
日薬理誌（Folia Pharmacol. Jpn.）147，272～276（2016）
©日本薬理学会

特
集

幹
細
胞
研
究
と
臨
床
利
用
の
進
歩
4

要約：骨格筋疾患には，有効な治療法が確立されてい
ない難病が多くあり，新規治療薬の開発に向け患者由
来 iPS細胞を活用した研究が期待されている．その実
現のため我々は高効率で極めて再現性高く iPS細胞を
骨格筋へ分化誘導させる方法を確立した．この方法は
テトラサイクリン誘導性に骨格筋分化のマスター遺伝
子であるMyoD1 を強制発現することで，未分化 iPS
細胞からわずか 10 日程度で成熟骨格筋を分化誘導す
る方法であり，その筋分化効率は 70～90％程度と極め
て高い．この骨格筋分化誘導法を活用して，三好型ミ
オパチーの病態再現を行った．三好型ミオパチーの原
因遺伝子であるDysferlinは，筋細胞膜に存在する分子
で筋損傷時に細胞膜を修復する．三好型ミオパチー患
者由来細胞では，レーザー照射による膜損傷後の膜修
復が遅延することを明らかにした．さらに Dysferlin
の発現を回復することで，この膜修復の遅延は改善す
ることを見出し，病態再現に成功した．次にデュシェ
ンヌ型筋ジストロフィー（DMD）に対してはエクソン
スキッピング製剤の開発が進んでいるが，この治療法
は遺伝子変異特異的であり適応患者が限られているた
め，共通の初期病態をターゲットにした創薬が渇望さ
れている．我々はDMDに共通の初期病態として，筋収
縮時の Ca2＋の過剰な細胞質への流入というモデルの確
立に成功した．また過剰な Ca2＋の流入が細胞障害を
引き起こし，培養上清中のCK活性の上昇という表現型
も見出した．これらの表現型は原因遺伝子Dystrophin
の発現回復により改善することから，Dystrophinの欠
失が引き起こす細胞障害モデルを確立したと言える．
今後，スクリーニングに適した解析システムを構築す
ることで，これらの筋疾患に対する新たな薬剤の開発
につながるものと期待できる．

1.　はじめに

人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells：
iPS細胞）は，胚性幹細胞（embryonic stem cell：ES
細胞）と同等の自己複製能と多分化能を持った多能性
幹細胞である（1）．受精卵から作製されるES細胞とは
異なり，iPS細胞は体細胞にいくつかの遺伝子を導入，
発現させることにより作製されるため，患者自身の体
細胞から作り出すことができる．当初期待されていた
拒絶反応回避による再生医療の進展への期待もさるこ
とながら，難治性疾患患者由来の iPS細胞を特定の細
胞種へ分化誘導し，試験管内で病態を再現することで，
難病の病態解析や薬剤の開発，スクリーニングへの応
用がより現実的に期待されている（2）．
難治性疾患の中においても筋疾患に対しては治療法
が乏しく，治療の多くが拘縮予防のためのリハビリ
テーションや，呼吸機能が低下した際の人工呼吸器の
導入など対症療法に限定され，根治的な治療法がほと
んど存在しない．また希少疾患が多いため，臨床病態
や自然歴の調査もようやく進んできているのが現状で
ある．近年縁取り空砲を伴う遠位型ミオパチー（GNE
ミオパチー）の原因がシアル酸合成経路の律速酵素の
機能異常によるという病態が明らかとなり（3），シア
ル酸補充療法が治療として期待され治験が進んでいる．
このように希少な遺伝性疾患であっても，病態を正確
に理解することで治療薬のターゲットを同定すること
は可能であり，他の難治性筋疾患についても病態解析
の深化が求められている．これまでの病態解析の主な
手法はノックアウトマウスなどのモデルマウスを活用
したものであったが，ヒトでの原因遺伝子をノックア
ウトしても同様な病態が再現されないことも多く，病
態モデルをいかに確立するかが課題であった．特に筋
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疾患では，マウスの筋再生能力が極めて高いため，ヒ
トで報告された原因遺伝子のマウスでのホモログを
ノックアウトしても，ヒトで見られるほど重篤な症状
を呈さず，病態解析ができない例が多い．また，仮に
モデルマウスにより病態モデルに成功しその治療薬を
開発しても，マウスには効果があるがヒトには効果が
無いという事例も散見される．それ故に，いかにして
ヒトの細胞を用いた病態モデルを構築するかが，今後の
治療薬創出にとって鍵となる．難治性筋疾患の多くは
遺伝性疾患であり，患者由来 iPS細胞に遺伝情報が引き
継がれ，試験管内モデルによって病態が再現される期待
値が高い．また希少疾患であっても iPS細胞であれば，
より多くの研究者に研究ツールとして活用されること
が可能である．本稿では，患者由来 iPS細胞を用いた
難治性筋疾患の病態解析に向けた研究の現状を述べる．

2.　iPS細胞からの骨格筋細胞への分化誘導

患者由来 iPS細胞を活用し新規創薬研究を進めるた
めには，とりもなおさず目的組織への効率の良い再現
性の高い分化誘導法が必須である．しかしながら骨格
筋分野の研究を進めるにあたり，これまでのヒト ES/
iPS細胞からの骨格筋細胞分化誘導に関する報告は，
再現性に乏しいものや，分化効率の低いものがほとん
どであった．とくにヒトES/iPS細胞においては，同一
ドナーから作製されたクローンであっても，分化効率
が全く異なるなどクローン間の差が大きく，再現性の
担保が最も重要な課題であった．我々は，骨格筋分化
を開始させるためのマスター転写遺伝子である
myogenic differentiation 1（MYOD1）をヒト iPS細胞に
強制的に発現させることで約 90％近くの高い効率で
骨格筋を誘導した（4）．MYOD1 の発現制御はテトラ
サイクリン応答性ベクターを用いており，テトラサイ
クリン系抗生薬であるドキシサイクリンを培養液中に
添加するだけの，極めて簡便な方法である．この方法
は極めて再現性が高く，コントロール iPS細胞のみな
らず患者由来 iPS細胞を含めた様々な iPS細胞株を使
用した実験でも，同様に高い分化率を示すことが確認
された（4）．得られた筋管細胞は，細胞同士の融合能
や電気刺激による収縮能も示し，十分に成熟した筋管
細胞の性質も保持している．網羅的遺伝子発現解析や
電子顕微鏡による構造解析によって，これらの iPS細
胞由来筋管細胞が，ヒト生検サンプルから得られた骨
格筋の初代培養細胞と同等の性状を呈していることが
示された（4）．我々は，以上の結果を活用し，患者由来
iPS細胞からの分化筋管細胞を用いての病態再現研究
を行っている．

3.　三好型ミオパチー患者由来 iPS細胞を用い
た病態モデル

三好型ミオパチーは，1986 年に三好らにより報告さ
れた常染色体劣性遺伝形式をとる遺伝性の遠位型ミオ
パチーである（5）．10 歳代で歩きにくさ，つま先立ち
ができないなどで発症し，徐々に四肢の筋力低下が進
行する進行性の疾患で，原因遺伝子のDysferlinが 1998
年に青木らにより同定された（6）．Dysferlinの機能は
筋細胞膜の修復であることが 2003 年に証明され（7），
現在は膜修復が遅延することにより筋細胞が障害を受
け，ミオパチーが発症すると考えられている．しかし
ながら膜修復遅延が筋細胞の変性・壊死を起こす機序
はいまだ正確には分かっていない．我々は三好型ミオ
パチー患者由来 iPS細胞を用いて，この筋細胞膜の修
復異常という病態の再現を目指した．前項に記載した
MYOD1 を強制発現させる手法を応用し，三好型ミオ
パチー患者由来 iPS細胞から，成熟した筋細胞を高効
率で誘導した．筋細胞の誘導効率，分化の速度，得ら
れた筋細胞の筋マーカー分子の発現には，健常コント
ロール細胞と比較して差はなかった．次に膜修復の病
態を再現するため，2光子レーザー共焦点顕微鏡を用
いてレーザーで分化誘導された筋細胞膜を照射し穿孔
するという，膜損傷実験を行った（図 1）．膜修復にか
かる時間は，培養液中に添加された蛍光物質が細胞内
に取り込まれる時間を測定することで計測した．その
結果，健常コントロール iPS細胞由来の筋細胞では，
膜損傷後数秒程度で筋細胞膜の修復が起こるため，蛍
光物質の細胞内への取り込みが 1分後以降ほとんど増
加しないのに対し，三好型ミオパチー患者 iPS細胞由
来の筋細胞では，膜損傷後の細胞内への蛍光物質の取
り込みが 5分経過しても継続しており，著明な膜修復
遅延を認めた．またヒト iPS細胞においては，クロー
ン間で性質にばらつきがあることも広く知られている．
健常コントロール細胞と患者由来細胞の差異がクロー
ン間のばらつきではないことを証明するため，患者細
胞に Dysferlinを強制発現させることにより，遺伝子修
復を行った患者由来 iPS細胞を作製した．この細胞を
骨格筋細胞に分化させ，同様の膜損傷実験を行ったと
ころ，遺伝子修復前には遷延していた蛍光物質の取り
込みが，比較的早期に取り込まれなくなることを確認
した．つまり，この膜修復時間の遅延という病態は，
確かに Dysferlinの欠損によるものであることが明ら
かとなり，我々は病態再現に成功したと報告した（4）．
現在は得られた成果より，再現された病態をより明
確に可視化できる方法と，創薬スクリーニングへと応
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用可能な膜損傷システムを開発している．近い将来，
患者由来 iPS細胞からの筋細胞を活用して，筋細胞膜
修復改善薬といったタイプの創薬スクリーニングへと
進行し，新たな治療薬開発に向けた研究が進展するで
あろう．

4.　デュシェンヌ型筋ジストロフィー患者由来
iPS細胞を用いた病態モデル

重症度の高いデュシェンヌ型筋ジストロフィー
（Duchenne muscular dystrophy：DMD）は，出生男児
3,500 人に一人の割合で発症する，比較的頻度の高い
難病である（8）．その病因は X染色体上の Dystrophin

遺伝子の欠損・変異によるものであり（9），進行性の
骨格筋の炎症・壊死により筋の退行変性を来し，20 歳
代で人工呼吸器管理，40 歳代までには死亡する極めて
予後不良な難治性筋疾患である．現在でも有効な治療
法は無く，ステロイド剤が唯一，進行を遅らせる薬と
して用いられている（10）．一方，DMDに対するアン
チセンスオリゴを用いたエクソンスキッピングの世界
共同治験が進んでいるが（11），限られたエクソンを対
象に開発が進められており，対象患者は限定されてい
る．Dystrophin変異部位によらず，すべてのDMD患者
に共通して効果のある治療薬の開発が望まれているが，
Dystrophinが同定されて四半世紀経った現在でも，な
ぜ Dystrophinの欠損が骨格筋の重篤な慢性炎症状態
を引き起こすのかはいまだ明らかではない．

DMDモデルマウスであるmdxマウスを用いた研究
が続けられており，現在の仮説の有力候補として細胞
内カルシウムイオン（Ca2＋）の過剰流入が原因である
という説が支持されている（12）．細胞内の高 Ca2＋濃
度状態が続くとミトコンドリアが障害され酸化ストレ

スが増大し，ひいては慢性炎症状態へと進展するとい
う仮説である（12）．確かにmdxマウスにストレッチ
感受性陽イオンチャネルである transient receptor 
potential vanilloid 2（TRPV2）の働きを抑える遺伝子改
変を加えると，筋組織での炎症が軽減すると報告され
（13），逆に Dystrophinを発現している健常マウスに，
同じくストレッチ感受性陽イオンチャネルである
transient receptor potential canonical 6（TRPC6）を過
剰発現させると，筋ジストロフィーの病態が再現され
ると報告されている（14）．
我々は，このCa2＋の細胞内への過剰流入が病態の引
き金ではないかと考え，病態再現研究を進めた．DMD
患者由来 iPS細胞に先述のMYOD1 強制発現ベクター
を導入し，筋細胞へと分化させた．筋分化効率，成熟
度は健常コントロール細胞と同等であった．また分化
9日目の細胞内 Ca2＋濃度を蛍光プローブで可視化し 
定量したところ，これも健常コントロール由来筋細胞
と明らかな差はなかった．そこで分化させた骨格筋細
胞に電気刺激を与えて収縮させ，Ca2＋イメージングに
より筋細胞収縮時のCa2＋濃度を測定したところ，健常
コントロール由来筋細胞と比較し有意に細胞内 Ca2＋

濃度が上昇していた（15）．この Ca2＋の過剰流入が，
Dystrophinの欠損によって惹起されているのかを確認
するため，我々は DMD患者 iPS細胞由来筋細胞にエ
クソンスキッピング製剤を作用させ，Dystrophinの発
現を回復させた患者由来筋細胞を用いて電気刺激実験
を行った．すると確かにDystrophin発現回復型DMD
患者由来筋細胞においては筋収縮時の細胞内 Ca2＋濃
度が低下した（図 2）（15）．また筋細胞内 Ca2＋濃度を
イオノフォアを用いて強制的に上昇させると，培養上
清中のクレアチンキナーゼ（CK）活性が上昇すること

図 1　三好型ミオパチーの in vitro 病態再現
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を見出した（15）．これは細胞内 Ca2＋濃度の上昇によ
り筋細胞が障害を受け，筋細胞からの CKの漏出が生
じるためと考えられる．分化 9日目の筋細胞において
は健常コントロールと DMD患者由来筋細胞を比較し
ても，培養上清中の CK活性に差はなかった．次にイ
オノフォアを作用させる試験を，健常コントロール由
来と DMD患者由来の筋細胞において比較すると，
DMD患者由来筋細胞において有意に細胞内 Ca2＋濃 
度が上昇しており，培養上清中の CK活性上昇が高度
に認められた（15）．DMD患者由来筋細胞にエクソン
スキッピング製剤を作用させた Dystrophin発現回復
型の筋細胞では，この細胞内 Ca2＋濃度上昇および CK
活性の高度上昇が抑えられることを見出し，確かに
Dystrophinの発現が細胞内Ca2＋濃度に関与し，その濃
度上昇が筋細胞の障害を引き起こしていることが確認
された（15）．以上の結果より，我々は DMDの初期病
態として収縮時の過剰な細胞内 Ca2＋濃度上昇が重要
であることを見出した．同時に，このイオノフォア負
荷による CK活性の上昇が，TRPチャネル阻害薬であ
る Retinium Redの添加により，DMD筋細胞において
のみ抑制されることも見出しており，DMD筋細胞に
おける細胞内 Ca2＋濃度上昇に何らかの TRPチャネル
が関与する可能性を示唆している．現在，この筋収縮
時の過剰な細胞内 Ca2＋濃度上昇をターゲットとした
創薬スクリーニング系の開発を行っており，初期病態
を抑えることで Dystrophin変異のタイプに依存しな
い汎用性のある治療薬開発を行いたいと考えている．

5.　おわりに

ヒト iPS細胞は細胞移植治療のみならず，病態モデ
ルによる新治療法確立に向けた有益なツールとして期
待されている．我々は筋ジストロフィー患者の体細胞
から作製された iPS細胞を，高効率で確実に骨格筋へ

分化させる方法を確立した．さらに，その患者由来
iPS細胞を骨格筋に分化され，病態に即したストレス
を与えることで病態を再現することにも成功している．
この細胞は，筋ジストロフィーの病態モデルとして詳
細な病態解析に応用されることはもちろん，スクリー
ニングによる薬剤開発を目指した役割も多いに期待さ
れている．すなわち，病態モデルが確立されれば，そ
の時点では詳細なメカニズムが分からなかったとして
も，病態を可視化することで化合物のスクリーニング
を行うことは可能である（図 3）．例えば健常者の細胞
では蛍光を発しないのに，患者の細胞では蛍光を発す
るという病態モデルができたとすると，添加により患
者細胞で蛍光を発しなくなるような化合物を探すこと
で，治療薬のシード化合物を探索することが可能であ
り，さらにその化合物の機能を解析することで，病態
のメカニズムにも迫ることが可能である．
またスクリーニングへの応用以外にも，研究のツー
ルとして iPS細胞を用いるメリットが二つあると考え
る．一つは患者由来の筋細胞をインタクトな状態で使
用できる点である．筋疾患分野では，これまでも筋生
検時に入手できる患者由来の筋芽細胞を用いて病態研
究を実施してきた．DMD患者由来筋芽細胞において
は，増殖能の低下や筋管分化能の低下などの表現型が
報告されてきた（16, 17）．しかしながら，これらの表
現型はDystrophinの欠損に直接起因しているのか，骨
格筋での慢性炎症状態により修飾されたものであるの
か不明である．また骨格筋の壊死・再生が繰り返され
ることにより，DMD患者の筋芽細胞では活発な細胞
分裂が続くことによってテロメアが短くなり，増殖能
が低下するという報告もあり（18, 19），Dystrophin欠
損の直接的な影響ではなく，壊死・再生の進行による
二次的な表現型であると考えられる．一方，患者由来
の線維芽細胞を iPS細胞化することにより，上記のよ

図 2　デュシェンヌ型筋ジストロフィーの in vitro 病態再現
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うな二次的な影響はキャンセルされ，テロメア長も修
復される．その患者由来 iPS細胞から分化誘導した筋
細胞を使用することで，Dystrophinを欠損した筋細胞
が初めて収縮するときの変化を捉えることが可能にな
り，DMDの初期病態を解析することが可能になった．
初期病態をターゲットに創薬研究することで，より効
果的な治療薬創出が期待できる．二つ目は，iPS細胞
は遺伝子修復が容易であるため，信頼できるコント
ロール細胞を作製することが可能となった点があげら
れる．近年の遺伝子編集技術の進歩は目覚ましく，
我々も遺伝子編集技術を用いて Dystrophinの発現を
回復させた DMD患者由来 iPS細胞を作製することに
成功している（20）．遺伝子背景が同一なコントロール
細胞を用いることで，より信頼できる病態再現モデル
の構築が可能になり，治療薬創出のための解析系の精
度が高まることが期待される．
このように今後発展が期待されるヒト細胞を用いた
創薬スクリーニングの分野であることから，我々は樹
立した細胞を理研バイオリソースセンターに順次寄託
し，広く研究者に活用していただきたいと考えている．
我々が構築した骨格筋分化誘導法は比較的簡便であり，
再現性も極めて高いため，多くの研究者に使っていた
だけるものと確信している．

著者の利益相反：開示すべき利益相反はない．
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