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研究成果の概要（和文）：心臓再生は再生医療の主要なターゲットです。本研究では、移植後にも効率よく心筋
細胞に分化し、移植された心臓に貢献しうる新しい心筋の前駆細胞（心筋の前段階の細胞）の探索を行いまし
た。ヒトiPS細胞の分化過程においてCD82と呼ばれる分子を発現する細胞は、ラットやマウスへの移植後もほぼ
全て（＞95％）の細胞が心筋細胞へと分化することを確認し、論文として発表しました (Takeda, Cell 
Reports, 2018)。現在心筋梗塞モデルなどにおいて治療効果があるかを検討しています。新しい心臓再生治療の
可能性を拓くものとして期待されます。

研究成果の概要（英文）：Heart is a main target for regenerative medicine. In this study, we aimed at
 discovering a novel progenitor cell population which can specifically differentiate into 
cardiomyocytes even under non-specific environments including heart tissue after cell 
transplantation. We found that CD82-positive cells during human iPS cell differentiation highly 
effciently (>95%) gave rise to cardiomyocytes after transplantation to mouse/rat animal models 
(Takeda, Cell Reports, 2018). Currently, we are examining functional improvement of infarct hearts 
after the cell transplantation. This cell population would be a novel cell source for cardiac 
regeneration therapy.

研究分野： 幹細胞生物学・再生医学・循環器内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 心臓は再生医療の重要なターゲットであ
り、心臓移植の代替となり得る真の心臓再生
治療法の開発が期待されている。現在 iPS 細
胞を用いた心筋再生に対する試みも盛んに
なされているが、いずれも「誘導純化した分
化心筋細胞をシートや細胞塊等を用いて心
臓へ移植する」という戦略を発展させたもの
にとどまっている。しかしそれだけで完全に
心臓移植を代替できる保証はなく、二の矢、
三の矢に相当する新規心臓再生戦略を開発
しておく必要がある。 
これまで細胞治療において最も成功し実績
があるのは、造血幹細胞移植による造血機能
の再構成であり、移植幹細胞が生体内の幹細
胞プログラム全体を再構築することにより、
初めて臓器機能の再生が可能となっている。
骨髄と異なり一旦なくしてしまうことがで
きない実質臓器である心臓では、幹細胞では
なく前駆細胞を用いて心臓組織構築プログ
ラムの「部分再構築」を行うことが次善の策
と考えられる。前駆細胞による新しい治療戦
略は、現在の「分化細胞の外的供給によって
心筋量を増やす」という単純な戦略の限界を
クリアし、真の心臓再生を実現できる可能性
がある。しかしながらこれまで、心臓系列細
胞の表面マーカーに関しては広く中胚葉系
に分化する細胞群のみで、心筋特異的な前駆
細胞は報告されておらず、重要な研究ターゲ
ットとされていた(Burridge, Cell Stem Cell, 
2012, Review)。 
研究代表者らはこれまで、以下に示すよう

な ES 細胞及び iPS 細胞を用いた心血管細胞
の分化再生に関する先端的研究を行ってき
た。 
1) Flk1 陽性細胞が心血管系細胞の共通の前
駆細胞であることを世界に先んじて示した
(Nature, 2000; FASEB J, 2005)。 
2) iPS細胞からの細胞分化論文を世界で最初
に報告(Circulation, 2008)。マウス iPS 細胞
からの系統的心血管分化誘導。（Circulation
誌 2008 年基礎科学部門第１位 Best Paper 
Award） 
3) ヒト心筋細胞表面マーカー（VCAM1）を
世界で最初に報告(PLoS One, 2011 年 8 月)。
世界的なヒト心筋細胞表面マーカー同定競
争で、海外（VCAM1 と SIRPA：  Nat 
Method； Nat Biotechnol, 2011 年 10 月)に
先んじた（特許成立済）。 
4) 多能性幹細胞由来心筋・血管内皮/壁細胞
３種混合シート移植による心筋梗塞治療法
（京都大学心臓血管外科学との共同研究） 
マウス ES 細胞から誘導した心筋及び血管細
胞（内皮細胞及び壁細胞）を用いた３種混合
シートを作製し、心筋－内皮細胞相互作用に
よる血管新生作用の増強、壁細胞によるシー
ト構造形成作用など複数種細胞を用いるこ
との治療効果における新たな意義を示した 
(Stem Cells, 2012a)。   

ヒト iPS 細胞においても、3 種混合細胞シー
トの作製とラット心筋梗塞モデルへの移植
を行い、心機能回復に加え、再生心筋組織と
して梗塞巣面積の最大 44%を占める細胞生
着を移植 4 週後に確認した（Sci Rep, 2014・
米国特許出願済）。これらの技術を基盤とし
て幹細胞の血管分化機構の解析 (Blood, 
2009; J Cell Biol, 2010; Blood, 2011（同誌表
紙）; Stem Cells, 2012b)やケミカルバイオロ
ジーとの融合による化合物を用いた効率的
分 化 誘 導 や 心 筋 再 生 治 療 薬 開 発 研 究 
(Biochem Biophys Res Commun, 2009)、分
化時間の制御という全く新しい分化制御機
構 の 報 告 (Cell Stem Cell, 2012) 、
CRISPR-Cas9 ゲノム編集システムを用いた
簡便な遺伝子機能解析系の構築 (Biochem 
Biophys Res Commun, 2014)など、多能性幹
細胞の心血管分化再生に関して基礎から臨
床応用へ至る広範な研究と成果を積み上げ
てきた。 
これらの研究を背景に研究代表者は最近、
ヒト iPS 細胞分化途上において、心筋への運
命決定がなされ、心筋細胞に特異的に分化す
る新たな前駆細胞分画を細胞表面マーカー
CD82 により同定することに成功した。世界
的に発見が渇望されていた心筋特異的前駆
細胞の同定・誘導・純化にヒト細胞において
いち早く成功したことにより、従来のアイデ
アの限界を打ち破る新規次世代心臓再生治
療法の開発に乗り出せると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、ヒト iPS 細胞由来心筋特異的前
駆細胞を用いた新しい心臓再生治療戦略を
開拓することを目的とする。具体的には、１）
前駆細胞の詳細な性状解析、２）前駆細胞の
心臓移植法の開発、３）前駆細胞移植が有効
な対象疾患の探索、の 3 項目の解析を行い、
心筋前駆細胞を臨床応用するための礎を築
く。 
 
３．研究の方法 
 
 以下の１）－３）の3項目に関して検討し、
新規心臓再生治療戦略を開発する。 
１）CD82+心筋前駆細胞の性状解析 
i) CD82+心筋前駆細胞の分化増殖特性の解
析 
ii) CD82+心筋前駆細胞の分化運命決定機
構の解析   
iii) CD82 の機能的意義の解析 

２）CD82+心筋前駆細胞の心臓への移植法の
開発 
３）種々の動物モデルを用いた有効性安全性
の検討 
 

４．研究成果 
 
１）CD82+心筋前駆細胞の性状解析 



 ヒト iPS細胞から心筋細胞を分化誘導する
過程において、細胞が心筋細胞となる運命決
定がどのタイミングでなされるかを調べる
ため、 心筋細胞への分化誘導過程の途中に
おける心血管前駆細胞の代表的な細胞表面
マーカーである KDR と PDGFRαに着目し、iPS
細胞から分化誘導３，４，５日目の、 両マ
ーカーを発現している心血管前駆細胞をフ
ローサイトメトリーにて精製し、それぞれを
心筋特異的な分化誘導条件（無血清培地）ま
たは非心筋特異的な分化誘導条件（血清培
地）にて 14 日間培養し心筋細胞への分化誘
導を検討した。 iPS 細胞から分化誘導５日目
の段階で、非心筋特異的な分化誘導条件（血
清培地）にても心筋細胞へ分化する、すなわ
ち分化誘導４～５日目にかけて心筋への運
命決定がなされることがわかった。  
 次に、ヒト iPS 細胞、分化誘導３，４，５
日目の心血管前駆細胞と、分化した心筋細胞
において、全遺伝子の発現を調べ、分化誘導
4-5 日目に特異的に発現する遺伝子を探索し
た。CD82 のみが分化誘導の日数（３日、４日、
５日）に従って発現が高くなり、 かつ分化
４日目から５日目にかけて有意に発現を高
くしていることが分かった。  
 さらに、心筋細胞への分化誘導における
CD82 の発現の経時変化を調べたところ、 iPS
細胞から分化誘導４日目から CD82 陽性の細
胞群が出現し始め、日数が経つにつれその割
合は大きくなり７日後に最大 65％の細胞が
CD82 陽性心血管前駆細胞となった。分化誘導
５日目の時点で CD82 陽性細胞の割合が増加
していることから CD82 は心筋に運命決定し
た 前 駆 細 胞 (CFPs; cardiomyocyte-fated 
progenitor cells)に特異的な細胞表面マー
カーの候補分子であると考えられた。 
 
i) CD82+心筋前駆細胞の分化増殖特性の解析 
分化誘導３，４日目の心血管前駆細胞から

CD82 陰性（CD82 を発現していない）細胞群
を、５日目の心血管前駆細胞からCD82陽性、
陰性それぞれの細胞群を、そして６，７日目
の心血管前駆細胞から CD82 陽性細胞をそれ
ぞれ精製し、 非心筋特異的な分化誘導条件
（血清培地）あるいは心筋特異的な分化誘導
条件（無血清培地）で 14 日間培養し、心筋
細胞への分化誘導を検討した。その結果、
CD82 陰性心血管前駆細胞からは、 心筋特異
的な分化誘導条件（無血清培地）では 50～
75％が心筋細胞に分化し心筋分化能を有し
ていることが示されたものの、非心筋特異的
分化誘導条件（血清培地）ではほとんど心筋
細胞に分化されず、 他の種類の細胞である
周皮細胞あるいは間葉系細胞となっていた。
それに対し、CD82 陽性心血管前駆細胞からは、
いずれの培養条件において、 特に非心筋特
異的な分化誘導条件（血清培地）でにおいて
もほとんどが心筋細胞へ分化しており、これ
らの結果より、CD82 が CFP のマーカー分子と
して妥当であると考えられた。 

 
ii) CD82+心筋前駆細胞の分化運命決定機構
の解析 
CD82 は、細胞内のβ-カテニンがエクソソ

ームに含まれて排出されることで、Wnt シグ
ナルの活性化を阻害することが知られてい
る。また、Wnt シグナルの阻害により心血管
前駆細胞から心筋細胞への分化が促進され
ることも知られていることから、心血管前駆
細胞から心筋細胞への運命決定は、CD82 がβ
-カテニンを含むエクソソームの細胞外への
排出に関与して、Wnt シグナルが阻害される
ことにより制御されていると考えられた。実
際、分化誘導５日目の心血管前駆細胞におい
て、CD82 を過剰発現させ、非心筋特異的分化
培養条件(血清培地)で２日間培養したとこ
ろ、培養上清の中のエクソソームが増加して
おり、さらには個々のエクソソーム内のβ-
カテニンの増加を認め、そのため細胞の核内
のβ-カテニンは減少し、結果、Wnt シグナル
が抑制されることが明らかとなった。 
 
iii) CD82 の機能的意義の解析 
心筋前駆細胞段階でCD82を過剰発現させ、

心筋細胞分化が促進されるかを確認した。そ
の結果、CD82 の過剰発現により心筋細胞への
分化誘導効率が高くなった。これらの結果か
ら、CD82 が心筋前駆細胞において、核内のβ
-カテニンがエクソソームにて排出されるこ
とにより、Wnt シグナルを抑制することで、
心筋細胞への運命決定を促していることが
明らかとなった。 
 
２）CD82+心筋前駆細胞の心臓への移植法の
開発 
CD82 陽性心筋指向性前駆細胞を心筋梗塞

モデルマウスの梗塞部位に針注入により移
植し、１～３ヶ月間観察した。その結果、移
植細胞の約 95％が心筋細胞へと分化し梗塞
部位に生着していた。さらに、移植３ヶ月後
には移植された CD82 陽性 CFP 由来の心筋細
胞の中にサルコメア構造が観察され、生着し
た心筋細胞が構造的に成熟していることが
認められた。これらの結果から、ヒト iPS 細
胞由来 CD82 陽性 CFP が、心臓梗塞部位に針
注入による移植後生着し、高効率に心筋細胞
に分化できることが示された。 
これらの結果を論文化し、2018 年 1 月に

Cell Reports 誌に発表した (Takeda, Cell 
Reports, 2018)。 
 

３）種々の動物モデルを用いた有効性安全性
の検討 
 現在、ラット心筋梗塞モデルへの CD82 陽
性 CFP の移植実験を行っており、移植後 1ヶ
月において心エコーによる心機能改善効果
が認められる予備的結果を得ている。 
 
このように本研究課題はほぼ計画通りに進
捗し、論文報告を含む十分な成果を上げた。 
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