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研究成果の概要（和文）：サルコペニアの分子メカニズムの解明に応用する基盤を確立することを研究の目標と
してスタートした。フィブリンを主成分とするゲルに筋芽細胞を播種し、数日間分化誘導培地で分化培養するこ
とで、三次元筋組織が形成された。免疫染色を行ったところ、筋組織内に多数のサルコメア構造を有する筋管細
胞が存在することがわかった。電気刺激を加えたところ、構築された３D筋組織の収縮が見られた。電気刺激に
応答して発生した筋組織の張力を、収縮力測定マイクロデバイスを用いて定量したところ、培養に伴い経時的に
収縮力が増強する傾向が観察された。

研究成果の概要（英文）：The goal of this study is to establish a fundamental technology that 
contribute to the elucidation of the molecular mechanisms of sarcopenia. Myoblasts were seeded in a 
fibrin-based gel, and three-dimensional muscle tissue was formed by several days of differentiation 
culture using differentiation induction medium. Immunostaining revealed numerous myotubular cells 
that possess sarcomere structures. An electrical stimulation resulted in contraction of the 3D 
muscle tissue. The tension generated by the electro-stimulated muscle tissue was measured using a 
contraction force measurement microdevice, showing that the contraction force tended to increase 
during the culture period.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の方法よりも優れた骨格筋組織の培養方法を確立することに成功し、得られた骨格筋組織が高い機能を有す
ることを確認できた。（Shimizu K,Kishida T, et al.J Biosci Bioeng. 2020 ）。本研究で作成した骨格筋組
織は、筋老化や筋肉の機能においての基礎研究のためのツールとしてのみならず、移植用の骨格筋組織を供給す
ることも期待できるので、外傷や様々な骨格筋組織欠損に対する新しい有効な再生医療法に繋がることが期待さ
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 

我々はヒト真皮線維芽細胞(Human dermal fibroblast:HDF)に、MyoD1 と L-Myc 遺伝子を導

入することで、従来技術と比較して高い効率で筋芽細胞を直接誘導する技術を確立した。さら

に、この方法で得られた直接誘導筋芽細胞（Directly reprogrammed Myoblast : dMB）は、骨格

筋細胞関連遺伝子群(Myogenin, CK-M, Myomarker など)を強発現するのみならず、融合して

多核の筋管にまで成熟することが分かった（Biochem Biophys Res Commun.. 2017）。本技

術を用いて、若い、あるいは老化した線維芽細胞から筋芽細胞を作成し、老化マーカーとして

Telomere length を解析したところ、筋芽細胞に変わ

っても元の線維芽細胞の老化の程度は維持されて

おり、老化のリセットは起こっていないという結果を得

ている(図.1)。サルコペニアの原因には、骨格筋タン

パクの合成と分解のバランスの異常、筋組織の修復

能の低下などがあると考えられているが、それらの分

子メカニズムの多くは未解明である。 

 
２．研究の目的 

サルコペニアの病態を分子レベルで解析するた

めのツールとして、生理的な老化を反映する培養３

Ｄヒト筋組織の開発が必要であるが、これには３つの要素技術が必要である。すなわち、①老

化筋芽細胞、②３Ｄスキャフォールド、③機能評価系。上述のように我々は、ヒト筋芽細胞を線

維芽細胞から誘導する独創的な技術を開発した。高齢者から得た線維芽細胞から誘導した筋

芽細胞は老化しており、上記の①に有用な理想的な細胞である。さらに我々は、研究開始時

点で②に適したスキャフォールドも開発済みであり、③も研究分担者が独自技術を開発してい

た。そこで本研究では、①～③を有機的に結び付け、老化筋組織の解析に最適な培養３Ｄヒト

筋組織を開発することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
① 細胞培養。 

正常ヒト線維芽細胞（HDF）は、すべて東洋紡（Japan）および DS Pharma Biomedical

（Ireland）から購入した。PLAT-GP パッケージング細胞株は Cell Biolabs (USA)から購入

した。これらの細胞は、10％ウシ胎仔血清（FBS）、100 mM 非必須アミノ酸（NEAA）、

100 U/mL ペニシリン、100 μg/mL ストレプトマイシンを添加した DMEM 培地で培養し

た。 

② Real time RT-PCR 解析。 

RNAeasy Kit (Qiagen, Germany) を用いて、細胞から総 RNA を抽出し、ReverTra Ace 

qPCR RT Master Mix (Toyobo Japan) を用いて cDNA を合成。定量的リアルタイム RT-

PCR は、TaqMan Advanced Master Mix(Applied Biosystems, CA, USA) と TaqMan 

probe(Applied Biosystems)を用いて StepOnePlus real-time PCR System (Applied 

Biosystems) で測定・解析した。 

 

③ 筋芽細胞へのダイレクトリプログラミング 

pMXsMyoD1 puro および pMXs L-Myc puro をパッケージング細胞 plat GP に X-treme Gene 



9 regent（Roche Applied Science, Germany）を用いて導入し作成したレトロウイルスベクターを

ヒト線維芽細胞に感染させた。感染翌日から、5% horse serum (HS), non-essential amino acids 

(NEAA), 10 ng/mL IGF-1, 100 U/mL penicillin, and 100 μg/mL streptomycin を添加した

DMEM 培地に交換し培養した。 

④ ｄMB の 3D 培養 

ダンベル型ポケットと 2 本のマイクロポストをもつデバイスを骨格筋組織の構築に使用した。

2D 培養した dMB を回収し、ハイドロゲルと混合しデバイス上のダンベル型ポケットに流し込

み、37℃でインキュベートして固化させた。培地は 1 日おきに交換した。 
 
４．研究成果 

dMB の収縮能力を調べるために、dMB を 3 次元的

に培養し、分化させた。組織のアンカーとしてデバイ

ス上に 3 次元骨格筋組織を作製した。ハイドロゲル

溶液と混合した dMBs を 2 本のマイクロポストを

持つマイクロデバイス上に播種し、10 日間培養を行

った。図 1A に示すように、マイクロポスト間には自

己組織化により ribbon-shaped の組織が形成された。

培養が進むにつれて、2 つのポスト間の距離は短縮し

た。 

図.2 は、2 本の支柱の間の距離を示したものである。図.3 はポスト間の距離を数値化した

ものである。2 日目から 4 日目にかけて距離が短縮

し（2 日目 3849.9 ± 135.1 μm、4 日目 3118.0 ± 

262.2 μm）、4 日目以降も 10 日目までゆっくりと

減少するという結果を得た（10日目2390.9 ± 384.7 

μm）。 

dMBs とマイクロデバイスを組み合わせること

で、3D 培養骨格筋組織を構築することができたの

で、組織形成中の骨格筋関連遺伝子（MYOG、

CKM、MYH3、MYH6 遺伝子）の発現量を 2D で

培 養 し

た 細 胞

と、3D で培養した組織において定量的 RT-PCR

を用いて測定し比較検討した。 

図.4 のように 4 つの遺伝子の発現量は、3D、

2D ともに培養日数に伴って増加した。培養 2 日

目にはすべての遺伝子の発現が、2D 培養細胞と

3D 培養組織の間に有意差はなかったが、10 日目

にはすべての遺伝子について、3D 組織の発現量

が 2D 細胞の発現量より有意に高くなった。 



次に、構築した三次元組織が電気刺激に応答して

収縮する機能を有するかどうかを検討した。0、4、

6、8、10 日目に、30Hz の電気刺激を組織に与え、

マイクロポストの変位を測定し、収縮力を算出し

た。図.5 に示すように、作製した 3 次元組織は収縮

能を有し、発生する力は培養日数に応じて増強し

た。4 日目に 1.6 ± 1.8 μN、6 日目に 4.7 ± 3.4 μN、

8 日目に 9.7 ± 4.6 μN、10 日目に 12.2 ± 5.3 μN が

発生した。 

また、10 日目の組織の収縮特性を、1 Hz と 30 Hz

で 5 秒間電気刺激を加えることにより評価した。図.6 に示すように、1 Hz では瞬発的な収

縮反応（twitch）、30 Hz ではより持続的な収縮

（tetanus）が観察された。 

10 日目の組織を用いたα-アクチニンの免疫蛍光染色

により、筋組織には、図.7のようにサルコメア構造を

持つ筋管が含まれていることがわかった。  

このように、本

研究では当初の

目的を達成し、

従来の方法より

も優れた骨格筋

組織の培養方法

を確立すること

に成功し、得られた骨格筋組織が高い機能を有すること

を確認できた。（Shimizu K,Kishida T, et al.J Biosci 

Bioeng. 2020 ）。 

本法で作成した骨格筋組織は、筋老化や筋肉の再生に関

する基礎研究のツールとしてのみならず、移植用の骨格筋組織を供給することも期待できるの
で、外傷や様々な骨格筋組織欠損に対して、新しい有効な再生医療法に繋がることが期待さ
れる。 
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