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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒト心臓内幹細胞とラット心筋細胞の細胞間融合を介した人工心筋細胞の大量
精製後、ラット全心臓の脱細胞化による細胞外マトリックスで形成された足場の作成をした。脱細胞化した心臓への人
工ヒト心筋細胞およびヒト心血管前駆細胞の再播種化することで、再構築した自家細胞由来バイオ人工心臓の機能解析
及び移植検討した。細胞は5x107個の精製したヒト人工心筋細胞と5x107個のヒト心臓内幹細胞をPBSに希釈し、27ゲー
ジの針使用し5回に分けて左心室内に注入する。回路内を密閉後、約8から10日間持続潅流させることで三次元培養を行
い、全周性で均一な生存心血管細胞で覆われた心臓器官の形成に成功した。

研究成果の概要（英文）：The shortage of donors for heart transplantation has become a critical issue to 
treat the patients with end-stage of cardiac failure. We have decellularized the rat whole heart by using 
pulsatile perfusion apparatus. Reprogrammed human cardiomyocytes were mixed with endothelial progenitor 
cells in culture and those were perfused to recellularize the acellular construct. Following 8 to 10 days 
in continuous perfusion, reseeded cells were engrafted onto the matrix to reconstruct the entire vascular 
beds and myocardium ex vivo.

研究分野： 循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 

心筋再生医療を成功させる重要な 3 要

素として、組織工学を用いた局所の足場に

おけるドナー細胞の生着性の向上と各種組

織保護因子の分泌、生体力学を応用した三

次元培養を用いた前駆細胞の周期的電気刺

激ならびに前後負荷による心筋細胞への分

化誘導、そして前駆・幹細胞の系統的運命

決定を司る幹細胞生物学の研究が必須不可

欠である。一方、機能的な心臓を再構築す

るため、心臓の構造維持、生理学的機能、

細胞の分化や増殖といった基本的な足場の

研究が必須であり、これまでポリマー、コ

ラーゲン、マトリジェルやジェルフォーム

など多くの組織工学的手法が開発されてき

た。しかしながら、これらの手法では、実

質的なポンプ機能を発揮できるような生体

吸収性で弾力性に富み、複雑な心血管の形

態を保持し、かつ有効な収縮・拡張能と冠

動脈血流を持った心臓の三次元レベルでの

再構築は極めて困難とされてきた。 

 

２．研究の目的 

摘出心臓をランゲンドルフ潅流装置用

いて脱細胞化させることで立体的な足場を

形成し、周期的な前後負荷及び電気刺激を

与えつつ、三次元で人工ヒト心筋細胞およ

びヒト心血管前駆細胞を潅流培養させるこ

とで冠循環動態を保ち、緻密的に作業心筋

細胞が生着することで、より高い機能性の

ある自家細胞由来の心臓としての器官形成

を目的とする。 

当研究室では既にラット全心臓を 1％

SDS 用いた還流循環により脱細胞化する

ことに成功している。 こ細胞外マトリック

スからなる三次元の足場は冠動脈循環動態

も保たれており、生着性の高い再播種に極

めて有用なモデルである。本研究では上記

の新規技術に加え、①細胞喪失の少ない体

外循環システムの確立と②緻密性と成熟性

の高いヒト心血管細胞を再播種させること

で ex vivo における有効なポンプ機能を持

つ心臓の再構築の他に、臓器移植にも用い

ることができる治療的確立を目指す。 

具体的には以下のような過程で研究を

進めていく。 

① ヒト心臓内幹細胞とラット心筋細胞の

細胞間融合を介した人工心筋細胞の大

量精製。 

② ラット全心臓の脱細胞化による細胞外

マトリックスで形成された足場の作成。 

③ 脱細胞化した心臓への人工ヒト心筋細

胞およびヒト心血管前駆細胞の再播種

化。 

④ 再構築した自家細胞由来バイオ人工心

臓の機能解析及び移植検討。 

 

３．研究の方法 

① ヒト人工心筋細胞の純化法は、ヒト心

臓内幹細胞を PGK-mcherry そしてラ

ット心筋細胞を PGK-eGFP でそれぞ

れ標識、PEG 処理後二重陽性細胞をソ

ーティングする。 

② 麻酔下でラット心臓を摘出し、上行大

動脈に潅流チューブを挿入、SDS なら

びに 1%Triton-X をそれぞれ心腔内及

び冠動脈内に 15 分ずつ循環潅流させ、

全心臓の脱細胞化を行う。 

③ 脱細胞化した心臓の右房、上行大動脈

にカニューレ挿入後、Radnoti 社製の

ワーキングハートシステム用いて、

370C、酸素化した潅流液内に 5x107個

の心臓内幹細胞と同数の人工心筋細胞

を注入し、細胞外マトリックスにヒト

心血管細胞を再播種させる。 

④ ミラーカテーテルを左房内通じて左室

内に挿入し電気刺激を与え、左房・左

室圧及び心電図を記録する。人工心臓

はラットの腹部大動脈に他家移植し、

術後組織と心機能を評価する。 



 

４．研究成果 

① ヒト人工心筋細胞の作成 

PEG 処理による細胞間融合による細

胞の形質変換法は、iPS 細胞をはじめとす

る細胞の初期化や分化誘導といった従来の

方法（2 週間から 1 ヶ月を要する）より、

圧倒的にその精製過程がわずか 1 日と短く、

かつ細胞ソーティングを併用することで、

融合した細胞の純化率も 80％以上と飛躍

的に向上させることが可能であった。 

効率よくヒト細胞をラットの心筋形

質に変換させるためには、ヒト：ラットの

混合細胞比を 1：3 より開始し、ヒト心筋

細胞の初期形成率を全細胞の 10％以上と

なるまで調節した。再播種後の生着性及び

増殖性の相違を検討するため、PEG 処理後

24 時間目と 48 時間以降に分けて、異なっ

た増殖能をもった人工心筋細胞の純化精製

を行った。 

② ラット心臓の脱細胞化 

12 週令の D-S ラットを麻酔し、全身

ヘパリン化後、正中切開にて上、下大静脈、

肺動静脈、胸部大動脈を剥離切断し、全心

臓を摘出する。ランゲンドルフ法によって、

1.8mm のカニューレを上行大動脈通じて

逆行性に心臓内に潅流させた。 

心筋保護目的で 10Mアデノシン入り

PBS を冠動脈内に平均 80mmHg で 15 分

間潅流させ、引き続き 1％SDS そして 1％

Triton-X をそれぞれ 15 分間持続潅流させ

る。最終工程として、抗生剤入りの PBS

でその後 120 時間潅流させ、脱細胞化した

細胞外マトリックスを作成することに成功

した。 

③ 人工ヒト心筋細胞の細胞外マトリック

スへの再播種化 

脱細胞化した心臓は、左房及び上行大

動脈に 18 ゲージのカニューレを挿入し心

尖部まで電気刺激リードを入れる。370C、

5％CO2 で酸素化された細胞培地を心房内

流量 20mL/min、冠動脈流量 6mL/min で

24 時間心臓内に栄養を入れる。前・後負荷

は圧センサー介してそれぞれ 1-12mmHg

と 1-60ｍｍHg に制御し、ペーシングリー

ド用いて 1Hz, 5-20V, 2ms で周期的に心外

膜側より刺激を与えた。 

細胞は 5x107個の精製したヒト人工心

筋細胞と 5x107 個のヒト心臓内幹細胞を

200L の PBS に希釈し、27 ゲージの針使

用し 5 回に分けて左心室内に注入する。回

路内を密閉後、約 8 から 10 日間持続潅流

させることで三次元培養を行い、全周性で

均一化したヒト心血管細胞で覆われた心臓

器官の形成に成功した。 
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