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心筋細胞分化とマイクロRNA
　　　　　　　　（幹細胞の心筋分化とマイクロRNA）

　　　伽磁伽・・◎高谷智英

　　聯鯉一◎長谷川浩こ二

国立病院機構京都医療センター展開医療研究部

きわめて分裂能が乏しい心筋細胞の傷害を伴う心疾患

には薬物療法では限界があり，その抜本的な治療法とし

て再生医療に大きな期待が寄せられている．心筋再生

療法を実現化するには，幹細胞の心筋分化機構の解明

が必須である．これまで，万能性幹細胞である胚性幹

（ES）細胞の心筋分化が世界中で研究されてきたが，

近年，人工多能性幹（ips）細胞の樹立や，体細胞から

心筋細胞への形質転換といった目覚ましい発見が続き，

再生医療のストラテジーも大きく変化しつつある．同時

に，これら幹細胞の維持・増殖・分化・リプログラミン

グにマイクロRNA（microRNA　1　miRNA）が密接に関与

していることが明らかになってきた．本稿では，心筋分化

を中心に幹細胞とmiRNAについて概説する．

◎マイクロRNA　◎心筋分化

◎ES細胞　　　　◎再生医療

◎iPS細胞

はじめに

　心筋細胞は胎生期には活発に増殖を続けて心臓を形

成するが，生後間もなく増殖が止まるため，収縮機能

不全（心不全），とくに心筋梗塞や心筋症などの心筋傷

害を伴う症例の根治はきわめて困難である．心不全に

対するβ遮断薬やアンジオテンシン変換酵素（angio－

tensin　converting　enzyme；ACE）阻害薬による薬物

治療では短期予後の改善を認めるが，重症心不全患者

の5年生存率は50％を下回っている．この状況を克

服するため，幹細胞から分化させた心血管細胞で患部

を補い新生する再生療法が世界中で研究・検討されて

きた．再生医療に用いる細胞資源には，骨髄由来細胞

や血管内皮前駆細胞などの体性幹細胞や，胚性幹

（embryonic　stem；ES）細胞や人工多能性幹（induced

pluripotent　stem；iPS）細胞といった万能性幹細胞が

考えられている．また最近では，体細胞を心筋細胞な

どの目的とする細胞に直接形質転換する研究も進んで

いる．

　このような流れと並行して，近年，マイクロRNA

（microRNA；miRNA）が幹細胞の維持・増殖・分

化・リプログラミングに果たす重要な役割が急速に明
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らかになってきた．以下，ES細胞の心筋分化を中心

に，幹細胞とmiRNAの関連について概説する．

ES細胞の自己褄製・多分化能とmiRNA

　着床前受精卵（胚盤胞）の内部細胞塊に由来するES

細胞は，三胚葉のすべてに分化できる多分化能（pluri－

potency）とともに，未分化状態を維持したまま無限

に自己を複製する（self－renewal）能力を併せもつ1）．

したがって，大量培養したES細胞の適切な分化誘導

が可能になれば，さまざまな領域で再生医療の細胞資

源として用いることができる．

　発生・分化におけるmiRNAの機能を調べるため，

RNase　IH遺伝子Dicerlや二重鎖RNA結合タンパク質

遺伝子DiGeorge　syndrome　critical　region　gene（Dgcr）8

をノックアウト（K：0）し，miRNAの合成が網羅的に

阻害されたマウスやES細胞が作出されている，

Dicerl　KOマウスはE7．5までに胚性致死を示し，多

能性因子であるオクタマー結合転写（octamer－binding

transcriPtion　factor；Oct）4の発現も認められない2）．

同様に，E8．5から心筋特異的にDicer1がKOされる

トランスジェニックマウスも，E12．5までに心臓形成

不良による心不全性の致死に至る3）．Dicerl　KO　ES細

胞ではOct4の発現が認められるが，分裂能に著しい

欠陥があり，血忌体（embryoid　body；EB）形成によ

る分化誘導後も内胚葉および中胚葉マーカーを発現せ

ずに8日目で増殖が停止する4）5）．これらの結果は，

miRNAが心臓発生を含む細胞の増殖・分化に必須で

あることを示している．1）ggcr8KO　ES細胞の表現型

はDicerlのKOと若干異なり，　EB形成16日以後も

分化と増殖が続く6）．1））gcr8KO　ES細胞はOct4や

Nanogを発現することから，いくつかのmiRNAは

多能性因子を抑制することでES細胞の分化を促進す

ると考えられる．

　実際心筋分化誘導にも用いられるレチノイン酸に

よって発現が充進ずるmiR－134，　miR－296，　miR－470

は，Sox転写因子（Sox　transcriPtion　factor；Sox）2，
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Nanog，　Oct4を標的とすることでES細胞の分化を促

進する7）、また，miR－145はOct4，　Sox2，　Kr廿ppel様

転写因子（KrdiPPel－like　transcriPtion　factor；Klf）4を

直接標的とし，ES細胞の自己複製を阻害して分化を

元進ずる8）．miR－145は，未分化な細胞ではOct4に

よる抑制を受けているが，分化の進行に伴って発現が

増加する．

　逆に，未分化ES細胞特異的に発現するmiRNA群

の多くは，EB形成などで誘導される分化とともに発

現が減少する9）．たとえば，ES細胞特異的なmiR－2go

クラスターは，網膜芽細胞腫様タンパク質p130

（retinoblastoma－like　protein2［p130］；Rb12）を標的

とすることで間接的にDNAのメチル化を制御してい

るが，これらのmiRNA量は分化の進行とともに減衰

する10）11）．

　今後，幹細胞をより効率よく目的の細胞に分化させ

るには，miRNA依存的に制御される自己複製能や多

分化能の解除が必要となるかもしれない（図1）．

　　　miR－145　　　　　　　　miR－134／－296／－470

体細胞

晦
輔
　

図1

　　とmiRNA
ES細胞の増殖

ラミングに関係するmiRNAとその標的遺伝子

数の遺伝子を標的とし，

て制御を受ける場合もある．

実態はさらに複雑であろうと考えられる、

tht“i　，．1

ES／iPS細胞

ES細胞の自己複製，　iPS細胞へのりプログラミング

多分化能の維持，体細胞からiPS細胞へのリプログ

　　　　　　　　　　miRNAは一般的に複
　　またひとつの遺伝子が複数のmiRNAによっ

　　　　幹細胞における転写制御ネットワークの

Presented by Medical*Online



心臓の発生・形成とmiRNA

　これまでの心臓発生の研究から，IVkx2．5，　GA　TA　4，

Tbx5，筋細胞エンハンサー因子（myocyte　enhancer　fac－

tor；MEF）2，血清応答因子（serum　resPonse　factor；

SRF）など多数の転写因子が，心筋前駆細胞や心臓の

形態形成に必須の遺伝子として同定されている12）．こ

れらはES細胞の心筋分化においても重要な役割を果

たすことが明らかにされているが，骨格筋細胞におけ

るMoroDのようなマスター遺伝子は現在に至るまで

発見されていない．心臓・心筋においては，複数の転

写因子・調節因子のネットワークによる遺伝子発現制

御が，発生・分化のプログラムを遂行していると考え

られている．これに加えて近年，心臓発生や心筋分化

におけるmiRNAのかかわりが明らかになってきた

（図2）．

　心臓の発生にもっとも重要なのは，心筋・骨格筋細

胞で特異的かつ高レベルに発現するmiR－1／一133ファ

ミリーである．ポリシストロニックに転写される

miR－1／一133aクラスターは2つあり，前駆心房で豊

耀

ES細胞 心筋細胞

　　　　　　　　　m・脳33嗣鷲麟

　　図2　心臓発生，ES細胞の心筋分化とmiRNA
心臓発生とES細胞の心筋分化で重要な役割を果たすmiR－1／一133と

その標的遺伝子．miR－1／一133はその標的遺伝子によってフィードバッ

ク制御を受ける．
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富なmiR－1－1／一133a－2と，心室特異的なmiR－1－2／一

133a－1が存在する．心筋細胞におけるmiR－1／一133a

クラスターの発現はMEF2とSRFによって直接の制

御を受ける．ほかに，別の遺伝子座から転写される

miR－206／一133　bクラスターがあるが，これらは骨格

筋特異的に機能する．

　miR－1はヒストン脱アセチル化酵素（histone　deacety－

lase；HDA　C）4を標的とし，その下流にあるMEF2

を抑制することでフィードバックを果たすのに加え，

heart　and　neural　crest　derivatives－exPressed　Protein　2

（、Uand2［dHand］）を標的として心臓形成を抑制的に

制御する．miR－133はSRFを標的としてフィード

バックを実現しているほか，サイタリンD2を標的と

して心筋増殖を抑制する13）14）．miR－1－2KOマウス，

miR－133a－1／一2ダブルKOマウスはともに心室中隔

欠損を呈し，後期胚もしくは新生児の段階で死に至

る3）15）．また，βミオシン重鎖（myosin　heavy　chain；

MHC）プロモーーター下でmiR－1もしくはmiR－133a

を過剰発現するマウスは心筋の増殖が阻害されて胚性

致死を示す15）16＞．これらの結果から，miR－1／一133が

発生過程において心筋細胞の分裂・増殖や心臓形成に

必須であることは明らかである．

ES細胞の心筋分化とmiRNA

　ES細胞の心筋分化は，発生学と同時に病態生理学

的なアプローチからも研究が行われてきた．血行動態

的負荷などの刺激によって心筋細胞が病的に肥大する

際遺伝子の発現パターンが成人型から胎児型に変化

する．この間，ヒストンアセチル基転移酵素（histone

acetyl　transferase；HAT）p300によるGATA4のア

セチル化が二進し，心房性ナトリウム利尿因子（atrial

natriuretic　factor；ANF）などの胎児型心筋遺伝子の

発現が促進される17）18），p300／GATA4はサイタリン依

存性キナーゼ（cyclin－dependent　kinase；Cdk）Cdk9

と結合し，Cdk9のリン酸化を受けて転写活性が充進

ずる19）．最近，p300／GATA4／Cdk9複合体がES細胞

V。1．12・N・．3・2011－8血管医学 55　（263）

Presented by Medical*Online



轡

の心筋分化においても機能していることが明らかに

なった20）．

　心筋肥大反応はmiR－1／一133による調節を受ける

が21）22），では転写因子群同様未分化な細胞の運命決

定においてもmiR－1／一133は機能しているのだろうか．

　miR－1／一133は未分化ES細胞ではほとんど発現し

ていないが，二次元平面培養による分化誘導に伴い，

時間経過とともに発現量が増加する．miR－1または

miR－1／一133を強制発現させたES細胞では，自発的

な心筋分化が抑制されるus）．分化誘導8日目において，

miR－1を発現するES細胞で，　Nke2．5およびα一MHC

の発現量が対照群と比較して有意に低下し，AA71Fの

発現も減少する傾向が認められる．同様に，miR－133

を導入したES細胞でもNkx2．5の発現レベルが有意

に下がり，α一MHCとAIVFも減少傾向を示す．

　C2C12骨格筋芽細胞では，　miR－1が、UDAC4を，

miR－133がSRFの3’非翻訳領域（untranslated　region；

UTR）を標的とすることが報告されているが24），　ES

細胞で行われたレポーター解析では，これらのタンパ

ク質の減少は確認されていない．RNA分解あるいは

翻訳阻害において，ES細胞とC2C12細胞では異なる

機構がはたらいている可能性も考えられる，ES細胞

においては，miR－1がCdk9の3’UTRを標的とする

こと，miR－1の過剰発現によってCdk9の核内タンパ

ク質量が減少することが確認されている．したがって，

miR－1によるES細胞の心筋分化抑制効果は，　Cdk9

の翻訳阻害がもたらすp300／GATA4／Cdk9依存的な

胎児型心筋遺伝子の発現低下によるものであると考え

られる．

　ES細胞にHDAC阻害薬トリコスタチンA（tricho－

statin　A　l　TSA）を投与すると，恐らくはp300を介す

るヒストンやGATA4のアセチル化が充血し，心筋

遺伝子の発現量や自律拍動する心筋細胞コロニーの数

が増加する25）26）．TSAの投与でmiR－1／一133の発現量

も低下することが認められるが，このTSA依存的な

抑制は複数の組織で発現するmiR－24にははたらかな

いことから，何らかの選択性・特異性の存在が示唆さ

56　（264） 血管医学V・L12　No．3　2。11－8

れるtその分子機構は未解明だが，低分子による

miRNAの制御が可能になれば新たな薬剤候補になり

得るだろう．

　一方，EB形成による分化誘導では，心筋分化にお

けるmiR－1／一133のはたらきについて，二次元平面培

養による自発的な分化とは異なる結果が報告されてい

る27）．miR－133の強制発現が心筋分化を抑制するとい

う結果は両者で共通するが，EBにおいては，　miR－1

はNotchリガンドであるデルタ様（1）elta－like；Z）〃）一1

を標的とすることで心筋分化を促進するはたらきを示

す．

　平面培養とEB形成における相違の原因のひとつは，

細胞間の接着や相互作用の違いによるものかもしれな

い．ES細胞の集団は発生時の胚における細胞間相互

作用を正確に再現しているわけでは決してない．ショ

ウジョウバエのmiR－1も1）〃一1ホモログを標的とす

るが，中胚葉特異的にmiR－1を過剰発現させると心

筋前駆細胞の数が減少し，心臓の形態形成に異常が生

じる28）．Dll－1はNotchを介した細胞間の情報伝達に

機能するため，細胞がおかれた状況によってmiR－1

の影響も異なってくると考えられる．

　同様に，平面培養とEB形成においては遺伝子発現

の時間的経過も異なる．たとえばmiR－1の発現量は，

平面培養では分化誘導8日目まで増加を続けるが，

EBでは形成6日目にピークを迎える．また，　miR－1

の標的であるCdk9の結合因子GATA4の発現パター

ンも両者で異なる．miRNAは決まった遺伝子を機械

的に標的としているのではなく，シグナルのフィード

バックや競合，細胞の微小環境の影響を受けてその機

能を発揮する．したがって，miRNAを用いて，ある

いは標的として幹細胞の分化を制御するには，培養・

分化誘導法の検討や最適化が必要になるだろう．

体細胞のリプログラミングとmiRNA

　幹細胞研究の目覚ましい進展に伴い，心血管再生医

療のストラテジーも日進月歩で進化している．とくに，
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体細胞

磁撫

灘　轡
婁

曝

心筋細胞

　　　　　　　　　　　　　miRNAs？

　　　　　図3　体細胞から心筋細胞への直接的な形質転換

線維芽細胞にGATA4／MEF2c／Tbx5を導入することで，自律的に拍動する心筋細胞へと

直接的に形質転換することができる，体細胞からiPS細胞へのりプログラミングに

miRNAが関与していることから，心筋細胞などへのダイレクトリプログラミングにもmiRNA

が機能していることが考えられる．

体細胞をリプログラミングする知見と技術は長足の進

歩を遂げている．線維芽細胞などの体細胞に複数の転

写因子（Oct4／Sox2／Klf4／c－Mycなど）を導入して作出

されるips細胞は，　ES細胞と同様の自己複製能およ

び多分化能をもつ万能三二細胞である29）噂31）．さまざま

なips細胞の作製方法が提唱されているが，癌遺伝子

を含む転写因子の外挿や不十分な樹立効率など，いず

れも臨床応用を前に解決すべき課題を抱えている．こ

れらの問題を克服をするため，miRNAを用いたアプ

ローチが試みられている（図1）．

　未分化ES細胞特異的なmiR－290クラスターのサ

ブセットであるmiR－291－3　p／一294／一295を体細胞へ

導入すると，Oct4／Sox2／Klf4によって誘導される

ips細胞へのりプログラミング効率が高まる32）．この

効果は。－Myc存在下では得られないこと，　c－Mycが

miR－2goクラスターのプロモーター領域に結合する

ことから，iPS細胞樹立における。－Mycの貢献の一

部はmiRNAの発現促進を介したものであることが示

唆される．

　また，miR－302／一36アクラスターを強制発現させる

だけで，短時間かつ高効率に体細胞をips細胞ヘリプ

ログラミングできるという結果も報告されている33）．

Oct4／Sox2によって制御されるmiR－302はES細胞

で高レベルに発現し，サイタリンDlを標的とするこ

とで細胞周期をG1期からS期へと進ませる34）．転写

因子によるりプログラミング同様miR－302／一367に

よる体細胞の初期化も，バルプロ酸によるHDAC2

の抑制によって著明に充進ずる．幹細胞の維持・分化

においてmiRNAがクロマチンのリモデリングに関与

することは少し述べたが，その全体像や詳細について

は今後の研究が待たれる．

　樹立されたips細胞は基本的に，　ES細胞に用いら

れる手法で心血管細胞へと分化誘導することができ

る35）36）．しかし，異なる方法や体細胞から作出された

複数のips細胞株間では，分化効率に違いがみられる

場合がある．たとえば一・部のips細胞株はほかの

ES／ips細胞株と比較して心筋分化効率が低く，　TSA

による心筋分化促進作用にも部分的な抵抗性を示す37）．

この問題を解決する方法のひとつとして，体細胞を目

的の細胞に直接リプログラミングすることが考えられ

る．すでに，GATA4／MEF2c／Tbx5を導入すること

で，心臓および皮膚の線維芽細胞を自律拍動する心筋

細胞へと形質転換できることが報告されている（図
3）　3s）　．
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　miRNAによって体細胞がiPS細胞へとりプログラ

ミングされることを考えると，体細胞から別種の体細

胞への直接的な形質転換においても，miRNAが重要

な役割を担っていることは想像に難くない．今後，

miRNAの分子機構がより一層明らかにされることで，

高効率，簡便，迅速な心血管細胞への分化，あるいは

リプログラミング手法が確立され，心血管疾患に対す

る再生医療への途が開かれることが期待される．
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