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研究成果の概要（和文）：筋生検による診断が必要である悪性高熱症（MH）の機能検査を低侵襲的に行うため、
線維芽細胞から骨格筋細胞への分化を誘導する転写因子（MyoD1）を皮膚線維芽細胞に導入することで骨格筋細
胞（筋管細胞）を作成した。次に、正常線維芽細胞から作成した筋管細胞に対してカルシウム感受性試験を行
い、MH患者の筋管細胞に対するカルシウム感受性試験と比較を行った。検討の結果，MH患者由来筋管細胞のカル
シウム感受性が正常線維芽細胞から作成した筋管細胞よりも有意に亢進しており，線維芽細胞から作成した筋管
細胞によりMHの機能検査を行うことができる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：To perform a less invasive functional test for malignant hyperthermia (MH), 
which requires diagnosis by muscle biopsy, we use a transcription factor (MyoD1) that induces the 
differentiation of fibroblasts into skeletal muscle cells (myotube cells). We created myotube cells 
by introducing MyoD1 into skin fibroblasts. Next, a calcium sensitivity test was performed on 
myotube cells prepared from fibroblasts, and a comparison was made with a calcium susceptibility 
test on myotube cells in MH patients.
As a result of the examination, the calcium sensitivity of myotube cells derived from MH patients 
was significantly higher than that of myotube cells prepared from normal fibroblasts. The results of
 this study showed the possibility that myotube cells prepared from fibroblasts could be used for MH
 function testing.

研究分野： 麻酔科学

キーワード： 悪性高熱症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性高熱症（MH）の機能診断のために必要な筋生検は侵襲が大きく、特に小児においては全身麻酔が必要となる
ため検査を行うことが困難な実態にある。
本研究成果により、正常ヒト線維芽細胞を分化させて作成した筋細胞によって機能解析を行うことができること
が示された。現状では、MH患者の皮膚線維芽細胞から分化させた筋細胞を用いた機能解析は実用化されていない
が、本研究の方法による皮膚を利用する検査法が確立すれば、従来の筋生検を必要とする検査よりも患者に与え
る侵襲を軽減することができ、MHの検査が従来よりも普及す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 
悪性高熱症は揮発性吸入麻酔薬や脱分極性筋弛緩薬によって誘発される筋疾患であるが、日常
生活ではほとんど症状はなく、ひとたび発症すると迅速に診断・治療が行われないと致死的とな
り、死亡率は 10～15％と報告されている。悪性高熱症の主病因は、骨格筋細胞内に存在する 1型
リアノジン受容体（RYR1）の遺伝子変異によるカルシウム代謝異常と考えられており、原因薬剤
により RYR1 が活性化されることで筋小胞体からのカルシウム放出が促進され、細胞内カルシウ
ム濃度の上昇により骨格筋の異常収縮が生じ、代謝亢進および筋細胞の破壊に伴い発熱、アシド
ーシス、高カリウム血症、高ミオグロビン血症などの症状を呈する。 
悪性高熱症の確定診断を行うためには、遺伝子検査の他に筋生検による機能検査として Ca-
induced Ca release（CICR）検査や In vitro contracture test （IVCT）が必要であるが、こ
れらの検査は特に小児患者においては筋生検が全身麻酔を伴う侵襲的検査であることが問題で
ある。一方、悪性高熱症に関係する RYR1 の表現型の差異は原因遺伝子の変異以外にも多くの環
境および遺伝要因によって生じると考えられており、発症の原因となる遺伝子変異に関しては
明らかになっていない部分も多い。 
 
２．研究の目的 
CICR 検査のための筋生検を行う際に同時に患者皮膚から採取して培養した線維芽細胞を、筋芽
細胞に分化誘導する遺伝子導入試薬により骨格筋細胞に分化させて機能検査を行い、筋生検を
必要としない検査法を確立することを主たる目的とする。線維芽細胞から分化させた筋細胞を
用いた機能解析は現在実用化されていない。線維芽細胞を用いた診断法が確立すれば、従来の筋
生検を必要とする検査よりも患者に与える侵襲を軽減することができ、検査が従来よりも普及
することが期待される。 
また、細胞の薬剤への反応性の検討を行うことと併せて患者の遺伝子情報を解析することによ
り、新たな原因遺伝子の同定や、病態のさらなる解明ならびに効果的な治療方法への応用が可能
となると考えられる。 
 
３．研究の方法 
悪性高熱症の確定診断のための機能検査の一つである CICR 検査を受ける患者を対象とした。
CICR 検査は、筋生検を行って採取した筋組織よりスキンドファイバーを作成し、これに種々の
濃度のカルシウムを負荷して筋小胞体からのカルシウム放出速度を算出することで、筋小胞体
のカルシウム代謝を評価するものである。 
まず、対象患者の CICR 検査に際して筋生検を行う際に血液および皮膚の一部を採取し皮膚線維
芽細胞を培養し、培養した線維芽細胞に骨格筋細胞への分化を誘導する転写因子（MyoD1）を組
み込んだ遺伝子発現ベクターを導入することで骨格筋細胞を作成した後、作成した骨格筋細胞
に対してカルシウム感受性試験を行うこととした。われわれの研究室で行っているカルシウム
感受性試験のプロトコルは以下の通りである。 
細胞内カルシウム濃度の測定は,カルシウムイオンと特異的に結合する蛍光プローブ（Fura-2）
を導入した骨格筋細胞に蛍光顕微鏡で二波長の光（340nm/380nm）を照射して観察すると、細胞
内カルシウム濃度上昇に伴い Fura-2 ratio（340nm/380nm）が上昇することを利用して行う。
340/380nm 比は、カルシウムイメージングシステムを用いて計算する。カルシウム感受性を評価
するために、RYR1 刺激薬（カフェイン）を段階的に負荷してそれぞれの薬剤濃度に対して得ら
れた Fura-2 ratio から用量反応曲線を作成して 50%効果濃度(EC50)を算出し、コントロールと
比較する。 
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コントロールは、CICR 検査が陰性（＝カルシウム放出速度の亢進を認めない）の患者から得た
骨格筋細胞とする。コントロールと比較して EC50 の有意な低下（＝カルシウム感受性の亢進）
を認め、臨床所見や他の検査法でも悪性高熱症の陽性所見が得られた場合、線維芽細胞から作成
した骨格筋細胞を用いたカルシウム感受性試験が有用であると考えられる。また、機能検査と並
行して対象患者から採取した血液により患者の遺伝子情報を解析することで、悪性高熱症の原
因となる新たな原因遺伝子の同定や、病態のさらなる解明が可能となると期待される。 
 
４．研究成果 
本研究の方法は、①患者皮膚からの線維芽細胞培養、②線維芽細胞から筋細胞への分化誘導、③
作成した筋細胞による機能解析の 3つのプロセスに大きく分けられる。 
初年度は実験系を確立するために CICR を受ける MH 疑い患者から皮膚を採取して線維芽細胞の
培養を試みたが、CICR を受ける患者が少なく十分な検体を確保することができず皮膚からの線
維芽細胞培養法を確立することができなかった。そのため、それと並行して購入した正常ヒト線
維芽細胞を使用して同様の実験を行ったが、骨格筋細胞まで分化させていく過程で細胞死を起
こしたために機能解析を行える段階に至らなかった。 
次年度は、初年度に引き続き MH 疑い患者皮膚からの線維芽細胞培養を進める一方で、正常ヒト
線維芽細胞からの筋細胞への分化誘導手法の確立を目指した。初年度と同様に CICR の検査対象
患者がほとんどなく MH 疑い患者皮膚の培養法を確立することはできなかったが、正常ヒト線維
芽細胞からの筋管細胞への分化誘導が可能となり、機能解析を行う準備を整えることができた。 
最終年度は、前年と同様に MH 疑い患者皮膚の確保が困難であったため、前年度に確立した細胞
分化誘導手法により、正常ヒト線維芽細胞から分化誘導して作成した筋管細胞と MH 患者由来の
筋管細胞の 2種類の細胞を用いて RYR1 刺激薬(カフェイン)に対する反応性を評価した。カルシ
ウムプローブを導入した筋管細胞にカフェインを段階的に負荷した後，得られた細胞内カルシ
ウム濃度により作成した用量反応曲線から EC50 を算出し，線維芽細胞由来筋管細胞(fibro 群，
n=5)と MH 患者由来筋管細胞(MH 群，n=10)の間で EC50 を比較して Ca2+感受性を評価した．統計
学的検定は対応のない t検定を用い，p<0.05 を有意とした。 
検討の結果，EC50(mM)は，fibro 群: 4.97±0.67，MH 群: 2.40±0.56 であり，MH群で有意に EC50
が低下していた(p=0.0002)。この結果は、MH 群が fibro 群よりも低濃度のカフェインでカルシ
ウム濃度が上昇すること、つまりカルシウム反応性が亢進していることを示している（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
過去の文献における非 MH患者由来筋管細胞の EC50 は，5.08±0.60mM（n=17）であったと報告さ
れている．今回の検討では，非 MH患者と MH患者の筋管細胞を比較した従来の文献的報告と同様
に， MH 患者由来筋管細胞の RYR1 刺激に対するカルシウム感受性が線維芽細胞由来筋管細胞よ
りも有意に亢進しており，線維芽細胞から作成した筋管細胞により MH の機能検査を行うことが
できる可能性が示された。この検討結果は、2022 年の日本麻酔科学会第 69回学術集会で発表予
定である。 
本研究期間中、主な目的であった悪性高熱症の患者皮膚線維芽細胞から作成した筋組織による
機能検査の確立はできなかったが、正常ヒト線維芽細胞から分化誘導して作成した筋管細胞に
よる機能解析は可能となり今後の新たな機能検査確立の可能性が示されたことで、悪性高熱症
の診断がより簡便に行えることが期待される。 
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