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研究成果の概要（和文）：先天性骨格筋欠損に対する骨格筋シートの作成のために，線維芽細胞を高効率に多核
筋細胞に形質転換するダイレクトリプログラミング法と生体内組織形成技術により作成したバイオシートを用い
ることで，マウス腹壁欠損モデルについて，「機能する」骨格筋シートを短期間に作成する．
具体的には，マウス皮下で作製したバイオシートを足場とし，ヒト線維芽細胞からdirect conversionにて分化
させた多核骨格筋細胞を播種して，マウス腹壁欠損モデルに移植し，組織学的評価を行った．結果として多少の
生着は見られたものの不十分であった．今後の課題として，架橋ナノゲルを用いてin vivo移植実験を行う予定
である．

研究成果の概要（英文）：In order to create skeletal muscle sheets for congenital skeletal muscle 
defects, we have developed a short time frame to create "functional" skeletal muscle sheets in a 
mouse abdominal wall defect model by using a direct programming method that efficiently transforms 
fibroblasts into multinuclear muscle cells and biosheets created by in vivo tissue formation 
technology.
Specifically, multinucleated skeletal muscle cells differentiated from human fibroblasts by direct 
conversion were seeded onto a mouse abdominal wall defect model using a biosheet fabricated 
subcutaneously in mice as a scaffold, and transplanted into the mouse abdominal wall defect model 
for histological evaluation. The results showed some growth, but not enough. In vivo transplantation
 experiments using cross-linked nanogels will be performed in the future.

研究分野：小児腫瘍

キーワード： 骨格筋シート　バイオシート　ダイレクトリプログラミング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，先天性骨格筋欠損に対しての骨格筋シートの作成を最終目標とする.線維芽細胞を高効率に多核筋
細胞に形質転換するダイレクトリプログラミング法と生体内組織形成技術により作成したバイオシートを用いる
ことで，マウス腹壁欠損モデルについて，自己細胞・組織から強度と運動性を担保した「機能する」骨格筋シー
トを短期間に作成し，実臨床において応用可能な治療プラットフォームの開発を目指す.

※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 

我々はこれまで，2017年にヒト線維芽細胞にMYOD1と L-MYCを共導入することで高効率

に多核骨格筋細胞に direct conversion することを（Wakao et al: Biochem Biophys Res 

Commun, 2017，図 1)，2020年に dMBsは三次元培養することで筋管への分化が促進され，電

気刺激に反応して組織が収縮力を発生することを報告した．(Shimizu et al：J Biosci Bioeng, 

2020，図 2) 

図 2  

dMBsを三次元培養したところ電気刺激に反応して収縮した 

 

図 1 線維芽細胞の dMBsへの direct conversion 

 

 また，生体皮下に埋め込んだ鋳型から結合組織管（膜）を作成する生体内組織形成技術（バイ

オチューブ・シート）が開発され，さまざまな欠損部位に対する補填材料として着目されている

（J Artif Organs, 2013）．これら 2つの技術を用いることで，ある程度の面積と強度を保持し，

三次元的な筋線維を形成する骨格筋シートの作成を目指す． 

 

 

２．研究の目的 

 本研究において我々は，腹壁組織の再生を目的とし，腹壁欠損モデルマウスに dMBs とバイ

オシートを移植する実験を繰り返し，dMBsとバイオシートの同時移植について検討した． 

 

 

３．研究の方法 

3.1バイオシート上に dMBsを散布し，腹壁欠損モデルマウスに移植 

 免疫不全マウス(NOG/SCID)を三種混合麻酔で麻酔し，腹部正中の腹壁 7-10 ㎜を切除して腹

壁欠損モデルマウスを作成した．マウス背部皮下に外径 5 ㎜のシリコンチューブを 4 週間埋没

し摘出することでバイオシートを作成した．腹壁欠損部を 7mmにトリミングしたバイオシート

(図 3)をパッチとして 6-0PDSで縫合し，その上にマトリゲルに混和した dMBsを播種(図 4 )，

2週後に組織学的評価を行った． 



 

 

 

 

 

  図 3 生体内組織形成術で作成したバイオシート     図 4 3.2.1の概略 

3.2 バイオシートで dMBsを包み，腹壁欠損モデルマウスに移植 

 3.1と同様に作成した腹壁欠損モデルマウスに，マトリゲルに混和した dMBsを包み込むよう

にしてバイオシートで欠損部を縫合閉鎖した．(図 5) 

 

 

                                   

図 5 3.2.2の概略 

 

3.3 バイオシートに線維芽細胞を接着させ，シート上で dMBsに direct conversionし，腹壁欠

損モデルマウスに移植 

MEF(マウス胎児線維芽細胞)を使用した．バイオシートは 70%エタノールで保存することで

脱水され、堅く強度を持つものに変化する．PBSで 2回洗浄後，コーティングせずに GFP導入

MEF混濁液で培養したところ、ほとんど接着しなかった．したがって、バイオシート上に接着

させるためにはコーティングが必要と判明した．PBSで 2回洗浄後、pH3に調整した塩酸で 10

倍希釈したコラーゲン溶液に 1時間 room temperature、再度 PBSで 2回洗浄，この操作でバ

イオシートは dish底面に固定され(図 6)，MEFを播種すると効率よく接着するようになった．

(図 7) 

MEF が接着した状態で mMyoD と GFP をレトロウイルスを用いて 1:1 で導入したところ，

transfection3 日後に GFP が導入された mouse-dMBs への変換を確認した．(図 8)このシーを

野生型マウス腹壁欠損部に移植し，2週後に検討を行った． 

 

 

 

 

 

  

図 6 コラーゲンコーティング 
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図 7 シートに接着した MEF                   図 8 シート上で変換した mouse-dMBs 

 

４．研究成果 

4.1. バイオシート上に dMBsを散布し，腹壁欠損モデルマウスに移植 

 移植手術から 2 週後に，マウスを安楽死して移植組織を摘出し

た．すべての検体で腹壁の破綻などの合併症を認めなかった．組織

切片を免疫染色したところ，dMBs 散布群では，バイオシート上に

デスミン陽性細胞の残存を確認したが少量だった．(右図) 

 

 

 

4.2 バイオシートで dMBsを包み，腹壁欠損モデルマウスに移植 

 移植手術から 2 週後に，マウスを安楽死して移植組織を摘出した．すべての

検体で腹壁の破綻などの合併症を認めなかった．組織切片を HE染色と免疫染色

で評価したところ，バイオシート間にごく少量のデスミン陽性細胞がみられた．

(右図)  

 

 

4.3 バイオシートに線維芽細胞を接着させ，シート上で dMBsに direct conversionし，腹壁欠

損モデルマウスに移植 

 移植手術から 2週後に，マウスを安楽死して移植組織を摘出した．摘出したバイオシート上の

GFP 陽性細胞を蛍光顕微鏡で観察したところ，辺縁のみに残存を確認した．(下図) 
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