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1．目　　的

骨格筋組織では筋衛星細胞が組織幹細胞として働き
筋再生や筋肥大に関係することが知られてきた。一方
で骨格筋組織間質に存在する単核細胞が筋線維の修復
に荷担するのではないかということも報告されてい
る 1,2)。しかしながら，これらの骨格筋組織間質に存在
する単核細胞が筋修復過程において筋線維や筋衛星細
胞と如何なる相互関係を有するのか等は未だ不明瞭な
点が多い。このメカニズムを解明することでスポーツ
やリハビリ過程での効果的なトレーニング法の開発，
更には今まで治療困難であった難病の治療法の確立の
為にも極めて重要である。
我々は，GFPトランスジェニックマウスから骨髄を

移植した野生型マウス（骨髄細胞移植キメラマウス）
を用いて骨髄由来細胞の分布と周囲の組織との形態学
的な関連を明らかにしようとする研究 3–6)を行ってき
た。この動物の正常骨格筋においてGFP陽性骨髄由来
細胞が骨格筋線維間質に一定のルールのもと点在し，
且つ筋線維に近接して局在していることを観察した。
併せて，GFP陽性細胞の殆どがマクロファージマーカ
陽性であることを確認するとともに，線維芽細胞とも
密接していることも観察してきた 3–5)。更には GFP陽
性の筋線維もみられ，これは骨髄に由来する間質細胞
が骨格筋再生・発達に何らかの関連を有することを示
唆するものであり，再生中の骨格筋線維間に存在する
細胞同士が互いに連絡・融合しているということも考
えられる。
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Observation of stromal cells interaction and formed 3D network
following acute muscle trauma with focused ion beam

scanning electron microscope (FIB-SEM)
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Abstract: In this study, rats skeletal muscle tissue was observed after the trauma with focused ion
beam scanning electron microscope (FIB-SEM) into 600 slice pictures, which were reconstructed into 3D 
images by program to develop the localization and formation of stromal cells.

As a result, it was observed that many cells invaded it in muscle fi bers, and three kinds of cells were
observed in the interstitial space of the gastrocnemius muscle at the 2 day after trauma.

The fi rst cells had a spindle shape.  The second cells that had rough endoplasmic reticulum (r-Er) 
developed to cell body.  The third was granulocyte-like cells.  These 3 types cells contacted or 
fusioned each other, and formed 3D network.  It was suggested that these cells exchanged information
each other.  Therefore, it may be important that stromal cells were some roles in regeneration process
after muscle trauma, including the possibility that they are niche.
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また，我々は，正常骨格筋内の筋紡錘外鞘周皮細胞
と間質細胞とが密接し，何らかの情報交換を行ってい
る可能性を明らかにし骨格筋正常構造の維持にもこれ
らの間質細胞が何らかの役割を演じている可能性を報
告 7)した。
しかしながら，骨格筋を損傷した場合，筋線維間質
にある細胞がどのように骨格筋の再生・機能維持に関
わり，構造変化や相互関係を示して行くのかについて
は未だ明らかになっていない。
一方で近年電子顕微鏡観察法の発展およびコン
ピュータ計算速度の発達に伴い電子顕微鏡観察による
微細構造の 3次元再構築も盛んに行われるようになっ
てきた 8,9)。特に収束ガリウムイオンビームを用いて試
料表面を切削しながら走査型電子顕微鏡（focused ion
beam scanning electron microscope；以下 FIB-SEM）
で連続的に反射電子像を撮影し 3次元再構築を試みた
報告 9)も見られる。この方法は電子顕微鏡レベルでの
高分解能で比較的広範囲な試料面の観察と，深さ方向
の情報取得に優れており細胞，組織レベルでの構造を
解析するために有利であると考えられる。
そこで本研究は挫滅による筋損傷モデル動物を作製
し，骨格筋組織内の間質細胞が如何なる相互関係を有
するのかを明確にするため FIB-SEMで損傷筋試料を
連続的に観察し，取得した画像を 3次元再構築して検
討を行った。

2．方　　法

1）実験の方法試料の採取
実験は日本体育大学倫理審査委員会により審査，承
認を請け（承認番号 第 012-A05号），日本体育大学動
物実験規定に基づいて行った。
実験には 10週齢　雄 Sprague Dawleyラットを用
い，動物をペントバルビタールナトリウムで深麻酔を
行った後，Iwataら10)およびKamiら11)の方法に従って，
長さ 20 cm，底面の直径 1.0 cm，重さ 640 gの銅製の
棒をアルミニウム製のシリンダーをガイドに 250 mm
の高さから，動物の右脚腓腹筋に落下させ挫滅損傷を
負荷した。その 2日後に電子顕微鏡観察のための試料
を採取した。

2）試料の採取
電子顕微鏡観察試料はOhtaら9)及び小林ら7)の方法
に従い動物をペントバルビタールナトリウム麻酔下で
開胸，開腹し，心臓左心室より生理食塩水を灌流後，
2％パラフォルムアルデヒド／ 2.5％グルタールアルデ
ヒド／ 0.1 M PBにより灌流固定を行った。その後，後
肢から腓腹筋を摘出した。摘出した腓腹筋は 1 mm3角
に細切し，上記固定液にて 4°Cで 2時間浸漬固定を行

い 0.1 M PBにて 3回洗浄後，2% OsO4と 1.5%フェロ
シアン化カリウムを 0.1 M PBに混和した溶液に 4℃で
1時間浸漬した。さらに蒸留水で 5回洗浄後，1％チオ
カルボヒドラジド水溶液に室温で 1時間浸漬した。ま
たさらに蒸留水で 5回洗浄後，2％ OsO4水溶液に浸漬
し，蒸留水にて 5回洗浄の後，電子顕微鏡観察時のコ
ントラストを上げるために 4％酢酸ウラン・25％メタ
ノール溶液で一晩ブロック染色を行い，その後蒸留水
にて洗浄した。試料はさらにWalton 12)のアスパラギ
ン酸鉛水溶液にて 2時間浸漬した。試料はエタノール
の上昇脱水系列（25%，30%，70%，80%，90%，100%，
100%，各 10分間）で脱水の後，エポキシ樹脂（Epon
812，TAAB社製）包埋し 60°Cで 72時間重合させた。
完全に重合した樹脂は 1.5 mm角にトリミングし，
Ultracut E microtome（Leica社）上にセットしたダイ
ヤモンドナイフで表面を切削後に，走査型電子顕微鏡
（以下 SEM）用試料ホルダーにセットした。

3）収束イオンビーム搭載型走査型顕微鏡（FIB-SEM）
による観察および 3次元再構築

SEM用試料ホルダーに乗せた試料はチャージングを
防ぐために表面にカーボンを蒸着し FIB-SEM（Quanta
3D FEG，FEI社製）にセットした。その後，図 1に示
すように試料表面（図 1A面）を加速電圧 5.0 KV bias
2.5 KVの条件で反射電子像を撮影し，観察していく場
所を確定の後，図 1に示す B面について 50 μm×
50 μm×60 μmの領域を収束ガリウムイオンビーム
（加速電圧 30 KV，3.0 nA）（以下 FIB）で 0.1 μmずつ
切削しながら Slice & View G2 operating software（FEI
社製）にて連続的に 600枚の反射電子像の自動撮影を
行った。得られた画像は Amira 5.4 software（VSG社
製）にて image stackingを施すとともに 3次元再構築
像を作製した。

図 1 FIB-SEMによる試料の観察
A面で像を確認し，試料を FIBで 0.1 μmずつ切削しながら B
面を反射電子像で走査検出していく。
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3．結　　果

1）樹脂包埋ブロック試料表面の観察
図 1に示す A面が通常の試料ブロック表面である。
ブロック表面の反射電子像を観察することにより，
図 2に示すように，損傷した筋線維が観察された。こ
の筋線維の間質には炎症性の細胞が多数存在し，且つ
損傷した筋線維内にも炎症性の細胞が多数侵入してい
た。この像から損傷筋線維および筋線維間質を含む領
域を選択し，試料表面（図 1A面）に直行する面（図 1B
面）について収束ガリウムイオンビームで 0.1 μmずつ
切削しながら連続 600枚反射電子像撮影を行った。

2）3次元再構築像の観察
図 3A，Dおよび図 4Aは，600枚の連続写真から筋
線維間質に存在していた細胞の一部をパソコンソフト
（Amira 5.4）で 3次元再構築を試み，各種方向から筋
間質細胞を観察したものである。
連続写真を検索の結果，形態の異なる 3種類の細胞
が確認された。1つ目は，茶色で示した細長い細胞体
で細長い突起を持つ細胞。2つ目は黄緑色で示す指状
の構造を持ち単核で偽足を有し，細胞質には粗面小胞
体が発達する細胞。3つ目は深緑色で示す球状で，細
胞核が多葉に分かれ細胞に内に特殊顆粒を持ち，顆粒
白血球様の細胞であった。また，3種類の細胞が連続
して存在し，3次元的に細胞相互のネットワークを
作って存在していた。

3）間質細胞相互関係の観察
これらの間質細胞間，および損傷筋線維との相互関
係について検索を行った。
図 3，4は 3種類の細胞の位置関係を示したものであ
る。3次元再構築像では 3種類の細胞が非常に近接し，
且つ連続して存在することが観察された。また，それ
ぞれの細胞相互の関係を反射電子像写真で確認したと
ころ，顆粒白血球様細胞が相互（図 3A–C矢印）に密
接しており，細長い細胞体で突起を有する細胞と顆粒
白血球様細胞間（図 3D–F矢頭）では細胞境界がはっ
きりせず，細胞間橋様の構造で融合していることが観
察できた。細長い細胞で突起を有する細胞と粗面小胞
体が発達する細胞間でも融合像が観察された（図 4A，
B矢印b）。特に粗面小胞体が発達する細胞同士（図 4A，
C矢印 c）の融合像では細胞内小器官が共有されてい
る像が確認され，損傷筋線維に密接するものや筋線維
内へ侵入しようとしているような細胞も確認できた。
また，粗面小胞体が発達する細胞と顆粒白血球様細
胞（図 4A，D矢印 d）共に密接し，相互に連絡してい
ることが確認された。

4．考　　察

本研究で観察したような，筋組織間質において異
なった形態を有した細胞相互ネットワークの働きにつ
いて考察を行った報告は見当たらない。しかしながら，
過去の報告 13–17)の透過型電子顕微鏡観察写真には，本
研究で報告した細胞と非常に酷似した細胞が映し出さ
れているものの，細胞相互の 3次元的な連携について
は殆ど注目されて来なかった。また，従来の透過型電
子顕微鏡観察であれば，図 3E，Fに示す細長い突起様
の細胞と，図 4B矢印 b右側に観察される細胞（図 3A，
D，図 4Aでは茶色で示す細胞）は同一の細胞である
ことが見逃された可能性が高く，異なった細胞である
ように扱われてきたかもしれない。本研究においては，
FIB-SEMによる 600枚の連続電子顕微鏡写真データを
詳細に観察することおよび 3次元再構築を行い，様々
な角度から詳細に観察したことで細胞全体像を把握し
1つの細胞として捉えられた。それだけではなく，特
に他の細胞との 3次元的な細胞相互関係を明確に観察
することが可能となった。このことにより異なった
3種類の細胞相互の融合，接触による形態的連携とい
う密接な情報連絡の存在を示唆する極めて重要な所見
を得ることができたといえる。
挫滅や毒素の注入，凍結等で骨格筋損傷を負荷した
場合，筋組織は再生能力を有することが知られてい
る12–15)。その最初のカテゴリーは筋損傷から数時間後
に急性期の炎症症状として始まり，好塩基球，血小板，
赤血球，形質細胞，サーキュレイティングモノサイト
（単球）等の血球系細胞が骨格筋線維周辺の毛細血管や
毛細血管後細静脈から，外傷の影響となる外的要因に
よって破壊される事により血管外に進出し 13)，24時間
後には損傷筋周囲へ侵出してくるという報告 16)があ

図 2 FIB-SEMによるブロック表面の反射電子像観察
損傷筋線維内および周辺に炎症性の細胞が侵入している。
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る。2日後には筋形質はマクロファージ等の炎症性細
胞により基底膜を残して浸食され，その後 5日から 7
日で基底膜を足場として筋形質膜が再生され，筋衛星
細胞を含む筋芽細胞が増殖・融合して筋管を形成した
後に成長した骨格筋細胞に再生していくことが知られ
ている13,16,17)。
本研究では挫滅損傷後 2日のラット腓腹筋を観察し
たが，図 2にみられるように損傷筋内および損傷筋周
囲に多数の炎症性細胞を確認した。Fisherら 16)は透過
型電子顕微鏡観察により損傷 2日後に偽足を持った単
核の細胞が現れることを示している。これは図 3，4の
3次元再構築像で，黄色で示す指状の偽足を持った細
胞と形態が非常に良く似たものである。電顕観察にお
いても，細胞の形態的特徴から細胞同定が可能である。
これらの細胞については細胞質に発達した粗面小胞体
を有しているという特徴から線維芽細胞様の細胞とも
推察される。しかしながら，図 4Cの細胞のように細
胞内にライソゾーム様構造を持つものも観察されると
ともに，指状の偽足を有することからマクロファージ
である可能性も否定できない。
骨格筋の再生過程においてマクロファージが重要な

役割を演ずることはよく知られている 17–19)。マクロ

ファージは組織毎に様々な形態をとり，炎症性のマク
ロファージや組織常在型のマクロファージの存在が
知られている。その機能は貪食，サイトカインやケモ
カインの分泌，抗原提示など免疫系の制御に関わる
ことが知られている 20)。骨格筋においては筋線維が損
傷した際に基底膜内に侵入し，損傷した筋細胞を貪食
し 13,16)，マクロファージから出される分泌物や LIF，
IL-6などの炎症性のサイトカインが骨格筋の再生，肥
大に重要な役割を演ずることが知られている 20–22)。一
方，マクロファージの中には従来から知られる貪食に
関わるM1細胞と IL-10や IL-1raを産生し，過剰な免
疫反応を負に制御し，創傷治癒，血管新生，骨格筋の
再生機能等に関与するM2細胞が存在することも知ら
れている 23,24)。Villaltaら 23)はmdxマウスによる研究
で，筋線維が崩壊する際に筋組織中に存在するマクロ
ファージがM1細胞で，その後の筋線維の再生過程に
筋組織に存在するマクロファージはM2細胞であると
報告しており，本研究で観察された細胞がマクロ
ファージであるとすればM1細胞に相当する細胞であ
るかもしれない。
また，本研究では細長い細胞体で突起を有する細胞
を確認した（図3A，D–F，図4Aいずれも茶色で示す）。

図 4　線維芽細胞様細胞，血球系細胞，マクロファージ様細胞の相互関係
A；3次元再構築像。B，C，D；電子顕微鏡像。線維芽細胞様細胞とマクロファージ様細胞が融合している（矢印 b）。マクロ
ファージ様細胞が相互に融合している（矢印 c）。マクロファージ様細胞と血球系細胞が接合している（矢印 d）。
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これらの特徴からするとこれは線維芽細胞様の細胞で
はないかと推察される。線維芽細胞は細胞外マトリク
スのコラーゲンを産生分泌することや各種の生理活性
物質の産生分泌能を有することが知られている 25–27)。
これらの線維芽細胞に分類される細胞のなかには小腸
の特定の層に於いてネットワークを作っているものが
報告 28,29)されている。また，正常組織における線維芽
細胞様細胞と骨髄由来のマクロファージ様細胞が密接
して存在することも観察されており，この相互関係の
重要性を示唆する報告もある 3–5)。
組織損傷治癒過程に於いては筋線維芽細胞 myo-

fi broblast（アクチン等の筋細胞形質を発現した線維芽
細胞）が関与することが知られている。この細胞は，
末梢血の単核球画分にあって骨髄由来のコラーゲン産
生能を有する細胞で，“circulating fibrocyte”という名
がつけられている 30,31)。この circulating fibrocyteは骨
髄由来幹細胞の働きを演ずるのではないか。また，組
織再生の際のニッチ（niche）としての働きを有するの
ではないかという考え方もある 25)。同様に線維芽細胞
が筋再生の際に筋衛星細胞等のニッチとして働く可能
性を示唆した報告もみられる 32–34)。このような細胞は
血管から組織に侵出してくると考えられ，本研究で観
察された細胞と同様のものではないかとも推察され
る。また，本研究で観察された細長い細胞体と突起を
有する細胞は，形態が異なる 2種類の細胞がこの細胞
と融合している事が観察されたことから筋損傷再生の
際にニッチとして働いている可能性も示唆された。
また，顆粒白血球系の細胞が上記 2種の細胞と融合
および接触していることも観察した（図 3D–F，図 4A，
D）。これらの細胞はヒスタミンやプロスタグランディ
ンを産生分泌し血管形成に関与するほか，急性期の損
傷部位において様々なケモカインを分泌していること
も知られている 13)。
本研究においてFIB-SEMで観察された細胞間の3次
元的ネットワークについては，これらの細胞のいずれ
かが組織再生のニッチとしての役割を持つ可能性があ
り，さらに多くの連続写真を解析すれば，細胞性の壁
を形成していることも考えられる。このことは組織再
生に係わる化学物質が，より効果的に作用するように
細胞外でバリヤを形成しているのではないかという仮
説が立てられるが，今後これらの可能性についてはさ
らなる検討を行って行かなければならない。いずれに
しても組織再生の際に細胞間の融合像が観察されたこ
とはこれらの細胞が相互に密な情報交換を行ってお
り，その事が大変重要な意味を持つのではないかとい
うことが示唆された。

5．結　　論

本研究は，挫滅筋損傷後 2日目の筋組織間質につい
て FIB-SEMを用い，600枚の連続電子顕微鏡写真を取
得後，コンピュータで 3次元再構築をおこない，より
高分解能で再生筋線維および筋組織間質細胞の相互関
係を検索した。
その結果，筋線維間質に形態の異なる 3種類の細胞
が確認され，それぞれが融合・密接し 3次元的なネッ
トワークを形成するとともに細胞相互の密接な情報連
絡の存在を示唆さえるものであった。このことはこれ
らの細胞のいずれかが組織再生時のニッチとして働い
ているのではないかという可能性を示唆させる所見で
あるとともに，組織再生に伴い侵出してきた炎症性細
胞から分泌される化学物質がより効果的な働きをする
ための構造である可能性と組織再生の際にこれらの細
胞が相互に何らかの情報交換を行っており，その事が
大変重要な意味を持つのではないかということが示唆
された。

本研究は，平成 24年度日本体育大学学術研究補助費
「骨格筋損傷回復過程における組織間質細胞の形態及
び新たな機能の解明」に基づいて行われたものである。
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