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研究成果の概要（和文）：本研究では新生児と幼児ヒト心臓内幹細胞を対象として研究を行い、

老化によるヒト心臓内幹細胞の役割変化を明らかにしてヒト心臓内幹細胞の心筋分化効率向上

を試みた。幼児心臓内幹細胞は新生児心臓内幹細胞と比べすでに生体内で老化しており、心臓内

幹細胞として扱った細胞は「前駆細胞」の性質をしていることが判明した。また新生児心臓内幹

細胞は心筋分化を、幼児心臓内幹細胞は血管分化を生じやすくなっており、老化に伴い心筋細胞

の再生能が低下していることが分かった。DNAマイクロアレイを用いることでIGF1受容体の発現

が低下することにより心筋分化から血管分化を生じやすい性質に変化していることを突き止め

た。 

 
研究成果の概要（英文）：Aims of this study are to clarify the changes in role of cardiac 
progenitor cells (CPCs) during aging and to improve cardiogenic potential of those CPCs. 
We found that CPCs from human infant heart already became senescent when compared to 
those from neonates. This fact indicates CPCs possess potential of progenitor cells, not 
stem cells. Then we also found that CPCs from neonates had higher cardiogenic activity 
and CPCs from infants had higher angiogenic activity. DNA microarray analysis revealed 
that down regulation of insulin-like growth factor-1 receptor lead CPCs to have cardiogenic 
to angiogenic potential. Our results suggest a functional significance of IGF1R-mediated 
physiological alteration of human CPC differentiation potential. 
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１．研究開始当初の背景 
重症心不全の予後は不良であり幹細胞移

植による心筋再生療法は根治的な治療法と

して期待される。しかし幹細胞の心筋分化誘

導効率は低く、臨床応用にあたっては問題と

なっている。 

そもそもヒトの心臓は機能的に再生しな

い臓器であると考えられてきたが、近年ヒト

の心筋細胞は少しずつ新しく入れ替わるこ

とが明らかとなった（Bergmann et al. 

Science 2009;324:98）。またマウスの心臓で

は心筋障害後に、心臓内幹細胞からの分化に

よって心筋細胞が新たに供給されることが

報告された（Hsieh PC et al. Nat Med 

2007;13:970）。これらのことから心臓は再生

する臓器であると考える。現在ヒト及びマウ

ス成体心臓内幹細胞を心筋梗塞モデルに移

植することで低下した心機能は改善する

（Takehara N et al. J Am Coll Cardiol 

2008;52:1858, Johnston PV et al. 

Circulation 2009;120:1075）。しかしその機

序は移植した成体心臓内幹細胞が心筋細胞

に分化するよりも液性因子を介した細胞保

護効果や血管新生作用が示唆されている。こ

れらの結果からは成体心臓内幹細胞移植だ

けでは心筋を再生するには不十分であるこ

とが示唆される。また 近新生児マウス心臓

内幹細胞は心筋細胞に分化するが、成体マウ

ス心臓内幹細胞は心筋細胞に分化しないこ

と が 報 告 さ れ た （ Zaruba MM et al. 

Circulation 2010;121:1992）。しかしヒトで

は試料入手困難もあり加齢とともに心筋再

生能力が低下するかどうか不明であり、なぜ

成体心臓内幹細胞移植では心筋再生がほと

んど認められないかわかっていない。 
 
２．研究の目的 

本研究では下記項目を中心に加齢により

老化したヒト心臓内幹細胞の機能低下の機

序を解明し、心筋細胞への分化誘導効率を上

げることで再生医療に必要な基礎的検討を

行う。 

(1) 加齢によるヒト心臓内幹細胞の老化の

確認、および心筋分化能・血管新生能の変化

の解析。 

(2) ヒト心臓内幹細胞の老化による役割変

化の機序を解明し、心筋分化効率を向上させ

る。 

 

３．研究の方法 

ヒト心臓内幹細胞は研究協力者（王）の報告

した方法で精製する（Tateishi K et al. 

Biochem Biophys Res Commun.2007;352:635）。 

（１）歴年齢の増加によるヒト心臓内幹細胞

の老化の確認 

①Real time quantitative telomeric repeat 

amplification protocol assay を用いてテロ

メラーゼ活性を定量的に評価。 

②Flow-FISH (Telomere PNA Kit/FITC for 

Flow Cytometry, DAKO)を用いてテロメア長

を測定。 

（２）ヒト心臓内幹細胞の老化による心筋分

化能・血管新生能などの変化の解析 

①ヒト心臓内幹細胞をラット新生児心筋細

胞と共培養し、新生児および幼児ヒト心臓内

幹細胞の心筋細胞分化誘導効率を比較

（ Smith RR et al. Circulation 

2007;115:896）。 

②血管新生キット（In Vitor Angiogenesis 

Assay Kit Tube Formation, Cultrex）を使

用し血管新生定量を行い、新生児および幼児

ヒト心臓内幹細胞の血管新生能を比較。 

（３）ヒト心臓内幹細胞の老化による役割変

化の機序の解明 

  ヒト心臓内幹細胞の老化による役割変



化を認め、かつ心臓特異的転写因子の

qRT-PCR の結果で差を示す代表的な新生児お

よび幼児心臓内幹細胞に対して Agilent 

Technologies を用いて DNA Microarray を行

う。得られた結果をもとに幼児心臓内幹細胞

で増加する老化関連遺伝子、かつ差を示した

心臓特異的転写因子を抑制する転写因子を、

ヒト心臓内幹細胞の老化による役割変化の

中核遺伝子の候補として選出。αMHC プロモ

ーターに GFPレポーター遺伝子を組み込んだ

幼児心臓内幹細胞に対して、各候補に対する

siRNA を行い新生児ラット心筋細胞と供培養

により GFP が発現する候補を同定する。 

 

４．研究成果 

（１）ヒト心臓内幹細胞は新生児由来・幼児

由来に関わらず、がん細胞と比べるとテロメ

ラーゼ活性が低下していた。また新生児由来

ヒト心臓内幹細胞は幼児由来ヒト心臓内幹

細胞と比べテロメア長が長かった。以上のこ

とから、ヒト心臓内幹細胞は「前駆細胞」で

あり、生後も経時的に増殖・分化していると

考える。 

（２）αMHC プロモーターに GFP レポーター

遺伝子を導入したヒト心臓内幹細胞と新生

児ラット心筋細胞を共培養すると、新生児由

来ヒト心臓内幹細胞の方が幼児由来よりも

多く心筋様に分化していた。また Tube 

formation assay 用の gel でヒト心臓内幹細

胞を培養すると、幼児由来ヒト心臓内幹細胞

の方が新生児由来よりも多く管空を形成し

た。以上のことから新生児由来心臓内幹細胞

は心筋分化に、幼児由来ヒト心臓内幹細胞は

血管分化に容易であると考える。 

（３）上記（２）で判明したヒト心臓内幹細

胞の役割変化を担う遺伝子群を同定するた

めに DNA マイクロアレイを行った。すると新

生児由来ヒト心臓内幹細胞は発生時期に心

臓形成において重要な遺伝子群が、幼児由来

ヒト心臓内幹細胞では癌などで血管新生に

重要な遺伝子群が多く発現していた。 

（４）IGF-1R が新生児由来ヒト心臓内幹細胞

で多く発現していることを確認。新生児ヒト

心臓内幹細胞において siIGF-1R で IGF-1R を

ノックダウンすると、心筋分化効率が低下し

血管分化効率が上昇することを確認。さらに

上記（３）で認めた遺伝子群のうち、新生児

由来ヒト心臓内幹細胞において IGF-1R をノ

ックダウンすることで mRNA 発現量が変化す

る遺伝子 Tbx5 および HHIP を同定した。新生

児ヒト心臓内幹細胞において siRNA で TBX5

をノックダウンすると心筋分化効率が低下

し、HHIP をノックダウンすると血管分化効率

が増加した。 

以上のことから IGF-1R は加齢により減少

し、IGF-1R の下流に存在する Tbx5 と HHIP が

それぞれ加齢に伴う心筋分化・血管分化の効

率変化に重要な役割を果たしていることが

示された。 

本研究で用いたヒト心臓内幹細胞は、すで

に心臓再生治療における細胞移植源として臨

床試験で使用されている。そのヒト心臓内幹

細胞の加齢による役割変化を明らかにしたこ

とで、心筋分化効率効率を上げる選択肢が増

える可能性があり、心臓再生治療の臨床応用

につながるものと考える。 
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