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研究成果の概要（和文）：骨格筋の最も重要な機能は収縮して力を発生することである。しかし、ヒトiPS 細胞
を分化誘導して、収縮力を発揮する成熟した三次元筋組織を作製する方法は確立されていない。本研究では、
我々が開発した先進医工学技術「磁性ナノテクノロジー」を基盤として、「動く」三次元筋組織を、ヒトiPS 細
胞から構築するプロセスを開発した。本研究で開発される三次元筋組織は、骨格筋の再生医療や筋疾患メカニズ
ムの解明、および筋ジストロフィや加齢性筋委縮（サルコペニア）に対する薬剤スクリーニングに有用であると
考えられる。

研究成果の概要（英文）：The most important function of skeletal muscle is to generate force by　
contracting. However, by inducing differentiation of human iPS cells, a method of producing mature 
three-dimensional muscle tissue exhibiting contraction force has not been established. In this 
study, we developed a process for constructing "contracting" three-dimensional muscle tissue from 
human iPS cells based on the advanced medical engineering technology "Magnetic Nanotechnology". The 
three-dimensional muscle tissues developed in this study are considered to be useful for 
regenerative medicine of skeletal muscle, elucidation of muscle disease mechanisms, and drug 
screening for muscle dystrophy and age-related muscle dystrophy (sarcopenia).

研究分野：医用生体工学

キーワード： ティッシュエンジニアリング　骨格筋　iPS細胞　磁性ナノ粒子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在iPS 細胞における研究開発の目まぐるしい発展により、再生医療の実用化が推進されている。iPS 細胞は患
者の細胞から誘導可能であるため、移植による再生治療や病気の仕組みの解明や薬の開発における再生研究に有
用である。今までに、iPS 細胞を筋細胞に分化誘導する手法は報告されているが、三次元筋組織まで構築する一
連の技術は確立されていなかった。本研究では、iPS 細胞から「動く」三次元筋組織を誘導する一連の技術を開
発した。このことにより、筋肉に対する薬の効果を試験管内で「筋収縮力」を指標に調べることが可能となるこ
とから、筋ジストロフィやサルコペニアなどに対する薬の開発に有用であると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

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。しかしながら、今までに細胞の

形態変化や筋関連遺伝子の発現を調べる検討は多く行われてきたが、それら遺伝子発現と構造

的特徴の集約である収縮力を指標として機能評価を行った研究は少なかった。我々はティッシ

ュエンジニアリングで作製した筋組織が発生する収縮力を測定する装置を開発し、今まで研究

例のほとんどなかった力学的評価が可能となった。さらに、我々は磁力で三次元組織を構築す

る手法「Mag-TE法」を開発し、Mag-TEで作製した筋組織が、筋力を増強する薬剤のスクリー

ニングに有用であることを示した。その中で、興味深いことに、平面培養で太い筋管形成を誘

導する薬剤であっても、三次元筋組織の収縮力を必ずしも増強しないことが分かった。これら

の結果は、今後、三次元筋組織の収縮力測定が薬剤スクリーニングにおける世界的なスタンダ

ードになることを示唆する。現在、iPS細胞における研究開発の目まぐるしい発展により、再生

医療の実用化が推進されている。iPS細胞は患者の細胞から誘導可能であるため、移植による再

生治療や病気の仕組みの解明や薬の開発における再生研究に有用である。今までに、iPS細胞を

筋細胞に分化誘導する手法は報告されているが、三次元筋組織まで構築する一連の技術は確立

されていなかった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、我々が開発した先進医工学技術「磁性ナノテクノロジー」を基盤として、「動

く」三次元筋組織を、ヒトiPS細胞から構築するプロセスを開発することを目的とした。さら

に、正常iPS細胞に加えて筋ジストロフィ患者由来iPS細胞を用いた検討を行うことで、骨格筋

における疾患特異的iPS細胞を活用した難病研究のための基盤技術を確立することを目的とし

た。 

 

３．研究の方法 

iPS細胞を用いた骨格筋ティッシュエンジニアリング技術の開発のために、以下の3つのプロセス

の検討を行った。 

1. iPS細胞から分化誘導された筋芽細胞を作製する工程（分化誘導工程） 

iPS細胞は、共同研究者であるCiRAの櫻井講師が作製したMyoD遺伝子をDox添加で誘導発現可

能な細胞を使用した。筋細胞への分化は、同研究グループの方法（PlosOne.2013）を基に行った。

また、分化誘導に最適な細胞播種密度およびレチノイン酸添加濃度を検討した。 

2. 磁力で積み上げて細胞密度の高い三次元筋組織を作製する工程（組織構築工程） 

ヒトiPS細胞から分化誘導した筋芽細胞を用いて、すでに確立しているマウス筋芽細胞株C2C12

細胞を用いた方法を基に、磁気操作するための磁性ナノ粒子の取り込み量の決定、Mag-TE法に

よって作製した三次元組織の組織学的解析（サルコメアの染色）を行った。 

3. 電気刺激培養で筋組織を成熟化する工程（筋成熟培養工程） 

作製した iPS細胞由来筋芽細胞からなる組織を成熟させ、「動く」筋組織を作製するために、以

下の三次元培養法の検討を行った。 

①電気刺激培養 

ヒトiPS細胞から分化誘導した筋管に対して、電圧を変えて電気刺激しながら培養を行い、培養

後の筋管の収縮を測定して評価することで、最適な電気刺激培養条件を検討した。 

②運動神経細胞との共培養 

SDIA(stromal cell-derived inducing activity)法（Kawasaki et al. Neuron. 2000）で分化誘導したiPS細



胞由来運動神経細胞と、作製した筋組織を共培養することで、運動神経を搭載した筋組織を作製

し、筋組織としての成熟度の向上を図った。組織の収縮力測定の他、アセチルコリン受容体の局

在による神経-筋接合を調べることで機能評価を行った。 

 

４．研究成果 

1. 分化誘導工程 

正常および筋ジストロフィ患者由来 iPS 細胞の筋分化誘導過程における播種密度を検討したと

ころ、細胞株によって最適な播種密度が異なることが分かった。この結果は正常と筋ジストロフ

ィ患者由来の差というよりも、細胞株間の差が要因として大きいと考えられ、そのメカニズムの

解明にはさらなる検討が必要である。また、併せてレチノイン酸添加の影響を調べたところ、正

常および筋ジストロフィ患者由来 iPS細胞の両方で 1.0 μMのレチノイン酸添加で、形成する筋

管の面積が最大になった。 

2. 組織構築工程 

ヒト iPS細胞から分化誘導した筋芽細胞を用いて、磁気操作するための磁性ナノ粒子の取り込み

量を調べたところ、40 pg/cellで磁性ナノ粒子を添加すると約 20 pg/cellで細胞に取り込まれ、組

織作製に十分な鉄濃度が得られた。さらに、PMDSマイクロデバイスに磁力を用いて細胞を集積

させ、三次元培養を行ったところ、細胞組織は収縮してマイクロデバイスのピラーに巻き付くこ

とで三次元組織が形成された（図 1左）。形成された組織を免疫蛍光染色したところ、筋管が赤

く染色され、組織内部で筋管が配向している様子が観察された（図 1右）。 

  
図 1 Mag-TE法で作製した三次元筋組織 

3. 筋成熟培養工程 

①電気刺激培養 

ヒトiPS細胞から誘導した筋組織に対して、電気刺激条件を変えて培養を行い、培養後の組織の

筋収縮を測定して評価したところ、0.17-0.30 Vが最適な電気刺激培養条件であることが分かった。 

②運動神経細胞との共培養 

SDIA 法で分化誘導した iPS 細胞由来運動神経細胞と、Mag-TE 法で作製した筋組織を共培養す

ることで、運動神経を搭載した筋組織を作製した。作製した筋組織にはアセチルコリン受容体の

局在による神経-筋接合が観察された。運動神経を搭載した筋組織は収縮力が約 3 倍増強され、

神経伝達物質であるグルタミン酸に応答して収縮した。さらに、アセチルコリン受容体の阻害剤

であるクラーレを添加すると筋収縮が停止したことから、運動神経との接合をもつ骨格筋組織

の構築に成功した。 
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