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研究成果の概要（和文）：iPS細胞は筋ジストロフィーの細胞移植治療の有力な細胞源として期待されている。本研究
では（１）ヒト筋芽細胞とヒト線維芽細胞に対して、242種類の細胞表面抗原に対する抗体を反応させ、FACSにて解析
し、CD56とCD271がヒト筋芽細胞を特異的に認識すること、（２）sphere形成による誘導（Stem Cells Transl. Med. 3
:564-74, 2014）がヒトiPS細胞を筋分化させる方法として有効であること、（３）骨格筋系譜へ誘導した細胞を免疫不
全ジストロフィーモデルマウスの骨格筋へ移植すると、ヒトiPS細胞に由来する骨格筋線維が再形成されることを確認
した。

研究成果の概要（英文）：Induced pluripotent stem cells are a promising tool for regenerative medicine of 
muscular dystrophies. Here, we compared the cell surface antigens on human myoblasts and human 
fibroblasts, and found that CD56 and CD271 specifically recognize human myoblasts. Next, we tested 
whether EZ-sphere method is effective to induce transplantable muscle stem/progenitor cells by 
transplantation into immunodeficient mdx mice (DMD model mice) and found that iPS-derived muscle 
stem/progenitor cells participate in muscle regeneration.

研究分野：筋ジストロフィー
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１． 研究開始当初の背景 
筋衛星細胞の増殖能・再生能は培養過程で
徐々に失われるので、移植用に培養で増やす
ことで多量に準備することは難しく（Mol Ther, 15, 
2178-85, 2007）、全身の骨格筋が侵されるDMD
患者の幹細胞移植治療には、筋衛星細胞以外
の細胞源を探す必要がある。DMD 患者の皮膚
細胞からの iPS 細胞作出の報告がなされて以
来（Cell 134, 877-86）、DMD-iPS 細胞は筋ジス
トロフィーの自家細胞移植治療の有力な細胞源
として期待されているが、まだ骨格筋幹・前駆細
胞の誘導法が確立されていない。 
 
２． 研究の目的 
ヒト iPS 細胞を用いた筋疾患に対する細胞移植
治療法を確立するため基盤的研究として 
(1)低分子化合物を用いて、マウスＥＳ細胞・iPS
細胞から骨格筋系譜の幹・前駆細胞を誘導す
る分化誘導法を樹立する。 
(2)誘導された筋幹・前駆細胞の増殖を促進す
る培養条件を明らかにし、筋前駆細胞のセルソ
ーターによる純化法を開発する。 
(3)誘導された細胞を疾患モデルマウスへ移植
して、誘導・純化方法と骨格筋再生能・腫瘍形
成能との関係を明らかにする。 
 
３． 研究の方法 
（１） マウスＥＳ細胞、iPS 細胞の沿軸中胚葉系
への分化を促進する７つの低分子化合物
を利用して、骨格筋幹細胞・前駆細胞の誘
導法を確立する。 
（２） 移植のための筋前駆細胞の純化方法を確
立する。 
（３） MyoD-iCre/ R26R-EYFP マウスの MEF か
ら、iMyoD-EYFP iPS 細胞を作出する。 
（４） マウスＥＳ細胞、iPS 細胞から誘導された骨
格筋幹・前駆細胞と内在性の骨格筋幹・前
駆細胞の遺伝子発現、増殖能、分化能、移
植後の生着能を比較する。 
（５） 筋前駆細胞の未分化状態を維持し、増殖を
支持する培養条件（主に成長因子）を決定
する。 
（６） 誘導された骨格筋幹・前駆細胞を DMD 型
筋ジストロフィーの疾患モデルである
NOD/Scid/mdx マウスの骨格筋へ移植し、
筋再生能と安全性（腫瘍形成）を調べる。 
 
４．研究成果 
（１）マウスＥＳ細胞、iPS 細胞の沿軸中胚葉系
への分化を促進する７つの低分子化合物を利
用した骨格筋幹細胞・前駆細胞の誘導法の確
立 
 
マウスES 細胞を胚様態形成法によって筋分化
を誘導し、７つの低分子化合物を添加した。レチ
ノイン酸に軽度の筋分化促進作用が認められ

たが、他の 6 つの化合物はその活性は無かっ
た。 
 
（２）移植のための筋前駆細胞の純化方法の確
立 
 
ヒト筋芽細胞とヒト線維芽細胞に対して、242 種
類の表面抗原に対する抗体を反応させ、FACS
にて解析し、CD56とCD271がヒト筋芽細胞を特
異的に認識することを明らかにした。 
 
（７） iMyoD ES, iPax7 ES(マウス)の作出 
 
MyoD-ER(エストロゲンレセプターのエストロゲ
ン結合ドメイン)とPax7-ERをEF1alpha プロモー
ターの下流にそれぞれクローニングし、ires で
dsRED (赤色蛍光タンパク質)へ連結したプラス
ミドをマウス ES 細胞へ導入し、安定細胞株を得
た。タモキシフェンにより、MyoD、Pax7 の発現を
誘導したが、骨格筋分化の促進効果は観察さ
れなかった。EF1a プロモーターが ES 細胞の分
化に伴い不活性化されるためだと考えられた。
また ER に連結したものはもともとの MyoD に比
較して活性が低いこともわかった。 
 
(４－５)(臨床応用を視野に入れて、マウス
ES/iPS細胞からヒトiPS細胞への研究に切り替
え、研究内容を変更した)ヒト iPS 細胞からの骨
格筋幹前駆細胞への誘導 
 
ヒ ト iPS 細胞を筋分化させる方法として
EZ-sphere 法（Hosoyama et al., Stem Cells 
Transl. Med. 3:564-74, 2014）を導入した。ヒト
iPS 細胞株によって効率がばらつくものの、高い
分化効率を確認した。疾患特異的 iPS細胞に対
しても有効であった。 
 
（５）誘導された骨格筋幹・前駆細胞を DMD 型
筋ジストロフィーモデルマウスの骨格筋への移
植 
 
NOD/Scid/mdx より免疫不全が重いNSG-ｍｄｘ
４Cvを入手し、ヒト iPS 細胞から EZ-Sphere 法を
用いて骨格筋系譜へ誘導した細胞をその前脛
骨筋へ移植した。ヒト・スペクトリン、ヒト・ラミン 
A/C, 及びジストロフィン染色により、移植 3 週
間後には、ヒト iPS 細胞に由来する再生骨格筋
線維が形成されることを確認した。一部の細胞
は未分化なまま塊を作ってとどまっていた。移
植用の細胞としての有用性は示されたが、細胞
の純化が必要であることが明らかになった。 
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