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第 1 章 緒論 

 

 

1.1 骨芽細胞と骨細胞の力学刺激感知・応答 

 

我々の骨は，重力と荷重等で表される力学環境の変化に絶えずさらされてお
り，時々刻々と複雑に変化するこの力学環境のもとで骨の代謝活動が調節され，
その結果，骨の構造は環境に適応する(Christen, et al., 2014; Lambers, et al., 2015)．
そのため，骨構造の適応には，周囲の力学環境から与えられる力学刺激を骨の
代謝活動に反映させる機構が存在すると考えられる． 

骨構造の適応過程において，繰り返し生じる骨吸収・形成は，骨リモデリン
グと呼ばれ，力学刺激に対する種々の細胞活動により調節される．皮質骨のオ
ステオン内表面と海綿骨の骨梁外表面において，力学刺激にさらされた骨芽細
胞は，コラーゲン等の細胞外基質（ECM）の産生量を増加させ (Kaspar, et al., 

2000; Matsugaki, et al., 2013)，これにより，骨形成が促進される．また，骨基質
の内部においては，力学刺激にさらされた骨細胞が，近隣の骨表面の破骨・骨
芽細胞の前駆細胞にシグナルを伝達することにより，破骨細胞分化 (Kulkarni, 

et al., 2012; Hao, et al., 2017) と骨芽細胞分化 (Taylor, et al., 2007; Bakker, et al., 

2014; Hao, et al., 2017) を制御し，これらにより，骨吸収・骨形成が促進または
抑制される． 

骨芽細胞の ECM 産生や骨細胞のシグナル伝達に示されるように，細胞は力
学刺激を感知（力学刺激感知）し，その刺激に対し機能的に応答（力学刺激応
答）する (Vogel, et al., 2006)．本研究では，これらの感知と応答の違いを明確
にするため，両者を次のように定義する．力学刺激感知は，力学刺激の入力に
対して出力される細胞挙動とする．一方，力学刺激応答は，力学刺激から変換
された生化学的シグナル等の入力に対して出力される細胞挙動とする．骨芽細
胞と骨細胞の力学刺激感知・応答機構の解明は，力学環境に対する骨構造の適
応機構への理解に不可欠である． 
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1.2 細胞構成要素を標的とした in vitro 力学刺激実験 

 

1.2.1 力学刺激感知・応答機構解明のための in vitro 力学刺激実験 

 

細胞の詳細な力学刺激感知・応答機構を解明するためには，分子・分子複合
体・細胞小器官等の細胞構成要素の動的な振る舞いを調べることが重要となる．
力学刺激を受けた細胞において，細胞構成要素の振る舞いは，自らの構造・形
態の変化，特定の細胞内領域への移動，他の要素との相互作用等として現れる．
例えば，流れ刺激下において，骨細胞では Src 分子 (Hum, et al., 2014) が細胞
質から細胞核内へ移行し，骨芽細胞では焦点接着斑が形成される (Serrano, et al., 

2018)．また，骨芽細胞と骨細胞において，一次線毛が細胞表面でたわみを示す 

(Malone, et al., 2007)． 

以上のような力学刺激に対する細胞構成要素の振る舞いが，数多くの in vitro

力学刺激実験により明らかにされてきた．これらの実験は，細胞構成要素への
力学刺激の負荷，および，刺激を受けた細胞構成要素の動的な振る舞いの測定・
観察から構成される．これまで，様々なツールを駆使したこれら二つの操作（負
荷，測定・観察）により，骨芽細胞と骨細胞の分子・分子複合体・細胞小器官
の振る舞いが明らかにされてきた．さらに，これまでの力学刺激実験により得
られた多くの知見は，骨芽細胞と骨細胞の力学刺激感知・応答機構への理解に
大きく寄与してきた． 
 
1.2.2 骨芽細胞と骨細胞を用いた力学刺激実験で使用されるツール 

 

力学刺激負荷のためのツールは，図 1.1 に示すように，細胞全域の要素を標
的とするツール（図 1.1 左上）と，細胞局所の要素を標的とするツール（図 1.1 
左下）に大別される．前者のツールとしては，様々な種類の要素に対して刺激
を与えるために，流体流れと基板伸展・回転を付与するものが用いられてきた．
一方，後者のツールとしては，インテグリン，または，焦点接着斑に対して直
接的な刺激を加えるために，磁気ピンセットと Stokesian fluid stimulus probe

（SFSP）等が用いられた． 
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観察・測定のためのツールは，力学（図 1.1 右上）と光学（図 1.1 右下）の原
理に基づいて開発された．力学的な原理に基づいた原子間力顕微鏡（AFM）は，
例えば，細胞表面糖鎖から細胞骨格への力学刺激伝達機能の測定のために用い
られた．一方，光学的な原理に基づいた蛍光顕微鏡は，様々な要素の動的な振
る舞いの可視化のために分子プローブと組み合わされ用いられた． 

 本 1.2.2 項では，まず，力学刺激実験で使用される力学刺激ツールと力学測
定・光学観察ツールについて詳述する．また，骨芽細胞と骨細胞の力学刺激感
知・応答機構の解明に対してこれらのツールがどのように役立てられてきたか
について述べる． 

 
 
 
 
 
 

Fig. 1.1 Tools used in subcellular experiments for osteoblasts and osteocytes. 
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(1) 力学刺激ツール 

 
骨表面および骨小腔・骨細管内において，骨芽細胞・骨細胞は流体流れによ

るせん断刺激を受けると考えられている (Wittkowske, et al., 2016)．細胞に対
して流れせん断刺激を in vitro で付与するため，流体流れ駆動用部位（ポンプま
たはインジェクター），流路部位，細胞培養用部位（チャンバーまたはウェル）
を備えた刺激付与装置が使用されてきた．例えば，細胞培養用部位の内部の流
れ制御により，骨芽細胞と骨細胞に対して，定常的 (Rangaswami, et al., 2010; 

Kou, et al., 2011; Batra, et al., 2012, 2014; Baik, et al., 2013; Roy, et al., 2014; Gardinier, 

et al., 2014; Bin, et al., 2016; Brown, et al., 2016; Morrell, et al., 2018; Yoneda, et al., 

2019; Ding, et al., 2019; Sato, et al., 2020; Monteiro, et al., 2021)，周期的 (Baik, et 

al., 2010, 2013; Kamel, et al., 2010; Young, et al., 2010; Espinha, et al., 2014; Hum, et 

al., 2014; Roy, et al., 2014; Lee, et al., 2015; Seref-Ferlengez, et al., 2016; Zhang, et al., 

2018)，あるいは，不規則的な (Lyons, et al., 2016, 2017) せん断刺激が与えられ
た．これらの様々な流れせん断刺激下の骨芽細胞と骨細胞において，チャネル
分子，シグナル分子，細胞骨格，一次線毛，小胞等の振る舞いがそれぞれ観察
されてきた． 
 また，流路を備えない流れせん断刺激の付与ツールとして，振盪機とピペッ
トが用いられた．振盪培養により発生する回転流体により，骨細胞様細胞にお
いては転写因子 Zic1（zinc finger protein of the cerebellum 1）を介して Wnt/TCF1

シグナルが活性化され (Kalogeropoulos, et al., 2010)，骨芽細胞様細胞において
は一次線毛の短縮が観察された (Delaine-Smith, et al., 2014)．また，ピペットを
用いた骨細胞様細胞への液滴投下により，0.1-14 Pa の流れせん断刺激下でコネ
キシンヘミチャネルの開口が観察された (Burra, et al., 2010)． 

流れせん断刺激に加え，骨表面の骨芽細胞と骨基質中の骨細胞に対して，骨
基質の変形と重力変化が加わると考えられる． 

骨基質の変形を模擬するため，細胞培養基板の伸展装置が用いられてきた．
この装置は，一般に，伸展駆動部位（ポンプ，モーター，または，重り）と細
胞培養用基板から構成される．駆動部位の制御により，骨芽細胞と骨細胞に対
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して，定常的 (Hoshi, et al., 2014; Dalagiorgou, et al., 2017)，または，周期的な 

(Peng, et al., 2012; Matsugaki, et al., 2013; Wang, et al., 2014; Gao, et al., 2016; Li, et 

al., 2018; Serrano, et al., 2018; Sasaki, et al., 2020; Wang, et al., 2021) 基板変形が付
与された．これらの基板変形により，骨芽細胞と骨細胞において，焦点接着斑，
分子チャネル，コラーゲン分子，シグナル分子等の振る舞いが観察されてきた． 

一方，宇宙飛行時等に生じる重力変化を模擬するため，細胞培養基板の回転
装置が用いられてきた．クリノスタット (Wei, et al., 2013; Sun, et al., 2015)，遠
心機 (Zhou, et al., 2015; Woodcock, et al., 2019)，回転機 (Shi, et al., 2017, 2020; 

Xu, et al., 2017; Ding, et al., 2020) 等を使用した結果，細胞骨格（アクチンフィ
ラメント，微小管）や一次線毛の微小・過重力下の振る舞いが見出だされた． 

以上に詳述したように，流体流れ，基板伸展，基板回転を付与するツールを
用いることにより，分子から細胞小器官まで，様々な細胞構成要素の振る舞い
が明らかとなってきた．しかし，これらのツールは細胞全域を刺激範囲とする
ため，ツール使用時，種々の感知要素が同時に刺激される．そこで，個別の感
知要素を介した力学刺激感知・応答機構を区別して理解するため，細胞局所の
要素を標的とする刺激ツールの活用が望まれた． 
 細胞局所の要素を標的とするツールとして，磁気ピンセット (Alenghat, et al., 

2000; Batra, et al., 2012) や，SFSP と呼ばれる流体流れ付与装置が開発された 

(Wu, et al., 2011; Thi, et al., 2013)．これらのツールのうち，本論文（第 3 章）で
も使用した磁気ピンセットは，磁気ビーズを介し，ビーズが接着した感知要素
に力学刺激を与える．例えば，この力学刺激を骨細胞様細胞表面のインテグリ
ンに与えると，コネキシンヘミチャネルの開口が観察された．一方，SFSP は，
微小なマイクロピペット先端（先端直径 0.8 μm）から流れ刺激を生み出し，細
胞表面の分子・分子複合体に微小な力（10 pN 未満）を与える．例えば，この
流れ刺激を骨細胞の細胞突起の焦点接着斑に与えると，焦点接着斑近傍で局所
的なカルシウム応答が生じた (Thi, et al., 2013)．このとき，焦点接着斑に与え
られる力学刺激の大きさが，準静的なストークス流れの仮定のもとで推定され
た．この例に示されるように，細胞局所の要素を標的とするツールの使用には，
細胞局所の環境に即した力学刺激の定量的な推定が重要である． 
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(2) 力学測定・光学観察ツール 

 

 細胞表面の分子・分子複合体の振る舞いを測定するために，AFM が活用され
てきた．AFM は，微小なプローブを自由端に取り付けたカンチレバー，レー
ザー光，フォトダイオードを構成要素とする．プローブが試料から力を受ける
と，カンチレバーにたわみが生じ，その結果，カンチレバー背面におけるレー
ザー光の反射角度が変化する．この原理により，フォトダイオードにおいて，
レーザー受光量の変化として微小な力が検出される (Franz, et al., 2008)． 

本論文（第 2 章）でも用いた AFM 力学測定は，一般に以下の手順により行
われる．まず，プローブ表面に標的分子の抗体またはリガンドを化学修飾し，
次に，プローブを細胞表面のインテグリン等の標的分子と結合させる．その後，
プローブを細胞表面から引き離すことにより，力−伸び曲線を得る．例えば，
骨芽細胞様細胞表面の糖鎖を標的とした測定においては，分子間結合の破断直
前の力−伸び曲線を解析することにより，糖鎖から細胞骨格への力学刺激伝達
の経路の存在が示唆された (Marcotti, et al., 2018)． 
 細胞表面に限らず，細胞内の様々な場所における構成要素の振る舞いを光学
的に観察するために，広視野蛍光顕微鏡と共焦点レーザー走査型蛍光顕微鏡が
広く用いられてきた．これらの蛍光顕微鏡を用いた力学刺激実験においては，
主に，細胞の光学切片内における細胞構成要素の二次元的な振る舞いが観察さ
れてきた．そのため，細胞構成要素の三次元的な振る舞い，および，光学切片
に垂直な方向への振る舞いは十分には理解されていない．これらの問題に対す
る対処は，以下に述べるようなアプローチにより進められてきた． 
 まず，骨細胞様細胞の細胞骨格の三次元的な力学挙動を観察するために，2

方向の観察面を備えた顕微鏡が開発された (Baik, et al., 2010, 2013)．この顕微
鏡を用いることにより，流れ刺激下の細胞において，底面と側面の二方向から
アクチンフィラメントと微小管の引張，圧縮，せん断ひずみが可視化された． 
 また，骨細胞様細胞の一次線毛内部の⻑軸方向に沿った分子輸送を観察する
ため，共焦点レーザー走査顕微鏡 (St. Croix, et al., 2005) が活用された．この顕
微鏡では，ピンホールを観察面の光学共役位置に設定することにより，観察面
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で発生する蛍光のみが検出される．この方法により，一次線毛の⻑軸方向に垂
直な観察面においては，観察面を上下に移動するシグナル分子が検出された．
微小重力環境下において，この分子の移動方向に生じる変化は，細胞の力学刺
激感度の低下に寄与すると考えられている (Ding, et al., 2020)． 
 広視野蛍光顕微鏡と共焦点レーザー走査型蛍光顕微鏡は，標的の細胞構成要
素を標識する分子プローブと組み合わせて活用されてきた．分子プローブとし
て，近接分子間のエネルギー遷移現象 (Pietraszewska-Bogiel, et al., 2011) を応用
した FRET（fluorescence resonance energy transfer）プローブが，以下に示すよう
に流れ刺激下の骨細胞様細胞において用いられた．まず，Src 分子を標的とし
て FRET プローブを用いることにより，骨の同化作用の抑制効果をもつ Src の
活性化が検出された (Hum, et al., 2014)．また，小胞体表面の Ca2+を標的として
FRET プローブを用いることにより，細胞質内部のカルシウム振動と同期した
小胞体における Ca2+放出が明らかにされた (Brown, et al., 2016)．さらに，一次
線毛の Ca2+を標的とした FRET プローブを用いることにより，一次線毛におけ
る Ca2+の高濃度領域の形成が示された (Lee, et al., 2015)． 

その他，細胞膜分子の粘性変化を検出するために分子ローターが用いられた．
分子ローター周囲の細胞膜分子の粘性が変化すると，ローター構成要素の回転
運動が変化し，その速度に依存した蛍光 (Bahaidarah, 2014) が発生する．この
プローブを骨芽細胞様細胞の細胞膜へ適用することにより，高重力下における
細胞膜分子の粘性変化が検出された (Woodcock, et al., 2019)．細胞膜の粘性は
膜上の分子拡散に重要であるため，分子チャネル等の細胞構成要素の膜上移動
に関する理解がさらに深められることが期待される． 

以上のように，蛍光顕微鏡と分子プローブを組み合わせることにより，数多
くの細胞構成要素の力学刺激に対する特徴的な振る舞いが可視化されてきた．  
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1.2.3 骨芽細胞と骨細胞の感知・応答要素の振る舞い 

 
 骨芽細胞と骨細胞を用いた力学刺激実験における感知・応答要素として，分
子スケールでは分子チャネルとシグナル分子が，分子複合体スケールでは焦点
接着斑と細胞骨格が，また，細胞小器官スケールでは一次線毛と小胞がそれぞ
れ着目されてきた（図 1.2）． 
 力学刺激を与えた細胞において，これらの細胞構成要素は，概括すると以下
のように振る舞う．まず，分子スケールでは，感知要素である分子チャネル (Pei, 

et al., 2021) が，自らの開口に伴い小さなシグナル分子を通過させる．これらの
シグナル分子の下流においては，例えば，細胞核に局在化した応答要素である
シグナル分子が遺伝子発現を制御する．次に，分子複合体のスケールでは，焦
点接着斑 (Marie, et al., 2014) とそれに接続した細胞骨格 (Gould, et al., 2021) が，
感知・応答要素として振る舞う．ここでは，焦点接着斑の他の感知・応答分子
との相互作用や，細胞骨格の形態変化に加え，両複合体の構造変化等が誘導さ
れる．さらに，細胞小器官のスケールでは，例えば，一次線毛 (Hoey, et al., 2012) 

が，流れに対してたわむことにより線毛局在分子を活性化させ，また，⻑軸方
向の⻑さを変化させる．一次線毛が感知・応答要素として振る舞う一方，応答
要素である小胞は，自らの構造を変化させ，また，細胞質から細胞外領域への
シグナル分子輸送を担う． 

上に示した 3 つのスケールにおける細胞構成要素の振る舞いに対応し，骨芽
細胞と骨細胞には様々な力学刺激感知・応答機構が存在する．そこで，この第
1.2.3 項では，この機構に対する理解を深めるために，個々の細胞構成要素の振
る舞いを詳述し，これらの振る舞いの背後に存在する機構について議論する． 

 



9 
 

 

 

 

 

(a) 分子チャネル 

 

 骨芽細胞のカルシウムチャネルとして，複数種類の transient receptor potential 

(TRP) チャネルが，力学刺激に対して開口する．骨芽細胞様細胞の MC3T3-E1

に流体流れ刺激を与えると，TRPV4 が開口し，その結果，骨芽細胞増殖が促進
される (Yoneda, et al., 2019)．また，低張環境下の骨芽細胞においては，TRPM3

と TRPV4 が開口し，その結果，破骨・骨芽細胞の分化・増殖が nuclear factor-

kappa B ligand（RANKL）と nuclear factor of activated T cells（NFAT）の発現を
介して引き起こされる (Son, et al., 2018)．さらに，流れ刺激下の骨芽細胞様細
胞 MG63 においては，脂質ラフト近傍の TRPV7 が開口し，その結果，細胞局
所的なカルシウム振動が発生する (Roy, et al., 2014)． 

 TRP チャネルの他，イオンチャネル構成分子ポリシスチン 1 と L 型カルシ
ウムチャネル Cav1.2 の振る舞いもまた，骨芽細胞において観察された．基板伸

Fig. 1.2 Subcellular components at scales from molecules to organelles in osteoblasts and 

osteocytes. 
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展下の骨芽細胞様細胞においては，ポリシスチン 1 から分離した C 末端が JAK2

と相互作用し，その下流において，Runx2 を介して骨芽細胞分化が促進される 

(Dalagiorgou, et al., 2017)．一方，微小重力環境下の MC3T3-E1 細胞においては，
L 型カルシウムチャネルである Cav1.2 の細胞膜における発現量が減少する 

(Sun, et al., 2015)ことにより，Ca2+シグナルが調節されると考えられる．  

一方，骨細胞の分子チャネルとして，ATP やプロスタグランジン E 等の小分
子を通過させるコネキシン/パネキシンヘミチャネルが知られる．コネキシンヘ
ミチャネルの開口は，骨細胞様細胞の MLO-Y4 細胞の細胞体において，細胞体
および細胞突起への流れせん断刺激により生じる (Burra, et al., 2010)．一方，パ
ネキシンヘミチャネルの開口は直接的に示されていないが，流れ刺激下の
MLO-Y4 細胞において，P2X7R と結合したパネキシンの，ATP の細胞外放出へ
の寄与が明らかとなった (Seref-Ferlengez, et al., 2016)． 

ヘミチャネル構成分子であるコネキシン 43 は，通常の重力環境下では MLO-

Y4 細胞のゴルジ体から細胞表面へ移動するが，微小重力環境下ではこの移動
が抑制される (Xu, et al., 2017)．また，ゲル培養中の MLO-Y4 細胞のコネキシ
ン 43 は，ゲル中の金属板の周期運動により，細胞体から細胞突起へと移動す
る (Takemura, et al., 2019)．これらのコネキシン 43 の細胞内における移動は，
ATP/プロスタグランジン E の細胞外放出と細胞間伝達の調節に寄与すると考
えられる． 

 ヘミチャネルに加え，カルシウムチャネルの振る舞いが，力学刺激下の骨細
胞において調べられてきた．流れ刺激下と細胞膜伸⻑下の MLO-Y4 細胞におい
ては，T 型電位依存性チャネルが開口し，その下流において，小胞体と連動し
たカルシウム応答 (Brown, et al., 2016) と，ATP 放出 (Thompson, et al., 2011) 
が，細胞の初期応答としてそれぞれ引き起こされた．より後期の細胞応答を観
察した研究では，流れ刺激下の骨細胞様細胞 OCY454 において，TRPV4 が開
口し，その下流で骨形成の制御因子スクレロスチンの発現量が減少した (Lyons, 

et al., 2017)．同様に，スクレロスチンの発現量減少は，基板伸展刺激下の骨細
胞様細胞 IDG-SW3 においても，ピエゾ 1 の開口により生じることが示された
(Sasaki, et al., 2020)． 



11 
 

 以上に挙げた実験研究から，力学刺激下の骨芽細胞と骨細胞において，様々
な種類の分子チャネルの開口が明らかにされ，分子チャネルにより活性化され
るシグナリング経路が調べられてきた．分子チャネルの開口は，チャネルの移
動や，他の分子との相互作用等により調節されると考えられる． 

 

(b) シグナル分子 

 

 骨芽細胞と骨細胞に力学刺激を加えると，骨形成制御因子の NF-κB (Kamel, 

et al., 2010) と β-カテニン (Young, et al., 2010) がそれぞれ細胞質から細胞核内
へと移行する．これらの分子をはじめとして，細胞核内に集積するシグナル分
子が以下のように報告されてきた． 

 骨芽細胞のシグナル分子として，基板伸展刺激下の骨芽細胞においては，骨
芽細胞増殖因子の MGF（mechano-growth factor）と呼ばれるシグナル分子が細
胞核内へと移行し，さらに，MGF 受容体の核内移行が示唆された (Peng, et al., 

2012)．また，基板伸展刺激下の MG63 細胞と流れ刺激下の MC3T3-E1 細胞に
おいては，骨形成関連遺伝子の発現制御因子コフィリンが細胞核内へと移行す
る (Gardinier, et al., 2014; Gao, et al., 2016)．さらに，流れ刺激下の MC3T3-E1 に
おいては，骨芽細胞増殖に重要な転写因子 NFATc1 が細胞核内へと移行し，そ
の下流において，ERK5 もまた細胞核内へと移行する (Ding, et al., 2019)．ERK5

の核内移行を報告した他の研究によると，流れ刺激下の MC3T3-E1 細胞におい
ては，ERK5 により活性化された転写因子 FoxO3a（forkhead box O 3a）の核内
移行が抑制され，その結果，核内においてアポトーシス抑制因子 FasL と Bim

の発現減少が引き起こされる (Bin, et al., 2016)． 

 一方，骨細胞のシグナル分子が，流れ刺激下の細胞核内において観察されて
きた．流れ刺激下の MLO-Y4 細胞においては，焦点接着斑の構成分子である
FAK（focal adhesion kinase）を介したシグナリングの下流において，ヒストン脱
アセチル化酵素 HDAC 4 と HDAC 5 が核内移行し，その後，細胞核内におい
て，HDAC はスクレロスチンの発現を制御する (Sato, et al., 2020)．また，OCY454

細胞に流れ刺激を加えると，TGFβ シグナリングの下流において，骨吸収・骨
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形成の制御因子 Smad2/3 が細胞核内へと移行する (Monteiro, et al., 2021)．さら
に，流れ刺激下の MLO-Y4 細胞においては，細胞核に集積する転写因子 Zic1

が ， 一 次 線 毛 関 連 分 子 Gli1 ， Gli3 と Wnt シ グ ナ リ ン グ と を 仲 介 す る  

(Kalogeropoulos, et al., 2010)． 

 以上に示したように，力学刺激下の骨芽細胞と骨細胞の細胞核において，骨
吸収・骨形成シグナルを制御する様々なシグナル分子が移動・局在する． 

 

(c) 焦点接着斑 

 
 骨芽細胞において，焦点接着斑の力学刺激に対する振る舞いが，焦点接着斑
の構成要素であるインテグリン β3 に着目して調べられてきた．例えば，流れ刺
激下の MC3T3-E1 において，焦点接着斑中のインテグリン β3 は，シグナル分子
PKGⅡ，Src，SHP-2 と相互作用し，その結果，細胞の増殖と生存が促進される 

(Rangaswami, et al., 2010)． 

 一方，骨細胞において，焦点接着斑の力学刺激に対する振る舞いが，インテ
グリン α5，β3 に着目して調べられてきた． 例えば，MLO-Y4 細胞において，イ
ンテグリン α5 は，足場分子 14-3-3θ を介しコネキシン 43 との複合体を形成す
る (Batra, et al., 2014)．MLO-Y4 細胞に流れ刺激を加えると，この複合体の形
成，および，ゴルジ体から細胞表面への移動が促進され (Batra, et al., 2014)，さ
らに，インテグリン α5 が刺激されることにより，コネキシンヘミチャネルの開
口が促進される (Batra, et al., 2012)．インテグリン α5 はまた，MLO-Y4 の細胞
突起において，糖鎖との複合体を形成し，その結果，流れ刺激下で細胞体のコ
ネキシンヘミチャネルが開口する (Burra, et al., 2010)．一方，インテグリン β3

は，骨細胞の細胞突起において，P2X7R，Cav3.2 (Cabahug-Zuckerman, et al., 2018) 

等のイオンチャネルと複合体を形成することにより，Ca2+を細胞質内へと流入
させる (Thi, et al., 2013)． 
 以上に述べたことから，力学刺激下の骨芽細胞と骨細胞の焦点接着斑は，イ
ンテグリンと力学刺激感知要素（糖鎖，分子チャネル等）との複合体形成，お
よび，インテグリンと力学刺激応答要素（シグナル分子等）との相互作用によ
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り機能を発揮すると考えられる． 

 

(d) 細胞骨格 

 

 骨芽細胞において，重力変化による細胞骨格の構造変化が調べられてきた．
例えば，微小重力環境下の初代培養骨芽細胞において，アクチン皮質とストレ
スファイバーの厚みの減少，および，微小管の曲率と⻑さの減少が生じ，その
結果，骨形成が抑制されると考えられている (Nabavi, et al., 2011)．また，微小
重力環境下の培養骨芽細胞において，微小管の分岐と最大⻑さが減少し，その
結果，骨芽細胞の分化と石灰化が抑制される (Shi, et al., 2020)．さらに，微小重
力環境下の骨芽細胞様細胞と骨芽細胞において，紡錘体の多極化により，骨芽
細胞増殖が阻害されると考えられている (Wei, et al., 2013)．以上のように，骨
芽細胞の細胞骨格の構造における異常は，骨形成の抑制と密接に関わる． 
 一方，骨細胞において，力学刺激による細胞骨格の変形が調べられてきた．
例えば，周期的な圧縮荷重を与えた骨内において，骨細胞のアクチンフィラメ
ントが，細胞質内のカルシウム振動と同期して収縮する (Morrell, et al., 2018)．
同様のアクチン収縮が，流れ刺激下の MLO-Y4 細胞においても観察され，こ
れが輸送小胞の細胞外放出を引き起こすと考えられている (Morrell, et al., 

2018)．また，流れ刺激下の MLO-Y4 細胞において，アクチンフィラメントが
細胞局所ごとに不均一に変形し，これにより，細胞骨格を介した細胞の力学刺
激感度が細胞局所的に変化すると考えられる(Baik, et al., 2010)．アクチンフィ
ラメントに加え，微小管の変形もまた骨細胞において観察されたが，微小管変
形の頻度と振幅は，アクチンフィラメントの変形に比べより低い．そのため，
微小管と比べて，アクチンフィラメントが，骨細胞の力学刺激感知においてよ
り重要な役割をもつと示唆される (Baik, et al., 2013)．ただし，アクチンフィラ
メントの変形は微小管の阻害下で減少する (Baik, et al., 2010) ため，アクチン
フィラメントと微小管の変形は密接に関わると考えられる． 
 細胞骨格の他に，骨格系分子として，短いアクチンフィラメントを架橋する
スペクトリンの力学刺激応答への寄与が，骨細胞において調べられてきた．ス
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ペクトリンは，MLO-Y4 細胞の細胞膜直下に細孔性のネットワークを形成し，
このネットワークは，カルシウムチャネル，一酸化窒素合成酵素（NOS），コネ
キシン 43 と相互作用すると示唆されている (Wu, et al., 2017)．そのため，アク
チンフィラメントが変形すると，スペクトリンによりこれらの分子が活性化さ
れ，その結果，様々なシグナルが発生すると考えられる．  

 以上に述べたように，力学刺激下の骨芽細胞と骨細胞において，アクチンフ
ィラメントと微小管の構造・形態変化が詳細に調べられてきた．今後，骨格系
分子の振る舞いに着目した研究は，細胞骨格の力学挙動に起因する力学刺激応
答の理解を前進させると考えられる． 
 
(e) 一次線毛 

 
 骨芽細胞の一次線毛は，力学刺激下のプロスタグランジン E2 放出，ALP 産
生，および，石灰化を誘導する (Delaine-Smith, et al., 2014; Shi, et al., 2017)．こ
れらの応答において，一次線毛のたわみ (Malone, et al., 2007) の重要性が指摘
されている．一次線毛のたわみの大きさは線毛の⻑さに依存するため，前述の
骨芽細胞の力学刺激応答は，線毛の⻑さに依存して調節されると考えられる．
一次線毛の⻑さは、力学刺激下で変化することが知られており，例えば，流れ
刺激下の MLO-A5 細胞 (Delaine-Smith, et al., 2014) と微小重力下の単離骨芽細
胞 (Shi, et al., 2017, 2020) において，一次線毛の短縮がそれぞれ報告された．
これらの力学刺激条件のうち，微小重力環境下においては，一次線毛の短縮に
対し，線毛基部に結合する微小管の減少 (Shi, et al., 2020) が影響する可能性が
ある． 
 骨細胞の一次線毛においても，一次線毛基部と微小管との結合が着目されて
きた．ここでは，流れ刺激下の MLO-Y4 細胞において，一次線毛基部と微小管
との結合が促進され，また，この結合が線毛の力学挙動に対して重要であると
考えられている (Espinha, et al., 2014)． 

骨細胞の一次線毛に関してはまた，線毛の短縮と，線毛内部の分子輸送との
関係が明らかにされた．MLO-Y4 細胞の線毛内輸送 IFT （intraflagellar transport）
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分子は，微小重力環境下において，通常の重力環境下に比べ，より高い頻度で
線毛の基部から先端の方向へと輸送される (Ding, et al., 2020)．この輸送方向の
特徴は，線毛局在分子の輸送量に影響すると考えられる． 

線毛局在分子として，以下のものが骨芽細胞と骨細胞において報告されてき
た．MC3T3-E1 細胞と MLO-Y4 細胞の線毛局在分子である Parathyroid hormone 

1 receptor（PTH1R）は，細胞生存と骨形成の促進因子であり (Martín-Guerrero, 

et al., 2020)，力学刺激に応答して骨細胞の生存に寄与する (Maycas, et al., 2015)．
また，MLO-Y4 細胞の線毛局在分子である Adenylyl cyclase (AC) 6 は，流れ刺
激に応答して Cox-2 の発現を増加させる (Kwon, et al., 2010)．さらに，同様の
局在分子として，イオンチャネルのポリシスチン-2，TRPV4，ピエゾ 1 が報告
されている．これらのチャネルのうち，TRPV4 は，Ca2+の線毛内部への流入を
引き起こし，この Ca2+の流入により，Cox-2 を介したプロスタグランジン E2 の
形成が促進される (Lee, et al., 2015)．これらの線毛局在分子は，線毛の流体流
れに対するたわみ (Malone, et al., 2007) の結果，活性化されると考えられる． 

 以上のことから，骨芽細胞と骨細胞の一次線毛を介した力学刺激感知・応答
機構は，以下のように考えられる．まず，流れ刺激に起因する一次線毛のたわ
みにより，種々の線毛局在分子が活性化される．その後，刺激応答を担う分子
へと生化学的なシグナルが伝達される．その結果，微小管構造の変化に伴う一
次線毛の⻑さ変化により，線毛の刺激感度が調節される． 

  

(f) 小胞 

 
 力学刺激下の骨芽細胞における小胞の振る舞いとして，エキソサイトーシス
による細胞膜の修復がある．骨芽細胞に力学刺激が加わると，細胞膜に損傷が
生じるが，この損傷は，Ca2+/PLC/PKC シグナリングの下流において，エキソサ
イトーシス小胞と細胞膜との融合により修復される (Mikolajewicz, et al., 2018)． 
 力学刺激下の骨細胞における小胞の振る舞いとして，シグナル分子の放出，
および，小胞自体の放出がある．前者の振る舞いとして，ATP 内包小胞による
急激な ATP 放出が，流れ刺激下の MLO-Y4 細胞において引き起こされる 
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(Kringelbach, et al., 2015)．一方，後者の振る舞いとして，LAMP1（lysosomal-

associated membrane protein）発現小胞の細胞外放出が，流れ刺激下の MLO-Y4

細胞において引き起こされ，その結果，小胞内包分子である RANKL（破骨細
胞分化の促進因子），OPG（破骨細胞分化の抑制因子），スクレロスチンの放出
量が増加する (Morrell, et al., 2018)．LAMP1 発現小胞の存在は骨中の骨細胞に
おいても確かめられている (Solberg, et al., 2015) ことから，骨において，この
小胞の細胞外放出の結果，破骨細胞と骨芽細胞の活動が調節されると考えられ
る．これらの LAMP1 発現小胞の他に，骨細胞の他の小胞として，オートファ
ゴソームが流れ刺激下の MLO-Y4 細胞において形成され，これにより，細胞の
ATP 放出を介し細胞死が抑制される (Zhang, et al., 2018)． 

 以上に述べたように，力学刺激下の骨芽細胞と骨細胞において，小胞は，そ
の形成，内包分子・小胞自体の放出，細胞膜との融合等の様々な振る舞いを示
す．これらの振る舞いは，細胞の生存，細胞内・細胞間シグナル伝達，細胞膜
の損傷修復等の重要な力学刺激応答を担う． 

 

 

1.3 骨における焦点接着斑を介した力学刺激感知・応答 

 

骨特有の細胞周囲環境として，骨基質の存在が挙げられる．骨基質は，コラー
ゲン繊維 (Thurner, et al., 2007) と石灰質 (Kollmannsberger, et al., 2017) からなる
ナノ・マイクロスケールの微小構造を有する．骨に力学刺激が加わると，この微
小構造に特徴づけられた環境のもとで，骨芽細胞と骨細胞は骨基質の変形等に
さらされる．このとき，骨基質と細胞を繋ぐ焦点接着斑 (Kamioka, et al., 2006; 

Cabahug-Zuckerman, et al., 2018) を介して細胞に力学刺激が加えられる． 
骨芽細胞において，焦点接着斑が形成されることは，骨形成のために重要で

ある (Zimmerman, et al., 2000; Ponik, et al., 2004)．焦点接着斑は，力学刺激を感
知して形成される (Riveline, et al., 2001) ことから，力学刺激下の骨芽細胞にお
ける焦点接着斑の形成は，骨形成のトリガーとなる重要な過程であると考えら
れる．そのため，骨形成は，力学環境下において，骨芽細胞の焦点接着斑の形



17 
 

成過程における力学刺激感知特性の変化に大きく依存すると考えられる． 
一方，骨細胞において，損傷した骨基質から過度な力学刺激が加えられると，

アポトーシス応答が誘導されることが知られている (Verborgt et al., 2000)．骨
細胞がアポトーシスすると，破骨細胞分化が促進される (Kogianni et al., 2008) 

ことから，骨基質から骨細胞への焦点接着斑を介した力学的過負荷により，ア
ポトーシス応答が生じた結果，骨吸収が促進されると考えられる．そのため，
骨吸収は，力学環境下において，骨細胞の焦点接着斑への力学刺激の大きさに
対するアポトーシス応答特性に大きく依存すると考えられる． 

以上のことから，骨構造の力学環境に対する適応機構を理解するためには，
骨芽細胞の焦点接着斑の形成過程における力学刺激感知の特性変化，および，
骨細胞の焦点接着斑への力学刺激の大きさに対するアポトーシス応答の特性
を調べることが重要である． 
 
 
1.4 本論文の目的と構成 

 
本論文は，骨芽細胞の焦点接着斑の形成過程における力学刺激感知の特性変

化，および，骨細胞の焦点接着斑への力学刺激の大きさに対するアポトーシス
応答の特性を in vitro 力学刺激実験により明らかにすることを目的とする． 
 本論文の構成を説明する．第 2 章では，骨芽細胞の焦点接着斑の形成過程に
おける力学刺激感知の特性変化を明らかにする．特に，力学刺激感知特性と密
接に関わる焦点接着斑の見かけの剛性の増加を調べる．ここでは，まず，AFM

を用い，骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 表面において，AFM プローブと，焦点接
着斑の構成分子であるインテグリンとを接触させ，異なる接触時間条件下で焦
点接着斑を形成させた後，その引張試験を行う．次に，取得した力−伸び曲線
から，各接触時間条件下で形成された焦点接着斑の引張力に対する剛性を評価
する．第 3 章では，骨細胞の焦点接着斑への力学刺激の大きさに対するアポ
トーシス応答の特性を明らかにする．ここでは，まず，磁気ピンセットを用い，
単離骨細胞表面において，大きさの異なる 2 つの力学刺激を焦点接着斑に付与
し，アポトーシスの初期応答である細胞収縮を観察する．さらに，アポトーシ
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ス誘導因子として知られる一酸化窒素（NO）のこの細胞収縮への寄与を調べる．
第 4 章では，本研究で得られた成果を示し，それらの骨および細胞・分子のバ
イオメカニクス分野における意義を述べる．さらに，本研究の展望として，力
学刺激実験において，in vivo 力学環境を精確に模擬するうえで明らかにすべき
ことを述べ，また，細胞内の分子複合体を対象とした今後の研究の，生命シス
テムに対する理解に与える寄与，および，工学応用に与える寄与を述べる． 
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第 2 章 骨芽細胞の焦点接着斑を介した力学刺激

感知特性の変化 

 
 
2.1 緒言 

 
2.1.1 骨芽細胞の焦点接着斑 

 

骨形成を担う骨芽細胞は，ECM を合成・分泌し，骨基質を石灰化させる．こ
れらの細胞活動を行う上で，骨表面と細胞との接着を担う焦点接着斑は重要な
役割を果たす．例えば，骨芽細胞において焦点接着斑形成の起点となるインテ
グリン β1 の細胞外ドメインが異常をきたすと，骨量の減少，皮質骨多孔率の増
加，扁平骨の厚みの低下が引き起こされる (Zimmerman, et al., 2000)．また，骨
芽細胞の焦点接着斑形成を阻害すると，力学刺激下の骨形成促進因子プロスタ
グランジン E2 の放出が抑制される (Ponik, et al., 2004)．これらの知見から，骨
形成には，骨芽細胞の焦点接着斑の存在が重要であると考えられ，骨形成は，
焦点接着斑の形成によりプロスタグランジン E2 等のシグナル分子を介して制
御される可能性が示唆される． 

 

2.1.2 焦点接着斑の形成過程 

 

焦点接着斑は，細胞表面に力学刺激を与えるとインテグリンを起点として形
成される (Riveline, et al., 2001)．焦点接着斑の形成時，インテグリン，タリン，
ビンキュリン，アクチン等の分子が接着領域に局在化する (Choi, et al., 2008; 

Tan, et al., 2010; Galbraith, et al., 2002)．これらの局在分子により，複合体の形成
が段階的に行われる．まず，細胞表面において，ECM との結合によりインテグ
リンが活性化 (Giancotti, et al., 1999) し，その結果，Outside-in シグナリングが
開始される (Kim, et al., 2003)．次に，インテグリンの細胞質側にタリンとアク
チンが局在化し，その後，インテグリン−タリン−アクチン複合体が形成され
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る (Jiang, et al., 2003)．さらに，力学刺激下で分子構造が変化したタリン (Maki, 

et al., 2017; Lee, et al., 2007; Ciobanasu, et al., 2014; Hirata, et al., 2014) が，ビンキ
ュリンと結合する．このとき，ビンキュリンはアクチンと結合するため，イン
テグリンとアクチンフィラメントの接続が強化される (Humphries, et al., 2007; 

Hirata, et al., 2014) こととなる．以上の一連の分子の振る舞いにより，焦点接着
斑の基本的な構造が形成される． 

以上のように，焦点接着斑の形成過程は，インテグリンとアクチンフィラメ
ントの接続強化の過程であると考えられる．この接続強化は，焦点接着斑のそ
の後の形成（成熟）に必要であると示唆されている (Choi, et al., 2008) ことか
ら，インテグリンとアクチンフィラメントの接続強化は，焦点接着斑形成の重
要な過程であると考えられる． 
 
2.1.3 焦点接着斑の形成過程における剛性増加 

 
焦点接着斑の形成過程においては，前項で説明したように，種々の接着分子

同士の結合に関する理解が深められてきた．これらの分子間結合により，焦点
接着斑の力学特性が高められると考えられる．焦点接着斑の力学特性の一つと
して，見かけの剛性は，焦点接着斑の ECM 側から細胞骨格側への力学刺激の
伝達特性に大きく影響する．ゆえに，焦点接着斑の形成過程における剛性増加
は，ECM から細胞骨格への力学刺激伝達特性を向上させると考えられる．この
力学刺激伝達特性の向上により，細胞骨格と接続したイオンチャネルの開口 
(Hayakawa, et al., 2008)，また，細胞骨格の変形に起因するシグナル分子の活性
化 (Han, et al., 2004) が促進されると考えられる．これらのイオンチャネル，シ
グナル分子は細胞の力学刺激感知要素であることから，焦点接着斑の形成過程
における見かけの剛性の増加は，細胞の力学刺激感知特性の変化と密接に関わ
ると考えられる． 
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2.1.4 研究目的 

 

 第 2 章では，骨芽細胞の焦点接着斑の形成過程において，細胞の力学刺激感
知特性の変化を明らかにすることを目的とする．この力学刺激感知特性には，
焦点接着斑の見かけの剛性が密接に関わると考えられることから，焦点接着斑
の形成過程において，その剛性の増加を調べる．そこで，まず，骨芽細胞様細
胞 MC3T3-E1 表面において，フィブロネクチンを化学修飾した AFM プローブ
とインテグリンを接触させ、その接触状態を維持する時間を設けることにより，
焦点接着斑の形成を誘導し，その後，焦点接着斑に対する引張試験を行う．次
に，引張試験において取得された力−伸び曲線から，焦点接着斑の見かけの剛
性を解析する． 
 
 
2.2 手法 

 

2.2.1 骨芽細胞様細胞の培養 

 
骨芽細胞として，マウス頭蓋冠由来の骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1（RIKEN 

CELL BANK）を用いた．この細胞の表面には，インテグリン β1 が発現する 

(Pavalko, et al., 1998)．細胞培養には，ウシ胎児血清（Fetal bovine serum (FBS)，
Gibco）と抗生物質（Antibiotic-antimycotic，ナカライテスク）を α-MEM（Gibco）
に添加した培養液を用いた．細胞培養のため，インキュベータ内に静置した培
養ディッシュ上に細胞を播種した．その後，細胞接着のため 2 h 以上静置した． 

 
2.2.2 細胞内におけるタリン 1 の発現阻害 

 
 細胞内のタリンの発現を阻害（ノックダウン）するため，DNA の 1 種である
プラスミドを用いて RNA 干渉を誘導した．ここでは，細胞内に導入されたプ
ラスミドにより shRNA（short hairpin RNA）が発現誘導された後，それが siRNA

（short interference RNA）へと変化し，標的タンパク質のメッセンジャーRNA
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に対して配列特異的に結合して分解する (De Paula, et al., 2007)．これにより，
標的タンパク質の発現が抑制される．まず，タリン１を標的にした RNA 干渉
用プラスミド（pSilencer-Talin-1，慶應義塾大学解剖学教室提供）を以下の手順
で細胞内に導入した．Φ = 100 mm 培養ディッシュ（Thermo Fisher Scientific）に
3.0×106 個の細胞を播種し，細胞接着後，ディッシュ内の培養液をトランスフェ
クション溶液と交換した．この溶液の作製には，トランスフェクション試薬
FuGENE HD（プロメガ）を用いた．FuGENE HD を 10% FBS Opti-MEM 培地
（Gibco）中に添加し，ボルテックスミキサー（トミー工業株式会社）でよく攪
拌した．さらに，この溶液に干渉プラスミドを加え，タッピングにより穏やか
に混和した．このとき，FuGENE HD とプラスミドの比率は，トランスフェク
ション効率が最大となる先行の条件 (Yamano, et al., 2010) に倣った．その後，
この溶液を室温で 15 min 静置した．ディッシュ内の培養液のトランスフェク
ション溶液への交換後，ディッシュを 37℃，CO2 濃度 5 %環境下のインキュ
ベータ内に 2 h 静置した．インキュベーション後，ディッシュ内の溶液を通常
の培養液に交換し，ディッシュを同環境下で 46 h 静置した．  

タリンノックダウン細胞を判別するため，前述のトランスフェクション溶液
の作製時，干渉プラスミドに加え，蛍光分子 GFP（Green fluorescent protein）を
標的として高度に発現させるプラスミド（pCAGGS-EGFP，慶應義塾大学解剖
学研究室提供）を混和した．力学刺激実験に際して，蛍光顕微鏡（IX73，オリ
ンパス）観察下で GFP 蛍光を示す細胞をノックダウン細胞として用いた． 

 
2.2.3 AFM プローブ先端表面の化学修飾 

 
 AFM プローブとして，OMCL-TR400PSA（バネ定数：0.02 N/m，先端直径：
約 30 nm，オリンパス）を使用した．プローブ先端表面に ECM の一種であるフ
ィブロネクチン（FN）を化学修飾するため，まず，先端表面から真空プラズマ
処理装置（PC-400，ストレックス）により有機物を除去した．洗浄後，プロー
ブ先端を以下に述べる複数の溶液中に順次静置した．まず，シランカップリン
グ反応のため，2% 3-aminopropyl-triethoxysilane（APTES；Sigma-Aldrich）溶液
中に 15 min 静置した．洗浄後，リンカータンパク質との結合のため，1 mM 
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maleimide-polyethyleneglycol-N-hydroxylsuccinimide （ Maleimide-PEG-NHS ；
Nanocos）溶液中に 30 min 静置した．さらに，洗浄後，100 nM フィブロネクチ
ン（EMD Millipore）溶液中に 60 min 静置した．最後に，未反応のマレイミド
残基をブロッキングするため，2-mercaptoethanol（和光）に 60 min 静置した．
以上の手順により，FN プローブを作製した．一方，FN プローブの焦点接着斑
形成への寄与を検証するため， BSA プローブを作製した．その作製のため，
Maleimide-PEG-NHS の修飾後，プローブ先端を 4% bovine serum albumin（BSA; 

和光）溶液中に静置した． 

 
2.2.4 プローブ先端表面のインテグリンの免疫蛍光染色と顕微鏡観察 

 
 細胞表面と接触した FN プローブの先端表面において，フィブロネクチンと
結合したインテグリンを可視化するため，免疫蛍光染色を行った．まず，プロー
ブ先端の表面タンパク質を 5% paraformaldehyde により化学固定した．その後，
3% BSA を用いてタンパク質をブロッキングし，一次抗体として Anti-Integrin 

beta 1 antibody（ab95623，Abcam），二次抗体として蛍光色素 Alexa Fluor 488-

conjugated donkey anti-rat IgG antibody（ab150153，Abcam）をそれぞれ用い，イ
ンテグリンを蛍光標識した．インテグリンの蛍光観察は全反射照明蛍光顕微鏡
TIRFM（オリンパス）を用いて行われた．観察結果の解析には，画像処理ソフ
トウェア ImageJ（NIH）を用いた． 

 
2.2.5 AFM 引張試験 

 
 AFM（NanoWizard 3，JPK）を用いた引張試験のため，出力電圧の値とカン
チレバーに加わる力の値との関係をキャリブレーションした．まず，AFM 内部
のピエゾ素子に対する動作制御により，カンチレバーを 1 µm/s の速さで培養デ
ィッシュ底面に押しつけた．この操作により，出力電圧の変化とカンチレバー
のたわみとの関係を表す曲線を取得した．次に，この曲線に対する直線近似に
より，電圧変化に対するたわみの比率を算出した．最後に，この比率にカンチ
レバーのバネ定数（0.02 N/m）を乗じ，電圧変化に対するプローブに加わる力
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の比率を算出した．以上の操作を AFM プローブごとに実行した． 
2 h 以上培養した細胞に対して，AFM 引張試験（図 2.1）を以下の手順で行っ

た．まず，細胞中央部表面の 10 µm × 10 µm の領域において，5 個×5 個の格子
点を 25 点設定した．次に，これらの点の真上から，AFM プローブを 1 µm/s の
速度で押込んだ．プローブに加わる力の大きさは，押込深さに応じて増加した
（図 2.1 A）．力の値が 100 pN に達した後，焦点接着斑の形成のために接触時
間 T [s]（0 s，5 s，10 s，15 s，20 s，25 s，30 s）を設定した（図 2.1 B）．この期
間中，ピエゾ素子に対するフィードバック制御により，押込力の値を 100 pN に
維持した．その後，プローブを細胞表面から 1 µm/s の速度で引き離した（図 2.1 

A）．以上の手順により，プローブに加わる力 F [pN]とピエゾ素子の位置する高
さとの関係を表す曲線（力−高さ曲線）を取得した（図 2.1 C）．曲線取得のた
め，各接触時間を設けた実験ごとに，8 個から 10 個までの細胞を用いた． 
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Fig. 2.1 AFM stiffness measurement. (A) Schematic of AFM tensile-testing. The AFM probe 

approached the cell surface by extending a piezo actuator. After the probe-cell contact, the 

probe was pulled away by retracting the actuator. (B) The contact state was retained using 

constant force (F = -100 pN) for contact time T [s]. (C) Typical force curve. The intersection 

point represents the origin of the curve. The origin of force F was determined as force after 

rupture. The origin of extension ΔL was defined as the tip height when force reached 0 pN. 

(D) Maximum force Fmax [pN] was measured within 500 nm of ΔL. Stiffness K [pN/nm] was 

calculated by linear approximation of the curve (0 nm ≤ ΔL ≤ 100 nm). 
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2.2.6 力－伸び曲線解析 

 

力−高さ曲線から焦点接着斑の剛性を測定するため，解析ソフト JPKSPM 

Data Processing（JPK）により力−伸び曲線（F-ΔL 曲線）を出力した．まず，カ
ンチレバーのたわみを計算するため，プローブに加わる力の値をカンチレバー
のバネ定数で除した．次に，プローブ先端の高さを計算するため，ピエゾ素子
の高さの値からカンチレバーのたわみを減じた．その後，熱ドリフトにより生
じる曲線全体の傾きを補正するため，曲線全体の傾きから，破断後の曲線の傾
きの値を減じた．また，曲線において力 F [pN]の原点を定めるため，縦軸の値
から，破断後の曲線の力の平均値を減じた．さらに，焦点接着斑の伸び ΔL [nm]

の原点を定めるため，横軸の値から，初期曲線上で F = 0 pN となる高さの値を
減じた．一連の処理により，力−伸び曲線（F-ΔL 曲線）を出力した． 

F-ΔL 曲線の最大力 Fmax [pN]の値から焦点接着斑形成を判定するため，最大
力の閾値を設定した．そのため，T = 0 s 条件下で取得された曲線の最大力を解
析した．最大力の平均値 µ [pN]と標準偏差 α [pN]の値を用い，µ + 2α を閾値と
して設定した．焦点接着斑の形成時，その最大力 Fmax の解析のため，焦点接着
斑の高さ方向の大きさ（100 nm 程度 (Liu, et al., 2015) ）を考慮し，Fmax の定義
域を 0 nm ≤ ΔL ≤ 500 nm に設定した．また，見かけの剛性 K [pN/nm]の解析の
ため，焦点接着斑の伸びの定義域を 0 nm ≤ ΔL ≤ 100 nm に設定した（図 2.1 D）．
以上の解析には，数値計算ソフトウェア Scilab（INRIA）を用いた． 
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2.3 実験結果 

 

2.3.1 フィブロネクチン－インテグリン結合の形成 

 

 FN プローブと細胞表面との接触によりフィブロネクチン−インテグリン結
合が形成されたかどうかを検証するため，FN プローブ表面を TIRFM 観察した．
細胞表面に接触していない FN プローブの表面の観察結果を図 2.2 A に表す．
また，細胞表面に接触したプローブに対する観察結果を図 2.2 B に表す．図 2.2 

A，B の顕微鏡画像の蛍光は，インテグリンを表す．また，⾚色と⻘色の破線
の交点は，カンチレバー先端（⻩色実線の内側）のプローブの先端位置を表す．
顕微鏡画像からプローブ先端表面の蛍光強度を解析すると，細胞表面に接触し
たプローブの強度は，接触していないプローブの強度に比べ高いことが示され
た（図 2.2 A，B 下側のグラフ）．この蛍光強度の違いから，細胞表面と FN プ
ローブとの接触により，プローブ表面にインテグリンが結合したことが示され，
フィブロネクチン−インテグリン結合の形成が示唆された． 
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Fig. 2.2 Integrin β1-fibronectin binding. Fluorescence images of (A) non- and (B) post-

contact (contact time T = 30 s) FN probe. The fluorescence intensity in the both images 

was profiled along with the red lines. The white lines indicate the outline of cantilevers. 

The blue and red dashed lines indicate the position of the probe. 
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2.3.2 インテグリン－タリン－アクチンフィラメント複合体の形成 

 

 FN プローブと細胞表面との接触によるインテグリン−タリン−アクチンフ
ィラメント複合体形成を検証するため，F-ΔL 曲線の最大力 Fmax を解析した（図
2.3 A）．まず，複合体形成の有無を判定するため，複合体形成の困難な接触時
間 T = 0 s の条件下で取得された曲線において，その最大力を解析し，最大力の
閾値 µ + 2α を決定した．以下，この閾値以上の最大力を示す曲線をポジティブ
曲線と呼び表すこととする． 

各接触時間条件下のポジティブ曲線取得率の解析により，接触時間に伴う焦
点接着斑形成の有無を検証した．線形回帰分析の結果，接触時間に対するポジ
ティブ曲線取得率の変化率は，有意な正の値として示された（p = 0.0033，図 2.3 

B ⿊色棒グラフ）．また，ポジティブ曲線の取得率は，細胞内のタリンをノッ
クダウンした場合，していない場合に比べ減少した（図 2.3 B ⿊・灰色棒グラ
フ）．これらの結果から，タリンを構成要素とする分子構造体の形成が示され
た．さらに，この構造体の形成にフィブロネクチン−インテグリン結合が必要
であることを確かめるため，FN プローブと BSA プローブを用いた測定の結果
を比較した．この比較によると，FN プローブを用いた場合に比べ，BSA プロー
ブを用いた場合にポジティブ曲線の取得率が減少した（図 2.3 B ⿊・⽩色棒グ
ラフ）．この結果は，タリンを含む分子構造体の形成にフィブロネクチン−イン
テグリン結合が必要であることを示している．以上の解析結果から，FN プロー
ブと細胞表面との接触によるインテグリン−タリン−アクチンフィラメント
複合体の形成が示唆された． 
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Fig. 2.3 Formation of integrin-talin-actin filament complex for contact time T. (A) Time-

dependent variations in maximum force Fmax [pN] for intact cells. Black points indicate the 

mean. Error bars indicate S.D. A positive curve is defined as the force-extension curve, in 

which maximum force Fmax excesses m µ + 2σ (µ = mean, σ = S.D.) at 0 s contact. (B) 

Proportion of positive curve to total curves was shown with respect to each contact time T for 

intact cells, talin 1 knocked-down cells and BSA probe. Linear regression analysis indicated 

that the proportion for intact cells significantly increased with contact time T (p < 0.01). 
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2.3.3 焦点接着斑の剛性の増加 

 

 焦点接着斑の形成過程における見かけの剛性の変化を調べるため，各接触時
間の条件下で剛性 K（図 2.1 D）を測定した．10 s から 30 s までの接触時間の
条件下で測定した剛性 K は，5 s の接触時間の条件下で測定した剛性 K に比べ
有意に増加した（Two-way ANOVA test followed by Tukey-Kramer test，p < 0.001）
（図 2.4）．一方，細胞内のタリンをノックダウンすると，通常の細胞と比べ剛
性 K が有意に減少した（Two-way ANOVA test followed by Tukey-Kramer test，p < 

0.001）ことから，剛性 K が焦点接着斑の剛性を表すと考えられる．以上の結果
から，焦点接着斑の剛性 K の接触時間に応じた増加，および，その増加の時間
スケール（10 秒程度）が示された． 
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Fig. 2.4 Increase in stiffness K requiring talin. Stiffness K for intact and talin 1 knocked-

down cells was plotted with respect to each contact time T. On the right side of the plots, 

mean and S.D. are shown. ANOVA test indicated that talin 1 knock-down had a significant 

effect on stiffness K (p < 0.001). Tukey-Kramer test indicated that stiffness K for 10-to-

30 s contact was significantly larger than that for 5 s contact in AFM stiffness 

measurements on intact cells (*p < 0.001). 



47 
 

2.4 考察 

 

2.4.1 焦点接着斑の剛性増加 

 

 第 2 章では，骨芽細胞様細胞を用いた AFM 引張試験の結果，焦点接着斑の
形成過程において，焦点接着斑の見かけの剛性増加が示された．この剛性増加
は，ECM から細胞骨格への力学刺激伝達を向上させると考えられる．さらに，
この力学刺激伝達の向上の結果，機械受容チャネルの開口 (Hayakawa, et al., 

2008)，および，細胞骨格の変形を介した生化学的シグナル伝達 (Han, et al., 

2004) が促進されると考えられる．ゆえに，焦点接着斑の剛性増加により，細
胞内への力学刺激伝達が向上し，細胞の力学刺激感知要素の振る舞いがより活
発になると考えられる．このことは，剛性増加の原因であると考えられるイン
テグリンとアクチンフィラメントの接続強化が，焦点接着斑の成熟に必要とな
る (Choi, et al., 2008) 一因であると考えられる． 

また，焦点接着斑の剛性増加の時間スケールが秒スケールであることが明ら
かとなった．この剛性増加の時間スケールは，1 秒以下の時間スケールで生じ
る分子の振る舞いに対する理解と，分以上のスケールで生じる細胞の振る舞い
に対する理解を繋ぐための基礎的な知見だと考えられる．特に，接着分子の振
る舞いから，焦点接着斑の力学機能的な振る舞いが生み出されるシステムを理
解するうえで重要な知見となると考えられる． 

 

2.4.2 焦点接着斑の形成過程における剛性増加機構 

 

 第 2.4.1 項で議論したように，焦点接着斑の剛性増加は，インテグリンとア
クチンフィラメントの接続強化により引き起こされたと考えられる．先行研究
から，この接続強化にはタリンの分子構造が密接に関連することが示唆されて
いる．分子動力学シミュレーションによると，タリンのロッドドメインは，引
張条件下でビンキュリンとの結合部位を露出する (Lee, et al., 2007)．また，精
製タンパク質を用いた分子実験によると，タリン−アクチン複合体は，引張条
件下でビンキュリンと結合する (Ciobanasu, et al., 2014)．さらに，細胞実験によ
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ると，ビンキュリンは，細胞に対する基板伸展刺激下でタリンと共に局在化す
る (Hirata, et al., 2014)．これらの研究から，タリンとビンキュリンを介したイ
ンテグリン−アクチンフィラメント接続の強化機構が示唆される (Menkel, et 

al., 1994; Golji, et al., 2013)．焦点接着斑の剛性増加はこの強化機構により生じ
たと考えられ，また，このことは，タリンノックダウンにより剛性 K の増加が
抑制された結果からも支持される． 

 

2.4.3 細胞内への力学刺激伝達の向上による骨形成の促進 

 

 骨芽細胞において，焦点接着斑から細胞骨格への力学刺激伝達の結果，細胞
骨格と結合した力学刺激感知要素が活性化される機構は明らかでない．そのた
め，焦点接着斑の剛性増加が，細胞内への力学刺激伝達の向上を介し，骨芽細
胞の力学刺激応答に及ぼす影響は明らかでない．しかしながら，骨芽細胞の焦
点接着斑の形成において，骨形成促進因子プロスタグランジン (Ponik, et al., 

2004) 等の発現レベルが増加する一因として，この力学刺激伝達の向上による
力学刺激感知要素の活性化機構（第 2.4.1 項）の存在が考えられる．これらの
力学刺激感知要素の一つとして，第 1.2.3 項で述べたように，骨芽細胞増殖等
を担うチャネル分子の存在が挙げられる．このチャネル分子等の振る舞いの結
果として，骨形成が促進される可能性が考えられる．  

 

2.4.4 AFM を用いた力学刺激実験の展望 

 

 今後，焦点接着斑の形成過程における剛性増加機構を調べるために，タリン
をはじめとして，力学刺激下の接着分子の動的な振る舞いを知ることが重要と
なる．そのために，AFM を用いた細胞表面への力学刺激負荷と焦点接着斑に対
する引張試験に加え，接着分子の振る舞いの可視化が有益である．AFM と蛍光
顕微鏡を併用する (Maki, et al., 2018) ことにより，接着分子の局在化，タリン
分子の立体構造変化，タリンとビンキュリンとの結合等の可視化が期待される．
焦点接着斑の剛性増加機構を解明するためには，さらに，細胞骨格への力学刺
激伝達特性と，力学刺激感知要素の振る舞いを詳細に調べることが必要となる． 
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2.5 結言 

 

第 2 章では，骨芽細胞の焦点接着斑の形成過程における力学刺激感知特性の
変化を明らかにすることを目的とした．まず，骨芽細胞様細胞の表面において，
AFM プローブをインテグリンに接触させ，その接触状態を維持することによ
り，焦点接着斑を形成させた．次に，AFM 引張試験により，力学刺激感知特性
と密接に関わる焦点接着斑の見かけの剛性を計測した．異なる接触時間の条件
下で力−伸び曲線を取得し，剛性を評価した結果，力学刺激負荷開始から秒ス
ケールで焦点接着斑の剛性増加が生じることを見出した．この剛性増加は，
ECM から細胞骨格への力学刺激伝達を向上させることにより，骨形成促進シ
グナルの発生に寄与すると考えられる．また，剛性増加の時間スケールは，分
子の振る舞いに対する理解と，細胞の振る舞いに対する理解を繋ぐための基礎
的な知見だと考えられる． 
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第 3 章 骨細胞の焦点接着斑への力学刺激

に対するアポトーシス応答特性 

 

 

3.1 緒言 

 

3.1.1 骨細胞の焦点接着斑 

 

骨細胞は，骨基質中の空隙である骨小腔・骨細管の内部に存在する．骨小腔・
骨細管の内壁と骨細胞は，点在する焦点接着斑を介して局所的に接着している
と考えられている (You, et al., 2004)．損傷骨等においては，この細胞周囲環境
のもとで骨基質が大きく変形すると，焦点接着斑に過度な力学刺激が加わると
考えられる．これまで，骨細胞の焦点接着斑への力学刺激負荷による骨吸収・
骨形成への影響は，直接的に明らかでないが，その一方で，骨細胞の焦点接着
斑の発現を阻害した骨においては，骨形成・骨吸収の異常が示唆されている．
例えば，骨細胞のインテグリン β1 や α5 の発現を阻害すると，骨量の低下，皮
質骨の厚みの減少等が引き起こされる (Qin, et al., 2022; Zhao, et al., 2022)．その
ため，力学環境変化に対し骨構造が適切に変化するためには，骨細胞の焦点接
着斑の存在が不可欠であると考えられる． 

 

3.1.2 骨細胞への力学的過負荷とアポトーシス 

 

骨は，絶えず力学刺激を受け，損傷を蓄積する (Vashishth, et al., 2000)．骨の
損傷は骨折の原因となる (Yeni, et al., 2002) ため，損傷箇所を修復することは，
骨の健全性を維持するうえで重要である．この骨損傷の修復過程においては，
破骨細胞による骨吸収がまず引き起こされ (Cardoso, et al., 2009)，その後，骨
芽細胞による骨形成が行われる．  

骨吸収は，骨基質中に埋没している骨細胞により制御されると考えられてい
る．損傷骨内部の骨細胞は，骨基質に生じる微小⻲裂（マイクロクラック）の
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周囲において，ひずみの増大 (Barak, et al., 2009) と細胞突起の断裂 (Dooley, et 

al., 2012) から示唆されるように，過度な力学的な負荷にさらされると考えられ
る．この力学的過負荷を受けた領域においては，骨細胞のアポトーシスが生じ，
これが骨吸収を促進すると示唆されている (Kogianni, et al., 2008; Verborgt, et al., 

2000)．実際，力学的過負荷を与えた骨の表面を顕微鏡により観察すると，微小
⻲裂箇所と骨吸収箇所において，アポトーシスした骨細胞が多数検出された 

(Verborgt, et al., 2000)．また，アポトーシスした骨細胞から放出されるアポトー
シス小体の存在下において，破骨細胞分化と骨表面における骨吸収の促進が示
された (Kogianni, et al., 2008)．これらの知見から，骨損傷の修復期間中，力学
的過負荷による骨細胞アポトーシスが，破骨細胞による骨吸収の促進において
重要な役割を果たすと考えられる．  

 

3.1.3 アポトーシスと一酸化窒素（NO）との関連 

 

これまでの in vitro 実験により，骨細胞の力学刺激に対する応答には，細胞質
内の一酸化窒素（NO）(Bacabac, et al., 2008; Klein-Nulend, et al., 1995; Vatsa, et al., 

2006)，Ca2+ (Adachi, et al., 2009a, 2009b; Thi, et al., 2013) 等のシグナル分子の介
在が示されている．これらの分子のうち，NO は，NOS（Nitric oxide synthase）
の存在下で合成され (Knowles, et al., 1994)，マクロファージ (Albina, et al., 1993)，
神経細胞 (Simmons, et al., 1992)，軟骨細胞 (Blanco, et al., 1995) 等のアポトー
シスを誘導する．NO の働きは，高濃度下ではアポトーシス促進的である一方，
低濃度下ではアポトーシス抑制的である (Kanaoka, et al., 2000; Mancini, et al., 

2000; Shen, et al., 1998; Yoshioka, et al., 2003) ことが報告されている．力学刺激
下の骨細胞において，細胞質内の NO 濃度が上昇する (Bacabac, et al., 2008; 

Klein-Nulend, et al., 1995; Vatsa, et al., 2006) ため，NO は骨細胞のアポトーシス
を誘導する候補として考えられる．これまで，軟骨細胞において NO によるア
ポトーシス促進 (Lee, et al., 2003) が報告されたことからも，力学刺激下の骨細
胞アポトーシスにおける NO の関与が強く予想される． 
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3.1.4 研究目的 

 

第 3 章では，骨細胞の焦点接着斑への力学刺激の大きさに対するアポトーシ
ス応答の特性を明らかにすることを目的とする．磁気ピンセットを用い，単離
骨細胞の焦点接着斑に対して大きさの異なる 2 つの力学刺激を加え，力学刺激
の大きさと，アポトーシスの初期応答である細胞収縮 (Kim, et al., 2004; Porcelli, 

et al., 2004; Tian, et al., 2016) との関係を調べる．さらに，力学的過負荷による
骨細胞の収縮への NO の寄与を調べる． 

 

 

3.2 手法 

 

3.2.1 フィブロネクチン修飾ディッシュの作製 

 

 骨細胞をガラスボトムディッシュ（MatTek）に接着させるため，ディッシュ
表面をフィブロネクチンで化学修飾した．フィブロネクチンはインテグリン
αvβ3 と結合することが知られており (Adair, et al., 2005)，このインテグリンの骨
細胞における発現が報告されている (Cabahug-zuckerman, et al., 2018)．ディッ
シュ表面にフィブロネクチン修飾のためのリンカー分子を接着させるため，デ
ィッシュ内に 0.2% poly-D-lysine（Sigma）溶液を添加し，37℃で 1 h 静置した．
洗浄後，0.2%フィブロネクチン（Millipore）溶液を添加し，37℃で 1 h 静置し，
その後再び洗浄した． 

 

3.2.2 骨細胞の単離と初代培養 

 

骨細胞分化の初期マーカーである DMP1 (Toyosawa, et al., 2001) の発現誘導
下で蛍光分子 EGFP の発現が駆動される遺伝子改変マウス（DMP1-EGFP マウ
ス，CAG-CAT-EGFP/Dmp1-Cre double-transgenic C57BL/6JJmsSlc）の頭蓋冠から，
先行研究の実験手法 (Nakashima et al., 2011) に倣い，骨細胞を単離した．この
マウス由来の細胞は，骨細胞マーカーDMP1 の発現時のみ蛍光分子 EGFP を発
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現する．そのため，EGFP 蛍光の有無により，骨細胞と他の細胞との識別が可
能となる． 

骨細胞の単離手順を以下に示す．まず，7-10 日齢マウスの頭蓋冠を摘出し，
洗浄後，骨片に細分した．これらの骨片組織中のコラーゲン繊維を分解するた
め，単離専用バッファーに 0.1% コラゲナーゼ（Wako）と 0.2% Dispase Ⅱ（合
同酒精）を加えてコラゲナーゼ溶液を作製し，その溶液に骨片を加え 37℃で 20 

min 振盪した．洗浄後，脱灰するため，5 mM EDTA 溶液中に骨片を加え 37℃

で 15 min 浸透した．洗浄後，コラゲナーゼ溶液処理と EDTA 溶液処理を交互
に繰り返した．2 回目と 3 回目のコラゲナーゼ溶液処理後，回収溶液を 500 rcf

で 3 min 遠心した．上澄み液の除去後に α-MEM 培養液を加え，再遠心した．
その後，回収した細胞を 9.9×104-4.5×105 cells/cm2 の細胞密度でガラスボトムデ
ィッシュに播種した．細胞培養のため，CO2 濃度 5%，37℃の環境下で細胞を 2 

h インキュベートした． 

 

3.2.3 細胞内 F-アクチンの蛍光染色 

 

骨細胞と他の細胞の細胞形状を比較するため，F-アクチンを蛍光染色により
可視化した．ディッシュ内の細胞を 4% paraformaldehyde（Sigma）で 60 min 化
学固定し，PBS 洗浄と 0.1% Triton X-100 による脱膜処理との後，細胞をアクチ
ン特異的な蛍光色素 Alexa Fluor 546 Phalloidin（Invitrogen）の溶液中に 60 min

浸した後，再度洗浄した． 

 

3.2.4 骨細胞のアポトーシス検出 

 

アポトーシス細胞の初期応答である細胞収縮 (Kim, et al., 2004; Porcelli, et al., 

2004; Tian, et al., 2016) を検出するため，細胞の接着面積の経時変化を顕微鏡観
察した．接着面積 A(t) [µm2]の定義は，力学刺激負荷開始（t = 0 s）後の EGFP

の蛍光領域とした． 

細胞膜の変性もまた，アポトーシス細胞の初期応答として知られている．こ
の細胞膜変性の検出には Annexin V (Tait, et al., 1989) を用いた．本実験では，
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2% Alexa Fluor 488 conjugated Annexin V（Invitrogen）と 1.5 mM CaCl2 を細胞培
養液に加えた Annexin V 溶液を用いた．細胞培養ディッシュにこの溶液を添加
後，ディッシュを CO2 濃度 5%，37℃の環境下で 30 min インキュベートした． 

 

3.2.5 骨細胞の細胞質内 NO の蛍光染色 

 

 骨細胞の細胞質内 NO を可視化するため，蛍光色素 DAR-4 M AM（五稜化薬）
を用いた．DAR-4 M AM は，細胞質内において DAR-4 M と AM 基に加水分解
される．DAR-4 M は，細胞質内に留まり，NO と結合すると蛍光を発する 

(Kojima, et al., 2001)．NO 染色溶液を作製するため，細胞培養液に 1.25×10-3% 

DAR-4 M AM と，細胞膜透過の促進物質 0.01% Pluronic F-127（ATT Bioquest）
および 5.00× 10-3% Cremophor EL（Sigma）を加えた．染色溶液に細胞を浸し，
CO2 濃度 5%，37℃環境下で 30 min インキュベートした．その後，DAR-4 M AM

の加水分解を促進させるため，染色液を通常の培養液（α-MEM）と交換し，さ
らに 30 min インキュベートした． 

 

3.2.6 骨細胞の NO 産生の阻害 

 

 力学刺激下における NO の骨細胞アポトーシスへの影響を調べるため，先行
研究 (Tan, et al., 2007) に倣い，細胞内の NOS を L-NAME（同仁化学研究所）
により阻害した．阻害実験に先行し，細胞を 1 mM L-NAME の培養液中で培養
した，その後，NO 染色溶液の添加時には，ディッシュ内の L-NAME 濃度を保
つように L-NAME を新たに追加した． 

 

3.2.7 骨細胞への NO 導入 

 

 NO の骨細胞アポトーシスへの影響を直接的に調べるために，先行研究 

(Chen et al., 2005) に倣い，NO 供与剤 Sodium nitrosylpentacyanoferrate (III) 

dehydrate（SNP；ナカライテスク）を細胞に添加した．骨細胞として，8-10 日
齢の C57BL/6JJmsSlc マウス（清水実験材料）の頭蓋冠から回収した細胞のう
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ち，細⻑い細胞突起を有し，かつ，Annexin V の蛍光を発しないものを用いた．
同一ディッシュ内の 10 個の細胞を選択し，50 mM SNP を加えた後，CO2 濃度
5%，37℃環境下でディッシュを 2 h インキュベートした．最後に，前述のよう
に選択した細胞の Annexin V 蛍光を顕微鏡観察した．  

 

3.2.8 磁気ピンセットと磁気ビーズ 

 

 骨細胞に力学刺激を負荷するために，磁気ピンセット（MagTw10-1200；RF

イノベーション；図 3.1 A 左）を使用した．磁気ピンセットは，PC パーロマイ
製の丸棒（Ni：78 %）に銅線を 1 層あたり 100 回，12 層分巻きつけることによ
り作製された．ピンセット先端と細胞との距離を正確に測るため，丸棒の先端
を研磨した（図 3.1 A 右）．この研磨により，先端形状を，元の円錐から，棒の
中心軸から 45°傾いた平面に加工した． 

 骨細胞表面への磁気ビーズ（Dynabeads MyOne Tosylactivated，Invitrogen，直
径：4.5 µm）の接着のために，ビーズの表面をフィブロネクチンで化学修飾し
た．フィブロネクチン溶液を作製するため，ホウ酸ナトリウム溶液に 200 μg/mL

フィブロネクチン（Millipore）と 0.1% BSA を加えた．ビーズ表面のトシル基
とフィブロネクチンとの共有結合のため，作製した溶液中に洗浄したビーズを
加え，37℃で 24 h 振盪した．その後，未反応のトシル基を不活性化させるため，
0.1% BSA を添加した 0.2 M Tris 溶液中にビーズを加え，37℃で 4 h 振盪した． 
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Fig. 3.1 Schematic representation of mechanical stimulation in osteocytes using a 

magnetic tweezer. (A) Magnetic tweezer (left), whose tip surface (right) was polished at 

an angle of 45° from the central axis (dashed-dotted lines). (B) Installation of the magnetic 

tweezer on a microscope stage with a manipulator controlling the position of the tweezer 

tip in culture dishes in the stage incubator. (C) Mechanical stimulation of osteocytes using 

the tweezer. Through the input of electric currents (right), the tweezer applied 

mechanical stimuli of force F = 500 or 1000 pN to the cells via magnetic beads at distance 

d [µm] between the magnetic bead and tweezer tip. 
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Fig. 3.2 Calibration of F-d relationship. Force F (pN) was calculated using Stokes’ 

equation F = 6ρgrv (right), and the distance d was measured. The relationship was fitted 

to F = F0(d/d0)C(I) (F0, d0, C(I): constant). Blue and orange indicate electric current of 0.1 

A (for 500 pN force) and 0.3 A (for 1000 pN force), respectively. Data dots and solid lines 

indicate measured data and approximate curves, respectively. 
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3.2.9 骨細胞への力学刺激負荷 

 

 骨細胞への力学刺激負荷のため，共焦点顕微鏡（FV-3000，オリンパス）のス
テージに取り付けたインキュベータ（STG-IX3W and WSKMX-A17F, 東海ヒッ
ト）の内側に細胞培養ディッシュを設置した（図 3.1 B）．磁気ピンセットを 3

自由度マイクロマニピュレータ（QP-3LH，マイクロサポート）に取り付け，ピ
ンセットの中心軸の向きがディッシュ底面に対して 45°傾くように，マニピュ
レータの軸を調節した．これにより，ピンセット先端の研磨面が，細胞側面に
対して正対した状態で，ピンセット先端と細胞表面ビーズとの距離を正確に測
ることが可能となる． 

刺激に先行して，まず，マニピュレータの操作により，単一のビーズが接着
した EGFP 陽性細胞の付近へ，ピンセット先端を移動させた．次に， 500 pN，
または，1000 pN の力として力学刺激を負荷した．このとき，ピンセット先端
とディッシュ底面との間隔は，ピンセット先端とディッシュ・細胞との接触を
防止するため，細胞の高さ以上の 10 μm とした（図 3.1 C）．定量的な力学刺激
負荷のため，第 3.2.10 項で説明するように，磁気力 F [pN]と，ピンセット先端
とビーズとの距離 d [µm]との関係を予めキャリブレーションし，負荷力の大き
さに対応する距離 d [μm]を決定した．磁気ピンセットを駆動する印加電流とし
て，振幅 0.1 A，または，0.3 A，振動数 1 Hz，期間 600 s の矩形波を与えた（0 s  

≤ t (s) ≤ 600 s，図 3.1 C）．3 種類の刺激条件(1000 pN の刺激，500 pN の刺激，
L-NAME 添加下で 1000 pN の刺激)を設け，各条件下における力学刺激実験を
それぞれ試行した． 
 
3.2.10 力と距離の関係のキャリブレーション 

 
 力と距離（F-d）の関係のキャリブレーションのために，ステージインキュ
ベータ内部にセットしたディッシュ内へ，粘度較正用の標準溶液（JIS14000 Lot 

No.135，日本グリース）と磁気ビーズを加えた．マイクロマニピュレータを用
い て ピ ン セ ッ ト 先 端 を 溶 液 中 に 差 し 込 ん だ 後 ， 電 磁 気 力 付 与 装 置
（MagFPrototype，RF イノベーション）により磁気力を発生させた．磁気力発
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生のための印加電流は，振動数 0.01 Hz，デューティー比 99 %とした． 
刺激負荷中，ビーズの運動を顕微鏡により撮影した．撮影動画からビーズの

運動を ImageJ（NIH）により解析し，ビーズに加わる力 F と，ピンセット先端
からビーズ中心までの距離 d との関係を評価した．各時刻のビーズ画像の二値
化処理後，ビーズの移動速度 v（μm/s；Δd/Δt）をビーズ領域の重心変位とし
て計測した．また，ビーズに加わる力 F [pN]を Stokes の式に従い計算した． 

���� = 6π��� �3.1� 

ここで，定数 η [kg/µms]と r [µm] は，それぞれ，標準溶液の粘度とビーズ半径
を表す．一方，ビーズに加わる力 F [pN]は，F(d, I) = F0×(d/d0)C(I)と計算される．
ここで，F0 [pN]，d0 [mm]，I [A] （0.1 または 0.3 A）は，それぞれ，力の定数，
距離の定数．電流の振幅である．電流 I の値が一定として最小二乗法を用いる
ことにより，F と d の計測値から F-d 曲線を決定した（図 3.2）． 

 
3.2.11 骨細胞の顕微鏡観察と画像処理 

 
 力学刺激実験において，細胞形状の透過光観察に加え，細胞に現れる EGFP，
DAR-4 M，Annexin V の蛍光画像を共焦点レーザー走査顕微鏡により取得した．
露光時間は 200-500 ms，撮影間隔は 1 s，観察時間は 3660 s（-60 s ≤ t ≤ 3600 s）
とした．取得した蛍光画像は，ImageJ により解析された．時刻 t の EGFP 蛍光
領域において，DAR-4 M の蛍光輝度を定量化した．この輝度を細胞サイズに依
存せず評価するため，接着面積 A(t)で平均し，さらに，異なる細胞同士で比較
するために初期値（at t = -60 s）で正規化した．細胞ごとに異なるそれぞれの初
期蛍光強度を等しくするため，全ての細胞の蛍光画像において，時刻 t = -60 s

の輝度合計値を 600 とすることにより，時刻 t の輝度合計値を正規化した． 

 SNP 供与実験により取得した透過光画像に対しては，ImageJ 上で細胞突起
と膜ブレブを除く細胞輪郭を手作業で抽出した．細胞輪郭の内側領域を接着面
積 A [µm2]とした．恣意的な輪郭線の決定を防ぐため，SNP 添加の有無・前後
の画像を処理する順番はランダムとした．その後，1 細胞あたりの平均接着面
積の大きさを計算した． 
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3.3 実験結果 

 
3.3.1 骨細胞の単離 

 
 DMP1-EGFP マウスの頭蓋冠から単離した細胞が骨細胞であることを確かめ
るため，細胞質内の EGFP 発現の有無と骨細胞特異的な細胞形状との関係を調
べた．F-アクチンの蛍光観察により，EGFP 蛍光の検出された細胞（図 3.3 左
上）において，細胞体からの細⻑い細胞突起の伸⻑が示された（図 3.3 左下）．
この観察結果は，骨細胞特有の細胞形状として報告された特徴 (Hasegawa et al., 

2018) と一致した．一方，EGFP 蛍光の検出されなかった細胞（図 3.3 右上）に
おいては，細⻑い細胞突起が観察されなかった（図 3.3 右下）．以上の観察結果
から，EGFP により蛍光標識された骨細胞の単離が確かめられた． 
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Fig. 3.3 Fluorescence images of bone cells derived from DMP1-EGFP mice calvariae. Left 

and right images indicate EGFP-positive (EGFP (+)) and -negative (EGFP (-)) cells, 

respectively. The upper and lower images show the intracellular fluorescence of EGFP and 

actin filaments, respectively. Scale bars 10 µm. 
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3.3.2 大きな力学刺激による骨細胞の収縮 

 
力の大きさが骨細胞アポトーシスの発生に与える影響を調べるため，500 pN，

または，1000 pN の力学刺激を 600 s 間，骨細胞に与えた．アポトーシスを検出
するために，細胞の接着面積の変化を経時観察（刺激: 0 ≤ t ≤ 600 s）すると，
500 pN の刺激を与えた細胞においては，接着面積の減少が観察されなかった
（図 3.4 A EGFP and DIC）．顕微鏡画像を定量解析すると，力学刺激の負荷前後
における細胞面積 A [µm2]の変化が有意に示されなかった（paired t-test; 図 3.4 

B）．一方，1000 pN の刺激を与えた骨細胞においては，接着面積が減少し続け
（図 3.4 E EGFP and DIC），刺激前に比べ有意に減少した（paired t-test，p < 0.05，
図 3.4 F）．以上により，大きな力学刺激による骨細胞収縮の誘導が示された． 

 
3.3.3 大きな力による骨細胞の NO 産生 

 
 力学刺激下の骨細胞の細胞質における NO の振る舞いを調べるため，細胞内
に予め導入した NO 指示薬 DAR-4 M の蛍光を経時観察した．500 pN の刺激を
与えた細胞においては，DAR-4 M 蛍光の輝度変化が観察されなかった（図 3.4 

A，DAR-4 M）．一方，1000 pN の力学刺激を与えたほとんどの細胞においては，
DAR-4 M 蛍光の輝度上昇が刺激中（0 ≤ t ≤ 600 s）と刺激後（600 ≤ t ≤ 1000 s）
に観察された（図 3.4 E，DAR-4 M）．正規化蛍光輝度（元の蛍光輝度を細胞面
積 A(t)と時刻 t = -60 s の蛍光輝度により除した値）の解析からは，500 pN の力
学刺激条件下において，緩やかな輝度上昇がいくつかの細胞で示された（図 3.4 

C）が，刺激負荷前後で有意な輝度上昇は示されなかった（paired t-test，図 3.4 

D）．一方，1000 pN の力学刺激条件下において，正規化蛍光輝度が刺激の負荷
中から急激な増加を示し（図 3.4 G），刺激負荷前後で有意に増加した（paired t-

test，図 3.4 H）．以上のことから，大きな力学刺激による骨細胞の NO 産生が示
された． 
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Fig. 3.4 (continued) 
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Fig. 3.4 Apoptosis and NO production in mechanically stimulated osteocytes. The 

magnetic tweezer applied mechanical stimuli of F = 500 pN (A-D) or 1000 pN (E-H) to 

osteocytes. (A)(E) Microscopic imaging of cell adhesion area and intracellular NO. 

Mechanical stimuli (0 ≤ time t (s) ≤ 600 s) were applied to the cells after a no-stimulation 

period (-60 s ≤ t < 0 s). EGFP (upper) and DIC (middle) images showing time-course 

changes in the cell area. DAR-4 M fluorescence images (lower) indicating the behavior of 

intracellular NO. Yellow lines are cell outlines. Scale bars 10 µm. (B)(F) Effects of force 

F on cell area A. Paired t-tests determined significant changes in cell adhesion area A 

(mm2) evaluated as temporally averaged values before (-60 s ≤ t < 0 s) and after (600 s < 

t ≤ 660 s) mechanical stimulation (*p < 0.05). (C)(G) Time-course changes in DAR-4 M-

normalized fluorescence intensity with enlarged views (0 ≤ t ≤ 700 s). Vertical left and 

right dashed lines indicate the start and end of mechanical stimulation, respectively. 

(D)(H) Effects of force F on normalized fluorescence intensity. Paired t-tests 

determined significant change in normalized fluorescence intensity evaluated as 

temporally averaged values before (-60 s ≤ t < 0 s) and after (600 s < t ≤ 660 s) 

mechanical stimulation (*p < 0.05). 
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3.3.4 骨細胞の NO 産生を介したアポトーシス 

 
 力学刺激下の骨細胞収縮における NO の役割を明らかにするため， L-NAME

による NOS 阻害のもとで，1000 pN の力学刺激を骨細胞に与えた．L-NAME
添加細胞においては，DAR-4 M の蛍光観察と輝度解析の結果，力学刺激による
NO 産生が示されなかった（図 3.5 A DAR4-M，図 3.5 C and D）．これらの細胞
に対し，接着面積の観察と定量評価を行うと，細胞収縮が示されなかった（図
3.5 A EGFP and DIC，図 3.5 B）．以上の結果から，大きな力学刺激下において，
NO 産生による骨細胞の収縮が示された． 
 NO による骨細胞収縮の誘導を直接検証するため，NO 供与剤 SNP を骨細胞
に添加した．SNP 添加後，細胞を 2 h 培養（SNP (+)）すると，SNP を添加せず
に 2 h 培養した（SNP (-)）場合に比べ，接着面積が有意に減少した（図 3.5 E 

DIC and F, Student’s t-test, p < 0.001）．また，SNP (+)条件下においては，SNP (-)

条件下に比べ，Annexin V 蛍光の検出された細胞の数が有意に増加した（図 3.5 

E Annexin V and G, Student’s t-test, p < 0.05）．これらの結果から，骨細胞の細胞
質内 NO によるアポトーシス誘導が示された． 

以上の NOS 阻害実験と NO 供給実験から，大きな力学刺激下の骨細胞アポ
トーシスは NO を介して生じることが示唆された． 
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Fig. 3.5 (continued) 
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Fig. 3.5 Effects of NO on apoptosis in mechanically stimulated osteocytes. (A) Effects of 

NOS inhibition on mechanically stimulated osteocytes. As a negative control, the magnetic 

tweezer applied 1000 pN force to L-NAME (NOS inhibitor)-treated osteocytes. EGFP 

(upper) and DIC (middle) images showing the time-course changes in the adhesion cell area. 

DAR-4 M fluorescence images (lower) indicating the behavior of intracellular NO. (B) 

Effects of force F on cell adhesion area. A paired t-test determined significant changes in 

cell adhesion area A (mm2) evaluated as temporally averaged values before (-60 s ≤ t < 0 s) 

and after (600 s ≤ t < 660 s) mechanical stimulation. (C) Time-course changes in DAR-4 M 

normalized fluorescence intensity with enlarged views (0 ≤ t ≤ 700 s). Vertical left and right 

dashed lines indicate the start and end of mechanical stimulation, respectively. (D) Effects 

of force F on normalized fluorescence intensity. A paired t-test determined significant 

changes in normalized fluorescence intensity evaluated as temporally averaged values 

before (-60 s ≤ t < 0 s) and after (600 s < t ≤ 660 s) mechanical stimulation. (E-G) Effects 

of NO donation on osteocyte apoptosis. As a positive control, Annexin V fluorescence was 

examined in osteocytes with or without 2 h of exposure to a NO donor (SNP). (E) 

Microscopic observation showing Annexin V fluorescence and cell shrinkage in SNP-

treated cells. (F, G) Student’s t-tests determined significant change in (F) cell adhesion area 

A (mm2) during 2 h treatment, and (G) the number of Annexin V-positive cells between SNP 

(-) and (+) cells (*p < 0.05, **p < 0.001). A single SNP experiment tested ten cells. For 

reproducibility, independent experiments were repeated five times. Yellow lines indicate 

cell outlines. Scale bars 10 µm. 
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3.4 考察 

 
3.4.1 力学的過負荷下の骨細胞アポトーシスによる骨吸収促進 

 
骨細胞の力学的過負荷に対するアポトーシス応答はこれまでにほとんど着

目されなかったが，基板変形下における単離骨細胞の細胞増殖関連分子 ERK

を介したアポトーシスが報告されている (Hoshi, et al., 2014)．しかし，この研
究においては，骨細胞アポトーシスへの焦点接着斑の寄与が明らかでなかった．
一方，本研究においては，焦点接着斑への大きな力学刺激により，骨細胞アポ
トーシスが引き起こされることが初めて明らかとなった． 

焦点接着斑への大きな力学刺激は，骨基質内部の細胞周囲の力学環境下にお
いても発生すると考えられる．骨小腔・骨細管内部の骨細胞においては，点在
する焦点接着斑に骨基質から力学刺激が加わると考えられる．実際，骨基質か
ら骨細胞への焦点接着斑を介した過度な力学刺激が，骨基質のマイクロクラッ
クと呼ばれる微小⻲裂の周囲において，骨基質ひずみの増大 (Barak, et al., 

2009) と骨細胞の細胞突起の断裂 (Dooley, et al., 2012) から示唆される．⻲裂
周囲においてはまた，アポトーシスした骨細胞と骨吸収の痕跡が多数観察され
ている (Verborgt, et al., 2000)．骨細胞アポトーシスと骨吸収との関係を調べた
研究によると，骨細胞のアポトーシス小体を破骨細胞前駆細胞の培養ディッシ
ュ内に添加すると，破骨細胞分化が誘導される．また，骨細胞のアポトーシス
小体を頭蓋冠の表面に与えると，その表面において破骨細胞が活性化する 
(Kogianni, et al., 2008)．以上に述べた一連の先行研究から，力学的過負荷のもと
での骨細胞アポトーシスによる骨吸収促進機構の存在が示唆される． 
 
3.4.2 骨細胞の NO を介したアポトーシス機構 

 
 焦点接着斑に加わる力学刺激は，NO 合成酵素 NOS (Knowles, et al., 1994)の
活 性 化 を誘 導 す ると 考 え られ る ． NOS に は ， nNOS (neural NOS)，eNOS 

(endothelial NOS)，iNOS (inducible NOS)の３種類の同位体が存在する(Marletta, 

1993)．これらのうち nNOS (Bredt, et al., 1990)と eNOS (Forstermann, et al., 1991) 
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は，細胞質内において Ca2+の存在下で活性化する．細胞質内の Ca2+濃度は，骨
細胞の焦点接着斑に力学刺激を与えると，インテグリン近傍のカルシウムチャ
ネル (Cabahug-zuckerman, et al., 2018) の開口の結果，上昇する (Adachi, et al., 

2009a, 2009b; Thi, et al., 2013) と考えられる．さらに，細胞質内の Ca2+濃度の上
昇は，流体流れ刺激下の骨細胞様細胞において，NO 濃度との上昇とともに観
察されている (Bakker, et al., 2009) ことから，力学刺激下の骨細胞は，nNOS と
eNOS により NO を産生すると考えられる．しかし，力学的過負荷という特殊
な条件下における Ca2+と NOS との関係は，未だ明らかでない． 
 NO 合成酵素の nNOS，eNOS とは異なり，iNOS は，Ca2+非依存的に NO 産
生を誘導する (Stuehr, et al., 1991)．iNOS による NO 産生誘導は，サイトカイ
ン等による生化学的刺激下のマクロファージ (Chiou, et al., 2000) および筋細
胞 (Balligand, et al., 1994) において観察されたが，力学的過負荷下の骨細胞に
おいては調べられていない．また，iNOS の発現量は通常（非刺激）時に少ない  

(Balligand, et al., 1994; Chiou, et al., 2000) ため，iNOS と急激な NO 産生の関係
は不明である．  
 以上に考察したように，力学的過負荷下の NO 産生を誘導する NOS の種類
は明らかではないが，NOS 活性化による NO 濃度の上昇は細胞死と密接に関わ
る．乳癌細胞においては，アポトーシス誘導因子 HIF-1α と p53 が，それぞれ
特定濃度の NO の存在下で活性化・安定化する (Thomas, et al., 2004)．また，内
皮細胞 (Shen, et al., 1998) とマクロファージ (Yoshioka, et al., 2003) において
は，NO 濃度に応じて，アポトーシスが促進または抑制される．骨系細胞に関
しても，骨芽細胞 (Mancini, et al., 2000) と破骨細胞 (Kanaoka, et al., 2000) にお
いては，高濃度の NO 供与下におけるアポトーシスが報告された．一方，骨細
胞においては，NO のアポトーシス抑制的な効果が報告された (Plotkin, et al., 

2018) が，この効果は，急激な NO 産生の発生しない，500 pN 以下の小さな力
学刺激下において生じると考えられる．以上のことから，力学的過負荷による
骨細胞の急激な NO 産生により，NO 濃度依存的なアポトーシス経路が活性化
されたと考えられる． 
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3.4.3 力学刺激実験の展望 

 

本研究では，1000 pN の力学刺激を負荷したほぼすべての骨細胞において，
アポトーシスマーカーである Annexin V の蛍光が刺激の負荷後 60 min 以内に
は観察されなかった．この結果は，アポトーシス応答において，Annexin V に
より検出される細胞膜の変性が，数時間の時間スケールで生じる (Demchenko, 

2013) ことによると考えられる．また，本研究の力学刺激実験において観察さ
れなかった膜ブレブは，悪性⿊色腫細胞 (Andrade et al., 2010) および神経細胞  
(Tanaka et al., 2015) において示されているように，アポトーシスにおいて細胞
収縮後に発生すると考えられる．したがって，今後，より⻑時間の観察時間を
設定することにより，細胞膜の変性やブレブ等を検出し，アポトーシス応答を
より厳密に示すことが可能となると考えられる．  
 
 
3.5 結言 

 

第 3 章では，骨細胞の焦点接着斑への力学刺激の大きさに対するアポトーシス応答
の特性を明らかにすることを目的とした．まず，磁気ピンセットを用い，単離骨細胞
の焦点接着斑に対し，大きさの異なる 2 つの力学刺激を加えた．その結果，大きな力
学刺激条件下において，初期的なアポトーシス応答である細胞収縮を骨細胞が示すこ
とを見出した．さらに，この細胞収縮には，細胞質内において産生される NO が介在
することを明らかにした．骨細胞の焦点接着斑への大きな力学刺激に対するアポトー
シス応答は，骨の損傷個所における吸収を促進するうえで重要であると考えられる． 
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第 4 章 結論 

 

 

4.1 本研究で得られた成果 

 
我々の骨は，絶えず力学環境にさらされる．この力学環境の変化のもとで，骨

が代謝活動を調節し，その構造を適応させる機構の理解は，バイオメカニクス分
野における⻑年の主要な課題の１つである．骨周囲の力学環境と骨の代謝活動
を結びつける骨芽細胞と骨細胞は，骨表面と骨基質内部においてそれぞれ力学
刺激にさらされる．このとき，骨芽細胞と骨細胞は，加えられた力学刺激を感知
し，さらに刺激に対して機能的に応答する． 

骨構造の適応機構の理解を目指し，骨芽細胞と骨細胞の力学刺激感知・応答の
機構を解明するため，これまで数多くの in vitro 力学刺激実験が行われてきた．
これらの実験においては，様々な力学刺激負荷ツールと測定・観察ツールを駆使
することにより，分子，分子複合体，細胞小器官等の力学刺激下における動的な
振る舞いが明らかにされてきた． 

これらの細胞構成要素のうち，焦点接着斑は，骨に特有の力学環境下において，
骨基質の変形等により生じる力学刺激の細胞への入力に介在する．そこで，本研
究では，骨芽細胞と骨細胞の焦点接着斑を標的とした in vitro 力学刺激実験を行
うことにより，焦点接着斑を介した力学刺激感知・応答特性を新たに見出した． 

第 2 章では，骨芽細胞の焦点接着斑の形成過程における力学刺激感知特性を
明らかにするため，感知特性と密接に関わる焦点接着斑の見かけの剛性の増加
を確かめ，さらに，この剛性増加が生じる時間スケールを明らかにした．剛性測
定のため，フィブロネクチンを化学修飾した AFM プローブを用い，骨芽細胞様
細胞の表面において，焦点接着斑の形成誘導，および，焦点接着斑の引張試験の
手法を確立した．さらに，引張試験により取得された力−伸び曲線における剛性
評価を行った．得られた曲線の解析により，骨芽細胞の焦点接着斑の形成過程に
おける引張力に対する剛性が，プローブとインテグリンとの接触時間に応じ秒
スケールで増加することを示した． 
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第 3 章では，骨細胞の焦点接着斑への力学刺激の大きさに対するアポトーシ
ス応答の特性を探るため，力学刺激の大きさとアポトーシス応答との関係を明
らかにした．磁気ピンセットを用い，フィブロネクチンを化学修飾した磁気ビー
ズを介し，単離骨細胞の焦点接着斑に力学刺激を与える実験系を構築した．ここ
で，2 種類の大きさの力学刺激を与えることにより，大きな刺激下において、初
期的なアポトーシス応答である細胞収縮が，NO を介し生じることを示した． 

これらの明らかにされた感知・応答特性は，力学環境下の骨の形成・吸収制御
の機構解明につながる重要な知見であると考えられる． 
 

4.2 本研究の意義 

 

本論文の第 2 章では，力学刺激下の焦点接着斑の形成過程における剛性増加
を明らかにした．先行研究においては，焦点接着斑を構成する接着分子の振る舞
いが明らかにされてきた．その一方で，これらの接着分子の振る舞いにより焦点
背着斑の剛性が増加するとき，その剛性増加に要する時間スケールは明らかで
なかった．そのため，本研究で得られた知見は，接着分子の振る舞いと焦点接着
斑の力学刺激感知要素としての振る舞いを関連づけ，さらに，焦点背着斑の動的
な力学挙動を理解する研究の礎となる．また，焦点接着斑の剛性増加の結果，細
胞骨格と分子チャネル等を介して骨形成促進シグナルがより活発になると考え
られるため，本研究で得られた知見は，力学環境下における骨形成制御機構に対
する理解の糸口を与える． 

また，本論文の第 3 章では，焦点接着斑への大きな力学刺激に対する骨細胞
のアポトーシス応答を明らかにした．これまで，複雑な微細構造を有する骨小
腔・骨細管の内部において，骨細胞の焦点接着斑周囲の力学環境は明らかでなか
った．そのため，焦点接着斑に定量的な力学刺激を負荷する本研究は，焦点接着
斑周囲の力学環境を推定するうえで重要な知見を提供する．また，力学的過負荷
は骨基質において発生すると想定されるため，本研究は，骨に特有の力学環境に
起因する焦点接着斑の振る舞いを理解するための一助となる．さらに，骨細胞の
アポトーシスによる骨吸収促進が示唆されていることから，本研究は，力学環境
下における骨吸収制御機構の一端を解明するものである． 
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4.3 展望 

 

力学刺激下の骨芽細胞と骨細胞において，焦点接着斑の振る舞いに対するさ
らなる理解のために，焦点接着斑の内部構造の詳細な解明に加え，力学刺激実
験における in vivo 力学環境の精確な模擬が必要となる．この模擬のために，焦
点接着斑の周囲において，骨基質の表面形状と力学特性，および，焦点接着斑
と結合する分子の構造と力学特性を調べることが重要となる．特に，骨細胞の
焦点接着斑の周囲において，骨小腔・骨細管内壁の形状，インテグリンと ECM・
プロテオグリカンとの結合構造，および，狭い細胞突起内部における焦点接着
斑とアクチンフィラメントの接続構造等を明らかにすることが望まれる．焦点
接着斑周囲のこれらの形状・構造を明らかにすることにより，ナノ・マイクロ
スケールの力学の知見に基づいた，焦点接着斑に加わる力学刺激の推定，また，
焦点接着斑周囲の力学刺激の模擬に適した実験ツールの開発が期待される． 

本研究で扱った焦点接着斑をはじめとして，細胞内の分子複合体においては，
異なる種類の構成分子が協調的に相互作用することにより，高度な機能が発現
する．この機能は，構成分子間の動的な結合関係により，環境に応じて柔軟に
調節され，また，構成分子の種類の違いにより，多様性に富むことから，生命
システムを理解するうえで，より一層重要性を増していくと考えられる．しか
し，これらの特徴に由来する複雑さから，分子複合体の機能は多くの不明な点
を有する．今後，これらの不明な点を明らかにすれば，分子，分子複合体，細
胞小器官の順序で機能が複雑化する階層構造の存在する細胞内において，分子
の単純な機能に対する理解と，細胞小器官の複雑な機能に対する理解を橋渡し
することが可能となるであろう．さらに機械工学分野においては，細胞内の分
子複合体の機能のうち，特に力学的な機能を詳細に調べることにより，細胞の
行う優れた力学刺激感知・増幅，エネルギー変換の仕組みが同分野へ応用され
ると期待される．これらの応用の延⻑線上において，例えば，これまで合成生
物学等の分野において進められてきた，人工細胞を作製する研究が，機械工学
的なアプローチで推進されると考えられる．一個の微小機械である細胞におい
て，分子複合体スケールのユニークな構成部品に着目することは，新たな生体
工学分野の開拓へとつながるであろう． 
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