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研究成果の概要（和文）：不整脈死等機能性疾患については未だ診断が不可能である。この研究では機能性疾患死の死
後診断をiPS細胞を活用することによる可能性を検討した。iPS細胞株での培養環境は困難を極め線維芽細胞が増殖する
という課題が生じたが解決への道筋が見えた。また、分化させた心筋細胞についてその調律測定で不整脈を評価するこ
とをMED６４で測定する系を確立した。死後の皮膚線維芽細胞の採取、iPS細胞化、心筋細胞分化の系を次ぎのphaseで
確立する.

研究成果の概要（英文）：Arrhythmia has never been diagnosed after death. Then, we hypothesized that 
arrhythmia can be postmortem diagnosed iiPS-related cardiomyocyte induced by skin fibroblast. To clarify 
the hypothesis, the object in this study was to found iPS cell culture and established the system for 
detection of arrhythmia using carddiomyocytes. It was difficult to culture iPS cells, leading to increase 
fibroblasts. On there other hand, we could detect arrhythmia in cardipmyocytes using MED64. We are 
challenging the isolation of skin fibroblast after death and inducing iPS cells, leading to postmortem 
diagnosis of arrhythmia using iPS cells.

研究分野： 法医学
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１．研究開始当初の背景 

わが国において突然死は７万人から１０万

人と推定されている（１）。その中で器質的

な心臓性突然死は３割、その他不整脈をはじ

めとする機能性疾患による突然死は７割と

されている。器質的な心臓性突然死には、心

筋梗塞、冠症候群、拡張型心筋症、肥大型心

筋症等が、血管疾患では大動脈解離や大動脈

瘤破裂等、死後の解剖検査によって明らかに

できる。ただし、わが国においてはこの解剖

検査もほとんどの地域では犯罪死体および

変死体に対する刑事訴訟法が中心でなされ

る。明らかな非犯罪死体に多いと推定される

突然死については唯一監察医制度地域でな

されているものの、９割近くは解剖されてい

ないため、その正確な実態は不明である。ま

た機能性疾患による死亡については解剖さ

れても死後診断ができない（２）。 

 一方、山中らは 2006 年にマウスの皮膚線

維芽細胞に対して４つの遺伝子（山中因子）

を導入することで幹細胞性を持つことを発

見した。その後ヒトにおいても作製できるこ

とが示され（３）、現在は、臨床試験まで行

われるようになっている。 

 ヒトの死後において、皮膚は虚血性変化に

強く、その細胞はしばらく生きており、死後

１日以降であっても解剖時に鵞皮、いわゆる

“寒疣（さむいぼ）”が生じることも知られ

ている（４）。 

 以上により、私たちは、死後、皮膚線維芽

細胞を抽出し、iPS 細胞を作製することで、

心筋細胞に分化させることができ、死亡時の

状況の再現で不整脈等が生じ死亡したこと

を証明できると考えた。 

 

２．研究の目的 

目標を不整脈等機能性疾患による死亡を死

後診断するために、皮膚線維芽細胞から iPS

細胞を生製し、そこから心筋細胞に分化させ

死亡時の環境下における不整脈の発生を証

明することとし、そのために iPS 細胞培養の

基盤整備と培養手技の確立。生製した iPS 細

胞から心筋細胞への分化、さらに心筋細胞の

調律の測定法の確立等を目的した。 

 

３．研究の方法 

１）iPS 細胞培養と心筋細胞への分化 

医薬品基板研究所の細胞バンクよりヒト iPS

細胞株を購入し、その培養と凍結保存環境を

検討した。既報（５）に従って、凍結細胞株

を解凍した後、培養を行った。培養後は 24

時間ごとに培地を交換するとともに、経時的

に顕微鏡下で観察し、コンフルエントになっ

た段階で分散し、再び凍結をすることを繰り

返し、安定した培養環境の構築を目指した。 

 この培養株に対して、既報（６）に従って

心筋細胞への分化を検討した。心筋細胞に分

化したか否かは顕微鏡下の観察において細

胞に調律運動が生じているか否かで判断を

した。 

２）心筋細胞の調律評価 

心筋細胞が不整脈を来しているか否かはそ

の調律運動で評価する必要があるため、私た

ちは既存機器である MED64（アルファメッド

サイエンティフィック社）を用いてその調律

運動を測定した。その評価に使用したのはラ

ット心筋細胞である。妊娠ラットより麻酔下

にて胎児を取り出し、心臓を摘出、その後、

心筋細胞を精製し、初代培養を行った。24 時

間後に MED64 の電極を装着させ、その調律運



動を測定し、解析アプリケーション Mobius

で定量化した。 

４．研究成果 

１）iPS 細胞培養と心筋細胞への分化 

iPS 細胞の培養環境の構築に時間がかかった

が、培養できるようになった。ところが培養

中に線維芽細胞が増殖することを見いだし

FGF の添加をしない培養環境が必要であった。

心筋細胞への分化についても線維芽細胞が

増殖することが多いことが明らかになった。

この点の改善については、既報（７）にある

線維芽細胞から直接、心筋細胞を分化させる

方法の検討を考慮する必要があり、実験検討

中である。この手法をとると iPS 細胞化する

必要がないため、ステップや時間、コストを

かなり減らすことができるものと推定して

いる。 

２）心筋細胞の調律評価 

MED64 を使って調律運動を評価できる環境を

確立した。この MED64 とは 64 極の電極を円

形のグラス上に埋め込まれており、この上で

培養し何らかの負荷が生じた際の調律の変

化を捉えることができるものである。そこで、

当教室で確立されている心筋細胞の熱中症

モデルにおいて適用したところ、適切な評価

が得られた（Hirata et al., in preparation）。

上記のiPS細胞から分化させた心筋細胞への

適用が期待される。 

 この挑戦的萌芽研究にふさわしい研究テ

ーマであったが、困難を極め、期間延長をし

て挑戦した。結果としてはこの研究テーマの

将来への足がかりが出来たと考えてよい。 
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