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研究成果の概要（和文）：本研究では、筋萎縮の予防薬や治療薬を探索するための細胞アッセイ技術を開発し
た。収縮力測定マイクロデバイス上に三次元培養筋組織を搭載した骨格筋組織チップとその周辺技術 (培養制
御、変位計測) を開発し、マイクロデバイス上の筋組織に萎縮を誘導した筋萎縮モデルチップの開発を行った。
具体的には、マウスやヒト由来の骨格筋細胞を用いて、電気刺激に応答して収縮する三次元組織を構築すること
に成功した。それらの組織の培地に化合物を添加することで、筋萎縮関連の遺伝子が高発現し、収縮力が有意に
低下することを見出した。さらに、収縮力の低下を抑制する物質の探索が可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed cell assay technology for muscle atrophy. We 
developed a skeletal muscle tissue chip with a 3D muscle tissue on a microdevice and developed a 
muscle atrophy model by inducing atrophy to it. Specifically, we succeeded in constructing a 
three-dimensional tissue that contracts in response to electrical stimulation using mouse and human 
skeletal muscle cells. We found that the muscle atrophy-related genes were highly expressed and 
their contractile power significantly decreased by adding the compound to the culture medium of 
those tissues. Furthermore, we showed that the developed muscle atrophy model was capable of 
searching for substances that suppress the decrease in contractile force.

研究分野：生物工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢化社会では筋萎縮やそれに続く筋収縮力低下が社会問題になると予想され、それらを予防・改善する新薬
の開発が求められている。従来は筋萎縮モデルとして後肢懸垂マウス (尾を糸で釣り上げたままにし、前肢だけ
で生活させるようにしたマウス) が頻用されるが、種差などからモデルとして不十分であり、動物愛護の観点か
らも、これに替わる新たなモデルの開発が必要である。それに対し、本研究では培養筋細胞を用いて、筋萎縮モ
デルを構築し、スループット性高く、抗筋萎縮薬の探索に活用可能な技術を構築した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 臓器/組織チップは、細胞周囲の環境をう
まく制御して臓器/組織特異的な機能を再現
した細胞培養マイクロデバイスであり、薬効
評価試験における新技術として非常に期待
が大きい[1]。我々は、これまでに骨格筋組織
チップの開発を進めてきた[2-4]。筋組織の最
も重要な機能は収縮して力を発生すること
であるため、筋組織チップには収縮力測定機
能が不可欠である[5]。この観点から一連の研
究を進め、例えば、シリコン製片持ち梁デバ
イスを開発し、単一の培養筋細胞の収縮力測
定に世界で初めて成功した[2]。 
 
(2) 超高齢化社会では筋萎縮やそれに続く筋
収縮力低下が社会問題になると予想され、そ
れらを予防・改善する新薬の開発が求められ
ている。従来は筋萎縮モデルとして後肢懸垂
マウス (尾を糸で釣り上げたままにし、前肢
だけで生活させるようにしたマウス) が頻用
されるが、種差などからモデルとして不十分
であり、動物愛護の観点からも、これに替わ
る新たなモデルの開発が必要である。 
 
(3) 我々は培養骨格筋細胞を用いた筋萎縮モ
デルを構築できる可能性を示してきた。組織
工学的に構築した培養筋組織に電気刺激を
負荷し、その電気刺激を停止すると一部の筋
萎縮関連遺伝子の発現が誘導され、筋収縮力
が低下することを見出した[6]。他にも薬剤添
加や弛緩刺激により、培養筋細胞に筋萎縮を
誘導できることが報告されている。このよう
に、培養条件を制御することで、培養筋細胞
を用いて、より生体に類似した筋萎縮モデル
の構築が可能になると期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでに開発してきた技術を
基にし、収縮力測定マイクロデバイス上に三
次元培養筋組織を搭載した骨格筋組織チッ
プとその周辺技術 (培養制御、変位計測) を
開発する。さらに、マイクロデバイス上の筋
組織に萎縮を誘導した筋萎縮モデルチップ
の開発を行い、筋萎縮に対する新薬開発の基
盤技術を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
マウス筋芽細胞 C2C12は、37 ℃、5% CO₂条
件下のインキュベーター内にて培養した。増
殖培地は 10% Fetal Bovine Serum (FBS) 、
1%Penicillin-Streptomycine (PS) を 含 む
Dulbecco's Modified Eagle Medium high glucose 
(DMEM) であり、培地交換は毎日行った。 
ヒト骨格筋細胞SkMC (Human Skeletal Muscle 
Cell, Promo Cell)も C2C12と同様に 37 ℃、5% 
CO₂条件下のインキュベーター内にて培養し
た。増殖培地は Skeletal Muscle Cell Growth 
Medium (Promo Cell) であり、培地交換は 1
日おきに行った。6 日間増殖培養後、C2C12

と同様にして細胞をフラスコから剥がし、回
収した。 
 
(2) 三次元筋組織の構築 
デバイスを plateの 1 wellに 1個ずつ固定した。
UV 下で 1 時間滅菌し、2％pluronic 溶液で表
面処理をした。筋組織の作製には 2.0×10⁶ 
cells/ml の細胞を懸濁した Fibrinogen from 
bovine plasma、Matrigel、Thrombin の混合ゲ
ル溶液を用いた。デバイスに上記の溶液を入
れ、2 日間増殖培養し、その後分化培地に変
更した。分化培地は 2%馬血清 (以下 HS)、
1%PSを含む DMEMであり、培地量はそれぞ
れ 6well plateでは 7 ml、96 well plateでは 200 
μl とした。また培地中には 2.0 mg/ml の
6-Amino capuroic Acidを加えた。SkMCの分
化培地として 2%HS、 1%PS、 1 μg/ml の
Recombinant Human IGF-1 を含む DMEM を
使用した。 
 
(3) 収縮力測定 
分化培地培養 4日目から 1日おきに筋組織に
電気刺激を与えた。使用した装置は C-PACE 
(C-Pace 100, IonOptix Million MA, USA) で、
35 mm dish用電極 (C-CLD6WACN, IonOptix)、
あるいは本研究で開発した 96 well plate用電
極を用いて、電気刺激 (電圧 20 V、周波数 30 
Hz、パルス持続時間 2 ms)をかけた。正立顕
微鏡 (BX53F, OLYMPUS, Japan) を用いて筋
組織の動きを観察し、電気刺激をかける直前
とかけた後の画像を取得し、ImageJを使用し
て、2 枚の画像間から筋組織の収縮距離を測
定し、収縮力を算出した。 
 
(4) 薬剤処理 
Dexamethasone (Dex)は以下のように添加し
た。エタノールで 20 mM に希釈後、濃度が
100 µM になるよう分化培地に添加した。
controlには同量のエタノールを添加した。 
Lovastatin (Lov)は以下のように添加した。エ
タノールで 20 mMに希釈後、濃度が 100 µM
になるよう分化培地で調製した。controlには
同量のエタノールを添加した。 
TNF-αは以下のように添加した。分化培地に
10 μg/mlに希釈後、200 ng/mlになるようにサ
ンプルの分化培地に添加した。controlは通常
の培地である。 
 
(5) qRT-PCR 
qRT-PCRには、THUNDERBIRD SYBR qPCR 
Mixと Eco Real-Time PCR systemを用いた。
使用したプライマー配列は表 1に示す。 
 
表 1 Primers 

 
 
 
 
 

 



(6) ウェスタンブロッティング 
使用した抗体は、Fast-Myosin Heavy Chain 
(FMHC, AB91506, Abcam) と GAPDH 
(14C10-#2118S, CST)、Goat Anti-Mouse IgG 
H&L (HRP) (ab97023, Abcam) 、 Goat 
Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (ab97051, Abcam)
である。Amersham ECL Select Western Blotting 
Detection Reagent Sample kitでシグナル検出
を行い、ImageJで定量化した。 
 
(7) 蛍光免疫染色 
抗 α-actinin マウス IgG 抗体 (A7811-2ML, 
Sigma-Aldrich)、CFTM488A  goat anti-mouse 
IgG(H+L), highly cross-adsorbed, 2 mg/mL 
(20018, BIOTIUM)を用いて、蛍光顕微鏡 
(BZ-X700, KEYENCE) を用いて蛍光写真を
撮影した。 
 
４．研究成果 
(1) マイクロデバイス上での筋組織構築 
筋収縮力測定マイクロデバイス上で筋組織
の作製を行った。筋組織は自己組織化により、
増殖培養 1日目で円柱上部まで浮上した。ま
た分化誘導を行ってから、経過日数における
筋組織の収縮力を測定した (図 1)。分化 3日
目から 6.6±2.2 μNの収縮力が観察され、分化
8日目には 77.5±11.1 μNまで増加した。分化
培養 6日目の筋組織は 57.5±12.8 μNの収縮力
で観察しやすく、十分に安定した収縮力が得
られた。今後の実験では 2 日間の増殖培養、
及び 6日間の分化培養によって作製した筋組
織を使用することに決定した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 デバイス上で構築した筋組織（上）と 

その収縮力の経時変化（下） 

 
(2) 薬剤添加による筋収縮力への影響 
筋萎縮モデルを作製するための条件検討を
行った。2 日間の増殖培養、及び 6 日間の分
化培養によって作製したデバイス上の筋組
織に、平面培養細胞や in vivoで筋萎縮効果が
報告されいる Dexamethasone (Dex)を 0, 
50 ,100, 200 μM、TNF-αを 0, 100 ,200, 400 
ng/ml及び Lovastatinを 0, 50 ,100, 200 μMの
濃度で添加し 48 時間後に収縮力の変化を確
認した。Controlを 1として収縮力換算値を求

めたところ、Dex 100 μM が0.48±0.05、200 μM
が 0.15±0.05 となり、それぞれ収縮力が
Control の 48%及び 15%に低下した (図 2A)。
また 50 μM Lovastatin では 0.06±0.02 と、
Controlの 6%にまで収縮力が大幅に低下した。
一方、TNF-αでは変化が見られなかった。こ
れらの結果から、以降の実験では 100 μM Dex
を用いることにした。 
100 μM Dex 添加後に収縮力へ影響が出始め
る時間を調べた。Controlを 1として収縮力換
算値を求めたところ、添加 24 時間後に
0.58±0.08、48時間後には 0.24±0.03となり、
収縮力低下が誘導された (図 2B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 Dex処理による収縮力変化 

A. 濃度による影響、B. 時間による影響 

 
(3) 薬剤添加筋組織の評価 
平面培養した筋細胞を用いたこれまでの研
究で Dex添加により、タンパク質を分解する
ユビキチンリガーゼ、Atrogin-1、筋特異的 
RING-Finger タンパク質 (MuRF-1)の発現が
増加すると知られている。そこで 2日間の増
殖培養、及び 6日間の分化培養によって作製
したデバイス上の筋組織へ 100 μM Dexを添
加し、24時間後に qPCRにてこれらの遺伝子
発現を確認した。Controlと比較すると、Dex
添加によって Atrogin-1は 6.2倍、MuRF-1は
2.6倍に発現量が増加した (図 3)。 
Dex添加によって Atrogin-1、MuRF-1 の発現
増加を確認したため、筋タンパク分解経路が
促進されていることが予想された。よって筋
タンパク質である Fast-Myosin Heavy Chain 
(FMHC)の発現量をウェスタンブロッティン
グにて確認した。Controlを 1としたところ、
Dex添加 24時間後では FMHCの発現が 0.52
となり、Controlの半分程度タンパク発現量が
減少していた。この結果から、Dex添加によ
りユビキチン-プロテアソーム系のタンパク
分解が起こっていることが示唆された。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 Dex処理した筋組織における遺伝子発現変化 

 
(4) 筋収縮力回復効果の検証 
Dex添加による筋萎縮モデルの作製に成功し
たことが示唆されたことから、このモデルが
薬剤スクリーニングに応用可能かを調べる
ため、収縮力の回復を検証する実験を行った。
収縮力回復薬剤には IGF-1を選択した。IGF-1
は筋タンパク量増加及び筋萎縮関連遺伝子
発現の減少などの効果が示されている。そこ
で 2日間の増殖培養、及び 6日間の分化培養
によって作製したデバイス上の筋組織に、
100 μM Dexを添加させ、24時間後に 8 ng/ml 
IGF-1を添加し、その 24時間後に収縮力の測
定を行った (図 4)。薬剤添加前の Controlを 1
として収縮力換算値を求めたところ、Dex添
加のみが 0.23±0.07で、Dexと IGF-1を共に添
加した群は 0.42±0.1となった。このことから、
IGF-1 の添加で収縮力の低下が抑制されるこ
とが分かった。しかし、予想に反して IGF-1
添加のみでは収縮力の増加が有意に見られ
ることはなかった。既報では、6日間 100 ng / 
ml IGF-1を含む分化培地で筋組織を培養する
ことや、25 ng / ml IGF-1を細胞混合ゲル溶液
に直接混ぜ込むことで、Control(0 ng / ml)と比
較し、大きく収縮力が増加することが報告さ
れている。この違いの原因は 2つ考えられる。
1つ目は、本研究では IGF-1の添加時間が 24
時間と短かったことや、低濃度(8 ng / ml) で
あったことが原因で、IGF-1 添加のみで収縮
力の増加が見られなかったということであ
る。2 つ目は増殖細胞ではなく、完全に分化
した細胞だったため、IGF-1 の効果がそれほ
ど顕著ではなかったという可能性である。 
今後さらなる見当は必要であるが、Dexを添
加し、強制的に萎縮を誘導することで、正常
筋モデルよりも短期間で高感度なスクリー
ニングが可能であることを示唆している。 
図 4 のように、IGF-1 添加による筋萎縮モデ
ルの収縮力低下抑制を確認したことから、組
織内の状態を筋萎縮関連遺伝子の発現にて
検証した。Atrogin-1及びMuRF-1の発現を定
量したところ、Dex のみでは Atrogin-1 は
3.83±0.39、MuRF-1は 2.79±0.68であったのに
対して、Dex と IGF-1 を両方添加すると、
Atrogin-1 は 2.89±0.20、MuRF-1 は 1.61±0.33
となった。Dexのみと比較してそれぞれ発現
が有意に減少しており、萎縮の誘導を抑制し
たと考えられる。 

さらに新規化合物として、ペプチドによる筋
萎縮モデルの筋収縮力低下抑制効果を検証
した。使用したペプチドは 15 残基であり、
平面培養した筋細胞の萎縮を防ぐとの報告
がある配列である。その結果、0.14 mg/mLで
処理した条件で、Dexによる筋力低下を抑制
する傾向が観察された。今後、ペプチドの配
列改変を行うことで、より効果の高い配列を
探索可能であると考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 Dex処理した筋組織の収縮力に対する IGF-1添加の効果 

 
(5) 実用化に向けた開発 
最後に、実用化に向けて、これまでに開発し
た 6ウェルプレートフォーマットシステムを
基盤に、96ウェルプレートフォーマットシス
テムの開発とヒト骨格筋細胞への応用を行
った。 
多条件化に向けて、96ウェルプレートに対応
したデバイスと電極をそれぞれ開発した。6
ウェルプレート対応デバイスの形状を元に、
いくつかのデザインを検討した結果、XY 方
向にそれぞれ 65％に縮小した最適形状を見
出した。電極は、96ウェルプレートの一列分
である 8 ウェルに対応するように設計した 
(図 5)。これらを開発したことで、培地の使用
量や評価したい候補化合物の使用量を大幅
に低減することが可能になり、薬剤評価シス
テムとしての基盤が完成した。 
これまでの実験では、マウス由来 C2C12を用
いていた。そこでヒト由来骨格筋細胞でも組
織化や萎縮誘導が可能かどうかを検証した。
開発したデバイスにヒト骨格筋細胞で組織
を形成し、一定期間分化培養後、電気刺激を
負荷した。その結果、電気刺激に応答して収
縮することが明らかになった (図 6)。さらに
Dexや Lov、TNFαを添加すると収縮力が有意
に低下することが明らかになった (図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 5 開発した 96ウェルプレートフォーマット対応システム 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 6 ヒト筋組織の電気刺激応答（上）と 

Dexによる収縮力低下（下） 

 
以上のように、本研究では 6、96ウェルプレ
ートフォーマットの収縮力測定システムを
開発し、それを用いて、マウスやヒト骨格筋
細胞から構築した三次元筋組織が筋萎縮モ
デルとして有効であることを示した。本研究
で開発した技術は、筋萎縮に対する新薬開発
の基盤技術となると期待される。 
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