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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒト胚性幹 (ES) 細胞を用いた心筋分化モデルをもとに、各種心筋細胞の初期発
生過程を解明し、領域特異的な分化誘導法の開発を目的とする。心筋前駆細胞の単離同定および特性解析を行うために
、細胞表面マーカーをスクリーニングし、４つの前駆細胞マーカー候補を同定した。マーカーを指標に前駆細胞の選別
・解析を行い、ヒトES細胞由来の心筋前駆細胞は多能性を有していることを明らかにした。また、Nkx2-5EGFP/w / Mlc
2vmCherry/wダブルノックインヒトES細胞株の樹立を行い、心臓発生のごく初期から領域決定に至る後期までの幅広い
過程をリアルタイムで追跡可能なシステム構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：Human pluripotent stem cell (hPSC)-derived cardiomyocytes are expected to be a 
valuable cell source for transplantation therapies. Although many methods to obtain a large amount of the 
cardiomyocytes from the hPSCs have been developed, effective protocols for selective induction of the 
specific cardiac cell types such as ventricular, atrial, and pacemaker cells are yet to be established. 
To address the issue, we investigated the expression of cell surface proteins at different stages of 
cardiac development and found some markers that may be useful to identify the developmental origin of 
cardiomyocytes. We also established NKX2-5eGFP / MLC2vmCherry hESCs, which enable labeling, tracing and 
purifying the ventricular-specific cells from the differentiated cells. The culture system we established 
in the study allows monitoring the development process of the cardiac tissue cells from early to late 
stages.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
ヒト胚性幹（ES）細胞や人工多能性幹(iPS)
細胞由来の心筋細胞は、損傷を受けた心臓を
再生させるための有効な移植細胞ソースと
して期待されている。これまでに、ヒト ES
細胞から心筋細胞を得るための様々な方法
が確立され、実際に、マウスやラット心臓へ
の移植実験によりその心機能の改善が報告
されている。しかしながら、特定の心臓領域、
心房筋、心室筋あるいはペースメーカー細胞
だけを選択的に分化誘導できるという報告
例はまだない。将来的に、例えば心室領域へ
の細胞移植を考えた時、移植細胞集団へのペ
ースメーカー細胞の混入は不整脈の要因と
なると予想され、均一な移植細胞を得ること
は非常に重要な課題となる。 
 特定の心筋細胞を選択的に誘導するため
には、心臓の各領域の心筋細胞がどのように
発生してくるのかを理解する必要がある。心
臓の各領域は心臓原基の特定の領域から分
化してくる。心臓原基は一次心臓形成領域と
二次心臓形成領域に分けられ、例えば、心臓
の前方 (右心室、流出路)は二次心臓形成領域
から発生し、Isl1陽性細胞はこの領域の前駆
細胞である。Nkx2-5 遺伝子もまた、心臓発
生の初期にその発現が始まるため、心臓原基
形成後のマーカーとして用いられている。し
かしながら、Isl1や Nkx2-5を発現する細胞
は、心筋細胞以外の様々な系譜の細胞に分化
する多能性を有するという報告もあり、各種
心筋細胞の発生過程をとらえることをより
複雑にしている。 
 このような心臓の初期発生に関する基礎
的な知見は、その多くがニワトリ胚やマウス
胚をモデルにしている。一方で、ヒトにおい
ては胚を用いた初期発生研究が難しく、その
理解は遅れている。ニワトリやマウスでの初
期発生のメカニズムがヒトにあてはまらな
い例もあり、ヒトの初期発生モデルの確立は
非常に重要である。 
 申請者は、これまでにヒト ES細胞を個体
の初期発生を模倣した培養環境下におくこ
とで、より効果的に機能的な心筋細胞を得る
ことに成功している。この誘導法では、個体
発生と同様に、ヒト ES細胞を原条領域へと
分化させることが可能である。ほ乳類の心臓
発生が、原条細胞が将来の心臓形成予定領域
へと移動していくところから始まることを
考えると、申請者のヒト初期発生モデルは、
ヒトにおける心臓の初期発生をとらえるた
めの理想的なモデルであるといえる。さらに、
原条形成過程の細胞を単離同定し、その細胞
特性を解析することで、心臓発生の始まりか
ら機能的な心筋形成までの幅広い発生過程
を理解するための新たなアプローチを提供
できるものと考える。 
 
２．研究の目的 
申請者がこれまでに確立したヒト ES細胞を
用いた初期発生モデルをもとに、ヒトの心臓

の初期発生をさらに深く理解することで、特
定の心筋細胞を選択的に誘導するための方
法を開発することを目的とする。本研究期間
では、特に以下の項目に焦点をあてながら進
めてきた。 
①ヒト ES細胞由来の原条前側領域はどうい
った細胞集団から構成されているか、表面抗
原マーカーを用いて評価する。それをもとに、
原条形成期の心筋前駆細胞を単離同定する。 
②心房筋、心室筋、ペースメーカー細胞がど
のような前駆細胞から分化誘導されてくる
のかをその多分可能性も含めて解析する。 
③各種心筋細胞の特異的マーカー遺伝子を
選別し、これらのマーカー遺伝子を指標に各
細胞を単離同定し、特性解析を行う。 
④これらの結果をもとに、心房、心室、刺激
伝導系の各領域細胞を選択的に誘導するた
めの分化誘導法を開発する。 
 
３．研究の方法 
本研究での心筋分化誘導は、基本的には次の
ように行った。ヒト ES細胞に GSK3阻害剤
と BMP シグナル阻害剤(Noggin)を添加する
ことにより、前側原条細胞へと分化誘導した
(ステージ１とした)。次に、この細胞集団を
BMPおよびFGF存在下で細胞塊を形成させ、
心筋細胞を誘導した（ステージ２とした）。 
①ステージ Iへと分化誘導した 5日目の細胞
集団から、心筋分化能を有する前駆細胞集団
の単離・同定を試みた。242 種の細胞表面マ
ーカーをスクリーニングし、７つの候補マー
カーをまず選別した。これらの候補マーカー
は単独では、ES細胞と分化細胞を識別するこ
とが難しく、各マーカーを組み合わせること
で、前駆細胞の同定を試みた。各マーカーで
選別される細胞集団中に心筋前駆細胞が含
まれているかについての検討は、拍動細胞の
出現率、遺伝子発現解析、および心筋細胞の
割合によって判断した。 
 
②(1)心筋細胞の前駆細胞が多能性を有して
いるかを検討するために、1 細胞からの心筋
分化を試みた。細胞の挙動を追跡しやすいよ
うに、常に GFPを発現するヒト ES細胞を用
いた。GFP発現細胞は、①と同じ手法で前側
原条細胞へと分化誘導し、前駆細胞集団を選
別後に 1細胞ずつ培養皿へと播種した。培養
皿には、あらかじめ GFPを発現しない細胞を
播種しておき、細胞塊中での心筋分化を試み
た。GFP陽性細胞が心筋細胞へと分化してい
ることは、Nkx2-5タンパク質の発現で確認し
た。 
(2)Nkx2-5 遺伝子は、心臓原基形成後のマー
カーとして用いられている。本研究における
ヒト ES 細胞からの分化誘導において、各発
生段階における Nkx2-5 の発現、および
Nkx2-5 陽性細胞の遺伝子発現解析を行った。
リアルタイムな遺伝子発現解析を行うため
に、Nkx2-5ノックインヒト ES細胞株を用い
た。細胞株は、共同研究によりオーストラリ



アのグループから分与を受けた。 
(3)Isl1は、二次心臓形成領域の重要な責任遺
伝子となっている。遺伝子発現解析から、Isl1
はステージ２への誘導後すぐに発現が観察
される。そこで、ステージ２の各発生段階の
細胞を用いて、Isl1および Nkx2-5発現細胞の
割合を調べ、申請者の誘導法によって、二次
心臓形成領域が形成されているのかを調べ
た。 
 
③心室筋、心房筋およびペースメーカー細胞
を区別するためのマーカーを選別した。先行
研究の結果をもとに、心室筋にはMlc2v遺伝
子、心房筋にはMlc2a遺伝子、ペースメーカ
ー細胞にはHCN4遺伝子を候補マーカーとし
てリストアップした。これらのマーカーの組
織特異性については、ラットおよびヒト心臓
の各心筋細胞・組織を用いて検討した。 
(1)ラットおよびヒトにおける Mlc2v の発現
は、心室筋でのみ観察された。その結果をふ
まえ、 ヒトES細胞由来の心室筋の選別には、
Mlc2v 遺伝子が適当であると判断し、Mlc2v
ノックインヒト ES 細胞株を作製した。下記
(2)の理由により、心房特異的マーカーを同定
てきなかったため、Nkx2-5ノックイン細胞株
をベースに用いることとした。ノックインの
方法としては、まず一般的な相同組換法を行
ったが、ノックイン株は樹立できなかった。
次に、CRISPR/Cas9システムを用いてノック
イ ン 株 の 樹 立 を 試 み 、 Nkx2-5EGFP/w / 
Mlc2vmCherry/wダブルノックインヒトES細胞株
の作製に成功した。 
(2)心房筋のマーカーとして、Mlc2aを検討し
たが、ラットの心室筋細胞およびヒトの心室
筋組織でも発現が観察され、心房および心室
筋細胞の識別は難しいと判断した。そこで、
Nkx2-5 および Mlc2v 遺伝子をマーカーとし
て用いることで、心房細胞を識別できるので
はないかと考えた。Nkx2-5陽性Mlc2v陰性の
細胞が心房細胞の特性を有しているかを電
気生理学的解析により調べていく。 
(3)ペースメーカー細胞の選別には HCN4 遺
伝子が有効であると思われるが、一方で幼弱
型の心筋細胞も HCN4を発現している。実際
に、ステージ２の過程のごく初期に HCN4の
発現が確認できるため、HCN4 単独でペース
メーカー細胞と判断できるかは、より詳細な
解析が必要である。共同研究により、Mlc2v
およびHCN4ダブルノックイン細胞株の樹立
をすすめている。 
 
４．研究成果 
①ヒト ES 細胞を用いた正常発生に沿った心
筋分化誘導モデルをもとに、心筋前駆細胞の
単離同定を試みた。GSK3 インヒビターと
Noggin添加によって誘導した5日目の細胞集
団について 242種の細胞表面マーカーをスク
リーニングし、７つの候補マーカーを同定し
た。その中で CD140bおよび CD141の組み合
わせで得られる３つの細胞集団の中で、特に

CD140bhigh,CD141pos 集団で心筋細胞が濃縮さ
れることを明らかにした。CD49f および
CD184 の組み合わせで得られる２つ細胞集
団においては、CD49fhigh,CD184neg集団からの
み心筋細胞が誘導されることを突き止めた。
これらの結果から、分化誘導 5日目の細胞集
団中に心筋前駆細胞が含まれることを明ら
かにした。 
 
②(1)心筋前駆細胞の多分化能性を検討する
ために、CAG プロモーターによって GFP を
発現するヒト ES 細胞を用いて、CD49fhigh, 
CD184neg集団について FACSを用いてシング
ルセルソーティングを行い、GFPを発現しな
い細胞集団の中で心筋分化を試みた。その結
果、1GFP 陽性細胞からの心筋分化誘導率は
平均 10％であり、そのうち心筋細胞だけが分
化誘導されたケースは 1.2%であった。このこ
とは、CD49fhigh, CD184neg集団中に含まれる心
筋前駆細胞は多分化能性を有していること
強く示唆している。 
(2)Nkx2-5 の発現は、ステージ２誘導後すぐ
に確認される。Nkx2-5ノックイン細胞株につ
いても、ステージ２誘導後２日目には約 15%
の GFP 陽性細胞が観察された。その発現は、
分化誘導が進むにつれて強くなり、誘導後 4
日目には GFP陽性率は約 60%であった。GFP
陽性細胞は１〜２ヶ月の長期培養を経ても、
自立拍動能を有していた。また、Nkx2-5陽性
細胞は、ステージ２誘導後２〜３日のうちに
TroponinT などのサルコメア形成を示す心筋
マーカーをすでに発現していることが確認
できた。 
(3)Isl1 および Nkx2-5 の発現解析から、ステ
ージ２の初期における細胞集団は、90%近い
細胞が Isl1 および Nkx2-5 タンパク質をとも
に発現していることを明らかにした。この結
果は、本研究の分化誘導法では、二次心臓領
域の心筋細胞が主に誘導されていることを
示唆する。 
 
③心臓の各領域の心筋細胞を単離同定する
ために、Nkx2-5EGFP/w / Mlc2vmCherry/wダブルノ
ックインヒト ES 細胞株の樹立を行った。
EGFP および mCherry の発現パターンは、内
在性の Nkx2-5 および Mlc2v 遺伝子の発現と
一致していること、Nkx2-5-EGFP の発現は、
拍動細胞が出現するまでに確認されるが、
Mlc2v-mCherry の発現は拍動細胞の出現後し
ばらくしてから観察されることがわかった。
Mlc2v-mCherry 陽性の細胞は、1~2 ヶ月の培
養期間を経ても自立拍動性を示すことを確
認した。これらの細胞の電気生理学的な機能
解析は共同研究として進めており、心室筋細
胞としての細胞特性や成熟性等については、
その結果が待たれる。 
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