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研究成果の概要（和文）：iPS細胞は線維芽細胞にES細胞特異的転写因子を導入し樹立される多

能性幹細胞である。患者特異的心筋細胞を得るにはiPS細胞を樹立・維持し分化・選別する。ま

た心臓特異的転写因子を線維芽細胞に導入することで直接心筋細胞の分化誘導が可能であると

考えられている。心筋特異的転写因子を線維芽細胞に遺伝子導入し、心筋特異的遺伝子発現が上

昇することを確認した。これらにより心筋再生医療へ応用されることが期待される。 
 
 
研究成果の概要（英文）：The direct induction of cardiomyocyte from fibroblast is highly 
desired for cardiac regenerative medicine. The combination of cardiac transcription factors 
successfully induces cardiomyocyte redirection from fibroblast. Quantitative RT-PCR 
analysis showed significant increased expression of cardiac specific genes. Immunostaining 
also revealed induced cardiomyocytes showed typical morphology of mature 
cardiomyocytes.  
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１． 研究開始当初の背景 

iPS 細胞は樹立手技の汎用性と ES 細胞に
きわめて類似した幹細胞としての性質を有
することより、再生医療への応用が期待され
ている。心臓疾患に関しては、末期心不全を
はじめとした現代の医療技術では解決され
ていない致死的疾患が数多くあり、細胞移植
医療・再生医療により解決できるのではない
かと期待されている。また心疾患は発症した
ら緊急に治療を要することが多いが、iPS 細
胞は線維芽細胞の採取から樹立に長い時間

を要し、心筋細胞分化誘導、心筋細胞選別及
び移植にも多くの時間を要する。現在までに
開発された方法を用いて iPS細胞を心疾患に
対して臨床応用する際には次のようになる。
①患者より皮膚組織を採取し線維芽細胞よ
り自己 iPS細胞を樹立 ②心筋細胞を分化誘
導 ③心筋細胞を選別 ④細胞シートをは
じめとした組織工学技術により移植に適す
る方法を用い ⑤移植を行う。ここで最も重
要な行程は心筋細胞を効率的に分化誘導す
ることである。ヒトの心臓は巨大な臓器であ
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るが、心筋細胞は終末分化後には自己増殖し
ない。その為に十分な成熟心筋細胞数を得る
必要がある。iPS 細胞の分化は ES 細胞の分
化に類似しており、これまでの ES 細胞から
心筋細胞の分化誘導を応用することとなる。
しかしながら非常に大きいヒトの心臓に移
植して機能改善が見込まれるだけの心筋細
胞数を効率的に得る方法は未だ開発されて
いない。すなわち上記方法を用いて、すぐに
臨床応用していくのは難しいと言える。そこ
で、新たな心筋細胞分化誘導方法を確立する
必要があると我々は考えた。 
 
２． 研究の目的 

iPS 細胞は線維芽細胞に ES 細胞特異的な

転写因子を導入し樹立される ES 細胞類似多

能性幹細胞である。患者特異的心筋細胞を得

るには iPS 細胞を樹立・維持しながら分化・

選別していく。我々は、心臓特異的転写因子

を線維芽細胞に導入することで、直接心筋細

胞が分化誘導可能性ではないかと考えてい

る。これまで 16 種類の心筋特異的転写因子

をレトロウィルスにより線維芽細胞に遺伝

子導入し心筋細胞分化を検討してきた。これ

らの遺伝子導入により様々な心筋特異的遺

伝子発現が大きく上昇することを確認した。

線維芽細胞から心筋細胞直接分化誘導方法

を開発することで、容易かつ迅速に心筋細胞

が効率に得られ心筋再生医療へ応用される

ことが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
線維芽細胞に遺伝子導入する方法として、

iPS 細胞の樹立にも汎用されている pMXs を
用いたレトロウィルスを使用する。導入する
遺伝子に関しては、これまでに文献報告され
ているものと、これまでに我々の研究により
発見した新規の転写因子、転写補助因子を用
いる。線維芽細胞は成獣マウスの尻尾由来線
維芽細胞とマウス胎仔由来線維芽細胞を用
いる。心筋細胞分化の評価方法としては定量
性を求めるために、定量 RT-PCR 法により心
筋細胞特異的遺伝子の発現を比較する。続い
て心筋細胞分化した細胞評価のために心筋
細胞に分化した際に蛍光を発するように遺
伝子操作したマウス由来の線維芽細胞を用
いる。その後、同線維芽細胞に遺伝子導入を
行い蛍光を発した細胞を FACS で選別し、
Genechip による網羅的解析、再度培養し拍
動の有無、移植することにより in vivo での
機能解析等を行っていく。 
 

４． 研究成果 
線維芽細胞に遺伝子導入する方法として、

iPS 細胞の樹立にも汎用されている強い感染

力と強い発現を有する pMXs を用いたレトロ
ウィルスを使用する。当初、11 種類の文献的
に心臓で発現している転写因子及び転写補
助因子をレトロウィルスベクターに組み込
み、線維芽細胞へ遺伝子導入することにより
心筋細胞分化を試みたが、定量的 RT-PCR 法
にても心筋特異的遺伝子の発現上昇は低く
認められたのみであった。本年度は、これら
の因子に様々な因子を加えて、遺伝子導入 10
日目に定量的 RT-PCR 法にて様々な心筋特異
的遺伝子の発現上昇を検討する。また、iPS
細胞を樹立する際に用いる遺伝子（Oct3/4, 
Sox2, Klf4, c-Myc）を導入することにより、
iPS 細胞を樹立する過程で線維芽細胞の核内
環境が大きく変わることが予想される。よっ
て、これらの因子と同時に心筋特異的転写因
子を導入することにより、より効果的に心筋
細胞分化が進むのではないかと予想し、iPS
細胞誘導因子と同時に遺伝子導入し検討す
る。現在、導入遺伝子を増やしており、25因
子をレトロウィルスベクターにて遺伝子導
入を行っている。しかしながら当初の 12 因
子と比較して、心筋特異的遺伝子の発現には
大きな変化は認めていない。 
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