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研究成果の概要（和文）：全身の結合組織を構成する線維芽細胞群について、個々の細胞の三次元微細構造と機
能的組織構築の理解を目的に、光顕レベルの組織検索に続き、新機軸走査型電子顕微鏡FIB/SEMによる三次元微
細構造解析を行った。結果として、皮膚真皮、泌尿生殖臓器の壁、腱骨付着部、歯根膜において、通常の切片観
察では紡錘形や樹状とされていた細胞の形状が、実際には扁平・菲薄で、うねりながら広範に拡がるシート状で
あることが示され、また、お互い連結して、結合組織領域を区分けするよう配置する細胞ネットワークを形成し
ていることが示された。compartmentalizationといえる機能的ユニット構築に関与する可能性が示唆される。

研究成果の概要（英文）：In order to reevaluate the connective tissue cellular construction, we have 
performed FIB/SEM tomography analysis; a novel election microscope technique that enables to obtain 
serial fine microscopic images and three dimensional ultrastructural analysis by reconstructing 
structures on image analyzing PC system, upon dermal tissue of the skin, wall of urogenital organs, 
tendon-bone junction, and periodontal ligaments, following the ordinary histological observations. 
As results, our FIB/SEM tomographic observations have revealed that the cells usually show very 
thin, flat, and undulated sheet-like shape, although the shape usually described as spindle or 
dendritic with one or more thin processes. Those cells are connected one another to form cellular 
network, and the flat surface of them divide the connective tissue space into small compartments 
(compartmentalization), which could play important functional roles for biomedical phenomenon.

研究分野：医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１） 線維芽細胞は結合組織一般の主要
な構成細胞であり、紡錘形あるいは突起をも
つという一般的形態や、そもそも記載された
折に注目された機能的特徴から、線維芽細胞、
筋線維芽細胞、間質細胞、細網細胞、星状細
胞、樹状細胞、interstitial cell、stromal cell、
reticular cell、stellate cell、dendritic cell、
fibroblast、myofibroblast等、分布部位や機
能状態の違いによって、様々な名称で呼ばれ
る。機能的には、コラーゲン産生が主たる機
能であるとされるものの、広い意味で線維芽
細胞に分類される細胞は、組織枠組み構築、
生理活性物質産生、電気的シグナル伝達、さ
らに、組織再生に関わるなど、存在部位によ
り高度に分化していると考えられる。組織再
生においては、そもそも iPS細胞が線維芽細
胞由来であることは有名であり、また、骨折
および創傷の治癒に重要な役割を果たすこ
とも周知である。さらに、再生医療に有用な
細胞ソースであり、造血幹細胞・組織幹細胞
の活動が詳細に研究されている骨髄におい
ては、stromal cellあるいは reticular cellと
呼ばれる線維芽細胞系細胞の幹細胞ニッチ
としての役割が注目されており、組織幹細胞
そのものとの関連も興味深い。このように、
これら細胞群は生命維持に重要であると考
えられるものの、組織切片観察における単純
な形状や、また、培養した場合の強靱さや扁
平な一様の形状を示すという特徴から、生命
維持のための医学生物学的意義については
注目されていない。申請者らは、細胞培養系
における cell line樹立やこれまでの多くの正
常および病態における臓器・器官の組織解析
から、組織毎に異なる線維芽細胞の形状、分
布様式に注目してきた。しかし、いずれの臓
器・器官においても、光顕、電顕ともに、切
片観察では、これ以上詳細な結合組織細胞・
組織構築の形態解析は困難であることから
未だ明確でない。 
（２） 2008 年 FIB/SEM トモグラフィと
呼ばれる新機軸顕微技法が医学生物学分野
の研究に導入され、申請者の所属する久留米
大学において文部科学省私学助成により、い
ちはやく FIB/SEMが設置された。これまで
本装置をもちいた研究計画が 2度科研費挑戦
的萌芽研究に採択され、2011〜2012 年度に
はエポン包埋生物試料への応用の最適化を
行い、その実績をもとに、2013 年度からは
消化管壁の間質細胞の三次元超微構造解析
に取り組んできた。本方法は、三次元微細構
造が詳細に観察できること、また、
FIB(focused ion beam)が骨、靱帯、歯、さら
に金属に至るまで精密切削が可能であるこ
とから、方法論的に組織切片での解析が極め
て困難であった従来の研究を大きく発展さ
せるものであり、組織構築について大きな医
学生物学的展開を期待させるものである。今
回の研究計画は、それらの研究成果を基盤と
する（Ohta et al., Micron 2012）。 

２．研究の目的 
（１） ほ乳動物生体内結合組織の機能的
意義再考の基盤となる組織・細胞の形態的特
徴を明確にすることを目的とする。代表的な
数例の結合組織を選択し、そこにおける線維
芽細胞群の個々の細胞の細胞学的特徴（数、
大きさ、形状、隣接細胞との関係、組織構築
における意義、さらに細胞接着分子、レセプ
ター、ギャップ結合、チャネル、トランスポ
ーター等細胞間情報伝達分子等の分子解剖
学的マーカー）を検討し、それらの共通点お
よび発生・機能分化に基づく相違点を組織学
的・免疫組織化学的に検討する。 
（２） さらに、本研究計画では、これら個
別の代表的結合組織の解析結果から、その他
の結合組織への連続性および共通点を詳細
に検討し、全身の結合組織への一般化を試み
る。 
 
３．研究の方法 
本研究では、限られた研究期間内に成果が期
待される材料としていくつかの解析対象組
織を選択した。すなはち、皮膚真皮、泌尿生
殖臓器、腱骨付着部、骨膜付着部、歯根膜で
ある。 
（１） 一体型蛍光顕微鏡による組織切片
の組織学的解析：第一に、光学顕微鏡レベル
における組織観察および免疫組織化学によ
る機能分子の発現様式の検討を行った。この
目的には、本研究計画初年次のキーエンス一
体型蛍光顕微鏡の導入が極めて有効であっ
た。 
（２） FIB/SEM による連続高解像電顕画
像取得と画像解析ワークステーションによ
る三次元再構築解析：光顕レベルで選抜した
解析対象について、新機軸電子顕微鏡
（FIB/SEM Quanta 3D FEG, FEI；文科省
私学助成金により当該施設に設置済み）によ
る連続高解像電顕画像の取得、および、それ
ら連続画像をもちいた画像処理ワークステ
ーション（画像処理 PCソフト）上の三次元
再構築手技（FIB/SEM トモグラフィ法）に
よる三次元微細構造解析を遂行した。 
 
４．研究成果 
全身の間葉組織・結合組織の枠組み
(scaffold)を構成する間質細胞・線維芽細胞
群（fibroblasts; stromal cells; reticular 
cell; dendritic cells, etc.）の個々の細
胞の三次元微細構造と組織構築の解析、皮膚
真皮をはじめとするいくつかの臓器におい
て、通常の切片観察では紡錘形や樹状とされ
ていた細胞の形状が、実際には扁平な、極め
て菲薄なシート状であることが明確に示さ
れ、また、お互い連結することにより、結合
組織領域をあたかも区分けするかのように
配置するネットワークを形成していること
が示された。以下、個々の臓器・組織につい
て結果を略記する。 
（１） 皮膚真皮、精嚢壁、膀胱壁平滑筋収



縮調節に関与する構造の解析：FIB/SEM をも
ちいた我々の解析により、皮膚真皮の線維芽
細胞および精嚢壁に分布する間質細胞の形
状が、紡錘形や樹状（星状）ではなく、非常
に扁平・菲薄で、うねりながら広範に拡がる
シート状であることが明示されたことは画
期的である（Oka et al., Kurume Med J 2016， 
Hashitani et al. Eur J Physiol 2017, 参
考 中村桂一郎 細胞工学 2015）。また、隣接
する細胞間で局所的に物理的に接触・結合し
て、全体として細胞ネットワークを形成して
いることが示され、exosome のような分泌性
構造・分子による液性情報伝達とともに重要
な細胞間シグナル伝達機構である直接接触
という物理的構造構築、さらに、それにより
構築される細胞ネットワークが機能するが
故に全体として調和のとれた機能を果たす
ことができることが示唆される。Takeya ら（J 
Physiol 2017）では、精嚢上皮の剥離除去に
よりリズムをもった平滑筋収縮が失われる
ことから、上皮の影響が重視されるが、剥離
操作により、Ca イメージングにより同定され
る間質細胞も影響をうける可能性が残され
ており、今後さらなる解析が求められる。次
に光顕、電顕とも、切片観察では細長い細胞
質の突起がPDGFR陽性の間質細胞から伸びて
いるのが捉えられ、FIB/SEM tomography によ
る三次元微細構造解析では、それら突起は、
薄くて扁平な細胞の一部であることが示さ
れた。また、扁平な細胞表面に沿って、神経
線維が張り付くように走行するのも観察さ
れた。これらの結果は基礎・臨床医学の学会
で発表し、過活動膀胱など、昨今問題となっ
ている平滑筋収縮機構の異常に関連する疾
患の研究者らから注目されている。現在、本
研究を主導している研究分担者の林らが、Ca
イメージング等をあわせて、これら構造の平
滑筋収縮調節への関与を検討しながら、論文
執筆中である。 
（２）硬組織を含む構造の解析（歯根膜細胞
構築、頭蓋骨帽状腱膜結合構造、腱骨付着部
の正常および病態における細胞構築）：歯根
膜は、光顕切片による組織観察では、向き合
う歯槽骨と象牙質の間に垂直に走行する膠
原線維束、および、楕円形の核の長軸が膠原
線維と同じ方向に配置するため、線維束と同
方向に配置していると理解される線維芽細
胞により構築されているように見える。しか
しながら、FIB/SEM tomography による解析で
は、積み重なるように配置する短冊状の個々
の線維芽細胞は短冊の短軸が骨組織とセメ
ント質の間に順次、短冊の短軸方向に配置す
るよう並び、楕円形の核は短冊状細胞の短軸
と直行する配置をとっていることが明確に
なった。それぞれの細胞は骨・セメント質間
に、膠原線維と概ね並行する小間隙を形成し、
そ の 中 に 膠 原 線 維 束 を 束 ね て い る 
(Hirashima et al., Sci Rep  2016)。次に、
頭蓋骨骨組織とその周辺の骨膜との間の結
合組織性線維の分布・走行を FIB/SEM により

解析する中で、骨組織中に陥入してくる線維
束（シャーピー線維）を取り囲む扁平な細胞
が見出された。線維芽細胞と認められるこの
ような細胞は、膠原線維束を包み込むように
配列しており、線維束の形成・維持に関わる
ことが示唆された。骨膜の最も骨組織側に分
布する扁平な線維芽細胞との鑑別が困難で
あるが、切片では区別できなかった
（Hirashima et al., Sci Rep 2015）。次に、
腱板断裂の外科的治療では、術後再断裂の頻
度が高い。肉眼的には正常に治癒しているよ
うにみえるが、今回の研究により、組織学的
検索では腱骨間に介在する軟骨の発達や、腱
骨付着部の細胞構築およびそれを構成する
個々の細胞の形状が異なることが示された。
正常発達過程における腱細胞の形状の時間
的変化(Kanazawa et al., 2015)と合わせて
考察すると、修復した組織における細胞の特
徴が異なることが示された。腱細胞の形状は、
球形の細胞から、腱の発達と共に、細胞の片
方の端に突起が形成され、腱組織の発育と共
に、突起は伸張する (Kanazawa et al. Sci 
Rep 2016)。一方、修復腱では、細胞は多形
であり、腱の膠原線維束に沿った一定の配向
が認められない。これらの研究は、対象組織
が骨、歯など硬組織であるため技術的困難が
あり、FIB の導入によりはじめて可能となっ
た解析であり、これまで研究対象となってい
なかった。 
（３）国外研究者の動向、特に telocyte と
の関連性；10年ほど前にルーマニアの研究グ
ループが telocyte という概念を提唱し、そ
の後、多くの論文が出版されている。
Telocyte は電顕の切片観察において、長くて
細い突起をもつ、線維芽細胞とは異なる細胞
群であり、平滑筋収縮の調節、環境維持、さ
らに、幹細胞またはそのニッチとして機能し
ており、exosome により情報伝達していると
いうものであり、これまで平滑筋収縮調節と
の関連で多くの研究がなされてきた ICC
（Interstitical cells of Cajal）の発展的
解釈であるとされる。FIB/SEM による三次元
微細構造解析による論文が2編出版されてい
るが、解析の精度の問題からか、我々と同様
の結論には至っていない。本方法を適切に応
用することにより、電子顕微鏡レベルの分解
能で、光顕観察に匹敵する広範囲な領域の微
細構造観察が可能となり、画期的な細胞・組
織構築理解が得られる、他では得られない有
用な顕微技術である。しかし、新機軸電顕技
法であるため、多くの技術的困難もあり、
我々はこれまで、2 期にわたる科研費の支援
のもと、本法の最適化を検討してきた。その
結果、主として神経系以外の組織において、
学会等において大変有用な技術発展に寄与
できたと考えている。FIB/SEM 法は、現状に
おいて、これまでの電顕観察で確立されてき
た組織保存法・固定法を踏襲しており、また、
観察される画像もこれまでの一般的基準を
満たすものである。さらに、免疫染色を含む



光顕レベルの試料作製法やこれまでの立体
像観察のためのSEM観察のための組織固定法
に比べて格段に厳密であるため、連続画像か
らえられる三次元像は信頼できると考えら
れる。iPS 細胞の由来が線維芽細胞であるこ
と、また、結合組織を場とする疾患も多く、
血管、神経を含む、それらの構造理解は生命
現象理解にとっても極めて重要であると思
われる。今後、さまざまな臓器・器官の細胞・
組織構築を本法により再検討することで、こ
れまで解釈の難しかった生命現象を理解す
るための一助となることが期待される。 
（４）下垂体、神経系（connectomics）、そ
の他：ほ乳動物下垂体前葉には複数のホルモ
ン分泌細胞が存在し、それぞれ特徴的な組織
内分布をしている。特に血管との関係はホル
モン分泌に関して重要な事項であり、ここで
も三次元微細構造解析により、血管からは離
れたホルモン分泌細胞が複雑な経路で走行
する長い突起を血管壁まで延ばす様子が捉
えられ、これまでの切片観察のみによる解析
の限界を超えた結果が得られている
(Yoshitomi et al., Sci Rep 2016)。さらに、
中枢神経系のシナプス結合ネットワーク解
析(connectomics)分野で積極的な開発・導
入・応用の取り組みが成されている。本研究
の関連として、薬理学講座との共同研究で、
海馬歯状回ニューロンのシナプス結合様式
の形態学的検討を行った(Kitahara et al., 
PlosOne 2016)。 
（５）最後に、昨今、多光子レーザー顕微鏡、
超解像顕微鏡など光顕の顕微理論、および、
確実な免疫染色や遺伝子導入による蛍光ラ
ベルさらにコンディショナルな発色技術等、
蛍光ラベル技術の発達により、多くの洗練さ
れた実験が可能となってきた。本研究計画に
おいても、電子顕微鏡レベルの遺伝子ラベル
を目指してスタートした実験・研究が進めら
れている。 
 FIB/SEM トモグラフィ法は、走査型電子顕
微鏡技術の発達により、より簡便な操作で、
透過型電子顕微鏡像のような高解像断面画
像が得られるようになったことにより可能
となった顕微技法の一つであり、SBF-SEM 法
や array tomography 法と合わせて、世界中
で注目されている。3 年間の研究により、こ
れまで明確に証明されることのなかった硬
組織を含む、いくつかの代表的結合組織の細
胞・組織構築を明らかにすることができた。
結合組織は、上皮と筋・神経組織を体内にお
いてつなぐ構造であり、生体内に分布する血
管・神経が走行する場であり、また、炎症、
膠原病等の場となる、上皮組織下において身
体中に配置する領域である。その連続性、機
能分化を念頭に、今後、さらに各結合組織の
微細構造について解析を進め、生体の構造と
機能について病態生理を含めた研究に繋げ
たい。 
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