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研究成果の概要（和文）：心臓細動の患者からメイズ手術で得られた心房組織から分別した線維芽細胞では、筋線維芽
細胞が高発現している。筋線維芽細胞は周囲の急性炎症や慢性炎症の結果生じる病態心臓で見られる間葉系細胞の収斂
スポットである。皮膚線維芽細胞や心臓線維芽細胞と比較して形態、増殖性は殆ど差異がないが、少なくともこの細胞
を用いてiPS細胞は誘導されない。遺伝子レベルではα-SMAやMyoDを高発現しているが、iPS細胞誘導抑制原因遺伝子は
同定されていない。最近の論文では、iPS細胞誘導の際、4因子導入後に間葉系遺伝子のdownregulationが生じるとして
いるが、線維芽細胞を用いた場合、それは生じないことが判明した。

研究成果の概要（英文）：Most of the fibroblast separated from atrium tissue provided by Maize operation 
from a patient with atrial fibrillating, is a myofibroblast. Myofibroblasts are mesenchymal cells found 
in the pathological heart resulting from acute inflammation and chronic inflammation. If dermal 
fibroblasts are compared to the cardiac fibroblast, these two cells are not little difference in terms of 
morphology and growth potential, but the iPS cells are not derived using myofibroplast cells. 
Myofibroplast has high expression of α-SMA and MyoD at the genetic level, but a particular gene which 
inhibit the induction of iPS was not identified. Several papers described that in the process of iPS 
induction, downregulation of mesenchymal gene occurs after four factors introduced, but we found that if 
using a fibroblast cell, there is no downregulation of mesenchymal gene.

研究分野：心臓外科学
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１．研究開始当初の背景 

 当心臓病センターではこれまで、心房細

動に対するメイズ手術の際に廃棄される左

心耳と、同一患者でドレーン挿入部の皮膚

からInduced pluripotent stem cells 

(iPSCs)を誘導する研究を行ってきた。

iPSCsは、日本の山中グループが開発し、

受精を前提に作成される万能細胞

（embryonic stem cells）と異なり作製過

程における倫理的問題点にも抵触すること

なく、世界中の研究者がその作成に没頭し

ている。体細胞には固有の記憶が存在し、

その記憶により細胞運命は決定される。こ

の記憶のメカニズムはエピジェネティクな

制御により行われている。iPSCs技術のハ

イライトは、体細胞に山中４因子

（Oct3,Sox2,Klf4,Myc）を導入することで

これらの記憶を消去し、どんな細胞にも変

化可能な細胞を獲得することである。従っ

てiPSCs研究は、再生技術だけに恩恵をも

たらすだけではなく、疾患形成のメカニズ

ム解明にもツールとして十分なアドバンテ

ージを我々に提供する。iPSCsより誘導さ

れた標的細胞は、理論的には生活習慣や加

齢に伴い進行した疾患の病態前の状態を呈

するはずであり、理論上比較検討が可能と

なる。患者体細胞からiPSCsの樹立

（patient derived iPSCs）の重要性はこの

ためである。現在、侵襲性の少ない組織か

ら採取された体細胞（皮膚、血液など）か

らのiPSCsの誘導が行われているが、

patient derived iPSCsも理論的には2種類

の体細胞が存在する。患者の正常組織から

の体細胞、そして罹患臓器からの体細胞を

用いたiPSCsである。iPSCsは、理論的に

は強力に記憶消去が行われるが、完全消去

までいたっていない可能性はあり、その為

誘導しやすい体細胞は存在すると考えられ

ているが、科学的根拠はなされていない。

仮にそうであるならば、患者の生活習慣の

変調からエピジェネティクな制御の変化を

誘導し疾患に至ると考えられる生活習慣病

（心疾患）となった罹患臓器は、疾患の立

場から見た場合、より記憶の消去は困難と

考えられる。従って同一の患者からの異な

った２種類の体細胞（正常、罹患）の比較

は極て重要である。 

心臓病センターではこれまで、200 mg 

〜400 mgの左房組織並びに皮膚組織を

細切し、線維芽細胞の初代培養を得る研

究を進めてきた。これら同一患者より分

離培養された２種類の線維芽細胞を用い

て、山中４因子をエピソーマルベクター

に組み込み、電気穿通法を用いて遺伝子

導入しiPSCs誘導を施行した。皮膚組織

由来線維芽細胞からは、patient derived 

iPSCs、そして心筋細胞群の誘導に成功

している（図１）。現在誘導されたiPSCs

は、心筋細胞群分別の為、冷凍保存され

ている。メイズ手術により切離された心

耳より分別培養された線維芽細胞は、α

－smooth Muscle Actin(α－SMA)を高発

現している筋線維芽細胞（Myofibro- 

blasts）がほとんどであり、病態を有し

た組織と言えよう。興味深いことにこの

筋線維芽細胞からは、iPSCs誘導が全く

かからず、ほとんどの細胞が誘導後に増

殖せず老化し、死細胞に至ることが発見

された。即ち、同一患者でも皮膚由来線

維芽細胞はiPSCs誘導が起こるが、左房

由来の筋線維芽細胞からは誘導されない。

このことはいままで報告されておらず、

全く新しい知見である。さらに、皮膚由

来の線維芽細胞も継代を重ねるとα－

SMA が発現し、iPSCs誘導が困難になる

ことが観察されている。山中グループは

増殖性を有するどの体細胞でもiPSCs誘

導されると推測しているが、心臓病セン

ターのこれまでの研究はこの見解に合致

しているとは云えない。 



 
２．研究の目的 

新たに見つかった左房由来の筋線維芽細

胞のiPSCs誘導の詳細なプロトコールの

確立し、同一患者異なる組織から誘導さ

れたiPSCsの品質の確認をすることをプ

ロジェクト目標とする(図 3)。 
 
３．研究の方法 

メイズ手術で通常切離破棄されている左房

組織を使い研究に用いる。剥離された左房

組織の一部を１mm-2mmの小片に細切し、

培養皿に付着させる。組織より分泌される

体液をのり替わりにし、約20分乾燥後に

20％FBS/DMEMにグルタマックス、ペン

トシリン/ストレプトマイシンを加えた培

養液にて培養を開始する。約10日間で組織

よりケラチノサイトが出現し、それより心

臓由来線維芽細胞が出現する。約1週間で 

コンフルエント近くに達し、数代 継代した

後凍結保存し iPSCs 誘導用とする。 

手術で得られた患者皮膚組織(2x5mm、厚

さ 2-3mm)を 抗生剤で十分に洗浄した後、

1mm 角に細切し、培養皿に付着させる。

組織より分泌される体液をのり替わりにし、

約20分乾燥後に20％FBS/DMEMにペント

シリン/ストレプトマイシンを加えた培養

液にて培養を開始する。約10日間で組織よ

りケラチノサイトが出現し、それより心臓

由来線維芽細胞が出現する。約1週間で コ

ンフルエント近くに達し、数代 継代した後

凍結保存し iPSCs 誘導用とする。 

 
 
４．研究成果 

 iPS 細胞誘導の概念として２つのコン

セプトが存在する。１つは、増殖性を有

する体細胞であれば、基本的に iPS細胞

誘導が可能であるとするストカスティッ

クモデルと、ある特殊な細胞のみ iPS細

胞誘導が可能と考えるエリートモデルで

ある（図１）。 

 

 購入した間葉系細胞を用いた iPS細胞の

場合、京都 iPS研究所より発表されたプロ

トコールによりヒト iPS細胞作製は問題な

く可能である。一方患者由来初代培養間葉

系細胞を用いた場合皮膚由来であれば効率

は極めて悪いが何とか iPS細胞を誘導可能

である。メイズ手術により摂理剥離された

心房組織より分別培養した心臓由来線維芽

細胞は、その形態、GFPを用いた遺伝子導

入効率など、少なくとも皮膚由来線維芽細

胞のそれらに比べて、特段劣ることはない

が、iPS 細胞誘導されることなく、すべて

の細胞が老化し死する（図２）。 

 その為、患者心臓由来線維芽細胞の遺伝

子プロファイルを確認したところ、

Myofibroblasts(筋線維芽細胞)が、極めて

高発現していることが判明した。筋線維芽

細胞は、α―SMA をマーカーとし、周囲

の急性▪慢性炎症の結果生じる病態心で見

られる間葉系細胞の終末スポットである

（図 3、 4）。 

 

 



 

 興味深いことに、患者皮膚由来線維芽細

胞のα―SMA 発現は高くなく、筋線維芽

細胞への変化はほとんど生じていないこと

が判明した。いくつかの患者心臓由来線維

芽細胞を確認したが、すべて患者で筋芽細

胞は高発現しており、病態心から切離され

た組織を用いた線維芽細胞分別においては、

ほぼ筋線維芽細胞であることが判明した。 

 Ubilらは、心筋虚血による心筋障害を誘

発した際、心臓線維芽細胞の一部が、MET 

(Mesenchymal Epithelial Transition)を介

して内皮細胞化することを証明し、その際

心臓線維芽細胞の一部が筋線維芽細胞に変

化するが、筋線維芽細胞から内皮細胞変化

はほとんど生じないとした。実は、間葉系

細胞の iPS細胞誘導もMETを介して起こ

る。もしそうであれば、筋線維芽細胞から

の iPS 細胞誘導は極めて困難である（図 

5）。 

 加えて、最近の論文では、山中 4因子は、

遺伝子導入後間葉系の主要遺伝子の発現を

減弱させることを示しているが、少なくと

も筋線維芽細胞を用いた場合、現在のプロ

トコールでは、間葉系の主要遺伝子の発現

の減弱は認められず、これらの要因が重な

り、筋線維芽細胞からの iPS細胞誘導は極

めて困難である。 
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