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研究成果の概要（和文）：ヒト ES 細胞ならびに iPS 細胞からイオンチャネルを指標として

ペースメーカ細胞の作製を試みた。BAC の HCN4 のプロモーター領域に GFP 遺伝子を導

入したベクターをヒト ES 細胞に導入し、心筋分化誘導し GFP 発現が最も高いクロー

ンを複数選別採取した。分化細胞の 5%に GFP 陽性細胞の存在を確認した。

HCN4-GFP 陽性細胞を採取し、心筋特異的な収縮蛋白と HCN4 チャネルを特異的に

発現し、自動能ならびに自動能を生成するイオンチャネルを発現した pacemaking 細

胞であることを確認した。Ca トランジェントによりその HCN4-GFP 細胞からの自動

能が心房筋へ伝搬した。以上から HCN4-GFP BAC ベクター搭載ヒト ES 細胞株を樹

立し、ペースメーカ細胞を選択的に採取できることが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）：We attempted to establish the human ES cells harboring 
HCN4-GFP BAC vector to isolate human pluripotent stem cell-derived pace-making 
cells using physiological approach. We construct BAC vector harboring the knocked 
GFP gene into the promoter region of HCN4 gene and introduced it into human ES 
cells (KhES-1) to establish the several clones including clone #1. These clones 
expressed the pluripotent gene markers and normal karyo type of chromosome. The 
embryoid body derived from clone#1 to differentiate cardiac cells included the 
HCN4-GFP positive cells at 5% out of total human ES cells. HCN4-GFP positive cells 
expressed cardiac contractile proteins and HCN4 channels. HCN4-GFP positive cells 
expressed the several ion channels being responsible for their automaticity. The Ca 
transient derived from the aggregation of HCN4-GFP positive cells propagated into the 
HL-1 atrial cell-sheet.  Taken together, we establish the human ES cells harboring 
HCN4-GFP BAC vector and successfully isolate the HCN4-GFP positive pacemaking 
cells. 
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１．研究開始当初の背景 
加齢と伴に増加する徐脈性不整脈は失神、

突然死や心不全を合併する不整脈であり、
その治療法として機械式ペースメーカ移植
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が唯一の治療法である。しかし機械式ペー
スメーカは電池交換手術の必要性や自律神
経応答の欠如といった問題点がある。さら
に外国特許であるためにペースメーカ移植
に必要な医療費は少子高齢化を迎えた我が
国の経済的に大きな問題でもある。2002
年生物学的ペースメーカの概念が我々の教
室の研究者により Nature に提唱されて以
来、心臓ペースメーカ細胞を作成する試み
が国内外でなされてきたが実現していない。
これまで幹細胞からのペースメーカ細胞作
成は発生生物学的な考え方に基づき、発生
分化に関連する分子をマーカーとして用い
られてきたが、これらの分子の多くは細胞
内に局在するため、抗体を用いて living 
cell として分取精製することが出来ない。
そこで、人の心臓への移植を目的として遺
伝子改変を行わず、ペースメーカ細胞を分
取精製するにはその電気的な機能を担う細
胞表面マーカーを用いた生理学的アプロー
チによる新しい技術が必要である。我々は
これまでに生理学的アプローチによりペー
スメーカ細胞に特異的なイオンチャネルを
マーカーとした全能性幹細胞ならびに iPS
細胞由来ペースメーカ細胞の樹立、分取精
製法の確立に取り組んできた。これまでの
マウスＥＳ細胞を用いた検討から、HCN4
というイオンチャネルをマーカーとして
ES 細胞からペースメーカ細胞を分取精製
し、この細胞を組織化して、徐脈性不整脈
モデルの心室に移植することで心室ペーシ
ングに成功し、同時にペースメーカ細胞を
認識する抗 HCN4 抗体を作成した。 
 
２．研究の目的 
本研究ではマウス全能性幹細胞で得られた
技術をヒト全能性幹細胞に応用することを
目的とし、①ヒト全能性幹細胞（ヒト ES
細胞及び iPS 細胞）からのペースメーカ細
胞分化誘導技術の確立、②抗 HCN4 抗体を
用いたヒト全能性幹細胞由来ペースメーカ
細胞の分取選択と陽性コントロールとして
の BAC 改変ヒト全能性幹細胞の樹立、③
ヒト全能性幹細胞由来ペースメーカ細胞の
組織化、④徐脈モデル動物へのペースメー
カ組織移植とその性能評価を行う。 
 
３．研究の方法 
ヒトＥＳ細胞ならびにヒト iPS細胞からの
ペースメーカ細胞分化誘導法の確立とその
効率の最適化を行う。原理としては２段階
の分化誘導を用い、第一段階で Wnt シグナ
ルの阻害と BMP シグナルの阻害を行い、
第二段階で FGF2 と BMP4 で処理する。
ヒトＥＳ細胞ならびにヒト iPS細胞をコン
フルエントの状態にし、酵素処理により小
型の細胞塊を作成し、マトリゲル上で培養

する。分化誘導第一段階として Wnt シグナ
ルの阻害薬と BMP シグナルの阻害物質を
添加して、分化誘導を開始し、４日間培養
する。引き続き、分化誘導第二段階として
酵素処理により単一細胞を作成後、96 
welldish の各 well に 10000 個の細胞を巻
き、BMP4 と FGF2 を添加することで分化
誘導する。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト全能性幹細胞（ヒトES細胞及び

iPS細胞）からのペースメーカ細胞分化

誘導技術の確立：ヒトES細胞は京都ヒト

ES細胞株 3 番を用い、ヒトiPS細胞はヒ

トTリンパ球に山中 4 因子をセンダイウ

ィルスベクターを用いて導入し樹立した。

これらの細胞からペースメーカ細胞を含

む心筋細胞を分化誘導するために、ヒト

ＥＳ細胞ならびにヒトiPS細胞をコンフ

ルエントの状態にし、酵素処理により小

型の細胞塊を作成し、マトリゲル上で培

養し、Wntシグナルの阻害薬(CHIR99021)

とBMPシグナルの阻害物質(Noggin)を添

加して、分化誘導を開始し、４日間培養

する。引き続き酵素処理により単一細胞

を作成後、96 well dishの各wellに 10000

個の細胞を巻き凝集塊を作製して、BMP4

とFGF2 を添加することで分化誘導した。

ヒトＥＳ細胞ならびにヒトiPS細胞の分

化効率は最大 20～ 30%であった。

CHIR99021(3μM)とNoggin(100ng/ml)で

day4 でstageIIへ移行し、FGFを添加する

ことで、凝集塊が 100%拍動し、分化誘導

法を確立した。 
(2)抗HCN4抗体を用いたヒト全能性幹細
胞由来ペースメーカ細胞の分取選択と陽
性コントロールとしてのBAC改変ヒト全
能性幹細胞の樹立：ヒトHCN4チャネル
のプロモーター領域を含む5kb の5’-側と
3kbの3’-側をPCRで増幅した後、GFPのc
DNAを持ちNeomycine耐性遺伝子とジ
フテリア毒素遺伝子を有する真核細胞発
現ベクターのmulti-cloning siteに挿入し
たノックインベクターを作成する。制限
酵素でベクターをlinearizeしたのち電気
穿孔法でヒトESおよびiPS細胞に遺伝子
導入し、Neomycinにより耐性クローンを
選択した。ノックイン株が得られないた
めに、ヒトHCN4チャネルのプロモータ
ー領域にGFPを連結したBACベクターを
構築し、ヒトES細胞に導入し、マウスES
細胞に導入し、心筋分化誘導し、GFPの
発現を拍動心筋に確認してBACベクター



 

 

が作動することを確かめた。 
(3)HCN4 プロモーター領域にGFPを連

結した改変BACベクター搭載ヒトES細
胞の樹立と分化誘導法の確立： ヒト

HCN4 チャネルのプロモーター領域を含

むBACにGFP遺伝子を連結し、電気穿孔

法でヒトESに遺伝子導入し、Neomycin
により耐性クローンを選択しBAC搭載

ヒトES細胞株を得た。ヒトESおよびiPS

細胞からペースメーカ細胞を含む心筋細

胞を分化誘導するために、ヒトＥＳ細胞

をコンフルエントの状態にし、酵素処理

により小型の細胞塊を作成し、マトリゲ

ル上で培養し、Wntシグナルの阻害薬

(CHIR99021)とBMPシグナルの阻害物質

(Noggin)を添加して、分化誘導を開始し、

４日間培養する。引き続き酵素処理によ

り単一細胞を作成後、96 well dishの各

wellに 10000 個の細胞を巻き凝集塊を作

製して、BMP4とFGF2を添加することで分

化誘導した。ヒトＥＳ細胞の分化効率は

最大 20～30%であった。CHIR99021(3μM)

とNoggin(100ng/ml)でday4 でstageIIへ

移行し、FGFを添加することで、凝集塊が

100%拍動し、分化誘導法を確立した。分

化誘導によりフローサイトメータ状で

HCN4-GFP発現の強い８株を樹立し、その

中でクローン１(#1)を解析した。#1は正

常な核型と未分化マーカーの正常な発現

を確認した。分化誘導により全細胞の 5%

にHCN4-GFPの発現を認めた。HCN4-GFP陽

性細胞をソーティングし、単一細胞なら

びにその凝集塊の自律拍動を確認した。 

ペースメーカ細胞の電気特性の検討をシ

ュミレーションモデルとの比較を用いて

検討した。また、ES細胞からの心筋分化

誘導効率の改善の為に、エピジェネティ

クス因子の一つであるHP1-γの作用を検

討し、その効果を検証した。さらに、ES

細胞の未分化性を維持する細胞としてマ

ウス線維芽細胞に変えて脂肪由来幹細胞

を検討した。現在ヒト iPS 細胞には同様

の検討を予定している。 

(4)ヒトペースメーカ細胞の電気特性に

関するシュミレーションを用いた検討 
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