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1：骨格筋老化と幹細胞
　成人体重の約 40% を占める骨格筋は、最大のエネル
ギー産生組織であり、高い収縮特性を有することから、
歩く、物を運ぶといった日常生活を送るうえで重要であ
る。一方、体内の組織恒常性維持に関与する種々の液性
因子（マイオカイン）を産生することが近年明らかになっ
てきており、単なる運動器としての役割だけでなく分泌
器官としても重要な役割を果たしている［1］。
　我々の身体は加齢に伴い“成長（成熟）”し、やがて“衰
え”ていくが、骨格筋も例外ではなく、加齢という身体
的変化に伴って萎縮（量的変化）や収縮能の低下（質的
変化）が生じ、運動機能ばかりでなく他臓器（器官）の
恒常性維持にも影響を与える。このような加齢に伴う骨
格筋の減弱はサルコペニア（ギリシャ語で、サルコは骨
格筋、ぺニアは喪失を意味する）と呼ばれ、我が国にお

いても診断基準の決定とともに注目されている［2,3］。特
に近年の臨床的検証から、加齢に伴って生じる筋萎縮・
筋量低下・筋力低下などを一次性サルコペニア（骨格筋
が病態の起点となるもの）、加齢に伴って生じる種々の
身体的変化により結果として筋萎縮等が生じる二次性サ
ルコペニア（骨格筋以外の組織・臓器の状態変化が起点
となり、結果として筋萎縮などの病態が引き起こされる
もの）が提案されている［4］。しかしながら、サルコペ
ニアは臨床からの概念であり、発症機序を含む詳細な分
子機構は不明である［2,5,6］。すなわち、サルコペニアの予
防法や治療法を開発する上では、「サルコペニアの本態」
についてその発症の分子機構を明らかにする必要があ
る。
　骨格筋の持つ重要な特性として、先に挙げたエネル
ギー産生、収縮特性および内分泌能に加えて「高い再生
能」も挙げられ、軽微な筋損傷であれば直ちに修復し得
る能力を有する。この骨格筋の再生過程において重要な
役割を果たすのが筋サテライト細胞である［7］。筋サテ
ライト細胞は、その名のとおり“衛星”として筋線維に
接着している単核の細胞であり、筋損傷や筋成長といっ
た外的刺激を受容すると、休止状態から活性化状態へと
移行し、新たな筋細胞を作り出す（図 1）。この筋再生
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要約
　超高齢社会を迎えた我が国において、加齢性筋萎縮「サルコペニア」に対する予防法・治
療法の開発は喫緊の課題である。しかし、臨床からの概念であるサルコペニアの基礎的な理
解は進んでおらず、発症機序を含むサルコペニアの本態解明が強く望まれる。一方で近年、
加齢に伴う骨格筋幹細胞の維持機構の破綻とサルコペニア発症との関連性が指摘されてお
り、本態解明の標的の一つとして注目されている。しかしヒトにおいては、バイオプシーに
よる筋採取では得られる骨格筋幹細胞はごく微量であり、詳細な解析は困難である。自己細
胞から作製される iPS 細胞は標的細胞を比較的大量に供給することが可能であり、希少な骨
格筋幹細胞の詳細な解析を可能にすると期待されている。本項では、ヒト骨格筋幹細胞の供
給源としての iPS 細胞の可能性について概説し、サルコペニアの本態解明におけるin vitro
モデルとしての iPS 細胞由来骨格筋細胞の可能性について考察する。
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の過程は、筋サテライト細胞の活性化→筋芽細胞への分
化運命決定・増殖→筋芽細胞の筋線維への融合→筋線維
の成熟、を経ると考えられている。また筋サテライト細
胞は、一過的に筋細胞へと分化する（筋細胞を供給する）
ばかりでなく、自己複製により幹細胞プールを維持し次
の動員に備えるために再び眠り（G0 期）につく。すな
わち筋サテライト細胞は、成体骨格筋における幹細胞と
して働き、一生涯に渡り我々の骨格筋の恒常性を制御し
ている［8］。
　マウスを用いた近年の報告では、老化に伴い筋サテラ
イト細胞の数と機能が低下（量的・質的な変化）する可
能性が指摘されており、サルコペニア発症との関連性が
注目されている［9］。これらの報告では、加齢に伴う筋
サテライト細胞におけるオートファジー系の活性化、あ
るいは、加齢に伴う筋線維と筋サテライト細胞との相互
作用の変化、などが示されており、加齢に伴う筋サテラ
イト細胞の内的・外的な変化が要因として指摘されてい
る［10,11］。また最近、加齢に伴ってヒト筋サテライト細
胞のゲノム中に変異が蓄積していくという興味深い知見
も報告されており、加齢に伴って骨格筋幹細胞の維持制
御機構が破綻し結果としてサルコペニアが発症するとい
う仮説を支持する ［12］。一方、Peterson らは、筋サテラ
イト細胞特異的にジフテリア毒を発現させ生後の骨格筋
において幹細胞を枯渇させる手法を用いて、筋サテライ
ト細胞を有する老齢マウスと筋線維径などに差が無いと
いう興味深い結果を報告している［13］。このことは、筋
サテライト細胞がサルコペニア発症に積極的には関与し
ないことを示唆しており、定説を覆す驚くべき結果であ
る。しかしこの報告は、あくまでもマウスでの結果であ
り、ヒトに当てはめることが出来るか否かは今のところ
不明である。また現在までのところ、別グループによる
追試結果や同グループによる続報も出ておらず、加齢に
伴う筋萎縮と筋サテライト細胞の質的・量的変化に関す
るこれまでの研究結果との整合性についても結論が出て
いない。いずれにせよ、加齢に伴う筋サテライト細胞の
数と質の低下は、複数の研究グループによりコンセンサ
スが得られている信ぴょう性の高いものであることか
ら、サルコペニア発症との間に何らかの関連性があるの
は間違いない。しかし、そもそも若齢期においてでさえ
も骨格筋幹細胞が如何に維持されているかは明らかに

なっておらず、近年の骨格筋幹細胞研究の大きなトピッ
クとなっている。言い換えれば、成体骨格筋における幹
細胞プールの維持制御機構が明らかになれば、老齢個体
で生じる筋サテライト細胞の量的・質的変化とサルコペ
ニア発症との関連性について重要な示唆を与えることが
できる。
　しかしながら、成体骨格筋内に存在する筋サテライト
細胞は微量であり、また未分化性（幹細胞性）を維持し
た状態での解析が困難である。すなわち、詳細な解析を
行う研究対象として、希少性と扱いづらさの両面におい
て高いハードルが存在する。更にヒトにおいては、筋バ
イオプシーにより得られる筋サテライト細胞数は極めて
限定的であり、解析を行うのはさらに困難になる。それ
故に、骨格筋幹細胞（筋サテライト細胞）の維持制御機
構および加齢との関連性について詳細に解析するには、
まとまった数の幹細胞を得る方法論を確立する必要があ
る。

2：骨格筋幹細胞の供給源としての iPS 細胞
　人工多能性幹細胞（iPS 細胞）は、体細胞を初期化す
ることで樹立される多能性細胞であり、胎盤以外の全て
の細胞へと分化することができる［14］。実際に、神経細
胞や心筋細胞といった様々な細胞種へと分化し得ること
が報告されており、患者由来 iPS 細胞から分化誘導した
網膜色素上皮細胞の滲出性加齢黄斑変性症患者への自家
移植は記憶に新しい［15］。iPS 細胞を用いた応用研究と
しては、失われた細胞を補完する再生医療と in vitro 疾
患モデル化（Disease modeling：特に遺伝性疾患が対象
となる）による病態解明・薬剤スクリーニングが広く知
られているが、他にも骨格筋幹細胞のような希少細胞種
の動態解析への応用も期待される。すなわち、iPS 細胞
由来細胞を供給源として得られた骨格筋幹細胞を用いる
ことで、前項で述べた「ヒト骨格筋幹細胞の維持制御機
構」に対する詳細な解析が可能となる。しかし、多能性
幹細胞からの骨格筋系譜細胞の分化誘導研究は、神経細
胞や心筋細胞ほどは進んでおらず、再現性のある高効率
な分化誘導プロトコルの確立が必要である。
　ヒト多能性幹細胞から特定の細胞を分化誘導する方法
論としては、主に積み重ねられてきたマウス発生研究

図１．筋サテライト細胞による骨格筋恒常性維持
 休止状態で筋線維の基底膜下に存在する筋サテライト細胞は、筋損傷などの刺激により活性化し、損傷部を修復する為に

筋芽細胞へと分化する（筋再生）。一方、自己複製により幹細胞プールを維持し、次の活動に備える（幹細胞の維持）。
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の情報をもとに、発生段階の転写因子発現パターンを
模倣する方法が一般的である。骨格筋の場合は、胚発
生初期に発現するペアードボックス型転写因子（paired-
box transcriptional factor: Pax）と筋制御因子（muscle 
regulatory factors: MRFs）を起点に筋発生が進行する
為、これらの転写因子を指標に多能性幹細胞から筋細胞
を誘導していく場合が多い。実際、我が国の iPS 細胞研
究の拠点である CiRA（京都大学 iPS 細胞研究所）の研
究グループは、ヒト多能性幹細胞に MyoD を導入する
ことで高効率に筋細胞分化を誘導することに成功してい
る［16］。しかしながら、MyoD 導入により誘導された筋
細胞は、骨格筋幹細胞よりもより分化ステージの進んだ
筋芽細胞であり、希少な骨格筋幹細胞を得るという目的
にはそぐわない。一方、米国ミネソタ大学の研究グルー
プは、マウスやヒトの多能性幹細胞においてドキシサイ
クリン誘導性に Pax3 もしくは Pax7 を過剰発現させて
分化効率を上げる方法を開発し、FACS 技術を組み合
わせるなどして高濃度の骨格筋幹細胞（発生期の前駆細
胞も含む）の入手に成功している［17,18］。また外来遺伝
子導入を用いず、マウス発生研究の情報を参考に種々の
細胞成長因子を段階的に添加する方法（胚発生に忠実な
方法）も報告されており、Pax7 や MyoD などの骨格筋
系譜細胞マーカーの発現も認められることから、外来遺
伝子の影響を考慮する必要のないより安全な方法として
期待されている［19,20］。方法論としては、細胞成長因子
の添加による中胚葉の誘導を皮切りに、段階的に筋節お
よび骨格筋前駆細胞（骨格筋幹細胞）を分化誘導してい
く。CiRA の桜井らは、種々の成長因子の添加によりま
ず PDGFR-α 陽性の沿軸中胚葉を誘導し、そこから更に
骨格筋幹細胞を誘導することに成功している［21］。しか
し、桜井らの方法も含め同様の現行法では分化誘導効率

が低く、また複雑なプロトコルであるために、更なる改
善が求められる［22］。一方、近年では、低分子化合物を
添加することにより中胚葉への分化を強力に誘導した後
に、種々の細胞成長因子を段階的に加えていくという方
法が世界的潮流である。本法は、Pax7 陽性細胞（骨格
筋幹細胞）への高い誘導効率も期待されることから［23,24］、
別の研究グループによる追試により再現性が確認されれ
ば、効率の良い骨格筋幹細胞分化誘導法として定着する
可能がある。
　またこれまでに報告されているいくつかの方法におい
ては、筋ジストロフィーなどの患者由来 iPS 細胞から骨
格筋細胞を誘導することに成功しており、iPS 細胞技術
を用いた遺伝性筋疾患のin vitro 疾患モデル化への利用
が期待されている［16,25,26］。

3： EZ スフィア法によるヒト多能性幹細胞からの高効
率骨格筋幹細胞の分化誘導

　一方、筆者らは、これまでとは異なる方法によりヒト
多能性幹細胞から簡便かつ高効率に骨格筋幹細胞様細胞

（厳密には発生期で認められる Pax7 陽性の骨格筋前駆
細胞）を誘導することに成功しており、希少な骨格筋幹
細胞を得る新たな方法として期待される［25］。　
　筆者らが開発した新しい骨格筋幹細胞分化誘導法－
EZ スフィア法―は、スフィア培養法（浮遊培養により
細胞隗を形成させる方法）を基盤としており、平均で
約 6 週間の浮遊培養により 50 〜 60% の細胞で骨格筋幹
細胞マーカー（CD56+/CD82+ あるいは Pax7）の発現が
認められる（図 2）。同様の浮遊培養形態として胚様体

（Embryoid Body）形成法が良く知られるが、細胞隗内
部で細胞増殖がほとんど起こらない胚様体と比べて、本
法ではスフィア内での盛んな細胞増殖が認められる。こ

図 2．EZ スフィア法を用いたヒト iPS 細胞からの骨格筋幹細胞の誘導
 （左）EZ スフィア法の流れ。未分化ヒト iPS 細胞を高濃度 bFGF/EGF を含む Stemline 培地中で浮遊培養する。1 週

間ごとに機械的裁断法（Mechanical Chopping）でスフィアを継代する。
 （右上）スフィア培養 2 週間後と 6 週間後の FACS 解析。骨格筋幹細胞マーカーとして CD56 と CD82 を使用。
 （右下）スフィア培養 6 週間後のスフィアにおける Pax7 発現と接着培養に移行後の MHC 発現。
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図 3．EZ スフィア法による培養時の Pax7 発現量の変化
 （Ａ）EZ スフィア培養 4 〜 12 週間の細胞分布の変遷。Pax7 は骨格筋幹細胞を示す。
 培養期間の延長により筋分化が進行してしまい、幹細胞プールは枯渇する。
 （Ｂ）EZ スフィア培養 6 〜 8 週間の Pax7 遺伝子の発現変化。幹細胞の分化誘導後 2 週間はスフィア内に幹細胞集団が

保たれることを示唆している。

れは、培地に添加した高濃度の bFGF と EGF（通常使
用の 5 〜 10 倍高濃度）が未分化多能性幹細胞からの筋
細胞系譜への分化を誘導するばかりでなく、細胞増殖も
伴うことによると考えられる（形態イメージとしては、
胚様体が風船で EZ スフィアが野球の硬球）。それ故に、
形成された細胞隗（スフィア）は培養期間中に徐々に成
長していき、胚様体法では通常行われない継代が可能で
ある。EZ スフィアの継代は、トリプシンなどの酵素を
使わずに機械的裁断法（Mechanical Chopping 法）が用
いられる。すなわち、酵素処理により単一細胞の状態に
せず、裁断により 10 〜 15 個程度の細胞で構成される小
さな細胞隗を作り出して継代する。培養期間中には個々
の骨格筋幹細胞から種々の細胞外マトリックスや液性因
子が産生され、「幹細胞ニッチ様構造」を形成している
ことが予想されることから、裁断法を用いることでこの
構造を維持した状態で継代することが出来る。幹細胞
ニッチは、骨格筋幹細胞の未分化性や休止状態の維持に
重要であるとされることから［27］、裁断法を用いること
で未分化維持効果が期待される。また本法で採用してい
る浮遊培養法は接着培養法に比べて細胞の大量培養に適
しており、多能性幹細胞から大量の骨格筋幹細胞を得る
ことも可能である。
　このように、EZ スフィア法は極めて簡便な方法で
あり、特別な技術や経験を必要としない（ヒト多能性
幹細胞の適切なハンドリング技術は必要）。そのため誰
にでも比較的容易に使いこなせると予想される。実際、
我々とは別の研究グループによって再現性が確認され
ており［28］、骨格筋幹細胞の供給およびその応用研究を
行う上で有力な選択肢となり得る。また最近、本法に
低分子化合物添加を組み合わせることにより iPS 細胞
株間での分化誘導効率のバラツキを抑え得ることが報
告され［29］、EZ スフィア法がよりロバストネスな骨格
筋幹細胞の分化誘導法となり得ることを示している。
　
4： 骨格筋幹細胞の短期間未分化維持モデルとしての

EZ スフィア法
　前述のように、様々な方法によりヒト iPS 細胞から骨

格筋幹細胞を分化誘導することが可能になりつつあり、
希少な骨格筋幹細胞の維持制御機構を明らかにする上で
iPS 細胞が有用な細胞供給源として認識されつつある。
その一方で、骨格筋幹細胞を未分化状態のまま維持する
方法は確立されていないという課題もある［30］。すなわ
ち、ヒト多能性幹細胞からの骨格筋幹細胞の分化誘導は
一過性であり、培養期間中に分化が進行（＝筋芽細胞へ
分化）し幹細胞プールを維持することができない。これ
は、解析に必要な骨格筋幹細胞をその都度ヒト iPS 細胞
から分化誘導する必要があることを意味しており、手間
やコスト面などにおいて大きなハードルとなり得る。近
年の報告では、細胞培養時に筋線維膜や幹細胞ニッチの
構成成分である細胞外マトリックス（あるいはその代用
物）を利用することで、単離した筋サテライト細胞の未
分化状態を維持できる可能性が示されている［31,32］。現状、
これら細胞外マトリックス成分のヒト多能性幹細胞由来
骨格筋幹細胞における有用性は確認されておらず、また、
誰にでも手軽に検討できる実用段階のものはないが、細
胞を取り巻く環境（ニッチ）を調節することにより、骨
格筋幹細胞の未分化性をある程度までは維持できること
を示唆しており、より汎用性の高い新たな培養法あるい
はデバイスの開発が期待される。
　骨格筋幹細胞は、細胞外マトリックスを自己分泌し幹
細胞ニッチを形成することから［27］、EZ スフィア法に
よって形成された骨格筋幹細胞スフィアにおいても最低
限の幹細胞ニッチが形成され、幹細胞の未分化状態が維
持できる環境にあると予想される。そこで、EZ スフィ
ア法を用いてヒト iPS 細胞から分化誘導した骨格筋幹細
胞スフィアを、同じ培養条件でさらに 6 週間培養（12
週間の培養期間）し、長期スフィア培養の未分化幹細胞
に与える影響について検討した。しかしながら、予想に
反し、培養 6 週間にピークを迎えていたヒト iPS 細胞由
来骨格筋幹細胞は、培養期間の延長に伴いスフィア内部
で筋分化が進行してしまい、培養 12 週の時点では骨格
筋幹細胞がほとんど確認できなくなった（図 3A）。こ
のことは、分化誘導後の骨格筋幹細胞を長期間維持す
る上では EZ スフィア法が不十分な方法であることを示
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している。しかし一方で、EZ スフィア法の培養 6 週〜
8 週の 2 週間は、一度分化誘導された骨格筋幹細胞がス
フィア内に維持されることも確認した（図 3B）。現在
までのところそのメカニズムは明らかではないが、この
結果は、ヒト iPS 細胞から分化誘導した骨格筋幹細胞を
短期間であればスフィア内部に維持できることを示して
おり、EZ スフィア法が骨格筋幹細胞の維持制御機構を
明らかにするための短期間培養モデル系になり得ること
を示唆している［33］。ミネソタ大学の研究グループによ
る Pax7 過剰発現系による骨格筋幹細胞分化誘導法に関
する報告では、分化誘導 24 日目に出現した Pax7 陽性
骨格筋幹細胞が誘導 30 日には筋細胞分化のステージに
入ると述べられており［34］、EZ スフィア法は幾分か長い
間幹細胞プールを維持できるものと思われる。

5： 高齢者由来 iPS 細胞を用いたサルコペニア研究の
可能性

　これまで述べてきたように、iPS 細胞技術は希少なヒ
ト骨格筋幹細胞の供給源として有用であり、iPS 細胞由
来ヒト骨格筋幹細胞をモデル系として、サルコペニア患
者において破綻するとされる「幹細胞プールの維持制御
機構」の解明を進めることも可能である。しかし、この
研究アプローチは、あくまでも「一般的な」骨格筋幹細
胞の維持制御に関するものであり、高齢者 iPS 細胞を用
いた同様の検証が有効であるか否かは不明である。この
点は、遺伝性疾患研究において最もその効力を発揮す
る iPS 細胞技術が、遺伝的要因が少ないと考えられるサ
ルコペニアの研究に不向きであると危惧されてきた点で
もある。しかし近年、「高齢者由来筋サテライト細胞に
おけるゲノム変異の蓄積」といった新たな事象も報告さ
れたことから、今後、高齢者 iPS 細胞から誘導した骨格
筋幹細胞を用いた研究にも応用の幅が広がる可能性が出
てきた。この報告では、高齢者から単離した筋サテライ
ト細胞クローンの全ゲノムシーケンス解析により、ゲノ
ム当たり年間で 13 か所に変異が蓄積していくことが示
されており、これらの変異部位にはエクソンやプロモー
ター領域も含まれるとされる［13］。このことは、骨格筋
幹細胞のゲノムにおける変異が、骨格筋幹細胞の性質に
影響を及ぼす可能性を示しているが、現在までのところ
その関連性は不明である。
　骨格筋幹細胞の希少性（高齢者では尚更採取は困難）
がゲノム変異蓄積に対する研究を難しくしている一要因
であると考えられるが、iPS 細胞の樹立は年齢に関係な
く可能であり、EZ スフィア法を含め iPS 細胞から骨格
筋幹細胞への分化誘導方法も確立されつつある現在であ
れば、高齢者 iPS 細胞から誘導したヒト骨格筋幹細胞を
用いたゲノム変異研究は十分可能である（ただし、高齢
者 iPS 細胞ではゲノム不安定性の惹起などの異常が頻発
すると言われており、これら背景因子に対する対策が必
要）［35］。また、体細胞におけるゲノム（あるいはエピ
ゲノム）レベルでの変異が iPS 細胞化しても持ち込まれ
ることは、多くの遺伝性疾患研究で証明されており［36,37］、

高齢者骨格筋幹細胞で見られるゲノム変異蓄積の表現型
についても再現されると予想される。

6：おわりに
　骨格筋老化研究における iPS 細胞技術の位置づけは、
互いに相反する関係のように思われる。しかし、幹細胞
レベルで加齢に伴うゲノム変化（変異）が生じる可能性
が示されたことから、今後その状況は変化していくと予
想される。本項で述べてきたように、iPS 細胞からの骨
格筋幹細胞の分化誘導は確立されつつある為、幹細胞で
のゲノム変異の蓄積という「病態」の再現が確認され
れば、高齢者 iPS 細胞由来の骨格筋幹細胞は一種の「in 
vitro サルコペニア疾患モデル」となる可能性がある。
このモデルを用いることで、骨格筋幹細胞ゲノムに蓄積
される変異の挿入機序やそれに伴う幹細胞への影響の一
端が明らかになり、さらに筋サテライト細胞特異的な遺
伝子改変マウスなどによる発生工学や EZ スフィア法に
よる短期間骨格筋幹細胞未分化維持モデルとの併用によ
り、サルコペニアの本態解明およびその予防法の開発へ
大きく前進するものと期待される。
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Applications of induced pluripotent stem cells for age-related muscle diseases
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Abstract 
　Development of prevention and treatment for age-related muscular atrophy "sarcopenia" 
is an urgent issue in Japan, which has entered a super-aging society. However, the basic 
understanding of sarcopenia, which is a concept from clinical practice, has not progressed, 
and elucidation of the essential status of sarcopenia including disease onset mechanism is 
strongly desired. On the other hand, in recent years, the relationship between dysregulation 
of maintenance mechanism of skeletal muscle stem cells accompanying aging and the 
occurrence of sarcopenia has been pointed out and attracted attention as one of the targets 
to elucidate sarcopenia. However, in humans, skeletal muscle stem cells obtained by muscle 
biopsy are very rare and detailed analysis is difficult. Induced pluripotent stem（iPS）cells 
developed from autologous somatic cells can supply target cells in a relatively large amount 
and are expected to enable detailed analysis of rare skeletal muscle stem cells. This section 
outlines the possibility of iPS cells as a source of human skeletal muscle stem cells and 
discusses the possibility of iPS cell-derived skeletal muscle cells as an in vitro model in the 
elucidation of sarcopenia.

Keywords：sarcopenia, skeletal muscle stem cells, induced pluripotent stem cells, stem cell 
maintenance




