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Abstract

The responses of culrured myoblasl L6 to uoidirectional stretch stimulation were
investigated. Cells plated on silione rubber membrane with high deosity coating of type I
collagen thal were subjected ro unidirecrional stretch stimulation oriented parallel ro rhis
direction. (-'ells plated oo the silicone membra[e tbal *ere nor subjected lo st.elch
slimulalion also orienled partially. Cells plated on normal c(rer glass with low densiry of
collagen did not orient. Cl)llagen seems t() plav mrior role in lhis myoblast t.6 orienli ion_
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緒 言

生体内の組織・細胞はその機能と形態が密接な

関係にあると考えられる。筋をはじめとする動的

な負荷のかかる組織・細胞では,構造・形態が重

要であろう。細胞の形態を決めているのは細胞骨

格 と呼ばれるタンパク繊維の複雑な網目構造であ

る。細胞骨格は,細胞の運動や筋の収縮など生物

にとつて基本的で重要な役割をはたす。また,細

胞内でのミトコンドリアの移動,最近ではmRN
A輸送.及びタンパク質の合成にも細胞骨格が関

係していることが報告されている(1,3,5)。

筋は力を発揮する方向に配列し機能するがその

配向が起こる機構は解つていない。細胞に対する

機械的な刺激がどのように感受され,どのような

形態的な応答をとるかは,興味のもたれる問題で

ある。Vandenburghら (12)は シリコン膜を用いた

細胞刺激装置を作成し,鶏胚筋芽細胞から融合さ

せた筋管細胞では一定方向の伸張刺激が0.35Ш/h

の速度では筋が伸張方向に配向したことを報告し

ている。

生体内での機能・生理反応を細胞レベルで解明

する目的で細胞培養法がよく用いられるが,通常

の器材では機械的な刺激を与えることは困難であ

る。我々は伸張刺激が筋llII胞 を含む細胞の形態形

成にかかわる機構を明らかにする目的で,独自に,

伸張可能なシリコン膜上でlll胞培養し細胞に対し

て一定の方向に伸張刺激を与えることができる装

置を開発した。このシステムではシリコン膜が

0.lon程度の厚 さであるので免疫組織学的解析

が可能である。

本研究では,まず始めに,伸張刺激した細胞の

形態変化,お よび細胞骨格の応答を調べた。

方 法

1 シリコン樹脂製細胞培養ディッシュと伸張装

置

培養fIE胞に対して伸張刺激を与えるためには,

仲縮可能で生物毒性の無い培養基質である必要が

ある。また,培養の経過を倒立顕微鏡で観察し,

免疫llE胞組織学的研究も行なうことのできる必要

がある。以上のことから,シ リコン樹脂を用いて

底部が非常に薄い (約0.lm)デ ィッシュ (2.5cn

×2.5cul)を 作成した(F ig.1)。 シリコン溶液

(SILASTIC MIIX 4-4210 medical glade Elastomer,

Dow Corning)と 重合剤を混ぜ合わせた混合液を

型に流し込み50℃で1日 重合させることにより,

シリコンディッシュを作成した。このディッシュ

にはあらかじめ支柱のステンレス棒を埋め込んで

おいた。このステンレス棒はホルダー部を介して,

パルスモーターで駆動される微動ステージに連結

した(F ig.2)。 5極のパルスモーター (VEXTA

PX533卜A)の回転をウォームギヤ (30山 )及びボ

ールネジ (ピ ッチ lШ)に より微動ステージの運

動 (1ステップ移動量0.066un)に 変換した。パ

ルスモーターの回転の制御はワンボードマイクロ

コンピューター (CPU:Z80,CTC使 用)に

より行なった。制御プログラムはアセンプラ言語

により記述した。

シリコンディッシュには,高圧蒸気滅菌後にコ

ラーゲンコー トを行なった。ラット尾部から酸抽

出したコラーゲン溶液 (2 mg/ml, lmM HCI)

2mlをシリコンディッシュに注ぎドライヤーで

乾燥させた。この後PBSで 3,4回洗つた。伸

張刺激の有無にかかわらずシリコン膜上には高濃

度のコラーダンコートを行なった。通常行なわれ

る低濃度のコラーグンコートをしたカパーグラス

を対照とした。

Fig。 1 シリコン樹脂製細胞堵養ディッシュ

2 細胞培養

培養にはラット由来筋芽細胞株L6細胞を用い

た。培養時の細胞密度は3× 104cellS/cfで あっ

た。培養液は,10°/Oウ シ胎児血清を含むダルベッ

コ変成イーグル培地 (DMEM)で あり,培養は

37℃ ,C02イ ンキュベーター内で行なった。細
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l18浮 遊液を注いだ後,10分後にストレッチを始め

16時間後に終了した。伸張刺激を与えた細胞は組

織学的解析用にホルマ リン固定した。総伸張量は

4 Ellであ り,仲張速度は0.25ロロ/hであった。

Fig.2 装置の概念図

3 組織学的解析

細胞骨格を構成するアクチンフィラメントの検

出にはローダミン結合ファロイジンを用いた。核

の染色には,DAPI(4',6 dianidino-2-
phenylindole)を 用いた。

結 果

通常のコラーゲンコートを行なったカノ`―グラ

ス上では,f41胞はよく伸展しストレスファイパー

がはっきり見られた。高濃度のコラーゲンコート

シリコン膜上の細胞はそれに比べ,細長い形態を

とり針状の突起を出すものが多かった(F ig.3)。

カパーグラス上のfII胞 では全体的な配向も局所的

な配向も見られなかった。それに対し,高濃度の

コラーゲンコートを行なったシリコン膜上の細胞

では配向が見られた。この配向は,伸張刺激を与

えなかった細胞では局所的に見られたのがその方

向はランダムであった。これに対して,伸張刺激

を与えた細胞では多くが伸張した方向に配向した

(F ig.4)。 核に関しては,細胞の長軸方向に向

くものの極端な形態の変化は見られなかった(Fi
g.3)。

考 察

生体内にある細胞は,その機能と形態は密接な

関係にあると考えられる。たとえば筋細胞では細

胞骨格が収縮方向へ配列していて機能的な構造を

とつている。その機能が機械的刺激に関係するよ

うなfII胞にたいしては,機械的刺激は,その構造

をつくり維持することに関係することが考えられ

る(2)。 機械的刺激がf4H胞 の配向や分化におよば

す影響が,最近になってさまざまな細胞 (骨格筋

細胞,心筋細胞,血管内皮fII胞 ,骨芽細胞,繊維

芽細胞)について研究されてきている(7,8,9,
10,11)。

本研究では,高濃度のコラーグンコー トを行な

つたシリコン膜上の細胞は伸張方向に配向した。

アクチンフィラメントも伸張方向に配向した。こ

の配向は高濃度のコラーグンコートを行なったシ

リコン膜上であれば伸張刺激を与えない場合にも

局所的に見られた。これに対しコラーゲンコート

が低濃度の場合には伸張速度が同一であるにもか

かわらず高濃度のときと比較して配向の程度が小

さかつた (データ不掲載)。 これらのことから,

細胞の配向にはコラーグンの有無が大きく影響し

ていると考えられる。高濃度のコラーゲンコート

上の細胞は接着部分のコラーダン繊維を引っ張つ

て配向させ,他の細胞はその配向の影響を受ける

と考えられる(4)。 伸張刺激は直接的にはコラー

ゲンを配向させ,その向きに沿って細胞が伸展あ

るいは移動することが推察される。本研究の結果

から,細胞外基質(extraceHular matrix;EC

M)の変化に関して,細胞の配向とアクチンフィ

ラメントは密接な関係にあると示唆される。先行

研究では,ア クチンフィラメントの変化の後細胞

の配向が起こっている(9)。 今後,中間径フィラ

メント,微小管の応答.及びそれぞれの時間的変

化を調べる必要がある。

血管内皮細胞の血流による剪断力に対する応答

に関する先行研究では,コ ンフルエントでない内

皮細胞は機淑的な刺激に対し反応を示しにくいこ

とが報告されている(7)。 本研究で用いた筋芽細

胞の細胞株では,コ ンフルエントでなくても伸張

刺激に反応した。細胞間の相互作用は細胞の配向

に関して必ずしも必要ではないと考えられる。適

当なECMが無い場合に細胞間の相互作用が配向

を起こすのに十分であるか調べる必要がある。

機械的な刺激を受容するのは,細胞膜上のEC
Mレセプターであると考えられる。糖タンパクの
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Fig.3

インテグリン類は,ECMと アクチンフィラメン

トとの結合を仲介する膜貫通型連結タンパクであ

る。細胞に与えられる機械的刺激は直接的にはこ

のECM―インテグリンー細胞骨格を通して伝え

られると考えられる(6)。 細胞接着に関係するE

CM及びインテグリン類は,接着に限らず細胞の

増殖・分化にも関与している(6)ので,機械的刺

激との関係でその役割に興味がもたれる。

シリコン膜のような伸張性の膜上での細胞の伸

張刺激は,接着に関与する因子への刺激の他に,

細胞膜への刺激ももたらすと考えられる。細胞膜

上のNa―Kポンプ,イ オンチャネル,ホ スホリパ

ーゼ,GTP結 合タンパクに変化をもたらすこと

も考えられる。伸張性の膜をもちいた研究では細

胞膜の変化と大きな形態の変化は避けられないこ

とから,Wangら は,ECM分 子を結合させた磁

性体に磁場をかけることでインテグリンー細胞骨

格に局所的に刺激を加える方法をとつている(13)。

本研究では,シ リコンをコー トするのにラット

尾部から抽出した I型 コラーグンを用いた。本結

果によればコラーグン濃度により配向の程度に影

響が出ると考えられるので,今後濃度の影響を調

べる必要がある。また,心筋ではコラーゲンより

もラミニンが適しているという報告もあり(8),

直接機械的刺激が伝わる部分に関係するので,コ

ラーダン以外のフィプロネクチン,ポ リリジン,

人エペプチ ドなどの細胞培養用基質でも検討する

必要がある。今後,伸張刺激に対する応答を形態

だけでなくタンパク質,遺伝子レベルで解析する

予定である。
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Fig.4 高濃度のコラーダンコートを行つたシリコン膜上の筋芽細胞株 L6。 伸張刺激を与えなかつた
(A,B)細胞と16時間の伸張刺激を縦方向に与えた細胞 (C,D)。 ローダミン結合ファロ

イジンによりF―アクチン (A,B)を検出し、位相差顕微鏡により位相差像 (B,D)を 観
察した。パーは200umを表わす。
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