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1.　緒　　言

従来から骨格筋には筋衛星細胞が存在し，組織幹細
胞としての働きを持つことが知られてきた。また，骨
格筋間質にはマクロファージ，線維芽細胞等の単核細
胞が存在することも知られている。一方で骨格筋組織
間質に存在するこれらの細胞を含む単核細胞が筋線維
の修復に荷担するという報告 1–3)がある。損傷した骨格
筋の再生には筋衛星細胞だけではなくマクロファージ
自身やマクロファージから分泌されるサイトカイン 4)

が重要であることも知られており，筋線維間質に存在
する単核細胞は組織再生に重要な役割を演じていると
考えられている 2,3)。
再生医療との関連において ES細胞，iPS細胞 5–7)，骨
髄由来細胞 8)，Muse細胞 9)等の幹細胞が注目され，様々
な研究が行われている。末梢組織には，脂肪組織由来
幹細 10)や心臓由来幹細胞 11)等の様々な組織幹細胞が

存在し，これらの細胞が多分化能を有することも報告
されている。我々はGFPマウスから骨髄を移植した動
物（以下骨髄移植キメラマウス）を用いて骨髄由来細
胞とその他の細胞の相互関係について研究してき
た 12–15)。しかしながら，骨格筋組織においては間質に
存在する単核細胞が正常筋線維の周囲にどのように存
在するか，また，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については未
だ不明瞭な点が多く，この問題を解き明かすことによ
り有効な筋損傷治癒に貢献するだけでなく，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や
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と考えられる。
また，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 16,17)。収束ガリウムイオンビームを用いて試料
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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次元再構成を試みた
報告 17)も見られ，特にこの方法は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。
そこで本研究はこれら骨格筋組織間質に存在する細
胞同士の相互関係を明確にするため FIB-SEMを用い
てマウスの骨格筋を観察し，取得した画像を 3次元再
構築して検討をおこなった。

2.　方　　法

1）試料の採取
実験は日本体育大学倫理委員会により審査，承認を
請け（承認番号第 011-A01号），日本体育大学動物実
験規定ならびに久留米大学動物実験規定に基づいて
行った。
実験動物は 10週齢 C57BL/6Jマウスを用いた。
電子顕微鏡観察のための試料は，Ohtaら 17)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カコジレイトbuff erにより灌流固定を行っ
た。その後，後肢からヒラメ筋を摘出した。摘出した
ヒラメ筋は 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カコジレイト buff er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カコジレイト buff erに混和した溶液に 4°C
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Walton18)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。

2）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 1aに示すように試料表面を加速電圧 5.0 KV bias
2.5 KVの条件で反射電子像を撮影し，FIBで切削しな
がら観察していく場所を確定の後 69.1 μm×50 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 soft ware（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（図 1b）。得ら
れた画像は Avizo 6.3 soft ware（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。

3.　結　　果

1）ブロック表面の観察
通常の SEM観察では試料表面の凹凸のみが観察可
能であるが，Quanta 3D FEGに搭載してある反射電子
検出器を用いて観察を行うと図 2に示すように，透過
型電子顕微鏡で観察するような像を得ることができ
る。この像から筋紡錘を含む骨格筋組織間質領域を選
択し，試料側面をガリウムイオンビームで試料側面を
切削しながら反射電子像撮影をおこなった。

図 1  FIB-SEMによる試料の観察。高度な検出器で反射電子
を検出しブロック表面の試料の構造を観察する（a）。試
料を FIBで 0.1 μmずつ切削しながら反射電子像を走査
検出していく（b）。（久留米医学会雑誌 vol. 75 P 1–10,
2012の図を改変）

図 2　FIB-SEMによるブロック表面の観察
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2）FIB切削面の観察
Quanta 3D FEGではOhtaら 17)が示しているように

試料表面に対して直行する側面を FIBで切削したあと

に試料面を電子銃で撃ち，得られた反射電子を検出器
で走査し映像を取得していくことから，得られた画像
も図 2の写真とは直行したものであった（図 3a，4）。

図 3　 FIB-SEMによる連続画像の観察と 3D再構築像。600枚連続撮影を行ったもののうち 15枚目から 250枚目の画像を 5枚ご
とに表した（a）。各写真の左上の番号は撮影順を示す。145から 250枚目の矢印（↑）は骨格筋組織間質細胞を示す。連
続撮影した画像の 3次元再構築像（b-d）。筋紡錘および間質細胞（ピンク）。dは cの周皮細胞核周辺の拡大像。
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また FIBで切削した表面はダイヤモンドナイフで切削
された試料と同様に試料表面が滑らかで，観察像も透
過型電子顕微鏡像に比しても遜色が無い画像が得られ
るとともに骨格筋組織の微細構造についても詳細に観
察することができた。

3）連続観察像による筋紡錘周辺の骨格筋間質細胞の
観察

試料を FIBで 0.1 μmずつ切削しながら 600枚の反射
電子像を取得したもののうち，筋紡錘と間質細胞の像
が確認できた 15枚目から 250枚目の写真を 5枚おきに
表したものを示す（図 3a）とともに連続撮影により得
られた画像から 3次元再構築像を作製したもの
（図 3b–d）を示した。試料を 0.1 μmずつ連続的に観察
することで骨格筋線維，間質中の筋紡錘，骨格筋間質
細胞の形態学的相互関係を詳細に検討することができ
た。
骨格筋間質細胞の 3次元再構築像は全体として紡錘
形をしており（図 3b，c），筋紡錘の外鞘を構成してい
る細胞のうち，最外層にある周皮細胞の核に沿うよう
に局在し，細い触手様の突起を核周辺に伸ばしている
ことが確認できた（図 3d）。また，この突起と周皮細
胞間にはギャップ結合等の細胞接着分子は見あたらな
かったものの密接している事が確認できた（図 4）。

4.　考　　察

本研究は FIB-SEMを用い骨格筋組織間質細胞の局
在と周辺の細胞との相互関係を観察し検討したもので
ある。従来から電子顕微鏡で連続超薄切片を観察する

ことにより 3次元再構築することは行われてきている
が，50 nm程度の切片を数百枚から数千枚連続超薄す
る必要があり，超薄切片を取得するだけでも高度な技
術が必要な上に大変な時間を要する。また，得られた
切片を観察・撮影するのにも更に多大な労力を有して
いた。近年はコンピュータ精度の発達もあり，透過型
電子顕微鏡の鏡筒中で切片を傾けながら自動的に透過
電子像を撮影し，その画像から切片中に含有する構造
物についてコンピュータを用いて 3次元再構築を行う
という研究 16)も行われている。この方法は電子線が試
料を通過する加速電圧に依存するため生物試料の観察
で通常用いられる 100 KV前後の加速電圧での観察で
あれば切片中に含まれる構造物の内，直径 50～
100 nm程度の構造物の再構築に限定されていた。しか
しながら，本研究で使用した Quanta 3D FEGでは切片
の観察ではなく，試料ブロック表面を FIBで切削しな
がら撮影していくのでイオンビームで 0.1 μmずつ切
削しながら自動的に撮影していくことが可能であるこ
とから 60 μm～ 100 μm程度の深さ方向の情報が取得
可能である。しかも SEM撮影の特徴を生かした比較
的広範囲にわたって試料表面の観察が可能である。そ
のために細胞相互間関係を検索を行うのに有利であ
り，組織としての構築の観察にも優れている。一方で
共晶点レーザー顕微鏡を使用して細胞間相互関係を探
索した研究 12,14)も見られるが，共晶点レーザー顕微鏡
は光学顕微鏡であるため電子顕微鏡よりも分解能の面
で劣ってしまう。そのため高分解能で高精細に細胞全
体や細胞同士の相互関係を探索する方法は現在のとこ
ろ FIB-SEMを用いて観察することが最も有効な方法

図 4　 骨格筋間質細胞から伸びる触手（178枚目）。左下
は□部の拡大。触手と周皮細胞間にはギャップ結合
等は見当たらないが接触していることがわかる。
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であると考えられる。
本研究においては，マウスヒラメ筋の骨格筋組織間
質を観察し，筋紡錘とその周囲の間質細胞の関係につ
いて検討を行った。通常，骨格筋組織間質にはマクロ
ファージ，肥満細胞，線維芽細胞などの単核細胞が存
在している。筋損傷を起こした場合には骨格筋の幹細
胞である筋衛星細胞ばかりが筋修復に係わるのではな
くこれらの間質細胞が筋の修復に係わり，その修復ス
テージによって同じ細胞種でも働きの異なる細胞が患
部に侵出し，組織再生に荷担していることが知られて
いる 19)。また，骨格筋組織間質に存在する単核細胞の
中には sp細胞等 1)の間葉系幹細胞が含まれており，こ
れらの細胞は骨格筋や神経，血管への分化能を有する
ことが報告されている 1,2)。しかしながら，これらの間
葉系細胞が生体内では間質中の何処に局在し，どのよ
うな形状の細胞なのかは明確ではなかった。本研究に
おいて FIB-SEMで観察した間質細胞（図 3，4）は，筋
線維および筋紡錘の間隙で筋紡錘外鞘の周皮細胞核に
沿うように存在していた。この間質細胞は細胞全体の
形状が紡錘状であること，細胞質中に粗面小胞体が豊
富であることから，線維芽細胞に分類される細胞であ
ると考えられる。正常組織中の線維芽細胞の機能につ
いては，コラーゲンや各種生理活性物質の産生分泌能
を有すること，組織の骨格形成，組織の運動および微
少機械受容器であることが従来から知られてい
た 15,20,21)が実際には多様な形態や機能を有する細胞群
の総称 20)であると考えられている。Iinoら 22)は小腸の
特定の層において線維芽細胞様の細胞が細胞間ネット
ワークを形成している事を報告している。また，皮下
組織においては線維芽細胞同士がギャップ結合で連結
し，皮下全体にわたるネットワークを作っているとい
う報告 23)がある他，骨格筋線維周辺には telocyteと呼
ばれる細長い突起を有する線維芽細胞様の細胞がネッ
トワークを形成しているという報告もある 24,25)。
Takayamaら 12)は角膜中の組織内で，線維芽細胞とマ
クロファージ様の骨髄由来細胞が密接して存在してい
ることを報告し，中村ら 15)は皮下組織にもこの線維芽
細胞とマクロファージ間の接触があり細胞間の密なシ
グナル伝達があるのではないかと予想している。
筋紡錘は，核鎖線維と核嚢線維の 2種類の紡錘内筋
線維，γ運動神経，知覚神経，内鞘，外鞘から構成さ
れ，筋の伸張度を検知する器官であることが知られて
いる。図 4に示すように，本研究では線維芽細胞様の
間質細胞が突起様の触手を周皮細胞の核周囲に伸ばし
ていることが観察された。この間質細胞と筋紡錘外鞘
の周皮細胞との関係についてはこれまではあまり注目
されておらず，この関係について述べられた報告は見
あたらない。本研究で観察された間質細胞の突起様の

触手と周皮細胞との関係は FIB-SEMで深さ方向の情
報を連続的に検索し 3次元再構築した結果得られた所
見であると考えられる。本研究の観察ではこの突起様
の触手と周皮細胞の間にはギャップ結合等の構造物は
観察されなかったが，何らかの細胞間の情報伝達が行
われていることが考えられる。これらの細胞間には線
維芽細胞とマクロファージ間で考えられているシグナ
ル伝達等 15)と同様な密な連絡があるのではないかと
いうことが推察される。また，近年再生医療の分野で
注目されている iPS細胞やMuse細胞は結合組織中の
線維芽細胞から作製 5–7,9)されていることを考えれば，
線維芽細胞を含む間質細胞には従来から知られている
機能の他に新たな機能を有することが予想される。さ
らに telocyteや線維芽細胞が筋再生の際に筋衛生細胞
や他の前駆細胞のニッチ（niche）として働く可能性を
示唆する報告 24,26,27)もある。今回観察された骨格筋間
質細胞は周皮細胞の核に沿って存在し，且つ触手を伸
ばしていることからこのニッチとしての働きや周皮細
胞の前駆細胞としての働きを有する可能性も示唆され
る。しかしながら，筋全体の伸張・収縮に伴った筋紡
錘の微少な損傷の修復に荷担しているという可能性も
推察される。いずれにしても外鞘周皮細胞の機能維持
のためだけではなく，筋紡錘の正常な機能維持のため
に何らかの重要な役割を演じているのではないかとい
うことが示唆された。

5.　結　　論

本研究は，FIB-SEMを用いマウスヒラメ筋の間質に
ついて連続600枚の画像を観察し，コンピュータで3次
元再構築して間質細胞の局在，形態について検討を
行った。
筋紡錘近傍の間質で線維芽細胞様の間質細胞が筋紡
錘外鞘最外層の周皮細胞核に沿って存在し，間質細胞
から周皮細胞に向かって触手を伸ばし，接触している
ことが観察された。
このことから，この筋組織間質細胞と筋紡錘周皮細
胞の間には何らかの細胞間の連絡があることが示唆さ
れ，これらの間質細胞がニッチ nicheである可能性を
含め，筋紡錘や骨格筋組織の微少な損傷の修復や機能
維持に何らかの役割を有するのではないかということ
が示唆されたものである。

本研究は，平成 23年度日本体育大学学術研究補助費
「骨格筋組織間質細胞の形態及び新たな機能の解明」に
基づいて行ったものである。
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