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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウス骨格筋損傷モデルにおけるシングルセルRNAシークエンスでマク
ロファージのサブタイプとそのシグナルを同定し、フローサイトメトリーでマクロファージサブタイプを分取し
て骨格筋幹細胞との相互作用を観察するという手法を用いた。これらの手法により、再生中の骨格筋組織に含ま
れるマクロファージは多様なサブタイプに分類可能であることを確認し、その中で一つのマクロファージサブタ
イプが増殖している骨格筋幹細胞と密接に相互作用していることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used single-cell RNA sequencing in a mouse model of 
skeletal muscle injury to identify macrophage subtypes and their signals, and flow cytometry to 
fractionate macrophage subtypes and observe their interactions with skeletal muscle stem cells. 
These techniques confirmed that macrophages in regenerating skeletal muscle tissue can be classified
 into a variety of subtypes, and suggested that one macrophage subtype among them interacts closely 
with proliferating skeletal muscle stem cells.

研究分野：再生医学、細胞生物学

キーワード： 骨格筋　オルガノイド　再生　サルコペニア　幹細胞　マクロファージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の目的は、サルコペニアと呼ばれる筋量の低下に関連する筋再生不全におけるマクロファージの役割とメ
カニズムを解明することである。筋再生は骨格筋幹細胞が活性化・増殖・分化するプロセスであり、その制御に
おいてマクロファージが重要な細胞であることが知られている。しかし、マクロファージは多様なサブタイプに
分けられ、その特性や相互作用は十分に理解されていない。本研究により明らかとなった、マクロファージサブ
タイプと骨格筋幹細胞の相互作用に関する知見は、サルコペニア予防・治療法開発に向けた筋再生不全の分子機
構解明に貢献することが期待できる。

※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 
 
 老化に伴う疾患、特に骨格筋の量的および質的減少（サルコペニア）は、体力および身体機能
低下を引き起こし、高齢者の生活の質を著しく損なう。このため、予防および治療法の開発は、
高齢化が進む我が国において切迫した課題である。老化による疾患は、組織の恒常性維持機構の
喪失に起因するとされており、細胞間の複雑な相互作用を解明することは、予防および治療法の
開発に不可欠な知見となる。しかし、これらの相互作用は病態の進行と共に変化し、その解析は
困難を極めている。また、多くの研究は遺伝子改変動物に依存しており、細胞・組織を解析可能
な in vitro 評価系の確立が求められていた。 
 研究代表者は、シングルセル RNA シークエンス法を用いて、マウスの胎仔肝臓や膵臓の形
成過程における上皮細胞と間葉系細胞の相互作用を解析し、WNT シグナリング経路の抑制分子
が臓器形成に重要な役割を果たしていることを明らかにしてきた。これらの知見を基に、ヒト 
iPS 細胞から肝臓−胆管−膵臓組織を連続的に生成することに成功した。これにより、幹細胞を起
点とする多細胞群の機能制御には、時空間的な細胞間相互作用が重要であること、および骨格筋
再生含む恒常性維持機構や疾患発症のメカニズムにおいても同様の制御基盤が存在する可能性
が示唆され、本課題設定に至った。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、(1) 加齢マウスにおける筋再生を制御する分子基盤を解明、および (2) 骨格筋オル
ガノイドの構築を通じて、筋組織の恒常性破綻に関与する分子の同定を目指した。これらの目的
を達成することで、組織の恒常性維持の破綻による制御異常を解析する評価系の確立すること
を試みた。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 加齢マウスにおけるシングルセル RNA シークエンス 
 本研究では、加齢マウス骨格筋組織を用いて、再生制御の破綻に焦点を当てた解析を行なった。
2 年齢のマウス骨格筋組織に損傷を誘導し、フローサイトメーターで細胞を単離後、 Chromium 
システムを用いてシングルセル RNA シークエンスを実施した。Seurat プログラムを用いて得ら
れた遺伝子発現データを比較分析し、再生過程における細胞集団の動態を追跡した。さらに、リ
ガンド−受容体ペア解析を行い、活性化しているシグナル経路を同定し、筋再生を制御する分子
基盤を明らかにした。同定された分子の機能は、インヒビターおよびノックダウン実験によって
検証した。 
(2) 骨格筋オルガノイドの構築 
 骨格筋幹細胞とマクロファージ特異的な蛍光レポーターマウスを用いて、骨格筋オルガノイ
ドを創出し、三次元タイムラプスイメージングによる細胞動態の可視化を行なった。カルジオト
キシンを添加することで in vitro での筋損傷-再生を誘導し、オルガノイドの再生中に各細胞
種が示す挙動を明らかにした。 
 
４．研究成果 
 
 本研究では、筋再生時の細胞間相互作用の時空間的制御、および制御破綻時の相互作用の変化
に焦点を当て解析を進めた。オルガノイド技術、ライブイメージングおよびシングルセル RNA 
シークエンスによる系譜解析技術を用いて、これらの相互作用を時空間的視点から解明を試み
た。また、多細胞群から構成されるオルガノイドを創出し、異種細胞間の相互作用を解析するこ
とに成功した。 



 具体的な研究成果としては、以下が得られた。まず、マウスを用いた解析では、骨格筋幹細胞
の増殖制御を介して骨格筋再生を担う新規なマクロファージ亜集団（mac_1）を特定した。また、
mac_1 が産生する骨格筋再生制御因子の一つとして Hgf を特定した（図１）。また、mac_1 や Hgf

が骨格筋再生に必須であることを遺伝子改変マウスや阻害剤実験で示した。 
 本研究成果は、骨格筋再生の分子機構の解明や治療法の開発に貢献すると考えられる。マウス
の解析では mac_1 や Hgf 作用を解明することが達成できた。これにより、骨格筋幹細胞と間質細
胞による「炎症-再生」メカニズムの理解が深まり、サルコペニアの病態理解に寄与した。さら
に、本研究で用いた多細胞からなるオルガノイドの解析手法は、炎症を通じた組織修復機構の破
綻に起因する疾患の発症メカニズム解明への応用が期待できる。 

図 1. 新規マクロファージ Mac1 を介した骨格筋再生機構 
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