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研究成果の概要（和文）：心筋細胞は終末分化細胞であり、心臓の再生能力には限りがある。近年、転写因子の導入に
より、繊維芽細胞を直接心筋様細胞にリプログラミングするという報告がなされているが、その効率はまだ低い。一方
、低分子RNAであるマイクロRNA（miRNA）も、遺伝子発現を制御することよって細胞の分化運命を変更できるのではな
いかと注目されている。今回我々は、マウスES細胞由来細胞を用いて、心筋前駆細胞で発現するmiRNAを同定した。さ
らに、心臓繊維芽細胞にこれらのmiRNAを組み合わせて導入することによって、心筋の遺伝子を誘導することができた
。以上の知見は、心臓再生のための新たな治療法の開発につながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In mammalian heart, cardiac muscle cells (cardiomyocytes) are terminally different
iated and their regenerative capacity is limited. Recent studies have demonstrated that a combination of t
ranscription factors could reprogram fibroblast directly to cardiomyocyte-like cells, albeit at a low effi
ciency. On the other hand, microRNAs (miRNAs), a family of small RNAs, have also been shown to convert cel
l fate by regulating gene expression. Here, we identified miRNAs that were expressed in cardiac progenitor
 cells, by transcriptome analysis of murine ES cell-derived cells. We also found that a combination of the
se miRNAs could induce myocyte-specific genes in cardiac fibroblasts. These findings may improve direct re
programming methods towards regenerative cardiac therapy.
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトを含む哺乳類の心筋細胞は生後間も
なく分裂を停止し、傷ついた心臓はほとんど
再生することができない。心臓を再生させる
方法として、ES 細胞や iPS 細胞などの多能性
幹細胞由来の心筋細胞を移植する方法が考
えられるが、移植細胞を心筋として機能させ
ることは難しく、細胞数の問題や移植方法な
ど、解決しなければならない問題は多い。 
 
 これに対して、心臓に豊富に存在する心臓
繊維芽細胞を直接リプログラミングして、心
筋細胞に分化転換しようという試みが始ま
っている（文献①）。Srivastava らのグルー
プは転写因子 Gata4、Mef2c、Tbx5 の導入に
より、Olsonらのグループは上記に加えHand2
の導入により、心臓繊維芽細胞から心筋への
誘導を in vitro および in vivo で報告して
いる。しかしながら、分化転換により繊維芽
細胞が成熟した心筋細胞になる効率は低く、
さらなる改良が必要である。 
 
 近年、生体内にはマイクロ RNA（miRNA）と
呼ばれる小分子 RNA が存在し、それぞれ標的
となる遺伝子の発現制御を通して、細胞の増
殖や分化制御など、多くの場面で重要な役割
を果たしていることがわかってきた。miRNA
は低分子であるため細胞に導入される効率
も比較的高く、miRNA によるリプログラミン
グについては、未分化細胞への初期化をはじ
め、いくつかの細胞系での報告が相次いでお
り、この方面における研究は急速に進歩して
いる。このようなことから、心臓においても
miRNA の導入による分化転換が十分可能であ
ると思われる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、分化転換にかかわるような小
分子 RNA（miRNA）を探索し、繊維芽細胞から
心筋細胞への分化転換を試みる。我々はこれ
までマウス ES 細胞を用いて、心筋前駆細胞
を効率よく取り出す系を開発してきた。これ
を細胞ソースとして用い、心筋細胞の分化初
期の制御に関わり、かつ分化転換を可能とす
るような miRNA 分子を探索する。 
 
 本研究開始後、Jayawardena らが、同様な
試みに関しての研究成果を報告した（文献
②）。これによれば、彼らは４種の miRNA 分
子（miR-1, miR-133a, miR-208, miR-499）
を心臓繊維芽細胞にトランスフェクション
することにより、心筋関連の遺伝子発現の上
昇および、心筋特異的収縮タンパク質やチャ
ネルの発現を観察した。しかしながら、遺伝
子発現の誘導の上昇率は低く、新たな miRNA
群の組み合わせを検討するなど、改良の余地
が残されていると考えられる。 
 
 そこで、本研究では Jayawardena らによる
miRNA による繊維芽細胞の分化転換実験の再

現を試みつつ、今回、心筋前駆細胞より新た
に探索したmiRNA分子による分化誘導効果と
比較検討することとした。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス ES細胞から心筋細胞の分化誘導。
マウス ES 細胞（ht7 株）の分化誘導は胚葉体
形成によって行った。まずは少量の血清入り
培地で細胞塊を形成させた後、２日目に培地
を追加し８日目まで浮遊培養を行った。４日
目〜８日目の間、血清を抜いたサンプルと、
血清存在下で培養した２通りのサンプルを
準備した。８日目以降、すべての胚葉体が自
動拍動していることを確認した。 
 
(2) マイクロアレイおよびqRT-PCRによる発
現解析。マイクロアレイ用のサンプルは CELL 
INNOVATOR 社に委託し、Agilent 社チップに
て mRNA および miRNA についての解析を並行
して行った。mRNA の qRT-PCR については、
GAPDH を内在性のコントロールとして、リア
ルタイム PCR による解析を行った。miRNA の
qRT-PCR についてはコスモバイオ社に委託し、
Exiqon 社の LNATM(Locked Nucleic Acid)を用
いた方法で解析を行った。 
 
(3) 繊維芽細胞およびトランスフェクショ
ン。心臓繊維芽細胞は、マウス胎児心臓由来
の細胞を樹立したもので、以前発現解析を行
った細胞を用いた（未発表および文献③）。
この細胞は 10％血清存在下、DMEM 培地にて
安定に維持されている。miRNA 導入は検討の
結果、Lipofectamine RNAiMAX（Invitrogen
社）で行い、蛍光ラベルした siRNA にて最適
条件を検討した。トランスフェクション後の
培養条件は Jayawardena らの方法に従い、２
日目で JAK inhibitor を添加し、6 日目また
は７日目で回収および解析を行った（図１）。 

 
４．研究成果 
(1) 心筋前駆細胞の発現解析。我々はこれま
でにマウス ES 細胞より胚葉体を作らせる in 
vitro 分化系において、一時的に血清を除去
することによって心筋細胞の割合が増える
ことを見出してきた（文献③）。また、誘導
後６日目では心筋または平滑筋の二方向に
分化する前駆細胞が胚葉体中に存在するこ
とも見出している（文献④）。そこで、本研
究では分化誘導後４日目（d4）、６日目・血
清あり（d6）、６日目・血清なし（d6SF）、８
日目・血清あり（d8）、８日目・血清なし（d8SF）
の合計５種類のサンプルを準備し、DNA マイ
クロアレイにてそれぞれに発現する mRNA お
よび miRNAについての解析を行った（図２）。

図１ 分化転換実験の手順 
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その結果、文献③で報告した通り、血清除去
条件では心筋特異的遺伝子が高く発現する
傾向が確認できた。 

 
 

 
 
 
(2) 候補 miRNA 分子の選出。(1)で得られた
結果を元に、同サンプルにおいて心筋 mRNA
と同様なパターンを示すmiRNAの選出を行っ
た。miRNA の発現量は全体として低かったの
で、なるべく多くの候補を捕まえるため、①
d4, d6, d8 となるにつれて発現が上昇傾向に
ある、②d6 と d8 では血清除去によって発現
が低下しない、これらの①②の条件を満たす
ような miRNA を選出した。選出した miRNA（論
文未発表のため X1-X5 と表示）については
qRT-PCR にて発現を確認した（図３） 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
(3) 分化転換に用いる繊維芽細胞の検討。
Jayawardena らは初代心臓繊維芽細胞を用い
て分化転換実験を行っており、心臓幹細胞が
用いた細胞に含まれていないことをマーカ
ーで確認している。しかしながら、この方法
では心筋前駆細胞（あるいは操作によって一
時的に脱分化した細胞）を除くことは難しい
と考えられる。そこで本研究では前駆細胞が
混入しないような細胞として、株化した心臓
繊維芽細胞を用いることとした。細胞の形状
は継代を繰り返しても安定しており、初代培
養に比べるとその形状においてのばらつき
が少なく均一であった（図４） 
 

(4)網羅的発現遺伝子解析による miRNA 導入
効果の検討。上記の心臓繊維芽細胞に対し、
Jayawardena らの miRNAs（miRNAs-J4 と呼ぶ）
および、今回我々が選出した５種の miRNAs
（miRNAs-H5 と呼ぶ）のトランスフェクショ
ンを行った。導入後、１週間目まで培養し観
察を行ったが、自動拍動など、心筋分化が進
んだ指標となるものは観察されなかった。次
に、遺伝子発現を包括的に調べるため、マイ
クロアレイを用いたmRNA発現解析を行った。
Negative control (miRNA-Nega)の導入と比
較して、発現変動のあったそれぞれ約 300 の
遺伝子について GO （遺伝子オントロジー）
解 析 （ DAVID, http://david. abcc. 
ncifcrf.gov）を行った。miRNAs-H5 と miRNA- 
Nega 導入細胞を比較した場合、変動した遺伝
子で“regulation of heart contraction”
に分類される遺伝子の頻度は 1.53%であり（P
値 4.65E-05）、miRNAs-J4 と miRNA-Nega の比
較では 1.76%であった（P値 2.30E-05）。以上
のように、どちらの miRNAs によっても心臓
関連の遺伝子が有意に高い割合で変動して
いることがわかった。 
 
(5) 心筋への分化誘導のqRT-PCRによる確認。
変動のあった遺伝子のいくつかについては、
qRT-PCR にて発現の変化を確認した。その結
果、図に示すように、miRNA-Nega の導入より
も、miRNAs-J4 または miRNAs-H5 を導入した
場合の方が、トロポミオシン遺伝子およびミ
オシン重鎖遺伝子が高く誘導されているこ
とがわかった（図５）。 

 
(6) 考察および今後の展望。以上のことから、
マウス胚様体を出発材料とし、心筋前駆細胞
で発現する miRNAs を見出し、これらを組み
合わせて導入することにより、心臓繊維芽細
胞に心筋遺伝子の発現をわずかながらでは
あるが誘導できることがわかった。また、先
行研究であるJayawardenaらによる報告につ
いても、一部ながら再現できることがわかっ
た。本研究では株化した心臓繊維芽細胞を用
いたが、前駆細胞や脱分化した細胞を排除し
た条件で誘導を観察できたことは意義深い
と思われる。 
 
 彼らの見出した４種の miRNAs と我々の見
出した５種の miRNAs は一部重複があるもの
の、異なった組成の miRNA 混合物であり、そ
れぞれの標的遺伝子群は異なっている。しか

図２ 胚葉体における mRNA の網羅的解析 
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図３ 胚様体における miRNA の発現解析 

図５ miRNA 導入後の繊維芽細胞における 
心筋関連遺伝子の発現 

図４ 分化転換実験に使用した 
心臓繊維芽細胞 
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しながらどちらによっても繊維芽細胞から
心筋細胞への分化誘導が起こりうるという
ことは、分化転換の道筋が複数であることを
示唆している。今後は、さらに miRNA の組み
合わせ方を検討することにより、効率の高い
分化転換法の確立を目指す予定である。 
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