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研究成果の概要（和文）：骨格筋幹細胞はin vitroで培養することで分化してしまい、細胞移植効率が著しく低
下してしまうことが知られている。本研究では、生体内の骨格筋微小環境を評価し、骨格筋幹細胞がラミニン
（LM）a2-5で包まれていることを明らかにした。組換え LM-E8 断片の存在下で幹細胞を培養することにより、
未分化状態の筋サテライト細胞の増殖が促進されることがわかった。損傷した筋肉組織に移植すると、LM-E8で
培養した筋サテライト細胞は骨格筋の再生を促進した。これらの知見は、組換え LM-E8 断片を用いて筋サテラ
イト細胞ニッチを模倣することにより、移植細胞を効率的に培養する方法を開発することができた。

研究成果の概要（英文）：Satellite cells function as precursor cells in mature skeletal muscle 
homeostasis and regeneration. In healthy tissue, these cells are maintained in a state of quiescence
 by a microenvironment formed by myofibers and basement membrane in which LAMININs (LMs) form a 
major component. In the present study, we evaluated the satellite cell microenvironment in vivo and 
found that these cells are encapsulated by LMa2-5. We sought to recapitulate this satellite cell 
niche in vitro by culturing satellite cells in the presence of recombinant LM-E8 fragments. We show 
that treatment with LM-E8 promotes proliferation of satellite cells in an undifferentiated state. On
 transplantation into injured muscle tissue, satellite cells cultured with LM-E8 promoted the 
regeneration of skeletal muscle. These findings represent an efficient method of culturing satellite
 cells for use in transplantation through the recapitulation of the satellite cell niche using 
recombinant LM-E8 fragments.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 筋サテライト細胞　細胞外マトリックス　ラミニン　ファイブロネクチン

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
外傷や筋ジストロフィーをはじめとする筋疾患では、筋サテライト細胞の数・質が低下するため、重篤化した場
合には呼吸など生命維持に欠かせない機能が損なわれることもある。しかしながら、骨格筋においては、in 
vitroで未分化性を維持し増殖させる培養法が確立されておらず、再生医療を先行するgood practiceとなり得て
いない。「細胞外マトリックスニッチ」を用いた分化抑制・自己複製能の促進が可能となれば、短期間に多くの
移植用幹細胞を得ることができる。また、組織幹細胞である筋サテライト細胞を用いた移植治療開発は、安全で
有効な再生医療の実用化を加速する原動力となることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 私たちの体を構成している骨格筋は全体重の大部分を占めており、骨との協調によって運動

や姿勢の保持を司っている。近年、骨以外の組織とのクロストークのメカニズムも一部解明され

てきており、体の恒常性及び疾患に対する骨格筋組織の重要性が注目されている。骨格筋組織に

は、筋サテライト細胞と呼ばれる幹細胞が存在し、通常は筋繊維細胞膜と基底膜の間で静止期状

態を保っている。骨格筋が損傷を受けると筋サテライト細胞は活性化され、失われた骨格筋の再

生に重要な役割を担っている。申請者は近年、静止期筋サテライト細胞特異的に発現している膜

貫通型蛋白質 Teneurin-4（Ten-4）遺

伝子が、筋サテライト細胞の未分化性

維持に関わることを報告した（Ishii 

et al., Stem Cells, 2015）。実際、

Ten-4 ノックアウトマウスでは、損傷

後の筋再生が不十分なことから、再生

した筋繊維が細く、繊維数も少ないこ

とが観察された（右図）。生体内におい

て Ten-4 遺伝子を発現している筋サ

テライト細胞が、骨格筋再生に重要な

役割をしていると考えられる。 

  超高齢化社会を迎えた我が国においては、高齢者が筋骨格系の疾患に罹患する確率は極めて

高く、骨格筋の再生・機能の維持は非常に重要な課題である。老化に伴う筋萎縮（サルコペニア）

などにおいても、疾患への筋サテライト細胞の移植が試みられているが、骨格筋幹細胞は in 

vitroで培養することで筋芽細胞に分化してしまい、細胞移植効率が著しく低下してしまうこと

が知られており、骨格筋再生治療の実現における大きな障壁となっている。 

 筋サテライト細胞の未分化維持シグナルかかわる研究は既にいくつか報告されているが、筋

サテライト細胞を in vitroにて未分化維持できるまでには至っていない。そこで、生体内の未

分化維持に必須であった Ten-4 遺伝子シグナルに着目し、外因的に刺激をいれることで筋サテ

ライト細胞の培養方法が改善されるのではないか、という発想に至った。本研究では、筋サテラ

イト細胞を効率良く生体内に移植する方法を開発し、筋サテライト細胞の移植効果の有効性を

検証することを目的とする。生体内での骨格筋環境を模倣した培養方法「細胞外マトリックスニ

ッチ」の構築を行い、生体に近い状態での筋サテライト細胞の挙動や組織再生構築能力の評価を

解析する。 

 

２．研究の目的 

 細胞移植において、現状では少なくとも 1×10 の 7 乗以上の細胞が必要であり、再生医療実現

のためには細胞増幅法の開発が急務になっているのが現状である。このような背景のもと、当該

研究においては骨格筋サテライト細胞に関して下記の 3 点について検討する。 

(1）細胞外マトリックス構成成分を用いたマウス筋サテライト細胞未分化維持培養法の確立 

(2）筋サテライト細胞移植治療効果の解析筋疾患治療への応用 

(3）筋サテライト細胞の未分化維持機構の解明と他種幹細胞への応用 

 



３．研究の方法 

マウス筋サテライト細胞未分化維持培養法 

 マウス骨格筋組織からの筋サテライト

細胞の分離について、当研究室で既に確立

した手技を持っており、安定した細胞分離

が可能である（Ishii et al., Stem Cells, 

2015）。その技術を用いて、組織から筋サ

テライト細胞を分離し、細胞外基質をコー

ティングした培養ディッシュに播種した

後、未分化状態を維持したまま培養できる

かどうかの解析を行う（右図）。コントロールとして一般的に筋サテライト細胞に用いられるマ

トリゲルを用いる。既に研究代表者らは複数の細胞外マトリックスカクテルの適正なコーティ

ング方法・濃度条件について検討済みである。本実験ではさらに、液性因子として加えた場合や、

ディッシュ表面以外の支持体にコートして培養するなど、細胞外マトリックスカクテルの活性

が高める方法も並行して探索する。細胞外マトリックス構成物質による筋サテライト細胞の未

分化維持効果を詳細に解析し、分化を抑えた状態で自己複製能力を促す培養法の確立を目指す。 

 

マウスモデル動物移植実験による筋サテライト細胞移植治療効果の解析 

 マウス筋サテライト細胞を用いて、骨格筋損傷モデルマウスに対し、培養した細胞群とマトリ

ゲル上で培養した細胞群を移植投与し、損傷骨格筋再生への寄与を解析する（下図）。骨格筋の

損傷・再生モデルとしては Cardiotoxin やブピバカイン（マーカイン TM）を筋注して作成する。

この場合の損傷は一過性で通常２週間で損傷前の状態に修復・再生される。骨格筋の再生能力を

判定する定性的・定量的モデルとして世界的に定着している。ヒト筋サテライト細胞を用いて、

免疫不全マウス（NSG-DuDnull マウス）に移植し筋再生能を評価する。コントロールとして、マ

トリゲルで培養したヒト筋サテライト細胞を使用する。移植したヒト筋サテライト細胞が NSG-

DuDnullマウスで生着し再

生を促しているかを、骨格

筋組織の凍結切片を用い

て、各種マーカー（Pax7、

MyoD、 Myogenin、 Myosin 

heavy chain）免疫染色に

より評価する。       図: 筋損傷モデルマウスを用いた細胞移植治療の有効性の検討 

 

他種幹細胞筋サテライト細胞未分化維持培養法 

 ヒトおよびウシ由来筋サテライト細胞の解析を試みる。ヒト試料を用いた実験については東

京医科歯科大学医学部倫理審査委員会の承認を既に受けている（承認番号：２１２１）。「マウス

細胞とヒト細胞の性質の違い」は本研究の目標達成の為の大きな要因として挙げられる。最近報

告された抗 VCAM-1抗体を用いる筋サテライト細胞分離方法（Liu et al., Nat. Protoc., 2015）

及び CD82抗体（Alexander, et al., Cell Stem Cell, 2016）の検討を行い、最適な条件を決定

する。また、ウシ由来サテライト細胞については、未だ効率的な分離方法が確立していないため、

分離方法を確立する。マウス細胞の培養方法を元にして、ヒトおよびウシ由来筋サテライト細胞

の培養増幅方法を確立し、未分化維持機構を応用した培養スケールアップ技術の開発を試みる。 

図: 筋サテライト細胞の分離と未分化維持培養 

 

細胞外マトリックス
カクテル



４．研究成果 

ラミニン-E8 断片による細胞外 LM 環境の再構築 

  ラミニン(LM) a サブユニットの発現解析から、細胞外 LM アイソフォームの構成要素が、培

養サテライト細胞における PAX7 の発現維持に関与している可能性が示唆された。静止衛星細

胞は、衛星細胞に発現する抗原を認識する SM/C-2.6 抗体を用いて、フローサイトメーターによ

り 8 週齢のマウス筋肉から直接分離した（Fukada et al, 2004）。細胞外／細胞周囲の LM 環

境を再現するために、LM-E8 フラグメントを用いた様々な培養条件を テストした。LM332-, 411-, 

511-E8 で前処理を行った後、マトリゲル上で培養した（研究成果１A）。その結果、PAX7 の相

対蛍光強度は、Pre3/4/ 5-on2 群で最も高いことを見出した（研究成果１B）。ラミニンフラグ

メントが細胞に直接結合していることを確認するために、HAタグを付けた E8 断片を用いて実験

を行ったところ、細胞膜上に LM332-, 411-, 511-E8 断片を検出した（研究成果１C）。これら

のデータは、LM-E8 を用いて細胞外 LM 環境を機能的に再構成する（Pre3/4/5-on2）ことで、

PAX7 を発現する未分化衛星細胞を in vitro で維持できることを示唆している。  

【図：研究成果１】 

ラミニン-E8 によるニッチ環

境の再構築 

(A) マウスから単離した筋サ

テライト細胞に用いた培養方

法 。 (B) コ ン ト ロ ー ル

（Matrigel）または LM-E8 断

片の組み合わせで 5 日間培

養した後の PAX7 の相対蛍光

強度を示す。(C) ラミニン 

332-、411-、511-E8で処理し

た細胞の HAタグ（赤）および

DAPI（青）に対する免疫染色。 

 

LM-E8 フラグメントは筋サテライト細胞移植の効率を高める 

 Pre3/4/5-on2 上で培養した筋サテライト細胞の再生効率を解析するために、C57BL/6-EGFP マ

ウスから分離した培養筋サテライト細胞を、8 週齢の野生型 C57BL/6 マウスの TA 筋に注入し

た (研究成果２A)．移植の 24時間前に、被移植体の C57BL/6筋に心筋毒を注射して組織損傷を

誘発し、再生反応を開始させた。移植の 2 週

間後、EGFP 陽性線維の検出により、筋組織の

再生に対する移植細胞の寄与を調査した（研究

成果２B）。これらの蛍光シグナルは、組織内の

自家蛍光に由来するものではないことを確認

している。Pre3/4/5-on2 で培養した筋サテラ

イト細胞を移植すると、マトリゲル上で培養し

た細胞よりも有意に多くの EGFP 陽性線維が生

じた（研究成果２C）ことから、Pre3/4/5-on2

で培養した筋サテライト細胞は再生に貢献す

る能力が向上していることが示唆された。 



【図：研究成果２】Pre3/4/5-on2 で培養した筋サテライト細胞は再生能力を高める  

(A) EGFP 陽性筋サテライト細胞を選別し、マトリゲル対照群および Pre3/4/5-on2 群で 5 日

間培養した。これらの細胞を C57BL/6 前脛骨筋（TA）へ注入した。(B）注入後 2 週間、断面を

LMa2（赤）および DAPI（青）で染色した。 (C) TA筋の EGFP陽性線維の数を算出した。Matrigel 

コントロールの比率を 1.0 とした。 

 

コロニー形成細胞の特異的細胞表面抗原のスクリーニング 

 ウシ組織中の Ha2/5+細胞、Ha2/5-細胞、およびすべての生細胞（Propidium iodide: PI陰性

細胞）を比較して、コロニー形成能を検討した（研究成果３A）。Ha2/5+細胞は、全生細胞と比較

して 100倍もコロニーが濃縮されていた（研究成果３B）。また、Ha2/5-細胞の画分には、コロニ

ー形成細胞はほとんど含まれていなかった（研究成果３B）。CD29（Ha2/5）はβ1 インテグリン

受容体であるため、CD29はフィブロネクチンなどの細胞外マトリックスの主要な受容体として、

また細胞間接着分子として機能するインテグリンファミリーのβサブユニットである。そこで、

フィブロネクチンを塗布したディッシュ上での Ha2/5+細胞の増殖能について解析した（研究成

果３C）。フィブロネクチンでコーティングしたディッシュで培養した細胞は、コーティングして

いないディッシュで培養した細胞と比較して、約 23,600倍もの増殖能が認められた（研究成果

３C）。興味深いことに、培養を続けると、Ha2/5+細胞が成熟した細胞として観察された（研究成

果３D）。Ha2/5+画分は、CD56（筋肉細胞マーカー：11.1%）と CD90（間葉系細胞マーカー：23.8%）

を発現していた（研究成果３E）。フィブロネクチンを利用することで、ウシ組織中の筋サテライ

ト細胞をスケールアップ培養する技術を開発することができた。 

 

【図：研究成果３】細胞表面マーカーによるコロニー形成細胞の単離(A) CD29 (Ha2/5 clone) 

抗体で染色したウシ筋肉組織の代表的なフローサイトメトリーの図。(B) Ha2/5+画分のコロニ

ー形成能の解析。 (C) CD29+細胞は、フィブロネクチンをコートした（線）培養皿とコートして

いない（点線）培養皿で培養した。グラフは、21日間の培養細胞数を示す。(D) CD29+細胞の分

化能。スケールバー＝500μm。(E) CD29 陽性画分における CD56および CD90 細胞表面マーカー

の発現を示す（赤色）。 
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