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研究成果の概要（和文）： 
神経栄養因子が、心筋細胞への交感神経軸索誘導に重要な役割を果たしていることが本課題研
究で明かとなった。このことは、神経栄養因子を適切に用いることにより、移植心筋細胞にお
ける自律神経支配を促すことが可能であることを示しており、バイオペースメーカ等の心筋再
生治療における機能的再生心筋の構築を行う上で重要なステップになりうると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The present study showed that neurotrophic factors play important roles in axon guidance 
of sympathetic neurons to cardiomyocytes. The results suggest that appropriate use of 
neurotrophic factors enable autonomic innervations in transplanted cardiomyocytes. Thus, 
the technique may be an important step to engineer functional myocardium in myocardial 
regeneration therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
近年の細胞工学の進歩により、種々の幹細
胞から心筋細胞などへの分化・誘導が可能
となり、重症心不全治療への応用が関心を
集めている。不整脈領域においても、徐脈
性不整脈治療への新しいアプローチとして
「バイオペースメーカ」に注目が集まって
いる。 
バイオペースメーカ開発は、ＥＳ細胞

由来胚様体などの移植により、心室のペ

ーシングが可能であったとの報告がなさ
れ て い る (Kehat et al. Nature 
Biotechnology, 2004; Xu et 
al.Circulation, 2005)、しかし、それら
の実用化にあたっては多くの未解決の課
題が残されている。 
 洞結節・房室結節などの生体本来のペ
ースメーカ・刺激伝導系組織は、交感神
経・副交感神経から緻密な制御を受け、
心臓が生体と調和のとれた拍動をするこ



とを可能としている。今後「バイオペー
スメーカ」が徐脈性不整脈治療の一つの
選択肢となるためには、自律神経支配の
構築は必須と考えられる。しかしながら、
現在まで再生心筋の自律神経支配に関す
る研究は、国内外を問わずほとんどなさ
れていない。  

２．研究の目的 
本研究課題においては、移植再生心筋と宿
主側の交感神経間のネットワーク形成プロ
セスを調べ、自律神経支配を有する理想的
な「バイオペースメーカ」を構築すること
を目的とする。本研究課題においては、以
下の２点に焦点をおく：  

(1) 心臓における交感神経伸長・神経-筋
接合部形成のプロセスにおいて、種々の神
経成長促進因子・神経成長抑制因子がどの
ような役割を果たしているかを調べる。 

(2) 移植再生心筋（幹細胞由来心筋細胞）
に対して、神経支配を構築するための基盤
技術を開発する。 

 
３．研究の方法 
(1) In vitro 実験 

①心筋細胞培養 
生体由来心筋細胞培養：新生仔ラットか
ら心筋細胞を単離培養した。 
②幹細胞由来心筋細胞培養：マウス iPS
細胞を hannging drop 法により胚様体に
分化させ、その後自己拍動する心筋細胞
を単離し培養する。上記と同様の方法で
GDNF を発現させた。 

上記①、②で得られた心筋細胞に、神経
成長因子の一つである GDNF を、アデノウ
イルスベクターを用いて遺伝子導入し、
新生仔ラット上頚神経節由来交感神経細
胞と共培養および近接培養し、神経突起
の発現を、形態および機能両面から調べ
た。 

(2) In vivo 実験： 

①ラット除神経心モデルの作成: 左室自
由壁表面に cryoinjury を与えることに
より、ラット除神経モデルを作成した。 

② 除神経部位における神経栄養因子遺
伝子導入：アデノウイルスを用いて GDNF
を発現させ、周辺の生体心筋からの神経
突起伸長の程度を調べた。 

③ 培養心筋塊の除神経心への移植：上記
（２)-① で作成された心筋除神経ラッ
ト（作成 5 日後）を、人工呼吸管理下に
再開胸し、上記（1)－①で作成した培養

心筋を心臓に移植した。 

(３)免疫染色：上記（２）-③で細胞移植を
行ったラットから心臓を摘出し、免疫染
色法にて、交感神経細胞の線維の伸長の
様子を調べた。 

 
４．研究成果 
(1) In vitro 実験 

交感神経細胞と生体由来心筋細胞との共
培養実験において、心筋細胞上に分布する
神経突起密度を最も増加させたのは、
glial cell line-derived neurotrophic 
factor (GDNF) であった (Miwa et al. 
Biomed Res 2010)。また、交感神経細胞と
生体由来心筋細胞を 1 mm の距離で近接培
養を行い、neurofilament-M 陽性の神経突
起密度を調べたところ、GDNF の神経突起伸
長効果は nerve growth factor (NGF) より
有意に増大していた。また、心筋細胞と神
経突起が交差する部位での、シナプス膜蛋
白の synapsin の面積は GDNF 添加群で有意
に増大していた。さらに、電子顕微鏡によ
る観察においても、GDNF 添加群においては、
交感神経突起と心筋細胞間に神経-筋接合
部が形成されているのが観察された。 

また、交感神経細胞-生体由来心筋細胞
の近接培養で交感神経作動薬のニコチン
を添加したところ、あらかじめ GDNF を添
加して培養していた群における、心筋細胞
の自己拍動レートの増加率がNGFや非添加
対照群よりも有意に増大していた。 

また、交感神経細胞に近接して、GDNF を
アデノウイルスで強制発現させた生体由
来心筋細胞と対照心筋細胞を置いて培養
したところ、交感神経細胞はほぼ GDNF 発
現心筋細胞にのみ神経突起を伸長させた。
（図１) 

 

 

 

 

 

 

図１：GDNF 発現心筋細胞（ラット新生仔
由来）による上頚神経節細胞の軸索誘導
（左上方：GDNF 発現心筋細胞、中央下：神
経細胞、右上方：対照細胞） 

 

マウス iPS 細胞由来胚様体から自己拍動
部位を単離し、自己拍動細胞の電気生理特



性を調べた。その結果、生体由来心筋細胞
と同様に、イソプロテレノール添加で自己
拍動数の増加がみられ、カルバコールで減
少が見られた。アデノウイルスを用いて
GDNFを強制発現させたiPS細胞由来心筋細
胞を非発現対照細胞とともに、交感神経細
胞に近接して培養したところ、交感神経細
胞の神経突起は GDNF 発現細胞に向かって
伸長するのが観察された。（図 2） 

 

 

 

 

 

 

図２ GDNF 発現心筋細胞（マウス iPS 細
胞由来）による上頚神経節細胞の軸索誘導
（左上方：GDNF発現iPS細胞由来心筋細胞、
中央下：神経細胞、右上方：対照 iPS 細胞
由来心筋細胞） 

 

以上の in vitro 実験より、神経栄養因
子を適切に作用させることにより、交感神
経細胞から心筋細胞への神経突起（軸索）
の誘導および機能的な接合が可能である
ことが示された。 

 

(2) In vivo 実験： 

成獣ラットの左室自由壁心外膜側に液体
窒 素 で 凍 結 し た グ ラ ス 棒 に よ り
cryoinjury を起こし、心表面に除神経領
域を作成した。その後、除神経領域中心
部に、GDNF発現アデノウイルスを注入し、
除神経領域に延びる神経突起伸長の程度
を neurofilament M の免疫染色で調べ、
非発現対照群と比較した。その結果、GDNF
発現群においては、除神経領域に延びる
神経突起の密度が有意に増大しているこ
とが判明した。（図３） 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 

局所的除神経心における神経突起再生と
GDNF の効果。 

上段：対照心（右は左図中枠部の拡大） 

下段：GDNF 発現心（GDNF 発現アデノウイ
ルスを局所注入）。 

白色リング状部位はリング状の凍結ガラ
ス棒を押しつけて作成した凍結傷害部位。
対 照 群 で は 、 凍 結 傷 害 部 位 に
neurofilament-M が見られない除神経部
位が見られたが、一方 GDNF 発現群（下段）
では、同じ部位に neurofilament の発現
が観察された。 

------------------------ 

 

また、温度感受性培養皿を用い新生仔ラ
ット由来培養心筋シートの作成を行い、
あらかじめアデノウイルスを用いてGDNF
を発現させた上で、上記除神経領域に心
外膜側から貼付移植し、神経突起の伸長
の程度を調べた。その結果、GDNF 発現心
筋シート移植群の移植心筋の tyrosin 
hydroxilase, growth associated 
protein 43 (GAP43) の遺伝子発現が有意
に増大していた。 

 
以上の結果から、神経栄養因子 GDNF の使
用により、in vivo においても神経突起の
軸索誘導が可能であることが判明した。 
 
本研究結果から、神経栄養因子を用いるこ
とにより、バイオペースメーカに自律神経
支配をもたらすことが可能と考えられた。 
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