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研究成果の概要（和文）：横隔膜全欠損に対する横隔膜研究として，機能的骨格筋シートの作成を試みた．臍帯
血由来幹細胞による着目した．異種三細胞による共培養できん筋細胞スフィア形成を行ったが，十分な大きさま
でのスフィアの結合が困難であったため，ヒト線維芽細胞からのdirect converionを行ったところ，MyoD1と
L-myc遺伝子の共導入により，高効率に多核筋細胞の形成が得られた．今後，機能的骨格筋シート作成につなげ
ていく予定である．

研究成果の概要（英文）：Diaphragmatic regeneration using umbilical cord blood derived stem cels for 
diaphragmatic agenesis was attempted using 3 types of different stem cells. Connection of small 
muscle sphere was not observed. Therefore, we attempted direct conversion from human fibroblast into
 myoblast using MyoD1 and L-myc gene trasfection as next step. Finally, we obtained 
multinucleated muscle cells with high efficiency. we perspective function myosheet using this novel 
technique. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

先天性横隔膜ヘルニア（CDH）は，肺低形

成と遷延性肺高血圧症を本態とした新生児

外科疾患であり，その高い致死率から，こ

れまで救命のためにさまざまな努力がなさ

れてきた．そして，高頻度振動換気，体外

膜型人工肺，一酸化窒素吸入療法などの新

たな治療手段の導入により，近年著しく救

命率の向上が得られてきた．当施設におい

ても，gentle ventilation を主体とした呼

吸循環管理を導入し，待機手術を施行する

ことで，他の合併症がない isolated CDH で

は 90%以上もの生存率が得られるようにな

ってきた（Kimura O, et al. Pediatr Surg 

Int, 2012）． 

これら CDH survivor の中で，とくに横隔

膜全欠損に代表される，横隔膜欠損孔が大

きく補填のために人工膜パッチが必要とな

る症例では，肺低形成も重度となることが

多く，術後短期的な呼吸器合併症のみなら

ず，長期的には横隔膜伸縮運動がないこと

から心肺機能の低下や換気障害，さらに患

児の成長に伴う人工膜のサイズミスマッチ

が生じ，漏斗胸などの胸郭変形，側彎など

の脊椎変形，再ヘルニアなどの合併症につ

ながる．当院での成績では，過去 10 年間に

25例のCDH救命例があり，そのうち実に32%

がパッチ症例で，パッチ症例の 7割に体幹

変形を認めた．したがって，重症 CDH の治

療成績が改善してきた現在，より QOL の高

い術後生活を得るには，肺低形成治療に加

えて，成長し運動機能を持つ自己由来組織

による横隔膜の開発が重要な課題となって

くる． 

再生医学を用いた横隔膜再生に関する研

究は，これまで筋芽細胞や羊水由来幹細胞

などさまざまな cell source を用いた報告

がされているが（Dario D, et al. Semin 

Pediatr Surg, 2014），完全な横紋筋組織

の再生は困難で，腱組織などの隔壁構造を

模倣するものであった．それでも比較的欠

損孔の小さい症例などで遺残筋組織が残存

している症例においては十分に期待できる

補填材料となり得るが，横隔膜全欠損型に

おいては成長性・伸縮性のある組織を用い

なければ先に述べた合併症はほぼ必発とな

る．翻って，出生前あるいは術前から全欠

損の診断やパッチの必要性を決定すること

は不可能であり，全例に胎児期からグラフ

トの準備をするのは時間・コストの面から

現実的ではない．そこで我々は出生時に得

られる潤沢な幹細胞ソースとしての臍帯お

よび臍帯血に着目した．さらに，組織構築

技術に関しては，Takebe らの血管網を有す

る 3次元的ヒト組織構成手法を用いての，

機能的骨格筋シート作成を目的とした

（Takebe T, et al. Nature, 2013）． 

 

２．研究の目的 

iPS細胞からの筋芽細胞誘導（MyoD-hiPS），

臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）培養，間葉系幹

細胞（hMSC）培養を行い，これら 3種の異

種細胞を共培養することで，機能的なヒト

血管網を有する骨格筋スフィアを作成し，

これらを吸収性細胞培養基材上に複数個配

置して，免疫不全マウス皮下に移植するこ

とで，血液灌流させた骨格筋シートを作成

することを最終目標としている． 

 

３．研究の方法 

研究計画に沿って，当初は， 

① MyoD 遺伝子強制発現プラスミドベクタ

ーを作成し，ヒト iPS 細胞にリポフェク

ション法で導入しする．ドキシサイクリ

ンを添加し、筋芽細胞に分化誘導する． 

② ヒト間葉系幹細胞（hMSC）およびヒト臍

帯静脈内皮細胞（HUVEC）を入手・培養・

増殖させる． 

③ 筋芽細胞，hMSC，およびHUVECを培養し，

それぞれコンフルエントな状態したう



えで，これら異種三細胞を一定の割合で

混合し，1ウェルにすべて播種する．三

種細胞の共培養を 14 日間行い，直径 2

㎜大の骨格筋スフィアを作成する． 

④ 複数作成したスフィアを，3次元細胞培

養用吸収性基材に配置し，ヌードマウス

の大腿皮下に移植する．7日後に大腿ご

と摘出し，周囲組織との関係および血管

網の有無を検討する． 

以上のような方法論で研究を開始した．し

かし，異種三細胞共培養を行い，骨格筋ス

フィアを形成することは可能であったが，

それ以上の組織塊を形成することは困難で

あり，新血管増生もみられなかった． 

 

そこで，線維芽細胞への遺伝子導入による

direct conversion により，筋細胞転化の

効率化を図ることとした．具体的には以下

の手順を行った．， 

① ヒト線維芽細胞に，MyoD1 とリプログラ

ミング関連転写因子（Oct3/4、Klf4、

c-Myc、L-myc 等）の遺伝子を組み込んだ

レトロウイルスベクターを，種々の組み

合わせで感染させた． 

② 14 日間培養した後、Myogenin、筋型クレ

アチンキナーゼ（CKM）等の筋芽細胞マ

ーカーの発現を定量RT-PCRで解析した．

また免疫染色を行い、CKM、Myogenin、

desmin タンパクの発現を解析した。多核

細胞の比率を DAPI 染色で計測し、ERK5

阻害剤の添加による影響も解析した． 

③ 遺伝子導入後 7日目の細胞を NOG/SCID

マウスに皮下移植し，7日後に摘出して

免疫染色を行った． 

 

４．研究成果 

結果として，CKM と Myogenin の発現は、

MyoD1 単独ではわずかに上昇したに過ぎな

かったが、L-Myc 遺伝子を共導 

入すると著明に上昇した。MyoD1 と L-myc

遺伝子を線維芽細胞に共導入すると、約90%

の細胞を筋芽細胞にコンヴァートさせるこ

とができた。得られた directly converted 

myoblasts（dMB）には多核のシンシチウム

が多数確認でき、約 40%の細胞が 4つ以上

の核を有していた。一部の細胞は多核で 

細胞質の大きな形態を呈していた。培養中

に ERK5 阻害剤 XMD8-92 を添加すると、多核

細胞の比率は有意に低下した。マウスへの

移植実験では，多核の筋繊維様の組織が in 

vivo で形成されることが確認された． 

このように，ヒト線維芽細胞から骨格筋細

胞への高効率なダイレクトコンヴァージョ

ンが可能であることを明らかにし，横隔膜

ヘルニアをはじめとする先天性筋疾患に対

しての新規治療法としての可能性を示すこ

とができた． 
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