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研究成果の概要（和文）：本研究では、マイクロデバイスを用いたヒトiPS細胞由来神経筋オルガノイド形成を
制御し、そのプロセスの理解を深めることで、革新的な非臨床試験技術の開発へと応用展開することを目指し
た。その結果、細胞密度を高める、ウェルサイズを小さくする、ROCK阻害剤添加することで筋組織の収縮力が大
きくなることを見出した。また神経筋オルガノイド内に神経筋接合部が存在し、シュワン細胞等が含まれること
が示唆された。堅牢な試験法への展開を目指し、さらなる神経筋接合部の形成効率の向上を試みたが顕著な増加
は観察されなかった。今後は筋細胞の成熟をさらに高めることで神経筋接合部の形成を増加させることができる
可能性がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to control human iPS cell-derived neuromuscular 
organoid formation using microdevices to better understand the process and apply it to the 
development of innovative nonclinical testing techniques. We found that increasing cell density, 
decreasing well size, and adding ROCK inhibitors increased the contractility of muscle tissue. We 
also suggested that a neuromuscular junction exists within the neuromuscular organoids and contains 
Schwann cells and other cells. We attempted to further improve the efficiency of neuromuscular 
junction formation in order to develop a robust test method, but no significant increase was 
observed. In the future, it may be possible to increase neuromuscular junction formation by further 
enhancing myocyte maturation.

研究分野： バイオマイクロシステム

キーワード： バイオマイクロシステム　オルガノイド
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、骨格筋細胞や運動神経細胞、神経筋接合部に関連する疾患の解析やその治療法の開発に有用で
あると期待される。今後さらにオルガノイド内の骨格筋細胞の成熟度を向上させることで、堅牢な非臨床試験法
となると期待される。

※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 
医薬品開発の成功率は非常に低い。これはヒト臨床試験を実施する候補化合物を選び出すため
の培養細胞や実験動物を用いた従来の非臨床試験の正確性が低いためと考えられており、新た
な非臨床試験技術の開発が求められている。 
近年、オルガノイドが非常に注目されている。オルガノイドは、幹細胞を用いて作製した生体

器官に類似した培養立体組織であり、多様な細胞群から構成される、細胞極性などの局所構造が
ある、臓器/組織の機能を有するなどの特徴がある。従来の平面培養法で培養した細胞よりも生
体模倣性が非常に高いため、非臨床試験での活用が大いに期待されている。 
我々はマイクロデバイス技術を用いてヒト iPS 細胞由来神経筋オルガノイドの形成を制御で

きる可能性を見出した。2本のマイクロポストをもつダンベル型チャンバーにヒト iPS 細胞を含
むハイドロゲル溶液を入れ、骨格筋・神経系細胞へと分化誘導した。この結果、2本のマイクロ
ポストを橋渡しするように、骨格筋細胞と運動神経細胞を含む神経筋オルガノイドが形成され
た。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、マイクロデバイスを用いたヒトiPS細胞由来神経筋オルガノイド形成を制御
し、そのプロセスの理解を深めることで、革新的な非臨床試験技術の開発へと応用展開するこ
とである。 
 
３．研究の方法 
96 well フォーマットに対応した収縮力測定可能なマイクロデバイスを作製し、70% EtOH を用
いて洗浄後、UV光を 2時間照射して滅菌した。iPS 細胞クローン 409B2tet-MyoD、414C2tet-MyoD
を京都大学の櫻井英俊先生より提供いただいた。これらの細胞を増殖させたのち、Dox を添加し
た。24 時間後に細胞を回収し、マトリゲルとフィブリンゲルが混合した溶液を用いて細胞溶液
を作製し、デバイスに播種した。Dox を添加した筋分化培地で 6日間培養した後に、神経分化培
地に交換し、培養を継続した（図 1）。 
 

 
 

図 1 培養手順 
 
４．研究成果 
 
はじめに、iPS細胞由来筋組織培養条件の改良を行い、より大きな収縮力を発生する培養条件を
検討した。その結果、組織化時細胞密度を高める、ウェルサイズを小さくする、ROCK阻害剤添
加することで筋組織の収縮力が大きくなることが明らかになった（図2）。次に、上記で見出し
た条件で筋組織を構築し、組織化6日後から神経栄養因子を添加することで、運動神経細胞の誘
導を行った。免疫染色を行い、筋管細胞周囲に神経細胞が存在することがわかった（図3）。 
 



 
図2 筋組織培養条件の改良 

 
 

 
図3 免疫染色の結果 
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