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研究成果の概要（和文）：心臓は、洞結節ペースメーカ細胞や刺激伝導系細胞などの特殊心筋と、心房筋や心室
筋など作業心筋など、各種のサブタイプ心筋から構成されている。近年、再生医療、創薬においてヒトES/iPS細
胞に由来する心筋細胞の有用性が広く認められている。しかし、これらの多能性幹細胞からの分化誘導心筋に
は、各種サブタイプ心筋が混在している。本研究では、これらの混在した心筋細胞集団の中から、それぞれのサ
ブタイプ心筋を純化できる実験系の確立と、純化した各種心筋の解析、およびその再生医療あるいは創薬への応
用を目標とした。

研究成果の概要（英文）：In order to use human ES/iPS cells in the fields of regenerative medicine 
and drug development, it is crucial to identify functionally distinct cardiac subtypes and to study 
their functional aspects in healthy and diseased conditions. To isolate nodal pacemaker cells and 
ventricular cardiomyocytes, we have established the dual cardiac fluorescent reporter human ES/iPS 
cells, in which HCN4 ion channel and MLC2v myosin light chain genes are knocked in with eGFP and 
mCherry, respectively.
Isolated HCN4-eGFP-positive (HCN4+) cells expressed endogenous HCN4 and exhibited action potential 
characteristic of a nodal-phenotype including If current. Using imaging techniques, we demonstrated 
that HCN4+ cells established electrical coupling with HL-1 atrial CMs. These results demonstrated 
the potential of human ES/iPS cells-derived HCN4+ cells to act as a rate-responsive biological 
pacemaker.

研究分野： 幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
心疾患は、心臓構成細胞が個別に障害され

ることによって生じ、その病態が異なるのみ
ならず、必要とされる治療法も異なる。例え
ば、心室筋などの固有心筋の障害による心不
全、ペースメーカ細胞など特殊心筋の異常に
よる徐脈性不整脈などである（表１）。近年、
これら心疾患の治療法として、ヒト多能性幹
細胞（ES・iPS 細胞）から作製した心筋細胞
による再生医療が注目を集めている。実際に、
徐脈性不整脈、心不全に対する再生医療とし
て、ヒト多能性細胞から分化誘導した心筋細
胞の移植実験が行われ、その有効性が示され
ている（Kehat, Nat Biotechnol 2004, Siba, 
Nature 2012）。ただ、これらの研究では、特
殊心筋と固有心筋が混在した状態で移植さ
れているのが問題である。 

特殊心筋と固有心筋では発現するイオン
チャネルなどが異なり心機能も異なるため、
両者を高度に純化して、病態に応じて適切に
用いることが望ましい。例えば、徐脈性不整
脈には、ペースメーカ細胞、心不全には心室
筋による治療が最善であると考えられる。し
かし現状では、特殊心筋と固有心筋を区別し
て分化誘導することはできないため、特殊心
筋や固有心筋が混在した状態で得られる。こ
れらの解剖学的情報は、生存した状態では確
認することができず、特殊心筋と固有心筋を
選別して、その有効性を検証する研究は不可
能であった。 

HCN4 イオンチャネルは、心臓ペースメー
カ細胞に特異的に発現し、自動能に関与する
重要な分子である。我々は、HCN4 遺伝子座
に GFP（green fluorescent protein）をノッ
クインしたマウス改変 ES 細胞株を樹立し、
HCN4 陽性細胞の可視化および選択的分取
に成功した (Morikawa, PACE 2010)。分取
した HCN4 陽性細胞は、心臓ペースメーカ細
胞と同等の特性を示した。続いて、モデル動
物へ移植すると、徐脈性不整脈が一部回復し、
機械式ペースメーカに替わる徐脈性不整脈
の再生医療療法（バイオペースメーカ）とし
て 機 能 す る こ と を 明 ら か に し た
（PCT/JP2010/066952、特願2009-226760）。 

最近の研究から HCN4 は、発生初期には心
筋前駆細胞に広く発現し、その後、特殊心筋
に局在し、ペースメーカ細胞で強く、刺激伝
導系細胞で弱く発現することが明らかとな
った（Liang, Circ Res 2013）。我々もまた、
マウス ES 細胞に由来するペースメーカ細胞
分画には、刺激伝導系細胞が含まれているこ
とを明らかにしている (Fujii, Circ J 2012)。
このように HCN4 を指標とすることによっ
て、特殊心筋と固有心筋とを区別することが
できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、特殊心筋として洞結節ペース

メーカ細胞、固有心筋として心室筋細胞を選
別採取できる実験系の構築、分取した特殊心
筋と固有心筋を用いた創薬への応用展開、お
よび心筋の発生分化の制御機構の解明を目
標とする。 
 
３．研究の方法 
我々が開発した蛍光タンパク質による目

的細胞の選択的可視化－選別採取法をヒト
ES/iPS 細胞へ応用し、特殊心筋（HCN4 陽
性のペースメーカ細胞）と固有心筋（Mlc2v
陽性の心室筋細胞）の純化法を開発し、心疾
患に対する再生医療の有効性や創薬への応
用展開の可能性を検討する。具体的には、ヒ
ト ES 細胞（KhES1 株または KhES3 株）と
ヒト iPS 細胞（409B2 株）を用いて、改変細
胞株を樹立する。 
また、HCN4 は、成体では洞結節ペースメ

ーカ細胞の最良のマーカーであるが、同時に、
発生初期においては、心臓前駆細胞からなる
第１次心臓領域（First Heart Field : FHF）
のマーカーでもある。そこで、分化誘導初期
の HCN4 陽性細胞を分取し、心臓前駆細胞の
発生運命、そして心筋の発生分化制御メカニ
ズムを検討する。 

 
(1) 特殊心筋の純化法の開発： 

HCN4 遺伝子座に GFP（緑色）または青
色蛍光タンパク質 CFP をノックインしたヒ
ト ES 細胞株を、BAC (Bacterial Artificial 
Chromosome)ベクターを用いたセミノック
イン法によって樹立する。心筋分化誘導後、
HCN4陽性細胞でのみGFPが発現するので、
セルソーターにて分取することによって、洞
結節型ペースメーカ細胞を選別採取する。 
 まず、BAC 上の HCN4 遺伝子のエクソン
１ を 蛍 光 タ ン パ ク 質 で 置 き 換 え た
HCN4-CFP-BACベクターを作製する（図１）。
エレクトロポーレーションによって、ヒト
ES/ iPS 細胞へ導入し、薬剤選択後、それぞ
れのノックイン株をゲノム PCR などでスク
リーニングする。ノックイン株の中から特殊
心筋、固有心筋を選択的に選別できる細胞株
を以下の方法で同定する。 
（特殊心筋）HCN4-CFP ノックイン株につ
いて、まず、心筋分化誘導後、拍動領域での
み CFP の発現を確認できるかどうかでスク
リーニングする。続いて、セルソーターで分
画した CFP 陽性細胞が、HCN4 を発現して
いるか免疫染色法などで調べ、特殊心筋が可
視化‐選別採取できるヒト改変 ES 細胞株を
同定する。 
 
(2) 固有心筋の純化法の開発： 
心室筋細胞のマーカー遺伝子であるMlc2v

ミオシン軽鎖の発現を指標に、HCN4 陽性細
胞とは異なる蛍光タンパク質で可視化する
ことによって、心室筋細胞を特異的に選別採
取する。 

BAC-HCN4-ECFP ベクターを用いて作製



した HCN4-CFP ノックイン株をさらに改変
する。具体的には、Mlc2v 遺伝子座に、
CRISPR/Cas9 によるゲノム編集法を用いて
mCherry（赤色）蛍光タンパク質をノックイ
ンした二重改変細胞株を樹立する（図１）。 
（固有心筋）心筋へ分化誘導後、拍動領域で
のみmCherryを発現する細胞株を選択する。
続いて、HCN4（GFP/CFP）発現との関連を
調べるため、FCM によって解析し、HCN4
陽性細胞および mCherry 陽性のそれぞれ単
独陽性細胞が得られるクローンを選択する。
最後に、セルソートした mCherry 陽性細胞
で、MLC2v が特異的に発現しているかどう
か確認する。 

 
(3) 選別細胞の評価：  
ヒト ES 細胞の心筋分化誘導には山内らの

２段階分化誘導法を用いた（Yamauchi, 
Genes Cells 2010）。 
① 電気生理学的解析 
分取した HCN4（CFP）陽性細胞および

Mlc2v（mCherry）陽性細胞について、パッ
チクランプ法を用いて電気生理学的特性を
解析し、特殊心筋あるいは固有心筋が純化さ
れているかどうかを明らかにする。 
② 電気的結合 
選別した特殊心筋が、固有心筋と電気的結

合を形成できるか検討する。具体的には、
HCN4 陽性細胞を HL1 細胞（マウス心房筋
細胞株）または分取した固有心筋と共培養す
る。HCN4 陽性細胞からの電気刺激が周囲の
HL1 細胞などへ伝播し拍動を誘導できるか
どうかを、蛍光カルシウム試薬 Fluo-8 を用
いた Ca イメージング法によって検証する。 
③ 遺伝子発現 
分取した HCN4 陽性細胞、Mlc2v 陽性細

胞について、心臓前駆細胞（Nkx2.5、Islet1
など）、ペースメーカ細胞（HCN4 など）、固
有心筋（Mlc2ｖ）、心筋の各種マーカーの発
現をリアルタイム PCR および免疫染色によ
って定性的・定量的に評価する。 
④ HCN4 陽性細胞の発生運命 
 分化誘導初期に分取した HCN4 陽性細胞

を培養し、その後の発生運命を調べる。また、
培養条件と発生運命との関連を調べ、心臓発
生の制御メカニズムを検討する。 
⑤ HCN4 陽性細胞の各種チャネルブロッカ

ーに対する応答性の検討 
比較的長期間分化誘導した HCN4 陽性細胞

について、各種イオンチャネル阻害剤に対す
る応答性を検討し、選別採取した HCN4 陽性
細胞の創薬への応用可能性を検討する。 

 
４．研究成果 
(1) ヒト ES/iPS 細胞株の樹立  

HCN4-CFP-BAC ベクターを用いて、
HCN4 遺伝子座への ECFP をノックインし
たヒト ES 細胞株の樹立に成功した。さらに、
この細胞株に対して、CRISPR/Cas9 による
ゲノム編集を行い、Mlc2v 遺伝子座への赤色
蛍光タンパク質 mCherry をノックインした
二重改変ヒト ES 細胞株の樹立にも成功した。 
また、ヒト iPS 細胞に対しても同様の方法で
遺伝子改変を行い、HCN4遺伝子座にECFP、
Mlc2v 遺伝子座に mCherry をそれぞれノッ
クインした二重改変細胞株を樹立した。
（ISSCR2015、第 79 回日本循環器学会で発
表） 

 
(2) 特殊心筋と固有心筋の選別採取 
樹立した二重改変ヒト ES 細胞株を用いて、

心筋へと分化誘導したところ、誘導後 7〜10
日目から拍動する心筋細胞が出現した。
HCN4(CFP)の発現は、同時期に、拍動部位で
特異的に観察された。また、拍動する心筋細
胞数は次第に増大し、それとともに拍動の強
度も上昇するが、GFP 蛍光は、拍動するほぼ
すべての細胞で特異的に持続し、その蛍光強
度も拍動の強さとともに上昇していた。一方、
MLC2v(mCherry)陽性細胞は、分化誘導後 20
日目前後から拍動部位に現れ、その発現領域
および強度は、GFP と同様に増大した。 
続いて、分化誘導後訳 2 ヶ月目の分化誘導

心筋について、CFP（HCN4）、mCherry
（Mlc2v）の発現を指標として、セルソータ
ーによって分画した。CFP 陽性、mCherry
陽性細胞と二重陽性細胞の 3種の細胞に分画
されることが分かった（図２）。CFP 陽性細
胞は、自律的に拍動し、内在の HCN4、各種
心筋マーカーを発現することが分かった。現
在、mCherry 陽性細胞および二重陽性細胞に
ついて、マーカーの発現を確認中である。（第
80 回日本循環器学会で発表） 
なお、ヒト iPS 細胞を用いて樹立した二重

改変細胞株でも、ヒト ES 細胞とほぼ同様に、
GFP（HCN4）、mCherry（Mlc2v）の蛍光
が拍動領域でのみ確認することができてい
る。 



 
(3) 電気生理学的解析 
 分化誘導後およそ 2 か月半の CFP 陽性細
胞および mCherry 陽性細胞について、パッ
チクランプ法で電気生理学的特性を解析し
た。その結果、CFP 陽性細胞は、洞結節型の
自動能および活動電位を示し、If電流、HERG
電流、Ca 電流など、洞結節ペースメーカで
みられる各種電流を確認することができた
が、Ik1 などの静止膜電流は検出できなかっ
た。一方、mCherry 陽性細胞は、固有心筋型
の活動電位を示し、大きな Ik1 電流が検出さ
れた。このように、CFP 陽性細胞は、内在の
HCN4 の発現と合わせて、洞結節ペースメー
カ細胞の、mCherry 陽性細胞は、心室筋型の
特性を持っていることが明らかとなった。 
 HCN4 陽性細胞とマウス心房筋 HL-1 細胞
を共培養すると、HL-1 細胞が、HCN4 陽性
細胞からの電気信号に応答して自発的に発
火することが、Ca イメージング法によって
明らかとなった。これは、ヒト ES 細胞に悠
雷する HC ン 4 陽性細胞が、固有心筋と電気
的結合を形成でき、ペースメーカ細胞として
機能することを示唆している。（第 81 回日本
循環器学会で発表） 
 
(4) チャネルブロッカーに対する応答性 
 CFP（HCN4）陽性細胞について、HERG
ブロッカーE-4031、KvLQT1 ブロッカー
chromanol293 などに対する応答性を検討し
た。その結果、HCN4 陽性細胞は、生理学イ
的条件で、握手ブロッカーに応答することが
分かった。この結果は、純化した特殊心筋を
用いて、薬剤スクリーニングが可能であるこ
とを示唆している。現在、mCherry 陽性細胞
を用いた検討、市販されている iCells との比
較検討を行っている。（第 43 回日本毒性学会
で発表） 
 
(5) 心臓前駆細胞としての HCN4 陽性細胞 
 最近、HCN4 が、FHF のマーカーである

ことが判明した。つまり分化誘導初期には、
HCN4 陽性細胞は、心臓前駆細胞として機能
すると考えられる。そこで、分化誘導初期の
段階で、HCN4 陽性細胞を分取し、①心臓前
駆細胞マーカーの発現解析、②培養と分化細
胞の観察、③培養条件の検討を行った。 
 誘導後 1～3 週間の HCN4 陽性細胞は、
Nkx2.5、TBX5 などの幹細胞マーカーを発現
していることが分かった。一方、もう一つの
心臓前駆細胞プールである第 2 次心臓領域
（SHF）のマーカーである Islet1 の発現は弱
かった。また、HCN4 陽性細胞を持続的に培
養したところ、細胞分裂がみられること、形
態的に複数種の細胞が出現してくることが
分かった。さらに、初期 HCN4 湯性細胞の一
部は、やがて mCherry を発現することも明
らかとなった。これらの結果は、分取した
HCN４陽性細胞が、FHF 前駆細胞と同等の
細胞であることを示唆している。（第 39 回日
本分子生物学会年会で発表） 
また、分化誘導時に FHF の誘導因子であ

る BMP4 を添加すると HCN4 陽性細胞比率
が上るのに対して、SHF の誘導因子である
bFGF を添加すると HCN4 陽性細胞の比率
が減少することが分かった。このように
HCN4 陽性細胞を用いることによって、心臓
前駆細胞の発生運命の制御機構を検証でき
る可能性がある。 

 
以上、本研究において、特殊心筋である洞

結節型ペースメーカ細胞と固有心筋である
心室筋細胞を選択的に可視化し、分取できる
実験系の開発に成功した。また、分取した
HCN4 陽性細胞は、機能的にも洞結節ペース
メーカ細胞と同等の特性を示し、今後の、再
生医療、創薬、そして心臓発生の研究資材と
して、高い有用性を示していると考えている。 
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