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研究成果の概要（和文）：これまでに得られた長さ15mm、直径0.5mmの培養骨格筋をソフトアクチュエータとして利用
するため、３つの課題で研究開発を行った。１．培養骨格筋の長大化、２．屈筋－伸筋構造による屈伸運動機構の導入
、３．１ヶ月間の駆動期間を目標とした体外培養機構の開発、である。その結果、１では、血管様構造を有する多孔質
コラーゲンスポンジを作製し、バイオリアクターにて培養することによって大型化でき、肉眼で確認できる収縮運動を
確認した。２では、培養筋と並行に電極を組み込み、電界分布を適切に制御することで、同一媒体中での培養筋駆動の
可能性を示した。３では、培養液循環機構を導入することで、１ヶ月の連続培養を可能にした。

研究成果の概要（英文）：Tissue-engineered skeletal muscle for a soft actuator was investigated in three 
points of thickening and elongation, bend and stretch structure, and longtime application. For thickening 
and elongation, a collagen sponge scaffold having angiostructure was newly developed and seeded myoblasts 
inside were cultured by circulation bioreactor. For bend and stretch structure, controlled electric field 
stimulation could be applied to tissue-engineered muscle by parallel electrodes. For longtime 
application, circulation bioreactor could maintain the tissue-engineered muscle for more than one month.

研究分野：組織工学
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  ２版



 

１．研究開始当初の背景 

 生体筋組織は、ATPをエネルギー源として
駆動する柔軟、軽量、かつ高効率なアクチュ
エータであり、人工のアクチュエータでは得
ることのできない優れた特性を有している。
生体筋組織を生体外で利用する試み、すなわ
ちバイオアクチュエータの開発は、筋構成タ
ンパク質を利用したものから、筋細胞、そし
て筋組織を直接利用したものまで、幅広いレ
ベルで行われている。しかし、ソフトアクチ
ュエータとして広く研究されている合成高分
子や形状記憶合金などの人工物とは異なり、
生物素材特有の取り扱いの難しさがあるた
め、広く研究されてきたとは言い難い。他
方、心筋梗塞などの虚血性心疾患の治療のた
め、増殖しない心筋細胞の代用として、骨格
筋組織を利用する研究も古くから行われてき
た。かつて心臓周囲に巻き付けた骨格筋を電
気刺激によって心臓と同期収縮させる
Cardiomyoplastyなどが盛んに研究された
が、これなどは体内で骨格筋組織をアクチュ
エータとして利用する試みであった。現在で
は、患者さんから採取した骨格筋芽細胞をシ
ート状に培養し、心筋梗塞部位に貼り付ける
治療方法が臨床応用されている。このような
組織工学技術、いわゆる再生医療技術が近年
注目されることで、細胞から生体組織を構築
したり、バイオリアクターを用いて細胞や生
体組織を生体外で長期間培養したりする研究
が広く行われるようになり、それらの知見や
技術が急速に蓄積されつつある。 
 心筋組織とは異なり、骨格筋組織では前駆
となる骨格筋芽細胞（筋衛星細胞）を容易に
単離することができ、その増殖・分化によっ
て筋管細胞や骨格筋細胞を得ることができ
る。研究代表者は、コラーゲンゲルを用いた
伸張培養によって、研究開始時点で180μNの
収縮力を有する培養骨格筋を得ていた。本研
究では、培養骨格筋を用いたバイオアクチュ
エータの開発を行う。このため、培養骨格筋
組織の長大・強力化、モジュールへの組み込
み、そして長期に渡る駆動などに取り組ん
だ。 
 
２．研究の目的 
 本培養筋作製は、体外で組織を構築する点
で組織工学の手法と一致するが、組織工学で
の問題に、細胞を栄養する毛細血管網を構築
できないことがある。それ故、体外で長期間
生存できる大組織を作製できない。研究代表
者が得ていた培養筋の直径は約0.5mmである
が、それすら内部の筋管細胞は表層に比べて
少なく、内部は低栄養状態にあることが推測
された。しかし、体内で使用しないバイオア
クチュエータは、生体と同じ構造である必要
はなく、生体構造にとらわれず、より太く、
より長く、より長期間駆動しえる力強い培養
骨格筋を得るべく、構造や作製方法、そして
バイオリアクターを用いた培養方法などを改
良することを本研究の主題とした。そして、

屈伸運動を行い得るバイオアクチュエータモ
ジュールを作製し、１ヶ月の駆動を目標とし
た。 
 アクチュエータとして機能するには、筋芽
細胞の増殖・分化によって一配向性の成熟筋
繊維を得る必要がある。また、測定装置へ取
り付けることが難しいことから、収縮力や収
縮弛緩動態などの定量評価ができない問題も
あった。研究代表者らの培養筋は、コラーゲ
ンゲルに張力を加えて培養することで筋芽細
胞の成熟性および配向性を高め、さらに両端
に生体組織を用いた腱様組織を複合化するこ
とで収縮力測定装置への取り付けを容易にし
ている。これにより、アクチュエータとして
応用し易く、かつ収縮弛緩動態の定量的評価
を可能とした培養筋を作製することが可能と
なった。 
 
３．研究の方法 
 筋芽細胞としては、マウス筋芽細胞由来樹
立株であり、筋管細胞への分化能を有する
C2C12筋芽細胞を用いた。 
 
(1)培養骨格筋の長大・強力化 
 培養骨格筋の強力化のため、骨格筋芽細胞
から骨格筋細胞への分化に際して、電気刺激
の影響について検討した。中心に直径1mmの
穴をもつ直径3mm、厚さ約1.5mmのドーナツ状
人工腱を、ポリカーボネート製の板状基材上
に設けた13mm間隔の２本の固定ピンにシリコ
ーンシートを介して挿入した。次に、C2C12
細胞を107cells/ml含む冷却コラーゲン溶液
（コラーゲンゲル培養キット、新田ゼラチン
(株)）を、２つの人工腱周囲およびそれらの
間に塗布した。最後に、培養インキュベータ
内でコラーゲンをゲル化し、培養液を加え
た。最初の２日間は増殖用培養液（10%ウシ
胎児血清を添加した高グルコース培地）で培
養し、続く期間は分化用培養液（7%ウマ血清
を添加した高グルコース培地）で培養するこ
とにより、C2C12細胞を融合・分化させ、５
日間ほどで長さ約15mm、直径約0.5mmの小さ
なダンベル状の培養骨格筋を得た（図１）。
ロードセルによって等尺性収縮力が測定でき
る自作の測定装置に培養骨格筋を移設し、培
養液を介して単極性電気パルス刺激を与える
ことで、収縮弛緩特性を評価した。また、各
種遺伝子発現について検討した。 
 

 
図１ 培養骨格筋 



 

 また、長大化のため、血管様構造を有する
コラーゲンスポンジを培養骨格筋の基材とし
た。可溶化コラーゲン溶液を発泡後架橋する
ことで血管様構造を有する多孔質スポンジを
作製した。作成したスポンジに筋芽細胞を注
入播種し、細胞を配向させるため、細胞播種
後のスポンジ両端を培養ディッシュ内のピン
で固定し、長軸方向に張力を加えながら培養
した。最初の２日程度は細胞増殖用培地にて
培養し、続く２週間程度は細胞分化培地にて
培養して筋管細胞へ分化させ、細胞生存率な
どを組織学的に検討した。 
 
(2)バイオアクチュエータの作製 
 生体骨格筋では自ら弛緩して伸びることは
なく、収縮すると関節が曲がる屈筋と、収縮
すると関節が伸びる伸筋とが拮抗的に働くこ
とで、関節が曲げ伸ばしされる。したがっ
て、培養筋２本を互い違いに駆動すること
で、効果的なアクチュエータ駆動を行うこと
ができる。 
 まず、光造形装置（ACCULAS SI-C1000、
(株)ディーメック）にて作製したアクリル系
光硬化性樹脂造形物の駆動実験を行った。シ
リコーン樹脂上に、固定部と可動部となる２
本のアーム（長さ13.5mm、幅2mm）を作製
し、各アーム間に培養骨格筋およびシリコー
ンゴムを取り付けた。培養筋に強縮を生じさ
せる電気パルス刺激を加え、その運動挙動を
観察した。 
 次に、ゴム弾性体に代わり、培養骨格筋２
本を組み込み、かつ各筋を個別に駆動し得る
電気刺激システムを構築について検討した。 
 
(3)体外培養機構の開発 
 培養骨格筋の両端を固定しつつ、培地を循
環させるためのバイオリアクターを試作し
た。循環駆動には低流量型ペリスタポンプを
使用し、流路は閉鎖系とした。培養１ヶ月後
での収縮力発現について検討した。 
 
４．研究成果 
(1)培養骨格筋の長大・強力化 
 作製した培養骨格筋の収縮弛緩特性を評価
したところ、収縮力は印加電圧が高くなるに
つれて、パルス幅が長くなるにつれて、そし
て周波数が高くなるにつれて大きくなった。
骨格筋芽細胞が融合して形成された筋管細胞
は、分化状態によって電気刺激に応答する閾
値が異なっていると考えられる1)。印加電圧
およびパルス幅が大きくなると、収縮運動に
参加する筋管細胞数が増加し、収縮力が大き
くなったと考えられる。生体の骨格筋では、
収縮後、完全に弛緩する前に刺激が再度与え
られると収縮力はより強くなり（単収縮の加
重という）、さらに刺激の頻度が多くなると
周期的な収縮は起こらなくなり、完全強縮と
呼ばれる状態になる。培養骨格筋において電
気刺激の周波数が高くなると収縮力が大きく
なったのは、生体と同様に強縮が生じたため

であると考えている2)。 
 前述のCardiomyoplastyでは骨格筋を心臓
補助に用いる前に、電気刺激を与えて筋を鍛
えるトレーニングも行われていた。我々の培
養骨格筋に5V、0.5Hz、パルス幅2msの電気刺
激を１週間与えて培養したところ、その収縮
力は刺激を加えない場合に比べて有意に増加
していたことから（図２）、培養骨格筋の成
熟に際して様々な刺激を加えることで、より
収縮力を高めることも可能であると思われ
た。現在、最も強いもので、1,000μNを超え
るものも得ている。 
 

 
図２ 電気刺激を加えて培養した培養骨格筋

の収縮力(培養9日目) 
 
(2)バイオアクチュエータの作製 
 培養筋に強縮を生じさせる電気パルス刺激
を加えたところ、培養筋の収縮によって可動
部アームが2°傾き、刺激を除くとシリコー
ンゴムの張力によって元に戻った。電気パル
ス刺激の印加によって繰り返し駆動すること
が可能であった（図３）。なお、シリコーン
ゴムがない場合は可動アームが10°傾き、刺
激を除いても元には戻らなかった。シリコー
ンゴムの弾性を変化させるなどにより、駆動
角度を増減することが可能であると考えられ
た。生体でも骨格筋は自ら弛緩して伸びるの
ではなく、収縮すると関節が曲がる屈筋と、
収縮すると関節が伸びる伸筋とが拮抗的に働
くことで関節を曲げ伸ばししている。ここで
は伸筋をシリコーンゴムで代用したが、より
大きな運動量を得るため、２本の培養筋を用
いたバイオアクチュエータを作製中であり、
培養筋と並行に電極を組み込み、電界分布を
適切に制御することで、同一媒体中での培養
筋駆動の可能性が示されつつある。 
 

 
図３ 培養骨格筋を組み込んだバイオアクチ

ュエータ 



 

(3)体外培養機構の開発 
 循環型バイオリアクターを導入すること
で、培養筋の長期培養が可能であった（図
４）。また、培養１ヶ月後に収縮力を測定し
たところ、ほとんど収縮力の低下は認められ
なかった。 
 

 
図４ バイオリアクター内の培養筋 

 
 以上、現在のところ培養骨格筋の断面積当
たりの最大収縮力を計算すると、ラット生体
筋の収縮力の約10分の１はあるものの、バイ
オアクチュエータとしての可能性を示すこと
ができたと考える。さらに研究を進める所存
である。 
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