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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞から分化誘導した心筋細胞は心臓に対する再生医療や心臓病に対する治療薬を
開発するためのツールとして期待されている。従来の技術ではiPS細胞から安定して高品質の心筋細胞を作成するには
非常にコストがかかり、iPS細胞から作成した心筋細胞には複数の異なる性質を示す心筋細胞が混在しているなどの問
題点があった。本研究で開発した培養液およびプロトコルを利用することでiPS細胞から心筋細胞を生産するためのコ
ストを1/20以下にし、一定の品質を示す心筋細胞のみを精製することが可能になり、ヒトiPS細胞から分化誘導した心
筋細胞を利用した再生医療や治療薬開発の研究が推進されると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Human iPS-derived cardiomyocytes are expected to be useful in cell therapy and 
drug discovery for heart diseases. In the present study, we developed a novel culture medium and a 
protocol that enables to cut the cost for cardiomyocyte production to 1/25. We also developed a 
fluorescence-based, non-genetic method for purifying only ventricular cardiomyocytes.

研究分野：循環器内科
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１．研究開始当初の背景 
	 心疾患は日本における死因の第２位であ
り、年間約２０万人が心疾患のために亡くな
っている。高齢者では心疾患による死亡が他
の年代と比べて多くなっており、超高齢化社
会を迎える日本において心疾患の新しい治
療法を開発することは非常に重要な課題で
ある。 
	 2007 年にわが国の高橋、山中らによって
報告された人工多能性幹細胞（iPS細胞）は、
胚性多能性幹細胞（ES 細胞）と同様、体内
のあらゆる細胞に分化させることが可能で
あり、研究に利用する際の倫理的制約も少な
いことから、様々な分野の医学研究への貢献
が期待されている。 
	 現在、ヒト iPS細胞を用いた様々な心疾患
研究が行われているが、目的別に大きく 3つ
に分けることができる。すなわち、心筋梗塞
などの心筋細胞が失われる病態に対して、
iPS 細胞から作成した心筋細胞を補充するこ
とで治療効果を期待する「再生医療研究」、
心筋症などの患者から iPS細胞（疾患特異的
iPS 細胞）を樹立し、そこから作成した心筋
細胞の異常を解析することで病態解明を行
う「疾患モデリング研究」、正常 iPS 細胞や
疾患特異的 iPS細胞から作成した心筋細胞を
創薬初期段階におけるスクリーニングや毒
性試験に用いる「創薬研究」である。 
	 ヒト iPS細胞から心筋細胞を分化誘導する
技術、分化誘導した細胞から心筋細胞を精製
する技術が数多く報告され、それら技術を用
いた探索的な研究が行われてきたが、iPS 細
胞由来心筋細胞を利用した「再生医療」「疾
患モデリング」「創薬」研究に共通する重要
な課題として、「iPS細胞由来心筋細胞の幼弱
さと heterogeneity」が挙げられる。 
	 iPS 細胞から分化誘導した結果得られる心
筋細胞には成熟した心室筋型の細胞だけで
なく、幼弱なペースメーカー型や心房筋型の
特性を示す細胞が混在している。幼弱で
heterogeneity が強い細胞を再生医療に応用
すると重篤な不整脈を誘発する可能性が非
常に高い。また、心疾患の多くは「心室筋型」
心筋細胞の異常で発症すると考えられ、幼弱
で heterogeneity が強い細胞を用いても適切
な疾患モデリング研究や臨床応用を目指し
た創薬研究を行うことができない可能性が
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は以下の 4つである。 
(1) 安定的に iPS 細胞から心筋細胞を分化誘
導する系の構築 
(2) iPS 細胞由来心筋細胞から成熟した心室
筋のみを精製する技術の確立 
(3) iPS細胞由来心筋細胞を成熟化・心室筋化
させる化合物の同定 
(4) 正常 iPS 細胞由来「心室筋」を用いた心
筋細胞機能測定技術の開発 
 

３．研究の方法 
(1) 安定的に iPS 細胞から心筋細胞を分化誘
導する系の構築 
健常ボランティアからの iPS細胞樹立 
心臓病の既往歴および家族歴を認めない健
常ボランティアに対してインフォームドコ
ンセントを実施した後で心電図検査を行い、
異常を認めないことを確認した。iPS 細胞は
CiRA で公開されているプロトコルに則って
フィーダー細胞上で樹立した。要約すると、
末梢血から単核球を単離し、サイトカインカ
クテルで培養した後に、初期化因子をプラス
ミドベクターで導入し、2~3週間後に出現し
た iPS細胞クローンから形態の良好なクロー
ンを選択した。それぞれのクローンについて
未分化マーカー（Tra-1-60, Nanog, Oct3/4）
の発現を免疫染色および RT-PCR で確認し、
未分化性の確認を行った。 
心筋細胞への分化誘導 
心筋細胞への分化誘導は Keller らの方法
（Yang et al. Nature 2008）を参考に行った。
要約すると iPS細胞をコロニー状に剥離した
後に StemPro34 (Invitrogen)培地で浮遊培
養を行うことで胚様体を形成し、bFGF, 
Activin-A, BMP4, Dkk-1, VEGFなどのサイ
トカインを含む StemPro34 培地に順次交換
していくことで拍動する心筋細胞を得た。 
	 Kellerらの方法の問題点（培養液のロット
間差および価格）を克服するための心筋細胞
分化誘導系を確立するため、代表研究者が
2006年に報告したWntシグナルの活性化お
よび抑制を組み合わせる手法（Naito et al. 
PNAS 2006）を利用した。様々なWntシグ
ナルを活性化する作用を有する化合物およ
び Wnt シグナルを抑制する作用を有する化
合物を利用して心筋細胞を効率良く分化誘
導できる条件を検索した。 
 
(2) iPS 細胞由来心筋細胞から成熟した心室
筋のみを精製する技術の確立 
蛍光プローブの作成 
ミリポア社の受託サービスを利用して心室
筋特異的に発現している複数の遺伝子に対
する蛍光プローブを作成した。心室筋特異的
に発現している遺伝子は過去のマイクロア
レ イ デ ー タ よ り 抽 出 し た
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GDSbro
wser?acc=GDS3625)。 
細胞ソーティング 
FACS AriaIIIを利用して iPS細胞由来細胞
を蛍光強度でソーティングした。 
電気生理学的解析 
ソーティングした細胞の電気生理学的解析
は薬物安全性試験センターの受託サービス
を利用した。 
 
(3) iPS細胞由来心筋細胞を成熟化・心室筋化
させる化合物の同定 
化合物スクリーニング系の構築 
iPS 細胞由来心筋細胞を CellCarrier-96 



 

 

(PerkinElmer)に播種し、化合物を作用させ
た後に心房筋で優位に発現している MLC2a、
心室筋で優位に発現している MLC2vに対す
る 抗 体 で 免 疫 染 色 し Operetta 
(PerkinElmer)を用いてハイコンテンツ解析
を行った。化合物は Sigma社のライブラリー
化合物を利用した。 
 
(4) 正常 iPS 細胞由来「心室筋」を用いた心
筋細胞機能測定技術の開発 
カルシウムイメージング 
iPS 細胞由来心筋細胞を 96 穴プレートに播
種し、カルシウムインディケーター(Cal520)
で染色した後に蛍光イメージングを行った。 
 
４．研究成果 
(1) 安定的に iPS 細胞から心筋細胞を分化誘
導する系の構築 
研究代表者は 2006 年、マウス ES 細胞から
心筋細胞を分化誘導する際、胚様体形成後一
定期間 Wnt シグナルを活性化させた後に
Wnt シグナルを抑制することで高効率に心
筋細胞を分化誘導できることを報告してい
る。 
	 そこで Wnt シグナルを活性化させる作用
を有する化合物として Glycogen synthase 
kinase阻害剤であるBIOおよびCHIR99021、
Axinと b-cateninの結合を阻害する作用をも
つWnt Agonist II、メカニズムが明らかでな
い Wnt Agonist を、Wnt シグナルを抑制さ
せる作用を有する化合物として Axin タンパ
クを安定化させる IWR1、Porcupine 阻害剤
である IWP2、Tankyrase 阻害剤である
XAV939、Dvlタンパクの PDZドメインに結
合して Wnt シグナルを阻害する Dvl-PDZ 
domain inhibitor、CBP inhibitor である
ICG001を利用したところ、Wntシグナルを
活性化させる作用を有する化合物としては
CHIR99021 のみが細胞に対する毒性を示す
ことなく心筋細胞を分化誘導することが可
能であること、Wntシグナルを阻害する作用
を有する化合物としては IWP2が最も効率よ
く心筋細胞を分化誘導できること、がそれぞ
れ明らかになった（図１および図２）。 
 

	  
 

 
 
CHIR99021および IWP2を利用して iPS細
胞から心筋細胞を分化誘導するために最適
な培養液を作成するため StemPro34 をコン
トロールとしていくつかの試作品を作成し、
心筋細胞への分化誘導効率を検討したとこ
ろ、その中の一つが StemPro34 よりも効率
よく心筋細胞へと分化誘導することができ
ることが明らかになった（図３）。 

	 本研究で開発した安価に安定して大量の
心筋細胞を生産するための培養液およびプ
ロトコルについては特許を出願し、国内の試
薬メーカーに製造・販売ライセンスを供与し
た。 
 
(2) iPS 細胞由来心筋細胞から成熟した心室
筋のみを精製する技術の確立 
心室筋で高発現している遺伝子に対する蛍
光プローブを作成し、心房筋・心室筋が混在
した状態にある心筋細胞に取り込ませた後
にシアボウソーティングを行ったところ、蛍
光を強く発している細胞に MLC2vで染色さ
れMLC2aで染色されない心室筋細胞が濃縮
されていることが明らかになった（図４）。
ソーティングされた細胞について電気生理
学的解析を行ったところ、蛍光を強く発して
いる細胞には心室型の活動電位をもつ細胞
が 92%の割合で含まれている一方、蛍光が認
められない細胞には 33%しか含まれていな
かった。これらの結果は、生細胞を標識可能
な蛍光プローブを利用することで心室筋細
胞が選択的に濃縮可能であることを示して
いる。 
	 本研究で開発した心室筋を精製する技術

図 1. Wntシグナルを活性化する化合物の
検討。CHIR99021 を 5uM で添加するこ
とで最も効率よく分化誘導することがで
きる。  

図 2. Wntシグナルを抑制する化合物の検
討。IWP2を 5uMで添加することで最も
効率よく分化誘導することができる。 

図 3. 培養液の検討。培養液 Dを利用する
ことで StemPro34（コントロール）より
も効率よく心筋細胞を分化誘導すること
ができる。 
 



 

 

および精製した心筋細胞を利用した薬剤ス
クリーニング系については特許を出願し、国
内の試薬メーカーおよび製薬企業に実施許
諾ライセンスを供与した。 
 

 
(3) iPS細胞由来心筋細胞を成熟化・心室筋化
させる化合物の同定 
Sigma 社から市販されている化合物ライブ
ラリーの中から心室でより特異的に発現す
る MLC2vを発現し、心房筋でより特異的に
発現するMLC2aを発現しない心室筋細胞を
増加させるような化合物をスクリーニング
したところ、複数の化合物がヒットした。う
ち一つはエピゲノムを変化させる化合物で
あり、逆の作用を有する酵素に対する阻害剤
は心房筋を増加させる作用を有していたた
め、現在もメカニズムの解明を進めている。 
 
(4) 正常 iPS 細胞由来「心室筋」を用いた心
筋細胞機能測定技術の開発 
健常者 iPS細胞から本研究の成果を利用して
作成した心筋細胞について、カルシウムイメ
ージングをおこなったところ、市販されてい
る細胞と比べても S/N 比の良好な心筋細胞
が得られていること、カテコラミン刺激に対
して拍動数が増加するなどの正常な薬理反
応を示すこと、が確認された（図５）。 
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