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緒緒  言言  

 
亜鉛の恒常性は、亜鉛トランスポーターによって制御されており、亜鉛トランスポーターを介する亜鉛イオンは、細

胞内外でシグナル分子（亜鉛シグナル）として機能する。亜鉛トランスポーターSLC39A13/ZIP13（ZIP13）は、ゴル
ジ体に局在する細胞内亜鉛トランスポーターで、ゴルジ体から細胞質側への亜鉛輸送を担っている。これまで、ZIP13
遺伝子欠損マウスの解析から、ZIP13を介する亜鉛シグナルがマウス成長期における骨芽細胞および軟骨細胞の分化と
機能に重要であることが明示されている［1］。最近、ZIP13の64番目のアミノ酸であるグリシン（G）をコードする
GGT がアスパラギン酸（D）をコードする GAT へと点変異（ZIP13-G64D）したことにより、機能が喪失した疾患 

（脊椎手掌異形成型エーラス・ダンロス症候群：EDSSPD3）が見出された［1～3］。当該患者は、骨・軟骨等の全身
的な結合組織の脆弱性を有するだけでなく、骨格筋の筋力低下や反射の鈍化等を示す筋緊張低下やミオパシー等を呈す

ることが見出されている［3］。当該疾患は、希少難病に指定されているが、治療方法が現時点で存在していない。 
これまで、骨格筋の形成と機能に ZIP13 の亜鉛シグナルが必要であることが示唆されたが、「どのように骨格筋の 

形成と機能にかかわるのか」「その破綻による筋疾患はどのように治療すればよいのか」については、まだ明示されて

いない。そこで、我々は、当該患者が筋緊張低下やミオパシーを呈することに着目し、EDSSPD3患者由来の iPS細胞
を用いて骨格筋細胞への分化と機能を解析することで、それらを亢進する薬剤が治療戦略の中心になり得るのではない

かと考えた。したがって、本研究では、当該患者由来の人工多能性幹細胞（iPS細胞）から骨格筋細胞への分化誘導法
を確立し、EDSSPD3の骨格筋における病態再現とその機序を明らかにすることを目的とした。 
 

方方  法法  

 
11．．EEDDSSSSPPDD33患患者者のの皮皮膚膚繊繊維維芽芽細細胞胞かからら iiPPSS細細胞胞のの作作製製とと骨骨格格筋筋へへのの分分化化誘誘導導  
健常者およびEDSSPD3患者の皮膚線維芽細胞にヒト iPS細胞誘導用エピソーマルベクター［4］をエレクトロポレ
ーション機器により導入した。ヒト iPS細胞の培養は、フィーダーフリーの条件にて行った。ヒト iPS細胞の確認は、
細胞表面に発現する未分化幹細胞マーカーである SSEA4 の特異的抗体を用いて免疫染色後、フローサイトメトリー 

解析を行った。さらに、作製した iPS細胞のZIP13-G64D変異をシークエンス解析した。 
ヒト iPS細胞から骨格筋細胞への分化誘導は、iPS細胞にDoxycycline（Dox）存在下で発現する骨格筋分化制御因
子ヒトMyogenic differentiation 1（hMyoD1）とmCherry遺伝子が繋がった発現カセット（hMYOD -mCherry）を
導入する手法を用いた［5］。この発現カセットが導入されたプラスミドは、京都大学 iPS研究所の櫻井博士より供与
された。初めに、このプラスミドを健常者およびEDSSPD3患者由来 iPS細胞にエレクトロポレーション用機器で導
入し薬剤セレクション後、限界希釈法によりクローン化することでDox制御 hMYOD-mCherry安定発現 iPS細胞を
樹立した。Dox添加によるhMYOD発現は、mCherry発現を蛍光顕微鏡で観察することにより確認した。次に、樹立
した安定発現 iPS細胞から骨格筋細胞への分化誘導は、以下のように行った。すなわち、シングルセル化した iPS細胞
をMatrigelコートしたプレート上に播種し2日培養後、DOX添加したヒトiPS細胞用培地（Primate ES cell medium）
で1日および骨格筋細胞分化培地（αMEM、5％ KSR、200μM 2-ME）で5日培養することで、骨格筋細胞へと分化
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誘導させた。 
22．．EEDDSSSSPPDD33患患者者 iiPPSS細細胞胞由由来来骨骨格格筋筋細細胞胞のの形形態態解解析析  
分化誘導させた健常者およびEDSSPD3患者 iPS細胞由来の骨格筋細胞は、Myosin heavy chain （MHC）の特異
的抗体を用いて免疫染色を行い、蛍光顕微鏡を用いて観察することで、細胞の形態を解析した。 
33．．EEDDSSSSPPDD33患患者者 iiPPSS細細胞胞由由来来骨骨格格筋筋細細胞胞のの遺遺伝伝子子発発現現解解析析    
分化誘導3、6、8日目の健常者およびEDSSPD3患者 iPS細胞由来の骨格筋細胞からTotal RNAを抽出後、逆転写
酵素で cDNAを合成した。筋関連因子 Xおよび Y遺伝子の特異的プライマーを用いて、SYBR Greenによる定量的
PCRを行った。 
44．．EEDDSSSSPPDD33患患者者 iiPPSS細細胞胞由由来来骨骨格格筋筋細細胞胞にによよるるググルルココーースス取取りり込込みみ能能のの解解析析  
骨格筋細胞のグルコース取り込み能の解析は、Glucose uptake-Glo assay kit（Promega社）を用いて行った。すな
わち、分化誘導 8 日目の女性健常者および EDSSPD3 患者 iPS 細胞由来の骨格筋細胞を PBS で洗浄後、0.1 mM     

2-deoxyglucose（2DG）で処置した。そして、骨格筋細胞内酵素で取り込まれた 2DG を基に生成された 2DG6P を  

ルシフェラーゼ発光（Luminescence：RLU）として検出することで、グルコース取り込み能を比較解析した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．EEDDSSSSPPDD33患患者者のの皮皮膚膚繊繊維維芽芽細細胞胞かからら iiPPSS細細胞胞ととDDooxx制制御御hhMMYYOODD--mmCChheerrrryy安安定定発発現現 iiPPSS細細胞胞株株のの作作製製  
初めに、EDSSPD3患者 2名（女性および男性）の皮膚繊維芽細胞から iPS細胞を作製するために、ヒト iPS細胞
誘導ベクターを導入し培養したところ、iPS細胞様コロニーが発生した。このコロニーは、単離・培養後、未分化幹細
胞であるか確認するため、SSEA4 抗体を用いてフローサイトメトリー解析した。その結果、EDSSPD3 患者由来の  

コロニーは、健常者由来と同様に、SSEA4が高発現していた（図 1a）。さらに、ZIP13-G64D変異を確認するため、
シークエンス解析したところ、健常者由来がGGTであるのに対し、EDSSPD3患者由来がGATに1塩基変異してい
た（図1 b）。以上より、ZIP13-G64D点変異を有したEDSSPD3患者2名から未分化 iPS細胞を作製できた。 
次に、ヒト iPS細胞から骨格筋細胞へと分化誘導させるため、Dox存在下で発現するhMYOD-mCherryを導入する
手法を適用した［5］。この分化誘導法は、京都大学 iPS研究所の櫻井博士らの方法に基づいている［5］。EDSSPD3
患者由来 iPS細胞にDox制御 hMYOD-mCherryプラスミドを導入し薬剤セレクション後、クローン化した。これら
の iPS 細胞を Dox 存在下で培養したところ、EDSSPD3 患者 2 名由来の iPS 細胞において、健常者由来と同等の
mCherry発現が確認された（図1c、d）。以上より、健常者およびEDSSPD3患者2名由来の iPS細胞からDox制御
hMYOD-mCherry安定発現 iPS細胞を樹立できた。 
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図1．EDSSPD3患者由来 iPS細胞とDox制御hMYOD-mCherry安定発現 iPS細胞の作製 
a）未分化幹細胞マーカーSSEA4のフローサイトメトリー解析。 
b）ZIP13-G64D点変異のシークエンス解析。 
c）各種 iPS細胞のDox添加培養下におけるmCherry発現の蛍光顕微鏡像（女性）。 
d）各種 iPS細胞のDox添加培養下におけるmCherry発現の蛍光顕微鏡像（男性）。 

 
22．．EEDDSSSSPPDD33患患者者 iiPPSS細細胞胞かからら骨骨格格筋筋細細胞胞へへのの分分化化誘誘導導とと性性状状解解析析  
樹立した安定発現 iPS細胞から骨格筋細胞への分化誘導は、図2aに示す概略図のように行った。具体的には、シン
グルセル化した iPS細胞をMatrigelコートプレート上に播種し2日前培養後、Dox添加ヒト iPS細胞用培地で1日お
よび骨格筋細胞分化培地で5日培養することで、骨格筋細胞へと分化誘導させた（8日間）。 
各種 iPS細胞由来の骨格筋細胞は、骨格筋タンパク質であるMHC の発現を蛍光顕微鏡で観察することで、細胞の
形態を解析した（図 2b）。その結果、EDSSPD3患者 2名の iPS細胞からMHCが強力に発現した繊維状の骨格筋細
胞を作製できた。さらに、細胞の形態を健常者由来と比較したところ、女性由来では大きな変化は見られなかったが、

男性由来では筋繊維化が減弱していた。これは、EDSSPD3男性患者由来 iPS細胞では、女性由来と比較して骨格筋細
胞に分化誘導されにくいことを示唆している。 
次に、EDSSPD3患者 iPS細胞由来骨格筋細胞の筋関連遺伝子発現を定量的PCRで検討したところ、筋関連遺伝子

XおよびYの発現が分化誘導6、8日において、女性および男性共に健常者由来と比較し、有意に減少することを見出
した（図 2c、d）。筋関連因子XおよびY遺伝子は、骨格筋の形成と機能に重要な遺伝子であることから、EDSSPD3
患者の骨格筋細胞ではこれら因子の発現が減少することで、健常者由来と比較し、形成と機能が減弱した骨格筋細胞に

なると考えられる。 
最後に、EDSSPD3患者 iPS細胞由来骨格筋細胞の機能を検討するために、グルコース取り込み能の解析を行った。
骨格筋細胞は、グルコーストランスポーターGLUT4により、グルコースを取り込みエネルギー物質の ATPを生成し
ている［6］。この反応は、骨格筋の収縮運動に重要であることから、EDSSPD3患者骨格筋の収縮機能を検討するため
に行った。分化誘導 8日の女性由来細胞を 2DGで処置し、取り込んだ 2DGが細胞内で 2DG6Pに変換される反応を
基に、グルコース取り込み能を解析した。その結果、女性EDSSPD3患者 iPS細胞由来の骨格筋細胞は、健常者由来
と比較し、有意に2DGの取り込みが減少した（図2e）。これは、女性EDSSPD3患者の骨格筋細胞では、グルコース
取り込み能が減少し、筋収縮が減弱することが示唆される。 
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図2．EDSSPD3患者 iPS細胞から骨格筋細胞への分化誘導と性状解析 

a） ヒト iPS細胞から骨格筋細胞への分化誘導法の概略図。 
b） 各種 iPS細胞由来の骨格筋細胞におけるMHCの蛍光免疫染色像。 
c） 分化誘導3、6、8日の各種 iPS細胞由来骨格筋細胞における筋関連
因子XおよびY遺伝子の発現量（女性）（ANOVA解析）。 

d） 分化誘導3、6、8日の各種 iPS細胞由来骨格筋細胞における筋関連
因子XおよびY遺伝子の発現量（男性）（ANOVA解析）。 

e） 女性各種 iPS 細胞由来骨格筋細胞におけるグルコース取り込み量
（student’s t-test解析）。 

 
以上より、EDSSPD3 患者の女性および男性から iPS 細胞を作製でき、骨格筋細胞への分化誘導法を確立できた。 

当該患者 iPS細胞由来の骨格筋細胞は、MHCが強力に発現した繊維状の骨格筋細胞であったが、形態には、男女差が
存在した。さらに、当該患者 iPS 細胞由来の骨格筋細胞では、骨格筋の形成と機能に重要な筋関連因子 X および Y  

遺伝子発現が減少し、グルコース取り込み能も減弱していた。これらの結果は、EDSSPD3患者が呈する筋緊張低下や
ミオパシー等の病態が in vitroで再現でき、その機序が ZIP13-G64D変異による骨格筋細胞の筋関連因子発現と機能
の減弱であることを示唆していると考えられる。本研究成果により、EDSSPD3の骨格筋における病態再現できたこと
で、本疾患への治療法開発に貢献すると考えられる。 
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