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研究成果の概要（和文）：本研究は、近年、移植細胞の準備・調整を要さない汎用性の高いcell-freeの心筋再
生治療開発の足がかりとして期待されている、幹細胞などから分泌される細胞外小胞(exosome、extracellular 
vesicles)に関する研究である。iPS心筋細胞大量培養装置から得られた培地より、細胞外小胞を抽出し、心筋梗
塞モデルラットに投与し、網羅的遺伝子発現解析を行い、in vitro, in vivoのdataとin silicoのdataとから、
メカニズムを同定した。2023年にJournal of Heart and Lung Transplantaationからpublishされた。

研究成果の概要（英文）：This study investigates extracellular vesicles (exosomes) secreted from stem
 cells, which are expected to be a foothold for the development of versatile cell-free myocardial 
regeneration therapy that does not require preparation and conditioning of transplanted cells. We 
are extracting extracellular vesicles from the culture medium obtained from our iPS cardiomyocyte 
large-scale culture system and examining their therapeutic effects. In 2021, we made significant 
strides by administering extracellular vesicles to rat models of myocardial infarction and analyzed 
their single-cell gene expression. We have conducted a detailed analysis of the mechanism of action 
of extracellular vesicles using the analysis results, and identify the mechanism based on in vitro, 
in vivo, and in silico data.
The results of this study were published in 2023 by the Journal of Heart and Lung Transplantation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、近年、移植細胞の準備・調整を要さない汎用性の高いcell-freeの心筋再生治療開発の足がかりとし
て期待されている、幹細胞などから分泌される細胞外小胞(exosome、extracellular vesicles)に関する研究で
ある。我々が保有するiPS心筋細胞大量培養装置から得られた培地より、細胞外小胞を抽出し、その治療効果を
検討を行なった。心筋梗塞モデルラットにおいて心機能改善、血管新生、線維化抑制を認めた。網羅的遺伝子発
現解析の手法を用いて、そのメカニズムを解明した。今後の細胞外小胞の臨床応用へとつながる研究である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
＜重症心不全の現状＞日本における心不全による年間死亡者数は増加傾向であり、2019 年では
8万人を超える。心不全が重症化すると補助人工心臓や心臓移植が適応となるが、心臓移植ドナ
ー不足は著しく、移植待機期間は延長傾向で 3 年を超える。それに伴い補助人工心臓における
抗凝固療法に伴う出血や感染リスクも高くなり、移植待機中死亡者は 2 割を超え、更に増加し
ている(松田.移植,2019;54:291-8)。よって、これらを補完・代替する新規治療方法の開発が急務
である。 
＜我々の研究成果と課題＞これまでに当研究室では、重症心不全に対する骨格筋筋芽細胞シー
ト、iPS 細胞由来心筋細胞(iPS 心筋細胞)シート治療などの細胞移植治療の基礎研究・臨床応用
を行ってきた。これらの治療効果は主に、サイトカインのパラクライン効果による残存心筋の活
性化と血管新生による組織修復による (Sawa, et al. Circ J;2015;79:991-9)。ただ、細胞培養施
設が必須であり、潜在的な腫瘍発生リスク、培養・保存コストなどが課題である。 
＜課題の解決方法＞近年、サイトカイン以外にも移植細胞から分泌される細胞外小胞
(Extracellular vesicles, EV)の治療効果を示唆する報告があり、移植細胞の準備・調整を要さな
い汎用性の高い cell-free の心筋再生治療開発の足がかりとして期待されている。一般的に
exosomeは、micro RNAやタンパク質を含んでおり、標的細胞への取り込みによる遺伝子発現
の調整や、細胞表面からのシグナル伝達により作用を示すと考えられている。 
 
２．研究の目的 
しかし、iPS細胞由来心筋細胞 EVの血管内皮細胞や心筋細胞等の各細胞群への取り込み、及び
遺伝子発現変化や効果発現のメカニズムに関しては不明な点も多い。更なる有効性と安全性、
かつ広汎な普及を可能にする簡便性・経済性を有する治療法として、cell-freeの新規心筋再生治
療法の開発のため、本研究では、iPS 心筋細胞の分泌する EV が取り込まれる細胞群を同定し、
各細胞群での発現解析を行い、心機能改善メカニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
＜現状＞我々は、ヒト iPS 細胞の大量培養装置を有し、均質な iPS 細胞や高純度の iPS 心筋の
製造と同時に、細胞培養上清からの EV も大量に単離/精製可能である。精製した exosome は、
Nanotracking assay によって粒子数・粒子径を、Western blot にて exosome marker を確認し、
miRNA sequence と proteome 解析も行い、quality の評価は完了した。また、exosome の in vitro/ 
in vivo 実験にて、心機能低下抑制、線維化抑制効果を確認し、心筋組織片の定量的 PCR では血
管新生関連成長因子の発現上昇を確認している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 年目：①ランゲンドルフ式摘出心臓循環装置を用いて、生存率の高い single cell 化した細胞
群を得る条件調整を行う。②蛍光標識をつけた iPS 心筋細胞 exosome を Rat 心筋梗塞モデルの
心筋内に投与し、摘出心臓組織の single cell 化処理を行う。投与前、投与 3日後、1週間、2
週間、4週間にてそれぞれのsampleを取得する。フローサイトメトリーにて各細胞群(心筋細胞、
血管内皮、壁細胞、マクロファージなどの炎症性細胞)の marker を用いて、EV を取り込んだ細
胞群の確認を行う。 
2-3 年目：iPS 心筋細胞 EVの投与群と非投与群とを比較の上で経時的に心臓組織の single cell
遺伝子発現解析を実施する。当該 exosome の miRNA sequence と proteome 解析結果と合わせ、
より各細胞群への取り込みと発現変化を詳細に検討する。その結果をもとに in vitro/in vivo
にて検証実験を行い、心機能改善のメカニズムを明らかにする。 
 
４．研究成果 
iPS 心筋細胞より EV を抽出し、size, marker の確認を行った。EV の miRNA 発現と proteome の

 



解析の結果、血管新生や心収縮の制御に関与する pathway への強い関連を認めた。 

また、EV 投与により in vitro にて心筋細胞収縮速度の増加と血管内皮細胞の wound healing の
促進、ex vivo の aorta ring assay にて血管新生の促進を認めた。 
In vivoでは、EV群で治療28日後の左室拡張末期径が小さく(6.8±0.3 vs 8.5±0.8mm,p<0.01)、
左室収縮率が高かった(57±5 vs 38±4％,p<0.01)。また生存率の改善を認めた。 

 
組織学的解析では EV 群の方が線維化面積が小さく(12±5 vs 22±6％,p<0.01)、微小血管密度
(vWF 陽性:2.1 倍,p<0.01)や細動脈密度(vWF・αSMA 陽性:6.2 倍,p<0.01)が高かった。 
 
qRT-PCR では EV 群で HGF,SDF-1,IGF-1,PDGFb の発現が治療 3,7 日後で有意に高く、線維化に関
する connective tissue growth factor(CTGF)と collagen1 は 14,28 日後で有意に低かった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 



また M2 macrophage 誘導の有意な亢進を認めた。 

結論として、臨床グレードに分化した iPSCM の EV による治療は、EV に含まれる miRNA とタンパ
ク質の直接的効果と、M2 マクロファージに対する間接的なパラクリン効果を介して、ラットの
心筋梗塞モデルの心機能と生存を改善した。iPSCM-EV は、急性期には組織修復と細胞生存経路
を増強し、慢性期には線維化を抑制した。 
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