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研究成果の概要（和文）：本研究では、遅筋・速筋で接続する運動神経細胞の発火頻度が異なるという生体特性
を利用して生体外でモザイク状骨格筋組織を構築することを目指し、必要な技術開発を行った。一つ目に、平面
共培養マイクロデバイスを開発した。二つ目に、立体共培養マイクロデバイスを開発した。三つ目に、骨格筋細
胞を配向培養することで、共培養した運動神経細胞との接合形成頻度が向上する可能性を見出した。今後、これ
らを活用し、モザイク状筋組織構築をさらに進める予定である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to construct mosaic-like skeletal muscle tissue in 
vitro by taking advantage of the biological characteristic that the firing frequency of motor 
neurons connecting slow- and fast-twitch muscles is different, and developed the necessary 
technologies. First, we developed a two-dimensional co-cultured microdevice. Second, we developed a 
three-dimensional co-culture microdevice. Third, we found that the frequency of junction formation 
with co-cultured motor neurons can be improved by culturing skeletal muscle cells in an oriented 
manner. We plan to utilize these findings to further advance the construction of mosaic-like muscle 
tissue. 

研究分野： バイオマイクロシステム

キーワード： バイオマイクロシステム　組織工学　マイクロデバイス　生体医用工学　生物工学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、運動神経細胞と骨格筋細胞を共培養するためのマイクロデバイスを二つ開発し、さらに効率的に共
培養を行う方法を見出した。これらの知見は、運動神経細胞と骨格筋細胞に関連する疾患研究や基礎生物学研究
に、広く利用することができると考えられる。また、これらを用いてモザイク状筋組織構築を実現することがで
きれば、様々な筋関連疾患の線維タイプ選択的な発症や進行をインビトロで再現することが可能になり、筋疾患
創薬研究が大きく進展すると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
骨格筋は筋線維が束になった組織である。筋線維は遅筋（1 型）／/速筋タイプ（2a 型と 2X 型）
に分類され、それぞれの筋では両タイプの線維が異なる比率でモザイク状に混在している。多く
の疾患は線維タイプ選択的に発症し進行する。例えばサルコペニアでは 2a／2X 型の喪失や萎縮
がおこる。廃用性筋萎縮では 1 型が萎縮し 2X 型が増える。筋萎縮性側索硬化症（ALS）では初
期に 2a/2X 型、後期に 1 型が機能低下する。しかし発症・進行機構の大部分は未解明であり有
効な治療薬がない。今後、生体外（インビトロ）で、より生体筋に近い筋モデル（異なる線維タ
イプがモザイク状に束になった培養筋組織）を構築し、発症原因を負荷することができれば、線
維タイプ選択的な病状を再現することが可能になり筋疾患創薬研究が大きく進展すると期待さ
れる。 
これまでに我々を含む多くのグループが組織工学技術を用いてインビトロ筋モデルの開発を行
ってきたが[1]、筋モデルの線維タイプを制御する方法はほとんど明らかになっていない。先駆
的な研究で、筋モデル全体への電気刺激負荷[2]や高濃度グルコース培地 [3]で線維タイプが変化
したとの報告がある。しかし、筋モデル全体を同じ培養環境で分化構築してしまうと、すべての
筋線維が同じタイプに変化してしまい、生体筋本来のモザイク状構造を作り出すことができな
い。このため新たなアプローチによる筋線維タイプ別分化制御技術が必要である。 
生体内での筋線維タイプ決定機構のひとつに、筋線維が接合する運動神経細胞の発火パターン
の違いが考えられている。すなわち、低/高周波で発火する運動神経細胞に支配された線維は遅/
速筋タイプになる可能性がある。インビトロで、このような生体内の筋線維タイプ決定プロセス
を模倣することができれば、生体筋と同様のモザイク状に束になった培養筋組織（モザイク状筋
組織）の構築が可能になると期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生体内の筋線維タイプ決定プロセスを模倣し、従来技術では不可能であった異なる
筋線維タイプがモザイク状に束になった培養筋組織（モザイク状筋組織）を開発することを目指
した。これを達成するため、(1) 運動神経細胞と骨格筋細胞を機能的に接合した状態で平面共培
養するためのマイクロデバイスの開発を行った。また、(2) 運動神経細胞と骨格筋細胞を機能的
に接合した状態で立体共培養するためのマイクロデバイスの開発を行った。さらに、(3) 骨格筋
細胞を配向培養することで、共培養した運動神経細胞との接合形成頻度が向上する可能性を見
出した。 
 
３．研究の方法 
細胞培養 
骨格筋細胞として、マウス不死化骨格筋細胞 C2C12 とヒト不死化骨格筋細胞 Hu5/KD3 を用い
た。C2C12 の増殖培養では、DMEM に 10% FBS、1.0% Penicillin-Streptomycin を添加した
培地を用いた。Hu5/KD3の増殖培養では、DMEMに 20% FBS、2 mM L-glutamine、2% Ultroser 
G serum substitute、0.5% Penicillin-Streptomycin を添加した培地とコラーゲンコートを行っ
た T-75 フラスコを用いた。C2C12 と Hu5/KD3 の分化培養では、DMEM に 2% Horse Serum、
1% Penicillin-Streptomycin を添加した培地を用いた。 
運動神経細胞として、ヒト iPS 細胞 201B7 を運動神経細胞に分化誘導した細胞を用いた。201B7
をフィーダーレズ・シングルセル法で Stem Fit (AK02N)を用いて未分化維持培養し、運動神経
細胞への分化誘導は既報[4]に従った。 
 
マイクロデバイスの作製 
鋳型の作製には、フォトマスクとネガティブフォトレジストを用いたフォトリソグラフィを用
いた。シリコンウェハー上に SU-8 をコーティングし、フォトマスクを介して紫外光を照射する
ことでレジストが変性・固化し、固化していない部分を除去することで、厚みのある構造体をウ
ェハー上に構築した。その上で、ポリジメチルシロキサン（PDMS）を硬化させることでマイク
ロデバイスを作製した。 
 
４．研究成果 
(1) 平面共培養マイクロデバイスの開発 
図 1A に示す、平面共培養マイクロデバイスを開発した。マイクロデバイスの特徴は開放系であ
ること、また骨格筋細胞を培養するためのチャンバーの幅が狭いことである。運動神経細胞と骨
格筋細胞のそれぞれの培養チャンバーは、細胞体は通過できないが軸索は通過できるサイズの
マイクロトンネルでつながっている（図 1B）。骨格筋細胞培養チャンバーの幅の影響を比較した
結果を図 1C に示す。7 mm 幅チャンバーと 0.2 mm 幅チャンバーで培養した骨格筋細胞（筋管



細胞）を比較した結果、0.2 mm 幅チャンバーで培養することで、90％以上の筋管細胞が重なる
ことなく培養できることがわかった。さらに、0.2 mm 幅チャンバーで培養した筋管細胞の幅と
太さがより大きくなった。これは筋管細胞の成熟がより進んだことが示唆しており、運動神経細
胞との接合形成に有利であると期待される。図 1DE に、マイクロデバイス上で共培養した結果
を示す。図 1D に示すように、それぞれの細胞を、ガラスキャピラリーを用いて回収することが
できた。また蛍光染色を行った結果、左側の運動神経細胞チャンバーで培養した運動神経細胞の
軸索がマイクロトンネルを通過し、左側の骨格筋細胞チャンバーに到達し、その軸索末端と筋管
細胞が神経筋接合部を形成していることがわかった（図 1E）。 
 
(2) 立体共培養マイクロデバイスの開発 
図 2ABC に示す、立体共培養マイクロデバイスを作製した。この立体共培養マイクロデバイス
は、次の三つの特徴をもつ。 
特徴①：運動神経細胞の発火で収縮する培養筋組織の収縮力が測定できる。 
特徴②：生体内を模倣し、運動神経細胞の細胞体と筋細胞の位置を長期間分離して培養できる。 
特徴③：運動神経の細胞体や軸索、筋組織に対して、それぞれ個別に薬剤添加や物理刺激負荷が
できる。 
図 1B と同様に、運動神経細胞チャンバー（図 2C）に、細胞体は通過できずに軸索だけが通過
できる大きさのマイクロトンネルを組み込んだことで、特徴②と③を達成した。共培養した結果
を図 2D に示す。ヒト iPS 細胞由来運動神経細胞スフェロイドから、多数の軸索が骨格筋細胞チ
ャンバーに向かって伸長している様子が観察された。共培養 10 日目に、運動神経細胞チャンバ
ーに神経伝達物質（グルタミン酸）を加えた結果、筋組織チャンバー内のマイクロポストが動き、
筋組織の収縮が誘導された（図 2E）。コントロール条件では、筋組織の収縮は誘導されなかっ
た。さらに、電位依存性ナトリウムチャネルの阻害剤であるテトロドトキシンを運動神経細胞チ
ャンバーに、アセチルコリンレセプターの阻害剤である臭化ベクロニウムを骨格筋細胞チャン
バーに、それぞれ添加したところ筋組織が弛緩する様子が観察された。これらの結果から、開発
した立体共培養マイクロデバイスを用いて、運動神経細胞と筋組織を機能的に接合した状態で
共培養することに成功したと考えられる。 
 
(3) 配向培養による接合形成向上 
 
５．今後の展望 
(1)から(3)の技術を応用し、運動神経細胞に遅筋用もしくは速筋用刺激を選択的に負荷すること
で、遅筋線維と速筋線維がモザイク状に存在する培養筋組織を構築することを目指す。これによ

図 1 開発した平面共培養マイクロデバイス 

A：デバイス概要、B：断面図、C：筋管の重なり、 

D：ガラスキャピラリーを用いた細胞の回収、E：神経筋接合部の形成 

図 2 開発した立体共培養マイクロデバイス 

A：デバイスの概要、B：断面図、C：運動神経細胞チャンバーの概要 

D：共培養した様子、E：運動神経細胞チャンバーにグルタミン酸を添加した際の筋組

織の収縮を計測した結果 



り、モザイク状筋組織を作製することができれば、様々な筋関連疾患の線維タイプ選択的な発症
や進行をインビトロで再現することが可能になり、筋疾患創薬研究が大きく進展すると期待さ
れる。 
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マイクロデバイスを用いたin vitro培養筋細胞・組織評価系の開発

Development of a microdevice for fabricating in vitro innervated skeletal muscle tissues

ヒト不死化筋芽細胞株Hu5/KD3を用いた三次元骨格筋組織の構築

 １．発表者名



2019年

2019年

2019年

2020年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

AJF Symposium: Exploiting technologies for personalised and precision medicine（招待講演）（国際学会）

細胞アッセイ技術の現状と将来

 ３．学会等名

 ３．学会等名

古谷太樹、清水一憲、伊藤卓治、岡田洋平、本多裕之

清水一憲、山岡奈央、長島拓則、今泉裕、伊藤卓治、岡田洋平、本多裕之

Shimizu, K., Yamaoka, N., Imaizumi, Y., Ito, T., Okada, Y., Honda, H.

Kazunori SHIMIZU

化学とマイクロ・ナノシステム学会第40回研究会

Young Asian Biological Engineers' Community (YABEC 2019)（国際学会）

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名
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