
国立研究開発法人国立循環器病研究センター・研究所・客員研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８４４０４

若手研究

2020～2018

幼齢期心臓支配神経への選択的操作に伴う成熟期心筋における病態形成の解明

Pathogenesis in the mature myocardium following selective manipulation of the 
innervation of the heart in the larval stage

５０８０２９６４研究者番号：

羽山　陽介（Yohsuke, Hayama）

研究期間：

１８Ｋ１６４０８

年 月 日現在  ３   ６ １５

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：心筋組織を中心に支配神経の障害と再生が、組織障害からの回復と再生にどのような
影響を及ぼすのか遺伝学的な手法を主に用いて解析を行った。心筋組織については障害後再生時に増生する交感
神経は、心外膜側や血管周囲を中心とした線維化を誘発する可能性が示唆され、臨床で問題となる病理の一部で
あると考えられた。その他、神経系と血管内皮細胞、炎症細胞との連関が示唆されたが、臓器により現象は一定
せず、組織再生においては炎症系細胞が主役を担うことが示唆される観察を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the effects of injury and regeneration of the 
nerves, mainly in myocardial tissue, on recovery and regeneration from tissue injury, mainly using 
genetic methods. In myocardial tissue, the sympathetic nerves that increase during regeneration 
after injury may induce fibrosis, mainly on the epicardial side and around blood vessels, which may 
be part of the pathology that causes problems in clinical practice. Other observations suggested a 
linkage between the nervous system, vascular endothelial cells, and inflammatory cells, but the 
phenomena were not consistent from organ to organ, suggesting that inflammatory cells play a leading
 role in tissue regeneration.

研究分野： 循環生理学

キーワード： 交感神経　副交感神経　リモデリング　血管内皮　炎症　線維化　マクロファージ　細胞外分泌小胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
交感神経が心不全の病態形成に重要な役割を果たしていることは良く知られているが、同病理が神経トーンの変
化する例えば心臓周術期にも強く関係しており、神経の再支配が組織学的な直接のリモデリング及ぼすことが再
確認された。また侵襲に対する応答には炎症細胞の関与が重要と考えられ、治療介入を考える上で示唆を与え
る。いずれも例えば小児心臓手術において周術期管理の重要性を説くものであり、社会的に意義があると考え
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 治療の進歩に伴い成人先天性心疾患患者は本邦でも 40 万人を超え急増しており、社会の
中枢を担うべき青年期～壮年期に心不全や不整脈を続発することは大きな問題となっている
（①）。先天的な形態異常や弁膜症等の遺残病変など多因子が関与するが、とりわけ小児期の手
術に伴う心臓支配神経の切断といった心臓神経への修飾が病態に深く関与していると推測され
る。研究者は、臨床研究(国循センター病院等)において、手術瘢痕部位から遠隔の心室領域に拡
がるびまん性・不均一な心筋線維化と心室収縮・拡張障害との関連、開心術後心の両心室の拡張
不全型心不全という新規病態の指摘と、この拘束性心筋障害と「開心手術回数」との関連、心室
交感神経分布の不均一性と、手術回数や心室性不整脈出現との関連、を報告してきた（②）。除
神経とその再支配現象が心臓の成長や機能的成熟に及ぼす影響を分布部位別や神経種類別に理
解することは、病態解明に欠かせない基礎的かつ重要な問題であると考えた（③）。 
 
(2) 神経支配と組織再生や増殖には相互作用があるとされている（④）。交感神経依存性の心筋
組織再生現象といった基礎研究の報告などがその例である（⑤）。しかし、組織や生命活動の時
期によりその影響は異なるようであり、未だ未解明の部分が多い。神経系、血球系、血管系との
連関が示唆されることから、上記(1)の解明のため、組織修復や再生の場で異システムそれぞれ
に介入を行い相互への影響を分析する必要があると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 心臓支配神経各種の操作を行い、成獣期に続発する心筋障害や心筋成長への影響を解析す
ることを目的とした。これまでの薬理学的な介入は全身への非選択的な影響を回避できていな
かったが、神経種ならびに部位選択的な操作(除去・抑制・刺激)を行う動物実験モデルを使用し、
心筋成長への影響や成獣期に続発する心筋障害を解析する。 
 
(2) 組織再生における神経系の関与を明らかにする。その際に、システム間の連携を解析する目
的で、神経系のみならず、血管系、血球系との連関を明らかにするため、神経系を選択的に観察
や操作を行うことができる動物実験モデル、血管系を系譜観察し操作を行うことができる動物
実験モデル、血球系を選択的に操作し非操作群と比較し検討できる動物実験モデルそれぞれを
使用することで、組織再生に主たる寄与を行っているシステムの分析を行う。その解析の中で組
織再生を促進する因子を同定し、治療介入へ応用できるかどうかの検討を行う。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 心臓に分布する神経を、神経の種類別(交感、迷走、求心性)、心臓部位の別に、選択的に遺
伝子操作(刺激・抑制・除去等)できる技術(心臓神経操作用ラットと逆行性ウイルスベクター10
種の組合せ、開発済国際特許 PCT/JP2017/025468)を用いて、幼若齢期(週齢 4-6 週)に開胸手術
下に特定部位に接種し、成獣期(週齢 12-16 週)における、心臓組織形態解析等を行った。 
 
(2) 具体的な実験手技については以下の通りである。 
基本的に組織像は還流固定後、2%パラホルムアルデヒドで 4℃24時間転倒混和固定後に、スク

ロース脱水、10μm の凍結切片へ切り出し、-80℃保存して解析へ使用した。抗原特異的一次抗
体および蛍光色素標識二次抗体を用いて蛍光染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
開胸手術は気管内挿管および吸入麻酔下に肋間切開を行い、適宜介入を行った。 
genotyping は標的に応じたプライマー配列および Tm 温度を設定し、型通り PCR 増幅を行い、

EtBr 添加 1%アガロースゲル電気泳動を行い、UV トランスイルミネーターで撮像し評価した。 
Western blotting は、組織摘出後、速やかに氷上 Lysate buffer でホモジナイズ後、BCA 法で

濃度調製を行い-80℃保存し、型通り電気泳動、PVDF メンブレンへの転写、1次および 2次抗体
で染色し ECL 化学発光法で検出し半定量測定を行った。 
組織ノルエピネフリン濃度の測定は、試料を生食灌流後にミンスし過塩素酸をベースとした

組織用 buffer 内でホモジナイズし pH 調整後フィルタを通した後に高速液体クロマトグラフィ
ー法で測定した。 
tamoxifen は 80 mg/kg を 4日間腹腔内投与とした。 
下肢虚血モデルでは吸入麻酔下に、大腿動脈を外側大腿動脈や深大腿動脈の分岐部より近位

部において、8-0 糸で 2重結紮および切断した。組織障害については趾脱落を陽性とした。血流
評価は吸入麻酔下にレーザードプラ測定装置を用いて、約 1 分間の足底ドプラ信号強度につい
て介入側／Sham 側の相対比として算出した。 
骨髄由来マクロファージの培養は、先に L929 細胞を DMEM＋10%FCS でコンフルエントにした

状態での培養上清を準備し、両大腿、下腿、脊椎の骨髄を ice cold の DMEM へ抽出した後、接着



細胞を除外し浮遊細胞に対して DMEM＋10%FCS＋15%L929 細胞上清で数継代培養を行い純化培養
した。M1/M2 polarization には、それぞれ IFNγ、IL-4 添加で行った。 
細胞外分泌小胞は細胞数カウント後、FCS 非含有 DMEM で 48 時間培養した後の上清を回収し、

Tim4 アフィニティー磁気ビーズ法を用いて収集した。-80℃で保存し、絶対量の測定は抗 CD63
抗体と HRP 二次抗体を用いた ELISA 法で測定した。 
硝酸塩濃度は細胞カウントを一致させた後、LPS 添加後の培養上清を回収し Griess 法で行っ

た。貪食能は 1.0μm ラテックスビーズを等量付与し、4 時間後に速やかに固定し共焦点レーザ
ー蛍光顕微鏡による組織像の Z-stuck 像を撮像し、ランダム視野でのビーズ数をカウントする
ことで計測した。 
TUNEL 染色は、再固定後ビオチン化 TdT を反応させ、蛍光色素標識ストレプトアビジンで染色

し組織観察を行った。 
フローサイトメトリーは、組織摘出後、速やかに ice cold の DMEM 内でミンスし、コラゲナー

ゼ添加 DMEM 内で 37℃60 分振盪した後、以後 4℃でフィルタ透過によりシングルセルとし、stain 
buffer を用いて蛍光色素コンジュゲート細胞膜蛋白特異抗体で染色および洗浄し解析した。 
脂肪染色は 10μm凍結切片に対して Oil O red 染色を行った。 

 
 
４．研究成果 
(1) 齧歯類の心臓解剖を踏まえ、まずは左右心室に限定した支配神経の全除神経を施行した。除
神経のモデル妥当性は、処置後の心筋実質内ノルエピネフリン濃度を HPLC で測定し減少してい
ることで確認した。心室神経操作後 12 週間の時点で、心筋菲薄化・心拡大、心外膜側を中心と
した心筋の繊維化、心筋繊維化領域に一致する、神経の再支配とともに増加した交感神経線維
（TH 抗体免疫染色陽性）と周囲の細胞浸潤（線維芽細胞）や副交感神経繊維（ChAT 抗体免疫染
色陽性）が観察された。心臓神経の除神経・再支配過程が、周囲の心筋構成細胞・組織に影響を
及ぼす像が示唆された（図１)。心臓神経の切断・再支配過程が、周囲の心筋構成細胞・組織に
影響を及ぼす像が示唆された。 
 
(2) 交感神経活動の観察が可能なラットを作
製した(DBH-tTA2A-Cre; CAG-LSL-GCaMP6f)。ま
た交感神経刺激アデノウイルス随伴ベクター
を 作 製 し た (AAV-TH-NaChBac; G229A-2A-
turboRFP)。前述ラット腎臓に同ベクターを局
所注射し、2 光子顕微鏡による Ca イメージン
グを行ったところ、腎臓交感神経が対側に比
して 251%まで増加し、高血圧が誘導された。 
 
(3) Cre 組み換え依存的に神経を除去するア
デノウイルス随伴ベクター(AAV-Floxed-DTA)
を投与することで、心臓特定領域の除神経が
可能であると考えた。上記(1)の結果につき実
験を行ったが、一定の結果を得ることが出来
なかった。実験手技の不安定性や個体差が大
きいと考え、モデルを簡略化することとした。 
 
(4) 別の実験系として Balb/c-nu mice に対する MDA-MB-231 ヒト乳癌細胞を播種したモデルに
対して Cre 組み換え非依存的に交感神経を除去するベクター（AAV-TH-DTA）を投与することで、
交感神経系が細胞増殖に及ぼす影響について観察した。交感神経の選択的アブレーションに伴
い、細胞増殖が抑制されることを観察した（詳細は主に指導教官が確立した実験系であるため詳
細は割愛）。 
 
(5) 神経再生過程を観察するために、神経堤マーカーである Nes に注目し、Nes-CreERT2; CAG-
LSL-tdTomato マウスを作成し tamoxifen 依存性 fate mapping の系を確立した。観察の過程で
Nes が神経に発現しているこ
とを確認したが、主に血管系
にも系譜発現していること
に気付いた。そのため、血管
内皮細胞のtamoxifen依存性
fate mapping の系として
Cdh5-CreERT2; CAG-LSL-
tdTomato マウスの供与（同研
究所、別研究室より）を受け、
両者の除神経有無に伴う侵
襲からの再生現象について



評価した。 
モデルは下腿虚血モデルを用いた。その理由は虚血後、特に下腿で血管内皮細胞が一旦脱落し

た後に血管再生が起こり組織再生の土台となることから神経系と組織再生との連関を観察する
点で適していると考えたためである。まず大腿神経を機械的に切断することで、除神経側と sham
側とで足底の虚血からの回復過程を観察した。しかし血流回復の速度は除神経側と sham 側とで
差はなかった。そのため、血管網再生に神経系の関与は小さいものと考えた。 
tamoxifen 依存性 fate mapping の系では介入前に tamoxifen を投与し 1 週間以上の washout

期間を設けることで、細胞分化後の時点でのプロモーター発現に依存した fate mapping の実験
系を確立した。まず介入術後 12 週の時点で一旦脱落した下腿筋肉周囲血管網は完全に Cdh5 系
譜細胞で置換されており、再生血管が全て Cdh5 系
譜細胞に由来することが明らかになった。一方、
再生後の血管網は一部が Nes 系譜であるももの一
部は Nes 非系譜であることが判明し（図 2）、Cdh5
系譜かつ Nes 非系譜の細胞群が血管再生の幹細胞
であるという仮説を立てた。しかし、その後詳細
に観察した結果、特に筋肉の短軸像などで Nes 系
譜細胞は厳密には血管内皮細胞と局在が異なり、
また PDGFR-β、NG2 と共染色されることから、周
皮細胞を見ているものと解釈した。すなわち、分
化後の血管網における虚血後再生では、再生血管
は全て Cdh5 系譜細胞でありその再生現象は神経
系とは無関係と思われること、一方で周皮細胞は
成熟すると Nes 陽性であるものの血管再生時には
Nes 非系譜細胞（幹細胞）によって供給されること
が判明した 
 
(6) (1)および(5)で神経再生や血管再生時には周囲に強い炎症性細胞が浸潤しており、免疫染
色 F4/80＋Arg1＋の所見や他の遺伝子改変マウス（Iba1-GFP マウス）の観察で、M2 型マクロフ
ァージが主な役割を果たしているものと考えられた。実際に下腿虚血モデルにおいて直後にク
ロドロン酸内包リポソームを投与（マクロファージの薬理学的アブレーション）すると、有意に
下腿足趾の壊死、血流回復の遅延が誘導されたため、組織再生の主たる役割と果たすものと考え
られた。しかしこの現象は除神経の有無に関係なく見られたため、当初の研究背景とは異なり神
経系の関与は小さいと思われた。さらにメカニズムを解明する目的で細胞外分泌小胞に注目し、
smpd3 の Cre リコンビナーゼ依存的ノッ
クアウトマウス（cKO）を作成した。マク
ロファージのプロモーターとしては LysM
を用いた。腹腔マクロファージの PCR で
loxP 前後での DNA リコンビネーションが
起こっていることを確認した（図 3）。同
マウスは下肢虚血モデルにおいて有意に
足趾の壊死が出現するものの、血流の回
復速度自体は対照群と同等であった。し
かし下腿腓腹筋の筋線維の萎縮、脂肪性
置換が見られ、血流回復とは関係なく組
織再生に何らかの異常を来たしているも
のと思われた（図４）。なお、術後炎症時
における組織フローサイトメトリーにお
いて M2分画は control 群と cKO群とで同
等であるように思われた（十分な反復解
析ができず、確定的ではない）。 
 



(7) cKO マウスにおけるマクロファージの機能解
析を行い、貪食能に大きな差はないと考えられた。
また NO 産生能は既報とは異なり、大きな差を検
出することはできなかった（図 5）が、こちらも
十分な反復解析ができず確定的ではなかった。培
養上、細胞外分泌能は局在化に関わらず減少して
いるように思われたが、特に M2 型で大きく低下
しているように解析された。 
組織像では対照群と比較したアポトーシスの増加
が見られ、これは細胞群とは関係の無い現象のよ
うに思われた（図 6）。培養上清から細胞外分泌小
胞の濃縮液を抽出し、術後 1,3,5,7 日に筋注する
ことで cKO において観察された組織障害がレスキ
ューされるように思われたが、再現性を十分担保
できない状態で中断となった。現時点では、M2 マ
クロファージ由来細胞外分泌小胞が組織再生に寄
与している、という仮説を十分検証はできていな
い。 
 
(8) 2018 年 5 月に指導研究者の異動に伴う
実験系の移動および縮小化、2018 年 6 月の
大阪府北部地震での被災、2019 年 7 月に研
究施設の移転、2020 年 3 月より複数回の緊
急事態宣言と実験系の処分、等により基礎
実験は思うように進まなかった。動物実験
が施行できない時期については、やむを得
ず本テーマと関連する臨床研究を並行し
た。 
具体的には、先天性心疾患の最重症型である単心室症における心筋機械的非同期に伴う心不

全の病態形成についての解析、成長に伴う大動脈硬化と拡大リモデリングの変化についての解
析、成人先天性心疾患の大動脈術後リモデリングと運動耐容能や予後との関連に関する解析、単
心室心筋運動のモデル化および非同期運動とその占拠表面積との関連についてのシミュレーシ
ョン解析などを行った。いずれも査読あり海外論文へ投稿し受理された。 
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