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アプリケーション 
 

Ｔｒａｐｅｚｏｉｄａｌ Ｔｒｏｕｇｈ Ｌｏａｄｅｒ™ は、ゲル包埋細

胞三次元（３Ｄ）培養系で、アキレス腱に類似した形

体のバイオアーティフィシャルティッシュー（ｂｉｏａｒｔｉｆｉｃｉａｌ 

ｔｉｓｓｕｅｓ、ＢＡＴＳ）を作製するようにデザインされたも

のです。Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養システムと

共に使用して、台形をした組織構築を形成します。 

 

Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養システムでは、新案の方法を

用いて細胞を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。このアンカーの幅は、台形ゲルの上下底各端で

適合するようにデザインされています（図 １）。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、窪み（トラフ）のある平たい円筒を中央を

走る気孔点線で中心を合わせて各フレキシブルウェ

ルの下に置き、細胞を混合したマトリックスゲルを流し

込むことが出来ます（図 １、２）。真空吸引するとメン

ブレンがトラフの形に変形して、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台形のトラフ各端へ入

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）。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、コンストラクトをトラ

フ内の位置に保持した状態でゲル化させます。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（３ ml）を各ウェルに加えて、実験プロトコールに

従ってコンストラクトを培養します。 
 

細胞包埋したコンストラクトへの機械的負荷の適用

には、Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® ＦＸ-５０００™ Ｔｅｎｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 

を使用します（図 ４）。特殊なローディングポスト（弧

形 Ａｒｃｔａｎｇｌｅ™ ｐｏｓｔｓ、円筒形 ｌｏａｄｉｎｇ ｐｏｓｔｓ）

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出来ます。パーセント伸長

度、周波数（頻度）、持続時間等の条件は、ＦＸ- 

５０００™ ＦｌｅｘＳｏｆｔ® ソフトウェアによりユーザーがプロ

グラムし、コンピューター制御装置から調節します。 

 
 

 
 

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Ｔｒａｐｅｚｏｉｄａｌ Ｔｒｏｕｇｈ Ｌｏａｄｅｒ™ がセッ
トされています。隣接する４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、単軸性負荷を適用するための弧形 
Ａｒｃｔａｎｇｌｅ™ ローディングポスト（ｌｏａｄｉｎｇ ｐｏｓｔ）です。 

 

 
 

図 ２. Ｔｒａｐｅｚｏｉｄａｌ Ｔｒｏｕｇｈ Ｌｏａｄｅｒ™ は細胞-ゲル  
３Ｄマトリックスの調製に用いられ、Ａｒｃｔａｎｇｌｅ™ ローディン
グポストは、その３Ｄ細胞包埋ゲルに単軸性負荷を適用す
るために用いられます。 
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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。
側面図で示すように、真空によりラバーメンブレンは下方に
吸引されて窪み（ｔｒｏｕｇｈ）に適合して変形し、ゲルのため
のスペースを作ります。 

 

 
図 ４. Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® ＦＸ-５０００™ 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
力を適用します。 

背景 
 

培養系で構造と機能両方を有する組織を形成する

には、１）細胞、２）マトリックス、３）メデュームと成長

因子、４）機械的刺激など、幾つかの基礎的条件が

必要です。これらの条件は互いに関連しており、同時

に作用して、構造的に強靭で生物力学的な力に耐

えることのできる組織を形成します。組織発育に伴い、

その細胞はさらされる環境刺激に基づいた独自の組

成を有する細胞外マトリックスを作り上げます。この細

胞外マトリックス構成の誘発には、複数のシグナル伝

達経路が関係している可能性があります。その中の

幾つかの回路はマトリックスの機械的歪みにより調節

され、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、その他の膜結合蛋白を介して細胞

内へ伝達されます。さらに、細胞はサイトカイン、成長

因子、ホルモンなど、マトリックスの機械的歪みの結

果として放出されるリガンドにも応答します（Ｂａｎｅｓ 

ｅｔ ａｌ., １９９５, ２００２）。筋骨格組織の統合性と強

度を維持するために、細胞はその内在性緊張を定

点に維持することを要求します。細胞の内在性緊張

が無いと、その組織は自体の強度を失い、破損ある

いは骨折をきたすことになります。逆に機械的に活性

な環境で細胞培養すると、細胞の代謝を上昇し、細

胞の形態その他の性質が変化します。それゆえ、培

養系で組織形成している細胞に、機械的活性な環

境（張力、せん断応力、圧縮力）を創り出し維持し

てやることは、きわめて重要です。 

 

母組織と多少とも同等な組織を培養系で誘発する

には、生体系に類似した環境条件を作ることが最も

重要で、その環境のタイプ（２Ｄまたは３Ｄ）、組織マト

リックスの大きさや形などが挙げられます。三次元マト

リックスは生体内に類似した細胞編成を促進させ、

他方、組織マトリックスの大きさや形はそのマトリックス

内に起こる生理学的な力のタイプ、大きさ、方向、分

布などに直接関ってきます。組織構成分はその組織

の受ける力のタイプによっても左右されます。解剖学

的位置によっては、同一組織内の異なる部位で張

力と圧縮力を受ける結果、複数の組織構成を持つ

組織もあります。アキレス腱はその一例で、実質（引

張力の存在する部分）が高密度の線維性結合組

織から構成されているのに対し、腱が踵骨を圧迫す

る部位（圧縮力の存在する部分）は線維軟骨性組

織から構成されています。組織の形はまた、その破損
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位置に関しても主要な役割を演じています。アキレス

腱断裂のほとんどは腱が骨と合流する、厚みの最も

ない踵骨連結部であることでも示されます。それゆえ、

組織の破損機序やその治癒機序の研究推進のため

には、その組織の原形を培養系でシミュレートする必

要があることが明らかです。Ｔｒａｐｅｚｏｉｄａｌ Ｔｒｏｕｇｈ 

Ｌｏａｄｅｒ™ は、組織工学におけるこのようなニーズに

対応するために開発されたものです。現存のＴｉｓｓｕｅ    

Ｔｒａｉｎ® 培養システムと併用することにより、台形をし

た、両端でナイロン製アンカーに連結する、３Ｄの細

胞包埋組織コンストラクト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、特定の周波数（頻度）、伸長度、持

続時間をレジメンに設定して、生理的条件に基づく

緊張環境のシミュレーションが可能です。伸縮レジメ

ンはＦｌｅｘｃｅｌｌ® ＦＸ-５０００™ 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。 
 

材料と方法 
 

次に記述するのは、３Ｄマトリックス内での細胞培養

法と３Ｄゲル内の細胞への伸縮適用法です。 

 

Ａ．Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレート内での 

台形をした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

選択等プロトコールに従って準備します。 

 

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、 血清入りメデュームを加えてト

リプシン、コラーゲナーゼを失活します。 

 

3. 細胞数カウントを行い、必要細胞数をとります。

台形ゲル用には各ウェルに約７００ ｋ/７００ µl、
Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレート当り６ウェル分必

要です。 

 

4. メデュームで２回洗浄して、トリプシン、コラーゲナ

ーゼを除去します。 

 

5. マトリックス蛋白コラーゲンのハイドロゲル溶液と、

細胞数１０００/µl ゲルの濃度で混合します。 

 

ご注意： ゲル溶液は、細胞と混合する前に、１Ｍ
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％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/ゲル液の組成は次の如

くです： 

 ７０％容量 ハイドロゲル溶液 

 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 

 

6. ゲルコンストラクトの作製には、台形アンカーの配

置されたＴｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレートが使用出

来ます。Ｔｒａｐｅｚｏｉｄａｌ Ｔｒｏｕｇｈ Ｌｏａｄｅｒ™ ジグ

を、Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレートのフレキシブル

メンブレン直下で、台形トラフの長軸をアンカー茎

部と平行にして、Ｌｏａｄｉｎｇ Ｓｔａｔｉｏｎ™ にセットし

ます。Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレートへセット前に、

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、メンブレンが抵

抗なく均一にトラフの形に適合するようになります。 

 

7. Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレートをＢｉｏＦｌｅｘ® ベー

スプレートにガスケットを付けてセットし、Ｆｌｅｘｃｅｌｌ
® Ｔｅｎｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ その他の真空源に接続し

ます。 

 

ご注意： ＦＸ-２０００™ ユーザーは真空レベル-９０ 
ｋＰａを確保するため、調節性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。ＦＸ-２０００™ 
では最大真空レベル-４０ ｋＰａまでしか得られませ
ん。 

 

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Ｔｒｏｕｇｈ

Ｌｏａｄｅｒ™ のスペースに保持されるようにします。

ＦＸ-５０００™ 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）のプラットフォーム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足りることを確認して下さい。 
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ご注意： Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® Ｔｅｎｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ をストレッ
チングに使用する際は、チューブが長いと周期性伸
縮機能が低下するため、必要最小限にしてください。 

 

8. 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

に台形トラフ両端のアンカー茎部下へピペットで

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。

最後にトラフ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。 

 

9. 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。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。ゲル外観は台形バンド状で、  

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）。必要ならば、こ

こで培養プレートをベースプレートから外します。 

 

10. この台形コンストラクトをユーザーのプロトコールに

従って培養します。これで、培養の観察や種々

機能分析ができます。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。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、いつでも培養

に機械的負荷をかけることができます（下記Ｂを

参照）。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

定の使用目的に即して研究者の方が決定しな

ければなりません。 

 

典型的には、プレーティング直後、倒立位相差

顕微鏡によりゲル内に球形の細胞を観察するこ

とができます。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、収縮して一本の紐状バン

ドに形成します（図 ５）。 

 

 

 
 

図 ５. Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレート内に作製された、台
形をした３Ｄ組織コンストラクト。 

 
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の適用 

 

1. Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® ＦＸ-５０００® 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

耐えうるかどうか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

スの破損なくストレッチできます。 

 

3. Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 培養プレートを使用すると、レジ

メンに伸縮範囲 ０→２０％（伸長度）、周波数

（頻度）範囲 ０.０１→５.０ Ｈｚでプログラムできま

す。レジメンをダウンロードする際に、プラットフォー

ムセッティングでＴｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® Ｌｏａｄｉｎｇ    

Ｓｔａｔｉｏｎ™ （２４ mm）を選択して下さい。 

 

ご注意： 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。 

 

4. Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® をＦＸ-２０００™ システムと共に

使用する場合は、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。 

 

ご注意： ＦＸ-２０００™ では真空レベル-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％です。 
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図 ６. ネズミのアキレス腱分離細胞を包埋した、生物学的
人工腱組織（バイオアーティフィシャルティッシュー）のモデル
例（１％伸長度、１Ｈｚでストレッチした像）で、コンストラクト
の異なる位置における、アクチンフィラメントの方向性を示し
ます： アクチンフィラメント（赤）、細胞核（青）。 
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Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® 特許 
 

Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｒｐ．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 



 FFLLEEXXCCEELLLL®®  IINNTTEERRNNAATTIIOONNAALL  CCOORRPPOORRAATTIIOONN  

 

7 

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 


