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研究要旨 

左心低形成症候群は先天性心疾患による心不全死の約25~40％を

占めるとされており、心臓移植以外に根治的な治療法はない。国内

では乳幼児への心臓移植の実施例がまだなく、姑息的心臓手術後の

10年生存率は約60％程度で、長期予後を予測する診断法は確立さ

れていない。臨床的に術後成績を規定する要素として、房室弁逆流

や蛋白漏出性腸症の併発があるが、遅発性のため術後早期における

予測は困難である。 本研究によって、疾患特異的iPS細胞を樹立

することにより、病態発症前に初期化し培養細胞系において、経時

的に房室弁や心臓の四腔形成に重要な各種転写因子を網羅的に解

析することで、術後の遅発性心臓合併症を予測できる。 
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A. 研究目的 

単心室循環を示す左心低形成症候群は1万人

に1人の頻度で年間約1,000人が出生し、米国では

小児心臓移植適応例の約半数が本疾患に属する

ように極めて予後が不良の希少難治性心疾患で

ある。一方、乳幼児における心臓移植の実績がな

い我が国では、生後直後より3期にわたる心臓手

術が唯一の治療法であり、5年生存率は約60％と

限界がある。このため、標準外科的治療後の中長

期における生命予後を予測する方法を開発する

ことは、治療戦略上、心臓移植適応候補者を選定

する面からも重要な研究課題である。 

これまで多くの臨床研究の報告により、機能

的単心室症に対する心臓シャント手術における予

後予測因子が検討されたが、術前ハイリスク群や

手術後も心機能が回復しない症例は、最終的に心

臓移植に頼らざるを得ないのが現状である。特に

第 3 期である Fontan 手術を施行できなかった小

児心不全や術後に心機能が改善しなかった症例に

おいて、心臓移植を行った症例についての長期成

績を見ると、先天性心奇形を伴わない心臓移植群
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に比べ、有意に予後不良であることが明らかにな

った。 

また、左心低形成症候群の初期予後規定因子

として、染色体異常を伴う内臓心房錯位をはじめ、

僧帽弁狭窄症と大動脈弁閉鎖合併例が報告され

ているが、中長期に発症する房室弁逆流や蛋白漏

出性腸症合併例の予後も不良で、術後に予知する

すべがなく、その分子機構は明らかにされていな

い。 

臨床的には、心臓手術を受けた左心低形成症候

群の予後経過は年単位での評価が必要で、臨床症状

出現時には多くの症例において、既に心不全病態は

完成しており、再手術や心臓移植の適応となること

が多い。本研究により心臓手術を受けた時に採取し

た余剰組織を用いて、疾患特異的 iPS 細胞を樹立す

ることにより、希少で原因不明であり根治的治療

法が未確立な小児重症心疾患に対して、手術後 3

か月以内に予後予測が可能となり、長期入院による

患者さん本人とご家族の負担を軽減させることがで

きる。 

本研究では、心臓手術中に入手した余剰組織

用いて心臓内幹細胞を精製し、レトロウイルスベ

クター用いて、Oct4, Klf4, Sox2, c-mycを直接遺

伝子導入することで疾患特異的ヒトiPS細胞を樹

立する。樹立した各種先天性心疾患由来のiPS細

胞を心筋細胞に直接系統誘導する各段階におい

て、経時的に遺伝子発現様式を調べることで、疾

患発症にかかわる規定因子群を同定する。 

さらに単心室系の循環動態をもつヒトiPS細

胞より分化させたヒト心筋細胞と心室切除後に

おいて極めて高い自己再生能をもつzebrafish心

の自己再生プログラムと比較検討することで、次

世代心筋再生医療法につながる新たなヒト心筋

細胞誘導因子群を同定する。 

本研究の推進により、希少で原因不明であり、

根治的治療法が未確立な小児重症心疾患に対して、

心臓手術後の予後調査研究と iPS 細胞を用いた疾

患病態の研究成果を融合させ、新しい医療法の確

立、普及を図るとともに、長期にわたる患者さん

本人とご家族の生活面での支障を取り除き、医療

費の負担軽減を図る。 

 

B. 研究方法 

1. 心臓手術時の余剰組織採取と心臓内幹細胞

の初期化 

各種先天性心疾患の心臓手術に際し、患者さ

んのご両親より余剰組織の採取に関する同意書

を得る。採取組織量としては100-250mgの心臓組

織を右心房より採取後培養に用いる。約10日から

2週間の細胞培養で、患者特異的心臓内幹細胞の

純化精製と大量培養を行う。 

しかしながら、すでに病態発症している組織

細胞では、ヒト心臓発生初期における転写因子群

の異常について大部分において集約することは

可能であるが、臨床上孤発性疾患が多い左心低形

成症候群に対しては、前駆細胞を用いた解析法に

より個々の疾患における起因遺伝子を同定する

ことは困難である。 

一方、iPS細胞作製技術は、既に疾患を発症

した患者の体組織細胞を初期化することで、疾患

発症前に遺伝子情報をリセットでき、かつ継時的

に疾患発症にかかわる遺伝子発現異常を網羅す

ることができる。 

レトロウイルスベクター用いて、胚性幹(ES)

細胞に初期化する転写因子群であるOct4, Klf4, 

Sox2, c-mycを細胞内に導入し、約3週間の培養で

ES様コロニーを得る。形成されたES細胞コロニ

ーを機械的に採取し、継代培養することで真のヒ
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トiPS細胞をクローン化する。 

樹立したヒト iPS 細胞に対して、免疫組織染

色、アルカリフォスファターゼ染色、DNA メチル

化解析、網羅的遺伝子発現解析を行った。また、

疾患特異的 iPS 細胞を NOD/SCID マウスの精巣

に移植し、奇形腫形成を確認する。さらに、樹立

した疾患特異的ヒト iPS 細胞に心筋分化誘導を行

い、免疫組織染色で確認後、各種転写因子群の推

移をリアルタイム RT-PCR 用いて解析する。 

本研究では、複数株以上の左心低形成症候群

由来の iPS 細胞を樹立し、流入路や流出路閉鎖を

伴う重篤性が高い本疾患の心臓発生異常に関わる

分子制御機序について網羅的に解明する。 

 

（倫理面への配慮） 

1. ヒト心臓組織の採取は、岡山大学医学部の倫

理委員会にて審査承認された臨床研究プロ

トコル（承認番号 766）に従順して行い、“手

術等で摘出されたヒト組織を用いた研究開

発の在り方について（平成 10 年厚生科学審

議会答申）”を遵守する。患者さんへのイン

フォームドコンセントを徹底して行い、患者

さんの同意のもと不要となった余剰組織を

研究開発に使用する。 

2. 遺伝子組み換え実験（承認 9068 号）やレト

ロ及びレンチウイルスの感染は P2 レベルの

実験室で行い、移植された動物は隔離した遺

伝子操作動物管理施設にて飼育を行う。 

3. 動物実験計画書（承認 389 号）に従い、動物

施設への実験動物の導入に当たっては、必要

に応じて適切な検疫、隔離飼育等を行うこと

により、実験実施者、飼養者及び他の実験動

物の健康を損ねることのないように講じる。 

4. 各関係者は臨床研究を遂行にあたり、「臨床

研究に関する倫理指針」（平成 20 年厚生労働

省告示第 415 号）を遵守して行う。 

5. 臨床研究に参加する患者さんへのインフォ

ームドコンセントを徹底して行い、危険性の

説明と研究内容に関する理解を得る。同意書

原本は説明文書と共にカルテに添付して岡

山大学病院で保管する。 

 

C. 研究結果 

1. 各種先天性心疾患由来のiPS細胞の樹立 

開心手術時に採取した心臓組織から心臓内

幹細胞を精製純化し、疾患特異的iPS細胞の樹立

に用いた。樹立した疾患特異的iPS細胞はES細胞

に特異的な未分化転写因子群であるNanog、Oct4、

TRA-1-60、TRA-1-81、SSEA-3/4を発現し、ア

ルカリフォスファターゼ染色陽性であった。 

また、胚性幹細胞特異的転写因子であるOct4

やNanogのプロモーター領域におけるDNAメチ

ル化について検討したところ、樹立したiPS細胞

は初期化前に比べ有意に脱メチル化が観察され

た。マイクロアレイによる網羅的遺伝子解析にお

いても、初期化されたiPS細胞においてOct4と

Nanogの遺伝子発現が約1,000倍発現上昇してい

た。 

2. 左心低形成症候群由来のiPS細胞の機能解析

による複雑心奇形の病態解明 

左心低形成症候群と二心室心疾患である肺

静脈還流異常症ならびに理研より購入した

controlとなるiPS細胞である201B7を用いて、心

筋細胞に分化誘導し、各種心筋転写因子群につい

て定量的にRT-PCRを行い比較検討した。 

まず、左心低形成症候群由来のiPS細胞は上

記の2つの比較iPS細胞に比べ、心筋分化過程にお

ける初期転写因子であるNkx2.5の発現低下を認
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め、心臓発生一次領域を司る前駆細胞の増殖およ

び心筋系統誘導が障害されていることが示唆さ

れた。 

また、左心低形成症候群の解剖学的特徴の一

つである房室弁や中隔形成に関わるNotch1や

Hey1/2の転写発現異常を認めた。集約的に左右心

室形成に重要なHand1/2の発現様式に異常が確

認された。 

また、単心室心由来iPS細胞から分化した心

筋細胞はカルシウムの取り込みにおいて有意に

少ない頻度の取り込みを示した。 

複雑心奇形である左心低形成症候群の基幹

病態像として、上記の一連となる心臓の発生過程

の異常によってもたらされた疾患であることが

明らかとなり、従来の疾患ゲノム解析法では解明

しえない、複雑な先天性疾患の病態を疾患固有の

iPS細胞を樹立することで、心筋細胞分化誘導早

期から病態進展過程を詳細にかつ連続的に再構

築できることが示唆された。 

 

D. 考察 

先天性心疾患患者の心臓組織より精製した心

臓内幹細胞は、血液細胞や皮膚生検と異なり、術

中に入手できるきわめて侵襲性が低い方法であ

り、疾患特異的ヒトiPS細胞の樹立に有効な細胞

源である。 

左心低形成症候群由来のiPS細胞は、その基本

転写因子群の発現様式に疾患病態像を反映した

特性があり、複雑心奇形の発症に関わる分子生物

学的な機序解明に有用な研究ツールであった。 

今後、候補となる各種遺伝子操作動物の作成と

表現型解析により、より特異的な疾患関与遺伝子

群の同定について詳細な解析を進めたい。 

さらに、心臓手術後における心不全症状の再

燃や心不全死の有無を中心に、iPS細胞の機能解

析した全症例に関する房室弁逆流の遅発性発症

や蛋白漏出性腸症の合併について追跡調査する

予定である。 

 

E.  結論 

致死性心不全を伴う先天性心疾患に特異的な

iPS 細胞を用いた研究はこれまでに報告がない。

左心低形成症候群由来の iPS 細胞の樹立により、

心臓発生初期段階における複合的な転写活性異常

を包括的に解析しえた。 

本研究で樹立した各種疾患特異的iPS細胞を

駆使することで、難治性疾患の長期的臨床疫学調

査研究に応用する革新的予後診断法の開発に向

けた研究を今後継続的に行うことが必要である。 

これまでの研究は疾患発症後における染色

体や遺伝子変異の解析が中心で、特定の疾患家系

が存在しない孤発性の左心低形成症候群におい

て、疾患の発症規定遺伝子の同定は極めて困難で

あった。本研究によって、これまで約99%以上が

原因不明とされてきた左心低形成症候群の本質

的病態解明と予後規定因子の同定につながる。 

また、左心低形成症候群由来 iPS 細胞を詳細に

解析することで、単心室心固有の遺伝子プログラ

ムと自己再生能がきわめて高い下等動物である

zebrafish との対比比較により、新たなヒト心臓再

生医療法の開発につながる可能性がある。 
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