
 
 

厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等克服研究事業(難治性疾患克服研究事業)） 

分担研究報告書 

 
ヒト iPS 細胞由来分化心筋細胞に関する長期培養による成熟化の検討 

 

分担研究者 牧山 武  京都大学大学院医学研究科循環器内科学 助教 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

A. 研究目的 

ヒト人工多能性幹（induced pluripotent stem: 
iPS）細胞は、移植治療、疾患の病態解明への有

用性が期待され、現在、非常に盛んな研究が行わ

れている。心疾患に関する方用に関しては、成人

心筋に比べ未熟であることが研究応用への妨げ

となっており、今回、我々は、1 年までの長期接

着培養における組織学的、遺伝子発現の成熟化を

検討した。 

 

B. 研究方法 

健常人皮膚より樹立した線維芽細胞に、山中 4

因子（OCT3/4、SOX2、KLF4、c-MYC 遺伝子）

をレトロウイルスにて導入し作製された iPS 細

胞株（201B7）を用いた。胚様体形成法（Yang et 

al. Nature 2008）を用いて心筋分化し、14、30、

60、90、180、360 日の分化心筋の解析を行った。

（接着培養）電子顕微鏡、免疫染色を用いた組織

学的解析、定量的 RNA 解析を用いた遺伝子発現

解析を行った。 

 

C. 研究結果 

ヒトiPS細胞は、心筋分化開始後、day 8より自己

拍動を開始し、day 360まで胚様体は自己拍動を続

けたが、拍動数の減少を認めた。(day 30, 73.2±34.9 

bpm, n=41 vs. day 360, 32.2±14.2 bpm, n=42, p＜
0.0001) 酵素処理にてばらした単一心筋細胞の細

胞面積は増加していた。(day 30, 3277.4 ± 1679.5 

μ㎡ vs. day 360, 4067.9 ± 1814.6 μ㎡, p=0.01) 自
己拍動のある胚様体における心筋細胞の割合を検

討するため、microdissection後、酵素処理を行い、

免疫染色を行った。心筋トロポニンI陽性の心筋細

胞を、day 30, 61% (n=213), day 360, 64%(n=191) 認

め、他に、βⅢ-tubulin陽性の線維芽細胞、 α-SMA

陽性の神経細胞を認めた。また、day 360では、

MLC2v陽性、MLC2a陰性細胞が36%から60%に増

加し、心室筋への成熟化傾向を示した。電子顕微

鏡を用いた組織学的解析では、day14では、サルコ

メアが粗であるが、day30以降密になり、A, I帯の

出現を認めた。day 60からday 90にて、H帯が出現

し、day 360にてようやく一部の心筋にてM帯を認

めた。（図） 

遺伝子発現の解析では、M帯関連蛋白(LRRC39, 

MYOM1, MYOM2)は、成人心筋に比べて低下し、

経時的増加も少なく、電子顕微鏡によるサルコメ

アの成熟化の遅延に合致する結果であった。 

 

 

研究要旨 ヒト人工多能性幹（induced pluripotent stem: iPS）細胞は、移

植治療、疾患の病態解明への有用性が期待され、現在、非常に盛んな研究が行

われている。ヒト iPS 細胞由来分化心筋は、成人心筋に比べ未熟であることが

研究応用への妨げとなっており、今回、我々は、1 年までの長期接着培養にお

ける組織学的、遺伝子発現の成熟化を検討した。電子顕微鏡を用いた解析では、

経時的にサルコメアの緻密化、A, H, I 帯の形成を認めたが、成熟心筋にみら

れる M 帯に関しては、1 年にてようやく一部の心筋に認めるのみであった。M

帯関連蛋白は、ヒト成人心筋に比べて遺伝子発現が低く、組織学的所見と合致

した。本研究では、初めて M帯を形成した iPS 細胞由来分化心筋を認めたが、

成熟化は緩徐で、不完全であり、より効率的な成熟化法の開発が必要であると

考えられた。 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D. 考察 

本研究は、ヒト iPS 細胞由来分化心筋の長期接

着培養における成熟過程を明らかにした。day 30

と day 360 の比較にて、細胞面積の増加や拍動数

の低下を認め成熟化の進行と考えられた。遺伝子

発現でも、MLC2v 陽性、MLC2a 陰性細胞数が増

加し、成熟化傾向を示した。day 360 にてようや

く M 帯のある心筋細胞を認めたが、割合は数%
と少なく、緩徐な成熟過程であると考えられた。

要因としては、ヒト成人心にある液性因子、機械

的ストレスなどの欠除が要因と推察された。 
本研究の limitation として、micro dissection で

胚様体を切りとり RNA 定量を行ったが、胚様体

には非心筋細胞も含まれている。心筋トロポニン

I 陽性の心筋細胞が、約 60%であった。但し、

microdissection 後、3 日間培養後に解析しており、

その間に非心筋細胞は増加することを考慮する

と実際の割合はそれより高いと考えられた。 

 

E. 結論 

幹細胞由来分化心筋の未熟さは以前より指摘

されているが、本研究では、長期培養にて初めて

M 帯を形成した iPS 細胞由来分化心筋を認めた。

但し、成熟化は緩徐で不完全であり、より効率的

な成熟化法の開発が必要であると考えられた。 

（本研究は Kamakura T, Makiyama T et al. Circ 

J  2013 に発表） 
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