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研究成果の概要（和文）：申請者らは、本研究において、多能性幹細胞から運動神経、骨格筋、シュワン細胞を
同時に誘導し、機能的・形態的に神経筋接合部を構築する系を構築した。(Lin CY, JCI insight 2019、特許出
願中)。また脊髄性筋萎縮症をプロトタイプとして、この系でNMJ病変のモデル構築と解析が可能であることを示
した。今後は、この独自の系を用いて、特異的治療法が存在しない 先天性筋無力症候群や、疾患原因分子の機
能解析が十分進んでいない脊髄性筋萎縮症の解析を行う予定である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we constructed a pluripotent-cell based system that 
simultaneously induces neuromuscular junctions (NMJs) which contain motor neurons, skeletal muscle, 
and Schwann cells (Lin CY, JCI insight 2019, patent pending). We also showed that spinal muscular 
atrophy can be used as a prototype for model construction and analysis of NMJ lesions in this 
system. In the future, we plan to use this unique system to analyze congenital myasthenic syndrome 
for which no specific treatment exists and spinal muscular atrophy for which the functional analysis
 of the disease-causing molecule has not been sufficiently advanced.

研究分野：幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回開発した分化系は機能的なNMJを誘導することができ、形態的あるいは細胞生物学的にNMJの発達を模倣する
ことができることから、疾患モデリングに非常に有用であると考えられる。近年、神経筋疾患の多くが神経筋接
合部の異常を伴うことが見いだされつつある。今回の成果は、従来は不可能であったヒトNMJ疾患の病態解析を
in vitroでヒトの細胞を用い研究を可能にし、これらの疾患の病態解明や治療法開発に貢献することができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
神経筋接合部(Neuromuscular junction:NMJ) は運動神経終末と筋肉の接合部であり、シ

ナプスが形成されている。NMJ では神経終末からアセチルコリンが放出され、筋収縮

が引き起こされる。NMJ 構成分子の異常は様々な疾患を引き起こすが、ヒトにおける

解析手法は in vivo の電気生理学的解析や病理学的解析に限られている。ヒト

NMJ(hNMJ)の細胞生物学的な機能解析のためには、in vitroで NMJを構築させる系が必

要である。我々は、ヒト多能性幹細胞を運動ニューロンへ分化誘導した後に、マウス筋

細胞株と共培養することにより、in vitroで NMJを形成させることに成功した。代表的

な先天性神経筋疾患である脊髄性筋萎縮症(spinal muscular atrophy: SMA)患者さんより

iPS 細胞を樹立し、同様の検討を行うと、NMJ 形成能が著しく低下することを発見し、

これが細胞死に先行すること、アンチセンスオリゴなどの治療により改善することを示

した(Yoshida, Stem Cell Reports, 2015)。この研究では、脊髄性筋委縮症が運動ニューロン

疾患というよりはむしろ NMJ 疾患であることを示すとともに、in vitro での NMJ を標

的とした治療薬探索のプラットフォームを提供することに成功した。しかし、hNMJ疾

患の病院には、神経側・神経側それぞれの要因があり、病態生理が不明のものや、孤発

例で原因そのものが不明のものもある。これらの疾患の詳細な病態解析のためには、ヒ

ト-マウスのハイブリッド系でなく、ヒト運動ニューロンとヒト骨格筋細胞から hNMJ

を構築する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト多能性幹細胞より機能的な hNMJを構築し、これを疾患解析・創薬

へ応用することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
①ヒト多能性幹細胞より機能的な hNMJ を構築・評価する、② hNMJ を用いた疾患
モデリングと病態解析を実施するの 2項目を実施する。 
 
① ヒト多能性幹細胞の機能的な hNMJ 構築と評価 

ヒト iPS細胞由来運動ニューロンと骨格筋細胞を誘導し、hNMJを構築する系を確立す

る。培養条件等を検討し、hNMJ形成能が安定して高効率となる条件を確定する。hNMJ

形成は αBTXによるアセチルコリン受容体（AChR）クラスタリングの染色によって評

価し、必要に応じて AChR の免疫染色を併用する。また、NMJ の成熟状態の評価とし

て、透過電顕による微細構造の評価を実施する。機能評価として、系の性質上電気生理

学的な評価が困難であるため、Ca イメージングによる筋肉の活動の評価、筋収縮の程

度の評価を実施し、これらの活動が NMJ のシナプス遮断によって抑制されるかどうか

を確認する。また、筋収縮能については、ソニー（株）との共同研究により、筋収縮能

を画像解析から評価する系を構築しておりこれを用いる。 

 

②  hNMJ を用いた疾患モデリングと病態解析 
SMAをモデルとし、hNMJを構築させ、上記の機能評価を行って疾患モデリングが可能
かを検討する。 
 
４．研究成果 
 ヒト多能性幹細胞に MYOD1 遺伝子を強制発現させて骨格筋細胞を誘導する分化系

を改変し、細胞培養の条件を神経細胞・筋細胞の双方に適合させることにより、hNMJ

を簡便に誘導することに成功した(Lin, JCI insght 2019; 特許出願中)。この分化系では、



従来のように、複数の細胞を混合したり、細胞を選別したりすることなく、培養を続け

るだけで hNMJを作ることが出来る。hNMJは分化誘導開始 20日ごろから出現し始め、

当初は胎児型の NMJ だが、次第に成熟し成人型へと切り替わり、100 日以上維持する

ことが出来る。完成した NMJは、ヒトの生体内のものと類似した形態を示す(図 1)。 

 

 

図 1：hNMJの免疫染色像（培養開始 60日後） 

赤：NMJ、水色：筋肉細胞、緑：神経細胞 

 

 また、電子顕微鏡で詳細に形態を観察すると、生体内の NMJ と同様に、神経細胞の

末端と筋肉細胞の結合部を Schwann 細胞が覆っており、NMJ 周辺にミトコンドリアが

集まっている様子が観察できた(図 2)。 

 

図 2：hNMJの走査電子顕微鏡像 

 

 作製した hNMJが神経細胞からの興奮伝達を行っているかを調べるため、Synapsinプ

ロモーター下に光受容イオンチャネルを発現するベクターを構築し、iPS細胞に導入し

て hNMJを形成させた。実際に青色レーザーを当てると、筋肉の収縮が確認でき、筋収

縮は NMJの機能を阻害する薬剤である Curareを添加することにより、完全に抑制され

た。これらの結果から、今回作製した hNMJは in vitroで機能を発揮し、神経細胞の興

奮を筋肉に伝えることができることが判明した。 

ミトコンドリア 



 

 

 

 
 

図 3：（上）神経細胞の刺激システム。 

（下）筋肉細胞の収縮の記録。緑や赤の部分が刺激で動いている部分。NMJの機能を

阻害すると（右）、筋収縮が起こらなくなる。 

 

最後に、作製した hNMJを用いて、SMAのモデルを構築した。SMAは SMN遺伝子

の欠損によって発症する疾患で乳児期の先天異常による死亡の第一位を占める重要な

疾患である。患者さんは運動神経と NMJ の機能不全により筋肉の萎縮を起こし、重症

例では呼吸不全で死亡する。 

健常人の iPS細胞から SMN遺伝子をノックダウンした iPS細胞（SMNKD細胞）を作

製し、この細胞から hNMJを作製すると、NMJの数が正常対照に比べて減少していた。

また、SMNKD細胞では、神経細胞依存性の筋収縮が確認されず、NMJ の機能も著しく

低下していた。以上より、SMA 患者さんでは、神経筋接合部の異常が疾患発症にかか

わっていることが示唆された。 

 

 

 

図 4：SMNの機能を抑制した細胞（SMNKD）では NMJの形成能が低下する。 

 

 本研究では、ヒト iPS細胞を用い、hNMJを簡便に誘導する分化系を構築することに

成功した。作製した hNMJは形態的、機能的に生体内のものに類似した複雑な構造を形



成し、in vitroで成熟させることが出来る。近年、SMAや筋萎縮性側索硬化症などの神

経筋疾患において NMJ 病変が早期に現れることが注目されており、本システムはこれ

らの疾患の病態解明や治療法開発に有用である。また、in vitro hNMJ の構築により、

hNMJの形成過程の解明などの生物学的な研究にも貢献できると期待される。 
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