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緒 言 

 

 

変形性関節症（Osteoarthritis，以下OA）は炎症とそれに付随する関節の主要な構造

の変化により疼痛と運動機能低下を引き起こす 1．世界中で 1 億人以上の人が OA に

罹患しており，患者の日常生活の活動レベルを低下させる 2．OAの病態は遺伝的，分

子的，環境的，そして力学ストレスなどの様々な要因が重なり合っているとされてい

る 3．特に肥満やアライメント異常，外傷，関節不安定性などの力学ストレスは，関

節への負担の増加や関節内環境の変化を引き起こし，関節軟骨の変性を引き起こす最

も重要な要因の 1 つである 4．正常の荷重環境において，軟骨細胞はカタボリックな

反応とアナボリックな反応の間でバランスをとり，関節軟骨の恒常性を維持している．

一方，異常な力学ストレスはこのバランスを破綻させることで細胞外マトリックスを

減少させ，軟骨変性を引き起こす 5,6． 

 軟骨細胞のメカノトランスダクションは一次繊毛や細胞骨格分子，力学感受性陽イ

オンチャネル strech-activated ion channels（SACs）などを介したシグナル伝達メカニズ

ムによって制御されていると言われている 7-10．生理的で適度な力学負荷に対するシグ

ナル伝達と，外傷などの過度な力学負荷に対するシグナル伝達は一般に異なるとされ

ている 5,6,11．適度な力学負荷はインテグリン（integrin）およびアクチン細胞骨格を介

して interleukin-4（IL-4）を放出させ，カルシウムイオン（Ca2+）濃度を上昇させる．

また，適度な力学負荷はCa2+チャンネルのSACsやATPを放出してプリン受容体であ

る purinergic receptor 2（P2）を介して，細胞内Ca2+濃度を上昇させる．細胞内Ca2+濃

度の上昇は inducible nitric oxide synthase（iNOS）発現の抑制や IL-4産生を誘導し，カ

タボリックな作用を抑制する．また， interleukin-1（IL-1）存在下においても，適度

な負荷は炎症促進因子である nuclear factor-kappa B（NF-B）の発現抑制を介して，異

化作用が抑制する 11（Figure 1）． 

一方，過度な力学負荷はアクチン細胞骨格を分解する51インテグリンやNF-B，

分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ（mitogen-activated protein kinase; MAPK）の発

現を亢進させる．これらの作用は軟骨変性を促進する炎症性サイトカインやタンパク

質分解酵素などの産生を増加する．また，過度な力学負荷は力学感受性イオンチャン

ネルである SACs を介して細胞の Ca2+濃度を上昇させる．これに伴いカスパーゼ

（caspase）がプロテアーゼカスケードを活性化させ、アポトーシスを誘発する．

extracellular signal-regulated kinase 1/2（ERK1/2）を抑制し、タンパク質分解酵素の産生

を亢進する IL-1受容体が活性化され，アグリカンや II型コラーゲンの産生が減少する
11（Figure 2）． 

いったんこのようなシグナル伝達メカニズムが破綻すると，正常な荷重環境により

維持されていた関節軟骨の恒常性，特に軟骨細胞における細胞外基質産生は正常な生

理学的環境においてさえ低下する 6．このように力学ストレスを感知し，細胞内シグ

ナルへ変換するシグナル伝達の破綻がOAを誘導することは知られているが，このOA

発症に関わるメカノトランスダクションの詳細なメカニズムについては未だ明らかと

されていない． 
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Figure 1軟骨細胞の適度な力学的負荷に対するメカノトランスダクションおよび IL-1に対する生化学的

応答 11． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2軟骨細胞の過度な力学的負荷に対するメカノトランスダクション 11． 
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 スフィンゴ糖脂質（glycosphingolipids; 以下 GSLs）は親水性の糖鎖部分と脂溶性の

セラミドアンカーから構成されており，細胞膜に広く分布している．全ての真核細胞

において，GSLsはセラミドアンカーと共に細胞膜外葉に組み込まれている．GSLsは

細胞内シグナルカスケードのトリガーとなる細胞膜上の重要な受容体と相互に作用し

合い 12-14，ストレス応答を調節している 15．OAの関節軟骨において，GSLsの 1つで

あるガングリオシドの発現が低下していることが報告され 16，GSLsがOA発症に関与

していることが示唆されている．そこで，私が所属する研究グループはこの GSLs に

着目し，GSLs 合成経路の上流で機能するグルコシルセラミド合成酵素（Ugcg）と

ganglioside GM3合成酵素をそれぞれノックアウトしたマウスを作製し，GSLsの機能

を調査している 17,18．GSLsの合成経路を Figure 3に示す． 

 

Figure 3 GSLs合成経路．Ugcgはセラミド（Ceramide）からグルコシルセラミド（GlcCer）を合成する際

に働く酵素（グルコシルセラミド合成酵素）である．GM3 synthase（GM3S）はLactosylceramide 

（LacCer）から ganglioside GM3を合成する際に働く酵素（GM3合成酵素）である． 

 

 

Ugcgはセラミド（ceramide）からグルコシルセラミド（glucosylceramide）を合成す

る際に働く酵素（グルコシルセラミド合成酵素）であり，全身性に欠損させると胎生

致死となることが知られている．そこで，我々の研究グループは，Ⅱ型コラーゲン α1

鎖（Col2a1）プロモーター下にCre リコンビナーゼ（recombinase）が発現するマウス

（Col2a1-Cre–transgenic mice）と 2つの loxP site がUgcg遺伝子を挟むように存在する

マウス（UgcgloxP/loxP mice）をかけ合わせることで軟骨細胞特異的に Ugcg 遺伝子をノ

ックアウトしたマウス（Col2-Ugcg-/- マウス）を作製し，その phenotypeを評価してい

る 17．コントロールとしてCreがなく，かつ 2つの loxP siteを導入されたのみのマウ

ス（UgcgloxP/loxPマウス）を用いている．便宜上，Col2-Ugcg-/-マウスと UgcgloxP/loxPマウ

スを各々，Ugcgマウス，Floxマウスと記載している． 

Figure 4-Aは，実際にCreリコンビナーゼにより 2つの loxP siteで挟まれたUgcg遺

伝子が切り取られる模式図である．Ugcg マウスにおいて，実際に軟骨特異的に Ugcg
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遺伝子がノックアウトされているかを確認するために，マウスの軟骨組織（Cartilage）

と脳（Brain）からゲノムDNAを抽出し，PCRを行った結果が Figure 4-Bである．上

段のプライマー（Primer） 1 & 2はUgcgloxPの対立遺伝子を，プライマー 1 & 3はUgcg

Δの対立遺伝子を同定するためのプライマーである．軟骨組織で，かつ，Creが存在す

る（＋）のみUgcgΔが陽性となっている．また，野生型マウス（wild-type mice, WT mice）

とUgcgマウスの軟骨組織から採取したUgcg遺伝子のmRNA発現をqPCR（quantitative 

PCR）で解析し，Ugcgマウスの方が有意に低いことを確認している． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 A Creリコンビナーゼにより 2つの loxP siteで挟まれたUgcg遺伝子が切り取られる模式図．B 

Ugcgマウスにおいて，実際に軟骨特異的にUgcg遺伝子がノックアウトされているかを確認するために，

マウスの軟骨と脳からゲノムDNAを抽出し，PCRを行った結果．上段のプライマー（Primer） 1 & 2は

UgcgloxPの対立遺伝子を，プライマー 1 & 3はUgcgΔの対立遺伝子を同定するためのプライマーである．

C 野生型マウス（Wild type mice, WT mice）とUgcgマウスの軟骨組織から採取したUgcg遺伝子のmRNA

発現を qPCR（quantitative PCR）で評価．（Seito et al. 2012より引用）17  

 

 

  

GSLsが欠損すると，加齢によるOAの進行が助長される（Figure 5）．Figure 5-Aは，

組織染色，もしくは免疫組織染色の結果である．サフラニン O（Saf-O），matrix 

metalloproteinase 13（MMP-13），そして terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 

dUTP nick-end labeling （TUNEL）で評価している．Figure 5-Bは組織学的に軟骨変性

を評価するMankin score19-21（Figure 6）の結果である．Figure 5-C，Dはそれぞれの染

色の陽性細胞数の結果である． Ugcgマウス群で有意に陽性細胞数が増加している． 

 

 

 

 

 

B 

 

C 

A 
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Figure 5 加齢の伴うOAの評価．野生型マウスとUgcgマウスとの比較．A 組織染色による評価．Saf-O，

MMP-13， TUNELによる免疫染色．B Mankin scoreによる評価 19-21． C，D MMP-13とTUNEL染色の

陽性細胞数を評価．平均値と標準偏差（standard deviation，SD）を表記．Bars＝100 µm．（Seito et al. 2012

より引用）17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 Mankin score19-21．軟骨の構造，細胞，トルイジンブルー（Toluidine blue，TB）の染色性によりス

コアリング． 

A 

B C D 

*Modified from Mankin et al., 1971 
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また，GSLs欠損により細胞，組織レベルにおいて，interleukin-1（IL-1）によるMMP-13

の発現や軟骨細胞のアポトーシスが増強される（Figure 7）．Figure 7-Aは，マウス大腿

骨頭の器官培養を行い，IL-1にて刺激することでOAをmimicした環境を作製し，軟

骨組織の細胞外基質の 1つであるプロテオグリカン（proteoglycan）の漏出量，細胞外

基質を溶かすMMP-13，そして細胞のアポトーシスを反映する iNOS の遺伝子発現を

解析した結果である．IL-1存在下では，Ugcgマウス群で有意にそれぞれの遺伝子発現

量が上昇しており，よりカタボリックな反応を示すことが分かる．さらに，Figure 7-B

は Figure 5-Aと同様に免疫組織染色の結果を示している．Ugcgマウス群でより変性が

進行しているのが分かる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 マウス大腿骨頭の器官培養に IL-1刺激を負荷し，プロテオグリカンの漏出量，MMP-13と iNOS

の遺伝子発現を評価（A）．さらにTB，Saf-O，MMP-13，TUNELによる免疫組織染色の結果（B）．Bars

＝100 µm．（Seito et al. 2012より引用）17 

 

 

 

さらにOAが比較的早期に発症する膝関節の不安定性モデル用いて，過度な力学ス

トレス環境を作り，GSLs 欠損が過度な力学ストレスによる OA 進行に及ぼす影響を

評価した（Figure 8）17．hematoxylin and eosin（HE）染色とサフラニンO染色におけ

る組織学的評価では，UgcgマウスでよりOAの進行を認め（Figure 8-A），さらにMankin 

scoreによる軟骨変性の評価でも，Ugcg群でOAの進行が有意に促進されていた（Figure 

8-B）．これらの結果より，GSLs 欠損による OA 進行において，力学ストレスが重要

な役割を担う可能性が示唆されている． 

A B 
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MMP-13の 

Figure 8 野生型マウス（WT）とUgcgマウス（Ugcg）における膝関節不安定性OAモデルにおける軟骨

変性を組織学的に評価． A Hematoxylin and eosin（HE）染色とサフラニンO染色における組織学的評価

の結果，UgcgマウスでよりOAの進行を認めた．B Mankin score19-21の結果，Ugcg群で有意にOAの進行

を認めた．Bars＝100 µm．（Seito et al. 2012より引用）17 

 

 

 

細胞膜を模した脂質二重層構造の違いが細胞の圧縮弾性率と曲げ弾性率に影響を

及ぼす 22．さらに，GSLsの 1つである ganglioside GM3が細胞骨格構成要素の 1つで

ある中間径フィラメントと共局在を示すとする報告があり 23，GSLsが細胞骨格におけ

る構造変化を介して軟骨細胞の力学的性質に影響を及ぼしていることが示唆されてい

る． 

 細胞の力学的性質を評価する目的に幾つかの方法が開発されてきた．原子間力顕

微鏡（atomic force microscopy，AFM），MTC（magnetic twisting cytometry），サイトイ

ンデンテーション（cytoindentation），せん断流れ試験（shear flow experiments），マイク

ロピペット吸引法（micropipette aspiration）などがある 24（Figure 9）． 

AFMは，カンチレバー先端の探針で試料表面をトレースし，探針と試料との間に発

生する力によって生じるカンチレバーのたわみ量を検出することで試料の表面形状を

計測する装置であるため，細胞の局所力学特性を計測することができる利点がある．

（Figure 9-A）．MTCは，細胞を磁場の発生するプレート上に接着させ，細胞表面に接

着した磁気ビーズに変動磁場を加え，磁気ビーズの変位量から細胞の局所力学特性を

計測する装置であるため，光学顕微鏡を用いて視野内の多数の細胞を同時に計測でき

る利点がある（Figure 9-B）．サイトインデンテーションは，直径 10~100 µmのサイト

インデーター（cytoindenter）を細胞に当て，細胞の反力を高感度の力変換機によって

検出し，細胞のポアソン比などの物性値を計測できる（Figure 9-C）．せん断流れ試験

（shear flow experiments）は，静止した平らなプレートと回転するコーンで構成するビ

スコメーターによって，細胞にせん断流れを負荷し，その抵抗力から細胞の力学特性

を測定することができる（Figure 9-D）．マイクロピペット吸引法（micropipette aspiration）

は，細胞の一部または細胞全体をマイクロピペットで吸引圧を負荷して吸引する手法

で，吸引による変位量から細胞のヤング率や粘弾性を測定することができる（Figure 

9-E）．  

  

A 

 

B 
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Figure 9 細胞の力学的性質を評価する様々な方法 24．A原子間力顕微鏡（AFM）． B MTC． C サイトイ

ンデンテーション（cytoindentation） D せん断流れ試験（shear flow experiments）． E マイクロピペット

吸引法（micropipette aspiration）．  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10原子間力顕微鏡（AFM）を用いて軟骨細胞の剛性を評価．Bars＝30 µm．（Seito et al. 2012より

引用）17 

 

 

我々の研究グループは，AFMを用いて評価した軟骨細胞の剛性に対して，GSLs欠

損が影響を及ぼさないことを報告している（Figure 10）17．ただし，この結果は接着し

た状態での軟骨細胞の剛性を評価しているに過ぎず，さらに詳細な評価が必要と判断

した．接着している細胞においては，細胞骨格の評価が重要であると考え，アクチン

染色の評価を，さらには浮遊した状態での細胞の評価も必要であり，マイクロピペッ

ト吸引法による評価が必要と思われた． 

以上より，我々は本実験の仮説を GSLs が軟骨細胞の力学的性質と力学ストレスに

対する生理的応答を調節している，とした．この仮説を評価するためにまず，GSLs

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 
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欠損軟骨細胞の力学的性質を評価することとした．次いで，軟骨細胞の力学ストレス

に対する生理的応答を評価するために，軟骨細胞に負荷する力学ストレスのレベルを

調節できる三次元培養下力学負荷モデルを確立し，確立したモデルを用いて GSLs 欠

損軟骨細胞の力学ストレス応答を調査することとした． 

本研究の目的は，軟骨細胞の力学的性質と力学ストレスに対する生理的応答におけ

るGSLsの役割を明らかにすることである． 
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略 語 表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである． 

     

ADAMTS-5 a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 5 

AFM atomic force microscopy 

AM acetoxymethyl ester 

ANOVA analysis of variance 

CCD charge-coupled device 

CI confidence interval 

Ct threshold Cycle 

CTS cyclic tensile strain 

Col2a1 collagen typeⅡalpha 1 chain 

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMEM dulbecco’s Modified Eagle Medium 

ERK1/2 extracellular signal-regulated kinase 1/2 

FBS fetal bovine serum 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GSL glycosphingolipid 

HE hematoxylin and eosin 

IL-1 interleukin-1 

IL-1 interleukin-1 

IL-4 interleukin-4 

iNOS inducible nitric oxide synthase 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

MMP-13 matrix metallopeptidase 13 

MTC magnetic twisting cytometry 

NF-B nuclear factor-kappa B 

OA osteoarthritis 

PBS phosphate-buffered saline 

PC personal computer 

P2 purinergic receptor 2 

qPCR quantitative PCR 
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SACs strech-activated ion channels 

SD standard deviation 

TB toluidine blue 

TNF-α tumor necrosis factor-α 

TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling 

Ugcg UDP-glucose ceramide glucosyltransferase 

WT wild type 
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実験方法 

 

動物 

 

 本研究のために実施した動物実験はすべて北海道大学動物実験に関する規程に従

って実施した． 

C57BL/6マウス（野生型マウス，wild-typeマウス），GSLs合成経路（Figure 4）にお

いてセラミドからグルコシルセラミドを合成する過程で作用するグルコシルセラミド

合成酵素（Ugcg）の遺伝子をCre/loxP systemを用い，軟骨の主要なマーカーであるⅡ

型コラーゲン（Col2）のプロモーター存在下に欠損させたマウス（Col2-Ugcg-/-マウス），

そしてそのコントロールとしてLoxp siteを導入したマウス（UgcgloxP/loxPマウス）を用

いた 17,18．便宜上，Col2-Ugcg-/-マウスとUgcgloxP/loxPマウスを各々，Ugcgマウス，Flox

マウスと記載することにした． 

 

 

 

細胞単離と継代 

 

 軟骨細胞は生後 5 日のマウス膝関節より先行研究で示した方法に準じて単離した
25,26．まず，大腿骨顆部と脛骨顆部より採取した軟骨片をトリプシン-EDTA

（trypsin-EDTA 0.25 %（w/v），和光純薬，日本）を含んだ生理食塩水に浸し，37℃で

30 分間処理した．その後，100 unit/ml のペニシリン-ストレプトマイシン

（penicillin-streptomycin，和光純薬，日本）および 10%の牛胎児血性 fetal bovine serum 

（FBS, Invitrogen，USA）を含んだダルベッコ変性イーグル培地Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium（DMEM，Invitrogen， USA）で 0.25%に調整したコラゲナーゼ（Gibco， 

Invitrogen， USA）を添加し，37℃で 4 時間処理することで軟骨細胞を単離した．こ

の単離した初代軟骨細胞を 6日間培養し，継代を行った．軟骨細胞の力学的性質を調

査する実験では 4継代まで行い，初代，1継代，4継代の細胞を実験に用いた．一方，

軟骨細胞の力学応答を調査する実験では 1継代した細胞を用いた． 

 

培地は，100 unit/mlのペニシリン-ストレプトマイシンおよび 10%の FBSを添加し

た DMEM を用いた．培養環境保持のため，培地は 2 日おきに交換し，その際，リン

酸緩衝生理食塩水 phosphate-buffered saline （PBS，タカラバイオ，日本）を用いて 3
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回洗浄した．6日間培養した細胞はトリプシン（trypsin-EDTA 0.5%，Invitrogen，USA）

2 mlを加え，インキュベーター内で 5分間静置することでディッシュ底面から剥離さ

せ，継代を行った． 

 

 

 

軟骨細胞のアクチン細胞骨格を蛍光顕微鏡にて評価 

 

軟骨細胞の細胞骨格を観察するため，アクチンフィラメントおよび細胞核の蛍光染

色を行った．染色用の試料は，観察を行い易くするために直径 35 mmのガラスベース

ディッシュ（IWAKI，日本）を用いた．細胞染色を行うために，まずディッシュから

培地を取り除き PBS で 2 回洗浄した．細胞を固定するために，4%パラホルムアルデ

ヒド（和光純薬工業，日本）をディッシュ底面が覆われる程度加えて 5分間静置し，

PBSで 2回洗浄した．次に PBSに溶解させて，0.05%に調整したTriton X-100（和光純

薬工業，日本）をディッシュ底面が覆われる程度加えて 5分間静置し，PBSで 2回洗

浄した．以降の作業は暗所で行った．アクチンフィラメントを染色するため，PBSで

150 倍に薄めたローダミンファロイジン（rhodamine–phalloidin，Invitrogen，USA）を

ディッシュ底面が覆われる程度加えて 30 分間静置し，PBS で 2 回洗浄した．最後に

細胞内の核を染色および退色を防止するために slow- fade gold with 

4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）（Invitrogen，USA）を数滴加えて静置した．蛍光

観察は北海道大学内ニコンイメージングセンターにて，高速共焦点顕微鏡（共焦点レ

ーザー顕微鏡システム A1，ニコン，日本; 電動倒立顕微鏡 Ti-E，ニコン，日本）に

60倍対物レンズ（ニコン，日本）を用いて行った． 

 

 

 

マイクロピペット吸引実験 

 

倒立顕微鏡（IX81，オリンパス，日本）と連結したマイクロピペット吸引システム

のセットアップとそれに続く検査法は，過去に報告した方法に準じて行った 27-29．マ

イクロピペット吸引法の概略を Figure 11に示す．マイクロピペット吸引法とは細胞の

ヤング率を計測する方法で，ガラス製のマイクロピペットを細胞の表面に軽く接触さ

せ，ピペット内を陰圧に負荷することで，その圧力と細胞の吸引変形量からヤング率

を計測する方法である．ヤング率の算出方法はTheretらによって定式化されている 30．
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これは試料を半無限体の均質な弾性体と仮定し，それにピペットで吸引圧力を作用さ

せるモデルを用い，ピペット内の吸引圧を△P，ピペットの内径を a，外径を b，変形

量をL，また =（b - a）/aに依存するピペット形状関数（wall function）をΦ（）と

すると試料のヤング率Eは以下の式で与えられる 30．           

  

  

 

Φ（）はTheretらによって定義された Force modelとPunch modelと呼ばれるモデ

ル（Figure 12）から求められたピペットの形状関数（pipette wall function）で，Force model

がピペットの先端と試料の接触面に均一な応力が加わっていると定義し，その形状関

数をΦFとした 30,31．一方，Punch model はピペットの先端と試料の接触面の変位が 0

としたものと定義し，その形状関数をΦPとした．本実験ではピペットの形状の影響が

少ないPunch modelを採用した．よって，Figure 12のグラフと実際に用いたピペット

の形状の寸法からピペット毎に形状関数を決定した． 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 11 マイクロピペット吸引法： ピペット内の吸引圧を△P，ピペットの内径を a，外径を b，変形量

を L，また =（b - a）/aに依存するピペット形状関数（Wall function）をΦ（）とする． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 ピペットの形状関数 31．ΦFはPunch modelの形状関数を，ΦFはForce modelの形状関数を示し

ている． 

3a・ΔP・Φ（） 

2πL 
E = 
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本実験で使用した装置の概略と写真を Figures 13，14に示す．顕微鏡は除振台（明

立精機，日本）上に設置され，外部からの振動の影響を最小限に抑えた．マイクロピ

ペットを操作する粗動マニピュレーター（MN-4，ナリシゲ，日本）とマイクロマニピ

ュレーター（MHW-103，ナリシゲ，日本）は顕微鏡のステージに固定した．マイクロ

ピペットは外径 1 mm，内径 0.6 mmのガラス管（G-1，ナリシゲ，日本）をピペット

プーラー（PC-10，ナリシゲ，日本）で引き伸ばし，マイクロフォージ（MF-900，ナ

リシゲ，日本）で先端部を加工した．ピペットプーラーの設定は 75℃と 61.2℃の二段

引きとし，おもりの重さを 370 gにして，内径 4 μm，外径 8 μmの細いマイクロピペ

ットを作製した．作製したマイクロピペットをピペットホルダー（HI-7，ナリシゲ，

日本）中のシリコンチューブ内に挿入してマイクロマニピュレーターに接続した．ピ

ペットホルダーから内径 1.5 mm のシリコンチューブと三方活栓（テルモ，日本）を

介して三角フラスコ，シリンジ（テルモ，日本）をつなぎ，三角フラスコに PBSを入

れ，シリコンチューブと接続した後，シリンジを使ってチューブ全体とピペットホル

ダーまで気泡が残らないように PBSを満たした．三角フラスコは穴付ゴム栓を取り付

け，大気に開放しながらZ軸ステージ上に乗せてフラスコ内の液面の高さが顕微鏡の

ステージの高さ付近を上下に可動できるようにした．液面がピペット先端より高い位

置にあるときは陽圧が，低い位置にあるときは陰圧がピペット内に作用する．また，

シリンジはチューブ内の気泡を抜くために用いた．マイクロピペットに加えた圧力は

顕微鏡の横にシリコンチューブと定規を垂直に立たせ簡易的なマノメーターを作製し，

チューブ内の液面の高さを測ることで計測した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 実験装置概略図．Charge-Coupled Device（CCD）．personal computer（PC）． 

PC&Monitor

Microscope Reservoir

Micro-

manipulator

Glass

micropipette

Cell

Z-axis stageCCD camera
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Figure 14 実験装置写真 

 

 

細胞の変形は油浸 60倍対物レンズ（オリンパス，日本），CCDカメラ（ORCA-R2，

浜松ホトニクス，日本）を通してパソコンのモニターで観察した．実験に用いる浮遊

細胞を含んだ懸濁液は Figure 15のように加工した厚さ 2 mmのアクリル板と 30 mm 

× 30 mm のカバーガラス（松浪ガラス，日本）を接着して製作したチャンバーに導

入した．チャンバーはマイクロピペットが横方向から進入できるようになっている．

このチャンバーを倒立型顕微鏡-IX81のステージに設置して実験を行った（Figure 16）． 

 

 

 

 

Figure 15 チャンバー．Cover glassの上に細胞懸濁液を  Figure 16 顕微鏡ステージとチャンバーの設置． 

150 l滴下し，実験を行う． 

 

Acrylic plate

Cover glass

Chamber

Pipette holder

Micropipette
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 実験中にマイクロピペットに細胞や細かなゴミが接着しないように，ピペットの先

端部を一度Sigmacote（Sigma-Aldrich，USA）に浸した後，マイクロピペットをホルダ

ーに取り付け，ピペットホルダーに接続したシリンジを使ってピペット先端部まで

PBSを満たした．その後，ピペットホルダーをマイクロマニピュレーターに固定して，

ピペット先端がチャンバー上の懸濁液に浸るように粗動マニピュレーターを動かした．

マイクロマニピュレーターと顕微鏡を使い，細胞とピペット先端のピントを合わせ，

細胞をピペット先端に捕捉した．モニターで確認しながらピペット内の圧力差が 0 

cmH2Oになるように Z軸ステージを動かし，この時の液面の高さを計測した．次に，

Z軸ステージを 0.5 cmずつ降下させながら吸引実験を行った．また，細胞のもつ粘弾

性が吸引量に影響を及ぼさないよう，各陰圧の負荷後 60秒保持してからモニター上の

映像を取得した（Figure 17）．これを各細胞につき 2.5 cm降下させるまで行った．実

験終了後，シリコンチューブとシリンジ内に入っている PBSは全て取り除いて廃棄し，

三角フラスコやチューブ類等の実験器具はゴミが付着しないように超純水を用いて洗

浄し，再度利用できるようにした．取得した画像から細胞の吸引長さ L，ピペット内

径 a，外径 bを画像処理ソフト ImageJ（Version 1.45s，National Institute of Health，USA）

を用いて計測した．なお，計測時のスケールはあらかじめマイクロメーター（オリン

パス，日本）を実験と同じ倍率で撮影した顕微鏡画像を用いて校正した．1 回の実験

において，懸濁液から 3つ以上の細胞を選択し，少なくとも 3回以上は繰り返し計測

を行なった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 FloxマウスとUgcgマウスから採取した軟骨細胞にマイクロピペット吸引を負荷した際の明視

野像．左側が吸引開始時，右側が最大吸引時．Scale bar =10 μm． 

Flox   

Ugcg   

吸引開始時  最大吸引時  
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3次元培養下における軟骨細胞への力学負荷実験 

 

野生型マウス，Floxマウス，Ugcgマウスから採取し，1継代した軟骨細胞をⅠ型コ

ラーゲンゲル（新田ゼラチン，日本）に包埋し，最終の細胞濃度を 1.0 × 106 cells/ml

とした 32．細胞が包埋されたゲルを 2.0 × 106 cells/chamberとなるようにチャンバーに

流し込み，ゲル化させた後に 2 mlの培地を加えた．チャンバーの中央には 4本の円筒

状のポストが正方形（1.0 mm×1.0 mm）を形作るように存在する（Figure 12-A, B）．軟

骨細胞を包埋したゲルに培地を加えた状態で 24 時間前培養した後に，FBS 無しの培

地に変更し，力学負荷装置（ST-140，ストレックス社，日本）を用いて細胞入りのゲ

ルに対して cyclic tensile strain（CTS）を負荷した（Figure 12-C）．一般に軟骨細胞には

繰り返しの圧縮力，浸透圧，伸張力が負荷される 33．私はその中でもよりカタボリッ

クな負荷となり易い伸張力を選択した．負荷条件は，頻度を 1 Hz，ひずみ量を 5%，

10%，16%，時間を 3時間，24時間に設定した．CTSを負荷しない群をコントロール

として用いた． 

 

Figure 18 A 本実験で用いたチャンバー．2.0 cm×2.0 cmの培養領域の中央に 4本の円筒状ポストが正方形

（1.0 mm×1.0 mm）を形成している．Scale bar =1 cm．B 軟骨細胞をコラーゲンタイプ 1のゲルに包埋し，

2mlの培地を滴下した．C ゲル入りのチャンバーを力学負荷装置（ST-140）に設置し，CTS（cyclic tensile 

strain）を負荷した． 

 

 

 予備実験において，24時間の力学負荷を行った時点でチャンバーの力学負荷方向と

直行する面でゲルが剥がれてしまった．したがって，24時間負荷の間，負荷強度が一

定でないことが示唆された（Figure 19-Group 1）．そこで，本実験では 4本のポストに
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囲まれた領域に細胞を包埋し，力学負荷前にGroup 1で剥がれてしまった面を予めチ

ャンバーから剥がしておき，4 本のポストによって細胞へ伸張力を負荷した（Figure 

19-Group 2）． 

Figure 19 Group 1 軟骨細胞を包埋したゲルをチャンバー内で隙間なく作製し，cyclic tensile strain（1 Hz, 

16%, 24 h）を負荷したが，ゲルが負荷方向と垂直な面で剥がれてしまっていた．Group 2 細胞を 4本の

ポストの中央に包埋し，ゲルをチャンバーの力学負荷方向と垂直な面で予め剥がしておき，CTS （1 Hz, 

16%, 24 h）を負荷した．負荷終了後の時点でゲルのチャンバーからの剥がれ方に変化はなかった． 

 

 

 

伸張負荷による細胞変形の評価 

 

野生型マウス軟骨細胞を 4本のポストに囲まれた領域に包埋し（Figure 19-Group 2），

チャンバーをカスタムメイド力学負荷装置 34に設置した（Figure 20）．この力学負荷装

置は顕微鏡（Nikon A1R system）に設置することが可能であり，力学負荷と同時に細

胞の形態変化を観察可能である． 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 カスタムメイドの力学負荷装置．チャンバーを設置し，伸張力の強度，頻度，時間を調節し

て負荷することができる． 
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この装置には作業プログラム（LabVIEW, National Instruments, USA）を介してチャン

バーに一軸性の伸張力を負荷することができる一組のリニアアクチュエーターが備わ

っており，細胞は透過光を用いて 20 倍のレンズで観察した．5%，10%，16%の静的

引張りひずみをチャンバーに負荷し，それぞれの条件における視野イメージを観察し

た．細胞に負荷した伸張力レベルを定義するために，顕微鏡下に得られた視野から選

択した細胞の縦径と横径を算出した．伸張力を負荷していくと，少しずつ焦点の合っ

ている場所が移動してしまい，縦径・横径の値に影響を及ぼしてしまうため，縦横比

にて伸張力のレベルを評価することとした（Figure 121．この縦横比の算出は伸張力を

負荷していない状態（0% strain）でも行い，これを基準とした．さらに，静的引張り

ひずみを負荷した際の縦横比はCTSの中で最も厳しい条件である「1 Hz, 16%, 24時間」

を負荷する前後，2つのタイムポイントで評価した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 カスタムメイド力学負荷装置（Figure 14）で細胞に伸張力を負荷した状態で顕微鏡下に細胞の

変形を観察し，細胞の横径，縦径より縦横比を算出．この縦横比より伸張力のレベルを評価． 

 

 

 

遺伝子発現の評価 

 

軟骨細胞に CTS を 3時間または 24 時間負荷した直後に，細胞が包埋されている 4

本のポストに囲まれた立方体の領域のゲルを切り出し，メーカープロトコール従って

Trizol (Invitrogen Life Technologies, CA)を用いて軟骨細胞から全RNAを抽出した．DNA

合成のために，random hexamer primers (Promega, USA)と ImProm II reverse transcriptase 

(Promega)を用いて，0.5 mg または 1.0 mgのRNAを逆転写し，cDNAを合成した． 

real-time quantitative PCR（qPCR）はOpticon II system (Bio-Rad, Japan)によって施行し，

シグナルは SYBR Green qPCR Kit (Finnzymes, Japan) を用いて検出した． Col2a1，

Aggrecan，a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 5（ADAMTS-5），

細胞の縦径 

細胞の横径 

細胞の縦横比横径縦径 
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MMP-13，Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）遺伝子に対する特異的

なプライマーを用いた（Table 1）．Housekeeping geneとして，GAPDHを，アナボリッ

クなファクターとして，Col2a1，Aggrecan を，カタボリックなファクターとして，

ADAMTS-5，MMP-13 を評価した．それぞれのターゲット遺伝子の相対的な発現は

ΔΔCt法によりGAPDHのThreshold cycle（Ct）値で標準化したCt値で表した 35．この

遺伝子発現評価は，モデル作製のために野生型マウス軟骨細胞で行い，モデル確立後

に Floxマウス，Ugcgマウスの軟骨細胞で行った． 

 

Table 1 本研究で使用したプライマー 

Anabolic factor   

Col2a1-encoding gene forward 5’-AGGATGGCTGCACCAAACAC-3’ 

 reverse 5’-TGTCCATGGGTGCGATGTC-3’ 

Aggrecan-encoding gene forward 5’-CCCTCACCCCAAGAATCAAG-3’ 

 reverse 5’- GGATAGTTGGGGAGCGACAC-3’ 

Catabolic factor   

ADAMTS-5-encoding gene forward 5’-GGAGCGAGGCCATTTACAAC-3’ 

 reverse 5’-CGTAGACAAGGTAGCCCACTTT-3’ 

MMP-13-encoding gene forward 5’-TTGGCCACTCCCTAGGTCTG-3’ 

 reverse 5’-GGTTGGGGTCTTCATCGC-3’ 

Housekeeping gene   

GAPDH-encoding gene forward 5’-ACTTTGTCAAGCTCATTTCC-3’ 

 reverse 5’-TGCAGCGAACTTTATTGATG-3’ 

 

 

 

カルシウムイオン（Ca2+）濃度の評価 

 

Flox マウスと Ugcg マウスから得られた軟骨細胞の間で，力学ストレスに対する感

度の違いを調べるために力学ストレスにより変化する細胞内Ca2+濃度を評価すること

にした．3次元培養の方が理想的であるが，3次元培養条件でのCa2+ oscillation観察は

技術的に困難であった．Ca2+ indicatorである Fluo-4 acetoxymethyl ester （AM）は 3次

元培養モデルの scaffold であるコラーゲンタイプ 1 ゲルへの浸透が悪く，観察が困難

であった．浸透し易くするためにゲルに小さな孔を明けて実験を行ったが，やはり困

難であった．次に軟骨細胞を Fluo-4 AMで染色した後にゲルに包埋したが，ゲルが固



24 

 

 

まるまでの間に Fluo-4 AMの染色性が低下し，観察は困難であった．3次元での観察

は難しいと判断し，2次元培養での観察を試みた．Floxマウス，Ugcgマウスの 2種類

のマウスから得られた軟骨細胞を 1 継代し，トリプシンで剥がした後に，1.0 × 105 

cells/cm2 濃度で底面をフィブロネクチンでコーティングしたストレッチチャンバーに

蒔いた．軟骨細胞は顕微鏡で観察する前に 37°C ，5% CO2条件下で 24時間前培養を

行った．その後，暗所にて Fluo4- AM (5 μM, ThermoFisher Scientific) と probenecid (2.5 

mM, ThermoFisher Scientific)入りの培地で 37°C ，5% CO2 条件の下，30分間培養した．

培地を交換し，1.25 mMの probenecidを追加した．このチャンバーを細胞変形評価で

用いた共焦点レーザー顕微鏡（Nikon A1R system）付きの力学負荷装置 27にセットし

た．さらにカートリッジ式のヒーターを２つ，チャンバーに挿入し，共焦点イメージ

ングの間，チャンバーの温度を 37°C一定に保った． 

 20倍の対物レンズ（Nikon）を用いて，レーザーの励起波長を 488 nmに設定し細胞

を観察した．蛍光標識された軟骨細胞を観察するのに適した 1視野（635 μm × 635 μm）

を選択した．イメージングスピードを 1 fpsに設定し，蛍光標識された軟骨細胞の力学

負荷前の蛍光強度として 5分間のイメージングを行い，この結果をコントロールとし

た．続いて，軟骨細胞に 0%，5%，10%，16%のCTSを 1Hz，10秒間負荷し，その直

後より，同じ視野で，刺激後の蛍光強度を 5分間計測した．幾つかのケースでは同じ

チャンバーで数回，この工程を繰り返し行った．その際，1つ前の工程で負荷したCTS

の影響を無くし，蛍光強度を初期の状態に戻すため，インターバルを 15分間設けた．

さらに， 1 つ前の工程で照射されたレーザーによる蛍光退色の影響を避けるために，

同じチャンバー内で視野を変更して行った．5分間の観察でCa2+ oscillationを認めた細

胞数の力学負荷前後での増加率を oscillation ratioとして定義した 36,37． 

 

 

 

統計分析 

全てのデータは平均値と 95%信頼区間（95% confidence intervals，以下CI）をもって

表記した．全てのデータは正規性をShapiro-Wilk testにて，等分散性をBartlett's testに

て検定した．2群間のデータの比較は 2群間の等分散性に従って Student’s t-testもしく

は Welch’s t-test を用いて検定した．3 群以上の比較においては，one-way analysis of 

variance（ANOVA）検定を初めに行い，統計的有意性が認められた場合にTukey-Kramer 

multiple comparison tests を用いて多重検定を行った．正規性が保たれない時は，

Kruskal-Wallis testおよびDunn’s post hoc testを用いて検定した．判定は p値＜0.05で有
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意差ありとした．全ての統計解析は統計解析ソフト JMP Pro 11.0 （SAS Institute, USA）

を用いて行なった． 
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実 験 結 果 

 

GSLsが培養軟骨細胞のアクチン細胞骨格に及ぼす評価 

 

 GSLs が接着した軟骨細胞の力学的性質に及ぼす影響を評価するため，軟骨細胞の

アクチン細胞骨格を評価した．Floxマウス，Ugcgマウス，双方の軟骨細胞において，

継代を重ねるに連れてアクチンストレスファイバーの形成を認めた．しかしながら，

それぞれの継代条件において，アクチンストレスファイバー形成は両群間で差を認め

なかった（Figure 22）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fugure 22 Floxマウス，Ugcgマウスから採取した軟骨細胞のアクチン細胞骨格（赤）と細胞核（青）を

共焦点レーザー顕微鏡で観察したイメージ． 

 

 

 

GSLsが軟骨細胞のヤング率に及ぼす影響 

  

 GSLs が浮遊した軟骨細胞の力学的性質に及ぼす影響を評価するため，軟骨細胞の

ヤング率を評価した．初代軟骨細胞のヤング率は，Floxマウスで 0.24 ± 0.07 kPa（平

均±SD），Ugcgマウスで 0.22 ± 0.09 kPa（p ＝ 0.26）．1継代した細胞においては，Flox

で 0.29 ± 0.07 kPa，Ugcgで 0.31 ± 0.08 kPa（p ＝ 0.58）．4継代した細胞においては，
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Floxで 0.30 ± 0.05 kPa，Ugcgで 0.31 ± 0.08 kPa（p ＝ 0.96）であった．したがって，

初代，1継代，4継代した軟骨細胞において，両群間で有意差な差を認めなかった（Figure 

23）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fugure 23 それぞれのマウス軟骨細胞におけるマイクロピペット吸引にて算出したヤング率．平均値と

95% CIを表記． 

 

 

コラーゲンゲル内での軟骨細胞の変形 

 伸張力を負荷した際にゲル内の軟骨細胞にしっかりと伸長力が負荷されていること

を確認する目的で顕微鏡下に細胞の変形を評価した．長時間のCTSを負荷する前後で

評価し，長時間の力学負荷後であってもゲル内の軟骨細胞に変わらず伸長力が負荷さ

れていることを確認する目的でもあった．Group 1では，WTマウス軟骨細胞をゲル全

体に包埋し，1Hz，16%，24時間のCTS負荷をかけたところ，全てのゲルがチャンバ

ーから徐々に剥がれてしまった．一方，Group 2ではWTマウス軟骨細胞を 4本のポ

ストに囲まれた立方体の領域に包埋し，CTSを負荷する前に予めゲルをチャンバーか

ら剥がし，4本のポストによって力学ストレスを負荷した．Group 1ではCTS負荷前

の 10%，16%において縦横比がそれぞれ 1.19 ± 0.09，1.29 ± 0.10であり，0%（1.00 ± 0.09）

と比較して有意に高かった（共に p < 0.0001）．しかし，負荷後においてはどのレベル

においても有意な差を認めなかった．一方，Group 2ではCTS負荷前の 10%，16%に

おいて縦横比がそれぞれ 1.12 ± 0.08，1.17 ± 0.08であり，0%（1.00 ± 0.10）と比較して
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有意に高かった（共に p < 0.0001）．さらに負荷後においても 10%，16%において縦横

比がそれぞれ 1.14 ± 0.11，1.22 ± 0.11であり，0%（1.00 ± 0.10）と比較して有意に高い

結果となった（p = 0.011，p < 0.0001）（Figure 24）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fugure 24 Group1と 2それぞれにおけるCTS（1 Hz，16%，24時間）負荷前と負荷後の縦横比．平均値と

95% CIを表記．（n数はそれぞれのグループで 12 samplesずつ） 
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力学ストレスが野生型マウス軟骨細胞の遺伝子発現に及ぼす影響 

 

野生型マウス軟骨細胞に 5% CTSを負荷すると，3時間のCol2a1の発現が有意に上

昇（p = 0.029）し，3時間のADAMTS-5 と 24時間のMMP-13の発現が有意に低下し

た（p = 0.045，p = 0.016）（Figure 25）．一方，10% CTS負荷においては，24時間のCol2a1，

MMP-13の発現が低下した（p = 0.012，p ＜ 0.001）．そして，16% CTS負荷において

は，3時間のAggrecanの発現が低下し（p = 0.01），24時間のADAMTS-5 とMMP-13

の発現が上昇した（p = 0.034，p = 0.013）． 

Fugure 25 WTマウス軟骨細胞における anabolic factors (Col2a1，Aggrecan)と catabolic factors (ADAMTS-5

とMMP-13)の遺伝子発現．データは 3時間，24時間におけるコントロール群に対する相対的な発現量と

して表現．平均値と 95% CIを表記．（n数は全てのグループで 3 samplesずつ） 
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GSLs欠損は力学ストレス応答において catabolismを増強させる 

 

 静置培養条件（Non-stress）では，Flox，Ugcg 両群間において 3 時間，24 時間それ

ぞれのタイムポイントで遺伝子発現に差を認めなかった（Figure 26）．5％ CTS負荷に

おいて，Flox 群と比較して Ugcg群で 3時間の Col2a1と Aggrecanの発現が有意に低

下（p = 0.004，p = 0.011）する一方で，3時間のMMP-13の発現も有意に低下した（p = 

0.032）．10% CTS負荷においては，Ugcg群で24時間のADAMTS-5と24時間のMMP-13

の発現が有意に上昇した（p = 0.019，p = 0.008）．さらに 16% CTS負荷においては，

Ugcg群で 3時間のCol2a1とAggrecanの発現が減少する傾向を示した（p = 0.0765，p = 

0.057）． 
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Fugure 26 Floxマウス，Ugcgマウス，それぞれの軟骨細胞における anabolic factors (Col2a1，Aggrecan)と

catabolic factors (ADAMTS-5とMMP-13)の遺伝子発現．データはGAPDHをレファレンスとして使用し補

正された相対値で表した．平均値と 95% CIを表記．（n数は全てのグループで 3 samplesずつ） 

 



32 

 

 

GSLs欠損は力学ストレスにより誘導されるCa2+ oscillationを増強させる 

 

 GSLs が軟骨細胞の力学ストレスに対する感度に及ぼす影響を調べるために，力学

ストレスにより変化する細胞内Caイオン濃度を評価した．静置培養条件（0% strain）

と 5% strainにおいては，Flox群とUgcg群で有意な差を認めなかった（Figure 27）．一

方，10%においては，Flox群（1.45 ± 0.13）と比較してUgcg群（1.92 ± 0.47）で有意

に oscillation ratioが上昇する結果となった（p = 0.005）．さらに 16%においても，Flox

群（1.55 ± 0.35）と比較してUgcg群（2.15 ± 0.43）で有意に oscillation ratioが上昇した

（p = 0.006）． 

Fugure 27 Floxマウス，Ugcgマウス，それぞれの軟骨細胞におけるCa2+ oscillation ．5分間の観察でCa2+ 

oscillation を認める細胞数の力学負荷前後での増加率を oscillation ratioと定義した．平均値と 95% CIを表

記． 
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考 察 

 

細胞膜で見られるようなラフト構造を含む脂質二重層の特性が細胞の圧縮弾性率

と曲げ弾性率に影響を及ぼす 22．またGSLsの 1つである ganglioside GM3が細胞骨格

構成要素の 1つである中間径フィラメントと共局在を示すとする報告があり 23，GSLs

が細胞骨格のおける構造変化を介して軟骨細胞の力学的性質に影響を及ぼしているこ

とが示唆されている．一方で，清藤らは原子間力顕微鏡（AFM）を用いて評価した軟

骨細胞の剛性に対して，GSLs欠損が影響を及ぼさないことを報告した 17．本研究にお

けるアクチン細胞骨格染色でも GSLs 欠損群とコントロール群で差がないことが示さ

れ，少なくとも 2次元培養においてGSLs 欠損は接着した軟骨細胞の力学的性質に影

響を及ぼさないことが示唆された．これらの結果は，軟骨細胞が培養皿に接着するこ

とでアクチンファイバーが合成されることを反映している可能性があり，GSLs 欠損

が浮遊した軟骨細胞の力学的性質に及ぼす影響については不明なままであった．そこ

で本研究では浮遊した軟骨細胞の弾性を調べるためにマイクロピペット吸引を用いて

ヤング率を評価した．結果，浮遊した GSLs 欠損マウス軟骨細胞の弾性率はコントロ

ール軟骨細胞と比べて同等であった．従って，GSLs は浮遊した条件においても軟骨

細胞の弾性率に影響を及ぼさなかった． 

GSLs は細胞内シグナルに関与する受容体に作用し，ストレス応答を調節している

ことが知られている 15．また清藤らは in vivoの実験で，GSLsが欠損すると過度な力

学ストレスによる OA 進行がさらに助長されることを報告した 17．私は GSLs が軟骨

細胞の力学ストレス応答に影響を及ぼすと仮定した上で，GSLs 欠損軟骨細胞におけ

る力学ストレス応答の評価を最終的な目標と定め，まず初めに力学負荷モデルの確立

を目指した．多くの研究において，その単純さと簡便さから 2次元培養下での実験が

行われてきた33,38,39．3次元培養下の方がより生体内の環境に近いことは知られており，

力学負荷モデルおいて理想的な実験系であることは知られている．しかし，一方で基

質の可塑性と脆弱性により力学ストレスに対して空間的，時間的不均一性が生じ，実

験の再現性を得ることが難しいと言われている 40-42．そこで私はこの問題をクリアす

るために条件に合うようカスタマイズした細胞／ゲル構造体を作製し，軟骨細胞に対

して均一な力学ストレスを負荷できる新たな 3次元培養モデルを開発した．本研究に

おける縦横比を用いた細胞変形評価の結果はこのモデルが細胞に時間的，空間的に均

一な力学ストレスを負荷できることを示唆している．さらに本モデルにおいて，5%の

CTS条件では軟骨細胞はanabolic効果を，16%のCTS条件ではcatabolic効果を示した．

一般的に，生体内において適度な力学ストレスは軟骨保護作用を，一方で過度な力学
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ストレスは軟骨変性作用を示すとされている 5,6,11．従って本研究で用いたの 3 次元培

養下力学負荷モデルは anabolic効果を示す適度な力学ストレス環境と catabolic効果を

示す過度な力学ストレス環境という 2つの環境における軟骨細胞の応答性を評価でき

るモデルであることが示唆された． 

本モデルを用いて力学ストレス環境における GSLs 欠損軟骨細胞を評価する前に，

静置培養環境における機能を評価した．静置培養環境においては，GSLs 欠損軟骨細

胞は通常の軟骨細胞を比較して，anabolic factors，catabolic factors双方の遺伝子発現で

差を認めなかった．一方，力学ストレス環境，特に 10%，16% CTS負荷環境において，

GSLs欠損軟骨細胞ではそれぞれ catabolic factorsが増加し，anabolic factorsが低下する

傾向を示した．この結果は，強度の高い力学ストレス応答において GSLs 欠損は軟骨

変性作用を増強させることを示唆した．従って，GSLs 欠損は力学ストレス環境にお

いて軟骨細胞の過度な応答を誘導し，この結果，OA の進行が助長されると考えられ

た．言い換えると，軟骨細胞にとって力学ストレス応答における anabolic な反応と

catabolic な反応のバランスをとり，軟骨組織の恒常性を維持するために GSLs が必要

である，と考えられた． 

GSLs 欠損軟骨細胞の過度な力学ストレス応答のメカニズムを調べるために力学ス

トレスにより生じるCa2+ oscillationに着目した．GSLsは細胞膜の構成要素であり，細

胞内シグナルカスケードの引き金となる細胞膜上の受容体と相互に関連しているとさ

れているため 15，細胞内のCa2+ シグナルを介して軟骨細胞の力学応答に影響を及ぼし

ているのではないかと考えた 43．静置培養条件において GSLs 欠損は軟骨細胞の Ca2+ 

oscillation に影響を及ぼさない一方で，10%以上の伸張負荷に対する軟骨細胞の Ca2+ 

oscillation を増加させた．遺伝子発現の結果でも GSLs 欠損は 10% 以上の負荷に対し

て過度に応答している結果を示しており，Ca2+ oscillationと同じ挙動を示した．この結

果より細胞膜上に存在するGSLsはCa2+ シグナルを介して軟骨細胞の力学応答に影響

を及ぼしていることが示唆され，従って，GSLs 欠損における OA 助長は，過度な力

学ストレスに対する軟骨細胞の応答が過剰に活性化することで生じていると考えられ

た． 

過度な力学負荷は力学感受性イオンチャンネル（SACs）に働き細胞外から細胞内へ

の Ca2+ の流入を誘導し，インテグリン調節シグナル（integrin-mediated pathways）を

介して ERK-MAPK pathwayを活性化させる 5,11．この活性化したERK-MAPKは転写

因子であるActivator protein-1（AP-1）やNF-Bの転写活性を亢進させ，IL-1，Tumor 

Necrosis Factor-α（TNF-α）などの炎症性サイトカインやMMPの発現を増加させる，

と考えられる 11．今後，このようなCa2+ シグナルの下流に対するより詳細な評価が必

要と考えられる． 
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本研究にはいくつかの限界が存在する．1 つ目は，軟骨組織内の軟骨細胞に負荷さ

れる力学ストレスは主に圧縮力であるにも関わらず，本研究では細胞応答の評価に伸

張力を用いたことである．軟骨細胞に力学負荷を行う in vitroの実験において，一般的

に 15～20％程の強い圧縮負荷を行っている 44-47．3 次元培養環境で長時間の力学負荷

を行うためには弱い負荷の方が空間的，時間的均一性を維持するのに優れており，理

想の実験モデルは弱い負荷で軟骨細胞の anabolic，catabolic双方の反応を制御できるモ

デルである．伸張ストレスは軟骨細胞のシグナルトランスダクションに強く影響を及

ぼし，圧縮ストレスよりもより軟骨変性に作用することが知られている 48,49．従って，

比較的小さな負荷でも十分な力学刺激を与えることが出来る伸張負荷モデルを選択し

た．これまでの結果より，本モデルが適度な力学ストレス環境と過度な力学ストレス

環境という 2 つの環境における軟骨細胞の応答性を評価できることが示唆され，in 

vitroにおける軟骨細胞の力学応答を評価するモデルとして適切であると考えている． 

2つ目は，Ca2+ oscillationの評価が 2次元培養で行われている点である．3次元培養

条件での Ca2+ oscillation 観察は色々と試行錯誤したものの，技術的に困難であった．

特に，Ca2+ indicatorである Fluo-4 AMは 3次元培養モデルの scaffoldであるコラーゲン

タイプ 1ゲルへの浸透が悪く，観察が困難であった． 

3つ目として，本実験よりGSLsがCa2+ シグナルを介して軟骨細胞の力学応答を制

御していることが示唆されたが，細胞内シグナル経路を含むメカノトランスダクショ

ンをこの GSLs がどのように制御しているかは分かっていない．我々は細胞膜上に存

在するmechanosensitive Ca2+ channelが同じく細胞膜上に存在するGSLsに直接影響を

及ぼすのではないかと考え，このCa2+ に注目した．従って，軟骨細胞のCa2+ シグナ

ルを力学環境下で観察した．細胞膜上でGSLsがこのCa2+ シグナルを制御している正

確なメカニズムについては今後の研究課題として明らかにしていきたいと考えている． 

これら 3つの限界点はあるものの，本研究はGSLsがOA発症に関連する軟骨細胞

の力学応答を制御する役割を担っていることを強く支持する結果を示した． 
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総括および結論 

 

 GSLs欠損は力学環境下において軟骨細胞の catabolicな反応を過度に活性化する

と考えられた． 

 

 GSLsはCa2+ シグナルを介して軟骨細胞の力学応答を制御していることが示唆さ

れた． 

 

 GSLsがOA発症に関連する軟骨細胞の力学応答を制御する役割を担っていると

ことが示唆された． 

 

 本研究の結果は，GSLsがOA治療の標的分子となり得ることを示した． 

 

 

本研究はGSLs欠損が力学環境下において軟骨細胞の catabolicな反応を過度に活性

化することを示した．つまり，GSLsがCa2+ シグナルを介して軟骨細胞の力学ストレ

スに対する生理的な応答を制御することに深く関わっていることが示唆された．この

GSLsによる制御機構は軟骨組織の恒常性維持に重要であると考えられ，GSLsがOA

治療における標的分子となり得ることを示している．今後はCa2+ シグナルを介した

制御機構の詳細なメカニズムについてさらに研究を進めいきたいと考えている．
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