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序論 

生物学において培養とは、動植物の胚や組織または微生物を人工的に 生育、

発育、増殖させることを示す (Nema, 2013)。各構造を個体から分離して培養す

ることで、組織や細胞の機能を観察できる。生体組織を培養器具中で培養する

ことを実証したのは、 1885 年 に Roux がニワトリ胚の神経板組織を数日間生か

したことに始まる (関口 , 2007)。このとき Roux は、組織を人工的に生存させた

だけで成長を確認したわけではなかった。生体組織の成長の確認は、1907 年に

Harrison が、カエル神経組織をリンパ液で固め、神経線維の成長を観察したの

が最初であり (Harrison, 1907)、 1910 年に Burrows と Carrel が、初めて哺乳

類組織を凝固血漿上での培養に成功した (Carrel, 1910)。細胞培養は、 1916 年

に Rous と Jones が、トリプシンで細胞懸濁液を作製し、培養したことから始

まった (Rous, 1916)。単離した接着性細胞を培養皿に撒くと、細胞は 二次元的

に培養皿表面に接着することを報告している。細胞の単離には、コラゲナーゼ、

ヒアルロニダーゼ、エラスターゼ、そしてトリプシン などのタンパク質分解酵

素および糖質分解酵素で組織を分解する必要がある。トリプシンはカルシウム

イオンやマグネシウムイオンに阻害されるため、キレート剤としてエチレンジ

アミン四酢酸 (EDTA)も併用される。またキレート剤は、細胞間接着を弱めるた

めにも用いられる。これは、細胞間接着分子であるカドヘリンが、カルシウム

依存性 (Takeichi, 1988)であることに起因する。  

細胞を合成高分子や天然高分子由来のゲルで包埋することで、 三次元構造体

を形成する事が可能である。天然高分子系の 三次元 培養担体として、アガロー

ス、 メチルセルロース、そしてコラーゲンなどが用いられる。線維芽細胞をコ

ラーゲンゲル内で包埋培養すると、細胞の自己組織化によるゲル収縮が誘導さ

れ、皮膚真皮様モデルになる (Bell, 1979)。この真皮様モデルに、表皮細胞を

播種した 真皮モデルも提唱されている (Bell, 1981)。細胞は生体組織中で三次

元的に分布してお り、周囲の環境の影響を受ける。たとえば、コラーゲンゲル

中で培養され る細胞は、コラーゲン ゲル上での培養に比べ増殖速度が遅い。こ

れは、細胞のコラーゲン接着量の違いが原因であると考えられている

(Nishiyama, 1989)。また、 Kiener らは、ラミニンやコラーゲンを用いて滑膜

細胞を三次元培養し、滑膜表層の構造に類似したモデルを作製している (Kiener, 

2010)。しかし、滑膜細胞や 真皮線維 芽細胞は、生体内では常に機械的負荷にさ

らされているため、これらの細胞の機能解析には、機械的負荷の影響を考慮す

る必要がある。  



2 

生体内の組織は、常に機械的外力負荷が加わっており、圧縮負荷 (Compressive 

Load)、引っ張り負荷 (Tensile Load)、そしてせん断負荷 (Shearing load)が存

在する (Silver, 2003)。これら外力に対応して、組織内部に圧縮応力

(Compressive Stress)、引っ張り応力 (Tensile Stress)、そしてせん断応力

(Shearing Stress)が生じる。組織への 機械的負荷は、細胞外マトリックスを通

じて 細胞にも 作 用 する。関節への機械的負荷は、関節組織中の生理メカニズム

に寄与することが報告されている (Gabay, 2008)。また、皮膚への機械的負荷は、

動脈血圧 (Kimura, 1995)、自律神経 (Holey, 2011)、そして創傷治 癒 (Timmenga, 

1991)に影響することが報告されている。  

細胞には機械的負荷への応答機能が存在する。機械的負荷への応答に関与す

るタンパク質として、インテグリンがある。インテグリンは、 細胞外の接着分

子と結合する細胞膜貫通型 受容体である。インテグリンは、α鎖とβ鎖の膜貫

通型サブユニットからなるヘテロ二量体であり、細胞内ではシグナル伝達分子

focal adhesion kinase(FAK)や talin、α -actinin のようなアクチン結合タン

パク質を介し、細胞骨格である アクチン繊維 と結合している (Pavalko, 1991)。

例えば、コラーゲンと結合するインテグリンは、コラーゲンの 2 本鎖中のモチ

ーフである GFOGER 配列 (O: HyP)を介して結合している。細胞がインテグリンを

介して細胞外マトリックスに結合することで FAK の自己リン酸化を起点として、

細胞増殖、生存維持、そして細胞骨格の再編成を伝達する。 これらの伝達経路

は、増殖因子受容体のシグナル経路と基本的に一致する (関口 , 2007)。実際、

線維芽 細胞を コラーゲン上で培養すると、プラスチック培養プレートよりも長

期間 培養可能である  (Gey, 1974)。また、 膜貫通型のヒアルロン酸結合タンパ

ク質 である CD44(Clusters of differentiation-44) に関する 研究が進んでい

る。CD44 は、アンキリンファミリー (Lokeshwar, 1994)または ERM(Ezrin、Moesin、

Radixin)ファミリーのようなアクチン結合タンパク質を介し、 アクチン繊維 と

結合している。CD44 は、細胞外のヒアルロン酸と結合し、細胞の機能を制御し

ていることが報告されている (Toole, 1997)。  

生体組織は、常に機械的負荷を受けている。 In vivo に近い細胞培養モデル

系を確立するためには、新たな細胞培養系を確立し、生体に近い機械的負荷を

加えることが重要である。機械的負荷と細胞機能の関係を検証するため、 単層

培養 系に機械的負荷を加える装置として伸展負荷装置 (FX-4000T™: Flexcell; 

ストレックス STB)(Banes, 1985)や流水圧負荷装置 (Krueger, 1971; Owan, 

1997)が考案されている 。これらの装置を用いて滑膜細胞に引っ張り負荷を加え
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た結果、ヒアルロン酸産生量が増加することが報告されている (Momberger, 

2005)。また、真皮線維 芽細胞に引っ張り負荷を加えることで細胞が伸び方向と

直交して配向することが報告されている (Buck, 1980)。平板培養への負荷に対

して、三次元構造体に機械的負荷を加える装置として圧縮負荷装置 (Cyclic 

Load Simulator: Technoview; FX-4000C™)が 市販されている。本装置を用いて

半月板組織に圧縮負荷を加えた結果、軟骨組織に存在するプロテオグリカンで

あるアグリカン、ビグリカン、デコリン、 そして Ⅰ型コラーゲンの遺伝子発現

量が減少し、マトリ ックスメタロプロテアーゼ -1(MMP-1)の遺伝子発現量が増加

した (Upton, 2003)。また、軟骨組織に Flexcell で圧縮負荷を加えた結果、プ

ロスタグランジン E2(PGE2)や シクロオキシゲナーゼ -2(COX-2)タンパク質が産

出され (Gosset, 2008; Fermor, 2002)、活性酸素の発生が促進することが報告

されている (Miki, 2010)。三次元培養細胞における機械的負荷は、組織分解系

の因子の活動が活性化するものと考えられる。しかし、三次元培養系への機械

的負荷に関する研究は緒に ついたばかりであり、未だ研究が十分とは言えない。

これまでの研究から未達と思われることを以下に列挙する。  

1．二次元培養と三次元培養のように培養条件を変えた場合の細胞の産生物の

違いが明確でない。  

2．三次元培養を行うに当たり、細胞を保持する担体の有効性が明確でない。 

3．三次元培養に機械的負荷を与えた研究において、遺伝子の発現量の変化を

測定しているが、生成物の変化に着目した研究が行われていない。  

4．機械的負荷の条件を検討している研究報告がない。  

これまでの研究を踏まえ、機械的負荷に対する実験系を確立する事を 目的と

し、生体において機械的負荷が常時影響する器官 である関節および 真皮由来 細

胞を用いた研究を計画した。そこで本研究では、生体組織様三次元培養 簡易モ

デルを構築し、圧縮負荷を加えながら培養することで、細胞や細胞外マトリッ

クス成分の変化について検討することとした。第 1 章では、関節由来の滑膜細

胞を用いて三次元培養系を 構築 し、圧縮負荷の影響を検討 し、第 2 章では、 真

皮由来 の線維芽細胞を用いて 三次元培養系を 構築し、圧縮負荷の影響を検討 し

た。 関節滑膜細胞および 真皮線維 芽細胞は比較的多くのヒアルロン酸を産生す

ることから、 細 胞 応答の指標として 細胞が産生するヒアルロン酸に着目 し、ま

た機械的負荷としては、定圧負荷 (静的負荷 )および繰り返し圧縮負荷 (サイクル
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負荷、動的負荷 )を比較することで、細胞機能 に及ぼす機械的負荷の影響を解析

した 。  
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第１章 関節由来の滑膜細胞における機械的負荷の影響 

はじめに  

関節は、軟骨、滑膜、そして関節液からなる。膝軟骨には、起立静止時で 0.7 

MPa、歩行時で 5～ 10 MPa、そして運動時で 18 MPa 以上の圧力がかかる。この

圧力が、機械的負荷として関節組織中の細胞に伝わり、関節内の生理メカニズ

ムに寄与することがわかっている (Gabay, 2008)。関節液に含まれる主要成分の

1 つとして、ヒアルロン酸がある (岡部平八郎 , 2001)。ヒアルロン酸は、関節

液の潤滑 、機械的な保護、そしてショック吸収などの流体力学的性質に不可欠

と考えられている (Momberger, 2005)。関節液中のヒアルロン酸は、主に滑膜 B

細胞が供給する (Itano, 2002)。変形性関節症患者の関節液は、健常患者の関節

液と比べて粘度が低下することが知られている。関節液の粘度低下の原因とし

て、関節液中のヒアルロン酸の濃度減少および低分子化が指摘 されている

(Takahashi, 2004)。健常者の関節液中ヒアルロン酸の平均分子量は約 7,000 k

であるが (Fraser, 1997)、変形性関節症患者のものは約 1,500 k と報告されて

いる (Takahashi, 2004)。低分子化したヒアルロン酸は多くのプロテオグリカン

を結合させることができず、軟骨や関節液中のプロテオグリカンの分解が促進

される (Rizkalla, 1992)。  

ウサギ膝関節由来滑膜細胞である HIG-82 に引っ張り負荷を加えると、ヒアル

ロン酸産生量が増加するという報告がある (Momberger, 2005)。しかし、滑膜細

胞に運動負荷を加えた際、細胞が産生するヒアルロン酸の分子量変化を解析し

た実験例はない。細胞への圧縮負荷の検討には、三次元構造体に細胞を包埋す

る必要がある。アガロースは、ゲル化に伴い弾力性をもち強固なゲルを形成す

る。また、コラーゲンは三次元培養基質として多用されており、接着系の細胞

を培養すると収縮し、生体を反映した 三次元構造体 を形成する。そこで、本章

では、滑膜細胞の三次元培養系を構築し、 二次元培養と比較し、ヒアルロン酸

代謝への圧縮負荷の影響を検討した 。第 1 節ではアガ ロースゲルによる、第 2

節ではコラーゲンゲルによる三次元構造体を作製して 、三次元構造体の違いに

よる影響について解析し た 。  
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第１節 アガロースゲル培養法の確立および繰り返し圧縮負荷の

影響 

はじめに  

アガロースは水溶性であり、低融点であることから、細胞のスフェロイドを

形成するための培養基質として用いられている (Bougault, 2008)。このゲルは、

材料特性が安定しておりサイズが調整しやすい。細胞への圧縮負荷の検討には、

圧縮負荷装置の力学強度 (数 十 kPa)にも耐性であり、 三次元構造体に細胞を包

埋する必要がある。そ こで、アガロースで三次元培養系を構築し、二次元培養

と比較し、ヒアルロン酸代謝への 繰り返し 圧縮負荷の影響を検討する。  

第１項   実験材 料 お よ び 方 法  

１ .1  実験材料  

 細胞は、滑膜細胞 (ウサギ膝関節由来滑膜細胞 HIG-82: 大日本住友製薬 )を使

用した。 培地 は 、牛胎児血清 (FBS: lot No.401739 made in CANADA , GIBCO)、

1% penicillin streptomycin neomycin antibiotic mixture (PSN: GIBCO)を含

有する F-12 培 地 (Ham’ s F-12 Nutrient Mixture: GIBCO )を使用した。  

１ .2  細胞培養法  

細胞は、 滑膜細胞 (ウサギ膝関節由来滑膜細胞 HIG-82)を使用した。 6 well

プレートに  1.0×10 6 cells/well になるように 、 4.0 ml の 10%FBS、 1%PSN 含有

F-12 培地で培養した。プレートを phosphate-buffered saline(PBS)で 2 回洗浄

後、 PSN1%含 有無血清 F-12 培 地 4.0 ml で 48 時間 培 養 し た。 培 養 は、 5％  CO 2、

37℃の条件で CO 2 インキュベーター (MCO-17AIC, 三洋電機 )内で行った 。  

１ .3  アガロースゲル培養法  

アガロースゲル培養は、Bougault の論文を参考にした (Bougault, 2009)。1.5

×10 6 cells/gel になるよう 10％ FBS、 1％ PSN 含有 F-12 培地を用いて細胞液を

作製し、 37℃で保温した。アガロース (ピーエイチジャパン )を、 2.5%濃度にな

るよう超純水で調製し 、 121℃に設定したオートクレーブで 溶解した。 PSN5%含

有 5 倍濃度培地を、 10 倍濃度 F-12 培地 (濃縮培養液 F-12: 新田ゼラチン )で調

製した。 5 倍濃度培地とアガロー ス溶液を、容量比 1: 4 で混合し、 41℃で保温

した。混合液を 12well プレートに 700 μ l/well 分注し、15 分間室温で 分注し
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ゲル化した。なお 分注には、先端を切断した 1,000 μ l ピペットチップを用い

た (Fig.  １ - 1)。その後、ゲルから直径 13 mm、高さ 3.0 mm の円形ゲル (1.0×10 6 

cells/gel)を切り取った。ゲルの切り取りには、 5.0 ml ピペット マンチップの

底面部を用いた。ゲルを 12well プレートに移し、 10%FBS、 1%PSN 含有 F-12 培

地 4.0 ml で 72 時間培養した。ゲルを PBS で 2 回洗浄後、1%PSN 含有 無血清 F-12

培地 4.0 ml で 48 時間培養した。 培養は、 5％ CO 2、 37℃の条件で CO 2 インキュ

ベーター (三洋電機 )内で行った。なお、細胞数の影響を検討するため、3.3×10 5、

5.0×10 5、または 1.0×10 6 cells/gel を培養開始時 に含むアガロースゲル を作

製し、同様の実験に供した。  

１ .4  凍結切片の観察 法  

アガロースゲル (1.0×10 6 cells/gel)の凍結切片 (ゲル中心部を水平方向に

30 μ m 厚切断し た )を作製し、へマトキシン・エオシン (HE)染色後 、顕微鏡で

観察した。ゲ ル を CRYO DISH(硝英製作所 )に入れ、 OCT コンパウンド (Optimal 

Cutting Temperature Compound: サクラファインテックジャパン )でゲルを完全

に浸した。ゲルを液体窒素で凍結し、ミクロトーム (CM3050S, Leica)を用いて

ゲル中心部か ら 7.0 μ m の厚さ の凍結切片を作製した。凍結切片を病理研究用

マイルドホルム 10 N(和光純薬工業 )で 5 分間固定した後、 流水で 5 分間洗浄し

た。凍結切片を、マイヤーヘマトキシリン染色液 (Merck)で 5 分間染色し流水で

3 分間洗浄した。エオシン Y 染色液 (Merck)で 5 分間染色し流水で軽く染色液を

落とした。その後、凍結切片を 70％エタノール、80％エタノール、90％エタノ

ール、100％エタノール、そしてキシレンの順に軽く浸し脱水した。脱水後の凍

結切片を、カナダバルサムとカバーガラスで密閉し、顕微鏡で観察した。  

１ .5  培養上清の精製 および培養ゲルからのグリコサミノグリカンの精製法  

各培養系で 48 時間培養後、培養上清とゲルを回収し 、滑膜細胞が産生するグ

リコサミノグリカン (GAG)を 精製した。アガロースゲル中の培地を回収するため、

各ゲルをホモジナイザー (PT-1035GT, Kinematica)で粉砕し、 20,000 rpm、 4℃

で 15 分間遠心分離し上澄みを回収した。 Cell Strainer(Falcon)を用いて、回

収液中のゲル残渣を除去した。回収液 を、凍結乾燥機 (FDU-830: 東京理化器械 )

で凍結乾燥した。凍結乾燥物に 3.0 ml の超純水を加え、 3.0 ml の 2 倍濃度  ア

クチナーゼ緩衝液 (100 mM Tris-HCL, 5.0 mM CaCl 2, pH7.8)を加えた。溶液を

沸騰水浴で 10 分間熱変性し、 10 mg のチモール (和光純薬工業 )と、凍結乾燥物

の 100 分の 1 量 (重量計算 )のアクチナーゼ E(科研製薬 )を加えた。 50℃の恒温

槽で 24 時間振とうしてタンパク質を分解した。 3.0 ml の 30％トリクロロ酢酸
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(TCA)を加え、 4℃ で 1 時間静置しタンパク質を沈殿した。 9,000 rpm、 0℃で 15

分間遠 心分離し、上清を蒸留水で透析処理した。透析処理物を凍結乾燥し、50 μ

l の超純水に懸濁したものを GAG サンプルとした。なお、アクチナーゼ E はタ

ンパク質沈澱時に取り除かれること、また仮にアクチナー ゼが作用しても GAG

の測定 には影響が無いことから、失活処理は省略した。 GAG サンプル中のヒア

ルロン酸の定量および分子量を解析した。  

１ .6  ヒアルロン酸の定量法  

GAG サンプル 中の ヒアルロン酸を、セルロース・アセテート 膜電気泳動で定

量した。セルロース・アセテート 膜電気泳動は Hata らの方法に準じて行った

(Hata, 1973)。 2.0 μ l の GAG サンプルをセルロース・アセテート 膜 (MEMBRANE 

FILTER SELECA®-Ⅴ : ADVANTEC)に添加した。泳動用緩衝液は、 0.1 M ピリジン

-0.47 M ギ酸緩衝液 (pH3.0)を 用 いた。スタンダードとして、ヒアルロン酸 (生

化学工業 )を 0.5、 0.25、 0.0125、そして 0.00625 mg/ml に調製したもの を用い

た 。膜幅 1.0 cm あたり 1.0 mA の 定電流で 1 時間の電気泳動 を行った 。泳動後、

セルロース・アセテート 膜を染色液 (0.5%アルシアンブルー、 25％エタノール、

10％酢酸 )に数分間浸して染色し、10％酢酸溶液で脱色した。膜上のヒアルロン

酸のスポットを、画像解析ソフト (Scion Image: Scion; ImageJ: NIH)でデンシ

トメトリー分析し、ヒアルロン酸を定量した。  

１ .7  ヒアルロン酸の分子量の解析 法  

GAG サンプル 中の ヒアルロン酸の分子量を 、アガロースゲル電気泳動で 解析

した。 1.0％アガロースゲルを、アガロース (GIBCO)と 0.1 M ピリジン -0.2M ギ

酸緩衝液 (pH 3.5)で作製した。アガロースと超純水を混合し、150℃ に設定した

MAG-MIXER(Yamato)を用いて溶液を沸騰しない程度に加熱し、アガロースを溶解

した。アガロース溶液 30 ml を トレー (縦 100 mm、横 115 mm、深さ 10 mm)に流

し込み、室温で 30 分間 静 置 し て ア ガ ロー ス ゲ ルを 作 製 した 。 GAG サ ンプ ル を、

10 μ l の超純水に溶解し、 1.0 μ l の 6×Loading Buffer(タカラバイオ )と混

合し、全量添加した。泳動用緩衝液は、0.1 M ピリジン -0.2 M ギ酸緩衝液 (pH 3.5)

を用い た。分子量マーカー は、 1,500、 1,000、 700、 500 そして 50 k のヒアル

ロン酸 (210 k ヒアルロン酸 : 協和発酵バイオ ; その他のヒアルロン酸 : キユー

ピー )を用いた。 200 mA、 50 V の 定 電 流で 約 5 時間  電気 泳動 を 行 った 。 な お、

高温 でゲルが溶解するのを防ぐため、4℃の冷蔵室内で電気泳動を行った。泳動

後の ゲルを、 染 色 液 (5.6 mg Stains-All、 5.0 ml ジオ キ サン 、 90 ml 超 純 水、
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0.1 ml 1.0 M 酢酸、 5.0 ml 0.01 M アスコルビン酸 )に浸した。染色後のゲルを、

超純水で脱色し 、 ゲル上のバンド からヒアルロン酸の分子量分布を解析した。  

 

１ .8  機械的 圧縮負荷 方 法  

FX-4000C™(Flexcell)を用いて、 アガロースゲル (1.0×10 6 cells/gel)へ圧縮

負荷 を加えた 。 こ の装置は、ソフトウェア (FX-4000 v5.0, Windows)、コントロ

ーラー (FlexLink®, 空気ポンプに接続 )、ベースプレート (BioPress® 

baseplate)、 そ し て 6well 圧縮 負荷プレート (BioPress T M Plate: Flexcell, 直

径 13 mm)から な る (Fig.  １ - 2)。圧縮負荷プレートの well の底には 、シリコン

圧盤がある。ベースプレートに 4 枚の圧縮負荷プレートを設置 し、圧盤下部の

空気量をコントロールして三次元構造体に圧力を 加える。ベースプレート全体

が CO 2 インキュベーターに入るため、長時間の負荷実験が 可能である。圧縮負

荷プレートの蓋 (Stationary plate)は中心が空洞の外蓋と、空洞に挿入される

内蓋で構成され て いる (Fig.  １ -3)。内蓋は回転ねじになっており、外蓋に容易

に挿入できる。内蓋の下側に三次元構造体を設置する ため、ねじの回転数によ

って圧力強度が変化する。すべてのゲ ルを同一の力で負荷を加えるため、内蓋

を時計周りに 3.0 回転して固定した。 アガロース ゲルを先端平型ピンセットで

掴み、圧縮負荷プレートの各 well に入れた。各 well に、2.0 ml の  1%PSN を含

む無血清 F-12 培地 を滴 下 し た 。蓋をしたのち、内蓋を時計回 りに 1.0 回転しゲ

ルを固定した。 圧 縮負荷プレートの圧盤を指で押し、ゲルが均一の力で固定さ

れているか目視で確認した。4 つの圧縮負荷プレートをベースプレートに乗せ、

CO 2 イ ン キ ュベ ー タ ー (5％  CO 2、 37℃ )内に 移 動 した (Fi g .  １ - 4)。 負 荷 波形 は 、

繰り返し圧縮負荷 (Shape: SIN 1/2, Freq: 1.0 Hz)とした。波形の最大強度は

40 kPa として 、0、30、または 180 分間の圧縮負荷操作後、24 または 48 時間培

養した。 負荷最大強度は、ソフトウェア上の負荷強度 (単位 ibs)と ゲルの圧面

積を計算式 (PMPa=(5.65×Forcelbs)/(D mm 2))にあてはめ て設定した 。圧縮負荷

後、 6gel 分の培養上清とゲルを回収し、培養上清 から GAG を精製した。 GAG サ

ンプル中のヒアルロン酸の定量お よび分子量を解析した。  

１ .9  統計処理  

MS-Excel 用統計ソフト Statcel2 を用いて、 Tukey’ s-test で検定した。  
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第２項   結果  

２ .1  三次元培養中の細胞の 解 析  

アガロースゲル中心部 の凍結切片を作製し、 顕微鏡で観察した (Fig.  １ - 5)。

滑膜細胞 はアガロース 線 維 に包 埋されており、均一に分布 していた 。  

２ .2  圧縮負荷前の ヒアルロン酸の解析  

ヒアルロン酸量の 測定に必要な細胞数の目安をつけるために、 アガロースゲ

ルにおいて、48 時間培 養後の上清中 のヒアルロン酸 量を定量した (Table  １ -1)。

培養開始時の 細胞数を 増 やすに従って、培養上清中の ヒアルロン酸量が増加し

た。このデータをもとに、1.0×10 6 cells の細胞を用いて以下の実験を行った。

培養開始時の細胞数を 1.0×10 6 cells として 単層培養 および アガロースゲル培

養系で 48 時間培養後の 、各培養皿あるいはアガロースゲルあたりの 上清中ヒア

ルロン酸量 (平均値±標準偏差 , n=4)を定量した 結果を Table  １ - 2 に示した。

アガロースゲル培養は 、 単層培養 と比べ ヒアルロン酸量が有意に増加した

(p<0.01, p<0.05 Tukey’ s-test)。培養上清中 のヒアルロン酸 の分子量を解析

した (Fig.  １ -6)。単層培養時の分子量ピークは 50 k であった。アガロースゲ

ル培養時の分子量ピークは 500 k だった。  

２ .3  圧縮負荷後のヒアルロン酸の解 析  

1.0×10 6 cells を培養開始時に含むアガロースゲル系で、圧縮負荷後の 培養上

清およびアガロースゲル中の ヒアルロン酸量 (平均値±標準偏差 , n=3)を定量

した (Table  １ -3)。負荷時間が 増加するに従い、ヒアルロン酸量は増加した。

圧縮負荷後の培養時間を 増やし ても、ヒアルロン酸量は 統計的な有意差はなか

った。  

２ .4  ヒアルロン酸の分子量の解析  

1.0×10 6 cells を培養開始時に含むアガロースゲル系で、 0、 30、または 180

分間の圧縮負荷操作後に 24 および 48 時間培養し、培養上清およびゲル中のヒ

アルロン酸の 分子量を解析した。 24 時間培養では、 0、 30、そして 180 分負荷

時の分子量ピークは、210、500、そして 700 k であった (Fig.  １ - 7)。48 時間培

養では、0 分 、30 分、そして 180 分負荷時の分子量ピークは、50、500、そして

210 k であっ た (Fig .  １ - 8)。  
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(a)  (b) (c) 

Fig. １ -1 アガロースゲルの作製  

( a )ア ガ ロ ー ス ゲ ル の w e l l へ の 分 注 に は 、 先 端 を 切 断 し た 1 , 0 0 0  μ l ピ ペ ッ ト チ ッ プ を 用 い

た 。 ( b )ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 切 り 取 り に は 、 5 . 0  m l ピ ペ ッ ト マ ン チ ッ プ の 底 面 部 を 用 い た 。 ( c )

切 り 取 っ た ア ガ ロ ー ス ゲ ル は 、 ピ ペ ッ ト マ ン チ ッ プ に 空 気 を 押 し 込 む と 、 容 易 に 取 り 出 す こ

と が 可 能 で あ っ た 。  

 

 

(a) (b) (c) 

Fig. １ -2 圧縮負荷装置  

( a )圧 縮 負 荷 制 御 ソ フ ト ウ ェ ア ( F X - 4 0 0 0  v 5 . 0 )、コ ン ト ロ ー ラ ー ( F l e x L i n k ® )  ( b )ベ ー ス プ レ ー

ト ( B i o P r e s s ®  b a s e p l a t e )に 4 枚 の 圧 縮 負 荷 プ レ ー ト を 設 置 し 、圧 盤 下 部 の 空 気 量 を コ ン ト ロ

ー ル し て 三 次 元 構 造 体 に 圧 力 を 加 え る 。( c )圧 縮 負 荷 プ レ ー ト ( B i o P r e s s ®  c o m p r e s s i o n  p l a t e ,  

6  w e l l )の w e l l の 底 に は シ リ コ ン 圧 盤 が あ り 、 空 気 圧 を 利 用 し て 三 次 元 構 造 体 に 圧 縮 負 荷 を

加 え る 。  
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(a) (b) (c) 

Fig. １ -3 圧縮負荷プレートの蓋  

( a )圧 縮 負 荷 プ レ ー ト の 蓋 は 、中 心 が 空 洞 の 外 蓋 と 、空 洞 に 挿 入 さ れ る 内 蓋 で 構 成 さ れ て い る 。

( b )内 蓋 の 外 観 ( c )外 蓋 と 内 蓋 の 組 み 合 わ せ 内 蓋 は 回 転 ね じ に な っ て お り 、 外 蓋 に 容 易 に 挿 入

で き る 。 内 蓋 の 下 側 に 三 次 元 構 造 体 を 設 置 す る た め 、 ね じ の 回 転 数 に よ っ て 負 荷 強 度 が 変 化

す る 。  

 

 

(a) (b) (c) 

Fig. １ -4 圧縮負荷装置の使用方法  

( a )ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 先 端 平 型 ピ ン セ ッ ト で 掴 み 、 圧 縮 負 荷 プ レ ー ト の 各 w e l l に 静 置 し た 。

( b )内 蓋 の 確 認  圧 縮 負 荷 プ レ ー ト の 圧 盤 を 指 で 押 し 、 ゲ ル が 均 一 の 力 で 固 定 さ れ て い る か 目

視 で 確 認 し た 。( c )ベ ー ス プ レ ー ト 全 体 が C O 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 入 る た め 、長 時 間 の 負 荷 実

験 が 可 能 で あ る 。  
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Fig. １ -5 三次元培養中の細胞  

ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 凍 結 切 片 (ゲ ル 中 心 部 を 水 平 方 向 に 7 . 0  μ m の 厚 さ で 切 断 し た )を 作 製 し 、

H E 染 色 後 、 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 滑 膜 細 胞 は ア ガ ロ ー ス 線 維 に 包 埋 さ れ て お り 、 均 一 に 分 布

し て い た 。 ス ケ ー ル バ ー は 1 0  μ m を 示 す 。  
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 (a) (b) 

Fig. １ -6 培養上清中のヒアルロン酸 の分子量  

4 8 時 間 培 養 後 の 培 養 上 清 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 の 分 子 量 を 解 析 し た 。 ( a )単 層 培 養 時 ( b )ア ガ ロ ー

ス ゲ ル 培 養  単 層 培 養 時 ( a )の 分 子 量 ピ ー ク は 5 0  k、ア ガ ロ ー ス ゲ ル 培 養 ( b )の 分 子 量 ピ ー ク は

5 0 0  k だ っ た 。  
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 (a) (b) (c) 

Fig. １ -7 培 養 上 清お よ び ア ガ ロース ゲル 中の ヒアルロ ン酸の分子量 (24 時間

培養 ) 

0、3 0、ま た は 1 8 0 分 の 繰 り 返 し 圧 縮 負 荷 操 作 後 に 2 4 時 間 培 養 し 、培 養 上 清 お よ び ア ガ ロ ー

ス ゲ ル 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 の 分 子 量 を 解 析 し た 。( a )無 負 荷 ( 0 分 )  ( b ) 3 0 分 負 荷  ( c ) 1 8 0 分 負 荷  無

負 荷 ( 0 分 )  ( a )の 分 子 量 ピ ー ク は 、 2 1 0  k だ っ た 。 3 0 分 負 荷 ( b )の 分 子 量 ピ ー ク は 、 5 0 0  k だ っ

た 。 1 8 0 分 負 荷 ( c )の 分 子 量 ピ ー ク は 、 7 0 0  k だ っ た 。   
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 (a) (b) (c) 

Fig. １ -8 培 養 上 清お よ び ア ガ ロース ゲル 中の ヒアルロ ン酸の分子量 (48 時間

培養 ) 

0、 3 0、 ま た は 1 8 0 分 の 繰 り 返 し 圧 縮 負 荷 操 作 後 に 4 8 時 間 培 養 し 、 培 養 上 清 お よ び ア ガ ロ ー ス

ゲ ル 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 の 分 子 量 を 解 析 し た 。 ( a )無 負 荷 ( 0 分 )の 分 子 量 ピ ー ク は 、 5 0  k だ っ た 。

( b ) 3 0 分 負 荷 の 分 子 量 ピ ー ク は 、5 0 0  k だ っ た 。( c ) 1 8 0 分 負 荷 の 分 子 量 ピ ー ク は 、2 1 0  k だ っ た 。  
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Table １ -1 培 養 上 清 お よび アガロー スゲル中のヒアル ロン酸量  

培養開始時の細胞数  ヒアルロン酸量  

3.3×10 5 cells/gel 2.7 μ g/gel 

5.0×10 5 cells/gel 3.0 μ g/gel 

1.0×10 6 cells/gel 3.2 μ g/gel 

ア ガ ロ ー ス ゲ ル に お い て 、4 8 時 間 培 養 後 の 培 養 上 清 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量 を 定 量 し た 。培 養 開

始 時 の 細 胞 数 を 増 や す に 従 っ て 、 培 養 上 清 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量 が 増 加 し た 。  

 

Table １ -2 三次元培養系にお けるヒ アルロン酸量  

培養系  

培養 開始時の細胞数  

(1.0×10 6 cells)あたりのヒアルロン酸量  

単層培養  0.5±0.5 μ g 

アガロースゲル培養  4.5±1.5 μ g 

各 培 養 系 で 4 8 時 間 培 養 後 、 単 層 培 養 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 培 養 系 の 上 清 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量 (平

均 値 ±標 準 偏 差 ,  n = 4 )を 定 量 し た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 培 養 は 、 単 層 培 養 と 比 べ ヒ ア ル ロ ン 酸 量

が 有 意 に 増 加 し た ( p < 0 . 0 5  T u ke y ' s - t e s t )。  
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Table １ -3 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 培 養系で の繰り返し圧縮負 荷によるヒアルロ ン酸

量への影響  

 圧縮負荷後の培養時間  

 24 時間  48 時間  

無負荷 (0 分 ) 1.9±0.5 μ g/gel 2.0±0.7 μ g/gel 

30 分 負 荷  2.3±1.0 μ g/gel 2.6±0.8 μ g/gel 

180 分負荷  3.9±0.8 μ g/gel 3.1±1.0 μ g/gel 

1 . 0×1 0 6  c e l l s を 培 養 開 始 時 に 含 む ア ガ ロ ー ス ゲ ル 系 で 、 圧 縮 負 荷 後 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量 (平 均

値 ±標 準 偏 差 ,  n = 3 )を 定 量 し た 。 負 荷 時 間 が 増 加 す る に 従 い 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 量 は 増 加 し た 。

圧 縮 負 荷 後 の 培 養 時 間 を 増 や し て も 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 量 は 統 計 的 な 有 意 差 は な か っ た 。
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第３項   考察  

滑膜細胞のアガロースゲル 中での培養において、滑膜細胞は アガロース 線維

に包埋されて い た (Fig.  １ - 5)。培養上清に対する細胞数の影響を検討した結果、

細胞の播種 数に依存して上清中のヒアルロン酸量が増加して いた (Table  １ -1)。

培養上清中の ヒアルロン酸 量は、滑膜細胞 数 に依存する可能性が示された。こ

のため、各培養系 で細胞播種数を 1.0×10 6 cells として、48 時間培養後の上清

中の ヒアルロン酸 量を計算した。  

培養上清 中のヒアルロン酸産生量は 、単層培養で 0.5±0.5 μ g であったのに

対し 、アガロース培養で 4.5±1.5 μ g であった (Table  １ -2)。培養上清中のヒ

アルロン 酸の分子 量は 、 単層培養 と比べ、アガロースゲル培養で 高 分子量側に

シフト した。 三次元培養によって滑膜細胞のヒアルロン酸代謝 が変化すること

が確認できた。 三次元培養 を行った 細胞は、 単層培養 と比べてタンパク質の代

謝能力が 変化 す る 報告 が ある (Gruber, 2000)。椎間板由来細胞をアガロースゲ

ルで培養した結果、単 層 培 養と比べて細胞周囲および細胞間で細胞外マトリッ

クスが増え、細胞の生存率が高ま ることを報告している 。また、軟骨細胞をア

ガロースゲルで培養することで 、細胞周囲に細胞外マトリックスが形成され て

おり (Benya, 1982)、コラーゲンゲル中で培養 すると、プロテオグリカン量が向

上することが報告されている (Kimura, 1984)。これらの報告は、三次元ゲル培

養により 細胞の ヒアルロン酸産生量が高まり、ヒアルロン酸が 高分子化 した本

実験 の結果を支持する ものである 。一方、 滑膜細胞 をコラーゲンゲル 中で培養

すると 、コラーゲンゲルを足場として細胞増殖能が活性化 する報告がある (Fox, 

2006)。アガロースゲル培養により細胞数が増加した可能性もあるが、ヒアルロ

ン酸の代謝変化も起きていると考えられる 。 なお、 2.5 または 3.0%濃度アガロ

ース溶液でゲルを作製した結果、分注前にアガ ロースがゲル化 してしまい、実

験を行えなかった 。 2.0%濃 度アガロース溶液 でゲルを作製した結果、問題なく

ゲルを 作製でき た 。 1.5%濃度アガロース溶液 でゲルを作製すると、 ゲル化は不

十分 であり、圧縮負荷に耐えられるアガロースゲルとして、 2.0%濃度を選択し

た。  

培養単位あたりの ヒアルロン酸の定量結果より、 圧縮負荷時間を増やすと培

養上清中のヒアルロン酸量が増えることがわかった (Table  １ - 3)。 圧縮負荷後

の培養時間は 24 時間でも 48 時 間でも上清中のヒアルロン酸量 は同程度 であり、

培養 あたりのヒアルロン酸産生量が一定に保たれている可能性を示唆するもの
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であ った。ヒアルロン酸の分子量解析の結果より、 圧縮負荷時間を増やすと培

養上清中のヒアルロン酸は 高分子化 することがわかった (Fig.  １ - 7; Fig.  

１ -8)。圧縮負荷 後 の培養時間は 、24 時間でも 48 時間でもヒアルロン酸量 に変

化のないもの であった。 よって、以降の上清中ヒアルロン酸の検討には、 圧縮

負荷後の培養は 24 時間 で 良いと考えた。  

関節の細胞に圧縮負荷を加えた研究例はいくつかあ る。滑膜由来培養組織 に 1

時間の 繰り返し圧縮負荷 を行うことで、PGE2 産生が亢進し、MMP-1 お よび MMP-3

のタンパク質の 発現量 、 MMP-2 の酵素活性が 上昇することが報告されている

(Akamine, 2012)。軟骨細胞をアガロースゲル中で 培養して圧縮負荷を加えた結

果、細胞の代謝が高まり (Bougault, 2009)、 GAG とコラーゲンの合成量、そ し

てプロテアーゼ活性が変化した (Sharma, 2007)。これらの報告は、圧縮負荷に

より ヒアルロン酸 が高分子化し た本実験 の結果を支持するものである。  

本節では、関節の維持に必要不可欠なヒアルロン酸に着目し、 滑膜細胞を用

いた 新たな関節 モデルを構築した。圧縮負荷により滑膜細胞の産生するヒアル

ロン酸 が高分子化することを見出した 。関節液中の ヒアルロン酸 の高分子化は、

関節 液の粘性の向上に繋がる。たとえば、低分子ヒアルロン酸 (平均分子量 200)

は、マクロファージの MMPs の産生を促進し、軟骨変性を引き起こす ことが報告

されている (Horton, 1999)。高分子量 のヒアルロン酸は、変形性膝関節症モデ

ル動物では軟骨保護作用があり (Takahashi, 2001)、ヒアルロン酸の関節腔内注

射により、変形性関節症 患者の痛みを軽減する (Peyron, 1974)。平均分子量が

比較的 高いヒアルロン酸は、粘弾性に勝る (Garg, 2004)。滑膜細胞に対する機

械的負荷 は、 より高分子 のヒアルロン酸の産生を促進し、 関節内の潤滑性に関

与している可能性が明らかとなった 。
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第２節 コラーゲンゲル培養法の確立および繰り返し圧縮負荷の

影響 

はじめに  

細胞への圧縮負荷の検討には、三次元構造体に細胞を包埋する必要がある。

コラーゲンは 、 生体内の滑膜細胞を囲んでいる ことから、機械的負荷実験系の

三次元構造体に適していると考えた。そこで、コラーゲンで三次元培養系を構

築し、二次元培養と比較し、ヒアルロン酸代謝への圧縮負荷の影響 について 検

討を行う。  

第１項   実験材 料 お よ び 方 法  

１ .1  実験材料  

滑膜細胞は、ウサギ膝関節由来滑膜細胞 HIG-82(大日本住友製薬 )を使用した。

FBS、 PSN、 F-12 培地は、 GIBCO 製を用いた。細胞培養用皿は、低接着表面処理

済みの 6-well Lipidure®-Coat Multi-Dish A-6MD(日油 )を使用した。 10 倍濃度

の F-12 培地は新田ゼラチン製のものを 用いた。コラーゲン溶液は、0.5%ウシ真

皮由来酸 可溶 性Ⅰ型コラーゲン溶液 (IAC-50: 高研 )のものを用いた。  

１ .2  細胞培養 法  

滑膜細胞 を 、2.0×10 5 cells/plate になるように 10 cm プレートへ播種し、10％  

FBS、 1％ PSN を含 む 10 ml の F-12 培 地で 72 時 間 培 養し た 。 培 養 は、 5％  CO 2、

37℃の条件にて CO 2 インキュベーター (MCO-17AIC, 三洋電機 )内で行った。単層

培養 は、10 ml の PSN を 1%含 有 した無血清 F-12 培地を用いて 48 時間培養し た。  

１ .3  コラーゲンゲル培養法  

1.0×10 6 cells/gel になるようにコラーゲンゲルを作製した 。10 倍濃度 の F-12

培地 に 30% FBS お よ び 3% PSN を混合することで 3 倍濃度の F-12 培地を作製し、

F-12 培地 (10％ FBS および 1％ PSN 含有 )に懸濁した滑膜細胞および 0.5%酸性コ

ラーゲン溶液を混合し、滑膜細胞数が 1.0×10 6 cells/gel の 0.1%コラーゲン溶

液になるように調製し た 。細胞を懸濁した コラーゲン 溶液を 6 well プレートに

5.0 ml/well ずつ分注し 、直ちに CO 2 インキュベーター (5％  CO 2、 37℃ )に静置

することでコラーゲンをゲル化した 。 5％  CO 2 濃度、 37℃の培養条件にて CO 2

インキュベーター 内で 72 時 間 培養することで、収縮コラーゲンゲル を調製した。
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0、 3、 6、 9、 12、 21、 24、 27、 33、 36、 48、 60、そして  72 時間培養後にゲル

の直径を測定した 。また、培養 48 時間後に 10%FBS および 1%PSN 含有 F-12 培地

に培地交換し た 。また、作製した収縮コラーゲンゲル 48 時間培養 した後、収縮

コラーゲンゲル の凍結切片を作製し、HE 染色後、顕微鏡でゲル中の細胞の状態

を観察した。  

１ .4  機械的 圧縮負荷方法  

圧縮負荷装置は、 CO 2 インキュベーター内の FX-4000C™(Flexcell)を用いた。

10％ FBS および 1％ PSN 含 有 F-12 培地を各 well に 2.0 ml 添加した。負荷波形

は、繰り返し圧縮負荷 (Shape: SIN 1/2, Freq: 1.0 Hz)、または定圧負荷 (Shape: 

Static)とし た 。 0、 1.5、 3.0、 6.0、そして 12 時間の圧縮負荷 操作後、圧縮培

養開始から 48 時間の培養を行った。培養上清を回収し、 GAG を精製した。 GAG

サンプル中のヒアルロン酸の定量および分子量を解析した。 また、 6 gel 分の

培養上清を回収し、GAG を精 製 した。GAG の精製方法、ヒアルロン酸の定量 、お

よび 分子量測定法は、 第 1 章第 1 節と同様に行った 。  

細胞生存率を細胞数から測定した。収縮コラーゲンゲルを、 5.0 mg/ml ディ

スパーゼ Ⅱ (三光純薬 )と 5.0 mg/ml Collagenase L(新田ゼラチン )を含む 1.0 ml 

PBS に入れ、インキュベート (37℃、20 分間 ) することで コラーゲンゲルを溶解

した 。溶解液を、1,800 rpm、25℃で 5 分間遠心分離し、上清を除去した。沈殿

物である細胞を PBS に懸濁し、 0.4％  Trypan blue stain(インビトロジェン )

を用い て死細胞を染色した。生細胞と死細胞 数を計測し、生細胞数を総細胞数

で割ることで細胞生存率を測定した。  

圧縮負荷 直後に 収縮コラーゲンゲルを回収し、 1.0 ml のフェノール溶液

(TRIzol Reagent: Invitrogen)を加えた。溶解液を 10 分間ボルテックスで 混合

し、ゲルと細胞を溶解した。 細胞溶解液から total RNA を抽出し、遺伝子発現

量を解析した。 使用した forward プライマーと reverse プライマーは、

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH): 5'- 

GCACCGTCAAGGCTGAGAAC -3', and 5'- TGGTGAAGACGCCAGTGGA -3; hyaluronic acid 

synthetic enzyme-2 (HAS-2): 5'- AGTCATGTACACAGCCTTCAGAGCA -3', and 5'- 

CACCTCCAACCATGGGATCTTC -3'; HAS-3: 5'-AAGTGCCTCACAGAGACCCC -3', and 

5'-AAGATCATCTCTGCATTGCC -3'とした。GAPDH の 遺伝子発現量を内部標準とし て、

相対遺伝子発現量 を解析し た。 GAPDH は変動が少ない遺伝子であることを確認

している。  PCR は 、 Thermal Cycler Dice Real Time System (TP800: タカラ

バイオ )を用いて行った。  
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１ .5  統計処理  

MS-Excel 用 統 計 ソ フト Statcel2 を用 いて 、 Student’ s t-te st で 検 定 し た 。 
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第２項   結果  

２ .1  二次元培養と三次元培養の比較  

コラーゲンゲル 中心部 の凍結切片を作製し、 HE 染色した後、細胞を観察した

(Fig.  １ - 9)。コラーゲンゲル中の細胞 (Fig.  １ - 9b,c)は、単層培養の細胞 (Fig.  

１ -9a)と比べて丸みを帯びていた。また、単層培養では細胞同士が密集してい

たのに対し、コ ラーゲンゲル中では細胞はコラーゲン 線維に包まれており、均

一に分散していた。  

２ .2  三次元培養  

収縮コラーゲンゲルの直径 を測定した (Fig.  １ - 10 ;  Fig .  １ - 11)。0、3、6、9、

12、 21、 24、 27、 33、 36、 48、 60、そして  72 時間培養後にゲルの直径を測定

した。 1.0×10 6  cells/gel のコラーゲンゲルは 、培養開始から 6 時間 後にゲル

収縮し始めた 。 ま た、 5.0×10 5 cells/gel では、培養開始から 9 時間 後、 2.5

×10 5 cells/gel で は培 養 開 始か ら 12 時間後でゲル収縮が始まった 。 72 時間後

のコラーゲンゲルの直 径 (平均値±標準偏差 , n=6)は 1.0×10 6 、 5.0×10 5、お

よび 2.5×10 5 cells/gel で 11.0±0.0、 17.4±0.2、および 24.3±0.3 mm であ

った 。  

48 時間培養後 の 培養上清中 のヒアル ロン 酸 の 分子 量 を 測定 し た ( F i g .  １ - 1 2 )。

コラーゲンゲ ル 培 養は 、単層培養 と比べて 、培養上清中に 比較的低分子 (1,000 k

以下 )のヒアルロン酸が多かった 。  

２ .3  圧縮負荷  

コラーゲンゲル培養における 細胞生存率 (平均値±標準偏差 , n=3)は、無負荷

で 88.3±2.4%であったのに対し、定圧負荷 を加えた ゲルは 79.3±1.4%であった

(Table  １ - 4)。定圧負荷 を加えた ゲルは、圧縮なしのゲルと比べ、有意に生存

率が低下して い た (p<0.05, Student’ s t-test)。  

培養上清中の ヒアルロン 酸 量 は 、 1.5、 3.0、 6.0 時 間 の 繰り 返 し 圧縮 負 荷 で、

無負荷 (0 時間 負 荷 )と比べて、培養上清中のヒアルロン酸量が増加し ていた

(Fig.  １ - 13)。 1.5、 3.0、 6.0、 12 時間の定圧負荷で は、無負荷 (0 時間負荷 )

と比べて、培養上清中のヒアルロン酸量が増加し ていた (Fig.  １ - 14)。培養上

清中のヒアルロン酸の分子量をアガロースゲル電気泳動で解析した結 果を Fig.  

１ -15 および Fig.  １ -16 に 示 し た。無負荷 (0 時間 )では、ヒアルロン酸の分子
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量を 700 k 以下であったが、 1.5、 3.0、 6.0、および 12 時間の繰り返し圧縮負

荷では、 50 k 以下のヒアルロン酸が減少した。特に、 6.0、 12 時間圧縮負荷で

700 k 以上のヒアルロン酸が増加した。一方、 1.5、 3.0、および 6.0 時間の定

圧負 荷は、無 負 荷 (0 時 間 )と比べて、 ヒアルロン酸 の分子量分布に変化は見ら

れなかった。  

圧縮負荷操作後の細胞の 遺伝子発現量を 解析 した (Fig. 1-17)。0、1.5、3.0、

6.0、そして  12 時間の圧縮負荷操作後の遺伝子発現量 (平均値±標準 偏差 , 

n=2-5)を測定した 。 HAS-2 mRNA の発現量は、 1.5、 3.0、 6.0、および 12 時間の

繰り返し圧縮負荷において、無負荷と比べて、有意な上昇が認められ、特に 6.0

時間の繰り返し圧縮負荷で上昇が顕著であった (繰り返し圧縮負荷 : p<0.01, 

定圧負荷 : p<0.05 Student's t-test)。また、12 時間の定圧負荷において、HAS-2 

遺伝子発現量の有意な減少が認められた (p<0.05, Student's t-test)。 HAS-3 

mRNA の発現量は、 1.5、 6.0 および 12 時間の繰り返し圧縮負荷において、無負

荷と比べて、有意な上昇が認められ、特に 1.5、 12 時間の繰り返し圧縮負荷で

上昇が顕著であった (p<0.01, p<0.05 Student’ s t-test)。  
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(a)  (b) (c) 

Fig. １ -9 コラーゲンゲル中の細胞の 分布  

( a )単 層 培 養 に お け る 滑 膜 細 胞 を 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 ( b )コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培 養 時 、 ゲ ル 中 心 部

の 凍 結 切 片 を 作 製 し 、染 色 し た 。 ( c )コ ラ ー ゲ ン ゲ ル を 圧 縮 負 荷 後 、ゲ ル 中 心 部 の 凍 結 切 片 を

作 製 し 、 染 色 し た 。 ス ケ ー ル バ ー は 1 0  μ m を 示 す 。 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中 の 細 胞 ( b , c )は 、 単 層

培 養 の 細 胞 ( a )と 比 べ て 丸 み を 帯 び て い た 。ま た 、単 層 培 養 で は 細 胞 同 士 が 密 集 し て い た の に

対 し 、 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中 で は 細 胞 は コ ラ ー ゲ ン 線 維 に 包 ま れ て お り 、 均 一 に 分 散 し て い た 。 
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Fig. １ -10 収縮コラーゲンゲルの 直 径  

滑 膜 細 胞 を 2 . 5×1 0 5、5 . 0×1 0 5、お よ び 1 . 0×1 0 6  c e l l s / g e l を 培 養 開 始 時 に 含 む コ ラ ー ゲ ン ゲ

ル を 調 製 し 、 低 接 着 表 面 処 理 プ レ ー ト で 培 養 し 、 直 径 変 化 (平 均 値 ±標 準 偏 差 ,  n = 6 )を 測 定 し

た 。 1 . 0×1 0 6  c e l l s / g e l の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル は 、培 養 開 始 か ら 6 時 間 後 に ゲ ル 収 縮 し 始 め た 。ま

た 、 5 . 0×1 0 5  c e l l s / g e l で は 、 培 養 開 始 か ら 9 時 間 後 、 2 . 5×1 0 5  c e l l s / g e l で は 培 養 開 始 か ら

1 2 時 間 後 で ゲ ル 収 縮 が 始 ま っ た 。7 2 時 間 後 の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル の 直 径 (平 均 値 ±標 準 偏 差 ,  n = 6 )

は 1 . 0×1 0 6  、 5 . 0×1 0 5、 お よ び 2 . 5×1 0 5  c e l l s / g e l で 1 1 . 0±0 . 0、 1 7 . 4±0 . 2、 お よ び 2 4 . 3±

0 . 3  m m で あ っ た 。  
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2.5×10 5  
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5.0×10 5  

cells/gel 

1.0×10 6  

cells/gel 

 3 h 24 h 48 h 72 h 

Fig. １ -11 収縮コラーゲンゲルの外 観  

滑 膜 細 胞 を 2 . 5×1 0 5、5 . 0×1 0 5、お よ び 1 . 0×1 0 6  c e l l s / g e l を 培 養 開 始 時 に 含 む コ ラ ー ゲ ン ゲ

ル を 調 製 し 、 低 接 着 表 面 処 理 プ レ ー ト で 培 養 し 、 外 観 を 観 察 し た 。  
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 (a) (b) 

Fig. １ -12 上清中の ヒアルロン酸の 分子量  

4 8 時 間 培 養 後 の 培 養 上 清 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 の 分 子 量 を 解 析 し た 。 ( a )単 層 培 養 ( b )コ ラ ー ゲ ン

ゲ ル 培 養  コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培 養 ( b )は 、 単 層 培 養 ( a )と 比 べ て 、 培 養 上 清 中 に 比 較 的 低 分 子

( 1 , 0 0 0  k 以 下 )の ヒ ア ル ロ ン 酸 が 多 か っ た 。  
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Fig. １ -13 繰 り 返 し 圧 縮 負 荷 後 の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量  

繰 り 返 し 圧 縮 負 荷 後 、4 8 時 間 培 養 し た コ ラ ー ゲ ン ゲ ル の 培 養 上 清 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量 を 測 定

し た 。 1 g e l あ た り の 培 地 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量 お よ び 泳 動 結 果 を 示 す 。  1 . 5、 3 . 0、 6 . 0 時 間 の

繰 り 返 し 圧 縮 負 荷 で は 、 無 負 荷 ( 0 時 間 負 荷 )と 比 べ て 、 培 養 上 清 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量 が 増 加

し て い た 。  
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Fig. １ -14 定 圧 負 荷 後 の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量  

定 圧 負 荷 後 、 4 8 時 間 培 養 し た コ ラ ー ゲ ン ゲ ル の 培 養 上 清 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量 を 測 定 し た 。

1 g e l あ た り の 培 地 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量 お よ び 泳 動 結 果 を 示 す 。 1 . 5、 3 . 0、 6 . 0、 1 2 時 間 の 定

圧 負 荷 で は 、 無 負 荷 ( 0 時 間 負 荷 )と 比 べ て 、 培 養 上 清 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量 が 増 加 し て い た 。  
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 (a) (b) (c) (d) (e) 

 

Fig. １ -15 繰り返し圧縮負荷操作後 の培養上清中のヒ アルロン酸の分子 量  

繰 り 返 し 圧 縮 負 荷 操 作 後 の 培 養 上 清 中 ヒ ア ル ロ ン 酸 の 分 子 量 を 解 析 し た 。圧 縮 培 養 開 始 か ら

4 8 時 間 培 養 を 行 っ た 。( a )  0 時 間 負 荷  ( b ) 1 . 5 時 間 負 荷  ( c ) 3 . 0 時 間 負 荷  ( d )  6 . 0 時 間 負 荷  ( e ) 1 2

時 間  無 負 荷 ( 0 時 間 ) ( a )で は 、ヒ ア ル ロ ン 酸 の 分 子 量 を 7 0 0  k 以 下 で あ っ た が 、1 . 5 ( b )、3 . 0 ( c )、

6 . 0 ( d )、 お よ び 1 2 時 間 ( e )の 繰 り 返 し 圧 縮 負 荷 で は 、 5 0  k 以 下 の ヒ ア ル ロ ン 酸 が 減 少 し た 。

特 に 、 6 . 0、 1 2 時 間 圧 縮 負 荷 で 7 0 0  k 以 上 の ヒ ア ル ロ ン 酸 が 増 加 し た 。  
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 (a) (b) (c) (d) (e) 

Fig. １ -16 定圧負荷操作後の培養上 清中のヒアルロン 酸の分子量  

定 圧 負 荷 操 作 後 の 培 養 上 清 中 ヒ ア ル ロ ン 酸 の 分 子 量 を 解 析 し た 。 圧 縮 培 養 開 始 か ら 4 8 時 間

培 養 を 行 っ た 。 ( a )  0 時 間 負 荷  ( b ) 1 . 5 時 間 負 荷  ( c ) 3 . 0 時 間 負 荷  ( d )  6 . 0 時 間 負 荷  ( e ) 1 2 時 間

1 . 5、 3 . 0、お よ び 6 . 0 時 間 の 定 圧 負 荷 は 、無 負 荷 ( 0 時 間 )と 比 べ て 、ヒ ア ル ロ ン 酸 の 分 子 量 分

布 に 変 化 は 見 ら れ な か っ た 。
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Fig. １ -17 圧 縮 負荷操作後の遺伝子 発現量解析  

0、1 . 5、3 . 0、6 . 0、そ し て  1 2 時 間 の 圧 縮 負 荷 操 作 後 の 遺 伝 子 発 現 量 (平 均 値 ±標 準 偏 差 ,  n = 2 - 5 )

を 測 定 し た 。 ( a ) HA S - 2  m R N A の 発 現 量 は 、 1 . 5、 3 . 0、 6 . 0、 お よ び 1 2 時 間 の 繰 り 返 し 圧 縮

負 荷 に お い て 、 無 負 荷 と 比 べ て 、 有 意 な 上 昇 が 認 め ら れ 、 特 に 6 . 0 時 間 の 繰 り 返 し 圧 縮 負 荷

で 上 昇 が 顕 著 で あ っ た ( * :  p < 0 . 0 1 ,  * * :  p < 0 . 0 5  S t u d e n t ' s  t - t e s t )。 ま た 、 1 2 時 間 の 定 圧 負 荷 に

お い て 、 H A S - 2  遺 伝 子 発 現 量 の 有 意 な 減 少 が 認 め ら れ た ( * :  p＜ 0 . 0 5 ,  S t u d e n t ' s  t - t e s t )。

( b ) H A S - 3  m R N A の 発 現 量 は 、 1 . 5、6 . 0 お よ び 1 2 時 間 の 繰 り 返 し 圧 縮 負 荷 に お い て 、無 負 荷

と 比 べ て 、 有 意 な 上 昇 が 認 め ら れ 、 特 に 1 . 5、 1 2 時 間 の 繰 り 返 し 圧 縮 負 荷 で 上 昇 が 顕 著 で あ

っ た ( p < 0 . 0 1 ,  * * :  p < 0 . 0 5  S t u d e n t ’ s  t - t e s t )。  
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Table  １ -4 細胞生存率  

無負荷  88.3±2.4% 

定圧負荷  79.3±1.4%  

コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培 養 に お け る 無 負 荷 お よ び 定 圧 負 荷 に お け る 細 胞 生 存 率 (平 均 値 ±標 準 偏 差 ,  

n = 3 )を 測 定 し た 。 定 圧 負 荷 を 加 え た ゲ ル は 、 圧 縮 な し の ゲ ル と 比 べ 、 有 意 に 生 存 率 が 低 下 し

て い た ( p < 0 . 0 5 ,  S t u d e n t ' s  t - t e s t )  

 

 



36 

 

第３項   考察  

コラーゲンゲル培養では、単層培養と比べて細胞は丸みを帯びていた (Fig.  

１ -9)。生体組織中でも 滑膜細胞は丸みを帯びている (Iwanaga, 2000)ことから、

コラーゲンを用いた三次元培養系における細胞は 単層培養と比べ、 生体内によ

り近い状態にある と考えられる 。生細胞の測定の結果、コラーゲンゲル培養で

は約 10％が死細胞 となった (Table  １ -4)。この細胞死は、細胞包埋操作による

影響と考えら れ る 。ヒアルロン酸の産生量は、コラーゲン ゲル培養では単層培

養と比較して 低 分 子ヒアルロン酸が多かった (Fig.  １ - 12)。細胞がインテグリ

ンを介して細胞外マトリックスに結合することで、 FAK の自己リン酸化を起点

として、細胞増殖、生存維持、そして細胞骨格の再編成を伝達す る (関口 , 2007)。

細胞が 三次元的に培養されることで、接着できる細胞外マトリックス量が増え、

代謝能力が高まるが、産生されるヒアルロン酸は 減少し、分子量は 低分子なも

のが多いという結果であ っ た。これは、コラーゲンゲル中の培地を回収しなか

ったことが原因と考えられた。すなわち、高分子量ヒアルロン酸は、細胞から

産生されても周囲のゲルに絡まり、コラーゲンゲル外には放出されにくかった

と考えられる。 収縮コラーゲンゲルの分解は難しかったため、今回は培養上清

中のヒアルロン酸のみを解析した。滑膜細胞をコラーゲンゲルに包埋した 結果、

時間経過とともにゲルが収縮した (Fig.  １ -10; Fig.  １ - 11)。細胞数を増やす

と収縮がより顕著になったことから、滑膜細胞が コラーゲンゲルを収縮させる

と確認できた。  

コラーゲンゲルに 定圧 負荷を加えると、約 20％が死細胞となった (Table  

１ -4)。イヌ軟骨組織に お け る細胞生存率は 、 2.0 MPa 負荷で約 100％、 4.0 MPa

負荷で約 80％ という報告がある (Kuroki, 2005)。定圧負荷は、細胞死 につなが

ると考えられる。HAS-2 は平均分子量 300-2000 k の高分子ヒアルロン酸を合成

し、 HAS-3 は平均分子量 200-300 k の低分子ヒアルロン酸を合成する報告

(Spicer, 1998)がある。このため、圧縮負荷における HAS-2 および HAS-3 の遺

伝子発現量の変化を解析した (Fig. 1-17)。 HAS-2 および HAS-3 の遺 伝子発現量

は、 無負荷と比べて、 繰り返し圧縮負荷および 定圧負荷において有意 な上昇が

認められた。 繰り返し圧縮負荷は、定圧負荷と比べ、 HAS-2 および HAS-3 の遺

伝子発現量の上昇率が大きかった。 6 時間までの繰り返し圧縮負荷および定圧

負荷は、無負荷と比べ、培養上清中のヒアルロン酸量が多かった (Fig.  １ -13; 

Fig.  １ - 14)。これは、圧縮負荷による HAS 遺伝子発現量の増加によるものと考
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えられる。一方、 ヒアルロン酸の分子量 分布 は、繰り返し 圧縮負荷 では高分子

側に シ フ ト し 、 定 圧負 荷 で は変 化 が みら れ な かっ た ( F i g .  １ - 15 ;  F i g .  １ - 16)。

軟骨細胞 への繰り返し圧縮負荷では産生する GAG 量が増加し、定圧負荷では GAG

量が減少した報告がある (Sharma, 2007)。 Gabay の報告によれば、繰り返し圧

縮負荷は抗炎症へと進み、定圧負荷は 炎症発生を誘導すると考えられる (Gabay, 

2008)。本実験の結果はこれらの報告 と類似 するため、繰り返し圧縮負荷のみが

抗炎症に作用するかもしれない 。  

本節では、滑膜細胞の生体内における環境 に着目し、 コラーゲンゲル包埋に

よる新たな関節モデルを構築した。滑膜細胞に対する繰り返し圧縮負荷は、定

圧負荷と比べ、 よ り高 分 子 のヒアルロン酸の産生を促進 し、関節内の潤滑性に

関与している可能性が 明らかとなった。  
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第２章 真皮由来の線維芽細胞における機械的負荷の影響 

はじめに  

皮膚は表面から順番に表皮、真皮、そして皮下組織の 3 層に分かれている。

表皮は、角質層、顆粒層、有棘層、そして基底層からなる。表皮を下から支え

る真皮は、水分を多く含む結合組織の層である。真皮は、線維芽細胞、マクロ

ファージ、肥満細胞、そして形質細胞といった細胞成分が、コラーゲン、エラ

スチン、そしてプロテオグリカンといった細胞外マトリックス成分で埋められ

ている。 表皮と真皮を分けているのが 表皮基底膜であり、表皮側および真皮側

からの双方向の選択的な刺激が常に行われている。皮膚組織への マッサージを

はじめとした機械的負荷は、動脈血圧 (Kimura, 1995)、自律神経系 (Holey, 2011)、

そして創傷治癒 (Timmenga, 1991)などに影響することが報告されている。これ

らの報告は、美容および医療マッサージにより 皮膚組織へ機械的負荷を加える

ことの生理的意義を示唆しており、血流 改善 や皮下脂肪抑制への効果だけで な

く、真皮における皮膚状態の改善にも効果を示す可能性が示唆されている 。  

真皮線維芽細胞では、ヒアルロン酸合成酵素として HAS-2 が主に働いている

(Sugiyama, 1998)。真皮におけ るヒアルロン酸は プロテオグリカンと結合し 、

エラスチン線 維 や コラーゲン線 維の隙間を埋める ように組織全体に広がってい

る。ヒアルロン酸は、 真 皮 の保水機能を担っていると考えられている が、線維

芽細胞に圧縮負荷を加えた際のヒアルロン酸 代謝に与える影響を解析した研究

は行われていない 。そこで、本研究では、機械的負荷に対する 真皮 線維芽細胞

が産生するヒアルロン酸量および 分子量に着目し、以下のように研究を行った。 

細胞への圧縮負荷の検討には、三次元構造体に細胞を包埋する必要がある た

め、 三次元構造体として、 収縮コラーゲンゲルおよびコラーゲンスキャッフォ

ルードによる三次元構造体を用いた。 この 2 つの系を用い て、繰り返し圧縮負

荷が真皮線維芽細胞のヒアルロン酸産生に及ぼす影響を検討した。  
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第１節 コラーゲンゲル培養法の確立および繰り返し圧縮負荷の

影響 

はじめに  

細胞への圧縮負荷の検討には、三次元構造体に細胞を包埋する必要がある。

コラーゲンは、生体内の線維芽細胞を囲んでいることから、機械的負荷実験系

の三次元構造体に適していると考えた。そこで、コラーゲンで三次元培養系を

構築し、ヒアルロン酸代謝への圧縮負荷の影響について検討を行う。  

第１項   実験材 料 お よ び 方 法  

１ .1  実験材料  

細胞は、正常ヒト皮膚組織由来線維芽細胞 (NB1RGB cells: 理研 )を使用した。

コラーゲン溶液は、0.5%ウシ真皮由来酸可溶性Ⅰ型コラーゲン溶液 (IAC-50: 高

研 )を用いた。 培養には、 DMEM 液体培地 (6046D: SIGMA)を用いた 。ウシ胎児血

清 (FBS: Sigma-Aldrich, Lot no. 772900)、 3 倍濃度培地 (D5523-10L 粉末培地 : 

SIGMA, 1.5 g/50 ml)、 PSN、安定型ビタミン C(AA2G: L-アスコルビン酸 2-グル

コシド , 252.9 mg/ml)、 炭酸水素ナトリウム溶液 (2.2 g/50 ml)、細 胞培養用プ

レートとして、未処理 12well プレート (Nunc)、細胞培養表面処理 12well プレ

ート (Nunclon™ Δ  Surface plate: Nunc)、低接着表面処理 12well プレート

(12-well Lipidure®-Coat Multi-Dish A-12MD: 日油 )、または 低接着表面処理

6well プレート (6-well Lipidure®-Coat Multi-Dish A-6MD: 日油 )を用いた。

収縮コラーゲンゲルの染色に bovine serum albumin (BSA A2934-25G: 

Sigma-Aldrich)、 phalloidin (Alexa Fluor 488: Molecular Probes)、 4', 

6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride(DAPI : Invitrogen)を用いた。 

１ .2  細胞培養液調 製 法  

Nishiyama らの手法を参考に、 線維芽細胞 2.5×10 5～ 1.0×10 6 cells/gel を

懸濁 した中性コラーゲン溶液を作製し、 コラーゲン ゲル培養に用いた

(Nishiyama, 1988; Amano, 2001)。以下に、 6gel 分の中性コラーゲン溶液の作

製方法を示す。 線維芽 細 胞 含有 中 性 コラ ー ゲ ン溶 液 の 調製 方 法 は、 pH 調 製液 、

細胞溶液、そして酸性コラーゲン溶液を 混合し作製した。 pH 調製液は、 3.5 ml 

FBS、 4.4 ml 3 倍濃度培地そして、 1.5 ml 炭酸水素ナトリウム溶液の混合溶液
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とした。細胞溶液は、細胞を含む  無血清 1% PSN 含有 13 mlDMEM 培地 と 3.0 mg

の安定型ビタミン C の混合液 とした。酸性コラーゲン溶液は、 11.6 ml ウシ真

皮由来酸 可溶 性 Ⅰ 型コラーゲン溶液 を用いた 。pH 調製液と酸性コラーゲン溶液

を混合した後、細胞溶液を混合し、コラーゲン 終濃度 0.1%の線維芽細胞含有 コ

ラーゲン 溶液 を調製した。なお、 線維芽細胞含有 コラーゲン溶液は、冷やしな

がら 6gel 分ずつ作製した。これは、一度に大量に 作製すると、混合過程でゲル

化しやすいためである。 2.0 ml の線維芽細胞含有 コラーゲン溶液を、 未処理

12well プレート、細胞培養表面処理 12well プレート、 および 低接着表面処理

12well プレートの各 well に 分 注した。未処理プレートは、浮遊細胞や血球系

細胞の培養に一般に用いるプレートである。 細胞培養表面処理プレートは、コ

ロナ放電処理 を施すことでプレート 表面に水酸基及びカルボキシル基が付加し

たプレートである。細胞の接着および増殖が良好なため、一般に接着性細胞の

培養に用いられる。低接着表面処理プレートは、 2-Methacryroyloxyethyl- 

Phosphoryl-Choline(MPC)がコートしてあるプレートである。このプレートは、

細胞接着を抑制するため、細胞スフェロイドや胚葉体の作製に用いられる。 各

プレートを 48 時間 培養 し、収縮コラーゲンゲルを調製した。インキュベート時

に、画像撮影装 置  (ChemiDoc™: Bio-Rad)でコラーゲンゲルを上部から撮影し、

解析ソフトウェア (Quantity One®, Bio-Rad)でコラーゲンゲル面積を自動測定

した。 培養は、 5％ CO 2、 37℃の条件で CO 2 インキュベーター (Heracell®150i: 

Thermo Scientific)内で行った。  

１ .3  コラーゲンゲル培養法  

2.5×10 5  ～ 1.0×10 6  cells/gel の  線維芽細胞含有コラーゲン溶液を、低接着

表面処理 6well プレートの各 well に分注した 。プレートを 72 時間 培養し、収

縮コラーゲンゲルを調製した。 なお、 0、 3、 6、 9、 12、 21、 24、 27、 33、 36、

48、60、そして  72 時間培養後にゲルの直径を測定した。培養は、5％ CO 2、37℃

の条件で CO 2 インキュベーター内で行った。  

１ .4  蛍光染色 法  

収縮コラーゲンゲル (1.0×10 6 cells/gel の中性コラーゲン溶液を低接着表面

処理プレートで 48 時間培養 したもの )を、Vernon らの手法を参考に、細胞の ア

クチン繊維と細胞核を 染 色 し観 察した (Vernon, 2002)。培養後、コラーゲンゲ

ルを PBS で洗浄し、 1% ホルムアルデヒドで固定した。 コラーゲンゲル を PBS

に 15 分間 2 回浸した。-20℃のアセトンに 20 分間浸し、透過処理を行った。1% 

BSA-PBS 溶液で 30 分間ブロッキング処理を行った。2.0 units/ml の phalloidin
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で 1 時間染色し、 PBS で 30 分間洗浄した。 7.2 μ M の DAPI で 15 分間染色し、

PBS で 15 分間 2 回洗浄した。蛍光顕微鏡 (Biozero: キーエンス )で、染色後の

コラーゲンゲルを上部から観察した。全ての染色工程は、室温で行った。  

１ .5  圧縮負荷 方法  

収縮コラーゲンゲル (1.0×10 6 cells/gel の線維芽細胞含有コラーゲン溶液を

低接着表面処理プレートで 72 時間培養したもの )に、FX-4000C™(Flexcell)で繰

り返し 圧縮負荷 (Shape: SIN 1/2, Freq: 1.0 Hz ; 40 kPa, 6 時間 )を加えた。

圧縮負荷は、 5％ CO 2、 37℃の条件で CO 2 インキュベーター (三洋電機 )内で行っ

た。 42 時間の培養後、 4 gel 分の培養上清を回収し GAG を精製した。 GAG サン

プル中のヒアルロン酸の定量および分子量を解析した。GAG の精製方法は、第 1

章第 1 節と同様に行った 。 GAG の精製 方法、 ヒアルロン酸の定量 、および 分子

量測定法は、 第 1 章第 1 節と同様に行った 。  

１ .6  マイクロアレイ  

Agilent Expression Array(SurePrintG3 Human GE 8x60K , タカラバイオ )を

用いて、圧縮負荷前後の 遺 伝 子発現量 (約 40,000 遺伝子 )の変化を解析した。圧

縮負荷なしをコントロールとして 、圧縮負荷ありにおける発現量が "増加した遺

伝子 "を分類した。 "増加した遺伝子 "は、遺伝子発現変化量が Log2Ratio で 1

以上の 遺伝子 と し た。  

１ .7  統計処理  

MS-Excel 用統計ソフト Statcel2 を用いて、 Tukey's-test で検定した。  
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第２項   結果  

２ .1  培養プレートの検討  

収縮コラーゲンゲルを作製するに当たり最適なプレートを選択するために、

通常の未処理プレート、表面処理プレート、そして低接着表面処理プレートに

ついて検討を行った。各 12well プレートにおける、コラーゲンゲルの面積 を示

した (F ig .  ２ -1 )。 コラーゲンゲルは 、包埋から 6 時間後にコラーゲンゲルが収

縮し始めた。 0、 6、 24、そして 48 時間培養後のコラーゲン ゲルの面積 (平均値

±標準偏差 , n=4)を図示した。低接着表面処理プレートで作製した コラーゲン

ゲルは、未処理プレートと細胞培養表面処理プレートで作製した コラーゲン ゲ

ルと比べ、面 積 が 小さ か っ た。 なお、低接着表面処 理プレート以外でのコラー

ゲンゲルは正円状ではないことから、結果 は面積で示した。48 時間 培養の低接

着表面処理プレートのコラーゲンゲルでは円柱状であり、上部からみ ても正円

に近かった (F ig .  ２ -2a)。 未処理プレートと細胞培養表面処理プレート で作製

した コラーゲン ゲルは歪んでおり、内側に円状の線が 認められた。 コラーゲン

ゲル上部の高さは 、低接着表面処理プレートでは均一であり、細胞培養表面処

理プレートでは カルデラ状であった (Fig .  ２ - 2b)。  

２ .2  コラーゲンゲル の 培養条件の検討  

圧縮 負荷に用いる プレート (BioPress™ Plate)の各 well の直径は 13 mm であ

ることから、 これよりも小さい収 縮コラーゲンゲルを 調製す る必要がある。 コ

ラーゲン ゲル の 直 径における培養 時間および細胞濃度 について 検討した。 12、

24、 36、 48、 60、 そして 72 時 間培養後のコラーゲン ゲルの直径 (平均値±標準

偏差 , n=6)をに示した。培養開始時にコラーゲンゲル内に播種していた細胞数

に依存して、収縮コラーゲンゲルの直径は減少していた。なお、 低接着表面処

理プレートのコラーゲンゲルは正円状 であること (Fig.  ２ -4)から、結果は直径

で示した。  

２ .3  蛍光染色 による細胞の観察  

1.0×10 6 cells/gel の線維芽細胞を 含有する コラーゲンゲル を蛍光染色した

蛍光顕微鏡画像を Fig. ２ -5 に 示した。アクチン繊維 は、コラーゲンゲル中に

均一に分散していることが確認できた (Fig. ２ -5a)。また細胞の核染色により、

線維芽細胞が コラーゲンゲル中に均一に分散して いることが確認できた (Fig. 

２ -5b)。  
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２ .4  培養上清の検討  

圧縮負荷操作後に 42 時間培養し、培養上清中のヒアルロン酸を解析した。 セ

ルロース・アセテート膜電気泳動の結果、上清中のヒアルロン酸量は、 圧縮負

荷時で 0.11 μ g/gel、無負荷 時 で 0.07 μ g/gel であった (Table  ２ -1 )。であっ

た。 アガロースゲル電気泳動の結果、 繰り返し圧縮負荷時の上清中のヒアルロ

ン酸の分子量は、無負荷と比べ 高分子化していた (Fig.  ２ -6)。  

２ .5  マイクロアレイ  

負荷 なしと比べ、 繰り返し 圧縮負荷 で変動した遺伝子を解析し た。 細胞外マ

トリックスの産生に関与する遺伝子を抽出した。 圧縮負荷により増加した遺伝

子は、 HAS-1、 HAS-2、 NFKBIZ、 CREB5、 IL-1A、 IL-1B、 IL-6、 MMP-3、 MMP-10、

MMP-12、であった。
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Fig. ２ -1 各培養プレート における収 縮コラーゲンゲル の面積  

1 . 0 × 1 0 6  c e l l s / g e l の 0 . 1 %コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 2 . 0  m l を 、未 処 理 1 2 w e l l プ レ ー ト 、細 胞 培 養 表 面

処 理 1 2 w e l l プ レ ー ト 、 ま た は 低 接 着 表 面 処 理 1 2 w e l l プ レ ー ト に 分 注 し 、 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル の

面 積 (平 均 値 ±標 準 偏 差 ,  n = 4 )を 図 示 し た 。 低 接 着 表 面 処 理 プ レ ー ト で 作 製 し た コ ラ ー ゲ ン ゲ

ル は 、 未 処 理 プ レ ー ト と 細 胞 培 養 表 面 処 理 プ レ ー ト で 作 製 し た コ ラ ー ゲ ン ゲ ル と 比 べ 、 面 積

が 小 さ い も の で あ っ た 。 な お 、 低 接 着 表 面 処 理 プ レ ー ト 以 外 で の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル は 正 円 状 で

は な い こ と か ら 、 結 果 は 面 積 で 示 し た 。  
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(a )  (b )  

 

 

Non-t reated  p late  

 

Low adherence  p late  

Fig. ２ -2 各培養プレートにおける収 縮コラーゲンゲル の 外観  

( a ) 4 8 時 間 培 養 の 低 接 着 表 面 処 理 プ レ ー ト の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル で は 円 柱 状 で あ り 、 上 部 か ら み

て も 正 円 に 近 か っ た 。 未 処 理 プ レ ー ト と 細 胞 培 養 表 面 処 理 プ レ ー ト で 作 製 し た コ ラ ー ゲ ン ゲ

ル は 歪 ん で お り 、 内 側 に 円 状 の 線 が 認 め ら れ た 。 ス ケ ー ル バ ー は 1 . 0  m m を 示 す 。 ( b )コ ラ ー

ゲ ン ゲ ル 上 部 の 高 さ は 、 細 胞 培 養 表 面 処 理 プ レ ー ト で は カ ル デ ラ 状 で あ り 、 低 接 着 表 面 処 理

プ レ ー ト で は 均 一 で あ っ た 。  
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Fig. ２ -3 収縮コラーゲンゲルの 直径  

線 維 芽 細 胞 を 2 . 5 × 1 0 5～ 1 . 0 × 1 0 6  c e l l s / g e l 含 む 0 . 1 %コ ラ ー ゲ ン ゲ ル を 、低 接 着 表 面 処 理 プ レ

ー ト に 分 注 し 、7 2 時 間 培 養 し た 。コ ラ ー ゲ ン ゲ ル の 直 径 (平 均 値 ±標 準 偏 差 ,  n = 6 )は Fig.  ２ -1

と 同 様 に 測 定 し た 。 培 養 開 始 時 に コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内 に 播 種 し て い た 細 胞 数 に 依 存 し て 、 収 縮

コ ラ ー ゲ ン ゲ ル の 直 径 は 減 少 し て い た 。 な お 、 低 接 着 表 面 処 理 プ レ ー ト の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル は

正 円 状 で あ る こ と か ら 、 結 果 は 直 径 で 示 し た 。  
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2.5×10 5  

cells/gel 

 

5.0×10 5  

cells/gel 

1.0×10 6  

cells/gel 

 3 h 24 h 48 h 72 h 

Fig. ２ -4 低接着表面処理における収 縮コラーゲンゲル の外観  

線 維 芽 細 胞 を 2 . 5×1 0 5、5 . 0×1 0 5、お よ び 1 . 0× 1 0 6  c e l l s / g e l を 含 む コ ラ ー ゲ ン ゲ ル を 調 製 し 、

低 接 着 表 面 処 理 プ レ ー ト で 培 養 し 、 外 観 を 観 察 し た 。
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(a) 

 

(b) 

Fig. ２ -5 収縮コラーゲン ゲル中の細 胞の分布  

線 維 芽 細 胞 を 1 . 0×1 0 6  c e l l s / g e l 含 む 0 . 1 %コ ラ ー ゲ ン ゲ ル を 低 接 着 表 面 処 理 プ レ ー ト で 4 8

時 間 培 養 し 、細 胞 の ア ク チ ン 繊 維 と 細 胞 核 を 観 察 し た 。 ( a )細 胞 骨 格 染 色 画 像  ( b )細 胞 核 染 色

画 像  ス ケ ー ル バ ー は 1 . 0  m m を 示 す 。 細 胞 骨 格 ( a )お よ び 細 胞 核 ( b )の 観 察 の 結 果 、細 胞 の ア

ク チ ン 繊 維 と 核 は コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中 に 均 一 に 分 散 し て い る こ と が 確 認 で き た 。  
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 (a) (b) 

Fig. ２ -6 繰 り 返 し圧 縮 負 荷 操作後の 培養上清中のヒア ルロン酸 の分子量  

収 縮 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル (線 維 芽 細 胞 を 1 . 0 × 1 0 6  c e l l s / g e l 含 む 0 . 1 %コ ラ ー ゲ ン 溶 液 を 低 接 着 表 面

処 理 プ レ ー ト で 7 2 時 間 培 養 し た も の )へ 、 C O 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 の 圧 縮 負 荷 装 置

F X - 4 0 0 0 C ™  ( F l e x e r c e l l ® )で 繰 り 返 し 圧 縮 負 荷 ( S h a p e :  S I N  1 / 2 ,  F r e q :  1 . 0  H z ;  4 0  kP a ,  6  時

間 )を 加 え た 。負 荷 操 作 後 、 4 2 時 間 培 養 し 培 養 上 清 か ら G A G を 精 製 し た 。な お 、 2 4  g e l 分 の

培 養 上 清 を 回 収 し G A G を 精 製 し た 。 ( a )無 負 荷 ( 0 分 )  ( b )繰 り 返 し 圧 縮 負 荷  ア ガ ロ ー ス ゲ ル

電 気 泳 動 の 結 果 、 繰 り 返 し 圧 縮 負 荷 時 ( b )の 上 清 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 の 分 子 量 は 、 無 負 荷 ( a )と

比 べ 、 よ り 高 分 子 化 し て い た 。  
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Table ２ -1 培養上清中のヒアルロン 酸量  

無負荷  0.07±0.06 μ g/ml 

圧縮 負 荷  0.11±0.05 μ g/ml 

繰 り 返 し 圧 縮 負 荷 操 作 後 に 4 2 時 間 培 養 し 、 培 養 上 清 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量 を 解 析 し た 。 セ ル

ロ ー ス ・ ア セ テ ー ト 膜 電 気 泳 動 の 結 果 、 圧 縮 負 荷 時 の 上 清 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量 は 、 無 負 荷 時

と 比 べ て 増 加 し て い た 。  
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第３項   考察  

低接着表面処理プレートで 作製した 収縮コラーゲンゲルは 円柱状であり、上

部からみても正円であっ た (Fig .  ２ - 2b)。低接着表面 処理プレートの各 well に

は、ホスホコリン基がコートしてある。 このホスホコ リン基コーティングがコ

ラーゲンの過 度 の 接着を防ぎ、 コラーゲン ゲルの収 縮を妨げなかったと考えら

れる。このプレートの Lipidure® コーティングは、細胞毒性やタンパク質変性

能がない ことが報告されている (DeFife, 1995; Ishihara, 1998)。プレートの

well 表面は、細胞膜表面を模しており、細胞も接着しない (Wataya, 2008; 

Yasuda, 2009)。未処理プレートと細胞 培養表面処理プレート において、収縮コ

ラーゲン のゲ ル の 高さが部位により違 った (Fig .  ２ - 2b)のは、 コラーゲン ゲル

収縮初期にコラーゲン ゲ ル 周辺部 だけが well から離れ、その後コラーゲン ゲル

全体が well から離れたためと考えられ る。  

細胞をコラーゲンゲル中で三次元培養すると、細胞中の アクチン骨格 の収縮

により コラーゲン ゲルは収縮し固くなる。このコラーゲンゲル の収縮能 は、有

効成分のスクリーニングにも用いられている (Bell, 1979)。コラーゲンゲルの

収縮には、包埋された線維芽細胞の走化性が関与している。成長因子などを遊

走因子として、線維芽細胞は引き寄せられる (Poslethwaite, 1976)。この際、

線維芽細胞が細胞外マトリックスに接着、収縮を繰り返すことで (Willingham, 

1981)、ゲルが収縮すると考えられている。円柱の収縮コラーゲンゲルを作るた

めに、いくつかの手法が考案されてきた。たとえば、ミネラルオイル (Vernon, 

2002)、 BSA コーティング  (Nishiyama, 1988)、ローテーター (Ogura, 2008)、

またはシリコン膜 (Arai, 2011)を用いる手法が 提案されている。 このような人

為的 な手法ではなく、低接着表面処理プレート を用いること でコラーゲンゲル

の形状を制御 可能であった 。  

コラーゲンゲルの形状 は 制 御可能であることから 、圧縮負荷プレートの well

に収縮コラーゲンゲルを 設 置可能であった 。 細胞濃度を 2.5×10 5  cells/gel か

ら 1.0×10 6  cells/gel に 増 やすと 、コラーゲン ゲルの直径はより収縮した (Fig.  

２ -3)。これは Nishiyama ら が 、 1.0×10 4  から 2.0×10 5  cells/gel の コラーゲ

ンゲルを培養し、コラーゲンゲルが より収縮した 結果と同様のもの であった

(Nishiyama, 1988)。圧縮負荷実験に は、 1.0×10 6 cells/gel の細胞数で培養

72 時間の収縮コラーゲンゲルを用いることに した。この条件で作製した収縮コ
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ラーゲンゲルの直径は平均 9.0 mm であり、圧縮 負荷プレートの well(直径 13 mm)

におさま る。  

コラーゲンゲルに 圧縮負荷を加えたこと で、 上清中のヒアルロン酸の産生 量

が増加 し (Table  ２ - 1 )、 分子量が増大 した (F ig .  ２ -6 )。マイクロアレイの結果

から 、圧縮負 荷 直後には、ヒアルロン酸合成酵素である HAS-1 と HAS-2、核の I

κ B タンパク質の 1 つをコードする NFKBIZ(Nuclear factor of kappa light 

polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor)、 cAMP 応答配列結合タン

パク質ファミリー をコードする CREB5(cAMP responsive element binding 

protein 5)、 生理活性物質の一種である IL-1A(Interleukin-1-alpha)、

IL-1B(Interleukin-1-beta)、 IL-6(Interleukin-6)、そして マトリックスメタ

ロプロテアーゼ である MMP-3、 MMP-10、 MMP-12 の遺伝子発現量が増加した 。こ

れらはすべて、ヒアルロン酸合成に 関与す る遺伝子である (Saavalainen, 2005; 

Stylianou, 1998)。コラーゲン ゲル中の 線維芽細胞は、圧縮負荷により遺伝子

発現量に変化がおき、ヒ アルロン酸産生に影響 することを認めた。 圧縮負荷が

細胞周辺のインテグリンなどの 接着因子に刺激を与え、遺伝子発現に影響を及

ぼした可能性が 考えられる 。ラット皮膚への圧縮負荷で、皮膚中のヒアルロン

酸量が増加することが報告されている  (Kot, 2008)。この報告は、 圧縮負荷に

より 線維芽細胞 の ヒアルロン酸 産生量が高ま った本実験の結果を支持するもの

である 。  

本節の実験システムを用いることで、三次元培養モデルを容易に作製でき、

細胞への繰り返し圧縮負荷の影響を検討できる ことが明らかとなった 。  
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第２節 コラーゲンスポンジ培養法と静的荷重負荷の影響 

はじめに  

細胞への圧縮負荷の検討には、細胞を三次元構造体に包埋する必要がある。

細胞包埋収縮コラーゲンゲルよりも、更に簡易な実験系を検討した。既存のコ

ラーゲンスキャッフォルードと市販のバイアルガラスを 用いた静的 荷重負荷実

験系を構築し、ヒアルロン酸代謝への影響を解析する 。  

第１項   実験材 料 お よ び 方 法  

１ .1  実験材料  

細胞は、正常ヒト皮膚組織由来線維芽細胞 (NB1RGB cells: 理研 )を使用した。

FBS(Sigma-Aldrich, Lot no. 106K0366)、 1%PSN 含有 DMEM(Sigma-Aldrich)、コ

ラーゲンスキャッフォルード と して、ウシ真皮由来Ⅰ型アテロコラーゲン製ス

ポンジ (CSM-50: 高 研 )を 用いた。96 well プレート は (353072: Falcon)を、6well

プレート は (Multidish 6-well Nunclondelta SI: thermo Fisher Scientific)

を用いた。  

ウエスタンブロッキングの一次抗体には、MMP-1 抗体 (抗マウス , 第一ファイ

ンケミカル )溶 液 (500 倍 希 釈 )と GAPDH 抗体 (抗ウサギ , EnoGene)溶液 (1,000 倍

希釈 )を用いた。二次抗体には、 Jackson ImmunoResearch Laboratories 製の抗

マウス抗体 IgG(西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウス IgG(F(ab')2 

フラグメント製品； MMP-1 抗 体 用 )および抗ウサギ IgG (西洋ワサビペルオキシ

ダーゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG(F(ab')2 フラグメント製品；GAPDH 抗体用 )を用い

た。発光基質には、ECL Western blotting detection substrate (GE Healthcare)

を用いた。  

１ .2  コラーゲンスポンジ培養 法  

10%FBS, 1%PSN 含 有 DMEM に 、線維芽細胞を 1.0×10 7 cells/ml になるように 調

製した。コラーゲンス ポ ン ジ (F ig .  ２ -7 )を 96 well プレートに設置し、 スポン

ジ上に線維芽細胞懸濁液を 50 μ l 播種し た。 播種し た細胞量は、 5.0×10 5 

cells/sponge である。播種後、 10 分間インキュベートし、 0 または 500 g で 5

分間遠心分離した。各 well へ 100 μ l の 10%FBS, 1%PSN 含有 DMEM を加え、 72

時間 培養した。培養は 、 5％ CO 2、 37℃の条件で CO 2 インキュベーター

(Heracell®150i: Thermo Scientific)内で行った。  
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１ .3  蛍光染色 法  

72 時間の培養後、コラーゲン スポンジを 1.0% ホルムアルデヒドで固定した。

コラーゲンスポンジを PBS で 2 回洗浄し、アセトンで透過処理後、 1.0%アルブ

ミン PBS 溶液でブロッキングした。 コラーゲンスポンジの中心部を 垂直方向に

50 μ m 厚切断し、凍結切片を作製した。凍結切片を 2.9 μ M の DAPI で 10 分間

染色し、蛍光顕微鏡 (Biozero: キーエンス )で観察した。全ての染色工程は、室

温で行った。  

１ .4  静的荷重 負荷方 法  

コラーゲンスポンジを 6well プレートに設置し、上部に 50 ml バイアルガラ

ス (9-852-09: AS ONE)を乗せて 静的荷重負荷を 加えた (Fig .  ２ - 9a ,  b )。接触圧

は、バイアル内の水量で調節し、 0 kPa (負荷なし )、 20 kPa (バイアルに 0 ml

の水を 含む )、または 40 kPa(バイアルに 32.6 ml の水を含む )とし た。 40 kPa

の接触圧 (0.41 kgf/cm 2)は 、 65.2g の荷重が コラーゲンスポンジの断面積 15.9 

mm 2 へかかるも のとして決定した。 バイアルガラスがずれないように、上部を

別の 6well プレートで固定した。 5％ CO 2、 37℃の条件で CO 2 インキュベーター

内にプレートを静置し 、 静 的荷 重負荷を 1 時間加えた。静的荷重負荷操作後、

コラーゲンスポンジを 0～ 24 時間培養した。このとき、0、1.0 μ M のプロテア

ソーム阻害剤 (MG132)を培地に加えて培養した。  

１ .5  DNA の測定 法  

静的 荷重負荷操作後、 DNA 抽出キッ ト (Nucleo Spin Tissue: タカラバイオ )

を用いて細胞中の DNA を 抽出し た。抽出した DNA の量を、 260 nm の吸光度から

測定した。  

１ .6  ヒアルロン酸の定量  

静的荷重 負荷操作後、ヒアルロン酸 ELISA キット (280566:  生化学工業 )を用

いて、 培養上清中のヒアルロン酸量を測定した。  

１ .7  ウェスタンブロッティング 法  

静的荷重 負荷操作後の 培養上清中の MMP-1 を、ウェスタンブロッティング で

解析した。コラーゲンス ポ ン ジと培養上清をホモジナイザー (Biomasher ®: ニッ

ピバイオマトリックス研究所 )で均質化し 、泳動サンプル用 緩衝液 (Z sample 

buffer: アトー )と混合した。 5-20% SDS-PAGE ゲル (e-PAGEL® E-T/R/D520L: ア

トー )に試料 を注入し、電気泳動を行った。なお添加量は、タンパク質量測定キ

ット (Pierce® BCA Protein Assay: Thermo)を用いて、タンパク質量を合わせた。
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分子量の目安として、スタンダード (Precision Plus Protein™ Standards : 

BIO-RAD)を用いた。泳動後、 SDS-PAGE ゲル上のバンドを PVDF 膜 (Clear Blot 

membrane-P: ア ト ー )に転写した。転写後の SDS-PAGE ゲルにバンドが残らない

ことを、 CBB 染色試薬 (EzStain AQua, アトー )で確認した。ノンスペックバン

ドを抑制するため、膜をブロ ッキング溶液  (N101: 日油 )に 1 時間浸した。1 次

抗体は、MMP-1 抗体と GAPDH 抗体を用いた。2 次抗体 として 、MMP-1 抗体には抗

マウス抗体 IgG、GAPDH 抗体には抗ウサギ IgG を用いた。バンドの発光には、発

光基質を用いた。膜上のバンドを、画像撮影装置 (ChemiDoc T M XRS+: Bio-Rad)

で検出した。  

１ .8  ゼラチンザイモグラフィー 法  

コラーゲンス ポ ン ジ内外の培養上清中の MMP-2 と MMP-9 を、ゼラチンザイモ

グラフィーキ ッ ト (AK-45: プ ラ イマリーセル ) で解析した。なお、 ゼラチンゲ

ルの染色には、キット付属品ではなく、クマシブリリアントブルー (CBB)染色試

薬を用いた。 試 料 添加量は、タンパク質量を合わせた。  

１ .9  遺伝子発現量解析 法  

0～ 24 時間培養後、 コラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ中 の 細 胞か ら total RNA を抽 出 し た。

コラーゲンスポンジを 1.0 ml のフェノー ル溶液に 40 分浸すことで、細胞溶解

液を調製した。 0.2 ml のクロロホルム (和光純薬工業 )を加え、よく攪拌した後

に、 13,000 rpm、 4℃で 15 分間遠心分離した。遠心分離後の溶解液は、上層が

RNA、中層がタンパク質、下層が DNA を多く含む層に分離した。上層を別の 1.5 

ml チューブに回収し、そこへ 0.5 ml のイソプロピルアルコー ル (和光純薬工業 )

を加え攪拌し、常温で 10 分間静置した。その後、13,000 rpm、4℃で 10 分間遠

心分離し、デカンテーションで上清を除去し、風乾した。風乾 物を 、 39.5 μ l

の 0.1% Diethyl Dicarbonate(和光純薬工業 )を含む DEPC 溶液に懸濁した。溶

液中に残 った DNA を除去するため、DNA-free(DNase treatment removal reagent: 

Ambion)を使用した。 39.5 μ l RNA 懸濁液と 5.0 μ l 10×DNase buffer、そし

て 0.5 μ l DNase を混合し、 37℃で 30 分間酵素分解した。 5.0 μ l DNase 

Inactivation Reagent を加えて反応を停止し、 15,000 rpm、 4℃で 1 分間遠心

分離した。上清を 0.6 ml チューブに回収し、これを total RNA 溶液とした。total 

RNA 溶液中の RNA 濃度を、吸光度をもとに測定した。 DEPC 水で 100 倍希釈した

total RNA 溶液の 260 nm の吸光度を 、 Gene SpecⅠ (Naka Instruments)で測定

した。専用のソフトウェア (Gene Spec Ⅰ )を用いて 、 total RNA 濃度を計算し

た。 cDNA 合成 を 、 Prime Script RT-PCR kit(タカラバイオ )を用いて行った。
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total RNA 溶液 を RNase Free dH 2O で希釈し、 14 μ l の溶液中に 2.0 μ g の RNA

を含む濃度とした。この溶液に、 1.0 μ l の 20 μ M Random 6 mers、 4.0 μ l

の 5×Prime Script Buffer、そして 1.0 μ l の Prime Script RT Enzyme Mix

を加えた。サーマルサイクラーで逆転写反応を行い、二倍に希釈 して鋳型 cDNA

を作製した。 遺伝子発現量解析は、 PCR と SYBR Green を用いたインターカレー

ター法 (Higuchi, 1993)を用いて行った。反応チューブ (0.2 ml Hi-8-Tube: タ

カラバイオ )に 12.5 μ l の SYBR Premix Ex Taq(Taq DNA Polimerase、 dNTP 

mixture、 Mg 2 +、そして SYBR Green Ⅰを含む試薬 : タカラバイオ )、 9.5 μ l の

滅菌水、センスおよびアンチセンスの 0.5 μ l の 100 pmol/μ l 特異的プライマ

ー、そして 2.0 μ l の cDNA を入れ、混合液を調製した。  

使用した forward プライマーと reverse プライマーは、 GAPDH: 5'- 

GCACCGTCAAGGCTGAGAAC -3', and 5'- TGGTGAAGACGCCAGTGGA -3; interleukin-6 

(IL-6): 5'- AATTCGGTACATCCTCGACGG -3', and 5'- TTGGAAGGT TCAGGTTGTTTTCT 

-3'; MMP-1: 5'- ATTCTACTGATATCGGGGCTTTGA -3', and 5'- 

ATGTCCTTGGGGTATCCGTGTAG -3'; MMP-2: 5'- TACAGGATCATTGGCTACACACC -3', and 

5'- GGTCACATCGCTCCAGACT -3'; tissue inhibitor of metalloproteinase -1 

(TIMP-1): 5'- AGAGTGTCTGCGGATACTTCC -3', and 5'- CCAACAGTGTAGGTCTTGGTG 

-3'とした。GAPDH 遺伝子発現量を内部標準とした。GAPDH は変動が少ない遺伝

子であることを確認している。 PCR は、 Thermal Cycler Dice Real Time System 

(StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems: Applied Biosystems)を用いて行った。  

１ .10  統計処理  

MS-Excel 用統計ソフト Statcel2 を用いて、 Dunnett's multiple-comparison

で検定した。  
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第２項   結果  

２ .1  コラーゲンスポンジ培養  

細胞を コラーゲンスポンジ (Fig .  ２ - 7 )へ播種した のみでは、細胞は スポンジ 上

部のみに分布していた。細胞播種後に遠心処理を行った結果、細胞は コラーゲ

ンスポンジ中心部 まで分布した (F ig .  ２ -8 )。 なお、 遠心処理を行っても、プレ

ート well 上に細胞は存在しなかった。  

２ .2  静的荷重負荷の影響  

本研究では、市販のバイアルガラスを スポンジ上部に静置することで 静的荷

重負荷を 加え た (Fig .  ２ - 9a ,  b )。 20 kPa を比較的弱い負荷、 40 kPa を比較的強

い負荷として設定した。静 的荷 重負荷操作後、細胞核を DAPI で染色し、コラー

ゲンスポンジ中央部の切片を作製した結果、 静的荷重負荷操作後も線 維芽細胞

はコラーゲンスポンジに接着していることを確認 した (Fig .  ２ - 9c)。  

２ .3  DNA 量測定  

静的 荷重負荷により細胞数 が変化しているか確認するため、負荷前後での DNA

量を測定した。コラーゲン スポンジ中の DNA 量 (平均値±標準偏差 , n=3)は、0、

20、そして 40 kPa 負荷で、 28.8±2.0、 27.8±1.9、そして 26.0±0.8 μ g/ml

であった。群 間 に 統計的有意差はなかったが、 静的荷重負荷強度が高いほど、

DNA 量が少ない傾向があった。  

２ .4  線維芽細胞のヒアルロン酸産生におよぼす静的荷重負荷 の影響  

静的荷重負荷操作後に 24 時間培養し、培養上清中のヒアルロン酸量を解析し

た (Table  ２ -2 )。上清中 のヒアルロン酸量は、圧縮負荷によって変化しなかっ

た。  

２ .5  線維芽細胞の マトリックスメタロプロテアーゼ (MMP)産生におよぼす静的

荷重負荷 の影響  

24 時間培養後、培地と コラーゲン スポンジを混合した 試料中の MMP-1 をウェ

スタンブロッティングで解析し た (Fig .  ２ - 10a)。40 kPa 静的荷重負荷群におけ

るグリコシル化 Pro-MMP-1 (57 k)と Pro-MMP-1 (52 k)発現量は、負荷なし群と

比べて多かった。なお、GAPDH(37 k)発現量 は変化していなかった。プロテアソ

ーム阻害剤 (1.0 μ M MG132)を添加して培養した結果、培地中の MMP-1 の産生量

は変化しなかった (Fig .  ２ - 10b)。  
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24 時間培養後、培地とコラーゲン スポンジを混合した 試料中の MMP-2 と MMP-9

をゼラチンザイモグラフィーで解析した (F ig .  ２ -10c )。 40 kPa における

Pro-MMP-2 (72 k)発現量 は、負荷なしと比べて多かった。20 kPa における MMP-2 

(62 k)発現量は、負荷なしと比べて多かった。 Pro-MMP-9 (92 k)と MMP-9 (83 k)

のバンドは検出されなかった。  

MMP-1、 MMP-2、 MMP-9、 IL-6、そして TIMP-1 の遺伝子発現量をリアルタイム

RT-PCR で解析し た (Fig .  ２ - 11)。静的荷重負荷直後 (t=0)は、 20 kPa の静的荷

重負荷は、無負荷と比べて IL-6 の遺伝子発現量が 有意に増加した。  
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Fig. ２ -7 コラーゲンスポンジ  

コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ 外 観  ( A k a m i n e ,  2 0 1 2 よ り 引 用 )  

 

 

(a) 

 

(b) 

Fig. ２ -8 コラーゲンスポンジ中の細 胞の分布  

細 胞 を コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ に 播 種 し 、7 2 時 間 培 養 後 、コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ の 凍 結 切 片 を 作 製

し た 。凍 結 切 片 中 の 細 胞 核 の 分 布 を D A P I で 確 認 し た 。 ( a )細 胞 を 播 種 し 、遠 心 処 理 を 行 わ な

か っ た コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ  ( b )細 胞 播 種 後 、遠 心 処 理 ( 5 0 0 g ,  5 分 間 )し た コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ  

ス ケ ー ル バ ー は 1 . 0  m m を 示 す 。
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Fig. ２ -9 簡易静的荷重 負荷装置  

( a )細 胞 を 包 埋 し た コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ を 6 w e l l プ レ ー ト に 設 置 し 、バ イ ア ル ガ ラ ス で 静 的 荷

重 負 荷 を 加 え た 。 静 的 荷 重 負 荷 は C O 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー ( 5％ C O 2、 3 7℃ )内 で 加 え た 。 ( b )バ

イ ア ル ガ ラ ス の 重 さ で 、 コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ へ 静 的 荷 重 負 荷 を 加 え た 。 負 荷 強 度 は 、 バ イ ア

ル 内 の 水 量 で 調 節 し 、 負 荷 な し ( 0  k P a )、 2 0  k P a  ( 0  m l の 水 を バ イ ア ル に 入 れ た )、 ま た は 4 0  

k P a ( 3 2  m l の 水 を バ イ ア ル に 入 れ た )と し て 、 1 時 間 の 静 的 荷 重 負 荷 を 加 え た 。 バ イ ア ル ガ ラ

ス の 上 部 は 別 の 6 w e l l プ レ ー ト で 固 定 し た 。 ( c )静 的 荷 重 負 荷 操 作 後 、コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ 中

の 細 胞 の 核 部 を D A P I で 染 色 し 、 コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ 中 心 部 の 切 片 を 観 察 し た 。 静 的 荷 重 負

荷 操 作 後 も 線 維 芽 細 胞 は コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ に 接 着 し て い る こ と を 確 認 し た 。ス ケ ー ル バ ー

は 2 0 0  μ m を 示 す 。  
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(a)  

 

(b )   

 

(c) 

 

  

Fig. ２ -10 静 的荷重負荷操作後の 培 地の解析  

細 胞 を コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ に 包 埋 し 、 ガ ラ ス バ イ ア ル で 0、 2 0、 そ し て 4 0  kP a の 静 的 荷 重

負 荷 を 1 時 間 加 え た 。 静 的 荷 重 負 荷 操 作 後 に 2 4 時 間 培 養 し 、 培 地 と コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ を

混 合 し た 試 料 中 の M M P - 1、M M P - 2、そ し て M M P - 9 の タ ン パ ク 質 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン

グ と ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー で 解 析 し た 。 試 料 添 加 量 は 、 タ ン パ ク 質 量 を 合 わ せ て 決 定 し

た 。 ( a )ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析 結 果 。 静 的 荷 重 負 荷 4 0  kP a に お け る グ リ コ シ ル 化

P r o - M M P - 1  ( 5 7  k )と P r o - M M P - 1  ( 5 2  k )発 現 量 は 、 負 荷 な し 群 と 比 べ て 多 か っ た 。 な お 、

G A P D H ( 3 7  k )発 現 量 は 変 化 し て い な か っ た 。  ( b )プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 ( 1 . 0  μ M  M G 1 3 2 )を

添 加 し て 培 養 し た 結 果 、 培 地 中 の M M P - 1 の 産 生 量 は 変 化 し な か っ た 。 ( c )ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ

ラ フ ィ ー 解 析 結 果 。 静 的 荷 重 負 荷 4 0  k P a に お け る P r o - M M P - 2  ( 7 2  k )発 現 量 は 、 負 荷 な し と

比 べ て 多 か っ た 。 2 0  k P a に お け る M M P - 2  ( 6 2  k )発 現 量 は 、 負 荷 な し と 比 べ て 多 か っ た 。

P r o - M M P - 9  ( 9 2  k )と M M P - 9  ( 8 3  k )の バ ン ド は 検 出 さ れ な か っ た 。  
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Fig. ２ -11 遺伝子発現量 の経時的変 化  

コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ に 細 胞 を 包 埋 し 、 ガ ラ ス バ イ ア ル で 0、 2 0、 そ し て 4 0  kP a の 静 的 荷 重

負 荷 を 1 時 間 加 え た 。静 的 荷 重 負 荷 操 作 後 に 0～ 2 4 時 間 培 養 後 、コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ 中 の 細

胞 か ら t o t a l  R N A を 抽 出 し た 。 t o t a l  R N A か ら R e a l - t i m e  R T - P C R で 遺 伝 子 発 現 量 を 解 析 し

た 。 解 析 対 象 は 、 静 的 荷 重 負 荷 前  ( p r e )、 静 的 荷 重 負 荷 直 後  ( t = 0 )、 3、 6、 1 2 そ し て 2 4  時

間 培 養 と し て 、荷 重 前 を 1 と し た 相 対 遺 伝 子 発 現 量 (平 均 値 ±標 準 偏 差 ,  n = 3 )で 示 し た 。2 0  k P a

の 静 的 荷 重 負 荷 で 、 静 的 荷 重 負 荷 直 後  ( t = 0 )と 比 べ て 、 I L - 6 の 遺 伝 子 発 現 量 が 増 加 し た

( D u n n e t t ’ s  m u l t i p l e - c o m p a r i s o n  t e s t s ,  P  <  0 . 0 5 )。  
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Table ２ -2 培養上清中のヒアルロン 酸量  

無負荷  1.6±1.2 μ g/ml 

静的 荷重負荷  1.7±0.1 μ g/ml 

静 的 荷 重 負 荷 操 作 後 に 2 4 時 間 培 養 し 、 培 養 上 清 中 の ヒ ア ル ロ ン 酸 量 を 解 析 し た 。 上 清 中 の

ヒ ア ル ロ ン 酸 量 は 、 圧 縮 負 荷 に よ っ て 変 化 し な か っ た 。  
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第３項   考察  

近年、細胞用の伸展負荷装置が開発され、細胞に対する機械的負荷の影響 が

検討されてきた (Russell, 2004; Shelton, 2003)。真皮線維 芽細胞は 伸展負荷

に応答するが、これは細胞膜上の機械的負荷の受容体によるものである  

(Kessler, 2001)。しかし 、これらの伸展負荷装置は、単層培養 した細胞に適用

するため、細胞を三次元的に囲む細胞外マトリックスの影響は考慮できな かっ

た。三次元培養は、単 層 培 養と比べて細胞応答性が異なる (Pedersen, 2005)。

このため、三次元培養環境に圧縮負荷を加えるシステムが望まれていた。既存

の三次元培養系での圧縮負荷実験シ ステムは、三次元構造体に 対し、 空気圧

(FX-4000C: Flexcell)や荷重ピストン (Cyclic Load Stimulator: Technoview)

を利用 し、定 圧 負荷または繰り返し圧縮負荷 操作が可能である 。たとえば、顎

関節滑膜由来細胞へ荷重ピストンで 定圧負荷を加えた結果、炎症性サイトカ イ

ンと MMP-3 の産生が促進した (Akamine, 2012)。本節では、より簡易な機械的負

荷実験系 として、 市販の コラーゲンスキャッフォルード、 バイアルガラス、そ

して 標準的な研究 機器 だ け で静 的荷重負荷実験系を構築した。  

本研究では、市販のバイアルガラスを スポンジ上部に静置することで 静的荷

重負荷を加えた (Fig.  ２ -9a)。 20 kPa を比較的弱い負荷、 40 kPa を比較的強い

負荷として設定した。 40 kPa の 静的荷重負荷では、今回用いたコラーゲンスポ

ンジは崩壊しない (Akamine, 2012)。コラーゲンスポンジ (CSM-50; 直径 4.4 mm、

高さ 3.0 mm、ポアサイズ 100-200 μ m)は、滅菌済み製品であるため、線維 芽細

胞の培養足場として利用できた。 コラーゲンスポンジは不溶化コラーゲン線維

の集合であり、細胞はコラーゲン線維上に接着する。このため、厳密には三次

元培養とはいえない。コラーゲンゲル培養のような包埋系を構築するためには、

コラーゲンスポンジに細胞を播種し、その後スポンジ中にコラーゲンゲルを注

入する方法が考えられる。今回用いた バイアルガラスの直径は 34.90 mm であり、

6well プレートの well 直径は 34.96 mm である 。このため、バイアルガラスは

6well プレートの well に収まった (Fig .  ２ - 9b)。ホウケイ酸ガラス製のバイア

ルグラスは、 容易に滅菌でき再利用も可能である。 またバイアルグラス内の水

量の 調整で、 静 的 荷重 負荷強度を変更できた。  

コラーゲンスポンジに 静 的 荷重負荷を加えた結果、無負荷と比べ細胞数が微

減したのにも関わらず、培地中の MMP-1 と MMP-2 量が増加した (F ig .  ２ -10a,c)。

プロテアソーム阻害剤 (1.0 μ M MG132)を用いても、 MMP-1 量は変化しなかった
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(Fig .  ２ - 10b)。また、 静 的 荷重 負荷直後で、無負荷と比べて IL-6 の遺伝子発

現量が増加した (Fig.  ２ -11)。このことから 静的荷重負荷は、遺伝子発現量と

は関係なく、MMPs 合成を促進している可能性が考えられる。なお、培養上清中

のヒアルロン酸産生量は変化がみられなかった (Table  ２ -2)。  

静的 荷重負荷は、コラーゲンスポンジ中の線維芽細胞に影響し、 MMPs 産生に

影響した。この影響は、IL-6 を介した経路で細胞外マトリックスの分解を促進

する可能性が考えられる。本 節 のシステムを 用いる ことで、 簡便かつ 安価に細

胞への 静的荷 重 負荷の影響を検討できる ことが示された。  
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第３章 総括 

本論文では、 機械的負荷に対する実験系を確立する事を目的とし、生体にお

ける機械的負荷が常時影響する器官である関節および真皮由来細胞を用いた研

究を実施した。本研究では、生体 組織様三次元培養モデルを簡易に作製し、圧

縮負荷を加えながら培養することで、細胞や細胞外マトリックス成分の変化に

ついて検討した。  

第 1 章では、関節の維持に必要不可欠なヒアルロン酸に着目し、滑膜細胞を

用いた新たな関節モデルを構築することを計画した。  

第 1 章第 1 節では、滑膜細胞を 1.0×10 6 cells 含む 2.5%アガロースゲルを

調製し、48 時間培養後の上清を解析した。培養上清中のヒアルロン酸の分子量

は、単層培養と比べ、アガロースゲル培養で高分子量側にシフトした。アガロ

ースゲル培養により細胞数が増加した可能性 もあるが、ヒアルロン酸の代謝変

化も起きていると考えられる。アガロースゲルに 0、30、または 180 分の 40 kPa

の繰り返し圧縮負荷を行った結果より、圧縮負荷時間を増やすと培養上清中の

ヒアルロン酸量が増えることがわかった。圧縮負荷後の培養時間は 24 時間でも

48 時間でも上清中のヒアルロン酸量は同程度であり、培養あたりのヒアルロン

酸産生量が一定に保たれている可能性を示唆するものであった。ヒアルロン酸

の分子量解析の結果より、圧縮負荷時間を増やすと培養上清中のヒアルロン酸

は高分子化することがわかった。  

第 1 章第 2 節 で は、滑膜細胞を 1.0×10 6 cells 含む 0.1%コラーゲンゲルを

調製し、72 時間培養することでゲル収縮を誘導した。この収縮コラーゲンゲル

に 40 kPa の繰り返し圧縮負荷を行った結果より、 6 時間までの繰り返し圧縮負

荷および定圧負荷は、無負荷と比べ、培養上清中のヒアルロン酸産生量が増加

した。これは、圧縮負荷による HAS 遺伝子発現量の増加によるものと考えられ

る。一方、ヒアルロン酸の分子量分布は、繰り返し圧縮負荷では高分子側にシ

フトし、定圧負荷では変化がみられなかっ た 。滑膜細胞に対する繰り返し圧縮

負荷が 、定圧 負荷と比べ、より高分子のヒアルロン酸の産生を促進し、関節内

の潤滑性に関与している可能性が明らかとなった。  
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三次元構造体として、滑膜細胞を含有した収縮コラーゲンゲルを用いること

は、生体条件を反映していることから圧縮負荷実験に適していると考えられる。

しかし、実際に膝にかかっている 100 kPa 以上の圧力に耐えることができない

ため 、より生体に類似したモデル系とするには、 収縮コラーゲンとアガロース

などの構造体で滑膜細胞を包埋する 系の開発が必要であることが示された 。  

第 2 章では、皮膚の保湿性と弾力性維持に必要不可欠な ヒアルロン酸に着目

し、真皮線維芽細胞を用いた新たな真皮モデルの構築を計画した。  

第 2 章第 1 節では、真皮線維芽細胞を 1.0×10 6 cells 含む 0.1%コラーゲン

ゲルを調製し、低接着表面処理プレートで 72 時間培養した。作製した収縮コラ

ーゲンゲルは円柱状であり、上部からみても正円 に近かった 。コラーゲンゲル

の形状を制御可能であることから、圧縮負荷プレートの well に収縮コラーゲン

ゲルを設置することが可能であった。コラーゲンゲルに 40 kPa の繰り返し圧縮

負荷を 6 時間加えたことで、上清中のヒアルロン酸の産生量が 増加 し、分子量

が増大 した。マイ クロアレイの結果から、ヒアルロン酸合成に関与する遺伝子

群の発現量が増加した。コラーゲンゲル中の線維芽細胞は、圧縮負荷により遺

伝子発現量に変化がおき、ヒアルロン酸産生に影響することを認めた。線維芽

細胞をコラーゲンゲルに包埋した真皮モデルを構築でき、 ゲルへの圧縮負荷に

より、産生するヒアルロン酸が 滑膜細胞の場合と同様に 高分子化することが明

らかとなった。  

第 2 章第 2 節では、より簡易な実験系の確立を目的に、コラーゲンスポンジ

に線維芽細胞 を包埋し、三次元構築させた 真皮モデルを構築した。市販 のコラ

ーゲンスポンジに真皮線維芽細胞を 5.0×10 5 cells を浸透させた細胞培養モデ

ルを作製し、72 時間培養した。市販のバイアルガラスをスポンジ 上部に静置す

ることで静的荷重負荷を加えた。コラーゲンスポンジに 40 kPa の静的荷重負荷

を 1 時間加えた結果、培地中の MMP-1 と MMP-2 量が増加し、プロテアソーム阻

害剤を用いても、 MMP-1 量は変化しなかった。しかし、培養上清中のヒアルロ

ン酸産生量は変化がみられなかった。このことから静的荷重負荷は、遺伝子発

現量とは関係なく、MMPs 合成を促進しているが、ヒアル ロン酸の産生量には影

響を与えないものと考えられる。本実験方法は、簡便かつ安価に細胞への静的

荷重負荷の影響を検討できることが示された。  

線維芽細胞に対する繰り返し圧縮負荷は、より高分子のヒアルロン酸の産生

を促進し、皮膚組織内の保湿性と弾力性維持に関与している可能性がある。ま
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た、線維芽細胞に対する静的荷重負荷は、細胞外マトリックスの分解に関与す

る可能性がある。この結果は、美容および医療マッサージにより、皮膚組織へ

機械的負荷を加えることの生理的意義を示唆しており、血流改善や皮下脂肪抑

制への効果だけでなく、真皮にお ける皮膚状態の改善にも効果を示す可能性が

示唆された。  

本研究では、生体組織様三次元培養モデルを簡易に作製し、圧縮負荷を加え

ながら培養することで、細胞や細胞外マトリックス成分の変化について検討し

た。今後、本研究で構築した三次元培養モデルと動物由来の組織の挙動を比較

し、生体組織と の 相関 を 検討する ことで、より生体に類似した 圧縮負荷モデル

を確立することが出来、 動物実験代替法 や薬剤探索 などの スクリーニング法と

して の発展が期待 できる。
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