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研究成果の概要（和文）：本研究において、ヒトiPS細胞由来心臓組織グラフト自身の電気伝導速度がホスト心
臓に比べて非常に遅いことを見出し、その原因としてのiPS細胞由来心筋細胞のイオンチャネルを含む電気生理
学的未成熟性を定量PCR等により見出した（IK1チャネルをコードするKCNJ2遺伝子の低発現など）。この点を解
決するため、iPS細胞由来心筋細胞および血管構成細胞の三次元化および電気刺激・動的流水刺激を含む物理学
的トレーニングを行い、構造的および電気生理学的成熟が得られることを確認した。また、ブタ心筋梗塞モデル
を用いて、経食道エコー法により局所壁運動およびホスト-グラフト同期を評価しうるシステムを確立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found very low propagation speed of iPS cell-derived 
cardiac tissues due to low expression level of KCNJ2 gene coding IK1 channel. To solve this problem,
 we conducted a combination of 3-dimensional composition of iPS cell-derived cardiomyocytes and 
vascular cells, and integration of electrical stimulation and dynamic rocking culture training and 
confirmed structural and electrophysiological maturation of the tissues. We also established a 
system to evaluate graft-to-host integration and local wall motion using trans-esophageal 
echocardiogram in a pig myocardial infarction model. 

研究分野：心臓血管外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、これまでのiPS細胞による再生医療における治療メカニズムであるパラクライン効果を超えた、動力
源としての心筋組織を疾患心に供給し、かつ機能させるという次世代の心臓再生医療の実現に向けた基礎研究的
基盤を供給するものである。今後ますます増加が予想される重症心不全に対する新たな治療選択肢を供給しうる
意味において、高い学術的ならびに社会的意義を有するものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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有効な治療法になり得る

として、細胞移植や各種増殖因子の投与を中心とした再生医療が近年注目を集めている。多能性
幹細胞（ES/iPS 細胞）は、生体を構成するあらゆる細胞群を分化誘導しうる特性から、再生医
療において大きな期待を集めている。中でも iPS 細胞は、ES 細胞の有する倫理的問題や、免疫
拒絶の問題を解決しうるものであり、大変注目されている。我々はこれまで、効果的な再生医療
として、ES/iPS 細胞からの効率的な心臓細胞分化誘導技術の開発 (Yamashita, Nature 2000, 
FASEB J 2005 / Narazaki, Circulation 2008 / Uosaki, PLoS One 2011) 、および細胞シート
技術の併用による「心臓組織シート」の作製および移植法につき検討し、種々の動物モデルでの
治療効果を示してきた (Masumoto, Stem Cells 2012 / Masumoto, Sci Rep 2014)。さらに我々
は、多様かつ強力な組織再生効果が報告されているゼラチンハイドロゲル微粒子(GHM)技術の併
用を試みた。心臓組織シートの積層化時に GHM を挟み込むことにより、酸素・栄養供給を促進
し、細胞生存および機能を著明に改善させ、その結果十分な厚みをもつ積層化シートを、虚血に
陥ることなく培養・移植することができた。この簡便かつ効果的な新手法による「ヒト iPS 細胞
由来心臓組織グラフト」をラット心筋梗塞モデルに移植することで、治療効果のさらなる改善を
認めた（Masumoto, AHA 2016 abstract）。さらに我々は臨床使用サイズのグラフトをミニブタ心
筋梗塞モデルへ移植し（直径約 3.5cm・約 14,000万細胞を供給）、ほぼ正常範囲まで心機能が回
復することを示した（Hirao, AHA 2017 abstract）。この非常に優れた治療効果を有する人工心
臓組織は、さらに進んだ病態（心臓移植の対象となる病態）であるハムスター拡張型心筋症モデ
ル（Takimoto, AHA 2016 abstract）およびラット虚血性心筋症モデル（Li, AHA 2016 abstract）
においても治療効果を発揮した。我々はこの多層体グラフトを用いた治療効果および安全性の
評価を目的とした臨床研究を、近々開始するべく準備中である（京都大学特定認定再生医療等委
員会承認済）。 
 この治療法の現在わかっている主な治療メカニズムは、グラフトが長期間かつ多量に残存す
ることによるパラクライン効果であるが、この自己拍動する人工心臓組織自身は in vitro にお
いて一定の収縮力を有することが確認されているため、ホストの心臓とグラフトが機能的（電気
的・機械的）に同期できれば、グラフトの厚み・量に応じた収縮力増強効果をもたらすはずであ
り、「真の再生心筋」として、原疾患により損なわれた心収縮能が補填され、結果的に長期的な
治療効果が期待できる。我々はこれまで、研究分担者である信州大学の柴の有する、ES/iPS 細
胞における GCaMP を用いた in vivo カルシウムイオン勾配画像化技術により（Shiba, Nature 
2012, Nature 2016）、ラット心臓（ホスト）-GCaMP 導入ヒト iPS 細胞由来心臓組織グラフト
（GCaMPグラフト）の同期について評価してきた。この in vivo の系は大変有用ではあるが、ラ
ットはヒトと比べて非常に高い心拍数を持つこともあり、その評価および同期法の確立は現状
では不十分である。また移植後の不整脈評価についても、ヒトに近い心拍数をもつ中・大動物を
用いた実験が望ましいとされる（Chong, Stem Cell Res  2014）。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、①GCaMP グラフト-ホスト同期をミニブタなどの中動物実験で評価する系を

確立し、②収縮力に寄与しうるペーシング等の同期法およびその有効性（局所壁運動および全般
的な心収縮の同期）を検討し、また③各種同期法における不整脈発生について評価することで、
ヒト iPS 細胞由来心臓組織グラフトの移植医療における有効性を向上し、かつ安全性を検討す
ることである。 
 
３．研究の方法 
 
① ヒト iPS 細胞由来細胞シートの電気的未成熟性に関する検討 

グラフト-ホスト同期を得るためにはヒト iPS細胞由来心臓組織シートの電気的未成熟性につ
いて具体的に解析する必要がある。そのため、定量 PCR 法によるイオンチャネル発現レベルの
測定を行う。また、十分な同期のために必要な電気的伝播速度がホストに追従する必要がある
ため、画像解析法によりヒト iPS細胞由来心臓組織シートの伝播速度について計測する。 

 
② 物理的刺激による GCaMPグラフトの同期率改善に関する in vitro での検討 

電気刺激による iPS 細胞由来人工心臓組織の電気生理学的な機能成熟に関して最近他研究グ
ループより報告された(Ronaldson-Bouchard, Nature 2018)。この知見を応用して、我々の多
種心臓細胞を含む心臓組織グラフトに対し種々の電気刺激トレーニング培養を行い細胞シー
トストレッチ観察装置や MUSCLEMOTION(Sala, Circ Res 2018)などの画像解析等を用いて、



 

 

GCaMP グラフトに対する組織成熟度および同期率の改善について評価する。さらに心臓生理に
関連するその他の物理刺激も併用し、最終的に同期に最も適した in vitro のトレーニング培
養条件を同定する。 
 

③ ミニブタモデルを用いた心筋梗塞および心臓組織グラフトの移植における電気的・機械的
同期率の変動に関する検討 

経食道エコーを用いて、心筋梗塞による壁運動同期率の低下、あるいは心臓組織グラフトの移
植による同期率の回復を観察及び定量することにより、ペーシング等の方法による移植後同
期率評価に資するシステム構築を行う。心筋梗塞ブタでの撮像条件の最適化を行うとともに、
各条件での機械的同期の度合いを評価する。 

 
４．研究成果 
 

① ヒト iPS 細胞由来細胞シートの電気的未成熟性に関する検討 

ヒト iPS 細胞由来心筋細胞含有率を
50%, 100%と条件をふった細胞シート
における代表的なイオンチャネル関
連遺伝子発現を、成熟ヒト心臓におけ
る発現量と比較したところ（定量 PCR
法）、特に KCNJ2（内向き整流カリウム
電流を担う IK1 チャネルをコードす
る）の著明な低発現を認めた（図１）。
そ れ に 対 応 す る よ うに 、 MOTION 
VECTOR を用いた画像解析による細胞
シートの刺激伝播速度測定において
も、成熟ヒト心臓と比較して著明な伝
播速度の低値を認めた。 
 
 

② 物理的刺激による GCaMPグラフトの同期率改善に関する in vitro での検討 
ヒト iPS 細胞由来心臓組織シートにおける GCaMP シグナルの発現を確認するため、GCaMP3 を
遺伝子導入された iPS 細胞を用いた心臓組織シートを作製した。その細胞シートに対し外的
電気刺激を与えることにより、電気刺激周期と相関するような GCaMP シグナルを検出する系
を確立した。一方でその相関（Force-frequency relationship）は刺激頻度に対して負の相関
を示しており、上記①と同様に iPS 由来人工心臓組織の組織としての未成熟性を示すもので
あった（図２）。 

 
 

（図１）代表的なイオンチャネルの遺伝子発現の比較（定量 PCR） 

（図２）外的電気刺激に対応する GCaMP シグナルの変動 



 

 

続いて iPS 細胞由来人工心臓組織の成熟化を得るための条件を確立するため、バイオマテリ
アルを用いたヒト iPS 細胞由来円柱状人工心臓組織を用いた物理刺激実験を行った。その結
果、持続的電気刺激トレーニング培養と動的流水培養法を併用することにより、心筋細胞層の
著明な増大および細胞外蛋白であるコラーゲン層の配向性の向上を認めることが示された。
また、MUSCLEMOTION 法による画像解析により、併用物理刺激トレーニングを与えた条件にお
いてのみ、組織の成熟を示す正の Force-frequency relationship を示した（図３）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
③ ミニブタモデルを用いた心筋梗塞および心臓組織グラフトの移植における電気的・機械的

同期率の変動に関する検討 
経食道エコーを用いて、心筋梗塞による壁運動同期率の低下を定量するための計測系を、撮像
条件の最適化により確立した（図４）。経胸壁エコー法と比較した際、経食道エコーでは心臓
の広い範囲で局所壁運動を評価しうることが示された。 

 
 
 

 

（図３）電気刺激および流

水刺激培養の併用による

組織成熟 

心筋トロポニン T 免疫染

色（左上）、シリウスレッ

ド染色によるコラーゲン

評 価 （ 右 上 ） 、

MUSCLEMOTION によ

る Force-frequency 

relationship の評価（下） 

E: 電気刺激 

R: 動的流水刺激 

（図４）ブタ心筋梗塞モデルにおける経食道エコーでの心臓機能評価 
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