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研究成果の概要（和文）：HCN4発現レポーター遺伝子を導入したヒトiPS細胞から心筋細胞を分化誘導して、長
期培養または成熟促進因子を用いて成熟心筋細胞を作製した。心筋細胞を40日間培養したものと比較すると、長
期培養や成熟促進因子の添加により、HCN4の発現が減少した。成熟促進因子を添加し長期培養した細胞が最も成
熟したが、それぞれ単独と比較してHCN4の発現は低下せず、成熟促進因子と長期培養の相乗効果は見られなかっ
た。
一方で、長期間培養した心筋細胞は、移植後の生着能、成熟、血管新生が向上し、CRYAB遺伝子の発現がこれに
寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We differentiated cardiomyocytes from human induced pluripotent stem cells 
labeled with the HCN4 gene expression and produced mature cardiomyocytes using prolonged culture and
 maturation-promoting factors. When compared to cardiomyocytes cultured for 40 days, the expression 
of HCN4 decreased with the addition of prolonged culture or maturation-promoting factors. While 
cells cultured long-term with the addition of maturation-promoting factors exhibited the highest 
level of maturity, the expression of HCN4 did not decrease compared to each factor alone, indicating
 no synergistic effect between maturation-promoting factors and prolonged culture. In another 
experiment, cardiomyocytes cultured for an extended period showed improved engraftment, maturation, 
and angiogenesis post-transplantation, suggesting a contribution of CRYAB gene expression to these 
improvements.

研究分野：幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多能性幹細胞由来の心筋細胞の成熟過程においてHCN4発現の低下が認めたが、HCN4発現メカニズムの解明には更
なる研究が必要である。一方で、成熟心筋細胞を移植した後に生着機能および血管新生能が増進することが示さ
れ、多能性幹細胞由来心筋細胞の再生医療応用における重要な進展となると考える。

※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 
これまでの虚血性心疾患モデルでの多能性幹細胞由来心筋細胞を直接注入して行った移植実
験において、ラットやモルモットといった小動物では、移植後に不整脈を認めなかったが、サル
心筋梗塞モデルでは、移植後 1ヵ月をピークとして心室頻拍などの心室性不整脈が認められた。
電気生理学的検査、電気解剖学的マッピングにより、ヒト細胞のサルへ移植後の心室性不整脈の
原因は、リエントリー性不整脈ではなく、グラフト細胞の自動能によることが示された(Nat 
Biotechnol 36:597-605, 2018)。また、ヒト由来心筋細胞のブタ心臓への移植後にも同様の心室
性不整脈が出現し、電気生理学的検査により自動能による不整脈であることが示された(Stem 
Cell Reports 12:967-981, 2019)。 

 
以上の研究から、移植細胞が生着してホストの細胞と電気的に結合することが分かり、分化心
筋細胞のうちペースメーカー細胞を純化することにより生物学的ペースメーカーの開発に応用
できる可能性が示された。一方で、移植する心筋細胞は主に、分化誘導 1ヵ月以内の未熟心筋で
自動能を保つため、移植前に成熟させることが、移植後の不整脈を減らす可能性がある。これま
でに、長期培養や電気的・機械的刺激、薬物の添加や培養環境の変更などにより、in vitroで成
熟することが報告されているが、成熟させた心筋細胞は分裂能を失うことから、移植後の生着効
率が低下する恐れがある。また、成熟に伴い自動能に関わるイオンチャネルの１つである HCN4
の発現がどの程度低下するのかは明らかでない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト多能性幹細胞由来心筋細胞に含まれるペースメーカー細胞を標識し、ペース
メーカー細胞の自動能維持機構を解明するために心筋成熟との関連を解析した。また、成熟させ
た心筋細胞の移植後生着効率や、成熟心筋細胞におけるHCN4発現を検証した。 
 
３．研究の方法 
 HCN4 遺伝子下流に CRISPR/Cas9 を用いて、tdTomato 遺伝子を挿入した HCN4 発現レポ
ーター遺伝子導入ヒト iPS細胞株を作製し、心筋細胞を分化誘導し、成熟を促す薬剤（甲状腺ホ
ルモン、ステロイドホルモン、PPARα 作動薬）を投与して HCN4 発現が低下するかを検討し
た。また、培養期間を延長した成熟心筋細胞をラット心筋梗塞モデルに移植して、生着した移植
グラフトサイズを組織学的に解析し、グラフトを増大させる因子を検索した。 
 
４．研究成果 

HCN4 レポーター遺伝子導入ヒト iPS 細胞から心筋細胞を分化誘導し、長期培養と成熟促進
因子添加を組み合わせて心筋細胞の成熟化を試みた。実験に用いた心筋細胞は、成熟促進因子を
加えずに 40日と 60日間培養した心筋細胞、および成熟促進因子を分化誘導 20日から 20日間
添加して分化誘導 40日と 60日に回収した心筋細胞である。これら 4群に対してHCN4の発現
を評価し、心筋細胞の成熟度との相関を比較検討した（図 1）。 

図 1. 長期培養および成熟因子添加に伴う心筋細胞におけるHCN4発現変化  
左端の 40日培養と比較して培養延長と成熟化因子添加はそれぞれHCN4発現を低下
させたが、両方を組み合わせた右端の条件では HCN4 の発現は最も低下しなかった
（上段：位相差、下段：蛍光顕微鏡写真）。 



 
フローサイトメトリーや蛍光顕微鏡によるレポーター蛋白の発現解析、RNA発現解析、およ
び電気生理学的解析の結果、40 日間培養した心筋細胞に対して長期培養や成熟促進因子を添加
することでHCN4の発現が減少し、心筋細胞の成熟度とHCN4発現は逆相関した。一方、細胞
サイズや RNAの成熟マーカーの発現から最も成熟したのは成熟因子を添加したうえで、長期培
養した心筋細胞であった。しかし、長期培養と成熟プロトコルそれぞれ単独と比較して、両方を
組み合わせても、HCN4の発現を減少させる相乗効果はなかった。 
 
以上の結果から、多能性幹細胞由来心筋細胞における HCN4発現低下には、心筋成熟のみな
らず、心筋成熟以外の因子が関与していることが示唆された。 
 
次に、成熟心筋細胞の生着能を検討する実験において、ヒト iPS 細胞から、培養期間 28 日
（D28-CM）と 56日（D56-CM）の心筋細胞を作製した。D56-CMでは成熟サルコメア遺伝子
の発現が高く、細胞増殖率は D28-CMの方が高かった。無胸腺ラットへの移植実験では、改変
型ルシフェラーゼ Akaluc（Science 359: 935–9, 2018）を用いた生物発光イメージングにおい
て、D56-CM移植群が移植後 8-12週で高い発光強度を示した。組織学的評価では、D56-CM移
植群がグラフト面積や心筋トロポニン I陽性割合の増加を示し、移植グラフトの成熟が促進され
た。また、D56-CM移植群ではアポトーシスが少なく、活性酸素種に対する抵抗性も高かった。
さらに、D56-CM移植群では血管新生が一貫して促進された（図 2）。 
 

RNAシークエンス
や qRT-PCR、ウェス
タンブロット解析に
より、成熟心筋細胞に
高 発 現 す る αB-
crystallin（CRYAB）
が D56-CM で高発現
していることが確認
された。CRYABをノ
ックダウンした D56-
CM では血管内皮細
胞の遊走やチューブ
形成が阻害され、逆に
CRYABを過剰発現さ
せた D28-CM を移植
すると血管新生が促
進された。 
 
これらの結果から、

iPS 細胞由来心筋細
胞の培養期間を延長
すると、移植グラフト
の生着、成熟、血管新生が促進されることが明らかになった。以上の結果は Stem Cell Research 
& Therapy誌に報告した。 

図 2. 長期培養心筋移植後 12週後のグラフト増大と血管新生  
28 日培養心筋と比較して、56 日培養心筋移植後の方が、GFP で標
識された生着心筋グラフト（上段矢印）の増大を認めた。グラフト
内微小血管数は長期培養心筋移植後の方が増加した（下段）。 
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