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研究成果の概要（和文）： iPS 細胞由来心筋細胞シートを作成し、ヌードラット心筋梗塞モデ

ルに移植したところ、iPS 細胞由来心筋細胞シートはラット梗塞心に生着し、電気的に結合す

るとともに、心機能の改善がみられた。続いて、ヒト iPS細胞を in vitroで心筋細胞に分化誘

導し、大量培養した心筋細胞を用いて、温度応答性培養皿にてシートを作成した。iPS 由来心

筋細胞シートを慢性梗塞ブタの梗塞領域に移植したところ、左室収縮能の向上、左室容量の減

少を認め、電位の低下した梗塞巣の電気ポテンシャルを向上させた。 

 
研究成果の概要（英文）：iPS cell-derived cardiomyocyte cell-sheet was successfully 
generated by iPS cells of mouse and human origin by means of thermoresponsive dishes. 
Transplantation of this iPS cell-sheet into the heart having ischemic pathology was 
feasible, safe and therapeutically effective in both rodent and porcine model, warranting 
clinical study of this strategy.  
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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などの重症心

不全に対する治療は、これまで臨床上の治療

限界との闘いでもあった。当院も認定施設で

ある心臓移植は、重症心不全に対する最終的

な治療手段であるが、本邦での広い普及には

至っておらず、移植登録から平均約3年の期間

の待機を余儀なくされる状態にあり、事実上、

有効な治療手段として確立されたとは言い難

い。多くの場合でブリッジとして長い待機期

間を補助人工心臓（特に左室補助人工心臓; 

Left ventricular assist system LVAS）を装

着のうえ待機することがほとんどとなるが、

長期のLVAS装着には血栓症、感染の問題、
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Deviceの耐久性の問題等があり、国内の保険

適応のLVAS装着下の待機においては1年生存

率50%以下と成績不良である。一方で、LVAS

装着後に重症心不全患者の自己心機能が改善

し、LVASからの離脱が成功する報告、いわゆ

る”Bridge to recovery”が報告されている。

しかし、回復の機序やその予測についてはい

まだ未知の状態であり、離脱の確率も2割程度

と少ない。たとえ、離脱してもその後の再装

着や心臓移植を要する症例も認められ、治療

としては確立されたものとはいえない。 

 このような現状の中、我々は VAS に代わる
新たな治療法として、心筋再生療法を研究開
発してきた。動物実験では、犬心筋梗塞モデ
ルに対する HGF 遺伝子導入、さらに、自己筋
芽細胞と骨髄細胞の心筋内への針移植により、
心機能改善およびリモデリング抑制効果を有
することを証明してきた。そして、2004年か
ら本学倫理委員会の承認のもと、臨床試験と
して自己筋芽細胞を単離・培養し、骨髄単核
球と LVAS装着下での移植を試みてきた。しか
し針移植では細胞生着の効率が悪く、さらな
る効果的な治療を探求し、動物実験で温度応
答性培養皿を使った細胞シート移植を手がけ、
ラット心筋梗塞モデルに対して胎仔心筋細胞
シートを移植し、心機能改善効果および電気
的結合を証明した。さらにラット心筋梗塞モ
デルに対して筋芽細胞シートを移植し、針移
植よりも心機能改善効果、リモデリング抑制
効果を有することを証明した。また、DCM ﾊﾑｽ
ﾀｰや rapid pacing心不全モデル犬に対して筋
芽細胞シートを移植し、心機能改善効果、抗
アポトーシス効果、リモデリング抑制効果を
証明した。これらの実験において、筋芽細胞
シートを移植することで針移植よりも広範囲
の病変をカバーでき、host心筋に対しての障
害も軽減できるという利点を証明し、実際に
大学病院にて治験を開始している。 

しかし、これらの治療では移植細胞の心筋

への分化はなく、世界的にはさらに高機能化

した再生治療として、心筋細胞へと分化する

可能性のある間葉系細胞、心幹細胞、胚性幹

細胞を利用する研究が行われている。その中

で胚性幹細胞はヒトでは臨床応用するには受

精卵より取り出すという倫理的な問題、自己

の細胞ではないため免疫拒絶反応の問題など

がある。それらの問題を解決するために、ヒ

トの分化細胞(線維芽細胞)より、遺伝子導入

により多能性を有する ES 細胞類似の人工多

能性幹細胞(Induced pluripotent cell; iPS

細胞)の作成が報告された。 

また、マウスでは iPS細胞を利用した再生不

良性貧血モデルの治療の報告がされており、

さらに最近、遺伝子導入にウイルスを用いな

い iPS 細胞の作成の報告もされた。ヒトでも

ES 細胞における倫理的問題、拒絶反応の問題

が解決されるため、今後は安全性の高い iPS

細胞が作成され臨床応用することができる細

胞源となると考えられる。そこで、我々は人

工多能性幹細胞より心筋細胞シートを作成し、

筋芽細胞シートで得られた技術を応用し、よ

り効果的な再生治療を行うことを目的として、

本研究を計画した。 

 
 
２．研究の目的 

iPS細胞から心筋細胞を分化誘導し、我々

が開発してきた組織工学技術で再生心筋組織

を構築、重症心不全に対する心筋再生療法を

開発し、将来的に実際の医療に発展させる。 

 
 
３．研究の方法 

（1）心筋細胞誘導を目指した分化培養技術の

確立 

まずマウス由来人工多能性幹細胞を用いて

心筋への分化誘導法とその効率、未分化細胞

の残存、腫瘍形成等の安全性、遺伝子的問題

点の検索等をおこない、人工性多能性幹細胞

由来の心筋細胞シートによる心筋再生能につ

いて検討する。大動物モデルにて人工性多能

性幹細胞の作成、および再生治療効果の再現

性、その再生機構を確認し、安全性について

も検討し、人への応用への準備を行う。人由

来の人工性多能性幹細胞の作成を行い、動物

モデルへの移植による再生能力の評価を行う。

また将来的には重症心不全患者由来の細胞を

材料とした人工性多能性幹細胞の作成により、

再生治療法とすることとともに、病態の解明

に向けた基盤を作ることを目的とする。その

ため、心筋細胞誘導を目指した培養技術確立

については、最適と考えられるサイトカイン

あるいは薬剤の組み合わせ、共培養系等の選

択を行なう。50％以上の iPS 細胞が心筋細胞

に分化することを目指す。 

 

（2）iPS細胞由来心筋細胞ソーティング手技

の確立 

iPS細胞由来心筋細胞を効率よく単離し、

未分化 iPS細胞を除外することで安全かつ有

効な重症心不全治療用細胞を得る。当該細胞

については、免疫不全マウスの皮下に 1ｘ108

個移植し、EAMAの求める水準で腫瘍源性試験

を行なう。 

 

（3）マウスモデルにおける人工性多能性幹細

胞を用いた心筋再生 

マウス線維芽細胞由来の多能性幹細胞を用



 

 

いて行った移植実験では、多能性幹細胞自体

を用いた場合には再生能力を確認する以前に

腫瘍形成することを確認しており、分化誘導

および細胞選択が必須である。胚性幹細胞で

報告されている各種分化誘導法を応用して、

分化効率の高い方法を検討し、また細胞選択

法を検索し、分化細胞の純度の高い、安全性

の高い細胞群により心筋細胞シートを作成す

る方法を検討する。また人工多能性幹細胞由

来の心筋細胞シートをマウス心筋梗塞モデル

に移植することにより心筋再生能の評価を行

うと同時に分化誘導および純化した細胞での

安全性の確認を行う。 

 

（4）ヒト細胞由来人工多能性幹細胞の作成お

よび心筋シート作成 

現在報告されている方法を応用し、ヒト細

胞由来の人工多能性幹細胞を作成する。当初

ヒト人工多能性幹細胞はレトロウィルスおよ

びレンチウィルスを使用しており、臨床応用

するには多くの問題があったが、導入遺伝子

数の縮小をはじめ、ウィルスを使用せずにプ

ラスミドでの導入も報告された。これらの技

術を応用し安全性の高い人工多能性幹細胞の

作成法を模索する。 

将来的には重症心不全患者とくに拡張型心

筋症などの遺伝的要因があるとされる疾患群

に由来する人工多能性幹細胞を作成すること

により病因の解明への基盤を作成する。 

またヒト細胞での人工多能性幹細胞より心

筋細胞への分化誘導法および分化効率の高

い方法、細胞選択法を検討し、大量の心筋細

胞を確保しシート作成する方法を検討する。 

 

（5）大動物モデルにおける人工多能性幹細胞

由来心筋シート移植 

ヒト人工多能性幹細胞由来の心筋シートを

大動物モデルに移植し実際の心筋再生能を評

価する。ブタ（体重50-60kg）を用いて虚血性

心筋症モデルを作成する。全身麻酔下、胸骨

正中切開にてブタ心の左前下行枝にアメロイ

ドリングを装着し、4週間後に経胸壁心エコー

にて前壁、中隔のasynergyを確認する。また、

Color kinesisにて収縮能および拡張能の評

価を行う。さらに、大動物用のMillar社製カ

テーテルを頸動脈から左室内へと導入し、左

室内圧（収縮期、拡張期末期）および左室容

積からPV-loopを作成し、心収縮能、拡張能を

評価する。 

 

①心機能評価 

心エコーにて移植後4週、8週に左室収

縮率(LVEF), 左室断面積（EDA, ESA）, 左

室前壁厚を計測。また、8週後にはMillar

社製カテーテルを用いて、左室圧および容

積を測定しPV-loopを作成し、心収縮能、

拡張能を測定する。 

②組織学的検討 

移植後8週後に犠牲死せしめ、標本の免

疫染色にて各因子発現(HGF,SDF-1)を評価。

移植部位への集積細胞の表面マーカーか

らその種類を同定する。また、線維化、ア

ポトーシスの抑制効果を特殊染色により

評価する。 

③分子生物学的検討 

host心筋内の構造蛋白、サイトカイン

等の発現についてRT-PCR法を用いて測定

する。 

④電子顕微鏡での評価 

心筋と細胞シートの接着面を中心に、

人工多能性幹細胞の基底膜や細胞の接着

の様子を電子顕微鏡レベルで検証する。 

 

 
４．研究成果 

iPS 細胞由来心筋細胞シートを作成し、ヌ

ードラット心筋梗塞モデルに移植し、経時的

な電気生理学的検討、心機能の推移を観察し

た。iPS 細胞由来心筋細胞シートと新生仔心

筋細胞シートは移植後 3 日にて、電気生理活

性の認められなかった梗塞巣に、生理活性が

観察されるようになり、その同時期に、心機

能が改善した。比較対象群として、線維芽細

胞シート、筋芽細胞シートを同ラットに移植

したが、レシピエント心との電気的統合は起

こらず、心筋細胞シートと比較して、心機能

改善率も低値であった。iPS 細胞由来心筋細

胞シートはラット梗塞心に生着し、in vivo

において同細胞はサルコメア構造を有してお

り、デスモゾームを介して細胞同士が接着し、

生着しているのが観察された。 

また、hiPS 細胞を in vitro で心筋細胞に
分化誘導し、107個の iPS細胞由来心筋細胞を
獲得し、大量培養した心筋細胞を用いて、温
度応答性培養皿にてシートを作成した。iPS
由来心筋細胞シートを慢性梗塞ブタの梗塞
領域に移植した。心臓超音波検査、ＣＴ検査
にて、左室収縮能の向上、左室容量の減少を
認め、電位の低下した梗塞巣の電気ポテンシ
ャルを向上させることができた。また、iPS
由来心筋細胞シート移植群では、ＨＧＦ等の
サイトカインの発現向上を認め、本細胞シー
トはパラクライン効果を有することが証明
された。組織学的に、iPS 細胞由来心筋細胞
の残存を確認したが、細胞数としては少量で
あり、細胞をいかにして残すかが重要な課題
であるものと思われた。 



 

 

移植された iPS 細胞を残す手法として、大
網を同時に移植する手法を開発した。ブタモ
デルで開胸と同時に開腹し、大網を十分授動
した上で、iPS 細胞移植部位を覆うように大
網を移植した。移植前に鉄でラベルした iPS
細胞の残存率を MRIを用いて測定したところ、
大網同時移植群で有意に iPS細胞の残存が見
られ、また心機能改善効果も高かった。 
これらの結果をもとに、臨床研究プロトコ

ールを作成するべく、研究を進めている。 
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