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研究成果の概要（和文）：重症心不全における他家由来細胞移植治療では、免疫抑制剤の投与による腎不全や悪
性腫瘍などの副作用が問題となる。本課題では、免疫寛容を誘導することが報告されている間葉系幹細胞
(hiPS-MSC)と、ヒトiPS細胞由来心筋細胞(hiPS-CMs)を共移植することで、免疫抑制剤を用いず、移植細胞の長
期生着を可能とする移植法を開発することを目的とした。まずhiPS-MSCの分化誘導法を確立し、in vitroでの免
疫抑制作用を確認した。さらにin vivoにおいて、皮下に移植したhiPS-CMsの生着延長が示され、共移植による
免疫制御の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In allogeneic cell transplantation therapy in severe heart failure, side 
effects such as renal failure and malignancy due to administration of immunosuppressive agents are 
problematic. In this project, we aimed to develop a transplantation method that enables long-term 
viability of transplanted cells without the use of immunosuppressive agents by co-transplanting 
mesenchymal stem cells (hiPS-MSCs), which have been reported to induce immunotolerance, and human 
iPS cell-derived cardiomyocytes (hiPS-CMs). First, we established a differentiation induction method
 for hiPS-MSCs and confirmed their immunosuppressive effects in vitro. Furthermore, in vivo, 
prolonged engraftment of subcutaneously transplanted hiPS-CMs was demonstrated, indicating the 
possibility of immunomodulation by co-transplantation.

研究分野： 再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
重症心不全治療においては、iPS細胞由来心筋細胞の移植治療が新たな選択肢として期待され、代表者らが所属
する研究グループで、医師主導治験が実施された。しかし他家細胞移植であるため、免疫抑制剤投与が必要であ
り、腎不全や悪性腫瘍などの副作用を起こす可能性があり、免疫抑制剤を用いない移植法の開発が望まれてい
る。hiPS-MSCとの共移植により、移植されたhiPS-CMsの生着延長が認められたことから、免疫制御が可能となる
ことが示され、免疫抑制剤の副作用に対する安全性の向上が期待される。また免疫抑制剤使用に適さない患者に
対して、他家iPS心筋細胞移植治療の適応拡大の可能性も示された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
重症心不全においては、細胞移植による心筋再生医療への期待が大きい。代表者らが所属す

るグループは、重症心不全症に対して、ヒト iPS 細胞由来心筋細胞移植治療法を開発し、大小
動物実験等で有効性、安全性の検証を経て、2020 年 1月に虚血性心筋症患者を対象とした医師
主導治験（第１例目の被験者に iPS 心筋シート移植）を実施した(1)。当該治験で用いている同
種他家 iPS 細胞は、自家 iPS 細胞に比べて即時性・安全性・費用面で利点があるが、免疫抑制
剤の投与が必要である。当科では、心臓移植で用いられる免疫抑制剤プロトコルを元に各種動
物を用いて iPS 心筋シート移植に適した免疫抑制剤プロトコルを構築し、臨床応用している。
しかしながら、免疫抑制剤は腎不全、悪性腫瘍などの副作用を引き起こす可能性があり、かつ
感染症対策が世界的・将来的にこれまで以上に重要さを増すことが予想される状況下で、長期
にわたる免疫抑制剤の服用は、患者の QOL を著しく低下させる。よって、細胞移植治療の現実
的な有効性をより高めるために、同種移植でかつ免疫抑制剤を使用しない治療法の開発が望ま
れている。 
間葉系幹細胞(MSC)は免疫寛容能をもち、

様々な細胞治療への応用が報告されている。
これまでに代表者らが所属する研究グループ
は、マウスを用いて、マウス由来 iPS 細胞由
来心筋細胞(miPS-CM)とマウス由来 MSC を同
時移植することにより、免疫寛容性獲得に重
要な Treg が誘導され、移植された miPS-CM
の生存率を高めることを明らかにした(2)。
また、MSC を同時移植すると、移植された
miPS-CM の成熟性が増し、心機能改善効果を
高める可能性があることも示した(3)。すな
わち、MSC 共移植により、免疫寛容に加えて
iPS 心筋細胞の成熟性促進という２つの効果
が期待できる(図 1)。 
 

(1) Miyagawa S. et al. Front Cardiovasc Med 2022;9:950829  
(2) Yoshida S. et, al. Sci Rep. 2020;10(1):4593  
(3) Yoshida S. et, al. Mol Ther. 2018;26(11):2681 
 
２．研究の目的 
ヒト iPS 細胞由来間葉系幹細胞（hiPS-MSC）とヒト iPS 細胞由来心筋細胞(hiPS-CMs)を共移植
することにより、免疫抑制剤を用いず、移植細胞の長期生着を可能とし、心機能と QOL のより
効率的な改善をもたらす移植法を開発する。 
 
 
３．研究の方法 

(1) ヒト iPS 細胞株からの MSC 分化誘導法の確立 
臨床応用を見据えて、ヒト iPS 細胞株より、MSC への分化誘導の最適化を行う。分化誘導
薬剤の選択、濃度と反応時間を検討し、作製した iPS 細胞由来間葉系幹細胞(hiPS-MSC)
を、典型的な MSC マーカーを用いて評価する。 
 

(2) hiPS-MSC の免疫抑制能の in vitro での評価 
MSC は炎症性サイトカインである TNF-αや IL-12 の分泌抑制と、免疫抑制性サイトカイン
である IL-10 の分泌の促進、Th1, NK 細胞の IFN-γの分泌抑制による graft-versus host 
disease（GVHD）制御、Treg の誘導などにより免疫反応を抑制することが報告されてい
る。そこで、hiPS-MSC も同様の免疫制御作用を有するかについて、in vitro で T細胞活
性化アッセイにて評価する。具体的には、Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester 
(CFSE) でラベルした健常人ドナー由来の Tリンパ球を共刺激用抗体（抗 CD3 抗体および
抗 CD28 抗体）で共刺激し、hiPS-MSC と混合培養を行って Tリンパ球の増殖を評価する。 
 

(3) hiPS-MSC の免疫抑制能の in vivo での評価 
MHC ダブルノックアウト NOG マウスに、ヒト末梢血単核球 (PBMC) を尾静脈投与により移

図１．本研究のスキーム 



植して免疫系ヒト化マウスを作製する。 
作製したヒト化マウスの皮下に hiPS-CMs のみ、もしくは hiMSC と hiPS-CMs を同時移植す
る。hiPS-CMs のみに比べて hiPS-MSC と同時移植する事により、免疫拒絶反応が抑制され
ているかを検証するため、移植後の皮下組織での hiPS-CMs の生着率を組織化学的に評価
する。 

 
 
４．研究成果 

(1) ヒト iPS 細胞株からの MSC 分化誘導法の確立と特性評価 
iPS 細胞から MSC への分化誘導方法は複数報告されているが、bFGF 依存性分化誘導法
によりヒト iPS 細胞由来間葉系幹細胞（hiPS-MSC）を作製する方法を用いた(図 2)。 

作製した hiPS-MSC は、CD73、CD90、CD105、CD29、CD44、CD146 などの典型的な MSC の
細胞表面マーカーを発現しており、マクロファージおよび単球マーカーの CD11b およ
び CD14、造血マーカーCD45 および CD34 は発現していないことが確認された。また、
骨芽細胞・軟骨細胞・脂肪細胞の 3系統への分化能も有していることが示された。さ
らに、サイトカインアレイを用いてサイトカイン分泌能の評価を行った。その結果、
Angiopoietin-1, 2、bFGF、VEGF などの血管新生を促進するサイトカインの分泌が確認
できた。以上から MSC への分化誘導法が確立できた。 

 
(2) iMSC の免疫抑制能の in vitro での評価 

in vitro の系で hiPS-MSC の免疫制御作用の評価として、T細胞活性化と細胞傷害性を
測定した。前者は、CFSE で標識した健常人ドナー由来 Tリンパ球を抗 CD3 抗体および
抗 CD28 抗体で共刺激し、positive control である骨髄由来間葉系幹細胞（BM-MSC）も
しくは hiPS-MSC と混合比率を変えて培養した。その結果、BM-MSC と同様に、共培養す
る hiPS-MSC の容量依存的に Tリンパ球の増殖が抑制された。細胞傷害性は、NK 細胞
（Effector 細胞）と CellTrace Violet 染色した K562 細胞（標的細胞）、BM-MSC もし
くは hiPS-MSC を混合培養し、標的細胞の細胞死を評価した。BM-MSC と同様に hiPS-
MSC は Effector 細胞による標的細胞への細胞障害性を抑制することが示された。 

 
(3) in vivo での免疫抑制能の評価 

in vivo では、他家移植による免疫拒絶反応の抑制を評価した。具体的には、ヒト末梢
血単核球を投与しても GVHD が起きにくいとされる MHC class I/II-deficient NOG マ
ウス (NOG-dKO) を用いて免疫系ヒト化マウスを作製し、iPS 細胞由来心筋細胞のみの
皮下移植に比べて hiPS-MSC と同時移植により免疫拒絶反応が抑制され、移植片の生着
が延長するかを検証する。 
まず、他科移植を評価出来る免疫系ヒト化マウスの作製を行い、NOG マウスにヒト由来
PBMC を尾静脈から投与した。ヒトの他家由来細胞に対して十分な免疫応答感受性を持
つようなモデルを作製するため、投与するヒト由来 PBMC への刺激や投与量について組
織化学的に検討したが、最適化が終了しておらず、本測定に十分なヒト化マウスモデ
ルの作製に至っていない。 
そこで、並行して免疫が正常な Lewis ラットを用いて同様の細胞移植を行い、組織化
学的評価を行った。その結果、iPS 細胞由来心筋細胞 (hiPS-CMs) のみの皮下移植に比
べて、hiPS-MSC と同時移植した群において、移植片の生着の延長が見られた。 

図２．hiPS-MSC の分化誘導法 
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