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研究成果の概要（和文）：　世界中で使われている骨格筋の培養細胞（筋管細胞）は、生体の骨格筋細胞（筋線
維）に比べると幼弱で骨格筋本来の性質を獲得しきれていない。本研究は、筋管細胞の成熟度を促進させる方法
を開発し、成熟した培養「筋線維」を創ることに挑戦した。
　まずは細胞の数を確保するため、筋芽細胞の増殖を促進させる因子とその機序を明らかにした。さらに、イン
クジェット加工装置によって細胞外基質を線状に塗布し、筋細胞の伸長方向を統一させることに成功した。ま
た、骨格筋と筋管細胞の網羅的な遺伝子発現解析によって分化の促進因子を絞り込んだ。以上のように、筋細胞
の成熟度を高める条件を見出し、進化した筋細胞の培養方法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Cultured skeletal muscle cells (myotubes) used all over the world are 
unmatured compared to in vivo skeletal muscle cells (myofibers), and do not have the original 
properties of skeletal muscle. In this study, we developed a method to promote the differentiation 
of myotubes and challenged to create a mature cultured myofiber.
First, we found the factors to enhance the proliferation of myoblasts and the underlying mechanisms 
and succeeded to acquire a large number of cultured cells. Furthermore, we unified the elongation 
direction of muscle cells by applying the extracellular matrix linearly with an inkjet printing 
device. In addition, we performed the screening for the factors that promote differentiation by 
comprehensive gene expression analysis of muscle tissue and myotube. As described above, we found 
the conditions for increasing the maturity of muscle cells and established a method for culturing 
evolved muscle cells.

研究分野：運動生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨格筋の未知なる働きを解明するためには培養細胞を用いた実験が必須であるが、世界中で使われている「筋管
細胞」は、生体の「筋線維」に比べると極めて幼弱で骨格筋本来の性質を獲得しきれていない。そのため、筋管
細胞を用いた実験には限界があり、それが骨格筋研究の発展を阻んできた。筋管細胞の成熟度を促進させ、既存
の筋管細胞よりも成熟した培養「筋線維」を創ることができれば、骨格筋細胞の生物学的意義を解明する研究が
加速し、医療や健康科学の発展に貢献される。

※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 

骨格筋は動きを生み出す運動器としてだけでなく、代謝や内分泌器官として働くことから、
健康を維持するためにも重要な臓器として注目されている。骨格筋の詳細な解析には、培養細胞
を用いた研究が広く行われている。骨格筋の培養細胞は、初めは「筋芽細胞」と呼ばれる分裂可
能な単核の細胞であるが、成熟すると互いに融合して多核の長細い「筋管細胞」に成る。筋管細
胞は遺伝子改変が比較的容易で、筋収縮もさせられることから、骨格筋の in vitro モデルとして
世界中で使用されている。しかし、実際は生体内の本物の筋細胞（筋線維）のレベルまでは成熟
しきっておらず、骨格筋としての複数の性質を獲得できずにいる。 

 
２．研究の目的 
  本研究では、筋管細胞をさらに成熟（分化）させ、これまで誰も成し遂げられなかった培養
「筋線維」を作製することを目的とした。本研究によって、進化した培養筋細胞が完成すれば、
それは骨格筋の基礎研究を進展させるだけでなく、創薬を目的とした質の高い化合物スクリー
ニングを実現させる。また、再生医療の分野では、未分化の細胞を生体に移植すると、それが腫
瘍を形成し、目的の機能を果たせないといった技術上の問題が実用化への道を阻んでいるが、本
研究はその問題解決の糸口を拓くことができる。上記目標のために下記の目的を掲げた。 
 
（1） 初代細胞を大量に培養する培養液の開発と機序の解明 

筋管細胞が筋線維に比べて細いのは、単純に細胞数が足りない可能性がある。申請者はマウ
ス骨格筋からサテライト細胞を大量に増殖させられる培養液の開発を行ってきた。これまでの
研究によってグルコース濃度が細胞の増殖に影響を与える可能性を掴んでいる。サテライト細
胞の増殖を促進するグルコースの濃度と機序を明らかにすることで、細胞を大量に培養する実
験条件を確立することを目指した。 

 
（2） 筋管細胞の伸長方向を揃える 

生体の筋線維は方向が統一されており、骨格筋の収縮装置（サルコメア）は規則的に整列し
その構造も明確に観察される。しかし筋管細胞はランダムな方向に伸長するため、サルコメアの
形成が不十分で構造も不明確である。そこで、細胞の接着に必要なマトリゲル（接着因子の混合
物）を「線状」に塗布すれば、細胞はそこだけに整列して伸長方向が揃うと考えた。マウス骨格
筋から酵素処理によって骨格筋の組織幹細胞「サテライト細胞」を剥離させ、それを培養する。
超微細インクジェットプリンタ（SIJテクノロジ）によって細胞径の太さのマトリゲルラインを
培養皿に印刷する。 

 
（3）骨格筋細胞にあって筋管細胞には足りないシグナル経路を補完する 
  筋線維に成熟するためには、骨格筋以外の細胞や組織からの分泌物や接触刺激等が必要な
可能性がある。それが事実ならば、細胞培養では筋細胞だけを集めて純粋培養するため、それら
の因子の入力が生じていないことが問題と考えられる。そこで筋管細胞で欠損しているシグナ
ル経路（特に分化や成長に関わる）を見つけ出し、遺伝子操作によって強制的にその経路を回復
させることに挑む。筋管細胞と生体の骨格筋組織からそれぞれ RNAを回収し、DNAマイクロアレ
イ解析によって筋管細胞に足りない遺伝子群とシグナル経路を探索する。 
 
３．研究の方法 
（1） サテライト細胞の増殖培養 

マウスの骨格筋（長指伸筋）から筋線維を単離し、酵素処理によってサテライト細胞を播種
した。高グルコース培地（最終濃度 19 mM）と低グルコース培地（最終濃度 2 mM）をそれぞれ調
製し、グルコース濃度の異なる条件で培養した。培養 3, 4, 5, 6 日目に細胞を 4%PFAで固定し、
筋分化のステージを同定するためにそれぞれの段階のマーカー・タンパク質の免疫染色を行っ
た。また、ウシ胎児血清（FBS）中のグルコースを分解するためにグルコースオキシダーゼを、
またその反応で生成される H2O2を分解するためにカタラーゼをスライドガラスに固定して、FBS
を 3 週間反応させた。 

 
（2） マトリゲルの塗布 
   細胞外基質マトリゲルを 1.0 mg/mL濃度で調製し、それをサブフェムトインクジェット加工
装置（SIJテクノロジ）によって培養プレートに塗布した。マトリゲル溶液は線状に塗布し、幅
は 10-50 µmとした。一週間増殖培養したサテライト細胞由来の筋芽細胞を継代し、その培養プ
レートに播種した。分化培地で培養後、α-actininで免疫染色した。 
 
（3） 遺伝子発現の網羅的解析 
  マウス下肢から長趾伸筋（EDL）を摘出した。また、それらの筋線維に付着しているサテラ



 

 

イト細胞を培養し、増殖後に継代、分化誘導を行って筋管細胞を作製した。分化 5 日目に RNAを
抽出し、マイクロアレイ解析を行った（DNA チップ研究所に委託）。 
 
４．研究成果 
（1） サテライト細胞の増殖培養 

サテライト細胞を低グルコースで培養すると 6 日目の時点で細胞数が高グルコース条件より
も有意に増加し、高濃度のグルコースは細胞の増殖を抑制することが示唆された。また、Pax7と
MyoDを共染色した結果、Pax7 陽性かつ MyoD 陰性の細胞集団の割合が、高グルコースより低グル
コース条件で有意に増加したことが示された（図 1b）。 
FBS で調製した増殖培地はグルコース濃度が 0.1 mM で、高グルコース培地の約 1%程度であ

った。グルコースを枯渇させた培地でサテライト細胞を培養したところ、通常の増殖培地と同程
度に細胞は増殖した。細胞の増殖を促進させるグルコース濃度の閾値を検討するため、グルコー
スを段階的に調製した培地で細胞を培養した。細胞増殖はグルコース濃度が 8 mM 以下で促進さ
れることが分かった。 

図 1．グルコース濃度によるサテライト細胞の増殖と運命決定の変化 
a）サテライト細胞を高グルコース（19 mM）と低グルコース（2 mM）の増殖培地で培養した
際の細胞数の変化を示した。培養 6 日目において、低グルコース条件の方が高グルコースより
も有意に細胞数は増加していた。 
b）培養 6日目のサテライト細胞を固定し、Pax7 およびMyoD抗体で免疫染色後、細胞数を計
測した。Pax7＋/MyoD－細胞の細胞集団の割合は、低グルコース（2 mM）で有意に増加した。 
 
（2） 筋管細胞の配向 

インクジェット加工装置によって 50 µm 幅のマトリゲルラインを 1.0 mm 間隔で培養プレー
トに作製し、そこに筋芽細胞を播種した。細胞はマトリゲル上に接着し、マトリゲルの無い部分
に接着した細胞は少なかった。分化培地で 5 日間培養すると、マトリゲル上で融合した細胞はラ
インに沿って伸長した。α-actinin で免疫染色したところ、マトリゲルラインで分化した細胞
にはサルコメア構造が観察された（図 2）。 

 

図 2．筋管細胞の配向培養 
a）マトリゲルを全体的（左）と線状（右）に塗布して筋芽細胞を培養した。マトリゲルライ
ンに沿って筋芽細胞が接着した。 
b）分化後に筋管細胞を α-actinin で免疫染色した。マトリゲルに沿って伸長した細胞にはサル
コメア構造が観察された。 

 
（3） 遺伝子発現解析 
EDL の骨格筋組織と筋管細胞の DNA マイクロアレイ解析を行った。両者の遺伝子リストを比

較したところ、骨格筋で 4倍以上発現が亢進したプローブは 2269個、逆に筋管細胞で亢進した

プローブは 2092 個であった。GO 解析を実施したところ、Biological Process、Molecular 
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Function に有意差が認められた。そのリストの中から、筋分化を促進する候補因子を抽出し、

筋芽細胞に遺伝子導入、また、siRNAによるノックダウンを行った。筋分化マーカーの発現量を

指標に、筋成熟の変化を評価した。 

 

 以上のように本研究の結果から、培養筋管細胞を成熟化させるための条件が見出された。細胞

増殖を促進させるための培養方法を用いた上で、今後は配向性や分化促進因子導入などの各要

素を組み合わせた上で検討を行う。 
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