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研究成果の概要（和文）：ヒト心臓のペースメーカ細胞は生体から直接採取することが不可能なため、全く研究が進ん
でいない。そこで本研究では、ヒトES細胞の心筋分化誘導系からHCN4遺伝子の発現を指標にペースメーカ細胞を分取す
る実験系を構築した。この系を用いて分取したヒトペースメーカ細胞は、自動能や自動能を生成するイオンチャネル電
流を有し、マーカー遺伝子の発現やペーシング機能の検証から、生体のペースメーカ細胞とほぼ同等の性質を示すこと
が明らかとなった。以上より、本研究によって、新たなヒトペースメーカ細胞の分取解析系の確立に成功した。

研究成果の概要（英文）： The difficulty of preparation in vivo hampered us to analyze directly human 
sino-atrial pacemaker cells. Therefore we have established the experimental system for preparation of 
human pacemaker cells derived from human embryonic stem cells (hESCs). In this system, HCN4 positive 
cells were specifically visualized with CFP (cyan fluorescent protein). The sorted CFP positive cells 
from hESCs expressed HCN4 maker gene and displayed If current, which could resulted in the automaticity 
of those cells. Thus CFP positive cells from differentiating hESCs have the essentially same properties 
with sino-atrial pacemaker cells, including the gene expression profiles, electrophysiological 
properties. In addition, we targeted mCherry to the MLC2v locus, a good maker for ventricular cells, in 
the HCN4CFP-BAC hESCs by using CRIPER/CAS9 system. Currently we purified and analyzed HCN4 positive 
pacemaker cells and MLC2v positive ventricular cells to characterize the cardiac cells with human origin.

研究分野： 心臓分子生理学
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１．研究開始当初の背景 
心臓の拍動調節の源である心臓ペースメーカ

細胞は右心房の洞結節に存在し、自発性活動
電位（自動能）をもつ特異な細胞である。 

これまでのペースメーカ細胞に関する研究は、
ヒト心臓からの細胞調整が極めて難しいため、
小・中型動物の洞結節から解剖学的に取り出し
た自律拍動細胞や、培養細胞に目的のチャネ
ル遺伝子を異所性に発現させて行われてきた。
加えて、近年は、ES（Embryonic Stem）細胞や 
iPS（induced Pluripotent Stem）細胞の心筋分化
誘導系から単離した心筋細胞を用いた解析も行
われている。しかしながら、これらの先行研究は、
動物種や細胞種の異なる環境下での解析となる
こと、拍動を指標とした心筋細胞の同定による作
業心筋細胞の混入や生化学的解析に必要な細
胞数の確保の困難さ、という問題がある。これら
の問題により、自動能などペースメーカ機能を
支える分子基盤の解明は遅れている。 

ヒトES細胞やiPS細胞に由来する心筋細胞は、
動物種や細胞種の問題を解決できる有力な実
験材料である。しかし、現状、このような多能性
幹細胞に由来する心筋細胞は、ペースメーカ細
胞などの特殊心筋と、心房筋、心室筋などの作
業心筋とが、混在しているという問題がある。申
請者らは、マウス ES 細胞から分化誘導した心筋
細胞集団の中に、自動能を持つペースメーカ細
胞が存在することを見いだし（Yano S et al, 
Biomed.Res., 2009）、自動能の生成に重要な If
電流を構成するイオンチャネル遺伝子である
HCN4 （ Hyperpolalization-activated cyclic 
nucleotide-gated K+ 4）の発現を指標とすること
によって、マウス ES 細胞の心筋分化誘導系から
ペースメーカ細胞を分取できることを明らかにし
ている（Morikawa K et al, PACE, 2010）。本研究
では、これまでの研究成果をヒト ES 細胞の分化
誘導系に応用し、ヒトES細胞の心筋分化誘導系
からペースメーカ細胞を分取する実験系を立案
した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、ヒトES細胞を用いた心筋分化誘
導系から、ペースメーカ細胞特異的マーカーで
ある HCN4 遺伝子の発現に基づいたペースメー
カ細胞の可視化と分取法の開発を行う。加えて、
ペースメーカ細胞の性質解明には、他の心筋細
胞、特に心室筋などの作業心筋との比較を行い、
電気生理学的特性など、その差異を明らかにす
ることが重要である。そこで、ペースメーカ細胞と
心室筋細胞との同時単離系を開発することとし
た。そして、分取したペースメーカ細胞と心室筋
細胞の性状解析を目的とする。また、本研究に
よって初めて、ペースメーカ細胞の大量調整が
可能となる。そこで、この特性を活かし、自動能
の分子基盤を支える If チャネルのサブユニット
構造の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 

ヒトペースメーカ細胞は、HCN4 発現細胞で青
色蛍光タンパク質（Cyan Fluorescent Protein : 

CFP）が特異的に発現する改変ヒト ES 細胞株の
樹立、およびその細胞株から心筋を分化誘導し、
CFP（HCN4）陽性細胞を選択的に分取すること
によって行った。また、心室筋細胞は、分化した
心筋細胞中から、MLC2v（Myosin Light Chain 
2-ventricle : ミオシン軽鎖）陽性細胞を赤色蛍
光タンパク質（mCherry）によって選択的に可視
化することのできるヒト ES 細胞株を作製し、蛍光
を指標に分取した。具体的には、まず、遺伝子
改変技術を利用し、心筋拍動部位で特異的に
CFP、mCherry を発現する株を複数樹立した。
続いて、樹立した細胞株の心筋分化誘導を行
い、蛍光の発現を観察するとともに、ペースメー
カ細胞の分取を行い、分取した細胞の特性解析
を行った。特性解析には、各陽性細胞の免疫染
色、RT-PCR による遺伝子発現解析、パッチクラ
ンプ法による電気生理学的特性解析、各種薬
剤への応答性を検討した。加えて、ex vivo 解析
による、ペースメーカ機能の検証を行った。また、
HCN4 イオンチャネルの構造解析のための、各
種発現ベクターの作製を行い、免疫沈降などの
条件決めを行った。 
 
４．研究成果 
（1）ヒトペースメーカ細胞分取系の構築 

ヒト ES 細胞の心筋分化誘導系から、ペースメ
ーカ細胞を選択的に分取する実験系の構築を
試みた。ヒト HCN4 遺伝子を含む BAC ベクター
を使用し、HCN4 遺伝子のエクソン I に CFP をノ
ックインした BAC ベクターを作製した。続いて、
作製したベクターをヒト ES 細胞（KhES-1 細胞と
KhES-3 細胞）へ遺伝子導入し、導入株を樹立
した。この細胞株に対して心筋分化誘導を行い、
心筋拍動部位での CFP の発現を指標に、目的
細胞株のスクリーニングを行った。心筋分化誘
導法は Yamauchi らの論文（Yamauchi K et al, 
Genes Cells, 2010）を参考に、一部改変を加え
た。この結果、分化誘導を行ったほぼ全ての細
胞株で、心筋拍動部位での CFP 蛍光の発現を
確認した。そこでこの中から、心筋拍動部位に
おいて CFP 蛍光の発現が最も強い株を用いて
解析を行った。 
 
（2）心筋分化誘導時の CFP 蛍光の追跡 

樹立した細胞株で心筋分化誘導を行い、
CFP 蛍光の推移を経時的に観察した。その結
果、CFP 蛍光は心筋拍動開始時の分化誘導後
7 日目前後から、心筋拍動部位で特異的に発現
することが明らかとなった（図 1）。加えて、この
CFP 蛍光の発現は分化誘導後 90 日以降でも拍
動部位で特異的に発現することが分かった。



CFP 陽性細胞の割合も同時に測定すると、顕微
鏡での観察と同様に、CFP 蛍光は拍動開始時
期から測定され、その後分化誘導後60日目をピ
ークに 85%程度の細胞で発現が確認され、90 日
目でも 45%程度の細胞が CFP 陽性であることが
明らかとなった。 
 
（3）分取したヒトペースメーカ細胞の性状解析 

CFP 陽性細胞を、セルソーターを用いて分取
し 、 こ の 細 胞 の 特 性 解 析 を 行 っ た 。 ま ず 、
RT-PCRの結果から、CFP陽性細胞はHCN1や
HCN4 などのペースメーカ細胞マーカー遺伝子
を発現することが明らかとなった。続いて、免疫
染色の結果から、心筋収縮タンパク質を発現す
ることが判明した。さらにパッチクランプ法による
電気生理学的解析では、この細胞からは自動
能が検出され、If 電流など、ペースメーカ細胞に
特異的な各種イオンチャネル電流を測定できた
（図 2）。 

加えて、各種イオンチャネル阻害剤を投与し
た。その結果、分取した CFP 陽性細胞は生体と
同濃度でイオンチャネル阻害剤への反応性を
示した。これより、CFP 陽性細胞は、薬剤への生
理的応答能を有することが明らかとなった。最後
に、CFP 陽性細胞がペースメーカ細胞として他
の心筋細胞を駆動するペースメーキング機能を
有するかどうかを、Ca imaging 法を用いた ex 
vivo モデルで検証した。この結果、CFP 陽性細
胞の電気信号が心房筋細胞へ伝播し、心房筋
細胞との電気的結合が生じることが分かった。 

以上の結果から、我々の実験系を用いて、機
能性を持つペースメーカ細胞が分取可能である
ことを見いだした。現在、この解析結果をまとめ
て論文を執筆中であり、研究成果を国際幹細胞
学会で発表する。 

 
（4）心室筋細胞との選別分取系の構築 

ペースメーカ細胞と心室筋細胞の選別分取
系の開発を行った。ペースメーカ細胞分取に用
いたヒト ES 細胞株に対し、CRISPER/CAS9 によ
るゲノム編集法を用いて、MLC2v 遺伝子座に
mCherry のノックインを試みた。PCR による判定
から、クローニングしたヒト ES 細胞のコロニーのう
ち、約 20%のコロニーでノックインを確認した。続
いて、樹立した細胞株の心筋分化誘導を行った。
心筋分化初期では、CFP 蛍光のみが確認され、
分化誘導後 20 日目前後から、mCherry 蛍光の
発現がみられることが分かった。フローサイトメー
ターによる解析からは、CFP の単一陽性細胞、
CFP と mCherry の二重陽性細胞、そしてごく少
量の mCherry 単一陽性細胞の 3 種類の心筋細
胞を選別分取できることが分かった。現在、これ

らの細胞について、遺伝子プロファイル、電気生
理学的特性の解析を進めている。 
 
（5）If チャネルサブユニット構造の解明 

Ifチャネルは、HCN4を主要な構成要素とする
ことから、免疫沈降法によって HCN4 と相互作用
する分子の同定を試みた。これまで、免疫沈降
法の条件決めを行ってきた。Chick β-Actin プ
ロモーターの下流に、HA タグを付加した HCN4
の強制発現ベクターを作製し、過剰発現させた
HEK293 細胞を樹立した。パッチクランプ法で解
析すると、If 電流を検出でき、加えて、ウエスタン
ブロッティング法や免疫染色によって、HCN4 を
過剰発現していることが分かった（図 3）。この過
剰発現株を用いて、HCN4 および結合タンパク
質の免疫沈降実験のための、抗体の選定など
各種パラメーターの条件決めを行っている。今
回の研究で、ヒトペースメーカ細胞の分取が可
能となったので、条件決めが終わり次第、ヒトペ
ースメーカ細胞を用いた検証に移る予定であ
る。 
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