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研究成果の概要（和文）：心不全を作製した大動物（成ヤギ）に連続流ポンプを用いて左

心補助循環を行い、同時に心筋の収縮力を増強させる作用のある遺伝子（SERCA2a）
を遺伝子導入して、心機能回復効果を検討した。補助循環では、連続流の回転数を心拍

に同期させて変動することで効果的に心機能を回復させ得ることがわかった。さらに遺

伝子治療を追加することで心筋の収縮力を向上させ得ることが明らかになり、補助循環

と心筋再生療法の併用による相乗効果で、心移植が必要な患者にも心機能の改善を期待

出来る可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We created a heart failure model of large animals (adult goats), 
conducted a continuous flow left ventricular assist circulation, transferred SERCA2a gene, 
which can increase the myocardial contractility, and investigated whether this hybrid 
therapy could improve and recover the cardiac function. In terms of assist circulation, 
a synchronized alteration of rotational speed of a continuous flow pump was effective 
to accelerate the myocardial recovery. Additional gene therapy could increase the 
myocardial contractility. The synergistic effect of ventricular assist and myocardial 
regenerative medicine showed the potential to improve prognosis of heart failure 
patients such as heart transplant candidates.  
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１．研究開始当初の背景
我が国では脳死移植の再開後、重症心不全

患者に対して心臓移植までのブリッジとし
て補助循環療法を用いる患者が増加してお
り、心臓移植待機患者の内、補助循環施行患

者の占める割合は諸外国に比べ非常に高く、
レシピエントの大部分（80%以上）が補助循
環施行中の患者で占める現状となっている。
しかし、ドナー不足による移植症例数の伸び
悩みは深刻であり、補助循環施行下の移植待
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機患者に対し移植以外の方策を見つけるこ
とが急務となっている。
補助人工心臓装着患者の転帰としては、心

臓 移 植 を 受 け る か (Bridge to 
transplantation)、半永久的に補助人工心臓
で サ ポ ー ト を 受 け る か  (Destination 
therapy)、補助中に、自己心が自然回復し、
補 助 循 環 か ら 離 脱 す る か  (Bridge to 
recovery) の 3 点が考えられるが、患者の予
後を改善するためには、デバイスの長期信頼
性を向上するか、心機能を回復させ補助循環
から離脱させることが必要である。
しかし、補助人工心臓単独による負荷軽減

効果のみでは、離脱可能となる例は少なく、
心筋への再生療法などを積極的に併用して
心機能を回復させる必要がある。一方、心臓
への再生医療に関しては、骨髄幹細胞や骨格
筋芽細胞の心筋への移植や、血管新生因子や
心筋収縮関連蛋白の遺伝子導入が試みられ
ているが未だ十分な効果を上げているとは
言えない。補助循環を要するような重症心不
全に対しても十分効果があるかどうかを、詳
細に検討する必要がある。

２．研究の目的
本研究の目的は、補助循環を要する心移植

待機患者に積極的に心筋再生療法を併用し、
補助循環からの離脱率を向上するために、臨
床応用を想定した動物実験にて実現可能で
有効な治療法を開発することである。

３．研究の方法
(1)	
 心筋再生療法の検討その 1：遺伝子導

入効率向上のためのベクターの検討と心筋
への遺伝子デリバリー法の評価	
 
① 遺伝子導入による心筋再生療法で、重

症不全心に十分に心機能改善効果が見込ま
れる方法を検索するため、小動物（ラット）
を用いて、新規開発したウイルスを用いない
カチオン性合成ベクター（スターベクター）
の遺伝子の至適混合比と、何分枝のベクター
が最も有効であるかを比較検討した。Wistar
系雄ラット 16 匹を用い、2、4、6 分枝の当ベ
クターとラックＺマーカー遺伝子を組み込
んだプラスミドを 1-40 倍の比で混合し、開
胸下で心筋直接注入法により遺伝子導入し、
３日目に心筋を摘出し染色後観察した。対照
として市販のベクターを用いた群、プラスミ
ド遺伝子のみを注入した群と比較した。また、
デリバリー法を、大肺動、肺動脈を遮断中に
経冠動脈的に注入する cross	
 clamping 法に
て導入し、心筋直接注入法と比較した。	
 	
 
② Non-viral	
 vector および Adenovirus

vector を用いた心筋への遺伝子導入効率を
比較検討した。新規開発したウイルスを用い
ないカチオン性合成ベクター（スターベクタ
ー）の心臓への in	
 vivo 遺伝子導入効率を評

価するため、当ベクターとラックＺマーカー
遺伝子を組み込んだプラスミドを混合し、ラ
ットに開胸下で心筋に直接注入法による冠
動脈内注入により遺伝子導入し、３日目に心
筋を摘出し染色後観察した。また、通常心筋
への遺伝子導入効率が高いとされている
Adenovirus	
 vectorを用いたものと比較した。	
 
(2)	
 補助循環療法の検討その１：大動物心

不全モデルでの定常流型補助人工心臓装着
下遺伝子導入の効果の検討	
 	
 
冠動脈へのマイクロソフェア注入による

微小塞栓とラピッドペーシングを併用して、
４週後に心機能を測定し、心不全の程度を評
価した。近年臨床で主流である定常流ポンプ
を用いた左心補助循環大動物モデルの確立
に着手した。成山羊に対して手術的に遠心ポ
ンプと左室心尖脱血、下行大動脈送血による
左心補助循環を作成した。	
 
(3)	
 心筋再生療法の検討その２：心不全モ

デルでの遺伝子導入の効果の検討	
 
① SERCA2a 遺伝子導入による心臓の機械

的仕事およびエネルギー効率の評価	
 
心筋再生療法のうち、SERCA2a 遺伝子導入

による心機能の回復について評価した。	
 
ラットに全身麻酔後気管内挿管による人

工呼吸下腹部大動脈－下大静脈シャントを
作成し容量負荷による拡張型心不全モデル
を作成する。３ヶ月後に SERCA2a	
 遺伝子	
 を、
合成ベクターまたはアデノウィルスベクタ
ーを用いて経冠動脈的に心筋内に遺伝子導
入した(SERCA2a 群)。他に無治療対照群を設
けた。１週間後に心筋を摘出し血液交叉灌流
法を用いて、全心臓の機械的仕事とエネルギ
ー効率の観点から詳細に検討した。	
 	
 
② 大動物心不全モデルでの補助循環下遺

伝子治療法の効果の検討	
 
全身麻酔下、右頸動脈よりカテーテルを挿

入し、透視下に左冠動脈前下行枝内にマイク
ロスフェア（粒子径は 50	
 μm）を注入（LCX
が見えず Dx1 が見える位置）し、微小梗塞を
びまん性に作成した。同時に右室ペーシング
カテを留置し、２日後よりラピッドペーシン
グ（200-220	
 bpm）を追加して、安定した慢
性心不全モデルを作成した。全身麻酔下左開
胸下で拍動型補助人工心臓を装着し、同時に
心筋に SERCA2a を遺伝子導入した。補助循環
のみで、遺伝子導入しない対照群と比較した。	
 
(4)	
 補助循環療法の検討その２：大動物心

不全モデルでの連続流型補助人工心臓装着
による心筋再生効果の検討	
 
近年、臨床で主流の連続流型の補助人工心

臓で循環補助を施行することで、心筋再生効
果がどれだけ見込めるかを評価した。まず心
不全作成のため、全身麻酔下、透視下にカテ
ーテル的に左冠動脈前下行枝内にマイクロ
スフェアを注入し、微小梗塞をびまん性に作
成した。同時に右室ペーシングカテを留置し、



ラピッドペーシング（200-220	
 bpm）を追加
して、安定した慢性心不全モデルを作成した。
次に補助循環として、連続流型補助人工心臓
を装着し、補助循環のみで、経時的な局所心
機能の改善効果を評価した。4週間後犠牲死
させ、心筋の組織学的検討を行ない、心筋再
生療法の有効性を評価した。	
 
(5)	
 併用療法の検討：補助人工心臓装着、

再生療法併用下での心機能回復効果の検討	
 
成ヤギに対し、4）で述べた方法で心不全

を作成し、定常流ポンプ（遠心または軸流ポ
ンプ）を用いて補助循環を行い、同時に心筋
に SERCA2a を遺伝子導入して、経時的な心機
能の改善効果と心筋の組織学的検討を行な
い、補助人工心臓単独の場合と比較した。	
 

４．研究成果	
 
(1)	
 心筋再生療法の検討その 1：遺伝子導

入効率向上のためのベクターの検討と心筋
への遺伝子デリバリー法の評価	
 
① 開発したベクターを用いた群は他の２

群に比べて心筋が濃染されており、中でも混
合比 20 倍の６分枝が最も in	
 vivo での心筋
への遺伝子導入効率が高いことがわかった。
また、デリバリー法を大動脈と肺動脈を遮断
中に経冠動脈的に注入する cross	
 clamping
法にて導入したところ、同法の方が心筋の広
範囲に導入可能であった。以上より開発した
ベクターは、６分枝で遺伝子混合比 20 倍の
条件で心筋への in	
 vivo 遺伝子導入が最も有
効となり経冠動脈的なデリバリー法が効果
的で有るとことが示された。	
 
② Non-viral	
 vector および Adenovirus

vector を用いた心筋への遺伝子導入効率	
 
開発したベクターを用いた群は心筋が濃

染されており、Adenovirus	
 vector を用いた
群と比べても少し落ちる程度であり、心筋へ
の遺伝子導入効率が高いことがわかった。以
上より開発したベクターは、心筋へのin	
 vivo
遺伝子導入に有効なベクターとなる可能性
が示された。また、遺伝子導入により産生さ
れる SERCA2a 蛋白の発現をウエスタンブロッ
ト法で調べたところ、通常より約 1.5 倍の蛋
白産生を認めた。以上より開発したベクター
は、目的の SERCA2a 蛋白を心筋で有効に発現
させられることが示された。	
 
(2)	
 補助循環療法の検討その１：大動物心

不全モデルでの定常流型補助人工心臓装着
下遺伝子導入の効果の検討	
 	
 
４週後の心機能測定で、心拍出量の低下し

た心不全状態の作成に成功した。このモデル
に定常流ポンプを用いた左心補助循環を施
行し、４−８週間の心不全慢性実験が可能で
あることが示された。	
 
(3)	
 心筋再生療法の検討その２：心不全モ

デルでの遺伝子導入の効果の検討	
 
① SERCA2a 遺伝子導入による心臓の機械

的仕事およびエネルギー効率の評価	
 
心不全ラットへの SERCA2a 遺伝子導入実

験で、左室圧、左室圧容量曲線、収縮性の酸
素コスト等は、SERCA2a 遺伝子導入群がコン
トロール群に比して有意に改善した。	
 
② 大動物心不全モデルでの補助循環下遺

伝子治療法の効果の検討	
 
4 週間後犠牲死させ、経時的な局所心機能

の改善効果と遺伝子導入された心筋の組織
学的検討を行ない、遺伝子導入を併用した群
が遺伝子導入を行わない群に比べ心筋能が
回復する傾向にあった。	
 
(4)	
 補助循環療法の検討その２：大動物心

不全モデルでの連続流型補助人工心臓装着
による心筋再生効果の検討	
 
連続流型の補助人工心臓による循環補助

では、連続流の回転数を心拍に同期させて変
動することで、心負荷低減効果を増加（拡張
期補助）させたり、離脱トレーニング（収縮
期補助）をさせたりすることが出来、心筋再
生効果を向上させることが明らかになった。	
 
(5)	
 併用療法の検討：補助人工心臓装着、

再生療法併用下での心機能回復効果の検討	
 
4 週間後犠牲死させ、経時的な局所心機能

の改善効果と遺伝子導入された心筋の組織
学的検討を行ない、遺伝子導入を併用した群
が補助人工心臓単独群に比べ心機能が回復
する傾向にあった。	
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