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研究成果の概要（和文）：難治性心不全に対する心臓移植の機会は非常に限られ、これに代わる新規治療法の開
発が必要である。様々な細胞が放出するエクソソーム（膜小胞）は成長因子やmiRNAを含み、細胞移植と比較し
て免疫原性も少ないとされ、幹細胞移植に代わる新規治療法として期待されている。当研究室では過去に、陳旧
性心筋梗塞（OMI）モデルに心筋幹細胞 (CDCs)を移植し、心機能の改善を報告した。一方で、CDCs由来エクソソ
ームの心筋保護は明らかになっておらず、これを検討した。
結果、CDCs由来エクソソームはOMIモデルにおいて心臓を保護し、血管新生や線維成分のターンオーバーを促進
することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The number of patients with heart failure is increased, and ischemia 
accounts for almost half of cases. Due to the shortage of donor, cardiac transplantation is hardly 
performed to rescue the patients with advanced heart failure. Although the transplantation of stem 
cells was believed to be the alternative for this therapy, its clinical application may be difficult
 due to the vast amount of time and cost. 
Recently, exosomes has emerged as a new candidate for the regenerative medicine, since they are easy
 to handle and play an important role in mediating　functional repair. In the present study, we 
showed that administration of exosomes activated by the hypoxic preconditioning could ameliorate the
 cardiac dysfunction in a heart failure model with old myocardial infarction. Our data revealed that
 exosomes contained VEGF and activated MMP in RAW264 cells, suggesting that they induce angiogenesis
 and reduce fibrosis which could protect the heart from maladaptive remodeling. 

研究分野： 心臓血管外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
OMIモデルのような慢性心不全の病態ではCDCs由来エクソソームの心筋保護は明らかになっておらず、不明な点
が多かった。我が国で増加する慢性心不全の新規治療法を開発する意味でもこれを検討する価値は高く、学術
的・社会的意義があると考えられた。今回の検討で、心筋幹細胞由来エクソソームによる治療応用の可能性が示
された。

※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 
我が国において心血管疾患は癌と並んで死因
の上位に位置する。心不全の症例は年々増加
し、原疾患として虚血性心疾患が半数とされ
る。難治性心不全に対する心臓移植の機会は
非常に限られ、これに代わる新規治療法の開
発が必要である。 
以前より幹細胞移植が検討されたが、自家

細胞の準備に要す時間とコストが多大であ
り、臨床応用には至っていない。更に近年の
研究から、移植した幹細胞が生体内で分化す
ることは稀であり、分泌された成長因子や
miRNA が組織修復・機能回復をもたらすこと
が判明した。様々な細胞が放出するエクソソ
ーム（膜小胞）は成長因子や miRNA を含み、
凍結保存や濃縮が可能であり、細胞移植と比
較して免疫原性も少ないとされる。エクソソ
ームの投与は幹細胞移植に代わる新規治療法
として期待されている。 

当研究室では過去に、マウスやラビットの
陳旧性心筋梗塞（OMI）モデルに心筋幹細胞 
(Cardiosphere-derived cells (CDCs))を移
植し、心機能の改善を報告してきた（文献
1, 2）。CDCs 由来の成長因子が血管新生を促
進し、心臓を保護することを解明した。更に
低酸素プレコンディショニングなど、細胞機
能賦活化を永く研究してきた。 
他施設では最近、ラットとブタの急性心筋

梗塞モデルにおいて、CDCs が分泌したエク
ソソームを精製して投与すると心機能の改善
が確認された（文献 3）。 
一方で、OMI モデルのような慢性心不全の

病態では CDCs 由来エクソソームの心筋保護
は明らかになっておらず、不明な点は多い。
我が国で増加する慢性心不全の新規治療法を
開発する意味でも、これを検討する価値は高
いと考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
以上を踏まえ、本研究では下記を目的として
行った。 
1) CDCs 由来のエクソソームをマウスの OMI

モデルに投与して心筋保護効果を示すか
否かを検証すること。 

2) CDCs 由来のエクソソームが血管新生や線
維化縮小に関係するか否かを検証し、も
しそうならメカニズムを検討すること。 

 
 
３．研究の方法 
(1) CDCs の培養 
雄の C57BL/6 マウスの心房から CDCs を単
離・培養した。低酸素プレコンディショニ
ングは既報の通り、2% O2, 5% CO2, 33℃で
24 時間の培養とした (文献 1)。 

(2) エクソソームの回収および精製 
細胞の培養上清から total exosome 
isolation reagent (Thermo Fisher 
Scientific)を用いてエクソソームを回収 
し、精製した。 

(3) エクソソーム投与による治療効果の評価 

 
雄の C57BL/6 マウスに左冠動脈結紮を行
い、2週間後に OMI モデルとした。コント
ロール群は PBS を浸したセフラフィルムを
心臓に貼付し、エクソソーム群はエクソソ
ーム 20 µgを含むセフラフィルムを貼付し
た。エクソソームの投与量は既報を参考に
決定した （文献 3）。セフラフィルムは、
CDCs 移植の際に細胞移植の台座として有効
なので（文献 2）、今回もエクソソームを効
率的に伝達することが期待された。4週間
後に心エコーで心機能を評価した。 

(4) 細胞およびエクソソームのタンパク発現
に対する評価 
細胞溶解液とエクソソームにおいて VEGF
等の発現をウエスタンブロットで解析し
た。 

(5) エクソソームの取り込みに関する検討 
エクソソームが標的細胞に取り込まれるこ
とを確認するため、精製したエクソソーム
を Exo-Glow Exosome Labeling Kit 
(System Biosciences)で標識した。培養し
た HUVEC に RFP-Rab9（RFP: Red 
Fluorescent Protein, Rab9: エンドソー
ム系のタンパク）もしくは GFP-LC3: GFP: 
Green Fluorescent Protein, LC3: オート
ファジーのマーカー）を発現させ、標識し
たエクソソームを加えて 24 時間培養し
た。エクソソームが細胞に取り込まれる様
子を、蛍光顕微鏡を用いて live cell 
image で観察した。 

(6) Matrix metalloprotease (MMP)への影響
に関する検討 
CDCs 由来エクソソームはマクロファージに
作用するとされる（文献 3）。また、慢性心
不全の病態において線維化の抑制は有効で
あるとされる。CDCs 由来エクソソームがマ
クロファージに作用して MMP 活性（線維成
分の turn over を促進）を亢進させると仮
説を立て、検証した。 
マクロファージ様細胞である RAW264 の培
養上清、RAW264 に CDCs の培養上清を加え
て培養した培養上清において、MMP 活性を
測定した。エクソソーム合成阻害剤
(GW4869, 20 µM)を併用した。 

 
 
４．研究成果 
(1) マウス CDCs の単離・培養とエクソソー
ムの精製 
雄の C57BL/6 マウス（8-10 週齢）の心房組
織片から従来の採取法を用いて
cardiosphere を得た。当科の既報通りに
cardiosphere-derived cell を得て（文献
1）、通常培養と低酸素プレコンディショニン
グをかけた細胞を準備した。これらの培養上
清からエクソソームを精製した。後者に由来
するエクソソームを次の実験で使用した。 
 
(2) マウス陳旧性心筋梗塞（OMI）モデルに
対する CDCs 由来エクソソームの治療効果 
雄の C57BL/6 マウス（8-10 週齢、左室駆出
率（LVEF）は 80 %前後）に左冠動脈結紮を



行い、2週間後に LVEF が 40-60%へ低下した
個体を OMI モデルとした。それらを 2群に分
け、コントロール群は PBS を浸したセフラフ
ィルムを心臓に貼付し、エクソソーム群はエ
クソソーム 20 µgを含むセフラフィルムを貼
付した。4週間後に心エコーで心機能を評価
したところ、エクソソーム群において有意に
LVEF が高い傾向を認めた。CDCs 由来エクソ
ソームによる治療効果が示唆された。 
 

 
(3) CDCs 由来エクソソームが含む血管新生
因子 
これまでに当科を含む複数の施設から、CDCs
が血管新生を誘導して心筋保護効果をもたら
すことが報告されている。CDCs 由来エクソ
ソームが血管新生因子を含有するかをウエス
タンブロットで検証したところ VEGF を認
め、低酸素処理で含有量が増加する傾向を認
めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 血管内皮細胞によるエクソソームの取り
込み 
エクソソームが標的細胞に取り込まれるか否
かを検証した。エンドソーム系の蛋白である
Rab9 に蛍光タンパク（RFP）を融合させた
RFP-Rab9 を HUVEC に発現させた。エクソソ
ームを Exo-Green で標識して培地に加えたと
ころ、共局在が確認された。エクソソームは
エンドソーム系を利用して細胞内に取り込ま
れると思われた。 
対照実験として、オートファジーのマーカー
である LC3 に蛍光タンパク（GFP）を融合さ

せた GFP-LC3 を利用して同様の実験を行っ
た。低酸素処理はオートファジーを誘導する
ので、オートファジー関連の膜組織が利用す
る可能性があるとも考えられたが、共局在は
確認できず、取り込みに際してオートファジ
ー関係の膜組織は利用されていないと考えら
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) エクソソームによるマクロファージへの
影響 
これまでに当科を含む複数の施設から、CDCs
によるリモデリングの抑制が報告されている
が、線維化が抑制されている印象を受ける。
線維化のサイズには線維芽細胞の活性やマク
ロファージの MMP 活性などが関係する。CDCs
由来エクソソームがマクロファージの MMP 活
性に影響するかを検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
通常通り培養した RAW264 細胞の培養上清の
MMP 活性を 1として normalize した。 
低酸素プレコンディショニングした CDCs の
conditioned medium を加えて RAW264 細胞を
培養したところ、RAW264 細胞の培養上清の
MMP 活性は有意に上昇した。CDCs の培養時に
エクソソーム合成阻害剤（GW4869）を加えて
おくと、conditioned medium を加えても
RAW264 細胞の MMP 活性は上昇しなかった。
CDCs 由来エクソソームが RAW264 細胞の MMP
活性を上昇させることが示唆された。 
 
 
 



(6) 結論 
CDCs 由来エクソソームは陳旧性心筋梗塞モ
デルにおいて心筋保護に働くことが示唆され
た。エクソソームは血管内皮細胞にエンドソ
ーム系を利用して取り込まれ、血管新生を促
す可能性が考えられた。また、マクロファー
ジに働きかけ、MMP 活性化を介して線維成分
のターンオーバーを促進することも示唆され
た。これらのメカニズムで心筋保護作用を発
揮すると考えられた。 
 
なお、研究計画調書には「PCR array による
pathway 解析」を実行するよう記載していた
が、現在では RNA-seq の方が主流となってい
る。そのため予定を変更し、RNA-seq につい
て検討することにしている。 
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