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研究成果の概要（和文）：iPS細胞から成熟した心筋細胞へ分化させることは、細胞治療の効果を促進させることが期
待されている。これまでの心筋分化方法では、未成熟な胎児型心筋細胞までは可能であったが、それらを心臓表面に移
植させることで、未熟細胞が成熟細胞へ分化することが可能である結果が得られた。さらに培養条件の検討により、さ
らに生体内を模擬したような拍動条件下や分化に必要なタンパク因子を添加させることでも成熟の促進をえることがで
きると考えられた。
成熟した心筋と移植心臓との生着が認めれらた結果からも、分化成熟の段階で、拍動条件などの生体内を模した環境を
与えることが成熟を促進し、細胞治療の効果増強を期待できると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The established differentiation of cardiomyocytes derived from iPS cells are 
expected to result in better efficacy of cell transplantation therapy. The differentiating cardiomyocytes 
were transplanted onto adult nude rate hearts. In the transplanted iPS cardiomyocytes in vivo, cardiac 
specific marker was much more expressed than the cardiomyocytes cultured in vitro. This result suggests 
that the environment that imitates the condition of cardiomyocytes differentiation promote the 
differentiation of iPS-CMs. The mechanical stretch modulated cell alignment and maturation gene 
expression in vitro.
The differentiation of cardiomyocytes derived IPS cells might be promoted in vitro by mechanical 
stretching.
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１．研究開始当初の背景 

 近年の心不全治療の進歩にも拘わらず、薬
物治療抵抗性の重症心不全に対する再生医
療として、細胞移植が注目されている。骨髄
細胞や筋芽細胞を用いた細胞治療の臨床研
究が実施され、一定の効果が認められたが、
その効果は不十分である。その原因として、
移植された細胞が心筋へ分化がみとめられ
ないことが示唆されている。iPS 細胞の発見
に伴い、in vitro での心筋細胞の生成が可能
となり、新たな移植細胞ソースとして期待さ
れている。細胞移植の効果を上げるためには、
移植された細胞が生体内で生着することが
望まれる。これまでに、心筋細胞が移植され
る拍動する環境での iPS細胞由来心筋細胞の
分化についての検討はされてこなかった。 

２．研究の目的 

 iPS 細胞由来の心筋細胞が、移植される環
境下で培養することにより、通常の培養環境
に比べて、分化が促進されることを仮説とし、
さらに、生体内に移植された iPS 細胞由来心
筋細胞が、同様の環境下で、分化することを
分子病理学的に検討した。 

３．研究の方法 

 iPS 細胞(20D-17, 256H18)を培養、分化誘
導し、拍動を確認した心筋細胞を様々な、培
養条件を設定し、心筋細胞の成熟度を評価し
た。 
（１） 拍動が確認された EB 体を浮遊培養

し、分化誘導を促進させる目的に
HGF、 GH、 IGF-1（HGF, 10ng/ml; 

GH, 20ng/ml; IGF-1, 20ng/ml）を添
加し、さらに１週間の培養を継続し
た。添加因子により分化に対する影
響を病理学的に評価した。 

（２） 拍動が確認された EB 体を回収し、
コラーゲン膜上に播種し、陰圧によ
り、機械的伸展刺激（ FX-4000, 

frequency, 1.0Hz; Max%, 30%; 

Cycle, 5000）を加えた環境での培養
を１週間追加した。拍動条件下での
培養が分化に与える影響について、
病理学的に評価した。 

（３） 同様の EB 体を温度感応性培養皿に
播種し、16 日後に細胞をシート状で
回収した。６週齢のヌードラットの
心臓表面に心筋シートを移植した。
移植２週間後に心臓を摘出し、移植
された iPS 細胞由来心筋細胞の分化、
成熟の程度を評価した。 

 
 
４．研究成果 
 iPS 細胞由来心筋細胞は分化誘導後、５日
目までは拍動が確認できなかったが、浮遊培
養６日目以降で徐々に拍動する EB 体数が増
加することが確認された。 

 

 

 

 

EB 体内での拍動範囲の経時的に拡大するこ
とが確認された。 

 

心筋特有の遺伝子発現もまた、培養時間の延
長とともに、発現量が増え、結果、心筋の構
成淡白も増加していることが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



これらの心筋へ分化していることが確認さ
れた未成熟な心筋細胞を用いて、分化後の培
養条件の違いによる、心筋細胞成熟に与える
影響を検討することにした。 

（１） 成熟した心筋細胞のマーカーとして
αMHC を評価したところ、IGF-1 添
加培養条件において、無添加の細胞
と比較して、成熟が得られることが
判明した。しかし、HGF や GH の添
加群では、心筋成熟へ影響は認めら
れなかった。 

 

 

（２） 機械的伸展刺激を加えた細胞群では、
拍動する細胞の範囲が広がる傾向に
あり、病理学的にも成熟が促進され
ていることが確認された。伸展刺激
を加えなかった細胞群と比較しても、
α HMC やミトコンドリア成熟
SDHA の陽性細胞数が有意に増加し
ていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３） 生体内に移植された iPS 細胞由来心
筋細胞は細胞外基質への接着因子が
強く発現し、それらを反映して移植
心臓への良好な生着を示した。さら
に、生着した心筋細胞には単純な培
養条件下では認められなかったα
MHC の高発現が認められ、胎児型心
筋細胞から成熟型心筋細胞への分化
の促進が起こったと考えられた。 

小動物の心臓への移植の結果から、生体内
で成熟と細胞の生着に関連が示された。これ
らの結果から、再生医療を目的とした細胞移
植前に心筋細胞への成熟させることが、細胞
の生着、生存を延長させ、より高い治療効果
を得ることが期待される。 
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