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研究成果の概要（和文）：生体臓器に匹敵する機能・形態を有する三次元バイオ人工心臓の創出に利用可能な技
術開発を行った：
#1. 界面活性剤と糖脂質物質を用いた新規脱細胞化技術を開発した; #2. ヒトiPS細胞由来心筋細胞の成熟化・
自己組織化を促進する方法を報告した; #3. ストレスファイバー（アクチン）とYAPシグナルの関係を調べた.そ
の結果、YAPシグナルが自己組織化においても重要な役割を果たしていることが示唆された; #4. 臓器様三次元
心筋組織に利用可能な三次元心臓イメージング技術を組織透明化 (CUBIC-2) を応用して確立した。

研究成果の概要（英文）：We have approached the development of new technologies that can be used to 
create a three-dimensional bioartificial heart with functions and morphology comparable to living 
organs:
# 1. We have developed a new decellularization technology using surfactants and glycolipid 
substances; # 2. We reported a method for promoting maturation and self-organization of human iPS 
cell-derived cardiomyocytes; # 3. We investigated the relationship between stress fibers (actin) and
 YAP signals. The result suggests that YAP signals also play an important role in self-organization;
 # 4. We have established a three-dimensional cardiac imaging technique that can be used for 
organ-like three-dimensional myocardial tissue by applying the tissue- clearing technique (CIBIC-2).

研究分野：再生医学、生体医工学、循環器内科学

キーワード： 自己組織化　iPS細胞由来心筋細胞　ストレスファイバー　YAPシグナル　Duchenne型筋ジストロフィー
　脱細胞化　三次元心筋組織構築

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心臓全体がびまん性広範囲に障害を受け、重篤な機能不全に陥っている心筋症のような病態に対しては、ドナー
からの臓器移植を含む治療が行われているが、臓器そのものを再生し、移植する方法の開発が期待されている。
近年、脱細胞化細胞外マトリックスを用いて立体臓器を構築する方法が一定の効果を示し、注目が集まるように
なったが、生体臓器に匹敵するバイオ人工心臓を構築するには様々な課題を解決する必要があり、細胞が本来あ
るべき場所に生着し、生着、成長する、自己組織化を理解することが不可欠である。本課題により、三次元心筋
組織構築に有用な知見が得られた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

近年、胚盤胞補完などの技術により、培養皿や動物の体内で、生体と類似した構造を持つオルガ

ノイドや臓器を再生する技術開発が進められているが、心臓のような大型臓器については、その

サイズや臓器再生にかかる時間等の制約のため、組織や器官の基質を鋳型として用い in vitro 

で立体臓器を構築する方法も行われている。 

 本課題研究代表者（李）らは、ラット脱細胞化細胞外マトリックスに心臓構成細胞を播種し、

生体心とほぼ同様のサイズ・形態を有し、自己拍動を示す臓器様三次元心筋組織の構築に成功し、

報告した (Yasui et al. Biomaterials 2014）。しかしながら、得られた臓器様三次元組織の微

小構造や機能は、生体心のそれらとはかけ離れたものであった。そのため、生体に匹敵する臓器

を構築する新規技術開発が必要と考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究においては、細胞の Homing, Adhesion, Maturation を始めとする細胞の自己組織化に関

連する特性に着目し、生体臓器に匹敵する機能・形態を有する三次元バイオ人工心臓の創出に利

用可能な技術開発を行うことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

１）心臓脱細胞化：新生仔ラット心臓を、界面活性剤および糖脂質物質を含む溶液に含浸・振盪

を行い、残存細胞、DNA、細胞外マトリックス（collagen 等）の形態について評価を行うととも

に、新生仔ラット由来心臓構成細胞を播種し、再細胞化心臓の自動能の有無を調べた。 

２）デュシェンヌ型筋ジストロフィー(DMD) 患者から樹立された iPS 細胞を用い、ディストロフ

ィンとアクチンストレスファイバーおよびの YAP の関係を、調べた。 

３）ヒト iPS 細胞由来心筋細胞（hiPS-CM）を配向性あり・なしスキャフォールド (SF) 上で培

養し、成熟化に及ぼす効果を調べた。 

４）ラット新生仔上頚神経節由来交感神経細胞と hiPS-CM を共培養し、機能・形態に及ぼす効果

を調べた。 

５）当グループがこれまでに報告した組織透明化技術 (Yokoyama et al. PLoS One 2017) を応

用し、心臓における神経・血管の３次元イメージング技術を確立し、健常心・病態心における交

感神経分布定量評価に応用した。 

 

４．研究成果 

１）新規脱細胞化技術と 3次元形態評価技術の開発：糖脂質物質を用いることにより、細胞外マ

トリックスの大きさや形態などに影響を与えずに脱細胞化を遂行しうることを見出した。本成

果は、特許出願をおこなうとともに、2020 年日本再生医療学会学術集会で発表した。さらに、

脱細胞化工程において光干渉断層イメージング装置により解析を用い、3次元組織である脱細胞

化技術の効果を評価する新規技術を開発し報告した。（李鍾國、「脱細胞化組織の作製法と医療・

バイオ応用」岸田晶夫・山岡哲二・干場隆志編、2019 年） 

２）細胞の増殖・遊走関連因子 YAP 活性とストレスファイバーアクチンとの関連：ディストロフ



ィンが欠損している DMD 患者から樹立された hiPS-CM を用い、ディストロフィンがアンカリン

グするストレスファイバー（アクチン）の機能性を調べた。また、アクチン機能を評価するため、

アクチンダイナミクスをライブセルイメージングで解析するプラットフォーム構築を行った。

その結果、DMD-iPS 心筋においては、アクチン蛋白の重合阻害、増殖マーカーの低下とともに YAP

関連遺伝子発現の低下が見られ、細胞の増殖・遊走関連因子の YAP シグナルがストレスファイバ

ーの影響を受けることが示され、組織構築における新規標的分子となる可能性が示唆された。本

成果は 2019 年心筋症研究会で発表するとともに（安武秀記：Young Investigator’s Award セ

ッション優秀賞）、国際学術誌で報告した（Yasutake et al. Sci Rep 2021）. 

３）他律的組織化が、hiPS-CM の成熟化に及ぼす効果：有配向性スキャフォールド (SF) 上で

hiPS-CM を培養すると、無配向性 SFあるいは SF なしの条件と比べ、電気生理特性や遺伝子発現

パターンなどの成熟化促進が観察された。有配向性 SFによる成熟化パラメータの一部は、hiPS-

CM を剥離して再播種した後も維持された。本成果は原著論文として報告した（Li J et al. Front 

Cell Dev Biol. 2021）. 

また、生体の解剖学的構造を持ちたスキャフォールドで心房タイプに分化させた hiPS-CM を

培養すると、心房性不整脈様の興奮伝播異常がみられた。（Nakanishi et al. Front Physiol 

2019） 

４）交感神経細胞との共培養による自己組織化：ラット交感神経細胞（rSN）と共培養すると、

hiPS-CM の自己組織化と成熟化が促進されることを見出した。一方、rSN 培養上清を用いた hiPS-

CM 単培養系では、hiPS-CM の成熟化が見られたが、自己組織化は見られなかった。本成果は、

2020 年 第 85 回日本循環器学会学術集会 Young Investigator’s Award (International Student 

Section) で発表した（Li Jun et al. 最優秀賞受賞、論文投稿準備中)。 

５）三次元心臓のイメージング法の構築：組織透明化技術（CUBIC-2）を用い、成獣マウス心臓

における交感神経および血管の３次元分布を観察する技術を用い、たこつぼ症候群マウスモデ

ルにおける交感神経線維の評価を行った。その結果、たこつぼ症候群マウスにおいて、交感神経

線維が病態ステージによりダイナミックに変化することが明らかとなった。本技術は、３次元構

築された心筋組織の品質評価に利用可能な技術と考えられた。本成果は国際心臓研究学会日本

部会（ISHR2020）で発表した（Masuyama et al. YIA session 優秀賞、論文投稿中）。 
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