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略語一覧 

AChR: Acethylcorine receptor （アセチルコリン受容体） 

ALS: Amyotrophic lateral sclerosis （筋萎縮性側索硬化症） 

BDNF: brain-derived neurotrophic factor 

BSA: Bovine serum albumin 

Cri-iPSc: Corrected DMD-iPSc by CRISPR-Cas 9 （DMD遺伝子修復 iPS細胞） 

CRISPR-Cas9: Clustered regularly interspaced short palindromic repeat/ 

CRISPR associated protein 9 

DAPI: 4′,6-diamidino-2-phenylindole 

DMD: Duchenne muscular dystrophy （デュシェンヌ型筋ジストロフィー） 

DMD-iPSc: DMD-patient derived iPS cell （DMD患者由来 iPS細胞） 

DMEM （h）: Dulbecco’s modified Eagle’s medium-high glucose 

DMEM （l）: Dulbecco’s modified Eagle’s medium-low glucose 

Dox: Doxycycline 

EPS: Electrical pulse stimulation （電気刺激） 

healthy-iPSc: healthy individual-derived iPS cell （健常人由来 iPS細胞） 

i-MN: Motor neruon derived from mouse iPS cell （iPS細胞由来運動神経細胞） 

iPS cell: induced pluripotent stem cell 

KSR: Knock-out serum replacement 

Mag-TE: Magnetic force-based tissue engineering 

MCL: Magnetite cationic liposome （機能性磁性ナノ粒子） 

MEF: Mouse embryonic fibroblast 

α-MEM: α-Minimum essential medium eagle 

PDMS: Polydimethylsiloxane 

SDIA: Stromal cell-derived inducing activity 

TuJ: βⅢ-tubulin 

RA: Retinoic acid 
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第 1章 序論 

 

1. 1 本研究の目的 

 

1. 1. 1 筋肉について 

 

 生体において筋肉は最大の臓器であり、生命活動を維持する上で 多くの役割を担

っている。1 つ目は骨格の基礎となり、生体を動かすことである。筋肉の中でも骨格筋

は骨同士を繋ぐように骨と結合しており、関節等を安定させるだけでなく収縮運動によ

り生体活動の主を担っている。2 つ目は衝撃からの緩衝作用である。筋肉によって骨

や内臓が覆われていることにより、外部の衝撃から身体を守る。3 つ目は血流のポンプ

作用である。心臓から押し出された血液は体中をめぐるが、心臓から離れた部位では

血流が弱まる。その際に筋肉の収縮運動により静脈に圧力がかかり、筋ポンプ作用と

呼ばれる血液の循環が促進される。4 つ目は熱代謝である。人間の体温は約 36℃で

保たれているが、その熱生産の約 6 割を筋肉が占めている。5 つ目は免疫力の向上

である。リンパ球をはじめとする免疫系の細胞はグルタミン等のアミノ酸によって活性

化される。これらアミノ酸を筋肉が多く蓄えている。6 つ目がホルモンやマイオカインの

産生である。筋肉から生産された物質は骨形成や抗炎症作用等を促進することで生

命機能の維持に貢献している。最後の 7 つ目が水分の保持である。体内総水分量の

約半数は筋肉が保持していると言われている。筋肉の構造は多数の筋束の間に動脈

と静脈を張り巡らせた構造となっており、それぞれの血管は筋束の中に入り込み、収

縮に必要な栄養や酸素のやり取りを行なっている 1。この筋束は多数の筋繊維で構成

されており、さらに筋繊維は多数の筋原線維からなっている。この繊維は筋管細胞が

成熟、その核が細胞表面へ移動し、近接 （サルコメア）構造を有することで形成される 

（Fig. 1-1）。筋収縮の際にはサルコメア構造を構築しているミオシンフィラメントとアクチ

ンフィラメントが、サルコメアの中央部に向かって互いに滑り合うことで収縮力が発生す

る 2。骨格筋は損傷しても再生可能な組織であるが、その際に再生を促す細胞が筋衛
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星細胞である。骨格筋損傷時に起きる炎症反応によって、損傷部位に集積している好

中球やマクロファージから分泌される肝細胞増殖因子 （Hepatocyte Growth Factor）等

によって活性化された筋衛星細胞が損傷部位に移動する 3。そして筋芽細胞へと分化

した後に、既存の骨格筋細胞に融合することで筋核数が増えることで筋再生が起こる。

近年では筋衛星細胞特異的なマーカーとして Pax7や Myf5が同定されており、筋衛

星細胞を幹細胞から分化誘導することで筋再生研究に向けた取り組みが行われてい

る 4, 5。 

 

1. 1. 2 筋収縮に関わる細胞の役割 

 

 筋肉は筋肉単体では収縮はできず、その他の細胞から栄養や足場を提供されるだ

けでなく、脳からの伝達により収縮が引き起こされる。ここでは筋収縮や筋機能に関わ

る細胞種についていくつか紹介する。 

 

（1）運動神経細胞 

 

神経細胞には感覚受容器からの刺激を脳に伝達する感覚神経細胞、神経細胞同士

 

Figure 1-1. Schematic image of muscle structure. 
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の情報伝達を行なう介在神経細胞などがある。その中でも筋肉の収縮に関わっている

運動神経細胞は、他の神経細胞から情報を受容する樹状突起が複数本細胞体から

伸長しており、さらに情報を伝達する軸索が存在している。そして、軸索の末端部に複

数本の終末側枝があり、下流の神経細胞や筋肉に対して情報伝達や刺激を与える。

神経細胞が細胞間で情報伝達する際には、細胞内の電位が段階的に変化していく必

要がある。通常、細胞外に Na+が細胞内よりも高い濃度で存在し、K+は細胞内に高い

濃度で存在している。初めに細胞外からのシグナルにより神経細胞のある部分の電位

に変化が生じることで電位感受性 Na+チャネルが開く。このことにより、細胞外からNa+

が細胞内へ流入し、脱分極が起きる。すると細胞内と細胞外で電位差が生じることで、

隣接部でも同様に膜透過性が変化し Na+の流入が起こる。この反応が連続的に起こる

ことで、細胞内で電位が移動していくこととなる 6。最終的にこの電位が軸索末端の終

末側枝まで伝わることにより、終末側枝にある Ca2+チャネルが開き Ca2+が細胞内に流

入する。これによりシナプス小胞が終板まで移動し、シナプス小胞内に大量に含まれ

ていた神経伝達物質が放出され、次の神経細胞や筋肉へとシグナルの伝達を行う。

運動神経細胞が筋肉へとシグナル伝達を行う際には神経筋接合部 （Neuromuscular 

Junction）が形成される（Fig. 1-2）。神経筋接合部の形成過程において、運動神経細

胞の終末から分泌された agrinが muscle-specific receptor tyrosine kinase （MuSK）を

活性化することによって、アセチルコリン受容体 （AChR: Acethylcoline receptor）の集

積が筋肉上で起きる 7, 8。これにより運動神経細胞から放出されたアセチルコリンが筋

肉上の AChRに結合することで、筋収縮が引き起こされる 9。 

 
Figure 1-2. Mechanism of muscle contraction by motor neuron. 
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（2）繊維芽細胞 

 

 繊維芽細胞は様々な生体組織に存在しており、細胞自身が組織構築における足場

を提供するだけでなく、細胞外マトリックス （ECM : Extra Cellular Matrix）を分泌するこ

とでも足場を提供する。筋繊維は周囲の ECM を足場として形態を維持しているため、

繊維芽細胞とも密接に接触している。また繊維芽細胞は筋再生とも密接に関与してい

ることが知られている。筋再生時には前述した筋衛星細胞だけでなく、繊維芽細胞も

損傷部へと移動し、コラーゲンをはじめとする ECM を分泌することで筋再生のための

足場を提供する。また、筋衛星細胞の増殖を抑制する IL-6等を分泌することで過剰な

筋再生を抑える 10。 

 

（3）脂肪細胞 

 

 筋組織中に局在する脂肪細胞はアディポカインと呼ばれる種々の分子を分泌し、筋

細胞が分泌するマイオカインと共に組織間のコミュニケーションを媒介する働きを持つ

11。これらは生体において骨格筋と脂肪組織の適切な量比の維持に関与している。実

際に筋細胞と脂肪細胞の共培養による研究では、IL-6 やミオスタチンを介して相互に

成熟や筋管形成を抑制することが報告されている 12。またアディポカインの一つである 

Leptin は、筋構成タンパク質の合成に関与するだけでなく、骨格筋のグルコース摂取

を誘導する役割も有している 13。 

 

1. 1. 3 筋収縮に関する病気 

 

 筋肉の収縮に関する病気を大きく分類すると、筋肉の収縮を司る運動神経系に異常

が生じる神経原生筋委縮と、筋肉自体に異常が生じる筋原生筋委縮、また神経筋接

合部に異常が生じてしまう疾患の 3 つに分類される。そこでここでは、それぞれの分

類ごとに代表的な疾患を一つずつ紹介する。 
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（1）筋委縮性側索硬化症 （ALS: Amyotrophic lateral sclerosis） 

 

 ALS は神経原生筋委縮の一つで、上位もしくは下位運動ニューロンが系統的に変

性し、罹患から約 3～5年で罹患者の半数が呼吸筋麻痺により死亡する疾患である 14。

ALS 患者の 90％程度は遺伝性が見られない孤発性で、残りの約 10%が遺伝性の

ALS である。これまでに ALS 発症の原因と考えられる遺伝子が 20 種類程度同定さ

れているが、それら遺伝子と発症の関係は明確には明らかになっていない。近年では

孤発性と遺伝性の両方で共通している遺伝子変異として TDP-43 が同定されており、

ALS 患者の約 9 割が病巣部の神経細胞で TDP-43 の異常な蓄積がみられる 15。

TDP-43 に注目した研究が多く報告されるようになってきたが、未だ ALS 発症メカニズ

ムとの詳細な関係は解明されていない。 

 

（2） デュシェンヌ型筋ジストロフィー （DMD: Duchenne muscular dystrophy） 

 

 DMD は筋原生筋委縮の先天性疾患であり、X 染色体劣性遺伝のため、男児のみ

に発症する。発症後は徐々に筋委縮が進行し、最終的に呼吸不全により患者のほと

んどが 30 代までに死に至る 16。発症の原因は X 染色体上にあるジストロフィン遺伝

子の一部が欠失、重複あるいは多分点変異が生じることにより、細胞膜の裏打ちタン

パクであるジストロフィンタンパク質が欠損することにある 17。ジストロフィンタンパク質は

筋肉の収縮運動を司るアクチン-ミオシン構造と細胞膜のグリコプロテインを架橋する

形で存在しており、筋収縮の際の機械的エネルギーの衝撃を調節する役割や、細胞

膜上に存在するイオンチャネルの働きを調節する役割を担っている 18。そのため、ジス

トロフィンが欠損すると Ca2+などが過剰に流入し、ミトコンドリアストレスやプロテアソー

ムの発現により、細胞死が引き起こされると考えられている 19。近年では DMD の治療

法の一つとしてエキソンスキッピングが注目されている。エキソンスキッピングはジストロ

フィン遺伝子の変異点を読み飛ばすことで、一部が短縮しているものの機能を保った

ジストロフィンタンパク質の発現を誘導する方法である 20, 21。2019年にエキソンスキッピ
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ングを利用した核酸医薬が承認申請されおり、DMD 治療の発展に期待されているも

のの、未だ根治療法の開発には至っていない。 

 

（3） 重症筋無力症 

 

 重症筋無力症は神経筋接合部の自己免疫疾患で、筋肉の疲れやすさが主な症状

だが重症になると呼吸筋に障害が起き、生命維持に問題が生じる。この疾患は神経筋

接合部の筋肉上に存在するアセチルコリン受容体に対する自己抗体が、アセチルコリ

ン受容体を介した神経筋伝達を阻害することにより発症する 22。現在でも根治できる有

効な治療法はなく、免疫抑制剤等を利用した対症療法のみであるため、新たな治療

の開発が求められている。 

 

1. 1. 4 筋収縮モデルの意義 

 

 これまでに当研究室では筋収縮活性を利用した薬剤スクリーニング系の構築を行っ

てきた。その中で DNA 配列の変化を伴わず筋分化筋肥大を促進できることが知られ

ているエピジェネティックな低分子薬剤を添加した際に、筋管や筋組織の分化率や太

さと筋収縮活性が相関しないことを報告している （Fig. 1-3）23。この事実より、従来の

形態学的な評価よりも、筋肉の最も重要な機能である収縮活性を直接評価できる方法

の開発が重要であることが示唆されている。しかし、未だに薬剤スクリーニングなどへ

の応用が期待できるようなハイスループット性や生体を模倣した筋収縮モデルの報告

が少なく、生命維持を脅かす筋疾患治療を発展させるためにも新しい筋収縮モデル

の開発が必要である。 
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1. 1. 5 組織工学 

 

 組織工学は再生医療における重要な技術の一つとして、1980 年代から研究が進め

られている。Dr. Robert Langer と Dr. Joseph Vacanti らが 1993年に機能的な組織を作

製するには、細胞、足場、増殖因子の要素が必要不可欠であると提唱している 24。実

際に Vacanti らのグループはヌードマウスの背に人の耳の形をした組織を移植するこ

とで世界中を驚かせ、組織工学と再生医療が広く認知されるきっかけとなった(Fig. 1-

4)25。前述の 3 要素の中で最も重要な要素は細胞であり、細胞を用いないアプローチ

は組織工学、再生医療の定義からは外れてしまう。近年では 2006 年に京都大学の

山中 伸弥教授らによって induced pluripotent stem （iPS）細胞が作製されて以来、再

 

Figure 1-3. (A) Quantitative image analysis of myotube width in tissue-engineered skeletal 

muscle tissue constructs. The data are expressed as mean ± SD of three constructs. *P < 0.05 

vs. control. (B) The force generated by tissue-engineered skeletal muscle tissue constructs 

on day 7. The data are expressed as mean ± SD of three constructs. *P < 0.05 vs. control23. 

A B
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生医療研究と組織工学的アプローチに基づいた再生医療製品の開発が進められてき

た 26, 27。iPS 細胞をはじめとする幹細胞は様々な細胞種へと分化可能な多能性を有し

ており、生体外で患者由来の iPS細胞を増殖し、患者自身に移植することが可能であ

る。そのため、既存の他者からの臓器移植とは異なり、免疫拒絶やドナー不足の問題

を回避できる点で非常に有用なツールである。また、2016 年にアメリカでは食品医薬

品局 （FDA）が Regenerative Medicine Advanced Therapy （RMAT）を設け、組織工

学的に作製された製品を含む再生医療製品において審査や承認期間を短縮すること

で、迅速な製品化とその普及が期待されている。 

 

1. 2 本研究の方針 

 

 本研究では培養環境や使用する細胞が異なる筋収縮モデルを別々に構築すること

で、複数の状況に応じて薬剤スクリーニング等に適用可能な筋収縮モデルの構築を

試みた。1 つ目に筋収縮を司る運動神経細胞の機能を評価するために、運動神経細

胞と筋芽細胞の共培養系を 2 次元と 3 次元の両方で構築し、運動神経細胞からの刺

激で収縮する筋収縮モデルを作製した。2 つ目にこれまで当研究室で頻繁に扱って

 

Figure 1-4. An external stent was fixed on the outside skin of the polymer ear implant to 

maintain polymer mold shape. The tissue consisted of polymer matrices seeded with 

chondrocyte, implanted subcutaneously, and then fixed by means of an external stent of the 

same size and shape25. 
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いたマウス筋芽細胞株 C2C12 細胞ではなく、iPS 細胞由来筋芽細胞を新しい細胞源

として、既存の筋収縮活性を向上させる手法を組み合わせることで、新たな筋収縮モ

デルを構築するともに、そのモデルを患者由来の細胞に適用することにより病態細胞

の機能評価を行った。また、3 つ目にハイスループット性を有する筋収縮モデルを構

築し、モデル薬剤に対する収縮応答を観察することで作製した筋収縮モデルの有用

性を評価した。 

 

1. 3 本論文の構成 

 

 第 1 章では本研究に取り組むにあたり、研究背景や意義と共に本研究の方針につ

いても記した。 

 

 第 2 章では本研究に関連する分野の研究について記述し、研究背景と意義を明確

にした。2. 1節では筋収縮活性を向上させる研究について述べた。2. 2節では既存の

筋収縮モデルについて述べた。2. 3、4 節では筋収縮モデル作製にあたり、細胞源と

して有用であると考えられている iPS細胞由来筋芽細胞と iPS細胞から分化誘導した

筋肉の利用に関する研究について記述した。 

 

 第 3章では運動神経細胞を含む筋収縮モデルの構築を行った。マウス iPS細胞由

来運動神経細胞 （i-MN）と C2C12 細胞由来筋芽細胞からなる共培養で、平面培養

と 3 次元組織において神経筋接合を有する筋収縮モデルを構築することで、筋収縮

を指標として運動神経細胞の機能が評価できることを示した。 

 

第 4章では DMD患者由来 iPS細胞と遺伝子修復した iPS細胞から分化誘導し

た筋管に対して、筋収縮を指標とした機能評価を行った。電気刺激培養により iPS 細

胞由来筋管の機能向上が可能であることを示した一方で、DMD患者 iPS細胞由来筋

管においては電気刺激による細胞死が見られ、その原因が Ca2+依存のアポトーシス
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によるものであることを明らかにし、アポトーシス阻害剤を添加培養することで、筋収縮

活性を向上できることを示した。 

 

第 5 章ではマイクロデバイスを用いて、ハイスループット性を有する三次元筋組織

を構築した。マウス筋芽細胞株 C2C12 細胞と iPS 細胞のそれぞれからマイクロ筋組

織を作製し、複数の薬剤に応答した収縮活性の変化がみられた。 

 

 第 6章では本論文の総括を行うと共に、本論文の成果をもとに今後の展望について

記した。 
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第 2章 既往の研究 

 

2. 1 In vitroでの筋収取活性向上に関する研究 

 

2. 1. 1 電気刺激培養による筋収縮活性の向上 

 

 電気刺激 （EPS: Electrical pulse stimulation）は骨格筋の成熟を促す機械的刺激の

一つであり、筋肥大や筋力増強等の変化を引き起こすことが広く知られている。Inoue

らはラットの腓腹筋に対して電気刺激を与えた際の筋組織の変化を経時的に観察し

ている 28。電気刺激を与える日数が長期に及ぶほど、筋量やタンパク質含有量の増加

が見られた。加えて、筋繊維の断面積が増加した一方で、数が減少していた。これら

の結果は電気刺激によって筋組織が肥大化し、成熟したことを示唆している 28。さらに

電気刺激を与えた筋組織において筋肥大などを促進することが知られているテストス

テロンの代謝産物であるアンドロゲン受容体が増加することが報告されており、アンド

ロゲン受容体の増加がテストステロンに対する感受性を高め、筋肥大が誘発された可

能性が示唆された 28, 29。 

 また Ito らは C2C12 細胞から作製した筋組織に対して電気刺激培養する際に、印

加電圧、パルス幅、周波数といった電気刺激の条件を変えて最適な条件を検討して

いる 30（Fig. 2-1）。それにより、0.3 V/mm、4 ms、1Hz の条件で最も収縮力が増大した

ことが示されており、電気刺激培養が筋収縮活性の向上に有用な手段であることを示

唆している。 
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2. 1. 2 遺伝子導入による筋収縮活性の向上 

 

 筋組織の分化、成熟に関連する遺伝子は様々同定されており、それらを遺伝子導

入することで筋組織の強化が図られている。Ikeda らは Follistatin を導入した筋組織を

作製している。Follistatin は骨格筋量増加を抑制する Myostatin に直接結合すること

で、その働きを阻害する。Follistatin を導入した筋組織では遺伝子導入を行っていな

い組織と比較して、約 9 倍収縮力が向上しており、形態学的にもサルコメアが観察さ

れるなど、筋機能向上に有用な方法であることが示唆されている 23。 

また従来の in vitro で作製された筋組織は一定以上の厚みがあると、組織内部が乏

酸素状態になり、アポトーシスが起きてしまうことが問題であった。そこで Sato らは B-

cell lymphoma 2 （Bcl-2）に注目した 31。Bcl-2 はアポトーシスに関与するシトクロム C

のミトコンドリアからの放出を阻害することで、アポトーシスを抑制する 32。Bcl-2 を遺伝

子導入した筋組織では組織内部のアポトーシスが抑制されており、収縮力が約 2 倍

Figure 2-1. The effects of EPS on in vitro skeletal muscle tissues from days 4 to 7. 

(A) Peak twitch force generation of EPS-treated tissue constructs on day 7. (B) 

Relationship between %Pt at day 4 and force production at day 7. Data are shown as 

mean 6 SD of three constructs. *P＞0.05 vs. 0%Pt. (C–E) The effects of EPS 

frequency during myogenic differentiation on the force production (C), the amount 

of protein (D), and the number of nuclei (E) in the tissue constructs at day 7. The data 

are expressed as mean 6 SD of three constructs. *P＞0.05 vs. non-EPS constructs30. 
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向上していた （Fig. 2-2）。これは筋成熟に直接関与しない因子であっても、組織構築

を補助するような因子を用いることで筋収縮活性を向上できることを示唆している。 

 

2. 2 既存の筋収縮モデル 

 

2. 2. 1 In vitroにおける筋収縮モデル 

 

 In vitro での筋収縮モデルは薬剤スクリーニングだけでなく、バイオアクチュエータの

開発や移植組織の構築に向けても開発が求められている。Dennis らはラットの初代細

胞から三次元筋組織の構築を試みている 33。彼らの組織構築法では、初めにディッシ

ュの中心にアンカーを設置しておき、ディッシュにラットの初代筋芽細胞を播種する。

そして長期間培養することでディッシュから剥がれた細胞シートが中心のアンカーに対

して巻き付くことで、筋組織が構築される。この手法で作製された筋組織は内部で筋

管を形成しており、電気刺激に応答した収縮力を発揮することが報告されている 33。し

かしこの方法ではディッシュから細胞シートが剥離するタイミングをコントロールできな

い点が問題であった。この問題に対し、Okano らは温度応答性ポリマーの開発に成功

している 34。このディッシュは PIPAAm （poly（N-isopropylacrylamide））がコートされて

 

Figure 2-2. Representative peaks of the twitch force generated by the muscle bundles (left) 

and the fusion of tetanus of the muscle bundles (right) after 7 days of culture in the 

differentiation medium31.  
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おり、32℃以上ではディッシュ表面がわずかに疎水性となるため、細胞が接着可能だ

が、32℃以下では親水性となるために細胞がディッシュから剥離してしまう。実際に同

氏らはこの温度応答性ポリマーを利用して細胞シートの作製に成功しており、他の研

究者らもこのポリマーを利用して筋管細胞からなり、電気刺激に応答した収縮挙動を

示す細胞シートを作製した例が報告されている 35, 36。 

 その他の in vitro における筋収縮モデルの報告として、Ito らによって提案された機

能性磁性ナノ粒子 （MCL: Magnetite Cationic Liposome）を用いた方法 （Mag-TE: 

Magnetic force based-tissue engineering）がある 37。MCLは磁性ナノ粒子であるマグネ

タイト （Fe3O4）を正電荷脂質膜で包埋しており、細胞に取り込まれやすい性質を持つ。

この MCL により筋芽細胞を磁気標識し、磁力によって細胞を堆積させることで、細胞

シートや環状筋組織の構築が可能となる （Fig. 2-3）38。Mag-TE 法を筋組織構築に適

用する利点は細胞を高密度で集積させることで、筋分化誘導時の細胞融合促進につ

ながり、筋分化や筋成熟につながる点にある。 

 上述した筋組織は組織のサイズが大きいことから、96 well plateや 384 well plate等

に適用できないため、薬剤スクリーニングに利用する際にハイスループット性が乏しい

点が問題として挙げられる。Simizu らはこの問題を解決するために 96 well サイズに

収まるようなマイクロデバイスを利用することで、マイクロ筋組織の構築を試みている 39。

彼らは Polydimethylsiloxane （PDMS）を用いて 2本のポールを有する直径が 7 mm

のマイクロデバイスを開発した （Fig. 2-4）。2本のポールに対して巻き付くように細胞を

播種することで、マイクロ筋組織を構築することが出来る。このマイクロ筋組織は電気

刺激に応答した収縮力を発揮しており、dexamethazone を添加することで収縮力が減

 

Figure 2-3. Mag-TE methods. 

Magnetite cationic liposomes (MCLs)

・Including magnetite (Fe3O4)

・It was wrapped in lipid membrane.

Deposition by 

magnetic force Self-contraction

Hooking around two pins
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少した 39。 

 

2. 2. 2 In vivoにおける筋収縮モデル 

 

 動物実験は薬剤スクリーニングや移植実験において、臨床試験を行なう前に安全性

を確認するためには非常に有用な方法である。また、病態モデルの動物を使用するこ

とで、薬剤や遺伝子修復の効果を生検や動態によって評価できるため、現代でも欠か

せない実験手段の一つである。代表的な例として DMD の病態モデルである mdx マ

ウスは 1984 年に Bulfied らによって発見されて以来、DMD 研究に広く用いられてい

る 40。mdxマウスは DMD と同様に点変異がジストロフィン遺伝子に生じていることで、

ジストロフィンタンパク質が欠損している。しかし、骨格筋再生能が高いため、骨格筋の

繊維化や脂肪化の程度が低く、筋力についてもほとんど低下しないため、DMD の病

態進行を完全には反映できていない。一方で DMD 犬である CXMD 犬はエキソン 

7 に点変異を有しており、mdx マウスや DMD と同様にジストロフィンが発現していな

い 42。CXMD 犬は mdx マウスとは異なり、骨格筋において繊維化や脂肪化が見られ、

DMD の病態をよく反映している。Yokota らは前述したエキソンスキッピング法を 

CXMD 犬に対して適用した 20。その結果、ジストロフィンタンパク質の発現が回復した

だけでなく、行動機能が改善していたことから、筋機能も回復していることが示唆され

た。この成果は臨床試験の推進に大きく寄与したものの、CXMD 犬の利用は維持や

繁殖に多大な労力を要するという問題点を抱えている。 

 

Figure 2-4. (A) Configuration of the microdevice, (B) Image of the fabricated device, (C) 

Schematicdiagram of skeletal muscle tissue culture and electrical stimulation39. 

BA C
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2. 3 iPS細胞の筋分化誘導 

 

 iPS 細胞は患者由来の細胞を利用できるため、薬剤スクリーニングへの応用にも期

待されている。現在までに様々な細胞種への分化誘導法が確立されており、筋分化

に関しても複数の報告がなされている。Darabi らは筋衛星細胞のマーカーとして知ら

れる Pax7 に注目した 43。iPS 細胞から胚葉体を形成させ、その後、Pax7 陽性細胞を

回収した。筋分化誘導された Pax7陽性細胞は筋管様へと形態を変化させ、90%以上

が筋特異的マーカーである myogeninや MHCによって染色された。また Pax 7陽性

細胞を移植に用いることで筋力の上昇も見られた。しかしこの方法は胚葉体形成から 

1 ヶ月程度かかるため、より短期間で分化誘導できる方法が求められた。そこで 

Tanaka らは 1993 年に発見され、myogenin をはじめとする筋分化に関わる転写因子

の発現を制御することで知られる MyoD1を iPS細胞に遺伝子導入した 44, 45。その結

果、筋管様の細胞を 7 日間で得ることに成功し、分化誘導 14 日目には電気刺激に

応答した筋収縮も観察された。また筋分化効率も 80%程度と非常に高いものであった 

（Fig. 2-5）。 
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Uchimura らはこの手法を改良し、分化誘導 day 3において細胞をディッシュから剥

離して、別のディッシュに再播種する方法を開発した 46。この方法では従来法と比較し

てばらつきを示す変動係数が半分以下となっており、安定的な筋分化誘導に成功し

ている （Fig. 2-6）。この方法は 96 well plateや 384 well plateで利用できることから、

薬剤スクリーニングに適した筋分化誘導法であると考えられる。 

Figure 2-5. (A) A shematic of muscle differentiation protocol beginning with MyoD-

hiPSc. (B) Immuohistochemistry of differentiated MyoD-hiPSc for MHC (red). Scale 

bar = 100 µm. (C)Percentage of MHC positive cells per total cells following MyoD-

induced differentiation of 6 MyoD-hiPSc clones. (n=3 for each clone). Data are listed 

as mean ± S. D45. 
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2. 4 iPS細胞由来筋芽細胞を利用した研究 

 

2. 4. 1 iPS細胞由来筋芽細胞を利用した薬剤スクリーニング 

 

 Kokuboらは筋ジストロフィーの一つであるジスフェルリン異常症患者から iPS細胞を

作製した 47。ジスフェルリン異常症は細胞膜が損傷した際に起きる膜修復機能がジス

フェルリンの異常により弱まり、日常生活で骨格筋に対して蓄積したダメージにより四

肢の筋肉が動かなくなるために、Quality of life（QOL）が低下する疾患である。彼らは

前述の筋分化誘導法に則り、MyoD1 を遺伝子導入した iPS 細胞を 384 plate にて分

化誘導した。その結果、既存薬ライブラリーから抗がん剤として使用されていたノコダ

ゾールを見出し、ジスフェルリンの発現増加や膜修復機能が回復することが明らかに

なった （Fig. 2-7）。 

このような既存薬ライブラリーと患者由来 iPS 細胞を組み合わせた薬剤スクリーニン

グはその他の細胞種でも広く進められており、ALS 患者由来 iPS 細胞を用いた薬剤

スクリーニングによって見出されたボスチニブは既に臨床試験が始まっている 48。これ

らの事実から患者由来 iPS 細胞を利用した薬剤スクリーニングは有用であることが示

唆されている。 

 

 

 

Figure 2-6. Skeletal muscle differentiation of hiPSCtet-MyoDmC in 384multi-well plate by 

replating method. (A) Immunofluorescence images of MHC of myogenic differentiated 

hiPSCtet-MyoDmC cultured in 384 multi-well plate at day 9. (B) A heat-map analysis of 

myogenic differentiation efficiencies and total number of nuclei at day 9. (C) A statistical 

analysis of skeletal muscle differentiation efficiencies and total number of nuclei between 

direct plating and replating methods in 384multi-well plate at day 9 46. 
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2. 4. 2 iPS細胞由来筋芽細胞を利用した遺伝子修復 

 

 近年では遺伝子編集技術の発展が進み、実験動物だけでなく iPS 細胞を利用した

遺伝子修復に関する研究も盛んに行われている。患者由来 iPS 細胞の筋分化誘導

は前述したジスフェルリン異常症だけでなく、DMD 患者由来 iPS 細胞の筋分化誘導

も行われている。Li らは DMD 患者由来 iPS 細胞に対して MyoD1 遺伝子を発現さ

せることで、筋分化誘導に成功している 49。そしてその細胞は DMD に見られるジスト

ロフィンタンパク質の欠損が見られた。また同氏らは遺伝子編集技術である CRISPR-

Cas9 技術を利用して、ヒト iPS 細胞においてジストロフィン遺伝子の回復を試みている

49。CRISPR-Cas9 （clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR 

associated protein 9）技術には、エンドヌクレアーゼである Cas9 とターゲットとなる遺伝

子配列に相補的な gRNAが使用される 50。Cas9と gRNAが複合体を形成することで、

gRNA が Cas9 をターゲットとなる遺伝子配列に誘導し、切断する。その後、相同組み

換え修復の経路を利用することで任意の遺伝子を目的部位にノックインすることが出

 

Figure 2-7. (A) Schematic representation of the protocol for myocyte differentiation 

and small molecule screening. (B) Schematic representation of the screening steps. 

Nocodazole was identified as the most effective molecule from the 622 compounds tested. 

(C) Result of the primary screen assay47.  

A

B C D
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来る遺伝子編集技術である。この技術を用いて、ジストロフィン遺伝子のエキソン 44

に欠損を持つ DMD 患者由来 iPS 細胞に対してエキソン 44 をノックインした。そして

その細胞を MyoD1 を遺伝子導入することで分化誘導した筋管がジストロフィンタンパ

ク質の発現が回復したことを確認している （Fig. 2-8）。 

 

Figure 2-8. Immunofluorescence staining of skeletal muscle cells differentiated from the 

corrected clones. A z axis section of the confocal microscopy image shows submembrane 

localization of the dystrophin protein in the healthy control and all corrected clones, but not 

in the uncorrected original DMD iPSCs. The cells were stained by DAPI, a marker of skeletal 

differentiation (myosin heavy chain [MHC]), in red and an antibody that detects the rod 

domain of dystrophin (DYS1) in green. Scale bar, 50 mm49. 
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第 3章 iPS細胞由来運動神経細胞を用いた           

筋収縮モデルの構築 

 

3. 1 緒言 

 

 近年、ALSをはじめとする神経疾患の in vitroでの薬剤スクリーニングに対して iPS

細胞由来運動神経細胞の応用が注目されている 48, 51。運動神経細胞の最も重要な機

能は神経筋接合部を介して筋肉の収縮を引き起こすことだが、従来の薬剤スクリーニ

ング法では運動神経細胞の生存率、形態、遺伝子発現挙動などに焦点があてられて

おり、神経筋接合を介した筋収縮により運動神経細胞の機能を評価した研究は未だ

少ない。以前当研究室では、ラット副腎褐色細胞株 PC12 細胞とマウス筋芽細胞株 

C2C12 細胞を用いて神経筋接合モデルを開発したが、神経伝達物質であるグルタミ

ン酸（L-glutamate）に対する応答した筋収縮はみられていない 52。そのため、筋収縮を

指標として、運動神経細胞からのシグナル伝達に基づいた神経筋接合モデルの開発

が必要である。 

 iPS 細胞から神経系の細胞への分化誘導法の一つに stromal cell-derived inducing 

activity （SDIA）法があり、この方法ではマウスストローマ細胞 （PA6 細胞）をフィーダ

ー細胞として使用するだけで神経系への分化誘導が可能である 53, 54。当研究室では

PA6細胞に対して N-カドヘリン遺伝子を高発現させてフィーダー細胞として用いること

で、マウス iPS 細胞から運動神経細胞への分化誘導が促進できることを報告している

55。加えて、機能性磁性ナノ粒子で細胞を磁気標識し、磁力によって細胞を積層させ

ることで組織体を作製するMag-TE法の研究も進めている 37, 38。 

 そこで本章では in vitro において神経筋接合モデルを作製するために、マウス iPS

細胞と C2C12 細胞からそれぞれ分化誘導した運動神経細胞と筋芽細胞の共培養を

行った。そして平面培養と Mag-TE 法を利用した複合三次元筋組織において、神経

筋接合を介した筋収縮挙動を調べ、運動神経細胞の機能を評価可能な筋収縮モデ

ルの構築を試みた。 
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3. 2 平面における マウス iPS 細胞由来運動神経細胞と C2C12 細胞の

共培養 

 

3. 2. 1 本節の目的 

 

 前述したように、以前当研究室では PC12 細胞と C2C12 細胞からなる神経筋接合

モデルを作製している 52。しかし、この神経筋接合モデル系は神経伝達物質であるグ

ルタミン酸に対する応答は見られておらず、発展の余地がある。また株化細胞である 

PC12 細胞でなく iPS 細胞を用いることでモデル系としての有用性が高まると考えられ

る。そこで本節では、平面培養において i-MN と C2C12細胞を共培養することで新た

な神経筋接合モデルの作製を試みた。 

 

3. 2. 2 実験方法 

 

（1） 細胞培養 

 

マウス iPS細胞の未分化維持培養に用いるMouse embryonic fibloblast （MEF）は

MilliQ （450 ml）  に 4.5 g/l Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high glucose 

（DMEM （h）: Sigma-Aldrich）、3.7 mg/ml 炭酸水素ナトリウム （Fujifilm Wako Pure 

Chemical）、0.05 mM ペニシリン Gカリウム （Fujifilm Wako Pure Chemical）、50 g/ml 

ストレプトマイシン硫酸塩 （Fujifilm Wako Pure Chemical）を加え、1 M HCl （Fujifilm 

Wako Pure Chemical）で pH 7.0に調製し、ウシ胎児血清 （FBS） 50 mlを加えて、よく

混合した培地 （以下、MEF用培地）により培養した。PA6/N 細胞は Paerwen Paerhati

氏から提供して頂いた 55。培養は α-MEM （Invitrogen）に 10% FBS、0.05 mM ペ

ニシリン G カリウム、50 g/ml ストレプトマイシン硫酸塩を混合した培地 （PA6/N 用培

地）にてCollgen-Coated Dish Type Ⅰ （AGC Techno Glass）上で行った。マウス iPS細

胞は iPS-MEF-Ng-20S-17株 （Riken）を使用した。培養培地は Knock-out Dulbecco’s 
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Modified Eagle’s Medium （Invitrogen）に、15 % Knock-out Serum Replacement（KSR: 

Invitrogen）、50 g/mlストレプトマイシン硫酸塩、0.05 mMペニシリンGカリウム、4 mM 

L-グルタミン （Fujifilm Wako Pure Chemical)、0.1 mM非必須アミノ酸 （Invitrogen）、

100 M 2-メルカプトエタノール （Thermo Fisher Scientific）、1000 unit/ml 白血病阻害

因子 （LIF: Millipore）を添加した培地 （以下マウス iPS細胞未分化維持培地）を用い

た。またマウス iPS 細胞は未分化状態維持のため、マイトマイシン C （Nakalai Tesque）

により処置した MEF 上で培養し、毎日培地交換を行った。C2C12 細胞 （ATCC: 

American）の培養には増殖培地として DMEM-low glucose （DMEM （l）: Sigma-

Aldrich ）に  56℃、 30 分で非動化した FBS 、 5.96 mg/ml HEPES （Dojindo 

Laboratories）、3.7 mg/ml 炭酸水素ナトリウム、0.05 mM ペニシリン G カリウム、50 

g/ml ストレプトマイシン硫酸塩を加えたものを用いた。 全ての細胞は 37 ℃、5 % 

CO2、95 % airの CO2インキュベーターで培養した。 

 

（2） MEFの取得 

 

 妊娠 14日目のマウス（Balb/c: 日本 SLC）を頚椎脱臼させ、ベンザルコニウム塩化

物消毒液 （オスバン: Takeda）に浸し消毒した。リン酸緩衝生理食塩水（PBS）15 mlを

入れた 10 cm滅菌シャーレ （As One）を 3枚用意し、胎児を子宮ごと取り出し、1枚目

のシャーレに入れて洗浄した。2 枚目のシャーレに移し、子宮から胎児を取り出して膜

を取り除いた後、内臓と頭を取り除いた。これを 3枚目のシャーレに移し、はさみでなる

べく細かく切り刻んだ。次に、0.1 %トリプシン/0.2 % EDTA 溶液をプラスチックピペット

（Greiner）で 20 ml 加えた組織懸濁液を C-Tube （Militenyi Biotec）に移し、

gentleMACS Dissociators （Militenyi Biotec）により、細胞を分離した。MEF 用培地を

加えてトリプシンの反応を停止させ、自然沈降により組織体が沈降した後で、上清を回

収した。回収した上清を 4℃、1000 rpm、5 minで遠心分離した。回収した細胞の数を、

血球計算板及び 0.5 %トリパンブルー- PBS を用いたトリパンブルー色素排除染色法

にて測定 （以下、セルカウント）し、100 mm ディッシュ（Thermo）に 1 枚当たり 1×106 
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cellsで播種し、37 ℃、5 % CO2、95 % airの CO2インキュベーターで培養した。翌日

MEF 用培地で培地交換を行った。コンフルエントに達したところでトリプシン処理を行

い、遠心分離にて細胞を回収した。これに MEF 用培地 900 l、ジメチルスルホキシド

（DMSO: Fujifilm Wako Pure Chemical）100 l 混ぜた溶液で懸濁し凍結した。なお、

解剖に用いたはさみ、ピンセットは乾熱滅菌した。 

 

（3） SDIA法によるマウス iPS細胞の運動神経分化誘導 53-55 

 

  分化誘導 day 0 において PA6/N 細胞に終濃度 1 µg/ml で Dox を添加した。翌

日、2.0 × 105cells/wellで Collagen 6 well-plate （AGC techno Glass）上に PA6/N細

胞を播種した。分化誘導 day 2 で、マウス iPS 細胞を 1.1×103cells/well でコンフルエ

ントに達した PA6/N細胞上に播種し、マウス iPS細胞未分化維持培地から LIFを除

き、終濃度 1 µg/ml で Doxycycline （Dox: Sigma-Aldrich）を加えた培地 （マウス 

iPS 細胞分化誘導培地）にて培養した。分化誘導 day 6 神経系から運動神経細胞へ

と機能分化させるためにマウス iPS 細胞分化誘導培地に 0.2 µM All-trans retinoic 

acid （RA: Fujifilm Wako Pure Chemical）と 1 µM purmorphamine （Sigma-Aldrich）を

加えた運動神経分化誘導培地にて分化誘導 day 10 まで培養を行った。分化誘導 

day 2以降は 2日に 1回培地交換を行った。 

 

（4） i-MN と C2C12細胞の共培養 

  

 i-MN と C2C12 細胞を共培養するため、初めに  C2C12 細胞を  35 mm dish 

（Thermo Fisher Scientific）に 3.0 × 104 cells/wellで播種し、C2C12増殖培地にてコン

フルエントになるまで培養した。3. 2節 2項 （3）に示す方法で分化誘導した i-MNを

papain dissociation method （Worthington Biochemical）を利用してディッシュから剝が

し、回収した細胞を Collgen-Coated Dish Type Ⅰに播種し、30 分後に上清を回収す

ることで i-MN と PA6/N 細胞をはじめとする i-MN 以外の細胞を分離した。回収した 
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i-MNをコンフルエントになっている C2C12細胞上に 3.2 × 105 cells/wellの細胞密度

で播種した。培養は運動神経分化誘導培地から RA と purmorphamine を除いた培

地と、C2C12増殖培地の血清を 2% 仔牛血清に置き換えた培地を 1 : 1で混合した

培地にて 7日間行った。培地交換は毎日行った。 

 

（5） 免疫染色 

 

 Day 10 まで分化誘導を行った細胞を 4% PFAにて室温で 15分間反応させて固定

した。次に細胞を 1×PBSにて 3回洗浄後、0.2% TritonX-100溶液 （Fujifilm Wako 

Pure Chemical）に室温で 15 分間インキュベートし、膜透過処理を行った。再度 1×

PBS で 3 回洗浄し、1×PBS に Bovine serum albumin （BSA: Fujifilm Wako Pure 

Chemical）を加えた 1% BSA溶液を使用して、室温で 30分間インキュベートしブロッ

キングした。次に運動神経分化誘導評価に関しては 1% BSA 溶液に抗 βⅢ-tubulin

抗体 （R & D Systems）を 1.5 µg/ml、抗 HB9抗体 （Bioss） 5 µg/mlの濃度で調製し

た溶液に交換し 24 時間 4℃でインキュベートした。共培養時の運動神経細胞は抗 β

Ⅲ-tubulin 抗体のみを用いて一次抗体と室温で 3 時間反応させた。また筋管の染色

に関しては抗 α-actinin 抗体 （Sigma-Aldrich）を 1/1000 濃度で 1% BSA 溶液に加

え、1時間室温でインキュベートした。24時間後、１×PBSで 3回洗浄し、1% BSA溶

液で濃度を 1:1000 で調製した 2 次抗体 Alexa Fluor 488 （green）、Alexa Fluor 546 

（red） 入り溶液、さらに 4′,6-diamidino-2-phenylindole （DAPI: Invitrogen）を加え 45

分間インキュベートした。3回 1×PBSで洗浄後、1×PBSを加え、BZ-9000蛍光顕微

鏡 （Keyence）にて観察した。  

 

（6） 細胞の形態学的観察 

 

 βⅢ-tubulin、HB9、α-actininの陽性面積は 1 wellにつき 5枚ずつ 3 well分写真を

撮影し、BZ-Analyzer ソフトウェア （Keyence）にて算出した。また撮影した写真から 
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1well につき 25、10 細胞ずつ 3 well 分をそれぞれ神経突起の長さと筋管の太さ 

BZ-Analyzer ソフトウェア （Keyence）を用いて算出した。 

 

（7） 筋管の収縮挙動の観察 

 

 共培養を 7日間行った細胞に対して、BZ-9000蛍光顕微鏡にて 5視野分の動画を

撮影した。次に 800 µM L-glutamate （Sigma-Aldrich）を添加して、1分後に前述と同

様の視野を動画で撮影した。さらに 50 µM curare （Tokyo Kasei Kogyo）添加して前

述と同様の視野を動画で撮影した。その後、1 well当たり 3本の筋管の動きを 3 well

分、撮影した動画より motion analyzer ソフトウェア （Keyence）にて解析した。動画の

撮影時、観察用培地として神経伝達物質を含まない DMEM （l）を用いた。 

 

（8） 統計解析 

 

 統計解析はマンホイットニー順位和検定を用いて行い、P ≺ 0.05 の時、有意差があ

ると判断した。 

 

3. 2. 3. 実験結果と考察 

 

（1） マウス iPS細胞の運動神経細胞への分化誘導 

 

 PA6/N 細胞を用いて SDIA 法によりマウス iPS 細胞から運動神経細胞へと分化誘

導を行った。運動神経細胞へと分化しているかを確認するために、神経マーカーであ

る βⅢ-tubulin （TuJ）、運動神経マーカーである HB9 をそれぞれ赤と緑で染色し、

観察した （Fig. 3-1）。TuJ と HB9で染色された細胞集団 （コロニー）が観察されたこと

からマウス iPS 細胞から運動神経細胞への分化誘導に成功したと考えられる。また、

HB9陽性面積は TuJ陽性面積の約 50%であり、この結果は以前の報告とほとんど一
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致していることから同程度の細胞数の i-MNを得ることが出来たと考えられる 55。 

Figure 3-1. Motor neuronal differentiation of mouse iPS cells by SDIA method. iPS cells were 

cultured on PA6/N feeder for 8 days. (A) Fluorescence microscopy of i-MNs stained with anti-

HB9 antibody (green, motor neuronal marker), anti-TuJ antibody (red, neuronal marker), and 

DAPI (blue, nucleus). Scale bars, 400 µm. (B) Quantitative analysis of HB9- and TuJ-positive 

area. Data are expressed as means ± SD (n=3). 
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（2） i-MN と C2C12細胞の共培養による i-MN と筋管の形態に対する影響 

 

 次に、共培養が i-MN と C2C12 細胞由来筋管それぞれどのような効果を示すかを

細胞の形態を観察することで調べた。共培養から 7 日後、神経成熟の指標である神

経突起の長さを TuJ で染色された免疫染色画像から測定したところ、i-MN を単独で

培養した条件と比較して、約 1.8 倍伸張していることが分かった（Fig. 3-2）。生体にお

いて筋肉は brain-derived neurotrophic factor （BDNF）をはじめとする様々な神経栄

養因子を放出しており、BDNF は Tyrosine kinease B （TrkB）経路を介して下流の遺

伝子を制御することで、神経系への分化や成熟そして神経突起の伸長を促進すること

が知られている 56。今回使用した C2C12細胞もBDNFなどを放出することが報告され

ていることから、C2C12細胞との共培養により i-MNの神経突起が伸長したものと考え

られる 56。また Greene らの報告からも C2C12細胞と PC12細胞の共培養系において

も、PC12 細胞由来神経様細胞において突起の伸長が見られており、今回の結果と符

合するものであった 57。 
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一方で筋管も同様に共培養 7 日目に免疫染色後、筋管の形態を観察したが、筋

管の太さ、筋管面積共に i-MN との共培養による有意差は見られなかった （Fig. 3-3）。

この結果から、i-MN との共培養は筋成熟の指標である筋肥大に寄与しておらず、筋

管の太さ、面積共に有意差が見られなかったため、筋分化に対しても寄与しないこと

が示唆された。 

Figure 3-2. Morphological observation of i-MNs in co-culture with C2C12-derived 

myotubes. i-MNs were cultured with or without C2C12 cells for 7 days. (A) 

Fluorescence microscopy of cells immunostained with anti-TuJ antibody and DAPI. 

Scale bars, 200 µm. (B) Quantitative analysis of neurite lengths. Data are expressed 

as the mean ± SD (n=3). *P < 0.05. 
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（3） 神経筋接合を介した C2C12細胞由来筋管の収縮挙動解析 

 

 平面培養での共培養において、i-MN と C2C12細胞由来筋管との間に神経筋接合

が形成されているかを調べるため、神経伝達物質である L-glutamate に応答した筋収

縮の有無を動画解析により調べた （Fig. 3-4）。動画解析の結果より、C2C12細胞のみ

の培養条件では、L-glutamate の添加の有無に関わらず、筋収縮は見られなかった。

一方で、i-MN と共培養した条件では L-gulutamate の添加に応じて収縮する筋管が

見られ、平均で 2.16 ± 0.44 µm 動いていた。加えて、curare の添加に応じた収縮

挙動の変化を調べた。Curare は筋管上のアセチルコリン受容体に結合して運動神経

細胞から放出されたアセチルコリンの働きを阻害することで、筋収縮を停止させる働き

がある。i-MN との共培養条件において L-gulutamate の添加により収縮していた筋管

が curare を添加することで収縮が停止した。これらの結果は i-MN と C2C12 細胞由

来筋管との間に神経筋接合が形成されたことを示唆しており、平面培養において新た

な神経筋接合モデルの構築に成功したと考えられる。 

Figure 3-3. Morphological observation of C2C12-derived myotubes in co-culture with i-MNs. 

C2C12 cells were cultured with or without i-MNs for 7 days. (A) Fluorescence microscopy 

of cells immunostained with anti-α-actinin antibody and DAPI. Scale bar, 100 µm. (B, C) 

Quantitative analysis of myotube widths (B) and α-actinin positive areas (C) with or without 

i-MNs. Data are expressed as the mean ± SD (n=3). 
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Figure 3-4. Evaluation of contractile activity for 2D myotubes. Contractile activity of 

C2C12-derived myotubes in mono-culture (A), or co-culture with i-MNs (B). (C) 

Quantitative analysis of the displacement of C2C12-derived myotubes co-cultured 

with i-MNs. N.D., not detected. For each condition, three myotubes were analyzed for 

measurement of myotubes displacement. Data are expressed as the mean ± SD (n=3).  
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3. 2. 4 本節のまとめ 

 

 i-MN と C2C12 細胞を共培養することで、i-MN の成熟が促されていた一方で、

C2C12細胞の筋分化と筋成熟は促進されなかった。また L-glutamate添加による筋収

縮および curare 添加による筋収縮の停止が見られたことから、平面での共培養にお

いて、i-MN と C2C12 細胞由来筋管との間に神経筋接合が形成されたと考えられる。

これにより筋収縮を指標とした新たな平面培養における薬剤スクリーニング系が構築

できたと考えられる。 

 

3. 3 i-MN と C2C12細胞からなる複合三次元筋組織の構築 

 

3. 3. 1 本節の目的 

 

3. 2節では平面での i-MN と C2C12細胞との間に神経筋接合が形成されたことが分

かった。そこで本節では Mag-TE 法を利用して i-MN と C2C12 細胞からなる複合三

次元筋組織を構築し、三次元組織においても神経筋接合が形成されるかについて検

討した。 

3. 3. 2 実験方法 

 

（1） MCLの作製 37 

 

 粒子系 10 nmのマグネタイト （Fe3O4; Dai-ichi High Frequency）を 1時間超音波処

理することで分散マグネタイト溶液を得た。次にそれぞれクロロホルムに溶解した正電

荷 脂 質 で あ る  N-(α-trimethylammonioacetyl)-didodecyl-D-glutamate chloride 

（TMAG） （NOF Corporation）、リン脂質である dilauroylphosphatidylcholine （DLPC）

（NOF Corporation）、と dioleoylphosphatidyl-ethanolamine （DOPE）（NOF Corporation）

を 1 : 2 : 2で混合し、疎水性処理を施したナス型フラスコに加えた。フラスコ内壁に均



                                                

              

第 3章 iPS細胞由来運動神経細胞を用いた筋収縮モデルの構築 

33 

 

等に脂質膜が形成されるようにロータリーエバポレーターで吸気しながら、37℃で 1

時間湯浴攪拌した。脂質膜形成後、10 mg/mL に調製した分散マグネタイト溶液を脂

質膜が形成されたナス型フラスコに加え、15 分間ボルテックス攪拌することで、マグネ

タイトを脂質膜で包埋した MCLを作製した。最後に分散・滅菌処理のため、1時間超

音波により処理した。 

 

（2） Mag-TE法を利用した人工筋組織の作製 23, 30-32, 38, 52 

 

 Mag-TE 法により組織を作製するため、80％コンフルエントまで培養した C2C12 細

胞を 100 pg/cellsの濃度でMCLを加えた培地により 4時間培養することで磁気標識

した。組織 1つにつき、0.3 % Type Ⅰ collagen solution （Nitta Gelatin） 56 µL、10 

× DMEM （l） 7 µL、再構成溶液 （0.05 N NaOH溶液 100 mLに対して、NaHCO3 

2.2 g、HEPES 4.77 gを溶解した溶液） 7 µL、Matrigel （Corning） 15 µL、細胞溶液 

（C2C12 細胞増殖用培地に C2C12 細胞 1.0 × 106 cells/tissue と i-MN 0-2.0 × 106 

cells/tissue を混合） 50 µL の割合で混合した混合溶液を調製した。調製は全て氷上

で行った。事前に低接着 24 well plate （Corning）の wellの中心に直径 11 mmのポ

リカーボネート製円柱をグリースにより固定しておき、1 wellあたり混合溶液 150 µLを

ポリカーボネート製円柱と well壁面の隙間に播種した。播種した細胞を 0.4 Tの磁石

の上に置き、5 分間 37℃でインキュベート後、C2C12細胞増殖用培地を 1 mL加え、

再度 37℃でインキュベートした。12 時間後、ポリカーボネートに巻き付いた環状筋組

織を取り外し、虫ピン （Siga）を用いてシリコンラバー上に固定した。シリコンラバーに

ついては 35 mm dishに設置した。また虫ピン同士の感覚は 1 cm とした。その後、培

養は運動神経分化誘導培地から RA と purmorphamine を除いた培地と、C2C12 増

殖培地の血清を 0.4% Ultroser G （Pall）に置き換えた培地を 1 : 1で混合した培地に

て 5% CO2インキュベーター内で 7日間行った。 
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（3） 三次元筋組織の染色 

 

 筋管上の AChR を染色するため、組織作製 7 日目に 2 µg/ml Alexa Fluor 647-

conjugated bungarotoxin （Termo Fisher Scientific）を培地に加え、1 時間、37℃でイン

キュベートした。その後、4% PFA にて室温で 15 分間反応させて固定した。次に組織

を 1×PBS にて 3 回洗浄後、0.2% TritonX-100 溶液に室温で 15 分間インキュベー

トし、膜透過処理を行った。再度 1×PBS で 3 回洗浄し、1×PBS に BSA を加えた 

1% BSA溶液を使用して、室温で 30分間インキュベートしブロッキングした。次に 1% 

BSA溶液に抗 HB9抗体 5 µg/ml、抗 α-actinin抗体を 1/1000の濃度で調製した溶液

に交換し 24 時間 4℃でインキュベートした。24 時間後、１×PBS で 3 回洗浄し、1% 

BSA溶液で濃度を 1:1000で調製した 2次抗体Alexa Fluor 488 （green）、Alexa Fluor 

546 （red） 入り溶液、を加え 45分間インキュベートした。3回 1×PBSで洗浄後、1×

PBSを加え、共焦点レーザー顕微鏡 （Olympus）にて観察した。 

 

（4） 三次元筋組織の収縮力測定 23, 30-32, 28, 52 

 

 4 lane培養プレート （Nalgen Nunc International）に DMEM （l）を観察用培地として

加えた後、人工筋組織を設置した。次に筋組織を固定していた虫ピンを一つ取り外し、

張力変換機の先に設置した虫ピンに固定した。その後、LabView ソフトウェア 

（National Instruments）を用いて収縮力応答の解析を行った。次に 800 µM L-

glutamate を添加して、1 分後に前述と同様に収縮力応答の解析を行った。L-

glutamate添加後に収縮力を測定した組織に対して、1.2 mM curare添加し、5分後に

再度収縮力応答を解析した。 

 

（5） 統計解析 

 

統計解析はマンホイットニー順位和検定を用いて行い、P ≺ 0.05 の時、有意差がある
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と判断した。 

 

3. 3. 3 実験結果と考察 

 

（1） i-MN と C2C12細胞の最適な細胞混合比の検討 

 

 初めに、Mag-TE 法を利用した三次元筋組織作製における i-MN と C2C12 細胞の

最適な細胞混合比を決定するため、組織 1つあたりに含まれる C2C12細胞の数を 1 

× 106 cells/tissueで固定しながら、i-MNを 1.0、1.5、2.0 × 106 cells/tissueで混合した

複合三次元筋組織を作製し、各条件の自発収縮力を評価した （Fig.3-5）。C2C12 細

胞からなる筋組織と比較して、i-MN を加えることで自発収縮力が有意に向上しており、

1.5  × 106 cells/tissue以上 i-MNが含まれている条件で収縮力が一定となった。これ

は i-MN の混合数が増加することで神経支配を受ける筋管が増え、それに伴い自発

収縮力が増大したもの考えられる。そこでこれ以降の実験では C2C12細胞と i-MNの

細胞数をそれぞれ 1.0、1.5 × 106 cells/tissueで組織を作製した。 

Figure 3-5. Effects of co-culturing with i-MNs on contractile force spontaneously generated 

by 3D muscle tissues. Co-cultured tissues were constructed by using various number of 

C2C12 cells and i-MNs, and the contractile force spontaneously generated by 3D muscle 

tissues were measured by using a force transducer. Data are expressed as means ± SD (n=3). 

*P < 0.05. 
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（2） 三次元筋組織の形態学的観察 

 

 神経筋接合部の特徴として、運動神経細胞のシナプスから放出された agrin により

筋管上で AChRが集積することが知られている 7, 8。i-MN を含む複合三次元筋組織

において、神経筋接合部における筋管上の AChR が集積しているかを調べるため

に、AChR、i-MN、筋管の三重染色を行った （Fig. 3-6）。AChRの染色にはヘビ毒の

一種である α-bungarotoxin （α-BTx）を使用した。C2C12 細胞のみからなる三次元筋

組織では AChRの集積は見られなかった。一方で、i-MNを含む複合三次元筋組織

では、i-MN と筋管が接している部分において AChR が集積している様子が観察さ

れた。この結果より、Mag-TE 法により作製された複合三次元筋組織において、形態

学的観点から神経筋接合が形成されたことが示唆された。 

 

 

 

Figure 3-6. Immunohistological observation of 3D myotubes. Confocal laser microscopy of 

3D muscle tissue constructs stained with anti-HB9 antibody (green, motor neuronal marker), 

α-BTx (blue, α-bungarotoxin, acetylcholine receptor marker), and anti-α-actinin antibody 

(red, myotube marker). Scale bars, 10 µm. 
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（3） 三次元筋組織の収縮力評価 

  

最後に複合三次元筋組織が神経筋接合を介した収縮応答を示すかを調べた 

（Fig. 3-7）。その結果、C2C12 細胞のみからなる三次元筋組織では L-gultamate や 

curare を添加に応じた収縮力の変化は見られなかった。また、i-MN を含む複合三次

元筋組織では L-glutamate の添加に応じた収縮力が向上する傾向にあったものの、

有意差は見られなかった。一方で、curare を添加することにより、C2C12 細胞のみから

なる三次元筋組織と同程度のレベルまで自発収縮力が有意に低下した。これらの結

果は i-MN を含む複合三次元筋組織において神経筋接合が形成されているものの、

L-glutamate の添加に関わらず i-MN がアセチルコリンを放出している可能性を示唆

している。この原因として培養培地として用いた構成成分が非公開となっている KSR

中に神経伝達物質が含まれており、三次元筋組織がゲルに包埋されているために神

経伝達物質が組織内に残留し、自発収縮の向上に寄与したものと考えられる。 
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3. 3. 4. 本節のまとめ 

 

 本節では i-MN と C2C12 細胞からなる複合三次元筋組織において神経筋接合が

形成されるかを調べた。I-MNとC2C12細胞由来筋管が接している部分において筋管

上の AChR の集積が見られたことから、形態学的に神経筋接合が形成されたことが

示唆された。また、L-gultamate や curare の添加に応じて収縮力の挙動が変化したこ

とからも、複合三次元筋組織において神経筋接合が形成されているものと考えられる。 

 

3. 4 本章のまとめ 

 

 本章では初めに i-MN と C2C12 細胞を共培養した際に i-MN の形態に関しては神

経成熟を示唆する様子が観察された一方で、筋管に対する影響は見られなかった。

Figure 3-7. Evaluation of contractile force generation for 3D muscle tissue constructs. The 

contractile force levels generated by 3D muscle tissue constructs were measured using a force 

transducer. (A, B) Profiles of contractile forces generated by 3D myotubes in mono-culture 

(A) or co-culture with i-MNs (B). (C) Quantitative analysis of the contractile force levels 

generated by 3D myotubes. Data are expressed as the mean ± SD (n=3). *P < 0.05. 
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神経成熟に関しては過去の報告と一致しており、BDNF 等の神経成長因子によるもの

と考えられる。 

また、i-MN と C2C12 細胞を共培養することで、平面培養だけでなく三次元組織に

おいても収縮挙動解析の結果から L-glutamate や curare に応答したため、神経筋接

合が形成されたことが示唆された。これらの結果より、i-MN の機能を筋収縮活性によ

って評価可能な新しい筋収縮モデルの構築に成功した。 

 本章で作製した筋収縮モデルでは神経筋接合が形成されているため、ALS をはじ

めとする神経原生筋委縮だけでなく、神経筋接合に異常が生じる疾患に対しての適

応も可能であると考えられる。 
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第 4章 患者由来 iPS細胞を用いた筋収縮モデルの構築 

 

4. 1 緒言 

 

 DMDは筋疾患の一つで、筋力が低下することで多くの患者が 30代で死に至ってし

まう病である 16。DMD に対する効果的な治療法は未だに存在しない。DMD では 79

ものエキソンからなる巨大なタンパク質であるジストロフィン遺伝子のエキソンの一部に

欠損や重複が生じ、正常なジストロフィンタンパク質が複製されない 17。ジストロフィン

が存在しないことにより、細胞死が誘導されるために DMD の筋委縮という症状が引き

起こされる。DMD の治療法確立のためのモデル動物として、mdx マウスが一般に用

いられている。mdx マウスは DMD と同様にジストロフィン遺伝子が欠損しており、ジス

トロフィンタンパク質が複製されないという点で似ている 44。しかし、DMD と異なり、筋

力の低下や寿命の減少などは見られないことから、DMD の病態を完全に模倣してい

るとはいえない。 

 近年では DMD 治療薬を探索するため、健常人由来 iPS 細胞から MyoD1 を遺伝

子導入して筋芽細胞を作製した報告があり、この手法は DMD 患者由来 iPS 細胞だ

けでなく、DMD を CRISPR-Cas9 技術により治療した iPS 細胞にも応用されている 46, 

49。しかし、これら iPS 細胞から分化誘導した筋管における電気刺激を印加した際の

収縮挙動については未だ詳細には調べられていない。 

 これまでに当研究室では C2C12 細胞から分化誘導した筋管を電気刺激培養するこ

とで、収縮活性が向上することを報告している 30, 58。そこで本章では、健常人由来 iPS

細胞 （healthy-iPSc）、DMD 患者由来 iPS 細胞 （DMD-iPSc）、DMD を CRISPR-

Cas9技術により遺伝子修復した iPS細胞 （Cri-iPSc）のそれぞれから筋管へと分化誘

導し、電気刺激培養による収縮活性への影響を調べた。 
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4. 2 RA添加培養による iPS細胞の筋分化効率の向上 

 

4. 2. 1 本節の目的 

 

 筋管の機能を評価するためには、より多くの筋管を得る必要がある。そこで、本節で

は筋分化効率を促進する報告のあった RA を 3 種類の細胞株において添加培養す

ることで、分化効率向上を試みた 59-61。 

 

4. 2. 2 実験方法 

 

（1）細胞培養 

 

全ての細胞は京都大学の櫻井英俊 准教授と堀田秋津 博士より提供して頂いた。

Healthy-iPSc は 409B2 株に対して puromycin 耐性遺伝子を有するテトラサイクリン誘

導性 MyoD1 発現ベクターを導入することで作製された 46。DMD-iPSc はジストロフィ

ン遺伝子のエキソン 44 が欠損している DMD 患者由来 iPS 細胞 （CiRA00111）に対

して neomycin耐性遺伝子を有するテトラサイクリン誘導性 MyoD1発現ベクターを導

入することで作製された 49。Cri-iPScは CiRA00111に対して CRISPR-Cas9技術によ

りジストロフィン遺伝子のエキソン 44を knock in した細胞 （CiRA00111-CKI-C2）に、

neomycin 耐性遺伝子を有するテトラサイクリン誘導性 MyoD1 発現ベクターを導入す

ることで作製された 49。 

 iPS細胞を培養するために 6-well plate （Thermo Fisher Scientific）を 0.5 µg/cm2 

laminin 511-E8 （Nippi）で 37℃で 1時間以上コートした。その後、iPS細胞を 6.5 × 

104 cells/well で lamminin コートに対して播種し、Healthy-iPSc は Stem Fit AK02N 

(Ajinomoto Healthy Supply)に 10 µM Y-27632 （MedChem Express）、0.5 µg/ml 

puromycin (Thermo Fisher Scientific)を添加した培地により培養した。また、DMD-

iPSc と Cri-iPSc は Stem Fit AK02N に 10 µM Y-276320 と 1 mg/ml neomycin 



                                                

          

          第 4章 患者由来 iPS細胞を用いた筋収縮モデルの構築 

42 

 

（Sigma-Aldrich）を添加した培地により培養した。それ以降は Stem Fit AK02N から 

Y-27632 を除いた培地により培養した。継代は iPS 細胞を accutase （Innovative Cell 

Technologies）で 10 分、37℃で処理することによりプレートから剝がし、6.5 × 104 

cells/wellで laminin コートしたプレートに再播種した。全ての細胞は 37 ℃、5 % CO2、

95 % airの CO2インキュベーターで培養した。 

 

（2） 筋分化誘導 46 

 

 6 well-plate もしくは 35 mm dish （Greiner）を 50 倍希釈した matrigel growth 

factor reduced（Greiner）で  2 時間以上コート処理を施した。分化誘導  day 0 で 

healthy-iPSc、DMD-iPSc、Cri-iPScをそれぞれ 3.0 × 105, 5.0 × 104, 1.0 × 105 cells/well

でマトリゲルコートしたプレートに播種し、Stem Fit AK02Nに 10 µM Y-27632、0.1-10.0 

µM RA、と 0.5 µg/ml puromycin もしくは 0.1 mg/ml neomycinを加えた培地により培

養した。Day 1 で培地を Repro Stem （ReproCELL）に 0.1-10.0 µM RA （Fujifilm 

Wako Pure Chemical）、と 0.5 µg/ml puromycin もしくは 0.1 mg/ml neomycinを加えた

培地に交換した。翌日、培地を Repro Stem に 0.1-10.0 µM RA と 1.0 µg/ml Dox 

（Sigma-Aldrich）を加えた培地により培養した。分化誘導 day 3 以降は α-Minimum 

Essential Medium Eagle （α-MEM: Invitorogen）に 5% KSR （Invitrogen）、0.1-10.0 

µM RA、1.0 µg/ml Dox を添加した培地により、day 14 まで培養した。培地は毎日交換

し、37 ℃、5 % CO2、95 % airの CO2インキュベーターで培養した。 

 

（3） 免疫染色 

 

 Day 14 まで分化誘導を行った細胞を 4% PFAにて室温で 15分間反応させて固定

した。次に細胞を 1×PBS にて 3 回洗浄後、0.2% TritonX-100 溶液に室温で 15 分

間インキュベートし、膜透過処理を行った。再度 1×PBS で 3 回洗浄し、1×PBS に

BSA を加えた 1% BSA 溶液を使用して、室温で 30 分間インキュベートしブロッキン
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グした。また筋管の染色に関しては抗 α-actinin 抗体 （Sigma Aldrich）を 1/1000濃度

で 1% BSA 溶液に加え、1 時間室温でインキュベートした。その後、1×PBS で 3 回

洗浄し、1% BSA溶液で濃度を 1/1000で調製した 2次抗体 Alexa Fluor 488 （green）

入り溶液に DAPI を加え、45 分間インキュベートした。3 回 1×PBS で洗浄後、1×

PBS を加え、BZ-9000 蛍光顕微鏡 （Keyence）にて観察した。α-actinin の陽性面積は

1 wellにつき 5枚ずつ 3 well分写真を撮影し、BZ-Analyzer ソフトウェア （Keyence）

にて算出した。筋管の太さはそれぞれ撮影した写真から 1well につき 10 細胞ずつ 3 

well分を BZ-Analyzer ソフトウェアを用いて算出した。 

 

（4） 統計解析 

 

 統計解析はマンホイットニー順位和検定を用いて行い、P ≺ 0.05 の時、有意差があ

ると判断した。 

 

4. 2. 3 実験結果と考察 

 

 iPS 細胞から筋管への分化効率を向上させるため、RA の添加培養を行い、最適濃

度の検討を行った。RA は筋分化の際に Pax3 等の発現を向上させることで筋分化に

寄与する報告がある 59-61。Healty-iPSc、DMD-iPSc、Cri-iPScを分化誘導する際に 0.1、

1.0、10.0 µM RA を加えて培養し、筋管の形態学的観察を行うことで最適添加濃度を

評価した。筋管の太さに関してはRAの添加培養の有無に関わらず、全ての細胞株に

おいて 12 µm程度で有意差は見られなかった （Fig. 4-1）。この結果より、RAは筋肥

大のような筋成熟には影響しないと考えられる。一方で、筋管面積は 1.0 µM RAを添

加して培養した条件において全ての株で有意に上昇していた。筋管の太さが変わら

ず、面積が増大したことは筋管数の増大ひいては筋分化効率が向上したことを示唆し

ている。これらの結果より、RA 添加培養は iPS 細胞の筋分化効率の向上に有用であ

ることが示唆された。これ以降では、1.0 µM RAを添加する条件で筋化誘導を行った。 
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4. 2. 4 本節のまとめ 

 

 iPS細胞から筋管へと分化誘導をする際に RAを添加して培養することで、筋肥大は

促進されなかったものの、筋管面積が有意に向上した。また、健常人由来の iPS 細胞

だけでなく、DMD 患者由来 iPS 細胞、CRISPR-Cas9 により遺伝子修復を行った iPS

細胞においても同様の結果が得られたことから、ジストロフィン遺伝子の欠損に関わら

ず、RA添加培養が筋分化効率の向上に有用であることが示唆された。 

 

4. 3 iPS細胞由来筋管の電気刺激培養 

 

4. 3. 1 本節の目的 

 

 これまでに株化細胞である C2C12 細胞由来の筋管などは電気刺激培養を行うこと

で、筋成熟が促進され、収縮活性が向上することが報告されている 30, 58。一方で、ヒト

Figure 4-1. Morphological observation of iPS-derived myotubes with or without RA addition 

culture. (A) Fluorescence microscopy of cells immunostained with anti-α-actinin antibody. 

Scale bar, 100 µm. Quantitative analysis of myotube area and myotubes width in (B) healthy-

iPSc, (C) DMD-iPSc, (D) Cri-iPSc-derived myotubes, respectively. Data are expressed as the 

mean ± SD (n=3). *P < 0.05. 
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iPS 細胞から分化誘導した筋管に対して電気刺激培養を行った報告はない。そこで本

節では 3 種の iPS 細胞から分化誘導した筋管においても同様に電気刺激培養を行

うことで筋成熟が促進され、収縮活性が向上するかを調べた。 

 

4. 3. 2 実験方法 

 

（1） 電気刺激培養 30, 58 

 

 4. 2節で示した方法で分化誘導した iPS細胞由来筋管に対して、ファンクションジェ

ネレーター （NF Corporation）からディッシュ上部に取り付けた C-Dish （IonOptix）を

介して、印加電圧 0.17 or 0.30 V/mm、パルス幅 4 ms、周波数 1 Hzの条件で分化誘

導 day 7から day 14 まで電気刺激培養を行った。 

 

（2） 収縮挙動解析 

 

 Day 14 まで分化誘導を行った細胞に対して、ファンクションジェネレーター  （NF 

Corporation）からディッシュ上部に取り付けた C-Dish （IonOptix）を介して、印加電圧 

0.30 V/mm、パルス幅 4 ms、周波数 1Hzの条件で電気刺激を与え、その様子を BZ-

9000蛍光顕微鏡により各条件 3視野分、3 dishずつ動画撮影した。収縮幅は各条件

において最も動いている 3 本の筋管を 3 dish分ずつ motion analyzer によって解析

した。また収縮割合に関しては各条件で 1視野当たり 16本の筋管を無作為に選び、

選んだ筋管の収縮の有無を観察することで評価した。 

 

（3） アポトーシスの解析 62  

 

 細胞を 4. 2節に示す方法で免疫染色後、ディッシュをヒートカッターで切断して底面

部分だけを取り出し、氷上で permeabilisation buffer （Takara Bio）で 5分間処理した。
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その後、1×PBS で 3 回洗浄し、TdT enzyme （Takara Bio）と labeling safe buffer

（Takara Bio）を 1 : 9 で混合した溶液を用いて 37℃、1 時間処理した。その後、1×

PBS で 3 回洗浄し、BZ-9000 蛍光顕微鏡により観察を行った。アポトーシスの評価は 

1 dishにつき 3枚ずつ 3 dish分写真を撮影し、α-actinin陽性面積内における総核数 

（DAPI陽性）に対する TUNEL-陽性細胞数を算出した。 

 

（4） Ca2+キレート剤および Bax inhibitorの添加培養 

 

  4. 2節 2項 （2）に示す方法で 0.30 V/mmの電圧で電気刺激培養している細胞に

対して、分化誘導 day 9 に Ca2+キレート剤である Ethylene glycol tetraacetic acid 

（EGTA） （Dojindo Labolatories）を 1、2、4、8、16 mMの濃度で添加し、24時間培養

した 63。その後、4. 3節 2項 （3）に示す方法でアポトーシスの評価を行った。 

また、上述と同様に電気刺激培養している細胞に対して、分化誘導 day 9から Bax 

inhibitor peptide V5（Bax inhibitor: Med Chem Express LLC）を 0.1、1.0、10.0 µM濃

度で添加培養し、分化誘導 day 14で筋収縮活性およびアポトーシス解析をそれぞれ、

4. 3節 2項 （2）および 4. 3節 2項 （3）に示す方法で行った 64。 

 

（5） 統計解析 

 

 統計解析はマンホイットニー順位和検定を用いて行い、P ≺ 0.05 の時、有意差があ

ると判断した。 

 

4. 3. 3 実験結果と考察 

 

（1） 電気刺激培養による iPS細胞由来筋管の収縮活性への影響 

 

 収縮機能を有する筋管へと筋成熟を促すために、3 種類の iPS 細胞から分化誘導
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した筋管に対して電気刺激培養を行った。電気刺激条件は以前報告されている 

C2C12細胞に対する電気刺激条件を参考に、0.17 V/mm と 0.30 V/mmの 2条件で

電気刺激培養を行った 30 （Fig. 4-2）。Healthy-iPSc由来筋管の収縮幅が 0.30 V/mm

と強い電圧を加えた条件において有意に上昇しており、筋管の収縮割合は  0.17 

V/mm と弱い電圧条件から有意に上昇していた。また Cri-iPSc 由来筋管においては

Healthy-iPSc由来筋管と同様に収縮幅が 0.30 V/mmで有意に向上しており、収縮割

合は 0.17 V/mm から有意に上昇していた。一方で DMD-iPSc 由来の筋管では筋管

の収縮幅と収縮割合のどちらも弱い電圧を加えた条件で有意に向上していたものの、

強い電圧を加えた条件では収縮活性は向上していなかった。これらの結果は電気刺

激培養が iPS 細胞由来の筋管に対しても筋成熟や筋収縮活性の向上に有用である

ことを示している。また DMD-iPSc 由来の筋管が強い電圧による電気刺激培養では

収縮活性が向上しなかったのに対し、Cri-PSc 由来の筋管において収縮活性が向上

したことは遺伝子修復がジストロフィン発現の回復だけでなく、筋機能の回復に対して

も有用であることを示唆している。また、強い電圧条件では DMD-iPSc 由来筋管に対

して何らかのダメージが加わることで、収縮活性が低下していると考えられる。 
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（2） 電気刺激培養による DMD-iPScのアポトーシス誘導 

  

 前述のように、healthy-iPSc と Cri-iPSc 由来筋管の収縮活性が強い電圧による電気

刺激培養で向上したにもかかわらず、DMD-iPSc 由来筋管の収縮活性が向上しなか

った原因を調べた。我々はこの原因として、電気刺激培養により DMD-iPSc 由来の筋

管において収縮活性が向上した筋管のアポトーシスが誘導されているため、解析の際

には収縮活性の向上が見られないのではないかと考えた。そこで 3 つの細胞株にお

いて 0.30 V/mmの条件で電気刺激培養を行った後のアポトーシスを TUNEL法によ

って調べた 62。その結果、Healthy-iPSc と Cri-iPScにおいては電気刺激培養の有無、

電圧の強弱に関わらず、TUNEL 陽性細胞の割合が 20％未満で有意な差は見られ

なかった （Fig. 4-3）。しかし、DMD-iPScでは電気刺激培養をしていない条件で 22.6 

± 10.5%だった TUNEL 陽性細胞の割合が、0.17 V/mm の電気刺激培養では 49.2 

± 8.3%と上昇しており、0.30 V/mmで電気刺激培養した条件では 68.3 ± 7.4%と弱

い電圧条件と比較しても有意に上昇していた。この結果は、DMD-iPSc 由来の筋管が

Figure 4-2. Contractile activity of iPSc-derived myotubes with EPS culture (voltage, 0.17 or 

0.30 V/mm, 4ms, 1Hz). Quantitative analysis of (A) healthy-iPSc or (B) DMD-iPSc or (C) 

Cri-iPSc derived-myotubes displacement and contractile rate. Data are expressed as the mean 

± SD (n=3). *P < 0.05. 
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電気刺激培養により収縮活性が向上しない原因には、強い電圧の電気刺激培養によ

るアポトーシス誘導が関与していることを示唆している。 
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（3） Ca2+キレート剤によるアポトーシスの抑制 

 

 次に DMD-iPSc 由来筋管におけるアポトーシスの原因を調べた。DMD の病態の原

因として細胞膜の裏打ちタンパク質であるジストロフィンの欠損により、細胞への Ca2+

の過剰な流入を制御できなくなるために細胞死が引き起こされると考えられている 19。

そこで我々は電気刺激培養下の DMD-iPSc から分化誘導した筋管でも同様に Ca2+

の過流入が起きているのではないかと考えた。そのため、電気刺激培養時に培地中

の Ca2+をキレート剤 （EGTA）によってキレートすれば、筋管のアポトーシスが抑制され

るのではないかと予想し、実験を行った 63。初めに 0.30 V/mmの電気刺激培養を day 

7から始めて、どのタイミングで細胞死が始まるのかを調べるために、day 8, 10, 12, 14

で経時的に TUNEL法により細胞死を観察した。その結果、day 8 では TUNEL陽性

細胞はあまり見られなかった一方で、day 10 より細胞死が引き起こされた細胞が多く見

られた （data not shown）。そこで day 7から電気刺激培養している DMD-iPSc由来の

筋管に対して day 9に 1 mM EGTAを添加し、24時間後に TUNEL法によりアポトー

シスを観察した  （Fig. 4-4）。その結果、EGTA を添加していない条件と比較して 

EGTA を添加することで、電気刺激培養を行わない条件と同程度までアポトーシスが

抑制されていた。これにより DMD-iPSc 由来筋管の電気刺激培養におけるアポトーシ

スには Ca2+が大きく関与していることが示唆された。 

 

 

Figure 4-3. Morphological observation of iPS-derived myotubes using EPS culture of 0.17 or 

0.30V/mm, 4ms and 1Hz. (A) Fluorescence microscopy of cells immunostained with anti-α-

actinin antibody (red) and DAPI (blue). In addition, apoptotic cells were stained by TUNEL 

assay (green). Scale bar is 50 µm. Quantitative analysis of TUNEL-positive myotubes derived 

from (B) healthy-iPSc or (C) DMD-iPSc or (D) Cri-iPSc in each EPS culture conditions. Data 

are expressed as the mean ± SD (n=3). *P < 0.05. 



                                                

          

          第 4章 患者由来 iPS細胞を用いた筋収縮モデルの構築 

53 

 

 



                                                

          

          第 4章 患者由来 iPS細胞を用いた筋収縮モデルの構築 

54 

 

 

（4） Bax inhibitorによるアポトーシスの抑制および筋収縮活性の向上 

 

 前述の結果より、電気刺激培養によるアポトーシスは Ca2+依存であることが明らかに

なった。アポトーシス経路において Ca2+がミトコンドリアに蓄積されると、ミトコンドリア

膜透過性遷移孔が開放される。それによりミトコンドリアからシトクロム C が放出される

ことで、アポトーシスが引き起こされる 65。そこで我々はミトコンドリアへの Ca2+の取り込

みを促進する Baxを阻害することでアポトーシスが抑制できると考え、実験を行った 66。

0.30 V/mmで電気刺激培養している DMD-iPScの分化誘導 day 9に Bax inhibitor

を 0.1、1.0、10.0 µMの濃度で添加培養し、分化誘導 day 14で収縮活性とアポトーシ

スを評価した （Fig. 4-5、6）。その結果、Bax inhibitor 非添加条件では 1.83 ± 0.17 

µm だった筋管の収縮幅が 0.1、1.0 µM Bax inhibitor の濃度で添加培養した条件で

はそれぞれ 2.67 ± 0.15、2.76 ± 0.17 µm と有意に上昇していた。また筋管の収縮

割合も非添加条件では 9.0 ± 2.4%だったが、0.1、1.0 µM Bax inhibitorの濃度で添

加培養した条件ではそれぞれ 32.6 ± 4.8、36.8 ± 1.2%と有意に上昇していた。ま

た TUNEL 陽性細胞の割合も非添加条件では 66.4 ± 4.5%だったが、0.1、1.0 µM

の濃度で添加培養した条件でそれぞれ  42.5 ± 6.6、51.2 ± 7.2%と有意に減少し

ていた。これらの結果は Bax inhibitor の添加が電気刺激により誘発された DMD-

iPSc由来筋管のアポトーシスを抑制し、筋収縮活性が向上したことを示唆している。 

 

Figure 4-4. Morphological observation of DMD-iPS-derived myotubes using EPS culture of 

0.30V/mm, 4ms and 1Hz with or without EGTA. (A) Fluorescence microscopy of cells 

immunostained with anti-α-actinin antibody (red) and DAPI (blue). In addition, apoptotic 

cells were stained by TUNEL assay (green). Scale bar is 75 µm. (B) Quantitative analysis of 

TUNEL-positive cells in each EPS culture conditions. Data are expressed as the mean ± SD 

(n=3). *P < 0.05. 
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Figure 4-5. Contractile activity of DMD-iPSc-derived myotubes with 0.1, 1.0, 10.0 µM bax 

inhibitor. (A) Quantitative analysis of iPSc-derived myotubes displacement, (B) contractile rate. 

Data are expressed as the mean ± SD (n=3). *P < 0.05. 
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Figure 4-6. Morphological observation of iPS-derived myotubes using EPS culture of 0.17 or 

0.30V/mm, 4ms and 1Hz. (A) Fluorescence microscopy of cells immunostained with anti-α-

actinin antibody (red) and DAPI (blue). In addition, apoptotic cells were stained by TUNEL 

assay (green). Scale bar is 50 µm. (B) Quantitative analysis of TUNEL-positive cells in each 

EPS culture conditions. Data are expressed as the mean ± SD (n=3). *P < 0.05. 
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4. 3. 4 本節のまとめ 

 

 本節では 0.30 V/mmの条件の電気刺激培養により healthy-iPScおよびCri-iPSc由

来の筋管の収縮活性が向上した。しかし、DMD-iPSc由来筋管は 0.17 V/mmの電圧

での電気刺激培養では筋収縮活性が向上したものの、 0.3 V/mm の電圧では向上し

なかった。また DMD-iPSc 由来の筋管の収縮活性が向上しない原因として電気刺激

培養でアポトーシスが誘導されているためであるという可能性を TUNEL 法により示し

た。さらにそのアポトーシスの原因として Ca2+のキレート剤を用いることで、Ca2+の流入

が寄与していることが示唆された。最後に Ca2+依存性のアポトーシスに関わる Bax の

働きを Bax inhibitorにより阻害することで、DMD-iPSc由来筋管においてアポトーシス

が抑制されただけでなく、収縮活性も向上した。 

 

4. 4 本章のまとめ 

 

 本章では初めに RA を添加培養することで healthy-iPSc、DMD-iPSc、Cri-iPSc の

筋管への分化効率が向上することを示した。これは今後 iPS 細胞由来筋管を用いた

研究において役立つことが期待される。 

また電気刺激培養により ヒト iPS 細胞由来筋管の収縮活性が向上した。これは株

化細胞である C2C12 細胞に対する電気刺激培養が筋成熟に対して有効であることと

同様にヒト iPS 細胞由来の筋管に対しても有効であることを示している。また DMD 患

者由来 iPS 細胞から分化した筋管が強い電圧に対して収縮活性が向上せず、アポト

ーシスを生じたのに対し、CRISPR-Cas9 技術を用いて遺伝子修復した細胞株由来の

筋管では、健常人由来の細胞株と同様に収縮活性が向上し、筋管のアポトーシスが

見られなかった。この結果より、DMD に対する遺伝子修復が筋機能を回復させるため

にも有用な方法であることが示唆された。 

また、DMD患者由来 iPS細胞から分化誘導した筋管において強い電圧でアポトー

シスが生じた原因として、Ca2+が関係していることを Ca2+キレート剤である EGTA を用
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いることで明らかにした。さらに、Ca2+依存性のアポトーシスを抑制できる Bax inhibitor

を添加培養することでアポトーシスを抑制できただけでなく、筋機能の回復が見られた。

これらの結果より、収縮活性を指標として、DMD-iPScの機能だけでなく遺伝子修復や

薬剤による機能回復を評価できたことから、薬剤スクリーニング等に利用可能な患者

由来 iPS 細胞を用いた筋収縮モデルの構築に成功したと考えられる。既往の研究とし

て、DMD 以外の筋疾患患者から iPS 細胞を作製した例も報告されており、それらの

細胞を今回作製した筋収縮モデルに適用することで、様々な筋疾患に対する薬剤ス

クリーニングへの応用が期待できる 44, 47。 
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第 5章 マイクロデバイスを用いた筋収縮モデルの構築 

 

5. 1 緒言 

 

 薬剤スクリーニングにおいて、3R （replacement、reduction、refinement）の観点から

実験動物をその他の実験方法に置き換えることが求められている。実際に iPS 細胞の

樹立以来、病態モデルである実験動物から、患者由来の iPS細胞を使用することで置

き換えることが徐々に可能になっている 26, 27。このように、病気のフェノタイプを細胞で

再現することが可能になった一方で、生体を三次元的に再現することも求められてい

る。特に筋疾患に関する薬剤スクリーニングにおいては筋芽細胞から筋管への分化率

や筋管の太さと、筋管の収縮活性に相関がないことを我々は報告しており、Mag-TE

法により作製した三次元筋組織を使用した薬剤スクリーニング系の構築に成功してい

る 23。しかし既存の Mag-TE 法では三次元筋組織の構築や収縮力の測定が煩雑であ

り、薬剤スクリーニングに適したハイスループット性の高く、より簡便な組織作製法が必

要である。 

 近年では前述の問題点を解決するためにマイクロデバイスを利用したマイクロ三次

元筋組織を利用した薬剤スクリーニングが報告されいる 39, 67。このマイクロデバイスは 

96 well plateで培養できるため、従来の筋収縮モデルと比べ、ハイスループット性が高

い。そこで本研究ではマイクロデバイスと Mag-TE 法を組み合わせることでマイクロ三

次元筋組織を構築し、収縮活性を指標とした薬剤スクリーニング系の構築を目指した。 

 

5. 2. マイクロデバイスを用いた C2C12細胞由来マイクロ筋組織の構築 

 

5. 2. 1 本節の目的 

 

 前述のように既往の研究でマイクロデバイスを利用した三次元筋組織の構築は報告

されているが、磁力を利用したマイクロ筋組織の作製は報告されていない。そこで本節
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ではマウス筋芽細胞株 C2C12 細胞を用いて、Mag-TE 法をマイクロデバイスに対して

適用し、磁力を利用したマイクロ組織の作製を試みた。 

 

5. 2. 2 実験方法 

 

（1） 細胞培養 

 

 C2C12 細胞 （ATCC）の培養には増殖培地として DMEM （l）に 56℃、30 分で非

動化した FBS、5.96 mg/ml HEPES、3.7 mg/ml 炭酸水素ナトリウム、0.05 mM ペニシ

リン G カリウム、50 g/ml ストレプトマイシン硫酸塩を加えたものを用いた。細胞は

37 ℃、5 % CO2、95 % airの CO2インキュベーターで培養した。 

 

（2） MCLの作製 37 

 

 粒子系 10 nmのマグネタイト （Fe3O4）を 1時間超音波処理することで分散マグネタ

イト溶液を得た。次にそれぞれクロロホルムに溶解した TMAG、DLPC と DOPE を 1 : 

2 : 2で混合し、疎水性処理を施したナス型フラスコに加えた。フラスコ内壁に均等に脂

質膜が形成されるようにロータリーエバポレーターで吸気しながら、37℃で 1 時間湯

浴攪拌した。脂質膜形成後、10 mg/mL に調製した分散マグネタイト溶液を脂質膜が

形成されたナス型フラスコに加え、15 分間ボルテックス攪拌することで、マグネタイトを

脂質膜で包埋した MCL を作製した。最後に分散・滅菌処理のため、1 時間超音波に

より処理した。 

 

（3） Mag-TE法を利用したマイクロ人工筋組織の作製 23, 30-32, 38, 39, 52 

 

 マイクロ人工筋組織作製に用いる PDMS デバイスは名古屋大学の清水一憲 准教

授に作製して頂いた。Mag-TE 法により組織を作製するため、80％コンフルエントまで
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培養した C2C12細胞を 100 pg/cellsの濃度でMCLを加えた培地により 4時間培養

することで磁気標識した。組織 1 つにつき、0.3 % Type Ⅰ collagen solution （Nitta 

Gelatin）  3.0 µL、10 ×  DMEM （ l）  0.4 µL、再構成溶液  0.4 µL、Matrigel 

（Corning） 3 µL、細胞溶液 （C2C12 細胞増殖用培地に C2C12 細胞 0.75、1.5、3.0 

× 105 cells/tissue） 13.2 µL の割合で混合した混合溶液を調製した。調製は全て氷上

で行った。事前に、96 well plate （Thermo）の wellに PDMSデバイスをグリースにより

固定しておき、磁石上に鉄シートを設置した物を下に敷いた。次に 1 well あたり混合

溶液 20 µLを PDMSデバイス上に播種した。播種した細胞を磁石の上に置き、30 分

間 37℃でインキュベート後、DMEM （l）に 0.4 % Ultroser G、0.05 mM ペニシリン G

カリウム、50 g/ml ストレプトマイシン硫酸塩を加えた培地を加え、再度 37℃でインキ

ュベートした。その後、毎日培地交換を行い、 5% CO2 インキュベーター内で 7 日間

培養した。 

Figure 5-1. (A) Fabrication of micro skeletal muscle tissue by Mag-TE method. (B) PDMS 

micro device, (C) iron sheet. 
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（4） 平面培養における C2C12細胞由来筋管に対するモデル薬剤の添加培養 

 

 C2C12細胞を 35 mmディッシュに 3.0 × 104 cells/wellで播種し、C2C12増殖培地

にてコンフルエントになるまで培養した。その後、C2C12増殖培地の血清を 2%仔牛血

清に置き換えた培地にて培地交換を行った。4 日後、testosterone を 0.01、0.1、1.0 

µMあるいは dexamethasoneを 0.01、0.1、1.0 mMの濃度で添加し、3日間培養した。

毎日培地交換を行い、 5% CO2インキュベーター内で 7日間培養した 23。 

 

（5） マイクロ組織に対するモデル薬剤の添加培養 

 

5. 2 節 2 項 （2）に示す方法でマイクロ組織を作製して 4 日後、testosterone を 0.1 

µM あるいは dexamethasone を 1.0 mM の濃度で添加し、3 日間培養した。毎日培地

交換を行い、 5% CO2インキュベーター内で 7日間培養した。 

 

（6） 収縮挙動解析 

  

 平面で 7 日間分化誘導した C2C12 細胞由来の筋管に対して、ファンクションジェネ

レーターからディッシュ上部に取り付けた C-Dishから、印加電圧 0.3 V/mm、パルス幅 

4 ms、周波数 1Hzの条件で電気刺激を与え、その様子を BZ-9000蛍光顕微鏡により

各条件 3 視野分、3 dish ずつ動画を撮影した。収縮幅は各条件において最も動いて

いる 3本の筋管を 3 dish分ずつ motion analyzerによって解析した。 

 7 日間培養したマイクロ筋組織を PDMS デバイスごと 35 mm ディッシュに移し、ファ

ンクションジェネレーターからディッシュ上部に取り付けた C-Dish を介して、印加電圧 

0.3 V/mm、パルス幅 4 ms、周波数 1Hz の条件で電気刺激を与え、その様子を BZ-

9000 蛍光顕微鏡により動画撮影した。収縮幅は motion analyzer によって解析し次に

示す式を用いて収縮力として算出した 39, 67。 
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𝐹 =
3𝜋𝐸𝑅4𝛿

4𝐿3
           

(

 

𝐸: 𝑒𝑙𝑎𝑠𝑡𝑖𝑐 𝑚𝑜𝑑𝑢𝑙𝑢𝑠 (1.7 𝑀𝑁/𝑚2) 

𝑅: 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑢𝑠 𝑜𝑓 𝑎 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜 𝑝𝑜𝑠𝑡 (0.5 𝑚𝑚)

𝛿:𝑚𝑢𝑠𝑑𝑐𝑙𝑒 𝑡𝑖𝑠𝑠𝑢𝑒 𝑑𝑖𝑠𝑝𝑙𝑎𝑐𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 (µ𝑚)

𝐿: 𝑙𝑒𝑛𝑔𝑡ℎ 𝑜𝑓 𝑎 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜 𝑝𝑜𝑠𝑡 (4 𝑚𝑚) )

  

 

（7） 免疫染色 

 

 Day 7 まで分化誘導を行った細胞を 4% PFA にて室温で 15 分間反応させて固定

した。次に細胞を 1×PBS にて 3 回洗浄後、0.2% TritonX-100 溶液に室温で 15 分

間インキュベートし、膜透過処理を行った。再度 1×PBS で 3 回洗浄し、1×PBS に

BSA を加えた 1% BSA 溶液を使用して、室温で 30 分間インキュベートしブロッキン

グした。また筋管の染色に関しては抗 α-actinin抗体を 1/1000濃度で 1% BSA溶液

に加え、1 時間室温でインキュベートした。その後、1×PBS で 3 回洗浄し、1% BSA

溶液で濃度を 1/1000で調製した 2次抗体 Alexa Fluor 546 （red）入り溶液に DAPIを

加え、45 分間インキュベートした。3 回 1×PBS で洗浄後、1×PBS を加え、BZ-9000

蛍光顕微鏡にて観察した。筋分化効率は 1 dishにつき 5枚ずつ 3 dish分写真を撮

影し、BZ-Analyzer ソフトウェアにて算出した。筋管の太さはそれぞれ撮影した写真か

ら 1well につき 10 細胞ずつ 3 well 分を BZ-Analyzer ソフトウェアを用いて算出し

た。 

 

（8） 統計解析 

 

 統計解析はマンホイットニー順位和検定を用いて行い、P ≺ 0.05 の時、有意差があ

ると判断した。 
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5. 2. 3 実験結果と考察 

 

（1） C2C12細胞由来マイクロ筋組織の最適細胞数の検討 

 

 初めにマイクロ組織を作製に最適な細胞数の検討をするため、0.75、1.5、3.0 × 105 

cells/tissue の条件で組織を作製し、デバイスの上部から撮影した画像より、組織体の

太さ （縦方向の幅）を測定した （Fig. 5-2A、B）。その結果、細胞数が増加するごとに

組織の縦幅が細くなっていた。これは細胞数が多い条件では、細胞が磁力によって高

密度に堆積した後、細胞－細胞間相互作用が強まることで、組織が収縮していく力が

増大し、細胞が高度に密集した組織体が形成されたためと考えられる。加えて、今回

作製した筋組織はゲルに包埋されていることから、細胞が組織体の外部に漏出する可

能性は低く、細胞数が多い条件では多層化していることが予想される。また、収縮力を

測定したところ 1.5 × 105 cells/tissue以上の条件で収縮力が一定となった （Fig. 5-2C）。

そこでこれ以降の実験では 1.5 × 105 cells/tissueの条件でマイクロ組織を作製した。 



                                                

          

第 5章 マイクロデバイスを用いた三次元筋組織の構築  

65 

 

 

（2） Mag-TEによるマイクロ組織の収縮力の向上 

 

 次に Mag-TE 法を利用して作製したマイクロ組織の有用性を調べるために、磁石の

有無により組織の作製を試みた。MCL を取り込ませた C2C12 細胞をマイクロデバイ

スに対して播種し、その後、マイクロデバイスを磁石上において培養した条件と、磁石

を使用せずに培養した条件の 2 条件で培養し、作製から 7 日後に収縮力を測定し

た （Fig. 5-3）。磁石を下に敷き作製した組織は、磁石を使用せず作製した組織と比較

すると、組織の太さが細くなっていた。また、磁石を使用することでマイクロ組織の収縮

力も 2 倍程度強くなっていた。これは、磁石を使用して Mag-TE 法により組織を作製

することで、細胞密度が高くなり、細胞融合による筋分化が促進されたことでマイクロ組

織の収縮力が向上したと考えられる。 

Figure 5-2. Optimization of seeding cell density (0.75, 1.5 or 3.0 × 105 cells/tissue) onto the micro 

devise. (A) Phase contrast image of micro skeletal muscle tissue. Scale bar is 800 µm. 

Quantitative analysis of width (B), contractile force (C) of micro skeletal muscle tissue. Data are 

expressed as the mean ± SD (n=5). *P < 0.05. 
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（3） マイクロ組織に対するモデル薬剤の影響 

 

 Mag-TE 法で作製したマイクロ組織が薬剤スクリーニングに対して適用可能かどうか

調べるために、testosterone と dexamethasone を添加培養した際の収縮力を観察した。

testosterone は 5α-reductase に よ り 細 胞 内 で活性型 ア ン ド ロ ゲ ン で あ る

dihydrotestosterone （DHT）へと変換され、糖輸送担体の一つである GLUT-4 の発現

の向上や、筋タンパク質合成を促進することで、筋肥大や筋力向上に関与することが

知られている 68。また dexamethasone はミオスタチンの発現を増加させることで、筋肉

Figure 5-3. Effect of magnetic force during fabricate of micro tissue. (A) Phase contrast 

image of micro skeletal muscle tissue. Scale bar is 800 µm. Quantitative analysis of width 

(B), contractile force (C) of micro skeletal muscle tissue. Data are expressed as the mean ± 

SD (n=5). *P < 0.05. 
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量の低下を引き起こすことが知られている 69。初めに、マイクロ組織に対する最適なモ

デル薬剤の添加濃度を決定するため、平面培養において testosterone を 0.01、0.1、

1.0 µMあるいは dexamethasoneを 0.01、0.1、1.0 mMの濃度で添加培養し、収縮幅、

分化率、筋管の太さを測定した （Fig. 5-4）。その結果、testosterone を添加した全ての

条件で収縮幅が向上し、0.1 µM の濃度で添加した条件で最も収縮幅が向上しており、

分化率や筋管の太さについても同様に  0.1 µM の条件で最大となった。また、

dexamethasoneを添加培養することで全ての条件で収縮幅が減少しており、1.0 mMの

濃度条件で分化率、筋管の太さ、収縮幅の全てが最小となった。 
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Figure 5-4. Optimization of testosterone (0.01, 0,1, 1.0 µM) and dexamethasone (0.01, 0.1, 

1.0 mM) concentration by morphological analysis and C2C12-derived myotubes contractile 

activity. (A) Fluorescence microscopy of cells immunostained with anti-α-actinin antibody 

(red) and DAPI (blue). Scale bar is 100 µm. Quantitative analysis of (B) myotube width, (C) 

differentiation efficiency, and (D) contractile displacement with EPS (voltage, 0.3 V/mm, 10 

ms, 1Hz). Data are expressed as the mean ± SD (n=3). *P < 0.05 vs control. 
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そこでマイクロ組織に対して、testosteroneを 0.1 µM、あるいは dexamethasone を 1.0 

mM の濃度で添加培養した。なにも添加していない条件ではマイクロ組織の収縮力が 

10.10 ± 1.23 µNだった一方で、testosteroneを加えた条件では 12.92 ± 5.09 µN と

収縮力の上昇が見られた。また、dexamethasone を加えた条件では 5.73 ± 1.94 µN

と有意に減少していた （Fig. 5-5）。Mag-TE法により作製したマイクロ組織はモデル薬

剤の添加に応じて収縮力が変化したことから、薬剤スクリーニングにも応用可能である

と考えられる。 

 

5. 2. 4 本節のまとめ 

 

 磁力を利用せず作製したマイクロ組織と比較して、Mag-TE 法を利用してマイクロ組

織を作製することで、収縮力が向上した。またモデル薬剤としての  testosterone や 

 

Figure 5-5. Effect of adding 0.1 µM testosterone or 1.0 mM dexamethasone to 

contractile force of micro skeletal muscle tissue. Contractile force generated by 

micro skeletal muscle tissue on day 7. Quantitative analysis of contractile force with 

EPS (voltage, 0.3 V/mm, 10 ms, 1Hz). Data are expressed as the mean ± SD (n=3). *P < 

0.05 vs control. 
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dexamethasone の添加に応じてマイクロ組織の収縮力が変化したことから、Mag-TE 法

を利用して作製したマイクロ組織は薬剤スクリーニングに応用できると考えられる。 

 

5. 3 iPS細胞を利用したマイクロ組織の作製と L-carnosineの添加培養 

 

5. 3. 1 本節の目的 

 

 5. 2節ではMag-TE法を利用した C2C12細胞由来のマイクロ筋組織を作製し、モデ

ル薬剤に対して応答した収縮力を示したことから、薬剤スクリーニングに対して応用可

能であることが示された。そこで本節では有用性を高めるために、マウス由来の細胞で

ある C2C12 細胞でなく、ヒト iPS 細胞を細胞源としたマイクロ組織を作製できるか検討

した。また、マイクロ組織がジペプチドである L-carnosineに対して応答した収縮力を示

すかを調べた。 

 

5. 3. 2 実験方法 

 

（1） 細胞培養 

 

 京都大学の櫻井英俊 准教授より puromycin 耐性遺伝子を有するテトラサイクリン誘

導性 MyoD1 発現ベクターを導入したヒト iPS 細胞をいただいた。ヒト iPS 細胞を培養

するために 6-well plate を 0.5 µg/cm2 laminin 511-E8で 37℃で 1時間以上コートし

た。その後、ヒト iPS 細胞を 6.5 × 104 cells/well で lamminin コートに対して播種し、

Healthy-iPScは Stem Fit AK02Nに 10 µM Y-27632、0.5 µg/ml puromycinを添加し

た培地により培養した。それ以降は Stem Fit AK02Nから Y-27632を除いた培地によ

り培養した。継代はヒト iPS細胞を accutase （Innovative Cell Technologies）で 10分、

37℃で処理することによりプレートから剝がし、6.5 × 104 cells/well で laminin コートし

たプレートに再播種した。ヒト iPS細胞は 37 ℃、5 % CO2、95 % airの CO2インキュベ
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ーターで培養した。 

 

（2） ヒト iPS細胞の筋分化誘導 

 

6 well-plate もしくは 35 mm ディッシュを 50 倍希釈した matrigel growth factor 

reducedで 2時間以上コート処理を施した。分化誘導 day 0で ヒト iPS細胞をそれぞ

れ 3.0 × 105 cells/wellでマトリゲルコートしたプレートに播種し、Stem Fit AK02Nに 10 

µM Y-27632、1.0 µM RA、と 0.5 µg/ml puromycinを加えた培地により培養した。Day 1

で培地を Repro Stem に 1.0 µM RA、と 0.5 µg/ml puromycin もしくは 0.1 mg/ml 

neomycin を加えた培地に交換した。翌日、培地を Repro Stem に 1.0 µM RA と 1.0 

µg/ml doxを加えた培地により培養した。分化誘導 day 3以降は α-MEMに 5% KSR、

1.0 µM RA、1.0 µg/ml Dox を添加した培地により、day 4でマイクロ組織作製に利用し

た。 

 

（3） 生細胞数測定 

 

 5. 3 節 2 項 （2）に示す方法で分化誘導した ヒト iPS 細胞由来筋芽細胞に対して、

MCL を 0、20、40、60、80、100 µg/cell の濃度で 4 時間取り込ませて磁気標識した。

MCLを加えてから 24時間後、細胞を回収し、血球計算板とトリパンブルーを用いて制

細胞数を算出した。 

 

（4） 鉄濃度測定 

 

MCLを取り込ませてから 24時間後の細胞を 1 × 106 cells回収し、ソニケーションに

よって細胞を破砕した。破砕した細胞を 7500 rpm、4℃、5 minで遠心分離後、上清を

回収し、サンプルとした。MilliQ 水で希釈したサンプルに対して 12 N HCl （Fujifilm 

Wako Pure Chemical）を 200 µl 加え 40℃で 30 min 反応させた。反応後、H2O2 
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（Fujifilm Wako Pure Chemical） 10 µl、0.1 M チオシアン酸カリウム （Fujifilm Wako 

Pure Chemical） 4 mlを加え、吸光度測定器 （BIO-RAD）を用いて、490 nmの波長で

測定を行った。 

 

（5） ヒト iPS細胞を用いたマイクロ組織の構築 

 

3 節 2 項 （2）に示した方法で分化誘導した ヒト iPS 細胞由来筋芽細胞に対して 

60 pg/cells の濃度で MCL を加えた培地により 4 時間培養することで磁気標識した。

組織 1 つにつき、0.3 % Type Ⅰ collagen solution 3.1 µL、10 × DMEM （l） 0.4 

µL、再構成溶液 0.4 µL、Matrigel 3 µL、細胞溶液 （α-MEMに 5% KSR、1.0 µM RA、

1.0 µg/ml Dox を添加した培地に ヒト iPS細胞由来筋芽細胞を 0.15、0.50、1.0、2.0 × 

106 cells/tissue） 12 µLの割合で混合した混合溶液を調製した。調製は全て氷上で行

った。事前に、96 well plate （Thermo）の wellに PDMSデバイスをグリースにより固定

しておき、磁石上に鉄シートを設置した物を下に敷いた。次に 1 well あたり混合溶液 

20 µL を PDMS デバイス上に播種した。播種した細胞を磁石の上に置き、30 分間 

37℃でインキュベート後、α-MEMに 5% KSR、1.0 µM RA、1.0 µg/ml Dox を添加した

培地を加え、再度 37℃でインキュベートした。その後、毎日培地交換を行い、 5% 

CO2 インキュベーター内で 11 日間培養した。またファンクションジェネレーターからデ

ィッシュ上部に取り付けた C-Dishを介して、印加電圧 0.17 or 0.3 V/mm、パルス幅 4 

ms、周波数 1 Hzの条件で分化誘導 day 7から day 14 まで電気刺激培養を行った。

その後、5. 2節 2項 （6）に示す方法で収縮挙動の測定および解析を行った。 

 

（6） L-carnosineの添加培養 

 

 5. 2 節 2 項 （4）に示す方法で筋分化誘導した C2C12 細胞由来筋芽細胞、5. 2 節 

2 項 （3）に示す方法で作製した C2C12 細胞由来マイクロ筋組織に対して、分化誘導 

day 4から L-carnosineを 0.01、0.1、1.0 µMあるいは β-alanineを 0.01、0.1、1.0 µMで
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加え、分化誘導 day 7 まで培養した。 

 また、5. 3節 2項 （2） に示す方法で平面培養において分化誘導した ヒト iPS細胞

由来筋芽細胞、5. 3 節 2 項 （5）に示す方法で作製した ヒト iPS 細胞由来マイクロ筋

組織に対して、分化誘導 day 10 から L-carnosine を 0.01、0.1、1.0 µM あるいは β-

alanineを 0.01、0.1、1.0 µMで加え、分化誘導 day 14 まで培養した。 

 

（7） 統計解析 

 

 統計解析はマンホイットニー順位和検定を用いて行い、P ≺ 0.05 の時、有意差があ

ると判断した。 

 

5. 3. 3 実験結果と考察 

 

（1） ヒト iPS細胞由来筋芽細胞に対するMCL添加量の検討 

 

ヒト iPS細胞からマイクロ筋組織を作製する前に、ヒト iPS細胞由来筋芽細胞に対す

る最適な MCL添加量を検討した。分化誘導 day 3の ヒト iPS細胞由来筋芽細胞に

対して、20、40、60、80、100 pg/cell の濃度で 4 時間 MCL を取り込ませ、MCL を添

加してから 24 時間後に細胞生存率と鉄取り込み量を測定した （Fig. 5-6）。MCL の

添加濃度が高くなることで細胞死が引き起こされる傾向にあり、60 pg/cell 以上の濃度

で 40%程度筋芽細胞が死んでいた。また鉄取り込み量は 60 pg/cell で 14.00 ± 

6.22 pg/cell となっており、これは C2C12 細胞から Mag-TE 法で筋組織を作製する際

の鉄取り込み量が約 9.7 pg/cell となっていることから、組織を作製するには十分な値

と考えられる。そこでこれ以降の実験では 60 pg/cellの条件で MCLを取り込ませ、実

験を行った。 
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Figure 5-6. Optimization of MCL concentration (20, 40, 60, 80,100 pg/cell) into iPS cell-

derived myoblast. (A) Cell viability 24 hour after adding MCL. (B) Magnetite uptaken 24 

hour after adding MCL. Data are expressed as the mean ± SD (n=3). 
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（2） ヒト iPS細胞由来マイクロ筋組織の最適細胞数の検討 

 

次にマイクロ組織を作製するにあたり、最適な細胞数の検討をするため、0.15、0.5、

1.0、2.0 × 106 cells/tissue の条件で組織を作製した （Fig. 5-7）。その結果、0.5 × 106 

cells/tissue で収縮力が最大となっており、それより多い細胞数では収縮力が減少して

いた。これは 1.0、2.0 × 106 cells/tissueの条件では ヒト iPS細胞から筋管へと分化でき

ていないために、収縮力が減少したと考えられる。これ以降の実験では 0.5 × 106 

cells/tissueの条件でヒト iPS細胞由来マイクロ筋組織を作製し、実験に用いた。 

 

Figure 5-7. Optimization of seeding iPS cell-derived myoblast cell density (0.15, 0.50, 1.0 

or 2.0 × 106 cells/tissue) onto the micro devise. (A) Phase contrast image of micro skeletal 

muscle tissue. Scale bar is 800 µm. (B) Quantitative analysis of micro skeletal muscle 

tissue contractile force. Data are expressed as the mean ± SD (n=5). *P < 0.05. 
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（3） L-carnosine添加によるマイクロ筋組織の筋機能向上 

  

 L-carnosine は抗酸化作用を示すだけでなく、筋小胞体に作用して筋小胞体から 

Ca2+が放出されやすくなることで、筋収縮に関与する物質であると考えられている 70。

しかし、in vitroにおいて L-carnosine添加によって収縮力が増大した報告は未だされ

ていない。そこで C2C12細胞と ヒト iPS細胞から作製したマイクロ筋組織に対して、L-

carnosine を添加培養することで、筋収縮力に対する影響を調べ、ヒト iPS 細胞から作

製したマイクロ筋組織の有用性を検証した。L-carnosine は β-alanine と histudine から

なるジペプチドであり、β-alanine のみでは筋力は増強しないと報告されていることから、

ネガティブコントロールとして β-alanineを使用した 71。初めに、平面培養において筋分

化誘導をしている C2C12細胞に対して、筋分化誘導 day 4 より、L-carnosineを 0.01、

0.1、1.0 µMあるいは β-alanineを 0.01、0.1、1.0 µMで添加培養し、筋管の太さ、分化

率、収縮幅を調べた （Fig. 5-8）。筋管の太さおよび分化率は、L-carnosineを 0.1 µM

以上加えた条件から、何も添加していない条件と比較して有意に上昇しており、収縮

幅も同様に 0.1 µM以上添加した条件で有意に上昇していた。また全ての指標におい

て 1.0 µM L-carnosine添加した条件で最大となった。一方で、β-alanineを添加した条

件では筋管の太さ、分化率、収縮幅に変化は見られなかった。この結果より、L-

carnosineが筋機能を向上させることが示唆された。 

 最後に C2C12 細胞および ヒト iPS 細胞から作製されたマイクロ筋組織の筋収縮活

性が L-carnosine添加培養により向上するかを調べた。C2C12細胞もしくはヒト iPS細

胞からマイクロ筋組織を作製し、それぞれの筋分化誘導 day 4もしくは day 10から L-

carnosineを 0.01、0.1、1.0 µMあるいは β-alanineを 0.01、0.1、1.0 µMで添加培養し、

収縮力を測定した （Fig. 5-9）。その結果、C2C12 細胞から作製したマイクロ筋組織で

は何も添加していない条件で 10.10 ± 1.23 µN だったが、L-carnosine を 0.1、1.0 

µM 添加した条件でそれぞれ、13.24 ± 0.95、14.32 ± 0.27 µN と収縮力が有意に

上昇していた。またヒト iPS 細胞から作製したマイクロ筋組織では何も添加していない

条件で 4.13 ± 2.00 µN であったものの、L-carnosine を 1.0 µM 添加した条件で、
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10.93 ± 2.74 µN と有意に上昇していた。またどちらの細胞種から作製した筋組織も、

β-alanine を添加した条件では収縮力に変化は見られなかった。C2C12 細胞とヒト iPS

細胞から作製したマイクロ筋組織それぞれで、L-carnosineの添加濃度ごとに同様の収

縮力の増大を示したことから、ヒト iPS 作製したマイクロ筋組織は薬剤スクリーニングに

応用できることが示唆された。 

A 
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Figure 5-8. Effect of adding L-carnosine (0.01, 0,1, 1.0, 10 µM) and β-alanine (0.01, 0.1, 1.0 

mM) to C2C12 cell-derived myotubes morphology and contractile activity. (A) Fluorescence 

microscopy of cells immunostained with anti-α-actinin antibody (red) and DAPI (blue). Scale 

bar is 100 µm. Quantitative analysis of (B) myotube width, (C) differentiation efficiency, and 

(D) contractile displacement with EPS (voltage, 0.3 V/mm, 10 ms, 1Hz). Data are expressed 

as the mean ± SD (n=3). *P < 0.05 vs 0 µM. 
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Figure 5-9. Effect of adding L-carnosine (0.01, 0,1, 1.0, 10 µM) and β-alanine (0.01, 0.1, 1.0 

mM) to C2C12 cells or iPS cells-derived myoblast produced micro muscle tissue. 

Quantitative analysis of contractile force by micro skeletal muscle tissue produced from (A) 

C2C12 cells or (B) iPS cells-derived myoblast. Data are expressed as the mean ± SD (n=3). 

*P < 0.05 vs 0 µM. 
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5. 3. 4 本節のまとめ 

 

 本節ではヒト iPS 細胞から分化誘導した筋芽細胞を用いてマイクロ筋組織を作製し

た。これにより Mag-TE 法を利用したマイクロ筋組織の有用性を高めることに成功した

と考えられる。また前節で使用した testosterone や dexamethasone とは異なるモデル

薬剤である L-carnosineに対してもマイクロ筋組織の応答が見られたことから、Mag-TE

法を利用して作製したマイクロ筋組織は薬剤スクリーニングへの応用に適していると考

えられる。 

 

5. 4 本章のまとめ 

 

 本章ではハイスループット性を有するマイクロ筋組織を C2C12 細胞を細胞源として

Mag-TE法により作製することに成功した。これまでのMag-TE法による組織作製手順

では、作製した組織をピンに固定する操作等が求められた。一方で今回の手法では、

それらの操作手順を踏む必要がないことから、より簡便に組織作製が行うことが出来る。

また、Mag-TE 法を利用して作製したマイクロ筋組織が Mag-TE 法を利用せずに作製

した組織と比較して、強い収縮力を示した。さらにモデル薬剤として用いた 

testosterone や dexamethasone に対する応答が見られたことから、薬剤スクリーニング

への応用が可能であると考えられる。 

 作製したマイクロ筋組織の有用性を高めるために、ヒト iPS 細胞由来のマイクロ筋組

織を作製し、testosterone や dexamethasone 以外のモデル薬剤である L-carnosine に

応答して収縮力が向上した。 

 これらの結果より、Mag-TE 法を利用して作製したマイクロ筋組織はハイスループット

性を有しながら、筋肉の最も重要な機能である収縮力を評価できることが示された。ヒ

ト iPS 細胞を細胞源としたマイクロ筋組織の作製にも成功したことから、将来的には病

態由来の ヒト iPS細胞を細胞源とすることで、新薬の発見への貢献が期待できる。 
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第 6章 総括 

 

6. 1 本論文のまとめ 

 

 筋肉における最も重要な収縮機能を再現する筋収縮モデルは薬剤スクリーニングの

みならず、再生医療への応用も期待できる。本研究では平面培養と三次元組織にお

いて、生体における筋収縮に関わる運動神経細胞を用いることで、生体と同様の神経

筋伝達により収縮する筋収縮モデルを作製した。また、筋収縮モデルの細胞源として

患者由来 iPS細胞と遺伝子修復 iPS細胞を用いることで、遺伝子修復が筋収縮活性

の機能回復にも寄与していることを示した。さらに、マイクロデバイスを用いた三次元筋

組織を作製することで、薬剤スクリーニングにも応用可能なハイスループット性を有す

る筋収縮モデルを構築した。 

 

 第 1 章では本研究を行なうにあたり、研究背景、目的、意義を示し、研究方針につ

いて記述した。 

 

 第 2章では既往の研究を紹介することで、本研究の背景と意義を明確に示した。 

 

 第 3 章では i-MN と筋芽細胞を共培養し、神経伝達物質である L-glutamate や 

AChR 阻害剤である curare の添加に応じて、運動神経細胞からのシグナル伝達で収

縮挙動が変化する筋収縮モデルの構築を行った。初めに平面培養において筋芽細

胞上に i-MN を播種し、共培養を行った。そして L-glutamate を添加することで筋収

縮が起こり、curare 添加により筋収縮が停止したことから、平面培養において神経筋接

合を有する筋収縮モデルの構築に成功した。さらに三次元筋組織においても運動神

経細胞を混合することで、自発収縮が向上するだけでなく、curare の添加に応じて収

縮力が減少した。また神経筋接合部の特徴である AChRの集積が観察された。 
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 第 4章では、健常人、DMD患者、DMD患者の細胞を遺伝子修復した iPS細胞か

ら筋分化誘導し、筋収縮活性を調べることで、遺伝子修復の効果を評価し、DMD 患

者由来 iPS 細胞を用いた筋収縮モデルを構築した。既存の筋分化誘導法に加え、培

養中に RA を添加することで、効率的かつ安定的に筋分化誘導が可能となった。さら

に電気刺激培養を ヒト iPS 細胞由来筋芽細胞に対して行うことで、筋収縮活性の向

上が見られたものの、DMD-iPSc から分化誘導した筋芽細胞では、強い電気刺激条

件では筋収縮活性の向上は見られなかった。この原因として、アポトーシス活性を 

TUNEL 法により調べたところ、DMD-iPSc を電気刺激培養することで、健常人や遺伝

子修復した細胞株ではあまり見られなったアポトーシスが観察された。この原因として、

電気刺激培養と Ca2+のキレート剤添加を併用して分化誘導した際に、アポトーシスが

抑制されたことから、電気刺激培養に依存したアポトーシスが Ca2+の細胞への流入が

原因であることが示唆された。さらにアポトーシス阻害剤である Bax 阻害剤を添加す

ることでアポトーシスが抑制され、筋収縮活性が向上した。 

 

 第 5 章では、マイクロデバイスを用いた三次元筋組織を構築し、モデル薬剤に応じ

た収縮力を調べることで有用性を示した。初めにマイクロデバイスと Mag-TE 法を組み

合わせた C2C12 細胞由来マイクロ筋組織を作製した。また、磁力を利用しないマイク

ロ筋組織との収縮力を比較し、磁力を使用した条件で収縮力が向上したことから、

Mag-TE 法によるマイクロ筋組織の有用性を示した。さらに作製したマイクロ筋組織に

モデル薬剤である testosteroneや dexamethasoneの添加に応じた収縮力の変化が観

察されたことから、マイクロ筋組織の有用性が示された。細胞源として ヒト iPS 細胞由

来筋芽細胞を使用してマイクロ筋組織を作製することにより有用性を高めた。最後に 

L-carnosine の添加培養によりその筋組織の収縮力が向上したことから、薬剤スクリー

ニングに応用可能であることが示唆された。 

 

 第 6 章では、本論文の総括を行い、本研究の成果を踏まえた今後の展望について

述べた。 
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6. 2 今後の展望 

 

 本研究では組織工学的アプローチを用いて複数の筋収縮モデルを構築した。そこ

でそれぞれの筋収縮モデルに対する今後の展望を以下にまとめる。 

 運動神経細胞を含む筋収縮モデルでは平面培養と三次元組織において神経筋接

合を有する筋収縮モデルの構築に成功した。今回作製した筋収縮モデルは運動神経

細胞の機能を筋収縮という直接的な指標で評価できるため、治療効果を調べるための

薬剤スクリーニングへの利用に加え、薬剤の毒性評価等にも用いることが可能である。

またこの筋収縮モデルは運動神経細胞として iPS 細胞を用いているため、将来的に

は病態由来 iPS 細胞を用いることで、病態を再現した筋収縮モデルを構築できる可

能性がある。それを実現するには、マウス由来 iPS 細胞ではなく、将来的にはヒト由来

の細胞を用いる必要がある。加えて、筋芽細胞に関してもマウス由来の細胞であるた

め、ヒト由来の細胞を用いることで薬剤スクリーニングに適用した際の有用性を高める

ことが出来ると考えられる。さらに今回作製した複合三次元筋組織では運動神経細胞

と筋管の局在を制御していないために、その点で生体を模倣できていないことが考え

られる。この解決策の一つとして、細胞シート等を重ねていくことで組織を構築するビ

ルディングブロック法がある 72。この手法と Mag-TE 法を併用することで筋芽細胞とそ

れ以外の細胞の局在を制御し、生体を模倣した三次元組織の作製に近づける可能性

がある。 

 DMD患者由来 iPS細胞を用いた研究では、CRISPR-Cas9技術に基づいた遺伝子

修復がジストロフィンタンパク質の発現だけでなく、筋収縮機能も回復させることを電気

刺激培養後の筋管の収縮幅や収縮割合の結果より明らかにした。近年の研究で筋疾

患患者から iPS 細胞を作製した報告は多くなされているものの、それらの細胞から分

化誘導した筋管または筋組織の収縮活性を測定した報告は少ない。そのため、患者

由来 iPS 細胞由来筋芽細胞と本評価法を適用することで、今回と同様に遺伝子修復

の効果だけでなく、薬剤スクリーニングに対しても応用が期待できる。実際に現在開発

されているエキソンスキッピング法などは特定のエキソンのみを対象としているために、
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一つの薬剤を全てのDMD患者に用いることができない問題点がある。しかし、今回の

実験で電気刺激培養によって引き起こされるアポトーシスが Bax inhibitor によって抑

制でき、筋収縮活性も向上させられることを示した。このように筋収縮活性を指標として

薬剤による筋機能回復を評価できたことから、他の薬剤に対しても今回作製した筋収

縮モデルの適用が可能であると考えられる。 

当研究室でこれまでに報告してきた Mag-TE 法により作製した筋組織は収縮力を

指標とした薬効評価が可能である一方で、作製の手法が煩雑であることから、ハイス

ループットなスクリーニング系への適用は困難であった。しかし、今回開発したマイクロ

デバイスを用いたマイクロ筋組織を利用することで、ハイスループット性を有した筋収

縮活性が評価可能となっただけでなく、従来必要とされた手順が短縮できたことから、

操作性の点においても有用性が向上できたと考えられる。またマイクロ筋組織は ヒト

iPS 細胞においても作製できていることから、患者由来の iPS 細胞を用いることで、将

来的には薬剤スクリーニングや遺伝子修復評価などの点で応用可能である。ただし今

回作製したマイクロ筋組織は生体中における筋組織とは構造的には程遠い。これを改

善するためには、今後、線維芽細胞や脂肪細胞などと共培養することで、より複雑な

筋組織を構築していくことが必要である。また近年では複数の組織を単一のデバイス

内で区分けし、流路をつなぐことで生体を模倣した Body on a Chip という概念も提唱

されている 73。この Body on a Chipの中に我々が作製したマイクロ筋組織を組み込む

ことで、今まで以上に生体を模倣した薬剤スクリーニング系が構築できる可能性がある。 

 今回作製した筋収縮モデルはそれぞれ、運動神経細胞の機能評価、平面での筋収

縮活性評価、ハイスループット性を有する筋収縮活性評価が可能であることを示して

おり、用途に応じて使い分けることによって筋収縮に関わる疾患のための薬剤スクリー

ニングに利用可能であると考えられる。 
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