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研究成果の概要（和文）：これまでの心筋リプログラミング効率は低く、また血清入りの培養液を使用するため
安全面の課題があった。そこで本研究では無血清培養下で拍動心筋の誘導を促進する化合物を同定し、安全かつ
効率の良い心筋直接リプログラミング法を確立することを目的とした。研究の結果、マウス線維芽細胞から心筋
誘導遺伝子を導入後、FGF2/FGF10/VEGFを添加した無血清培地で培養をすると、通常の血清培地と比較して約
４０倍心筋誘導が改善した。またFGF2/FGF10/VEGF 添加により、2つの転写制御因子（Mef2c、Tbx5）のみで心筋
誘導することが可能になった。

研究成果の概要（英文）：Fibroblasts can be directly reprogrammed into cardiomyocyte-like cells 
(iCMs) by overexpression of cardiac transcription factors, including Gata4, Mef2c, and Tbx5; 
however, this process is inefficient under serum-based culture conditions. Here, we found that a 
combination of fibroblast growth factor (FGF) 2, FGF10, and vascular endothelial growth factor 
(VEGF), termed FFV, promoted cardiac reprogramming under defined serum-free conditions, increasing 
spontaneously beating iCMs by 40-fold compared with those under conventional serum-based conditions.
 Mechanistically, FFV activated multiple cardiac transcriptional regulators and converted partially 
reprogrammed cells into functional iCMs through the p38 mitogen-activated protein kinase and 
phosphoinositol 3-kinase/AKT pathways. Moreover, FFV enabled cardiac reprogramming with only Mef2c 
and Tbx5 through the induction of cardiac reprogramming factors, including Gata4.

研究分野： 循環器内科

キーワード： 再生

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
虚血性心疾患を代表とする様々な心臓疾

患に起因する心機能障害に対してこれまで
様々な治療法が開発されているが、依然とし
て心不全は本邦における重大な死因である。
心臓はもっとも再生困難な臓器であり、心筋
細胞は終末分化細胞で再生できないため、心
臓障害後は線維芽細胞の増殖と線維化によ
り心機能が低下する（Ieda et al, Dev Cell, 
2009）。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、人工多
能性幹細胞（iPS 細胞:induced pluripotent 
stem cells）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。 
2006 年、マウスの体細胞に山中 4 因子

(Oct4,Sox2,Klf4,c-Myc)を導入し ES 細胞と
同等な iPS 細胞を作製できること、2007 年に
はヒト細胞からもiPS細胞を作製できること
が報告された(Takahashi et al, Cell 2006, 
Takahashi et al, Cell 2007)。血清を用い
た浮遊培養法により心筋を作製する旧来の
心筋誘導法では ES、iPS 細胞からの心筋分化
効率は 5%以下であったが、この数年間の研究
で心筋誘導法は顕著に改善している。ES、iPS
細胞から心筋細胞への分化法は、基本的には
心 臓 発生の 過 程で重 要 となっ て く る
TGF-beta family member である activin、BMP
や Wnt、FGF、VEGF のシグナル伝達経路を増
強あるいは抑制することで心筋誘導が改善
し、無血清で上記の心筋誘導化合物を時期特
異的に加えることで数 10%まで心筋誘導効率
が改善した。一方、幹細胞使用に伴う腫瘍形
成の可能性、移植細胞の長期生着、周囲心筋
との電気的結合などの問題は依然克服すべ
き課題として残っている。  
我々は、心臓内に存在する心臓線維芽細胞

を生体内において直接心筋細胞へ分化誘導
できればこれらの課題を解決することが可
能と考え研究を開始した。これまでに心筋特
異的な 3つの転写因子（Gata4, Mef2c, Tbx5）
を線維芽細胞に導入して心筋への直接リプ
ログラミングに in vitro, in vivo で成功し
た (Ieda et al, Cell 2010, Inagawa et al, 
Circ Res, 2012)。また 2つの遺伝子（Mesp1, 
Myocd）を 3 因子に加えるとヒト心筋誘導が
可能であること、さらに miR-133 を追加する
とヒト細胞で心筋蛋白誘導が 10 倍増加する
ことを報告した(Wada et al, PNAS 2013, 
Muraoka et al, EMBO J 2014)（図１）。しか
しこれまでの研究では心筋リプログラミン
グで誘導される拍動心筋の効率は低く、また
血清入りの培養液を使用するため安全面の
課題があった。またこれまで心筋誘導化合物
など液性因子の影響を検討した報告はない。
そこで本研究では無血清培養下で拍動心筋
の誘導を促進する化合物を同定し、安全かつ
効率の良い心筋直接リプログラミング法を
確立することを目的とする。 
  

 

(図 1) ヒト誘導心筋細胞 
 
２．研究の目的 
心臓は再生能力を持たない臓器であり、心臓
病の次世代の治療として幹細胞から作製し
た心筋細胞移植など心臓再生医療が期待さ
れている。一方、我々は新しい心臓再生法開
発を目的として、これまでに心筋特異的な転
写因子を導入して線維芽細胞から iPS細胞を
介さず心筋を直接誘導（直接リプログラミン
グ）することに成功した（Ieda et al, Cell 
2010, Inagawa et al, Circ Res 2012, Wada 
et al, PNAS 2013, Muraoka et al, EMBO J 
2014）。しかし血清入りの培養液使用による
安全面での課題や、機能的に成熟し拍動する
心筋細胞の誘導効率が低いなど効率面を改
善する必要があった。そこで本研究では、無
血清培養下で様々な化合物をスクリーニン
グし、拍動心筋を安全に効率よく作製できる
心筋誘導化合物を同定する。さらにその化合
物による心筋誘導促進の分子メカニズムを
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 心筋誘導を促進する化合物のスクリー
ニングと心筋誘導化合物の同定 
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、iPS 細胞作製にお
いて高い効果を示した小分子化合物をスク
リーニングする。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する。 
 
(2) 心筋誘導化合物が心筋リプログラミン
グを促進する投与期間の決定  
次に化合物が心筋リプログラミング過程の
どの時期に作用して心筋誘導を促進するか
検討する。具体的にはマウス線維芽細胞に
GMT を遺伝子導入後、血清入りと無血清/化合
物入りの２種類の細胞培養液をさまざまな
期間使用する。 
 
(3) 心筋誘導化合物によるリプログラミン
グ改善のメカニズム解析 
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する。1. 血清入
り培地群、2. 無血清培地群、3. 無血清培地
/化合物添加群の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する。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 解析で評価する。 
 
(4) 化合物を用いて心筋誘導転写因子を減
らせるか検討する 
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。化合
物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する。 
 
４．研究成果 
(1) FGF2, FGF10, VEGF は心筋誘導を促進す
る 
我々は、セルソースを胎児培養線維芽細胞
（以降、MEF（mouse embryonic fibroblasts）
と略す）として、ES/iPS 細胞から心筋分化に
使用する8つの小分子やサイトカインを無血
清培地（以降、SF（serum free）培地と略す）
に添加したものを培養し、拍動を有する iCM
細 胞 を 数 え た 。 ま た 、 対 照 と し て
DMEM/M199/10%胎児のウシ血清（以降、FBS
（fetal bovine serum）培地と略す）で培養
した。スクリーニングの結果から、SF 培地に
FGF2、FGF10、VEGF を各々加え培養すると、
拍動する iCM 細胞が優位に増加した。さらに
FGF2、FGF10、VEGF を全て加える（FFV 培地）
と、４０倍の拍動する iCM 細胞を得ることが
できた。実際に FFV で培養した iCM 細胞も
Ca2+トランジェントを認めており、免疫染色
にて明瞭なサルコメア構造を持つ心筋特異
的タンパクも確認できた（図２）。 
 

（図２）心筋誘導化合物投与下の誘導心筋 
心筋蛋白 cTnT, ANP, MHC-GFP を発現。 
 
(2) FGF2, FGF10, VEGFはp38MAPKとPI3K/AKT
経路を通して心筋誘導を促進する 
通常、GMT を遺伝子導入すると、機能的な iCM
細胞は 4週間で発現する。その期間で、拍動
を有する iCMs 細胞を誘導する際、FFV 培地に
与える最適な培養条件を検討した。遺伝子導
入後初めの 2 週間は FBS で、3 週目から FFV
培養すると効率的な拍動iCM細胞を得ること
ができた。時系列で見ると心筋前駆細胞マー
カーである Mesp1 や Isl1 などの転写因子の
変化はせず、また EdU アッセイでも FFV 培養
でも自己増殖しないことを示された。心臓ペ
ースメーカーの遺伝子である HCN4 の発現を
認めなかった。結果として、ダイレクトリプ
ログラミングの過程において、未熟な iCM が

FFV 培地によりフル・リプログラミングが推
進し、拍動を有する iCM 細胞が増加すると考
えられた。 
FFV 培養により iCM 細胞が拍動を有するフ

ル・リプログラミングを誘導するメカニズム
を探索した。まず、マイクロアレイ解析によ
り FFVで培養される iCM細胞の遺伝子発現を、
GMT 遺伝子導入後、2週後（拍動する前の iCM
細胞：前期リプログラミング）と 4週後（拍
動が認められるiCM細胞後期リプログラミン
グ）で網羅的に遺伝子発現を検討した。 
  4 週間 FFV で培養した iCM 細胞で、
up-regulate した遺伝子を GO term 解析した
結果、心筋収縮に関連する遺伝子群だけでな
く、イオンチャネルやカルシウム・ホメオス
タシスを調整する遺伝子群などの心筋機能
を向上させる遺伝群が増加していた。実際に、
FFV で培養した iCM 細胞の遺伝子発現を検討
すると、転写制御因子（Gata6、Hand2、Nkx2-5）、
心筋サルコメア関連遺伝子（Actn2、Myh6 な
ど）、そしてイオンチャネル遺伝子（Kcnq1、
Ryr2 など）を増加した。よって FFV により
iCM 細胞の機能を亢進させていることが分か
った（図３）。 
FGFとVEGFで活性化する経路としては、MEK、

p38MAPK、PI3K/AKT 経路がある。FFV 培養に
SB203580（p38MAPK 阻害剤）と LY294002（PI3K
阻害剤）を加えることで、拍動する iCM 細胞
を抑制し、心筋関連遺伝子の発現を抑制した。
よって、iCM 細胞誘導で p38MAPK と PI3K/AKT 
経路が key pathway であると考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図３） 
化合物による遺伝子発現変化をマイクロア
レイで解析 
 
(3) FFV は、Mef2c と Tbx5 のみで線維芽細胞
から心筋リプログラミングを可能にする 
今までは機能的なiCM細胞を得るためには少
なくとも GMT 3 つの転写因子が必要と考えら
れていたが、FFV 培養下では転写因子を減ら
すことが可能ではないかと考えた。 
  結果として、FFV 培養では、Gata4 をなく
した、Mef2c と Tbx5（以降、MT と略する）の
2 因子でも拍動を有する iCM 細胞を得ること



を見出した（以降、MT-iCM 細胞と略す）。FFV
培養した MT-iCM 細胞は、Ca2+トランジェン
トも確認でき、心筋特異的タンパクも確認で
きた。実際に FFV 培養した MT-iCM 細胞と、
FBS培養を比較すると、Gata4だけではなく、
Hand2、Nkx2-5 も含む心臓特異的転写因子が
up-regulate していることが分かった。 
 MT-iCM 細胞のマイクロアレイによる網羅的
な遺伝子発現を検討すると、GMT から誘導し
た iCM 細胞（GMT-iCM 細胞）に近い遺伝子発
現パターンであった。また、心筋特異的遺伝
子のみを up-regulate しており、骨格筋や平
滑筋細胞を誘導することはなかった。よって、
FFV 培養した MT-iCM 細胞は、Gata4 を含む心
筋特異的遺伝子を upregulate させ、Mef2c、
Tbx5の2つの転写因子だけで心臓リプログラ
ミングすることを可能にすると考えられた
（図４）。 

（図４）化合物により Mef2c/Tbx5 のみで心
筋誘導 
 
(4) FFV は、マウス尾部線維芽細胞も心臓リ
プログラミングを可能にする 
GMT に Hand2 を加え遺伝子導入し、3 週から
FFV で培養すると最大 9%の機能を有する iCM
細胞を得ることができた（以降、GHMT-iCM 細
胞と略す）。さらに、GHMT-iCM 細胞は心筋細
胞シートのように収縮するようになること
もあった。この結果は、GMT だけではなく、
FFV 培養は 3 週以降の後半のリプログラミン
グを促進していると考えられた。 
 MEF の 心 筋 前 駆 細 胞 （ CPC ： Cardiac 
Progenitor Cell）混入を完全になくすため
に、マウス尾部線維芽細胞（tail-tip 
fibroblast）をセルソースとして実験を行っ
た。心筋リプログラミング因子としては、GMT、
GMT に Hand を加えた（GHMT）ものや、GMT に
Mesp1 と Myocd（GMTMM）を加えたもの（以降、
GMTMM-iCM 細胞と略す）で、フル・リプログ
ラミングを有する拍動iCM細胞の誘導を検討
した。 
  全ての心筋リプログラミング因子におい
て、FFV 培養では拍動する iCM 細胞を多く得
ることが出来た。FFV 培養での GMTMM-iCM 細
胞を網羅的な遺伝子解析の結果、心臓機能や
心臓発生に必要な遺伝子群をup-regulateし
ていた。実際に、遺伝子発現を個別に確認す
ると、Gata6、Hand2、Nkx2-5 を含む心臓関連
遺伝子を up-regulate していた。 

  よって、FFV 培養は、セルソースにも関係
なく、また心筋リプログラミング因子にも関
係なく、拍動を有する iCM 細胞を誘導できる
と考えられた。  
 
(5) 得られた成果のインパクト、展望 
本研究で化合物を用いることで、Mef2c、

Tbx5の2因子のみで拍動するiCM細胞を得る
ことが出来た。p38MAPK と PI3K/AKT 経路、未
知の経路を介して、FFV が Gata4 と他の心臓
リプログラミング因子の誘導を通して Mef2c
と Tbx5 だけで心筋リプログラミングするこ
とを可能にするメカニズムも明らかにし、論
文発表した。2 因子で心筋リプログラミング
ができたのは世界で初めての成果である。 
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