
 1 

学位論⽂ 
表題： 機械的刺激は⾻芽細胞の移動と分裂⽅向を制御する 

所属：  岡⼭⼤学⼤学院医⻭薬学総合研究科 

⻭科矯正学分野 

投稿者： ⽵本 史⼦ 

原稿総紙数： 15 枚（本⽂, ⽂献, 図の説明, 図, 表） 

図：  5 枚（図 1，3~5） 

写真：  5 枚（図 1~5） 

表：  0 枚 

電⼦媒体： CD（1 枚） 

印刷数： 50 部 

   

 
  

 

 

  
  



 2 

機械的刺激は⾻芽細胞の移動と分裂⽅向を制御する 
 

⽵本 史⼦ 
 

緒⾔ 
 

⾻組織は機械的刺激に応答し，刺激に対して適切な強度を保つために、⾻形成やリモデ
リングを⽣じることが知られている 1）。例えば，海綿⾻を構成する⾻梁の配列は⾻強度を
決める重要な因⼦であり 2,3），⼤腿⾻⾻頭部では，機械的刺激の主応⼒に応じた⽅向に⾻
梁が形成され，重⼒に耐えうるような強度をもった構造を呈している 4）。さらに，⾻のコ
ラーゲン線維は層板状に形成され，ベニヤ板状の構造をなすことにより強さとしなやかさ
を⽣じていることが知られ，⾻基質中のコラーゲン線維の⾛⾏性とそれに基づくアパタイ
ト結晶の配向性も⾻強度に重要な因⼦であると考えられている 5,6）。従って、機械的刺激
の影響下でこのような⽅向性を有する基質が形成されるメカニズムを解明することは，機
械的刺激環境に適応した健全な⾻形成を導くために重要である。 

⾻基質形成の⽅向性やコラーゲン線維の⾛⾏は、⾻芽細胞の形態や配列に制御されると
考えられるが、⾻芽細胞の配向性は、機械的刺激によって調節されることが知られてい
る。機械的刺激による⾻芽細胞の配列⽅向の制御については，基質の形状やひずみ，流体
せん断応⼒など，様々な種類の機械的刺激を培養細胞に加えることにより検討されてきた
8,9）。シリコン製の細胞培養ディッシュの底⾯を引き伸ばすことにより細胞に伸展刺激を加
える実験において，持続的あるいは間⽋的に伸展すると，細胞は伸展⽅向に対して平⾏
11）あるいは垂直に近い⾓度でそれぞれ配列することが知られている 7）。また，培養液に
流れを作り細胞に流体せん断応⼒を加える実験において，液流刺激の⽅向性を⼀⽅向性，
あるいは双⽅向性に与えることによって細胞の配列⽅向が変化することが報告されている
10）。このように⾻芽細胞の配列⽅向は，機械的刺激の与え⽅により異なる⽅向へと調節さ
れることが明らかにされている。 
また，基質形成⽅向の調節には、細胞の移動や増殖の⽅向性も重要であると考えられ

る。例えば、⾻芽細胞の移動は，極性のあるコラーゲンの架橋形成に影響を与え，⽅向性
をもった細胞の集団運動は⾻基質形成に重要であることが⽰唆されている 12）。細胞の分
裂⽅向も，基質形成の⽅向や組織の発達パターンに重要な役割を担うと考えられている
13,14）。さらに，細胞の移動⽅向や分裂⽅向は、細胞の配列⽅向の影響を受けることが知ら
れている 15, 16)。したがって、機械的刺激により調節される細胞の配列⽅向が、移動や分裂
⽅向にどのような影響を及ぼしているかを明らかにすることは、機械的刺激に応じた⽅向
性をもつ⾻形成を可能にするメカニズムの解明に重要である。 

機械的刺激により誘導された細胞の配列が、細胞の移動⽅向に影響を与えることは、液
流刺激を細胞に加える実験系において、主に⾎管内⽪細胞を対象に検討がすすめられてい
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る 17)。⾻芽細胞については、⾻延⻑術、矯正治療などの機械的負荷を受けるため 18)、基質
の変形から加わる伸展や圧縮といった刺激が基質形成の⽅向性の調節に重要と考えられ
る。これまでに、伸展刺激によって誘導された細胞の配列⽅向に向かって細胞が移動する
ということが、線維芽細胞について報告されている 19)。しかしながら、⾻芽細胞につい
て、機械的伸展刺激によって制御された配列⽅向と、細胞移動や分裂⽅向の関連性につい
て詳細な検討を⾏った報告は⾒あたらない。 

そこで本研究では，機械的刺激が⾻基質形成の⽅向を制御するメカニズムを解明するた
めに，⾻芽細胞様細胞株MC3T3-E1 に持続的あるいは間⽋的伸展刺激を加えて，それぞ
れ異なる⽅向に配列させ，刺激を除去した直後から 24時間後までの細胞の形態と、移動
および分裂⽅向について検討した。 

 
材料ならびに⽅法 

 
1. 細胞培養 

細胞はマウス前⾻芽細胞様細胞株MC3T3-E1（理化学研究所，埼⽟，⽇本）を⽤
い，加温加湿中（37°，5% CO2）の環境下で培養した。培地は 10％ウシ胎児⾎清お
よびペニシリン-スプレプトマイシン溶液（ナカライテスク，京都，⽇本）を添加した
alpha-Minimum Essential Mediumを使⽤した。分化培地には，さらに 1%アスコルビ
ン酸（Sigma-Aldrich, St Louis, MO）および 1%β-グリセロリン酸（東京化成, 東京）
を添加した。 
 

2. 伸展刺激の装置と条件 
伸展刺激装置には，培養細胞伸展システム ShellPa（メニコン，愛知）を⽤いた。ま

ず，I 型コラーゲン（Cellmatrix Type I-C；新⽥ゼラチン株式会社，⼤阪）でコーティ
ングしたシリコン製のチャンバー（ストレッチチャンバー，SC4Ha，メニコン；図１
A）に，細胞を 1.25×104 cells/cm2 の密度で播種し 24時間静置培養した。その後分化
培地に交換し，チャンバーを 2 種類の伸展⽅法により細胞に刺激を加えた。機械的伸
展刺激条件は、過去に細胞の⽣死、増殖率など、さまざまな観点から検討されている
7,11)。本研究では、持続的、間⽋的刺激ともに細胞の配列⽅向を規定し、細胞の⽣死に
影響を与えない刺激強度で⾏った。持続的伸展刺激群（持続群）では，伸展率 10%で
チャンバーを伸展した状態を維持し，間⽋的伸展刺激群（間⽋群）では，同じ伸展率
での伸展を，毎分 12サイクルの頻度（１サイクル：伸展 2.5秒＋弛緩 2.5秒）で繰り
返した（図 1B）。なお，分化培地に交換後，チャンバーを伸展せず静置した状態で培
養した細胞を対照群とした。 

 
3. 蛍光染⾊ 
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細胞をリン酸緩衝⽣理⾷塩⽔（PBS）で洗浄し，4％パラホルムアルデヒド溶液で
15 分間固定した後，再び PBSで洗浄した。次いで，0.1％Triton X-100で 1 分間透過
処理し，PBSで洗浄した後，Actin-Tracker Green solution（Invitrogen, Thermo 
Fisher Scientific Waltham, MA）を使⽤し，製造元のプロトコルに従って F-アクチン
を染⾊した。核染⾊には 4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）を⽤いた。 

 
4. 細胞の形態と配列の解析 

 細胞の経時的形態変化を調べるために，伸展刺激開始後，０，0.5，1，3，6時間で
チャンバーをホルダーから外して位相差顕微鏡で観察した。持続群，間⽋群ともに特
徴的な細胞の配列が観察された 6時間で伸展刺激を除去し，その時点を刺激除去後 0
時間として，細胞の形態変化を継続して位相差顕微鏡で観察した。 
伸展刺激除去後 0時間および，細胞の形態が観察できる限界の 24時間で，細胞を固

定し F-アクチンを蛍光染⾊して，蛍光顕微鏡（BX51, OLYMPUS，東京）で観察し
た。細胞および核の形態を評価するために， 20倍の対物レンズで撮影した蛍光顕微
鏡像を⽤いて，NIH Image J Fiji（US National Institute of Health，Bethesda，MD）
を使⽤し，細胞の外形に近似させた楕円の⻑軸と短軸の⻑さを計測し，両者の⽐率を
細胞の縦横⽐（⻑軸／短軸）として算出した 20）。さらに，細胞の配向性を定量化する
ために，伸展⽅向に対する細胞の⻑軸がなす⾓度を CellProfilerソフトウェア（Broad 
Institute，Cambridge，MA）を使って計測した。 

  
5. 細胞の移動⽅向 

細胞の移動⽅向を解析するために，伸展刺激除去後，培養液に Hoechst33258 
solution（同仁化学研究所，熊本）を 30分間添加して細胞の核を染⾊した。その後培
養液を交換し，オールインワン蛍光顕微鏡 （BZ-X710，KEYENCE，⼤阪）を⽤い
て，30分ごとに 24時間タイムラプス撮影を対物レンズ 20倍で⾏った。BZ-X 
Analyzer（KEYENCE）でタイムラプス像の細胞の核を認識させ，その位置の変化を追
跡した。細胞の移動⽅向は，伸展⽅向を Y 軸と定義し，6時間ごとの X軸⽅向への移
動距離に対する Y 軸⽅向への移動距離の⽐（Y/X⽐）を算出し，評価した。 

 
6. 細胞の分裂⽅向 

細胞が分裂する⽅向については，伸展⽅向に対する細胞分裂軸の⾓度として評価し
た。観察時間を 6，12，18，24時間とし，それぞれの観察時間の 3時間前からのタイ
ムラプス像中に⾒られた分裂終期の細胞について，ImageJ Fijiを使⽤して分裂⽅向を
計測した。 タイムラプス像中で細胞の⾚道⾯付近にくびれを認めた細胞を分裂終期と
判断した。 
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7. 統計解析 
実験から得られたデータは，平均値±標準誤差（SE）として表した。⼀元配置分散

分析法を使⽤して，細胞及び核の縦横⽐，移動⽅向，分裂⽅向について，対照群，持
続群，間⽋群の３群間で⽐較した。その後の検定として，Bonferroniの多重⽐較検定
を⽤いた。すべての測定は，統計ソフトウェアパッケージ SPSS 28.0 for Windows
（SPSS Japan，東京）を⽤いて⾏った。統計的有意性は P値＜0.05 とした 21）。 

 
結果 

 
持続的伸展刺激と間⽋的伸展刺激による細胞の配列の違い  
シリコン製ストレッチチャンバー上で培養したMC3T3-E1 細胞に，持続的伸展刺激と

間⽋的伸展刺激（12 サイクル/分）の 2 種類の機械的伸展刺激を 6時間与え（図 1），細
胞の形態と配列を，位相差顕微鏡で観察した（図 2）。伸展刺激を開始して 30分後には，
伸⻑した形態の細胞が認められるようになり，刺激後 6時間までには，持続群は伸展⽅向
に対して平⾏に（図 2A，中段），間⽋群では垂直に配列する傾向を⽰した（図 2A，下
段）。伸展刺激除去後，持続群では，6時間まで伸展⽅向に対して平⾏に近い⽅向に配列
する細胞が多くみられたが，その後は特定の⽅向に配列する傾向は⾒られなかった（図
2B，中段）。間⽋群では，24時間まで垂直に近い⽅向に配列する傾向が維持されていた
（図 2B，下段）。対照群では，全ての観察時間において，細胞は特定の⽅向への配列傾
向を⽰さなかった（図 2A, B，上段）。  
 
細胞および核の形態と配向の定量化 

細胞の形態および配列をより詳細に観察するために，F-アクチンと核を蛍光染⾊した。
F-アクチン染⾊像において，いずれの群の細胞も紡錘形の外形を呈していたが，刺激除去
後 0時間の間⽋群では，他群よりも細⻑く伸びた形状を呈する細胞が多く⾒られた。そこ
で，細胞形態を定量化するために，F-アクチン染⾊像から縦横⽐を算出した。各群の細胞
及び核の縦横⽐は，⻑軸の⻑さを短軸で除した値として求めた。刺激除去後０時間では，
間⽋群の細胞の縦横⽐は他の群に⽐べ著しく⼤きく（図３A），刺激除去後 24時間では，
0 時間で⾒られたほどの差はなかったが，他群と⽐較すると有意に⼤きかった（図 3B）。
核の縦横⽐については，細胞外形ほど⼤きな差はなかったが，刺激除去後 0時間では，間
⽋群の縦横⽐は他群よりも有意に⼤きくなった（図 3A）。しかし，刺激除去後 24時間で
は，その傾向は失われた（図 3B）。 
次に細胞の配列⽅向について定量的検討を加えるために，F-アクチン染⾊像の細胞外形

を CellProfilerで認識し，伸展⽅向に対する細胞の⻑軸の⾓度を計測した。刺激除去後０
時間において，細胞の配列⾓度分布を⽰すヒストグラムは，持続群では 0°付近を中⼼と
したなだらかな⼭型を，間⽋群では 0°付近を底としたすり鉢状を⽰した（図 4A）。すな
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わち，持続群では伸展⽅向に近い⽅向に，間⽋群では伸展⽅向に対して垂直に近い⽅向
に，配列する細胞が多いという結果が得られた。刺激除去後 24時間において，持続群で
は⼭型の分布は⾒られなくなり，細胞が特定の⽅向に配列する傾向はなかったが，間⽋群
では刺激除去後 0時間で⾒られたのと同様にすり鉢状分布が⾒られた（図 4B）。対照群
では，刺激除去後 0時間及び 24時間において，細胞の配列⽅向は特異的な分布傾向を⽰
さなかった。 
 
細胞の移動と分裂⽅向の解析 
伸展刺激除去後の細胞の移動についてタイムラプス撮影により解析した。移動⽅向は，

伸展⽅向を Y 軸として，Y 軸⽅向への移動距離と X軸⽅向への移動距離の⽐で⽰した。し
たがって，X/Y ⽐が 1 より⼩さい場合は Y 軸⽅向への移動量が⼤きく，1 より⼤きい場合
は X軸⽅向への移動が⼤きいことを意味する。全ての群において，細胞の移動⽅向は配列
⽅向に⼀致する傾向が⾒られた。対照群では，撮影を開始して 6時間後まで，X軸⽅向と
Y 軸⽅向への移動量は同程度であったが，12時間以降では Y 軸⽅向への移動量がわずかに
⼤きかった（図 5A，⽩⾊バー）。持続群では，伸展刺激除去後 6時間まで Y軸⽅向への
移動量が⼤きかったが（X/Y ⽐ = 0.7），12時間以降では，対照群と同様の移動⽅向を⽰
した（図 5A，灰⾊バー）。間⽋群では，刺激除去後 24時間まで，X/Y ⽐が 2.5 から 2.0
の範囲にあり，X軸⽅向への移動量が⼤きいことが⽰された （図 5，⿊⾊バー）。 
次に，細胞分裂⽅向を解析するために，伸展⽅向に対する細胞分裂軸の⾓度を測定し

た。全ての観察時間において，持続群と対照群の間に統計的な有意差はなく，平均値が
45°前後であったのに対して，間⽋群では，平均値は約 70°から 74°であった。つまり
間⽋群においては，細胞は伸展⽅向に対して垂直に近い⽅向に分裂する傾向があることが
⽰された （図 5B）。 
 

考察 
 

本研究では，持続的および間⽋的伸展刺激を除去した後の⾻芽細胞の配列と，移動およ
び分裂⽅向について検討した。その結果，機械的伸展刺激は⾻芽細胞の形態や配列⽅向を
変化させ，それに応じた移動⽅向および分裂⽅向の制御を引き起こすことが明らかとなっ
た。 
今回の結果では，細胞は与えられた伸展刺激に応じて配列し，その配列⽅向に移動し

た。これまでの研究においても，流体せん断応⼒を持続的に与えると，⾻芽細胞は流⽔⽅
向へ配列し移動することが⽰されており 22)，我々の結果と⼀致する。しかしながら，前述
した研究では，細胞が配列と移動を制御された時間は刺激開始後 30分間のみで，その後
は刺激の影響を受けなくなったのに対して 22)，本研究では数時間から数⼗時間におよび細
胞の配列と移動⽅向が規定されていた。さらに，持続的刺激に⽐べ間⽋的刺激のほうが，
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細胞の配列と移動⽅向に，より⻑時間影響していたことが明らかとなった。また，細胞の
縦横⽐についても，持続的刺激に⽐べ，間⽋的刺激のほうが変化は⼤きく，間⽋群の細胞
は著しく細⻑い形態を呈した。以上のように機械的刺激に細胞が応答する時間の⻑さや，
形態変化の程度に違いを⽣じた要因として，細胞に加わる刺激の頻度の差が考えられる。 

刺激の頻度が⾼いほど細胞に伝達されるシグナルと細胞の反応性が⼤きくなることにつ
いては，頻度の⾼い伸展刺激を与えることによって，⾻芽細胞の細胞内カルシウム濃度が
増加し，増殖や，ALP活性も向上することが報告されている 23）。さらに，機械的刺激に
より細胞内に伝達されたシグナルは，Rho GTPaseを活性化して細胞⾻格を構成するアク
チン線維の再編成を誘導するため，そのシグナルの量に応じて細胞の配列⽅向や形態が変
化すると考えられる 24）。したがって，本研究において持続群と間⽋群の間で反応の持続
時間や細胞形態に違いが⽣じたのは，間⽋群では伸展による刺激が繰り返されることで，
持続的刺激に⽐較して細胞内シグナルが増強された結果ではないかと考えられた。 

さらに細胞の分裂⽅向について解析を⾏った結果，間⽋群では，細胞は配列⽅向と同様
の⽅向に分裂する傾向を⽰した。細胞の配列と分裂⽅向の関係については，「long axis 
rule」が知られており，細胞は⻑軸に⼀致した⽅向に分裂すると報告されている 16）。この
法則に従い，間⽋群では配列⽅向，すなわち⻑軸⽅向に分裂する傾向を⽰したと考えられ
た。しかしながら，持続群では，伸展刺激除去後 6時間まで，細胞はある程度伸展⽅向に
対して平⾏に近い配列を維持していたにも関わらず，分裂⽅向には明らかな傾向が認めら
れなかった。その理由として考えられるのは，１つには，持続群では，細胞の配列⽅向の
制御がそれほど明瞭なものではなかったため，分裂⽅向に明らかな影響が現れなかったの
かもしれない。もう１つ考えられるのは，持続群では，間⽋群ほどの著しい細胞の形態変
形が⽣じなかったことが影響している可能性である。これまでの研究で，細胞分裂の⽅向
は細胞変形の程度に依存し，著しい細胞の縦横⽐の増加は，分裂紡錘体の向きを強く規定
することが報告されている 25）。したがって，細胞の配列⽅向だけでなく，細胞形態の変
化も細胞分裂の⽅向性を制御する重要な因⼦となる可能性がある。 
以上より，機械的伸展刺激は，⾻芽細胞の配列⽅向を調節することによって移動⽅向

を規定し，また，細胞形態を伸⻑させることにより分裂⽅向にも影響を与えると考えられ
た。これらの結果から，機械的刺激は⾻芽細胞の配列⽅向のみならず，移動⽅向や分裂⽅
向をも制御することによって，⾻組織形成の⽅向に影響を与える可能性が⽰された。 
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図の説明 

 
図 1 細胞伸展装置 
（A）細胞に伸展刺激を与えるためのシリコン製ストレッチチャンバー。チャンバーの両端
を伸展装置の⼆つのバーに固定し，⽚⽅のバーを⽮印の⽅向に移動することによりチャン
バーを変形させ，細胞に伸展刺激を加える。（B）２種類の伸展⽅法を⽰す模式図。持続的伸
展刺激（左）では，チャンバーを⼀定の変形率（10％）で伸展した状態を持続し，間⽋的伸
展刺激（右）では，同じ変形率で 間⽋的に（伸展 2.5秒＋弛緩 2.5秒のサイクルを 1 分間
に 12回繰り返す）伸展する。 
 
図 2 伸展刺激による細胞の経時的な形態変化 
伸展刺激開始後（A）と伸展刺激除去後（B）の，MC3T3-E1 細胞の位相差顕微鏡像。 上段
は対照群，中段は持続群，下段は間⽋群を⽰す。（A）刺激開始後 0，0.5，1，3，6時間の細
胞形態。6時間後，伸展⽅向に対して，持続群では概ね平⾏⽅向，間⽋群では垂直⽅向に配
列した。（B）刺激除去後 0，6，24，48時間の細胞形態。刺激除去直後で⾒られた細胞の配
列⽅向は，持続群では 6 時間後まで，間⽋群では 24 時間後まで維持された。対照群では，
どの観察時間においても特定の配列⽅向はみられなかった。 両⽮印：伸展⽅向，スケール
バー：100μm 
 
図 3 伸展刺激による細胞の形態変化 
F-アクチン染⾊像および，細胞と核の縦横⽐。緑⾊は F-アクチン，⻘⾊は DAPI 染⾊した
核を⽰す。（A）伸展刺激除去後 0 時間。間⽋群の細胞形態は他群より伸⻑しており，細胞
の縦横⽐（⻑軸／短軸）は著しく⼤きかった。（B）伸展刺激除去後 24 時間。 間⽋群の縦
横⽐は 0 時間後より減少していたが， 他群に⽐べ有意に⼤きかった。両⽮印：伸展⽅向，
スケールバー：100μm。*P < 0.05，⼀元配置分散分析法/ Bonferroniの多重⽐較検定 
 
図 4 伸展刺激による細胞の配列⽅向の変化 
F-アクチン染⾊した細胞の外形を，CellProfiler で認識させた画像（左）と，細胞の配列⽅
向を⽰すヒストグラム（右）。配列⽅向は伸展⽅向に対する細胞の⻑軸の⾓度で⽰した。（A）
刺激除去後0時間。（B）刺激除去後 24時間。両⽮印：伸展⽅向 
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図 5 伸展刺激による細胞の移動および分裂⽅向の変化 
（A）移動⽅向は，各計測時間内における X軸⽅向への移動距離と，Y 軸⽅向への移動距離
の⽐率（X/Y ⽐）として⽰す。伸展⽅向を Y 軸とする。（B）分裂⽅向は，伸展⽅向に対す
る細胞の分裂軸の⾓度で⽰す。⾓度０°は伸展⽅向を，90°はそれに対して垂直⽅向を⽰
す。6，12，18，24 時間で計測した細胞数：対照群，38，79，50，62；持続群，28，89，
71，30；間⽋群，35，143，76，75。*P < 0.05，⼀元配置分散分析法/ Bonferroniの多重⽐
較検定 
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