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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒトiPS細胞由来心筋細胞シートにおける薬物の催不整脈性、抗不整脈性
の評価に有用な指標を、多電極システムを用いて開発した。単層の細胞シートを多電極プローブ上に作成し、隣
接する一組の電極よりプログラム刺激を行った。この手法により、同細胞シートにおける抗不整脈薬のNaチャネ
ル遮断作用とその特徴、KチャネルやCaチャネルの遮断作用、再分極相における両者のバランスを検出する指標
を開発した。次いで、同指標で抗がん薬や漢方薬のマルチチャネル遮断作用を検出した。これらの結果よりこの
細胞シートはヒト生体心の薬物への反応を予測しうるモデルであることを示した。

研究成果の概要（英文）：In this project, I developed electrophysiological indices for human iPS 
cell-derived cardiomyocytes’ monolayer sheets to outline the pro- and/or anti-arrhythmic properties
 of drugs. Each cell sheet was prepared on each microelectrode-array probe, and then paced with 
programmed stimuli via a pair of adjacent electrodes before and after drug treatment. I examined the
 electrophysiological indices of the cell sheet for detecting Na+ channel blockade with its 
characteristics, blockade of K+ and Ca2+ channels, and their balance in the repolarization phase 
using clinical antiarrhythmics. I then assessed an anticancer agent and a Kampo preparation with the
 indices and detected their multichannel blocking actions. The obtained results indicated that the 
cell sheets with the indices could be valuable to predict pro- and/or anti-arrhythmic action of a 
substance in the human intact heart.

研究分野： 電気薬理学

キーワード： ヒトiPS細胞由来心筋細胞　多電極システム　催不整脈性　抗不整脈性　イオンチャネル　モーションベ
クトル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの薬物が主作用の他に、心臓のイオンチャネルを修飾し、その結果、催不整脈性や抗不整脈性を持つことが
明らかになっており、その作用を見極めることは大変重要である。ヒトiPS心筋細胞はヒトの生体心と同じイオ
ンチャネルを発現しているので、この細胞を使用して催不整脈性や抗不整脈性を正確に評価できれば、種差もな
く、ヒト生体心へその結果を外挿することが出来る。本研究では2 mm四方のヒトiPS細胞由来心筋細胞シートに
多電極システムと電気刺激を組み合わせることにより、複数のイオンチャネル遮断作用をもつ薬物であっても催
不整脈性や抗不整脈性の概要が把握できる電気生理学的指標を開発した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 
非臨床試験の安全性薬理試験ガイドライン ICH S7B の問題点 心室筋の活動電位幅が、薬物

により過度に延長すると、心筋細胞の Ca2+過負荷と早期後脱分極を誘発し、撃発活動さらには
致死的不整脈 Torsades de pointes (TdP)を引き起こす（薬物誘発性 QT 延長症候群）。そのため
2005 年に非臨床試験の安全性薬理試験ガイドライン ICH S7B が施行され、薬物による hERG 
K チャネル阻害（hERG 試験）または QT 延長という指標の導入によって、新規薬物による TdP
は報告されなくなった。しかしながら、これらの指標は薬物誘発性 TdP のリスクを過剰評価し
ており、開発中止に追い込まれる候補化合物が増大していることが問題化してきた。 
 
In vitro 試験における薬物誘発性 TdP リスク評価 この問題を解決するべく、in vivo 実験で

は、ヒトの TdP の感受性と同程度の感受性を持つ in vivo 動物モデルが開発され(1)、一心拍ご
との QT 間隔の揺らぎ（beat-to-beat variability）を Poincaré plot で解析し、short-term 
variability の数値の増大が TdP の予測因子で有用であることが報告されている(2)。また有効不
応期と活動電位幅の差（再分極終末相）の時間の延長が催不整脈性と連関することが報告されて
いる(3)。臨床試験においては心電図の QT 間隔をさらに J-Tpeak および Tpeak-Tend に分割して解
析することにより、安全な QT 延長と危険な QT 延長が区別可能であることを、代表的な薬物：
dofetilide, quinidine, ranolazine と verapamil を用いて報告された(4)。一方、in vitro 実験では
hERG 試験に代わる包括的な試験方法として、ヒト iPS 細胞由来心筋細胞を用いた TdP のリス
ク評価方法の確立に向けて検討が行われている。この細胞はヒト心筋に近いイオンチャネルプ
ロファイルを持つが、一般にヒト心室筋に比較すると活動電位幅（APD）が長く、静止膜電位が
浅く、拡張期脱分極相が存在し、自発発火することが報告されている(5)。この細胞は hERG K
チャネル遮断によって容易に活動電位が延長し、EAD が出やすいことが報告され、細胞内電位
や細胞外電位幅（FPD）を用いて高感度に hERG K チャネル遮断を検出できることが明らかに
なってきた (6)。しかしながら、同細胞における J-Tpeakおよび short-term variability や再分極
終末相に匹敵する指標は確立されていない。 
 
(1) Sugiyama A., et al. Br. J. Pharmacol., 154, 1528-1537 (2008) 
(2) Thomsen S., et al. Circulation, 110, 2453-2459 (2004) 
(3) Sugiyama A. & Hashimoto K. Jpn. J. Pharmacol., 88, 414 – 421 (2002)  
(4) Johannesen L., et al. Clin Pharmacol Ther. 96, 549-558 (2014) 
(5) Ma J., et al. Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 301: H2006-H2017 (2011) 
(6) Nakamura Y., et al. J Pharmacol Sci. 124: 494-501. (2014) 

 
２．研究の目的 
 
本申請研究はヒト iPS 細胞由来心筋細胞の細胞シートにおける、TdP の予測因子となる指標を

開発することを目的とし、本細胞シートの電気生理学的、電気薬理学的および物理学的特徴づけ
をおこなうこととした。 
 
３．研究の方法 
 
ヒト iPS 細胞由来心筋細胞の細胞シートに 64ch 電極アレイによる多電極システム、電気刺激

装置によるプログラム刺激、および高速度デジタル CMOS カメラによるモーションベクトル測
定を適用し(7)、細胞シートの電気生理学的、電気薬理学的および物理学的特徴付けを行った。
多電極システムでは細胞シートにおける定常的なペーシング下における細胞外電位持続時間
（FPD）、有効不応期（ERP）、post-repolarization refractoriness（再分極後不応期；PRR=ERP-
FPD (ms)）、伝導速度、電流閾値変化を計測し、モーションベクトルでは収縮弛緩運動の速度、
持続時間、平均速度の変化を測定した。また収縮弛緩のモーションベクトルと FPD の時間関係
を解析した。以上の数値をイオンチャネル遮断の様々な特徴を持つ薬物間で比較して本細胞シ
ートの特徴づけを行うことで、最終的にはマルチチャネル遮断薬のイオンチャネル遮断作用の
バランスを評価し、抗不整脈性や催不整脈的特徴を示唆できる指標を構築した。 
 
(7) Hayakawa T., et al. J Mol Cell Cardio. 77: 178-191 (2014) 
 

４． 研究成果 
 

① ヒト iPS 細胞由来心筋細胞シートの特徴づけを E-4031、bepridil、amiodarone を用いて行



い、催不整脈性の指標を模索した。隣接する 2 電極から電流を注入して細胞シートのペーシ
ングを行い、刺激周期長は 600~1,600 ms とした。この条件下で細胞外電位幅（FPD）、刺激
の電流閾値、伝導速度、有効不応期を薬物非存在下、薬物存在下で測定した。また有効不応
期と FPD の差分である再分極後不応期(PRR)、刺激周期長変化に対する FPD 変化の傾きを
非線形式にフィッティングさせ算出し、傾きの変化も解析した。3 薬物を以上の指標で解析
した結果、ヒト iPS 細胞由来心筋細胞シートにおいて有効不応期の延長は K チャネルと Na
チャネルの遮断で起きるが、PRR 延長は Na チャネル遮断作用により起きることが分かった。
刺激周期長変化に対する FPD 変化の傾きは、選択的 IKr遮断薬である E-4031 では有意に増
大し、逆頻度依存性 hERG K チャネル遮断の特徴を表したが、複数の K チャネルを遮断す
る bepridil と amiodarone では変化しなかったことから、この指標は複数の K チャネル遮断
における hERG K チャネル遮断作用の寄与を判定するのに有用であることが示された。また
FPD 変化の解析により、マルチチャネル遮断薬において、K チャネル遮断に対する Ca チャ
ネル遮断のバランスを判定するのに有用であることが示された。さらに Na チャネル遮断の
解離速度が速い薬物は刺激部位から半径 300 μm 以内でのみ伝導遅延が観察されること、使
用依存性がみられる薬物は刺激電流の閾値が上昇することを見出し、Na チャネル遮断作用に
おける薬力学的指標を複数得ることが可能になった。以上の解析結果はこれらの指標によっ
てヒト iPS 細胞由来心筋細胞シートは薬物の持つマルチチャネル遮断作用の総合的なバラン
スおよび Na チャネル遮断の特徴を解析する評価系として有用であることが示された。以上
の結果を Izumi-Nakaseko H, et al. J Pharmacol Sci. 2018;137:372-378.にて報告した。 

② 慢性骨髄腫の治療薬で、低分子チロシンキナーゼ阻害薬である dasatinib を用いて、ヒト iPS
細胞由来心筋細胞における興奮伝導（FPD と伝導）、刺激電流の閾値、有効不応期と有効不
応期から FPD を引いた差分(ms)：post-repolarization refractoriness の変化を解析した。そ
の結果、dasatinib は逆頻度依存性と濃度依存性のない FPD 延長を示し、催不整脈性が低い
ことを明らかにした。同時に生体では急性投与で troponin I を増加させたが、急性毒性の指
標である細胞死誘導能は示さないことを明らかにし、Cardiovasc Toxicol. 2020 Feb;20(1):58-
70.にて報告した。抗がん薬のイオンチャネル遮断作用の解析にも有用であることを示した。 

③ 薬物による心筋の収縮弛緩運動をヒト iPS 細胞由来心筋細胞で解析する前段階として、ヒト
iPS 細胞由来心筋細胞の収縮運動における負の力―頻度関係を改善する方法を模索した。
MED64 システムと高速度デジタル CMOS カメラ(KP-FM400WCL, セルモーションイメー
ジングシステム SI8000 シリーズ、SONY、東京)を組み合わせ、電気的ペーシング（刺激周
期長 600-1400 ms）を行い、細胞外電位持続時間、伝導速度とモーションベクトルの同時測
定を行った。収縮運動における正の力―頻度関係を生成するために、溶存酸素濃度の上昇と
電気刺激位置の変更による収縮弛緩運動の方向の制御を行った。ヘッドステージのインキュ
ベーター内の O2濃度は 95%と 20％（空気）の 2 条件で行い、刺激箇所は細胞シートの中央
付近と 64 電極の隅の 2 か所を選んだ。その結果、ペーシング位置で興奮伝導の開始地点と
収縮弛緩運動の方向を制御することによりヒト生体心と同様に収縮運動の陽性階段現象、弛
緩運動の頻度依存性促進を導出することに成功した。酸素分圧の上昇は収縮運動の陽性階段
現象をより顕著にし、弛緩運動の開始をより早くすることが明らかになった。その成果は
Front Cell Dev Biol. 2020;8:542562. に報告した。これによって薬物による electro-
mechanical coupling や心毒性の測定するためのヒト iPS 細胞由来心筋細胞シート標本が出
来上がったと考えられる。 

④ カンゾウ（甘草）：動悸のある患者の治療に用いられる炙甘草湯や苓桂朮甘湯に含まれるカン
ゾウの作用機序を明らかにするため、カンゾウの主要成分グリチルリチン酸の主要代謝物で
あるグリチルレチン酸 0, 0.1, 1, 10 μg/mL 存在下で、ヒト iPS 細胞由来心筋細胞シートにお
ける細胞外電位、有効不応期および収縮弛緩運動の変化を測定し、カンゾウのマルチチャネ
ル遮断作用について検討した。現在、投稿論文を準備中である。 
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Physiological properties of excitation-contraction relationships in human induced pluripotent stem cell-derived
cardiomyocytes sheets.

チロシンキナーゼ阻害薬のヒト心血管有害作用を予測する非臨床的評価方法の開発

抗がん薬の心血管有害作用検出のための非臨床的評価プロトコルの提案
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Development and  assessment of a new in vitro platform of human induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes for
evaluating the drug-induced biological phenomena predicting clinically observed cardiac effects.
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ヒトiPS由来心筋細胞と多電極システムを用いた多チャネル遮断薬の電気薬理学的作用の検出

ダサチニブは左心機能を低下するが、催不整脈作用を示さない：チロシンキナーゼ阻害薬のヒト心血管有害作用を予測する非臨床的評価方
法の開発

Electrophysiological  analyses of multi-ion  channel blockers in  hiPSC-CMs sheets with MEA system

ダサチニブは左室機能を抑制する一方、催不整脈性はない：in vivoとin vitro実験系の併用研究
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Assessment of the drug-induced cardiac functional toxicity by pattern-cultured hiPSC-CMs.

Development of correction formula for frequency-dependent changes of field  potential duration of human induced pluripotent
stem cell-derived cardiomyocytes sheets.

モンゴル薬用植物Adonis mongolicaの心血管系に対する薬理作用

ヒト人工多能性幹細胞由来心筋細胞シートの細胞外電位持続時間の補正式の開発
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がん分子標的薬dasatinibの心毒性の定量評価

ヒトiPS細胞由来心筋細胞シートを用いたマルチチャネル遮断薬の抗不整脈作用の評価

Electrophysiological characterization of the field potential duration in human induced pluripotent stem cell-derived
cardiomyocytes sheets

Assessment of the drug-induced toxicity against left ventricular function by pattern-cultured hiPSC-CMs.
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Characterization of frequent-dependent changes of field potential duration in human induced pluripotent stem cell-derived
cardiomyocytes sheets

Development of correction formula for field potential duration of human induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes
sheets.


