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研究成果の概要：新生児ラットの心臓から単離した細胞と液状のコラーゲンを混合し、鋳型に

注入し培養することによって肉眼で拍動の観察可能な人工心筋組織を作成した。収縮力測定試

験ではこれまでに報告されているような収縮力は得られなかったが、その異常の原因が、細胞

内のカルシウムハンドリングに関連する異常によるものである可能性を遺伝子発現の検討によ

って明らかにした。今後の検討によっては、病的な心筋組織のモデルとして利用可能な人工心

筋組織作成の可能性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 

近年、重症心不全患者に対する新たな治療

として心筋への様々な成長因子の注入療法

が試みられ、心機能改善の報告がなされてい

る 。 今 回 の 研 究 対 象 で あ る IGF-1

（insulin-like growth factor-1）について

も臨床的に使用され良好な結果が報告され

ている。しかし、心筋細胞自体に対する直接

の効果は明らかではなく、臨床使用をサポー

トするエビデンスは in vivo実験における心

機能改善効果によっているのが現状である。 

一方、in vivo における研究では成長因子

などは目的とする細胞のみに作用するわけ

ではなく、様々な臓器に影響を及ぼす可能性

があり、心筋細胞に対する直接の効果を検討

することは困難である。また、in vitroの報

告としては、培養心筋細胞に IGF-1を添加す

ることによって収縮蛋白の増加や収縮蛋白

に関連する遺伝子発現が上昇すること、また、

心筋細胞の肥大化を示す結果は示されてい

るが、心筋細胞の収縮力に対する影響を論じ

た報告はない。これは in vitro の研究では
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生化学的、遺伝子学的な検討は可能であるが、

収縮力そのものの測定が近年まで困難であ

ったことに起因すると考えられる。IGF-1 の

心筋細胞の収縮力に対する直接の効果を検

討することは重大な意義を持つと考えられ

るが、これまでは in vitro において IGF-1

等、成長因子などの心筋細胞の収縮力に対す

る直接的な影響を簡便に検討し得る実験系

は存在しなかった。 
 
 

２．研究の目的 

近年、ティッシュエンジニアリングによる

再生医療に関連し人工心筋組織（Engineered 

Heart Tissue: EHT）が開発され、ラットの

心筋梗塞部に移植することによる心機能改

善効果が報告されている。EHT は機能的、生

理的に本来の心筋組織に似た性質を持つこ

とが報告されており、in vitroで心筋組織の

収縮力を比較的容易に測定することが可能

であるという利点もある。従って、今回の目

的とする IGF-I等の様々な成長因子や薬剤の

心筋細胞の収縮力に対する直接の効果を検

討することにおいて、EHT は理想的な実験系

であると考えられる。 

今回の目的は、IGF-1 の心筋細胞の収縮力

に対する直接の影響を in vitro 人工心筋モ

デルである EHTを用いて明らかにすることで

ある。これまでの EHTによる報告は EHTを開

発した海外のグループからのものが殆どで

あり、同様の機能を持つ人工心筋組織の作成

に成功したという報告は殆ど無い。従って、

まず、安定して EHTを作成することを目標と

し、その後、IGF-1 の心筋細胞の収縮力に対

する直接の影響についての検討を行う。 
 

 

３．研究の方法 

（１）人工心筋組織の作成 

人工心筋組織作成の方法については、これ

までに開発グループによって報告されてき

た方法を踏襲して行う。 

新生児 Wistar ラットから清潔操作にて心

臓を摘出する。心臓をハサミで細分化した後

PBS(-)で洗浄し、トリプシンで細胞を単離す

る。単離した細胞（2.5×106 個）、Wistar ラ

ットの尾から抽出したタイプＩコラーゲン、

2 倍濃度の培地を混合、NaOH で pH を調節し

た心筋細胞混合物を作成する。同混合物をド

ーナツ型の鋳型（内径 8 mm、外径 16 mm、高

さ 5 mm）に注入し、約一時間の 37℃インキ

ュベートによるゲル状化の後、培地（DMEM、

10%馬血清、2%鶏胎児抽出物、ペニシリン・

ストレプトマイシン）を追加し培養を開始す

る。培地交換は培養 1、3、5 日目に行い、7

日目以降は周期的な拡張刺激（10%の拡張、2 

Hz）を与えるストレッチャーに移動し、その

後は毎日の培地交換の上 12 日目まで培養を

続けた。 
 

（２）検討の方法 

①肉眼および顕微鏡による観察 

連日、肉眼および顕微鏡下に観察し、組織
の凝集、拍動の様式・範囲、拍動の周期など
についての観察を行う。 

②収縮力測定試験 

37℃の通気した Tyrode 液中で初期長を変
えて収縮力を測定し最適な長さを決定した
後、等尺性収縮力測定を行った。外液中のカ
ルシウム濃度（0.2 mM から 2.8 mM）を変化
させた時の収縮力を測定する。 
③遺伝子発現の定量 

EHTより RNAを抽出、RTで cDNAを作成し、

real-time RT-PCRを行い、様々な遺伝子の発

現量を定量する。 
 

 

４．研究成果 
 写真のような鋳型に細胞とコラーゲンの
混合物を注入することによって、組織を作成
した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

①肉眼および顕微鏡による観察 

 単離した心筋細胞と液状のコラーゲンの
混合物は、約１時間、37℃のインキュベート
によってゲル状化し、培地を加えても崩壊し
なかった。 

 最初は単離されたまま静止していた細胞
が、培養 2日目頃より自己拍動を開始し、徐々
に近傍の細胞と一体化し拍動する様子が顕
微鏡下に観察された。 

 培養 7 日目には心棒の周囲に凝集し、形状
が保たれる強度を持つ組織が出来上がった
ため、ストレッチャーに移動し培養を継続し
た。 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 周期的な伸展刺激によって、さらに拍動が
大きくなり、培養 12 日目には肉眼で拍動を
観察する事が可能となった。写真上が拡張し
ている組織で、下が収縮している組織である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

②収縮力測定試験 

収縮力測定試験は、写真のようなオルガン

バスを用いて施行した。写真下のような収縮
力を測定するセンサーに接続されたアーム
に組織を固定し、組織を挟む電極から電気刺
激を与え、ペーシング下に収縮力を測定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以下に収縮力測定試験の結果を示す。 

グラフ下が拡張期にセンサーにかかる力、上
が収縮期にセンサーにかかる力であり、その
差が組織の発生させる収縮力となる。1 Hz

のペーシングに刺激された収縮力が測定さ
れ、最大 0.5 mN 程度の収縮力の発生を認め
た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 また、アーム間の距離を長くすることによ
る収縮力の上昇（フランク・スターリングの
法則）を認めた。しかし、Tyrode液中のカル
シウム（Ca）濃度を上昇させることによる収
縮力の上昇は認めなかった。 
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③遺伝子発現の定量 

 収縮力の絶対値が小さい、カルシウム濃度
上昇による収縮力の上昇が認められない原
因が組織の発育に問題があるのではないか
と考え、組織内の様々な遺伝子の発現につい
ての検討を行った。 

 まず、MHC についての検討の結果を示す。 

alpha-MHC（aMHC）は胎児型、beta-MHC

（bMHC）は成体型の MHC とされており、
これまでの報告では組織の発育と共に急速
に胎児型から成体型に変化するとされてき
た。しかし、今回の検体では培養の継続と共
に aMHC の bMHC に対する割合が低下、即
ち、成体型の割合が低下していることが明ら
かとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

同様に細胞内でカルシウムハンドリング

を司っているSERCA2aとPLB（Phospholamban）

の比率も培養の経過と共に低下し、これが、

カルシウムに対する反応性を低下させてい

る原因となっているのではないかと考えら

れた。 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

④まとめ 

今回の検討では、新生児ラットの心臓から

単離した細胞と液状のコラーゲンを混合し、

鋳型に注入し培養することによって肉眼で

拍動の観察可能な人工心筋組織を作成する

ことに成功した。収縮力測定試験ではこれま

でに報告されているような収縮力は得られ

なかったが、その異常の原因が、細胞内のカ

ルシウムハンドリングに関連する異常によ

るものである可能性を人工心筋組織の遺伝

子発現の検索によって明らかにした。 

現在は上記のような所見を考慮し、正常な
心筋組織の作成条件を決定すべく至適な培
養条件を探っている。条件設定が終了し、安
定した組織の作成が可能となれば、様々な検
討に利用可能な人工心筋組織を安定して作
成できる可能性を持つ。 
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法によるコラーゲンゲル内における骨髄間
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