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研究成果の概要（和文）：酸素透過性のポリジメチルシロキサン(poly-dimethylsiloxane; PDMS）膜を底面 と
する特殊な培養器（PDMS培養器）を用いることによって、心筋塊（スフェロイド）の作製が可能となった。これ
らの心筋細胞は、成熟化マーカーであるmyosin light chain (MLY2)が高い傾向にあり、心筋細胞が成熟化傾向
にあった。一方、酸素透過しない従来の培養器では、低酸素誘導因子（HIF: Hypoxia-Inducible Factor)の
target遺伝子発現が高い傾向が確認された。

研究成果の概要（英文）：By using a special incubator with an oxygen permeable poly-dimethylsiloxane 
(PDMS) membrane as the bottom surface, it was possible to product myocardial spheroids. These 
cardiomyocytes tended to have a high myosin light chain (MLY 2) which is a maturation marker. On the
 other hand, in the conventional incubator that does not permeate oxygen, the tendency of target 
gene expression of Hypoxia-Inducible Factor (HIF) was high.

研究分野：心筋再生
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
慢性心不全の予後は悪性腫瘍と同等に悪
く、重症心不全の根治療法には心臓移植以外
の方法が存在しない。しかし、移植心臓のド
ナー不足は深刻な問題であり心臓移植の数
は全世界で 4,000 例にも満たない（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これまで欧米では骨格筋芽細胞、骨髄幹細
胞、血管内皮前駆細胞など様々な体性幹細胞
を用いた臨床治験が虚血性心疾患を対象に
数多く行われてきたものの、一定の臨床成果
は認められず、依然として細胞治療の最適化
を模索している状況である。 
一方、iPS 細胞（人工多能性幹細胞）を用
いた再生医療を目指した研究は、我が国を中
心に急速に発展し、心臓移植にかわる治療と
して再生医療が注目され、再生心筋細胞の移
植治療が理論上は可能となった。しかし、再
生心筋細胞を用いた細胞移植療法には、克服
すべき課題も多い。これまでの基礎研究によ
り安全、かつ効率的な心筋細胞の純化精製が
可能となり、心筋再生医療の具現化は目の前
まで来ているが、最後に残された課題は最適
な移植法の開発である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Tissue engineering 技術を活
用して、iPS 由来心筋細胞と微小血管構造を
有するマイクロゲル心筋球の作製を行い、よ
り効率的な移植法を確立し、iPS 細胞を用い
た心筋再生医療の具現化を図ることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１）バイオリアクターによる大量培養シス
テムを用いた心筋分化誘導 
本研究では、大量の iPS 細胞が必要になる
ため、我々の開発したバイオリアクターによ
る大量培養システムを用いて分化誘導した
心筋細胞を含む細胞群を無糖乳酸培地に曝
露させ、未分化幹細胞や非心筋細胞を除去し、
純化心筋細胞のみを回収する（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）ヒト iPS 由来精製心筋細胞の作製 
分化誘導した心筋細胞を含む細胞群を無
糖乳酸培地に曝露させ、2 日おきにピペッテ
ィングおよび 40μm のフィルターを用いた
培地交換を行い、未分化幹細胞や非心筋細胞
を除去し、純化心筋細胞のみを回収する（下
図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）HUVEC 細胞による微小血管網を有する
ヒト iPS 由来心筋塊の作製 
横浜国立大学工学部（福田淳二准教授）と
の共同研究により、Tissue engineering 技
術を導入し、効率的な細胞生着機能を有する
移植細胞塊を作製する。具体的には、光パタ
ーニング法によって 200μm 前後の球状のマ
イクロゲルを作製し、ヒト iPS 由来血管内皮
細胞、および純化精製心筋細胞をゲル内に包
埋、培養することによって 3 次元構造を持っ
た移植細胞塊を作製する（下図）。 
 
 
 
 
 
（４） ヒト iPS 由来内皮細胞による微小血
管網を有するヒト iPS 由来心筋球の作製 
（３）において心筋球内に微小血管網が確
認できた際には、株化細胞である HUVEC をヒ
ト 
iPS 由来血管内皮細胞に置き換えることに
より、同様の現象が観察できるか否か確認す
る（下図）。 

 
（５）大動物（ブタ）心機能低下モデルの作
製および移植実験 
マイクロミニブタを用いて心筋傷害モデ
ルを作製し、他のプロジェクトにて開発して
いる移植デバイスを用いて血管網を有する
iPS 由来心筋細胞含有マイクロゲルをモデ
ル動物に移植し、長期的な心筋内の細胞生



着・生存率の解析を行う。 
 
４．研究成果 
本研究では、細胞移植に際し高純度の iPS
由来心筋細胞が大量に必要となるため、その
培養、純化精製システムの構築が重要な課題
であった。また、腫瘍化のリスクを克服する
ために、未分化幹細胞や心筋以外の細胞の代
謝特性と心筋細胞の代謝特性を詳細に解析
することで、培養液を変えるだけで心筋細胞
を純化精製する技術を確立してきた。さらに、
心筋細胞の量産化に関しても、2 次元系ある
いは 3次元系の大量培養技術を確立し、移植
に必要な数億個の心筋細胞を一度に作製す
ることを可能とした。そして、この細胞の凍
結保存、解凍培養が可能な条件を見出したた
め、研究室間の細胞輸送が可能となり、研究
の進捗促進に繋がった。 
また、スフェロイドの作製については、当
初、光パターニング法、コラーゲンモールデ
ィング法を検討してきたが、培養細胞が培養
皿に接着せず浮遊してしまうなどの問題点
も明らかとなり進捗が得られなかったが、酸
素透過性のポリジメチルシロキサン
(poly-dimethylsiloxane; PDMS）膜を底面 と
する培養器（PDMS 培養器）を用いることによ
って、ある程度の大きさ（100～300μm）の
マイクロゲルでも拍動する成果が得られた。
そして、酸素透過性のＰＤＭＳ膜を底面とす
る培養器を用いて作製した細胞の解析では、
成熟化マーカーである myosin light chain 
(MLY2)が高い傾向にあり、心筋細胞が成熟化
傾向にあった。一方、酸素透過しない従来の
培養器では、低酸素誘導因子（ HIF: 
Hypoxia-Inducible Factor)の target 遺伝子
発現が高い傾向が確認された。以上の成果よ
り、心筋移植により適した心筋塊（スフェロ
イド）の作製が可能となった。 
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