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幹細胞からの心筋細胞分化，その機能解析と利用の展望
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心臓内の心筋細胞のほとんどは最終分化した成熟細胞であり，それゆえ心不全患者に対する幹細胞由来分化心筋の臨床利用が長年望まれてきた．純粋な心筋幹細胞の同定は未だ困難で，同定できたとしても有効な移植方法についても模索中である．今回，その幹細胞からの心筋細胞分化，またその機能解析方法や利用の展望について総論的に述べる．


幹細胞とは
ギリシャ神話に出てくるプロメテウスは人間に火を与えた罪で大神ゼウスの怒りを買い岩山にくくりつけられ，日毎に鷲に肝臓をついばまれるという罰を与えられた．プロメテウスは神であるため死にはしないが，肝臓をついばまれる激痛はある．ついばまれた肝臓は1日経つと元に戻るため，永遠にこの罰を負い続けることとなる（Fig. 1）．このように古代から我々の体が再生するということは周知であり，再生医療の概念は近代に発祥したものではないことがよくわかる．この有名な神話を題材にした画がアメリカのフィラデルフィア美術館に展示されているので興味がある方は学会のついでにでも一度行かれたらと思う．またこの美術館はシルベスター・スタローンの出世作となった映画「ロッキー」の銅像があることでも有名である．
[image: ]Fig. 1 A quote from Prometheus. Retrieved from www.google.com

さて近年において幹細胞の概念が確立し，様々な幹細胞が知られるようになってきた．一般的な体細胞はin vitroで培養増殖が可能であるが，数回から10回程度の継代培養で分裂停止を起こす．幹細胞はそのような細胞とは性質を異とし，自己複製能と多分化能を有する細胞と定義される．各組織に存在し，主にその組織またはその系統に分化すると言われている体性幹細胞，受精卵発生初期段階である胚盤胞内部細胞塊から得られる胚性幹細胞（embryonic stem cell（ES細胞）），原始生殖細胞から確立された胚性生殖幹細胞（embryonic germ cell（EG細胞）），新生仔マウス精子内に存在する多能性生殖幹細胞（multipotent germline stem cell（mGS細胞））などが我々の体ができ上がる発生段階や発生後に得られる細胞である1–4）．これら細胞は受精卵や胎児（新生児），または生体の採取困難な部位から直接採取される必要があるために倫理的または技術的問題が大きく立ちはだかってきた．倫理的問題を最も大きく有するES細胞研究においては，実際，アメリカ合衆国連邦政府が研究費を出資せず，国家的プロジェクトとして認められない時代が長きにわたった．2011年にノーベル賞を受賞したYamanakaおよび論文筆頭著者であるTakahashiらによって2006年，2007年に開発されたinduced pluripotent stem cell（iPS細胞）はこれら前述する細胞とは作製段階が大きく異なり，Oct3/4, Sox2, Klf4, cMyc（Yamanaka factor）の遺伝子を線維芽細胞に導入することによって得られる人工の多能性幹細胞である5, 6）．この作製は世界の多くの研究者によって追試成功を収め，世界中がiPS細胞研究一色となるほどのセンセーショナルな話題となった．実際，International Society of Stem Cell Reserchの国際学会においては，1年で発表された演題の多くがES細胞からiPS細胞に取って代わった．近年においては多くの新しい作製方法や導入遺伝子の組み合わせが報告され，最近ではsmall moleculesの導入やタンパク導入によって作製し，外来遺伝子導入不要かつ癌化の危険性がより低いiPS細胞の開発が進んでいる．

幹細胞からの心筋分化
1）胚性幹細胞（ES細胞）からの心筋分化
一般的な幹細胞の分化培養において拍動細胞集団が出現することは周知の事実であった．特別な分化培養系を準備せずともこの拍動集団は頻度が低いながらも現れ，心臓は生存に必要であるために必ず出現するものとして疑わなかった．効率よく拍動心筋細胞を分化培養する研究の傍で，骨格筋分化研究において骨格筋マスター遺伝子であるMyoDが発見された7）．MyoDノックアウトマウスにおいては骨格筋形成不全を起こし胎生致死となる．同様の発想で心臓のマスター遺伝子を突き止めるために多くの実験がなされ，遂にショウジョウバエのホメオボックス遺伝子（tinman遺伝子）が発見された．このtinmanとは，オズの魔法使いに出てくる心臓のないブリキの人形から名前がつけられた．このtinman遺伝子の変異によりショウジョウバエにおいて心臓の発生が起こらないことが明らかとなった8）．マウスにおける同様配列の遺伝子はNkx2.5（Csx）と呼ばれ心臓のマスター遺伝子との期待が高まったが，ノックアウトマウスにおいては胎生致死となるものの胎仔の心筋拍動が観察された．またNkx2.5（Csx）を過剰発現しても心臓が余分にでき上がることもなく，心筋細胞発生のマスター遺伝子の一部である可能性が判明しただけであった9, 10）．よってin vitroにおける幹細胞からの心筋細胞分化については長らく三胚葉分化を経る胚葉体形成法に頼らざるを得ない状況がつづいた．マウスES細胞においてはhanging drop法を用いて有効に心筋細胞分化させることが可能となり，さらにその中から心筋細胞を純化させる方法が模索された．その先駆け的実験となったのが，分化血球細胞純化に以前から利用されていた細胞表面マーカーを使用した細胞選別法である．血球分化実験系において，分化血球細胞の選別は，細胞表面マーカーを用いた細胞選別（cell sorting）によって90％以上の純度を確保できる．同様の発想で心臓発生原基である側板中胚葉がVEGF受容体であるFlk1で選別できる可能性がNisikawaらによって報告された11）．このFlk1陽性細胞は心筋，血球，内皮細胞いずれにも分化できるcardiohemangioblastとして認識され，さらなる心筋細胞純化に期待が高まった11, 12）．その後，KattmanらはFlk1陽性細胞を選択的に選別することで有効な心筋細胞分化が可能であることを明らかにし，我々のマウスES細胞を用いた研究においてもFlk1陽性細胞の方が陰性細胞に比べてin vitroの心筋細胞分化効率だけでなく，in vivoで心筋内に移植した後の心筋細胞分化が有意に高かった13, 14）（Fig. 2）．その後，心筋幹細胞を純化する細胞マーカーとしてBrachyury, NCAM, CXCR4, Irx4などが報告されたが，いずれも心筋幹細胞（心筋細胞）特異的マーカーではなく，単独マーカーのみでは心筋細胞を少なくとも90％以上の確率で恒常的に純化することは困難であった15, 16）．特にヒトES細胞分化系においては同様の細胞表面マーカーを使用してもマウスES細胞実験に比べ，心筋細胞純化効率が極端に低く，側板中胚葉から心筋細胞に分化する過程における細胞表面マーカーの模索だけでは分化心筋細胞純化の方法としては限界があると考えられ始めた．以前から中胚葉起源である心臓発生には内胚葉が分泌するファクターの存在が必要であることがわかっており，2009年にNijmeijerらは，臓側内胚葉細胞集団を含むmouse embryonal carcinoma cell由来END2細胞との共培養がマウスES細胞の心筋分化を有意に促進し，さらにその過程でWntシグナルやBMP-4シグナルが重要であると報告した17）．この報告以降，幹細胞からの心筋細胞分化研究は，様々なファクターを駆使することで有効な心筋細胞分化を促す研究手法にシフトしていった．つまり，ヒト胚の発生段階を忠実に再現し，どの因子が心臓原基を誘導し，拍動心筋細胞ができ上がるかという概念の下に様々な因子が試された．
[image: ]Fig. 2 Differentiation potential of day 4-Flk1＋ and Flk1− cells sorted from mouse embryonic stem (ES) cells

マウス心筋発生において，心筋細胞は中胚葉から分化する細胞であることは周知の事実であるが，その側板中胚葉から予定心臓領域への決定は臓側内胚葉から分泌されるBMP-2/4, FGF-2, Wnt signalなどの作用による．FGF-2, BMP-2/4は心臓発生領域に作用し，心臓形成に必要なHomeobox転写因子であるNkx2.5（Csx）の発現を誘導する．さらにCrescent, DKK1が分泌され，このFGF, BMPが作用した側板中胚葉の血球分化を抑制するとともに心筋細胞分化を促進する．その後，心筋細胞分化が決定づけられた心臓原基細胞は，左右心房筋および左心室筋に発現するTbx5，心房心室筋全体に発現するNkx2.5, GATA-4からさらには右心室発生に重要なdHand，左心室発生に重要なeHandによって心臓が形作られる．この過程においては前述するように，中胚葉だけでなく，内外胚葉細胞からの影響も含めた複雑なシグナルがリンクして，心筋細胞，最終的には心臓が形成される18）．ES細胞から心筋細胞分化過程においてこのシグナル系を参考にして有効に心筋分化させる方法が研究された．2011年にKattman, Kellerらが，ヒトES細胞，ヒトiPS細胞から分化したFlk1陽性PDGFα受容体陽性細胞に対してActivin/Nodal, BMPシグナルの微細な調整を行うことで有効な心筋細胞分化誘導が可能であることを報告し，細胞内シグナルを誘導する心筋分化方法の先駆けとなった19）．しかしこの方法はES細胞から胚葉体を作製するために心筋細胞を選別純化する次なるステップを行うことを考えればやや複雑な培養方法であった．このアイデアをヒトiPS細胞の二次元培養系に応用したのが，Zang, Kampらによって2012年に開発された心筋分化法（Sandwich method）である20）．二次元培養したヒトiPS細胞にMatrigelを被せた後にActivin A, bFGFを順に加えることで98％以上の心筋分化効率に成功した．さらにKampらはこの方法を発展させ，Wnt InhibitorであるGSK3を使用しWnt/β-cateninシグナルをコントロールすることで，二次元培養系において精錬された方法でmonolayerのシート状心筋細胞分化が可能であることを報告した21）（Fig. 3）．KellerやKampらが開発したこれら心筋細胞分化方法は大変有効であり，我々の実験室においても80％前後の心筋分化効率が得られ，その多くがMLC2v陽性心筋細胞である（Fig. 4A）．問題点は，細胞株によっては心筋細胞分化効率が極端に低い場合があり，その原因についてはいまだ不明である．心筋分化効率については幹細胞から心筋細胞分化の大きな課題であり，分化細胞からより高純度の心筋細胞を得るため，KellerらによってSIRPAを，YamashitaらによってVCAM-1を利用しcell sorting法を用いた心筋純化の報告がある22, 23）．また心筋細胞がグルコース代謝だけでなく乳酸代謝を行うことに注目したFukudaらによってグルコースフリー・乳酸含有培地を用いた心筋細胞選別法が開発され，良好な結果を得ている24）（Fig. 3）．
[image: ]Fig. 3 A representative diagram of cardiac differentiation and purification method

[image: ]Fig. 4 Immunostaining of cardiomyocytes differentiated from human induced pluripotent stem cells


2）心筋組織幹細胞からの心筋分化
各臓器内に組織幹細胞と呼ばれる細胞分画が存在し，組織障害が起こった時にその組織幹細胞が分化し障害部分の機能補充を行うことは知られていた．例えば肝臓は臓器の半分以上が切り取られたとしても回復し，最終的には元のサイズに戻る．骨格筋においてもPax3陽性細胞が筋組織破壊時に増殖分化し，骨格筋細胞の補充が行われる25）．かつて心筋細胞においては，心筋幹細胞の有無について不明であり，心筋細胞は全て分化成熟しているものと考えられていた．実際心筋梗塞巣はほぼ完全に線維化し，機能回復が見られない．このような概念の中，心筋梗塞後の心筋組織を観察すると，4％程度の心筋細胞でKi-67陽性細胞を認めることが2001年にBeltrami, Anversaらによって報告され心筋組織幹細胞の存在の可能性が知られることとなった26）．同グループからラットを用いた実験で心筋細胞内に組織幹細胞が存在することが，2003年に実験的に初めて証明された1）．この組織幹細胞はLin陰性c-kit陽性（心臓内に存在する血液分画陰性の幹細胞集団）細胞分画に属し，いずれの細胞も高いN/C比を有し，成熟ラットの心房内や心尖部の心筋組織間に多く含まれていた．これら細胞はin vitroで有効に心筋細胞に分化するだけでなく，心臓構成成分である平滑筋，血管内皮にも分化することが可能であった．またin vivoでの実験では，心筋梗塞モデルにこの細胞を移植することで，梗塞巣内で有効に心筋細胞分化し，心機能の改善も認めた．この結果をもとに2011年，心筋梗塞患者に対して自己心房組織内に含まれるc-kit陽性心筋組織幹細胞の冠動脈注入移植がPhase1 trial（SCIPIO trial）として実施・報告された27）．結果，細胞移植グループにおいて明らかに梗塞サイズの減少と心機能の改善が認められたが，エントリーされた患者数が少なく今後の追加報告や，同様の研究の追試結果が待たれるところである．c-kit陽性細胞以外では，Isl-1陽性細胞も心筋組織幹細胞の可能性が大きいと言われている．Evansらはマウスの実験においてIsl-1陽性細胞が流出路形成に大きく関わるだけでなく，Isl-1変異マウスでは明らかに心筋組織幹細胞数が低下していたと報告した28）．その後，Barbashらは，ヒトにおいてIsl-1陽性心筋幹細胞が心房筋に多く存在することを示した29）．またFlk1受容体陽性細胞（ヒトにおいてはKDR陽性細胞）についても心筋組織内幹細胞としての報告が見られる30）．これらIsl-1やFlk1（KDR）などはc-kitに加え，今後の心筋組織幹細胞の臨床応用において有力なマーカーとなることが期待される．

3）幹細胞以外からの心筋分化
Yamanakaらが開発したiPS細胞作製と同様のアイデアで，Ieda, SrivastavaらはGATA-4, MEF2c, Tbx5をマウス心筋線維芽細胞に導入し心筋細胞（induced cardiomyocytes）を作製することに成功した31）．この発見の画期的な点は，今までは幹細胞を経なければ体細胞作製が不能と考えられていたが，分化細胞が幹細胞の過程を経ずに（遺伝子発現のon/offのみで）全く違う種類の分化細胞に生まれ変わることが証明された．心臓内の細胞の多くが心筋細胞と考えられているが，実際はその80％が心筋細胞間に存在する心筋線維芽細胞であり，心筋細胞の分化増殖やサイズ変化などに寄与していると言われている32）．この直接分化法（direct reprogramming法）が開発されたことで，今まで細胞移植の可能性を模索されてきた心筋梗塞患者や心筋症患者に対して，これら遺伝子を賦活化させるFactorを導入しさえすれば，心臓内に豊富にある心筋線維芽細胞が心筋細胞に自己内で分化し心機能改善に寄与する可能性が開かれた．これはiPS細胞を患者本人から作製し心筋分化させる時間的問題を大きく改善する可能性がある．この実験はLi, Srivastavaらによってマウスin vivo実験として引き継がれ，マウス心筋内においても効率が低いながらも，線維芽細胞が分化心筋細胞に変化することが証明された33）．2013年にはWada, Ieda, Fukudaらによってヒト心房筋内の心筋線維芽細胞に同様のFactorを導入し，心筋細胞様細胞（cardiomyocyte-like cell）を作製することに成功し，Yamakawa, IedaらによってFGF, VEGFがその心筋分化効率を上げることが報告された34, 35）．臨床的心機能回復に十分な心筋細胞の分化効率が確保されるのであれば，今後の臨床研究に期待したいところである．


in vitro分化心筋細胞の機能解析
1）心筋拍動と収縮力
最も古典的な心機能解析方法は，心筋拍動数と収縮力である．臨床的にも左右心室の拡張末期径や駆出率は有用な評価基準であり，心不全評価や治療判定に使用されている．in vitroの分化心筋細胞においては，以前はデジタルビデオカメラにおさめた心筋細胞拍動画像から心筋細胞（または拍動心筋細胞塊）の長径（または短径）収縮比率または面積比率を計算していた36）．しかし，in vitroでの分化心筋細胞はいわゆる心室筋のような長方形や心房筋のような紡錘形でなく，全方向に広がった形をしていることが多い（Fig. 4B）．また心筋細胞塊の心筋配列は一方向でなく三次元構造の柵状配列となっているために，顕微鏡視野の左右径は収縮時に短縮するが上下径は逆に伸長する場合がある．よって単純な心筋細胞または心筋細胞塊の長短径変化や面積変化のみでは分化心筋細胞の正確な心機能評価は困難であった．近年，イメージングシステムの発展により，心筋細胞または心筋細胞塊各部位をドットに分割し，各ドットがどれだけ心筋細胞拍動によって移動するか計算することで客観的な評価ができるようになった．イメージ的には心エコー画像機能評価の心筋トラッキング法と同等である．この利点は，in vitroで分化した拍動心筋細胞集塊が心筋細胞一つ一つの収縮力の総和として計算される点であり，値が数値として評価できる．それであっても実際は不均一に配列した心筋細胞の集まりである心筋細胞集塊の収縮力が，各点の総和であるのか否かは究極のところ判断が難しい．またin vitroで作製した心筋細胞は，培養皿の移動などによる軽微な刺激や培養温度変化で容易に拍動数や拍動様式の変化を起こす．さらに培養皿上に点在する心筋細胞それぞれによって収縮力，拍動様式，拍動数が一定ではないため，薬物刺激などによる指標の変化を各々の拍動心筋細胞において観察することは可能であるが，一定の収縮力や拍動数の心筋細胞作製が可能かとの問いに答えることが難しい．この解決のために，一定心筋細胞配列を有する分化心筋細胞集団作製方法の開発を行う研究報告が散見される37, 38）．一方向水流の細胞培養液内で心筋細胞分化または心筋細胞培養を行う方法や37），伸展刺激可能な培養皿で心筋培養する方法などが開発された38）．特に心筋細胞に対して伸展収縮刺激を行うことができる培養皿での実験では，培養心筋細胞配列が一定となり，ギャップジャンクションマーカーであるconnexin 43の発現や配列も正常に近づくと報告されている38）．しかしこのような心筋細胞集団は未だ効率的に作製することはできず，その分化方法や作製方法の改善が期待されている．

2）活動電位
分化培養心筋細胞が他の細胞と最も違なる点は自動拍動する点である．in vitroの分化系で作製された骨格筋細胞も自動拍動することが知られているが，規則的な自動拍動する細胞は心筋細胞のみである．その拍動を電気生理学的に評価するシステムとして心筋活動電位測定法や細胞外電位測定法が開発された．心筋活動電位についてはガラス微小電極先端を直接心筋細胞膜に当てることで活動電位が測定可能である．洞結節細胞，心房筋細胞，心室筋細胞に各々特徴的な活動電位が記録され，洞結節，心房筋，心室筋の順に活動電位時間は長くなる．静止膜電位はヒト心室筋細胞で−80 mVであることは学生の生理学講義で勉強されたと思うが，幹細胞から分化した心筋細胞の静止膜電位は−60 mV～−70 mV前後であることが多い（Fig. 5）．これについては諸説あるが，おそらく後に述べる心筋細胞の分化段階の問題と思われる．簡単に述べると，幹細胞から心筋細胞分化する過程でKチャネルの発現は分化段階の後期に認めるため，未熟な心筋細胞の再分極が不十分となるためと思われる．これら各チャネルを評価するシステムがpatch-clamp法である．この方法を開発したNeherとSakmannらは1991年にノーベル生理学・医学賞を受賞したことで有名である．方法としてはガラス電極先端に心筋細胞膜を接着させ，シングルチャネル記録を行う従来の方法と細胞全体のマクロ電流を測定するWhole cell（patch-）clamp法がある．従来心筋イオンチャネルの研究は，HEK細胞などヒト培養細胞にヒト心筋イオンチャネル遺伝子を導入し強制発現させ，その細胞の細胞膜上に発現したチャネルを解析して行ってきた．ヒト幹細胞研究が発展し，培養皿上で大量の心筋細胞が得られるようになったため，正常または遺伝子異常を有する心筋細胞の細胞膜イオンチャネルを解析することで遺伝子導入という複雑な実験を行うことなくチャネル解析が可能となった．この最初に注目された疾患がQT延長症候群である39–42）．QT延長症候群患者iPS細胞から分化した心筋のNaチャネル，K（IKr）チャネル電流をFig. 6に示すが，十分解析できるレベルである．ただし問題点は前述するように，ES細胞，iPS細胞からの心筋分化成熟段階の違いにより，発現チャネル量に差があることである．Na, Caチャネルは比較的分化段階早期から発現するが，Kチャネルの発現は心筋分化段階の後期と考えられ，早期分化段階心筋細胞のKチャネル電流を測定することは極めて困難である．実際Kチャネルの発現が低いのは細胞静止膜電位値（未熟心筋では−40～−60 mV程度）からも理解される．この意味からも幹細胞から成熟心筋細胞を作製することが大変重要である．Fig. 4に示すように，分化培養心筋細胞は成熟心筋細胞マーカーを発現していたとしても基本的に単核であり，我々の心筋細胞のような二核かつ長方形の心筋細胞を作製するに未だ至っていない．つまり電気生理実験の発展に分化培養方法のさらなる改善が必要である．
[image: ]Fig. 5 Action potential recorded from human induced pluripotent stem cell-derived ventricular cardiomyocytes

[image: ]Fig. 6 IKr and INa recorded from LQT2 and LQT3 induced pluripotent stem cell (iPS)-derived cardiomyocytes

微小電極，Patch-clampなどの方法は単細胞の活動電位や詳細な各チャネルの電流が記録・評価できる一方，高価な設備やシールドエリア，また高度な経験が必要である．この問題を解決したものが，MEA（Multi-Electrode Array）システムである43）．白金電極植え込み培養皿上で直接心筋細胞を電極上に培養するか，培養心筋細胞を細胞塊ごと電極上に移し替えることでリアルタイムに拍動心筋の活動電位が記録できるものであり，細胞外電位を測定するという点で考えれば臨床上の心電図と同じである．培養皿上に複数の電極が配置されているため，心筋細胞が培養皿上に露出している電極の一部にさえ乗っていれば簡単に活動電位を測定することが可能である．培養細胞だけでなく，脳や心筋のスライス切片の電位測定も可能であることが特徴であり，特に脳切片内の刺激電流の流れについての研究が多数見られる．また培養液還流システムも付いており，心筋に対する薬剤反応を評価することも容易であり，今後の使用目的の発展が期待される．しかし，測定活動電位のノイズが比較的大きく，拍動細胞塊の大きな活動電位の測定は問題ないが，単細胞の活動電位測定は活動電位とノイズとの区別が非常に困難で不向きである．最も有用な使用方法は，薬剤有効性試験または薬剤毒性試験である．電極上に心筋細胞塊が乗っていれば，沢山の心筋細胞および薬剤を一連の実験の中で一度に評価でき，近年の発表論文の多くがそのテーマである44–47）．日本においてはMEAシステムとともに，MED64システムが販売されており，いずれも機器としては同じものである．

3）Caトランジエント
心筋細胞の収縮は細胞内Caトランジエントでコントロールされているのは周知の事実である．細胞膜からNaチャネルを通じて細胞内にNaが流入することで活動電位が開始する．引き続き電位感受性Caチャネルから細胞内にCaが流入し，Caが筋小胞体のリアノジン受容体チャネルを開放し，小胞体から細胞内に大量のCaが流出する．この細胞内Caとトロポニンタンパクが結合し心筋細胞の収縮が起こる．放出された細胞内Caは小胞体のSERCA（sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca ATPase）によって取り込まれるとともに，細胞膜上のNa/Ca交換系で汲み出される．この一連の細胞内Caの変化をとらえるシステムがDi-4-ANEPPS, Di-8-ANEPPS, Indo-1, Rhod-2などのCa感受性蛍光プローベを用いたCaイメージングシステムである．これら試薬は細胞膜電位に応じて構造変化を起こし，蛍光励起波長の変化を生じる．その波長変化を蛍光顕微鏡でとらえ，波形化することで活動電位波形や活動電位時間が測定できる．その方法はシステムさえあれば簡便であり，例えばDi-8-ANEPPSプローベを用いた実験では，培養心筋を37°Cインキュベータ内で30分ほどDi-8-ANEPPS溶解液に浸し，プローベを心筋内に取り込ませるだけで，心筋内Caトランジエントに応じたCaの濃度変化を蛍光顕微鏡で観察できる．近年，Caトランジエントと不整脈や心不全の関連についての報告が散見され48, 49），我々のQT延長症候群2, 3型iPS細胞を用いた実験においても，細胞活動電位と細胞内Caトランジエントを同時測定した結果，早期脱分極に細胞内Ca濃度上昇が有意に関与することが判明した．この細胞内Ca濃度のコントロールによって早期脱分極が抑制され，QT延長症候群の致死性不整脈を抑制できる可能性が示唆された41）．今後，このシステムを用いた細胞内Caトランジエント研究による新しい結果から，心不全患者や不整脈患者に対する新規治療法が開発されることを期待する．

4）メカニカルストレス
心筋細胞は培養皿上で自然拍動を繰り返すのみであり，神経系，内分泌系の影響もなく，実際の我々の生体反応を詳細に再現しているとは言いがたい．過去の報告では培養心筋細胞に対してイソプロテレノールやエピネフリン負荷を行い，心筋細胞の拍動数，伸展度合いなどを用いた心機能評価を行ってきた50–52）．これは液性・神経因子説（交感神経系を介した心筋内カテコールアミン濃度上昇により心筋肥大が顕在化するという考え）に基づいた評価方法である．しかし実際は，体外に取り出した灌流心臓において機械的負荷をかけることによってのみ有意に心筋肥大が誘発され，機械的負荷がかからない心筋には薬剤負荷をかけても心筋肥大が起こりにくいことが証明された53）．このことから生体内の心臓に対する負荷に，より近いモデルが培養心筋細胞においても模索された．またiPS細胞が開発され，遺伝子異常を有する心筋細胞が大量に作製されるようになり，その遺伝子異常を有する心筋が，通常の我々の運動時や生活の上で有意に機能亢進または低下しているのかの評価が求められるようになった．つまり，今までは心不全や心筋症患者の責任遺伝子同定のみで研究の目的は終わっていたが，今後はその責任遺伝子異常を有する分化心筋細胞を用いて遠い将来に心機能障害という表現型が発現するか否か予測することが必要となってくる．そのために，より我々の生体に近い心筋細胞負荷システムとして，培養心筋細胞の伸展，圧縮，静水圧，流水負荷などの機械刺激を与えるシステムが開発された．現在その中心となってきているのが，ストレッチチャンバーとモーター付き培養システムからなるメカニカルストレス負荷細胞培養である54）．培養心筋細胞の伸展パターンや伸展度合いなどが調節でき，より効率的に心筋に負荷をかけることができる．我々の実験においても，心不全発症が予測される遺伝子異常を有するiPS細胞から心筋細胞を作製し伸展刺激を加えると，コントロール心筋細胞に比べて有意に細胞内ストレス応答が増加したデータを得ている（未発表データ）．今後，培養心筋細胞の心不全発症予測や，より軽微な表現型を顕在化させるのに有効な機器と考えられる．

5）細胞周期，細胞死
今まで幹細胞から心筋細胞分化や機能評価のみに焦点を当ててきたが，心不全の進展においてアポトーシスを中心とする細胞死の評価も同様に重要となる．細胞周期にはG0, G1, S, G2, M期があり，S期はDNA合成，M期は有糸分裂が行われ，G1, G2はS期，M期の準備期間である．基本的に成熟心筋細胞は高度に分化しこの細胞周期を繰り返すことはないが，心筋細胞に対するストレスが引き金となりDNAや細胞内器官の損傷が起こった場合，心筋細胞がそのまま生存するか，細胞死を起こすかの選択が行われる．従来の心不全研究においては心筋細胞のアポトーシスが研究の中心であり，再生医療の分野においても心筋梗塞モデルマウスや心筋症モデルマウスの心筋細胞アポトーシス評価，細胞移植後の心機能改善について多数の論文が報告された55–57）．しかしながら，心不全心臓内の総アポトーシス心筋細胞数は，TUNELやAnnexin V, cleaved caspase-3陽性細胞で評価すると数％以下，論文によれば1％以下がほとんどであり，心不全進行の原因がアポトーシスのみでは説明困難である．近年，心不全研究においてオートファジーが注目されてきた．オートファジーとは細胞内分解系の一つであり，細胞内小器官の残骸や断片を膜構造で取り囲み，分解，再合成やエネルギーとして再利用することが知られている．細胞内器官を取り囲んだ球状二重膜構造をオートファゴゾームと呼ぶ．心不全心筋においてこのオートファジーが関与している報告が徐々に増加している58–60）．驚くべきことに，この関与は心不全心臓内の多くの心筋細胞で認める現象であることが判明し，次なる心不全治療ターゲットとして注目されてきている．我々の実験においても，LC3を用いた免疫染色やFACSによる評価，またGFP-mRFP-LC3を用いた評価において，心不全遺伝子を有するiPS細胞由来心筋細胞内オートファゴソーム数の著明な増加がコントロール心筋に比して認められた（未発表データ）．問題点は，オートファジーが起こることによってダメージを受けた心筋細胞が処理されて心不全進行が抑制されるのか，オートファジーが起こることによってダメージを受けた心筋細胞だけでなく，ストレスがかかった心筋細胞も含めて過剰に処理されるために心不全進行が起こるのかという根本的な問題について未だ実験結果が統一しておらず，各々の研究結果の差異がどのようなメカニズムによって起こるか判明することが望まれる．


幹細胞から分化させた心筋細胞の利用と今後の発展
幹細胞研究の中心はin vitroで分化した成熟心筋細胞をいかに心不全心筋に移植し，心機能を改善させるかであった．その目的のもと，様々な幹細胞の発見・研究，移植方法の検討が行われてきた．特に心臓内心筋細胞のほとんどは最終分化した心筋細胞であり，心筋梗塞による壊死や心筋症による線維化によっていったん機能不全を起こすと周りの細胞が分化増殖して機能補充をすることが不可能である．
骨髄移植後の患者において移植単核球のごく一部が心臓内に捕捉され，その単核球が心筋細胞や血管内皮細胞に分化することが報告された．単核球は自己から容易に採取可能であり，心不全心臓へ自己単核球細胞を外科的直接注射またはNOGAカテーテルによる内膜側からの注入，および冠動脈への注入などが試みられた61）．動物実験レベルではいずれも心機能が有意に改善し，患者自身の有り余る骨髄細胞が使用できるという利点から夢の治療と考えられてきた．しかし，臨床試験においては有意な結果は得られず，2006年のBOOST trialにおいて，経皮的冠動脈形成術後の急性心筋梗塞患者に対する骨髄単核球心筋内移植の中期効果が認められないとの報告があり，現在国際学会レベルにおいてもこの方法はほとんど見られなくなった62）．しかし，2010年に急性心筋梗塞に対して冠動脈内骨髄細胞移植を実施した患者の長期的予後を検討すると，心機能や生存率が改善するというSTAR-heart studyの結果が報告され，僅かながら議論の余地が残っている63）．
心筋幹細胞が心房内に多く存在することは前述したところであるが，この臨床試験報告が2011年に発表された．心筋幹細胞として冠動脈バイパス手術時に切除心房筋内からc-kit陽性細胞を単離し，虚血性心筋症患者の冠動脈内に注入したphase 1臨床試験（SCIPIO phase1 trial）が実施され，心筋梗塞サイズや心収縮能が改善した27）．この前向きな結果から大規模臨床試験が現在計画されている．本邦でも学会レベルで小児重症心不全患者に対する心筋内幹細胞移植報告が見られ，今後の発展に期待したい．
心筋細胞と性質を異とするが，人体内で大量に採取可能な骨格筋芽細胞の利用も以前から研究されてきた．1998年に心不全に対する骨格筋芽細胞利用の報告がされて以来，国内外で多数の論文が見られる64）．動物実験のほとんどで心機能改善効果があり，臨床応用に大変期待を抱かせる内容であった．二重盲検，プラセボコントロール，多施設共同研究（MAGIC trial）が欧州で行われ，2008年に結果が報告された．結論は，臨床試験において期待された心機能改善効果は乏しく不整脈の発生が見られたため，この一連の研究計画でのさらなる試験は中止となった65）．ただ，本邦での重症心不全患者に対する骨格筋芽細胞移植後の心機能改善症例報告を見ると，今後も移植細胞の一つとしては有用であると思われる．また，2011年に報告されたMARVEL-1試験では，プラセボに比べて骨格筋芽細胞移植患者において有意に6分間歩行距離の改善が見られ，持続心室性頻拍の発生頻度もプラセボ群よりも低かったと報告されている．この不整脈の多くが一過性で，プラセボ群よりも移植群患者の不整脈の方がアミオダロンで有意にコントロールできたと結論づけられている66）．当然ながら骨格筋芽細胞は心筋細胞とconnexinによるgap junctionを形成しにくく，また収縮様式も異なるため，心機能改善に対する機序は移植細胞自体の収縮力だけでなく移植細胞が分泌する因子によるパラクライン，オートクライン効果と言われており，これら機序や因子の解明が待たれる67）．今後は，心筋シート利用など含めた移植方法の検討も報告がさらに増えてくると思われる68）．
胚性幹細胞（ES細胞）の心不全に対する移植治療研究報告は前述する細胞ソースに比べて多くない．2007年にマウスレベルで胚性幹細胞由来Flk1受容体陽性心筋幹細胞を心筋症マウスに移植することで心機能回復，心筋内分化を認めた報告があるが14），ヒトでの臨床応用についての計画は実施されておらず，2010年に先駆けて行われたGeron社による脊髄神経損傷患者に対するES細胞由来神経細胞移植事業も効果を認めず1年で撤退となった．
このように臨床応用に対して足踏みしていたES細胞に取って代わったのがiPS細胞である．iPS細胞の特徴は前述するように，元となる健常ドナーまたは患者ドナー自身の遺伝子を全て受け継いだ多能性幹細胞という点である．その概念のもと，幹細胞研究の臨床応用が細胞移植中心であったものから，その他の利用に対する可能性が大きく広がった．当然ながら全人口のHLA型を網羅するiPS細胞を作製保存することで，いつでも分化した成熟分化細胞を細胞移植のために提供可能となる．しかしそれ以上に，疾患特異的iPS細胞を作製すれば，幹細胞レベルから各臓器の成熟段階を再現することで疾患の発生過程を追随できるばかりでなく，疾患発症のメカニズムを解明でき，治療法開発が加速すると思われる．また多くの正常iPSや疾患iPS細胞由来分化細胞を使用した薬剤効果判定や副作用判定が期待される．今後は細胞移植も臨床研究の対象となるが，疾患発生メカニズム解明による創薬開発や薬剤スクリーニング法の開発がより大きな研究ターゲットとなってくるであろう．

まとめ
幹細胞研究の歴史は古く，様々な細胞分化法や評価法，利用法について検討されてきた．現在，心不全疾患を含めたいくつかの分野で臨床応用が加速している．これら研究成果がより多くの患者さんのために，副作用なく有効に活用されることを願う．残念ながら，前述してきたように，現在我々が得ている幹細胞由来心筋細胞は我々の体に存在する心筋細胞と似て非なるものであり，心筋細胞様細胞が作製されているにすぎない．このような問題点も含め，小児循環器医学を専門とする若い医師らの今後の研究成果の発展に期待したい．
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[image: ]Fig. 2 Differentiation potential of day 4-Flk1＋ and Flk1− cells sorted from mouse embryonic stem (ES) cells

(A) On day 4 of ES cell cultures positive for Gact4 (GFP＋), Flk1＋ and Flk1− cells were sorted by flow cytometry using an APC-conjugated AVAS12 (Flk1) antibody. (B) The frequency of contractile colonies generated from Flk1＋ cells was higher than generated from Flk1− cells. Black bars and open bars indicate the number of beating colonies.
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[image: ]Fig. 3 A representative diagram of cardiac differentiation and purification method

Cells depicted in orange are immature cells derived from stem cells. Cells depicted in red are cardiomyocytes. Cells depicted in yellow are non-cardiomyocytes.
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[image: ]Fig. 1 A quote from Prometheus. Retrieved from www.google.com
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[image: ]Fig. 6 IKr and INa recorded from LQT2 and LQT3 induced pluripotent stem cell (iPS)-derived cardiomyocytes

(A) Upper panel shows a tail IKr current of a control iPS-derived cardiomyocyte (red arrow). Lower panel shows a tail IKr current of a LQT2 iPS-derived cardiomyocyte (black arrow). (B) Late INa current recorded from LQT3 iPS-derived cardiomyocytes. (C) Late INa current recorded from LQT3 iPS-derived cardiomyocytes was remarkable compared to that of control iPS-derived cardiomyocytes. * p＜0.01.
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[image: ]Fig. 4 Immunostaining of cardiomyocytes differentiated from human induced pluripotent stem cells

(A) Green cells are ventricular myosin light chain (MLC) 2 (MLC2v)-positive ventricular cells. Yellow cells are MLC2v- and MLC2a-positive atrial or undifferentiated cardiomyocytes. (B) Cardiac troponin T-positive cardiomyocytes expressing connexin 43-positive gap junctions observed as red puncta. Nuclei are counterstained with Hoechst 33342 (blue). Bar: 5 µm.
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[image: ]Fig. 5 Action potential recorded from human induced pluripotent stem cell-derived ventricular cardiomyocytes

Resting membrane potential was between −60 and −70 mV
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