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研究成果の概要（和文）：本研究は、今まで困難であったヒトES/iPS細胞から成熟した3次元心筋組織を構築す
る方法の開発を目的とした。この目的を達成するために、マイクロ流体デバイス（microFD）とテラヘルツ
（THz）波を融合した新技術を開発する。具体的には、A. microFDを応用した3次元心筋組織構築デバイスの開
発、B. THz顕微鏡とmicroFDの実験系を開発、C. microFD とTHz顕微鏡を融合し、3D心筋組織の成熟化を目指し
た。開発する新技術は、ヒトES/iPS細胞の実用化と心臓組織工学の発展を促進することが期待される。

研究成果の概要（英文）：We aimed to develop a new platform to obtain functional and mature 
cardiomyocytes derived from human embryonic stem (ES) and induced pluripotent stem (iPS) cells by 
utilizing a microfluidic device in combination with THz wave. Specifically, A. to develop a 
microfluidic device allowing three-dimensional cell culture for cardiomyocytes, B. to combine the 
experimental setups of both THz microscope and microfluidic devices, C. to make mature 
cardiomyocytes by irradiating THz wave. Our devices would be very beneficial for regenerative 
medicine as well as drug screening for heart diseases.

研究分野：幹細胞工学
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１．研究開始当初の背景 
 心疾患は日本国内では 2番目に高い死因で
あり、重篤化すると最終的には心臓移植が必
要となる。しかし現在、心臓移植は深刻なド
ナー不足であり、それに替わる治療法の開発
が急務となっている。代替治療方法として最
も期待されるのがヒト ES/iPS 細胞から分化
誘導した心筋細胞を使用する細胞移植治療
であり、既に小分子のみを用いて高効率・高
純度に心筋細胞に分化誘導する方法の開発
に成功している（Cell Reports, 2012）。しか
し、細胞移植治療には成熟化した心筋細胞・
組織が必要だが、従来法では未熟な心筋細胞
しか得られないことが問題となっている。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、従来法では考慮されなかった「3
次元組織構築」と「適度な物理的刺激」をこ
の問題を解く重要な鍵とした。この 2つを自
在に制御する手法として申請者はマイクロ
流体デバイス（µFD）とテラヘルツ（THz）
波を応用する。そして今まで困難であったヒ
ト ES/iPS細胞から成熟した 3次元心筋組織
を構築する方法を開発することを目的とす
る。この目的を達成するために、マイクロ流
体デバイス（µFD）とテラヘルツ（THz）波
を融合した新技術を開発する。具体的には、 
A. µFDを応用した 3次元心筋組織構築デバ
イスの開発 
B. THz顕微鏡と µFDの実験系を開発 
C. µFD と THz顕微鏡を融合し、3D心筋組
織の成熟化を行う。 
 µFDは、①細胞を 3次元空間配置、②細胞
刺激因子の時・空間制御、など 3次元組織構
築に必要な要素を持っている。 
  THz波とは波長約 300 µmの電磁波であ
り、近年、細胞刺激に応用する機運が世界的
に高まりつつある（Sci. Reports, 2013）。そ
こで本申請では、THz波を心筋細胞の物理的
刺激に応用する。連携研究者である京都大学
廣理助教は世界最高の強度である 1 Mega 
V/cmの電磁波を照射できる THz波顕微鏡の
開発に成功している（Hirori et al., Nature 
Commun, 2011）。この電位は細胞膜電位レベ
ルに相当し、この THz 顕微鏡を用いて細胞
に非侵襲的な物理的刺激を行い、心筋組織の
成熟化を行う。 
 この 2つの技術を融合することで、従来法
では辿りつけない心筋組織の「成熟化」を達
成する。 
 
３．研究の方法 
A. マイクロ流体デバイス（µFD）を用いた 3
次元心筋組織構築法の開発 
 本研究では、申請者が開発した 3D プリン
タを応用した鋳型作製法(特許申請中)を用い
て µFD を作製する。3D プリンタを用いて、
複雑な 3次元構造を一度にプリント可能にな
り、さらに、デザイン作成から新しいデバイ
スを得るまでの工程が 3日間と、劇的に時間

を短縮できる。本申請で使用する 3D プリン
タは平面解像度が 50 µm、 高さ解像度が 15 
µm と、細胞培養用のマイクロ流体デバイス
作製には十分な性能である。鋳型としてプリ
ントされる材料は樹脂性であり、熱耐性が
70˚C と比較的低温であるため、µFD の材料
である polydimetylsiloxane (PDMS)への転
写には、温度を 65˚Cに保って行う。 
 作製した µFD 内に、ヒト多能性幹細胞か
ら分化誘導して得られた心筋細胞を導入し、
3 次元組織化を行う。申請者はこれまでに、
心筋細胞は µFD に導入後、適した条件下で
自然に 3次元組織を形成することを見出して
いるが、より最適な 3次元心筋組織作製の条
件を見出すために µFD をハイスループット
化し（HT-µFD）し、効率的な組織形成を行
う。スクリーニングの指標として成熟心筋細
胞マーカーである β-MHCを選び、その発現
量を申請者が開発した定量的免疫細胞染色
法を用いて定量化し、最も発現量の高い組織
を以降の実験に用いる。  
 
B. THz顕微鏡と µFDを融合した実験系の開
発と細胞実験への最適化 
 THz 波は水に吸収されることが問題とな
っていた。そこで、細胞までの水透過距離を
出来るだけ短くする必要がある。本申請では、
水の影響を軽減するためにも µFD を使用す
る。µFD内の細胞培養チャンバーの高さを出
来るだけ低くし（50 µm 以下）、細胞培養液
による THz波の減衰を最小限にする。また、
長期培養・実験を行うために、必要に応じて
培養液をシリンジポンプによって送液する。
さらに、細胞観察を行うために、蛍光顕微鏡
としての機能も設置する。また、細胞培養を
長時間可能にするために、サンプル台は 37˚C、
5％ CO2環境下に置く。 
 作製したシステムでの細胞培養の条件最
適化は、細胞生死判定や細胞増殖速度などで
評価する。 
 
C. µFD と THz顕微鏡の融合による 3D心筋
組織の成熟化 
 目的 A.で開発・構築した 3次元心筋組織細
胞に THz 波を照射することで心筋組織の更
なる成熟化を行う。その際に、THz波を細胞
に照射する時間、強度、回数などを検討し、
成熟化に最適な条件を見出す。 
 3 次元組織化した心筋組織の機能評価を行
うために、まず免疫染色法による成熟心筋細
胞マーカー発現の確認（β-MHCなど）、細胞
周期測定、電気生理学的評価（パッチクラン
プ法、Microelectrode array（MEA）法）、
蛍光プローブによる細胞機能イメージング
（膜電位、細胞内 Ca2+など）、走査型電子顕
微鏡による心筋細胞に特徴的な微細構造の
確認（T-tubules）、などの方法を用いて評価
する。また得られた組織に於ける全遺伝子発
現パターンを、成人心筋組織のそれと比較す
ることによって、本申請で得られた心筋組織



がどれだけ成人組織に近づけたかを評価す
る。また、THz波が細胞に与える影響が明ら
かとなっていないこともあるので、予定外の
影響の有無も併せて確認・評価する。 
 
４．研究成果 
 本研究では、申請者が開発した 3D プリン
タを応用した鋳型作製法を用いて µFD を作
製する。 
 作製した µFD 内に、ヒト多能性幹細胞か
ら分化誘導して得られた心筋細胞を導入し、
3 次元組織化を行った。また、申請者はこれ
までに、心筋細胞は µFD に導入後、適した
条件下で自然に 3次元組織を形成することを
見出しているが、より最適な 3次元心筋組織
作製の条件を見出すために µFD をハイスル
ープット化し（HT-µFD）し、効率的な組織
形成を行った。以降、スクリーニングの指標
として成熟心筋細胞マーカーである β-MHC
を選び、その発現量を申請者が開発した定量
的免疫細胞染色法を用いて定量化し、最も発
現量の高い組織を以降の実験に用いる。  
 
B. THz顕微鏡と µFDを融合した実験系の開
発と細胞実験への最適化 
 THz 波は水に吸収されることが問題とな
っていた。そこで、細胞までの水透過距離を
出来るだけ短くする必要がある。本申請では、
水の影響を軽減するためにも µFD を作製し
た。µFD内の細胞培養チャンバーの高さを出
来るだけ低くし（50 µm 以下）、細胞培養液
による THz波の減衰を最小限にした。また、
長期培養・実験を行うために、必要に応じて
培養液をシリンジポンプによって送液した。
さらに、細胞観察を行うために、蛍光顕微鏡
としての機能も設置した。 
 作製したシステムでの細胞培養の条件最
適化は、細胞生死判定や細胞増殖速度などで
評価する。 
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