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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
 本研究は、ヒト iPS 細胞を用いて心筋細胞を作出し、細胞移植により難治性重症心不全に対する新た

な治療法を開発することを目的とする。基盤技術の開発を行い、臨床第 1 例目に対し再生心筋細胞移植

を実施する。臨床応用を安全に成功させるために iPS 細胞由来の再生心筋細胞を純化精製した最終製品

の安全性評価を行う。また、iPS 細胞大量増殖用培地、心筋細胞分化誘導培地、純化精製培地を開発し、

大量培養法の開発、大動物での細胞移植の有効性と安全性の確立を併せて行う。 

 ヒトの心臓は 1x109から 1010個の心筋細胞でなりたっているため、心筋梗塞等で失われた心臓機能を

回復するためには大量の心筋細胞を必要とする。臨床応用に必要な大量の心筋細胞を準備するには未分

化 iPS 細胞を大量に用意することが前提となる。それゆえ、最終的に純化心筋細胞を獲得するまでに大

量の未分化 iPS 細胞培養液が必要となる。また、培養液の多くは研究用に開発されたものであり構成成

分が生物由来原料基準を満たしていないために臨床用に使用することはできない。本事業において我々

は味の素(株)と共同で臨床用未分化 iPS 細胞の大量培養用培地、心筋細胞の分化培地を開発した。 
 この臨床用培地を用いて京都大学 iPS 細胞研究所で樹立された臨床用 iPS 細胞の Ff-I14 を用いて多能

性の維持と分化誘導効率の確認を行なった。FACS と免疫染色により心筋細胞特異的なタンパク質のトロ

ポニン T、アクチニンの発現を確認した。iPS 細胞から心筋細胞への分化効率は 100%ではないため大量

の心筋細胞を用いる場合には造腫瘍性細胞が混入する可能性が高い。そこで我々は大量の心筋細胞を効

率良く純化精製することが iPS 細胞の臨床応用への鍵になると考え、培養液を交換することによって心

筋細胞を純化精製する方法を開発した。具体的にはヒト多能性幹細胞にとってブドウ糖とグルタミンが

必須の栄養素であることを発見し、培養液からブドウ糖とグルタミンを除去することでヒト iPS 細胞を

死滅させることが可能であることを確認した。iPS 細胞由来の心筋細胞は胎児型であり乳酸を利用するこ

とが可能なため、グルコース、グルタミン除去培地に乳酸を添加することで非心筋細胞を死滅させ心筋

細胞のみを純化精製することができる。本法によって純化心筋細胞中に残存する未分化 iPS 細胞は

0.001%以下となり、臨床グレードの純化心筋細胞を獲得することに成功した。臨床応用に向けて PMDA
と品質管理の事前面談を行ない、PMDA からのコメントを参考に使用する原料の品質規格、マスターフ

ァイル登録の有無、生物由来原料基準の確認を行なった。    
 前臨床試験として心筋梗塞モデルのマイクロミニブタを用いたヒト iPS 細胞由来心筋細胞の移植実験

を行なった。iPS 細胞由来の心筋細胞を移植した群では心臓 MRI により有意に左室駆出率の改善を認め、

大型動物を用いたヒト iPS 細胞由来心筋細胞球移植治療の POC を獲得した。また、心筋細胞移植による

催不整脈作用を確認するためにテレモニターを植え込み安全性を確認した。さらに PMDA と非臨床安全

性試験の対面助言を行い、一般毒性試験、催不整脈試験、造腫瘍試験を行なった。 
 First in human に向け CPC 内での業務開始に備えて製造施設 GMP 文書の講習会を実施し、細胞培養

士の教育訓練を行なった。同時に CPC 内で臨床用培養液を用いて未分化 iPS 細胞の大量培養、心筋細胞

の分化誘導、純化精製の培養工程を確認しながら GMP、SOP 関連文書の作成および整備を行なった。

PMDA との品質管理の事前面談をふまえて実際に臨床に使用する機器の選定、試薬および消耗品の選定

を行なった。CPC 業務を立ち上げ、地方厚生局に特定細胞加工物製造細胞培養加工施設の申請を行なっ

た。さらに臨床用 iPS 細胞株の培養のためにモニタリングシステムを調整しサニテーションおよび機器

のバリデーションを行なった。 
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This study aims at developing a new therapy for severe heart failure by cell transplantation of regenerative 
cardiomyocytes (CMs) using human induced pluripotent stem cells (hiPSCs). We develop the generic 
technology and carry out cardiac cell therapy for the first clinical case. We evaluate the safety of the purified 
hiPSCs-derived CMs to make a success of clinical application safely. We also establish the clinical grade 
culture media, the scalable culture method, and perform preclinical studies in large animal models. 
 Because a human heart consists of 1x109 -1010 CMs, a large number of CMs is necessary to restore a 
loss of cardiac function in severe heart failure. Therefore, a large quantity of culture media is necessary. Most 
of current media can not be used for clinical application, because they were developed for basic researches, 
and their components do not meet Standard for Biological Ingredients. Thus, we developed clinical grade 
culture media for scalable culture of hiPSCs, cardiac differentiation, and purification in cooperation with 
Ajinomoto Co., Inc. 
 The maintenance of pluripotency and the efficiency of differentiation were confirmed using clinical 
grade hiPSCs, established at Center for iPS Cell Research and Application, Kyoto University. Because the 
differentiation efficiency from hiPSCs to CMs is not 100%, tumorigenicity cells are more likely to get mixed 
in large amount of CMs. Because it was critical for the clinical application to purify a large number of CMs 
efficiently, we developed a purification strategy for CMs by changing culture media. Specifically, we found 
that glucose and glutamine were essential nutrients for hiPSCs, and confirmed hiPSCs could be eliminated by 
removing them. Because hiPSCs-derived CMs have fetal phenotype, they can efficiently use lactate. Glucose, 
glutamine-depleted and lactate-supplemented media eliminated non-CMs and generated purified CMs 
successfully. The remaining hiPSCs were less than 0.001%, so that the clinical grade regenerative CMs were 
finally acquired.  
 hiPSCs-derived CMs were transplanted to myocardial infarction (MI)-induced micromini pigs for 
preclinical studies. hiPSCs-derived CMs significantly improved the left ventricular ejection fraction by 
cardiac MRI, and a proof of concept (POC) for the cardiac cell therapy with hiPSCs was established. Cardiac 
telemonitors were implanted to MI-induced micromini pigs to check arrhythmic events, and the safety of 
cardiac cell therapies were confirmed. Furthermore, we had a face to face meeting with PMDA for the 
non-clinical safety examination, and performed general toxicity tests, examinations of proarrhythmic events, 
and tumorigenicity tests. 
 We had the classes of the GMP documents for manufacturing facility to start the cell culture in the 
Cell Processing Center (CPC) toward the first clinical application, and the cell culture technicians also had the 
educational training. We prepared GMP and SOP documents, while confirming the massive culture of hiPSCs, 
cardiac differentiation, and purification of CMs using a clinical grade hiPSCs and culture media in the CPC. 
The apparatus, reagents and expendable supplies were decided on the basis of the prior interview of the 
quality control with PMDA. The application of Cell Processing facility was submitted to the local public 
welfare station. Furthermore, we adjusted a monitoring system for the culture of clinical grade hiPSCs and 
performed the validation and sanitation of the apparatus in the CPC for the first-in-human clinical application.  
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36. 京都大学 iPS 研究所セミナー 福田恵一  『Generation of high quality iPS cells and high 

grade purification of regenerated cardiomyocytes for cell transplantation therapy』 京

都大学 iPS細胞研究所 平成 28 年 5月 2日 

 
 

（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 
 
1. 重症心不全に対する心筋再生医療の現状と展望，福田恵一，第 11 回日本心不全学会市民公開講

座，2017/2/5，国内 
2. H1foo を用いた iPS 細胞の品質向上 國富晃，湯浅慎介，福田恵一 第 1 回 橋渡し研究加速

ネットワークシンポジウム 東京 2016 年 1 月 27 日（ポスター） 
3. H1foo を用いた iPS 細胞の品質向上 國富晃，湯浅慎介，福田恵一 第 2 回 橋渡し研究加速ネ

ットワークシンポジウム 東京 2017 年 1 月 13 日（ポスター） 

4. 第２回橋渡し研究加速ネットワークプログラムシンポジウム 福田恵一 2017年 1月 13日 慶

應義塾大学医学部北里講堂 

 

 

（４）特許出願 

 

国際出願：PCT/JP2016/003282 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


