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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、ES/iPS 細胞の心筋症治療の早期実現における二つの重要な課題：心筋細胞への効

率的分化誘導と体外での再生組織の構築、を取り組んで、幹細胞工学、タンパク質工学及び細

胞組織工学の融合により、新たな細胞分化培養基質支持層を開発し、この支持層上にマウス ES

細胞の分化促進と心筋組織単層の作成を行い、多数単層の積層によって心筋再生組織を構築し

た。上記の実験研究により、ES 細胞の心筋細胞への分化誘導、培養基質の力学特性およびその

ES 細胞の分化に及ぼす影響、並びに体外心筋再生組織構築における新知見を得、課題の更なる

進展に関する重要な方法を示した。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 This research deals with the two critical issues for the realization of the clinical use 
of ES/iPS cells in the treatment of heart failure: one is the effective differentiation into 
cardiomyocytes from ES/iPS cells, and another is the creation of cardiac tissue 
equivalent. By the integration of stem cell engineering, protein engineering, and tissue 
engineering, a novel method for fabrication of natural-ECM included scaffold layer was 
developed; differentiation into cardiomyocytes was enhanced on this scaffold; and 
furthermore, cardiac tissue equivalent was created through stacking multi such layers. 
The above experiments have brought out findings in the differentiation of mouse ES 
cells into cardiomyocytes, in the effect of mechanical characteristics of scaffold on the 
differentiation, and in the construction of cardiac tissue equivalent.  
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１．研究開始当初の背景 

胚性幹（ES）細胞・iPS 細胞は心筋障害に

対する新たな治療法として注目されている。

しかし、その臨床応用を実現するためには、
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まず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、幹細胞を高効率に分化誘

導しなければならない。次に、分化した細胞

を患部に注入することだけでは、細胞接着

率・自体細胞との統合の低下などの問題点に

よって、所望の治療効果が得られないことが

分かってきたので、分化細胞を用いて体外に

移植組織を構築してからの治療策略は期待さ

れている。 

これまで ES 細胞・iPS 細胞の心筋細胞への

分化誘導法は心筋の正常発生過程を模倣す

ることであって、主に生化学的誘導因子の培

養液中の添加によって分化誘導を行う。しか

しながらこのような方法は、まだ十分な分化

効率を得ることができていない。体外心筋再

生組織の構築においては、成型した scaffold

または完全な心臓器官を脱細胞してその細

胞外マトリクス構造を利用する Top-down の

方法と東京女子医大の岡野教授が開発した

細胞シート工学による Bottom-up の技法が存

在するが、それぞれの方法は利点と問題点が

併存し、いずれも満足していく構築方法では

ない。近年、細胞外基質の生化学特性、物理

特性が幹細胞の分化誘導・分化促進に大きな

影響を及ぼすことが明らかになって来た

(Engler A et al., Cells, 126:677-89,2006; 

Chen S et al., Stem Cells, 25:553-61,2007)。 

申請者は細胞外基質を有効に利用するこ

とは幹細胞の効率的な分化誘導と優れた心

筋再生組織の構築法の二つの課題の接点と

して考え、培養心室細胞由来基質上での ES

細胞の分化促進と心室モデルの創出を提案

した。 

 

２．研究の目的 

 幹細胞工学、タンパク質工学及び細胞組織

工学の融合による応用基礎研究として、本研

究は： 

（１）培養した胎児心室細胞の産出した細胞

外基質上に ES 細胞を心筋細胞に分化促進す

る。そのための基質支持層を作成し、その上

に ES 細胞を培養・分化し、細胞組織工学的

心筋単層を作成する； 

（２）この心筋単層を基本要素として積層し、

我々がこれまでに開発した心筋再生組織の

構 築 手 法 を 改 良 し 、 生 体 機 能

（Frank-Starling 則）を有する心室モデルを

創出する。 

 

３．研究の方法 

我々はこれまでの研究成果を踏まえ、以下

の独創かつ革新的な３段階の方法でES細胞か

ら心筋再生組織を構築する。  

（１）胎児心室由来細胞を培養し、培養液・

期間の調整によりES細胞の心筋細胞の分化を

促進する細胞外基質を分泌させ、細胞外基質

支持層を作成する。 

（２）その上にマウスES細胞を培養、心筋細

胞に分化し、細胞組織工学的心筋単層を作成

する。段階（１）、（２）の特徴：幹細胞の増

殖、分化誘導を細胞のmonolayer培養で行う；

細胞外基質の分化促進作用を利用できる；構

造の基礎強度が確保される。 

（３）この心筋単層を積層し、心筋単層間に

局所流れを培養液灌流によって作り出し、更

に我々が既に開発した電気―応力バイオリ

アクタに基づき新たな電気－収縮・拡張－灌

流微小管ネットワーク bioreactorを開発し、

そ こ で の 培 養 に よ っ て 生 体 機 能

（Frank-Starling 則）を有する心室モデルを

創出する。段階（３）の特徴：組織構築中で

の細胞播種・接着率などに当たる問題を回避

できる。構造内部が灌流でき、更に毛細血管

の生成も期待できる。 

 

４．研究成果 

（１）マウス ES 細胞の心筋細胞への分化誘

導について 

 マウス ES細胞の前期分化誘導においては、

広く使われる BMP2 誘導－胚様体形成法を採

用し、その分化は BMP2 で処理した後に分化

を始めた細胞（未分化状態のマーカーである

SSEA-1が発現されていない細胞、以下 SSEA-1

－

細胞）と始めなかった細胞（SSEA-1 発現し

ている細胞、以下 SSEA-1

＋

細胞）を磁気分離

法により分けて、それぞれの心筋細胞への分

化の割合を比較した。BMP2 によって誘導され

分化を始めた細胞は拍動する胚様体の割合

がピークに達する時期は早かったもののそ

の割合は低く、分化が始まらなかった細胞は

拍動する胚様体の割合がピークに達する時

期は遅かったもののその割合は高くなる、と

いう結果が得られた（図 1）。 

 このような結果を引き起こした原因を検討

するために、マウス ES 細胞の心筋細胞への 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図1 SSEA-1

＋

細胞とSSEA-1

－

細胞の心筋細胞

への分化の割合 

 



 

 

分化過程の重要時期に細胞サンプルを採取

し、分化過程を示す特異マーカーである

Brachyury(Bry)T 、 Mesp1 、 Islet(Isl)1 、

Nkx2.5、Hand2、および心筋細胞への分化促

進 因 子 で あ る p300 、 Serum Response 

Factor(SRF)の mRNA 発現量を RT-Real Time 

PCR 法を用いて比較・検討した。その結果、

BMP2 の処理に因って早期に分化を開始した

SSEA-1

－

の培養細胞では、細胞群内の分化促

進が弱く、これに対して SSEA-1

+

の細胞は主

要転写因子の発現時期が遅れるが，再播種の

刺激によって分化促進因子 p300 と SRF の高

い発現を誘発し SSEA-1

－

の培養細胞よりも高

い分化割合を達成した（図 2）。この結果は分

化促進因子の特定時期の高い発現が今後の

ES 細胞の心筋細胞への高効率な分化誘導に

重要であることを示唆した。 

（２）細胞外基質支持層の作成とマウス ES

細胞の心筋細胞への分化誘導について 

ラット胎児心室由来細胞を培養し、培養

液・期間の調整により ES 細胞の分化に促進

す る 細 胞 外 基 質 を 分 泌 し た 培 養 細 胞

monolayerをglutaraldehydeにより固定化す

る後、Triton X-100 で透過し、残った細胞外

基質に、分化したマウス ES 細胞を播種、心

筋細胞の分化を促進する実験を行った。また、

基質支持層として羊膜の優れた力学特性を

着目し、脱細胞した豚羊膜を酢酸処理による

構造改良を行い、その上に分化したマウス ES

細胞を播種し細胞組織工学的心筋単層を作

成した。支持層の主体である豚羊膜の力学特

性を引張試験により詳細に調べた（図 3）。更

に計測されたデータに基づき非線形粘弾性

モデルを提案した。この非線形粘弾性モデル

は、非線形弾性体 3 つと非線形粘性体 2つに

よって構成されており、弾性体係数 C
1

、C
2

、

ひずみ指数 α および応力緩和係数 λ
1

、λ
2

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 各分化時期に心筋分化促進因子 SRF の

SSEA-1

-

と SSEA-1

＋

細胞における発現（n=4） 

 

 

図 3 豚羊膜の粘弾性とその力学構成モデル 

 

の 5つのパラメータを持っている（図 3）。実

験データの解析によって羊膜には等方性と

部位的異質性の素材であることが分かった。

粘弾性特性に関して、腹部の弾性体係数 C
1

は 2.8±1.8 MPa、C
2

は 2.3±1.7 MPa、ひずみ

指数 α は 3.1±0.6、応力緩和係数 λ
1

は

13.9±6.0 s 、λ
2

は 55.9±11.3 s で、背部

の弾性体係数 C
1

は 1.3±1.2 MPa、C
2

は

0.8±0.5 MPa、ひずみ指数 α は 3.3±1.2、

応力緩和係数 λ
1

は 10.6±2.8 s 、λ
2

は

48.5±5.8 s である。弾性体係数、応力緩和

係数共に腹部の方が背部より大きいことが

分かった。強度特性では、腹部の最大応力は

2.6±0.9 MPa、最大ひずみは 0.8±0.1、ヤン

グ率は 7.3±1.7 MPa で、背部の最大応力は

0.8±0.3 MPa、最大ひずみは 0.8±0.2、ヤン

グ率は 2.3±0.6 MPa である。このことから、

腹部の羊膜は背部に比べて強度が高いこと

が分かった。このような羊膜の力学特性に関

する詳細な検討は初めて（動物・ヒトを含め

て）であり、取得したデータは重要な科学的

な価値を有することを考えられる。 

次に、心筋細胞基質付着と構造を改良した

基質支持層に分化誘導した ES 細胞を再播種

し、ES 細胞の分化促進と細胞組織工学的心筋

単層を作成した。この支持層は分化心筋細胞

の拍動力の向上、拍動期間の延長に顕著な効

果を示している。特に、一般培養法では胚様

体の growth-out から採取した分化心筋細胞

の再播種が自発的な拍動が著しく弱くなる

ことに対して、支持層での培養は支持層全体

に渡る強い拍動が一ヶ月位に維持している。

また、支持層の平面変位から心筋細胞拍動の

強度を評価する方法を提案し、分化心筋細胞

の拍動を定量的に評価することが出来た。更

に、支持層の力学特性を調整し、その胚様体

の心筋細胞の分化率に及ぼす影響を調べた

ところ、支持層の最適な弾性特性が存在する

ことが示唆された（図 4）。 

（３）心筋単層の積層に用いる電気刺激－培

養液灌流バイオリアクタの開発 

 上記の心筋単層組織を用いて心室モデル

を構築するために、複数の単層を積層する必 

実験値     

理論値（引張） 

理論値（弛緩） 

⓪ ① ② ③ ④ ⑤ 

⓪コントロール 

①BMP2 誘導直後 

②HangingDrop 後 

③再播種 

④拍動胚様体出現 

⑤拍動ピーク時期 
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＊ ＊ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 基質支持層の弾性係数と心筋細胞の分

化率との関係 

 

要がある。このために、積層用培養液灌流バ

イオリアクタを開発した。このバイオリアク

タは電気刺激装置と培養液灌流装置の二つ

の部分からなり、まずそれぞれの開発に進み、

最後に統合して心室モデルの培養に利用す

る。電気刺激装置については我々既に開発し

た応力－電気刺激培養リアクタを改良し、特

に電気刺激の強度、頻度、および duty ratio

をより幅広い範囲で調整できるようになっ

た。培養液灌流装置については、図 5に示す

市販CO
2

-インキューベータ内に使用できる小

型灌流装置を開発した。この装置の積層原理

は多層積層構造上に適切な物理的圧力を等

間隔で印加し、圧力を受けた部分は密な組織

結合が出来、圧力を受けていない間隔の部分

は培養液灌流が流れる部位で血管と血管新

生促進の役割を担っている。図 5 の原型装置

はこの積層培養原理を確認することができ

た。しかし、長期培養においては灌流流路の

継続的な確保という問題点が出てきて、更な

る改良が必要である。 

上述の本研究の成果は ES 細胞の心筋細胞

への分化誘導、培養基質の力学特性およびそ

の ES 細胞の分化に及ぼす影響、並びに体外 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 心筋単層の積層培養に用いる培養液灌

流バイオリアクタ 

 

心筋再生組織の構築における新たな知見を得、

特に培養基質支持体の開発と有効的な利用は

ES/iPS細胞の心筋症治療の早期実現に向けて、

二つの重要な課題：心筋細胞への効率的分化

誘導と体外での再生組織の構築、を解決する

重要な鍵になっていることを示唆した。本研

究に関する発表論文の内、Viscoelastic 

characteristics of contracted collagen 

gels populated with rat fibroblasts or 

cardiomyocytes. J of Artif Organs, 2010; 

13(3):139-144.（Z Feng, D Seya, T Kitajima, 

T Kosawada, T Nakamura, M Umezu）は2011

年度日本人工臓器学会論文賞（広領域）を受

賞した。 
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