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研究成果の概要（和文）：本研究においてはiPS細胞由来心筋細胞の細胞周期制御について研究を行った。細胞
周期インディケーターiPS細胞を用いて同定した化合物CCA-1によりiPS細胞より誘導した心筋細胞の細胞周期が
活性化し増殖能が増加することを明らかにした。また、CCA-1により処理を行い細胞周期が活性化した心筋細胞
を免疫不全心筋梗塞モデルマウスに移植することにより、細胞移植後のグラフト効率が向上することを確認し
た。さらに網羅的な遺伝子発現解析から細胞周期の活性した心筋細胞のマーカーとなる遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the cell cycle control of iPS cell-derived 
cardiomyocytes. We identified that CCA-1 activated the cell cycle of iPS cell-derived cardiomyocytes
 and increased their proliferative capacity. In addition, we confirmed that the graft efficiency 
after cell transplantation was improved by transplanting cardiomyocytes treated with CCA-1 into 
infarcted hearts of immunodeficient mice. Further, comprehensive gene expression analysis identified
 genes that serve as markers for cell-cycle active cardiomyocytes.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 細胞周期　心筋細胞　iPS細胞　細胞移植
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多能性幹細胞(ES/iPS細胞)から心筋細胞に分化するにつれて細胞周期は不活性化し増殖しない細胞となってい
く。またヒト成人の心臓はほとんど分裂しないため一度心筋梗塞などで傷害を受けた心筋は回復しないことが知
られている。本研究においてiPS細胞から分化した心筋細胞の細胞周期を制御することを目的として研究を行っ
た。心筋細胞の細胞周期を活性化する化合物を同定し、同化合物を用いて処理した心筋細胞を移植すると移植生
着効率が改善することを明らかにした。心筋細胞移植治療においては細胞周期が治療効率に関与すると考えら
れ、効率の高い細胞移植治療を確立するための重要な知見となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
ヒト多能性幹細胞(ES 細胞、iPS 細胞)から分化した心筋細胞は再生医療や心疾患研究
への応用が期待されている。とりわけ心筋細胞移植は薬剤抵抗性の重症心不全に対する

心臓移植に代わる代替治療になりうる治療として期待されている。細胞移植治療の治療

効果を高めるためには移植する細胞がホスト心において効率よく生着し、長期にわたり

安定して保持されることが重要である。我々はルシフェラーゼ発現ヒト iPS細胞を用い
て免疫不全マウスに分化心筋細胞を移植し生着効率を比較したところ、心筋細胞の成熟

度などにより細胞生着効率が異なっていることを明らかにした。最適な成熟度の心筋細

胞を移植することにより、移植した心筋細胞は長期にわたって生着し、ホスト心臓組織

において成熟化が進むことを確認した(Funakoshi et al. Sci Rep 2016、Hatani et al. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 2018)。また移植した心筋細胞は、移植後に細胞周期が一過性に活
性化しそれに伴ってグラフトサイズの増大が認められることを明らかにした。これらの

ことから高効率の心筋細胞移植のためには心筋細胞の細胞周期を適切に制御すること

が重要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
我々は細胞周期により異なる波長の蛍光を発する細胞周期インディケーターである

Fucci (Fluorescent Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator)を恒常的に発現する iPS細胞を
作製し、誘導した心筋細胞から G1/G0期心筋細胞と非 G1/G0期心筋細胞をセルソータ
ーにより分取して、それぞれの細胞を免疫不全マウスに移植し、in vivo光イメージング
法(Bioluminescence imaging)により移植した細胞のグラフト形成効率を評価したところ、
G1/G0 期心筋細胞に比べて非 G1/G0 期心筋細胞の方がより高いグラフト形成効率を示
した。これらの結果から細胞周期が活性化した心筋細胞を移植することにより心筋細胞

移植における細胞のグラフト効率が向上するということが考えられた。 
一方、Red-G1/G0期心筋細胞と Green-S/G2/M期心筋細胞の遺伝子発現プロファイルを
網羅的遺伝子発現解析で比較したところ、Red-G1/G0期心筋細胞において心筋細胞の成
熟関連遺伝子の発現上昇が認められ、細胞周期の停止と心筋細胞の成熟に相関があるこ

とが示唆された。 
これらのことから分化心筋細胞の細胞周期を制御する方法を確立することができれば、

細胞移植効率の改善や心筋細胞の成熟誘導が可能になると考えられた。そのため①化合

物、遺伝子導入などの方法により細胞周期を制御する方法を探索すること、②細胞表面

マーカーに対する抗体法などにより細胞周期が活性化している心筋細胞と細胞周期が

停止している心筋細胞を選別する方法を探索すること、③細胞周期と心筋細胞成熟化の

関連について評価を行い、細胞周期を制御することにより心筋細胞成熟化を制御可能で

あるかについて明らかにすることを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
心筋細胞の細胞周期制御法に関しては細胞周期インディケーター発現 iPS 細胞(Fucci-

iPS細胞)を用いて化合物探索などを行い細胞周期制御法の開発を行う。また網羅的遺伝
子発現解析(RNA-seq解析)などを用いて細胞周期の状態の異なる心筋細胞の遺伝子発現
などを比較することにより、細胞周期がいかにして制御されているのかそのメカニズム



を探索する。 
心筋細胞の細胞周期活性化細胞の選別法については細胞周期の違いにより細胞表面抗

原などの発現比較を行い抗体法などにより選別法の開発を行う。 
また細胞周期を活性化させた心筋細胞の細胞移植における効果を免疫不全心筋梗塞マ

ウスへの細胞移植を行い Bioluminescence imagingや免疫組織染色などによりい、細胞周
期活性化心筋細胞の細胞移植後のふるまいについて評価を行う。 
 
４．研究成果 
 
① CCA-1による細胞周期活性化効果 
Fucci発現細胞周期レポーターiPS細胞株から誘導した心筋細胞を用いたスクリーニン
グにより同定された化合物 CCA1の投与時期などの条件について最適化を行った。最適
化された条件において、Fucci-iPS細胞から分化誘導した心筋細胞に対する CCA-1の投
与は心筋細胞の Green-S/G2/M期心筋細胞の比率を上昇させた。さらに Eduアッセイな
どにおいても DNA合成の上昇が認められ細胞周期の活性化が確認された。また CCA-1
投与により実際に心筋細胞数が増加していることが確認された。 
 
② CCA-1による細胞周期活性化メカニズム 
CA-1 による細胞周期活性化メカニズムの解明のために、CCA-1 の処理を行った細胞
を用いて RNA-seq による網羅的遺伝子発現解析を行い、変動する遺伝子の解析を行っ
た。網羅的遺伝子発現解析データから CCA-1 のシグナルを介在すると考えられる候補
遺伝子群を抽出した。候補遺伝子群に対する siRNA によるノックダウン実験を行うこ
とにより、CCA1のシグナルを介在している遺伝子群を同定した。 
 
③ CCA-1 により処理された心筋細胞の免疫不全マウスへの細胞移植による in vivo で
の解析 
同定した細胞周期活性化化合物 CCA-1 で処理した心筋細胞の細胞移植後のグラフト
形成効率など、細胞移植後の細胞のふるまいについて評価を行った。ルシフェラーゼ発

現 iPS 細胞由来心筋細胞を左冠動脈前下行枝の結紮により心筋梗塞を作製した免疫不
全マウス(NRG マウス)に移植を行い Bioluminescence imaging により移植心筋細胞のグ
ラフト形成効率について評価を行ったところ、コントロール群(DMSO投与群)と比べて
CCA-1投与群において、グラフト形成効率の有意な改善が認められた。また iPS細胞由
来心筋細胞移植マウスの心臓の組織を解析し、免疫染色解析によって移植したヒト iPS
細胞由来心筋細胞が免疫不全マウスの心筋梗塞心に良好に生着していることを確認し

た。 
 
④ 細胞周期制御メカニズムと細胞周期マーカーの探索 
Fucci レポーター株を用いてそれぞれの細胞周期の心筋細胞をソーティングで集めて
網羅的遺伝子発現解析を行った。同解析から変動する遺伝子の抽出を行い、パスウェイ

解析等の解析を進めた。また、レポーターiPS細胞を用いて状態の異なる心筋細胞の集
団において網羅的遺伝子発現解析(RNA-Seq解析)を行い、階層性クラスタリング解析を
行い、心筋細胞の状態により変動する遺伝子を抽出した。抽出した遺伝子群から転写因

子、シグナル伝達因子に絞り込み細胞周期制御のメカニズム解析を行った。さらに同定

された遺伝子群から細胞表面マーカーを抽出した。フローサイトメトリー・セルソーテ

ィングにより抽出した遺伝子群が細胞周期活性化細胞において特異的に発現し、細胞周

期活性化細胞を選別するためのマーカーとなりうることを確認した。 
 



⑤ 細胞周期と心筋細胞成熟との関連についての解析 
iPS細胞由来心筋細胞の成熟を誘導する化合物の探索のために成熟レポーターiPS細胞

(TNNI1-EGFP/TNNI3-mCherry iPS 細胞株)から分化誘導した心筋細胞を用いてハイスル
ープットスクリーニングを行い TNNI3 の発現を向上させる化合物を探索した。同定さ
れた成熟誘導化合物の中には SKP2 阻害薬が含まれていた。同化合物の刺激により
TNNI3 の発現が上昇するのみならず、網羅的遺伝子発現解析や電子顕微鏡などによる
心筋細胞形態解析によって心筋細胞の成熟が促進されていることを確認し、細胞周期制

御が心筋細胞成熟との関連が示唆された。さらに、心筋細胞制御遺伝子と心筋細胞の成

熟の関連について候補遺伝子を抽出し解析を進めている。 
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