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研究成果の概要：これまで申請者は、胚性幹（ES）細胞による難治性循環器疾患の再生医療技

術開発を目指したマウス ES 細胞における心筋分化誘導法(Kawai-T, Takahashi-T, et al. ’04
Circ J.)、ならびに ES細胞由来心筋分化細胞の同定・単離技術の開発（Adenoviral conditional

targeting 法）を行ってきた(Takahashi-T, et al. ’06 Mol. Ther.)。本研究課題では、マウ
ス ES 細胞研究において培ってきた分化誘導法や目的細胞の同定・単離技術をヒト ES 細胞にお

いて応用する事によって、主にアデノウイルスベクターを利用したヒト ES 細胞による再生医

療技術開発を行なった。
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１．研究開始当初の背景
多能性を有するヒト胚性幹（ES）細胞は、

再生医療を担う細胞ソースの一つとして世
界中で盛んに研究が行なわれている。しか
しながら、既に、マウス ES 細胞による心筋
疾患モデル動物に対する ES 細胞移植治療法
の開発は試みられており心機能の改善が報
告されているものの、未だヒト ES 細胞によ
る研究は海外でも少数で、臨床応用可能な
ヒト ES 細胞による効率良い心筋分化誘導法
や分化誘導後得られた心筋細胞の移植療法

の確立が切望されている。とりわけ根幹の
技術とも言えるヒト ES 細胞に対する遺伝子
組み換え技術は、これまで染色体内に取り
込まれて発癌等の危険性に曝されるレンチ
ウイルスベクター（LV）を利用した方法が
主であることから、安全性の高い遺伝子導
入技術の開発は急務である。

２．研究の目的
申請者は、ヒト ES 細胞による難治性循環
器疾患の再生医療技術開発を目指したマウ
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スES細胞における心筋分化誘導法(Kawai-T,
Takahashi-T, et al. ’04 Circ J.)、ならび
に ES 細胞由来心筋分化細胞の同定・単離技
術 の 開 発 （ Adenoviral  conditional
targeting  (ACT) 法 ） を 行 っ て き た
(Takahashi-T, et al. ’06 Mol. Ther.)。
本研究は、マウス ES 細胞研究において培
ってきた分化誘導法や目的細胞の同定・単
離技術をヒト ES 細胞において応用する事に
よって、ヒト ES 細胞による再生医療技術開
発を目的としている。

３．研究の方法
(１）ヒト ES 細胞における心筋分化誘導法
の開発
マウス ES 細胞研究において、心筋分化誘

導効率を飛躍的に上昇させるために申請者
らが進めてきた以下の方法をヒト ES 細胞に
応用し、ヒト ES 細胞における心筋分化誘導
効率を検討した。
① 胚様体(embryoid  body:EB)作製過程に
おける増殖因子添加による心筋分化誘導
方法の開発

② 心筋分化促進支持細胞のスクリーニン
グと共培養（胚様体作製を介さない方法）
による心筋分化誘導法の開発

(２）遺伝子治療ベクターによるヒト ES 細
胞における遺伝子改変技術の確立
アデノウイルスベクター（Ad）は細胞に

感染後もエピゾーマル状態が保たれ、染色
体に組み込まれる事無く比較的長い期間、
遺伝子の導入とその発現が維持される安全
性の高いベクターである。そこで、ヒト ES
細胞に Ad を応用するために以下のような検
討を行った。
① CMV、RSV、ニワトリβ-actin（CA）そ
れぞれのプロモーターによって Enhanced
green  fluorescence  protein(eGFP) を 発
現 す る Ad.CMV-EGFP,  Ad.RSV-EGFP,
Ad.CA-EGFP の Ad による遺伝子導入効率の
比較評価

② ファイバー変異型 Ad（Ad.CA-EGFP/F-
RGD）とコンベンショナルな Ad（Ad.CA-
EGFP）による遺伝子導入効率の比較検討

③ Ad によるフィーダー細胞除去後の浮遊
系における遺伝子導入法の確立

（３）単離ヒト ES 細胞由来心筋細胞による
移植再生療法の開発
上述の研究によって、ヒト ES 細胞による

心筋分化誘導法の開発、ならびに心筋分化
細胞の単離法の応用を進めてきたが、現時
点では高純度で、大量の移植可能なヒト ES
細胞由来心筋細胞を得るまでには至ってい
ない。
しかしながら今後、ヒト ES 細胞由来心筋

細胞に応用可能な細胞移植法と遺伝子治療
の融合による心疾患再建療法確立を目的と
した予備実験の一環として、以下の心筋症
や心筋梗塞モデル動物における治療メカニ
ズムの解析研究についても進めた。
① 心筋症・心筋梗塞モデル動物における
Hepatocyte growth factor（HGF）遺伝子
治療の評価

② 可 溶 性 Fas 遺 伝 子 治 療 な ら び に
Granulocyte-colony  stimulating  factor
（G-CSF）投与を組み合わせた心筋梗塞治
療メカニズムの解析

４．研究成果
(１）ヒト・マウス ES細胞における新たな
心筋分化誘導法の開発
まず始めに、マウス ES 細胞研究で開発し

てきた EBs 形成を介した心筋分化誘導法を
ヒト ES 細胞に応用するために、ヒト ES 細
胞を個々の細胞に分散して浮遊系の培養を
行った。その結果、ヒト ES 細胞では安定し
た EB 形成が困難で、心筋分化がほとんど認
められないことが明らかとなった。これは
一つ一つの細胞に分散することでヒト ES 細
胞の生存率の低下が起こるためで、次に、
数十個の細胞塊による浮遊培養を行うこと
とした。しかし、僅かに EB 形成が認められ
る程度で、安定した心筋分化誘導はほとん
ど認められなかった。
そこで、血球系細胞の分化誘導法として

用いられる支持細胞との共培養による分化
誘導を試みた。スクリーニングのためにマ
ウス ES 細胞を数種類の支持細胞と共培養し
たところ、ある間葉系細胞 X と培養するこ
とで高率な心筋分化誘導が可能であること
を見いだした。また更に、分化誘導の促進
因子をスクリーニングするために、これま
でに分化促進が報告されている増殖因子や
化学物質を共培養系に添加したところ、α
MHC 遺伝子の発現を 1.5 倍以上促進する因子
Yの同定に成功した。この共培養法をヒト ES
細胞で検討したところ、心筋分化コロニー
は 10％程度とマウス ES 細胞ほど高率には分
化誘導されないものの、分化誘導が可能で
あることが示された。

(２)ヒト ES 細胞における遺伝子導入方法の
開発
マウス ES 細胞に効率的、安全に遺伝子導

入可能な Ad によるヒト ES 細胞に対する遺
伝子導入効率の検討を行った。それぞれ CMV、
RSV、CA プロモーターによって eGFP を発現
する Ad.CMV-EGFP、Ad.RSV-EGFP、Ad.CA-EGFP、
更には細胞への感染効率の増加を期待した
ファイバー変異型 Ad.CA-EGFP/F-RGD による
遺伝子導入効率を評価した。その結果、
Ad.CMV-EGFP、Ad.RSV-EGFP では eGFP 発現が



認められなかったのに対して、CA プロモー
ターを利用したコンベンショナル Ad.CA-
EGFP とファイバー変異型 Ad.CA-EGFP/F-RGD
で、eGFP の強い発現が認められ、3x107pfu/ml
で約 90%の導入効率が得られた。また、
3x108pfu/ml以上でも細胞障害は認められず、
遺伝子導入後もヒト ES 細胞は Oct3/4 など
の未分化マーカーを発現していることから、
Ad によってヒト ES 細胞に対する安全で高い
効率の遺伝子導入が可能であることが明ら
かとなった。
一方で、CMV や RSV などウイルス由来の遺

伝子プロモーターはヒト ES 細胞内では機能
しないこと、更にヒト ES 細胞は Ad の感染
に必要な Ad レセプターの CAR を発現してお
り、ファイバー変異型にすることで、かえ
ってフィーダー細胞（ヒト ES 細胞用支持細
胞）への非特異的な吸着・遺伝子導入が増
加して、Ad の消耗による導入効率の低下が
起こることが明らかとなった。また、フィ
ーダー細胞によるウイルスの吸着・消耗を
防ぐために、浮遊状態でヒト ES 細胞に対す
る Ad 遺伝子導入法の検討を行い、浮遊系で
の遺伝子導入法の確立に成功した。

（３）単離ヒト ES 細胞由来心筋細胞による
移植再生療法の開発
まず、doxorubicin によって誘発した心筋

症モデルマウスに対して HGF 遺伝子治療を
行なった結果、HGF 遺伝子治療はマウス心筋
の筋繊維の破壊、線維化が抑え、血管新生
とともに心機能の回復が認められた。また、
冠動脈再還流による心筋梗塞モデルウサギ
に対して HGF 遺伝子を導入したところ、心
筋細胞のアポトーシスを抑制する事で梗塞
領域や更に線繊化領域を減少させて、心機
能を回復できる事が示された。
一方、可溶性 Fas 遺伝子治療と G-CSF を

組み合わせた結果、心筋梗塞後の梗塞領域
のアポトーシス細胞が減少し、線維化が抑
制される事で心機能を維持し、血管新生や
α-SMA 陽性細胞の増殖が認められた。この
α-SMA 陽性細胞増殖は G-CSF の投与による
ものと考えられ、可溶性 Fas 遺伝子によっ
て損傷領域の拡大を防ぐ一方で、損傷した
虚血領域でも細胞の増殖・生存環境が整え
られる事が示された。
以上の結果から、本研究のスクリーニン

グによって得られた間葉系細胞 X とヒト・
マウス ES 細胞を共培養することによって、
心筋分化を簡便に誘導できることが明らか
となった。また、これまで多くの場合、ヒ
ト ES 細胞の遺伝子導入には LV が利用され
てきたが、Ad によって安全で効率良い遺伝
子導入が可能となることが示された。更に、
ヒト ES 細胞に対する遺伝子導入には発現プ
ロモーターの選択が重要であることが明ら

かとなった。また更に、これまで共同で進
めてきた遺伝子治療研究による成果は、治
療効果のみならず、損傷領域の線維化を防
ぎ、移植細胞の生着環境を整える働きも期
待される。従って、本研究成果は国内外で
進められるヒト ES 細胞や iPS 細胞研究にお
いて、Ad を用いた ACT 法の開発の基盤とな
り、再生医療技術の発展における重要な研
究と位置づけられる。
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