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研究成果の概要（和文）：近年、心筋梗塞後の損傷心筋への幹細胞を用いた再生医療は非常に注目されており、
線維化をいかに防止するかといった観点は、重要な課題である。特に高齢化の著しい日本において、心筋梗塞発
症後の効果的な医療提供の実現に向けて、幹細胞の評価を行ったり、生体へ細胞を導入した際の有用性を見出し
たり、治療につながるメカニズムの解明は急務である。皮質骨由来幹細胞は米国にて心筋再生を示していた新種
の幹細胞でいくつかの有用性が示されてきた。日本でも本幹細胞を単離し、治療応用に向けての分析を進め、新
たな知見を得た。

研究成果の概要（英文）：In recent years, regenerative medicine using stem cells for damaged 
myocardium after myocardial infarction has attracted much attention, and the perspective of how to 
prevent fibrosis is an important issue. Especially in Japan, where the population is aging rapidly, 
there is an urgent need to evaluate stem cells, discover the usefulness of introducing cells into 
the body, and elucidate the mechanisms that lead to treatment in order to realize effective medical 
care after myocardial infarction. Cortical bone-derived stem cells are a new type of stem cells that
 have shown some usefulness in myocardial regeneration in the United States. In Japan, these stem 
cells were isolated and analyzed for therapeutic application, and new findings were obtained.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
心筋梗塞後の損傷心筋への幹細胞を用いた再生医療は非常に注目されており、心筋再生治療につながる幹細胞の
特徴やメカニズムの解明は急務である。皮質骨由来幹細胞は米国にて先駆け心筋再生への有用性を示していた新
種の幹細胞であるが、世界でもほとんど扱われておらず、体性幹細胞としての本来の役割についても明確でされ
てきていない。そこで、日本でも本幹細胞を単離し、分析を進めてきた。これら実験遂行作業の中で、付随的に
得られた成果も示されてきた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
重症心疾患患者への幹細胞移植による再生医療は、臓器移植術にも代わる期待を有する最先
端治療である（Patel, et al., 2016; Hamshere, et al.,2015; Perin et al., 2015; Golpanian, et 
al.,2015, Heldman, et al., 2014）。日本では幹細胞を用いた再生医療の実用化を目指した「再生
医療推進法」が平成 25年 4月 26日に参院本会議で成立し、その後､益々、研究が推進されてい
る。なお、心疾患は死因の第 2位であり、その約 8割は虚血性心疾患である（厚生労働省,2011）。
日本では、超高齢化が深刻であり、延命のみならず身体の早期回復やより自立した状態を維持し、
QOL（Quality of Life）を維持・向上することは、療養上の重要な視点と考える。 
日本独自の再生医療の課題として、対象に高齢者が多く、患者が自立した日常生活を営むのに
必要となる身体機能のより拡大を図る治療補助的な医療介入の効果検証が急務である。しかし、
国内外にて幹細胞移植に関する加齢及び運動療法の生物学的な観点からの基礎データは十分で
はない。心疾患への幹細胞再生医療には、人工多能性幹細胞（iPS 細胞）、心筋由来幹細胞、骨
髄由来幹細胞、その他の間葉系幹細胞等、様々な種類の細胞が見られるが、身体修復に関わる幹
細胞の特徴が加齢によりどのような影響を受けるかは明確でない。さらに、心疾患に関連する要
因として加齢による動脈硬化があげられるが、近年、運動療法による動脈硬化予防（奥津,2015）、
或いはその有効性が生物学的に示されるようになってきている（後藤,2009）。具体的には、心筋
梗塞発症後の運動療法は、冠動脈コンプライアンス改善、内皮依存性血管拡張反応、側副血行路
促進作用、血管新生作用を介した心筋灌流の改善、左室リモデリングの視点からは容積が不変ま
たは減少し左室駆出率(LVEF)を改善するとされ、加えて冠動脈疾患患者に対しての運動療法は
内皮依存性機序を介して末梢血内皮前駆細胞（EPC）を増加させ、内皮機能改善による EPC動
員、そして血管新生促進作用にも関与していることが示唆されている。心不全患者に対する運動
療法においても内皮依存性血管拡張能の改善が認められる等、「多面的効果（pleiotropic effects）
を有する先進的心血管治療法」とされている（後藤,2009）。 
以上のように運動療法の生物学的効果を考慮した場合、運動療法は幹細胞への何等かの関与
により血管新生を促進する可能性がある一方で、加齢マウスの幹細胞の採取の可否や特徴につ
いては国内外ともに明確にされていない。また、LVEFの著しい機能低下がある場合、運動強度
を低く設定することが重要とされ、加齢、運動療法、及び幹細胞の加齢による特徴の変化を精査
することは、再生医療や看護実践における運動療法効果を検討する副次的な知見を得ることに
つながると考える。 
 
２．研究の目的 
 重度の心疾患患者に対する幹細胞を用いた再生医療は、画期的で先進的な治療法として期待
されており、科学的看護実践の体系化も急務である。なお、日本では高齢者が多く、心疾患患者
がより自立した日常生活を営むのに必要な身体（心臓）機能拡大を図る運動療法の効果を検証し、
低侵襲で効率的な幹細胞移植医療・看護のあり方を見出すことは重要と考える。  
ヒト対象では困難な心筋梗塞の幹細胞治療に関連した加齢と運動療法との関係、身体の修復
機能に関わる幹細胞の特徴を定量評価することは、回復のメカニズムを解釈するのに意義があ
ると考え、動物モデルを用い以下の通り検証を行う。1.週齢の異なる（8 週齢〜48週齢以上）心
筋梗塞マウスと Sham（開胸、針貫通のみ）の心機能等の比較を行う。2.術後 1週間からの運動
開始群と Sham 群で血管新生状況と心機能等の効果を比較検討する。3.週齢の異なるマウスの
幹細胞の採取・評価を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)週齢の異なる心筋梗塞マウスと Shamの心機能、組織評価等の比較 
1）C57BL/6マウスを用い、全身麻酔下で心筋梗塞（MI）マウスを作成する（Tarnavski , 
et al., Genomics Physiol, 2003に準じる）。 
－気化器は SN-487、人工呼吸器は SN-480（シナノ製作所）を使用。  
－実験 1回につき 5～10匹程度実施(経験より１匹 30分程度)。  

2）施術前、施術 1日後、1、2、4、6、8週目に体重、超音波検査を経時的に評価 
8 週目に心廓清し、ホルマリン・アルコール固定、パラフィン包埋後、標本スライスを作
成し、組織学評価を行う。 
－免疫染色については、繊維化は AZAN、あるいはMasson trichrome stainにて心筋     
梗塞部位の繊維化を確認。  
－炎症反応については、炎症性サイトカイン等について採取血を用いて評価する。  
－心機能は、超音波検査により①Ejection Fraction：左室駆出分画, ②Fractional 

Shortening：左室内径短縮率％, ③Stroke Volume：1 回拍出量, ④End-Diastolic 
Volume：心室拡張終期容積 , ⑤End-Systrolic Volume：心室収縮終期容積 , ⑥ 
Anterior wall thickness：前壁厚度を測定。 

(2)術後 1週間からの運動開始群と Sham群で血管新生状況と心機能等の効果を比較検討 



－運動療法のプログラムは、運動量をなるべく一定とする（負荷をかけすぎると死亡す       
る例があり、また、脱落例もある）。強度に関しては、段階的に低負荷のメニューを    
最低 2段階設定し、(1)と同様の方法を用い、血管新生等の評価、生存率等からメニ 
ュー内容の良否を比較検討する。必要時、評価項目を追加する。なお、実際には動物 
（マウス）用トレッドミルを用いて軽度の負荷運動から開始する。運動負荷は、10~20  
ｍ/min×1~2minute(s)程度から開始し、心機能評価を行いながら、プログラム修正 
を図る。  
＊運動開始は、創傷治癒過程における炎症期がほぼ終了するタイミングとする。 

(3)週齢の異なるマウスの幹細胞の評価 
幹細胞は 8週齢、48週齢（予定）の EGFP雄の大腿骨から抽出、培養した皮質骨由来幹
細胞（Cortical Bone Stem Cells：CBSCs、90%以上含有）を評価する。  
－培養細胞について免疫染色を行った後、共焦点顕微鏡、フローサイトメトリー （細
胞光源評価）等で、特定の細胞が検出されているかについて Sca-1、CD29、CD34、
CD45、C-Kit、Lineage Cocktailといった細胞表面マーカーで評価する。 

 
４．研究成果 
 現在、心筋梗塞後の損傷心筋への幹細胞を用いた再生医療は非常に注目されている。特に
高齢化の著しい日本において、週齢の重なったマウスを用いた実験を推進することは、ヒト、
特に高齢者を対象とした臨床応用に向けての重要な示唆を得ることにつながると考える。  
週齢別（8週齢、48週齢）のMyocardial Infarction：MIモデルマウスを用い、MI施術
前、施術後 1 日目、7日目の心機能の変化を Echography：Echo によって経時的に測定し
た結果、48 週齢の方が術後回復が緩やかであることが示された。さらに、心筋梗塞の危険
因子の一つである生活習慣病に密接に関係する食餌の種類（コントロール、n-3/n-6系脂肪
酸含有、動物性油脂含有）の違いによって、MI施術後の生体内反応にどのような違いが生
じるかを精査するための新たな実験系を立ち上げた。これら 3群のマウスいずれにもMI施
術し、Echoならびに血清マーカーによる評価を行った結果、心機能の評価指標の一つであ
る Ejection Fractionは、動物性油脂群で他の群より機能低下しやすく、施術 7日目では n-
3/n-6系脂肪酸群がコントロール群よりも機能低下が抑えられた。ただし、いずれの群にお
いても施術 7日目の Interleukin-6、Interleukin-10の抗体反応は確認されなかった。さら
に、本プロジェクトチームで使用予定の皮質骨から取り出した候補幹細胞の膜表面蛋白を
分析し、標的幹細胞として単離できた可能性が示された。 
その後、本プロジェクトチームでは、マウスの皮質骨から単離した幹細胞の膜表面蛋白を
分析し、海外の先行文献と同様に特徴づけられた幹細胞が採取できたことを学会発表した。
中でも CD117（c-kit）は、膜受容体型チロシンキナーゼで、原癌遺伝子であり、幹細胞因
子としても知られている。c-kit を介したシグナル伝達は、細胞の生存、増殖、分化に関与
するとされている。これらのことから c-kitの詳細な特性を把握することで、幹細胞治療に
使用するリソースとしての質や安全性を確認することが可能になることを見出した。また、
生体内環境により近い状態の三次元臓器として組織化できるかを検討したところ、凝集塊
を崩壊せず回収することが可能であり、内部壊死することなく組織化が可能なことがわか
った。これらも学会公表を行った。 
すでに単離した幹細胞の詳細をさらに把握するために分析を進め、新たな知見を得るこ
とができた。その成果は、2021年 10月に海外雑誌に公表された。日本で初のマウス骨由来
幹細胞の新たな知見を含めた再現性を示すこととなり、骨髄細胞とは異なる特徴と有用性
が示された。 
加えて、本プロジェクトでは単離した骨由来幹細胞のエクソソームと骨髄由来幹細胞の
エクソソームを比較するプレ実験を行い、明らかな特徴の違いがあることを見出している。
本幹細胞は、もともと体内に存在している体性細胞でもあり、存在意義や役割についてその
詳細は明確にされてきていない。生体での役割や機能等、新たな知見を得つつある。 
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