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研究成果の概要（和文）：高齢化に伴い心臓病が増加しているが、新しい治療として心臓再生法の開発が求めら
れている。心筋リプログラミング法は次世代の心臓再生法として期待されているが、我々は加齢に伴って心筋リ
プログラミング効率が低下することを新たに見出した。そこで本研究では、ケミカルスクリーニングを行い、加
齢に伴う心筋リプログラミング抵抗性の分子機序解明とこれを改善する化合物を同定した。これにより安全で効
率的な心筋リプログラミング法を確立でき、心臓再生医療の実現が大きく前進する。

研究成果の概要（英文）：Cardiac disease is increasing with aging, and the development of a heart 
regeneration method is required as a new treatment. Therefore, in this study, chemical screening was
 performed to determine the molecular mechanism of age-related myocardial reprogramming resistance 
and new compounds that can improve it. This will enable the establishment of a safe and efficient 
myocardial reprogramming method, which will greatly advance the realization of cardiac regenerative 
medicine.

研究分野： 循環器内科

キーワード： 心臓再生

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで加齢に伴う心筋リプログラミング抵抗性の分子機序を明らかにした報告は皆無であり、本研究は独創
性・新規性の高い基礎研究であるだけでなく、心臓再生治療への応用という点で臨床的にも重要な研究である。
我々はこれまで世界に先駆けて線維芽細胞の心筋リプログラミングに成功し、さらに加齢に伴う心筋リプログラ
ミング抵抗性という現象を見出している。本研究はこれまで自らが積み上げてきた心筋リプログラミング研究の
多くの知見や材料を利用するため、他より圧倒的に優位な立場で研究を進められる。また本研究成果は加齢に伴
う線維化亢進の分子機構や抗線維化治療など他臓器にも一般化できる内容であり、大きな波及効果を期待でき
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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
高齢化に伴い心臓病が増加しているが、新しい治療として心臓再生法の開発が求められてい

る。近年 iPS 細胞の発見により複数の組織特異的転写因子を導入して、ある細胞を別の細胞に直

接転換する細胞リプログラミング研究が注目されるようになった。我々は世界に先駆けて心筋

リプログラミング研究に着手し、これまでに心筋特異的な 3 つの転写因子（Gata4, Mef2c, Tbx5）

を導入すると、線維芽細胞が心筋細胞に直接リプログラミングすることを世界で初めて発見し

た（Ieda et al, Cell, 2010）(図 1）。またヒト細胞では、Gata4, Mef2c, Tbx5 に 2 遺伝子（Mesp1, 

Myocd）を加えた 5 因子などで心筋リプログラミングできることなどを報告してきた（Wada et 

al, PNAS 2013, Muraoka et al, EMBO J 2014, Yamakawa et al, Stem Cell Reports 2015)。さらに、心筋

リプログラミング遺伝子を発現するセンダイウイルスベクターを開発し、ゲノムに外来遺伝子

の挿入なく安全に心筋リプログラミング効率を改善し、生体内心筋リプログラミングにより心

筋梗塞モデルマウスで心臓再生に成功した（Miyamoto et al, Cell Stem Cell, 2018）。また最近では

心臓中胚葉細胞を直接誘導する遺伝子として Tbx6 を新たに同定し、本研究領域を先導してきた

（Sadahiro et al, Cell Stem Cell, 2018 表紙に掲載）。  

 

(図 1) 線維芽細胞からの心筋作製法  

iPS 細胞を経由した心筋作製法（上段） 

 

心筋リプログラミングによる新しい心筋作製法（下段） 

 

 
 
 
２．研究の目的 

心筋リプログラミング法は次世代の心臓再生法として期待されているが、我々は加齢に伴っ

て心筋リプログラミング効率が低下することを新たに見出した。そこで本研究では、ケミカルス

クリーニングを行い、加齢に伴う心筋リプログラミング抵抗性の分子機序解明とこれを改善す

る化合物を同定する。これにより安全で効率的な心筋リプログラミング法を確立でき、心臓再生

医療の実現が大きく前進する。 
 
３．研究の方法 
(1) 加齢に伴う心筋リプログラミング抵抗性を改善する化合物のスクリーニング 

我々はこれまでに、胎児期線維芽細胞に比べて、新生児および成体マウスの線維芽細胞からの心

筋リプログラミングが低下することを見出している。そこで成体マウス線維芽細胞を用いて心

筋リプログラミングを改善する化合物のスクリーニングを行う。ヒット化合物の同定は 2010 年

に心筋リプログラミング因子を同定した時と同様に、心筋に転換すると蛍光を発する、αMHC-

GFP トランスジェニックマウス線維芽細胞を用いて、Cell Image Analyzer でハイスループットス

クリーニングを行う。本研究では、研究協力者で化合物専門家である東京医科歯科大の清水教授

から 10000 種類の化合物ライブラリーを供与していただき、網羅的にスクリーニングする。これ

までの実験で、8400 化合物のスクリーニングを完了し、そのうちの機能未知を含んだ 4 化合物

により成体線維芽細胞からの心筋リプログラミングが改善することを見出した（図 2）。  



 

 

 

 

(図 2) 化合物ライブラリーを用いたスクリーニング 

（左）αMHC-GFP TG マウス細胞を用いた心筋リプログラミング促進化合物の網羅的スクリー

ニング （右）複数の化合物で心筋リプログラミングが改善 

 

(2) 加齢に伴う心筋リプログラミング抵抗性を改善する化合物の同定 

次に、各年齢のマウス線維芽細胞を用いて、上記ヒット化合物による心筋リプログラミング促進

が加齢性変化に依存するか決定する。心筋誘導効率は定量性の高い FACS によるαMHC-GFP、

cardiac TnT 蛋白の発現や拍動心筋細胞数をカウントして決定する。これまでの実験で 4 化合物

の中の 1 化合物で、加齢に伴う心筋リプログラミング抵抗性を改善する化合物を見出した。 

 

(3) 加齢に伴う心筋リプログラミング抵抗性の分子機序解明 

ヒット化合物による心筋リプログラミング抵抗性改善の分子基盤を明らかにする。これまでの

実験で、化合物添加による遺伝子発現をアレイで解析し、変化遺伝子群を GO term 解析や Pathway

解析で評価した。その結果、加齢に伴う心筋リプログラミング抵抗性に新規のシグナル伝達物質

が関与することを見出した。さらに同シグナル経路と心筋遺伝子領域のエピジェネティック変

化が関連することを ATAC-seq 解析で見出しており、詳細に分子機序を解明した。 
 
４．研究成果 

(1) ジクロフェナクが線維芽細胞での心筋誘導を促進することを発見スクリーニング 

αMHC-Cre/tdTomato マウス由来の新生児期線維芽細胞に, リプログラミング因子を遺伝子導入

し, 8400 種の化合物ライブラリーを用いて心筋誘導促進化合物をスクリーニングした. スクリ

ーニングの結果, 新生児期線維芽細胞から心筋誘導を促進する 4 種の化合物を同定した. さら

にスクリーニングを進めた結果, 非ステロイド性抗炎症薬(NSAIDs)として知られるジクロフェ

ナ ク を 添 加 す る こ と で , 有 意 な 心 筋 誘 導 が 促 進 さ れ る こ と が 明 ら か と な っ

た.Gata4/Mef2c/Tbx5/Hand2(GHMT)にジクロフェナクを添加することで, 心筋特異的タンパク質

や遺伝子発現は上昇し, 心筋特異的な横紋筋構造の明瞭化を認めた. またより成熟した心筋の

特徴である自律的拍動を示す心筋細胞も約 4 倍に増加しており, ジクロフェナクにより心筋細

胞の誘導が促進されるだけでなく, 誘導された心筋細胞の成熟も促進されることが示された. 

ジクロフェナク投与による細胞毒性は認めず, ジクロフェナク投与期間が心筋誘導初期でのみ

有効であることから, 誘導促進の機序として, 誘導初期でリプログラミングを促進しているこ

とが示唆された。 

 

(2) ジクロフェナクが心筋誘導を促進するメカニズムの解明 



興味深いことに, ジクロフェナクによる心筋誘導促進効果は新生児期/成体期線維芽細胞に特異

的であり, 従来の胎児線維芽細胞では促進効果を認めなかった。我々は線維芽細胞が加齢に伴

い, アラキドン酸カスケードのシクロオキシゲナーゼ(COX)-2 やプロスタグランジン E2(PGE2), 

PGE2 受容体の EP4 のシグナル発現が亢進することを明らかにし, ジクロフェナクによる COX-2

阻害が, 誘導促進の機序であると仮説を立てた。その後の検討により, 加齢とともに活性化さ

れる線維芽細胞における, COX-2/PGE2/EP4/IL-1β/IL-1R1 の経路が心筋誘導を抑制しているこ

とを明らかにし, ジクロフェナクはこの経路を抑制することで心筋誘導を促進させることを示

した。 

 

(3) 心筋誘導を促進する細胞外基質の硬さと化合物の同定  

細胞外基質の硬さにより心筋誘導が変化する分子メカニズムを解析した。まず同種類のハイ

ドロゲルを用いて作成した 8kPa と 126kPa の細胞外基質上で、心筋誘導遺伝子（Gata4, Mef2c, 

Tbx5, Hand2）の導入による線維芽細胞から心筋誘導を行い、遺伝子発現変化を網羅的に解析し

た。その結果、心臓と同等の柔らかさの 8kPa の細胞外基質では、足場からの機械的刺激を細胞

内に伝達するインテグリンシグナル、その下流の転写調節因子である YAP および TAZ 遺伝子、線

維化関連遺伝子の発現が抑制されており、それに伴い心筋誘導が上昇していました。一方、骨と

同等の硬さの 126kPa の細胞外基質では、機械的刺激を伝達するインテグリン、Rho/ROCK、ミオ

シン、YAP/TAZ 遺伝子、さらに線維化遺伝子の発現が上昇しており、心筋誘導が低下していまし

た。またポリスチレン製の培養皿では、126kPa の細胞外基質と同様に、インテグリン、YAP/TAZ

遺伝子や線維化関連遺伝子の発現が上昇しており、心筋誘導が低下していました。これに対して、

126kPa の細胞外基質やポリスチレン製の培養皿上で活性化するインテグリン、Rho/ROCK、ミオ

シンを直接阻害する薬剤や、YAP および TAZ 遺伝子の発現を抑制することで、心筋誘導効率が改

善することを解明した。 

 

(4)今後の展開 

これまで加齢に伴う心筋リプログラミング抵抗性の分子機序を明らかにした報告は皆無であ

り、本研究は独創性・新規性の高い基礎研究であるだけでなく、心臓再生治療への応用という点

で臨床的にも重要な研究である。我々はこれまで世界に先駆けて線維芽細胞の心筋リプログラ

ミングに成功し、さらに加齢に伴う心筋リプログラミング抵抗性という現象を見出している。本

研究はこれまで自らが積み上げてきた心筋リプログラミング研究の多くの知見や材料を利用す

るため、他より圧倒的に優位な立場で研究を進められる。また本研究成果は加齢に伴う線維化亢

進の分子機構や抗線維化治療など他臓器にも一般化できる内容であり、大きな波及効果を期待

できる。 
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