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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を誘導するためには、複数の液性因子を使用し、心臓中胚
葉を誘導してから心筋に分化させる方法が一般的である。しかし、この方法には誘導工程が煩雑、液性因子が高
価であるという課題がある。我々は中胚葉誘導マスター遺伝子Tbx6を発見し、マウスES細胞・ヒトiPS細胞等の
多能性幹細胞から、液性因子を使用せずに心臓中胚葉細胞を誘導できることを発見した。さらにTbx6の発現期間
を調整することで、同じく中胚葉から分化する骨格筋や軟骨細胞も誘導が可能であることを見出した。さらに
Tbx6遺伝子が心筋細胞増殖効果をもつことも明らかにし、新たな心筋再生療法の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In order to induce cardiomyocytes from pluripotent stem cells, it is common 
to use multiple growth factors to induce cardiac mesoderm and then differentiate it into 
cardiomyocytes. However, this method suffers from the complexity of the induction process and the 
high cost of growth factors. We have discovered that cardiac mesoderm cells can be induced from 
pluripotent stem cells, such as mouse ES cells and human iPS cells, without the use of growth 
factors by overexpression of Tbx6. Furthermore, we found that skeletal muscle and chondrocytes can 
be induced by adjusting the expression period of Tbx6. We also found that the Tbx6 gene has a 
proliferative effect on cardiomyocytes, indicating the possibility of a new cardiac regeneration 
therapy.

研究分野：再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界総死亡数のなかで、心疾患は約半数を占める。終末分化細胞である心筋細胞には増殖能がなく、一度低下し
た心臓機能が回復することは困難である。ES細胞、iPS細胞などの幹細胞から、心臓幹細胞である心臓中胚葉を
経て分化した誘導心筋は、再生医療のツールとして期待されるが、液性因子による誘導が必須である。この誘導
法は、高価な液性因子によるコストの問題以外に、誘導手法が不安定かつ煩雑という課題がある。液性因子に頼
らず、単一遺伝子によって多能性幹細胞から選択的な心臓中胚葉・心筋細胞への誘導が可能となる本研究成果に
より安定かつ簡便、さらに安価に心筋作製が可能となり、心臓再生医療の飛躍的な前進が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 ES細胞などの幹細胞から分化した心筋細胞は、心疾患における再生医療・創薬研究のツール
として期待されるが、適切な誘導法が必須である。発生学の知見から Activin, BMPなどの液性
因子によって幹細胞が中胚葉に分化し、液性因子による目的外系統への分化阻害により、中胚葉
から心臓の原器である心臓中胚葉、骨格筋・軟骨の原基となる沿軸中胚葉への分化制御が行われ
ていることが示された。しかし液性因子による誘導制御は高コストに加え、幹細胞ライン間での
誘導効率差や、液性因子の微細な濃度調節など、作製工程が不安定かつ煩雑という課題がある。
さらに心臓中胚葉誘導マスター因子や、中胚葉から各種細胞への分化制御機構は明らかではな
い。我々の研究室ではこれまでに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、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、Gata4、Mef2c、Tbx5
の 3つの心筋特異的転写因子が、線維芽細胞から iPS細胞を経ずに直接心筋細胞（iCM細胞）
を誘導できるリプログラミング因子であ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, 
Yamakawa et al, Stem cell report 2015）しかしこれまで心臓中胚葉リプログラミング因子の報
告はない。そこでまず、線維芽細胞から心臓中胚葉へのリプログラミング因子を同定する研究を
行った。これまでの予備実験で産総研が所有する世界最多の cDNA ライブラリーを用いて、心
臓中胚葉誘導因子のスクリーニングを行った。中胚葉から誘導される最初の臓器が心臓である
点に着目し、幹細胞から心臓中胚葉由来細胞を誘導するマスター因子は中胚葉と心臓中胚葉の
両者で発現していると考えた。ES細胞から分化させた心臓中胚葉のマイクロアレイデータを用
いて、同時期特異的に上昇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
死の表現型を示す遺伝子を候補因子とした。 
 
２．研究の目的 
 幹細胞からの心筋誘導における必須の要素であり、問題点でもある液性因子を使用せず、遺伝
子発現のみで多能性幹細胞から中胚葉、中胚葉から選択的な心臓中胚葉への誘導が実現すれば、
安定かつ簡便、さらに安価に心筋細胞の作製が可能となる。本研究により多能性幹細胞からの中
胚葉誘導、分化制御機構が明らかとなった場合、発生学の知見を応用することで発展してきた幹
細胞・再生分野において、新規誘導法の確立など大きな影響を与えることが期待される。 
また中胚葉からは心筋以外にも骨格筋や軟骨といった筋骨格系の細胞が誘導可能であるが、液
性因子による誘導では、特に骨格筋への誘導が困難であることが知られている。本研究成果によ
り遺伝子発現調節のみで幹細胞から中胚葉、心筋細胞・骨格筋細胞・軟骨を選択的に誘導できる
事が可能となれば、心臓以外の中胚葉由来臓器における再生医療・創薬研究の開発など、多くの
応用が可能となる画期的な研究といえる。 
 
３．研究の方法 
 (1) 多能性幹細胞からの心臓中胚葉誘導因子のスクリーニング 
(2) 遺伝子発現制御マウス ES 細胞を用いた心臓中胚葉・心筋誘導の確立 
 (3) 遺伝子発現による心臓中胚葉誘導の分子生物学的機序の解明 
(4) 遺伝子発現によるマウス ES 細胞からの骨格筋・軟骨誘導の確立 
(5) 遺伝子発現による心筋細胞増殖法の確立 
 
４．研究成果 
(1) 多能性幹細胞からの心臓中胚葉誘導因子のスクリーニング 
 産総研が所有する世界最多の cDNA ライブラリーを用いて、誘導因子をスクリーニングした。
心臓中胚葉のマイクロアレイデータと、マウス生体内中胚葉細胞の single cell-RNA seq デー
タを統合し、中胚葉・心臓中胚葉特異的に発現する転写因子 Tbx6 を同定した。CRISPR-Cas9 を
用いて Tbx6 遺伝子を欠損させた ES 細胞では中胚葉・心筋誘導が著明に抑制され、Tbx6 が幹細
胞からの心筋誘導におけるマスター因子である可能性が示された。(図 1,2) 

図 1:single cell-RNA seq (t-SNE)                図 2: FACS による心筋定量(トロポニン T) 
(Tbx6 は心臓中胚葉マーカーの T, Mesp1 発現と一致) (Tbx6 KO で誘導効率は 1/3 に減少した) 



(2) Tbx6 発現制御マウス ES 細胞を用いた心臓中胚葉・心筋誘導の確立 
 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。Tbx6 発現のみで心臓中胚葉、心筋細胞への誘導が可能かを検討し、
液性因子を使用せず、約 88%の ES 細胞が心臓中胚葉細胞に誘導された。約 67%の細胞が心筋に誘
導され、液性因子による心筋誘導効率よりも良好であった。平滑筋・血管内皮細胞への分化も確
認し、全ての心臓構成細胞への分化が達成された。(図 3,4) 
 

図 3:FACS による定量評価             図 4:免疫染色  
心臓中胚葉(左)、心筋(右)       左-心筋(トロポニン T), 中-平滑筋(Calponin), 

右-血管内皮細胞(CD31) 
 
(3) Tbx6 発現による心臓中胚葉誘導の分子生物学的機序の解明 
 DNA マイクロアレイでは、Tbx6 発現により中胚葉・心臓発生関連遺伝子が上昇、神経発生関連
遺伝子が抑制されていた。ChIP による解析の結果、Tbx6 は心臓分化因子 Mesp1・BMP4、神経分
化因子 Sox2 と直接結合し Mesp1・BMP4 発現を誘導、Sox2 発現を抑制しており、Tbx6 の直接作用
が心臓中胚葉誘導の機序であることが判明した(図 5)。また Tbx6 には心臓中胚葉誘導に重要な
シグナルである BMP4、Activin、Wnt のパラクライン作用を持つことを確認し、Tbx6 が直接的、
間接的作用によって心臓中胚葉を誘導していることを発見した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5:ChIP PCR. (Tbx6 は Mesp1 に直接結合し、発現を誘導している) 
 
(4) Tbx6 発現によるマウス ES 細胞からの骨格筋・軟骨誘導の確立 
Tbx6 は骨格筋・軟骨の原基（沿軸中胚葉）との関連も知られている。体節は心臓の分化後に
分化するため、Tbx6 発現期間を心臓中胚葉誘導に必要な期間よりも延長したところ、幹細胞か
ら心臓中胚葉誘導後に沿軸中胚葉が誘導され、骨格筋・軟骨へ分化した(図 6・7)。その機序が
Tbx6 発現による Wnt3 を介した心筋分化阻害因子の誘導であることが判明し、Tbx6 が心血管系
と筋骨格系への分化を制御する中胚葉誘導制御のマスター因子である可能性が示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 6:免疫染色. 骨格筋(MHC)           図 7:Safranin-O 染色. 軟骨 
 
(5) Tbx6 発現による心筋細胞増殖法の確立 
Tbx6 遺伝子が、心筋細胞にどのような影響を及ぼすのか検討するため、心筋細胞に、Tbx6 遺伝
子を過剰発現させたところ、終末分化細胞として増殖能を失った心筋細胞の細胞周期を再活性
化させることが明らかとなり、生体内外の心筋細胞の増殖を促進することが可能な遺伝子であ
ることを発見する事が出来た。 
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