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研究成果の概要（和文）：メカノ心臓再生医療に関し、ヒトiPS細胞から自発的に収縮する心筋細胞への分化誘
導を行った。この分化誘導は周期的伸展刺激により早期化し、ヒト線維芽細胞との共培養により促進された。小
児拡張型心筋症に対する心臓内幹細胞の自家移植療法に関し、TICAP-DCM第1相臨床研究を3症例に対し行い、細
胞移植を無事に実施した。
メカノ生殖補助医療に関し、マウス受精卵を用いてメカニカルストレスの有無による遺伝子発現の違いを網羅的
解析したところ、胚発育、細胞死、環境ストレス等に関する遺伝子発現に有意差が見られた。また従来のマウス
用チャンバーに対し、ヒト受精卵に利用可能な高純度シリコン樹脂製チャンバーを完成させた。

研究成果の概要（英文）：We induced differentiation of human induced pluripotent stem cells into 
spontaneously beating cardiomyocytes. We elucidated that the cardiac differentiation is facilitated 
by cyclic stretch stimulus and co-culture with human fibroblasts. It is suggested that stretch 
stimulus to cardiac stem cells induces release of paracrine factors, thereby increase cardiac 
contractility. With regard to autotransplantation of cardiac stem cells in pediatric dilated 
cardiomyopathy, we conducted the TICAP-DCM phase I trial and performed surgery for three patients 
successfully.
We also studied the effect of mechanical stimulus on gene expression of fertilized eggs in mice and 
found that the expression of genes related to embryo development and cell death was altered in 
response to mechanical stimulus. In addition, we successfully developed a high-quality silicone 
resin incubation chamber for human fertilized eggs. Furthermore, we found that hydrostatic pressure 
activates sperm activity.

研究分野： 生体医工学、循環器生理学、メカノバイオロジー

キーワード： 再生医療　生殖補助医療　人工多能性幹細胞(iPSC)　心臓幹細胞　体外受精胚　着床前胚　メカノバイ
オロジー　機械刺激
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト由来のiPS細胞の心筋分化誘導を、メカニカルストレス負荷により効率化したことは、これまでの動物由来
成分に依存した系を凌駕し、メカノ心臓再生医療をより現実に近づけるものである。小児拡張型心筋症に対し心
臓内幹細胞の自家移植療法を行うTICAP-DCM試験での移植に成功したことは、この治療法の実現に寄与した点で
意義が大きい。メカニカルストレス付加による体外受精胚の遺伝子発現変化を捉えたことにより、メカノ生殖補
助医療が高品質な受精卵発育を促すメカニズムの解明に近づいたと考えられる。



１．研究開始当初の背景 
 
 我々の体は様々な機械的刺激(メカニカルストレス)を受容し、これに応答することで正常な
生理機能を維持している。その破綻により病態が起こる。再生医療・生殖医療を行う上で、メカ
ニカルストレスを積極的に取り入れた方法論が必要である。申請者らは血管前駆細胞において
シェアストレスは内皮細胞に、ストレッチは平滑筋細胞に分化させることを示した。しかし、ヒ
ト幹細胞から心筋細胞への分化誘導の効率化に関し、メカニカルストレスを応用した研究は稀
な状況であった。 
また、現状の生殖医療技術は母胎における生理的生殖過程とはかけ離れた環境下で行なわれ、

受精率・着床率・生児獲得率などの向上は限界に達している。臨床現場からはブレークスルーと
なる技術が渇望されている。卵管内での生理的メカニカルストレスを模した斬新な人工卵管シ
ステムは、国内では申請者のグループが、国外では米国ミシガン大学のグループが開発している
に過ぎない状況であった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、これまでに研究代表者が培ってきた分子・細胞・組織・個体レベルでのメカノバ
イオロジー理論に基づき、少子高齢化対策の一助としてメカノ心臓再生医療とメカノ生殖医療
のトランスレーショナルリサーチを展開する。医療現場でのニーズをフィードバックし、臨床利
用可能な革新的次世代メカノ医療技術を開発する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) メカノ心臓再生医療：心筋および血管前駆細胞に対し、ストレッチとシェアストレスを負荷
し自己組織化による vascularized 心筋ブロックを作成する。慢性心筋梗塞モデル動物への前
臨床試験と、ストレッチ心筋幹細胞を適切に分化させるための条件探索及び慢性心不全モデル
動物に経冠動脈注入を行う。 
(2) メカノ生殖医療：卵管内メカニカルストレスを模した人工卵管システムを創生し、前臨床試
験を行うと同時に受精卵のメカノトランスダクションの分子基盤を解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1) メカノ心臓再生医療 
(1)-① ストレッチ・シェアストレス
負荷 vascularized 心筋ブロックの作
成 
ラット胎児心臓から単離した細胞

を用いた予備実験において 、厚さ約
1mm の 3 次元心筋組織を構築した。こ
れに伸展刺激を与えると、心筋組織の
収縮力が増大することを確認した。次
に 2次元培養系において、ヒト人工多
能性幹細胞(iPS 細胞)から自律的に拍
動する心筋細胞への分化誘導に成功
した。この培養系において線維芽細胞
との共培養を行うと iPS細胞から心筋
細胞への誘導が効率的に行われるこ
とを見出した。さらに周期的な伸展刺
激を与えると、自律的な収縮の頻度が変化し、メカノストレスの刺激が無い細胞より早期に拍動
を示すことが示唆された。 
3 次元の培養系において、iPS 細胞または線維芽細胞のみでは安定的な構造が保たれなかった。

これらの細胞の混合比率、培養基質の種類（マトリゲル、コラーゲン、パナセアゲル）、および
培地投与条件の検討を行い、共培養 3 次元組織の構造的安定性を最適化するパラメータを得た。
培養容器の形状に関しては、細胞組織の強度を十分に保ち、線維芽細胞の配向を一定に維持する
ためには、特別な形状をモデルする必要があることが明らかとなった。ライブイメージングによ
り、3次元培養組織が自発的な細胞内カルシウムイオン濃度変化を示すことを確認した。得られ
た 3 次元組織に心臓収縮を模擬した繰り返し伸展刺激を与えたところ、組織の強度および構成
が変化することが肉眼的観察および HE 染色像により確認された。さらに 3次元の基質中で培養
した細胞組織に対し、伸展刺激と剪断応力を同時に負荷するチャンバーを開発し、iPS 細胞およ
び歯肉線維芽細胞の共培養を行った（図 1）。 

 

図 1. 3 次元シェアストレッチチャンバー 



3 次元培養組織に血管を導入する実験において、iPS 細胞/線維芽細胞の共培養系に血管内皮
細胞を加えることにより iPS 細胞の心筋分化誘導が促進することが示唆されたものの、管腔構
造を持つ血管の形成には至らなかった。このため、前臨床試験としての慢性心不全動物への 3次
元心筋組織の移植は今後の課題で準備中である。 
 

(1)-② ストレッチ心筋幹細胞およびその経冠動脈注入法の確立 
本研究成果から、機械的伸展刺激は幹細胞より直接遊離するエクソソームが様々なパラクラ

イン因子や micro RNA を分泌することで、in vivo での治療効果を向上させていることが明らか
となった。この新たな知見により、機械的伸展刺激により通常に培養している幹細胞からより多
くのエクソソームの遊出を促進させ、cell-free での心筋再生医療の開発に繋げることが可能と
なった。 
心臓幹細胞の移植に関しては、平成 28 年度に実施承認された小児拡張型心筋症に対する第 1a

相臨床研究(TICAP-DCM 試験)について、
平成 29 年 7 月に第 1 症例目を登録開始
した。平成 29 年度内には合計 3例の 18 
歳未満の適応症例に対して、心筋生検に
よる組織採取ならびに大量培養後の冠
動脈注入法による自家細胞移植を実施
した（図 2）。 
小児拡張型心筋症に対する心臓内幹

細胞の自家移植療法について、TICAP-
DCM 第 1相臨床研究の実施計画書に沿っ
て、平成 30 年度は適応基準を満たす 3
症例に対し登録し、細胞移植を無事プロ
トコル通りに実施した。伸展刺激を負荷
した細胞を用いることにより、治療効果
がさらに増大する可能性がある。 
 
(1)-③ 培養心筋ブロックの力学機能評価 
 カーボンファイバーを用いた心筋細胞の力学評価を行った。亜急性の伸展刺激によって起こ
る緩やかな張力増加(slow force response)におけるカルシウム動態の変化を確認し、そのとき
の筋小胞体カルシウム容量の変化を確認した。 
心筋細胞のメカニクス解析については、心筋細胞伸展に伴う細胞内カルシウム濃度の緩徐な

増加は、伸展によるアンギオテンシン II受容体活性化を介して TRPC3 チャネルが活性化し、ナ
トリウムやカルシウムが細胞内に流入することにより起こることが明らかとなった。また、伸展
刺激によりミトコンドリア膜電位が過分極し、NOX2 由来の伸展刺激誘発性 ROS 産生増加にもミ
トコンドリア電子伝達系が関与していることが明らかとなった。また、メカノセンサーとして報
告した TRPV2 が心筋の興奮-収縮連関発達に関与していることが明らかになった（Nature 
Communications リバイス最終段階）。 
 

(2) メカノ生殖補助医療 
本研究の成果により、ヒト受精卵に利用可能な高純度 PDMS 製チャンバーが完成した。マウス

受精卵に関しては、マウス二細胞期胚から胚盤胞まで体外で培養する際に、静置培養で培地成分
の違いやメカニカルストレス(MS)の有無による遺伝子発現の違いを網羅的に解析した。培地の
差異と MS の有無により、胚発育、細胞死、環境ストレスに関与する幾つかの遺伝子発現に有意
差がみられた。 
非生理的な環境が初期胚発育に及ぼす様々な影響を検討するため、マウス 2 細胞期胚から分

化が生じる胚盤胞まで体外培養した場合と、その体外受精胚を胚盤胞まで培養した場合におい
て、遺伝子発現網羅的解析を行った。培地の差異、メカノストレスの有無、胚培養数の違い、初
期胚培養開始段階の差異により、胚発育、細胞死、環境ストレス、DNA やヒストン、細胞接合に
関与する幾つかの遺伝子発現に有意差がみられた。興味深い傾向としては、着床前胚は培地成分
や初期胚培養開始段階の差異は栄養外胚葉に働き掛ける作用があり、メカノストレスや
Autocrine/ Paracrine 作用では胚盤葉上層活性化に影響を及ぼす可能性がある。メカニカルス
トレス付加による体外受精胚の遺伝子発現変化を捉えたことにより、メカノ生殖補助医療が高
品質な受精卵発育を促すメカニズムの解明に近づいたと考えられる。また当初計画には含まれ
ていなかったが、メカニカルストレスとしてストレッチおよびシェアー刺激に加え、静水圧付加
に関する知見も得られた。ヒト精子に高静水圧処理を行なったところ、精子の活性化が見られた。
本研究の推進により、生殖補助医療のさらなる発展が期待される。 
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