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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞は心筋発生を研究する上で有用なツールであるが、一方でヒトiPS細胞の
分化指向性が問題となっている。本研究では、未分化ヒトiPS細胞から得られる網羅的DNAメチル化データと分化
誘導実験から心筋細胞分化の阻害となる因子の同定を試みた。その結果、心筋への分化誘導効率に相関するDNA
メチル化可変領域を同定し、特徴的なクロマチン構造の変化を見出した。これらのゲノム領域の異常なエピジェ
ネティック状態が心筋細胞への分化を阻害することが示唆された。本研究で同定したDNAメチル化可変領域のDNA
メチル化状態の評価は、未分化ヒトiPS細胞の心筋分化能を予測する新たなバイオマーカーとして有用である。

研究成果の概要（英文）：Human iPSCs are a useful tool for studying cardiomyogenesis, but the 
differentiation propensity of human iPSCs has become an issue. In this study, we attempted to 
identify factors that inhibit cardiomyocyte differentiation based on comprehensive DNA methylation 
data obtained from undifferentiated human iPSCs and differentiation induction experiments. As a 
result, we identified some DNA methylation variable regions that correlate with the efficiency of 
induction of differentiation into cardiac cells, and found characteristic changes in chromatin 
structure. It was suggested that the abnormal epigenetic status of these genomic regions inhibits 
differentiation into cardiomyocytes. The evaluation of DNA methylation status of the DNA methylation
 variable regions identified in this study is useful as a new biomarker to predict the cardiomyocyte
 differentiation potential of undifferentiated human iPSCs.

研究分野：幹細胞生物学

キーワード： ヒトiPS細胞　分化指向性　心筋分化　DNAメチル化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって未分化状態のヒトiPS細胞における心筋分化に相関するDNAメチル化可変領域を同定することがで
きた。本研究成果は、心筋発生分化の基礎的理解が進むだけでなく、ヒトiPS細胞の株間差を分子レベルで理解
する基盤情報となる。また、未分化時にヒトiPS細胞の心筋分化効率を事前評価できるバイオマーカーとしても
有用であり、ヒトiPS細胞の品質評価の新たな指標として再生医療研究へ大きく貢献できる成果である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
心疾患による年間死亡数は 20万人を越えており、死因ではがんに次ぐ 2番目に多い
（H29年度厚生労働省「人口動態統計の概況」）。心筋細胞の発生のメカニズムを詳細に
解明することは心疾患の克服に向けての大きな課題である。 
ヒト人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cell: iPS細胞）は身体を構成するほぼ
全ての細胞に分化可能な無限増殖する細胞であり、様々な遺伝的背景を持つ個人や疾患

患者の体細胞から容易に作成可能である。そのため、iPS細胞は心筋細胞分化を in vitro
で再現し、そのメカニズムを解明する有用なツールであり、根本治療を目指した再生医

療のリソースとしても期待されている。 
しかし、同一の親体細胞を使用し、同一の作成方法で樹立し、同一の培養条件で得ら

れたヒト iPS細胞であっても、細胞株間によって分化能力に違いがある。再生医療を目
的にヒト iPS細胞から様々な細胞への分化誘導系が研究開発されているが、この中でヒ
ト iPS細胞の分化指向性の問題が最も顕著に現れるのが心筋細胞への分化である。こう
した細胞株ごとの分化能力のばらつきは、疾患に起因する分化能の低下等の異常との区

別を困難にすることから病態解明や薬剤探索研究の際には特に問題となる。また基礎研

究においても再現性や正確性の観点から問題となる。ヒト iPS細胞由来の細胞を再生医
療や基礎研究に用いる際には高品質のヒト iPS 細胞株の事前選別は重要な条件となる
が、実際に分化誘導実験を行って選別する以外の選択法はないため研究の時間的・費用

的負担を増加させている。 
ヒト iPS細胞株ごとの分化能力のばらつき、特に心筋細胞分化においてヒト iPS細胞
株間の差が著しいということは、細胞株間に明確な差異が存在することを示している。

心筋細胞分化のバイオマーカーとしていくつかの遺伝子が報告されているが、残念なが

ら心筋細胞の分化効率を制御する因子は現在まで報告されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、ヒト iPS細胞が心筋細胞へ分化する際に阻害となる因子の同定を通

して、心筋発生分化の理解の深化を目指すことである。 
ヒト心筋発生を研究する上で iPS細胞は有用なツールであるが、一方でヒト iPS細胞
の特性は変化を受けやすい側面を持つ。培地、細胞外基質、培養温度、保存方法、継代

方法、継代数や扱う培養技術者の手技など様々な影響を受けやすく、同一細胞株にもか

かわらず異なる施設間で特性が変化する事例は多く報告されている。この影響を受けや

すい特性の為に、ヒト iPS細胞の標準株というものが確立できない。つまり、研究や再

生医療に最適な iPS細胞を選別するために、その都度分化誘導実験を行い、高い分化効

率を示す株の選定を行うことが必要となる。それ故ヒト iPS 細胞の分化指向性に関す

る研究は重要な課題である。この課題の解決のため心筋細胞への分化効率の異なる iPS
細胞株を多数解析し、株間の差を分子レベルで理解し、且つ心筋細胞分化効率に影響を

及ぼす因子の同定することが必要であり、その成果は多分化能の維持機構のみならず、

心筋発生の分子機序を解明することに繫がる。 
分化指向性に影響を及ぼす株間の差は、細胞内分子間の微細な違いに起因することは

想像に難くない。つまり、株間の差は数種類のマスター因子によって支配されるのでは

無く、エピゲノム、トランスクリプトーム、クロマチン構造などの細胞内分子ネットワ

ークのバランスの乱れや変異に起因すると考えられる。よって、細胞から得られるビッ

グデータを包括的に解析、評価することが心筋への分化指向性を正確に解析できる手段

となる。  
本研究では、ヒト iPS細胞から得られる様々な網羅的データと同一株を実際に分化誘



導して得られる分化誘導効率の実測値を取得し、これらを比較解析することにより心筋

細胞分化の阻害となる因子の同定を行う。 
 
 
３．研究の方法 
 

未分化ヒトiPS細胞をStemFit AK02N(Ajinomoto)培地で5% CO2,37℃条件下で培養し、

一部の細胞を分化誘導実験用に凍結保存し、残りの細胞からゲノム DNA 及び RNAの抽出

を行った。未分化ヒト iPS 細胞の DNA メチル化プロファイルの取得には、Illumina 社

の Infinium MethylationEPIC BeadChipを用いた。未分化ヒト iPS細胞の遺伝子発現プ

ロファイルは、Agilent 社の SurePrint G3 human GE microarrayを用いて取得した。 

続いて上記未分化ヒト iPS 細胞のデータに対応する心筋分化誘導効率実測値を取得し

た。心筋細胞への分化誘導には、STEMdiff Ventricular Cardiomyocyte Differentiation 

Kit(StemCell Technologies)を用いた。Matrigel 播種後、心筋分化誘導を行い、誘導後

15 日目に細胞を回収した。回収した細胞は固定後、抗 Cardiac Toroponin T(cTnT)抗体

で標識後、フローサイトメーターによる cTnT 陽性細胞数の測定値から、心筋分化効率

を算出した。 

得られた未分化時の DNA メチル化データと心筋細胞分化データをセットとして in 

silico解析を行い、心筋への分化指向性に関わる DNAメチル化部位を検証した。 
 
 
４．研究成果 
 

(1)ヒト iPS細胞各株の心筋分化能評価 

  各ヒト iPS 細胞株を心筋分化誘導後 15 日目に回収し、心筋特異的マーカーである

cTnT 抗体で染色し、陽性細胞数をフローサイトメーターで計測後、心筋細胞分化効率

を評価した（図 1）。 

心筋分化効率は、0〜80％の間

でばらつきを示し、ヒト iPS細

胞は株ごとに分化指向性を持

つことが改めて示された。心筋

分化効率 0〜5％を低分化群、

30〜50％を中分化群、60％以上

を高分化群として解析を進め

た。なお、OCT-4、NANOG、DPPA4

を含む 12 の多分化能マーカー

遺伝子の DNA メチル化状態と

遺伝子発現について検証した結果、いずれの株も多能性幹細胞特異的なパターンを示し、

本研究で用いたヒト iPS細胞株はすべて多能性を有することを確認している。 

 

(2)未分化ヒト iPS細胞の DNAメチル化および遺伝子発現プロファイル解析 

 Infinium MethylationEPIC BeadChip（約 80万プローブ）および SurePrint G3 human 

GE microarray（約 6万プローブ）により得られたデータを用いて階層的クラスタリン

グ解析（HCA）および主成分解析（PCA）を行い、心筋分化効率データとの関連について

解析した。DNAメチル化データを用いた HCA解析では、ヒト iPS細胞株は 2つのクラス

ターに分類された。しかし、2つのクラスターと心筋分化効率との間に相関性は認めら

れなかった。PCA解析に関しても相関性は認められなかった。同様に遺伝子発現データ

を用いた場合においても心筋分化効率との相関は認められなかった。 

 

(3)ヒト iPS細胞の性別と心筋分化効率の関連解析 

 性別による心筋分化効率への影響を検証するためにヒト iPS 細胞の男女の性別で分



け、それぞれ HCA、PCA および心筋分化効率との相関について解析を行ったが、相関性

は認められなかった（図 2）。 

 

(4)2 群間比較による DNAメチル化可変部の探索 

 次に心筋低分化群と高分化群の in silico 解

析から心筋分化指向性に関連する DNA メチル化

可 変 部 位 の 同 定 を 試 み た 。 Infinium 

MethylationEPIC BeadChip で得られた 863,025 

CpG部位の DNAメチル化情報を基に 2群間でメチ

ル化率の平均値の差がβ値 0.3 以上のものを基

準に選別を行った結果、6 箇所の心筋分化関連

DNAメチル化可変部位を同定した。この 6 CpG 部

位は、5 領域、3遺伝子を含んでいた（図 3上）。

この 5 領域の染色体上の領域特異性を確認する

ために染色体上の位置を解析したが、特定部位へ

の集積は認められなかった（図 3下）。この 5 領域は、高分化群ではいずれも低メチル

化状態を示し、一方、低分化群では高メチル化状態を示していた。この 5 領域の DNAメ

チル化状態をデータベースで得られた心筋細

胞の DNAメチル化データを用いて解析すると、

心筋組織では 5 領域いずれも DNAメチル化率

は低く、高分化 iPS細胞群の DNAメチル化状

態は心筋組織に維持されていることが示され

た。 

 

(5)心筋分化関連 DNA メチル化可変領域と遺

伝子発現との相関解析 

 同定した 5つの心筋分化関連 DNAメチル化

可変領域のうち 3 領域は遺伝子領域に位置し

ていたため、この 3 領域の DNAメチル化状態

と該当遺伝子の発現量との相関、および遺伝

子発現量と心筋分化効率との相関について解

析を行った。その結果、DNA メチル化率と遺

伝子発現量、遺伝子発現量と心筋分化効率に

ついて低分化群と高分化群の間に相関は認め

られなかった。 

 

(6) 心筋分化関連 DNAメチル化可変領域におけるクロマチン修飾解析 

 3つの心筋分化関連DNAメチル化可変領域を持つ遺伝子の発現と心筋分化効率との間

に相関性が認められないことから、心筋分化関連 DNAメチル化可変領域はクロマチン構

造に関与して心筋細胞への分化に関与していることが示唆される。そこで ChIP-Atlas

データベースから未分化ヒト iPS 細胞およびヒト iPS 細胞由来心筋細胞の H3K4me3、

H3K27me3、JARID2、CTCF、EZH2、および ATAC-seq のデータを取得して心筋分化時にお

けるクロマチン状態の変化について解析した。その結果、心筋分化関連 DNAメチル化可

変領域のいくつかは未分化状態において H3K4me3、H3K27me3 のバイバレント状態にあ

り、心筋分化後 H3K27me3が消失する動きを捉えた。ATAC-Seqの結果からこれらの領域

は遺伝子間領域に存在しているが、未分化、心筋のどちらの状態においてもオープンク

ロマチンとして存在していることが明らかになった（図 4）。 



(7)心筋分化指向性メカニズム 

 これらの結果から、本研究で同定し

た 5 領域の異常な高メチル化が心筋細

胞への分化を阻害することが示唆され

た。この領域の異常な高メチル化が

H3K4me3、H3K27me3 のバイバレントメ

チル化やオープンクロマチンなどの正

常なクロマチン状態を乱すことにより

心筋分化が阻害されることが考えられ

る。本研究では心筋分化におけるエピ

ジェネティクスな制御を明らかにし、

心筋分化を理解する上で重要な情報を

得た。また、本研究で同定した DNAメチル化可変領域の DNAメチル化状態の評価は、未

分化ヒト iPS 細胞の心筋分化能を予測する新たなバイオマーカーとしての応用が期待

できる。 
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