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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、ヒト iPS 細胞を用いた遺伝性不整脈疾患の病態解明を目指した研究を行った。

ヒト iPS 細胞由来分化心筋細胞に関する長期培養による成熟化の検討では、1 年に及ぶ長期培

養の解析にて、成熟化を認めるも緩徐で不完全であり、より効率的な成熟化法の開発が必要で

あると考えられた。疾患特異的 iPS細胞研究として、リアノジン受容体遺伝子異常が同定され

ているカテコラミン誘発性多形性心室頻拍（CPVT）患者より、iPS 細胞を作製し分化心筋の

解析を行った。電気的ペーシング下に Ca transient測定を行ったところ、CPVT患者由来分化

心筋では、カテコラミン負荷後に拡張期細胞内 Ca 増加を生じる細胞が有意に多く、CPVT の

病態を細胞レベルで一部再現できた。また、新規疾患原因遺伝子の探索として、候補遺伝子解

析にて原因遺伝子不明の家族性不整脈症候群の家系（有症候 9例）において、3例より iPS細

胞を作成し、分化心筋の生理学的解析、deep sequencing を行い解析中である。 

 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we investigated the disease causing mechanisms of inherited 
arrhythmias using human iPS cell derived cardiomyocytes; 1. We assessed the 
ultrastructural changes of hiPS-CMs during a one-year culture and demonstrated the 
ultrastructural sarcomeric maturation process.  2. We generated disease-specific iPS 
cells from a patient associated with catecholaminergic polymorphic ventricular 
tachycardia. The differentiated cardiomyocytes had an increased susceptibility to 
catecholamine-induced calcium waves indicating that the cells recapiturated the CPVT 
phenotype.  3. We generated iPS cells and conducted whole exome sequencing in a 
large family with an inherited arrhythmia (under analysis). 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

交付決定額 2,900,000 870,000 3,770,000 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・循環器内科学 

キーワード：不整脈、分子心臓病態学 

 
１．研究開始当初の背景 

心臓突然死を引き起こす遺伝性不整脈疾
患として、心電図上の著しい QT間隔延長と
多形性心室頻拍による失神・突然死を特徴と
する遺伝性 QT延長症候群、中年男性が夜間

突然死する Brugada 症候群、他にカテコラ
ミン感受性多形性心室頻拍、不整脈源性右室
心筋症、QT 短縮症候群、早期再分極症候群
等があり、これらの疾患はそれまで健康であ
った青壮年が突然死するため、社会的影響が

機関番号：14301 

研究種目：挑戦的萌芽研究 

研究期間：2012 

課題番号：24659387 

研究課題名（和文） 致死性不整脈疾患におけるヒト iPS細胞を用いた新規原因遺伝子探索 

研究課題名（英文） New approach to analyze inherited arrhythmias using human iPS cells 

 

研究代表者 

木村 剛（KIMURA TAKESHI） 

 京都大学・医学研究科・教授 

  研究者番号：80359786 

 

 



 

 

非常に大きい。治療は対処療法（致死性不整
脈に対する植込み型除細動器(ICD)治療）の
みで根本的治療法は確立されていない。分子
遺伝学の進歩により、種々の心臓イオンチャ
ネル遺伝子等の変異がこれら遺伝性不整脈
疾患の原因として発見されてきた。しかし、
最も研究が進んでいる QT 延長症候群でも
50%、Brugada症候群では、15%程度の患者
でしか遺伝子異常が同定できず、発症機序に
関して未だ不明な点が多い。 

今まで、患者自身の心筋細胞を用いた研究
はほぼ不可能であったが、2007 年、山中ら
（現、京都大学 iPS細胞研究所）が開発した
ヒト iPS細胞を用いることにより、患者の皮
膚や血液から、患者自身と同じ遺伝的背景を
持つ心筋細胞を作製し、解析することが可能
となった。体細胞から ES 細胞とほぼ同等の
多分化能をもつ幹細胞を作り出すことがで
きる画期的手法であり、「再生医療への応用」、
「疾患発症機序の解明」、「創薬への応用」に
新たな可能性を広げ、現在、医学領域におい
て大変注目されている。循環器分野において
も盛んに iPS細胞を用いた研究（心筋再生・
移植研究、遺伝性心疾患の発症メカニズム解
明）が行われている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ヒト iPS 細胞を用い、（１）ヒ
ト iPS 分化心筋自体の解析、（２）遺伝性不
整脈疾患由来 iPS 細胞の解析、（３）原因不
明の遺伝性不整脈患者における新規原因遺
伝子の同定・病態解明、を目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）健常人皮膚より樹立した線維芽細胞に、
山中 4因子（OCT3/4、SOX2、KLF4、c-MYC遺
伝子）をレトロウイルスにて導入し作製され
た iPS細胞株（201B7）を用いた。胚様体形
成法（Yang et al. Nature 2008）を用いて
心筋分化し、14、30、60、90、180、360日の
分化心筋の解析を行った。（接着培養）電子
顕微鏡、免疫染色を用いた組織学的解析、定
量的 RNA解析を用いた遺伝子発現解析を行っ
た。 
（２）カテコラミン誘発性多形性心室頻拍
（CPVT）患者より iPS細胞を作製。心筋分化
後、Fluo-8を用い、単一心筋細胞の Ca 
transientを計測した 
（３）通常の遺伝子解析にて遺伝子異常を認
めない遺伝性不整脈疾患家系（affected 9名）、
において deep sequencingを行い、iPS細胞
作製を行った。 
 
４．研究成果 
本研究では、ヒト iPS細胞を用いた遺伝性不
整脈疾患の病態解明を目指した研究を行っ
た。 

（１）ヒト iPS細胞由来分化心筋細胞に関す
る長期培養による成熟化の検討 

ヒトiPS細胞は、心筋分化開始後、day 8

より自己拍動を開始し、day 360まで胚様体

は自己拍動を続けたが、拍動数の減少を認

めた。(day 30, 73.2±34.9 bpm, n=41 vs. 

day 360, 32.2± 14.2 bpm, n=42, p＜

0.0001) 酵素処理にてばらした単一心筋細

胞の細胞面積は増加していた。 (day 30, 

3277.4 ± 1679.5 μ㎡ vs. day 360, 4067.9 

± 1814.6 μ㎡, p=0.01) （図１） 

 

図１ ヒトiPS細胞由来分化心筋細 

長期培養における、拍動数、表面積の変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

自己拍動のある胚様体における心筋細胞

の割合を検討するため、microdissection後、

酵素処理を行い、免疫染色を行った。心筋

トロポニンI陽性の心筋細胞を、day 30, 

61% (n=213), day 360, 64%(n=191) 認め、

他に、βⅢ -tubulin陽性の線維芽細胞、 

α-SMA陽性の神経細胞を認めた。また、day 

360では、MLC2v陽性、MLC2a陰性細胞が

36%から60%に増加し、心室筋への成熟化

傾向を示した。電子顕微鏡を用いた組織学

的解析では、day14では、サルコメアが粗

であるが、day30以降密になり、A, I帯の出

現を認めた。day 60からday 90にて、H帯

が出現し、day 360にてようやく一部の心筋

にてM帯を認めた。（図２） 

 

 

 

 

 

 



 

 

図２ 分化心筋の電顕像 

 

遺伝子発現の解析では、M帯関連蛋白

(LRRC39, MYOM1, MYOM2)は、成人心筋

に比べて低下し、経時的増加も少なく、電

子顕微鏡によるサルコメアの成熟化の遅延

に合致する結果であった。（図３） 

 

図３ ヒト iPS 細胞由来分化心筋の長期

培養における遺伝子発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本研究は、ヒト iPS細胞由来分化心筋の長

期接着培養における成熟過程を明らかに

した。day 30と day 360の比較にて、細

胞面積の増加や拍動数の低下を認め成熟

化の進行と考えられた。遺伝子発現でも、

MLC2v 陽性、MLC2a 陰性細胞数が増加

し、成熟化傾向を示した。day 360にてよ

うやく M 帯のある心筋細胞を認めたが、

割合は数%と少なく（図４）、緩徐な成熟

過程であると考えられた。要因としては、

ヒト成人心にある液性因子、機械的ストレ

スなどの欠除が要因と推察された。 

幹細胞由来分化心筋の未熟さは以前より

指摘されているが、本研究では、長期培養

にて初めて M 帯を形成した iPS 細胞由来

分化心筋を認めた。但し、成熟化は緩徐で

不完全であり、より効率的な成熟化法の開

発が必要であると考えられた。 

 

図４ ヒトiPS細胞由来分化心筋におけるサ

ルコメアの成熟過程 

（電子顕微鏡による観察） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）疾患特異的ヒト iPS細胞を用いた疾患
発症メカニズムの解明 
カテコラミン誘発性多形性心室頻拍（CPVT）
は、運動や情動などのカテコラミン刺激によ
って、心室頻拍・細動による突然死を引き起
こす遺伝性不整脈疾患である。我々は、リア
ノジン受容体遺伝子異常が同定されている
CPVT患者より、iPS細胞を作製し分化心筋の
解析を行った。電気的ペーシング下に Ca 
transient測定を行ったところ、CPVT患者由
来分化心筋では、カテコラミン負荷後に拡張
期細胞内 Ca増加を生じる細胞が有意に多く、
CPVT の病態を細胞レベルで一部再現できた。
今後、薬効評価などの疾患モデルとしての有
用性が期待される。 
（３）新規疾患原因遺伝子の探索 
候補遺伝子解析にて原因遺伝子不明の家族
性不整脈症候群の家系（有症候 6例）におい
て、3 例より iPS 細胞を作成し、分化心筋の
電気生理学的解析、whole exome sequencing
を行い解析中である。 
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