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研究成果の概要（和文）：本研究は、心筋再生に最適な移植細胞の誘導・純化・移植法の開発（seed

開発）とその seed を特異的に心筋へと誘導する因子・環境（soil）の解明を通じて、高効率な

新しい心筋再生治療戦略、「Seed & Soil 治療」の開拓・樹立を行うことを目的とする。１）サ

イクロスポリン A の心筋前駆細胞分化促進作用の分子機構の解析。２）心筋前駆細胞（FCV 細

胞）のモデル動物への移植実験。３）低分子化合物ライブラリー（海洋生物由来）から「心筋

前駆細胞から心筋細胞」の分化過程作用する新規心筋再生促進物質の探索を行った。サイクロ

スポリン A を用いたヒト iPS 細胞からの機能心筋細胞の誘導(PLoS One, 2011a)、新しいヒト

iPS 細胞心筋分化誘導法及び純化法（PLoS One, 2011b）、ES 細胞由来心筋細胞シート移植によ

る心筋梗塞後の機能改善(Stem Cells, 2012)、新しい海洋生物由来心筋分化促進化合物の同定

に成功し、Seed & Soil 治療法開拓の基本的技術基盤構築に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we tried to develop a new efficient cardiac regenerative strategy with 
a combinatory exploration of transplantable cell sources (seeds) and efficient 
differentiation environments (soil). We succeeded in inducing cardiomyocytes from human 
iPS cells using cyclospolin-A (PLoS One, 2011a), developing an efficient differentiation 
method and purification method for cardiomyocytes from human iPS cells (PLoS One, 2011b). 
We also showed the potentials and mechanisms of cardiac tissue sheet transplantation in 
cardiac function after myocardial infarction. Transplantation of the cardiac tissue sheet 
to a rat myocardial infarction model showed significant and sustained improvement of 
systolic function accompanied by neovascularization (Stem Cells, 2012).Currently, we 
identified a novel small compound from marine sponge showing potent cardiomyocyte 
inducing effect. Thus, we succeeded in establishing a technological basis for “Seed and 
soil” cardiac regenerative strategy. 
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者らは、マウス及びヒト ES細胞（胚

性幹細胞）を用いて血管および心臓の分化再
生研究を行ってきた。すなわち、ES 細胞から
Flk1(2 型 VEGF 受容体)陽性細胞、さらには血
管を分化誘導する新しい in vitro 分化誘導
系を開発した(Yamashita, Nature, 2000)。
心筋に関しては、単一細胞から心筋細胞を誘
導できる新しい分化誘導システムを構築し、
高い心筋特異性を有する新しい心筋前駆細
胞（FCV 細胞）の同定・純化に成功した(FASEB 
J, 2005)。最近、免疫抑制剤サイクロスポリ
ン Aが強力な心筋及び心筋前駆細胞誘導効果
を有することを明らかにした(Yan, Biochem 
Biophys Res Commun, 2009)。マウス iPS 細
胞から系統的に様々な心血管細胞を分化誘
導することにも世界に先駆けて成功した
(Narazaki, Circulation, 2008)。これらの
先端的成果・技術を有機的に統合し応用する
ことにより、細胞（種子 seed）と微小環境（土
壌 soil）の双方を制御して効率的再生を促す
新たなモードの再生治療戦略の開発ができ
ると考えられた。 
２．研究の目的 

本研究は、心筋再生に最適な移植細胞の誘
導・純化・移植法の開発（seed 開発）とその
seed を特異的に心筋へと誘導する因子・環境
（soil）の解明を通じて、高効率な新しい心
筋再生治療戦略、「Seed & Soil 治療」の開拓・
樹立を行うことを目的とする。１）サイクロ
スポリン Aの心筋前駆細胞分化促進作用の分
子機構の解析。２）心筋前駆細胞（FCV 細胞）
のモデル動物への移植実験。３）低分子化合
物ライブラリー（海洋生物由来）から「心筋
前駆細胞から心筋細胞」の分化過程作用する
新規心筋再生促進物質の探索を行う。以上の
研究により、「Seed & Soil 治療法」という概
念を確立する。 
３．研究の方法 
（１） サイクロスポリン A（CSA）の心筋・
心筋前駆細胞分化誘導の分子機構の解析 
① サイクロスポリン A投与時における網羅
的遺伝子発現比較 
②サイクロスポリン A投与時におけるプロテ
オーム解析 
これらの解析により、サイクロスポリン A の
心筋分化促進作用の分子機構を解明する。 
（２） ES/iPS 細胞由来心臓細胞の効率的移
植方法の開発 
  細胞シート(Miyahara, Nat Med, 2006)
技術を用い、心臓組織シートを形成し、ラッ
ト心筋梗塞モデルへの移植を行う。 

（３） 海洋生物由来低分子化合物ライブラ
リからの心筋分化誘導物質の探索 
 新規生理活性物質の宝庫である海洋生物
由来低分子化合物ライブラリー（中尾准教授
より提供）をスクリーニングし、新規心筋分
化誘導物質の同定を試みる。特に、分化最終
段階に作用する新しい物質を重点的に探索
する。 
 
４．研究成果 
（１）CSA の下流分子探索に関しては、CSA
の免疫抑制作用の標的分子であるカルシニ
ューリン及び NFAT は、心筋分化誘導活性に
は関与せず、他の分子標的の探索が必要とな
ったが、最終的に該当する分子は同定できて
いない。CSA 法をヒト iPS 細胞の心筋分化に
適用し、Mummery らによる END2 細胞との共培
養法(Mummery, Circulation, 2003)を応用し
たヒト iPS 細胞培養において、ヒト iPS 細胞
からの拍動心筋コロニーが約 4倍余り増加し
た。ヒト iPS 細胞からの機能的心筋細胞誘導
の効率化に成功した（Fujiwara, PLoS One, 
2011a） 
（２）マウス ES 細胞から誘導・純化した心
筋・血管内皮・血管壁細胞を細胞シート技術
（東京女子医大）を用いて再構成し、心臓組
織の構成を模したシートを作製、ラット心筋
梗塞モデルに移植することにより心機能改
善効果を認めた(Masumoto, Stem Cells, 
2012)。ヒト iPS 細胞に関しても、Laflamme
らの方法を改変し、効率的（>60-70%）ヒト
心筋分化法及び細胞表面マーカーVCAM1 を用
いた心筋純化法を開発(Uosaki, PLoS One, 
2011b)。ヒト iPS 細胞からの同様のシートの
作製及び大型化（径 3-4cm）に成功し、ラッ
ト及びブタ心筋梗塞モデルへの移植実験へ
移行中である（京都大学心臓血管外科と共同
研究）。新規細胞治療法の開発が進んでいる。 
（３）心筋特異的（alpha MHC プロモーター）
GFP発現マウスES細胞を用いて心筋分化誘導
活性の HTS 系を構築し、新規化合物の探索を
行った。海洋生物由来天然化合物ライブラリ
ーから、CSA の 1000 倍以上低濃度で作用する
強力な心筋分化誘導物質 CDC#1 をすでに同定
している。CDC#1 は成体内の心筋前駆細胞の
一つである心臓 SP 細胞に対しても作用し、
心筋分化誘導活性を示した。CDC#1 はすでに
全合成が可能となっており、構造－活性相関
解析を開始している。ラット心筋梗塞モデル
への投与実験も開始している。 
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