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研究成果の概要（和文）：c-kit 陽性ヒト心臓幹細胞(CSC)を用いた国内での臨床試験実施を見

据えて、成人・小児の開心術で切離される心臓組織片より小細胞分画を単離し、c-kit 陽性 CSC
を抽出することに成功し、安定した培養システムを確立した。また、c-kit に対する免疫染色に

よって細胞選別の特異性を確認した他、細胞の倍加時間、BrdU 陽性率、クローン生成能など

の生物学的性質を探究した。これらが各種の臨床データとどのように相関するかを引き続き検

討している。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to prepare for a potential domestic clinical trial, adult and 
pediatric heart tissues resected during cardiac surgeries were obtained. I have succeeded in 
reproducing the methods to isolate and culture c-kit-positive human cardiac stem cells. 
Additionally, immunostaining against c-kit was carried out to confirm the specificity of the 
sorting procedure. Moreover, population doubling time, BrdU positivity, clonogenicity of the 
stem cells were examined. These data are compared with clinical information to retrieve 
correlations. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年まで、心臓は終末分化臓器とみなされ、
個々の心筋細胞は生後間もなく増殖能力を
失い、収縮を繰り返しつつ個体の死まで生き
続けると信じられて来た。この考えに拠れば
壊死心筋などは置き換えられず、薬物治療等
で心機能が維持できなければ、補助人工心臓
や心臓移植が残された治療手段とみなされ

る。しかし脳死ドナーの不足、移植後の拒絶
反応、免疫抑制剤による副作用、医療費の増
加など、多くの問題を抱えている。 
 2003 年、ラット成体の心臓に組織幹細胞、
即ち心臓幹細胞(Cardiac Stem Cell; CSC)が
存在することが示された。CSC は幹細胞因子
の受容体 c-kit を発現し、心筋・血管平滑筋・
血管内皮・線維芽細胞に分化する。CSC を急
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性心筋梗塞の境界領域に移植すると、心筋・
血管が再生され心機能が改善した。 
 ヒト心臓において、CSC は心臓ニッチに格
納され、組織の需要に応じ分裂・分化してニ
ッチを離れ、心臓の恒常性を維持している。
ヒト CSC を免疫抑制状態のマウスやラット
の急性心筋梗塞の境界領域に注入すると、心
筋や血管が再生され心機能が改善した。その
後、ブタを用いた前臨床試験を経て 2009 年、
ヒト CSC を用いた世界初の第Ｉ相臨床試験
を始動した。この SCIPIO 試験は陳旧性心筋
梗塞患者で冠動脈バイパス(CABG)手術を受
ける者を対象とし、手術 4 ヶ月後に細胞治療
を行い、2 年間追跡する。まだ症例数は限ら
れているものの、治療群の 4 ヶ月毎の左室駆
出率は着実に改善し、CSC 注入に伴う有害事
象も認められなかった。 
 
２．研究の目的 
 近い将来、日本で c-kit 陽性ヒト CSC の自
家移植による心不全治療を実現するため、開
心術で体外に切離される組織片を用い、東海
大学において CSC の単離・培養法を確立す
ることを主たる目的とした。それに付随して、
患者の年齢・性別・基礎心疾患・罹患期間・
組織の採取部位といった臨床データと、得ら
れた CSC の増殖能やアポトーシスの割合と
に相関が見られるか検討することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 成人及び小児の開心修復手術に伴って必
然的に体外に切り離される心臓組織片を生
体材料として譲り受ける。組織を細切した後、
コラゲナーゼ溶液中で処理して単離された
小細胞分画を、約 2～3週間かけて前培養す
る。続いて、ヒト c-kitに対する抗体とマグ
ネティック・ビーズを用いて CSCを選別し培
養する。蛍光免疫細胞染色により、c-kit陽
性細胞の割合を調べ、細胞選別の特異度を検
討する。 
 心臓組織片からの CSCの単離・培養のプロ
セスが確立された時点で、来たるべき臨床試
験で用いることが予想される約 5継代目の細
胞を用いて、細胞増殖能を検討する。具体的
には、培養 CSC数の定期的な計測による細胞
倍加時間の測定と、BrdUの短期投与とその染
色を行う。これらの結果が、臨床情報(年齢・
性別・基礎心疾患と罹患期間・組織採取部位
等)とどのように相関するかを解析する。 
 
４．研究成果 
 c-kit 陽性ヒト心臓幹細胞(CSC)を用いた
国内での臨床試験実施を見据えて、榊原記念
病院より、成人約 20 例・小児 2 例の開心術
で切離された心臓組織片を得た。当初、小細
胞の培養過程が難航したが、組織の処理の仕

方を調整し、解決した。単離された小細胞分
画から c-kit陽性 CSCを抽出することに成功
し、安定した培養システムを確立した。 

 また、c-kit に対する免疫染色によって細
胞選別の特異性を確認した（図）他、細胞の
倍加時間、BrdU陽性率、クローン生成能など
の生物学的性質を探究した。これらのデータ
については、依然安定した値を得るに到って
いないが、解析結果が各種の臨床データとど
のように相関するかを引き続き検討してい
る。 
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