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研究成果の概要（和文）：心筋梗塞などに対して患者自身の間葉系幹細胞などを移植する再生医療が注目されている。
しかしその効果は、細胞多産生する有用成分にもとづくものであり、また、その効果も十分ではない。そこで、さらに
高い治療効果を目指して、iPS細胞から拍動する心筋細胞などの機能性細胞を誘導して移植する治療法が注目されてい
る。本研究では、ブタ等の組織（心筋・肝・能）から細胞成分を取り除いた脱細胞マトリックスをiPS分化基材として
用いることでその有用性を確認した。

研究成果の概要（英文）：Regenerative medicine to transplant variour autologous stem cells such as 
mesenchyma system stem cells is attracting great attention for treating myocardial infarction or other 
deceases. However, its effect is known to be the paracline effect and is not satisfactory. Therefore, as 
a more effective stragegy, transplantation of the functional cells such as beating cardiomyoblasts 
induced from the induced pluripotent stem cells have been proposed. In this project, we confirmed the 
usefulness of acellular tissue derived from pocine heart, liver, and brain as the cell culture matriced 
in iPC differentiation induction.

研究分野： 再生医療

キーワード： 細胞　組織工学材料
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１． 研究開始当初の背景 
心筋梗塞に対する細胞移植療法が精力的

に検討され、比較的リスクが低い自己骨格
筋芽細胞や自己骨髄由来間葉系幹細胞が注
目されてきたが、その効果は満足できるも
のではない。さらに高い治癒効果を得るた
めに、拍動する心筋細胞が有用と考えられ
ている。本研究では、自己由来幹細胞から
高効率で拍動心筋細胞を誘導するための人
工ニッチ基材を開発することを目指した。
自己由来幹細胞として、主に iPS 細胞を選
択し、様々な培養基材が自己拍動心筋細胞
分化効率に与える影響を検討する必要があ
る。 
骨髄由来間葉系幹細胞からの心筋細胞誘

導に関する多くの報告があるが、GATA４な
どの心筋マーカーは陽性であっても、多く
場合は自己拍動しない。我々は、懸濁誘導
システムを開発し間葉系幹細胞から拍動心
筋細胞を作出することに成功したが、その
効率は低かった（Miskon et al. Tissue 
Engineering C (2010)）。一方、培養基材の
力学特性が幹細胞分化に影響することが注
目されている。 
 

２． 研究の目的 
我々は、弾性率だけでなくＥＣＭの種類

も分化効率に影響することを見いだしたこ
とから、本研究では、生体内の心筋細胞ニ
ッチを可能な限り正確に再現するために、
心筋組織そのものを心筋分化ニッチとして
利用した。すなわち、ヒト心筋組織と類似
のサイズ・組成を有するブタ心筋組織から
細胞成分を除去して ECM 成分のみを残した
脱細胞心筋組織を心筋分化人工ニッチとし
て使用した。我々が有する脱細胞技術は化
学物質を利用しないことから、細胞に与え
る影響が無視小であり、細胞接着・細胞浸
潤性にも優れる（国循特許 4092397・日豪
韓加中にて特許化完了）。さらに、これら脱
細胞組織上への細胞接着性を向上させるた
めに、Ⅰ型コラーゲン・エラスチン・ある
いは細胞接着性合成ペプチドによる表面修
飾を検討した。 
 

３． 研究の方法 
 研究方法は、①脱細胞化ブタ心筋組織の
作成（非化学物質的脱細胞処理）、②脱細胞
化心筋組織への細胞接着ペプチド複合化
（バイオインスパイアード表面）、③間葉系
幹細胞および iPS 細胞の基材上での培養と
分化誘導処理、④心筋分化（RT-PCR,免疫染
色）・拍動挙動（染色、電気生理）出構成さ
れる。その概要を図１に示した。ブタ心臓
壁組織を、目的の大きさで目的の方向から
スライスした組織切片を作成し、以下に示
す脱細胞化技術により処理し、表面への細
胞接着リガンド導入を行う。これを、ダブ
ルチャンバー法（図１の手法）により、培
養基材に固定化し、間葉系幹細胞および、

iPS 細胞を培養し、分化誘導特性を評価す
る。心筋組織の対象として、肝臓および腎
臓組織スライスも同様に作成し分化リネー
ジを比較検討する。 

 
 

図１ 脱細胞組織上での iPS 分化実験 
 

① 脱細胞化ブタ心筋組織の作成 
ブタ心筋組織を、ビブラトームを用いて

X/Y/Z 軸方向にスライスすることで、心筋
組織繊維の走行の異なる脱細胞心筋組織を
調製して、生理食塩水に浸漬し、ビニール
バッグ加熱シーリングにより密閉する。
10,000 気圧の圧力を 10 分間、30℃下で印加
し、生理食塩水で 2 回洗浄し、3 日間、所
定濃度の DNaseI と MgCl2 溶液を添加した
洗浄液で洗浄し、その後、EDTA 添加溶液
で十分に Mg イオンを除去する。脱細胞の
程度は、HE 染色及び DNA 定量により行な
い、脱細胞組織の力学的考察は引っ張り試
験など常法に従って行ない、ネイティブ組
織との相同性を注意深く検証した。 

 
② iPS 細胞の基材上での培養 

iPS 細胞についてはラット由来ではなく、
研究情報の多いマウス iPS 細胞株を選択し、
最終年度の移植予備実験に際しては、ヌー
ドラットを利用する方針とする。マウス
iPS 細胞株としては、４つの遺伝子
（Oct3/4,Sox2,Klf4,c-Myc）および３つの
遺伝子（Oct3/4,Sox2,Klf4）が導入された
2 種類の細胞株（492B4,178B5）を用いる。
これらは、心筋分化特性が異なることが既
に報告されている。細胞播種方法として、
single 細胞法および胚様体（Embryoid 
body；EB）形成法を用いる。また培地に
は、血清を 15％あるいは 20％含有するLIF 
不含有 iPS 細胞培地、および TSA（ヒスト
ン脱アセチル化酵素阻害剤）を含有するα
-MEM 培地の 3 種類を用いる。心筋細胞へ
の分化効率の指標には GATA4 等の分化マ
ーカーに加えて、拍動関連タンパク遺伝子
発現を選択した。 

 
③ 心筋分化拍動の評価 
拍動コロニーの出現率および拍動維持期

間では、目視による誤差を避けるために、
カルシウムインジケーターを用い、心筋細
胞の細胞の拍動に伴った蛍光強度変動パタ



ーンにより解析する（図２右上グラフ）。エ
レクトロカルディオグラムでは、目的コロ
ニーの物性を確認に優れるが、本蛍光法に
より全体的なコロニー出現数の定量のみな
らず、コロニー中で実際に拍動に供してい
る細胞の特定が出来る優れたシステムであ
る。 
 

 
図２ 拍動を始めた iPS 細胞と(左)とカルシウム
濃度による拍動の定量的解析(右) 
 
 
４．研究成果 
【脱細胞化組織の HE 染色と DNA 定量】 
脱細胞化組織が脱細胞化されているかを確
認するために HE 染色および DNA 定量評
価を行った。脱細胞化処理後には核染色像
が見られず、また、DNA 定量評価によっ
て細胞成分の除去が確認された。 
【脱細胞化組織の MT 染色と銀鍍染色】 
脱細胞化組織が脱細胞化前の力学特性を保
持しているかを確かめる為に、マッソント
リクローム染色と銀鍍染色を行った。脱細
胞化処理後には、核染色像が見られなくな
ったが、青く染まるコラーゲン（WT 染色
A）およびⅢ型コラーゲン（鍍銀染色 B）
は明確に観察されるため、脱細胞化後にも
ECM 成分は残存している事が確認された。 
【力学特性の評価】 
さらに力学特性が脱細胞化前後で変化して
いるかを確かめる為、圧縮弾性率を求めた 
脱細胞処理前後において圧縮弾性率に有意
な差は見られず、脱細胞化後においても弾
性率が保持されている事が確認された。 
【脱細胞化組織上での細胞の様子】 
心筋分化誘導時の脱細胞化組織上の細胞を
ヘキスト染色で染めて観察した(図３)。  

 
脱細胞化心筋および肝組織上では細胞が一
様に広がって増殖する一方で、脱細胞化脳
組織上では胚様体を形成していた。脳組織
には脂肪が多く含まれ細胞が接着、伸展し
にくいため胚様体を形成したと考えられる。 
 
【脱細胞化組織が iPS 細胞の心筋細胞分化
に与える影響】 
心筋細胞に特異的な遺伝子発現を、分化誘
導後 14、21、28 日において、リアルタイ
ム PCR を用いて評価した (Figure.5)。
GATA4（心筋分化マーカー）,αMHC、β
MHC、TnT2、MLC2v、MLC2a(心筋拍動
関連マーカー)用いた。脱細胞心筋上で心筋
発言関連遺伝子の上昇が確認されたが拍動
細胞は誘導されなかった。 
そこで一般的に用いられる。きわめて硬

いコラーゲンコートポリスチレン培養皿
（col-TCPS）とも比較し、モデル細胞であ
る P19 細胞や胎児心筋細胞などを用いて
検討を進めた。その結果、Col-TCPS 上で
は初期段階の心筋分化が活発に起こり、そ
の後の拍動関連分化（成熟化）の過程で、
柔軟勝つ生体内に近いニッチが要求されて
いる様子が示唆された。心臓は発生の時期
に応じてそのマトリックスの強度や組成が
変わっていることから、今回のように成ブ
タ組織で無く、さらに生体内環境に近い状
況を構築することが効果的であると考えら
れる。 
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