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緒緒  言言  

 
心不全に対する治療法の進歩に伴い、心不全患者の予後やQOLは大きく改善してきた。しかし、現在標準的治療薬

として用いられるβ遮断薬やレニンアンジオテンシン系阻害薬は収縮不全を伴った心不全においては高い有効性を 

示すものの、高齢者の心不全の主体である拡張不全型心不全では有効性が乏しいことが明らかになっている。拡張不全

型心不全に対する治療法の探索は国内外を問わず精力的に進められており、近年ではネプリライシン阻害薬や SGLT2
阻害薬などが新たな治療薬候補として検討されているが、未だに確固たる有効性は確立していない。そのため、引き続

き治療薬開発のため、治療標的となりうる分子機構の探索が必要であるものの、拡張不全型心不全の病態は未だに不明

な点が多く残されている。本研究では、ヒト多能性幹細胞より心臓構成細胞を作出し、CRISPR/Cas9システムを用い

た遺伝子ノックアウトスクリーニングを行い、拡張不全型心不全の病態に寄与する遺伝子の候補を探索することで、 

新規治療標的となりうる分子生物学的機序を明らかにすることを目的して研究を実施した。現段階ではヒト心筋細胞に

おいて全キナーゼを標的としたノックアウトスクリーニングの結果が得られており、引き続き候補遺伝子の詳細な評価

を実施するとともに、他の細胞種での検討や全ゲノムスクリーニングを予定している。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．． 誘誘導導性性CCaass99発発現現ヒヒトト多多能能性性幹幹細細胞胞のの作作出出  
ヒト多能性幹細胞（SCVI-116 、SCVI-273 ）は Stanford University Cardiovascular Institute Biobank  

（https://med.stanford.edu/scvibiobank.html）より提供を受け、ノンフィーダー環境においてEssential 8培地にて維

持培養を行った［1］。誘導性Cas9発現ドナーベクター（pAAVS1-tet-iCas9-BFP2、addgene plasmid #125519）およ

びAAVS1領域ゲノム編集ベクター（AAVS1 T2 CRIPR in pX330、addgene plasmid #125519）を4D-Nucleofector
装置（Lonza）を用いてヒト多能性幹細胞に導入を行い、G418（100μg/ml）耐性の単一細胞由来コロニーを選択し、

ゲノム DNA の AAVS1 領域を PCR にて増幅することで、テトラサイクリン遺伝子発現調節システムの配列が標的の

部位に導入されているクローンを同定した（図1A、B）。（プライマー配列情報、5’Fw：GCCTGGGTCACCTCTACGG、

5’Rv：ATGATATCAGGACCGGGGTTTTCTT、3’Fw：TATAGGCGCCCTGGTTTACATAAG、3’Rv：CTTGGCCA 
CGTAACCTGAGAA）引き続き配列の導入が確認できたクローンを継続培養し、ドキシサイクリン添加（Sigma、   

2μg/ml）48時間後に4％ PFAで固定し、Triton X-100による膜透過処理後に免疫染色（一次抗体：Anti-CRISPR/Cas9、
Epigentek、A-9000-010；二次抗体：Anti-mouse IgG（H＋L）、F（ab'）2 Fragment（Alexa Fluor® 555 Conjugate）、
Cell signaling、4409）を実施し、BZ-X700（Keyence）にて撮像を行いCas9蛋白質の発現が誘導されることを確認し

た（図1C）。次に単一クローンから培養を継続した細胞集団でCas9の発現が均一に誘導されていることを確認するた

めに、ドキシサイクリン添加後、フローサイトメトリーを用いて BFP 発現レベルの評価を行った。すると各クローン

内での BFP の発現強度はさまざまであり、ドキソルビシン添加前とほぼ同等のシグナル強度の細胞分画が存在するこ

とが明らかになった（図 2A）。BFP のシグナル強度が比較的弱いため実際の Cas9 の発現を反映できていない可能性

を想定し、GFPに対する特異的gRNA GFP（標的gRNA配列：GAGCTGGACGGCGACGTAAA）を発現するGFP
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恒常発現レンチウイルスベクターをLentiCRISPRv2GFP（addgene plasmid # 82416）基に作製し、選択したクロー

ンに導入しドキシサイクリン添加によるGFP シグナルの変化をフローサイトメトリーにて評価した。するとクローン

間により程度はさまざまであったが、ドキシサイクリン添加後においてGFP シグナル陰性細胞集団の明らかな増加は

認めたものの、依然としてGFPシグナル陽性細胞集団が残存していることが明らかになった（図2B）。以上の検討か

ら、AAVS1領域を標的としたゲノム編集を行った単一クローン由来の細胞株であっても、長期による培養の後にCas9
の発現を安定的に均一に誘導することができる細胞株を得ることが困難である可能性が考えられた。 

 

図1．誘導性Cas9発現ヒト多能性幹細胞の作出 
A） CRISPRを用いたAAVS1 locusへの誘導性Cas9導入の概略図。 
B） PCRによる誘導性Cas9配列導入の確認。SCVI-273 clone-3では3’末端側の導入が確認できない。 
C） SCVI-116 clone-18 におけるドキシサイクリン（DOX）による Cas9 誘導。ドキシサイクリン添加群      
（＋DOX）、非添加群（－DOX）各々を抗Cas9抗体で免疫染色を行った。 

 

                   
図2．誘導性Cas9発現ヒト多能性幹細胞におけるCas9誘導と遺伝子ノックアウト効率の評価 

A） ドキシサイクリン（DOX）添加後BFPシグナルの発現をフローサイトメトリーにて評価した。 
B） GFP恒常発現レンチウイルスベクターを導入後、DOX誘導性Cas9の発現によるGFPに対す

る遺伝子ノックアウト効率をフローサイトメトリーにて評価した。SCVI-273 clone-3では3’末
端側の導入が確認できなかったこと、BFP シグナルの発現パターンが他クローンとは異なって

いたことから目的としたノックインに成功していないと判断し実施していない。＋DOX：ドキ

シサイクリン添加群、－DOX：ドキシサイクリン非添加群。 
  
22．．ヒヒトト多多能能性性幹幹細細胞胞由由来来心心臓臓繊繊維維芽芽細細胞胞をを用用いいたたCCRRIIPPSSRRススククリリーーニニンンググ  
次に既報に基づき、ヒト多能性幹細胞より Wnt パスウェイ関連低分子化合物およびレチノイン酸を用いて心外膜系

譜細胞を誘導し、線維芽細胞成長因子を用いて心臓線維芽細胞への誘導を行った（図3A）［2］。光学顕微鏡による観察
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では多能生幹細胞から心外膜細胞様の敷石状の形態への変化、さらに紡錘形状の線維芽細胞様への形態変化が観察され

た（図3B）。次に誘導した細胞、ヒト多能生幹細胞および健常人骨髄由来間葉系幹細胞（MSC、Lonza、PT-2501）よ

りDirect-zol RNA Kit（Zymo Research）を使用して total RNA の抽出を行った。回収したRNA よりPrimeScript 
RT reagent Kit（Takara）を用いて逆転写を行い、CFX 384 Real-Time system（Biorad）にてKAPA SYBR FAST 
qPCR kit を用いて遺伝子発現の評価を行った。誘導した細胞の遺伝子発現プロファイルでは多能性マーカーである

NAONGの著名な低下、および心臓線維芽細胞のマーカー（TCF21、TBX20、GATA4）の上昇が認められた（図3C）。
さらに、心臓線維芽細胞のマーカーとして報告されている DDR2（Santa Cruz、sc-81707）を評価したところほぼ全

ての細胞で DDR2 陽性であることが認められた（図 3D）。以上より報告通り心臓線維芽細胞が誘導されたと判断し、

下記 3 と同様にCRIPSR スクリニーニングを実施したものの、分化誘導後二週間ほど経過すると徐々に紡錘形状から

敷石状細胞へ細胞形態変化が生じることが観察されたため、スクリーニング実験は保留とした。 
 

 
図3．ヒト多能性幹細胞よりの心臓繊維芽細胞の誘導と評価 

A） ヒト多能性幹細胞よりの心臓繊維芽細胞の誘導の概略図。 
B） 分化誘導中の細胞形態の明視野像。iPSCs：iPS細胞、iPSC-EPCs：iPS細胞

由来心外膜細胞、iPSC-CFs：iPS細胞由来心臓線維芽細胞。 
C） リアルタイムPCRによる多能性幹細胞マーカー（NANOG）および心臓線維

芽細胞マーカー（TCF21、TBX20、GATA4）mRNA発現の比較。MSC：健

常人骨髄由来間葉系幹細胞。 
D） iPSC-CFs における心臓線維芽細胞のマーカーDDR2 の発現評価。Gray：

Isotype control、red：DDR2。 

3



 

33．．ヒヒトト多多能能性性幹幹細細胞胞由由来来心心筋筋細細胞胞をを用用いいたたCCRRIIPPSSRRススククリリーーニニンンググ  
次にヒト多能性幹細胞から誘導した心筋細胞を増殖培養することが可能であるという近年の報告［3］に着目し検討

を行った。多能性幹細胞から心筋細胞への分化誘導は低分子化合物を用いた Wnt シグナルの活性化および阻害を用い

て行った［1］。多能性幹細胞から誘導したばかりの幼弱心筋を低密度下、Wntシグナル活性化の条件で培養を行ったと

ころ、心筋細胞の継続した増殖を確認することができた（図4A、B）。増殖後の細胞集団をメタノールで固定後、心筋

トロポニンT（abcam、ab45932、1：200）を用いてフローサイトメーターによる評価を実施し、高純度の心筋細胞が

得られていることを確認した（図 4C）。引き続き、これらの心筋細胞に全キナーゼを標的とした遺伝子ノックアウト

Cas9レンチウイルスプールライブラリー（Brunello Human CRISPR Knockout Pooled Library、addgene plasmid 
#75314、73179）より作出したレンチウイルスベクターをMOI＝0.4 で導入し、5 日間Puromycin による薬剤選択を

行い、ウイルス導入後14日後に10 mM glucose、10 nM h-endothelin-1、1μM cortisolにて3日間刺激を行った。そ

の後Brefeldin Aにて3時間細胞を処理後に細胞を固定し、抗NT-proBNP抗体（abcam、ab13115、1：500）および

抗 TNNT2 抗体にて免疫染色を実施し、フローサイトメトリーにて TNNT2 陽性集団より NT-proBNP の強／弱信号

分画の細胞を各々全分画の20％を目標として回収した（図4D）。回収した細胞よりNucleoSpin® Tissue（Macherey-
Nagel）を用いてゲノムDNAを回収し、既報に基づいて3step-PCRにてライブラリーを調製した［4］。調製したライ

ブラリーはNovaSeq6000を用いてシークエンスされ、Cutadaptにてアダプター配列を取り除いた後、Brunello library 
gRNA配列情報に基づいてアライメントを行い、MAGeCKプログラムを用いて各遺伝子におけるRRA スコアを算出

した［5］。スクリーニングは独立して計 4 回実施し、総合的な RRA スコアを最終的に算出した（図 4E、具体的な遺

伝子名の一覧は現時点では伏せさせていただく）。 

 
図4．ヒト多能性幹細胞由来心筋細胞を用いたCRISPRスクリーニング 

A） 分化誘導終了後の幼弱心筋培養を再播種後1日目と5日目の顕微鏡写真。 
B） 継代毎の心筋細胞数の変化。エラーバーは平均の標準誤差を示す（n＝3）。 
C） 3継代目（P3）の心筋細胞純度を、心筋トロポニンT（TNNT2）を用いてフローサイトメトリーにて評価した。 
D） 代表的なTNNT2およびNT-ProBNPによるフローサイトメトリーによる細胞ソーティングの結果。 
E） RAAスコアによる遺伝子ランキングの結果。遺伝子ノックアウトによりNT-ProBNPの発現が抑制され

ている遺伝子群。 
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考考  察察  

 
本研究の立案・開始時においては誘導性Cas9発現ヒト多能性幹細胞をまず作出し、そこから誘導した心筋細胞を用

いたCRISPRスクリーニングの実施を予定していた。しかし、検討を進めるに従い、単一クローン由来であってもCas9
の発現が細胞集団において一定していない可能性が考えられたことから予定を変更し、分化誘導後の細胞にCas9発現

レンチウイルスライブラリーを導入することでスクリーニングを実施した。 
AAVS1 領域については、ヒト多能性幹細胞において遺伝子組み込みなどに最適な安全領域であると考えられている

一方で、AAVS1 領域においても新規の DNA メチル化が未分化のヒト多能性幹細胞でもおこりうることが報告されて

いる［6］。今回我々が実際にGFP の発現を用いて行ったCas9 の誘導による標的遺伝子ノックアウトの効率確認実験

においても、GFPシグナルの残存が認められたことからGFPのノックアウトが完全には達成できてはいない可能性が

示唆された。本検討ではドキシサイクリン添加 10 日後に GFP シグナルの計測を行ったことから、既に翻訳されてい

るGFP 蛋白質がいまだ分解されずに残存していた可能性は否定できない。しかし、単一クローン由来の細胞集団であ

ってもCas9の誘導効率が不均一であること、引き続き心筋細胞に分化誘導を行った後には更なるエピジェネティック

変化によるCas9の誘導効率の変化が予想されたことから、当初の計画にしたがってスクリーニング実験を実施するこ

とは困難であると判断し、計画の修正を行った。 
心臓線維芽細胞は、心筋細胞とは異なり、生体より採取した後に体外で長期培養可能な細胞種ではあるものの、通常

の培養条件下では自然に筋線維芽細胞様の表現系を呈すること、大量に均一な状態の線維芽細胞を取得することは困難

であることから本研究では多能性幹細胞より心臓線維芽細胞を誘導し、スクリーニングに用いることとした。既報のと

おり誘導した心臓線維芽細胞には心臓線維芽細胞に特徴的な形態、遺伝子発現が見られていたものの、長期培養により

徐々に心外膜細胞様の形態へと変化する現象が認められた。興味深いことに最近になり我々の結果と同様に多能性幹細

胞より分化した心臓線維芽細胞が心外膜細胞様の形態へと変化するため、誘導方法の改善が必要であるという報告がな

された［7］。現在この報告に基づき、より安定した心臓線維芽細胞を多能性幹細胞より誘導可能か検討を行っている。 
本研究開始時点においては技術的に困難であったものの、研究期間中に多能性幹細胞から誘導したばかりの幼弱心筋

を低密度下、Wntシグナル活性化の条件で培養することで、大量の高純度な心筋細胞を得ることに成功した。これらの

心筋細胞を用いて、NT-ProBNP の発現をマーカーとする全キナーゼを標的とした CRIPSR ノックアウトスクリーニ

ングを実施した。興味深いことにこれまでに発生時より心臓特異的にノックアウトすることでマウスに心不全が発症し、

その機序として AMPK や mTOR などの心筋代謝に関連する経路の異常が関わっていると報告されている遺伝子が

FDR＜0.05 で逆にノックアウトすることでヒト心筋細胞において、モデル培地による NT-ProBNP の発現上昇を抑制

するという結果が得られた（具体的な遺伝子名は論文投稿まで非公表とさせていただく）。我々の検討では、本遺伝子

のノックアウトでは心筋細胞には明らかな障害は認めておらず、本遺伝子を標的遺伝子として引き続き、拡張不全型心

不全の病態解明を目指した研究を進める計画を策定中である。さらに現在、心筋細胞を用いて引き続き全ゲノムを標的

とした遺伝子スクリーニングを実施しており、拡張不全型心不全に対する新たな病態関連候補遺伝子の同定を期待して

いる。 
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