取得は,2.5秒間隔で行った.対物 レンズは,60倍の油浸レン

ズを用い,観察領域は,一辺が222〃nlの正方領域とした.

5･2･3 焦点接着の局所的解除方法

本実験では,骨芽細胞の焦点接着と細胞外基質との接着を局所的に溶解させること

により接着を解除し,細胞に部分的な収縮を起こさせることで変形を与えた.アクチ

ン細胞骨格構造は,図 5.2(a)に示すように,一端は焦点接着を介して細胞外基質と連

結し,他端は他の焦点接着や,細胞内構造と連結している.したがって,焦点接着と

細胞外基質との接着を局所的に解除することにより,図 5.2(I))に示ように,細胞内の

アクチンストレスファイバー構造に選択的に収縮変形を与えることが可能である.
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(a)Schematicofcytoskeletalstructureinosteoblasticcell

TrypsinノEDTA

(b)Applicationoflocalcontractioninducedbydissolvingof
fbcaladhesions

図5.2 アクチン細胞骨格の張力解放の概要図 (側面図)
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焦点接着の局所的解除には,図 5.3に示すように,ガラス製のマイクロピペットと

マイクロインジェクションシステム(IM-88H.Narishigc)を用いて,単一の細胞に対し

て,trrl)Sin/EDrrA(0.05%/()･02%)(SallkoJtlnyakll)を局所的に吹きかけることに

より,焦点接着を選択的に溶解させ解除した.ここで,マイクロピペットの先端部は,

外径が約10ILm,内径が約6FLmであり,単一の骨芽細胞に対して,Tryl'･qin/EDTAを

局所的に作用させることが可能である.また,trypsill/EDTAは培地中を拡散するが,

本実験では,その作用を阻害する効果を有する血清を添加した培地を用いているため.

焦点接着斑の溶解は,マイクロピペット先端部近傍に限定される.このようにして,煤

点接着を局所的に解除し,図5.4に示すように,細胞内のアクチン細胞骨格に対して選

択的に収縮変形を与え,単一の細胞内において,張力が解放されるファイバーと解放

されないファイバーが共存する状態を作成することが可能となる.実験は,温度:36±

1℃に制御した大気開放環境下にて行い,雰囲気組成,および湿度は制御していない.
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図5.3 焦点接着を局所的に解除する実験系の透過光画像

FocalAdhesionComplexes

Dissolving

＼

,くL - _ 'I/I
StressFibers

(a)Initial

＼ .
Microplpette

= ; 二:コ

＼Osteoblast ∴

(b)Applicationoflocalcontraction

図5.4 焦点接着の解除に伴う局所収縮の概要図
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5･3 実験結果

5･3･1 局所収縮による張力解放に伴うアクチン細胞骨格の構造変化

局所的な焦点接着の解除に伴うアクチン細胞骨格構造変化の観察例を図5.二日こ示す.

図5･5(a)は,初期状態における微分干渉顕微鏡画像であり,図の中央に骨芽細胞,下

部にマイクロピペット先端がある.この観察例では,図中,破線円内の焦点接着を解除

させた.図5.5(b)は,初期状態における,同細胞のEGFPで標識したアクチン細胞骨

格構造の蛍光観察画像である.この細胞では,主として上端と下部左右の三点の焦点

接着を結ぶようにアクチン細胞骨格構造が形成されている.アクチン細胞骨格が,直

線または弧を描く形状を有していることから,ストレスファイバーと細胞膜に作用す

る張力が力学的平衡を保ち,それらの形態を維持していると考えられる.

この状態から,対象領域にtrypsill/EDTAを作用させたところ,細胞の局所収縮が

生じた.変形が生じ始めた瞬間をt-Osecとして,細胞は約20秒間変形し,図{)･5((･),

((1)に示した形状で変形が停止した.この局所収縮により,接着が解除された焦点接着

に接合していたアクチン細胞骨格 (白矢印 A-A､)では,最大約32%の収縮が生じ

た.これにに対して,その他の焦点接着に接合しているアクチン細胞骨格 (白矢印B

-Bt)に収縮は生じなかった.アクチン細胞骨格が収縮する際,バックリングあるいは

湾曲するような挙動は観察されなかった.このことから,アクチン細胞骨格に生じた

収縮は,圧縮状態にまでは進行しておらず,アクチン細胞骨格に作用していると考え

られる張力を解放した際の長さ (自由長)までの範囲であると考えられる.

次に,図 5.5(ぐ)は,i-200secの時点でのアクチン細胞骨格構造を示している.図

5.5((I)に示した細胞の輪郭形状と比較して,その外形状は変化していない.このことか

ら,接着解除対象外の焦点接着は接着が保たれ,その焦点接着に接合しているアクチ

ン細胞骨格には変形が生じていないと考えられる.このように張力が解放されなかっ

たアクチン細胞骨格は,細胞の局所収縮後もその構造が明瞭であり,その構造を維持

している.一方,張力を解放したアクチン細胞骨格(図5.5(l')A-A.)は不明瞭となり,

その構造が観察されない.

張力が解放されたアクチン細胞骨格構造の変化をより詳細に検討するため,拡大図

を図5･Gに示す.図中,破線で囲んだ領域を拡大して示している.図5.6(a)は,収縮直

後 (i-20sec)の画像であり,図5･6(t')は,構造消失後(i-ョoose(･)の画像である.
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図中に自失頭で示したアクチン細胞骨格は,収縮直後には明瞭な構造が観察されるが,

i-200so(･の時点では,構造が消失,あるいはファイバー径が細く,不明瞭な構造へ

と変化している.このとき,不明瞭となったファイバーにおいて,断片化や端部から

構造が不明瞭になるといった過程は観察されず,ファイバー全体が一様に不明瞭とな

る様子が観察された.このように,細胞の局所収縮によって張力が解放されたアクチ

ン細胞骨格は,張力解放後,構造が不明瞭となり消失している様子が観察された.
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(a)Jnitjalstate

(DICimage)

Retainedstressfibers

(d)Contraction

(∫-2()sec)

(b)Initialstate(∫-0sec)
(FIuorescentimage)

(e)Disappearance
(∫-200sec)

(C)Scllematicorlocal
coTltraCtlOn

図5.5 選択的張力解放に伴うアクチン細胞骨格構造変化

(a)Contractionr/-20sec) (b)Disappeared(∫-200sec)

図5.6 アクチン細胞骨格構造消失の様子 (拡大図)
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5･3･2 張力解放を伴わない場合のアクチン細胞骨格の構造変化

一方,細胞に局所収縮が生じても,アクチン細胞骨格自体に変形が生じない場合は,

ファイバーの消失は観察されなかった.その観察例を図 5.7に示す.この例では,図

r'.7(a)の微分干渉像に示すように,画像中央に存在する細胞の上部端に存在する焦点接

着を解除した.t･rypSi11/EDTAの局所的作用により,上端部の接着が解除され,図5.7((A)

および((1)に示すように,細胞形状は局所的に変化した.しかしながら,図5･7(b),お

よび((I)に示すように,局所収縮によるファイバー収縮は観察されず,図中縦方向に

配向したアクチン細胞骨格(自失頭A-A')には変形は生じていない.また,細胞自体

の収縮は,変形が始まってから約40秒間継続した.これは,アクチン細胞骨格の収縮

変形を伴っている場合の二倍の長さである.このことは,細胞の変形が,よりゆっく

りと進行したことを示しており,局所収縮の負荷後のアクチン細胞骨格構造変化を比

較する上では,変形停止後からの経過時間を一致させることが必要である.そのため

に,前述の観察例と同様に,変形が停止してから180秒後の時点でのアクチン細胞骨

格構造を評価する.図5.7(e)に示すように,i-220se｡の時点におけるアクチン細胞

骨格構造は,図5.7((I)の画像と比較して変化が見られず,ファイバーの消失現象は確

認されない.さらに,拡大図(Fig.5.8)においても,局所収縮変形が停止した直後(図

I:).8(a･)),およびt-220soC･の時点において,図中に自失頭で示した縦方向に配向した

ファイバーの構造は維持されており,変化は確認されない.

このように,単一の骨芽細胞内に張力が解放されるアクチンストレスファイバーと

解放されないファイバーとが共存する状態を作成する新しい実験系を構築した.これ

らの観察例に示すように,細胞に局所変形を与えた後,張力が解放されたアクチン細

胞骨格のみが,その構造が不鮮明になり,消失することが確認された.また,細胞に局

所収縮が生じた場合でも,アクチン細胞骨格自体が変形しない場合には,ファイバー

の消失現象は観察されなかった.
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(a)lnitialstate

(DICimage)

(d)Contraction

(∫-40sec)

(b)lnitia)statett-0 sec)
(Fluorescentimage)

4ゝ

(e)Rernain

(∫-220sec)

Contractjon

(C)Schematicoflocal
contract10n

図5.7 アクチン細胞骨格の収縮を伴わない場合の構造変化の様子
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(a)Contraction(t-40see) (b)Remain(t-220sec)

図5.8 アクチン細胞骨格構造維持の様子 (拡大図)
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5･4 考 察

5･4･1 アクチン細胞骨格の動的安定性への張力の影響

細胞に力学刺激を与えた場合に,アクチン細胞骨格の再構築が開始される現象は,他

の研究においても報告されている.しかしながら,これらの報告例では,弾性膜に細

胞を接着させ,その接着基質の変形を介して,力学刺激として細胞に力や変形を与え

る実験系が用いられている[Buckleyctall,1998;Wallgf･ta･11,2000:N(li(lliIWr-Wilk-I

･､ta1.,2001;Cost･aet<d･,2002].また,その他の例では,細胞外液に流れを生じさせ,

細胞にせん断力を与える実験系などが用いられている[Ch(､Ilぐtall,20()I)]･これらの実

験系では,細胞構造全体に変形や力が作用するため,個々のアクチン細胞骨格がおか

れている力学環境と,同構造の脱重合現象との関連を直接的に検討することは困難で

ある.すなわち,アクチン細胞骨格の再構築が,同構造のおかれている力学状態が変

化したことにより直接的に引き起こされたものであるか,あるいは,力学刺激負荷に

対して,細胞内でアクチン細胞骨格の再構築に関わる生化学シグナルが活性化される

ことにより引き起こされたものであるかを分離して検討することが困難である.

そこで,本章では,単一の細胞内に張力を解放させたファイバーと解放させないファ

イバーが共存する状態を作成し.その構造の変化を観察した.その観察の結果,張力

を解放させたアクチン細胞骨格のみが消失した.このことは,アクチン細胞督格構造

の安定的維持に対して,同構造に作用する張力の存在が重要であることを直接的に示

している.なぜならば,細胞の局所収縮により,活性化される生化学シグナルは,細

胞全体で活性化されると考えられるからである.実際,局所収縮を生じさせた細胞に

おいて,アクチン細胞骨格構造の再構築に関与していると提案されている細胞内カル

シウムイオン濃度の変化[Yama(laptal･,200O]を観察したところ,局所収縮後,数秒

以内に細胞内全体において一過的なカルシウムイオン濃度の上昇が観察された(DI-山

と消失しないファイバーが存在することは,張力の作用の有無が選択的に関与してい

ることを示唆しているものと考えられる.
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5･4･2 アクチン細胞骨格の再構築機構における細胞内張力の役割

アクチン細胞骨格に作用する張力を解放することで,ファイバーの脱重合が開始さ

れ,消失するという観察結果から,弾性膜上に培養した細胞に単軸の繰り返し伸展ひ

ずみを与えると,アクチン細胞骨格構造が伸展方向と直角方向に配向するという現象

を仮説的に説明することができる.しかしながら,その一方で,細胞外液の流れによ

りせん断力を作用させた細胞において,アクチン細胞骨格が流れの方向に平行に配向

するという現象に対しては,これを直接説明することが困難である.

この疑問に対する一つの仮説を立てることができる.すなわち,アクチン細胞骨格

構造の再構築機構は,アクチンの脱重合過程と重合過程の二つの過程から構成されて

おり,脱重合と重合のそれぞれを調整する因子が存在し,二つの異なった機構が存在

している可能性が考えられる.これまでの研究例では,アクチン細胞骨格構造の再構

築が完了した段階,例えば,配向方向が変化し終わった段階で様々な検討を行ってお

り,アクチンストレスファイバーの脱重合と重合の機構を区別して考慮していない.本

研究においても,アクチンストレスファイバーが脱重合される段階に着目して観察を

行一〕ているが,さらに次の段階であるアクチンストレスファイバー構造の重合過程に

おける,張力の作用の影響については検討されていない.この点については,アクチ

ンストレスファイバーの脱重合と重合という過程を分離した上で,張力の作用が及ぼ

す影響について検討する必要がある.

5･4･3 張力解放にともなう脱重合開始の物理的意味

アクチン細胞骨格の安定性維持における張力の重要性の物理的意味について考察す

る.アクチンストレスファイバーの脱重合過程においては,様々な生化学的因子が重

要な役割を果たしている.しかしながら,アクチンストレスファイバーに作用してい

る張力の有無が,これの生化学的調整因子の活性を直接的に調整していると考えるこ

とは適切ではないと考えられる.

一方,アクチンストレスファイバーに作用する張力の有無は,おそらくアクチンス

トレスファイバーを構成する分子のコンフォメーションに大きく影響を与えている可

能性が考えられる.そのため,アクチンストレスファイバーを構成するペプチド鎖の

二次,あるいは,より高次の構造は,張力の作用により安定化されていると考える仮

説を立てることができる.すなわち,張力の解放により,ペプチド鎖のコンフォメー

ション変化が生じ.その結果として,アクチンとアクチンに結合する調整因子との親
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和性が変化し,最終的にはアクチンアクチンストレスファイバーの構造が不安定化さ

れる可能性がある.この仮説を検証することが,力学刺激の負荷に伴うアクチン細胞

骨格の再構築機構を解明する上での重要な課題である.

5･5 結 害

骨芽細胞の焦点接着を部分的に溶解させて局所収縮を発生させることで,対象とす

るアクチン細胞骨格のみの張力を選択的に解放する実験系を構築した.単一の骨芽細

胞内において,張力が解放されるアクチンストレスファイバーと解放されないアクチ

ンストレスファイバーが共存する状態をつくり,張力解放がアクチン細胞骨格の構造

変化に与える影響を検討した.観察の結果,同一の細胞内において,張力が解放され

たアクチン細胞骨格のみが,不明瞭な構造となり消失する様子が観察された.その一

方で,張力が解放されなかったアクチン細胞骨格構造は,明瞭なまま維持されていた.

これらの結果は,アクチン細胞骨格構造の動的安定性に対して,張力の作用が重要な

役割を果たしていることを直接的に示すものであると考えられる.
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アクチン細胞骨格の再構築を開始す

るひずみ量の評価

6･1 緒 言

前章では,単一の骨芽細胞の焦点接着を部分的に解放することで,細胞に局所収縮

を与え,同一の細胞内において,張力が解放されるストレスファイバーと解放されない

ストレスファイバーが共存する状態を作成し,張力の解放によりストレスファイバー

が脱垂合されその構造が消失することを示した.この実験結果は,細胞全体に対して

変形や力を負荷する実験系と比較して,張力の作用がストレスファイバー構造の動的

安定性において重要であることをより直接的に示している.

その一方で,この実験系では,細胞に与える変形量は制御されておらず,収縮量は,

ストレスファイバーと細胞膜など他の細胞構造に作用する力の平衡状態に大きく依存

している.細胞バイオメカニクスの観点から.力学刺激負荷によるストレスファイバー

再構築機構の解明を目指す上では,再構築に関与する力学量を明らかにするだけでな

く,その力学量を定量的に評価することが重要である.そこで,本章では,ストレス

ファイバーの再構築が開始される際に必要な力学量を定量的に評価することを目的と

した.

微小な蛍光ビーズを混合した柔軟なコラーゲンゲルを基質上にコーティングし,細

胞がその上を移動する際に生じる蛍光ビーズの変位分布から,間接的に細胞の移動時

における基質への駆動力を測定した報告例[Galbl･aitllalldSheetz,1997;Domboalld

Wallg,1999;B(111illg0Pt(11･,2001]がある.しかしながら,細胞内のファイバーや膜

に作用する張力を直接的に測定することは困難である.そこで,本論文では,張力と

93
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関連した力学量として,ファイバーに生じるひずみの大きさを評価対象とした.

実験には,新たに設計･試作したシリコンチャンバー単軸ひずみ負荷装置を用い,細

胞に対して単軸の圧縮ひずみを負荷した.予め伸展させた状態で装置に取り付けたシ

T)コーンラバー製のチャンバーの底面に骨芽細胞様細胞を播種し,チャンバーに対し

て,制御された単軸の圧縮ひずみを生じさせることで,基質の変形を介して細胞に変

形を与え,ストレスファイバーに作用している張力を解放した.その後,圧縮ひずみ

負荷に伴うストレスファイバー構造の変化を観察し,その結果から,ストレスファイ

バーの再構築開始に必要なひずみ量を定量的に評価した.

6･2 実験方法

6･2･1 実験の概要

予め単軸伸展させた状態のシリコーンラバー製チャンバー (スカラテック)内に皆

芽細胞様細胞を播種し,以下に述べる手順にしたがって実験を行った.実験手順の概

要図を図 6.1に示す.図 6.1(a･)に示すように,予め伸展させた初期状態における基準

長さをloと定義する.次に,i-Ominの時点で,図6.1(b)に示すように,チャンバー

を長さ/まで収縮させる.このとき,単軸の圧縮ひずみをこ.川/メ-(ト 吊 //∩として定

義する.本研究では,I.97,I,- 10.30,ひずみ速度一0.045/SぐCとした.骨芽細胞は,シ

T)コーンラバー製基質の表面に接着,伸展した状態で存在しているため,細胞形状は,

基質の変形に伴って変形する.この細胞形状の変化により,細胞内のストレスファイ

バーに作用している張力が解放され,細胞骨格構造の力学状態に非平衡が生じる.こ

の力学的外乱の負荷により.ストレスファイバーの再構築が開始されると考えられる.

本研究では.張力解放後,i-151Ilill(図6.1((･))の時点における細胞内のアクチンス

トレスファイバーの量を評価し.ストレスファイバ--の軸方向のひずみ量こ.汀 との関

連を解析した,
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図6.1 実験手順の概要図
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6･2･2 観察試料の作成と観察方法

細胞培養シリコーンチャンバー: 本実験では,4cc(20×20×10mm)シリコー

ンラバー製細胞伸展チャンバー (図6.2)を用いた.チャンバーの底面は,厚さ100/I,m

の透明なシリコーンラバー製であり,倒立顕微鏡を用いて底面に接着 ･伸展している

細胞を観察することが可能である.細胞の接着性を増すため,このシリコーンチャン

バー内面を5Nの硫酸に30分間さらし,表面処理を行った.その後,洗浄し,オート

クレーブにて滅菌を行ったものを実験に用いた.

実験に際して,細胞を予め引張りひずみを与えた4C(･シリコーンチャンバーに,細

胞数が3.0×104個となるように播種し,同環境にて,さらに24時間培養したものを

実験に用いた.

Incubationarea

20x20xlO(wxDxH)
Membranethickness:100pm

＼ rrー∩00㌔ 00
44 (m

図6.2 シリコーンラバー製細胞培養チャンバー

アクチン細胞骨格の蛍光標識 : 細胞内のアクチンストレスファイバー構造は,蛋

光標識法を用いて観察した.ストレスファイバーの張力解放後,i-1･5miIlが経過し

た時点で,5%のparafornlaldfthydc中にて,30分間4℃で保持し,細胞の固定を行う.
次に,PBSにて 1回洗浄した後,0.1%TritoIトXにより,脱膜処理を行う.最後に,

rhodamine-phalloidillを添加したPBS中にて,2.5時間,37℃で保持し,F-アクチン

を蛍光標識する.PIlall(:)idillは,線維状アクチン (トアクチン)と特異的に結合する.

そのため,主として線維状アクチンから構成されているストレスファイバーを特異的

に蛍光標識することが可能である.一方,細胞質中に存在する重合していないアクチ

ンモノマー(G-アクチン)は標識されない.
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アクチン細胞骨格の蛍光観察方法 : アクチン細胞骨格の蛍光観察には,共焦点レー

ザー走査型蛍光顕微鏡(Dcgit･alE(･1ipSeCl,Nikon)を用いた.取得した画像は,12I)it

階調のデジタルデータとしてPCに記録した,観察平面は,アクチンストレスファイ

バーがもっとも発達している細胞底面とした.

6･2･3 単軸ひずみ負荷装置

単軸の圧縮ひずみを細胞に対して負荷する装置を新たに設計 ･試作した.その概要

図を図6..3に示す.本装置は,倒立顕微鏡のステージ上に設置可能であり,ステージ

上にて動作させることができる.また,2本の平行なリニアガイド,及び,左右両ネ

ジシャフトに単軸(.Il事由)方向の平行移動が可能なスライダーを2つ取り付けたもので

ある.シリコーンチャンバーは,4本のネジを用いてスライダーに固定した.スライ

ダーは,左右両ネジシャフトにより駆動され,ステッピングモーターを制御すること

により,シリコーンチャンバーに任意のひずみを与えることが可能である.

Sliders

図6.3 単軸圧縮ひずみ負荷装置の概要図
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6･2･4 ストレスファイバーの軸方向ひずみ量の評価

本研究では,細胞全体に与えられたひずみ量と同時に,ストレスファイバーの軸方

向のひずみ量についても評価した.骨芽細胞様細胞において,ストレスファイバー構

造は,主に細胞の長軸方向に配向している.したがって,その軸方向のひずみ量は,シ

リコーンラバーチャンバーに与えるひずみの軸方向とファイバーの配向方向との相対

的な角度により決定される.

細胞形状の方向は,図6.引こ示すように,画像処理ソフトウエア(Ima俳ProPlllH,

MediaC.vberll(､tir二S)を用い,細胞の輪郭形状を近似した楕円を算出し,その長軸方向

として定義した.まず,取得した蛍光観察画像(図6.1(a))を二値化し,輪郭形状を明

確にする(図6.4(b)).次に,その輪郭の近似楕円を算出し,楕円の長軸と圧縮ひずみ

の負荷方向との問の角度を0(0<0<90 0)として定義する(図6･4((A))･
ストレスファイバ｣ こ生じるファイバー軸方向の圧縮ひずみ量C-′岬 は,図 GJ'に示

すように,チャンバーの長さの変化,すなわち,長さlo,lとストレスファイバーの配

向方向の角度βを用いて,次式のように算出される.

lF- lF O

+ (ltanO/(I/(lo - l)

lF-I/cosO
/lo･i))'2)I/2

(6.1)

(6.2)

ここで,定数両ま,Es-l′b--0.3()の時点における,ひずみの比｢T,I/ごJによ一,て定義

される見かけ上のPoisLqOll比である.シリコーンラバーチャンバーの底面膜は,側壁

により支持されているが,実際には,Poisson効果により,圧縮ひずみ負荷方向に対し

て垂直な方向に対してもひずみが生じる.今回の実験で〟は,i:叩I,-10.13()の時点に

おけるひずみの比-ごy/ど.I-を測定し, ′ノ-0･24と決定した･これらの関係から,ど.",/,

ニー().3∩の場合における,ストレスファイバーに生じる軸方向の圧縮ひずみ量ご▲岬 と

ストレスファイバーの配向方向の角度0との関係は,図6.Gのグラフのようになる.
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(a)Observedimage

(b)Binarization

+ Releasedirectioni

(C)Calculationofangle0

図6.4 細胞軸方向の算出手順



100 第6章 アクチン細胞骨格の再構築を開始するひずみ量の評価
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図6.5 ストレスファイバーの軸方向のひずみ量算出方法
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6･3 実験結果

6･3･1 圧縮ひずみ負荷に伴うストレスファイバーの構造変化

細胞底面における細胞内のストレスファイバー構造の観察例を図6.7に示す.まず,

力学的外乱を与えていない通常の細胞では,図6･7(a)に示すように,細胞内全体に密

なストレスファイバーのネットワーク構造が観察される.また,ストレスファイバーは,

細胞内において同一方向に配向した特徴的な構造を有している.一方,図 6.7(ll)に示

す圧縮ひずみ(I,"JI,--0･30)を与えた細胞では,細胞の輪郭付近のみにストレスファ

イバーが観察され,細胞中央部ではス トレスファイバー構造が消失しており,通常細

胞で見られるようなストレスファイバーのネットワーク構造は観察されない.このよ

うに,単軸の圧縮ひずみを与えることにより,ストレスファイバー構造が消失した細

胞が観察された.しかしながら,全ての細胞においてこのようなストレスファイバー

構造の消失が生じたわけではなく,図6･7(C)に示すように,細胞全体に対して,同量

の圧縮ひずみ (LC",I,--0.3(J)を負荷した場合においても,ストレスファイバーの脱重
合が生じていない細胞も観察された.この結果は,細胞全体に与えられるひずみ量で

はなく,ストレスファイバーの軸方向のひずみが.ストレスファイバー構造の動的安

定性に重要であることを示唆している.
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(a)Nomalcell

- 1 一一一 ＼
Releasedirection

(b)Disassem bled

(C)Remained

図6.7 ストレスファイバ-構造の蛍光観察画像
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6･3･2 脱重合開始と軸方向ひずみ量との関係

図6.8は,圧縮ひずみ負荷後t-1･5millの時点におけるrll｡dalllillC-phalloidillによ

り蛍光標識した細胞内アクチンストレスファイバーの平均蛍光輝度と,ストレスファ

イバーに生じた軸方向の圧縮ひずみ量との関係を表したグラフである.軸方向への圧

縮ひずみ量が,EsF - -0.20-0.00の場合,controlの細胞と比較して平均蛍光輝度に

有意な差は認められない.また,軸方向へのひずみ量が,引張,すなわちどsF -0.00

-0.10の場合においても,有意な差は認められない.これに対して,軸方向の圧縮ひ

ずみ量,がE.汀 ニー0.30- -0.20の場合では,平均蛍光輝度が有意に減少している

(I,<1.0× 10~7,i-test).この結果は,ストレスファイバーの軸方向のひずみ量が,
細胞骨格の再構築現象に関連した動的安定性において,重要な調整因子であることを

示唆している.さらに,軸方向に生じる圧縮ひずみ量を定量的に評価することにより,

ストレスファイバーの脱重合現象を開始させるために必要な軸方向の圧縮ひずみ量に

は,閥値が存在することが示唆され,その大きさは,EsF --0.20と見積もることが

できる.
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図6.8 ストレスファイバーの軸方向ひずみと平均蛍光輝度値との関係
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6･4 考 察

6･4･1 アクチン細胞骨格の動的安定性における軸方向ひずみの重要性

多くの研究において,骨芽細胞様細胞が力学刺激を感知し,様々な種類の応答を示

すことが報告されている.これらの細胞応答は,細胞内において,力学刺激が生化学

的なシグナリングへと変換された結果としてとらえられる.ス トレスファイバー構造

の脱重合についても,これらの細胞応答と同様に,細胞内における生化学シグナリン

グが活性化された結果として生じたものと考えられる.したがって,本実験により評

価された圧縮ひずみ量の閥値は,細胞の力学刺激の感知感度を評価しているにすぎな

い.すなわち,力学刺激の負荷に誘起される細胞内の生化学シグナリングが活Jl酎ヒさ

れるために必要なひずみ量を評価している可能性がある.

しかしながら,本研究の観察結果から,細胞全体に対して,同量の圧縮ひずみ(I."Lbニ

ー0.30)を与えた場合にも,ストレスファイバーの脱重合現象を示す細胞と示さない細

胞の二つのグループの細胞が観察された.このことは,細胞全体に与えられるひずみ

量ではなく,ストレスファイバーの軸方向のひずみ量が,同構造の動的安定性を決定

する因子であることを示唆している.さらに,前章では,単一の細胞内において,対

象とするストレスファイバーの張力を選択的に解放することで,同一の細胞内におい

て,張力が解放されるストレスファイバーと解放されないファイバーが共存する状態

を作成する実験系を構築した.その実験系を用いた観察結果から,収縮変形の負荷に

より,細胞内全体で生化学シグナルが活性化された場合にも,張力を解放したストレ

スファイバーのみが選択的に脱重合されることが示された.この結果からも,ストレ

スファイバーの動的安定性において,ファイバーの軸方向の圧縮ひずみ量が重要な調

整因子であることが支持される.

6･4･2 脱重合を誘起するひずみ量の閥値の物理的意味

本章の実験では,脱重合現象の開始に必要なひずみ量を定量的に評価した,その結

果,張力の解放に伴うストレスファイバー構造の脱重合が開始されるためのひずみ量

には閥値が存在し,その大きさはEsF --0.20であると見積もられた.ここでは,そ

の物理的解釈について考察する.

一つの仮説として,前章で述べたように,張力の作用が,ストレスファイバーを構
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成するアクチンフ丁ラメント分子のコンフォメーションを機械的に安定化させ,張力

の解放にともなうコンフォメーションの変化により,同構造の動的安定性が失われる

との仮説が考えられる.その仮説に基づいた場合,本実験の結果から見積もられたひ

ずみ量FW ニー0.2侶ま,そのコンフォメーション変化が生じる変形量を示していると

考えられる.

仮説を検証するための一つの方法として,分子動力学法を援用した計算機シミュレー

ションを用いる方法が挙げられる.アクチンフィラメントの分子構造をモデル化し,張

力の作用の有無が,分子のコンフォメーションに与える影響を計算機実験により明ら

かにすることで,例えば,アクチン切断タンパクの結合サイトが,コンフォメーショ

ン変化により露出する可能性などを検討することができる.ただし,ストレスファイ

バーは,それ自身がミオシン等の他のタンパク質と相互作用することで収縮力を発生

することが知られており,圧縮ひずみを与えることで張力を解放する場合には,圧縮

ひずみを負荷する速度と,ファイバー自身が収縮する速度との関係により,その変形

挙動が大きく異なる可能性がある.そのため,計算機実験を用いて変形挙動を検討す

る喝合,ひずみ速度や負荷条件などの力学条件が適切なものとなるように設定する必

要がある.

6･4･3 アクチン細胞骨格の再構築とひずみ量の関係

様々な細胞種において,力学環境の変化に対するストレスファイバー構造の再構築現

象が,定量的に制御されたひずみ環境下で報告されている[Gunst･(lta1.,2003;Nal,llSe

an(IS(:,kabo,1993:Yoshigicta1.,2003].本研究では,ストレスファイバーの脱重合

開始に必要な軸方向の圧縮ひずみ量は,約-0.20であることを示した.しかしながら,

他の報告例においては,例えば,大きさが0.10の繰り返し伸展ひずみの負荷により,

インテグリンに関連したシグナリングパス[GullSt･eta1.,2003]や,細胞なカルシウム

イオン濃度の変化[NaruspandSokabe,1993]など,アクチン細胞骨格の再構築を制御

する生化学因子が活性化されることが報告されている.

本実験の結果と他の報告例との間でひずみ量の大きさが異なる理由を考察すると,

一つ目の理由として,変形を負荷する形態の相違,すなわち,一過性刺激と繰り返し

刺激の違いが挙げられる.また,二つ目の理由として,他の報告例では,ストレスファ

イバーの配向方向が変化し終わった段階,つまり再構築が完了した時点でストレスフア

イ/ト 構造を観察している[Yohhigieta1.,2003].これに対して,本研究では,ストレ
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スフアイバーの脱重合過程に着目している.アクチンファイバーは,モノマーアクチ

ンの重合と脱重合が絶えず継続的に生じており,それらの反応が動的な平衡状態を保

つことにより,アクチンファイバー構造が維持されている.したがって,他の報告例

では,本研究では評価していないアクチンの重合過程を調整している因子の影響を含

めて評価していることが考えられる.力学環境の変化に伴うアクチン細胞骨格の再構

築機構解明のためには,本実験の結果に加えて,アクチン構造の形成過程における張

力やひずみの作用の影響についても検討することが必要である.

6･5 結 言

張力解放に伴うス トレスファイバー構造の脱重合現象に着目し,力学的観点から,

その機構の解明を目指し,同構造脱重合が開始される際の力学量を定量的に評価した.

本実験では,ストレスファイバーに作用する張力と関連していると考えられるファイ

バー軸方向のひずみ量について,定量的に評価した.まず,細胞に対して単軸のひず

みを与える装置を新たに試作した.実験では,予め伸展させた状態で実験装置に取り

付けたシリコーンラバー製チャンバー内に骨芽細胞を播種 ･培養した.その後,チャン

バーに対して単軸の圧縮ひずみを与えることで,チャンバー底面の基質を介して細胞

に圧縮ひずみを与え,細胞内ストレスファイバーの張力を解放した.変形負荷に伴う

ストレスファイバー構造の変化を観察したところ,張力の解放によるストレスファイ

バー構造の消失が観察された.しかしながら,細胞に対しては同一量のひずみを負荷

しているにもかかわらず,ストレスファイバー構造の消失した細胞と消失しない細胞

とが観察された.この結果は,細胞構造全体に負荷されるひずみ量は,ストレスファイ

バー構造の脱重合現象において重要ではないことを示唆している.そこで,ストレス

ファイバー自身に与えられる軸方向のひずみ量に着目した.基質の変形量とストレス

ファイバー構造の配向方向との関係から,ファイバーに作用する軸方向のひずみ量を

算出し,ストレスファイバーの脱重合現象との関連を検討した.その結果,圧縮ひず

みの負荷により,ストレスファイバーが脱重合が開始されるためには,負荷される軸

方向の圧縮ひずみ量に閥値が存在することが示された.さらに,本実験結果から,そ

の軸方向ひずみ量の閥値は,I.叩 ニー0.20と見積もられた.
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骨芽細胞は,力や変形などの力学刺激を感知し,自らの活動を変化させる能力を有

していると考えられる.そして,この微視的レベルにおける細胞活動の変化が,巨視

的レベルにおける皆の力学環境に対する適応的な構造変化を生み出している.力学刺

激に対する細胞の応答機構を明らかにすることは,生体機構の解明という科学的側面

のみならず,再生医療工学に代表されるような,医工学的側面からも非常に重要な課

題である.これまでの,生物学,および分子生物学的観点からの数多くのアプローチ

により,力学刺激に対する骨芽細胞の応答の評価がなされ,その応答機構に関わる生

化学シグナリングパスが解明されつつある.その一方で,骨芽細胞が力学刺激を感知

し,自らの活動の調整へと変換する機構,すなわち細胞力覚機構については,未解明

な点が多い.骨芽細胞の力覚機構解明を目指す上で,細胞構造に作用する力や変形を

取り扱うことは不可欠であり.そのため,本質的に生体における機能と構造との関連

を取り扱うバイオメカニクス的アプロ-チが必要となる.

本論文では,構造体としてのアクチン細胞骨格に着目し,骨芽細胞の細胞力覚機構

において,アクチン細胞骨格が果たす役割,および,力学環境変化に対する同構造の

再構築機構について,細胞バイオメカニクスの観点から検討を行った.

まず,第-2章では,構造体として組織化されたアクチン細胞骨格が,骨芽細胞の力

学的刺激応答特性に及ぼす影響について検討した.アクチン重合阻害剤 ぐytO(･halasill

Dを用いて,細胞内のアクチン細胞骨格を一旦脱重合させ,その後のアクチン細胞骨

格再重合過程における培養時間を調整することで,構造体として組織化されたアクチ

ン細胞骨格の量を制御した細胞群を作成した.それぞれの細胞群において,単一の細

胞に対して,ガラス製のマイクロニードルを直接押し込むことにより,力学的刺激と

して変形を与え,それに対する細胞応答として,細胞内カルシウムイオン濃度の変化

1(17
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を観察した.その結果,同一量の刺激負荷に対しても,構造体として組織化されたア

クチン細胞骨格量が多い細胞群ほど,より敏感に力学刺激を感知し,カルシウム応答

を示すことが示された.この結果は,骨芽細胞の細胞力覚機構において,アクチン細

胞骨格が構造体として組織化されていることが重要であることを示唆している.

次に,第3章では,第2章の結果を受け,骨芽細胞のアクチン細胞骨格の構造的特

徴に着目した.骨芽細胞では,アクチン細胞骨格は細胞形状の長軸方向に配向した特

徴的なネットワーク構造を形成している.この構造体としての特徴が,骨芽細胞の力

学刺激応答特性に影響を与えているとの仮説を立て,実験により検証した.マイクロ

ニードルを細胞に直接押し込み変形を与える実験系において,ニードル先端を移動さ

せる方向,および変位量を定量的に変化させ,刺激負荷に対する骨芽細胞のカルシウ

ム応答の特性を評価した.その結果,アクチン細胞骨格の配向方向に対して,ニード

ルの変位方向が直角に近づくほど,細胞がより敏感に刺激負荷を感知し,カルシウム

応答を示すことが明らかになった.この結果は,構造体として組織化されたアクチン

細胞骨格の構造的特徴が,骨芽細胞の力学刺激応答特性に影響を与えており,細胞の

応答特性に刺激方向依存性が存在する可能性を示唆している.

第-1章では,第3章の結果を受け,骨芽細胞のカルシウム応答の刺激方向依存性が

生み出される機構についてより詳細に検討するため,マイクロニードルを細胞に直接

押し込み,変形を与える実験系において,細胞構造に生じている変形量を定量的に測

定する手法を提案した.さらに同手法を用い,細胞のカルシウム応答を誘起する細胞

膜の変形量を定量的に評価することを試みた.細胞内カルシウムイオンと細胞膜をそ

れぞれ蛍光標識し,これらを同時に観察する実験系を構築した.さらに,画像相関法

を用いて,力学刺激負荷時に細胞膜に生じる変位場を計測し,その分布から,細胞膜

に生じるひずみの分布を算出する手法を提案した.これらの手法を用いて,マイクロ

ニードルの直接押し込みにより力学刺激を負荷し,骨芽細胞のカルシウム応答が発生

する際に生じる細胞膜の変形量を定量的に評価した.その結果,局所変形の負荷によ

り,カルシウム応答が発生する領域には,圧縮の変形が生じていること,および,カ

ルシウム応答が発生する際の変形量を面積ひずみで評価した場合,その値は,約C-I -

10.72であることが明らかとなった.この手法を応用することにより,力学刺激負荷

に対する細胞応答機構について,力学的観点からアプローチする上で不可欠となる細

胞構造に生じる変形量を定量的に計測することが可能となる.

以上,第2- 4章では,骨芽細胞の細胞力覚機構において,構造体として組織化さ
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れたアクチン細胞骨格が,その構成要素として重要な役割を果たしており,さらに,そ

の構造的特徴が,細胞の力学刺激応答特性に影響を与えていることが明らかになった.

これらの結果は,骨のリモデリング機構を明らかにする上で重要となる骨芽細胞の力

学刺激に対する応答特性として,新たな知見をもたらすのみではなく,さらに,細胞

力覚機構の解明を目指す上で,従来の分子生物学的手法に基づくアプローチのみでは

なく,細胞構造それ自体を取り扱う細胞バイオメカニクスに基づくアプローチが有用,

かつ重要であることを示すものである.

次に,第5章,第6章では,第2-4章までの結果を受け,アクチン細胞骨格その

もののダイナミクスに着目した.アクチン細胞骨格は,方向性を有した力学刺激に対

して,その構造が動的に再構築され,その配向方向が変化する.構造体として組織化

されたアクチン細胞骨格の構造的特徴が,骨芽細胞の力学刺激感知特性に影響を与え

ていることを考慮すると,同構造の再構築機構を解明することにより,骨芽細胞の細

胞力覚機構への理解を深める上での有用な知見を得ることが期待できる.そこで,こ

の再構築機構の解明を目指し,細胞バイオメカニクスの観点から,再構築を引き起こ

す力学量について検討し,さらにその力学量を定量的に評価した.

まず,第r)章では,細胞内構造に作用している張力の存在が,アクチン細胞骨格構

造の動的安定性に与える影響について検討した.単一細胞の焦点接着を部分的に解除

することで,細胞に局所収縮を生じさせ,細胞内の対象とするアクチン細胞骨格のみ

の張力を選択的に解放し,その後の構造変化を観察した.その結果,同一の細胞内に

おいても,張力を解放したアクチン細胞骨格のみ,その構造が消失した.一方,張力

を解放しなかったアクチン細胞骨格に構造変化は観察されなかった.これらの実験結

果より,アクチン細胞骨格構造の動的安定性において,張力の作用が重要な役割を果

たしていることが明らかとなった.

次に,第6章では,第5章で示された張力解放に伴うアクチン細胞骨格構造の脱重

合現象について,同構造の脱重合が開始されるために必要な力学量を定量的に評価し

た.弾性を有するシリコーンラバー製の細胞培養チャンバーと単軸ひずみ負荷装置を

用い,骨芽細胞に対して,単軸の圧縮ひずみを与えることにより,アクチン細胞骨格

に作用する張力を解放し,その後の構造変化を観察した.細胞構造に生じるひずみ量

を評価し,アクチン細胞骨格構造の再構築が開始されるひずみ量について検討した結

果,細胞全体に与えられるひずみ量ではなく,ストレスファイバー自体に与えられる

軸方向ひずみ量が,脱重合の開始において重要であることが示された.さらに,脱重
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合が開始される圧縮ひずみ量に閥値が存在し,その大きさが,約fW ニー0.20である

ことが示された.

以上の第5,6章において,骨芽細胞のアクチン細胞骨格構造は,その動的な安定性

において,細胞内張力の存在が重要であり,ファイバーに作用する張力を解放すると

脱重合が生じ構造が消失することを示した.さらに,脱重合が開始されるために必要

な力学量を定量的に評価した.これらの結果は,アクチン細胞骨格構造の再構築機構

の解明を目指し,力学モデルの構築を考える場合に非常に有用な力学量を与えるもの

である.

以上のように,本論文では,細胞バイオメカニクスを基礎とする実験的手法により,

骨芽細胞の力覚機構において,構造体として組織化されたアクチン細胞骨格が重要な

役割を果たしていること,およびアクチン細胞骨格の構造的特徴が骨芽細胞の力学刺

激応答特性に影響を与えていることを明らかにするとともに,骨芽細胞のカルシウム

応答を誘起する細胞構造の変形量を定量的に評価した.さらに,力学環境の変化に対

するアクチン細胞骨格構造の再構築機構について,同構造の再構築を誘起する力学因

子として,細胞内張力が重要な役割を果たしていることを示した.さらに,その細胞

内張力と関連した力学量として,アクチン細胞骨格に生じるひずみに着目し,再構築

開始に必要なひずみ量を定量的に評価した.

細胞内微細構造であるアクチン細胞骨格が,骨芽細胞の力覚機構において果たす機

能的役割を明らかにし,さらに同構造の再構築を調整する力学因子を評価したことは,

生化学的観点から従来行われてきた研究に加えて,力学的観点から行われるバイオメ

カニクス的研究の重要性を示すものである.さらに,再生医療への応用を見据えた細胞

の機能や機構の人的制御を考える場合,生化学的調整因子を用いる手法に加えて,細

胞構造の形態制御による細胞機能の制御手法という新たな考え方への展開の可能性を

示すとともに.細胞構造の形成制御において考慮することが必要になると考えられる

力学因子に関する新たな知見をもたらした.

科学的側面のみにとどまらず,医工学的側面から見た場合には,細胞機能の理解に

加えて,その制御を考えることが重要となる.本論文の結果を受け,さらに細胞機能

の制御へとつなげるためには,細胞構造の人為的形成誘導を行う手法の確立が望まれ

る.その手法には,(1)細胞が接着 ･伸展する基質表面を創成,および修飾する技術,

(2)細胞構造を適切に維持するための力学場の設計技術,などが必要になると考えら

れる.これらの技術は,機械工学が取り扱うべき重要な分野であり,バイオメカニク
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スの基本的方法論に加え,機械工学の知識 ･手法を援用した研究が,今後益々重要に

なると考えられ,その推進が期待される.
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付録A

原子ビームを用いた細胞接着

制御の試み

A･1 緒 言

近年.生体と人工材料との適合性のメカニズムの理解が深まるにつれ,新規適合材料

の研究開発やその実剛 ヒが進められてきた[例えば,Ratneret<111.1996]･この中で.坐

体と材料との接着性を考えた場合.生体の最小単位である細胞と直接接する材料表面

との親和性が重要となる.これまでにも,材料表面への細胞の接着親和性に関する様々

な研究が行われてきた.例えば,細胞接着タンパク質等の材料基板表面へのパターン修

飾[Clle11Ota1-1997;Zllangetal上,1999;Kaneeta1.,1999:BarbllC(.ietal,2002]や,

表面凹凸形状の創成[(lenBral)ぐretal･,1996:Wallgfltall,2003,Liaoeta1.,2003]によ

り.細胞接着形状の制御や接着パターニングが試みられてきた.しかしながら,これら

の手法では,複雑な表面処理が必要であり,また,生体内では↑修飾したタンパク質自体

が.様々な生化学的反応を受けるため,安定した接着性制御の維持が容易ではない.そ

のため.基板材料の表面自体の組成や構造の直接的な改質による細胞親和性の制御が

望まれる.

そこで･本研究では,基板材料の表面に原子ビーム[Tagawaetal‥2001]を照射する

ことにより.表面自体の組成,または構造を変化させ,これにより個々の細胞の接着形

状および細胞接着パターンを人為的に制御することを目的とした.まず.基板材料とし

て用いたFEP (4フッ化エチレン･6フッ化プロピレン共重合樹脂)表面に対して､原

子ビームを照射した.次に､改質表面の評価として.原子間力顕微鏡(AFM)による表

面粗さ測定,および純水の接触角測定を行った.また,改質表面と細胞との接着親和性

113
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を評価するために,基板表面に接着した細胞の増殖率および接着面積を計測した.さら

に,空孔パターンを配置したメッシュマスクを用いて原子状酸素を照射し,基板表面上

に改質領域パターンを作成した.この改質された材料表面上にて骨芽細胞様細胞を培

養し,細胞接着パターン､細胞形帆 およびアクチン細胞骨格構造の観察を行った.
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A･2 実験方法

A･2･1 基板表面の改質方法

本研究で用いたレーザーデ トネーション型原子ビーム発生装置の概略図を図A.1に

示す.本装置は,低軌道宇宙環境における材料劣化現象を地上で模擬するために試作さ

れたものである.本装置では.図A.1に示すように,ピエゾ駆動のパルスバルブにより.

真空チャンバー内に導入された酸素原子に5-7J/pulseのCO2レーザ一光を集光

し,レーザ-デ トネーション現象により,酸素分子を原子状酸素(AtomicOxygen)に解

離,加速することで.5eV程度の並進エネルギーを有するビームとして材料表面に照
射することができる.生成された原子ビームのフラックスおよび並進エネルギーは,水

晶振動子マイクロバランスと飛行時間スペクトルを用いて,7,'nsiilL測定することがで

きる.

Au-coatedmirror

図A.1Atombeamfacility
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細胞接着基板材料として,FEPを使用し,厚さ50〃mのシー トから直径25mmの

円板基板試料を作成した.試料は,エタノールと純水を用いて超音波洗浄を行い,その

後,原子ビームを照射した.なお,原子状酸素の照射条件は‥原子状酸素の並進エネル

ギーが約5.OeV,原子状酸素のフラックスが2.6× 105atom/cm2/Sであり,原子状

酸素のフルエンス (照射量)が,1.0×1020at･oms/cII12の条件で行った.

本研究では,改質による材料表面の評価､および細胞と材料との接着親和性を調べる

ために,まずFEP試料表面の全面に原子ビームを照射し,これに細胞を播種して実験を

行った.次に,細胞接着パターンを作成してその評価を行うために,非照射基板に対し

てメッシュマスクを被せたFEP表面に原子ビームを照射し,空孔部位のみを改質した.

本実験で用いたメッシュマスクを図 A.2に示す.厚み50pmのNi製マスクに作成

した空孔パターンは,試料ホルダー開口部直径に相当する直径18mmの円内に配置し

た.空孔形状は,正方形,円形,直線形の3種類とした.また,正方形の辺長,円の直径,

および直線の幅がそれぞれ,100,80,60,40,および20/Lmである5種類のグループを

作成し,それぞれのグループ内において,図 A.2(b)～(d)に示すように,空孔を200

fJm間隔で配置した.

(d)Linearpattem

図A.2 メッシュマスクパターン
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A･2･2 観察試料の作成と観察方法

本研究では.理化学研究所バイオリソースセンターより入手した骨芽細胞様細胞

lIC3T3-Elを用いた.培地を満たした直径35mmのガラスボ トムディッシュにFEP試

料を沈め,その上に細胞を約 扉 (.ell,i/'lish(10.4Cells/mln2)の密度で播種した.培

地には,FBSを10%添加した(1-MEMを用い,温度37℃.湿度 100 0°.r)% coョ-95

冗 Airの環境下で培養した.

細胞形状の観察には位相差顕微鏡(TE200.NikoIl).アクチン細胞骨格の観察には共焦

点レーザー走査型蛍光顕微鏡(LSM510,Zciss)をそれぞれ用いた.アクチン細胞骨格の

観察に際しては,5%paraformal(lohyd再こて細胞固定を行った後,0.1㌔Trit(m-Ⅹloo

で脱膜処理を行い,rhodamiIIC-Phalloidi11にてアクチンファイバーの蛍光標識を行った

ものを観察試料とした.
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A･3 実験結果

A･3･1 材料基板表面の改質結果

本節では,まず原子ビームを全面に照射した試料基板を用いて.改質表面の特性およ

び細胞接着親和性について評価した.

A･3･1･1 表面粗さと純水接触角

原子ビームを高分子基板表面に照射することで,材料表面の組成.および構造が変化

する[Gotohotall,2001]･まず,原子間力顕微鏡(AFM)を用いて観察した画像から算出

した表面粗さ (算術平均粗さ:Ra)の比較を図A.3に示す.原子ビーム照射前のFEP

の表面粗さは,5.1±0.2nInであるのに対し,原子ビーム照射後のFEPの表面粗さは,

20.5±0.6Ilmであり,原子ビームの照射により,FEP表面の凹凸構造が有意に(17<
0.001､H,Pst)増加した.

次に昌妾触角測定装置を用いてSebhileDrop法[Gotohotal･,2001]により測定した純

水との接触角の比較を図A｣に示す.原子ビーム照射前のFEP表面での純水の前進接

触角は,108.3±0.7(I(唱.であるのに対し,原子ビーム照射後のFEP表面での純水の前

進接触角は,132,4±3.4rlPg.であった.また,後退接触角も91.2±2.2(I(､fi.から(Jf).3

±2.9deg.に増加し,原子ビーム照射により,FEP表面での純水の接触角は､前進およ

び後退ともに有意に(I)<0･001.i-test)増加した.
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p<0.001(i-test)(n-3)
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図A.3原子状酸素ビーム照射によるFEP表面粗さの変化 (AFM計測)
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図A.4 原子状酸素ビーム照射によるFEP表面の純水接触角の変化 (SessileDrop法)
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A･3･1.2 細胞と材料表面の接着親和性

FEP基板表面に原子ビームを照射することにより薄田胞の接着親和性が変化する.ま

ず.細胞播種から4E]Ppq,-E]毎に計測した接着細胞数の変化を図A.r)に示す.播種か

ら2日後以降.原子ビームを照射したFEPでは,照射していないFEPと比較して.細

胞密度が有意に(p<0.001,i-test)高くなっている.さらに.細胞播種4日後では,原
子ビームを照射したFEPでは､細胞密度が約73(･'111S/mm--'となり,原子ビームを照

射していないFEPにおける細胞密度(約16(･ellLq/111m'2)の約4.5倍の細胞が基板表面

に接着していた.
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図AJ)原子状酸素ビーム照射/非照射によるFEP表面における細胞増殖数の比較

A･3･2 細胞接着の観察

本節では,メッシュマスクを用いて,原子ビームが照射される領域を基板表面上にパ

ターニングし,その表面に細胞を播種した.細胞の播種 ･培養後)細胞接着パターン,お

よび細胞形状の観察を行う.
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A･3･2･1 細胞接着パターン

細胞播種1日後における細胞の接着パターンを図A.6に示す.原子ビーム照射領域

の形状は,それぞれ,辺長60/Jmの正方形 (図A.6(a),(d)),直径60plnの円形 (図

A･6(b),(e)),および幅60〃mの直線形 (図A.6(C),(f)),である.まず,4倍の対物レ

ンズを用いて,観察した画像を図A.6(a)～(f)に示す.図A.6(a),(b)より,空孔の配置

と同様の格子状に細胞が接着している様子がわかる.次に,10倍の対物レンズを用い

て観察した画像を,図A.6((1)～(壬●)に示す.図A.6(d),(e)より,改質領域上に接着した

細胞が確認できるが,改質領域と非改質領域との境界周辺に接着している細胞が数多

く観察される.また,図A.6(∫)より,改質領域と非改質領域との境界に沿って接着した

細胞が多く観察される.

(a)SqtJaredotpattern(4x) (tI)CLrCulardotpalLem (4x) (C)Linearpatlem (4x)

(d)Squaredotpattern(lox) (e)Circuhrdotpattern(lox) (f)LlnearPattem (lox)

図A.6細胞のマイクロパターニング結果 (細胞播種後 1週間)

A･3･2･2 細胞接着形状の観察

共焦点レーザー走査型蛍光顕微鏡を用いて,細胞播種後1日間培養した細胞のアクチ

ン細胞骨格の観察を行った.観察されたアクチン細胞骨格の蛍光画像を図A.7に示す.

透過光画像により観察した改質領域の境界形状を図中に実線で示した.改質領域の形

状は,辺長 100/Lnlの正方形 (図A,7(a),(b)),直径100FLmの円形 (図A.7(C),(d)),
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および幅100pmの直線形 (図 A.7(e),(f))である.観察には,10低 および63倍の対

物レンズを用いた.図A.7(a),(e)に示すように,改質領域と非改質領域との境界の外

側に接着した細胞が観察される.また,図A.7(b),(d)では,改質領域の境界に沿って接

着している様子が明瞭に観察される.さらに,図 A.7(e)では,改質領域内イ恥 および外

側に接着している細胞が観察でき,図A.7(e)では,改質領域内に接着した細胞が,境界

に沿うように接着している様子が観察される.

(C)Circularpattem(10x) (d)Circularpattem(63x)

ゝ

=t

ト.llll.llll.llll.ll.･.･･･.■

与uu｢r･

(ら)Linearpattem(lox) (りLinearpattem(63x)

図A.7 パターン改質部近傍の細胞内アクチン骨格構造の観察 (Rhodamine-Phalloidin

蛍光観察)
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A･4 考 察

A･4･1 原子状酸素ビーム照射による影響

原子状酸素ビームによるFEP基板表面の改質結果の特性,および細胞接着親和性

の変化についてまとめたものを,表Å.1に示す.表に示すように,FEP表面に原子状

酸素ビームを照射した結果,表面粗さが増加し,純水との接触角が増加した.これは,

原子状酸素ビームを照射することで,表面の凹凸構造が変化し,ぬれ性が低下したと

考えられる.また,原子状酸素ビーム非照射,および照射後のFEP表面上に骨芽細胞

様細胞を播種した.その結果.原子状酸素ビーム照射後のFEP表面上での細胞数は,

非照射表面上で培養した細胞と比較して有意に増加した.このことから,原子状酸素

ヒーム非照射と照射後のFEP表面上では,細胞と材料との接着親和性が異なることが

示された.

表A.1原子状酸素ビーム照射による表面改質の特性

PEP

ぬれ性(接触角) ｣ - ＼ _1

A･4･2 基板表面におけるパターン状の改質領域への細胞接着

次に,メッシュマスクの空孔部位のみを改質したFEP表面上に培養細胞を播種し,

細胞接着パターンの作製を試みた.その結果,改質領域パターンと同様に接着した細

胞接着パターンが確認できた.しかしながら,改質領域内と比較して,改質領域境界

近傍に接着した細胞が数多く観察された.これは,マスクの設計パターンからも分か

るように,非改質領域の面積が改質領域の面積と比較して大きいために,細胞播種後,

細胞が試料表面まで沈み接着を開始する際,改質領域周辺に存在している割合が高い

ためであると考えられる.
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また,改質領域境界近傍に接着した細胞のアクチン細胞骨格を観察した結果,細胞

が,改質領域と非改質領域との境界に沿って接着している様子が観察された.これは,

原子状酸素ビームが照射されることで表面に新たな凹凸構造が形成された領域と非照

射領域との境界において,境界に対して垂直な方向には細胞伸展が抑制され,平行な

方向には促進された結果,境界に沿った接着形状が形成されたと考えられる.しかし

ながら,この照射/非照射境界部分の表面構造の詳細は不明であり,また,境界に沿

う方向に多くのアクチン細胞骨格が発達した理由は,明らかではない.

アクチンファイバーが,細胞内において,自らに作用する張力によって安定的に存

在し.それらが形成するネットワーク構造内の力の自己平衡によって,骨芽細胞の形

態が維持されていることが知られている.このことを考えると,境界を横断するアク

チンファイバーが,境界に沿う方向のファイバ-と比較して,力学的に不安定である

ことが原因の一つとして推察される.

A･5 結 言

本研究では.原子状酸素ビーム照射を用いた材料表面改質により,材料表面と細胞と

の接着親和性を制御し,これにより形成される細胞接着パターンを観察した.その結

果.メッシュマスクと同様の配置の接着パターンが観察された.さらに個々のアクチ

ン細胞骨格構造を観察すると,多くの細胞が,改質領域と非改質領域との境§酎こ沿っ

て接着している様子が観察された.これは,改質領域と非改質領域との境界における

表面の凹凸構造の変化により,細胞の伸展が抑制,あるいは促進され,改質領域境界

に沿った細胞形状が形成されたと考えられる.
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