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研究成果の概要（和文）：現在、重症慢性心不全の根治療法は心臓移植のみであり、代替治療として心筋細胞移
植などの再生医療が注目されている。
iPS細胞の出現により再生心筋細胞の細胞源は確保され、残されている最も大きな課題は最適な細胞移植法の開
発である。心臓への長期の生着と機能の回復を実現するためには、ヒト心臓に近い微小心臓組織を構築し移植す
る必要がある。
我々は、新たに開発したパターニングプレートを用いることにより、サイズの均一性があり、心臓を構成する多
くの細胞種を含む微小心臓組織を高効率に作製することに成功した。またマウス心臓への移植実験を行い、心筋
細胞のみで作成した心筋球と比較して生着に差がないことを確認した。

研究成果の概要（英文）：Currently, heart transplantation is the only curative treatment for severe 
chronic heart failure, and regenerative therapies such as cardiomyocyte transplantation are gaining 
attention as alternative treatments.
With the advent of iPS cells, a reliable source of regenerative cardiomyocytes has been secured, and
 the most significant remaining challenge is the development of an optimal cell transplantation 
method.To achieve long-term engraftment and functional recovery in the heart, it is necessary to 
construct and transplant microcardiac tissues that closely resemble the human heart.
We have successfully established a highly efficient method for generating microcardiac tissues with 
uniform size and composed of multiple cardiac cell types using a newly developed patterning plate.
Furthermore, transplantation experiments into mouse hearts demonstrated no significant difference in
 engraftment compared to cardiomyocyte spheres composed solely of cardiomyocytes.

研究分野： Regenerative medicine

キーワード： 心臓オルガノイド　ヒト多能性幹細胞　心筋細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の作成した微小心臓組織(オルガノイド)は心臓の構成細胞のうち多数を含んでおり、心臓の特徴をより再現
していると考えられ、心臓への移植のみでなく、薬物動態や創薬、先天性心疾患の原因解明の研究の分野での活
用が期待できる。
また、このようなオルガノイド技術が普及すれば、動物実験の代替手段として利用することで、犠牲となる動物
の数を減らすことも期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
オルガノイドとは試験管の中で幹細胞から作るミニチュアの臓器とされ、幹細胞のもつ自己複
製能と分化能を利用して自己組織化させることによる 3 次元的な組織様構造の総称である。ES
細胞や iPS 細胞のような多能性幹細胞(PSC)または成体組織幹細胞から作成され、解剖学的・機
能的に生体内の器官に近い特徴を有し、正常組織由来のオルガノイドや疾患組織由来のオルガ
ノイドの構築も可能である。主要な臓器の多くでオルガノイドが報告されているが、心臓におい
ては細胞種の豊富さ、構造の複雑さからその開発はなかなか進んでこなかった。心臓領域ではヒ
ト PS 細胞由来の心筋細胞(hPSC-CM)の誘導法が開発されて以降、薬剤応答の評価、心毒性試
験、疾患モデリングに応用すべく、hPSC-CMを利用した様々な研究が行われてきた。近年では、
生体工学的アプローチを用いた人工心臓組織(EHT)や心筋細胞を球状に凝集させた心筋スフェ
ロイド(CS)などの 3D 心臓組織が創薬や移植分野での有用なツールとして確立されている。一
方で、これらは左右の心房・心室形成や弁の形成、心腔構造と拍出能などの心臓に特徴的な組織、
構造を再現できておらず、ヒトの心形成や心臓疾患のモデルとしては限界がある。自然発生を模
倣した狭義の心臓オルガノイド(CO)の開発が進んできている。 
 
２．研究の目的 
慢性心不全の予後は悪性腫瘍と同等に悪く、重症慢性心不全の根治療法は心臓移植のみである。
心臓移植にかわる治療として再生医療が注目されているが、克服すべき課題も多い。iPS 細胞の
出現により再生心筋細胞の細胞源は確保され、現在残されている最も大きな課題は、最適な細胞
移植法の開発である。レシピエントの心臓への長期の生着と機能の回復を実現するためには、ヒ
ト心臓に近い微小心臓組織を構築し移植する必要があると考えられている。hPSC-CM、心臓線
維芽細胞および血管内皮細胞を用いてヒト CO を再構築することでヒト微小心臓組織の構築が
可能となり、重症慢性心不全へのヒト iPS 細胞を用いた次世代の再生医療を促進させることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)心臓オルガノイドの作成および解析 
iPS 細胞から hPSC-CMへの分化プロトコルを元にCO分化プロトコルを作成、作成したCOに
ついて細胞形態解析、モーションベクター(MV)による拍動解析、PCRによる RNA解析、蛍光
免疫染色による細胞種および形態解析をおこなった。 
(2)移植実験 
CO の機能的評価を行うため、免疫不全(NOG)マウスの心臓への移植実験を行った。比較する
コントロールとしては心筋細胞のみで作られたCSを NOGマウスに移植することとした。 
 
４．研究成果 
(1)心臓オルガノイド作成プロトコルの確立 
 心臓オルガノイドを作成するにあたり、プロトコル作成を行った。 
まず最初のプロトコルでは分化開始 4 日前より iPS 細胞の維持に用いるフィーダーフリーの
AS103C 培地に ROCK 阻害剤として Y27632 を添加したものへ iPS 細胞を播種。4 日後に



RPMI+B27(インスリンなし)に培地交換、24 時間は中胚葉への分化を誘導するためGSKβ阻害
剤の CHIR99021 および中胚葉分化の促進および心筋細胞分化を強化するため BMP4 を添加。
さらに 3 日目に Wnt 阻害剤の IWR-1 を加え心筋分化を開始。心房筋への分化を行う場合には
このタイミングでレチノイン酸を添加。7日目以降は成熟培地のMEMα+ 成熟を促進するため
の FBS(ウシ胎児血清)+エネルギー源としてピルビン酸に培地を変更し培養を継続。4 週間程度
培養したのち回収した。このプロトコルで作成された CO は拍動解析にて問題なく拍動が確認
され、さらに心房筋へ分化を試みたCOの方で明らかに拍動数が多かった。一方で、蛍光免疫染
色で心外膜細胞(WT1 陽性)、線維芽細胞(Vimentin 陽性)、ペースメーカー細胞(SHOX2 陽性)
が確認された一方血管内皮細胞(CD31 陽性)や心内膜細胞(NFAT2 陽性)は確認できなかった。 
 そこで血管内皮細胞を含む CO を作成するため、プロトコルを改変した。試行錯誤の結果、3
日目から 7 日目まで血管内皮細胞増殖因子(VEGF)を加えることとした。結果、PCRおよび蛍光

免疫染色にてCOに血管内皮細胞が含まれていることが確認された。 
図 1:PCR による RNA 測定結果(左:心筋スフェロイド、右:心臓オルガノイド) 
 
 
(2)心臓オルガノイドの移植 
AkaLuc 導入 G1ヒト iPS 細胞を COまたはCS に
分化誘導し、NOG マウスの心臓に移植。
day1,7,14,21,28に in vivoイメージング装置を用い
て観察した。観察は 4.96mMの AkaLumine 100μ
Lを腹腔内投与し、10分後にNEWTONで撮影(露
光時間 1 分)することで行った。day28 のイメージ
ング後に解剖し、心臓切片を作製し蛍光免疫染色で評価した。 
生着に関しては主にイメージングにて評価を行った。COと CSでは有意差は見られなかったも
のの day28 の時点ではやや CO の方が優っていた。今後 n 数を増やすことでより傾向が見られ
るか確認する必要がある。 
 また心臓切片の蛍光免疫染色ではグラフト内に血管内皮細胞、心外膜細胞、線維芽細胞を認め
た。またNFAT2 陽性細胞も確認され、今まで確認できなかった心内膜細胞もCO内に認めるこ
とが示唆された。 
 
(3)今後の展望 



 CO を含む 3D 心臓組織は近年大きな進歩を遂げており、ヒトの心発生と心血管系疾患のいく
つかの重要な側面を捉えることを可能にした。今後もこうした様々な心臓モデルは心疾患研究、
薬剤の有効性や毒性試験などへの適応が拡大していくことが期待でき、研究目的に応じて適切
なモデルを選択する必要がある。一方で、再現性の低さ、限られた脈管形成、心臓の本質的特徴
の欠落などの限界は、臨床応用への普及を妨げている。 
現時点で我々の CO はすでに報告されている CO と比較し、均一性の面で優れていると考えて
いる。また、COを心臓へ移植した報告は限られており、心臓再生医療分野に新しい知見を加え
るものと考えられる。 
今後は主にプロトコルの詳細の細かい部分の調整(播種細胞数、コーティングの濃度など)を行い、
理想的な細胞比率のCOを目指し、1 度の培養で回収できる数を増やすべき最適なプロトコルを
目指している。さらに作成したCOを用いて疾患モデルや薬剤応答まで確認できれば、今後様々
な分野で心臓モデルとして利用可能となるだろう。 
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