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研究成果の概要（和文）：筋肉細胞や筋組織に貼り，筋運動による健康効果に関与するホルモン，マイオカイン分泌を
その場で検出するパッチ型の免疫補足ゲルシートを開発した．細胞や組織など濡れた表面に安定して貼るための接着剤
も併せて開発し，運動する筋肉細胞が分泌するマイオカインの検出，及び分泌領域のマッピングに成功した．本デバイ
スは筋運動と健康の連関解明に貢献し，運動に基づく予防治療の提案など社会的意義の高い応用展開も期待できる．

研究成果の概要（英文）：Hydrogel-based immunocapture sheet for in situ detection of myokines secreted 
from contracting skeletal muscle cell was developed to examine exercise-dependent metabolic regulation. 
For stable lamination of the immunocapture sheet on wet cell or tissue surface, fibrin-based 
biocompatible glue was also examined, and showed stable bonding of wet cationic and anionic hydrogels. 
The soft, molecularly permeable hydrogel-based immunocapture sheet was directly laminated to the skeletal 
muscle cells and sidplayed usefully measureable changes in myokine secretion of the muscle cells upon 
electrically-induced contraction. This hydrogel-based bioassay sheet will allow in vitro study of 
myokine-dependent regulation of glycemic homeostasis in the body, and will help us to understand the 
mechanism of exercise therapy for type-2 diabetes.

研究分野： 細胞電気化学
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１．研究開始当初の背景 
筋肉組織が体内恒常性維持に不可欠な組

織であること、そしてそれが筋肉組織の運動
により制御されていることが近年の研究で
明らかにされつつある．運動に伴い筋肉組織
から分泌されるホルモン分子，マイオカイン
がその中心的役割を果たし，血流を介して全
身の組織の機能を制御し，体内恒常性維持，
つまりは人の健康状態を維持していると考
えられている．具体的には，マイオカインは，
生活習慣病，癌，認知症，うつ病など現在深
刻化している多くの病気に深く関連してお
り，運動によるこれらの疾病の改善例が多数
報告されている．そのため筋肉組織は“ホルモ
ン分泌組織”として認識されつつあり，研究が
活発化している（2012 年の nature reviews 
endocrinology, 2012, 8, 457.で特集が組まれ
た．）．そのため，筋運動とマイオカインの関
連性を明らかにすることは，運動治療に基づ
く予防医療の提案，老人など運動のできない
患者への新規治療薬の開発など社会的意義
が大きい応用展開を可能にする． 
 
２．研究の目的 
マイオカインに関し解明すべき点は、①「筋

運動（強度，頻度，持続期間）とマイオカイ
ン分泌（種類，量）の関連性」，及び②「他組
織に対する作用」，である． 本研究では①に
フォーカスし，組織や培養細胞から分泌され
るマイオカインをその場で検出可能なパッチ
型センサを開発することを目的とした． 
申請者はこれまで，向きを揃えた筋肉細胞

のラインパターンをアレイ化したハイドロ
ゲル製培養シートを開発してきた．また，同
じくハイドロゲルを基板とする伸縮性電極
アレイを開発してきた．筋肉細胞シートを電
極アレイに貼り合わせることで，個々の筋肉
細胞ラインパターンへの電気刺激条件，つま
り運動負荷を変えることを可能にし，１デバ
イスで種々の運動効果を同時に比較可能と
した．またゲルシートの柔軟さのため筋肉細
胞の活発な運動をサポートでき，従来の培養
シャーレと比較し筋運動を長期に維持でき
る in vitro 筋細胞アッセイデバイスを構築し
た．本研究では，本デバイスの電極シート側
にマイオカインの分泌をその場で検出する
機構を搭載することを目指した．この目的を
達成するため，（１）筋肉細胞ゲルシートと
マイオカイン検出ゲルシートの接着法，及び
（２）マイオカイン検出ゲルシートを開発し
た． 
 
３．研究の方法 
（１）筋肉細胞ゲルシートとマイオカイン検
出ゲルシート間のウエット接着法の開発 
 細胞や組織への毒性が無く，濡れたハイド
ロゲル表面同士を接着させる接着剤として
フィブリンの可能性を検討した．フィブリン
は血液凝固に関わるタンパク質であり，モノ
マであるフィブリノーゲンが静電相互作用

に基づき凝集したものである．この静電相互
作用を利用し，電荷を有するハイドロゲル同
士の接着を試みた．具体的には，同じ種類の
2 枚のハイドロゲル間にフィブリンプレポリ
マ（フィブリノーゲンと凝固促進酵素トロン
ビンの混合液）を塗布し，37℃で 20 分間ゲ
ル化させ（図 1A），その後引っ張り試験によ
り接着力を評価した（図 1B）．ハイドロゲル
に は ， カ チ オ ン 性 の poly(2-aminoethyl 
methacrylate) (PAEM) ， ア ニ オ ン 性 の
poly(2-acrylamido-2-methylpropanesulfonate) 
(PAMPS) ， 及 び 中 性 の polyacrylamide 
(PAAAm)）を用いた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 (A)フィブリン接着方法．(B)引張試験に
よる接着力評価の写真． 
 
（２）マイオカイン検出ゲルシートの開発 
①抗 IL6 抗体修飾ゲルシート作製 
 本研究では，代表的なマイオカインである
IL6（糖尿病予防に関連したマイオカイン）を
検出対象とした．IL6 検出ゲルシートは，抗
IL6 抗体修飾したマイクロビーズ（直径 5μm）
をハイドロゲル表面に固定化することで作
製した．具体的には，アミノ基を表面に有す
るマイクロビーズをアミノ基間架橋剤であ
るグルタルアルデヒドで処理し，ビーズにア
ミノ基反応性を付与した．このビーズをガラ
ス基板上にモノレイヤ状に敷き詰めた後，
PAAm ゲルをその上に貼り 1 晩放置した．こ
れによりビーズがPAAmゲルのアミノ基と反
応しゲル表面に固定化される．ゲルとの反応
に使われなかった残りのアミノ基反応性部
位へ抗 IL6 抗体を固定化し，抗 IL6 抗体修飾
ゲルを得た（図 2A）． 
 測定対象となる筋肉細胞は，まず培養シャ
ーレでライン形状（幅 300μm））にパターン
培養し，その後細胞表面でフィブリンをゲル
化・剥離することでフィブリンゲル表面に転
写した（図 2C，図 4A）． 
②マイオカインの検出方法 
まず，抗 IL6 抗体修飾ゲルが無い状態で，

筋肉細胞ゲルシートだけに任意の時間パル
ス状の電気刺激（電圧 0.7V/mm，周期 1Hz，
パルス幅 2ms）を印加し，筋運動による IL6
の分泌を促した（pre-exercise）．その後，筋肉
細胞ゲルシートに抗 IL6 抗体修飾ゲルシート
を細胞とビーズが接触するように貼り（図 2C，
D）， 同じ電気刺激をさらに 1 時間印加し，
その間分泌された IL6 を抗体で補足した（図
2B）．補足した IL6 は，抗 IL6 抗体修飾ゲル



を筋肉細胞から剥離した後，蛍光修飾 2 次抗
体で染色することで可視化した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 (A) 抗 IL6 抗体修飾ゲルシートの写真，
及びシート表面の模式図．(B)電気刺激培養
のセットアップ．(C)筋肉細胞ゲルシートの
顕微鏡写真．(D)筋肉細胞ゲルと 抗 IL6 抗体
修飾ゲルの接触部の断面図． 
 
４．研究成果 
（１）筋肉細胞ゲルシートとマイオカイン検
出ゲルシート間のウエット接着法の開発 
 図３に，各種ハイドロゲルに対するフィブ
リンゲルの接着力を示す．カチオン性ゲルの
PAEM に対して約 4.3kPa，アニオン性ゲルの
PAMPS に対し約 0.3kPa の接着力を示した．一
方，中性の PAAm ゲルには接着せず，フィブ
リンは電荷を有するハイドロゲル同士を接
着可能であることが示された．カチオン性と
の接着力が大きいのは，フィブリンの正味の
電荷が負であることに起因すると考えられ
る．一方，トロンビンとの反応でフィブリノ
ーゲンの局所に正電荷が生じることから，微
弱ながらもアニオン性ゲルと接着したと考
えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 各種ハイドロゲルへのフィブリンの接
着力． 
 
本フィブリン接着剤を用いて筋肉細胞ゲ

ルと伸縮性電極アレイゲルを接着し，培地中

での接着の安定性評価と電気刺激による筋
運動制御を実施した．図4Aは筋肉細胞ゲル，
図 4B，Cは筋肉細胞ゲルを接着した電極アレ
イゲルの全体，及び側面写真である．電極ア
レイは，正味電荷が正であるアテロコラーゲ
ンゲルフィルム上に作製した．本接着構造は
培地中で１週間以上剥離することが無かっ
た．図 4D は 1Hz の電気刺激印加時の筋肉細
胞の収縮運動である．刺激パルスの周期に応
じた収縮運動を示したことから，本ゲルシー
トが筋肉細胞アレイの安定した電気刺激培
養が可能であることが示された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４(A)筋肉細胞ゲルの写真．(B，C)筋肉細
胞ゲルを接着した電極アレイゲルの全体(B)，
及び側面写真(C)．(D)1Hz 電気刺激時の筋収
縮運動挙動． 
 
（２）マイオカイン検出ゲルシートの開発 
 図 5A に，抗 IL6 抗体修飾ゲルで検出した筋
肉 細 胞 か ら の IL6 分 泌 を 示 す ． 各
pre-exercise 時間後に 1 時間 IL6 を補足し，
その量を蛍光標識２次抗体の輝度で評価し
た．Pre-exercise 時間の増加に伴い IL6 の分
泌量が増加した．IL6 の分泌は約 6 時間の収
縮運動後から増加し始めることが過去の論
文で報告されていることから，本結果は妥当
と言える．以上より，抗 IL6 抗体修飾ゲルが
筋肉細胞の分泌する IL6 の検出に有効である
ことが示された． 
 図 5B，C は，pre-exercise を 14 時間行った
筋肉細胞ラインパターンの顕微鏡写真，及び
同じ場所を蛍光標識２次抗体処理したとき
の蛍光イメージである．筋肉細胞のラインパ
ターン近傍のみ蛍光を示したことから，筋肉
細胞周囲に分泌されたマイオカインをマッ
ピングするという，これまでに報告例の無い
成果を得ることができた．これは，個々の筋
肉細胞ラインパターンへの電気刺激条件，つ
まり運動負荷を変えながら，１デバイスでマ
イオカイン分泌を同時に比較可能であるこ
とを示唆している．本抗体修飾ビーズはアミ
ノ基を有するゲルに固定化可能であり，上述
の伸縮性電極アレイゲル（アテロコラーゲン



フィルムはアミノ基含有）へ固定化も可能で
ある． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図5 (A)IL6分泌のpre-exercise時間依存性．
(B, C) pre-exercise 14 時間後の筋肉細胞の
写真(B)，及び 2 次抗体処理した抗 IL6 抗体
修飾ゲルの蛍光イメージ． 
 
以上の成果より，筋肉細胞ゲル，マイオカ

イン補足ビーズ，及び伸縮性電極ゲルフィル
ムを貼り合わせて作るマイオカイン分泌ア
ッセイシステムの実現可能性を示すことが
できた．非標識での IL6 検出に向けた基盤技
術を確立できたといえる． 
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