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研究成果の概要（和文）：ヒトES細胞由来心筋細胞をラット心臓へ移植し、細胞特性の時系列変化を組織学的お
よび分子生物学的に解析した。生着した心筋細胞からLaser microdissectionを用いて微量RNAを抽出し、in 
vitroでの長期培養心筋と比較したRNAシークエンス解析を行い、in vivoにおける生着心筋の網羅的な遺伝子発
現解析を行った。その結果、生着した移植心筋グラフトにおいて、培養環境と比較して自動能を持ったペースメ
ーカー細胞の割合および自動能に関わる遺伝子の発現が低下し、相対的に成熟した心室筋の割合が増加すること
を報告した。

研究成果の概要（英文）：When human embryonic stem cell-derived cardiomyocytes (hESC-CMs) were 
transplanted into athymic rat hearts, proliferative capacity was lower for nodal-like than 
working-type cardiomyocytes with grafted cardiomyocytes eventually comprising only relatively mature
 ventricular cardiomyocytes. RNA-sequencing of engrafted hESC-CMs confirmed the increased expression
 of mature ventricular cardiomyocyte-related genes, and simultaneous decreased expression of nodal 
cardiomyocyte-related genes. Temporal engraftment of electrical excitable nodal-like cardiomyocytes 
may thus explain the transient incidence of post-transplant ventricular tachycardia, although 
further large animal model studies will be required to control post-transplant arrhythmia.

研究分野： 循環器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多能性幹細胞由来心筋細胞を用いた心筋再生療法は臨床試験が開始されたが、移植後の心室性不整脈出現が解決
すべき課題として残されている。本研究で明らかになった生着心筋細胞の特性変化は、不整脈が移植1ヵ月後を
ピークとして徐々に減少するメカニズムの1つであると考えられた。今後、ペースメーカー細胞の割合を減らし
た場合や、成熟させた心筋を移植した場合に、不整脈の出現が減少するかを大動物を用いた実験で検証する必要
がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 多能性幹細胞由来心筋細胞移植による傷害心臓の機能回復が報告されているが、幹細胞由来
心筋細胞は未熟性・多様性を示し、不十分な治療効果や心室性不整脈の発症といった課題が残さ
れている。一般的な培養条件で分化誘導された多能性幹細胞由来心筋細胞は、胎児型の未熟な性
質を持つことが知られ、研究代表者らの前研究（Kadota et al, Stem Cell Reports 8: 278–289, 
2017）などにおいて、移植して生着した心筋細胞の組織学的解析により、移植後の期間に依存し
て徐々に成熟することが報告されている。特に、心筋トロポニン I などのサルコメア構造蛋白
や、コネキシン 43 などのギャップ結合蛋白などの成熟が見られたが、培養条件（in vitro）と
生体内条件（in vivo）における心筋細胞の成熟度を詳細に比較した報告は少ない。また、移植
後の心室性不整脈は、心拍数の少ない大動物において出現を認めるが、多くの場合は移植 1ヵ月
後をピークとして徐々に発症頻度が減少することが知られている。その出現メカニズムとして、
移植心筋からの自動能に伴う異所性ペーシングによることが最近報告されており(Nat 
Biotechnol 36:597-605, 2018、Stem Cell Reports 12:967-981, 2019)、in vivo における生着
した心筋細胞の詳細な成熟度や特性の評価は、移植後不整脈の出現を抑制した安全な心筋再生
療法の開発に応用できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 移植後の多能性幹細胞由来心筋細胞の時空間的特性変化を組織学的、分子生物学的手法を用
いて解析することによる傷害心筋修復機構の解明を目的とする。最適化された移植細胞の組成・
特性を解明し、効果的で安全な心筋再生医療の実現を可能にする。 
 
３．研究の方法 
 ヒト ES 細胞由来心筋細胞を単層培養法により分化誘導した心筋細胞を 20 日後に回収して冷
凍保存したのち、2×107個を無胸腺ラット心臓に移植した。移植 2－12週間後にパラフィン切片
を作製し、組織学的解析を行った。同時に凍結切片を作製し、生着グラフト心筋を Laser 
Microdissection (Leica)を用いて切り出し、Arcturus PicoPure RNA Isolation Kit (Thermo 
Fisher Scientific)を用いて微量 RNA を抽出した。微量 RNA から SMART-Seq v4 Ultra Low Input 
RNA Kit for Sequencing (TaKaRa Bio)を用いて cDNA ライブラリーを作成し、NovaSeq 6000 
platform (Illumina)を用いた RNA シークエンス解析により、グラフト内生着心筋細胞における
遺伝子発現を、in vitro で同期間培養した心筋と比較して解析した。なお、生体内サンプルに
はヒトとラット由来リードが混在しているため、Xenome software (Bioinformatics 28: i172-
178, 2012)を用いて全サンプルにおいて、ヒト由来リードのみを選別して解析した。 
 
４．研究成果 
 ヒト ES 細胞由来心筋細胞をラットに移植後、生着した心筋細胞の特性を免疫組織染色により
解析した。特に、自動能を持ったペースメーカー細胞で強く発現する、SHOX2, HCN4（図 1）, TBX3
の生体内期間に依存した発現低下を認めた。そのメカニズムとしては、増殖マーカーKi67 との
共染色により、ペースメーカー細胞が非ペースメーカー細胞と比較して、増殖率より低いことに
より、割合が低下していることを見出した。 

また、in vitro と in vivo のサンプルから RNA を抽出し、RNA シークエンス解析を行ったとこ
ろ、いずれのサンプルも主成分分析において胎児型に近い特徴を持っていたが、時系列に成体型

図 1 ラット心室内でのヒト ES細胞由来グラフト心筋細胞の HCN4発現の時系列変化 

免疫染色により自動能に関わる HCN4 の発現が減少していることを確認した（A: 2 週、

B: 4 週、C: 12 週後、スケールバー100 μm）。（Ichimura H, Kadota S* et al, 

Scientific Reports 2020） 



に近づくことが分かった
（図 2）。移植前のサンプ
ル（Day20 CM）と比較して
in vivo サンプルと in 
vitro サンプルの違いを
解析したところ、in vivo
サンプルでより成熟した
サルコメア構造や細胞間
接着に関わる遺伝子の発
現の上昇を認め、特にペー
スメーカー細胞に発現す
る遺伝子のうち ISL1 や
SHOX2 の発現が消失した。
免疫染色と RNA シークエ
ンス解析において、いずれ
も自動能に関わる遺伝子
の発現が低下し、成熟した
心室筋の割合が相対的に
上昇した。 
以上のことから、移植

後生着した心筋細胞の特
性は時系列に心室筋の割
合が増加して、ペースメ
ーカー細胞の割合が低下
することが分かった。移
植後に出現する心室性不
整脈が自動能を持った未
熟心筋からの異所性興奮によるものであるため、今回の時系列の特性変化は、移植後不整脈が一
過性に出現し消失するメカニズムの一つと考えられた。そのため、より安全で有効な心筋再生医
療の確立のためには、成熟心筋を移植するもしくは、自動能を持たないように加工した細胞を移
植することが、解決策となる可能性が示された。今後、大動物を用いた実験により今回示された
解決策により移植後不整脈が減少するかを検証する必要がある。 
 
 
 
 
 

図 2. ラット心臓内に生着したヒトES細胞由来心筋細胞から得

られた微量 RNA を用いた RNA-seq 解析。主成分分析において移植

後生着した心筋（in vivo）は、同期間培養したサンプル（in vitro）

とは大きく特性が異なり、矢印の方向へ時系列に成熟することが

分かる。（Ichimura H, Kadota S* et al, Scientific Reports 

2020） 
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