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研究成果の概要（和文）：本研究では幹細胞の分化制御機能と標的細胞の細胞選択機能を有する新規機能性培養基質の
創製により心筋再生組織構築の革新を目指す。動物心筋組織細胞外マトリクス由来ハイドロゲル培養基質を作成し、動
物由来培養基質上に幹細胞の心筋細胞への分化誘導を行い、基質力学特性の変化によって幹細胞の心筋細胞、平滑筋細
胞などの分化制御及び細胞選択の可能性を示唆した。更に応力印加バイオリアクタの応用によって心筋再生組織構築の
中間モジュールを作成することができた。本研究ではES/iPS細胞から高度機能的な心筋再生組織の新たな構築法が呈示
された。

研究成果の概要（英文）：This research aims to develop a novel approach for cardiac tissue engineering 
through the creation of the culture substrate which promotes the cardiac differentiation of ES/iPS cells 
and the selection of the differentiated target cells cultured on its surface. The culture substrate, a 
biohydrogel, was made from decellularized animal ventricular extracellular matrix. The research showed 
that stem cell differentiation can be modulated by controlling the mechanical properties of the culture 
substrate, and the target cell selection can be realized by imposing dynamic stress on the substrate. 
Bioreactor with mechanical stress control was developed to create the intermediate module for the cardiac 
tissue construction. This research presents a promising approach to tissue-engineer the highly functional 
cardiac tissue equivalent.

研究分野： 生体医工学・生体材料学
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１．研究開始当初の背景 
末期心不全に対して ES/iPS 細胞を用いる

再生治療法には多大な期待が寄せられてい
る。しかし、その臨床応用を実現するために
は二つの大きな課題を解決しなければなら
ない。一つ目は、貴重な細胞ソースの有効的
な利用およびガン化防止のため、ES/iPS 細
胞を高効率に分化誘導しなければならない。
二つ目は、分化した細胞を単に注入すること
だけでは、細胞接着率の低下や自己組織との
不十分な統合などの問題によって所望の治
療効果が得られないため、体外に再生組織を
構築してからの移植は最も効果的だと考え
られるが、即ち心筋再生組織構築の課題があ
る。これまでは上記の二つの課題に対してい
ずれも最良な解決方法はまだ確立されてい
ない。 

 
２．研究の目的 
本研究では、上記の二つの課題を協調的か

つ同時に解決するため、下記の独創的なアプ
ローチを考案・実施した。 
まずは、組織構築の立場からES/iPS 細胞の

心筋細胞〝だけ″の高分化率を追求する必要
は必ずしもない。ポンプ機能を有する心筋再
生組織の構築では、単に心筋細胞のみではな
く、特に血管系形成のための内皮細胞や平滑
筋細胞も不可欠である。実際の心筋組織中の
心筋細胞の割合はたかだか30%位に過ぎない。
従って、心筋再生組織構築の立場からES/iPS 
細胞分化のストラテジーを考案する際、やは
り再生組織構築に必要な心筋、内皮及び平滑
筋細胞を一括で高効率かつ適切な割合で分化
誘導することを目標に設定すべきである。 
次は、これまでの心筋再生組織構築法の短

所を回避、長所を充分に発揮するため組織構
築 方 法 論 、 即 ち 中 間 モ ジ ュ ー ル 法
（intermediate module）を考案した。中間
モジュールは、組織構築に必要な多種の細胞
の分化・培養を特定機能の培養基質上で行う
細胞-基質の統合的な構造であって、最終的
な再生組織構築の基本的な構成ユニットと
して用いる。 

 
３．研究の方法 
中間モジュールの培養基質としての新規機能
性培養基質の創製が上記の革新的アプローチ
の鍵となっている。これを実現するため下記
の研究方法に取り組んできた。 
（１）新規機能性培養基質の開発 
動物心室組織を脱細胞し、その細胞外基質を
溶解・ゲル化して機能性培養基質のベースを
作る。更に、塑性圧縮や生化学架橋を利用し
て細胞分化に最適な力学特性を有する基礎基
質を得る（物理的要素）。そして、他のECM 成
分と細胞分化促進因子を基礎基質上にコーテ
ィングする（生化学的要素）。 
（２）心臓血管系多種類細胞の同時分化誘導 
上記の培養基質の基本構造に心筋、内皮、平
滑筋細胞の同時分化誘導を行う。一般の培養

基質上の細胞生着は基質と細胞膜上に発現し
ている粘着分子（例えばintegrin など）との
相互作用によるので、基質上に培養されてい
る分化した標的の心筋、内皮、平滑筋細胞の
生着は心室由来の基質ハイドロゲルで他の非
標的細胞よりも強く生着させる。 
（３）細胞選択機能の検討と中間モジェール
の作成 
上記培養基質上に標的細胞を培養・分化制
御・成熟促進させるため、培養基質に力学的
な繰り返し伸展負荷をかけ、心筋細胞の更な
る成熟を促進するとともに、基質との結合力
の弱い非標的細胞を基質の繰り返し変形に
より脱落させ、排除する。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト iPS 細胞の心筋細胞への分化誘
導における安価なプロトコルの確立。近年
のヒト iPS 細胞研究の目覚ましい進展とそ
の大きな将来性を見据えて、これまでの幹
細胞ソースのマウス ES 細胞に加えてヒト
iPS 細胞も本研究の幹細胞ソースとして重
点にその心臓・血管系細胞の分化誘導を検
討した。これまでの研究成果に基づいて独
自の安価な分化誘導プロトコルを作成・実
施・検証した（図 1）。この分化プロトコル
の特徴は心筋細胞発生に関わる重要な二つ
の経路（BMP と Wnt）を統合的に誘導し、か
つ心筋前駆細胞段階の細胞増殖を重要視し
ている。また、これまで検討してきた転写
因子の遺伝子発現に加えて miRNA1 と
miRNA133 の発現も心筋細胞への分化の定量
評価の指標として利用した 
 
。 
 
 
 
 
 
図 1．ヒト iPS 細胞の心臓血管系細胞分化プロトコル 

 
（２）胚様体拍動を拍動ひずみ・応力によ
り定量的に評価する方法を確立した。拍動
胚様体における心筋細胞の更なる成熟促進
と細胞選択のため、胚様体拍動を拍動ひず
み・応力により定量的に評価する方法を確
立した。この方法は培養基質に接着した胚
様体を連続粘弾性体としてその物性特性と
拍動変位を測定した上に拍動ひずみ・応力
の解析ができた。この結果により、分化し
た心筋細胞の成熟に培養基質の力学特性の
最適化を検討することが出来た。また、心
筋細胞の選択について培養基質に印加する
動的応力の頻度・振動幅および位相の影響
が示唆された。分化細胞の拍動力の評価に
ついてはリング状心筋細胞－コラーゲンゲ
ル構造の拍動変位から細胞の拍動力を定量
的に評価するプログラムを開発し、その評
価精度と有効性を確認した（図 2）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．（a）ヒト iPS 細胞胚様体拍動と（b）拍動
模式解析 
 
（３）動物心室組織細胞外マトリクスをベ
ースに心臓血管系細胞分化・培養・選択の
培養基質ハイドロゲルの開発。この培養基
質の利点としては、心筋組織由来の分化促
進因子を利用して、接着性因子と溶液性因
子の基質との結合を同時に働き、安価かつ
効率的分化誘導を可能にする。また、基質
の細胞適合性も確立した。培養基質の力学
特性においては架橋剤EDACの利用及び塑性
圧縮の併用により基質の弾性特性を心室組
織の弾性と同じ程度に調整できた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．（a）培養基質の細胞培養適合性評価と（b）
基質力学特性の調整 
 
（４）培養基質の力学特性が細胞過程に及
ぼす影響について、基質の粘弾性の影響が
示唆された。基質の動的力学特性の検討を
加えて心室筋細胞の分化促進を果たすため、
静的弾性と動的弾性の役割、細胞選択の場
合には静・動的弾性と外部印加動的応力と
のマッチングの必要性を呈示した。基質の
細胞適合性については蛍光染色によって細
胞の増殖と基質の力学特性との関連性を示
した。心室筋組織細胞外基質由来ハイドロ
ゲルの力学特性を架橋剤EDAC及び塑性圧縮
の併用により心室組織の弾性と同程度に調
整した上に、異なる力学特性を有するハイ
ドロゲル上に心筋細胞を培養した。その結
果細胞の拍動能にはゲルの粘弾性の影響が
存在することがわかった（図 4）。 
 
（５）応力印加した基質での培養細胞の選
択。細胞分化・選択のバイオリアクタの改
良を行った。これまでの単一試料用のバイ

オリアクタを改良し、４サンプルまでに同
時実験できるようになった。また、改良後
の装置は静的pre-stressを基質に印加した
上、動的振動を加え、拍動心筋組織の応力
状態を再現でき、細胞分化・選択の有力な
実験装置となった。また、豚羊膜の非線形
力学特性を利用して、異なる応力の印加に
よって異なる弾性率の培養基質を得ること
が出来た。その上に線維芽細胞を培養する
と、高い弾性率の基質の中央部位に線維芽
細胞の増殖抑制と細胞脱落が出来た。この
ことによって培養基質上に部位ごとに細胞
の選択と分布制御が出来ることを示唆され
た（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．心筋細胞拍動に対する培養基質応力弛緩係
数の影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．開発した培養基質に応力を印加したバイオ
リアクタ 
 
（６）心筋再生組織構築中間モジュールの
作成。 
ブタ羊膜を培養基質としてマウス ES 細胞を
分化誘導したところに羊膜の力学特性の調
整によって心筋細胞と平滑様細胞の発現が
でき、マウス ES 細胞の心筋細胞への分化実
験では、BMP 誘導下における SSEA1- の分化
細胞株は Wnt、Noggin の誘導因子と培養基質
の弾性特性の調節によって、心筋細胞、内皮
細胞および平滑筋細胞への分化を同時に進



行し、かつそれらの細胞の割合を調整するこ
とを可能にした。それを基に心筋再生組織構
築の多種類細胞中間モジェールを作成した。 
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