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研究成果の概要（和文）：医薬品による心毒性は医薬品の市場撤退の主要な要因である。ヒトiPS細胞由来心筋
細胞は、新たな心毒性評価法のツールとして期待される。本研究において、iPS心筋の最大拡張期電位が-50mV程
度と浅く伝播速度も正常ヒト心筋の40%程度であったことから、iPS心筋は未成熟であることが示唆された。次
に、パソコンによりiPS心筋のシミュレーションを行ったところ、iPS心筋は最大拡張期電位に関わるIK1チャネ
ルの機能が低いと考えられた。実際、iPS心筋にIK1チャネル遺伝子を導入した結果、電気生理学的に成熟化が誘
導された。以上の結果から、IK1による成熟化は医薬品の心毒性評価に応用できることが考えられる。

研究成果の概要（英文）：Drug-induced cardiac arrhythmias have been a major reason for drug 
withdrawal at late stage of clinical trials. Human induced pluripotent stem cell-derived 
cardiomyocytes (iPS-CMs) are expected to be applicable to cardiac drug safety testing as research 
tools. In the present study, our patch-clamp recordings and imaging with voltage-sensitive dye 
revealed that iPS-CMs exhibited relatively depolarized maximum diastolic potential and lower 
conduction velocity, suggesting an immature differentiation state of the iPS-CMs. We next 
established our mathematical simulation in iPS-CMs and found that low expression of the 
inward-rectifier potassium (IK1) channel is a determinant of spontaneous activity. We also fond that
 transduction of KCNJ2, which encodes the IK1 channel, induced electrophysiological maturation of 
iPS-CMs. Thus, our novel approach would provide new insights into the evaluation of drug-induced 
caridiac toxicities in iPS-CMs.

研究分野：薬理学、幹細胞生物学、
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１．研究開始当初の背景 
(1) 2007年のヒト iPS細胞の樹立を機に、今
までに入手が困難だったヒト心筋細胞を用
いた in vitro試験法が可能となり、医薬品候補
物質の安全性薬理試験への応用に対する関
心が急速に高まっている。特に、動悸、失神
及び不整脈として現れる医薬品の重篤な副
作用であるトルサード・ド・ポアント（TdP）
は、抗不整脈薬をはじめとして、非循環器系
作用薬である抗腫瘍剤、抗生物質、抗精神病
薬など医薬品投与時に起こり得る副作用で
あるため、創薬の過程において、QT 間隔延
長作用及び催不整脈性をもつ医薬品候補物
質を評価する必要がある。 
(2) 2013年に米国は FDAを中心とする国際コ
ンソーシアム CiPA（Comprehensive in vitro 
Proarrhythmia Assay）、2014年に日本でコンソ
ーシアム JiCSA（ Japan iPS cardiac safety 
assessment）が結成され、国際的にも機運が高
まった。JiCSA/CiPAでは hERGチャネル阻害
による再分極遅延のみに着目した現行の試
験法（ICH S7B ガイドライン）を改良し、新
たな催不整脈性リスク評価を目指しており、
多点電極システム（Multielectrode array; MEA）
に加えて膜電位感受性色素（Voltage-sensitive 
dye; VSD）を用いたイメージング技術を用い
た検証が開始された。 
(3) 一方、ヒト iPS 細胞由来心筋細胞は自動
能を有しており、電気生理学的に未成熟な心
筋細胞と考えられる。形態も単離した心筋細
胞とは大きく異なり、サルコメア構造も不規
則である。創薬応用において、医薬品の反応
性がヒト成体組織とヒト iPS細胞由来心筋細
胞で差が認められる可能性が指摘されてい
ること、再生医療応用においては左室駆出率
の改善が不十分で心機能回復が十分に得ら
れていないことから、ヒト iPS細胞の実用化
にはまだ多くの課題が残されている。これら
の問題の一部は成熟した心機能を獲得した
分化心筋細胞の開発により解決できる可能
性が考えられるが、現在までに成熟化を誘導
する因子は明らかにされてこなかった。 
(4) そこで本研究では、ヒト iPS 細胞由来心
筋細胞の成熟化因子を探索し、その詳細なメ
カニズムを解明する。さらに、成熟心筋の創
薬応用の可能性を検討する。これにより、ヒ
ト心臓組織に対する作用をどこまでヒト iPS
細胞由来心筋細胞で予測できるのか検証す
る。 
 
２．研究の目的 
ヒト iPS/ES細胞由来心筋細胞は、ヒト成体
心臓組織の心筋細胞と比べて電気生理学的
に未成熟であるため、創薬などの実用化の課
題となっている。 
そこで本研究では、以下の検討を行う。 
（1）成熟化因子を検討し、そのメカニズム
を解明する。 
（2）ヒト iPS細胞由来心筋細胞を用いて、ヒ
ト心臓に対する医薬品の作用を in vitro で予

測できるのか明らかにする。また、成熟化の
影響も併せて検討する。 
本研究により、臓器に近い成熟化させた心
筋により、創薬応用の実現に貢献できると期
待される。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト iPS細胞由来心筋細胞 
京都大学で樹立された 201B7株（理研バン
クより購入）を用いて、胚様体（EB）法ある
いは接着法（Uosaki H et al, PLoS One. 
2011;6(8):e23657）による分化誘導を行った。
また市販の iCell心筋細胞（CDI社）を使用し
た。 
(2) 成熟心筋細胞の作製 

KCNJ2チャネル遺伝子は、アデノウイルス
法によりヒト iPS細胞由来心筋細胞に遺伝子
導入した。 
(3) MEAシステムによる機能評価 

MEAシステムはMED64（アルファメッド
サイエンティフィック社）を用いた。High 
pass filterは 0.1Hz、Low pass filterは 1kHzを
用いた。細胞を播種したMEAデータは 37ºC、
5% CO2、95% O2ガスを通気した条件で記録
した。波形に加えて、拍動間隔を示す
Inter-spike interval（ISI）および QT間隔に相
当する FP持続時間（FPD）を解析した。 
(4) VSDを用いた光学測定による機能評価 
倒立型マクロ蛍光顕微鏡（ブレインビジョ
ン社）、光学測定系として対物/集光レンズ
LEICA PLAN APO 2X、500-540nm バ ン ド 
パ ス フ ィ ル ター、560nm ダイクロイッ
クミラー、580nm蛍光用ロングパスフィルタ
ーを用いた。画像の取得は、超高速 CMOSイ
メージングシステムMiCAM ULTIMA（ブレ
インビジョン社）を使用した。VSD は
Di-8-ANEPPS（サーモフィッシャーサイエン
ティフィック社）を用いた。VSDで標識した
ヒト iPS心筋細胞シートの伝播速度を解析し
た。 
 
 
４．研究成果 
(1) ヒト iPS 細胞由来心筋細胞の電気生理学
的な特性 
 201B7株は、EB形成法および接着培養法を
用いて拍動する細胞を作製し、パッチクラン
プ法により品質評価を行った。その結果、図
１Aに示すように、ヒト iPS/ES細胞由来心筋
細胞は浅い最大拡張期電位 MDP を有するこ
とが示唆された。 
 別の細胞株由来である市販の iCell 心筋も
同様であったことから（図 1B）、もとの細胞
や分化誘導法にかかわらず、ヒト iPS細胞由
来心筋細胞は未成熟な特性を有することが
示唆された。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図1 パッチクランプ法によるヒト iPS細
胞由来心筋細胞の品質評価 
A: 201B7株由来心筋、B: iCell心筋 

 
(2) ヒト iPS 細胞由来心筋細胞の伝播速度の
解析 

VSD を用いた光学測定の結果から、ヒト
iPS 心筋細胞シート内のペースメーカー細胞
から活動電位が生じ、10ms 程度で直径約
2mmのヒト iPS心筋細胞シートに伝播し、数
百ミリ秒程持続 することが分かった。今回
の VSD イメージングデータから、ヒト iPS
心筋細胞の興奮伝播速度は約 20cm/s であっ
た。 
ヒト心室筋細胞の伝播速度は 50 cm/sと報
告されており（J Physiol. 2007;578:315-26）、
ヒト iPS心筋細胞はヒト心室筋細胞よりも伝
播速度が少し遅く、電気生理学的な特性と同
様に、未成熟であると考えられる。 

 
(3)ヒト iPS細胞由来心筋細胞のインシリコモ
デルの構築 
 iCell心筋細胞のデータをもとにして、ヒト
iPS 細胞由来心筋細胞のインシリコモデルを
構築した。 
元のモデルとしては、広くヒト心室筋細胞
のモデルとして利用されている O’Hara-Rudy 
モデルを使用した。膜キャパシタンスを 50 
pFに、INaF INaL, Ito, IKr, IKs, IpCa, INaCaの
最大コンダクタンス値をそれぞれ設定した。
また、新たに O’Hara-Rudy モデル Ifを組み込
み、ICaTも設定した。さらに、IK1 を 0.01908 
mS/µFにすることにより、自動能を再現する
ことに成功した。 
以上の結果から、IK1 がもっとも iPS 細胞
由来心筋細胞の未成熟性と関連しているこ
とが示唆された。 

 

 
図 2 ヒト iPS 細胞由来心筋細胞のイン
シリコモデル 

 
(4) KCNJ2による電気生理学的な成熟化 
 インシリコの結果から、IK1 がヒト iPS 細
胞由来心筋細胞に足りない因子であること
が考えられたので、実際に wetの実験で検証
を行った。調べた範囲では、iPS 細胞は遺伝
子導入効率が低かったことから（data not 
shown）、図 3のように分化させた心筋細胞に
対して KCNJ2 遺伝子を導入するアプローチ
を選択した。 
 
 

 
図 3 ヒト iPS細胞の分化誘導法 

 
 
その結果、201B7株由来心筋細胞、iCell心
筋細胞、ヒト ES 細胞由来心筋細胞のいずれ
も自動能が消失した。そこで、KCNJ2の発現
させた iCell 心筋細胞を用いてパッチクラン
プを行ったところ、図 4Aに示すように、MDP
が深くなった。さらに、図 4Bに示すように、
0相の最大立ち上がり速度dV/dtmaxが大きく
なったことから、電気生理学的に成熟化する
ことが示唆された。 

 
 
図 4  iCell 心筋細胞に対する KCNJ2 発
現の影響 

 
(5) ヒト iPS 細胞由来心筋細胞の再分極予備
力の評価 
 成熟心筋細胞を用いて、医薬品の作用を調
べた。選択的な hERG 阻害剤である E-4031
により、容量依存的に FPDの延長が認められ
た。E-4031 に加えて IKs 阻害剤である
Choromanol293 を添加したところ、さらに
FPD 延長が認められた（図 5）。したがって、
本モデル細胞を用いることにより、再分極予
備力を評価できることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
図 5 再分極予備力の評価 
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