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研究成果の概要（和文）：筋肉はきわめて高いエネルギー効率を有する動力素子（アクチュエー

タ）である。本研究では、磁力を用いた組織工学技術を応用して、高密度の筋芽細胞からなる

三次元組織を構築し、電気刺激に応じて収縮運動する人工筋組織を構築することに成功した。

さらに、人工筋組織の高機能化を目指して、筋芽細胞への遺伝子導入を行い、機能向上を評価

した。 
 
研究成果の概要（英文）：If an artificial skeletal muscle can be applied as an actuator, 
it may exhibit high energy conversion efficiency. In this study, we successfully 
constructed three-dimensional tissue-like structures composed of myoblast cells by using 
a magnetic force-based tissue engineering technique. The tissue contracted rhythmically 
in response to electrical pulses. Moreover, we constructed genetically engineered 
myoblast cells to promote their performance as bio-actuator. 
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１．研究開始当初の背景 

我々の身の回りにあるアクチュエータ(入
力されたエネルギーを運動に変換する装置)
と比較すると、筋肉はきわめて高いエネルギ
ー効率を有している。培養筋芽細胞から分化
誘導した筋組織を生体外で人工的に再生す
る研究は長らく行われているが、作製した筋
組織を再生医療ではなく、アクチュエータに
応用する研究はほとんど行われておらず、筋

芽細胞を用いた実用的なアクチュエータの
開発には至っていない。 
我々は今までに、標的分子デザインとして、

細胞に特異的な抗体やリポソームで被覆し
た機能性磁性ナノ粒子を用いて、バイオター
ゲティングの研究を行ってきた。さらに、バ
イオターゲティング技術を、近年、夢の医療
として期待される再生医療分野へと発展さ
せている。具体的には、機能性磁性ナノ粒子
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を細胞に添加することで細胞を磁気標識し、
磁力で引きつけることにより、細胞を層状に
積み重ねていき、一定時間磁力で保持するこ
とによる三次元培養で細胞外マトリクスを
形成させ、三次元組織を構築する技術を開発
した。この技術によって、心筋や皮膚といっ
た、細胞を重層化させてシート構造にするこ
とで機能がはるかに促進される組織が構築
可能であることを示してきた。さらに我々は、
磁性ナノ粒子を様々な生物活性をもつバイ
オマテリアルで修飾し、機能性磁性ナノ粒子
を磁力で操作することで、細胞の形態・挙
動・運命を制御する技術への発展を行ってき
た。また、磁性ナノ粒子を含む血管内皮細胞
を細胞シート上に磁気マイクロパターニン
グすることで、複雑な形状かつ複数種類の細
胞を含む組織を作製する技術の開発を行っ
てきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が開発した再生医療のた

めの「磁力を用いた三次元組織構築技術」を
応用して、筋芽細胞からなる三次元組織を構
築し、筋芽細胞の分化誘導を行うことによる
「機能する」つまり刺激に応じて収縮運動す
る人工筋組織（バイオアクチュエータ）を構
築することを目的として研究を行った。 
医療目的ではなく、アクチュエータとして

筋芽細胞を使用する場合には、制限なく人工
的に細胞を改良することができる。研究デー
タが蓄積されたマウス筋芽細胞株 C2C12細胞
を使用し、筋細胞アクチュエータとしての機
能を強化する遺伝子を導入することで、バイ
オテクノロジーを駆使したバイオアクチュ
エータ専用筋芽細胞株の構築を目指した。機
能強化遺伝子として、筋芽細胞の増殖と分化
を促進するインスリン様増殖因子（IGF）-I
遺伝子を導入した細胞を作製して、機能を調
べた。 
 
３．研究の方法 
（1）磁力を用いた三次元筋組織の構築 
 図 1に磁力を用いた筋組織の構築法を示す。
まず、C２C１２細胞に正電荷脂質で包埋した
磁性ナノ粒子（Magnetite cationic liposome, 
MCL）を添加することで、細胞を磁気標識し
た。次に、低接着性培養皿の中心にシリコン
栓を設置し、シリコン栓と培養皿の間にでき
た隙間に磁気標識した細胞を播種し、磁石の
上に設置して培養を行った。1時間後には培
養皿の底面に重層化細胞シートが形成し、12
時間後には細胞シートが収縮してシリコン
栓に巻きついて環状筋組織を形成した。環状
筋組織を 2日間培養した後、マトリゲルとコ
ラーゲンゲルの混合ゲルを環状筋組織に塗
布し、その後環状筋組織を取り外して 35 mm
培養皿に移してシリコンラバー上に虫ピン

で固定して分化誘導培地で培養を行った。作
製した筋組織の機能評価を行うために、筋組
織の組織学的評価、生化学的評価、電気刺激
によって発生する力学的評価を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 三次元筋組織の作製方法 
 
（2）遺伝子導入筋芽細胞の作製 
 バイオアクチュエータ専用筋芽細胞株を
構築するために IGF-I遺伝子の導入を行った。
遺伝子発現の細胞への影響を評価するため、
Tet-Onシステムを利用して、ドキシサイクリ
ン（Dox）添加によって遺伝子発現が誘導さ
れるベクターを構築した。IGF-I 遺伝子をレ
トロウイルスベクターで C2C12細胞に導入し
た。目的遺伝子の発現を確認するために
RT-PCRおよび ELISAを行った。 

IGF-I は筋芽細胞の増殖および分化に効果
があるという報告があることから、遺伝子導
入細胞の増殖速度を継時的なセルカウント
で、また分化誘導培養後の筋管形成頻度と筋
管の太さを顕微鏡画像から測定した。 
 
４．研究成果 
（1）磁力を用いた三次元筋組織の構築 
図 2に作製した組織の組織学的検討の結果

を示す。分化誘導 7日目の筋組織についてヘ
マトキシリン-エオジン（HE）染色を行った
ところ、細胞が高密度に存在し、かつ、配向
して多核化した筋管細胞を観察することが
できた。さらに、分化誘導 7日目の筋組織に
対して免疫染色を行ったところ、作製した筋
組織内に筋肉の収縮装置であるサルコメア
構造を観察することができた。これらの結果
から、筋芽細胞を磁力で集積させることで、
筋組織を構築ことに成功した。 
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図 2 分化誘導筋組織の組織学的評価。（A）
分化誘導 17日目の筋組織。（B）HE染色（C）
分化誘導 7日目の筋組織の免疫染色（緑; α-
アクチニン、赤; ファロイジン、青; DAPI）。
矢印はサルコメアを示す。 
 
 図 3に生化学的な検討結果を示す。ウエス
タンブロット法から、分化が開始すると発現
する Myogenin と、筋形成・収縮に関与して
い る Myosin Heavy Chain (MHC) と
Tropomyosin の発現を確認した。また、筋組
織の成熟度のマーカーであるクレアチンキ
ナーゼ活性を測定したところ、分化誘導日数
が経つにつれてクレアチンキナーゼの活性
が上昇した。これらの結果から、分化誘導日
数が経過するにつれて、筋組織の分化が進ん
でいくことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 筋特異的タンパク質発現の経時変化。
(A)ウエスタンブロット。(B)クレアチンキナ
ーゼ活性。 

 力学的評価の結果を図 4に示す。作製した
筋組織の収縮力を測定するために、筋組織に
電気パルスを当てて筋組織の収縮応答を調
べた。印加電圧 15 V、パルス幅 10 msの電気
パルスを当てたとき、筋組織の単収縮を確認
することができた。また、印加電圧 15 V、パ
ルス幅 10 ms、周波数 50 Hz で 2 秒間電気パ
ルスを当てたとき、筋組織の強収縮を確認す
ることができた。また、周波数を変化させて
電気刺激を行った時、作製した筋組織はそれ
ぞれの周波数に応じて収縮応答を示した。ま
た、10 Hz以降では収縮力が大きくなったが、
これは強縮と呼ばれる現象で、生体内の骨格
筋と同様の生理現象が生じたと考えられる。 
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図 4 作製した筋組織の収縮応答（分化誘導
7日目）。（A）単収縮。（B）強収縮。（C）周波
数を変化させたときの筋組織の収縮応答（左
から 0.2、0.5、1、2、5、10、20、50Hz）。 
 
以上の結果から、筋特異的なタンパク質の

発現を確認することができ、また、電気刺激
に応答して力を発生したことから、本方法で
作製した筋組織はバイオアクチュエータに
応用可能であると考えられる。しかしながら、
作製した筋組織をアクチュエータとして用
いるためには、さらに強力な筋組織を誘導す
る必要がある。本方法で作製した筋組織の収
縮力は断面積あたりにすると 1 mN/mm2であり、
マウス生体内の骨格筋組織が発生する力の
0.5%程度であった。そこで、次に、遺伝子導
入による機能強化筋組織の構築を目指して、
IGF-I 遺伝子導入筋芽細胞の作製を行い、機
能が向上するかどうかを調べた。 
 
（2）遺伝子導入筋芽細胞の作製 
 レトロウイルスベクターを用いて、IGF-I
遺伝子を C2C12 細胞に導入することで、
C2C12/IGF 細胞を作製した。C2C12/IGF 細胞
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に Dox を添加した細胞[C2C12/IGF(Dox+)細
胞]は、IGF-Iを誘導発現した（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 IGF-I遺伝子の誘導発現。(A)RT-PCR法
による mRNA の検出。(B)ELISA 法によるタン
パク質の定量。 
 
 IGF-I は筋芽細胞の増殖を促進するといっ
た報告がある。そこで、C2C12/IGF(Dox+)細
胞の増殖能を調べたところ、親株 C2C12細胞
および C2C12/IGF(Dox-)細胞と比較して、増
殖速度の向上がみられた（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 IGF-I遺伝子発現による増殖促進効果。
●, C2C12 細胞; ■, C2C12/IGF(Dox-)細胞; 
▲, C2C12/IGF(Dox+)細胞 
 
次に、IGF-I は筋芽細胞の分化および筋肥

大を促進するといった報告があることから、
分化誘導培養７日後の C2C12/IGF(Dox+)細胞
の筋管の面積および幅を調べたところ、親株
C2C12 細胞および C2C12/IGF(Dox-)細胞と比
較して、面積・幅ともに有意な向上がみられ
た（図 7）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 IGF-I 遺伝子発現による分化および筋
肥大の効果。(A)抗αアクチニン抗体による
筋管の蛍光染色。(B)蛍光顕微鏡画像の定量
的解析。左）筋管の面積。右）筋管の幅。 
 
これらの結果から、IGF-I遺伝子導入 C2C12

細胞は、増殖能と分化能の亢進により、ティ
ッシュエンジニアリングで作製したバイオ
アクチュエータに有用であると考えられる。 
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