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研究成果の概要（和文）：　柔軟性と弾性を有するナノグラフェン電極への機能因子の吸着を行って、動的ひず
みと電気刺激を同時印加するバイオリアクタにヒトiPS細胞からサブタイプ心筋細胞への分化と成熟実験で心筋
細胞の電気誘導遊走現象を確認され、心筋組織機能野の構成に寄与する重要な研究結果を得た。豚心室筋組織か
ら抽出した心室筋細胞外基質を用いた3次元心筋組織の拍動についてその動的特性を考慮した拍動力測定方法を
確立し、心房・心室の拍動特徴を検討した。また、心筋細胞クラスターの形成が3D再生心組織の拍動力における
影響を分析し、心房性優位細胞クラスターにおける自発拍動の非同期現象から心房細動異所性始点を誘発する可
能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：　Through adsorption and release of functional factors on our flexible 
nano-graphene electrodes and application of dynamic strain and electrical stimulation in a 
bioreactor, we confirmed electrically induced migration of cardiomyocyte subtypes derived from human
 iPS cells while their differentiation and maturation. This contributed to the formation of atrial 
or ventricular myocardial tissue. A method for measuring the beating force under consideration of 
the dynamic characteristics of three-dimensional myocardial tissue made from porcine ventricular 
extracellular matrix was established, and the beating characteristics of atria and ventricles were 
analyzed. Furthermore, the influence of the formation of cardiomyocyte clusters on the beating force
 of 3-dimensional regenerated myocardial tissue was investigated, and it was suggested that the 
spontaneously asynchronous beating in atrial-dominant cell clusters could induce alike ectopic foci 
happening with atrial fibrillation.

研究分野： 再生医療工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　現在、ヒトiPS細胞から分化した心筋細胞の臨床研究を心筋再生医療の大きな進展として注目されている。し
かしながら、多種のサブタイプ心筋細胞の混在を解決するため、サブタイプ心筋細胞の“無損傷”的単離法は一
つ重要な課題である。本研究は、より深層な心臓発生過程に関する「原始心臓管の自発的収縮律動とそれに伴う
電気活動がサブタイプ心筋細胞の分化・成熟および定方向的な遊走にどのような影響を及ぼすのか」の問いをin
 vitroで3次元組織スケールにおいて検討した。その成果によってサブタイプ心筋の単離法や心筋疾患メカニズ
ムおよび創薬モデルに関する有力な研究方法論として、学術的・社会的に多大な波及効果を有する。

※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。



１．研究開始当初の背景 

心筋再生医療の分野はヒト iPS （hiPS）細胞から心筋細胞への高効率的分化誘導、 分 化 し た 心 筋 

細 胞 の 純 化 回 収および分化心筋細胞の拍動機能の成熟促進において目覚ましい発展を遂げている。

本研究申請の当初に本邦では、世界に先駆け既に 2 件のヒト iPS 細胞から分化した心筋細胞の臨床研究

を厚生労働省が了承し、心筋再生医療の大きな進展が注目されている。 

しかしながら、サブタイプの心室筋、心房筋および洞房結節細胞が混在した状態で利用されると、再生

治療において不整脈を惹き起こす危険性や、疾患再現または創薬スクリーニング特異性の低下などの問

題点が指摘されている。現行の遺伝子組み換えや細胞種特異レポータへの識別子付きの方法は臨床応用

の観点から不向きであるため、サブタイプ心筋細胞の“無損傷”的単離法の重要性が注目されている。心

筋細胞に対しては現行の分化プロトコルによればその大半が心室筋細胞である。しかしながら、これら

の分化法は均一液性誘導因子により、分化期間が長く、サブタイプ心筋細胞の遺伝子発現の正確性も課

題である。心房野と心室野が同一組織モデル構造中に存在することの重要性と新規性は最新の研究報告

に強調されている（Cell 2019；176：913）。 

このような状況を背景に、本研究は、より深層な心臓発生過程に関する学術的「問い」： 

「心臓発生ルーピング過程において原始心臓管の自発的収縮律動とそれに伴う電気活動がサブタイプ

心筋細胞の分化・成熟および定方向的な遊走にどのような影響を及ぼすのか」 

に対する探求を動機に付けて研究を展開する。 

２．研究の目的 

1） ヒト iPS 細胞を用いて体外 3 次元培養環境下において組織スケールでサブタイプ心筋細胞の分化を

制御するために心室野と心房野を有する 3次元再生心組織を創出する。 

2） 3 次元再生心組織に基づく心筋細動疾患に関する創薬モデルへの展開を試みる。 

３．研究の方法 

1） ナノグラフェン-導電性ポリマー（PEDOT:PSS）-Latex 複合電極（nGPL 複合電極）のナノグラフェン

と機能因子との π-π 相互作用又はナノグラフェン部分酸化による水素結合を利用して機能因子を

吸着する。 

2） サブタイプ心筋細胞分化・遊走を検討する。具体的に、サブタイプ心筋の分化・遊走を蛍光レポータ

で追跡することを実現する。 

3） 分化した心筋細胞をプラットフォームで 3 次元培養；電気刺激およびゲル組成と力学特性の調整を

行い、心室筋・心房筋細胞の分化・成熟を評価する方法の確立と応用。 

4） 組織スケールの心房野/心室野を有する再生心組織の創出と心筋細動疾患モデルに関する創薬実験研

究の展開。 

４．研究成果 

1）  柔軟性と弾性を有するナノグラフェン電極への機能因子の吸着・徐放；ナノグラフェン-導電性ポ

リマー（PEDOT:PSS）-Latex 複合電極（nGPL 複合電極）のナノグラフェンと機能因子との π-π 相

互作用又はナノグラフェン部分酸化による水素結合を利用して機能因子を吸着した。このような電

極を動的ひずみと電気同時印加バイオリアクタに利用され、優れた細胞培養適合性を確認された（図

1）。更に、コラーゲンゲルの中に還元型酸化グラフェンを添加し、還元度の違いによってゲル基質

の導電性を制御し、心房野組織構築の支持体を作成した（図 2）。一方、コラーゲンゲルの中にブタ 



 

(a) 機能因子添加により導電率の変化 （b）力学特性の変化（c）細胞培養適合性の検討 

図 1(a-c). nGPL 複合電極の特性 

心室筋組織由来細胞外基質（vECM）を添加し、心室野組織構築の支持体と利用した（図 3）。また、ヒト

iPS 細胞を心筋細胞に分化させる度に機能因子として多価不飽和脂肪酸のドコサヘキサエン酸（DHA）及

びアラキドン酸（AA）を培養系に添加し、分化心筋細胞クラスター形成の誘発や心室筋細胞と心房筋細

胞特異遺伝子発現定量比（MLC2a/MLC2v）により心房野にシフトする傾向を確認した（図 4）。 

 

図 2．rGO の添加によりヒト iPS 細胞のサブタイプ心筋細胞分化への影響 

 

図 3．ブタ心室筋組織由来細胞外基質（vECM）の添加により心室筋細胞分化への影響 

(a)   (b)  

図 4．脂肪酸添加により(a)分化した心筋細胞のクラスター形成と(b)分化心筋細胞の発現に及ぼす影響 

2） ヒト iPS 細胞から誘導分化した心筋細胞を 3次元的に筋組織を構築・培養し、培養組織の拍動について

その動的特性を考慮した拍動力測定方法を確立し、拍動特徴から分化心筋細胞サブタイプへの促進と成

熟の検討手法として利用された。具体的に、測定梁を片持ち梁と考え、運動方程式やモーメントのつり



合いから拍動変位測定によって得られた変位データを用いて、時間ごとの収縮力波形を導出することに

成功した（図 5）。この動的な分析の結果は分化心筋細胞の拍動機能の未成熟と心室細胞外基質の心室筋

細胞分化促進に対する有用性を示唆した（図 6）。 

 

図 5．拍動動的特徴の解析方法 

(a)    

(b)     

また、有限要素分析法を用いて心筋細胞凝集体の形成が再生心組織の拍動力における影響を分析した

（図 7 と図 8）。その結果、分化心筋細胞のクラスター化やスフェロイド形成は組織構造の拍動力を弱め

ることが分かった。 

 

図 7．構築した心筋再生組織のモデル化と有限要素分析 

 

図 8．構築した再生心筋組織における分化した心筋細胞群の形態が拍動力に及ぼす影響、(a)有限要素

法解析した結果、(b)実測値 

図 6．(a)成体ラットの心室・心房拍

動の動的特徴 （b）再生心筋組織構

築に支持体への vECM の添加により

拍動動的特徴に及ぼす影響 



更に、上記ゲルの機械的強度を調整するためゲニピン架橋を利用または機械的にゲルを圧縮した。力学

特性について再生組織の粘弾性特性の影響を注目し、応力弛緩を有するゲルのうち、 中程度の弾性率

（25.0ー60.0 [kPa]）を有するゲル上で細胞の生着と細胞体の伸展を促進することが確認できた。 

3）  動的ひずみと電気刺激を印加できるバイオリアクタを用いてヒト iPS 細胞由来心筋細胞の培養を行

い、ヒト iPS 細胞のサブタイプ心筋細胞への分化と成熟にどのように影響するかを検討した。まず、

nGPL 複合電極を利用した場合に、高い刺激頻度で（６Hz）再生組織の拍動力は約 6 倍まで高くなり、

vECM の添加も拍動力を約 1.8 倍に高くした。次に、アース電極付近に心房筋(cTNT+,MLC2v-)優位に細胞

遊走、刺激（＋）電極 側付近に心室筋(MLC2v+)優位に細胞の遊走を蛍光染色で観察された（図 10）。

 

図 10．nGPL 複合電極により電気刺激を印加する時のサブタイプ心筋の遊走 

特に柔軟性と弾性を有するナノグラフェン電極を用いることで分化心筋細胞の電気誘導遊走現象を確認

され、サブタイプ心筋細胞による心筋組織機能野の構成に対する重要な研究結果となった。また、心筋細

胞クラスターの形成が3D再生心組織の拍動力における影響を分析し、心房性優位細胞クラスター（図11）

における自発拍動の非同期現象から心房細動異所性始点を誘発する可能性を示唆した（図 12）。 

 

 

以上の研究成果により当初設定した研究目標は概ねに達成した。しかしながら、創薬スクリーニングへ

の応用展開については、コロナの影響により、試薬生産・輸送の遅れが生じたことや試薬価額の高騰によ

り研究費不足になったなどの原因で、実施しなかった。 

 

図 11 ． (a) ア ー ス 電 極 付 近 に 心 房 筋

(cTNT+,MLC2v-)優位に細胞遊走、（b）刺激（＋）

電極側付近に心室筋(MLC2v+)優位に細胞遊走 

図 12．心房筋優位細胞クラスターにお

ける自発拍動の非同期現象、心房細動

異所性始点を誘発する可能性を示す 
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