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研究目的 

重症心不全をはじめとした心臓病は我が国における死因の常に上位を占めており、新しい治療の開発

が急務である。心臓再生は心臓病の新しい治療法として脚光を集めており、 iPS細胞などの幹細胞を用

いた細胞移植法は期待されているが、その使用には幹細胞混入による腫瘍形成の可能性、移植細胞

の長期生着の問題、周囲の心筋組織との電気的結合など様々な課題が指摘されている。これに対して

我々は心臓線維芽細胞を生体内において直接心筋細胞へ分化転換できれば新しい心臓再生治療

につながる可能性があると考え研究を開始した。これまでに我々は世界で初めてマウス心筋リプロ

グラミング因子として心筋特異的な3つの転写因子（Gata4, Mef2c, Tbx5, 以下GMT）を同定した (Ieda 

et al, Cell, 2010)。またマウス心筋梗塞モデルにGMTを導入して生体内で心臓線維芽細胞を心筋に転

換できること（Inagawa et al, Circ Res, 2012）、さらにヒトではGMTに2因子(Mesp1, Myocd)を加えた５因

子がヒト心筋リプログラミング因子であることを世界に先駆けて報告した（Wada et al, PNAS, 2013）。以

上のように心筋リプログラミング研究は急速に発展しているが、今後の課題としては心筋リプログラミン

グ効率のさらなる改善、リプログラミングの分子機構解明などが重要である。そこで本研究では、(1) 心

筋特異的マイクロRNAを同定して、マイクロRNAによる心筋リプログラミング効率のさらなる改善を目指

した。さらに、(2) 細胞外シグナル分子のなかで心筋リプログラミングを促進する因子を同定し、心筋リ

プログラミングの分子制御機構を解明することを研究目的とした。 

 

研究手法と主な成果 

1. マイクロ RNA による心筋リプログラミング促進と分子基盤解明 

心筋特異的マイクロ RNAの中から心筋リプログラミングを促進するマイクロ RNA として miR-133を同定

することに成功した。miR-133はヒト心筋リプログラミングを約 10倍改善した。さらにその分子メカニズム

解明のため誘導心筋細胞の遺伝子発現を解析したところ、miR-133 は線維芽細胞遺伝子を抑制して

いることが分かった。miR-133 のターゲット遺伝子を探索したところ、上皮間葉転換のマスター因子であ

る Snai1 が直接の新規ターゲット遺伝子であることがわかった。Snai1 の過剰発現、ノックダウン実験で

心筋誘導はそれぞれ抑制、促進されることを確認し、miR-133 が Snai1 の抑制、線維芽細胞の形質抑

制を介して心筋リプログラミングを促進する、という新しい分子機構を明らかにし論文発表した（Muraoka 

et al, EMBO J, 2014）。本研究成果はマスメディアでも報道され大きな反響をよんだ。 

2. 細胞外シグナルによる心筋リプログラミング促進と分子機序 

本研究では幹細胞から心筋分化の過程で使用されている化合物や細胞増殖因子による心筋リプログ

ラミング効果をスクリーニングした。3 つの心筋誘導遺伝子 GMT 導入したのち、培養液中に化合物を添

加した結果、線維芽細胞増殖因子（Fibroblast growth factor, FGF）2、FGF10、血管内皮細胞増殖因子

（vascular endothelial growth factor, VEGF）の３つの細胞増殖因子（以下ＦＦＶ）を無血清の細胞培養

液に添加することで、従来のウシ血清を用いた方法と比べて約 40 倍心筋誘導効率を改善することに成

功した。またＦＦＶを用いることで、心筋誘導に必要な外来遺伝子を 2 因子に減らすことに成功し、さらに

その分子メカニズムとしてＦＦＶが PI3K/Akt や p38MAPK 経路を介して心筋リプログラミング遺伝子

Gata4、Gata6、Hand2、Nkx2-5 の発現を誘導することを明らかにした。動物由来の血清を使用せず、

FGF2,FGF10,VEGFなどの defined factorsのみで高効率な心筋直接作製法を報告したのは世界初にな

り、本論文は Stem Cell Reports 誌の表紙を飾った（Yamakawa et al, Stem Cell Reports,2015）。 
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目的 

心臓病は死亡原因の常に上位を占め、新しい治療の開発が真に望まれる。心臓病治療が難しい理

由としては心筋細胞が終末分化細胞であり複製能力がないことが挙げられる。心筋梗塞などの心臓障

害後に心筋細胞は再生できないため心機能低下、心不全死につながる。そこで心筋再生医療は心臓

病に対する未来の治療として期待されており、iPS 細胞をはじめとした幹細胞はその有力な細胞源とし

て世界中で活発に研究が行われている。しかし幹細胞の使用には分化誘導効率、腫瘍形成の可能

性、細胞の生着の問題など様々な問題が指摘されている。我々は心臓内に多数存在する心臓線維芽

細胞を直接その場で心筋細胞に転換できたらこれらの問題を解決できる可能性があると考え研究を開

始した。 

マウス心筋リプログラミング遺伝子の同定では心臓発生に重要な 14 の因子を選びスクリーニングし

た。心筋細胞のみ GFP を発現するαMHC-GFP トランスジェニックマウスを作製し、GFP 陰性の線維芽

細胞にレトロウイルスで 14 因子同時に導入したところ、1-2%の細胞が心筋遺伝子の活性化を意味する

αMHC-GFP 陽性細胞に転換した。因子を一つずつ除くことにより最終的に Gata4/Mef2c/Tbx5 (以下

GMT)の 3 つの遺伝子の組み合わせでマウス線維芽細胞を心筋細胞へ直接リプログラミングすることに

成功し、この細胞を誘導心筋細胞 (iCM, induced cardiomyocyte)と名付けた（Ieda et al, Cell 2010）。

次に心筋リプログラミング遺伝子による生体内心筋リプログラミングを検討した。3 つの心筋リプログラミ

ング遺伝子（GMT）を個別に作成し混ぜてマウス心臓に遺伝子導入したところ、心筋梗塞部位の内在

性心臓線維芽細胞を心筋様細胞に転換することができた。さらにこの実験では 3 因子を同時に発現す

るポリシストロニックベクターを開発して、このベクターにより成熟した心筋様細胞の誘導効率を２倍に

改善できることも示した。以上の結果から心筋リプログラミング因子を適切に遺伝子導入することで、生

体内でも心筋梗塞部位の線維芽細胞から心筋様細胞を直接作製できることを明らかにした（Inagawa 

et al, Circ Res, 2012）。さらにヒト細胞に関してはマウスで有効であった３つの遺伝子 Gata4, Mef2c, 

Tbx5 のみではヒト細胞の心筋誘導に不十分であることが分かった。そこで新たに心筋細胞特異的に発

現している 11 の遺伝子の中からヒト心筋リプログラミングに必須の因子をスクリーニングした。方法とし

て、FACS、定量的 RT-PCR、免疫染色など多方面よりスクリーニングした。その結果、GMT にさらに 2

因子(Mesp1, Myocd)を加え 5 因子(GMTMM）にすることでヒト心筋リプログラミング効率が著明に改善す

ることを見出した。GMTMM により誘導されたヒト心筋様細胞は心筋特異的な遺伝子発現を示し、また

心筋に特徴的な生理機能も確認できた（Wada et al, PNAS, 2013）。 

この直接リプログラミング法は（1）iPS細胞を経ず心筋細胞のみ作製できる（2）作製までの時間が短

縮し、過程も単純である（3）臓器再生のために心臓へ細胞移植する必要がなくなるなど大きな利点があ

り、これまでの心臓再生研究の課題を解決し心筋梗塞の新しい治療法になることが期待できる。以上

のように心筋リプログラミング研究は急速に発展しているが、転写因子のみによる心筋誘導は十分とは

いえず、またその分子メカニズムは全く不明であった。そこで、本研究では、(1) 心筋特異的マイクロ

RNAを同定して、マイクロRNAによる心筋リプログラミング効率のさらなる改善を目指した。さらに、(2) 

細胞外シグナル分子のなかで心筋リプログラミングを促進する因子を同定し、心筋リプログラミングの

分子制御機構を解明することを研究目的とした。 

 

研究方法と研究結果 

1. マイクロ RNA による心筋リプログラミング促進と分子基盤解明  

(1) 心筋特異的に発現するマイクロ RNA の網羅的解析 

心筋リプログラミングを促進するマイクロ RNA を見出すため、候補因子として心筋特異的に発現するマ

イクロ RNA を同定した。マイクロアレイの結果、miR-1,miR-133, miR-208, miR-499 の４つの心筋特異 
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的マイクロ RNA を見出した。  

(2) miR-133 が心筋リプログラミングを促進 

複数の心筋特異的マイクロ RNA の中から心筋リプログラミングを促進するマイクロ RNA を同定した。

-MHC GFP マウス線維芽細胞に Gata4/Mef2c/Tbx5 の 3 因子を導入する際に、同時にマイクロ RNA 

mimic (miR)を導入して心筋誘導効果をαMHC-GFP、cardiac troponin T (cTnT)の心筋マーカーで

FACS により定量的に解析した結果、miR-133 が心筋リプログラミングを 8 倍促進することを見出した

（図 1）。生理機能として自律拍動する細胞数は GMT 群と比較して 7 倍に増加し、さらに細胞拍動まで

従来 1か月かかったところをわずか 10日間で達成し心筋誘導までの期間も短縮できることを見出した。 

 

 

 (図 1) 心筋マイクロ RNA に

よる心筋誘導促進を FACS、

免疫染色で解析。 

 

 

 

 

 

 

 

(3) miR-133 は Snai1 を直接抑制して線維芽細胞の形質を抑制する 

マイクロ RNA による心筋リプログラミングの制御機構を解明するため、miR-133 導入により発現が変化

する遺伝子を網羅的に解析した。GMT あるいは GMT/miR-133 を-MHC GFP マウスの線維芽細胞に

導入して経時的に誘導心筋細胞を FACS で回収して全遺伝子発現をマイクロアレイ法で解析した(図

2)。変化した遺伝子群の特徴を GO term 解析、Pathway 解析、Scatter plot 解析などにより検討した結

果、線維芽細胞特異的な遺伝子群が miR-133 により低下していた。またバイオインフォマティクス、

Luciferase により上皮間葉転換(線維芽細胞分化)のマスター因子である Snai1 が miR-133 の新規ター

ゲット遺伝子であることを同定した(図 3)。 

 

(図 2) マイクロアレイで

miR-133 により線維芽細

関連遺伝子が低下するこ

とを確認（左）。 

 

(図 3) Luciferase assay で miR-133 は Snai1 の 5’-UTR に結合して Snai1

発現を抑制する（右）。 

 

 

 

(4) miR-133 によるヒト心筋誘導促進  

miR-133 をヒト心筋リプログラミングの５因子(Gata4, Mef2c, Tbx5, Mesp1, Myocd)と一緒にヒト線維芽

細胞に導入して心筋誘導効果を解析した。その結果ヒトにおいても、miR-133 を加えることで心筋様細

胞の誘導が約 10 倍改善した（図 4）。さらにヒト細胞においても miR-133 による Snai1 の抑制と線維芽

細胞の特性消失が心筋誘導促進に重要な役割を果たすことがわかった。以上より、心筋誘導遺伝子

に筋特異的マイクロ RNA である miR-133 を加えることでマウス及びヒト心臓線維芽細胞から短期間で

効率的に心筋様細胞を直接作製することに成功した(Muraoka et al, EMBO J, 2014)。 

 

(図 4) ヒト細胞で miR-133 による心筋リプログラミング。心筋誘導が１０倍に改善。 
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2. 細胞外シグナルによる心筋リプログラミング促進と分子機序  

(1) 心筋誘導を促進する因子のスクリーニングと FGF2/FGF10/VEGF の同定  

マウス線維芽細胞から拍動する心筋細胞誘導を促進する化合物を同定するため、これまで幹細胞から

の心筋誘導において高い効果を示した小分子化合物やサイトカインをスクリーニングした。

Gata4/Mef2c/Tbx5(GMT)を遺伝子導入し、翌日から培養液を無血清培地に変え 8 化合物をスクリーニ

ングし 4 週後に拍動心筋の数を計測した。FGF2, FGF10, VEGF 単独で拍動心筋誘導が改善し、さらに

FGF2, FGF10, VEGF をさまざまな組み合わせで投与したところ、FFV すべてを同時に投与した群で著

明に心筋誘導が改善した（図 5 左、中）。また時間経過をみたところ、既存の血清を用いる方法に比べ

て早期より心筋拍動が見られ、最終的に拍動する心筋の数は約 40 倍に増加した（図 5 右）。FFV で得

られる誘導心筋細胞を免疫染色法で確認し、様々な心筋蛋白の発現と横紋構造形成を確認した。 

 

（図 5）心筋誘導化合物のスクリーニ

グ 

（左）FGF2, FGF10, VEGF で拍動細

増加  （中） FFV の組み合わせで拍

細胞著明に増加  

（右）FFV により早期から心筋拍動を

とめた 

 

(2) FFV により 2 因子で心筋リプログラミング 

これまでの心筋リプログラミングでは Gata4/Mef2c/Tbx5 と３つの転写因子を線維芽細胞に遺伝子導入

する必要があった。FFV により心筋誘導が改善したため、導入遺伝子を減らすことが可能か検討した。

その結果 Mef2c/Tbx5 の 2 因子のみでも拍動する心筋の誘導が可能であった。 

 

(3) FFV による心筋リプログラミング改善の分子メカニズム 

次に化合物による心筋リプログラミング改善の分子メカニズムを解析した。1. 血清入り培地群、2. 無

血清培地群、3. 無血清培地/FFV 添加群の３群にわけて遺伝子の発現変化をマイクロアレイで解析し

た。また細胞拍動開始前後の 2,4週で遺伝子発現を比較し、その間で変化する遺伝子群を GO term解

析や Pathway 解析で評価した。その結果、FFV 添加群心筋細胞の生理機能に関与する遺伝子群が上

昇していた(図 6）。また FFV による細胞内シグナル伝達経路を調べたところ、PI3K/Akt と p38MAPK を

介して複数の心筋リプログラミング遺伝子の発現が上昇して心筋リプログラミングを促進することがわ

かった。 

 

 

(図 6）FFV で変化する遺伝子群  

FFV により心筋関連遺伝子が上昇  

 

 

 

 

 

 

 

考察と今後の課題 

以上より世界に先駆けて、心筋リプログラミング効率の改善とリプログラミングの

分子機構解明に成功した(Muraoka et al., EMBO J,2014)（Yamakawa et al, Stem 

Cell Reports,2015）（図 7 表紙に掲載）。今後の課題としては心筋直接リプログラ

ミングによる心臓再生を臨床応用していくために、安全なベクターの開発、大動

物を用いた前臨床研究などを行う必要がある。  

 

（図 7） Stem Cell Reports 誌の表紙に掲載 
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