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重症心不全に対する再生治療：大阪大学から世界に発信する再生医療の実際
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重症心不全治療として最も重要な治療法である心臓移植は，極めて深刻なドナー不足であり，新しい移植法案が可決されたものの，欧米レベルの汎用性の高い治療法としての普及は困難が予想される．一方，左室補助人工心臓（LVAD）については，日本では移植待機期間が長期であるため，感染症や脳血栓等の合併症が成績に大きく影響している．これらの課題を克服するため，世界的に再生医療への期待が高まっており，心臓移植やLVADに代わる新しい治療開発が急務である．このような状況のなか，重症心不全においては，細胞移植，組織移植，また再生医療的手法を用いた再生創薬の研究が進み，臨床応用化が進んでいる．本稿では，これまでの筋芽細胞シートのトランスレーショナルリサーチとともに，iPS細胞由来心筋細胞シートを用いた心不全治療の試み，さらに疾患特異的iPS細胞に関して紹介し，再生医療技術を用いた新しい心不全治療を概説する．


筋芽細胞シート法の臨床応用
細胞支持体を用いずに拍動能を有する心筋組織体を作成する方法は，東京女子医大の岡野教授が開発した細胞シート法である1, 2）．細胞シートはpoly（N-isopropylacrylamide）（PIPAAm）が塗布された特殊な培養皿を用いて作成される．この培養皿は，37°Cの状態ではPIPAAmが疎水性であり，細胞との接着性を有するが，21°Cに温度を落とすと，PIPAAmは親水性となり，細胞との接着性を有しない．すなわち，37°Cの条件下で所定の細胞を培養し，コンフルエントに細胞が増殖し，細胞の組織体となった時点で，培養温度を落とし，細胞間接着，細胞と細胞外基質を壊すことなく，細胞を組織体のまま回収し，この組織体を培養皿外で重ね合わせ，より厚い組織体を作成する方法である．この方法で作成する組織体の大きな利点は，細胞組織体の表面に接着蛋白を維持しているため，生体臓器に移植した際に，移植臓器との良好な一体化機能を有することである．
これまでの非臨床研究において，移植した筋芽細胞は移植後半年で組織学的に検出することができないことがわかっており，移植した筋芽細胞シートは移植後急性期に虚血状態に陥り，低酸素誘導因子1（Hypoxia Inducible Factor-1: HIF-1）遺伝子を高率に発現し，その遺伝子発現に誘導されて様々な血管新生因子（肝細胞増殖因子等），細胞誘導因子（Stromal derived factor-1）が分泌され，同サイトカインは移植部位の血管新生，骨髄間葉系幹細胞の誘導を担っていると考えられている3）（Fig. 1）．移植した筋芽細胞シートは，移植後晩期に脱落するが，移植後初期に形成した新生血管，移植部位に誘導された骨髄間葉系幹細胞により，筋芽細胞消失後も機能維持が行われていると思われる．
[image: ]Fig. 1 予測される心筋組織修復のメカニズム

また，重症心不全患者に対して，筋芽細胞シート移植治療が行われており，一部の患者において，左室リバースリモデリング，症状の改善効果が認められており，筋芽細胞シート治療が有効である患者群が判明しつつある．一方で，筋芽細胞シートは中等度の心不全に対して効果がある可能性があり，著明な線維化を伴った高度心不全に対する筋芽細胞シートの効果は不明であり，今後十分な検討を要するものと思われる4）．
近年，虚血性心筋症に対する筋芽細胞シートの企業治験が行われ，経時的な心機能改善，多数の患者での症状の改善，運動耐用能の改善が報告されている5）．虚血性心筋症に対する再生医療製品として早期承認を得，世界初の心不全に対する再生医療製品「ハートシート」として市販化された．今後，レジストリー型PMSにより，安全性，有効性が検証される．

iPS細胞由来心筋細胞シートの非臨床研究
著明な線維化を呈し，心筋細胞を多量に失った高度心不全に対しては，失った健常な心筋細胞を補うことが必要であり，心筋細胞移植が，心筋細胞の枯渇した梗塞巣に，健常な心筋細胞を補填する治療になりえるものと思われる．近年，体細胞よりiPS細胞が誘導され，様々な細胞に分化することが報告されたが，同細胞より心筋細胞に生理的，組織学的に相同性の高い，心筋細胞を誘導することが可能となっている6）．
同心筋細胞を用いて，心筋細胞シートを作成することが可能であり，大動物心不全モデルを用いた同組織の実証実験も得られている7, 8）．移植したiPS細胞由来心筋細胞シートはレシピエント心内で，収縮弛緩を繰り返し，作業心筋として機能する可能性があることが示されると同時に，iPS細胞由来心筋細胞シートは，レシピエント心と同期して挙動しており9），同組織の拍動がレシピエント心に対して直接作用する可能性があることが示されている．また，iPS細胞由来心筋細胞シートは作業組織として機能するだけではなく，同組織から肝細胞増殖因子をはじめとしたサイトカインが分泌され，移植した臓器に血管新生を起こさせ，血流の改善が起こることも示されている7, 8, 10）．
本細胞の心不全治療への応用においては，安全性の検討，細胞の大量培養法の開発が重要である．大量培養法に関しては，すでに基盤技術は開発されており11），臨床応用に使用されるレベルまで達している．同時に同細胞の安全性の検証を十分に行うことが重要であり，すでに，未分化細胞のマーカー，およびNOGマウスを用いた造腫瘍性に関わる安全性の検証システムが確立されている12, 13）．また，造腫瘍性に関する安全性だけではなく，分化誘導後に癌化を促す遺伝子異常が発生していないか検証するシステムも構築されている．臨床用iPS細胞から分化した心筋細胞は，同システムを用いて安全性の検証がすでに終了しており13），虚血性心筋症患者に対するiPS細胞由来心筋細胞シート移植が医師主導型治験（jRCT2053190081）で施行された（Fig. 2）．
[image: ]Fig. 2 医師主導型治験の概要


循環器疾患における疾患特異的iPS細胞および創薬スクリーニング
疾患特異的iPS細胞から分化した細胞は，患者本来のもつ病態を培養皿上で再現している可能性が高いと考えられる．特に遺伝性不整脈疾患に対する研究は先行しており，QT延長症候群においては，KCNQ114），KCNH215, 16），SCN5A遺伝子異常をもつ症例から樹立されたiPS分化心筋における活動電位持続時間の延長やチャネル電流の異常から，催不整脈性が再現されている．
心筋症については，肥大型心筋症モデルとして，Myh7遺伝子異常17），MYBPC3遺伝子異常18）に関する報告がなされており，心筋細胞の肥大，サルコメア構造の異常，細胞内Ca代謝異常といった肥大型心筋症において認められる疾患フェノタイプが再現されている．拡張型心筋症の原因遺伝子は多岐にわたり，それぞれに対して疾患iPS細胞が樹立され病態解析が行われている．LMNA遺伝子異常を持つiPS分化心筋では細胞老化や細胞死が，TNNT2遺伝子異常をもつiPS分化心筋では，収縮性の低下，細胞内Ca動態の異常，サルコメア構成タンパク質分布異常が示されている19）．TTN分子途絶型変異に関する報告もあり20），iPS分化心筋において，サルコメア構造の異常，機械的進展や薬剤刺激に対する反応性の低下が示されている．
不整脈源性右室心筋症は，右室特異的な拡大と致死性不整脈を惹起する希少疾患だが，PKP2遺伝子異常をもつ症例からの疾患iPS細胞が樹立されており，刺激伝導に関わるタンパク質の発現低下や電気生理学的異常，細胞内脂質沈着が再現されている21, 22）．

iPS細胞由来心筋細胞組織を用いた創薬スクリーニング
近年，iPS細胞由来心筋細胞単一細胞を用いた創薬スクリーニングの研究が行われているが，細胞のみのスクリーニングでは，心筋細胞の発現するレセプターおよび心筋細胞収縮蛋白，構造蛋白，ひいては心筋細胞内細胞伝達シグナルのみをターゲットとした薬剤のスクリーニングしか行うことができない．的確な薬剤応答を検証するためには，単一心筋細胞だけではなく，心筋細胞を構成主体とした心筋組織による創薬スクリーニングが必要であると思われる．当科においては，iPS細胞から心筋細胞を分化誘導し，同心筋細胞を用いて，3次元心筋組織を作成し，同心筋組織は，薬剤の心毒性を検証しうるか検証を行った23）．一方で，心不全の表現型は，心筋細胞のみではなく，心筋組織の線維化等々心筋細胞以外の要因に起因する場合が多く，またインテグリン・ラミニン系主体とした心筋細胞と細胞外基質のインタラクションにより，心筋細胞・心筋組織の特性が発揮されることを考えると，的確な薬剤応答を検証するためには，単一心筋細胞だけではなく，心筋細胞を構成主体とした心筋組織による創薬スクリーニングが必要であると思われる24, 25）．我々は，心臓を主に構成する心筋細胞，線維芽細胞と血管内皮細胞を混合した3次元心筋組織体を作製し，様々な薬剤に対する心筋組織の応答性について検討を行った．ヒトiPS細胞から心筋分化誘導した細胞から心筋細胞のみを分離し，心筋細胞とヒト線維芽細胞の細胞表面に交互積層法を用いて，フィブロネクチンとゼラチン薄膜をコートし，iPS細胞由来心筋組織を作成した（Fig. 3（a））．細胞混合モデルは心筋細胞のみの組織体と比較し，3次元組織内の細胞密度が高く，細胞外マトリクス関連やギャップ結合関連の遺伝子の発現が高いことが示された．また，細胞混合モデルは，全体的に同期した拍動が観察され，高い収縮特性を示した．HERG KチャンネルブロッカーであるE-4031を添加したところ，両モデルにおいて，濃度依存的な薬剤応答が確認されたが，細胞混合モデルは心筋細胞のみの組織体と比較し，低濃度より反応がみとめられた．心筋細胞，線維芽細胞，血管内皮細胞から構成された3次元心筋組織体は優れた構造的・機能的特性および薬物に対する感受性を示し，新しい創薬スクリーニングツールになりうることをすでに検証している．
[image: ]Fig. 3 ヒトiPS細胞を用いた創薬スクリーニングシステムの開発

また，我々は，ヒトiPS細胞由来心筋細胞を用いた心筋組織（hiPS-CMT）が抗線維化薬の評価系開発に有用であると仮説を立て検討を行った（Fig. 3（b））．ヒトiPS細胞から心筋細胞を分化誘導した後に得られる心筋細胞，線維芽細胞，平滑筋様の細胞集団からなる組織に対して，線維化刺激因子の一つであるTGF-βを添加し，細胞外マトリックス（ECM），matrix metalloproteinase（MMP）などの発現を解析したところ，コラーゲンタイプ（collagen type; Col）I， フィブロネクチン， MMP-2の発現増加，Col1/Col3比の増加を認めた．さらに，心筋組織としての機能を解析したところ，TGF-β刺激により収縮・弛緩速度，収縮・弛緩力の低下が認められた．さらに，TGF-βに加えて抗線維化作用をもつHGFを添加したところ，TGF-βによるECM産生増加，収縮・弛緩速度の低下が抑制された．hiPS-CMTは線維化誘導，抑制刺激に対して，ECM産生の変化だけでなく心筋細胞機能への影響も評価可能であり，心臓線維化モデルとして抗線維化薬の開発に有用な評価システムとなる可能性が示唆された26）．今後本組織において，拡張型心筋症患者由来心筋細胞を用いることにより，拡張型心筋症と病理学的，機能的により類似した心筋組織をin vitroで構築し，薬効の検証を行っていく必要がある．
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(a)ヒトiPS細胞由来心筋組織の構築
(b)心筋線維化のin vitro病態モデルの作製と評価
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FGF: 線維芽細胞増殖因子，HGF: 肝細胞増殖因子，VEGF: 血管内皮細胞増殖因子
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