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研究成果の概要（和文）：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
ュエータである。本研究では、三次元培養骨格筋組織を電気刺激で駆動し、長時間駆動可能なバイオアクチュエ
ータとして利用するための研究開発を行った。
その結果、培養骨格筋は完全強縮を起こす電気刺激を与え続けた場合は等尺性収縮力が減少していくが、単収縮
を起こす電気刺激を与え続けた場合は増加していくことが示された。また、レバー駆動ならびにピストン駆動型
のモジュールを作製し得た。
これらの結果から、培養骨格筋を長期間収縮運動させバイオアクチュエータの駆動源として用いるには、電気刺
激の周波数が重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The living muscles have excellent characteristics of lightweight, high 
flexibility, and remarkable efficiency for driving energy. In this work, a three-dimensionally 
cultured tissue-engineered skeletal muscle has been developed for actuator driven by electric 
stimulation. Effective electric stimulation for long-term drive of the tissue-engineered actuator 
has been studied.
The isometric twitch force of the tissue-engineered muscle actuator was not affected by continuous 
twitch induced by single electric stimulation. However, it gradually decreased by continuous tetanus
 induced by electric stimulation of more than 15Hz frequency. The isometric twitch force recovered 
soon after the end of continuous tetanus when the frequency of electric stimulation was low, however
 it was not recovered enough when the frequency was high.
These results suggest that the frequency of electric stimulation to the tissue-engineered muscle 
actuator is important for its long-term drive.

研究分野： 組織工学

キーワード： 筋組織工学　培養骨格筋　アクチュエータ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨格筋組織は単なる身体の物理運動を担う組織と思われがちである。しかし、最近では、運動に伴ってマイオカ
インと呼ばれる健康に資する様々な生理活性物質を分泌していることも明らかとなり、適度な運動が身体の健康
維持に重要であることを示している。
本研究では、培養骨格筋のアクチュエータへの応用について検討した結果、電気刺激を工夫することで、比較的
長時間収縮運動できることを見いだした。この成果はマイオカインを生産するためのデバイスや機能性食品とし
ての展開に期待できると考えている。すなわち、筋肉運動と疾病改善との関係を明確化でき、我が国の健康寿命
の延長に資すると考えている。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
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[1]。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と言える[2]。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大阪大学などで臨床応
用されている。このような組織工学･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。このため、
本研究では培養骨格筋をバイオアクチュエータの駆動源として使用する。先駆的研究では、米国
の Dennis らは筋芽細胞の自己組織化（自然に細胞塊が形成されて組織化すること）によって培
養骨格筋を作製し、その電気刺激による収縮力は強縮状態で約 440μN であったと報告している
[3]。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、1,000µN 弱の収縮力を有する
培養骨格筋を得ていた[4,5]。この培養骨格筋を用いたバイオアクチュエータを、繰り返し使用
できるようにするためには、培養骨格筋組織の強力化、モジュール化、そして３ヶ月を目標とす
る長期駆動など、幾つかの課題に取り組むことが必要となった。 
 
２．研究の目的 

本培養筋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
胞に酸素･栄養を与え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。2016 年現在、研究代表者が得ている培養筋の直径は約 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る。
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い。生体構
造にとらわれず、より強力に、より長く、より長期間駆動しえる培養骨格筋を得るべく、その構
造や作製方法、そしてバイオリアクター的機構を用いた培養方法などを改良･開発することが本
研究の主題となる。 

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線維を
得る必要がある。前述の自己組織化では長時間を要し、十分に成熟・配向しないなどの問題があ
る他、両端を機器へ取り付けることが難しい。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
た人工腱組織を複合化することで機器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
可能となる。これまでに、３Ｄプリンタで作製した構造体の駆動実験を行ったが、わずか１回限
りの単収縮運動しか行えなかった。そこで本研究では、伸縮運動を行い得るバイオ筋肉モジュー
ルを作製し、３ヶ月の駆動を実現することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養骨格筋組織の作製 

培養骨格筋はこれまで報告してきた方法にて作製した[5]。簡潔に示すと、マウス由来筋芽細
胞株 C2C12 を 1.0×107cells/mL の濃度になるようにコラーゲン溶液と懸濁したあと、脱細胞化
処理したブタ血管由来組織から作製した２つの人工腱の間に均一になるように 100µL 播種し、
インキュベーター内で静置することでゲル化させ、培養筋を作製した。 
(2) 電気刺激 

電気刺激は Function generator を使用し、高速電力増幅器により増幅した信号を、白金電極
を介して培地中に印加した。幅 20msec、電圧 1.1V/mm のパルス波を、単収縮では 2Hz、強縮では
15Hz および 100Hz にて印加した。 
(3) 等張培養 

培養筋作製 2 日後あるいは 2 週間後に、新たに開発した等張培養装置に移設し、さらに 1 週
間のあいだ張力を調整しつつ培養した。 
(4) 伸縮機構 

電気刺激によるレバー駆動タイプならびにピストン駆動タイプを開発した。いずれも３Ｄプ
リンタでデバイスを作製した。 
(5) 等尺性収縮力 

等尺性収縮力は収縮力測定用の電気刺激を印加し、荷重センサによって得られた信号を動ひ
ずみアンプおよびデータロガーを介して数値化した。 



４．研究成果 
(1) 電気刺激による強力化 

培養骨格筋に電気刺激を 10 分間連続して印加し、その都度等尺性収縮力を測定したところ、
2Hz では収縮力が増加したが、15Hz および 100Hz では減少した（図 1左）。この結果から、単収
縮を引き起こす電気刺激は収縮力を増加させ、完全強縮を引き起こす電気刺激は収縮力を減少
させていくことが示された。単収縮を連続して起こさせることで、培養筋内でこれまで反応して
いなかった細胞が徐々に反応するようになった可能性がある。一方、完全強縮では疲労などの要
因で、電気刺激に対する反応が悪くなったと考えられる。また、2Hz の電気刺激を 10 分おきに
止めるよりも、1時間与え続けた方が等尺性収縮力の増加が見られ、さらに 1時間毎に測定する
と、より増加する傾向を示した（図 1右）。 
 

  
図 1．連続的な電気刺激による等尺性収縮力の変化 

（左）10 分毎に測定した場合、（右）1時間毎に測定した場合 
 
(2) 電気刺激終了後の収縮力変化 

電気刺激終了後、15Hz の電気刺激を与え続けた培養筋の収縮力は回復したが、100Hz の電気刺
激を与え続けた培養筋の収縮力は回復しなかった（図 2 左）。このことから、強縮を引き起こす
電気刺激でも周波数によって培養筋に与える刺激が異なると考えられた。また、PBS 内で培養筋
に 15Hz の電気刺激を 15 分間与え続けることにより、等尺性収縮力をほぼ 0 にまで減少させる
ことが出来た。その後、PBS から培地に戻すと等尺性収縮力の回復が開始され、10 分程で 90%ま
で回復したが、それ以降は変わらなかった（図 2 右）。培養液中の栄養成分が培養骨格筋内部に
まで拡散した結果と考えられる。 
 

  
図 2．電気刺激後の等尺性収縮力の変化 

（左）培地中の場合、（右）PBS 中で刺激後に培地に戻した場合 
 
(3) 等張培養による強力化 

培養骨格筋を等張培養したところ、作製 2日後から培養したものでは、固定培養にくらべて優
位に等尺性収縮力は増大した（図 3左）。しかし、作製 2週間後までは固定培養してその後等張
培養したものでは、固定培養と有意な差はなかった（図 3右）。また、作製 2日後から等張培養
したものでは、周囲の筋線維、ならびにサルコメア等の微細構造もよく発達していることがわか
った（図 4）。これらから、骨格筋芽細胞から筋線維へと分化する早期から等張培養することで、
骨格筋組織の成熟が促進され、収縮力も増大すると考えられた。 
 



      
図 3．固定培養と等張培養での収縮力 

（左）培養骨格筋作製 2日後から、（右）作製 2週間後から等張培養 
 

 
図 4．等張培養した培養骨格筋の組織像 

 
(4) 伸縮機構 

レバー駆動タイプならびにピストン駆動タイプとも、電気刺激によって繰り返し収縮運動さ
せることが可能であった（図 5）。ただし、電気刺激では電気分解による培地の pH 変化などによ
り、特に強縮の連続駆動は容易でなかった。しかし、単収縮であれば条件を工夫することでより
長期の連続駆動が可能であると思われ、引き続き検討中である。なお、連続刺激でなければ培養
3ヶ月後でも収縮運動が可能であった。 

 

 
図 5．電気刺激による培養骨格筋の収縮運動 

（左）レバー駆動タイプ、（右）ピストン駆動タイプ 
 
(5) まとめと今後の展開 

培養骨格筋は完全強縮を起こす電気刺激を与え続けた場合は等尺性収縮力が減少していくが、
単収縮を起こす電気刺激を与え続けた場合は増加していくことが示された。また、一度栄養源を
なくし、等尺性収縮力を減少させても栄養を与えることで回復していくことが示された。これら
の結果より、培養骨格筋を長期間収縮運動させ、バイオアクチュエータの駆動源として用いるこ
との可能性が示唆された。 

骨格筋組織は多核細胞である骨格筋細胞(骨格筋線維)からなり、単なる身体の物理運動を担
う組織と思われがちである。しかし、タンパク質の貯蔵やグルコースの代謝、体温の維持などの
生理学的な面でも重要な働きを担っている。また、外的要因に対する高い感受性をもち、状況に



応じて筋肉量や筋線維の型(速筋型や遅筋型)、代謝パラメータなどをある程度柔軟に変化させ
る。さらに最近では、運動に伴ってマイオカインと呼ばれる健康に資する様々な生理活性物質を
分泌していることも明らかとなり、適度な運動が身体の健康維持に重要であることを示してい
る。 

引き続き、筋トレのように培養骨格筋を鍛えることで収縮力を高めたり、また、生理活性物質
が産生されるかについても探求する予定である。最近注目されている、筋肉で作られ健康に重要
な役割を果たすといわれているマイオカインを生産するためのデバイス、さらには機能性食品
としての展開も期待できると考えている。マイオカインに関しては、さらに未知の作用をもつも
のがいくつも存在すると考えられている。本研究の成果はこれらの探索活動を加速するツール
となり、さらに、蓄積したデータ解析によってこれまで漠然としていた種々の筋肉運動と疾病改
善との関係を明確化でき、我が国の健康寿命の延長に資する可能性もある。 
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