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A. 研究目的 

本分担研究の目的は、iPS由来心筋

の成熟化技術を利用して、ヒトiPS細

胞由来心筋細胞株のデータを導入し

たインシリコモデルによる実験結果

を臨床データへ橋渡しすることであ

る。 

心毒性評価のin vitro実験系として

は、ヒトiPS細胞由来心筋の利用に注

目が集まっている。毒性評価系として

は、個々の細胞のばらつきが平均化さ

れる細胞シートが有利であり，実際、

国内外で、ヒトiPS細胞由来分化心筋

細胞を応用する動きが活発化してい

る。 

このような全体の流れの中で、イン

シリコ技術は、ヒトiPS心筋と臨床試

験の結果を橋渡しすることが求めら

れている。そこで、本研究では、イン

シリコ技術とヒトiPS技術を融合して

次世代の心毒性技術を開発するため

に、iPS細胞分化心筋の株間のばらつ

きに注目した。未熟なヒトiPS分化心

本分担研究は，iPS 由来心筋の成熟化技術を利用して、ヒト iPS 細胞由来

心筋細胞株のデータを導入したインシリコモデルによる実験結果を臨床デー

タへ橋渡しすることを目的とする。本研究計画の全期間を通じて、インシリ

コモデルで行った薬剤の催不整脈性の結果を成人心筋の結果へ変換するため

のパラメーターを実験的に取得する。ヒト iPS 細胞由来心筋細胞の電気的性

質は未熟型であるが、インシリコで成熟型に変換して，より臨床に即した心

毒性評価が実現化できることが期待される。 

 本年度は、本研究で使用する幹細胞由来分化心筋を成熟化する技術の特許

が国際公開された。そこで、本研究のために，ヒト iPS 細胞由来分化心筋細

胞を用いて、パッチクランプ法により、インシリコモデルに導入可能な実験

データを取得し、インシリコモデルに導入するパラメーターを算出した。 
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筋細胞の細胞特性は細胞株間でばら

つくとされており、薬物反応の結果に

差がある可能性が指摘されている。精

確な毒性予測のためには、どのiPS細

胞株を用いたとしても、同じ結論が得

られることが望ましい。どの細胞株も

利用可能とすることにより，国産iPS

細胞の利用拡大につなげたい。 

 

B. 研究方法 

この全体の流れの中で、本研究では、

今年度に国際特許が公開された独自

の成熟化技術（図１）をインシリコモ

デルに橋渡しする技術を構築する。そ

のためには、まず生命現象（ここでは

細胞内外の起電的イオン輸送）を数式

で記述する必要があり、そのために単

一細胞におけるパッチクランプデー

タを取得する。今年度は幹細胞由来市

販ヒト iPS 細胞由来心筋細胞を標本

として、幹細胞由来心筋の未熟的な性

質を表すための基礎データを取得し

た。取得したデータは、項目 4 芦原の

モデル構築に利用した。 

 

細胞の調製：項目 2 の古谷と同じ実験

プロトコルにより、細胞を解凍し再播

種時にパッチクランプ用のディッシ

ュに撒いた。グラスボトムディッシュ

（イワキ，日本：35 mm 径）のガラ

ス部分（10 mm 径）をラミニン（Sigma）

でコートし、細胞再播種直前に PBS

で洗浄した。 

 

パッチクランプ実験：本年は、CDI

社の iCell-CM を用いた。活動電位は

穿孔パッチクランプ法(37 oC)，膜電流

はホールセルパッチクランプ法(室温)

により、マニュアルモードで測定した。

パ ッ チ ク ラ ン プ の 増 幅 器 は 、

Molecular Devices 社 (CA, USA)の

Axopatch200B を 用 い て 、

Degidata1440 でデジタル化した（サ

ンプリング 2-5 kHz）。解析には、

pClamp9.2 および 10.3ソフトウェア

を用いた。使用した溶液は以下の通り

である。 

 

活動電位測定： 

細胞外液（normal Tyrode; NT）：135 

mM NaCl/ 0.33 mM NaH2PO4/ 5.4 

mM KCl/ 1.8 mM CaCl2/ 0.53 mM 

MgCl2/ 5.5 mM glucose/ 5 mM HEPES. 

(pH 7.4) 

細胞内液：110 mM aspartic acid, 30 

mM KCl, 1 mM CaCl2, 5 mM 

adenosine-5’-triphosphate magnesium 

salt, 5 mM creatine phosphate 

disodium salt, 5 mM HEPES, 10 mM 

EGTA.  (pH 7.25) + 0.3-0.6 g/ml 

amphotericin B を直前に添加． 

 

IK1電流測定： 

細胞外液：NT 

細胞内液：amphotericin B なし 

0.2 mM BaCl2感受性成分を算出。 

 

If電流測定： 

細胞外液：NT 

細胞内液：amphotericin B なし 

5 mM CsCl 感受性成分を算出。 

 

C. 研究結果 

 公開された特許内容の開発は、主に

業務主任者・黒川と業務担当者・諫田

によって遂行された。以下に、公開さ
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れた特許の内容を簡単に説明する。 

幹細胞由来分化心筋細胞に発現し

ている内向き整流性カリウムチャネ

ルの発現が低いことに注目し、本チャ

ネルのαサブユニットをコードする

遺伝子(KCNJ2)を導入することによ

り、電気的特性を成熟化する技術を開

発し、国際特許を公開した（図１）。

ヒトiPS細胞由来心筋細胞にKCNJ2

を過剰発現することにより、静止膜電

位が深くなり自動能を失い，外部刺激

を与えるとプラトー相がある心室筋

様の活動電位が発生した（図２）。本

成熟化技術によって得られたヒトiPS

細胞由来心筋細胞はペーシングが可

能であり、頻度依存性がある薬剤を評

価する系が構築できた（図３）。 

パッチクランプの電位固定モード

によりIK1電流を測定したところ、ヒト

iPS細胞由来心筋細胞での発現レベル

は非常に低いことが確認できた（図4）。

KCNJ2の過剰発現によりタンパク発

現は大きく増大し、ウェスタンブロッ

トによる解析では，モルモット心室筋

の約50倍のタンパク量であることを

示した。一方，興味深いことに、パッ

チクランプ解析では，モルモット心室

筋と同程度の機能発現であった（表1）。

0.2 mM BaCl2を処理してIK1電流を

阻害すると、自動能が発生した（図4）。

さらに、ヒトiPS細胞由来拍動心筋細

胞に5 mM CsClを添加してIf チャネ

ルを選択的に阻害しても、自律拍動は

消失せず、拍動頻度が20％程度減少し

ただけであった（図5）。なお，成熟

化処理の有無に関わらず、幼若心筋に

特徴的に発現しているIf電流の成分が

計測された（図５）。 

 

D. 考察 

 本研究では、独自の幹細胞由来分化

心筋を成熟化する技術を利用する。本

年は、本技術が国際特許公開され

（WO2014/192312A1）、学会等にお

いても本技術に関する研究結果を発

表した。本技術は、ヒト ES 細胞由来，

胚葉体による分化誘導，化学的誘導な

ど種々の幹細胞由来心筋細胞にも応

用可能であった。今後は、この成熟型

ヒト心筋細胞を成人心筋電気活動の

実験モデルとして、インシリコツール

の開発に応用する。 

 本年は、主として、成熟化技術の基

礎的理解のために、IK1 電流および If

電流を計測し，それぞれのイオンチャ

ネル電流が自動能に与える影響を調

べた。今回，驚いたことに、KCNJ2

遺伝子導入により IK1 チャネルを強制

発現させた場合にでも，機能的には他

のほ乳類心室筋と同レベルまでしか

発現しなかった。この結果から、IK1

電流量を一定にコントロールする仕

組みが心筋細胞自体に存在すること

が示唆され、一つの可能性として、膜

タンパクのトラッフィッキングによ

る制御が考えられる。実は、図 1 の共

焦点画像からも膜以外にも細胞内に

ドット状に GFP シグナルが観察され

た。従って、他のグループによる従来

研究のように、mRNA 量の測定のみ

から得られた発現比は、現実の細胞特

性を反映しない危険性がある。我々は，

膜タンパク質を定量する永森らのプ

ロテオミクスを取り入れることによ

り、より精確な実験データを取得する

ことを可能にしている。 
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 BaCl2 による IK1 電流阻害によって

自動能が復活したことから、ヒト iPS

細胞由来心筋細胞の自動能消失の直

接的原因はKCNJ2遺伝子導入により

増加した IK1 電流成分の増加であるこ

とを見出した。増加した IK1 成分の電

流量はほ乳類心室筋のレベルと同程

度であり、本細胞モデルは，さほど実

細胞からかけ離れているわけではな

いと考えられる。 

一方、ヒト iPS 細胞由来心筋細胞に

は、ペースメーカーチャネルと呼ばれ

る If チャネルが機能的に発現してい

ることを示した（図５）。Ifチャネルは

幼若な心筋に特徴的に発現している

ことから、ヒト iPS 細胞由来心筋細胞

が幼若な性質を有するという過去の

報告とも一致する。なお，If 電流を 5 

mM CsCl で完全に阻害しても自動能

は消失しなかったことから、If チャネ

ルは自動能の決定因子ではないこと

が示唆された。 

今後は，他のイオンチャネルも同様

に解析し，モデル構築の実験データを

取得する。次の機能解析の候補は Na+

電流と L 型 Ca2+電流であり、古谷と

共同して電気生理学的解析を行う。 

 

E. 結論 

国際特許が公開されたヒト iPS 細

胞を成熟化する技術について、単一細

胞におけるデータを取得した。本年は、

If 電流ではなく、IK1 電流がヒト iPS

細胞由来心筋の自動能決定に大きく

寄与していることを示し，電流密度な

どインシリコモデルに導入可能な実

験データを得た。 
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 未熟型 iCell-CM 

(GFP) 
成熟型 iCell-CM 
(GFP-KCNJ2) 

成体モルモット 
心室筋細胞 

刺激電位 IK1電流密度 (A/F) IK1電流密度 (A/F) IK1電流密度 (A/F) 
 
-120 mV 
 

 
-1.8 ± 0.6 

 
-64.8 ± 9.2 

 
約－40 

-50 mV 
 

0.06 ± 0.07 4.0 ± 1.0 約 3 

 
表１：心筋細胞における IK1電流密度測定． 
ヒト iPS 由来心筋細胞（iCell-CM, CDI）（GFP で標識したネガティブコントロールお
よび KCNJ2 強制発現細胞, N=7-9）および参考値としてモルモット心室筋細胞のデー
タ(Yang DH et al. J Physiol. 2005;563:713-724 の figure から計測)を示す。 
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