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緒 言 

 
ヒト多能性幹細胞は心筋細胞を含むあらゆる細胞へ分化することができるため、再生医療のみにならず創薬スクリー

ニングへの応用も期待されている。再生医療や創薬スクリーニングに利用するための細胞を効率よく作製するには、ヒ

ト多能性幹細胞および分化誘導過程における細胞の代謝を理解することが極めて重要である。我々は分化細胞だけでな

く多能性幹細胞においてもクエン酸回路および電子伝達系が利用されていることを示してきたが［1］、その役割は明

らかではない。本研究では、多能性幹細胞におけるクエン酸回路の代謝酵素をノックアウトすることにより、多能性幹

細胞および心筋細胞におけるクエン酸回路の役割を解析し、心筋分化能の高い多能性幹細胞の選別や成熟心筋細胞の作

製に応用することを目的としている。 
 

 方 法 

 
1． クエン酸回路関連関連遺伝子欠損ヒト多能性幹細胞株の作製 
ヒト多能性幹細胞において、クエン酸回路の代謝酵素をCRISPR/Cas9システムによりノックアウトした細胞株を作

製する。クエン酸回路の代謝酵素タンパクが欠損していることを代謝酵素に対する抗体を用いて免疫染色および

Western blotにより評価する。 
2． クエン酸回路関連関連遺伝子欠損ヒト多能性幹細胞株における多能性維持 
クエン酸回路関連遺伝子欠損ヒト多能性幹細胞における未分化マーカー（OCT4 等）の発現を免疫染色および flow 

cytometry により確認し、さらにクエン酸回路関連遺伝子欠損ヒト多能性幹細胞における増殖能を Incucyte Zoom を

用いて評価する。 
3． クエン酸回路関連遺伝子欠損ヒト多能性幹細胞における心筋分化能の評価 
クエン酸回路関連遺伝子欠損ヒト多能性幹細胞において、GSK3β阻害剤および Wnt 阻害剤処理により心筋細胞へ

の分化誘導を行い［1，2］、分化誘導効率を flow cytometryおよび免疫染色により評価する。心筋細胞はcardiac Troponin 
T陽性細胞と定義する。 
 

結 果 

 
1． クエン酸回路関連関連遺伝子欠損ヒト多能性幹細胞株の作製 
ヒト多能性幹細胞において、クエン酸回路の代謝酵素をCRISPR/Cas9システムによりノックアウトした細胞株を作

製した。実際にノックアウトされていることをWestern Blotにより確認した。Hetero KO株とHomo KO株を用いて

さらなる評価を行った。 
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2． クエン酸回路関連関連遺伝子欠損ヒト多能性幹細胞株における多能性維持 
クエン酸回路関連遺伝子欠損ヒト多能性幹細胞において未分化マーカーを発現しているか否かを免疫染色により評

価したところ、Hetero KO 株と Homo KO 株のいずれも OCT4 を発現していた（図 1A）。さらに増殖能を Incucyte 
Zoom を用いて評価したところ、コントロールに比べ、Hetero KO 株と Homo KO 株ではやや低下傾向にあった（図

1B）。 
3． クエン酸回路関連遺伝子欠損ヒト多能性幹細胞における心筋分化能の評価 
クエン酸回路関連遺伝子欠損ヒト多能性幹細胞において、GSK3β阻害剤および Wnt 阻害剤処理により心筋細胞へ

の分化誘導を行い［1，2］、分化誘導効率を flow cytometryにより評価したところ、明らかな分化誘導効率の低下を認

めなかった（図2）。一方で、作製された心筋細胞における形態異常が認められ、収縮能や成熟化の問題がないか今後評

価を行う。 
 

 
 

図1．クエン酸回路関連遺伝子欠損ヒトES細胞における未分化マーカー発現と増殖能 
A）クエン酸回路関連遺伝子欠損ヒトES細胞における未分化マーカー発現 
B）クエン酸回路関連遺伝子欠損ヒトES細胞における増殖能 
 

 
図2．クエン酸回路関連遺伝子欠損ヒトES細胞における心筋分化能 

クエン酸回路関連遺伝子欠損ヒト ES 細胞を用いて心筋分化誘導を行ったところ、明らかな分化

誘導効率の低下は認めなかった。 
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考 察 

 
我々はこれまでに分化細胞だけでなくヒト多能性幹細胞においてもクエン酸回路を利用していることを報告してい

る［1］。本研究では、ヒト多能性幹細胞において特定のクエン酸回路関連遺伝子をノックアウトしたが、未分化マーカ

ーには有意な変動を認めなかった。一方で、増殖に関しては、クエン酸回路関連遺伝子欠損ヒト多能性幹細胞において

低下する傾向があり、ヒト多能性幹細胞においてクエン酸回路は増殖に重要な役割を果たしていることが示唆された。

また、我々はヒト多能性幹細胞から心筋分化誘導過程においてクエン酸回路酵素遺伝子の発現が著明に上昇することを

報告しているが［1］、心筋分化誘導効率には影響を及ぼさなかった。一方で、作製された心筋細胞における形態異常が

認められ、収縮能や成熟化の問題がないか今後評価を行っていく予定である。 
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