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研究成果の概要（和文）：本研究はＨＣＮ４チャンネルの細胞外エピトープを認識する抗体にＲＩビーズを結合させて
重たくし、セルソーターを用いて、多能性幹細胞由来の心筋細胞から刺激伝導系心筋細胞を分離する事を目指すもので
あり、これまでＨＣＮ４チャンネル細胞外エピトープ（[1]Pos:288-293, [2]Pos:362-368, [3]Pos:442-447, [4]Pos:4
87-496）を標的とした抗体を４種類試したが、十分な機能は得られなかった。現在、新たなデザインで抗体を自費制作
中である。

研究成果の概要（英文）：Many investigators have been trying to develop primitive not well differentiated 
cardiomyoctes such as pacemaker cells from pluripotent stem cell.In this project we were aiming to 
isolate pacemaker cells from mixed cardiomyocytes by cell sorter technique, using antibodies targeting 
extracelluar sequence, 288-293, 362-368, 442-447, and 487-496 of HCN4 channel. However, we could not sort 
effective pacemaker cells using these HCN4 antibodies.

研究分野：小児循環器学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
＜臨床的背景＞  

米国では、年間３０～４０万件の心臓突

然死と(3、その１６％に徐脈の記録が報告され

ており( 4、完全房室ブロック（Complete Heart 

Block ; CH）を含む高度房室伝導障害の患者

に、世界中で年間約５０万件のペースメーカ

ー移植が施行されている( 5。ペースメーカー

再移植までの期間は平均７.３年で ( 6、日本人

の平均寿命は男性７９.６歳、女性８６.４歳（平

成２１年厚生労働省）に達しており、小児の生

涯でのペースメーカー交換回数は多く、これ

に伴う身体的精神的苦痛は計り知れない。 

 

我々は、この状況を打破するため機械式

ペースメーカー移植に代わるペースメーカー

細胞移植のための研究を行ってきた。すなわ

ち、独自開発した細胞注入カテーテルを用い

て CHB ウサギモデル( １に心筋細胞を注入す

る治療法開発を行ってきた（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  しかし、現在、ペースメーカーとして用いる

事の出来細る細胞は、多能性幹細胞から誘

導させた心筋細胞であり、作業心筋細胞や刺

激伝導系心筋細胞が混在するものである。心

筋細胞をさらに刺激伝導系細胞やペースメー

カー細胞へと高度に分化させた細胞を開発し

たという報告は無い。 

 

 また、現在、臨床の場で広く行われている 

ＣＨＢに対する機械式ペースメーカーやペー

スメーカー細胞の移植は、房室伝導が損傷し

ている事に対する対処療法的であり房室伝導

を回復させると言う根本治療ではない。 

 

 我々は、高度に分化した刺激伝導系心筋細

胞の開発の先には、刺激伝導系組織の構築

による房室伝導の回復をも念頭に本研究を行

っている。 

 

＜学術的背景＞ 

 プリオン蛋白を細胞表面マーカーとして心

筋際を誘導する方法( ２は、ウイルスによる遺

伝子導入なしに ES 細胞から心筋細胞を作り

出すことが可能で、ウイルスを用いる方法より

安全が高いものである。 

 

 ペースメーカーチャンネルとして知られる

HCN４チャンネルの細胞表面エピトープ（図

２）を認識する有効な抗体は、これまで存在し

なかったため、この抗体をマーカーとして多能

性幹細胞から刺伝導系心筋細胞を分離誘導

する試みの報告は無い。 

 

 

 

 

 
 
２． 研究の目的 
 

  本研究の最終的な目標は、小児期 CHB 

における心臓突然死の予防法開発である。 

  この突然死の予防方法には、機械式ペー

スメーカーの代わりにペースメーカー細胞を

心臓に移植する方法と、刺激伝導系細胞から

刺激伝導系組織を作り、それを心臓に移植し
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細胞外エピトープ 

HCN4 チャンネル抗体 図２ 



て房室伝導を回復させる方法がある。いずれ

の方法でも、高度に分化した刺激伝導系心筋

細胞の分離が望まれる。 

  本研究では、刺激伝導系心筋細胞/ペー

スメーカー細胞に特異的に存在するHCN4チ

ャンネルを細胞表面マーカーとして、高度に

分化した刺激伝導系心筋細胞を分離誘導す

る事を目標とする。 

 

３． 研究の方法 

 

１）＜多能性幹細胞からの心筋細胞の分離、

誘導＞ 

ES 細胞や iPS 細胞などの多能性幹細胞

は心臓のように再生の難しい臓器の治療に役

立つと期待されるが、多能性幹細胞から心筋

細胞を作り出す際に、まだ分化していない幹

細胞が混入するとガンを作ってしまう。つまり、

目的の細胞である心筋細胞だけを選び出す

ことが必要である。細胞の表面マーカー 

に対する抗体を用い、これにビーズをつけて

磁気に反応させて集める装置（自動磁気細胞

分離装置）を用いて細胞を効率よく選別し集

めてくる事ができる。 

我々は、マウスES細胞を用いた解析によ

って、プリオンタンパク質（PrP）の遺伝子が心

筋細胞に発現していることを見出し（図３）、 

 

 

 

 

 

この PrP をマーカーとして心筋細胞を集

め培養する方法を開発した。 

心筋細胞を含む細胞塊をバラバラにして、一

つ一つの細胞にした後、PrP抗体(SPI-BIO社

製、モノクローナル抗体)と反応させ、PrP 抗体

についた磁気ビーズを利用し自動磁気細胞

分離装置で細胞を集める。集め、培養した。こ

れらの細胞を１週間培すると、cTnIを発現し自

動能をもつ心筋細胞になる。（図４） 

 

 

 

 

 

 

安全性：PrP 抗体で選別した細胞を集め

て塊りをつくらせ、免疫不全マウスの腎

皮膜下に移植すると、細胞塊は３週間に

わたって生存し、心筋タンパク質（cTnT）

を発言したが、未選別の細胞塊を移植す

ると腫瘍を形成した（図５）。 

 
２）＜作り出した心筋細胞の細胞膜に存在

するペースメーカーチャンネル（HCN4）の

細胞表面エピトープを認識する抗体を作製

し、心筋細胞から HCN4 を有する刺激伝導

系心筋細胞を分離誘導する。＞ 
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図 3 異常型 PrP は BSE（牛海綿状脳症）を引き起こす

が、正常型 PrP の役割はまだ判っていない。発生途中の

マウス胚を調べると、PrP 遺伝子とタンパク質は将来心

臓になる部分（心臓原器 Cc、矢印）で発現していた。 

図５ 

図４  

選別前の ES 細胞塊      培養６日目 
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４． 研究成果 

 

方法の１）にある心筋細胞の作成は分担者に 

よって方法は確立されており、HCN4 チャンネ 

ルに対する抗体が手に入り供給できる体制 

が敷かれていた。 

 

方法の２）心筋細胞から高分化型の刺激伝導

系細胞を分離するための HCN4 チャンネル抗

体を HC４チャンネルの細胞外エピトープに

該当するシークエンス（アミノ酸配列

288-293 番,362-368 番,442-447 番, 487-496

番）をターゲットに抗体を４種類作ったが、

有効な機能を有する抗体は得られなかった。 
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