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研究成果の概要（和文）：本研究では筋疾患患者iPS細胞から誘導した筋管細胞を用いて力学的ストレス負荷モ
デルを構築し、細胞損傷を評価した。伸展刺激24時間後の培養上清中に漏出する筋逸脱酵素の活性は疾患株で修
復株に比べて有意に高い値を示した。また、培養上清中に漏出するmiRNAは疾患株で伸展刺激により増加した。
伸展刺激24時間後のサルコメア損傷修復遺伝子の発現量は疾患株で修復株に比べて有意に高い値を示した。この
ことから、疾患株では伸展刺激により筋逸脱酵素とmiRNAの漏出がより起きやすく、サルコメア損傷がより強く
発生していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, a mechanical stress loading model was constructed using 
myotubular cells derived from iPS cells of patients with muscle diseases, and cell damage was 
evaluated. The activity of muscle deleterious enzymes leaked into the culture supernatant 24 hours 
after extension stimulation was significantly higher in the diseased strain than in the repaired 
strain. In addition, miRNAs leaked into the culture supernatant were increased by stretch 
stimulation in the diseased strain. The expression level of sarcomere damage repair genes after 24 
hours of extension stimulation was significantly higher in the disease strain than in the repair 
strain. This indicates that muscle aberrant enzyme and miRNA leakage are more likely to occur upon 
stretch stimulation in the diseased strain and that sarcomere damage occurs more intensely in this 
strain.

研究分野：骨格筋生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、iPS細胞から分化した筋管細胞を用いた新たな細胞培養系を構築し、機械的伸展刺激装置によるメ
カニカルストレスを負荷する実験系を構築した。
このモデルから得られた知見により、筋細胞が損傷をした際のバイオマーカーとなりうる因子が見つかったこと
から、細胞培養系だけにとどまらず、アスリートを含めたヒトを対象とする筋損傷発生のリスク予測研究に応用
することができると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
これまでの研究から、力学的刺激が骨格筋の成長、恒常性の維持に重要であることがわかってい
る。一方で過剰な力学的刺激は筋損傷を誘発することが知られている。このことから、骨格筋に
は損傷という応答にスイッチする“力学的刺激のセットポイント”が存在すると想定される。し
かし、生体におけるセットポイントを同定し分子機構を解明することは難しい。そこで、申請者
は力学的刺激を定性的に負荷し、下流シグナルを解析できる in vitro の系を確立する。本研究
では、新規細胞培養手法を用いて、筋損傷高リスク者由来の細胞に関して検証し、筋質の差によ
る細胞損傷バイオマーカー変動の差異についても検証する。これらの検証により、筋損傷を予見
する新たなバイオマーカーを提示する。 
 
２．研究の目的 
骨格筋細胞培養に適した脱細胞組織由来培養基材作成法の決定 
本研究を行う上で細胞に親和性の高い培養基材の作成が必須である。これまでに、生体骨格筋に
脱細胞処理を行い、伸展性と細胞親和性のある細胞外マトリクスからできたシート状素材を得
る方法を開発し、細胞培養に用いて検討している。そこで脱細胞手法のさらなる改善を行い、接
着性の低い細胞に対しても使用可能な培養基材の改良により手法を決定する。 
 
筋損傷高リスク者骨格筋における特徴的なバイオマーカー変動の解明 
筋損傷高リスク者に特徴的なバイオマーカー変動を細胞モデルで明らかにする。バイオマーカ
ーは筋逸脱酵素、筋逸脱 miRNA、サルコメア修復関連遺伝子、アポトーシス関連遺伝子に関して
検討する。 
 
３．研究の方法 
骨格筋細胞培養に適した脱細胞組織由来培養基材作成法の決定 
脱細胞手法の改良：これまで確立した脱細胞手法に関して更に改良を加え、接着性の弱い細胞で
も良好な接着性を得ることができる脱細胞骨格筋シートを作成した。具体的には脱細胞骨格筋
シートをヒト組換えラミニン・エンタクチンタンパクによって修飾を行った。細胞接着効率の確
認は京都大学 iPS 細胞研究所より分与された健常ヒト iPS 細胞を骨格筋細胞へ分化させ接着性
を確認した。 
 
筋損傷高リスク者骨格筋における特徴的なバイオマーカー変動の解明 
京都大学 iPS 細胞研究所櫻井英俊博士が樹立している骨格筋細胞に分化が可能な筋疾患患者由
来の iPS 細胞の分与を受けた。筋疾患患者由来の iPS 細胞は本研究で確立した実験系により伸
展刺激を加え、筋疾患患者筋管細胞で増加するバイオマーカーを見つけ出した。バイオマーカー
は筋逸脱酵素、筋逸脱 miRNA、サルコメア修復関連遺伝子、アポトーシス関連遺伝子に関して検
討した。 
 
４．研究成果 

骨格筋細胞培養に適した脱細胞組織由来培養基材作成法の決定 
健常ヒト iPS細胞を骨格筋細胞へ分化させ接着性を確認したところ、ラミニン・エンタクチンに
よる修飾は細胞の接着効率を大幅に改善することを確認した(図 1)。 
 

 
筋損傷高リスク者骨格筋における特徴的なバイオマーカー変動の解明 
伸展刺激 24 時間後の培養上清中 CK, LDH, ASTの活性は筋損傷高リスク者株で健常株に比べて
有意に高い値を示した(図 2)。伸展刺激 24 時間後のサルコメア損傷修復遺伝子である XIRP1, 
FLNC, PGM5 の発現量は筋損傷高リスク者株で健常株に比べて有意に高い値を示した(図 3)。伸
展刺激 24 時間後の Apoptotic geneである Caspase 3, Caspase 9の発現量は、筋損傷高リスク
者株で健常株に比べて有意に高い値を示した。このことから、筋損傷高リスク者株では伸展刺激
により細胞内酵素の漏出がより起きやすく、サルコメア損傷がより強く発生しており、Apoptosis
は亢進することが明らかになった。また、培養上清中に漏出する miR-22, miR-95a, miR-206は
筋損傷高リスク者株で伸展刺激により up-regulate した(図 4)。また、培養上清中の miR-1, 
miR30a, miR-133a, miR-133b, miR-193b, miR-208b, miR-378aはどちらの株でも伸展刺激によ

図. 1 ラミニン・エンタクチンによる修飾は細胞接着効率を改善した。 



り up-regulate したが、筋損傷高リスク者株の方がより up-regulate していた。培養上清中の
miR-30c, miR-483に関してはどちらの株でも伸展刺激により up-regulateしたが、株間の違い
は見られなかった。これにより、筋損傷高リスク者株では伸展刺激によって miR の漏出がより強
く発生していることが明らかになった。 

 

図. 4 培養上清中に漏出する miRNA 量 

図. 2 培養上清中に漏出する筋逸脱酵素量 

図. 3 伸展刺激後に細胞内で発現するサルコメア修復関連の遺伝子の発現量 
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