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研究成果の概要（和文）：細胞治療薬開発を目的とした心筋細胞の効率良い発生・増殖のために

は、多能性幹細胞からの心筋分化メカニズムを理解することが必要である。心筋分化における

特性が異なる P19CL6 細胞サブラインを単離し、トランスクリプトーム解析により心筋分化に
関連する 24遺伝子（CMR遺伝子）を抽出した。マウス胚性癌細胞（EC細胞）において RNAi
により CMR 遺伝子をノックダウンし、心筋細胞に分化させたところ、18 の CMR 遺伝子で自
発的拍動もしくは心筋特異的マーカー遺伝子発現量に影響が見られた。マウス胚性幹細胞（ES
細胞）においても検討したところ、AW551984、prostamide/prostaglandin F synthase、Cd302のノ
ックダウンによって、EC 細胞と ES 細胞に共通して心筋分化の程度に変化が観察された。
AW551984 のノックダウンは、多能性および中胚葉への分化に影響を及ぼすことなく、心筋特
異的転写因子である Nkx2.5の発現を抑制した。さらに、Wnt/β-cateninシグナルは胚葉体形成時
におけるAW551984とNkx2.5の発現を増強した。これらのことから、AW551984はWnt/β-catenin
シグナルによる Nkx2.5発現を調節することにより、心筋分化を制御することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：An understanding of the mechanism that regulates the cardiac differentiation 
of pluripotent stem cells is necessary for the effective generation and expansion of cardiomyocytes as 
cell therapy products. We isolated P19CL6 cell sublines that possess distinct properties in 
cardiomyogenesis and extracted 24 cardiomyogenesis-related candidate (CMR) genes correlated with 
cardiomyogenesis using a transcriptome analysis. Knockdown of the CMR genes by RNAi revealed that 
18 CMR genes influence spontaneous contraction or transcript levels of cardiac marker genes in 
embryonal carcinoma (EC) cells. We also performed knockdown of the CMR genes in mouse 
embryonic stem (ES) cells and induced in vitro cardiac differentiation. Three CMR genes, AW551984, 
Prostamide/prostaglandin F synthase and Cd302, modulated the cardiac differentiation of both EC cells 
and ES cells. Depletion of AW551984 attenuated the expression of early cardiac transcription factor 
Nkx2.5 without affecting transcript levels of pluripotency and early mesoderm marker genes during ES 
cell differentiation. Activation of Wnt/β-catenin signaling enhanced the expression of both AW551984 
and Nkx2.5 in ES cells during embryoid body formation. Our findings indicate that AW551984 is a 
novel regulator of cardiomyogenesis from pluripotent embryonic cells, which links Wnt/β-catenin 
signaling to Nkx2.5 expression. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 胚性幹細胞（ES細胞）や人工多能性幹細胞
（iPS 細胞）といった多能性幹細胞は、内・
中・外胚葉に分化することができる多能性と、
半永久的に増殖できる自己増殖能を合わせ
持つ細胞である。体性幹細胞と異なり量的な
制限を考える必要がないため、ES細胞や iPS
細胞を目的の細胞に分化させ、再生医療にお
ける細胞治療薬として用いる試みがされて
いる。また、目的細胞への低い分化効率は収
量の低下を招くため、効率の高い分化方法を
考案することが重要である。心筋細胞に関し
て述べると、in vitroで ES細胞や iPS細胞を
心筋細胞に分化するには、未分化状態を保つ
ために添加されている leukemia inhibitory 
factor（LIF; マウス）や basic FGF（ヒト）を
除いた培地で、三次元培養にて胚様体
（embryoid body）を形成させる必要がある。
この過程において、細胞の一部は中胚葉、心
筋前駆細胞を経て心筋細胞に分化する。近年、
Wntや BMPアンタゴニストである Nogginを
一時的に培地に添加することにより、マウス
ES 細胞から心筋細胞への分化効率を上昇さ
せることが報告されている。しかしながら、
これらの因子の添加のみでは心筋細胞への
分化効率は不十分であり、さらに分化効率を
上昇させる因子を探索する必要があると考
えられる。 
	
 脂質は細胞膜の構成成分やエネルギー源
としての役割だけでなく、受容体のリガンド
や細胞内シグナル伝達におけるセカンドメ
ッセンジャーとしても重要な役割を果たし
ている。しかしながら再生医療における細胞
治療薬の作製に関して、脂質シグナリングの
応用は全くされていない。ES細胞から心筋細
胞分化に関与する脂質、脂質代謝酵素および
脂質受容体を同定することができれば、心筋
細胞への効率的な分化につながる可能性が
ある。 
 
２．研究の目的 
	
 ヒト ES 細胞において、どの系譜の細胞に
分化し易いかが株によって著しく異なるこ
とが報告されている。我々はマウス ES 細胞
においても、株間で心筋細胞への分化効率が
異なることを見出している。このような株間
の特定の系譜の細胞への分化における指向
性の違いを利用し、分化効率に影響する因子
を探索する。心筋分化効率の異なるマウス胚
性癌細胞（EC細胞）株もしくは ES細胞株を
用いて、心筋分化能と発現量が相関を示す遺
伝子を網羅的に検索した後、同定された遺伝
子群が心筋細胞分化に影響を及ぼすかを、
RNAi による遺伝子発現の抑制実験などで検
討する。また脂質代謝に関連する遺伝子が同
定された場合は、遺伝子の機能から予想され

る脂質リガンドや代謝産物の分化効率への
影響も検討する。最終的には、心筋細胞分化
の制御を行う脂質関連因子の同定およびそ
れらの制御機構を明らかにしたい。 
 
３．研究の方法 
	
 細胞分化—心筋細胞への分化指向性の異
なる P19CL6 細胞サブラインは、α-MHC プ
ロモーターによって発現が制御される EGFP
を細胞にトランスフェクトし、その安定発現
株のクローニングにより樹立した。マウス EC
細胞の心筋細胞への分化は、1%DMSO によ
り誘導した。マウス ES細胞（R1細胞）の心
筋細胞への分化は、分化培地を用いて低吸着
丸底プレートで胚葉体を形成させることに
より行った。 
	
 ジーンチップ解析および生物統計解析—
未分化のマウス EC細胞株（P19細胞、P19CL6
細胞および P19CL6細胞サブライン 4株）の
RNA抽出の後、網羅的な遺伝子発現解析のた
め ジ ー ン チ ッ プ （ MOE430A お よ び
MOE430B）を用いてマイクロアレイ解析を行
った。 
	
 マウス EC細胞株（P19細胞、P19CL6細胞
および P19CL6細胞サブライン 4株）の心筋
分化後に RNA 抽出し、定量 RT-PCR にて心
筋特異的マーカー遺伝子の発現量を測定し
た。主成分分析は、数値の標準化の後に行っ
た。心筋分化の評価は、①心筋特異的マーカ
ー遺伝子発現量の第一主成分得点、②自律拍
動を始めた時間、③単位面積当たりの自律拍
動を示す小結節数、で行った。ジーンチップ
データを用いたスピアマン順位相関係数分
析により、発現量が①〜③と有意な相関があ
る 24遺伝子を CMR（cardiomyogenesis-related 
candidate）遺伝子とした（図 1）。 
 

 
 

図 1 心筋細胞分化に関与する遺伝子の探索 
	
 
	
 siRNA トランスフェクション—マウス EC
細胞は 100 nM siRNAを Lipofectamine 2000を
用いて、マウス ES 細胞は 50 nM siRNA を
Lipofectamine RNAiMAXを用いてトランスフ
ェクションを行った。	
 



４．研究成果	
 
 
	
 同定された 24の CMR遺伝子を標的とする
siRNA を、マウス EC 細胞とマウス ES 細胞
にトランスフェクトし、mRNA発現量が有意
に減少した遺伝子に関して解析を行った。マ
ウス EC細胞はDMSOにより心筋分化を誘導
し、分化後 14 日に単位面積当たりの自律拍
動を示す小結節数と心筋特異的マーカー遺
伝子（α -MHC、β -MHC、MLC2a および
MLC2v）の mRNA 発現量を測定した。また
マウス ES 細胞は胚葉体形成を開始してから
8日目に心筋特異的マーカー遺伝子の mRNA
発現量を測定した（表１）。ノックダウンに
よりEC細胞とES細胞に共通して心筋分化の
抑制または促進が見られた遺伝子として、
AW551984 、 2810405K02Rik
（prostamide/prostaglandin F synthase）、Cd302
が同定された。 

 

表 1	
 EC 細胞および ES 細胞における CMR
遺伝子ノックダウンの心筋分化に及ぼす影
響（mRNA発現量と第一主成分得点のスピア
マン順位相関係数分析における p値が低い順
に遺伝子は並べてある） 
 
	
 CMR 遺伝子のうち AW551984 のノックダ
ウンによりEC細胞とES細胞の心筋分化は最
も強く制御を受けたため、AW551984 の解析
を最初に試みた。マウス ES細胞（R1細胞）
を胚葉体形成によって分化させると、分化開
始後 8 日目に拍動を示す胚葉体が観察され、
その後拍動する胚葉体の割合は上昇する。
AW551984の mRNA発現量は、拍動開始に先
駆け分化開始後 5日目に上昇し始め、11日目
には 40 倍に上昇した。また胚葉体の拍動率
はAW551984のノックダウンにより有意に抑
制された（図 2）。 
 
 

図 2	
  ES 細胞の分化における胚葉体の拍動
率および AW551984 mRNA量の経時的変化 
 
	
 AW551984 のノックダウンは、多能性マー
カーである Nanogおよび Oct3/4、中胚葉マー
カーである T/brachyury、心筋前駆細胞マーカ
ーの Mesp1 の発現に影響しなかったことか
ら、AW551984 は心筋前駆細胞から心筋細胞
への分化に影響を及ぼしている可能性が考
えられた。初期の心筋転写因子である Gata4、
Mef2C、Nkx2.5 および Tbx5 の発現における
AW551984 のノックダウンの影響を検討した。
AW551984 をノックダウンした分化細胞にお
いて、Gata4、Mef2Cおよび Tbx5の発現量に
は変化が見られなかったが、Nkx2.5の発現量
が有意に減少していた（図 3）。これらの結果
から、AW551984は Nkx2.5の発現量を調節し
て、心筋分化を制御することが示唆された。 
 

 
図 3	
 ES 細胞の分化における Nkx2.5 mRNA
量の経時的変化 
 
	
 Wnt/β-cateninシグナルは多能性幹細胞から
心筋細胞への分化の制御に重要な役割を果
たしており、その制御には二相性がある。す
なわち Wnt/β-catenin シグナルは心筋前駆細
胞までの分化には促進的に、心筋前駆細胞か
らの分化には抑制的に働くことが報告され
ている。胚葉体を分化開始後 2-5 日の間、
Wnt3a で細胞を刺激すると、AW551984 と
Nkx2.5 の発現は有意に上昇した。一方で
Wnt/β-catenin シグナルを阻害する Dkk1 で細
胞を処理すると、AW551984と Nkx2.5の発現
は共に有意に阻害された（図 4）。これらの結
果より、AW551984 と Nkx2.5 の発現は
Wnt/β-cateninシグナルによって調節されてい
ることが示された。 



 

図 4	
  Wnt/β-catenin シグナルの AW551984
と Nkx2.5 mRNA発現量への影響 
 
	
 本研究において、新規の心筋分化制御因子
である AW551984は、Wnt/β-cateninシグナル
による Nkx2.5 発現を調節することにより、
心筋分化を制御することが示唆された。
AW551984 以外の心筋分化を制御する機能を
有する因子として、prostamide/prostaglandin F 
synthaseと Cd302も、本研究で同定すること
に 成 功 し た 。 脂 質 代 謝 酵 素 で あ る
prostamide/prostaglandin F synthaseの多能性幹
細胞における心筋分化制御メカニズムにつ
いても今後明らかにしたいと考えている。 
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