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〈対象論文〉

Distinct metabolic flow enables large-scale purification of mouse and human pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes.
Shugo Tohyama, Fumiyuki Hattori, Motoaki Sano, Takako Hishiki, Yoshiko Nagahata, Tomomi Matsuura, Hisayuki Hashimoto, Tomoyuki Suzuki, Hiromi Yamashita, Yusuke Satoh, Toru Egashira, Tomohisa Seki, Naoto Muraoka, Hiroyuki Yamakawa, Yasuyuki Ohgino, Tomofumi Tanaka, Masatoshi Yoichi, Shinsuke Yuasa, Mitsushige Murata, Makoto Suematsu, Keiichi Fukuda
Cell Stem Cell, DOI: 10.1016/j.stem.2012.09.013
〈要 約〉

　末期の心不全に対する新たな治療法として再生医療が注目されている．ES細胞およびiPS細胞は細胞移植治療における魅力的な細胞源であるが，臨床への応用を実現させるためには大量の心筋細胞を得ること，および，腫瘍形成の原因となる未分化な幹細胞を除去することが必要不可欠となる．しかしこれまで，遺伝子を改変することなく心筋細胞のみを大量に精製する方法は報告されていない．筆者らは，メタボローム解析およびトランスクリプトーム解析から心筋細胞とES細胞を含めた非心筋細胞との代謝の違いを明らかにすることにより，心筋細胞のみが生存可能で未分化細胞や非心筋細胞が生存不可能な代謝環境を構築することに成功した．この方法により選別されたヒトのES細胞に由来する心筋細胞の純度は最大で99％であり，免疫不全マウスの精巣に移植しても腫瘍は形成されなかった．この方法は遺伝子改変を用いず蛍光セルソーターも不要であるため，ES細胞あるいはiPS細胞に由来する心筋細胞を大量に精製するのに適しており，今後，ヒトの心臓再生医療への応用が期待できる．

はじめに

　末期の心不全は循環器領域におけるさまざまな疾患の終末像であり，現在，心臓移植が唯一の治療法である．しかしながら，移植治療に関して臓器の提供が不足しているという根本的な問題に変化はなく，いまだ十分な治療法とはなりえていない．近年，幹細胞を用いた心臓再生医療が注目をあびている．ES細胞（embryonic stem cell，胚性幹細胞）やiPS細胞1)（induced pluripotent stem cell，人工多能性幹細胞）は高い増殖能と多彩な細胞に分化できる多能性をもつことから，細胞移植治療において魅力的な細胞源である．ヒトのES細胞およびiPS細胞はさまざまな細胞に分化する能力をもつが，同時に，分化させた細胞集団に未分化な幹細胞が残存しており，これらが移植されることにより腫瘍化する危険性が知られている2)．したがって，腫瘍形成の原因である未分化な幹細胞を除去し心筋細胞のみを選別する技術が必要であった．心筋細胞の選別に関しては遺伝子の改変により心筋細胞に特異的に蛍光タンパク質を発現させるなどの方法が行われてきたが3,4)，ヒトへの細胞移植に際しては安全性および安定性の面で問題があった．この問題を克服するため，筆者らあるいはほかのグループは，以前，ミトコンドリアに特異的な蛍光色素5) や抗体6,7) により心筋細胞を識別し，FACS（fluorescence activated cell sorting，蛍光セルソーター）を用いて選別する方法を確立し報告した．しかし，再生医療の実現のためには数億個もの大量の心筋細胞が必要とされているため8)，複雑かつ時間のかかるFACSを用いた系ではヒトへの臨床応用に際し不向きであると考えた．すなわち，心筋細胞のみを効率よく大量に選別する方法の確立が必要であると考えられた（図1）．そこで，心筋細胞のみが生存可能で，未分化な幹細胞や非心筋細胞が生存不可能な培養環境をつくりだすことにより，簡便かつ大量に心筋細胞を選別することができるのではないかと考え，この研究を行った．

1．オミクス解析を利用した増殖細胞と心筋細胞との代謝の比較
　最終的に選別したい細胞である心筋細胞と，除去したい細胞である未分化な幹細胞（ES細胞）との代謝を比較するため，マウスのES細胞と新生仔の心筋細胞におけるトランスクリプトーム解析およびメタボローム解析を行った9,10)．その結果，ES細胞においてはグルコースを活発に利用し，解糖系を亢進させることで生じる乳酸を細胞外へと排出していることがわかった．また，心筋細胞に比べ，増殖する際に必要となるアミノ酸や核酸を多く合成していることも明らかになった．一方，心筋細胞ではミトコンドリアにおける酸化的リン酸化により効率よくエネルギーを得ていることが示唆された．さらに，ES細胞以外の増殖細胞として骨格筋細胞株や肝細胞株における代謝を解析するため同様にメタボローム解析を行ったところ，ES細胞と同様に，解糖系やペントースリン酸経路の代謝が亢進しており，ミトコンドリアにおけるTCA回路は心筋細胞に比べ活用されていないことがわかった．以上の結果として，ES細胞を含む増殖細胞と心筋細胞との代謝の違いが明らかになった（図2）．

2．無グルコース乳酸添加培地により心筋細胞のみを選別する

　ES細胞を含む増殖細胞と心筋細胞との代謝の違いをもとに，ES細胞やそのほかの増殖細胞にとり必須であるグルコースを培地から除去し，心筋細胞にとりエネルギー源として知られている乳酸11) を添加することにより，心筋細胞のみを選別できるのではないかと考え“無グルコース乳酸添加”培地を作製した．さまざまな細胞を無グルコース乳酸非添加培地あるいは無グルコース乳酸添加培地にて培養したときの生存率を観察したところ，マウスES細胞の単一細胞培養および増殖細胞であるマウス胎仔線維芽細胞の単一細胞培養ではグルコースがないと乳酸の有無にかぎらず細胞はすみやかに死滅した．そのほか，マウス胎仔神経細胞，ヒトリンパ球，骨格筋細胞株，肝細胞株，腎細胞株においても同様の結果であった．一方で，ラット新生仔心筋細胞は無グルコース培地にて培養したときに比べ乳酸を添加することにより生存率が著しく上昇することが示され，無グルコース乳酸添加培地は心筋細胞のみが生存可能な環境であることが示唆された．

　実際に，ヒトES細胞に由来する胚様体を無グルコース乳酸添加培地において約1週間培養すると心筋細胞のみが効率よく選別されることが確認された．免疫染色およびFACS解析の結果，αアクチニン陽性細胞率すなわち心筋細胞の精製率は最大で99％（平均98.3％）であった．ヒトES細胞やヒトiPS細胞に由来するほかの細胞株においても同様に心筋細胞のみを選別できることも確認された．さらに，免疫染色の結果，残りのαアクチニン陰性細胞は平滑筋細胞や幼若な心筋細胞である可能性が示唆された．マウスES細胞においても同様の方法により心筋細胞の選別が可能であった．

3．心筋細胞は乳酸をATP合成および核酸やアミノ酸の合成に利用することができる

　無グルコース乳酸添加培地において心筋細胞のみが生存可能な分子機構を調べるため乳酸の取り込み能を評価したところ，心筋細胞はES細胞や胎仔線維芽細胞をはじめとする非心筋細胞に比べ高い乳酸の取り込み能をもつことが確認された．また，無グルコース乳酸添加培地にて培養した際のATP濃度に関しても心筋細胞でのみ維持されることがわかり，心筋細胞は乳酸を活発に取り込みATPを産生し維持することが示唆された．さらに，トランスポーターにおける乳酸取り込み阻害薬を投与すると無グルコース乳酸添加培地における心筋細胞の生存率が低下したため，やはり，乳酸の取り込みが心筋細胞の生存に重要であることが確認された．

　乳酸が心筋細胞やES細胞を含む非心筋細胞においてどのように代謝されているかを調べるため，乳酸の安定同位体を用いてメタボローム解析を行った．その結果，心筋細胞ではES細胞を含む非心筋細胞に比べTCA回路において乳酸を活発に利用していることがわかった．電子顕微鏡による所見やミトコンドリア蛍光色素を用いた細胞観察の結果，その一因として，心筋細胞における発達し豊富なミトコンドリアの存在が考えられた．さらに興味深いことに，心筋細胞においては，解糖系の上流の代謝産物やペントースリン酸経路，核酸やグルタチオンの合成経路の代謝産物においても乳酸に由来する代謝産物が検出され，乳酸は核酸やアミノ酸といったバイオマスの合成にも寄与していることが明らかになった．

4．精製されたヒトES細胞に由来する心筋細胞は腫瘍を形成しない

　精製されたヒトES細胞に由来する心筋細胞における電気生理学的な解析を行うため微小電極法を行ったところ，ペースメーカー型，心房型，心室型といったさまざまな活動電位の波形を示す心筋細胞の含まれていることがわかった．また，β刺激薬やアセチルコリンへの反応も良好であり，正常な電気生理学的な特徴をもつことが示された．

　精製されたヒトES細胞に由来する心筋細胞における腫瘍形成能を評価するため，2×105の心筋細胞を免疫不全マウスの精巣に移植した．対照としてヒトES細胞を約1000細胞，あるいは，ヒトES細胞に由来する非精製の心筋細胞を2×105細胞を同様に移植したところ，精製された心筋細胞ではまったく腫瘍が形成されなかったのに対し，ヒトES細胞では90％，非精製の心筋細胞では40％の確率で腫瘍が形成された．その原因として，非精製の心筋細胞にはOCT3/4やTRA1-60といった未分化マーカー陽性細胞が混在していたのに対し，精製された心筋細胞ではそれら未分化な細胞が除去されていることが確認された．

おわりに

　ES細胞あるいはiPS細胞のヒトへの臨床応用をめざす際には，いかに効率よくかつ安価に大量の精製された心筋細胞を回収するかが重要である．筆者らは，遺伝子改変やFACSなど複雑な技術を用いることなく，細胞における代謝の特性を利用し培地の組成を変えるという安価かつ単純な方法により，腫瘍化のリスクがきわめて低い安全な心筋細胞を大量に得ることを可能にした．この研究により，心臓再生医療におけるボトルネックであった移植心筋細胞における“量”と“質”の問題を克服することができると考えている．今後は，ES細胞あるいはiPS細胞に由来する心筋細胞を大量に回収し精製して大型動物の心不全モデルへの細胞移植を行い，安全性や有効性を評価することによりヒトへの臨床応用へとつなげることが大いに期待される．
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〈図説明〉

図1　目標とする心筋細胞の精製法

（a）これまでの心筋細胞の精製法は蛍光色素や抗体とFACSを組み合わせる系が主流であったが，工程が複雑かつ長時間かかるため，数億個の心筋細胞を得るには不向きであった．

（b）効率よく大量の心筋細胞を精製するため，心筋細胞のみ生存可能な環境を構築し培地の組成を変えるだけで心筋細胞のみを精製することを目標に研究を行った．

図2　ES細胞などの増殖細胞と心筋細胞との代謝の差異

（a）ES細胞などの増殖細胞ではグルコースを活発に利用し，解糖系を亢進させることにより生じる乳酸を細胞外へと泄出し，さらに，アミノ酸や核酸を多く合成していた．
（b）心筋細胞はミトコンドリアにおける酸化的リン酸化により効率よくエネルギーを得ていることが示された．
