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研究成果の概要（和文）：我々は三次元的に細胞を培養できるapatite-fiber scaffold (AFS)を用いて心筋細胞
を培養している。本研究では三次元環境下での心筋の機能を評価するため、カルシウム濃度に依存して蛍光強度
が変化するGCaMP5Gベクターを心筋特異的に発現させることを試みた。使用したコンストラクトはdish上で培養
した心筋様細胞P19.CL6の拍動と同期して蛍光強度が変化した。AFS内で培養した細胞について、遺伝子発現等で
心筋への分化が促進されることが確認できたが、蛍光強度の変化は見られていない。三次元環境では多様な細胞
分化が同時並行で起こることが予想され、今後詳細な解析が必要である。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that apatite-fiber scaffold (AFS) is applicable for 
soft-tissue engineering. In this study, we cultured an embryonal carcinoma cell line, P19.CL6, in 
AFS to demonstrate the utility of this approach for providing a substitute for cardiac tissue. 
Furthermore, we introduced a GCaMP5G expression vector into the cells, for the real-time evaluation 
of the functional maturation of cardiac tissue. GCaMP5G includes green fluorescent protein (GFP) and
 calcium-binding domains, and is used as GFP-based calcium indicator. Changes in the fluorescence 
intensity, which synchronized with the spontaneous beating of the differentiated P19.CL6 cells, were
 observed. We also examined the cell differentiation after cell culturing in AFS. Markers for 
cardiac cell differentiation were detected by RT-PCR and real-time PCR; however, no change in 
fluorescence intensity was observed. It may be due to the complicated cell differentiation in 
three-dimensional AFS.

研究分野：生物化学
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１．研究開始当初の背景 

組織再生に関する研究は日進月歩である。
In vitro、つまりシャーレの中で培養されて
いた細胞は、私たちの体を作る細胞とは似て
非なる存在であり、研究の対象ではあるもの
の、私たちの組織再生に利用されるのはずい
ぶん先の事と考えられていた。この状況を一
変させたのは胚性幹細胞(ES cells)の発見で
あり、それに続く iPS cells 技術の確立であ
ることは疑いようがない。これら幹細胞から
心筋細胞をはじめ、各種の細胞系や組織が作
り出されつつあることは報道等でも頻繁に
取り上げられ、馴染みある話となっている。
しかし、実際には細胞と組織の間にはもう一
段の壁がある。細胞が組織再生に使われるよ
うになった初期には、多能性細胞を再生させ
たい部位に単に注入し、組織自体の再生能力
に成否を依存していた(第一世代)。そのため、
期待できる再生は極めて限定的であった。そ
の後は細胞シート技術 2)を代表として、in 
vitro で組織の基となる組織原基を作り、高
効率で組織再生を促す手法が試みられてい
る(第二世代)。そして現在では、細胞の方向
性を制御したものや、事前に複合組織化させ
たものなど、より高機能化させた代替組織の
構築が試みられている(第三世代)1)。 
 時々刻々発展し、即時性が求められるこの
分野において、我々は、足場材料と幹細胞か
ら心筋代替組織を作製することを最終目的
とし、本研究では効率的に細胞や基材の機能
性を評価できる系の開発を目的としている。 
  

２．研究の目的 

 我々は、明治大学の相澤守教授らと協力し、
繊 維 状 の ア パ タ イ ト を 足 場 材 料
(Apatite-fiber scaffold; AFS)として、骨
代替組織の再生に関する研究を行ってきた。
AFS はその構造的な特徴から、足場全体に細
胞を均等分布(播種)させることが出来る。こ
の性質は他の三次元生体材料では見られな
いもので、均一な組織再生や、複数細胞を導
入した複合組織の再生にも有用であると考
えている。今回の研究では、主に以下の二点
について明らかにすることを目的とした。 
(1) 蛍光タンパク質の発現と、カルシウム依

存的に明滅する蛍光を指標として、心筋
の機能性を簡便に評価できる系を作製す
る 

(2) 実際に作製した系を用いて AFS および
(-TCP-fiber scaffold, TFS)の有用性を
評価する 

 

３．研究の方法 

(1) 心筋の機能を評価するため、心筋特異的
に蛍光タンパク質を発現する系の確立 
 蛍光タンパク質として GCaMP5G を用いた 3)。
GCaMP5GはEGFPの配列の途中にカルシュウム
結合部位を挿入した構造をしており、細胞内
にカルシュウムがある場合には EGFP として
の蛍光を発し、カルシウムが無くなれば消光

する。つまりカルシウム濃度に依存して EGFP
の蛍光が明滅するのが特徴である。今回、
Addgene より購入した GCaMP5G のプロモータ
ー領域を mouse Tnnt2 プロモーター領域と交
換した。Tnnt2 は心筋特異的に発現する
troponin をコードする遺伝子であり、そのプ
ロモーターを使用することで、目的遺伝子を
心筋特異的に発現する設計とした。さらに作
製後のベクターで P19.CL6 細胞を一過的に
形質転換し、発現および機能を評価した。安
定導入とクローン単離に取り組み、AFS 内で
培養した細胞についてもその機能を評価し
た。 
 
(2) AFS および TFS の作製と評価 
 AFS は繊維状のアパタイトから創られてい
ることから、溶解性は極めて低く、安定な足
場材料として、細胞の機能性評価で必要な素
材となる(図 1)。また、治療薬等のスクリー
ニングを前提としたデバイス開発には適材
となる。その作製方法は確立し、性状につい
ても多くが調べられている。一方 TFS も相澤
博士らにより開発されたもので、繊維状の
-TCP からできていることから速やかに溶解
し、組織再生においては適材となる。しかし、
溶解性とのトレードで、繊維はもろく、足場
材料としては力学的強度が不足する。本研究
では、両方の性質をうまく使いながら、それ
ぞれの材料としての特性評価を上記細胞を
用いて実施した。 

 

４．研究成果 
(1)-1 ベクターの作製 
 マウス胚性腫瘍細胞 P19.CL6 を 10-cm dish
で培養し、培養後の細胞から単離した genome 
DNA を template として PCR により、マウスの
troponin type 2 (Tnnt 2) promoter を増幅
した。この時、Tnnt 2 promoter は Tnnt 2 の
タンパク質コード領域から上流の遺伝子で
ある Lad Ⅰまでの 3 kbp と、既知の rat Tnnt2
プロモーター領域(497 bp)と相同性の高い領
域を標的とした。PCR によって増幅された目

図 1. AFS の構造と P19.CL6 細胞 
AFS を作製する際の各段階の観察像を示した。A, デ

カンテーション後の apatite-fiber の SEM 像、B, AFS
内部の形状を決める carbon beads の SEM 像、C, 
Apatite-fiber と carbon beads を混合した成形体の

SEM 像、D, 焼結後の AFS の SEM 像、E, φ15 mm の AFS
の外観。F; P19.CL6 細胞の浮遊時の形態。 



的 遺 伝 子 は pGEM-T Easy vector に TA 
cloning し、その後 GCaMP5G ベクターに組み
入れた。上記の結果として、 pTnnt2(3 
kbp)::GCaMP5G, pTnnt2(497 bp)::GCaMP5G の
計 2 種類のコンストラクトを作製した。2 種
類のコンストラクトを P19.CL6 細胞に導入
し、蛍光強度や拍動に違いが見られなかった
ため、pTnnt2(497 bp)::GCaMP5G を以後の実
験では使用している。 
 
(1)-2 一過的発現と機能評価 
pTnnt2::GCaMP5G を用いて、リポフェクショ
ン法により P19.CL6 細胞を一過的に形質転換
した。続けて G418 によって 3 日間選抜し、
継代の際に浮遊培養に切り替えた。DMSO を含
む培地で 4日間の浮遊培養後、静置培養に切
り替え、さらに通常培地で 8 日培養後、蛍光
顕微鏡下で細胞を観察した。静置培養に移行
する時期から、凝集体には赤い自家蛍光が見
られるようになり、凝集体周辺では EGFP の
緑色蛍光が見られるようになった(図 2)。 

さらに、細胞が拍動するようになると
(Day12)、一部の細胞で緑色蛍光が明滅する
様子が観察された(図 3)。 

 
(1)-3 安定導入株の樹立 
 上記のとおり、作製したベクターが一過的
導入で機能発現することが確認できたため、

同じベクターを用いて P19.CL6 細胞を形質転
換し、選抜用の抗生剤である G418 存在下、
限界希釈法により安定導入株の単離を試み
た。単離されたクローンの多くは、内生の
Tnnt2 上流付近に遺伝子が挿入されたものや、
継代を重ねたことにより、拍動性を失ったも
ので、今回の実験では 3世代目までスクリー
ニングを実施した細胞で以下の実験を行っ
た。 
 
(1)-4 Connexin 43(Cx43)の局在 
 購入した Cx43 抗体の特異性を調べるため、
細胞全抽出物に対して western blot を行っ
た。期待される 43 kDa 付近には 2 本のバン
ドが検出された(図 4A)。下のバンドに対して
上のバンドはリン酸化されたバンドである
とが考えられる。Cx43 は心筋細胞間でみられ
るギャップ結合を形成し、心筋の拍動刺激を
隣接する細胞に伝える役割を担っている。こ
の抗体を用いて免疫染色を行った(図 4B)。拍
動が開始される以前には細胞質内にぼんや
りした蛍光が観察されるのみで特別な局在
化は見られなかった。しかし、拍動が開始さ
れる 12 日目以降は、細胞膜上、細胞の隣接
する部分に明らかな局在化が観察された。膜
上にパッチ上、または数珠を並べたような不
均一な局在が見られた。この局在はその後の
培養でも失わせることはなかった。 

 
(1)-5 心筋分化解析 
 細 胞 の 分 化 状 態 を 、 RT-PCR お よ び
Real-time PCR で解析した。その結果、クロ
ーン化が進んだ細胞においても、これまで解
析した心筋分化―カー (Tnnt2, 心筋型
myosin)等の発現上昇が確認され、未分化細
胞マーカーの発現の減少が確認された。 
 
(1)-6 まとめ 
以上のような解析から、当初の計画通り、

図 2. P19.CL6 細胞への一過的遺伝子発現 
浮遊培養から静置培養に移行する時期(Day4)から細

胞内には緑色の蛍光が見られるようになる。細胞の凝

集に伴う赤い自家蛍光とは区別できるようになる。 

図 3. 拍動する P19.CL6 細胞 
A, 蛍光顕微鏡で観察した細胞の明滅の様子を時系列

順に示した。B, Image J により解析した相対蛍光強
度である。心筋細胞の収縮と同調する蛍光強度変化を
確認した。 

図 4. P19.CL6 細胞における connexin43 の局在 
A, 抗 connexin43(Cx43)抗体の特異性を示している。

矢印で示すのが予想される 43 kDa 付近だが、抗体で
は二本のバンドが検出されている(リン酸に伴うバン
ドと考えられる)。B, 培養日数に応じた Cx43 の局在

を赤色蛍光として明らかになる。培養後期、心筋の拍
動時期と同じタイミンクで Cx43 が細胞膜上に数珠を
並べたように局在化し始める。 



カルシウム濃度依存的に蛍光強度変化する
GCaMP5G 遺伝子を持つ細胞は、通常の細胞と
同じように心筋分化すること、また機能性に
遜色ないことが確認でき、以後の実験で使用
出来ることを明らかにした。 
 しかし、問題点として、蛍光タンパク質の
発現が心筋分化の後期になることから、スク
リーニングされる細胞の数が限られ、また継
代数の進んだ細胞が本来の心筋様細胞の形
質を失うことがあり、完全クローン化には至
っていない。以下の実験に関しても第三世代
までスクリーニングを進めた細胞を用いて
いる。 
 
(2)-1 AFS と TFS の作製 
 Dish を用い培養では、円柱状に成形した AFS 
(図 1)を用いた。TFS も定法に従い作製した。
また、今回ラジアルフロー型バイオリアクタ
ー(RFB)を作製するため、独自にリアクター
の形状に合わせて型を作製し、ドーナツ状の
成形・焼結体を得た。 

(2)-2 バイオリアクターを用いた細胞培養 
 これまでの静置培養と異なり、培地を流動
させたままで細胞を培養するため、足場材料
の形状や培地を流す速度など、様々なパラメ
ーターについて検討する必要があった。先行
研究を参考に条件を検討した。現時点の培養
条件では十分に最適化されたとは言えない
が、培養日数に応じた細胞の増殖が見られて
おり、培地が流動する環境でも十分に心筋細
胞を培養できることが確認できた。また、試
行回数は少ないものの、リアクター内で心筋
分化に伴うマーカー遺伝子の発現量が増加
することも分かっている。 
 

(2)-3 AFS および RFB 内で培養した細胞の
Cx43 局在 

AFS 内で培養した細胞について、機能性を
反映する分化マーカーとして Cx43 の局在を
調べた(図 6)。その結果、dish 培養とは異な
り、数珠状に連なった局在は極めて限定的に
しか観察されず、凝集したような蛍光シグナ
ルが頻繁に観察された。これは、dish 培養と
は異なり、三次元環境下では細胞間のネット
ワークは面でなく点から開始され、また、そ
こから広がるねとワークも面としての広が
りではなく、より複雑な三次元的な広がりを
持つことが考えられた。 
 RFB 内で培養した細胞についても同様に
Cx43 の局在を観察した。上記 AFS と類似する
局在が見られ、培地が流動していることの影
響は限定的であることが考えられた。 

 
(2)-4 AFS お よ び RFB 内 で 培 養 し た
pTnnt2::GCaMP5G 遺伝子導入細胞の蛍光観察 
  本研究では、培養条件の設定に時間がか
かったことから、pTnnt2::GCaMP5G 導入細胞
を用いた実験については予備的な結果とな
っている。AFS 内で培養した細胞は培養日数
に伴い、蛍光強度の減衰が見られた。細胞を
クローン化していないことから、正確な発現
量の変化として解析することができないが、
継代数の増加や、プロモーターの性質などが
影響している可能性が考えられる。 

図 5.ラジアルフロー型リアクター用の AFS 
A, 成形のための型の設計図。B, 特注で作製した型。
C,作製したドーナツ状に成形された AFS。D, 本申請

で購入したラジアルフロー型バイオリアクター。 

図 6. AFSで培養したP19.CL6細胞におけるCx43の局
在 

右側のパネルはネガティブコントロールであり、二次
抗体のみの非特異的蛍光を示している。左側のパネル
は抗 Cx43 抗体で Cx43 の局在を調べた。 

図 7. AFS で培養した pTnnt2::GCaMP5G 遺伝子導入細

胞の蛍光観察 
pTnnt2::GCaMP5G 遺伝子を導入した P19.CL6 細胞を
AFS で培養し、蛍光観察を行った。黄色に見えるのは

自家蛍光の赤色と、EGFP による緑色蛍光が重なった
ものと考えられる。矢印は緑色蛍光を発する細胞 



 
(2)-5 まとめ 
 RBF 培養に向けた準備は整っている。成形
に必要となる型も出来上がり、今回デーを示
していないが、XRD や SEM 観察によって、こ
れまで静置培養で使用していた AFSと変わり
ない足場材料の作製に成功したことを確認
している。細胞の培養条件の最適化に関して
は今後の課題となる。また本報告書で示した
のは AFS についてであるが、-TCP を基にし
た TFS も作製している。しかし、TFS はあま
りに機械的強度が低く、TFS 単体では細胞培
養することが困難なことが分かった。そのた
め、繊維状足場材料としての特性を保持した
まま力学的な強度を上げるため、現在は生分
解性ポリマーとのコンポジット作製に取り
組んでいる。AFS 内培養した細胞の機能的な
成熟は Cx43 の発現で解析することができた
が、AFS 内で心筋様細胞が拍動するかを可視
化するために用いた EGFP の系が現時点では
完成していない。 
 
結果として、本研究では申請時の計画に基づ
き、おおむね予定どおり研究を進めることが
できた。しかし、目的遺伝子の安定導入株の
クローン化が未完である。未完である理由の
一つとして、上記コンストラクトを用いたク
ローニングを停止していることがある。使用
したコンストラクトが、AFS 内では期待した
ほどの蛍光強度を持たないことが結果とし
て見えつつあり、現在、可視化に適した新し
いコンストラクトを用いて、再度細胞スクリ
ーニングを実施している。 
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