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研究成果の概要（和文）：複数種の細胞が混合された複合組織における自己組織化現象を理解し，制御するため
の工学的学問体系の構築は、より高度な再生医療の実現に欠かせない．前課題に引き続き、積層細胞シートの底
部に配置された異種細胞の挙動を明らかにすることで、最終的にそれらの挙動を操り、目的の構造を作り上げる
技術体系の構築を指向した。実施計画に則り、積層筋芽細胞シートを神経細胞の上部に配置し、筋分化が進行す
る筋芽細胞組織内における神経細胞の挙動を明らかにすることを試みたが、これら異種細胞を良好に共培養でき
る条件は見いだせなかった。「複雑組織を作り上げる技術」の前に、「組織を適切に育む培養技術」を開発する
ことが先決である。

研究成果の概要（英文）：Understanding the phenomena for habitat isolation of a heterogeneous cell
population in the three-dimensional constructs will be useful for developing biomimetic and 
functional engineered tissues. To examine the habitation of co-cultured cells, a multi-layered 
murine skeletal muscle myoblast sheet, regarded as a plate-shaped aggregate, was overlaid onto 
target cells (murine neuroblastoma cells) on the bottom surface to investigate the behaviors of 
target cells in the plate-shaped aggregate. 

研究分野： 生物化学工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
複数種の細胞が混合された複合組織における自己組織化現象を理解し，制御するための工学的学問体系の構築
は、より高度な再生医療の実現に欠かせない．積層筋芽細胞シートを神経細胞の上部に配置し、筋分化が進行す
る筋芽細胞組織内における神経細胞の挙動を明らかにすることを試みたが、これら異種細胞を良好に共培養でき
る条件は見いだせなかった。三次元培養により所望の構造を有する組織・臓器を作り上げるうえで、異種細胞を
共培養する培地・条件を如何に速やかに設定するかは大きな課題である。「複雑組織を作り上げる技術」の前
に、「組織を適切に育む培養技術」を開発することが先決である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
幹細胞を用いた再生医療が実現しつつあ

る．現在は分化誘導した単一細胞種を使用し
た治療が検討されているが，将来，より高度
な再生医療や創薬スクリーニングの実現に
は，複雑構造を有する三次元組織を製造する
プロセスの開発（図 1）は欠かせない．図１の
１）万能細胞である幹細胞を大量に培養する
プロセスについては，従来からの接着培養（平
面培養）に加え，大量調製を可能にする集塊
浮遊培養（立体的培養）について工学的な検
討が進められている．２）目的細胞への分化
誘導，選抜については，未だその機序が十分
に明らかではなく，バイオサイエンスや医学
の領域で理解と制御に向けた知識の蓄積がな
されている段階である．３）血管や神経など複雑な構造を有する組織・臓器を製造するには，バ
イオ３D プリンター技術などが有望でありバイオマテリアル分野の研究者を中心に精力的な検
討が進められている．目的細胞を所望の位置に配置し立体的な構造物を作る技術の実現が期待
される．４）適切に育む技術（三次元組織培養技術）については組織内外の環境を適切に保ち必
要な物質を不足なく届けるための技術が必要であるが，供給律速に陥る代表例である酸素の運
搬方法をとっても，開発技術は不十分と考えられる．５）出来上がった複雑組織が生体内と同様
な機能を発揮するか，適切に評価する方法が必要である．保存，輸送法などについても単一細胞
を使用する場合よりも難易になると考えられる．報告者はこれまで，骨格筋組織を題材として，
図１の１），４），５）に対応する技術として参考文献の１）～３）などの報告を行ってきた． 
前科研費（15K06580）も引き続き，本課題（18K04856）で対象としたのは，３）を実現する

ために必要な要素（図 1 の I,II）についてである．現在，組織形成プロセスの開発はボトムアッ
プ的な方法とトップダウン的な方法の両面で開発が進められている（図２）．前者は，高度な微
細加工技術等を細胞操作や生物材料加工に展開し，ビルディングブロックである細胞の初期位
置を制御することで複雑な組織形成を目指す．細胞プリンティング法，細胞シート積層化法，磁
性化細胞集積法などが用いられるが，細胞が生き物であるが故の制約条件（温和条件の維持など）
が多く，また細胞は自律的な遊走・棲み分け等により経時的に位置を変えるため，手法に限界が
生じる．後者は，生体内環境や発生機序を培養場や細胞集塊形成に於いて模倣することで細胞の
自律的な挙動（自己組織化）を促し，成功例を見出す条件探索型のストラテジーを取る．成果を
得るまでは早いものの，体系化された理論が欠如しがちで，種や患者間差のある細胞への汎用性
の面でしばしば問題が顕在化する．これらボトムアップ法とトップダウン法の技術的乖離を埋
め，ロバストな組織製造プロセスとして統合する事は重要であるが，まず先行して，複数種の細
胞が混合された複合組織における自己組織化現象を理解し，制御するための工学的学問体系の
構築が欠かせないと考えた． 

 
  



２．研究の目的 
生体内の自己組織化現象を理解するためには，その構成

単位である組織内での細胞の動的な挙動を観察すること
が重要であるが，in vivo では観察が煩雑であり，in vitro
では評価系を作製する事が難しい．本研究の全容は，自己
組織化プロセスを「観る（A）＝組織内細胞挙動観察技術
の開発」，「理解する（B）＝組織内細胞挙動の把握と支配
的変数の明確化」，「操る（C）＝支配的変数の制御による
組織設計の実現」の３項目（図 3）にて構成され，最終的
には自己組織化プロセスの理解と活用技術について，学術
的体系化を図るものであった．前科研費（15K06580）で
構築した「A.観る技術（薄い板状細胞集塊（厚さ 100 µm
未満）である積層細胞シートを可視性に優れた組織培養雛形として用い，共焦点顕微観察と画像
処理により組織内細胞挙動を定量的に捉える技術を活用し，BとCに取り組むことを計画した．
B にて理解する自己組織化現象の対象として，本研究では骨格筋組織の構築を題材とした．これ
までに，ヒト骨格筋筋芽細胞（骨格筋組織内に存在する未分化細胞，本研究ではマウス C2C12
細胞を使用）の積層細胞シートには組織内に不均一なの足場流動性（筋芽細胞の遊走に起因する）
があることを明らかにし，各種の異種細胞（線維芽細胞，血管内皮細胞）が接着・遊走の特性に
基づいた棲み分け
挙動を起こすプロ
セスを解析した（図
4）4-6）．本研究では神
経細胞を始めとす
る骨格筋の複雑組
織工学の実現に必
要な構成細胞（異種
細胞）が組織内で取
る挙動を理解し組
織設計（挙動制御を
含む）技術として提
案する事を目的と
して取り組みを始めた． 
しかしながら，本課題の着手・実施を通して明らかになったことは，異種の細胞同士を共培養

する培地選択の難しさ，三次元的な状態で培養する際には三次元培養に特化した培地最適化が
必要であること，等の異種細胞を複雑組織として共培養することの難易性であった．本課題は図
１の３）「適切に配置し作る」に挑むテーマではあったが，図１の４）「組織を適切に育む」環境
を先立って高度に構築しなければ，本研究課題の遂行は難しい．次採択課題（21K04800）では，
「組織を適切に育む」ために必要な技術として，液中への高度な酸素運搬技術について，取り組
む． 
 
３．研究の方法 
異種細胞の動態を観察する場（足場細胞組織）として用いるマウス骨格筋筋芽細胞 C2C12 は，

DMEM(Low-Glucose)+10 % FBS（増殖培地）で，５％炭酸ガスインキュベーター内にて平面的に増
幅した．筋分化培養には DMEM(Low-Glucose)+1 % FBS（分化培地）を用いた． 
ターゲット細胞（観察対象となる異種細胞）として，神経芽細胞 neuro2a は DMEM(Low-

Glucose)+10 % FBS（増殖培地）で培養し，その分化誘導培地として DMEM(Low-Glucose)+1 % 
FBS+10 µM レチノイン酸（神経分化培地）を用いた． 
マウス筋芽細胞 C2C12 の三次元組織（積層細胞シート）の構築と，ターゲット細胞上への配置

による共培養の開始には，参考文献 4 や 5 に記載したゼラチンスタンプ法を用いた．前科研費
（15K06580）の最終報告書に詳細な記述（邦文）があるので参照にされたい． 
 

  



４．研究成果 
まずターゲット細胞として新たに用いる neuro2a 細胞

を増殖培養し，レチノイン酸含有培地で分化培養した．神
経突起（軸索）が伸展し，神経様細胞に分化することを確
認した（図 5）．この状態のターゲット細胞の上部に積層
筋芽細胞シートを配置し，挙動を観察することを試みた．
しかしながら，積層細胞シートは培養開始後から翌日ま
での間に培養面から剝がれてしまい当初に計画した共培
養が困難であった．培養面への細胞外マトリクスなどコ
ーティング剤の検討を行っても改善できなかった．神経
系細胞のターゲット細胞として neuro2a 細胞を選択した
理由として，筋芽細胞の増殖，分化培養
と培地成分が近しい点があったが，筋芽
細胞の分化誘導には接着力が足らず積
層細胞シートのはく離が生じたと考え
られた．実際に，平面培養において筋芽
細胞を神経分化培養培地にて培養した
結果，筋芽細胞は時間経過とともに培養
面から剥がれ，培養 7日目には筋分化培
地よりも接着している細胞数が非常に
少なくなった（図 6）．神経分化培地のレ
チノイン酸を 1/10 濃度の 1 µM にして
も，結果は同様であり，レチノイン酸が
筋芽細胞の接着を著しく弱める作用が
あると推定された． 
筋芽細胞シートの培養面への接着を強固にする方法として FBS の濃

度を上げることが考えられた．1％から 6％まで FBS 濃度を振り，積層
細胞シートの形態維持の可否を観察した．結果，筋芽細胞シートの形
状を維持するためには 3％以上の FBS 濃度が好ましいことが判明した
（表）．平面培養では FBS 濃度を１％程度とすることで最も筋管の形成
が観察されるため，組織培養において FBS 濃度が筋分化に与える影響
を調べた．筋分化率は DAPI で核を，αアクチニン抗体と蛍光二次抗体
にて筋管細胞を染色し，Image J にて分化率（％）＝（筋管中に含まれ
る核の面積）/（画像中のすべての核の面積）×100 で求めた．図 7の
ように組織状態では比較的高い FBS 濃度でも低濃度と同
様な分化率が得られることが明らかになった．ちなみに，
申請者が以前から筋管細胞の活性張力の測定に用いてい
る短冊型コラーゲンフィルム－筋管細胞複合体が発する
張力は FBS 濃度の上昇と共に大きくなり，FBS 濃度の上
昇と共にフィルム上に積層する筋管細胞のはく離が抑制
されていることが観察された（図 8）． 
以上のように，積層筋芽細胞シートを形状維持した状

態で分化培養し，高い収縮能を発する状態に筋管形成・
培養するには，平面培養の分化培地よりも高い FBS 濃度
が必要であることが判明したが，このような高い FBS 濃
度では，レチノイン酸を添加しても neuro2a 細胞が神経
突起を伸展した形状には分化誘
導できなかった． 
積層筋芽細胞シートを神経細

胞の上部に配置し，筋分化が進
行する筋芽細胞組織内における
神経細胞の挙動を明らかにする
ことを試みたが，これらの異種
細胞を良好に共培養できる培地
を見出す事ができなかった．三
次元培養により所望の構造を有
する組織・臓器を作り上げるう
えで，異種細胞を共培養する培



地をどのように設定するかは大きな課題である．また組織状態にある細胞集塊の内部まで培地
成分や酸素を供給する方法の開発も重要である．「複雑組織を作り上げる技術」の前に，「組織を
適切に育む培養技術」を開発することが先決である． 
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