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研究成果の概要（和文）：本研究は心臓を構成する非心筋細胞の最も重要なソースである心外膜細胞のバイオロ
ジーの理解に焦点を当てた。iPS細胞から心外膜細胞を安定して作製する方法を確立し、CDH18が心外膜細胞に特
異的に発現し、同遺伝子をノックダウンすることにより心外膜細胞は平滑筋細胞への分化が促進されることを明
らかにした。さらに特定のシグナルの阻害により心外膜細胞を成熟誘導することが可能であることを明らかにし
た。
また心外膜細胞と心筋細胞を用いてオルガノイドなどの成熟心臓立体組織を作製する方法を確立し、免疫不全マ
ウスの心筋梗塞モデルに心臓オルガノイドを移植することにより心筋組織の再建治療が可能であることを確認し
た。

研究成果の概要（英文）：This study focused on understanding the biology of epicardial cells, a 
crucial source of non-cardiac myocytes in the heart. We established a method for efficiently 
generating epicardial cells from induced pluripotent stem cells (iPSCs) and demonstrated that CDH18 
is specifically expressed in these cells. Knockdown of CDH18 enhances their differentiation into 
smooth muscle cells, and inhibiting specific signaling pathways can further induce these cells to 
mature. Additionally, we developed a method to produce mature cardiac 3D tissues, such as organoids,
 using epicardial cells and cardiomyocytes derived from iPSCs. We confirmed that these cardiac 
organoids can be transplanted into an immunodeficient mouse model of myocardial infarction, offering
 a potential reconstructive treatment for damaged myocardial tissues.

研究分野：循環器内科学、幹細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS細胞から作製したヒト立体心筋組織は再生医療や創薬研究において今後重要な役割を担うことが期待されて
いるが、成人の心筋組織に近いような心筋組織の作製法については確立されていない。その理由として、心筋組
織において大きな割合を占める非心筋細胞についての理解が進んでいないことが挙げられる。心外膜細胞は心臓
の臓器形成において非心筋細胞の主要なソースとなる細胞である。本研究は心外膜細胞のバイオロジーを理解
し、iPS細胞から作製した心外膜細胞の制御法を確立し、立体心筋組織の作製法の確立を目指す研究であり、心
筋組織を用いた再生医療や創薬研究の発展に寄与することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヒト iPS 細胞などの多能性幹細胞は、心血管系細胞をはじめとして様々な細胞へと分

化する能力を有するため、循環器内科領域においても再生医療や創薬研究などへの応用

が期待される。しかし心筋細胞を中心に研究は進められており、心臓の組織の約 7 割を

占める非心筋細胞については、その重要性にもかかわらず、そのバイオロジーの理解は

十分には進んでいない。 
心外膜細胞は胎生期に心外膜前駆組織（proepicardial organ）から生じ、心臓を形成する

様々な細胞に分化する多分化能を持つことが知られている。そのため心外膜細胞のバイ

オロジーを理解し、その制御法を開発することで心臓組織を in vitro、in vivo 両方で構

築することが、心疾患の治療法の開発において重要と考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
ヒト iPS 細胞から分化誘導した心外膜細胞における心外膜細胞特異的制御因子の解析

を通じて、心外膜細胞の増殖および分化がどのようにして制御されているのかに関して

そのメカニズムの解析を行い、心外膜細胞の増殖および線維芽細胞、平滑筋細胞などへ

の分化を制御する方法を確立する。さらにこの心外膜細胞の増殖・分化を制御する技術

を用いて創薬評価系などに用いられる多能性幹細胞由来心臓組織を in vitro で作製す

ること、および多能性幹細胞由来心外膜細胞を用いた細胞移植による再生医療の効果を

モデル動物を用いて検証することが本研究の目的である。 
  
 
3．研究の方法 
本研究においては①心外膜細胞の増殖分化メカニズムの解明と制御法の開発、②in vitro

心臓組織モデルにおける心外膜細胞の分化能の評価、③in vivo での心臓内における心外膜

細胞の分化能の評価の 3 項目に分けて研究を進めた。①心外膜細胞の増殖分化メカニズム

の解明と制御法の開発においては、心外膜細胞を成熟化させる、あるいは細胞周期を活性化

させる、特定の細胞系列への分化指向性を持たせるような因子について探索を行い、同定し

た因子について検証を行う。 

②in vitro 心臓組織モデルにおける心外膜細胞の分化能の評価については、心外膜細胞お

よび心筋細胞を含む立体心筋組織を作製し、どれくらい実際の心臓組織に近い成熟心筋組

織を in vitro で構築できるかについて評価する。 
③in vivo での心臓内における心外膜細胞の分化能の評価については心筋梗塞を作製した

免疫不全マウスに心外膜細胞と心筋細胞から作製した心臓立体組織(オルガノイド)を移植

することにより in vivo で心筋組織を再建できるかについて評価する。 
 

 
４．研究成果 

①心外膜細胞の増殖分化メカニズムの解明と制御法の開発 

心外膜細胞の増殖分化メカニズムの解明と制御法の開発について、in vitro の心外膜細胞

培養系を用いて研究を行った。ヒト iPS 細胞からの高効率の心外膜細胞分化誘導系を確立

し、この分化誘導系において網羅的遺伝子発現解析を用いて CDH18 を同定し、ヒト iPS 細

胞由来心外膜細胞に加えてマウス心外膜細胞の初代培養においてもタンパクレベルで特異

的に発現していることを明らかにした。またこの CDH18 の発現はヒト iPS 細胞由来心外膜



細胞において WT1 の発現と高い相関性を持っていることを確認した。 

さらに、CDH18 を心外膜細胞においてノックダウンすると、心外膜細胞はその細胞特性を

維持できず、上皮間葉転換(Epithelial Mesenchymal Transition)により平滑筋細胞へと分

化すること、またこの平滑筋細胞への分化において WNT シグナル経路が関与していること

を明らかにした。一方で CDH18 の強制発現により、平滑筋細胞のマーカー遺伝子の発現が抑

制され、平滑筋細胞の細胞特性の維持が阻害されることを確認した。さらに CDH18 の制御因

子の探索を行い、CDH18 の発現を制御する候補因子として GATA4を同定した(Junghof et al. 

NPJ Regen Med 2022)。 

また、iPS 細胞から作製された心外膜細胞は未熟な胎児型の心外膜細胞であり、成熟化し

た心外膜細胞を作製する方法については未だ確立されていない。そこで我々はマウス胎仔

の心外膜成熟過程におけるシグナルの変化を解析し、成熟過程で低下するシグナルに着目

し、特定のシグナル群を阻害することにより心外膜細胞の成熟化を誘導することを明らか

にした。成熟型心外膜細胞は WT1 や TBX18 などの胎児型心外膜細胞のマーカー遺伝子の発

現が消失することに加えて、NBL1 など成人型心外膜細胞に特異的な遺伝子発現も確認され

ており、多くの細胞の細胞周期が休止期に入ることなどから、成人型心外膜細胞の形質に近

い状態であると考えられた。 

さらに心外膜細胞の分化過程における遺伝子発現解析から SMAD3 に着目し、同遺伝子のノ

ックダウンにより心外膜細胞は pericyte 用の細胞特性を有する細胞に分化することを明ら

かにした。現在論文投稿中である。 

 

②in vitro 心臓組織モデルにおける心外膜細胞の分化能の評価 

iPS 細胞由来心筋細胞と心外膜細胞の共培養系の構築を行い、立体組織(オルガノイド、

Engineered Heart Tissue)の構築を行った。同モデルにおいて心外膜細胞が線維芽細胞お

よび平滑筋細胞へと分化し心筋組織構築に寄与することを確認した。作製した心臓立体組

織(心臓オルガノイド、Engineered Heart Tissue)は、心筋細胞に加えて線維芽細胞・平滑

筋細胞などの非心筋細胞を含んでおり、病態モデル研究などに活用可能なものと考えられ

る。 

 

③in vivo での心臓内における心外膜細胞の分化能の評価 

また、心外膜細胞の in vivo での成熟能の評価のために、心外膜細胞・心筋細胞により作製

した心臓オルガノイドを、心筋梗塞を作製した免疫不全マウスへの移植を行った。心臓オル

ガノイドは心筋細胞単独移植と比べて高効率で生着しており、またより早期に移植組織の

組織化が進むことが確認された。同細胞の移植による心機能や心筋組織再生への影響につ

いて評価を進めている。 
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