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研究成果の概要（和文）：CHIR99021とIWP-4の2種の化合物を用いて、iPS細胞から心筋細胞への誘導に成功した。従来
のActivin AやBMP4等のタンパク質を用いる方法と同様に約10日で拍動が観察された。誘導した心筋細胞についてRT-PC
Rと免疫染色を行い、心筋細胞特異的な遺伝子やタンパク質が発現している事を確認した。KCNQ1遺伝子に変異を持つ患
者より誘導した心筋細胞について、交感神経作動薬を加えた時の拍動数と活動電位変化の比較を行ったが、健常人との
差は見られなかった。今後、iPS細胞由来の心筋細胞を用いて、様々な薬物負荷試験が可能になると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in inducing cardiomyocyte from iPS cells using only two chemicals, CH
IR99021 and IWP-4. Beating was detected within ten days, similar to the conventional method using Activin 
A and BMP4 proteins. RT-PCR and immunostaining revealed that the induced cardiomyocyte expressed cardiomyo
cyte-specific genes or proteins. The alterations of beat rate and field potential duration in response to 
the adrenergic agonist were comparable between the cardiomyocyte derived from a patient carrying a mutatio
n in KCNQ1 gene and healthy control. Using iPS cell-derived cardiomyocyte, various pharmacological testing
 will become available in the future.
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１．研究開始当初の背景 
 先天性 QT 延長症候群（LQTS）の多くは、
細胞膜上に発現するイオンチャネルの単一
遺伝子変異で発症している。変異型イオンチ
ャネルは、細胞内外のイオン濃度不均衡をも
たらし致死性不整脈を発症させることもあ
る。しかしながらその作用機序詳細は未だ不
明である。 
 LQTS に関する遺伝子変異の機能解析は、
HEK-293 細胞、CHO 細胞、またはアフリカ
ツメガエル卵母細胞等を利用した電気生理
学的手法で行われてきたが、これらの実験系
は極めて人工的なものであり、ヒトの疾患が
本当に再現できているか不明であった。 
 近年、患者由来 iPS 細胞を心筋細胞に分化
させることにより、患者の病態を再現した疾
患モデル心筋細胞を制限なく実験に用いる
ことができるようになった。疾患モデル心筋
細胞は不整脈発症の分子機構、また薬剤誘発
性不整脈の作用機序を研究するうえで大変
有用である。 
 
２．研究の目的 
 LQTS に関するイオンチャネルに変異が
同定されるが臨床症状に異常がみられない
例がある。これは変異型と正常型をヘテロ
で保持することにより、変異型の機能異常
が正常型によってレスキューされていると
考えられる。例えば申請者グループでは
LQT1 に関連のある KCNQ1 チャネルに 1
アミノ酸置換があると IKs チャネルの膜発
現量、および膜電流量が減少するが、正常
型とのヘテロ発現の場合は表現型が正常型
と変わらない例を報告している。このよう
なヘテロ発現型の変異は通常は機能異常が
潜在的に隠れており、ある状況下でチャネ
ル機能異常が顕在化し、致死性不整脈を発
症する危険性が考えられる。今回申請者は、
患者の iPS 細胞より心筋細胞を誘導し、心
筋細胞特異的な遺伝子、タンパク発現を確
認した。さらに交感神経刺激による拍動数、
および活動電位持続時間の変化について正
常型と比較した。薬剤応答性を iPS 細胞由
来心筋細胞で行うことができれば、薬剤負
荷試験をディッシュ上で行うことができ、
また新薬開発にも応用できると考えられる。 
 
３．研究の方法 
（1）iPS 細胞樹立と心筋分化誘導 
 末梢血採取後、単核球を単離し、抗 CD3 抗
体と IL-2 刺激により、T細胞を特異的に増殖
させた。山中 4因子はセンダイウイルスベク
ターにより T細胞に感染させた。感染 T細胞
は 2 週以内に iPS 細胞へと変化する。iPS 細
胞から心筋細胞への誘導には、GSK-3β阻害
剤で wnt/βカテニンシグナル経路活性化に
働く CHIR99021 と、wnt/βカテニンシグナル
経路アンタゴニストである IWP-4 の 2つの化
合物を用いた。 
 

（2）心筋細胞の電気生理学的解析 
 心筋細胞の機能解析として、 Multi 
Electrode Array(MEA)システムによる細胞外
電位測定（FPD）、またはパッチクランプシス
テムによる活動電位持続時間（APD）の評価
を行った。交感神経刺激としてβ受容体アゴ
ニストであるイソプロテレノールを添加し、
薬剤応答性を拍動数、FPD 変化を指標として
解析した。正常型に対して交感神経刺激の感
受性が高いかどうか検討するため、前述の
KCNQ1 遺伝子に変異を持つ患者由来の心筋細
胞を用いた。変異型チャネルを持つ患者は QT
延長がわずかにみられたが、家族歴、既往歴
はなく日常生活に支障なく生活している。こ
のような無症候性の患者に対して潜在的な
不整脈リスクを明らかにできる可能性があ
る。 
 
４．研究成果 
(1)iPS 細胞の樹立 
 本研究では、末梢血由来 T細胞から iPS 細
胞の樹立を試みた。山中 4因子が搭載された
センダイウイルスベクターを用いてT細胞を
初期化した。感染後、約 2 週間で未熟な iPS
細胞が出現した後、siRNA 処理でベクターを
除去すると典型的な iPS 細胞が現れた。 
 
(2)iPS 細胞の多能性評価 
 アルカリフォスファターゼ染色を行い、幹
細胞特異的に染まることを確かめた。また、
幹細胞特異的遺伝子である Oct4、Nanog、
Tra1-60、SSEA3 の発現を免疫染色により確認
した（図 1）。さらに、患者特有の遺伝子変異
がiPS細胞においても再現されていることを
確認した。 

図１ iPS 細胞の幹細胞マーカー発現 
 
(3)心筋細胞誘導 
 iPS細胞から心筋細胞への誘導はES細胞時
代より盛んに研究されてきたが、方法が多岐
に亘っており、どの方法が最も効率が良いか
分かりにくい状況であった。最も一般的であ
るのは BMP-4、Activin A、DKK1 等のタンパ
ク溶液を用いた方法であるが、申請者は 
GSK-3β阻害剤で wnt/βカテニンシグナル経
路活性化に働く CHIR99021 と、wnt/βカテニ
ンシグナル経路アンタゴニストである IWP-4
の 2つの化合物を用いた。化合物を用いる方
がロット差や凍結保存による影響が少なく、
より再現性の高い心筋誘導が行えると考え
られる。具体的には、iPS 細胞をマウス胎児



繊維芽細胞非存在下で培養し、コンフルエン
トになった時点で誘導を開始した。培地には
拍動するまで RPMI+B27 サプリメント（イン
スリン不含）を、拍動後は RPMI+B27 サプリ
メントを用いた。誘導 1日目は CHIR99021（8 
µM）を添加し中胚葉分化を導き、誘導 3日目
には IWP-4（10 µM）を添加することにより心
筋細胞分化を誘導した。本方法では約 10 日
で拍動する心筋細胞を確認することができ
た（図 2）。 
 

図 2 心筋細胞誘導 
 
 得られた心筋細胞に対して免疫染色を行
い、心筋特異的マーカーである Actinin、
TNNT2、Nkx2.5 の発現を確認した（図 3）。ま
た、iPS 細胞と心筋細胞からそれぞれトータ
ル RNA を調製し、心筋細胞特異的遺伝子の発
現をRT-PCRにより確認した。GATA4、Nkx2.5、
MYH6、MYH7、MYL2、KCNQ1、SCN5A の発現は心
筋細胞でのみ確認した。TNNT2 と MYL7 に関し
ては iPS 細胞でもバンドが確認され、未分化
の細胞でも一定量発現していることが示唆
された。 
 

図 3 心筋マーカーの免疫染色 
 
(4)心筋細胞の APD 測定 
 拍動している心筋細胞をフィブロネクチ
ンコートした 35 mm ディッシュに移し、安定
し て 拍 動 す る よ う に な る ま で
RPMI+B27(+insulin)培地で約 5 日培養した。
測定する心筋細胞はできるだけ単一細胞で
拍動しているものを選択し、自発的拍動、ま
たは 1Hz 間隔での電流刺激（300 pA）により
発生する活動電位を測定した。APD の波形に
より洞房結節型、心房型、心室型の 3種類に
分化していたことが判明した。しかしながら、
多くの細胞の静止膜電位は-40~-50mV であり、
これは生体内心筋細胞の膜電位よりも 40mV
程度浅いものであった。本結果より iPS 細胞
由来の心筋細胞が生体内の心筋細胞と同等
の性質を再現していない可能性が示唆され
る。原因として静止膜電位の形成、維持に必
要な IK1 チャネル電流の欠落が挙げられ、チ
ャネルを構成する Kir2.1/2.2 タンパクの遺
伝子発現量を確認する必要がある。 

 
図 4 MEA 上の心筋細胞（左:塊状、右:単層） 
 
(5)MEA システムによる心筋細胞の APD 測定 
 Axion 社の Maestro MEA Systems を用いて 
心筋細胞の FPD を測定した。本システムで用 
いる 12 ウェルプレートは、1 ウェルあたり
8x8=64 個の電極が底面に配置され、電極直上
にある心筋細胞が発生する FPD より拍動数、
QT 間隔、活動電位強度、信号伝達速度等を計
測できる。プレートに心筋細胞を移し、APD
測定時と同様に約 5日培養した。最初にコン
トロールとして薬剤無添加時のFPDを測定し、
続けて同じウェルに 10nM、30nM、100nM 濃度
のイソプロテレノールを薄い濃度から添加
した。薬物添加後は、十分に効果が現れるよ
う 10 分間インキュベータ内で静置した後、3
分間の測定を行った。測定時のみインキュベ
ータ外の装置で行うが、37℃に温められたヒ
ートブロック上で計測する。なお、測定後は
次の濃度を添加するまで1時間の間隔をあけ
た。今回、心筋細胞を播種した際に、塊にな
って拍動するもの（図 4左）と、単層で拍動
するもの（図 4右）の 2パターンが確認され
た。前者は FPD を計測できるものの、複数の
細胞の集合体であるため、単一心筋細胞の活
動電位を計測できずFPDとして扱えない可能
性が考えられる。また、塊状の心筋細胞より
も単層の方が、より生体に近い活動電位持続
時間が得られるため、MEA システムの計測に
は単層の心筋細胞のデータを収集するべき
であると考えられる。イソプロテレノールに
対する応答は拍動数、FPD ともに健常人と患
者の間に差は見られなかった（図 5）。これら
の結果より、本研究で対象とした KCNQ1 変異
では交感神経刺激による不整脈発症リスク
は高くないことが示唆された。今後は様々な
濃度における薬剤感受性を確かめる必要が
ある。MEA システムを利用した iPS 細胞由来
心筋細胞の機能解析の報告は増えてきてお
り、これらのデータの蓄積によって、不整脈
リスクを持つ患者に対する診断精度の向上、
オーダーメード治療への進展に寄与してい
くものと考えられる。 

 
図 5 交感神経刺激による拍動数と FPD の
変化 
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