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研究成果の概要（和文）： 
心臓移植の事業推進において臓器提供者不足が大きな問題であり、次世代の臓器移植医療法の
開発が必要である。摘出心臓をランゲンドルフ潅流装置用いて脱細胞化させることで立体的な
足場を形成し、周期的な前後負荷及び電気刺激を与えつつ、ヒト心臓内細胞及び血管内皮細胞
を潅流培養させることで、冠動脈血流を伴い、緻密に作業心筋細胞が生着することで、より高
い機能性のある自家細胞由来の心臓としての器官形成に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The shortage of donors for heart transplantation has become a critical issue to treat 
the patients with end-stage of cardiac failure. We have decellularized the rat whole 
heart by using pulsatile perfusion apparatus. Human cardiac progenitor cells were 
mixed with endothelial progenitor cells in culture and those were perfused to 
recellularize the acellular construct. Following 8 days in continuous perfusion, 
reseeded cells were engrafted onto the matrix to reconstruct the entire vascular beds 
and myocardium ex vivo. 
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１． 研究開始当初の背景 

組織工学的手法を駆使した器官レベルで

の心臓の形成は、これまでに多くの解決しが

たい問題点が存在していた。局所的細胞輪や

細胞シート工学などの研究により、これらの

人工物の移植によって、機能不全に陥った心

機能が改善することが報告されている。しか

しながら、細胞シート工学の研究により、細

胞間で有効な酸素交換を行いつつ、立体的な

拍動性の心臓に密着させポンプ機能を補助

するには、パッチの厚さに制限が生じ、約 100

ミクロンが限度といわれている。最近の報告

では、これらの諸問題点を一気に解決できる

革新的な技術として、脱細胞化した細胞外マ

 



 

トリックスで形成された足場に心血管細胞

を再播種させ、実質細胞で再構築された人工

心臓の作成が技術的に可能であることが示

唆された(Nat Med.;14:213,2008)。 

脱細胞化した心臓を足場として用いて、心

血管前駆細胞を再播種させる方法は画期的

であり、最近の動物実験の報告では、心臓の

他に機能的な肺や肝臓の器官再構築にも成

功 し て い る 

(NatMed.;16:927,2010; Science.;329:538,20
10;NatMed.;16:814,2010)。     

上記の手法を用いたバイオ人工心臓の作

成過程には、①潅流再播種時におけるドナー

細胞の喪失と②心血管細胞が未熟であると

いう問題点があり、再構築されたバイオ人工

心臓の心機能は、成人心の約 2％、乳幼児心

の約 25％しか機能していない。人工的に樹立

した成熟心血管幹細胞を用いることで、心室

筋細胞の緻密化を介してより機能性の高い

心臓の器官構築が期待できる。 

ヒト人工心筋細胞の樹立はいまだ報告が

ない。ヒト成熟心筋細胞用いたバイオ人工心

臓の作成は、既報以上に機能的に向上した人

工心臓を作成でき、臓器移植に代わる革新的

な治療法となる。 
 
２． 研究の目的 

重症心不全に対する治療法として、機械的

人工心臓の埋め込みや脳死心臓移植が目下

のところ主流の先端医療であるが、前者は高

額な医療費による経済・財政的負担、後者は

生涯通じての免疫抑制剤の投与や様々な副

作用による多臓器障害が報告されている。自

家細胞用いたバイオ人工心臓の作成により、

これらの問題点は着実に解決されると予想

されるため、本研究目的は、 

（１）ヒト心臓内幹細胞用いた人工ヒト心筋

細胞作成法の樹立。 

（２） ラット全心臓の脱細胞化による細胞

外マトリックスで形成された足場の

作成。 

（３） 脱細胞化した心臓への人工ヒト心筋

細胞及びヒト血管内皮細胞の再播種

化。 

（４） 再構築した自家細胞由来バイオ人工

心臓の機能解析及び移植検討。 
 
３．研究の方法 
（１） レンチウイルスシステム用いて、

GATA4/Tbx5/Mef2C をヒト心臓内幹細

胞に導入し人工ヒト心筋細胞を樹立す

る 。 分 化 し た 心 筋 細 胞 は

alpha-MHC-eGFP ガイド下で純化精製

する。 

（２） 麻酔下でラット心臓を摘出し、上行

大動脈に潅流チューブを挿入、SDS なら

びに 1%Triton-X をそれぞれ心腔内及び

冠動脈内に 15 分ずつ循環潅流させ、全

心臓の脱細胞化を行う。 

（３） 脱細胞化した心臓の右房、上行大動

脈にカニューレ挿入後、Radnoti 社製の

ワーキングハートシステム用いて、370C、

酸素化した潅流液内に 5x107個の心臓内

幹細胞と同数の人工心筋細胞を注入し、

細胞外マトリックスにヒト心血管細胞

を再播種させる。 

（４） ミラーカテーテルを左房内通じて

左室内に挿入し電気刺激を与え、左房・

左室圧及び心電図を記録する。人工心臓

はラットの腹部大動脈に他家移植し、術

後組織と心機能を評価する。 
 
４．研究成果 

（１） ラット心臓の脱細胞化 

① 12 週令の F344 Fisher ラットを麻酔し、

全身ヘパリン化後、正中切開にて上、下

大静脈、肺動静脈、胸部大動脈を剥離切

断し、全心臓を摘出する。ランゲンドル
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フ法によって、1.8mm のカニューレを

上行大動脈通じて逆行性に心臓内に潅

流させた。 

② 心筋保護目的で 10μM アデノシン入り

PBS を冠動脈内に平均 80mmHg で 15

分間潅流させ、引き続き 1％SDS そして

1％Triton-X をそれぞれ 15 分間持続潅

流させる。最終工程として、抗生剤入り

の PBS でその後 120 時間潅流させた。 

（２） 人工ヒト心筋細胞の細胞外マトリッ

クスへの再播種化 

① 脱細胞化した心臓は左房及び上行大動

脈に 18 ゲージのカニューレを挿入し心

尖部まで電気刺激リードを入れる。370C、

5％CO2 で酸素化された細胞培地を心房

内流量 20mL/min、冠動脈流量 6mL/min

で 24 時間心臓内に栄養を入れる。前・

後負荷は圧センサー介してそれぞれ

1-12mmHg と 1-60ｍｍHg に制御し、ペ

ーシングリード用いて 1Hz, 5-20V, 2ms

で周期的に心外膜側より刺激した。 

② 細胞は 5x107個の精製したヒト人工心筋

細胞と 5x107 個のヒト心臓内幹細胞を

200μL の PBS に希釈し、27 ゲージの針

使用し 5回に分けて左心室内に注入する。

回路内を密閉後、約 8 から 10 日間持続

潅流させることで三次元培養を行った。 

これまでの研究実施期間中において、遺

伝子組み変えをしていないヒト心臓内

幹細胞を中心とした再播種潅流実験を

主体に研究を進め、有効なヒト幹細胞の

脱細胞化した細胞外マトリックスへの

再播種に成功した。 

今後、GATA4/Tbx5/Mef2c を遺伝子導入

した人工成熟心筋細胞を大量に培養し、

より作業能が高い左室心筋の三次元レ

ベルでの再構築を目指していく。 
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