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研究成果の概要（和文）：再生医療における新たな心筋細胞移植方法として、3次元培養法による移植方法の検討を行
った。ヒトiPS細胞から心筋細胞を作製し、3次元培養を行ったのち、心筋梗塞モデルモルモットに移植したところ、細
胞の生着が確認出来た。しかし、GCaMPを用いたイメージング検査により、生着した心筋細胞はホスト心筋とは電気的
には結合せず、更に検討が必要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Although pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes are a promising tool for car
diac repair following cardiac injury, more study is required to improve the cell engraftment.  We tested o
ur novel 3D-culture system for the transplantation of stem cell-derived cardiomyocytes for not only graft 
cell survival but also electrical integration.
The 3D-culured human iPSC-cardiomyocytes survived following transplantation in injured guinea pig hearts, 
but they did not couple with host cardiomyocytes by fluorescent Ca sensor GCaMP3 imaging system.  Addition
al study is needed to improve the host-graft electrical integration.
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摘出し、Langendorff

拍動させながら、

膜側から GCaMP3

と比較しながら評価した。

主心筋細胞の電気的統合は

期（グラフト心筋の収縮周期）と心電図（ホ

スト心筋の収縮周期）が一致することにより

確認出来る。 

４．研究成果 

Essential8培地で維持したヒト

アクチビン A と

により、安定した心筋細胞の作製が可能であ

った。この細胞を

移植したところ、一部心筋細胞の生着を認め

た（下図）。しかし、グラフト心筋細胞は組

織学的にはホスト心筋細胞とは線維組織に

よって隔絶された状態で生存していた。

次に、蛍光 Ca センサー

に遺伝子導入を

ロポレーションによって

DNA に遺伝子導入を行ったところ、一旦導

入されたGCaMP

り、発現が消失し、安定した遺伝子発現が得

られなかった。そこで、安定した遺伝子発現

が期待できる19番染色体上の

異的に遺伝子導入を行うこととした。特異的

遺伝子導入のために

用いて遺伝子導入を行ったところ、

AAVS1 領域特異的に導入され、安定した

遺伝子発現が認められた。

Langendorff 法で心臓を灌流し再度

拍動させながら、蛍光 CMOS

GCaMP3 の蛍光発色

評価した。移植心筋細胞と宿

主心筋細胞の電気的統合はGCaMP

期（グラフト心筋の収縮周期）と心電図（ホ

スト心筋の収縮周期）が一致することにより

培地で維持したヒト

と BMP4 を連続投与すること

により、安定した心筋細胞の作製が可能であ

った。この細胞を 3 次元培養し、心外膜

移植したところ、一部心筋細胞の生着を認め

しかし、グラフト心筋細胞は組

織学的にはホスト心筋細胞とは線維組織に

よって隔絶された状態で生存していた。

センサーGCaMP

に遺伝子導入を行った。まず、エレクト

ロポレーションによってランダムに

に遺伝子導入を行ったところ、一旦導

GCaMPは培養を繰り返すことによ

り、発現が消失し、安定した遺伝子発現が得

られなかった。そこで、安定した遺伝子発現

番染色体上の

異的に遺伝子導入を行うこととした。特異的

遺伝子導入のために Zinc Finger nuclease

用いて遺伝子導入を行ったところ、

領域特異的に導入され、安定した

遺伝子発現が認められた。さらに、

法で心臓を灌流し再度

CMOS カメラで心外

の蛍光発色を心電図周期

移植心筋細胞と宿

GCaMPの蛍光周

期（グラフト心筋の収縮周期）と心電図（ホ

スト心筋の収縮周期）が一致することにより

培地で維持したヒト iPS細胞に

を連続投与すること

により、安定した心筋細胞の作製が可能であ

次元培養し、心外膜側に

移植したところ、一部心筋細胞の生着を認め

しかし、グラフト心筋細胞は組

織学的にはホスト心筋細胞とは線維組織に

よって隔絶された状態で生存していた。 

GCaMP をヒト iPS

行った。まず、エレクト

ランダムにゲノム

に遺伝子導入を行ったところ、一旦導

は培養を繰り返すことによ

り、発現が消失し、安定した遺伝子発現が得

られなかった。そこで、安定した遺伝子発現

番染色体上のAAVS1領域特

異的に遺伝子導入を行うこととした。特異的

Zinc Finger nuclease

用いて遺伝子導入を行ったところ、GCaMP

領域特異的に導入され、安定した

さらに、GCaMP

法で心臓を灌流し再度

心外

心電図周期

移植心筋細胞と宿

の蛍光周

期（グラフト心筋の収縮周期）と心電図（ホ

スト心筋の収縮周期）が一致することにより

細胞に

を連続投与すること

により、安定した心筋細胞の作製が可能であ

側に

移植したところ、一部心筋細胞の生着を認め

しかし、グラフト心筋細胞は組

織学的にはホスト心筋細胞とは線維組織に

 

iPS

行った。まず、エレクト

ゲノム

に遺伝子導入を行ったところ、一旦導

は培養を繰り返すことによ

り、発現が消失し、安定した遺伝子発現が得

られなかった。そこで、安定した遺伝子発現

領域特

異的に遺伝子導入を行うこととした。特異的

Zinc Finger nuclease を

GCaMP

領域特異的に導入され、安定した

GCaMP

陽性

この細胞は

色することが確認された（下図）。

この

モルモット心臓に移植し、免疫抑制剤投与下

で

Langenndorff

膜側から蛍光

ろ、

グナルは認められなかった。これらの結果か

ら、この

着は認められるものの、ホスト心筋との電気

的結合がみられないことが示唆され、更に検

討が必要と考えられた。
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