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研究成果の概要（和文）：我が国においても循環器疾患患者が急増しており、その病態生理の解明と新規治療法の開発
が待望されている。Wntシグナルは、個体発生、幹細胞機能維持、発癌などに関与することが知られるシグナル伝達経
路である。本研究において我々は、心臓発生を正に制御するタンパクであるIGFBP4がWntシグナルを抑制するメカニズ
ムを明らかにした。また、Wntシグナルを時期特異的に制御することで再生医療や創薬に利用可能な心筋細胞をヒトiPS
細胞やマウス間葉系幹細胞から効率良く分化誘導することに成功した。さらに老化および心不全発症に伴って血中で増
加しWntシグナル活性化を介して病態形成に関与する分子としてC1qを同定した。

研究成果の概要（英文）：Patients with heart diseases are increasing in number, and elucidation of the path
ophysiology and development of novel therapeutic strategies for heart diseases are mandatory. Wnt signalin
g pathway plays multiple roles in development and diseases, and recent studies have also implicated Wnt si
gnaling both in heart development during embryogenesis and heart diseases in the adult. In the present stu
dy, we have clarified the molecular mechanism how IGFBP4 inhibits Wnt signaling and promotes heart develop
ment. We have also identified that activation of Wnt signaling followed by inhibition of Wnt signaling by 
using small molecules can efficiently induce cardiac differentiation of  human iPS cells and mouse mesench
ymal stem cells. Finally,  we have identified that complement protein C1q is increased in the serum of hea
rt failure model mice and may play detrimental role in the progression of heart failure.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
１．心筋分化機構研究の意義と重要性 
 欧米型のライフスタイルが一般的になり
虚血性心疾患が増加するにつれ心臓病は増
加傾向にある。特に心機能が著明に低下した
重症心不全患者の予後はきわめて不良であ
り、現時点では心臓移植が唯一の根治療法と
なっている。ドナー不足のために心臓移植の
恩恵を受けられる患者数がきわめて少ない
現状から、心臓移植にかわる治療法として心
筋再生治療，とりわけ ES 細胞や iPS 細胞な
どの多分化能をもつ細胞から機能的な心筋
細胞を作成し心臓に移植する細胞移植療法
が非常に注目されている。しかしながら、こ
れらの再生治療の実用化にあたっては ES 細
胞／iPS 細胞などから心筋細胞を選択的かつ
大量に分化誘導する技術の開発が必須であ
り、そのためには心筋細胞分化の分子機構を
明らかにすることが必要になる。すなわち、
心臓発生・心筋細胞分化の分子機構を明らか
にすることが、心筋再生治療法を確立するう
えできわめて重要と考えられる。 
 
２．心筋細胞分化における Wnt シグナルの重
要性 
 胎児発生過程における各臓器の発生分化
は、胚葉間あるいは臓器・組織間の相互作用
によって制御されており、心臓発生に関して
は、発生初期に未分化中胚葉から心臓中胚葉
が決定される段階において、隣接する内胚
葉・外胚葉から分泌されるWnt，Wnt inhibitor
などの液性因子によるシグナルが重要であ
ることが明らかにされている。ES 細胞を用い
た我々の検討でも、分化誘導初期では Wnt シ
グナルは心筋分化を促進し，分化誘導後期で
は逆に心筋分化を抑制すること、また、分化
誘導初期にWntシグナルを活性化して分化誘
導後期では Wnt シグナルを抑制すると、非常
に高い効率で ES 細胞から心筋細胞を分化誘
導できることが明らかになった。以上の結果
はWntシグナルの心筋分化に対する作用が発
生時期によって異なっており、発生時期に応
じてシグナルを調節することが心筋分化に
重要であることを示すものである。 
 さらに新たな心筋分化誘導因子を探索
する試みから、insulin-like growth fac
tor (IGF)に結合する蛋白として知られ
ていたIGFBP-4がWntシグナルを抑制する
ことにより心筋分化を促進することが明
らかになった。ツメガエル胚でIGFBP-4の
作用を阻害すると一旦形成された心臓が
消失してしまうことから、IGFBP-4によるW
ntシグナルの阻害が、発生後期の心臓形成
にきわめて重要であるものと考えられる。 
 
３．心筋障害における Wnt シグナルの重要性 
 心筋梗塞は、心筋を還流する冠状動脈の閉
塞により閉塞部位より末梢の心筋組織が壊
死に陥る疾患であり、心不全の原因疾患のな
かで最も頻度が高く、近年さらに増加傾向に

ある。最近 Wnt inhibitor のひとつである
secreted frizzled related protein 2 
(SFRP2)を分泌する細胞を虚血部位に移植す
ることにより、梗塞範囲が著明に減少するこ
とが報告された。この結果は Wnt シグナルが
心筋障害を増悪させていることを示唆する
ものと考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では以下の３点について検討するこ
とにより、Wnt シグナルによる心臓発生制御
の分子機構を解明するとともにWntシグナル
を標的とした新たな循環器疾患治療法の開
発を目指す。 
(1) IGFBP-4 による Wnt シグナル抑制と心筋
分化誘導の分子機構を明らかにする。 
(2) Wnt, Wnt inhibitor を用いた未分化幹細
胞からの高効率心筋分化誘導法を確立する。 
(3) Wnt, Wnt inhibitor を利用した心筋再生
治療法を開発する。 
 我々を含む複数のグループにより、心臓の
発生段階の各ステップにおいてWntシグナル
が極めて重要な役割を果たしていることが
明らかにされ、さらに最近では Wnt シグナル
が成人期の心不全発症に促進的に働く可能
性が示唆されている。Wnt シグナルによる心
臓発生・心筋細胞分化の分子機構や心臓疾患
発症における役割の解明は、心臓の再生を含
めた新しい治療法の開発につながると考え
られる。また得られた研究成果は、循環器領
域のみならず、Wnt シグナルが関与する他の
様々な分野においても応用されることが期
待される。 
 
３．研究の方法 
(1) IGFBP-4 による Wnt シグナル抑制と心筋
分化誘導の分子機構を明らかにする 
(1)-1: IGFBP-4によるWntシグナル抑制の
分子機構を明らかにする 
 我々のこれまでの検討によりIGFBP-4が
Wnt シグナルを抑制することは明らかにな
ったが、IGFBP-4 による Wnt シグナル抑制
の分子機構については十分明らかにされ
ていない。 
 Wnt シグナルは Fz と LRP5/6 の２つの受
容体によって伝達されるが、Wnt による２
つの受容体の活性化機構については、未だ
不明な点が残されている。そこで Fz と
LRP5/6 の会合様式について様々な変異体
をもちいて、生化学的解析をするとともに、
FRET/BRET のシステムを用いて real-time
で解析することにより、未解明の Wnt シグ
ナルの活性化および抑制のメカニズムを
明らかにする。 
(1)-2: Wntシグナル抑制による心筋分化誘
導の分子機構を明らかにする 
 発生後期にWntシグナルを抑制すること
により心筋分化が促進されることはすで
に明らかになったが、そのメカニズムにつ
いては不明である。そこでゼブラフィッシ



ュ胚、ES 細胞を用いて、Wnt シグナル抑制
による心筋分化誘導の分子機構を明らか
にすることを試みる。 
(2) Wnt、Wnt inhibitor を用いた未分化幹細
胞からの高効率心筋分化誘導法を確立する 
 これまで我々はWntシグナルを時期特異的
に調節することにより、心筋分化誘導効率が
上昇することを明らかにした。そこで、ES 細
胞およびすでに極く一部が心筋細胞に分化
することが知られている脂肪由来の間葉系
幹細胞を用いて、複数の液性因子の組み合わ
せによる高効率心筋分化誘導法の確立を目
指す。 
(3) Wnt シグナルの心臓疾患発症における役
割を解明する 
 虚血性心疾患などによって生じる心筋傷
害にWntシグナルが関与している可能性が考
えられており、Wnt シグナル抑制が心疾患の
治療標的となる可能性がある。そこでまず基
礎的な検討として、マウスの心筋傷害モデル
を用いて以下の解析を行う。 
(3)-1: 傷害心筋で発現する Wnt、Wnt-like 
ligand を明らかにする 
 傷害心筋において発現量が増加する Wnt、
Wnt-like ligand 、逆に低下する Wnt 
inhibitor があるかについて、qRT-PCR な
どを用いて検討する。また傷害心筋で発現
している未知の Wnt-like ligand を明らか
にするために、Wnt-like lingad が結合す
ると考えられる可溶型 Frz8 受容体細胞外
ドメイン（Frz8-CRD）に結合する分子の単
離同定を試みる。 
   発現量の変化するWnt、 Wnt-like ligand
の病態における意義を明らかにするため
に、その阻害分子を投与することにより、
心臓疾患が軽減するか否か、検討する。 
 
４．研究成果 
(1) IGFBP-4 による Wnt シグナル抑制と心筋
分化誘導の分子機構 
(1)-1: BRET法によるWnt受容体FrzとWnt
共受容体 LRP6 の会合様式の解明 
FrzとLRP6の会合様式を解明するため、Frz
および LRP6 の細胞内ドメインにそれぞれ
GFP、ルシフェラーゼを融合させたコンス
トラクトを作製した。これらコンストラク
トを細胞に強制発現させたところ BRET 比
の著しい上昇が認められ、野生型 Frz を共
強制発現させることでその上昇が抑制さ
れたこと、さらに Wnt との結合部位を欠く
Frz と GFP の融合コンストラクトを用いて
も BRET 比の上昇が認められたことから、
FrzとLRP6はWntタンパクの非存在下でも
複合体を形成していることが明らかにな
った（図１）。 
(1)-2: IGFBP-4 の LRP6 への結合と多量体
形成阻害を介した Wnt シグナル抑制機構 
同様に細胞内ドメインに GFP、ルシフェラ
ーゼを融合させた LRP6 コンストラクトを
それぞれ同時に強制発現させた後にWntタ

ンパクによる刺激を加えることで BRET 比
の上昇が認められたことから、Wnt 刺激に
より LRP6 同士が会合し多量体を形成する
ことが明らかとなった。また、IGFBP-4 が
LRP6と結合すること、IGFBP-4存在下でWnt
刺激を行なうと LRP6 の多量体形成が阻害
されることから、IGFBP-4はLRP6に結合し、
その多量体形成を阻害することでWntシグ
ナルを抑制していることが明らかになっ
た。 

 
(2) 心不全モデルマウスの心臓で発現が増
加する新規 Wnt シグナル活性化物質の同定 
(2)-1: C1qは心不全モデルマウス血中で増
加する新規Wntシグナル活性化物質である。 
Wnt シグナルを抑制することで心筋梗塞後
の梗塞範囲が縮小することが報告されて
おり、Wnt シグナルが心筋梗塞後の細胞死
もしくはリモデリングに影響を与えてい
る可能性が考えられた。我々は高齢マウス、
そして様々な心不全モデルマウスの血液
に、通常のマウスと比べて高い Wnt シグナ
ル活性化能が存在することを見出した（図
２）。 

 
 血清による Wnt シグナル活性化が Wnt 受
容体Frzと結合することが報告されている
ことから、Frz-Fc 融合タンパクを用いて
Frz 結合タンパクを沈降した後、SDS-PAGE



で展開し、質量分析法を用いて心不全モデ
ルマウス血中で増加するFrz結合タンパク
として古典的補体経路の第 1 因子である
C1q を同定した。細胞質-catenin 量、Wnt
シグナルを評価するルシフェラーゼアッ
セイ、Wntシグナル標的遺伝子であるAxin2
の発現といった従来のWntシグナル活性評
価法を用いた結果、C1q は単独で Wnt シグ
ナルを活性化することが明らかになった
（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2)-2: C1qによるWntシグナル活性化機構 
血清が有する Wnt シグナル活性化能は C1q
除去血清では消失している一方、古典的補
体経路でより下流に位置するC3や C5除去
血清では保たれていた。また、C1q 欠損マ
ウスでは野生型マウスや C3 欠損マウスと
比べ全身で Axin2 の発現が低いことから、
C1q が古典的補体経路を介さずに Wnt シグ
ナルを活性化することが示唆された。一方
で C1q と複合体を形成する蛋白分解酵素
C1s に対する中和抗体により C1q 誘導性
Wnt シグナル活性化が消失したことから、
C1s によるタンパク分解が Wnt シグナル活
性化に重要であることが示唆された。 
そこで Wnt の共受容体である LRP6 の細
胞外ドメインとC1sとを反応させたところ
C1sがLRP6を792R/793Aの間で切断するこ
とを見出した。C1q による Wnt シグナル活
性化は切断部位に変異を入れた LRP6 の強
制発現によって失われること、792R より N
末端側のアミノ酸を欠く LRP6 を強制発現
させることでWntシグナルが強く活性化さ
れることから、C1q は C1s を介した LRP6 の
切断を介してWntシグナルを活性化するこ
とが明らかになった（図４）。 
(2)-3: C1q は不全心で増加し Wntシグナル
活性化を通じ心臓線維化を引き起こす。 
心不全モデルマウスにおいても血中C1q濃
度は正常マウスと比べて約3倍に増加して
いる。心不全モデルマウスの各種臓器を調
べたところ、心臓で C1q, C1r, C1s の発現
がいずれも 3倍以上に増加しており、心不
全モデルマウスの心臓におけるC1qの発現
が血中C1q濃度の増加を引き起こしている
ことが示唆された（図５）。 
 心不全モデルマウスの心臓組織全体で
Axin2 の発現に大きな変化は認められなか
っ た が 、 Tcf7 や Wisp(Wnt-inducible 
secretory protein)といった Wnt 標的遺伝
子の発現が著明に増加していたこと、Wnt 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

遺伝子に大きな発現の変化が認められな
いことから、不全心においても C1q が Wnt
シグナルを活性化している可能性が示さ
れた。さらに GSK3 阻害剤(GSK3 が阻害され
ると-catenin の分解が抑制され、Wnt シ
グナル活性化が模倣される)を全身投与す
ることで心臓に強い線維化が認められた
ことから、不全心で C1q が増加、Wnt シグ
ナルを活性化させ線維化を増強させるこ
とで心不全の進行を促している可能性が
示唆された。 
 以上の結果は心不全の病態にWntシグナ
ル活性化が関与しており、それが自然免疫
で非常に重要な役割を果たす補体分子 C1q
によって引き起こされるという独創性・新
規性の高い発見である。この発見は、心不
全と免疫・炎症の間に Wnt シグナルを介し
た新たな関連性が存在することを示唆す
るとともに、C1q や Wnt シグナルを標的と
した心不全治療法の開発に発展する可能
性など、様々な学術的インパクトを有して
いると考えられる。 
(3) Wnt, Wnt inhibitor を用いた未分化幹細
胞からの高効率心筋分化誘導法の確立 
(3)-1: 脂肪間葉系幹細胞からの心筋細胞



分化誘導法の確立 
 脂肪間葉系幹細胞は体性幹細胞の中で、
培養後比較的短時間に筋細胞に分化する
幹細胞である。本培養系を用いて、脂肪組
織幹細胞から心筋細胞を選択的に分化誘
導する条件の探索を行った。これまでの脂
肪組織幹細胞に対する myogenic な因子の
スクリーニングの結果から、トリコスタチ
ンAおよびバルプロ酸が最も筋細胞への分
化を促進した（図６）。 

 
しかし、これらの試薬は、心筋細胞に加え
て、骨格筋転写因子の遺伝子発現も増加さ
せ、骨格筋への分化を促進した。我々は、
同様のスクリーニングの結果から
-secretase inhibitor は、骨格筋への分
化を抑制するが、心筋細胞への分化には影
響を与えない事を、アドレナリン作動薬お
よびコリン作動薬に対する反応や心筋細
胞の遺伝子発現をもとに明らかにした。そ
こで、-secretase inhibitor により骨格
筋への分化を抑制した状態で、心筋細胞へ
の分化を特異的に促進する因子のスクリ
ーニングをした結果、leukemia inhibitory 
factor およびエンドセリンがそれぞれ筋
収縮蛋白陽性の心筋細胞を増加させるこ
とが明らかになった。遺伝子発現解析の結
果では、分化誘導の過程では、心筋細胞の
イオンチャネルや転写因子の発現は維持
されたままでMyoDや myogeninなど骨格筋
転写因子の発現が低下しており、心筋細胞
への分化方向に選択性があると考えられ
た。 
(3)-2: ヒト iPS 細胞からの心筋細胞分化
誘導法の確立 
 体細胞をリプログラミングして得られ
る人工多能性幹細胞(iPS 細胞)は受精卵を
破壊することなく作製することが可能な
万能性幹細胞であり、再生医療の切り札と
して期待されている。循環器分野でも正常
人から作製したiPS細胞を心筋細胞へ効率
的に分化させ大量に正常心筋を作製する
ことで再生医療に用いようとする試みや、
心疾患患者から作製したiPS細胞を心筋細
胞に分化させ、その表現型を解析すること
で心疾患の病態生理を解析しようとする
試みがなされており、効率の良い心筋細胞

分化系を確立することは非常に意義深い。 
 我々はフィーダー細胞上で培養してい
るヒトiPS細胞をコロニー状に剥離した後、
血清の存在下で浮遊培養を行なうことで
心筋細胞を作製していたが、その分化効率
は低く、血清のロットに依存するため再現
性にも乏しかった。 
 浮遊培養中、もしくは平面培養を行って
いるiPS細胞にActivin A、BMP、VEGF、FGF、
Dkk-1 (内因性の Wnt 抑制タンパク)などの
サイトカインを作用させることで血清を
用いずに心筋細胞を分化誘導する方法が
報 告 さ れ た が (Nature 2008, Nat. 
Biotechnol 2007)、これらのサイトカイン
は高価であり、精製度や販売会社によって
その生物活性が大きく異なることから、や
はり最適な分化誘導法ということはでき
ない。 
 そこで、ラージスケールへのスケールア
ップが可能な浮遊培養法を用いて、各種サ
イトカインを安価で安定的に大量生産可
能な低分子化合物に置換することができ
ないか検討したところ、我々が以前報告し
たように（PNAS 2006）、分化初期に Wnt シ
グナルを活性化する化合物、分化後期に
Wnt シグナルを抑制する化合物を作用させ
ることで再現性高く、高率に心筋細胞へと
分化誘導することが可能になった。 
 以上の結果はWntシグナルが幹細胞の種
類を問わず心筋細胞への分化に大きな影
響を与えていることを示唆しており、今後
ヒトから得られた幹細胞に対しWntシグナ
ルを活性化する化合物、Wnt シグナルを抑
制する化合物を利用した心筋細胞への分
化系を確立することで、心筋再生医療や、
遺伝性・特発性心疾患の病態解明へと発展
していく可能性があり、大きな学術的イン
パクトを有すると考えられる。 
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