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研究成果の概要（和文）：これまでに骨格筋を用いたバイオアクチュエータが多数提案されているが、骨格筋は
培養液中でのみ収縮運動が可能であり、空気中では乾燥によって細胞死が引き起こされるため活動することがで
きなかった。そこで本研究では、細胞組織によって骨格筋周囲を覆うことによって、空気中でも駆動可能な骨格
筋アクチュエータの構築を目指した。結果として、固定部材にて皮膚組織の端部を固定することで、曲面構造を
有する血管構造付き皮膚組織を構築可能なことを明らかにした。さらに、曲面構造を有する細胞組織にて骨格筋
周囲を覆うことによって乾燥からの保護が実現され、空気中にて骨格筋アクチュエータが駆動可能になることを
示した。

研究成果の概要（英文）：Skeletal muscle have gathered attentions as a linear actuator because its 
contractions are sychronized with electrical stimulations, and the power of the contraction depends 
on the amount of electricity. Due to high energy-conversion efficiency of skeletal muscles, many 
researchers have proposed bioactuators using in vitro constructed skeletal muscle tissues; 
conventional bioactuators achieved to walk on a Petri dish. However, the conventional bioactuators 
were driven only in culture medium and cannot work in air. In contrast, in vivo actuators with 
skeletal muscles such as arms and legs can be driven in air. Here, to mimic the in vivo properties, 
we proposed skeletal muscle actuators covered with cellular tissues. As a result, we succeeded in 
construction of curved skin tissues with vessel structures by fixation of their edges with anchors. 
Furthermore, we achieved driving skeletal muscle actuators in air by covering them with curved 
cellular tissues.

研究分野： 組織工学
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１．研究開始当初の背景 
骨格筋は生体内に存在するリニアアクチ

ュエータである。電気刺激により開閉するカ
ルシウムイオンチャンネルを筋小胞体に有
しているため、骨格筋の収縮は電気刺激によ
って制御でき、収縮力は電気刺激の強さと負
荷時間に応じて変化可能である。この骨格筋
の特性に注目し、生体外で構築された骨格筋
組織を駆動素子として用いたバイオアクチ
ュエータが提案されており、培養皿上でのア
クチュエータの歩行などが実現されている。
しかし、従来のバイオアクチュエータは培養
液中でのみ駆動可能であり、空気中では乾燥
によって骨格筋組織がダメージを受けるた
め、駆動することができなかった。空気中で
の駆動が実現されると、培養液中以外でも物
体操作や運動が可能になると考えられ、アク
チュエータとしての応用可能性が広げるこ
とが可能となる。 
 

２．研究の目的 
本研究では、骨格筋組織の周囲の乾燥から

保護するための細胞組織を設けることで、空
気中で駆動可能な骨格筋アクチュエータの
構築を目指した。皮膚は撥水性を有している
ため、皮膚組織で骨格筋が覆われたバイオア
クチュエータを構築することで乾燥を防ぐ
ことが可能となると考えられる。この皮膚に
よる湿潤環境の維持により、骨格筋の空気中
での長期的な駆動が実現可能になる。 
 

３．研究の方法 
提案の細胞組織で覆われた骨格筋アクチ

ュエータ達成のため、本研究では(1)曲面形
状持つ皮膚組織の構築方法の確立と(2)細胞
組織を用いた骨格筋アクチュエータ周囲の
湿潤環境維持の実現方法の確立を目指した。
(1)曲面形状を持つ皮膚組織の構築方法確立
のために、曲面構造上での皮膚細胞の培養特
性を明らかにする。皮膚細胞は培養時の牽引
力が強く、培養の経過につれて変形を起こし、
骨格筋アクチュエータを保護できなくなる。
そこで、皮膚細胞の培養条件と変形の関係を
明らかにすることで、構築される皮膚組織の
形状制御を実現した。さらに、(2)骨格筋組
織の周囲に乾燥から保護する細胞組織を設
置する方法を確立し、空気中での骨格筋アク
チュエータの駆動の実現に取り組んだ。 
 

４．研究成果 
(1) 曲面形状を有する皮膚組織の構築 
曲面構造を有する皮膚組織の構築にあた

り、樹脂で作製したアンカ構造にて皮膚組織
の端部を固定する方法を考案した。このアン
カ構造は円筒状の形状をしており、皮膚組織
内の血管構造と繋がっている。そのため、ポ
ンプと接続されたチューブをこのアンカ構
造に繋げ、アンカ構造を介して培養液を供給
することで、生体と同様に表皮を空気に曝し
た状態で培養することが可能となっている。 

皮膚組織の端部固定を実現するために，ま
ず培養容器を作製した。3Dプリンタにてアン
カ構造を有するデバイスを作製し、このデバ
イス表面にパリレンを成膜して、デバイスの
生体適合性を向上させた。次に、アンカ構造
を介してナイロンワイヤを挿入して、アンカ
構造間を繋ぐ架線を張った後に、酸素プラズ
マにて表面処理を行い、細胞がデバイスに接
着できるようにした。 
次に、作製した培養容器内で皮膚組織の構

築を行った。真皮線維芽細胞(NHDF)を懸濁し
たコラーゲン溶液をデバイス内に注入した．
このコラーゲンを 37℃環境のインキュベー
タ内でゲル化することにより、真皮層を構築
した。培養の経過とともに真皮層は細胞の牽
引力によって縮むが、アンカ構造にて保持さ
れているため，鉛直方向にのみ収縮が発生す
る。その後、ワイヤを抜去することで、中空
の流路を真皮層内に作製した。この時、真皮
層の表面への表皮角化細胞(NHEK)を播種し
て表皮を形成するのと同時に、中空流路内に
血管内皮細胞(HUVEC)を播種して血管構造を
形成した。最後に、アンカ構造を介して培養
液を灌流させることで、表皮を空気に曝した
状態、つまり気液界面で表皮を培養し、表皮
の角化を促した。提案の方法で作成した皮膚
組織に、ポンプによって培養液を送液するこ
とで、培養液を漏らすことなく皮膚組織内で
の灌流培養可能なことを確認した。本結果は
提案のアンカ構造が皮膚組織の端部固定に
おいて十分な機能を有していることを示し
ている。 
作製した皮膚組織の形態を評価するため

に、皮膚組織の凍結切片を作製し、組織断面
の観察を行った。HE 染色の結果、真皮の上に
表皮が形成されており、組織中に血管構造が
形成されていることが確認された。また、こ
の凍結切片の表皮周辺の拡大像から、およそ
50μm の表皮が形成されていることが確認さ
れた(図 6b)．加えて，切片の免疫染色の結果，
表皮の下層のマーカーであるサイトケラチ
ン 15，および上層のマーカーであるサイトケ
ラチン 10 が所定の位置に発現されており，
表皮の分化が確認された．これらの結果から，
表皮に相当する形態を有していることが明
らかになった． 
さらに，作製した皮膚組織の表皮バリア機

能の評価を実施するために，表皮の撥水性を
確認した。表皮の表面に生理食塩水を滴下し
たところ、表皮によって弾かれて半球状の液
滴が形成された。真皮のみの場合は即座に液
体は広がるため、本結果はバリア機能の指標
の一つである撥水性を作製した皮膚組織が
有していることを示している。また、バリア
機能と相関があることが知られているキャ
パシタンスを測定した。この結果、真皮に比
べて表皮のキャパシタンスが有意に低いこ
とが確認された。キャパシタンスが低いほど
バリア機能が形成されているという先行研
究の結果から、作製した皮膚組織がバリア機



能を持つこと、つまり表皮に相当する機能を
有していることが明らかになった。上記のよ
うに、アンカ構造にて端部を固定することで、
表皮相当の機能および形態を有した皮膚組
織を形状維持したまま構築可能なことが明
らかになった。 
 このアンカ構造を曲面形状のデバイス

の端に設置し、筐体の中で皮膚組織を構築す
ることで、筐体の曲面構造に沿うように皮膚
組織を構築することが可能となった。例えば、
アンカ構造を設けた培養容器と指型を統合
し、灌流を行うことで、これまで曲面形状で
困難だった気液界面での培養を実現した。具
体的には、作製した培養容器に、真皮層を形
成するための NHDF を含んだコラーゲンゲル
を注入することで、指型の周囲にゲルを成形
し、指型にそった形での真皮の形成を達成し
た。その後、先述のように表皮層の構築を行
うことで、指型上に曲面構造を有する皮膚組
織を構築することに成功した。断面像から、
表皮及び真皮の二層が形成されており、提案
のアンカ構造を用いることで曲面形状を有
する皮膚組織の構築が可能になることを明
らかにした。 
 

(2) 細胞組織を用いた骨格筋アクチュエー
タ周囲の湿潤環境を維持する方法の確立 
曲面形状を有する細胞組織にて覆われた

骨格筋アクチュエータの構築に向けて、まず、
長細い溝(幅・高さ：500 μm，長さ：4 mm)
が複数本並行して刻まれたゴムスタンプに
て筋芽細胞含有マトリゲル溶液を型取り、
37℃環境下でゲル化を引き起こした。ゲル化
後、2日間成長用培地(ダルベッコ改変イーグ
ル培地に 10%ウシ胎児血清と 100 U/ml ペニシ
リン、100 μg/ml ストレプトマイシンを混
合)にて培養を行い、筋芽細胞同士を接着さ
せた。この筋芽細胞同士の接着はゲル構造を
硬化させ、ゲルシートを培養液中にて取り扱
い可能とした。このゲルシートからゴム板お
よびゴムスタンプを取り外し、リンク機構を
有するデバイスの表裏両面にある固定部材
上に積層することで、デバイス上の対称な位
置にて筋芽細胞を含有した長細いゲル構造
を 3次元的に整列させた。その後、分化用培
地(ダルベッコ改変イーグル培地に 2%ウマ血
清と 100 U/ml ペニシリン、100 μg/ml スト
レプトマイシンを混合)で培養し、固定部材
間で筋芽細胞の融合を促して筋線維を構築
することで、拮抗筋構造を有する骨格筋アク
チュエータが構築される． 
リンク機構を有するデバイスには微小電

極が配置されているため、デバイスの両面に
配置された骨格筋組織に対して、選択的に電
気刺激を負荷することが可能になっている。
そこで、交互に骨格筋組織に電気刺激を負荷
したところ、選択的な骨格筋組織の収縮を発
生させることに成功した。この骨格筋組織の
収縮を起因として、リンク機構を回転させる
ことにも成功し、結果として約 80 度の回転

運動を実現することに成功した。 
加えて、微小柔軟電極上の固定部材に作製

された骨格筋組織を細胞組織で覆い、空気中
に骨格筋アクチュエータを持ち出せるよう
にした。まず、アルギン酸溶液を骨格筋組織
の周囲に添加した後、霧状の塩化カルシウム
溶液を混合させ、アルギン酸溶液の形状を保
ったままゲル化を引き起こした。その後、ゴ
ム型内にアルギン酸ゲル付き骨格筋アクチ
ュエータを設置し、そこにコラーゲン溶液を
注入することで、骨格筋アクチュエータをコ
ラーゲン構造内に包埋した。コラーゲン構造
内のアルギン酸ゲルをアルギナーゼ(40 μ
l/ml)で溶解することで、中空部をコラーゲ
ン構造内に確立し、空気中で駆動可能な骨格
筋アクチュエータが実現した。最後に、線維
芽細胞(NIH3T3 細胞)をコラーゲン構造上に
播種して培養し、骨格筋アクチュエータを覆
うように細胞を配置させ、骨格筋組織を覆う
細胞組織を構築した。この時、生死判定試験
を行った結果、ほとんどの細胞が生きた状態
で細胞組織にて骨格筋アクチュエータを覆
うことが可能であることが分かった。以上よ
り、細胞の生存に影響を与えることなく、骨
格筋アクチュエータの表面に曲面形状を有
する保護組織を構築でき、骨格筋組織全体を
被覆可能であることが分かった。 
さらに、細胞組織によって被覆された骨格

筋アクチュエータを吊り下げた状態で空気
中にて固定した。この時、電気刺激を負荷す
ることで、骨格筋組織の収縮運動にて細胞組
織ごとアクチュエータが変形することが分
かった。本結果より、細胞組織にて被覆する
ことで、電気刺激を介した骨格筋組織の運動
を空気中にて実現できることが示された。 
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