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緒緒  言言  

 
運動ニューロンと骨格筋は、神経筋接合部（Neuromuscular junction：NMJ）を介して相互作用を行うが、それを

詳細に解析できるモデルは少ない。さらに、運動ニューロンと骨格筋の相互作用に着目して分子レベルでの解析を    
行った疾患モデルの報告は乏しく、分子病態は不明な点が多い。本研究では、ヒト iPS細胞から誘導した運動ニューロ

ンと骨格筋を用いることで、神経・筋疾患の分子メカニズムの解明と新たな治療標的の探索につながる機能的神経・   
筋モデルを構築し、新規病態関連因子探索のための snRNA-seqのシステムを構築した。そのために、ヒト iPS細胞由

来運動ニューロンと骨格筋を用いて、（1）機能的NMJの構築（2）病態関連因子の同定を目指した snRNA-seqのシス

テム構築（3）開発したシステムを用いた、運動ニューロン疾患由来 iPS 細胞における、神経・筋相互作用に着目した

病態解析や治療開発を行った。本研究は神経・筋疾患発症機序の解明、薬剤スクリーニングにつながる重要なツールに

なり得ると考えられる。 
 

方方  法法  

 
11．．ssnnRRNNAA--sseeqqののシシスステテムム構構築築  
ヒト iPS細胞由来神経・筋から、核を抽出した。核の濃度を0.7～1.2×10６ 核/mLに調整後、10xGenomics Chromium 

Single Cell 3’Kit を用いてシングルセルとビーズの結合を行った。10x microfluidic chip のウェルにサンプルを      
ロードすることでエマルジョンの中にシングルセルゲルビーズ（GEMs）が形成された。Chromium を用いてその    
エマルジョンの中で逆転写反応を行った。cDNAをPCRで増幅後、品質および量をバイオアナライザー Agilent 2100
で測定した。ライブラリーを構築した後、かずさ DNA 研究所へ委託し、Illumina chemistry を用いてシーケンスを  
行った。そのアウトプットとして生成されたbinary base call（BCL）ファイルを、10x Genomicsの cell rangerパイ

プラインを使用し、分離、FASTQファイルへの変換を行った。 
 

22．．デデーータタ解解析析  
NMJ形成核集団が空間的にドットとして clusterされるかどうか検討するため、Uniform Manifold Approximation 

and Projection（Umap）diagramを作成した。クラスターにエンリッチされた、NMJの集団で発現する特異的遺伝子

のクラスタリングが可能かどうか検討するため、Heatmap を作成した。さらに、upregulated と downregulated が  
認められた上位約 30 遺伝子のクラスタリングを行い、NMJ 関連遺伝子がクラスタリング可能かどうか検討した。    
また、それぞれの核ポピュレーションにエンリッチされたマーカー遺伝子をViolin plotsで示した。 

 
33．．病病態態関関連連因因子子のの探探索索  
我々は、これまでの解析により球脊髄性筋萎縮症（SBMA）由来 iPS細胞から作製した神経・筋共培養モデルにおい

て、表現型の一部を捉えることに成功している。そこで、構築した snRNA-seqのシステムを応用し、球脊髄性筋萎縮

症（SBMA）の疾患特異的 iPS細胞を用いた神経・筋病態関連因子の探索を行った。 
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結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．機機能能的的神神経経・・筋筋共共培培養養モモデデルルのの構構築築  
我々のグループは、これまでに、ヒト iPS 細胞から収縮可能な骨格筋を構築することに成功している［1］。さらに、

ヒト iPS 細胞由来神経・筋共培養システムを構築済である（図 1）。また、NMJ レポーターを作製し、NMJ 形成を    
可視化・定量化することに成功している。そこで、このモデルが機能的なNMJが形成されているかどうか検討するた

め、Microelectrode array（MEA: MED64）プローブ上で運動ニューロンと骨格筋の共培養を行い、運動ニューロン  
刺激により誘発される骨格筋の活動電位を記録しNMJのシナプス機能異常を解析した。これまでに、光感受性チャネ

ルロドプシン（ChR2-EGFP）発現 iPS由来運動ニューロンを、MEA上で骨格筋細胞と共培養したところ460 nmの

青色光による神経刺激で誘導される活動電位が AChR 遮断薬ベクロニウムにより抑制されたため、機能的な NMJ が

形成されていることを確認した（図1）。 

図1．MEAを用いた神経・筋シナプス機能解析システム 
A） 神経・筋共培養のスキーム。 
B） 神経・筋共培養の位相差画像。スケールバー：200μm。 
C） スパイクの生波形。青色光刺激のタイミングに一致して、スパイクが検出された。 
D） スパイクの定量解析。青色光によってスパイク数は有意に増加した。また、この

スパイクは、AChR遮断により有意に抑制された。 
*p＜0.05（one-way ANOVA with Tukey’s post hoc multiple comparison test）。 

  
22．．ssccRRNNAA--sseeqq//ssnnRRNNAA--sseeqqののシシスステテムム構構築築  
神経・筋は互いにNMJを介して相互作用し、遺伝子発現に影響を与えている。そこで、運動ニューロン疾患の真の

病態関連因子を探索するため、ヒト iPS 細胞由来神経・筋共培養モデルにおいて scRNA-seq/snRNA-seq のシステム 
構築を行った。HB9e438::mRFP を導入したヒト iPS 細胞由来運動ニューロンとヒト iPS 細胞由来骨格筋から細胞を  
単離した。細胞濃度を0.7～1.2×10６ cells/mLに調製後、10xGenomics Chromium Single Cell 3’Kitを用いてシン
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グルセルとビーズの結合を行った。10x microfluidic chipのウェルにサンプルをロードすることでエマルジョンの中に

シングルセルゲルビーズ（GEMs）が形成される。Chromiumを用いてそのエマルジョンの中で逆転写反応を行った。

cDNAをPCRで増幅後、品質および量をバイオアナライザー Agilent 2100で測定した。ライブラリーを構築した後、

かずさDNA研究所へ委託し、Illumina chemistryを用いてシーケンスを行った。そのアウトプットとして生成された

binary base call（BCL）ファイルを、10x Genomicsの cell rangerパイプラインを使用し、分離、FASTQファイルへ

の変換を行った。 
骨格筋は多核の細胞であり、核により遺伝子発現のプロファイルが異なる。例えばNMJを形成するとNMJ直下の

核（subsynaptic nuclei）からアセチルコリン受容体などの遺伝子発現が上昇する。そこで、NMJ 特異的な遺伝子の  
探索や神経・筋相互作用に着目した神経・筋疾患の病態解析への応用を目指して、snRNA-seq のシステム開発を      
行った。HB9e438::mRFP を導入したヒト iPS 細胞由来運動ニューロンとヒト iPS 細胞由来骨格筋から、核を抽出し、

scRNA-seqと同様の方法でライブラリー作成、シーケンスを行った。 
 

33．．デデーータタ解解析析  
NMJ 形成細胞集団が空間的にドットとして cluster されるかどうか検討するため、Uniform  Manifold 

Approximation and Projection（Umap）diagramを作成した。また、運動ニューロンと骨格筋以外にも種々の細胞が

混在していると考えられるため、種々の細胞集団の plot と、骨格筋の核（Myonuclei）だけの plot（遅筋 slow、速筋

fast、NMJ、unidentified myonucleiなど）を作成し、Umap上でドットの集まりとして cluster分類が可能かどうか

検討した。 
クラスターにエンリッチされた、Myh7（遅筋）、Myh2（中間型）、Myh1（速筋）、NMJのそれぞれの集団で発現す

る特異的遺伝子のクラスタリングが可能かどうか検討するため、Heatmapを作成した。また、MyonucleiだけのUmap 
Plots において、筋タイプ（Myh7、Myh2、Myh1）、NMJ の集団ごとに、どこにそのマーカー遺伝子が位置するか、

Umap上に示せるかどうか検討した。body nuclei（遅筋 slow＋速筋 fast）と specialized nuclei（NMJなど）の遺伝

子発現を比較できるか検討するため、Heatmap で body myonuclei（遅筋 slow＋速筋 fast） versus unidentified 
myonuclei、body myonuclei（遅筋 slow＋速筋 fast） versus NMJ nuclei（Ache、Etv5など）において、upregulated
とdownregulated が認められた上位約30遺伝子のクラスタリングを行い、NMJ関連遺伝子がクラスタリング可能か

どうか検討した。また、それぞれの核ポピュレーションにエンリッチされたマーカー遺伝子をViolin plotsで示した。

最終的には、免疫細胞化学法を用いて、遺伝子発現パターンをバリデーションする予定である。 
 
44．．疾疾患患 iiPPSS細細胞胞をを用用いいたたNNMMJJ病病態態のの解解明明  
構築したシステムを応用し、球脊髄性筋萎縮症（SBMA）の疾患特異的 iPS 細胞を用いた神経・筋病態の解析を      

行った。さらに、健常者と患者 iPS由来の運動ニューロンと骨格筋による非細胞自律的な効果も検討した。今後、変異

遺伝子をCRISPR/Cas9 によるゲノム編集で正常化し、遺伝的バックグランドが同一の（isogenic）コントロール iPS
細胞を作製し（Footprint-free system）、病態をレスキューできるか検討する予定である。 

 
55．．病病態態関関連連因因子子のの探探索索  

scRNA-seq/snRNA-seqのシステムを応用し、球脊髄性筋萎縮症（SBMA）の疾患特異的 iPS細胞を用いた神経・筋

病態関連因子の探索を行っている（図2）。 
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図2．scRNA-seq/snRNA-seq解析システムの構築 
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