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研究成果の概要（和文）：研究代表者はこれまで、人工多能性幹細胞への初期化誘導過程の細胞から、腫瘍リス
クを回避して心筋細胞を生み出す特定の細胞集団を同定した。そこで、本研究では、初期化誘導過程で代謝とエ
ピジェネティクスを制御することで線維芽細胞から直接的に心筋細胞を誘導し、安全かつ効率的な心臓再生療法
の確立を目的とした。遺伝子発現阻害実験や、網羅的遺伝子発現解析およびメタボローム解析の結果から、中胚
葉が形成される原腸陥入期から器官形成器に近い状態までの部分的な初期化状態から心筋細胞が誘導されるこ
と、さらに、この誘導過程で好気性の代謝制御因子とクロマチン修飾に関わる因子が重要な役割を果たすことが
見いだされた。

研究成果の概要（英文）：Although induced pluripotent stem (iPS) cell-based cardiac regeneration 
therapy has been expected, safety, costs, and duration of iPS cell derivation are considered as 
barriers against the clinical application. To overcome these problems, we modified the reprogramming
 process and created cardiac myocytes directly from fibroblasts rapidly and efficiently with few 
risks of tumorigenesis. Cardiac myocytes were induced from four factor-mediated reprogramming 
fibroblasts, while these cells are not susceptible to iPS cell formation. Global gene expression 
analysis and metabolome analysis revealed that these reprogramming cells seem to be early mesodermal
 cells including cardiac progenitors but not iPS progenitor cells. In addition, this cardiac 
reprogramming is promoted by activation of aerobic metabolism and chromatin-modifying enzymes. The 
results above may contribute to establishment of the novel strategy for safe and efficient cardiac 
regeneration therapy.

研究分野： 再生医学、ゲノム医科学

キーワード： 再生医学　幹細胞生物学　リプログラミング　細胞内代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
心筋細胞の脱落が激しい重篤な末期心不全を治療する方法の一つとして、多能性幹細胞から心筋細胞を分化誘導
させ移植する再生療法の実現が期待されている。人工多能性幹細胞は、胚性幹細胞の弱点である倫理的問題や拒
絶反応に伴う移植不全を解決できる一方で、移植後の腫瘍形成や株間の分化効率の相違、実用化のための高額な
費用など解決すべき問題は多い。本研究では、研究代表者が独自に見出した手法に加え、代謝とクロマチン修飾
に関連する制御因子を利用して、安全かつ効率的に心筋細胞を作製する方法を開発した。この研究成果は、安全
かつ効率的な心筋再生のための新たなツールとしてその実用化が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
心筋細胞の脱落が激しい重篤な末期心不全を治療する方法の一つとして、多能性幹細胞から

心筋細胞を分化誘導させ移植する再生療法の実現が期待されている。人工多能性幹（iPS）細胞
は、胚性幹（ES）細胞の弱点である倫理的問題や拒絶反応に伴う移植不全を解決できる一方で、
移植後の腫瘍形成や株間の分化効率の相違、実用化のための高額な費用など解決すべき問題は
多い。 
研究代表者らはこれまで、iPS 細胞が形成される過程（＝初期化）で、DNA 損傷などストレ

スシグナルが活性化されること、これに呼応してがん抑制遺伝子 p53 が iPS 細胞形成を抑制す
るといった、効率と安全性に関する極めて重要な事実を報告してきた。さらに、iPS 細胞の持
つ弱点を克服し多量の心筋細胞を生み出す特定の細胞集団を初期化誘導過程の中から同定する
ことにも成功した。また、心筋分化に必要な心筋特異的遺伝子発現において、ヒストンや転写
因子のアセチル化の重要性を報告し、最近では、細胞内代謝がアセチル化に関与し心筋細胞誘
導のみならず抗腫瘍作用を有している可能性も見いだした。 
一方で、iPS 細胞を用いない別の方法として、線維芽細胞に 3 つの神経特異的転写因子を発

現させることにより機能的な神経細胞を、心筋特異的転写因子の発現により心筋細胞を作製す
る報告もなされてきた。このように遺伝子導入により直接目的の細胞腫へ転換誘導する手法は、
ダイレクトリプログラミングと呼ばれ、安全（腫瘍形成リスクの軽減）かつ効率的（低コスト
で俊敏）な再生医療の強力なツールとして注目されている。今後も、さらなる安全性や転換効
率の向上などに関する研究成果が期待されている分野の一つといえる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々を含む研究グループによる上記の先行研究の知見をもとに、初期化誘導過

程で代謝とアセチル化を制御することで線維芽細胞から直接的に心筋細胞を誘導し、安全かつ
効率的な心臓再生療法の確立を目指す。ヒストンや転写因子のアセチル化修飾といったエピジ
ェネティクスと細胞内代謝との間には密接なクロストークがあることが近年の研究から示唆さ
れており、本研究は、エピジェネティクスと代謝とが病態発症にかかわる癌やメタボリック症
候群などの治療に対する新たな標的分子の同定にも繋がる重要課題と考えられる。 
 
３．研究の方法 
マウス胎仔あるいはヒト胎児由来の線維芽細胞へ、ウイルスベクターにより初期化 4 因子

（Oct4, Sox2, Klf4, cMyc）または、心筋特異的転写因子（Gata4, Mef2c, Tbx5）を遺伝子導入し
て心筋細胞誘導実験を行い、下記の 2 つの実験を施行した。 
実験 1：初期化 4 因子を用いた心筋細胞誘導 
実験 2：心筋特異的転写因子を用いたダイレクトリプログラミング法による心筋細胞誘導 
（1）細胞培養 

13.5 日マウス胎仔由来の線維芽細胞あるいはヒト胎児由来線維芽細胞（IMR90）を採取した。
実験 1 では、導入２日目から ES 細胞の培養条件にて初期化を誘導し、誘導過程 5~7 日で出現
する心筋細胞誘導候補となる細胞群をセルソーターを用いて選別し解析に用いた。 
（2）遺伝子導入 
初期化 4 因子 Oct4, Sox2, Klf4, cMyc または、心筋特異的転写因子 Gata4, Mef2c, Tbx5 の遺伝

子導入はレトロウイルスベクターで、ノックダウンのための shRNA の発現にはレンチウイルス
ベクターを用いた。それぞれのウイルスベクターはともに、Package 細胞にウイルス作製用の
プラスミドを lipofection にて一過性発現させ培養上清を採取し、ポリブレンと共に培養線維芽
細胞へ添加した。 
（3）遺伝子発現解析 
遺伝子発現解析では、iPS 細胞誘導後、各時系列毎に RNA を採取し遺伝子の発現を QPCR 法

あるいは、Microarray 法あるいは RNA sequence により解析した。 
（4）免疫染色 
セルソーティングしてから 7 日前後に、iPS 細胞の最も特異的なマーカー遺伝子である Nanog

に対する抗体を用いて ABC 法にて染色を行った。Nanog 陽性細胞で形成されるコロニーの数を
カウントすることにより iPS 細胞形成効率（＝初期化効率）を評価した。誘導した心筋細胞に
対しては、α-sarcomeric actinin などに対する抗体を用いた蛍光免疫染色により形態とマーカー
蛋白質の発現を評価した。 
（5）細胞内代謝解析・メタボローム解析 
培養細胞または細胞選別後の細胞を 5% D－マンニトール液で洗浄後、Human Metabolome 

Technologies 社のプロトコルに沿って抽出液を限外ろ過したのち、CE-TOF-MS（capillary 
electrophoresis-time of flight-mass spectrometry）解析を行った。各代謝産物の細胞内量については、
SIGMA Aldrich 社のキットを用いて定量解析を施行した。 
 
４．研究成果 
実験 1：初期化 4 因子を用いた心筋細胞誘導 
初期化誘導過程で発現する表面マーカーにより、セルソーターで細胞選別を行い無血清かつ

浮遊状態で培養を継続させることにより効率的な心筋細胞誘導法を確立した。網羅的遺伝子発



現解析やメタボローム解析の結果、好気性代謝経路の活性化により心筋細胞誘導効率が高まる
と考えられた。また、好気性代謝の制御因子が効率的な心筋細胞誘導に関わることも見いださ
れた。さらに、Tet-On システムにより初期化 4 因子の発現を時期特異的に制御することによる
心筋細胞誘導実験も施行した。Tet-On レンチウイルスベクターをマウス胎仔線維芽細胞に感染
させた日を d0 として、誘導 2 日目（d2）から血清含有培地に Doxycycline（Dox）を加えて培
養し、d5 から無血清培地にてスフィア形成を行い、d11 から血清含有培地による接着培養に戻
してから自己拍動性細胞の有無を観察した。4F の発現期間として、Dox 刺激を d2～5、d2～8、
d2～11 の 3 通りで行い心筋細胞誘導効率をスフィアの自己拍動率を指標に比較した。4F の発
現期間として Dox 刺激が d2～5 では自己拍動性のコロニーは認めず、d2～8 あるいは d2～11
まで刺激を行った場合は自己拍動性のコロニーが観察された。以後の実験では、4F の発現期間
を最小限に抑えるため、Dox 刺激は d2～8 で統一して行い、心筋細胞誘導の分子機構を解明す
るため、d4 からレンチウイルスベクターを用いて shRNA を細胞に発現させて遺伝子発現阻害
を行った。iPS 細胞形成やその未分化性の維持に必要とされる遺伝子 Nanog の発現を阻害して
も自己拍動率の低下は認められなかったが、心筋前駆細胞を含む中胚葉系列への前駆細胞のマ
ーカー遺伝子 Mesp1 に対するノックダウンでは自己拍動率が Mock と比較して約半分に減少し
たことが確認された。この結果から、初期化 4 因子により、iPS 細胞への完全な初期化を介す
ることなく、中胚葉系列への前駆細胞を経て心筋細胞が誘導される可能性が示唆された。最後
に、メタボローム解析から得られた情報をもとに、代謝制御因子とクロマチン修飾因子に着目
して、心筋細胞誘導効率を高めるために重要な因子を探索した。候補因子に対する shRNA を用
いてノックダウンを行うと誘導効率は著明に低下し、ノックダウンに対する救済刺激を行うと
誘導効率が回復することも確認された。以上の結果から、中胚葉が形成される原腸陥入期から
器官形成器に近い状態までの部分的な初期化状態から心筋細胞が誘導されること、さらに、こ
の誘導過程で好気性の代謝制御因子とクロマチン修飾に関わる因子が重要な役割を果たすこと
が示唆された（図 1）。 
実験 2：心筋特異的転写因子を用いたダイレクトリプログラミング法による心筋細胞誘導 

iPS 細胞形成に必要な初期化 4 因子を用いず俊敏かつ安全に心筋細胞を再生させる方法とし
て、3 種類の心筋特異的転写因子 Gata4、Mef2c、Tbx5（以下 GMT と表記）を強制発現させる
ことにより線維芽細胞から直接的に誘導性心筋細胞（iCM）を作製する研究も報告され注目さ
れている。しかし、誘導過程における詳細なメカニズムについては不明な点が多く、心筋細胞
は極めて増殖能に乏しい細胞であることから、得られる iCM の細胞数が少ないことが弱点のひ
とつとなっている。そこで、この実験では、効率的な心筋再生療法への貢献を目指し、iCM 誘
導過程で細胞内代謝が如何に制御されているかについても検証した。はじめに、GMT が細胞内
代謝に与える影響を調べるため、細胞内 ATP 量の測定を行った。mock と比較して各遺伝子単
独導入群では大きな変化はみられなかったが、GMT 同時導入群では細胞内 ATP 量が亢進する
ことが確認された。次に、心筋細胞における好気性代謝に大きな役割を果たしている制御因子
を探索したところ候補遺伝子 X, Y の発現量が GMT 同時導入群で亢進することが確認された。
次に、上記の実験で iCM 形成との関係性が示唆された候補遺伝子 X について、さらに検証を
進めるため、GMT と共発現させて iCM 誘導効率を比較した。QPCR により、mRNA レベルで
心筋特異的遺伝子の発現を解析すると、遺伝子 X によりその遺伝子発現が亢進することが確認
された。最後に、蛍光免疫染色による α-actinin 陽性細胞の数を基に誘導効率を比較しても、GMT 
+ mock と比較して遺伝子 X は誘導効率を上昇させることが確認された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図 1. 部分的な初期化状態からの心筋細胞誘導 
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