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概要 
 
Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養システムでは、新案の

方法を用いて細胞を三次元（３Ｄ）ハイドロゲルあるいは

細胞の自己組織化マトリックス内で培養し、機械的に

負荷をかけます。このシステムを構成するＴｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ
® フレキシブルボトム培養プレートには、ウェル周囲に細

胞およびマトリックス接着用のメッシュ様アンカーが付いて

います。中央に樋状溝（ｔｒｏｕｇｈ）の入った平たい円筒

（Ｔｒｏｕｇｈ Ｌｏａｄｅｒ™）を各フレキシブルウェルの下に置き、

Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレートをガスケットをはめてベース

プレートに装着し、細胞を混合したマトリックスゲル溶液

を流し込むことができます（図 １. 左上、図 ２. 右）。各

平円筒面を走る溝の底部には真空吸引孔が付いてい

ます。吸引によりメンブレンが溝の形に変形して、細胞

入りハイドロゲルを流すスペースを作ると同時に、マトリッ

クス結合型ナイロンメッシュアンカーの茎部が溝の各端へ

入り込み、ゲル構築（コンストラクト）の両極付着点とな

ります（図 ３、４）。培養プレートをベースプレートごとＣＯ２

インキュベーターに３７°Ｃで静置、コンストラクトを溝内の

位置に保持した状態で重合（ゲル化）させます。次に真

空を解除すると、細胞-ゲルのコンストラクトはプレートの

ウェル平面まで上ってきます。細胞増殖用メデュームを各

ウェルに３ ml 加えてコンストラクトを培養します。機械的

負荷の適用にはＦｌｅｘｃｅｌｌ® Ｔｅｎｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ を使用

し、ユーザー独自のプログラムができます（図 ４）。これに

特殊なＬｏａｄｉｎｇ Ｓｔａｔｉｏｎｓ™（弧形 Ａｒｃｔａｎｇｌｅ™ また

は円筒形のローディングポスト（ｌｏａｄｉｎｇ ｐｏｓｔ））を併用

して、細胞-ゲルのコンストラクトや細胞の自己組織化マ

トリックスに単軸性あるいは同等双軸性の機械的負荷

をかけることができます。ユーザーは、ＦｌｅｘＳｏｆｔ® システム

ソフトウェアを用いて、パーセント伸長度、周波数（頻

度）、持続時間などの条件をプログラムし調節することが

できます。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図１. 細胞-マトリックス構築（コンストラクト）３Ｄ培養用
Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレート。 左上ウェルではフレキ
シブルメンブレン下にＴｒｏｕｇｈ Ｌｏａｄｅｒ™ がセットされて
います。隣接する四つのウェルは、一軸性コンストラクト
の細胞及びマトリックスを接着させるアンカーを示します。
左下ウェルに示すのは、単軸性張力を適用するための
弧形 Ａｒｃｔａｎｇｌｅ™ ローディングポストです。 
 

 
 

図 ２. 弧形 Ａｒｃｔａｎｇｌｅ™ ローディングポストにより単軸
性張力がかけられます； Ｔｒｏｕｇｈ Ｌｏａｄｅｒ™ により３Ｄ
細胞-ゲルマトリックスの調製ができます。 

 

背景 
 
細胞は、構造と機能両方を有する３Ｄマトリックス内を

集団で満たすことにより、培養系で組織を形成します。

そのようなマトリックスは独自の特殊構造、物質組成、

生物力学的性質を持っています。組織発育に伴い、そ

の細胞は形成過程の合図に従って、定められた形の細

胞外マトリックスを作り上げます。 
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図 ３. 上面図ではＴｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® ウェル内でアンカー
茎部に接着した細胞-ゲルの構築（コンストラクト）を示
します。真空吸引孔によりラバーメンブレンは下方に歪
み、ゲルのためのスペースを作ります。側面図では溝に一
致したメンブレンと溝内に適合したゲルを示します。 
 

機械的歪み刺激には、おそらく内から外へ（ｉｎｓｉｄｅ-    

ｏｕｔ）と外から内へ（ｏｕｔｓｉｄｅ-ｉｎ）のシグナル両成分が

含まれており、複数の経路を調節しています。Ｉｎｓｉｄｅ- 

ｏｕｔ経路は、成長因子、サイトカイン、ホルモンなどリガン

ドに応答する細胞収縮に関係し、他方ｏｕｔｓｉｄｅ-ｉｎ経

路は、インテグリン、ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ 

（ｍｅｃｈａｎｏｓｅｎｓｏｒｙ ｃｏｍｐｌｅｘ）と細胞骨格、細胞

接着分子（ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ､ＣＡＭ）、イオ

ンチャネルとの連結、その他の膜結合した機械刺激検

知（ｍｅｃｈａｎｏ-ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）システムを介して細胞へ伝

達されるマトリックス変形に関係します（Ｂａｎｅｓ ｅｔ ａｌ., 

１９９５, ２００２）。細胞はその内在性緊張を定点に維

持するため、適切な機械的歪みレジメンを必要とします。

四肢の固定、就床安静、組織における内在性緊張の

低下等が、骨ミネラル損失、組織萎縮、衰弱、一般的

には同化作用の低下と異化作用の上昇をきたすことは

よく認められています。運動の結果、生物力学的強度

の上昇、組織の内在性緊張の上昇等の同化効果が

現われます。 

 

 
 

図 ４. Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® Ｔｅｎｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ を使用して、３Ｄ
の細胞-ゲルのコンストラクトに調節された伸縮を適用し
ます。 
 

これらのプロセスは細胞により推進されるものだということ、

従って、機械的負荷により細胞内の経路が変えられる

わけです。また、流体せん断応力、基質張力、圧縮負

荷などを適用して細胞をダイナミックな緊張環境で培養

すると、特に初代分離細胞で、細胞の形、代謝、その

他の性質が変わることもよく認められています。さらに、細

胞培養を３Ｄ環境で行うと同時にダイナミックな伸縮を

加えると、静置の２Ｄ培養法に比べ、自然の環境により

近くシミュレートされます。以上のような理由から、培養

界のこの新しい分野に対応して、３Ｄマトリックス系と細

胞及びマトリックスへのダイナミック伸縮の両方を与えられ

るＦｌｅｘｃｅｌｌ® Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養システムが開発され

ました。この３Ｄ培養システムでは研究者の方々が独立

した装置として使用し、Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレート

内のアンカーに連結する、マトリックスゲル内培養用三次

元構築あるいは細胞の自己組織化マトリックスを作製

することができます。さらに、この成長している組織に調

節された伸縮を加えることもできます。ユーザーが特定の

周波数、伸長度、持続時間をレジメンに設定して、体

内における組織の緊張環境のシミュレーションができます。

伸縮レジメンはＦｌｅｘｃｅｌｌ® Ｔｅｎｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ （図  ４）

により制御され、静的あるいは周期的、同等双軸性あ

るいは単軸性伸縮を適用できます。次に記述するのは、
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３Ｄマトリックス内での細胞培養法と３Ｄハイドロゲル内の

細胞への伸縮適用法です。 

 

材料と方法 
 
Ａ. Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレート内での線状また

は円状３Ｄゲル包埋細胞の調製 

 

１． 細胞は初代培養、継代細胞、培養メデュームの選

択等プロトコールに従って準備します。必要細胞数

は､６ウェルＴｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレートの各ウェル

に、線状ゲル用には約２００ ｋ/２００ µl 必要です。

円状ゲル用には、６ウェルＴｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレ

ートの各ウェルに、細胞数約１００万/１-２ ml 必

要です。 

 

２． ０.０５％トリプシン、トリプシン-ＥＤＴＡ、０.０５％細

菌コラーゲナーゼその他の方法で細胞を基質から遊

離させ、 メデュームで２回洗浄後、マトリックス蛋白

コラーゲンのゲル溶液と、細胞数１０００/µl ハイドロ

ゲルの濃度で混合します。ハイドロゲルは、細胞と

混合する前に、１ Ｍ水酸化ナトリウムを用いてｐＨ７

に中和しておく必要があります。細胞を１０％ウシ胎

児血清、７０％ハイドロゲル溶液、２０％、５ｘ   

ＭＥＭを含むメデュームに再浮遊させます。最終的

にハイドロゲルの１ｘ ＭＥＭ液にするのが目的です。

細胞/ハイドロゲル溶液の組成は次の如くです： 

 ７０％容量 ハイドロゲル 

 ２０％容量 ５ｘ ＭＥＭ、総容量で濃度１ｘ 

に調製 

 １０％ ウシ胎児血清 

 細胞、総容量で濃度１０００/µl に調製 

 

３． 線状あるいは円状用アンカーの配置されたＴｉｓｓｕｅ 

Ｔｒａｉｎ® 培養プレートが使用出来ます。線状の場合、

Ｔｒｏｕｇｈ Ｌｏａｄｅｒ™ を、Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレ

ートのフレキシブルメンブレン直下で溝の長軸をアン

カー茎部と平行に、Ｌｏａｄｉｎｇ Ｓｔａｔｉｏｎ™ にセットし

ます（図 ３）。Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレートのセット

前に潤滑剤をＴｒｏｕｇｈ Ｌｏａｄｅｒ™ ジグ上面に薄く

塗布して下さい。潤滑剤により、メンブレンが溝内

全体に均一に適合するようになります。 

 

４． Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレートにガスケットを付けて 

Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® ベースプレート内にセットし、Ｆｌｅｘｃｅｌｌ®  

Ｔｅｎｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ あるいは他の調節できる真空

源に連結します（ご注意：真空レベル-９０ ｋＰａを
確保するため、調節できる真空源にベースプレート
を直接連結する必要があります）。ベースプレートに

真空一定の“ｈｏｌｄ”モードを適用し、フレキシブルメ

ンブレンが変形してＴｒｏｕｇｈＬｏａｄｅｒ™ 溝内に保持

されるようにします。ＦＸ-３０００™、ＦＸ-４０００™ の

システムで適切な真空レベルを得るには、Ｔｉｓｓｕｅ 

Ｔｒａｉｎ® Ｌｏａｄｉｎｇ Ｓｔａｔｉｏｎ™ （２４ mm）ベースプ

レート（ｂａｓｅｐｌａｔｅ）セッティングで、最大伸長度  

２３％を使用することをお勧めします。ＦＸ-５０００™ 

システムで適切な真空レベルを得るには、Ｔｉｓｓｕｅ 

Ｔｒａｉｎ®  Ｌｏａｄｉｎｇ Ｓｔａｔｉｏｎ™ （２４ mm）プラットフ

ォーム（ｐｌａｔｆｏｒｍ）セッティングで最大伸長度２０％

を使用することをお勧めします。これらの設定が-９０ 

ｋＰａに同等だからです。ベースプレートの真空チュー

ブの長さが、インキュベーターと培養用フード間をつ

なぐに十分足りることを確認してください。Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® 

Ｔｅｎｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ を細胞伸縮に使用する際は、

チューブが長いと周期性伸縮パフォーマンスを低下さ

せるため必要最小限にします。。最も実際的なのは、

Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® ベースプレートに真空チューブを二

セット用意することです。一セットは３Ｄゲル形成用

で、真空源、培養用フード、インキュベーターにまた

がるに十分長い必要があります。もう一セットの真

空ラインは周期性伸縮プロセス専用で、インキュベ

ーターの孔を経由させる必要があります。このように

アレンジすれば、周期性伸縮プロセスを最適に、か

つ潜在的コンタミネーションを最少に抑えることがで

きます。 

 

５． 細胞入りのハイドロゲル液を、ピペットでＴｉｓｓｕｅ  

Ｔｒａｉｎ® 各ウェル内のスペースに入れます。最初に溝

両端アンカー茎部の下へピペットでゲルを小滴ずつ

入れます。次にアンカー茎部を溝内へ押し入れ、ピ

ペットでゲルを上からのせます。最後に溝中央部に

ピペットを往復させながらゲルを満たし、均一なゲル

片を作製します（www.flexcellint.jp Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® ホー

ムページのビデオをご覧ください）。 

 

６． ベースプレートを３７°Ｃインキュベーターに置き、ゲル

を３７°Ｃ、２時間固まらせます（図 ３）。ゲルの固化

後、真空を解除し、各ウェルに血清入りメデュームを 

３ ml 加えます。ゲル外観は線状バンドで、Ｔｉｓｓｕｅ 

Ｔｒａｉｎ® ウェル内の両端アンカーに接着していること

が必要です（図 ５）。それから、Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培

養プレートを、加湿、３７°Ｃ、ＣＯ２インキュベーター
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に置きます。これで、培養の観察や種々機能分析

ができます。マトリックスのゲル化後あるいは細胞の

自己組織化マトリックス形成後ならば、ユーザーのプ

ロトコールとハイドロゲル内の細胞応答の型に従い、

下記Ｂのように、いつでも培養に機械的負荷をかけ

ることが出来ます。しかしながら、細胞に適用する伸

縮緊張の伸長度、周波数（頻度）、持続時間は、

特定の使用目的またはパラメーターに即して研究

者の方が決定しなければなりません。 

 

 
 

図 ５. Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレート内の３Ｄ線状組織
コンストラクト。 
 

７． プレーティング直後、倒立位相差顕微鏡を用いて、

ゲル内に球形の細胞が観察されます。第１日目ま

でに、細胞はマトリックスに接着し、分散し始めます。

次に、細胞は相互間にアタッチメントを形成し、コミ

ュニケーションをとるようになります。第３-５日目まで

に、細胞はマトリックスを再編成、収縮して一本の

線状バンドに形成します（図 ６）。 

 

８． ユーザーはゲル内での細胞形態、編成、遊走、分

裂、遺伝子発現、蛋白質発現/分泌、仲介物質

分泌、ＤＮＡおよび蛋白質合成などをモニター

することができます。 

 

 
 

図 ６. アンカーと茎部の線状構成配置を用いて生物学
的人工腱 （ｂｉｏａｒｔｉｆｉｔｉａｌ ｔｅｎｄｏｎ, ＢＡＴ）が構築できま
す。細胞はマトリックスを合併し、やがてゲルを収縮しま
す。Ｇａｒｖｉｎ ｅｔ ａｌ., ２００３． 

 

Ｂ. Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養システムを用いた３Ｄゲル

内細胞への調節性伸縮力の適用 

 

１． Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® Ｔｅｎｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ を用いて、細胞-マ

トリックスのコンストラクトに制御された伸長度（伸

縮）、周波数、持続時間に休息時を加えたレジメン

を適用し、３Ｄマトリックス系で機械的負荷をかける

ことができます。 

 

２． レジメンのパラメーターは、細胞のコンストラクトが破

壊されないよう事前に試験する必要があります。普

通、細胞-マトリックスのコンストラクトは１-３％伸長

度で一日当たり数分から数時間、マトリックスの破

壊なくストレッチできます。心筋細胞の場合、筋細

胞-マトリックスのコンストラクトはマトリックス内で鼓

動周波数を一週間以上維持することができます。 

 

３． Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® ＦＸ-３０００™ あるいはＦＸ-４０００™ の

システムにＴｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレートを使用す

ると、レジメンに伸縮範囲 ０→２３％（伸長度）、周

波数範囲 ０.１→５.０ Ｈｚでプログラムできます。これ

がＦＸ-５０００™ システムでは、レジメンに伸縮範囲 

０→２０％（伸長度）、周波数範囲 ０.０１→５.０ 

Ｈｚでプログラムできます。なお、高周波数ではシス

テムの高伸縮域維持能に限界があることにご注意

下さい。レジメンをダウンロードする際に、Ｔｉｓｓｕｅ  

Ｔｒａｉｎ® Ｌｏａｄｉｎｇ Ｓｔａｔｉｏｎ™（２４ mm）プラットフォ

ーム（ｐｌａｔｆｏｒｍ）セッティングを選択してください。 

 

４． Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® をＦＸ-２０００™ システムと共に使
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用する場合、添付のＴｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® プレート用真

空 ｖｓ. 伸縮データを用いて下さい。ＦＸ-２０００™ で

は真空レベルを-４０ ｋＰａより上げられないため、 

Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® コンストラクトに対して加えられる最

大伸縮度は６％であることにご注意ください。 

 
 
 

Tissue TrainTM 3D Culture System: 
Tendon Cells in Uniaxial Strain

Day 0

Day 1
No Stretch

Day 1
Stretch

Day 2
Stretch

 
 

図 ７. ３Ｄコンストラクト内の細胞は最初球形（赤い円
で示す）、それから接着し、分散します（Dａｙ１に青い円
で示す）。１％伸長度でストレッチ適用すると細胞拡散
が促進されます。 

 

Actin Stain in Stretched Tendon

5

43

21

1 Hz
3.5% elongation
8h/d, 2 daysPrinciple Strain

 
  

図 ８. ３Ｄゲル内でストレッチされた細胞はアクチンを重合し、配列します。 
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Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® 特許 
 

Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ のＴｉｓｓｕｅ 

Ｔｒａｉｎ® 培養システムは、以下に掲げる合衆国あるい

はインターナショナルパテントとその他申請中のパテント

により保護されています： 
 
US Patent                          4,789.601 
US Patent                          4,822,741 
US Patent                          4,839,280 
US Patent               5,122,470 
US Patent               5,518,909 
US Patent               5,593,891 
US Patent               6,037,141 
US Patent               6,048,723 
US Patent               6,218,178 
US Patent               6,472,202 
US Patent               6,586,235 
Japanese Patent               25-28174 
German Patent               3855631.6 
United Kingdom Patent    0,365,536 
Canadian Patent       2,204,862 
 


