
上原記念生命科学財団研究報告集, 37（2023） 

 
 

169. iPS 細胞由来心臓予定領域細胞移植による心不全治療 

斎藤 幸弘 

岡山大学病院 循環器内科 

Key words：ヒト iPS 細胞，心臓前駆細胞，移植細胞の in vivo イメージング 

緒緒  言言  

 
高齢化とともに心不全患者数は増加の一途をたどっている。これまでにも様々な心不全に対する治療が発展し、

心不全患者の予後を改善しているが、心不全における心筋細胞の脱落を補充する方法は確立されていない。その

ため、多能性幹細胞由来細胞の移植による心筋細胞補充療法が期待されている。現在行われている臨床試験では、

補充する細胞のソースとしてヒト iPS 細胞由来心筋細胞が用いられている。一方、心筋細胞に効率よく分化する

ヒト ES／iPS 細胞由来心臓前駆細胞も、細胞治療のソースとして期待されるものの、心筋細胞ほど研究は進んで

いない。まず、心臓前駆細胞といってもいくつかの種類に分けられる。その分類方法の一つとして、一次心臓   

領域と二次心臓領域がある。一次心臓領域細胞が原始心臓構造を形成し、その後、二次心臓領域細胞が原始心臓

構造に向かって遊走し、心臓の伸長に寄与する。一次心臓領域とは、すでにサルコメア遺伝子を発現している心

筋細胞になることが決定している状態の細胞である。一方、二次心臓領域細胞は、心筋細胞、血管内皮細胞、   

平滑筋細胞への分化能を有し、一般的には増殖能および遊走能が高い前駆細胞であることが知られている。その

ため、これらの異なる心臓前駆細胞の移植によって、異なる心不全抑制効果がみられる可能性がある。そこで、

移植細胞のソースとして、ヒト iPS細胞から一次心臓領域細胞および二次心臓領域細胞の誘導を試みた。加えて、

異なる種類の細胞移植の生着を、非侵襲的に定量比較できるシステムの準備を行った。 
 

方方  法法  

 
11．．ヒヒトト iiPPSS 細細胞胞由由来来一一次次心心臓臓領領域域細細胞胞おおよよびび二二次次心心臓臓領領域域細細胞胞のの誘誘導導  

Lian らが報告した、GSK3 阻害剤で中胚葉を誘導し、次に Wnt 阻害剤を加えることで心臓前駆細胞および心

筋細胞を誘導する分化誘導方法である GiWi プロトコール［1］をベースとし、ヒト iPS 細胞から心臓前駆細胞誘

導を行った。 
 

22．．ヒヒトト iiPPSS 細細胞胞由由来来心心臓臓前前駆駆細細胞胞にに混混在在すするる未未分分化化細細胞胞のの除除去去  
分化 5～6 日目の細胞には心臓前駆細胞に加えて未分化細胞が混在している可能性がある。未分化細胞の混在

は、移植後にテラトーマを形成する可能性があるため、除去する必要がある。そこで、未分化細胞の除去に使用

報告のある rBC2LCN-PE23［2］および Brequinar［3］を分化 3 日目から添加して検討を行った。 
 

33．．IInn  vviivvoo  iimmaaggiinngg にによよるる移移植植細細胞胞のの可可視視化化  
ナトリウム・ヨード共輸送体（NIS）は、甲状腺や胃に高発現してヨードを取り込むトランスポーターである。

NIS は放射性トレーサである１２５I、１８F-tetrafluoroborate、９９mTcO４
－を取り込むことができるため、取り込ん

だ細胞を核医学イメージングで検出することが可能である。サル iPS 細胞に NIS を導入し、移植した iPS 細胞

を１８F-tetrafluoroborate PET/CT で検出可能であることが報告されており［4］、有望である。一方、ヒト細胞で

の検討はなされていないことから、同様の方法をヒト iPS 細胞で検討した。具体的には、導入遺伝子のサイレン
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シングを回避するために safe harbor である AAVS1 領域に CAG promoter-SLC5A5（NIS 遺伝子）-IRES-EGFP
あるいは CAG promoter-IRES-EGFP を導入し、NIS 発現 iPS 細胞株とコントロール iPS 細胞株を作製した。

さらにこれらのヒト iPS 細胞株から心筋細胞を誘導した。iPS 細胞あるいは iPS 細胞由来心筋細胞を免疫不全ラ

ット（F344-Il2rg/Rag2em１Iexas）［5］に移植し、９９mTcO４
－SPECT で検出した。 

 
結結  果果  

  

11．．ヒヒトト iiPPSS 細細胞胞由由来来一一次次心心臓臓領領域域細細胞胞おおよよびび二二次次心心臓臓領領域域細細胞胞のの誘誘導導  
標準的なGiWiプロトコールを用いると、分化7日目のほとんどの細胞が一次心臓領域のマーカーであるTBX5

陽性であり、TBX5 陰性の二次心臓領域が誘導されていないことがわかった。次に、分化 0 日目に GSK3 阻害剤

とともにインスリンを加えると、一次心臓領域のマーカーである TBX5、HCN4 の発現が低下し、二次心臓領域

のマーカーである FGF10、CXCR4、ISL1 の発現が上昇することがわかった。インスリンは GSK3 阻害剤／Wnt
阻害剤を用いたプロトコールでは心筋細胞誘導をそれほど抑制しないが、BMP4／ActivinA を用いた心筋細胞誘

導プロトコールで心筋細胞の誘導を完全に阻害することが報告されている［6］。そこで、Smad1/5およびSmad2/3
のリン酸化をウェスタンブロットで検討したところ、インスリンは Smad1/5 のリン酸化を抑制しており、イン

スリンが GSK3 阻害剤によって誘導される内因性 BMP シグナルを抑制していることが示唆された。次に、イン

スリンの代わりに BMP 阻害剤である Dorsomorphin あるいは DMH1 を GSK3 阻害剤とともに分化 0 日目に添

加した。予想通り、心臓前駆細胞ステージである分化 6～7 日目に、一次心臓領域のマーカーである TBX5、HCN4
の発現が低下し、二次心臓領域のマーカーである FGF10、CXCR4、ISL1 の発現が上昇した（図 1）。さらに培

養を継続すると、一次心臓領域細胞および二次心臓領域細胞のどちらからも心筋細胞が高効率に生じた。心室筋

マーカーの MLC2v の発現を免疫染色で検討すると、一次心臓領域細胞由来心筋細胞は TBX5＋/MLC2v＋の左室

様心筋細胞であり、二次心臓領域細胞由来心筋細胞は TBX5low/MLC2v＋の右室様心筋細胞であることがわかった。 

図 1．ヒト iPS 細胞由来一次心臓領域細胞および二次心臓領域細胞の免疫染色像 
左：分化 7 日目の細胞のおける NKX2-5（緑、心臓前駆細胞のマーカー）および TBX5

（赤紫、一次心臓領域のマーカー）の発現の比較。 
中：分化 6 日目の細胞における CXCR4（赤、二次心臓領域のマーカー）の発現の比較。 
右：ISL1（赤、二次心臓領域での発現が高いとされる心臓前駆細胞のマーカー）。 
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22．．ヒヒトト iiPPSS 細細胞胞由由来来心心臓臓前前駆駆細細胞胞にに混混在在すするる未未分分化化細細胞胞のの除除去去  
分化 6 日目に未分化マーカーである NANOG を染色すると、一次心臓領域細胞では NANOG 陽性細胞がほと

んどみられなかったが、二次心臓領域細胞では NANOG 陽性細胞の混在が認められた。そこで、rBC2LCN-PE23
あるいは Brequinar を分化 3 日目から添加して未分化細胞の除去を試みた。rBC2LCN-PE23 を用いると、未分

化細胞だけでなくすべての細胞が死んでしまった。一方、Brequinar を用いると NANOG 陽性細胞数を減らすこ

とができ（図 2）、生存した前駆細胞からは支障なく心筋細胞が生じた。しかしながら、3 日間では 100 nM から

1μM の範囲内での Brequinar では未分化細胞を完全に除去することはできなかった。 
 

 
図 2．心臓前駆細胞中の未分化細胞の混在と除去。 

分化 6 日目の細胞のおける GATA4（緑、中胚葉のマーカー）および NANOG
（赤紫、未分化マーカー）の発現の比較。 

  
33．．IInn  vviivvoo イイメメーージジンンググにによよるる移移植植細細胞胞のの可可視視化化  
ヒト iPS 細胞に AAVS1 領域に対する TALEN を用いて NIS をコードする SLC5A5 を導入した。両アレルに

SLC5A5 が挿入された細胞株を選択し、実験に使用した。NIS を発現させることで、ヒト iPS 細胞およびヒト

iPS 細胞由来心筋細胞は、１２５I、１８F-tetrafluoroborate の取り込み能を獲得したことを in vitro で確認した。さ

らに NIS 発現 iPS 細胞を免疫不全ラットに移植すると、テラトーマを形成し、テラトーマが９９mTcO４
－を取り込

むことを SPECT で確認した。興味深いことに、NIS 発現テラトーマは明らかにコントロール細胞由来テラトー

マに比べてサイズが小さかった。そこで in vitro で、細胞増殖能を検討した。iPS 細胞維持用培地での培養では、

高濃度（30μM）のヨウ化ナトリウムを添加すると、NIS 発現 iPS 細胞の増殖が抑制されたが、生体内での血中

濃度に相当するヨウ化ナトリウムの添加では影響はなかった。次に分化の際に用いる培養液で培養したところ、

NIS 発現 iPS 細胞由来細胞の増殖は、コントロール iPS 細胞由来細胞に比べて顕著に低下した。さらに、培養心

筋細胞においては NIS 発現心筋細胞とコントロール心筋細胞で 10 日間の培養後に細胞数の違いは認めなかった

が、NIS 発現心筋細胞にヨウ化ナトリウムを添加すると、わずかではあるが優位に細胞数が増加することがわか

った。最後に NIS 発現 iPS 細胞由来心筋細胞を、鼠径部皮下脂肪組織内に移植し、その生着と残存を            
９９mTcO４

－ SPECT を用いて評価し、経時的に追跡可能であることを確認した（図 3）。 
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図 3．９９mTcO４
－SPECT による右鼠径部皮下脂肪組織内に移植した NIS 発現心筋細胞検出 

移植 6 週間後の SPECT 像（A）および移植 10 週間後の SPECT 像（B）。白色の破線で囲んだ

部分に移植した細胞によるトレーサの取り込みが確認できる。 
 

考考  察察  

 
ヒト iPS 細胞から一次心臓領域前駆細胞と二次心臓領域前駆細胞を別々に誘導する方法を確立した。二次心臓

領域細胞は、ケモカイン受容体である CXCR4 が高発現しており、損傷部位への遊走が期待できる。一方で、二

次心臓領域細胞には未分化細胞が残存しており、移植前に除去する必要があることがわかった。薬剤処理による

除去を試みたものの、完全に除去するには 1 週間かかるため、心臓前駆細胞の状態を過ぎて心筋細胞となってし

まう。そのため、細胞表面マーカーによるソーティング、あるいは心臓前駆細胞の状態で維持増殖を現在試みて

いる。また、移植細胞の生着・残存を客観的・定量的に評価する必要があり、NIS 発現ヒト iPS 細胞株を作製し、

SPECT で異所性移植した心筋細胞を検出できることを確認した。今後、NIS 発現ヒト iPS 細胞株から誘導した

異なる種類の心臓前駆細胞を心不全ラットに移植し、その効果を検討する予定である。 
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