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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、代謝制御によるタイプ別心筋作製法を確立し、細胞移植治療や創薬
へ応用することである。本研究では、（１）培養液の組成を工夫することにより、ヒトiPS細胞における増殖を
促進する条件を見出すことに成功した。また、（２）ヒトiPS細胞由来のタイプ別心筋細胞の高効率分化誘導法
を確立した。さらに、（３）タイプ別心筋細胞においてマルチオミクス解析を行うことにより代謝プロファイル
を評価した。本研究成果により、今後の再生医療および創薬を大きく推進することが期待できる。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop an efficient method to produce 
subtype specific cardiomyocytes from human iPSCs via metabolic regulation for regenerative medicine 
and drug discovery. In this project, we identified optimal culture conditions for human iPSCs 
expansion (1). In addition, we also developed an efficient method to produce subtype specific 
cardiomyocytes from human iPSCs (2). Moreover, we evaluated metabolic profiles in subtype specific 
cardiomyocytes via multi-omics (3). These findings will eventually promote the clinical applications
 of regenerative medicine and drug discovery.

研究分野：再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の学術的意義は、代謝プロファイルを基盤にヒトiPS細胞の増殖能をコントロールするだけでなく、
高純度心室筋細胞と非心室筋細胞を作り分ける技術を開発することで、表現型のばらつきを解消する点である。
表現型のばらつきを解消することで、安全かつ有効な再生医療の実現化および創薬への応用が期待できるため、
社会的意義も極めて高いと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

ヒトiPS由来心筋細胞を用いた細胞移

植治療および創薬スクリーニングの臨

床応用を実現化する上で障害となる最

初の大きな課題は、①心筋細胞以外の細

胞が多く含まれてしまうこと、および、

②大量の純化心筋細胞の作製法がない

ことであった。申請者はこれらの課題を

同時に克服するために、代謝制御により

腫瘍形成の原因となる未分化幹細胞を

除去し、心筋細胞のみを大量に選別でき

ないか試みた。未分化幹細胞と分化心筋

細胞における代謝プロファイルを詳細

に解析した結果、未分化幹細胞はグルコ

ースおよびグルタミンに依存したエネ

ルギー代謝機構を有している一方で、分

化心筋細胞はグルコースおよびグルタミンの代わりに乳

酸をエネルギー源にできることを明らかにした。それらの

性質を利用することにより、腫瘍形成の原因となる残存未

分化幹細胞を完全に除去し、心筋細胞のみを純化精製する

世界初の技術を開発することで克服することに成功した 

(Tohyama S, Cell Stem Cell 2013, Cell Metab 2016；図１)。ま

た②の課題に対しては、2次元大量培養系による純化精製

心筋細胞作製法を確立することにより解決が可能となっ

た (Tohyama S, Stem Cell Reports 2017；図２)。 

 しかしさらなる解析の結果、分化心筋細胞は様々なタイ

プの心筋細胞を含むヘテロな集団であることがわかった。

様々なタイプの心筋細胞は、致死性不整脈の誘発や移植後

あるいは創薬における表現型のばらつきを引き起こすこ

とが予想される（図３）。申請者はこれらの課題に対する解決策として、高純度タイプ別心筋細

胞の作製を目指した。 

 

２．研究の目的 

ヒト iPS 細胞は再生医療あるいは創薬においては魅力的な細胞ソースであるが、分化誘導した

心筋細胞は均質な集団ではなく、心房筋、心室筋、刺激伝導系等さまざまなタイプの心筋細胞が

含まれたヘテロな集団であることが知られている。心筋細胞におけるばらつきは、細胞移植時の

致死性不整脈の誘発や有効性（改善効果）のばらつき、あるいは創薬スクリーニングにおける再

現性の低下に影響するため、分化心筋細胞におけるタイプ別作製法の開発が求められている。 

心筋細胞におけるタイプ別選別法のアプローチとして低コストかつ臨床応用に直結する“代謝制

御”による手法を確立し、細胞移植治療や創薬へ応用することを目的として研究を行った。 

 

図１ 

図２                          Tohyama S, Stem Cell Reports 2017 

図３ 



３．研究の方法 

 本研究における基盤技術は、我々が構築してきたヒト iPS 細胞由来心筋細胞の純化精製技術お

よび大量作製技術である (Tohyama S, Cell Stem Cell 2013, Cell Metabolism 2016, Stem Cell Reports 

2017)。本研究では、培養液の組成を工夫することにより、これらの基盤技術における最適化を

図ると同時に、ヒト iPS 細胞由来のタイプ別心筋細胞の高効率分化誘導法の確立を試みた。ま

た、タイプ別心筋細胞を効率よく三次元化する手法の確立、およびタイプ別心筋細胞における収

縮機能解析を行った。さらに、心室筋細胞と非心室筋細胞においてマルチオミクス解析により代

謝プロファイルを評価した。 

 

４．研究成果 

(1) ヒト iPS 細胞を効率的に増殖させる手法の確立 

 移植や創薬研究に用いる心筋細胞を大量に作

製するにはその素となるヒト iPS細胞を効率よく

増やす必要がある。しかしながら、現在の未分化

維持培養液は最適な条件になっていない。そこ

で、ヒト iPS 細胞における代謝機構を元に様々な

アミノ酸の添加実験を行った。その結果、特定の

アミノ酸 X のみが濃度依存的にヒト iPS 細胞に

おける増殖を再現よく増殖させることがわかっ

た（図４）。継続培養した際の累積細胞数は約 2 か

月間でアミノ酸 X 強化により約 20 倍得られるこ

とを確認した（論文投稿中, 2019-）。 

 

(2) タイプ別心筋細胞の高効率な分化誘導法の

確立 

(1) において作製した培養液を用いてヒトiPS

細胞を効率よく増殖させた後、分化誘導プロト

コールを試行錯誤することにより、心室筋細胞

および他の心筋細胞の高効率な分化誘導法を開

発した（図５、論文準備中）。 

 

(3) タイプ別心筋細胞における生理学的解析 

(2) において作製した心室筋細胞および他の心

筋細胞における生理学的なプロファイルを

motion vector imaging解析により評価した。高純

度心室筋細胞は心拍数が10－40回/分であったの

に対し、非心室筋細胞は80－120回/分と有意に

拍動レートが高いことがわかった（図６）。 

 

(4) タイプ別心筋細胞におけるスフェロイド作製 

(3) において作製した心室筋細胞および他の心筋細胞を用いて効率よくスフェロイドを作製

する手法を確立した (図７、J Heart Lung Transplant 2019)。さらにスフェロイドを作製する際の

図４ 

図５ 

図６ 



培養液についても最適化を行い、効率を高めることに成功した (unpublished)。 

 

(5) タイプ別心筋細胞におけるオミクス解析 

(3) において作製した心室筋細胞および他の

心筋細胞を用いてメタボローム解析、プロテオ

ーム解析、トランスクリプトーム解析を用いた

統合解析を行い、代謝プロファイルを明らかに

した（論文準備中）。 

 

(6) 高純度心室筋細胞の移植 

国内外における研究により、ヒト多能性幹細

胞由来の心筋細胞を移植した際には心室頻拍が

移植後 1 か月間、頻発することが報告されてい

る。そこで、(3) において作製した心室筋細胞

における催不整脈作用を正確に評価するため

に、カニクイザル心筋梗塞モデルを作製し、細

胞移植を行った（信州大柴研究室との共同研

究）。ヒト iPS 細胞由来高純度微小心筋組織球

をカニクイザル心筋梗塞モデルに移植し、免疫

抑制剤 3 剤投与を継続したところ、1 か月間免

疫拒絶なく生着することがわかった（図８）。

一方で、持続性心室頻拍等の心室性不整脈に関しては 1 個体において数分程度発生したのみ

で、ほとんど発生しないことを確認した（論文準備中）。この結果は、これまでの論文報告の

結果（心室頻拍が頻発する）とは異なる結果であり、心室頻拍を抑制するためには心室筋細胞

のみを移植することが重要であることが示唆された。 

 

今後はこれらの解析結果を元に、さらに高精度な心室筋細胞および非心室筋細胞の作製法の

確立を行っていく。これらの技術確立により、細胞移植においては致死性不整脈の危険の少な

い安全かつ有効な治療に、創薬スクリーニングにおいては評価データの安定化に繋がると考え

ている。 

 

 

 

 

 

図７ 

図８ 
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