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研究成果の概要（和文）：多能性幹細胞から心筋細胞の分化法は，複数の液性因子を使用し，心臓前駆細胞をへ
て心筋細胞に分化させることが一般的である．しかし，この方法には，工程が煩雑・不安定，液性因子が高価，
という課題がある．分化の分子機構は明らかにされておらず，分化を誘導する転写因子を同定することにより，
遺伝子の発現のみで多能性幹細胞から心臓前駆細胞の分化が可能になると考えた．ダイレクトリプログラミング
を応用し線維芽細胞から心臓前駆細胞を誘導するTbx6遺伝子を発見し，Tbx6遺伝子をマウスES細胞あるいはヒト
iPS細胞といった幹細胞に導入することにより，液性因子を使用せずに心臓前駆細胞の分化が可能であることを
発見した.

研究成果の概要（英文）：Cardiac progenitor cell(CPC) arises from pluripotent stem cells and 
differentiates into cardiomyocytes. However, the molecular mechanisms underlying this process remain
 unclear. Here we show Tbx6 induces CPCs from pluripotent stem cells (PSCs) and determines 
cardiovascular lineage specification via its temporal expression. Direct reprogramming-based 
screening identified Tbx6 was a CPC-inducing factor. Thus, Tbx6 is critical for CPCinduction and 
subsequent lineage diversification.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Tbx6をマウスES細胞・ヒトiPS細胞に導入することにより、液性因子を使用せずに効率よく増殖可能な心臓前駆
細胞を作製し、さらにこれを心筋細胞や血管細胞を誘導することに成功し、液性因子を使用しない新たな心筋・
血管細胞作製法を開発した。本研究で開発した手法は、その誘導効率が従来の液性因子を使用した誘導法よりも
優れていただけでなく、高額な液性因子を使用しないため、心筋誘導法における問題点であったコストを約80%
削減でき、再生医療や心筋細胞作製に大きく貢献すると予想される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
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。心筋細胞は終末分

化細胞で再生できないため、心臓は障害を受けると心機能が低下して心不全に至る。これに対
して iPS 細胞を初めとした幹細胞は心臓再生医療の細胞源として期待され、活発に研究が行わ
れている。これまでの研究で幹細胞から心筋細胞に分化する際は、中胚葉由来の心臓前駆細胞
を経由することわかってきた。心臓前駆細胞の特徴としては自己複製能を有し、高い心筋分化
能を示すことが挙げられ、この細胞は血管内皮細胞、平滑筋細胞、線維芽細胞など心臓内のす
べての細胞に分化することが運命づけられている。以上の知見より、幹細胞から心臓前駆細胞
を選択的に分化誘導できれば高効率で心筋細胞や心臓構成細胞が得られ、再生医療に活用でき
る可能性がある。 
近年、多能性幹細胞から心臓前駆細胞・心筋細胞を誘導する方法として、発生初期の心臓前

駆細胞誘導に重要な液性因子である Activin/ Nodal, BMP などのサイトカインやシグナル阻害
薬を用いる方法が報告されている。しかしながら、サイトカインによる心筋誘導法は幹細胞の
ライン間で誘導効率に差があり、さらに液性因子の微細な濃度調節や頻回の培地交換が必要な
ど、心筋作製工程が不安定かつ煩雑であるという課題がある(Steven J. Kattman et al, Cell 
Stem Cell, 2011)。また、心臓前駆細胞を誘導する液性因子の細胞内シグナル伝達系や転写因
子ネットワークなどの分子機構、さらに心臓前駆細胞誘導因子（マスター因子）はこれまで同
定されていない。もし液性因子を使用せずに、転写因子のみで多能性幹細胞から選択的に心臓
前駆細胞や心筋細胞の誘導（プログラミング）が可能となれば、安定かつ簡便、さらに安価に
心筋細胞の作製が可能となり、心臓再生医療の実現を画期的に前進させることが期待できる。 
われわれの研究室ではこれまでに転写因子を用いた細胞分化誘導の研究を行っており、線維芽
細胞にレトロウイルスベクターを用いて転写因子を導入して直接心筋を作製する心筋ダイレク
トリプログラミング法を開発してきた。これまでに 14 の転写因子をスクリーニングし、Gata4、
Mef2c、Tbx5 の３つの心筋特異的転写因子を同時に導入することにより線維芽細胞から iPS
細胞を経ずに直接心筋細胞（iCM 細胞）に短期間でリプログラミングできることを世界で初め
て示した（Ieda et al, Cell 2010, Inagawa et al, Circ Res 2012, Wada et al, 2013 PNAS, 
Muraoka et al, EMBO J 2014）。しかしこれまで心臓前駆細胞を直接誘導できる転写因子は同
定されていない。我々は、この線維芽細胞への遺伝子導入によるスクリーニング法は、幹細胞
への遺伝子導入と比較して簡便かつ短期間で実施可能であり、細胞の運命決定因子であるマス
ター因子同定に有力な方法と考えた。このスクリーニングで得られる心臓前駆細胞誘導因子を
マウス ES 細胞やヒト iPS 細胞に Tet-On レンチウィルス system で導入して、ドキシサイクリ
ンの添加のみで転写因子の発現を自由自在に制御できる系を確立し、この細胞を用いて転写因
子の発現制御のみで心臓前駆細胞や心筋細胞が誘導可能か検討することとした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ダイレクトリプログラミングの手法を用いて 60 の転写因子をスクリーニング
して、新規の心臓前駆細胞誘導因子（マスター因子 A）を同定する。さらに転写因子 A により
マウス ES 細胞から心臓前駆細胞や心筋細胞を誘導する系を確立して、心臓前駆細胞誘導の分
子メカニズムや転写因子ネットワークを明らかにする。さらに、ヒト ES/iPS 細胞から心筋細
胞を誘導する系を同様の手法で確立して心臓再生への応用を目指す。 
 これまでに無血清培養条件で単一遺伝子により心臓前駆細胞や心筋細胞を幹細胞から誘導で
きたという報告は存在しない。本研究により転写因子発現のみで心臓前駆細胞や心筋細胞が誘
導できれば、高価な液性因子や煩雑な工程を経ずに効率的に心筋細胞作製が可能となり、再生
医療のみならず、創薬やドラッグスクリーニング、循環器疾患モデルの開発など、多くの応用
が可能となる。 
 
３．研究の方法 
(1) 心臓前駆細胞プログラミング因子の選定 
(2) 選定した因子 A を T-GFP マウス ES 細胞に導入し、無血清培地で心臓前駆細胞・心筋細胞
誘導をドキシサイクリンシステムで行う。 
(3) 誘導した心臓前駆細胞の分子機序や転写制御ネットワーク解析。 
(4) ヒト iPS 細胞で同様の実験を行ない、異なった種で保存された心筋誘導システムか検討。 
 
４．研究成果 
(1)新規心臓前駆細胞誘導因子 Tbx6 を発見 
幹細胞への遺伝子導入と比較して、容易かつ短期間で遺伝子導入が可能な線維芽細胞を用い

てスクリーニングを行い、線維芽細胞から心臓前駆細胞をリプログラミングできる因子を同定
することとした。ES細胞から分化させた心臓前駆細胞のマイクロアレイデータを用いて、同時
期特異的に発現する転写因子であり、ノックアウトマウスで心臓の発生異常・胎生致死の表現
型を示す 58個の遺伝子を候補として選定した。そして産総研が所有する世界最多の cDNA ライ
ブラリーを用いて、候補因子が導入された 58 種類のレトロウイルスベクターをマウス胎児線維
芽細胞に個別に感染させ、遺伝子の過剰発現のみで心臓前駆細胞が誘導できるかを検討した。
遺伝子導入 7日後に心臓前駆細胞特異的に発現する転写因子である Mesp1の mRNA発現を解析し



たところ、Tbx6を導入した線維芽細胞でのみ Mesp1発現が誘導されている事が明らかとなった 
(2)マウス初期中胚葉において Tbx6 発現細胞は心臓関連遺伝子を共発現していた 
 胎生 7.0-7.75 日のマウス生体内中胚葉細胞の single cell-RNA seqデータを用いて Tbx6発
現細胞の局在を解析したところ、Tbx6は胎生 7.0 日の初期中胚葉に発現していた。さらに、こ
の Tbx6発現細胞が初期中胚葉遺伝子（T、Mixl1、Mesp1）だけでなく、心臓の原器である心臓
中胚葉や、より心臓にむけて分化した初期心臓前駆細胞遺伝子（Flk1、Pdgfrα、Isl1、Gata4）
を発現していることが判明した。 
(3)多能性幹細胞からの心臓中胚葉・心筋分化の過程に Tbx6 が関与していた 
 マウス ES 細胞から心筋細胞への分化誘導における遺伝子の発現パターンを解析した。中胚葉
遺伝子である T が発現すると GFPを発現する TGFP/+ ES 細胞を用いて、液性因子により ES細胞
から心筋細胞へと分化させたところ、Tbx6が他の心臓中胚葉遺伝子発現と同時期に GFP陽性の
中胚葉細胞に限局して一過性に発現している事を確認した。Tbx6の心血管系分化への寄与を評
価する目的で、CRISPR-Cas9 により Tbx6 をノックアウトした ES 細胞を作製した。同様の誘導
法を用いて心筋に分化させたところ、Tbx6 ノックアウト ES 細胞では中胚葉・心臓中胚葉誘導
が抑制され、心筋誘導効率は 1/3 程度に著明に抑制された。以上の結果から、多能性幹細胞か
らの心筋分化誘導過程においても Tbx6 が心筋分化に重要な役割をもつ遺伝子であることが明
らかとなった。 
(4)一過性の Tbx6 発現により液性因子を使用せずに心臓前駆細胞が誘導された 
 Tbx6を Tet-Onレンチウィルスシステムでマウス ES 細胞に導入し、Tbx6遺伝子発現を自由に
制御できる系を確立した。この系を用いて液性因子を使用せずに Tbx6遺伝子発現のみで心臓中
胚葉・心臓前駆細胞の誘導が可能であるかの検討を行った。検討の結果、Tbx6発現がない場合
は、心臓中胚葉が全く誘導されない一方で、誘導開始後 3日間の Tbx6発現により液性因子を使
用せず、約 88%の ES細胞が中胚葉細胞に誘導され、この中胚葉の 37.5%が Flk-1+/ PDGFRα+の
心臓中胚葉であった。その後、心臓前駆細胞を経て、約 67%の細胞が心筋に誘導され、その効
率は液性因子による心筋誘導効率よりも良好であった。また培養条件の変更により、誘導した
心臓中胚葉・心臓前駆細胞から平滑筋・血管内皮細胞など、全ての心臓構成細胞への分化が確
認された。 
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