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II. 成果の概要（総括研究報告） 
  

幹細胞から心筋細胞を作製して移植する心臓再生が期待されているが、心筋分化誘導効率、腫瘍形成の可

能性、細胞の組織生着などの課題がある。これに対してダイレクトリプログラミングは目的細胞をその場

で作り、移植を必要としない次世代の再生法である。我々は体細胞を心筋にリプログラミングする因子と

して Gata4, Mef2c, Tbx5 を発見し、さらに同遺伝子で生体内心筋リプログラミングに成功した（Ieda et 
al, Cell, 2010, Inagawa et al, Circ Res, 2012, Wada et al, PNAS 2013, Muraoka et al, EMBO J 2014, 
Sadahiro et al. Circ Res 2015）。しかし再生医療実現には心筋リプログラミングの安全・効率化やメカニ

ズム解明が必要である。さらに体細胞を心臓前駆細胞にリプログラミングする因子や、成体心筋を胎児型

増殖心筋に転換できる心筋増殖誘導遺伝子を発見できれば、革新的な心臓再生を創出できる。これまでこ

のように包括的なアプローチでダイレクトリプログラミングによる心臓再生に取り組んだ研究はない。

そこで本研究では心筋リプログラミングの安全・効率化と分子基盤解明、心臓前駆細胞リプログラミング

因子の同定、心筋増殖誘導因子の同定を行いダイレクトリプログラミングによる心臓再生への応用を目

指す。本年度は心筋リプログラミングに関してはセンダイウイルスベクターによる心筋リプログラミン

グ法の確立、化合物ライブラリーを用いたスクリーニングシステムの確立を行った。また心臓前駆細胞リ

プログラミング因子および心筋増殖誘導因子のスクリーニングと同定に成功した。  
 
(1) センダイウイルスベクターによる安全・効率的な心筋リプログラミングと分子基盤解明 
今年度は心筋リプログラミング因子を発現するセンダイウイルスベクターを作製して、in vitro でマウス

線維芽細胞を用いて心筋リプログラミングを行った。その結果、拍動する心筋細胞を誘導することがで

き、さらに従来のレトロウイルスベクターを用いた方法と比べて約 100 倍心筋リプログラミング効率が

改善することを見出した。 

(2) 心筋リプログラミング促進化合物の同定と薬理作用の解明 
Cell image analyzer を用いて心筋に分化転換すると蛍光を発する独自開発したスクリーニングシステム

を用いた。研究分担者の清水から供与された機能未知の化合物ライブラリーを用いて心筋誘導化合物を

ハイスループットスクリーニングした。今年度の実験で 8400 化合物をスクリーニングして、6 化合物で

心筋リプログラミングが改善することを発見した。 
(3) 心臓前駆細胞リプログラミング因子の同定と幹細胞からの分化誘導 
研究協力者の五島から供与された cDNA ライブラリーを用いて心臓前駆細胞リプログラミング因子を同

定した。心臓前駆細胞で特異的に高発現する遺伝子情報や KO マウスの表現型を参考に 60 候補因子を探

索した。今年度のスクリーニングの結果、新規心臓前駆細胞リプログラミング因子 X 導入により線維芽

細胞で心臓前駆細胞のマーカー遺伝子である Mesp1, Flk1, Pdgfra などの発現が誘導されることがわかっ

た。 

(4) 心筋増殖誘導因子の同定と心筋再生 
心筋増殖誘導因子はラット初代培養心筋細胞を用いてスクリーニングした。候補遺伝子は胎児期心筋細

胞特異的に発現する 24 転写因子を選び、レンチウイルスベクターで遺伝子導入後に心筋細胞の増殖を

EdU assay で解析した。今年度の実験の結果、心筋細胞特異的に増殖能を活性化する新規心筋増殖誘導遺

伝子 Y を見出した。 
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Results  

Cardiac regeneration using stem cell-derived cardiomyocytes is promising; however, there are several challenges that 

must be overcome before its clinical application, including the efficiency of cardiac differentiation, tumorigenesis 

due to contamination by immature cells, and poor survival of transplanted cells in host tissues. Direct reprogramming 

converts one cell into another without meditation through pluripotent stem cells (PSCs), in which cell transplantation 

is not necessary for tissue regeneration. We first found that the cardiac-specific transcription factors—Gata4, Mef2c, 

and Tbx5—reprogrammed mouse fibroblasts into induced cardiomyocyte-like cells (iCMs) in vitro. Furthermore, we 

found that in vivo direct cardiac reprogramming using the same factors could regenerate mouse infarct hearts (Ieda 

et al, Cell, 2010, Inagawa et al, Circ Res, 2012, Wada et al, PNAS 2013, Muraoka et al, EMBO J 2014, Sadahiro 

et al. Circ Res 2015). However, establishing safe and efficient cardiac reprogramming methods and understanding 

the molecular mechanisms of cardiac reprogramming are necessary to translate this new technology to the clinic. 

Moreover, identification of reprogramming factors to induce cardiac progenitor cells from fibroblasts and convert 

terminally differentiated adult cardiomyocytes into embryonic-type proliferative cardiomyocytes has received 

attention as an innovative approach for cardiac regeneration. A comprehensive and direct reprogramming approach 

for cardiac regeneration has not been explored previously. In this study, we will improve the efficiency and safety of 

cardiac reprogramming, determine the underlying molecular mechanisms of cardiac reprogramming, identify novel 

reprogramming factors for cardiac progenitor cells and for inducing cardiomyocyte proliferation, and apply these 

new findings to regenerative medicine in a comprehensive manner. Specifically, this year, we determined Sendai 

virus-mediated cardiac reprogramming, identified chemicals for efficient cardiac reprogramming, and identified 

reprogramming factors for cardiac progenitor cells and for inducing cardiomyocyte proliferation as described below. 

  
To improve the safety and efficiency of cardiac reprogramming, we performed Sendai virus vector- and chemical-

mediated cardiac reprogramming.  

(1) Sendai virus vector-mediated cardiac reprogramming 

Conventional direct cardiac reprogramming used retrovirus or lentivirus vectors for gene transfer, which may cause 

insertional mutagenesis. In contrast, Sendai virus vectors are RNA virus vectors that do not integrate into the host 

genome. We developed Sendai virus vectors encoding cardiac reprogramming factors to improve safety and efficiency. 

We found that Sendai virus vector-mediated cardiac reprogramming induced 100-fold more beating iCMs than the 

conventional retrovirus-mediated cardiac reprogramming in vitro.  

(2) Chemical-induced cardiac reprogramming and identification of its pharmacological actions 

We developed a high-throughput screening system in which cardiac reprogramming efficiency can be monitored by 

the expression of fluorescence by a cell image analyzer. The function unknown-chemical library was provided by a 

collaborator, Dr. Shimizu. This year, we screened 8400 chemicals and found that 6 greatly improved cardiac 

reprogramming in vitro. 

(3) Identification of reprogramming factors for cardiac progenitor cells and differentiation from PSCs 

We used a cDNA library to screen for reprogramming factors for cardiac progenitor cells. The cDNA library was 

kindly provided by Dr. Goshima. We screened 60 candidate genes that are highly expressed in cardiac progenitor 

cells and functionally important, based on mouse phenotypes following knockout of the genes. We found that a novel 

cardiac progenitor cell reprogramming factor X could directly convert mouse fibroblasts into cells expressing cardiac 

progenitor genes, including Mesp1, Flk1, and Pdgfra.  
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(4) Identification of genes inducing cardiomyocyte proliferation and cardiac regeneration 

We screened for genes that induce cardiomyocyte proliferation using rat primary cultured cardiomyocytes. As 

embryonic cardiomyocytes have proliferative capacity, we selected 24 genes specifically expressed in embryonic 

cardiomyocytes. The candidate genes were transduced into rat cardiomyocytes by lentivirus vectors, and the rate of 

cell proliferation was determined by the EdU assay. We identified gene Y, which activated cardiomyocyte 

proliferation in vitro. 
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