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研究成果の概要（和文）：　c-kit陽性ヒト心臓幹細胞（CSC）は心筋や冠血管を再生し、器官の恒常性を維持している
。本研究はCSCの心筋分化誘導法の確立を目標とした。
　先行研究を参考に、生理活性物質を種々の組み合わせでCSCに作用させたが、分化誘導は達成されなかった。方針を
転換し、CSCとiPS細胞をトランスウェルで仕切って共培養しつつ、既知の分化誘導を施した。すると、iPS細胞には14
日目から、CSCには30日目から拍動細胞塊が現れ、少なくとも2週間以上持続した。
　CSCからin vitroで拍動細胞を得ることに初めて成功した。作用している因子が同定されれば、従来よりも生理的な
心筋の高効率な分化誘導が期待される。

研究成果の概要（英文）：Human c-kit-positive cardiac stem cells (CSCs) renew cardiomyocytes and coronary 
vessels maintaining the homeostasis of the organ. This study aimed to establish the method to 
differentiate CSCs into cardiomyocytes in vitro.
Referring to preceding researches, physiologically active substances were applied to CSCs in various 
combinations, but myocardial differentiation was not achieved. Accordingly, we altered our approach; CSCs 
and human induced pluripotent stem cells (iPSCs) were co-cultured without a direct contact each other 
using the Transwell system and treated with an established condition for the myocardial differentiation 
of iPSCs. As a result, iPSCs and CSCs started to beat on day 14 and 30, respectively, and continued for 
at least 2 weeks.
Beating cells were prepared from CSCs in vitro for the first time. By identifying the critical factor(s) 
involved in the process, we can expect to obtain more physiological cardiomyocytes with high efficiency 
compared to former approaches.

研究分野： 循環器内科学、幹細胞生物学、再生医学
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者らは、2007 年に c-kit 陽性ヒト
心臓幹細胞(Cardiac Stem Cell; CSC)の存在
を世界に先駆けて報告し(Bearzi C, Hosoda T 
et al. Proc Natl Acad Sci USA 2007)、様々
な動物実験モデルや、慢性虚血性心不全患者
に対する第 I相臨床試験(Bolli R, Hosoda T 
et al. Lancet 2011)を通じて、この細胞の
治療的応用の可能性を明らかにして来た。ま
た生理的条件下において、CSC の分裂・分化・
遊走機能により、ヒトの一生の間に、心筋全
体が 10 回以上も置き換えられていることも
示した(Kajstura J, Hosoda T et al. Circ Res 
2010)。 
 こうした一連の研究成果から、生体内環境
での CSC の分化能力は明らかと言えるが、体
外では、例えば CSC を新生仔ラット心筋細胞
と共培養すると高率に心筋に分化するもの
の、通常の培養条件下では、CSC は拍動する
心筋には成熟分化しない。その分化過程には、
生体内の他の細胞や因子等が関わっている
ものと推測されるが、現時点では不明である。 
 一方、近年、胎生期の心臓発生に関与する
分子メカニズムが詳細に検討され、こうした
知見に基づき、胚性幹（ES）細胞や人工多能
性幹(iPS)細胞に対し、様々な因子を作用さ
せて心筋様の細胞へと分化・誘導させる試み
が数多くなされている。ただし、iPS 細胞の
分化や、線維芽細胞等の形質転換により得ら
れた心筋様の細胞は、人為的に作成されたも
のであり、果たしてそれらが本来の心筋細胞
の性質を備え、薬剤等に対して同様の反応を
示すのか、未知の部分も残されている。 
 翻って、c-kit 陽性ヒト CSC は、心臓内の
幹細胞ニッチと呼ばれる領域に格納され、組
織の需要に応じて分裂・分化して心筋細胞を
形成している細胞集団であり、この分化誘導
により得られる心筋は、心臓から単離される
心筋に非常に近い性質を持つものと想定さ
れ、薬効等を評価する上で理想的なツールと
考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、c-kit 陽性ヒト心臓幹細胞の心
筋への分化誘導法を確立することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 心疾患に対する薬剤治療の主たる対象と
なる高齢患者について、インフォームド・コ
ンセントに基づき、開心術の際に必然的に切
離される心臓組織片を用いて CSC を単離・培
養する。得られた CSC については、幹細胞表
面抗原 c-kit に対する免疫細胞染色により、
細胞選別の特異性を検証する。 
 CSC の遺伝子発現を調べると、発生期の分
化段階では、心臓中胚葉以降の細胞に相当す
ると考えられる。従って、CSC の心筋細胞へ
の分化戦略として、胎生期の心臓発生、並び
に ES ないし iPS 細胞の心筋への分化誘導研

究で得られた知見を援用することで、その過
程に関わる因子やプロセスを同定すること
が期待される。 
 具体的には、マトリゲル上での培養
(Uosaki H et al. PLoS One 2011; 6: e23657)、
Wnt シグナルの抑制(Willems E et al. Circ 
Res 2011; 109:360) (Ren Y et al. J Mol Cell 
Cardiol 2011; 51:280)、アスコルビン酸に
よる刺激(Cao N et al. Cell Res 2012; 
22:219)、Nodal 及び BMP シグナルの抑制
(Kattman SJ et al. Cell Stem Cell 2011; 
8:228)、レチノイン酸の抑制(Zhang Q et al. 
Cell Res 2011; 21:579)、トリヨードサイロ
ニ ン に よ る 刺 激 (Lee YK et al. Mol 
Endocrinol 2010; 24:1728)といった要素が、
単独或いは複合的に作用して、心筋への分化
を促進していると想定される。 
 CSC に対して、転写因子等の遺伝子発現調
節によらずに、なるべく少数の生理活性物質
を作用させることによって、成熟した拍動心
筋を生成することを目標とする。そのため、
初めの戦略としては、マトリゲルの有無によ
って二群に分け、更に、Wnt シグナルの抑制、
アスコルビン酸による刺激、Nodal 及び BMP
シグナルの抑制、レチノイン酸の抑制、トリ
ヨードサイロニンによる刺激のそれぞれの
有無によって条件を分けて、計 20 通りの培
養・刺激方法により、少なくとも 1ヶ月間は
経時的に CSC の分化の様子を観察し、拍動心
筋細胞の生成の有無を確かめる。 
 
４．研究成果 
 まず、成人の開心術時に切離される組織か
らCSCを単離・培養した。初期の試みとして、
転写因子等の遺伝子発現調節によらずに、少
数の生理活性物質を作用させて心筋の生成
を目指した。先行研究を参考に、マトリゲル
上での培養や、心臓発生に重要な因子として、
Wnt シグナルの抑制、アスコルビン酸による
刺激、Nodal 及び BMP シグナルの抑制、レチ
ノイン酸の抑制、トリヨードサイロニンによ
る刺激といった、分化誘導効果が期待される
諸条件を、種々の組み合わせで CSC に作用さ
せた。細胞の拍動の有無を心筋分化の指標と
した他、定量的 RT-PCR により心筋に特異的
な遺伝子の発現を解析したが、上記の条件で
は分化誘導は達成されなかった。 
 方針を転換し、ヒト iPS 細胞を陽性コント
ロールとして、既存の分化条件を試みたとこ
ろ、細胞の拍動が観察された。分化誘導され
た iPS 細胞は、CSC に比して多様な細胞を含
み、それらの分泌因子が心筋分化に重要であ
る可能性が想定された。そこで、CSC と iPS
細胞を、ポアサイズ 0.4 マイクロメートルの
トランスウェルで仕切って共培養しつつ、分
化誘導を施した。すると、iPS 細胞には 14 日
目から、CSC には 30 日目から拍動細胞塊が現
れ、少なくとも 2週間以上持続した。 
 CSC は、他の細胞と比較して純度と未分化
度が高いために、これまで in vitro での分



化誘導は難しいと考えられていたが、今回初
めて拍動細胞を得ることに成功した。更に、
この分化過程で作用している因子を突き止
められれば、高効率な心筋分化誘導が期待さ
れる。 
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