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研究要旨 

近年報告された特定諸因子群による線維芽細胞の人工多能性

幹(iPS)細胞及び人工心筋(iCM)細胞への直接再プログラム化

の研究成果から、次世代の心筋再生医療法として、未分化な

前駆・幹細胞からさらに細胞分化系統を制御した高純度の成

熟心血管細胞の移植法や複数遺伝子群の導入による心筋再生

医療が可能となった。本研究目的は、心臓内幹細胞から直接

リプログラミング法を用いてヒト成熟心筋細胞を作製するこ

とで新たな心筋再生医療を開発することである。 
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A. 研究目的 

重症心不全に対する治療法として、機械的人

工心臓の埋め込みが目下のところ主流の先端医療

であるが、高額な医療費と長期間の抗凝固療法が

問題視されている。 

社会的背景として、我が国での小児心臓移植

の適応症例は毎年約 50 例程度といわれている。

しかしながら、厚生労働省による統計調査では、

status1 で申請後に心臓移植適応と判断されてか

らの 1 年生存率は、成人の約 70％に比べ小児では

30％前後と極めて低く、かつ、死亡までの平均生

存期間も 6 か月と大変厳しい状況である。一方、

本邦では重度小児心不全に対する心臓移植事業は

進んでいなく、代替医療として心臓内幹細胞自家

移植法が大いに期待されている。 

直接心筋リプログラミング法による線維芽細

胞から人工的心筋細胞への系統誘導の関する研究

が、2010 年にマウス由来の細胞で初めて成功した

こと（3 因子法）が発表され、2013 年に入り、ヒ

トでも有効な誘導法（6 因子法）が報告されるよ

うになった。しかしながら、再生医療実用化に向

けて心筋細胞への直接リプログラミング法は、よ

り心筋細胞系統の高い細胞種を用いて特異性の高

い因子群で誘導することが必須不可欠であり、最

もヒト心筋細胞に分化しうるポテンシャルを持つ
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心臓内幹細胞から心筋細胞への直接リプログラミ

ングする方法はいまだ確立されていない。 

具体的に近年の研究から、マウス心臓内線維

芽細胞は GATA4, Tbx5, Mef2c, Hand2 の転写因

子群により直接心筋細胞に形質変換できることが

報告されたが、標的細胞への遺伝子導入効率によ

りその心筋誘導効率が左右されることが問題とな

っ て い る (Cell.142: 375;2010, Nature. 485: 

599;2012, Nature. 485: 593;2012, Circ Res. 111: 

50;2012）。 

一方、最近ヒト心筋細胞へ直接誘導する転写

因子群は microRNA（mir-1, mir-133）を含む 6

因子を必要とする誘導法が報告されているが、再

生医療への臨床実用化に際し、より特異性の高い

因子群に絞り込むことと in vivo での実証が必須

不可欠である（Proc. Natl. Acad. Sci. USA;2013）。 

これらの画期的な研究成果により、複数の心

筋に必須な転写因子群を細胞内に導入することに

よって、異なった細胞系統から直接心筋細胞にリ

プログラミングできることが明らかにされた。し

かしながら、再生医療に用いることが可能な人工

ヒト心筋細胞の作成はいまだ報告がない。 

本研究では、最も心筋細胞への系統譜が近い

ヒト心臓幹細胞を用いて、上記の 3 因子に加え、

成熟心筋細胞の作製に必要不可欠な直接心筋リプ

ログラミング法の確立をめざす。 

 

B. 研究方法 

1. ヒト心臓内幹細胞から成熟心筋細胞への直

接リプログラミング 

成熟心筋細胞への直接リプログラミング法

は、従来報告されたGATA4, Tbx5, Mef2Cの遺伝

子導入法を用いて検討し、対象とする細胞をより

心筋細胞の系譜に近い心臓内幹細胞を用いる。導

入前の幹細胞を経時的に可視化するためリポー

ター遺伝子として、eGFPをレンチウイルスシス

テムにて細胞内に導入する。細胞の分化後の特性

判定に対応して、リポーター遺伝子を制御するプ

ロモーターとして、全細胞を可視化するPGKと心

筋細胞のみを選択的に判別するalpha-MHCプロ

モーターの2種類を使い分ける。 

心筋細胞への分化誘導の効率を向上させる

ため、ラット新生児心筋細胞との共培養実験も同

時に進める。また、共培養後の細胞間融合による

心筋分化の判定を容易にするため、ラット心筋細

胞培養液を10％に希釈した培養血清で、3因子導

入した心臓内幹細胞を一定期間培養し効果判定

を行う。 

人工心筋細胞の分化および成熟性について

は、各種心筋構造タンパクの定量的RT-PCRや免

疫組織染色で判定し、さらに細胞機能評価として、

カルシウムの取り込みや各種イオンチャンネル

の遺伝子発現形態について定量的に検証する。 

2. 複合多因子群の遺伝子導入による系統誘導

の効率化 

GATA4, Tbx5, Mef2C以外の直接リプログラミ

ング因子群の候補として、近年マウスの実験や本

研究室での疾患特異的iPS細胞用いた網羅的遺伝

子解析として、 Myocardin, Hand2, mir-1, 

mir-133が挙げられている。当初3因子法による心

筋系統誘導実験が進まないときには、上記の4因

子群を併用した合計7因子群を用いた細胞性質改

変法に切り替えて実験を進めていく。 

3. 生体内での心筋細胞への再プログラム化 

ヒト培養細胞系において、上記の候補 7 因子

群で心筋分化誘導できることを確認したのち、候

補因子群を用いた心筋梗塞モデルへの遺伝子導入

による心筋系統誘導を行う。一方、既に報告され
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ている 4 因子群を用いたヒト人工心筋細胞を心筋

梗塞ヌードマウスに移植し心筋再生能を検討する。 

 

（倫理面への配慮） 

1. ヒト心臓組織の入手は、外部委員を含めた岡

山大学倫理委員会にて審査承認されたプロト

コル（承認 766 号）に従順し、患者さんへの

インフォームドコンセントを徹底して行い、

患者さんの同意のもと不要となった余剰組織

を研究開発に使用する。同意した文書は体組

織の採取直前まで患者さんの意思によって任

意撤回できるよう、患者さんの人権尊重を第

一とする。 

2. 個人情報の保護を最優先し、ヒト組織の取り

扱いに関する資料の提出及び調査には積極的

に協力する。また、提供していただいたヒト

組織は幹細胞の分離のみに全て使用し、遺伝

子解析等をはじめとする倫理委員会で承認さ

れていない研究目的には一切使用しない。 

3. 遺伝子組み換え実験（承認 9068 号）やレト

ロ及びレンチウイルスの感染は P2 レベルの

実験室で行い、移植された動物は隔離した遺

伝子操作動物管理施設にて飼育を行う。 

4. 動物実験計画書（承認 389 号）に従い、動物

施設への実験動物の導入に当たっては、必要

に応じて適切な検疫、隔離飼育等を行うこと

により、実験実施者、飼養者及び他の実験動

物の健康を損ねることのないように講じる。 

5. マウス及びラットの使用実験は、動物愛護の

条約精神に則り、動物を適切な麻酔下で手術

及び移植行為を行う。心標本の取り出し等の

状況においても、動物の安楽死を最重要事項

として守り、動物の虐待を避ける。 

6. 実験動物の生理、生態、習性等に応じ、かつ、

実験等の目的の達成に支障を及ぼさない範囲

で、適切に給餌及び給水を行うこと。  

 

C. 研究結果 

最もヒト成熟心筋細胞の系譜に近いヒト心臓

内幹細胞にGATA4, Tbx5, Mef2Cの3因子を遺伝

子導入後、2～4週目にかけて細胞の心筋分化形態

について心筋構造タンパクであるalpha-MHCプ

ロモーター制御下でのeGFPの蛍光発色度に関し

てFACSで定量した。3因子導入後2週目より約

5％のヒト心筋細胞分化が観察され、この現象は4

週目にかけて徐々に増加し、最大で10％前後のヒ

ト心筋細胞分化を確認した。 

マイクロアレイによる包括的遺伝子解析では、

3因子による直接リプログラミング法では、心筋

分化過程においてMyH6, actinin, MyL7, NPPA, 

TPM1, TNNTといった心筋構造タンパクの発現

上昇を有意に認めた。一方、心筋収縮に重要なカ

ルシウムの取り込みの指標であるPLN, CASQ2, 

ATP2A2, RYR2といったカルシウム動態に関す

る調節タンパクは成熟心筋細胞に比べ、基準レベ

ルまで到達していないことが明らかとなった。 

また、心臓組織由来の全細胞のうち、成熟心筋

細胞は酵素消化により死滅するが、初期培養のう

ち、生存しうる細胞種として、心臓内幹細胞と心

臓内線維芽細胞でその多くを占めていた。そこで、

心臓内幹細胞を幹細胞特異的認識抗原である

SIRPA、心臓内線維芽細胞を線維芽細胞固有の表

面抗原であるDDR2でそれぞれFACSを用いて純

化精製し、3因子の遺伝子導入後における心筋細

胞分化度について比較検討した。 

ヒト心臓内幹細胞はDDR2陰性でSIRPA陽性
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細胞であり、心臓内のDDR2陽性細胞はすべて線

維芽細胞で構成され、心筋前駆細胞の特徴である

各種心筋固有の転写因子（Nkx2.5, GATA4, 

Hand1, Hand2, Tbx5, Mef2C）はDDR2陰性で

かつSIRPA陽性の心臓内幹細胞において、強く

発現していることを確認した。 

このように心筋細胞に分化しうるエリート細

胞である心臓内幹細胞は心臓内線維芽細胞に比

べ、3因子導入後における心筋細胞分化効率にお

いて、約5倍高く心筋細胞へ分化するポテンシャ

ルを持っていることが判明した。 

 

D.  考察 

心臓は心筋細胞、線維芽細胞、血管平滑筋細

胞、血管内皮細胞、ペースメーカー細胞ならびに

交感・副交感神経支配により成り立つ複雑な臓器

である。重度な障害を受けた心筋および付随細胞

は心不全疾患を生じるが、最も作業心筋の実質的

機能を反映するのは個々における心筋細胞の駆

動力と絶対細胞数である。 

従来マウスで報告されたきた心臓内線維芽

細胞への複合遺伝子導入法による直接心筋リプ

ログラミングに比べ、より心筋細胞に近い系譜を

持つ心臓内幹細胞に同一遺伝子群を導入した方

が、高率に人工的ヒト心筋細胞を作製することが

できることが明らかとなった。 

一方、ヒト心臓内幹細胞に対して、GATA4, 

Tbx5, Mef2Cの3因子導入により、マウスに見ら

れた機能的な作業心筋細胞までの直接再プログ

ラム化まで完全には至っていないものの、複数の

成熟心筋細胞で発現がみられる構造タンパクの

遺伝子プロファイルが上昇していることから、前

駆細胞から心筋細胞に系統誘導が進んでいるこ

とが確実である。 

しかし、成熟心筋細胞として機能するために

必須なカルシウム調節タンパクの発現量は十分

でなく、今後、ヒト心臓内幹細胞に対して、

Myocardin, Hand2, mir-1, mir-133を取り入れた

合計7因子群を用いたヒト心筋細胞への直接リプ

ログラミング法に取り組んでいく予定である。 

 

E. 結論 

臨床的には心不全疾患の治療は心筋細胞再生

のみに依存するわけでないため、血管新生作用や

ドナー細胞より分泌されるサイトカイン効果など

により、障害を受けた心筋組織に修復が行われ、

結果的に機能改善につながっている臨床試験成果

が多く報告されている。 

最新の心筋細胞再生法として、マウスでは心

臓内線維芽細胞にGATA4, Tbx5, Mef2Cの3因子

を導入することにより、機能的心筋細胞に誘導す

ることは可能であるが、ヒト組織では、心臓内線

維芽細胞に比べ、心筋前駆細胞の方が、同一の3

因子群導入法において、高率に心筋細胞への誘導

が可能であった。 

しかしながら、人工的ヒト心筋細胞の誘導過

程は、マウスより制御機構が複雑で、Myocardin, 

Hand2, mir-1, mir-133といった候補因子群の追

加によるより成熟度の高い心筋細胞に誘導する

必要性があることが示唆された。今後、既報の6

因子法以外の新規リプログラミング因子群によ

る最適化が機能的ヒト作業心筋細胞の作成に必

須 不 可 欠 で あ る (Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA;2013）。 

臨床の現場では重篤な心不全疾患が多く存

在し、より多くの実質的心筋細胞再生をもたらす

技術開発が、より広い領域において心機能改善を

もたらし、救命率の高い治療法につながると考え
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られている。この問題を解決すべく、本研究はiPS

細胞作製技術を応用した直接リプログラミング

法による心筋細胞再生法であり、今後の臨床応用

に向けた継続的な研究開発が期待される。 
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