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研究成果の概要（和文）：本研究では筋衛星細胞における新規の未分化維持機構を明らかにすることを目的とし
た。レチノイン酸受容体およびレチノイド受容体アゴニストの筋分化能に対する効果を検討した結果、レチノイ
ン酸受容体アゴニストで高い分化抑制効果が見られた。次に、培養に用いる細胞外基質について検討した結果、
ラミニンフラグメントが最も優れた分化抑制効果を持ち、レチノイン酸と共に培養することで相乗的に分化抑制
効果をもたらすことが明らかとなった。また、ヒト筋衛星細胞においても本培養法で分化を抑制しうること、さ
らに培養した筋衛星細胞を免疫不全-mdxマウスに移植するとより効率よく筋再生に寄与することが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：Satellite cells, a stem cell population in skeletal muscle, are essential 
for muscle regeneration. Transplanted satellite cells can fuse with endogenous muscle fibers and 
contribute regeneration in dystrophic muscle. However, once they are cultured in vitro, the ability 
of stemness maintenance is rapidly diminished. In this study, we aimed to understand molecular 
mechanisms to maintain stemness in satellite cells. We found that incubation of satellite cells with
 retinoic acid maintains satellite cell stemness and inhibits differentiation through retinoic acid 
receptor-alpha. In addition, laminin fragment also supports to inhibit satellite cell 
differentiation. This protocol improved engraftment of human satellite cells in dystrophic mice 
compared to conventional methods. Therefore, this new protocol may support ex vivo satellite cell 
expansion and stem cell therapy for treating dystrophy patients.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
筋ジストロフィーの根治療法として骨格筋幹細胞である筋衛星細胞を移植する方法が挙げられるが、生体外で筋
衛星細胞の未分化な状態を保持したまま培養することが難しく、移植に十分な数の筋衛星細胞を得られないこと
が課題となっている。本研究成果によって、これまでは困難であった骨格筋の幹細胞を生体外で未分化な状態の
まま維持・増産できる事が可能となった。今後、レチノイン酸による筋分化抑制機構の分子メカニズムを明らか
にすることによって細胞移植治療の発展に貢献できると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
筋ジストロフィーは筋線維の壊死と再生を繰り返しながら徐々に筋萎縮や線維化・脂肪置換が
進行する遺伝性筋疾患である。有効な治療法は未だに確立されていないが、根治療法として正常
な筋衛星細胞を移植する治療法が期待されている。筋衛星細胞は骨格筋中の組織幹細胞であり、
筋損傷が起こると活性化され、増殖・分化して筋再生に寄与する。単離直後の筋衛星細胞は、移
植後に新たな筋線維として筋再生に寄与する割合や筋衛星細胞としてそのまま生体へ生着する
率も高いが、ひとたび培養すると筋衛星細胞は自発的な分化が進み、幹細胞としての性質・機能
を維持できなくなる。筋ジストロフィー治療に必要な細胞数を充分に確保するためには培養に
よる増産が不可欠であるが、生体外培養によって自発的分化プログラムを開始した筋細胞は移
植しても正着しないため、培養筋衛星細胞の未分化性の維持および分裂能の限界が本治療法の
課題となっている。そのため、筋衛星細胞の未分化性維持の詳細なメカニズムの解明が待たれて
いるが、未だ明らかではない。 
 Klf5 はストレスに応答して誘導される転写因子で、動脈硬化や癌の病態形成を担うほか、脂
肪細胞では分化を促進するなど様々な機能を有する。私はこれまでに Klf5 が転写因子 MyoD や
Mef2D などと協調して骨格筋特異的な遺伝子の発現制御部位に結合し、その発現を促進する、筋
分化に重要な転写因子であることを明らかにした（引用文献①）。これらの結果から、Klf5 を基
軸とした転写・エピゲノム制御が筋衛星細胞の分化に重要であり、筋分化促進因子である Klf5
の発現あるいは機能を抑制することで、筋衛星細胞の未分化性を維持できる可能性が考えられ
た。 
 
２．研究の目的 
これまでの結果から、Klf5 を介した筋分化プログラムの抑制が筋衛星細胞の未分化性保持に重
要である可能性が高い。そこで本研究では、Klf5 の発現・機能抑制を介した筋衛星細胞の未分
化性維持メカニズムを明らかにし、高い移植率と再生能を保持した筋衛星細胞の新規培養法を
確立することで、筋ジストロフィー治療への応用を目指した基盤を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）Klf5 の機能抑制を基軸とした筋衛星細胞の未分化性維持機構の解明 
 
① Klf5 欠損マウス由来筋衛星細胞の機能解析 
骨格筋細胞特異的に Klf5 を欠損したマウス（Pax3Cre/+; Klf5flox/flox）から筋衛星細胞を単離し、
コントロールマウス（Klf5flox/flox）由来細胞と増殖能および分化能を比較した。 
 
② レチノイン酸受容体アゴニストによる筋分化抑制機構の解析  
レチノイン酸受容体アゴニストである Am80 は Klf5 に直接作用して Klf5 の発現と転写活性を抑
制する事が報告されている（引用文献②）。そこで、レチノイン酸受容体（RAR）αおよびβのア
ゴニスト（all trans retinoic Acid (atRA), Am80）およびレチノイドＸ受容体（RXR）アゴニ
スト（Tz335, PA024, HX630）を野生型筋衛星細胞初代培養系に添加し、Pax7 およびクレアチン
キナーゼ（Ckm） の mRNA 発現を解析することで筋分化能に対する効果を検討した。さらに、RAR
α, β, γをノックダウンし、RAR アゴニストの作用機序を解析した。 
 
（2）筋衛星細胞のより高い未分化能を保持する培養法の開発 
 
細胞の恒常性維持にとって足場となる培養基質が非常に重要であることが知られている。近年、
ラミニン 511-E8 フラグメントが iPS 細胞の未分化性を保持することが報告された（引用文献
③）。通常筋細胞の培養に用いられるマトリゲル、I型コラーゲンさらにラミニン 511-E8 フラグ
メント上でそれぞれ培養し、筋衛星細胞の未分化性保持に最適な培養基質を検討した。 
 
（３）新規培養法による筋衛星細胞の移植効率の変化の解析 
 
上記の方法で確立した培養法によりヒト由来筋衛星細胞を培養し、未分化性の維持および増殖
への効果を解析する。さらに、培養後の筋衛星細胞を重度免疫不全筋ジストロフィーモデルマウ
スへと移植し、筋再生能を通常培養した筋衛星細胞を移植したマウスと比較・評価した。 
 
４．研究成果 
（1）Klf5 の機能抑制を基軸とした筋衛星細胞の未分化性維持機構の解明 
 
①  Klf5 欠損マウス由来筋衛星細胞の機能解析 
 
骨格筋特異的 Klf5 欠損マウス由来筋衛星細胞は、コントロールマウス由来細胞と比較して高い
増殖能を有していた。また、Pax7 の発現を指標として筋衛星細胞の未分化性を評価した結果、
Pax7 陽性率はコントロールマウスよりも高いことが明らかとなった。一方、分化誘導するとコ
ントロール細胞ではほぼ全ての筋衛星細胞が速やかに筋分化プログラムへと移行し融合したが、



Klf5 欠損筋衛星細胞は分化誘導後 5日を経過しても約 30%もの細胞が分化せずに Pax7 を発現し
ており、高い未分化性を保持した。 
 
② レチノイン酸受容体アゴニストによる筋分化抑制機構の解析 
 
RARαおよびβのアゴニストである atRA、 Am80 および RXRα、β、γのアゴニストである Tz335, 
PA024, HX630 を筋衛星細胞初代培養系に添加し、Pax7 および CKM の mRNA 発現を解析したとこ
ろ、atRA と Am80 添加区では Pax7 の発現が対照の DMSO 添加区と比較して発現が有意に高く、
Ckm の発現は DMSO 添加区よりも低いことから RARαまたはβを介して筋衛星細胞の未分化な状
態を維持できる事が明らかとなった。また、atRA および Am80 の添加により、Klf5 の mRNA 発現
も減少した。一方、RXR のアゴニスト添加ではその効果は見られなかった。次に、RARα、β、γ
を siRNA によりノックダウンし、RAR アゴニストの作用機序を解析した。その結果、RARαをノ
ックダウンした時のみ筋分化抑制効果がキャンセルされた。この結果から、筋衛星細胞では atRA
（Am80）-RARαを介して分化が制御されることが明らかとなった。 
 
（2）筋衛星細胞のより高い未分化能を保持する培養法の開発 
 
マトリゲル、I 型コラーゲンおよびラミニン 511-E8 フラグメント上で筋衛星細胞をそれぞれ培
養し、筋衛星細胞の未分化性保持に最適な培養基質を検討した。Pax7、Myogenin の発現を免疫
染色および q-PCR で解析した結果、ラミニン 511-E8 フラグメントを培養基質に用いた場合に最
も Pax7 の陽性細胞率が高く、Myogenin の陽性率が低い結果となった。次いでマトリゲル、I型
コラーゲンの順で Pax7 陽性率は低下し、Myogenin 陽性率は上昇した。一方、３つの培養基質上
で培養し分化誘導を行ったところ、マトリゲル、I型コラーゲンでは筋管を形成したが、ラミニ
ン511-E8上では細胞死が起こり殆ど筋管形成は見られなかった。以上の結果から、ラミニン511-
E8 上で筋衛星細胞を培養することで未分化性を維持できることが明らかとなった。さらに、ラ
ミニン 511-E8 上で培養し、培養液に atRA あるいは Am80 を添加する事により相乗的に筋衛星細
胞の未分化性を維持できる事も明らかとなった。 
 
（３）新規培養法による筋衛星細胞の移植効率の変化の解析 
 
上記の方法で確立した培養法によりヒト由来筋衛星細胞を培養し、未分化性の維持および増殖
への効果を解析した。ヒト筋衛星細胞では細胞増殖能に関しては変化がなかったものの、MYOD1
と MYOGENIN の発現は有意に低下した。さらに、atRA を分化培地に添加し、分化誘導を行ったと
ころ、atRA はヒト筋衛星細胞の分化を濃度依存的に抑制した。これらの結果から、本研究で確
立した培養法によりヒト筋衛星細胞においても未分化性を維持しつつ培養できることが明らか
となった。さらに、本培養方で維持したヒト筋衛星細胞を重度免疫不全筋ジストロフィーモデル
マウスへと移植し、筋再生能を通常培養した筋衛星細胞を移植したマウスと比較・評価した。そ
の結果、新規培養法で維持した筋衛星細胞を移植したマウスではヒト Spectrin 陽性かつ
Dystrophin 陽性の筋線維が通常培養法のものと比較して多く出現した。 
 
本研究の結果から、Klf5 欠損筋衛星細胞では未分化性が高く維持されること、Klf5 の発現と転
写活性を抑えるレチノイン酸受容体リガンドatRAあるいはAm80によりRARαを介して筋分化を
抑制する機構を明らかにした。また、培養基質をラミニン 511-E8 にすることにより、相乗的に
筋衛星細胞の未分化性を保ちつつ培養可能なことが明らかとなった。さらに、本培養法で培養し
た筋衛星細胞は、これまでの培養法よりも筋再生への寄与率が高く、本培養法は非常に有用であ
ることが示された。しかしながら、RARαがどのような下流遺伝子に作用して筋衛星細胞の未分
化性を維持するのか、また、この作用が筋衛星細胞においても Klf5 の発現と転写活性の抑制を
介してのものであるのかは不明である。今後 ChIP-seq などの解析を通してこれらを明らかにす
ることにより、さらなる培養法の改善が期待でき、筋ジストロフィー治療に貢献できると考えら
れる。 
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