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研究成果の概要（和文）：骨基質内で生じるひずみ誘導型液体流動（SIFF）は骨細胞を刺激し
骨形成反応を促すと考えられている。しかし、SIFF による骨形成反応促進機構は十分に理解
されていない。そこで本研究では、骨芽細胞と多孔質担体から成る培養再生骨を用いて、SIFF
の骨形成反応促進効果を調べた。その結果、SIFF の骨形成反応促進効果は担体の多孔性、素
材、細胞密度および刺激周波数の影響を受けることが分かった。本成果は、骨生体力学のより
一層の理解と骨の再生医療発展へ貢献するものである。 
 
研究成果の概要（英文）：It is believed that strain-induced fluid flow (SIFF) stimulates 
osteogenic response of bone cells, resulting in adaptive bone formation. However, the 
mechanism of the osteogenic ability of SIFF is not fully understood. In this research, the 
ability of SIFF was investigated using regenerative bones made of osteoblasts and porous 
scaffolds. The results showed that SIFF promotes the ostegenesis of regenerated bones. 
This ability of SIFF was influenced by the porosity and material of scaffold, and the 
frequency of mechanical stimulation. These findings contribute to further understanding of 
the bone mechano-biology and the progress of bone tissue engineering.  
     
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2008 年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

2009 年度 900,000 270,000 1,170,000 

2010 年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：生体工学 
科研費の分科・細目：機械工学 ・ 機械材料・材料力学 
キーワード：骨形成，力学刺激，骨芽細胞，再生骨，再生医療，ティッシュエンジニアリング 
 
１． 研究開始当初の背景 

 
従来、骨形成反応を引き起こす力学的刺激

は、力学的負荷により生じる骨基質の“ひず
み”であると考えられ、ひずみと骨形成反応
の研究が数多く行われてきた。  一方、
Piekarski ら（Piekarski ら, Nature, 1977）

によって、繰返し負荷により生じる骨基質の
ひずみが基質内に液体流動を発生させ、それ
により骨の細胞が刺激されるという考えが
提唱された。その後、骨の細胞も血管内皮細
胞と同様に液体流動に対し反応することや
(Reich ら, J Cell Physiol, 1990)、また、
理論的に骨細胞を刺激するのに十分な大き
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さのずり応力がひずみ誘導型液体流動によ
り発生すること(Cowin ら, Am J Med Sci, 
1998)などが報告され、現在、Piekarski らの
説が広く支持されている。しかしながら、ひ
ずみ誘導型液体流動という力学的刺激形態
により実際に骨形成反応が促進されること
を確認した例は国内外ともにない。 
 
２．研究の目的 
 
研究代表者は、これまでピエゾアクチュエ
ータとコラーゲン・スポンジを利用すること
により、培養下においてひずみ誘導型液体流
動を作り出すことに成功している（図１）。
そして、この刺激よりスポンジ内に三次元培
養した骨芽細胞の骨形成反応が促進される
ことを mRNA レベルおよびタンパクレベル
で明らかにしている(Tanaka ら, CTI, 2005)。
本研究では、この成果を発展させ、最終的な
骨形成反応である石灰化に至るまでのひず
み誘導型液体流動の刺激効果について確認
することを目標とした。 
３年の研究期間における具体的な目的は、
【目的１】ひずみ誘導型液体流動の刺激効果
において、ひずみと液体流動それぞれの寄与
率を明らかにすること、【目的２】ひずみ誘
導型液体流動の刺激効果を高める培養条件
を明らかにすること、および【目的３】ひず
み誘導型液体流動の刺激効果を高める刺激
周波数を明らかにすることであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ コラーゲン・スポンジ担体に三次元培
養された骨芽細胞へ力学刺激負荷。担体への
力学負荷により担体内にひずみ誘導型液体
流動が生じる(Tanaka ら, CTI, 2005)。 
 
３． 研究の方法 
 
【目的１】実験では、SD ラット（メス、８
週齢）の初代培養骨芽細胞を播種した I型コ
ラーゲン・スポンジ担体（Zimmer Dental Inc., 
L 16 x W 20 x t 2 mm、孔径約 100μm）に対
しひずみ誘導型液体流動を与えた群（OP 刺
激群）およびその無負荷コンロール群（OP コ
ントロール）、そして、I型コラーゲンゲルを
スポンジに浸透させることで液体流動を遮
断しひずみのみを与えた群（FP 刺激群）およ
びその無負荷コントロール群（FP コントロ

ール）の計４群を設け、30日間の長期培養を
行った。なお、担体への力学刺激は 1日 3分
間とし、培養担体の石灰化度は近赤外光 LED
を利用した非破壊的石灰度評価システム（図
２）を用いてモニタリングした（Tanakaら, J. 
Biomech. Sci. & Eng., 2008）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 三次元培養骨芽細胞に対する力学刺
激負荷と非破壊的石灰化度モニタリングを
可能とする実験システム（田中，日本臨床バ
イオメカニクス，2010）。 
 
【目的２】ひずみ誘導型液体流動の刺激効果
を高める培養条件を明らかにするために、播
種細胞密度と担体素材に着目し実験を行っ
た。実験では、ラット骨芽細胞を低播種密度
度（1600 cells/mm3）ま）たは高播種密度
（6900 cells/mm3）で I 型コラーゲン・スポ
ンジまたはメラミン・スポンジに播種し、ひ
ずみ誘導型液体流動を 0.8 Hz の周波数で 1
日 3 分間与え、石灰化度の変化をおよそ 3 週
間観察した。実験群は、表１の通り計 8 群で
ある。なお、培養担体への力学刺激方法およ
び石灰化度モニタリング方法は、上記【目的
１】と同様である。 
 
表１ 目的２における実験群 
 
 
 
 
 
 
 
 
【目的３】ひずみ誘導型液体流動の刺激効果
を高める条刺激周波数の調査を行った。実験
では、ラット骨芽細胞を播種した I 型コラー
ゲン・スポンジに対しひずみ誘導型液体流動
を 0.2 Hz, 2 Hz, または 20 Hz の周波数で与
え、各周波数における刺激効果の違いを刺激
直後に生じる細胞内 Ca2+応答を観察するこ
とで調べた。なお、動的負荷を受ける三次元
培養細胞の細胞内 Ca2+応答は顕微鏡での観
察が不可能であるため、本研究室において独
自に開発した光学装置を使用した（図３）。 
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図３ 力学刺激負荷時に生じる三次元培養
骨芽細胞の細胞内 Ca2+応答を観察するため
の光学装置。カルシウムインジケーターは
Fluo3-AM（励起波長：488nm, 蛍光波長：
518nm）を使用。 
 
４．研究成果 
【目的１】最終的な石灰化度での比較におい
て、FP 刺激群は OP 刺激群の約 1.3 倍の値を
示した（図４、５）。なお、いずれの無負荷
コントロール群においも顕著な石灰化度の
上昇は見られないことから、力学刺激の石灰
化促進効果は明らかであった。以上の結果は、
ひずみ誘導型液体流動の石灰化促進効果に
おいて液体流動の貢献度は高くないことを
示している。しかしながら、ゲルによる液体
流動の遮断がサブマイクロレベルにおいて
も実現されているかどうかは不明であり、こ
のような流動が石灰化を促進している可能
性も考えられる。今後、同モデルにおける液
体流動の実態を確かめる必要があると言え
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ ラット骨芽細胞が三次元培養された
コラーゲン・スポンジ担体の石灰化度変化。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ ラット骨芽細胞が三次元培養された
コラーゲン・スポンジ担体の接写撮影像。 
 
【目的２】低播種密度では明確な刺激効果は
見られず、一方、高播種密度では刺激効果が
確認された。特に、メラミン・スポンジより
もコラーゲン・スポンジを用いた場合でより
高い刺激効果が認められた（図６、７）。本
結果は、ひずみ誘導型液体流動の刺激効果は
播種細胞密度と担体素材に大きく依存する
こと示しており、特に、ひずみ誘導型液体流
動による培養再生骨の効果的な石灰化促進
には高い播種細胞密度と適切な担体素材選
定が重要であることが分かった。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ ラット骨芽細胞が三次元培養された
コラーゲン・スポンジ担体またはメラミン・
スポンジ担体の石灰化度の変化。(a) 播種細
胞密度 1600 cells/mm3, (b)播種細胞密度
6900 cells/mm3 
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図７ ラット骨芽細胞が三次元培養された
コラーゲン・スポンジ担体またはメラミン・
スポンジ担体の接写撮影像。 
 
【目的３】20 Hz の刺激は 0.2 Hz と比べて約
４倍、また、2 Hz と比べて約２倍、細胞内
Ca2+応答時間が長いことが明らかとなった
（図８a）。以上の結果は、刺激周波数が高い
ほどひずみ誘導型液体流動の刺激効果が高
まることを示している。しかしながら、今回
の実験では20 Hz以上の刺激周波数での反応
を調べていないため、今後、より高い刺激周
波数での調査を行う必要がる。また、細胞内
Ca2+応答レベルで得られた結果が、石灰化レ
ベルでも同様の傾向を示すかどうかについ
て確認する必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ 刺激後の細胞内 Ca2+応答の比較。(a)
反応時間、(b)反応時間における積算強度 
 
 以上の成果は、骨の力学的適応機構解明の
ための示唆的知見として興味深いものであ
る。また同時に本成果は、培養再生骨の石灰
化を効率的に促進する刺激条件の選定にお
ける有益な情報であり、骨再生医療分野の貢
献が期待される。今後は、骨の細胞の力学刺
激感受性の支配機構を明らかにするととも
に、石灰化をより高い効率で促進する力学刺
激パターンを明らかいしていきたい。これに
より生体骨と同等の石灰化度を有する培養
再生骨の実現を目指したい。 
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