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研究成果の概要（和文）：ヒト iPS 細胞は、心筋分化後早期に分子生理学的および電気生理学

的に結節型細胞の表現型が優位であるが、分化後後期には作業心筋型表現型に変化することが

明らかとなった。これは、再生心筋細胞が培養中に成熟し、その表現型を変化する可能性を示

唆しており、再生心筋の臨床応用の際にはその目的や手段によって用いる細胞を使い分

ける必要がある。 
 
研究成果の概要（英文）：Human iPS-derived cardiomyocytes showed the nodal phenotypic 
features in molecular biological and electrophysiological analyses at the early period of 
differentiation, whereas they showed ventricular and atrial phenotypes at the late period. 
These results implicate the maturation of regenerative cardiomyocytes during culture, and 
the necessity of optimizing what periods of cells we should use for regenerative medicine.  
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研究分野：循環器内科学 
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１．研究開始当初の背景 
再生医療は人工多能性幹細胞（iPS 細胞）の
発見以降その臨床応用に向けて急速に研究
が進められている。しかし、iPS 細胞の分化
効率や安全性の問題から細胞移植療法の実
現には課題が残っている。特に循環器領域で
は iPS由来心筋細胞の表現型解析も未だ不十
分であり、移植源となる再生心筋の最適化の
条件（純化・精製や分化後どの時期の細胞を
用いるかなど）も不明である。 
 
２．研究の目的 
（１）ヒト iPS 由来心筋細胞の表現型を詳細

に検討し、心筋サブタイプ（作業心筋型か結
節型かなど）毎の分化メカニズムを明らかに
する。 
（２）ヒト iPS 由来心筋細胞の分化後の成熟
過程について検討し、臨床応用に向けて最適
な再生心筋細胞を同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）山中 3 因子および 4 因子をレトロウイ
ルスベクターを用いてヒト線維芽細胞に導
入することによりヒト iPS 細胞を樹立し、
hanging drop 法による心筋細胞への分化誘
導法を確立する。さらに、ヒト iPS 由来心筋
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細胞が NKX2.5、GATA4、MEF2 などの心筋
転写因子、ANP、BNP などの心筋マーカー
遺伝子およびトロポニン、アクチン、ミオシ
ン軽鎖/重鎖などの心筋収縮関連蛋白が発現
し、形態的および遺伝子発現的にも心筋細胞
であることを免疫染色および PCR 法で確認
する。 
（２）ヒト iPS 細胞の心筋分化過程を、分化
早期（誘導後 30 日以前）、中期（誘導後 30
～60 日）、後期（誘導後 60 日以降）に分類
し、各時期の胚様体(EB)から蛋白および
mRNA を抽出する。これらのサンプルを
QT-PCR 解析を行い、SCN5A、CACNA1、
HCN1,2,4、KCNJ2、CACN(Ttype)の遺伝子
発現の経過を検討する。 
（３）心筋分化過程における心筋サブタイプ
の割合を検討し、（２）で明らかとなった遺伝
子発現変化と比較することによりいかなる
チャネルの発現が心筋細胞のサブタイプ分
類に寄与しているかを解明する。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト iPS 由来心筋細胞が NKX2.5、
GATA4、MEF2 などの心筋転写因子、ANP、
BNP などの心筋マーカー遺伝子およびトロ
ポニン、アクチン、ミオシン軽鎖/重鎖などの
心筋収縮関連蛋白が発現し、形態的および遺
伝子発現的にも心筋細胞であることを免疫
染色および PCR 法で確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 
（２）心筋イオンチャネル (SCN5A 、
CACNA1、KCNQ1、KCNE1、KCNE2、
KCNJ2,HCN1,2,4 など）の遺伝子発現を、
QT-PCR 法で検討した。早期分化心筋細胞と
後期分化心筋細胞における遺伝子発現を比
較すると、SCN5A は 2.6 倍、 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
CACNA1C は 1.1 倍、KCNJ2 は約 10 倍増加
していた。一方、HCN4 は 0.1 倍、CACNA1G
は 0.3 倍と減少していた。以上より、分化後
早期には洞結節型細胞に発現が多いペース
メーカーチャネル遺伝子発現が優位で、培養
とともに静止膜電位が過分局側にシフトし、
活動電位立ち上がりが速くなる心室筋型細
胞の遺伝子パターンに変化していた。 
 
（３）ヒト iPS由来心筋細胞から培養早期（30
日）と後期（60 日）で微小電極法を用いて活
動電位を記録した。早期の分化心筋細胞では、
結節型が 23%、心房型が 52%、心室型が 25%
であったのに対し、後期では結節型 4%、心房
型 44%,心室型 52%と、培養とともに結節型が
減少し心室型が増加する傾向にあり、分化心
筋細胞が培養により成熟化することが示唆
された。これは、早期心筋細胞でペースメー
カーチャネル遺伝子発現が優位で、後期には
心室筋型チャネル遺伝子発現が増加した、遺
伝子発現パターンと一致していた。 
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