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研究成果の概要（和文）：成獣ラット心臓を、界面活性剤を用いて脱細胞化処理し、心臓細胞外マトリックスを
作成、新生仔ラット心臓由来単離心臓構成細胞を播種し、臓器様3次元心筋組織を構築、光学マッピング法等に
よる方法で機能・形態解析を行なった。本成果は国際生体材料科学雑誌に報告した（Yasui et al. 
Biomaterials. 2014; IF 8.387）。さらに、組織透明化技術を応用し、マウス心臓における冠血管走行と交感神
経の分布を3次元で解析することに成功し、臓器様3次元心筋組織における形態特性の評価に利用可能な技術の確
立を行った（Yokoyama et al. AHA2016他で発表。論文投稿中）。

研究成果の概要（英文）：Adult rat hearts were decellularized with the perfusion of detergents, and 
then extracellular matrices were recellularized with cardiac cells from neonatal rats. We evaluated 
functional and morphological properties of organ-like three dimensional heart tissues using optical 
mapping and other methods. The results were published in an international journal of biomaterial 
sciences（Yasui et al. Biomaterials. 2014; IF 8.387）. Furthermore, we succeeded in observing 
coronary vessels and sympathetic nerves of entire murine hearts using tissue-clearing techniques. 
The technique can be utilized to evaluate detailed morphological properties of organ-like 
three-dimensional heart tissues. (Yokoyama et al. Presented in AHA2016 etc. The manuscript is in 
review.)   

研究分野： 再生医学、組織工学、循環器内科学
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１． 研究開始当初の背景 

再生医学の進歩により、iPS 細胞をはじめと

する種々の幹細胞から心筋細胞への効率的な

分化誘導および純化が可能となった。これら幹

細胞由来心筋細胞の中には、生体の成熟心筋

細胞に匹敵する特性を示すものもあり、細胞移

植により不全心の機能を補う心筋再生治療に関

心が集まっている。従来、これらの細胞移植に

は単離した細胞を直接注入する方法が用いられ

ていたが、移植細胞の生着率が低いことや機能

の改善が限定的であることなどから、あらかじめ

2 次元あるいは 3 次元組織を構築し、心臓に移

植する方法が採用されるようになった。特に本邦

では、温度感受性培養皿を用いた手法により、

角膜をはじめとする様々な臓器のシート状組織

を培養することが可能となり、臨床治療において

有効性を示している（Nishida et al. N Engl J Med 

2004; Masuda et al. Adv Drug Deliv Rev 2008）。 

しかしながら、肺・肝臓・心臓などの大型実質

臓器の重篤な臓器不全、特に臓器全体がびま

ん性に障害を受け、機能不全に陥っている病態

においては、部分的な細胞・組織の移植のみで

は、著明に低下した臓器機能の十分な改善が

得られないこともある。そのため、これらの重篤な

臓器不全に対しては、臓器そのものの再生方法

の開発が期待されてきた。これまで、様々な技

術的理由で、大型実質臓器を再生することは不

可能と考えられてきたが、最近米国や本邦から、

脱細胞化マトリックスを用いて立体臓器そのもの

を、組織工学的手法を用いて再生する方法が

開発された。 

 
 
２．研究の目的 

本研究においては、摘出した臓器に界面活

性物質を灌流してすべての細胞を溶融・除去

し、脱細胞化細胞外マトリックスを作成、その

後幹細胞由来心筋細胞を播種して、3次元心

臓を構築する。生体内の心臓に匹敵する機

能を有する立体臓器としての心臓を構築し、

移植可能な臓器再生の基盤技術を開発する

ことを目的とする. 

 
 
３．研究の方法 

(1) 脱細胞化心臓マトリックスの作成 

野生型成獣 Wistar ラットから心臓を摘出し、ラ

ンゲンドルフ灌流下で界面活性剤（SDS および

TritonX）を投与し、すべての細胞を除去した心

臓脱細胞化マトリックスを作製した。 

 

(2) 心筋細胞播種による臓器様 3 次心筋組織

の構築 

項目(1)で作成した脱細胞化細胞外マトリックス

に、新生仔ラット心臓由来単離培養心臓構成

細胞（細胞数 1.0x108）を、冠動脈経由で再播

種し、インキュベータ内で培養液の潅流を継続

した。再播種前に Ca 感受性蛍光蛋白GCaMP2

の遺伝子導入をおこなった。 

 

(3) 再細胞化心臓の機能・形態評価 

項目(2) で作成した臓器様 3 次心筋組織につ

いて、オプティカルマッピング法、免疫染色等

により in vitro にて心臓の機能・形態の解析を

行った。 
 
(4) iPS 細胞由来心筋細胞播種による再細胞化 

脱細胞化組織の一部を、スライス標本とし、

iPS 細胞由来心筋細胞を脱細胞化組織に播

種し、拍動の様子を観察した。  
 
(5) 3 次元組織形態観察 
理研 グ ルー プが 開 発し た 組織 透 明化 技術
（CUBIC 法, Tainaka et al. Cell 2014）を用いて、
成獣心のマウス 3 次元組織の空間情報解析を
おこない、再細胞化心臓の形態解析に利用可
能な基盤技術の確立をおこなった。 
 
 
４．研究成果 

上記脱細胞化手技によりほぼすべての細胞
が除去された一方、得られたマトリックス標
本では collagen (I, IV)、fibronectin、
laminin などのマトリックス構成蛋白が残
存していることが免疫染色で確認された。ま
た、Evan-Blue 染色では、冠血管マトリック
スの残存が見られた。 
上記細胞外マトリックスに新生仔ラット心臓由来
単離培養心臓構成細胞を、冠動脈経由で再播
種すると、数日後より再細胞化組織は自己拍動
を示した。 
電子顕微鏡による超微細構造評価では、コラ
ーゲンと考えられるマトリックス線維と横
紋構造を有する心筋細胞が近接する様子が
観察された。 

光学マッピング法による評価を行ない、再細胞化

心臓における自己拍動およびペーシングでの興

奮伝播・収縮等の機能解析および免疫染色等に

より形態解析をおこなった。その結果、典型的な

サンプルでは興奮は臓器様3次元組織全体に安

定した伝播を示したが、一部の心臓では興奮は

不均一であり、心室頻拍や心室細動様の所見が

見られた。本成果は、国際生体材料科学誌 

(Biomaterials IF: 8.387)に報告した (Yasui et al. 

Biomaterials. 2014)。 

上記再細胞化過程で、内皮細胞増殖因子の添

加が再細胞化に寄与したと考えられる所見が得

られたため、再播種した心臓構成細胞のマトリッ



クスへの接着に関連する因子を検索した。その

ために、ラット心臓構成細胞、特に心筋細胞にお

けるintegrin-beta1、laminin-a2、VE-cadhelin等

の接着因子発現を促進するパラクライン因子の

探索を行った。その結果、EGF, bFGF, vEGF, 

IGF1, Ascorbic acid, Heparin, Hydrocortisone 

を含む培養液中で培養を行うと、培養3日目にお

ける心筋細胞のlaminin-a2、VE-cadhelin、

N-cadhelinの遺伝子発現が有意に増大した。

（現在、論文投稿準備中。） 

iPS 細胞(ラットおよびヒト)から心筋細胞
への分化・誘導を行ない、活動電位・Ca トラ
ンジェントおよび興奮伝播特性をライブセ
ルイメージング法により解析した。（本成果
は、AHA2016 で発表し、論文は現在投稿準備
中。） 
スライス状脱細胞化組織にヒト iPS細胞由来
心筋細胞を播種し、拍動の様子を観察した。
細胞外マトリックス構成蛋白等を添加する
ことにより細胞播種組織の自己拍動が改善
する様子が観察され、再播種細胞接着の改善
の可能性が示唆された。 

一方、生体に匹敵する立体心筋組織を構築
する上では、解剖学的空間情報が極めて重要
であるが、従来法では 3 次元組織のまま貫壁性
に詳細な観察を行うことは困難であった。この点
を解決するために、組織透明化技術を応用し、
マウス成獣心を観察したところ、冠血管、交感神
経の分布を 3 次元で詳細に観察することが可能
となり、臓器様 3 次元心筋組織を構築・評価する
上で重要な基盤技術となると考えられる。（本成
果は、AHA2016 および ISHR2016 で発表し、論
文は現在投稿中。） 
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