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【研究の背景】 

ヒト人工多能性幹（iPS）細胞は、再生医療や創薬スクリーニングにおける細胞源として期待されている。しかし、分化心筋

細胞は胎児型の特徴を有しているため、表現型のばらつきに繋がり、再生医療においては催不整脈作用、創薬スクリーニン

グにおいては心毒性を正確に評価することができない。そこで、成熟化を促進させる手法の開発が求められていた。成熟化

を促進する方法に関しては様々報告されているが、いずれも成人ヒト心筋組織とは程遠い。その要因として、多くの研究者が

単独アプローチのみで成熟化の問題を解決しようと試みていること、心筋細胞の成熟化における至適な細胞外代謝環境が

明らかでないこと等が挙げられる。 

 

【⽬  的】 

本研究では、成熟化を促進させる手法として培養環境および 3 次元心筋組織における力学刺激に着目し、両者を組み合

わせることによりヒト iPS 細胞由来の成熟心筋組織を作製し、創薬スクリーニングに応用することを目的として研究を行った。 

 

【⽅  法】 

11..  ヒヒトト iiPPSS 細細胞胞由由来来心心室室筋筋細細胞胞のの作作製製  

申請者がこれまでに構築してきた 2 次元大量培養系および純化精製技術によりヒト iPS 細胞から心室筋細胞（心筋含有率

99％）を作製する（Tohyama, et al. CCeellll  SStteemm  CCeellll 2013, CCeellll  MMeettaabb.. 2016, CCiirrcc..  RReess..  2017, SStteemm  CCeellll  RReepp..  2017, SSccii..  RReepp.. 

2019, iiSScciieennccee 2020）。 

22..  ヒヒトト iiPPSS 細細胞胞由由来来微微小小心心筋筋組組織織球球のの作作製製  

マイクロウェルプレート（Kuraray/Corning）を用いて直径 150 µm 程度の微小心筋組織球（1 つの組織球は約 1000 細胞か

ら構成）を大量に作製する（Tabei, et al. JJ  HHeeaarrtt  LLuunngg  TTrraannssppllaanntt  2019）。 

33..  ヒヒトト iiPPSS 細細胞胞由由来来心心筋筋フファァイイババのの作作製製  

慶應義塾大学理工学部尾上研究室との共同研究により、マイクロ流体デバイス技術（Onoe, et al. NNaatt  MMaatteerr  2013）を用いた

マイクロファイバ状の心筋組織の作製を行う。 

44..  ヒヒトト iiPPSS 細細胞胞由由来来心心筋筋組組織織構構造造体体（（EEnnggiinneeeerreedd  HHeeaarrtt  TTiissssuuee））のの作作製製  

Echenhagen らの手法（Weinberger , CCiirrcc  RReess 2017）を用いて、心筋組織構造体を作製し、免疫染色および QPCR により成

熟度の評価を行う。 

55..  成成熟熟化化心心筋筋組組織織ににおおけけるる薬薬剤剤応応答答性性評評価価  

33 おおよよびび 44 において作製された成熟した心筋組織に対してイソプロテレノール（ISP）を用いて薬剤応答性を評価し、未成熟

な心筋組織における応答性の違いを明らかにし、その分子機構を探索する。 
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【結  果】 

はじめに、申請者がこれまで確立してきた手法により、ヒト iPS 細胞から高純度心室筋細胞を作製した（Tohyama, et al. CCeellll  

SStteemm  CCeellll  2013, CCeellll  MMeettaabb..  2016, SStteemm  CCeellll  RReepp..  2017, iiSScciieennccee  2020）。それらの心筋細胞を用いて、Kuraray/Corning 社

のマイクロウェルプレートにより微小心筋組織球した。さらに Echenhagen らの手法を活用し Engineered Heart Tissue（EHT）

を作製することに成功した。トロポニン T や α アクチニン抗体を用いて免疫染色を行った結果、微小心筋組織球はサルコメ

ア構造の配向性が認められなかったのに対して、EHT では配向性が認められた。また、QPCR を行ったところ、接着心筋細

胞に対して、微小心筋組織球では MYL2 や Cx43 等の成熟化マーカーの上昇が認められなかった。一方で、EHT では、成

熟化マーカーが顕著に上昇していることを確認した。さらに EHT に対して ISP を添加したところ、陽性変時作用、陽性変力

作用が認められた。また、ヒト iPS 細胞から高純度心室筋細胞に線維芽細胞を混ぜることによりマイクロ流体デバイス技術 

（Onoe, et al. NNaatt  MMaatteerr  2013）を用いたマイクロファイバ状心筋組織の作製にも成功している（unpublished）。また、培養条件

により組織化の安定性が異なることを確認した。  

 

【考  察】 

3 次元組織は、2D に比べて成熟度が高くなることが知られているが、スフェロイドにおいては成熟度の促進が認められず、

EHT においては 2D に比べて顕著な成熟度促進が認められた。成熟度の促進には力学的な刺激が重要であると考えられ

る。今後は成熟度を促進させる添加因子や培養条件を探索し、未熟心筋組織と成熟心筋組織における薬剤応答性の差異

を明らかにする。 

 

【臨床的意義・臨床への貢献度】 

ヒト成熟心筋組織の開発は、疾患メカニズムの解明や創薬スクリーニングにおいて最も重要な課題の 1 つである。本研究

において創薬スクリーニングにおける標準的なヒト成熟心筋組織を構築できれば、薬剤による副作用を事前に予測すること

が可能となり、新薬開発において心毒性などによる脱落を防ぐことができるため極めて重要な研究であると考えている。 
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