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研究成果の概要（和文）：　本研究では、迷走神経刺激による心筋幹細胞賦活を利用した新規心血管再生治療法
の可能性を検討した。その結果、早期に介入した迷走神経刺激による急性心筋梗塞ラットの早期致死性不整脈の
抑制作用及び早期生存率の劇的改善作用、著明な抗炎症・抗心筋繊維化作用、心筋梗塞面積の縮小作用、及び心
臓リモデリングの抑制効果を明らかにした。これらの治療効果が迷走神経刺激による心筋幹細胞の増殖・分化誘
導の促進作用が関与する可能性を示唆した。これらの研究結果から迷走神経刺激による心筋幹細胞の賦活を利用
した新規心血管再生治療法は、今後臨床の急性心筋梗塞・慢性心不全治療に新たの治療効果を得られることが期
待できると予測する。

研究成果の概要（英文）： We have demonstrated that vagal stimulation (VS) prevented the cardiac 
remodeling and death in post-myocardial infarction rats. However, the precise mechanisms of cardiac 
protection by VS have not been fully elucidated. To develop a novel cardiovascular regeneration 
therapy, this study examined that effects of VS on cardiovascular regeneration and cardiac 
remodeling in acute myocardial infarction (AMI)rats. We investigated that VS promotes cardiovascular
 regerertion  through activation of endogenous cardiac stem cells (CSCs) and prevents cardiac 
remodeling and dysfunction in AMI rats. The preservation of cardiac function by VS in AMI rats may 
be mediated partly improve myocardial salvage and reduce myocardial infarct size by cardiovascular 
regeneration through activation of endogenous CSCs, suggesting that VS approach may be a novel 
cardiovascular regereration therapy for post AMI and chronic heart failure patients. 

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
急性冠疾患群の生存率の劇的改善とともに心不

全患者は増加傾向にあり、慢性心不全患者の治療

はその重要性を増している。特に、重症心不全患

者の予後は、内科的薬物療法の進歩、補助循環装

置を含めた外科的治療法の発達にもかかわらず不

良であり、２年間の生存率は約 50%とされている。

心臓移植は根治的治療であるが、心不全の患者数

の多さや高齢化に伴う患者数の増加を考えると、

心臓ドナー数の不足は明白であり、心移植に代わ

る画期的な新しい治療法の確立は急務である。 

近年、再生医療は機能不全に至った臓器に対す

る新しい根治療法としてあらゆる臓器で研究され

ている。心臓においても、胚性幹細胞、骨髄間葉

系幹細胞・造血幹細胞・骨格筋芽細胞などの組織

幹細胞、心臓幹細胞、iPS 細胞による再生医療が

意欲的に研究されており、一部の組織幹細胞によ

る細胞移植治療では臨床応用も進みつつある。し

かしながら、機序に不明な点が多いこと、必ずし

も治療効果が一定でないこと、胚性幹細胞に関す

る倫理面での問題、副作用としての不整脈発生の

可能性など解決すべき問題は多い。また、移植細

胞の生着率はきわめて低く、大多数の細胞は数時

間単位で局所より消失し、十分な量の心筋と血管

細胞を再生する方法は確立されていない。最近の

自家骨髄間葉系幹細胞の移植治療の臨床治験と自

家心臓幹細胞の移植治療の臨床治験の結果も、こ

れらの細胞移植治療の安全性と可能性を示してい

るが、治療効果が十分ではないことを示唆してい

る。再生医療の最先端治療法として、iPS 細胞か

ら得られた心筋細胞シートによる治療も報告され

ているが、その効果と長期安全性については引き

続き慎重に検討すべきである。 

近年の研究により、長い間終末分化型の臓器と

見られた心臓にごくわずかながら自己増殖能をも

った心筋幹/前駆体細胞が存在し、心筋梗塞や心不

全の病態において心筋細胞の自己複製を行ってい

ることが確認され、心筋幹/前駆体細胞による再生

療法が注目されている。特に、最新の研究により、

哺乳類がこれまで考えられていたよりも高い再生

能力を保持していることが示唆された。安全性お

よび倫理的観点からは、再生医療の手段として内

在性幹細胞を賦活化して失われた機能を再生させ

ることが理想的である。しかしながら、この内在

性心筋幹細胞の絶対数、増殖能力、分化効率は低

く、これらの内在性心筋幹細胞をいかに増殖・分

化させるかが大きな課題となっている。現在、心

筋局所・冠動脈に様々な成長因子を注入する方法

や甲状腺ホルモンの増加等で内在性心筋幹細胞の

増殖能力と分化効率を増加させるが心筋再生能力

は依然として低く、心機能改善までの心臓修復に

は届いていないのが現状である。 

一方、これまでの臨床及び基礎研究の結果から、

進行する心不全は心臓だけの異常ではなく、循環

調節系の異常に伴う迷走神経活動の低下や交感神

経活動の亢進が心不全の予後を規定する重要な因

子であることが明らかとなっている。研究代表者

らの研究グループでは、異常な循環調節系に人工

的に介入することで心不全の進行や重症化を阻止

する治療方法を開発してきた。これまでに、急性

心筋梗塞ラットでの迷走神経刺激による著明な抗

不整脈効果や、慢性心不全ラットモデルにおいて

迷走神経刺激によって心臓リモデリングの進展が

抑制され、治療開始 20 週後の生存率が 50％から

86％に劇的に改善することを報告した。最近、研

究代表者らは重症心不全ラットにアセチルコリン

エステラーゼ阻害薬（ドネペジル）を経口投与し

て、薬理的に迷走神経刺激状態を作る治療実験を

行った。その結果、ドネペジル投与によって心臓

リモデリングが抑制され、長期生存率が著明に改

善することを報告した。この成績は、同じ重症心

不全ラットにおいて現在臨床で標準的薬物療法と

して用いられているβ遮断薬、アンジオテンシン

変換酵素阻害薬/アンジオテンシン II 受容体拮抗

薬投与による予後改善効果を著明に上回るもので

あった。これらの治療効果の機序として、迷走神

経刺激による心負荷の軽減以外に、迷走神経刺激

による心血管新生作用や抗アポトーシス効果、ギ

ャップ結合のリモデリング抑制作用の関与が推測

されているが、詳細は不明である。一方、最近の



研究によって、副交感神経系は、様々な病態にお

いて免疫・炎症反応の調節に重要な役割を果たす

ことや、肝臓・肺・脳神経などではムスカリン受

容体を介して PI3K-Akt 経路を活性化させ幹/前駆

体細胞の増殖に関与していることが報告されてい

る。また、PI3K-Akt 経路の活性化が心臓において

も心筋幹/前駆体細胞の増殖や分化に重要な役割

を果たすことが明らかとなって来ている。 

これらの背景から、我々は、迷走神経刺激によ

る心筋梗塞・心不全治療効果に PI3K-Akt 経路の活

性化による内在性心筋再生が関与しているのでは

ないかと着想した。 

２．研究の目的 
本研究では、心筋梗塞・心不全の新しい治療法と

して、自律神経系への介入による生体内在性再生

能力の賦活化を利用した心血管再生治療法を確立

するために、心筋梗塞・虚血性心疾患病態モデル

において、迷走神経刺激による内在性心筋幹／前

駆体細胞の増殖・分化誘導に対する影響を中心に、

抗炎症・抗アポトーシス効果、心臓リモデリング、

長期生存率等におよぼす影響を詳細に検討するこ

とによって、迷走神経刺激による心血管再生と治

療効果との関係を明確に評価する。最終的には、

臨床応用を目指して、大動物の虚血再灌流モデル

において最適な迷走神経刺激方法を検討し、他の

治療法との組み合わせによる新規心血管再生治療

法を開発する。 
３．研究の方法 
（１）8 週令のオス SD ラットを用いた。1.5％ハ

ロセン麻酔下に、ラットの腹部皮下に心電図テレ

メトリ装置を植え込み、頚部右迷走神経に自作し

たステンレスワイヤ電極を装着して植込み式遠隔

制御刺激装置と接続し、PC制御による迷走神経刺

激を可能にした。1 週間後麻酔下に、増殖した細

胞の BrdU ラベル化のために、背中に osmotic 

minipumpを埋め込んでBrdUを持続投与した(10μ

ｇ/day/g)。その後開胸し、左冠状動脈を結紮して

急性心筋梗塞を作成した。迷走神経刺激治療群

（VS）と非治療群（SS）に無作為に振り分けて、

迷走神経刺激治療を心筋梗塞作成１時間後から 4

週間行った。迷走神経の電気刺激方法は、PC 制御

により１分間に 10 秒のみの間欠刺激で平均心拍

数を 10～20％低下させるように設定した（0.1～

0.13mA、パルス幅 0.2ms、刺激頻度 20Hz）。治療を

行う 4 週間の間、連続的に計測した心拍数と不整

脈の発生頻度を 2 群間で比較検討する。また、心

筋梗塞作成前、心筋梗塞3日後、心筋梗塞14日後、

治療終了後に心エコー検査を行い、心機能を経時

的に測定し、2群間で比較検討する。4週間の治療

終了後、1.5％ハロセン麻酔下に、心臓カテーテル

検査を行い、左心室圧、右房圧、心拍出量を測定

する。また、コンダクタンス法による左心室容積

計測と左心室圧計測を同時に行い、下大静脈に挿

入したバルーンカテによって心臓前負荷を変化さ

せ、左心室エラスタンスを評価する。ラットを安

楽死させる前に採血し、血中の脳性ナトリウムペ

プチド（BNP）,カテコラミン等の神経液性因子の

分析を行う。安楽死後に心臓を摘出し、心臓重量

を測定する。以上の結果から迷走神経刺激による

心臓リモデリング・心機能に及ぼす効果を評価す

る。また、日常計測した心拍数と心電図の分析よ

り不整脈の発生頻度も評価した。 

（２）マッソン・トリクローム染色により心筋梗

塞巣の大きさを評価し、定量的に心筋繊維化評価

を行う。一部のラットでは、経時的心筋変化を評

価するために、迷走神経刺激治療群と非治療群で、

8時間・3日・4週間に、ラットの心臓を直接固定

して、心筋幹/前駆体細胞の増殖、心筋細胞や血管

構成細胞への分化誘導を評価する。免疫組織化学

的方法により、心筋幹/前駆体細胞表面抗原

（c-kit）、心筋・血管細胞の初期転写因子、心筋

および血管特異的蛋白を染色し、BrdU-banding さ

れた細胞および Ki67 陽性細胞を同定する。さらに、

RT-PCR で心筋内の心血管初期転写因子の mRNA の

レベルを検討する。また、PI3K 活性，Akt やリン

酸化 Akt の測定により、迷走神経刺激による PI3K

―Akt 経路の活性化について検討する。 

一方、心筋組織内の TNF-a, IL-6, MIP の測定結

果 か ら 心 筋 局 所 の 炎 症 反 応 を 評 価 し 、

p53,Caspase-3 及び TUNEL 法の定性定量結果より

心筋のアポトーシスを評価する。 



そして、in vitro の研究では、成熟ラット心臓

から細胞表面抗原 c-kit 陽性細胞(CSCs)を抽出・

培養する。迷走神経終末から放出されるアセチル

コリン（ACh）が心筋幹細胞の増殖･分化に及ぼす

影響を明らかにするために、培養液に ACh を加え、

その影響を検討する。また、回収した培養液の

TNF-α,IL-6 や MIP の測定結果から ACh 刺激によ

る抗炎症作用を評価する。 

４．研究成果 

(1)心筋梗塞後早期から開始した迷走神経刺激の

慢性電気刺激は 24 時間以内の心筋梗塞ラットの

致死性不整脈の発生頻度を抑制し、心筋梗塞ラッ

トの 24 時間以内の死亡率を有意に低下させた。こ

れらの心保護作用で 4週間後、心筋梗塞面積・心

臓リモデリング・心機能の各指標は VS 群で有意に

改善することが明らかになった（下図）。また、

VS 群では SS群に比べて、心不全の重症度を反映

する血中ノルエピネフリンと BNP も有意に低かさ

せた。また心筋組織内の MIP-2 を有意に低下する

ことから、迷走神経刺激による抗炎症作用も示し

た。 

 

(2)迷走神経刺激は心臓内の血管新生を促進し、心

筋の繊維化を有意に抑制した。さらに、迷走神経

刺激による内因性心筋幹／前駆細胞（c-kit+）の

増加が示され、また c-kit+の細胞のアポト-シス

を有意に抑制し、時間とともに、Connexin 43 の

mRNA の発現を有意に増加した（下図）。以上の結

果から、心筋梗塞後迷走神経刺激による治療効果

に、迷走神経刺激による内因性心血管再生が関与

する可能性が示唆された。今後、心筋幹／前駆細

胞の培養細胞実験によって、迷走神経刺激による

心血管再生の機序をより詳細に明らかにし、迷走

神経刺激による心血管再生療法の基盤を確立する

予定である。 
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