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研究成果の概要（和文）：本研究課題において、ヒトiPS細胞由来多層積層化心臓組織を作製する技術を確立し
た。積層体をミニブタ亜急性期心筋梗塞モデル、慢性期心筋梗塞ラットモデルおよび拡張型心筋症ハムスターモ
デルに移植することにより、機能回復を示した。組織学的検討により、線維化抑制・血管新生・アポトーシス抑
制・心筋細胞肥大抑制などの治療メカニズムを示した。また、京都大学iPS細胞研究所で確立された医療グレー
ドのiPS細胞を用いて心臓細胞シートを作成する条件および積層化法を最終的に確定した。これらはiPS細胞由来
心血管系細胞多層体の治療効果およびメカニズムの一端を示すもので、iPS細胞心臓再生医療における基礎基盤
となりうる。

研究成果の概要（英文）：We established a technology to generate human iPS cell-derived thick viable 
cardiac tissues. We validated the therapeutic potential of the tissues for porcine sub-acute 
myocardial infarction model, rat chronic myocardial infarction model and hamster dilated 
cardiomyopathy modei. Histological studies revealed the therapeutic mechanisms including the 
attenuation of fibrosis, angiogenesis, the attenuation of apoptosis and cardiomyocyte hypertrophy. 
We also established the method to generate cardiac tissue sheets and thick viable tissues from 
clinical-graded stock human iPS cells from Center for iPS cell Research and Application, Kyoto 
University. There results including the validation of the therapeutic effects of the bioengineeded 
tissue and the therapeutic mechanism would serve as a basis for iPS cell-based cardiac regenerative 
therapy. 

研究分野： 心臓血管外科学

キーワード： iPS細胞　バイオエンジニアリング　心臓再生

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
拡張型心筋症や虚血性心筋症を背景とした
末期心不全患者に対する心臓移植に代わる
治療法になり得るとして注目を集めている
のが細胞移植・各種増殖因子投与などの再生
医療である。これまでの臨床試験では、いず
れの報告においても単独治療としての効果
はまだ十分に示されているとは言いがたい。 
 
２．研究の目的 
 
より効果的な細胞移植治療を確立するべく、
ヒト iPS 細胞からの心臓構成細胞（心筋細
胞・血管内皮細胞・血管壁細胞など）の効率
的多量分化誘導、温度感受性培養皿を用いた
細胞シート工学およびゼラチンハイドロゲ
ルを用いた細胞生着促進効果およびサイト
カイン徐放効果を併用し、移植に適した集学
的な多層組織化移植片を開発し、動物実験に
より、再生心筋補充による心機能回復を図り
うることを確認する。 
 
３．研究の方法 
 
【マウス ES 細胞由来心臓細胞シートを用い
た積層化・移植片作成実験】 
マウス ES 細胞から心臓構成細胞を分化誘導
し、温度感受性培養皿にて 4 日間培養を行う
ことにより、自己拍動性心臓細胞シートを作
成する。培養皿に細胞シートを静置し、培地
吸引・保湿下培養にて接着・固定させる。そ
の後ゼラチンハイドロゲル微粒子をシート
上に塗布し、次層の細胞シートを積層、再度
培地吸引・保湿下培養にて１・２層シート間
を接着・固定させる。これを 5 層以上 50 層
未満（100～1,000μm 相当）にて繰り返す。
至適ゼラチン微粒子の条件を検討するため、
粒子径など条件を変えたものを同時に行う。
コントロールとしてゼラチンハイドロゲル
微粒子投与を行わない積層化群を作成する。
培地下に培養を継続、拍動の有無・シートの
厚みおよび細胞成分量（HE 染色）・細胞外マ
トリクス形成（マッソン・トリクローム染
色）・アポトーシス（TUNEL 染色）・血管網
形成（vWF 染色）につき評価し、至適なゼラ
チンハイドロゲルの条件を決定する。免疫不
全マウス皮下に、上記にて決定した至適条件
による積層化細胞シート（移植片）を移植し、
生着しうるかを検討する。 
【ヒト iPS細胞由来心臓細胞シートを用いた
積層化・移植片作成実験】 
上記と同様の検討を、ヒト iPS 細胞から作成
した細胞シートを用いて行う（Masumoto, 
Sci Rep 2014 の方法により細胞シートを作
製する）。 
【小動物心疾患モデルへのマウス ES 細胞由
来多層組織化移植片の移植実験】 
免疫不全ラット左下行枝結紮による虚血性
心筋症モデルラットを作製し、マウス ES 細

胞由来多層組織化移植片を梗塞部心臓表面
に貼付移植する。移植を行わない Sham 群も
同数作製する。移植後 4 週以降 12 週までの
心機能を心臓超音波検査にて比較する。観察
後に犠牲死させ、組織学的に生着した新生心
筋層の有無（Hoechst による移植前核染色）、
血管新生(vWF 染色)・アポトーシス（TUNEL
染色）等パラクライン効果の程度の有無を評
価する。同様の実験を、慢性心筋梗塞モデル
ラットおよびハムスター拡張型心筋症モデ
ルについても行う。 
【中動物疾患モデルへのヒト iPS細胞来多層
組織化移植片の移植実験】 
マイクロミニブタ前下行枝へのアメロイド
コンストリクター装着によりブタ心筋梗塞
モデルを作製し、上記ラットの実験より大型
の（より大きな温度感受性培養皿を用いて作
成した）ヒト iPS 細胞由来多層組織化移植片
を移植する。実験群はラット実験と同様に設
定する。移植前後に十分な免疫抑制を行う。
移植後 4週までの心機能を心臓超音波検査に
て比較する。移植後 4 週にて犠牲死させ、組
織学的に生着した新生心筋層の有無（Ku80
染色）、血管新生(vWF 染色)・アポトーシス
（TUNEL 染色）等パラクライン効果の程度
の有無を評価する。 
 
４．研究成果 
 
マウス ES 細胞を用いた心臓細胞シートの積
層体の条件検討の結果、20-32µm 径のゼラチ
ン微粒子を使用した際に、最も高い細胞生存
効果を示すことがわかった。この積層体をラ
ット亜急性期心筋梗塞モデルに移植したと
ころ、ゼラチン微粒子なしの移植と比較して、
著明な心機能改善効果および生着促進効果
を示した（図１）。 
続いて、ヒト iPS 細胞由来組織化心臓組織シ
ートの慢性期心筋梗塞ラットモデルおよび
拡張型心筋症ハムスターモデルへの移植に
よる機能回復効果を調べた。ヒト iPS 細胞か
ら心臓構成細胞（心筋細胞、血管内皮細胞、
血管壁細胞）を、心筋及び内皮細胞同時分化
誘導方法(Masumoto. Sci Rep 2014)にて分化
誘導を行い、誘導から 15 日目に細胞を回収
し、温度感受性培養皿に播種し、心臓組織シ
ート作成を図った。温度感受性培養皿にて４
日間培養して完成した心臓組織シートとゼ
ラチンハイドロゲル微粒子を用いて積層化
を行った。ラット慢性期心筋梗塞モデルには
15 層シートを１枚心筋梗塞領域に貼付した。
ハムスター心筋症モデルには５層シートを
左室全体に貼付した。貼付後は定期的に心臓
超音波検査にて心機能をフォローしたが、ラ
ットモデルは梗塞領域の縮小化と心機能の
改善を認め、ハムスターにおいては進行性に
増悪する心機能低下を抑制することができ
た（図２）。 
さらに、マイクロミニブタ亜急性期モデルに
対する多層体移植実験を行った。ブタ亜急性



期心筋梗塞モデルでは 10cm の温度感受性培
養皿で作製したシートを 5 層に積層し、4 つ
の積層体を心筋梗塞領域に貼付した。その結
果、梗塞領域の縮小化と心機能の改善を認め
た（図３）。 
一方、京都大学iPS細胞研究所ではHLA（Human 
Leukocyte Antigen : ヒト白血球型抗原）ホ
モ接合体ドナーから提供された細胞から iPS
細胞（HLA ホモ iPS 細胞）を構築しており、
それを臨床応用する方向で貯蓄を進めてい
る。上記分化誘導法を用いて HLA ホモ iPS 細 
胞からも心臓構成細胞を分化誘導し、温度感
受性培養皿で心臓組織シートを作製するこ
とに成功した。 

(図１：マウス ES 細胞由来積層体の移植によ
る心機能改善効果（左上：赤が積層体）およ
び生着効果（左下および右）) 
 

（図２：ラット慢性期心筋梗塞モデル（左）
およびハムスター拡張型心筋症モデル（右）
へのヒトiPS細胞由来多層体移植による治療
効果） 

（図３：マイクロミニブタへの多層体移植に
よる心機能回復効果） 
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