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研究成果の概要（和文）：ヒトES細胞Kh-ES1およびヒトiPS細胞253G4を用いてin vitroで骨格筋

細胞を分化誘導することに成功した。これらの細胞はRT-PCRおよび免疫染色の結果から、

Myogenin/骨格筋ミオシン陽性の成熟筋線維に分化したと考えられ、一部に自発収縮活動が観察

されたことから、機能的にも成熟骨格筋に相当すると考えられた。今後はこれらの成果を発展さ

せ、移植可能な前駆細胞の抽出を目標とする。また既に確立している筋ジストロフィー患者由来

iPS細胞を用い、in vitroでの比較実験等を行う予定である。 

 
研究成果の概要（英文）：We developed an efficient system for the generation of skeletal 

muscle stem/progenitor cells from human ES cells and human iPS cells.  
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１．研究開始当初の背景 

筋ジストロフィーに対する根治療法の一つ

として、細胞移植療法がかねてより検討され

てきた。骨格筋分化能を有する様々な幹細胞

（筋芽細胞、筋衛生細胞、筋由来、脂肪由来、

骨髄由来などの間葉系幹細胞等）がその移植

ソースとして考慮されてきたが、その骨格筋

再性能、入手可能な細胞数、拒絶反応などの

免疫学的側面などの障壁により実現にはい

ずれも至っていない。我々は無限の増殖能と

万能性を持つとされている胚性幹細胞（ES 細

胞）および、それと同等の能力を有し、患者

自身からも作製することが可能な誘導多能

性幹細胞（iPS 細胞）に着目し、それらを用

いた骨格筋再生医療の可能性について検討

してきた。ES/iPS 細胞を用いた骨格筋再生医
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療のためには、適切な分化誘導法の確立と、

有効な骨格筋幹/前駆細胞を抽出する技術が

必要であるが、ヒト ES 細胞の骨格筋分化に

関する報告は未だ 3報（文献 1,2,3）のみで

あり、ヒト iPS 細胞については報告がない。 

２．研究の目的 

我々は現在までにマウス ES/iPS 細胞におい

て有効な分化誘導法の確立と移植可能な骨

格筋幹/前駆細胞の抽出に成功し、報告して

きた（文献 4,5）が、今回それらの技術がヒ

ト ES/iPS 細胞においても有効であるかを検

証し、ヒト ES/iPS 細胞の新たな骨格筋分化

誘導系について報告する。 

 

３．研究の方法 

ヒトES細胞およびヒトiPS細胞の維持培養：

Kh-ES1および253G4は、マイトマイシン処理し

たSNL細胞上で、bFGF 5 ng/mLを添加したヒト

ES/iPS維持培地を用いて維持し、5日目毎に継

代した。 

骨格筋分化培養：維持培養5日目のES/iPS細胞

をヒトES/iPS細胞解離液で処理し、細胞塊を

ヒトES/iPS維持培地中で7日間浮遊培養して

胚様体を形成し、形成された胚葉体を0.1%ゼ

ラチンコートした細胞培養ディッシュに付着

培養した。ITS培地で14日間培養した後、0.25% 

trypsin/EDTAを用いて解離し、I型コラーゲン

コートされた細胞培養ディッシュおよびプレ

ートへ継代した。10%FCSと5%HSを含む骨格筋

分化培地で28日間培養した後に再びITS培地

として14～21日間培養すると細胞融合した骨

格筋線維が観察された。 

mRNA解析：分化培養7、21、49、63日目の細胞

からRNAを抽出し、逆転写酵素を用いてcDNA

を作製し、Oct3/4、Nanog、Rex1、Pax3、Pax7、

MyoD、Myf5、Myogenin、Desmin、MYH2等に対

するRT-PCRを行った。 

免疫染色：分化49、56、63、70日目に細胞を

固定し、Pax3、Pax7、MyoD、Myf5、Myogenin、

骨格筋ミオシン等に対する免疫染色を行った。

骨格筋分化能はDAPIによる核染色に対する

Myogenin陽性細胞の比として計算した。 

フローサイトメトリー解析：分化培養42日目

の細胞をPE-conjugated CD73抗体および

APC-conjugated NCAM抗体を用いて標識し、

FACS CaliburおよびFACS Vantageを用いて解

析した。また細胞を分画してI型コラーゲンコ

ート細胞培養プレート上で継続して培養し、

後に免疫染色を行った。 

 
４．研究成果 

ヒトES細胞（Kh-ES1）およびヒトiPS細胞

（253G4）いずれからもMyogenin/骨格筋ミオ

シン陽性となる骨格筋線維を誘導することが

出来た。 

Day 0   浮遊培養（ hES/iPS維持培地）  
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誘導効率はKh-ES1で36.5±7.6%、253G4で30.1

±9.4%とやや差がみられた。 
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Kh-ES1では筋線維がより太く融合する傾向が

あり、一部で不規則な自発収縮活動を認めた。

RT-PCR解析では未分化マーカーの低下と共に

Pax3が早期に上昇し、Pax7、MyoD、Myf5の出

現を経てMyogeninが出現し、免疫染色におい

ても同様の結果を示した。 

 

 

また、生成されたhES細胞、hiPS細胞由来の骨

格筋前駆細胞の機能評価として免疫不全マウ

ス（NOG）へ移植実験を行なったところ、、移

植後4週の段階で、ヒトLaminin、ヒトLamin 

A/C陽性細胞が観察され、これは期待がもてる

結果でした。今回の我々の一番の成果はこの

データで、ヒトES細胞からも蛋白レベルでヒ

ト抗原を発現する、移植可能な骨格筋前駆細

胞がin vitroで誘導できることが判明した。 

human Laminin Laminin merged

human Lamin A/C 
DAPI

Human Lamin A/C 
laminin 

merged

NOG mice: CTX + TBI 
Non-sorted cells: 5.0" 105 cells/site   sacrificed at 4 wks post Tx  

分化培養42日目のフローサイトメトリーを用

いてCD73+/NCAM+、CD73+/NCAM-細胞群を分画

したが、引き続き行った分化培養実験では

CD73+/NCAM+、CD73+/NCAM-細胞分画ともに、

骨格筋分化能においてNon-sort細胞群と有意

差を認めなかった。 

ヒトES細胞およびヒトiPS細胞から胚様体形

成を経てin vitroで骨格筋線維と考えられる

細胞を誘導することに成功した。これらの細

胞はRT-PCRおよび免疫染色の結果から、経時

的な筋原性転写因子の発現を経てMyogenin/

骨格筋ミオシン陽性の成熟筋線維に分化した

と考えられ、一部に自発収縮活動が観察され

たことから、機能的にも成熟骨格筋に相当す

ると考えられた。 

本分化系においてもヒトES細胞由来骨格筋前

駆細胞マーカーとして報告（文献1）のあった

CD73/NCAM陽性細胞分画について検討したが、

Non-sort細胞群と有意差なく、少なくとも本

分化系においては筋原性細胞マーカーとして

は不十分であると考えられた。 
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