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小児心不全への心臓内幹細胞自家移植療法の第1相臨床試験に関する研究 

 

研究代表者  王 英正  岡山大学病院教授 

 

研究要旨 

複雑心奇形である機能的単心室症に対する修復術後遠隔期にお

ける循環不全は、従来の治療法では救命が期待できない重篤な心

疾患である。2009年7月に成立した改正臓器移植法により、国内

での小児心臓移植の実施が可能となったが、慢性的なドナー不足

は世界規模で深刻であり、新たな治療法の開発が注目されてい

る。本研究では、末期小児心不全に対する心臓内幹細胞を用いた

自家細胞移植療法の臨床研究の実施することを目的とする。 

研究分担者： 

佐野 俊二 

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 

心臓血管外科教授 

伊藤 浩 

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 

循環器内科教授 

 

A. 研究目的 

本邦における小児重度心不全に対する医療背

景として、小児の海外渡航による心臓移植医療に

大きく依存し、それに関わる費用は1億円を超えて

いる。また、心臓移植を必要とする治療抵抗性の

心不全の予後は、一年生存率が50％以下と不良で

あり、心不全治療に関連する入院費や薬物治療費

は国民医療費の約20％以上を占める。このような

社会背景のもと、心筋再生医療が実用化され、重

篤な心不全を改善させることができれば、心臓移

植適応となる小児症例を減少させ、切実な臓器提

供者不足の問題を解消し、国民医療費においても

大きな国家財政の負担軽減となる。 

心臓内自己幹細胞を用いた細胞治療法は、心

不全の予防から健康寿命の延伸に寄与する画期的

な医療技術である。2009年に米国より実施開始さ

れた虚血性心不全患者を対象とした心臓内自己幹

細胞の冠動脈内注入法による第I相臨床試験（SCI

PIO試験及びCADUCEUS試験）により、安全性を

はじめとして、細胞治療による梗塞サイズの縮小

と局所壁運動の改善効果が示唆されているが(Lan

cet 378:1847; 2011, Lancet 379: 895;2012)、小

児心不全への治療効果は不明である。 
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申請者らは、これまでにマウス及びヒト心臓

内における心臓内幹細胞の存在と大型動物での細

胞移植効果について報告してきた（Proc Natl Ac

ad Sci U S A. 2003;100:12313, J Am Coll Ca

rdiol. 2008;52:1858）。 

また、申請者らが報告した小児心臓における

自己幹細胞の存在量と増殖能力が成人症例より高

いという結果から、本細胞移植技術の小児心不全

への臨床的有用性は充分に期待できる（Biochem 

Biophys Res Commun 352:635; 2007）。さらに、

先天性心疾患患者からのiPS細胞の樹立に関する報

告も皆無であることから、本研究内容は極めて独創

的で、最先端の開発研究といえる。 

本研究では患者本人の心臓内幹細胞を用いた

心筋再生医療として、小児心不全を対象とする第I

相臨床試験（TICAP試験）の実施により、本治療

法の安全性を検証し、将来の標準治療化に向けた

基盤技術の確立を目指す。 

本臨床研究の推進により、再生医療技術の社

会還元及び国民の健康増進に対して着実に寄与で

きると考える。 

 

B. 研究方法 

1. 右心負荷モデルへの細胞治療の前臨床試験 

第1相臨床試験の成果検証とともに、有効性試

験への準備を行う。第2相臨床試験においては、冠

動脈内に注入する自己幹細胞数を決定することが

重要である。このため、中型動物であるラットモ

デルを用いて、以下のような前臨床試験を行った。 

小児心不全の主たる病態である右心室負荷は

ラットの肺動脈を絞扼せることで動物実験モデル

として作成し、大量培養した心臓内幹細胞を冠動

脈内に直接注入する。自家細胞移植に必要な細胞

数として、30万個/kgと60万個/kgの2つの細胞数を

2群に分けて注入し、無移植群に比べ心機能の改善

度を検証し、移植に必要な最小細胞数を決定する。 

2. 小児心不全への心臓内幹細胞自家移植療法 

世界初となる小児心不全への細胞治療法の第

1相臨床試験は、平成23年1月に「ヒト幹細胞を用

いた臨床研究に関する指針」に則り、厚生科学審

議会にて実施承認後、同年3月より岡山大学病院で

2年間かけて合計7症例に対し細胞移植の登録実施

を行う。 

対象は0から6歳までの機能的単心室性の心不

全症例とし、目標症例数は7例とする。通常の外科

的修復術時に右心耳または右流出路から心臓組織

(100mgから250mg)を採取し、自家心臓幹細胞株

を樹立する。約2-3週間で移植に必要な細胞数(3x1

05/kg)まで幹細胞を増殖させ、心臓手術後評価のた

めの心臓カテーテル検査時に、冠動脈内に直接注

入することで移植する。細胞移植後1年まで追跡調

査し、安全性の評価を行う。 

プロトコルの主要エンドポイントに従い、心

不全、致死性不整脈、蛋白漏出性腸症、感染症、

造腫瘍作用などを含む重篤な有害事象の発生有無

に最大限の注意と経過観察を行う。 

治療法の安全性と有効性を確認するために、

第3例が術後6ヶ月経過した段階で、独立モニタリ

ング委員会において、心不全の悪化、致死性不整

脈、血圧低下、心拍数の低下などの有害事象の発

生等を評価し、臨床研究の続行に問題がないかを

審議する。 

有効性の評価項目は術後 3 ヶ月、1 年目にお

ける心不全の臨床症状、BNP 値ならびに心エコ

ー法、心 MRI、心室造影による心駆出率の改善

度とし、また、心臓カテーテル検査による心室拡

張末期圧、肺動脈圧、肺動脈圧格差、肺血管抵抗

値を計測し、標準治療群の 7 症例と比較検証する。 
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3. 第2相臨床試験のプロトコル作成と承認申請 

第1相臨床試験の安全性確認を踏まえ、有効性

検証目的となる第2相臨床試験では、第1相臨床試

験の成果を踏まえ、細胞治療の有効性を検出しう

る必要最小限の症例数を算出する必要がある。7対

7症例の第1相臨床試験において得られた細胞移植

後の心機能改善度を解析し、同群間のみならず異

群間での心機能改善度を統計学的に有意に検出で

きる実施症例数を算出する。 

作成した第2相臨床試験プロトコルは学内の

倫理委員会での審議承認を経て、厚生科学審議会

に提出し、承認申請を行う。第2相臨床試験はより

科学的な有効性の判定を行うため、試験設計は無

作為割り付けによる比較対照試験とする。また、

有害事象に関するデータモニタリングを実施する

ため、eClinical/Electronic Data Capture (EDC)

による登録症例の適応基準の判定、コンピュータ

ーによる無作為の群別割り付けや細胞治療前後の

臨床経過の追跡を行う内容にする。 

 

（倫理面への配慮） 

1. ヒト心臓組織の心筋生検による採取は、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。 

2. 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。 

3. 臨床研究プロトコルはヒト幹細胞を用いる

臨床研究に関する指針（平成18年告示第425

号）を遵守して作成し、外部倫理委員会を含

めた体制で審査される。 

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。ヒト心臓

内幹細胞は、「ヒト幹細胞を用いる臨床研究

に関する指針」（平成 22 年告示第 380 号）

を遵守して、岡山大学病院内に整備した

GMP 基準の細胞調節施設内で精製する。 

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。 

6. 有害事象発生時には、試験責任/分担医師は

「重篤な有害事象発生時対応マニュアル」に

沿って対応し、一次、二次と最終報告を行う。 

 

C. 研究結果 

1. 第 1 相臨床試験プロトコルの承認 

第1相臨床試験への動物検証実験として、冠動

脈注入法による細胞治療の安全性確認をSprague 

Dawleyラットにおける右心室圧負荷モデル用い

て検証した。30匹のラットを2群に分け、18ゲー

ジの針用いて、肺動脈に狭窄病変を作成した。術

後1週間目において、手術による急性期死亡を免れ

たラット22匹についてさらに、細胞移植群(n=12)

と非移植群(n=10)に分けて移植検討を行った。方

法は10分間間隔で、上行大動脈と肺動脈を同時に

20秒間閉塞させ、その間に1mLに希釈した1X105

個のラット心臓内幹細胞を合計3回に分けて大動

脈幹内に注入し、冠動脈内に投与した。非細胞移

植群は同量の生理食塩水を注入した。 

安全性の検証においては、細胞移植群12匹中1

匹、非細胞移植群10匹中1匹が細胞移植前の再麻
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酔中で死亡ししたため解析対象から除外した。細

胞移植群のうち5匹、非細胞移植群のうち4匹をそ

れぞれ移植前のコントールとして解析した。移植

手技を完結した細胞移植群6匹及び非細胞移植群

5匹とも細胞移植後4週間まで生存し、病理組織学

的検討を行った。冠動脈注入法においても、右室

内血管周囲及び心内膜側にドナー細胞の生着を認

め、約3～5％が心筋細胞に分化した。もう一つ重

要で期待された効果として、右室圧負荷によって、

惹起された右室心筋での線維化領域が細胞移植に

よって有意に縮小した。 

また、細胞移植群、非細胞移植群とも全例にお

いて、冠動脈注入時に心電図モニターによる監視

を行い、両群とも虚血性変化や有害不整脈の発生

は認められなかった。 

2. 実施終了の第 1 相臨床試験のデータ解析（安

全性検証） 

平成23年度から平成24年度にかけて移植実施

した全７症例の安全性検証について、移植直後か

ら1年間にかけて長期にわたって観察し各種評価

法により定量化した。移植後急性期より、冠動脈

内注入法による細胞移植で虚血や不整脈の惹起を

認めず、移植後1年間を通じて、死亡、心不全発症

や感染症の併発などの事象は起こらなかった。も

っとも重要なこととして、細胞移植した全7症例に

おいて、移植した心臓部位を含め腫瘍形成作用を

認められなかった。 

3. 第1相臨床試験の有効性検証 

本臨床研究では、7症例の細胞移植群と7症例

の標準治療群（非細胞移植群）の比較試験を行い、

心臓内幹細胞自家移植の有効性について検証した。

細胞移植後1週間前後にて、全7症例とも軽快退院

となり、3か月目および1年目での心機能評価を各

種パラメーター用いて解析した。 

細胞治療の有効性について、細胞移植後3か

月目より1年目にかけて、心エコー、心臓カテー

テル、心臓MRI検査によって評価し、心室駆出率

と心係数の継続的改善を示した。興味深いことに、

細胞治療群は移植後心収縮能のみならず、拡張能

の改善ならびに三尖弁の弁輪径の縮小を認めた。 

 

D. 考察 

本第1相臨床試験で実施した全7症例において

冠動脈内注入法による細胞治療法の安全性を確

認した。治療有効性に関しては、今後34人から構

成される無作為割り付けした第2相臨床試験にお

いて平成25年度より検証していく。 

 

E.  結論 

左心低形成症候群7症例を対象に、小児心不全

における心臓内自己幹細胞を用いた冠動脈内注

入による移植法の安全性を確認した。体重が3キ

ロ以上で、年齢が生後6か月以降なら、カテーテ

ル操作を伴う冠動脈造影や細胞注入は技術的に

充分実施可能でかつ安全である。具体的には、細

胞移植後1年目までの観察期間において、細胞注

入による急性心筋虚血、催不整脈作用はなく、心

不全や死亡事例も生じなかった。長期的観察期間

における細胞起因性の腫瘍形成や感染症の発症

も認めなかった。 

また、細胞治療群の7症例は非細胞治療群の7

症例に比し、心室収縮能および拡張能の改善を有

意に認め、移植後1年目まで継続したこれらの有

効性を示唆する所見は、今後合計34人まで症例数

を増やしたランダム化対照比較試験を登録実施

することによって注意深く検証していく予定で

ある。 
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厚生労働科学研究費補助金 

成育疾患克服等次世代育成基盤研究事業 

（総合）研究報告書 

 

小児心不全由来の疾患特異的ｉＰＳ細胞の樹立と機能解析 

 

研究代表者  王 英正  岡山大学病院教授 

 

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。 

研究分担者： 

佐野 俊二 

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 

心臓血管外科教授 

 

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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建術式より考察したファロー四徴症の遠隔成

績－肺動脈弁輪温存を目指して－ 第 63 回日

本胸部外科学会定期学術集会 

18. 鵜垣伸也、笠原真悟、佐野俊和、石神修大、

堀尾直裕、平田昌敬、樽井 俊、櫻井 茂、

藤井泰宏、川畑拓也、立石篤史、藤田康文、

高垣昌巳、三井秀也、佐野俊二 完全房室中隔

欠損症の手術成績と再手術の危険因子 第 63

回日本胸部外科学会定期学術集会 

19. 藤井泰宏、立石篤史、藤田康文、高垣昌巳、

笠原真悟、新井禎彦、三井秀也、佐野俊二 

Asplenia 患者の Fontan 手術後中長期成績 

第 63 回日本胸部外科学会定期学術集会 

20. 藤井泰宏、笠原真悟、佐野俊和、石神修大、

堀尾直裕、平田昌敬、櫻井 茂、鵜垣伸也、

川畑拓也、立石篤史、藤田康文、高垣昌巳、

三井秀也、佐野俊二  One and a half 

ventricular repair の中長期成績の検討：右室

機能不全患者の根治術の選択肢とすべきか？ 

第 63 回日本胸部外科学会定期学術集会 

21. 佐野俊二 成人期Fontan手術の注意点（姑息

術にとどまっていた成人症例にFontan手術

を行うための工夫）第4回成人先天性心疾患

セミナー（平成23年5月14-15日  東京） 

22. Sano S Surgical management of DORV 

Joint Meeting of 19th ASCVTS and 21st 

ATCSA（平成23年5月26-29日   Phuket, 

Thailand） 

23. Sano S  Hypoplastic left heart syndrome 

Joint Meeting of 19th ASCVTS and 21st 

ATCSA（平成23年5月26-29日   Phuket, 

Thailand） 

24. Sano S Norwood Procedure. Joint Meeting 

of 19th ASCVTS and 21st ATCSA（平成23

年5月26-29日  Phuket, Thailand） 

25. Sano S, Kasahara S, Arai S, Fujii Y Pitfall 

of right ventricle-pulmonary artery shunt 

in first-stage palliation of hypoplastic left 

heart syndrome. Joint Meeting of 19th 

ASCVTS and 21st ATCSA（平成23年5月

26-29日  Phuket, Thailand） 

26. Sano S, Kasahara S, Arai S, Fujii Y Recent 

surgical management of hypoplastic left 

heart syndrome. Joint Meeting of 19th 

ASCVTS and 21st ATCSA（平成23年5月

26-29日  Phuket, Thailand）. 

27. Sano S Small circuit cardiopulmonary 

bypass. Why? Birmingham Paediatric 

Cardiac Workshop 2011 （平成23年6月2-3

日  Birmingham） 

28. Sano S  Evolution and application of the 

right ventricle to pulmonary artery shunt. 

Birmingham Paediatric Cardiac Workshop 

2011 （平成23年6月2-3日  Birmingham） 

29. Sano S The Sano: How I do it. The 5th 

Cardiac Symposium: Hypoplastic Left 

Heart Syndrome and Other Functionally 

Univentricular Heart Disease. （平成23年6

月5-7日  Toronto） 

30. Sano S HLHS, Norwood-Sano Experience. 

50th Anniversary of The Pediatric 

Cardiology Department. （平成23年7月1-2

日  Giessen, Germany） 

31. 佐野俊二 複雑心奇形外科治療と小児心移
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植 第4回先天性シンポジウムイン岡山 

（平成23年7月24日  岡山） 

32. Sano S The strategy of plasty of 

atrioventricular valves in the treatment of 

the single ventricular anomalies. Chaina 

Heart Congress and International Forum 

Beijing 2011. （ 平 成 23 年 8 月 11-14 日  

Beijing） 

33. 佐野俊二 心不全治療の進歩－小児から成

人まで－神戸市医師会学術講演会 （平成23

年9月10日  神戸） 

34. Itoh H, Ichiba S, Ujike Y, Arai S, Kasahara 

S, Sano S Development of simple pulsatile 

flow ECMO System. 22nd Annual ELSO 

conference. （ 平 成 23 年 9 月 16-18 日  

Scottsdale） 

35. 笠原真悟、佐野俊二 Ebstein奇形に対する

cone reconstruction手術 第59回日本心臓

病学会学術集会 （平成23年9月23－25日  

神戸） 

36. 佐野俊二 日本と欧米の小児心臓外科の違

い－我々はどこを目指すべきか？－Two 

Hands Club （平成23年10月11日  名古屋） 

37. 佐野俊二 小児の心臓再生医療 シンポジ

ウム 再生医療の新展開（平成23年12月17

日  東京） 

38. Sano S Surgical repair of DORV 2nd 

International Conogenital Heart Forum. 

（平成24年2月10-11日  Hanoi） 

39. Sano S Hybrid procedure in the 

management of CHD. 2nd International 

Conogenital Heart Forum. （平成24年2月

10-11日  Hanoi） 

40. Sano S Arterial switch associated with 

CoA/IAA. 2nd International Conogenital 

Heart Forum. （平成 24 年 2 月 10-11 日  

Hanoi） 

41. Sano S. Imagination and innovation cross 

the ocean -from Sano Operation to stem cell 

therapy. The 22nd Annual Robert E. Gross 

Memorial Lecture. 

42. Sano S. Hybrid procedure in congenital 

heart disease. China Heart Congress 2012. 

43. Sano S. RV-PA shunt as a first stage 

palliation for hypoplastic left heart 

syndrome -Recent Evolution-. The 4th 

Congress of Asia-Pacific Pediatric Cardiac 

Society. 

44. Sano S. Hypoplastic Left Heart Syndrome: 

from stem cell therapy to new clinical 

pathways. Grand Rounds UW Pediatric 

Cardiac Surgery. 

45. Sano S. Repair of ebstein's anomaly in 

neonates and small infants: inpact of right 

ventricle exclusion. 26th EACTS Annual 

Meeting. 

46. Sano S. Management of atrioventricular 

valve regurgitaion in single ventricle repair. 

22nd Annual Congress of the Association of 

Thoracic and Cardiovascular Surgeons of 

ASIA. 

47. Sano S. Recent development of neonatal 

heart surgery. The 4th National Congress of 

Cardiovascular and Thoracic Surgery. 

48. Sano S. Hypoplastic Left Heart Syndrome: 

from stem cell therapy to new clinical 

pathways. Seminar at Wisconsin Pediatric 

Hospital. 

49. Sano S. My concept in postoperative care 

for pediatric cardiac surgical patient: 

Milrinone as a sole cardiac drug. The 



11 

Society of Thoracic Surgeons of Thailand 

27th Annual Meeting. 

50. Sano S. Sano Operation. The 9th 

International Congress of Update in 

Cardiology and Cardiovascular Surgery. 

51. Sano S. Surgical treatment of congenital 

mitral valve disease. 2012 AATS MITRAL 

CONCLALVE WORK SHOP. 

 

G. 知的財産の出願・登録状況 

1. 特許取得 

該当なし。 

2. 実用新案登録 

該当なし。 

3. その他 

該当なし。 
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厚生労働科学研究費補助金 

成育疾患克服等次世代育成基盤研究事業 

（総合）研究報告書 

 

直接リプログラミング法による人工心筋細胞の作製 

 

研究代表者  王 英正  岡山大学病院教授 

 

研究要旨 

近年報告された特定諸因子群による線維芽細胞の人工多能性

幹(iPS)細胞及び人工心筋(iCM)細胞への直接再プログラム化

の研究成果から、次世代の心筋再生医療法として、未分化な

前駆・幹細胞からさらに細胞分化系統を制御した高純度の成

熟心血管細胞の移植法や複数遺伝子群の導入による心筋再生

医療が可能となった。本研究目的は、心臓内幹細胞から直接

リプログラミング法を用いてヒト成熟心筋細胞を作製するこ

とで新たな心筋再生医療を開発することである。 

研究分担者： 

伊藤 浩 

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 

循環器内科教授 

 

A. 研究目的 

重症心不全に対する治療法として、機械的人

工心臓の埋め込みが目下のところ主流の先端医療

であるが、高額な医療費と長期間の抗凝固療法が

問題視されている。 

社会的背景として、我が国での小児心臓移植

の適応症例は毎年約 50 例程度といわれている。

しかしながら、厚生労働省による統計調査では、

status1 で申請後に心臓移植適応と判断されてか

らの 1 年生存率は、成人の約 70％に比べ小児では

30％前後と極めて低く、かつ、死亡までの平均生

存期間も 6 か月と大変厳しい状況である。一方、

本邦では重度小児心不全に対する心臓移植事業は

進んでいなく、代替医療として心臓内幹細胞自家

移植法が大いに期待されている。 

直接心筋リプログラミング法による線維芽細

胞から人工的心筋細胞への系統誘導の関する研究

が、2010 年にマウス由来の細胞で初めて成功した

こと（3 因子法）が発表され、2013 年に入り、ヒ

トでも有効な誘導法（6 因子法）が報告されるよ

うになった。しかしながら、再生医療実用化に向

けて心筋細胞への直接リプログラミング法は、よ

り心筋細胞系統の高い細胞種を用いて特異性の高

い因子群で誘導することが必須不可欠であり、最

もヒト心筋細胞に分化しうるポテンシャルを持つ
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心臓内幹細胞から心筋細胞への直接リプログラミ

ングする方法はいまだ確立されていない。 

具体的に近年の研究から、マウス心臓内線維

芽細胞は GATA4, Tbx5, Mef2c, Hand2 の転写因

子群により直接心筋細胞に形質変換できることが

報告されたが、標的細胞への遺伝子導入効率によ

りその心筋誘導効率が左右されることが問題とな

っ て い る (Cell.142: 375;2010, Nature. 485: 

599;2012, Nature. 485: 593;2012, Circ Res. 111: 

50;2012）。 

一方、最近ヒト心筋細胞へ直接誘導する転写

因子群は microRNA（mir-1, mir-133）を含む 6

因子を必要とする誘導法が報告されているが、再

生医療への臨床実用化に際し、より特異性の高い

因子群に絞り込むことと in vivo での実証が必須

不可欠である（Proc. Natl. Acad. Sci. USA;2013）。 

これらの画期的な研究成果により、複数の心

筋に必須な転写因子群を細胞内に導入することに

よって、異なった細胞系統から直接心筋細胞にリ

プログラミングできることが明らかにされた。し

かしながら、再生医療に用いることが可能な人工

ヒト心筋細胞の作成はいまだ報告がない。 

本研究では、最も心筋細胞への系統譜が近い

ヒト心臓幹細胞を用いて、上記の 3 因子に加え、

成熟心筋細胞の作製に必要不可欠な直接心筋リプ

ログラミング法の確立をめざす。 

 

B. 研究方法 

1. ヒト心臓内幹細胞から成熟心筋細胞への直

接リプログラミング 

成熟心筋細胞への直接リプログラミング法

は、従来報告されたGATA4, Tbx5, Mef2Cの遺伝

子導入法を用いて検討し、対象とする細胞をより

心筋細胞の系譜に近い心臓内幹細胞を用いる。導

入前の幹細胞を経時的に可視化するためリポー

ター遺伝子として、eGFPをレンチウイルスシス

テムにて細胞内に導入する。細胞の分化後の特性

判定に対応して、リポーター遺伝子を制御するプ

ロモーターとして、全細胞を可視化するPGKと心

筋細胞のみを選択的に判別するalpha-MHCプロ

モーターの2種類を使い分ける。 

心筋細胞への分化誘導の効率を向上させる

ため、ラット新生児心筋細胞との共培養実験も同

時に進める。また、共培養後の細胞間融合による

心筋分化の判定を容易にするため、ラット心筋細

胞培養液を10％に希釈した培養血清で、3因子導

入した心臓内幹細胞を一定期間培養し効果判定

を行う。 

人工心筋細胞の分化および成熟性について

は、各種心筋構造タンパクの定量的RT-PCRや免

疫組織染色で判定し、さらに細胞機能評価として、

カルシウムの取り込みや各種イオンチャンネル

の遺伝子発現形態について定量的に検証する。 

2. 複合多因子群の遺伝子導入による系統誘導

の効率化 

GATA4, Tbx5, Mef2C以外の直接リプログラミ

ング因子群の候補として、近年マウスの実験や本

研究室での疾患特異的iPS細胞用いた網羅的遺伝

子解析として、 Myocardin, Hand2, mir-1, 

mir-133が挙げられている。当初3因子法による心

筋系統誘導実験が進まないときには、上記の4因

子群を併用した合計7因子群を用いた細胞性質改

変法に切り替えて実験を進めていく。 

3. 生体内での心筋細胞への再プログラム化 

ヒト培養細胞系において、上記の候補 7 因子

群で心筋分化誘導できることを確認したのち、候

補因子群を用いた心筋梗塞モデルへの遺伝子導入

による心筋系統誘導を行う。一方、既に報告され
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ている 4 因子群を用いたヒト人工心筋細胞を心筋

梗塞ヌードマウスに移植し心筋再生能を検討する。 

 

（倫理面への配慮） 

1. ヒト心臓組織の入手は、外部委員を含めた岡

山大学倫理委員会にて審査承認されたプロト

コル（承認 766 号）に従順し、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。同意した文書は体組

織の採取直前まで患者さんの意思によって任

意撤回できるよう、患者さんの人権尊重を第

一とする。 

2. 個人情報の保護を最優先し、ヒト組織の取り

扱いに関する資料の提出及び調査には積極的

に協力する。また、提供していただいたヒト

組織は幹細胞の分離のみに全て使用し、遺伝

子解析等をはじめとする倫理委員会で承認さ

れていない研究目的には一切使用しない。 

3. 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。 

4. 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。 

5. マウス及びラットの使用実験は、動物愛護の

条約精神に則り、動物を適切な麻酔下で手術

及び移植行為を行う。心標本の取り出し等の

状況においても、動物の安楽死を最重要事項

として守り、動物の虐待を避ける。 

6. 実験動物の生理、生態、習性等に応じ、かつ、

実験等の目的の達成に支障を及ぼさない範囲

で、適切に給餌及び給水を行うこと。  

 

C. 研究結果 

最もヒト成熟心筋細胞の系譜に近いヒト心臓

内幹細胞にGATA4, Tbx5, Mef2Cの3因子を遺伝

子導入後、2～4週目にかけて細胞の心筋分化形態

について心筋構造タンパクであるalpha-MHCプ

ロモーター制御下でのeGFPの蛍光発色度に関し

てFACSで定量した。3因子導入後2週目より約

5％のヒト心筋細胞分化が観察され、この現象は4

週目にかけて徐々に増加し、最大で10％前後のヒ

ト心筋細胞分化を確認した。 

マイクロアレイによる包括的遺伝子解析では、

3因子による直接リプログラミング法では、心筋

分化過程においてMyH6, actinin, MyL7, NPPA, 

TPM1, TNNTといった心筋構造タンパクの発現

上昇を有意に認めた。一方、心筋収縮に重要なカ

ルシウムの取り込みの指標であるPLN, CASQ2, 

ATP2A2, RYR2といったカルシウム動態に関す

る調節タンパクは成熟心筋細胞に比べ、基準レベ

ルまで到達していないことが明らかとなった。 

また、心臓組織由来の全細胞のうち、成熟心筋

細胞は酵素消化により死滅するが、初期培養のう

ち、生存しうる細胞種として、心臓内幹細胞と心

臓内線維芽細胞でその多くを占めていた。そこで、

心臓内幹細胞を幹細胞特異的認識抗原である

SIRPA、心臓内線維芽細胞を線維芽細胞固有の表

面抗原であるDDR2でそれぞれFACSを用いて純

化精製し、3因子の遺伝子導入後における心筋細

胞分化度について比較検討した。 

ヒト心臓内幹細胞はDDR2陰性でSIRPA陽性
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細胞であり、心臓内のDDR2陽性細胞はすべて線

維芽細胞で構成され、心筋前駆細胞の特徴である

各種心筋固有の転写因子（Nkx2.5, GATA4, 

Hand1, Hand2, Tbx5, Mef2C）はDDR2陰性で

かつSIRPA陽性の心臓内幹細胞において、強く

発現していることを確認した。 

このように心筋細胞に分化しうるエリート細

胞である心臓内幹細胞は心臓内線維芽細胞に比

べ、3因子導入後における心筋細胞分化効率にお

いて、約5倍高く心筋細胞へ分化するポテンシャ

ルを持っていることが判明した。 

 

D.  考察 

心臓は心筋細胞、線維芽細胞、血管平滑筋細

胞、血管内皮細胞、ペースメーカー細胞ならびに

交感・副交感神経支配により成り立つ複雑な臓器

である。重度な障害を受けた心筋および付随細胞

は心不全疾患を生じるが、最も作業心筋の実質的

機能を反映するのは個々における心筋細胞の駆

動力と絶対細胞数である。 

従来マウスで報告されたきた心臓内線維芽

細胞への複合遺伝子導入法による直接心筋リプ

ログラミングに比べ、より心筋細胞に近い系譜を

持つ心臓内幹細胞に同一遺伝子群を導入した方

が、高率に人工的ヒト心筋細胞を作製することが

できることが明らかとなった。 

一方、ヒト心臓内幹細胞に対して、GATA4, 

Tbx5, Mef2Cの3因子導入により、マウスに見ら

れた機能的な作業心筋細胞までの直接再プログ

ラム化まで完全には至っていないものの、複数の

成熟心筋細胞で発現がみられる構造タンパクの

遺伝子プロファイルが上昇していることから、前

駆細胞から心筋細胞に系統誘導が進んでいるこ

とが確実である。 

しかし、成熟心筋細胞として機能するために

必須なカルシウム調節タンパクの発現量は十分

でなく、今後、ヒト心臓内幹細胞に対して、

Myocardin, Hand2, mir-1, mir-133を取り入れた

合計7因子群を用いたヒト心筋細胞への直接リプ

ログラミング法に取り組んでいく予定である。 

 

E. 結論 

臨床的には心不全疾患の治療は心筋細胞再生

のみに依存するわけでないため、血管新生作用や

ドナー細胞より分泌されるサイトカイン効果など

により、障害を受けた心筋組織に修復が行われ、

結果的に機能改善につながっている臨床試験成果

が多く報告されている。 

最新の心筋細胞再生法として、マウスでは心

臓内線維芽細胞にGATA4, Tbx5, Mef2Cの3因子

を導入することにより、機能的心筋細胞に誘導す

ることは可能であるが、ヒト組織では、心臓内線

維芽細胞に比べ、心筋前駆細胞の方が、同一の3

因子群導入法において、高率に心筋細胞への誘導

が可能であった。 

しかしながら、人工的ヒト心筋細胞の誘導過

程は、マウスより制御機構が複雑で、Myocardin, 

Hand2, mir-1, mir-133といった候補因子群の追

加によるより成熟度の高い心筋細胞に誘導する

必要性があることが示唆された。今後、既報の6

因子法以外の新規リプログラミング因子群によ

る最適化が機能的ヒト作業心筋細胞の作成に必

須 不 可 欠 で あ る (Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA;2013）。 

臨床の現場では重篤な心不全疾患が多く存

在し、より多くの実質的心筋細胞再生をもたらす

技術開発が、より広い領域において心機能改善を

もたらし、救命率の高い治療法につながると考え
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られている。この問題を解決すべく、本研究はiPS

細胞作製技術を応用した直接リプログラミング

法による心筋細胞再生法であり、今後の臨床応用

に向けた継続的な研究開発が期待される。 
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