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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ヒト由来筋細胞を用いて「運動できる培養筋細胞系」を構築するこ
とを目的とした。各種医工学的手法を利用するとともに、フィーダー細胞や、異種筋細胞を支持細胞とした新し
い共培養システムを構築することにより、ヒト筋細胞の脆弱な特性を補うことで上記目標を達成することができ
た。また、特殊インサートチェンバーを開発し、電気パルス刺激培養システムのミクロ化を達成し、解析に必要
なヒト筋細胞数の顕著な減少化を実現したとともに、飛躍的な多検体化も可能にした。さらに、健常者のみなら
ず、筋疾患患者の臨床筋検体より採取したヒト筋衛星細胞をこの特殊培養系に適応し、運動依存性の高次筋細胞
機能診断を可能にした。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish an “in vitro exercise model” using 
human-derived muscle cells that often exhibit relatively poor contractile activity. By employing 
biomedical engineering techniques along with co-culture systems, we successfully established “in 
vitro exercise models” using (1) hybrid myotubes comprised of human myoblasts and murine C2C12 
myoblasts as well as those using (2) murine 3T3L1 cells as a feeder for supporting development of 
human myotube contractile ability, that both exhibit vigorous contractile activity in response to 
electric pulse stimulation (EPS). Species-specific analyses allow us to separately evaluate 
contraction-inducible gene expressions and myokine secretions from human and mouse constituents. We 
also fabricated a culture insert chamber that one can efficiently deliver EPS to the myotubes. Thus,
 these inventions would allow us to maximize the use of the human myocytes obtained from biopsy 
samples, a very limited resource. 

研究分野：分子細胞生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題の達成により確立されたヒト由来筋細胞を用いた「運動できる培養筋細胞系」を活用することによ
り、立ち後れている骨格筋を治療標的とする創薬研究に対して大きな貢献をもたらすことができると期待され
る。また、健常者のみならず、筋疾患患者より採取したヒト筋細胞をこの特殊培養系にて人為的な任意の収縮運
動を負荷することにより、収縮能力の獲得過程や、運動応答性に惹起される各種の高次筋機能（マイオカイン類
発現調節、アダプテーションや代謝能亢進など）を培養系において評価可能な「筋細胞高次機能診断システム」
の将来的な構築が可能となった。

※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 
超高齢化社会を迎え加齢性疾患が激増している。一方、適切な運動刺激（いわゆる運動療法）
は、この加齢性疾患、特に筋萎縮症（サルコペニア）や各種の生活習慣病（糖尿病、肥満、
脂質異常症など）に対して明らかな予防/治療効果を発揮することができることから、骨格
筋組織は上述疾患の有効な治療標的として注目を集めている。しかしながら、その運動効果
発現の詳細な機序などについては未解明な点が多い。また、骨格筋自体やその運動効果メカ
ニズムに直接働きかける創薬開発も進んでいない現状がある。このように骨格筋研究が遅
れている原因の一つに、筋細胞の運動特性を培養系において再現可能な優れた培養筋細胞
系が存在せず、効率的な研究開発が困難であった点があった。 
我々は各種医工学的手法を駆使することにより、マウス筋細胞株（C2C12）に対して電気
パルス刺激（EPS）を付与してその収縮活動能力を飛躍的に発達させた「運動できる培養筋
細胞系 (in vitro Exercise モデル)」を構築することに成功している[1-5]。この特殊培養系で
は、EPS 様式の制御により培養筋細胞の運動負荷を量的/質的に任意にコントロールできる
だけでなく、至適調整した栄養組成培地において収縮運動を負荷することで、生体筋の運動
後に観察されるいわゆる「運動の良い効果」を忠実に再現できる優れた特徴がある（図 1）。 
この in vitro Exerciseモデルに改良を加えることにより、ヒト由来筋細胞を用いた EPS特
殊培養系を構築することができれば、立ち後れている骨格筋を治療標的とする創薬研究に
対して大きな貢献をもたらすことができると考えられる。また、筋疾患患者から採取した筋
細胞をこの特殊培養システムへと適応することが可能となれば、各種の筋疾患の基礎的研
究への貢献だけでなく、運動性に障害のある筋疾患の細胞診断も将来的に可能になると考
えられる。 

 
２． 研究の目的 

本研究課題では、これまでマウス筋細胞株を用いて開発してきた「運動できる培養筋細胞
系」に改良を加えることにより、ヒト由来筋細胞種へと適応開発することを目的としている。
ヒト筋細胞を EPS 培養系へと適応した研究報告が海外より既にいくつか報告されているも
のの[6]、我々の基礎的検討では EPS 特殊培養系に適応してもヒト筋細胞の収縮活動能力は
低く、運動依存性の高次機能応答性も極めて貧弱であることが判明している。そこで本研究
課題では、各種の医工学的手法を駆使するとともに、ヒト筋細胞の脆弱な特性を補う目的で、
フィーダー細胞や、異種筋細胞を支持細胞として活用する新しい共培養システムの構築を
目的とした。さらに、健常者のみならず、筋疾患患者より採取したヒト筋細胞をこの特殊培
養系にて人為的な任意の収縮運動を負荷することにより、収縮能力の獲得過程や運動応答
性に惹起される各種の高次筋機能（マイオカイン類発現調節、アダプテーションや代謝能亢
進など）を培養系において評価可能な「筋細胞高次機能診断システム」の将来的な構築へと
つなげることを目的としている。 
 
３．研究の方法 

市販されているヒト筋芽細胞を用いた基礎的な開発研究を行うとともに、研究分担者で
ある萩原嘉廣准教授が臨床検体より FACS 法で採取した初代ヒト筋衛星細胞を用いて「収
縮型培養筋細胞作製システム」を構築する。採取した筋衛星細胞は 3〜4回の継代培養を繰
り返して増殖させた活性型筋芽細胞として小分けして液体窒素にて保存し、各々の実験へ
と供した。さまざまな面で脆弱性を示すヒト由来筋細胞をＥＰＳ特殊培養系において、収縮
能力を発達させるために、以下に詳しく示す方法について研究開発を行った。 
（１） ハイブリッド筋管細胞の創製 
本開発研究では、さまざまな面で脆弱な特性を示すヒト筋細胞と、マウス筋芽細胞株
（C2C12細胞）とともに共培養して分化誘導することにより、ヒトとマウスの異種筋細
胞種が互いに融合したハイブリッド筋管細胞を創生して、上記の EPS 特殊培養系への
適応を試みた。ヒトとマウスの異種筋細胞同士の融合状態は、免疫染色法および恒常発



現的に GLUT4-ECFP を発現する C2C12
株を用いて検証した（図 1）。ハイブリッ
ド筋管細胞内に存在するヒトとマウス
の両核から発現される遺伝子、そして翻
訳後に分泌されるマイオカイン類は、下
述する種差選択的計測手法により解析
した。 
（２） フィーダー細胞を用いた混在培養
システムの構築 
本開発研究では、筋分化により筋芽細
胞種のみが互いに融合して多核の筋管
細胞になり、他の細胞種（フィーダー細
胞）とは融合しない特性を利用した。混
在フィーダー細胞種としてマウス
3T3L1細胞株を利用した。あえてマウス
由来細胞をフィーダー細胞として利用す
ることで、ヒトとマウスの種差（遺伝子塩基配列の種差、分泌因子のアミノ酸配列の種
差）を戦略的に利用することにより、混在培養系下においてもヒト筋細胞が収縮依存性
に発する生物応答性（遺伝子発現亢進・マイオカイン類分泌）を RT-PCR 法と BioPlex
法により選択的にモニターした。収縮運動能力の評価は Differential image subtraction 
(DIS)法[1]を用いた。収縮依存性マイオカイン発現は CXCL1/CXCL5 およびインターロ
イキン 6 (IL-6)を指標とした。 
（３） 限局通電型インサートチェンバーを用いた in vitro exercise系の新規構築 
本開発研究では、非常に多数のヒト筋細胞を必要としていた既存の EPS特殊培養シス
テムをミクロ化するための試みとして、限局通電型インサートチェンバーを新たに開発
した。12-, 24-, 96-wellスケールの市販のインサートチェンバーに、通電性を持たせるた
めの特殊加工を施すことにより、インサートチェンバー内の筋細胞に対して有効に EPS
を付与することとした。EPS発生装置および水平対向設置型の炭素電極は、これまでと
同じものを使用した。 

 
４．研究成果 

（１）ハイブリッド筋管細胞の創製ヒトとマウス
の筋細胞からなるハイブリッド筋管細胞の細胞
融合状態について、ヒト細胞のみを検出する抗ヒ
ト核抗原抗体と、筋分化マーカー（caveolin-3）を
検出する抗 cavelin-3 抗体を用いた免疫染色法で
確認した（図 1）。多核の筋管細胞内にヒト筋細胞
由来の核と、マウス筋細胞由来の核が共存するこ
とを確認した。また、このハイブリッド筋管細胞
は EPS に応じて活発な収縮活動を示すことを
DIS法により確認した（図 2A）。種差を活用した
RT-PCR 法および BioPlex 法を構築し、ヒトある
いはマウス由来の発現遺伝子変動（図 2B）とマ
イオカイン分泌増加（図 2C）を各々調べたとこ
ろ、異種混合融合したハイブリッド筋管細胞から
生じる生物応答性であっても、ヒトとマウスの
各々の由来を分別して正確に計測することを可
能にした。 
市販のヒト筋芽細胞（HSMM）を用いて得られ
たこれらの成果に基づいて、実際の臨床検体より 図 2.ハイブリッド筋管細胞の運動と 

運動応答性 

図 1.ヒトとマウスのハイブリッド筋管細胞 



FACS 法で採取した初代ヒト筋衛星細胞を用いてハイブリッド筋管細胞を作製してその実
用性についても検討を行った。その結果、臨床検体由来の筋細胞を用いた場合でも、ハイブ
リッド化することによって、EPS誘発性の高い収縮能力特性を獲得できることを確認した。
さらに、このハイブリッド筋管細胞の培養液中に分泌されたマイオカイン類を多検体
BioPlex法にて調べたところ、4種のインターロイキン類 (IL-6, IL-8, IL-10, and IL16), 5種の
CXC ケモカイン類 (CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL6, CXCL10), 14 種の CC ケモカイン類 
(CCL1, CCL2, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13, CCL16, CCL17, CCL19, CCL20, CCL21, CCL22, 
CCL25, CCL27)。さらに IFN-の分泌が収縮運動により有意に分泌増加することを見出した
[7]。これらの分泌増加因子の中には、これまで筋細胞が分泌することが知られていなかっ
たものもあり、今後、これらの新規マイオカインが生理的にどのような役割をはたしている
のかについて、さらなる研究が必要である。 

（２）ヒト由来の筋管細胞を単独で培養した場
合、筋分化マーカー（caveolin-3や sarcomeric-α
actinin）の発現は十分であるにもかかわらず、
EPS を付与しても全く収縮能力の発達が見られ
ない。この理由の一つとして、培養ディッシュへ
の強い接着様式と、それに伴う筋管細胞の非常
に扁平な細胞形態があげられる。そこで、ヒト筋
細胞を播種する際にフィーダー細胞（マウス
3T3L1細胞）を混在させることにより、ヒト筋管
細胞の分化促進と、接着状態の改善による収縮
能力獲得亢進を目指してフィーダー細胞を用い
た混在培養システムを構築した。その結果、フィ
ーダー細胞との混在共培養により、ヒト筋細胞
の筋分化にかかる時間は若干遅延するものの、
筋管の形成は非常に良好であり EPS 付与による
サルコメア構造の新規発達に伴い（図 3A）、EPS
強度依存性の活発な収縮活動能力を誘導するこ
とができた（図 3BC）。
腱板断裂患者より採取したヒト筋衛星細胞を
用いた基盤研究（収縮能力の発達、運動応答性の遺伝子発現およびマイオカイン分泌の亢進
など）が大変良好に進展したため、東北大学病院・神経内科・青木正志教授との共同研究に
より、希少筋疾患患者より採取した筋衛星細胞を用いたプレリミナリー実験を開始した。筋
疾患患者より得たヒト筋衛星細胞を用いた場合でも、フィーダー細胞混在培養システムを
用いることにより、疾患筋管細胞の収縮能力を発達させながら、その運動依存性の生物応答
を正確に評価できることを確認している。現在、本手法を用いて、これらの筋疾患の原因遺
伝子群に関連する細胞生物学的な基礎検討を鋭意推進中である。筋疾患により運動負荷テ
ストなどが不可能な場合でも、本手法を駆使することにより疾患筋細胞の収縮運動能の獲
得過程や、その運動応答性などの高次筋機能診断が可能になると考えている。


（３）ヒト筋細胞を EPS 特殊培養系にて高い収縮能力を獲得させるために、上記のように
マウス線維芽細胞株を用いた 2 つの混在/混合培養システムを構築することができた。しか
しながら、ヒト筋細胞のみからなる「in vitro exerciseモデル」の構築し、その質保証と信頼
度を向上させることが強く望まれる。ヒト筋細胞を EPS 特殊培養系に適応する際の大きな
障害の一つは、良好な筋分化を誘導するために比較的高い細胞密度の状態（コンフルエント）

図 3.フィーダー細胞混在培養によるヒト筋管
細胞の収縮能力の獲得 



にする必要があり、ヒト筋細胞の場合、
非常に多数の初期播種細胞数が必要と
なることであった。そこで、限局通電型
インサートチェンバーを用いることに
より（特願 2019-33091）、培養スケール
を飛躍的にミクロ化した in vitro exercise
系を新規に構築した（図 4）。
この特殊インサートチェンバーを
用いることにより、ヒト筋細胞数を１
アッセイあたり~1/40程度にまで減らす
ことに成功した。これまでヒト筋細胞
単独の培養系では EPS による収縮運動
能はほとんど認められなかったが、イ
ンサートチェンバーを用いることで、
収縮運動能力の獲得、さらには運動依存性の高次筋機能応答（マイオカイン遺伝子発現上昇、
細胞内シグナル伝達系の賦活化、筋線維変換など）を誘導できることを確認した。ミクロ化
したインサートチェンバーを利用することにより、貴重な細胞種の節約ができるだけでな
く、飛躍的な多検体化も可能となった。本手法を活用することにより「筋細胞高次機能診断
システム」として効率的な稼働が見込まれるとともに、筋細胞の運動効果を治療標的とした
創薬プラットフォームとして応用が大いに期待される。 
 

引用文献 
1.  Fujita, H., Nedachi, T. & Kanzaki, M. (2007) Accelerated de novo sarcomere assembly by 
electric pulse stimulation in C2C12 myotubes, Experimental cell research. 313, 1853-65. 
2.  Nedachi, T., Fujita, H. & Kanzaki, M. (2008) Contractile C2C12 myotube model for 
studying exercise-inducible responses in skeletal muscle, American journal of physiology 
Endocrinology and metabolism. 295, E1191-204. 
3.  Nagamine, K., Kawashima, T., Ishibashi, T., Kaji, H., Kanzaki, M. & Nishizawa, M. 
(2010) Micropatterning contractile C2C12 myotubes embedded in a fibrin gel, Biotechnology 
and bioengineering. 105, 1161-7. 
4.  Farmawati, A., Kitajima, Y., Nedachi, T., Sato, M., Kanzaki, M. & Nagatomi, R. (2013) 
Characterization of contraction-induced IL-6 up-regulation using contractile C2C12 
myotubes, Endocr J. 60, 137-47. 
5.  Nagamine, K., Sato, H., Kai, H., Kaji, H., Kanzaki, M. & Nishizawa, M. (2018) Contractile 
Skeletal Muscle Cells Cultured with a Conducting Soft Wire for Effective, Selective 
Stimulation, Sci Rep. 8, 2253. 
6.  Nikolic, N. & Aas, V. (2019) Electrical Pulse Stimulation of Primary Human Skeletal 
Muscle Cells, Methods Mol Biol. 1889, 17-24. 
7.  Chen, W., Nyasha, M. R., Koide, M., Tsuchiya, M., Suzuki, N., Hagiwara, Y., Aoki, M. & 
Kanzaki, M. (2019) In vitro exercise model using contractile human and mouse hybrid 
myotubes, Sci Rep. 9, 11914. 
 

図 4. EPS培養系用のインサートチェンバー創製 
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