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II. 成果の概要（総括研究報告）

心臓移植を要する心不全患者の約半数を占める拡張型心筋症は原因不明の心筋収縮力低下と心臓

線維化を特徴とする予後不良の難病である。これまでに、線維化の原因となる心臓線維芽細胞をタ

ーゲットとするベクターはなく、現在のところ線維化病変に対する治療薬はない。また重症心不全

に対する根治的治療として再生医療が期待されている。我々は心筋特異的な 3 つの転写因子（Gata4, 
Mef2c, Tbx5）が心筋リプログラミング因子であることを世界で初めて発見し、さらに生体内に同遺

伝子をレトロウイルスベクターで導入して心臓線維芽細胞を直接心筋細胞へリプログラミングして

心臓再生できることを報告した（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）。心筋リプログラミン

グによる再生医療実現には心臓線維芽細胞で安全かつ効率的に発現する遺伝子ベクターの開発が急

務である。そこで本研究では心臓線維芽細胞を心筋細胞に分化転換する心筋リプログラミング因子

搭載 AAV ベクターとレンチウイルスベクターを開発し、革新的な心筋再生遺伝子治療薬を開発する

ことを目的とする。本年度は心臓線維芽細胞に特異的に感染するベクターおよびプロモーターを同

定した。

１. 心臓線維芽細胞に感染するベクターの同定

我々は心臓線維芽細胞に感染するベクターを作成するため、1. 培養細胞を用いた in vitro の検討、

2. マウス心筋梗塞モデルに GFP 遺伝子導入、3. 心臓線維芽細胞特異的プロモーターの同定を行っ

た。これまでに本年度の実験で心臓線維芽細胞に効率的に感染する AAV ベクター、レンチウイルス

ベクターを同定し、さらに心臓線維芽細胞特異的発現を示すプロモーター領域の同定に成功した。

(1) 培養心臓線維芽細胞と心筋細胞を用いたベクターのスクリーニング

ウイルスベクターは外膜蛋白の構成により細胞や組織への感染特異性がある。in vitro の培養細胞

実験でラット培養心臓線維芽細胞と心筋細胞を用いて、線維芽細胞に感染しやすいベクターをスク

リーニングした。AAV ベクターは 10 種類の血清型で感染特異性を比較し、そのほかに F/HN-SIV
や VSVG-HIV レンチウイルスベクターを使用した。本年度の実験で心臓線維芽細胞に親和性の高い

AAV ベクターの血清型 X（AAV-X）を同定でき、さらにレンチウイルスベクターが心臓線維芽細胞

特異的であることを見出した。

(2) マウス心筋梗塞モデルにおける遺伝子発現の確認

ヒトと同じ拡張型心筋症のモデルマウスが存在しないため、本研究では心不全・線維化モデルと

して頻用される心筋梗塞モデルを用いた。拡張型心筋症と心筋梗塞の心臓線維芽細胞は同じ origin
であり、性質も類似していることから代用可能である。上記 in vitro の実験で同定した AAV-X とレ

ンチウイルスベクターの GFP 発現ベクターを大量作製して、マウス心筋梗塞モデルに遺伝子導入し

て in vivo で心臓線維芽細胞への感染特異性を確認した。これまでの実験で、マウス心臓に直接投与

したところ、梗塞部線維化組織の心臓線維芽細胞で GFP が発現し、健常部心筋細胞では GFP を発

現しないことを見出した。

(3) 心臓線維芽細胞特異的発現を示すプロモーター領域の同定

遺伝子治療ベクターの心臓線維芽細胞特異性をさらに向上するため、線維芽細胞特異的プロモー

ターを同定した。線維芽細胞特異的に発現する遺伝子の情報やバイオインフォマティクスなどから

複数の Luciferase ベクターを作製し、Luciferase assay で最適なプロモーター領域を決定した。
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Luciferase assay を培養心臓線維芽細胞と心筋細胞で比較し、心臓線維芽細胞特異的なプロモータ

ーを同定できた。 
 

Results 
Dilated cardiomyopathy (DCM) is a rare disease with poor prognosis. Hearts of patients with DCM show 
systolic dysfunction, cardiac fibrosis, and heart failure; therefore, the ultimate and only therapy for DCM is 
heart transplantation. Regenerative therapy has received attention as a new treatment for severe heart failure. 
Moreover, there are no effective therapies/drugs for cardiac fibrosis, and no vectors targeting cardiac fibroblasts 
have been identified. We first reported that the cardiac-specific transcription factors—Gata4, Mef2c, and 
Tbx5—reprogrammed cardiac fibroblasts into induced cardiomyocyte-like cells (iCMs) in vitro and in vivo. 
Moreover, in vivo cardiac reprogramming using retroviral vectors regenerated infarct hearts and improved 
cardiac function (Ieda et al, Cell, 2010, Inagawa et al, Circ Res, 2012, Wada et al, PNAS 2013, Muraoka et 
al, EMBO J 2014). To translate this new regenerative technology to the clinical setting, it is necessary to 
develop new vectors expressing transgenes efficiently and safely in cardiac fibroblasts. In this study, we will 
develop a novel gene therapy using adeno-associated virus (AAV) and lentivirus vectors, which express cardiac 
reprogramming factors that convert cardiac fibroblasts into iCMs. Specifically, this year, we developed vectors 
and promoters that specifically express transgenes in cardiac fibroblasts.  
  

1. Identification of vectors expressing transgenes specifically in cardiac fibroblasts 
To develop vectors expressing transgenes specifically in cardiac fibroblasts, we performed the following 
experiments: (1) in vitro screening using primary cultured cardiac fibroblasts, (2) in vivo screening using a 
mouse myocardial infarction model, and (3) identification of cardiac fibroblast-specific promoter sequences. 
This year, we analyzed AAV and lentivirus vectors for infection of cardiac fibroblasts and identified the cardiac 
fibroblast-specific promoter.  

(1) In vitro screening using primary cultured cardiac fibroblasts and cardiomyocytes 
Viral vectors preferentially infect specific cell types and tissues depending on the composition of viral capsids. 
We screened for vectors expressing transgenes using rat primary cultured cardiac fibroblasts and 

cardiomyocytes in vitro. We analyzed 10 different serum types of AAV vectors and lentivirus vectors (F/HN-
SIV and VSVG-HIV) in this screening. Cardiac fibroblasts and cardiomyocytes were infected with AAV and 
lentivirus vectors expressing GFP, and the cells were analyzed by FACS after 1 week. We found that the serum 
type X AAV vector (AAV-X) and lentiviral vectors preferentially infected cardiac fibroblasts in vitro.  

(2) In vivo screening using mouse myocardial infarction model 
We used a mouse myocardial infarction (MI) model in this study, as a mouse DCM model does not exist. Cardiac 
fibroblasts in DCM and MI hearts were derived from cells of the same origin and showed similar characteristics. 
We generated large amounts of AAV-GFP and lentiviral GFP vectors for infection in the MI model and analyzed 
the expression of GFP in infarct hearts after 2 and 4 weeks. Both AAV-GFP and lentiviral GFP preferentially 
infected cardiac fibroblasts in the infarct zones, but not in remote healthy myocardium.  

(3) Identification of cardiac fibroblast-specific promoters 
We next determined the promoter regions specifically expressing transgenes in cardiac fibroblasts. We selected 
several candidate promoter sequences by analyzing the gene expression patterns in fibroblasts using 
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bioinformatics. We cloned the candidate promoters in the luciferase vector, infected these luciferase vectors into 
primary cultured cardiac fibroblasts and cardiomyocytes, and evaluated the luciferase activity after 1 week. We 
identified a novel cardiac fibroblast-specific promoter sequence in which luciferase activity was stronger in 
fibroblasts than in cardiomyocytes.  
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7. Masaki Ieda American College of Cardiology: New York Cardiovascular Symposium “Induced 
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リプログラミング制御の分子機構解明と心臓再生への応用” 東京 2017.1.26-27  
15. 家田真樹 第 7 回 Tokyo Aztrium Cardiology Conference “心筋直接誘導による新しい心臓再

生法の開発” 東京 2017. 2.13   
16. 家田真樹 第 81 回日本循環器学会シンポジウム ”Direct Cardiac Reprogramming for Heart 

Regeneration”  金沢 2017. 3.17-19 
17. 家田真樹 第 81 回日本循環器学会 ラウンドテーブルディスカッション「重症心不全治療

における非薬物学的介入の今後への展望」”Future Perspectives for Cardiac Regenerative Therapy 
by Direct Reprogramming” 金沢 2017. 3.17-19  

18. 家田真樹 第 81 回日本循環器学会 心筋生検研究会ジョイントセッション ”心筋リプログ

ラミングにより心臓線維化を治療する” 金沢 2017. 3.17-19 
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Mari Isomi, Mizuha Akiyama, Keiichi Fukuda, Masaki Ieda. “自然免疫シグナル活性化を機序
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応医学会学術集会、東京 2016.12.16-17  
23. 田村文弥、家田真樹、鈴木岳之、福田恵一、中谷晴昭、原田信広、古川哲史、黒川洵子 

“女性ホルモンが心電図QT間隔に与える影響” 第20回日本適応医学会学術集会、東京 

2016.12.16-17 
24. Kazutaka Miyamoto, Hiroyuki Yamakawa, Naoto Muraoka, Taketaro Sadahiro, Mari Isomi, Mizuha 
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