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II. 成果の概要（総括研究報告） 
（和文） 

   本テーマの目的は、ヒト細胞を用いた心臓再生幹細胞生物学と組織工学を融合することによ

り、高い生物機能と十分な厚みをもつ移植部分臓器としての心筋組織の立体造形技術を研究開

発することである。本目的を達成するため、平成 28 年度は、国立大学法人京都大学、旭硝子株



2 
 

式会社、および iHeart Japan 株式会社が連携し、①立体造形ヒト心臓壁の作製と評価、②心臓

疾患動物を用いた立体造形ヒト心臓壁の有効性評価と機能評価技術の開発、および③立体造形

ヒト心臓壁の事業化へ向けた検討についての研究開発を実施した。 

①立体造形ヒト心臓壁の作製と評価 ＜国立大学法人京都大学、旭硝子株式会社、および iHeart 

Japan 株式会社＞ 

まず、細胞シートの積層化におけるゼラチンハイドロゲルマイクロスフェア（GHM）あるいは

フッ素系高分子からなる中空糸（F-Fiber）の挿入効果について検討した。シート形成の細胞源

として、ヒト間葉系幹細胞およびヒト iPS 細胞から心筋、内皮、および壁細胞を同時に分化誘導

した細胞（混合ヒト細胞）を用いた。細胞シート積層における GHM の挿入効果においては、細胞

シートへの GHM 被覆率および歩留まりを算出するとともに、GHM 挿入による構成細胞の生物活性

および酸素状態を調べた。GHM の存在により、構成細胞の生物活性および酸素状態が変化するこ

とが明らかとなった。細胞シート積層体における F-Fiber の挿入効果においては、酸素状態お

よび代謝に関連する細胞内物質の発現を評価した。F-Fiber 挿入によって、これまでにない厚い

細胞シート積層体においても酸素および代謝状態が改善されることがわかった。次に、細胞源と

して健常人由来 HLA ホモ iPS 細胞の利用を検討した。複数の HLA ホモ iPS 細胞株において、混

合ヒト細胞を分化誘導し、シート化する方法を開発、最適化している。さらに、臨床応用を考え、

サイズの大きい細胞シート積層体を迅速に作製する手法についても検討しているところである。 

②心臓疾患動物を用いた立体造形ヒト心臓壁の有効性評価と機能評価技術の開発＜国立大学法

人京都大学および旭硝子株式会社＞ 

まず種々の心臓疾患動物モデルを作製し、それらの心臓疾患モデルに対する GHM を添加した

混合ヒト細胞シートの積層体（積層化混合ヒト細胞シート）の有効性を検討した。ラット亜急性

心筋梗塞、ブタ亜急性心筋梗塞、およびハムスター心筋症に対し、優れた有効性をもつことがわ

かった。臨床応用に向けた製品開発のためには、ヒト心臓に見合ったサイズの細胞シート積層体

の構築、およびその品質の時間安定性を示すことが求められる。そこで、積層化混合ヒト細胞シ

ートの組織サイズ、収縮力、および収縮率の測定を行った。さらに、積層化混合ヒト細胞シート

の in vivo 有効性を in vitro で評価できる手法について検討しているところである。 

③立体造形ヒト心臓壁の事業化へ向けた検討＜iHeart Japan 株式会社＞ 

積層化混合ヒト細胞シートを作製するために必要な原材料をリストアップし、臨床応用にお

ける安全性および品質の面から精査した。現在、改善すべき点について対処しているところであ

る。 

 
（英文） 
 The objective of this research project is to research and develop 3-dimensional (3D) 
steric fabrication technology of human heart wall as a partial myocardial organ 
implantable with high biological functions and therapeutically acceptable thickness. 
This 3D fabrication is practically realized only by fusing technologies of human stem 
cell biology for heart regeneration and tissue engineering. To achieve the objective, 
the following studies were carried out in the semester of 2016 by the research 
cooperation of Kyoto University, Asahi Glass Co. Ltd., and iHeart Japan Corporation; 
(i) the design and creation of human heart walls by the 3D fabrication technology, 
(ii) the evaluation of human heart walls prepared by the 3D fabrication technology 
with the animal models of heart disease, and (iii) the preparation aiming at the 
commercialization of heart wall prepared by the 3D fabrication technology. 
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(i)  The design and creation of human heart walls by the 3D fabrication technology 
(Kyoto University, Asahi Glass Co. Ltd., and iHeart Japan Corporation) 

First, the insertion effects of gelatin hydrogel microspheres (GHM) or hollow fibers 
of fluorinated polymers (F-Fiber) were evaluated in the formation of layered construct 
of cell sheets. Human mesenchymal stem cells or mixed cells composed of three types 
of cardiovascular cell populations (myocardial, endothelial, and vascular mural cells) 
simultaneously differentiated from human induced pluripotent stem (iPS) cells, were 
used as cell sources for the sheet preparation. The extent of GHM covering and remaining 
on the cell sheet was measured for the layered construct. In addition, the biological 
activities of cells and the oxygen condition in the layered construct inserted with 
or without GHM were investigated. It was found that the biological activities of cells 
and the oxygen condition in the layered construct of cell sheets were positively 
improved by the insertion of GHM. The oxygen condition and expression level of 
intracellular substances related to metabolism were evaluated for the multiple layered 
construct obtained by the further layering of layered constructs of cell sheet through 
the insertion with F-Fiber. It was found that the conditions of oxygen and metabolism 
were improved for the multiple layered construct even with a large thickness by the 
insertion with F-fiber. Next, a preparation method of mixed cell sheet clinically 
available was developed by changing cell sources to one line of iPS cells with 
homozygous human leucocyte antigens (HLA) derived from healthy human. The method of 
simultaneous differentiation into three types of cardiovascular cell populations and 
sheet formation are being developed and optimized. Furthermore, considering the 
clinical application, the methods to prepare a large layered construct of cell sheets 
or to rapidly layer cell sheets are also being developed. 
(ii) The evaluation of human heart walls prepared by the 3D fabrication technology 

with the animal models of heart disease (Kyoto University and Asahi Glass Co. Ltd.) 
First, various heart disease models were prepared and the therapeutic efficiency 

of layered constructs of cell sheets from human mixed cells (layered construct of 
human mixed cell sheets) for these models was evaluated. It was demonstrated that the 
layered construct of human mixed cell sheets was effective for the models of acute 
myocardial infarction in rats and swine as well as cardiomyopathy in hamsters. For the 
development of product aiming at the clinical application, it is indispensable to 
investigate the size and mechanical properties of layered constructs of cell sheets 
as well as their preservation stabilities. The size, contractive force, and contractive 
rate of layered construct of human mixed cell sheets were measured. Furthermore, 
methods to in vitro evaluate the layered construct of human mixed cell sheets 
considering connecting its in vivo efficiency, are being explored. 
(iii) The preparation aiming at the commercialization of heart wall prepared by the 

3D fabrication technology (iHeart Japan Corporation) 
Materials necessary to prepare the layered construct of human mixed cell sheets with 

the clinical grade were listed while the possibility and feasibility were investigated 
from the viewpoint of safety and quality for clinical use. Now appropriate solutions 
are being addressed for the point to be improved. 
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