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研究成果の概要（和文）：患者から筋芽細胞群を単離し，増幅，シート形成した後，拡張型心筋症等の心疾患へ移植す
る再生医療が注目される．再生医療製品の製造工程において薬効評価手法は未熟であり，産業化を妨げる．本研究では
移植場における筋芽細胞群と血管内皮細胞のコミュニケーション（パラクライン）による血管新生イベントを解析可能
なバイオアッセイ系の構築を行った．移植場を模倣した共培養系を用いることで，移植材形成時の細胞播種密度，シー
ト積層数，繊維芽細胞の混入比率などが，移植材内部の細胞流動性，内皮細胞の伸展，遊走，衝突，接着頻度，接着能
などの変化を介して，移植材内部での血管内皮ネットワーク形成に影響を及ぼすことが明らかになった．

研究成果の概要（英文）：Autologous transplantation of myoblast sheet has attracted attention as a new 
technique for curing myocardial infarction. Myoblast sheet has the ability to secret cytokines which 
improve heart function via the facilitation of angiogenesis on affected part. To understand in vivo 
phenomena and evaluate curative effect after transplantation such as cytokine secretion from transplant 
and its angiogenesis capability, a multi-layered cell sheet of human skeletal muscle myoblasts (HSMMs) 
was constructed by originally equipped gelatin stamp system. In the HSMM sheet, active cellular migration 
occurred in the horizontal and vertical directions anywhere, revealing the sheet fluidity. Dynamic 
behavior including collective migration and spatial habitation of heterogeneous cells, such as human 
skeletal muscle fibroblasts (HSMFs) and human umbilical vein endothelial cells (HUVECs), in the fluidic 
scaffold was clarified.

研究分野： 工学
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１．研究開始当初の背景 
「再生医療」は，従来の薬物治療や臓器移植

医療では治療できなかった組織・臓器の損傷並
びに難病の根本的な修復・再生を行うとことして
期待されている．しかし，細胞製造に関する工
程管理ならびに品質管理に関する技術構築が
不十分で，より一層の技術構築が望まれている．
特に，再生医療製品としての移植材に対する薬
効評価手法が未熟で，品質での薬効が曖昧い
であるため，産業化を妨げている．一方，移植材
をを新規薬剤の薬理的応答可能な生体素子と
してみなすと，創薬スクリーニングへも期待でき，
工学的観点からの貢献が不可欠である． 
 
２．研究の目的 

移植材として注目されている培養組織の機能
（薬効）評価可能な方法論の構築を目指す．動
物個体への移植評価（in vivo 系評価）では，細
胞レベルでの評価が困難であり，解析能の限界
を補う動物代替法（in vitro 系評価）が注目され
ている．しかし，従来法の多くは，創薬スクリーニ
ングのためのバイオアッセイであり，移植材（培
養組織）と被移植部位のクロストークなど，in vivo
および in vitro 系評価の解析ギャップを埋める新
規な薬効評価動物代替モデルが望まれている．
そこで，本研究では，移植部（移植材として有望
な筋芽細胞積層シート）と培養床（血管内皮細
胞を含む繊維芽細胞積層シート）からな
る培養フォーマットにて，血管ネットワー
ク形成の広範囲かつ時空間的解析法に
よる検証法の構築を試みる． 

特に，心疾患を対象とした筋芽細胞シ
ートを対象に行う．このシートは，患者の
骨格筋から筋芽細胞群（骨格筋筋芽細
胞および骨格筋線維芽細胞からなる）
を単離し，増幅，シート形成した後，
心臓患部へ移植する再生医療である．
その際，移植材としての筋芽細胞群シ
ートの薬効は，図 1 上に示すように，
移植後，血管新生を促進するサイトカ
イン群（Vascular Endothelial Growth 
Factor (VEGF) や Hepatocyte Growth 

Factor (HGF)）が移植材から分泌され，
いわゆる，そのパラクライン効果によ
り，血管新生が促進され，疾患部にお
ける血流改善を経て，結果，心機能が
回復すると考えられている．よって，
筋芽細胞群シート移植の治癒効果に
は，血管内皮細胞の遊走性が促進，健
全部（移植床側）から患部や移植材へ
と初期ネットワーク形成といった一
連の内皮細胞挙動が重要と考えられ
る．本研究では，筋芽細胞群と血管内
皮細胞のコミュニケーション（パラク
ライン）を解析可能なテンプレートを
対象とし，患部での環境を模倣したバ
イオアッセイ系構築，つまり，移植材
（充填細胞）と被移植部位（床）のパ
ラクラインを考慮した“培養フォーマ
ット”と，その解析手法としての“解析

フォーマット”を構築することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
基本とする培養フォーマットは，骨格筋筋

芽細胞群（充填細胞,骨格筋筋芽細胞(Human 
skeletal muscle myoblasts, HSMM)および骨格
筋 線 維 芽 細 胞 (Human skeletal muscle 
fibroblasts, HSMF)を含む）からなる移植材と
しての「細胞シート（充填細胞の板状集塊）」，
患部を模倣した移植先の床としての「培養
面」，床に存在する血管を模倣した培養面上
の「ヒト臍帯血由来血管内皮細胞（Human 
umbilical vein endothelial cells, HUVEC, ター
ゲット細胞）」，床における血液等の培養環境
を模倣した「培地」の 4 要素からなる（図 1
下）．ここでターゲット細胞は挙動を追跡・
解析する対象により HSMM および HSMF と
する場合もある．培養フォーマットは，図 2
に示すように，スタンプを含む種々の治具と
手順により形成した論文３．まず，ゼラチンス
タンプ作成として，シリコーン製シートを下
に敷いた型枠にゼラチン溶液を流し込む，ス
タンプを配置しゼラチンを固定化，型抜き台
を使い，型抜し，ゼラチンスタンプを形成し
た．積層細胞シートの形成のために，予め Cell 
Tracker Orange で染色した筋芽細胞群を 24 ウ
ェル温度応答性培養皿（UpCell，セルシード）



内に播種し培養し，前述のゼラチンスタンプ
をウェル上に置き，20℃の低温インキュベー
タにて，静置した．引き揚げたスタンプを別
のウェルに移し，これを繰り返すことで，積
層細胞シートをスタンプ底面に形成した．最
期に直径 35 mm のディッシュ上に転写用ふ
たを用いて重ねた．ここで必要に応じて GFP
を恒常発現する，あるいは Cell Tracker Green
染色されたターゲット細胞を予め播種し培
養した．この容器を 20℃にて放置し，細胞シ
ートを培養面へ接着させた後，37℃にてゼラ
チンを溶解，溶解したゼラチンを含む溶液を
除去し，新鮮培地を添加し培養を開始した． 
解析フォーマットとして，充填細胞および

ターゲット細胞の組織内挙動を定性的・定量
的に解析することを目的とし，HUVEC，
HSMM，HSMF の挙動（細胞形態，遊走速度，
集塊形成，組織内局在）を蛍光顕微鏡や共焦
点レーザー走査型顕微鏡で継時的に観察す
るとともに，それらの細胞挙動を定量的に解
析可能とするため，①細胞シート内における
ターゲット細胞の鉛直方向分布を求める方
法論文２，②細胞シート内における充填細胞の
鉛直方向への流動性を分子拡散とのアナロ
ジーにて見かけの拡散係数として算出する
方法，③形成された内皮細胞ネットワークの
長さや端点数からネットワーク成熟度を算
出する方法論文４，④シート内における充填細
胞の実細胞密度を算出する方法，などをそれ
ぞれ画像処理により構築した．また充填細胞
のサイトカイン産生能を，ELISA によって定
量した単位時間当たりの培地中蓄積濃度を
存在細胞数で割ることで評価した． 
 
４．研究成果 
まず充填細胞である HSMM 群シートの特

性を把握するため，タイムラプス共焦点レー
ザー走査型顕微鏡観察を行ったところ，組織
は細胞遊走を源とする流動性を有している
ことが明らかになった．この“動く足場”の
流動性を見かけの拡散係数を用いて評価し
たところ，HSMM 群に含まれる繊維芽細胞の
比率に応じて流動性が変化した．特に，線維
芽細胞比率25 %では0 %よりもシート全体と
しての流動性が高くなり，50 %では低下した．
次に，これらの条件下における HSMM と繊
維芽細胞のそれぞれの見かけの拡散係数を
算出したところ，HSMM の拡散係数は繊維芽
細胞比率に影響されない一方，繊維芽細胞で
は比率 25 %では拡散係数が高く，比率 50 %
では拡散係数が低下していた．つまり，繊維
芽細胞の組織内遊走速度がその混入比率に
応じて大きく変化することで，組織全体の流
動性の変調が引き起こされていることが示
唆された（紀ノ岡ら）．次にシート形成する
際の HSMM の播種密度の変化が流動性に与
える影響を評価した．播種密度が大きいほど，
形成された組織内の単位空間当たりの実細
胞密度は上昇することが見出され，また，こ
の実細胞密度の上昇に伴いシートの流動性

が低下すること
も明らかになっ
た．  

HSMM 群シー
ト内に含まれる
異種細胞（HSMF, 
HUVEC）の挙動
（遊走，接着，
棲み分け）をよ
り詳細に把握することを試みた．充填細胞底
部に配置するターゲット細胞の播種密度を
変化させることで，ターゲット細胞が単独で
存在する条件と周囲の細胞と接着して存在
する条件をそれぞれ準備し，上部に HSMM
群シートを配置することで共培養を開始し
た．ターゲット細胞の種類および初期細胞密
度により異なった空間的な棲み分けが観察
された．HSMF は，播種密度に応じてシート
の上下部，下層部にそれぞれ局在し，下層部
への局在は HSMF 同士が XY 方向に密に結合
した集団形成を伴った．シート上部に達した
ターゲット細胞は，他細胞と連結しない単独
状態で Z 方向へ速やかに直線的に遊走し，シ
ート上部に達する極めて特徴的な挙動を示
すことが明らかになった（図 3）論文２．HSMM
群シート内における HSMF の挙動の理解は，
前述の線維芽細胞比率が異なるシートで見
出された流動性の変調に関する解釈も補完
するものであった． 

HUVEC は HSMM シートの配置（共培養開
始）直後から細胞形態が伸展し始め，近傍の
HUVEC との接着・連結を伴いながら Z 方向
へ緩やかに遊走し，初期細胞密度に応じて，
積層 HSMM シートの上部，中層部にそれぞ
れ局在し，上部の細胞は島状の細胞集塊を，
中層では XY 方向に広がった内皮ネットワー
クの形成を伴った（図 4）．積層中間層に達す
るまで網状構造を形成した HUVEC は Z 方向
への物理的な抵抗が生じ中層部への局在に

至ったと解釈された．一方，周囲の細胞と連
結しなかった HUVEC は上部に抜け出たもの
と考えられた論文４．細胞シートの積層数を変
えることで組織厚みを変化させたところ，シ
ート厚みが十分でない場合には HUVEC は素
早く上部へ抜け出し（図 5），組織内で HUVEC
同士が接触・接着するまでの時間を細胞密度
や組織の厚みにより確保することが重要で
あることが示された論文３．前述した HSMM 群
の播種密度を変えたシートにおいて，流動性
が高い条件では HUVEC の伸展が活発になり，
鉛直方向への遊走速度は高く，シート上部に



抜け出る細胞
の割合は高ま
った．流動性
が低い条件で
は HUVEC の
伸展は抑制さ
れ，遊走速度

は低下すると共に，HUVEC の伸展が少ない
網状集塊がシートの底部に局在することが
明らかになった． 

HSMM群シート内部におけるHUVECの網
状集塊の形成プロセスは，一般的な血管新生
モデルとして広く用いられているマトリゲ
ルやコラーゲンゲルの上面や内部で観察さ
れる内皮細胞ネットワーク形成プロセスと
は大きく異なり，HUVEC の伸展，遊走，衝
突，接着，脱接着の繰り返しを伴うダイナミ
ックな挙動からなっていた．長期間の共培養
では HUVEC 同士が脱接着し，単独状態とな
った HUVEC は再び上方向への遊走を開始し，
網状集塊の崩壊をもたらすことが明らかに
なった．内皮細胞間接着を強固にすることが
知られるbFGF(basic fibroblast growth factor)を
培地中に添加したところ，より長く連結した
網状集塊の形成・維持が観察された． 
移植剤の形成において，HSMM 群に混在す

HSMM と HSMF の混在比率は採取部位や患
者間，培養の過程で変動する．HSMF 比率を
変化させた結果，VEGF 生成能は，HSMF が
混入することで急激に上昇し，混入比率 15 %
をピークに減少に転じることが明らか
になった（図 6）．HSMM 間では細胞間
接触阻害による VEGF 生成能の低下が
発生しており，微量に混入した HSMF の
シート内での速く活発な遊走がこの接
触阻害の解除に寄与していることが示
唆された．HSMM 群シートは移植時に積
層されるため，この層数によって移植材
としての性能に差異を生じるかを検討
した．積層数が増えるに従い VEGF 生成
能は上昇するのに対して，HGF 生成能は
低下し，異なる傾向を示した（図 7）．同
時に，培地中乳酸濃度の上昇が観察され，シ
ート積層により低酸素応答が生じている事
が示唆された．  
以上の実験により得られた結果を，移植材

性能評価の観点で考察する（図 8）．血管新生
は安定血管に対して血管新生因子が作用し，
血管内皮細胞の接着がルーズになる初期過
程に続き，内皮細胞の増殖，虚血部への連結
を伴った遊走，内皮細胞同士の接着安定化・
遊走停止からなる．つまり，内皮細胞同士の
接着の緩和と安定化の相反するプロセスが
秩序だって行われる．筋芽細胞群シート移植
に伴う血管新生プロセスにおいて，内皮細胞
を移植材内部に引き込む初期プロセスでは，
移植材の流動性（内皮細胞の走り込みやす
さ）および血管新生因子の分泌量（内皮細胞
の遊走活性化）が影響を与えると考えられ，
その足場の流動性には線維芽細胞の混在比

率や組織内の実細胞密度が，血管新生因子の
分泌には繊維芽細胞の混在比率や移植組織
の厚みが影響することを明らかした．移植材
内部に内皮細胞の網状構造が構築されプロ
セスにおいては，移植材内部での内皮細胞同
士の接触頻度が重要であり，内皮細胞の細胞
密度，形態の伸展，近傍細胞と接触するまで
の時間の確保（組織厚み）等が必要である．
形成された内皮細胞の網状集塊では内皮細
胞の遊走は活性な状態が続いており，安定し
た集塊を形成するには内皮細胞の遊走を抑
えるため，例えば内皮細胞間接着を強める因
子や組織流動性を低下させる因子の作用は
有効である．以上のように，移植組織内にお
ける細胞挙動やこれに伴う液性因子の分泌
量の変化を詳細に理解し，現象の解明・設計
を行うことが有効である．一方で，関与する



因子は多岐にわたり，複雑なプロセスとなる． 
以上のように，組織内における異種細胞の

遊走や細胞間接着を理解することは，自己組
織化現象からなる生体組織を模倣すること
につながり，移植材や創薬スクリーニングツ
ールとして活用へも期待できる．本研究で構
築した培養および解析フォーマットはパワ
フルなツールとして機能することが期待さ
れる．図 9 に示すように，球状集塊は，その
形成手段は簡易であるものの，集塊に厚み
（数百m オーダー）があり，集塊内での血
管ネットワークなど複雑な（無秩序な）模様
を解析する際，３次元的解析が必須となる．
一方，積層細胞シートなどの板状集塊は，秩
序をもつ培養フォーマットであり，組織の厚
みが数十m 程度と薄く，内部での細胞挙動
は３次元的であるものの，解析的には厚み方
向（Z 方向）と平面方向（XY 方向）の１＋
２次元と次元を下げ解釈できるため，定量解
析に強みを有していると考えられる．評価テ
ンプレートの構築には，培養フォーマットと
解析フォーマットを合わせて構築する必要
があり，今回提案した技術は，今後，簡便な
手法として広く活用されることを期待でき
る論文１． 
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