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研究成果の概要（和文）：　本研究期間内に、我々は新生心筋細胞を同定できるα-MHC MerCreMer/CAG-CAT-LacZマウ
スを用いて、心筋梗塞後の新生心筋細胞の一部は、細胞周期に入った内在性心筋幹/前駆細胞に由来する事を明らかし
た。また、自己組織化ナノペプチド内で心筋前駆細胞を培養したグラフトを作成し、心筋梗塞後にα-MHCMerCreMer/CA
G-CAT-LacZマウスに移植した。その結果、移植群において、心筋新生効果が高かった。次に、心筋組織切片からレーザ
ーマイクロダイセクションにより心筋組織を採取し、LC-MS/MSを行い、心筋前駆細胞グラフト移植群で特異的に発現す
るいくつかのタンパクを同定した。

研究成果の概要（英文）：We generated alpha-MHCMerCreMer/CAG-CAT-LacZ mice to detect newly formed cardiomyo
cytes after myocardial infarction. We found that some of the new cardiomyocytes are derived from cardiac s
tem/progenitor cells after entering the cell cycle. Next we produced a three-dimensional thick scaffold, i
n which cardiac progenitor cells (CPC) were cultivated in combination with self-assembling peptide and tra
nsplanted CPC-scaffold on the surface of myocardial infarction area of alpha-MHCMerCreMer/CAG-CAT-LacZ mic
e. Transplantation of CPC-scaffold enhanced the formation of new cardiomyocytes. We dissected heart tissue
 sections by using a laser micro dissection system and then identified several proteins, which expressed e
xclusively in the transplanted heart. 
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１．研究開始当初の背景 
 重症心不全の生存率は3年で約30％とその
予後は極めて不良であり、心疾患は日本人の
死亡原因の第 2位を占めている。幹細胞を用
いた再生治療は国内外を問わず新しい治療
法として脚光を浴びており、特に、骨髄細胞、
間葉系幹細胞、胚性幹(ES)細胞や誘導型万能
(iPS)細胞は細胞移植治療の細胞ソースとし
て期待されている。しかし、近年の体性組織
幹細胞による細胞移植治療の臨床試験では、
心機能改善効果は報告間で一致を見なかっ
た (N Engl J Med. 355:1274-7 2006, 
Circulation 117:1189-200 2008)。また、ES
細胞や iPS細胞は残存する未分化細胞の残存、
遺伝子導入を必要とする点など臨床応用に
は改善点がある。 
 申請者は、心筋細胞の分化機序を解明する
ために心筋に内在する幹/前駆細胞に着目し、
Stem cell antigen-1(Sca-1)陽性細胞および
心臓 Side Population(SP)細胞を単離し、オ
キシトシンにより自律拍動する心筋細胞に
分化させることに成功した（J Biol Chem 279: 
11384-91 2004,J Cell Biol 176:329-41 2007）。
また、申請者は Sca-1 陽性心筋前駆細胞を移
植すると、他の組織幹細胞を移植した場合に
比較して優れた梗塞範囲縮小効果を有し、そ
の機序として移植された心筋幹/前駆細胞の
心筋組織への分化と、VCAM-1 や VEGF などの
パラクライン因子による血管新生や抗アポ
トーシス作用が重要であることを明らかに
した（J Clin Invest 119: 2204-2217 2009, 
J Mol Cell Cardiol 49:972-83 2010）。しか
し、健常および病的心臓において内在性心筋
幹/前駆細胞から新生心筋細胞へ分化する動
態を評価する方法は確立されておらず不明
である。本研究テーマは、成体心臓の内在性
心筋幹/前駆細胞の in vivo における増殖・
分化の系譜を可視化して評価する点で独創
的な研究である。本研究により、細胞移植に
より腑活化された内在性心筋幹/前駆細胞由
来の新生心筋と、そのniche構造を特定でき、
移植組織レベルでの遺伝子発現を解析する
ことにより、心筋幹/前駆細胞の増殖・分化
に必要な分子を同定できる。本研究の成果は、
内在性心筋幹/前駆細胞分化誘導因子による
新しい心筋再生治療法の確立の端緒となる。 
 
２．研究の目的 
 重症心不全に対する細胞移植治療が注目
されているが、移植効果に内在性心筋幹/前
駆細胞由来の新生心筋がどれほど寄与して
いるかは不明である。本研究では、1）遺伝
子改変マウスと核酸類似体による幹細胞標
識法を用いて、内在性心筋幹/前駆細胞が増
殖して成熟した心筋細胞へ分化する動態を
評価する方法を確立する。次に、2）心筋梗
塞モデルマウスを用いて、細胞移植が実際に
内在性心筋幹/前駆細胞由来の心筋新生を促
進するか評価し、最後に、3）心筋新生を促
進する移植細胞由来のパラクリン因子と、新

生心筋の niche 環境の key molecule を同定
することを目的とする。本研究の成果は、内
在性心筋幹/前駆細胞分化誘導因子による新
しい心筋再生治療法の確立の端緒となる。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞移植モデル 
 10-12 週令の C57/BL/6J マウスに 50mg/kg
の sodium pentobarbital を腹腔内注射して
人工呼吸器下に左前下行枝を結紮し急性心
筋梗塞モデルを作成した。細胞外マトリック
スの活性ペプチドモチーフを付与した自己
組織化ナノペプチドゲル内で心筋前駆細胞
を 4週間三次元長期培養し、安定した心筋前
駆細胞移植床を作成し、心膜腔内に移植した。 
 
（2）遺伝子改変マウス 
 αミオシン重鎖プロモータータモキシフ
ェン誘導 Cre リコンビナーゼ発現マウス
（Circ Res 89; 20-25: 2001）と CAG-CAT-LacZ
マウス（Biochem Biophys Res Commun 237; 
318-324: 1997 ） を 交 配 し て α -MHC 
MerCreMer/CAG-CAT-LacZ マウスを作成した。
戻し交配によりマウスの遺伝子背景は
C57/BL/6J とした。 
 
（3）核酸類似体による細胞標識方法 
 BrdU または EdU (50mg/kg, i.p.) を胎生
期の細胞標識を目的として、妊娠 16-18 日の
マウスに腹腔内注射した。心筋組織の BrdU
は組織切片を 10 分間塩酸処理した後に BrdU
抗体と Mouse on Mouse Immunodetection kit 
(BMK-2200) を用いて染色した。 EdU は
Click-iT EdU Kit (Life Technologies)を用
いて検出した。 
 
（4）SP 細胞単離および免疫染色   
 マウス心臓SP細胞は既報の方法で単離した
（Methods Mol Biol. 1036;63-74: 2013）SP
細胞の免疫染色は、CytoSpin Cytocenrifuge 
(Thermo Scinetific) を用いてスライドグラ
スに接着後、4％パラフォルムアルデヒド内で
10分間固定し、 2％ロバ血清、2％牛血清アル
ブミン、0.2％Nonidet P-40 (nacalai tesque) 
を含むPBS内で30分間ブロッキング処理後に
行った。BrdU染色では標本を10分間塩酸処理
した後に行った。  
 
（5）免疫組織染色 
 新鮮凍結切片は 4％パラフォルムアルデヒ
ド内で 10 分間固定し、 2％ロバ血清、2％牛
血清アルブミン、0.2％Nonidet P-40 
(nacalai tesque) を含む PBS 内でブロッキ
ング処理を 30 分間行った後に免疫染色を行
った。βガラクトシダーゼの発現は免疫染色
後の切片を、Xgal 染色液（TaKaRa）、5mmol/L 
K3Fe(CN)6、5mmol/L K4Fe(CN)6 、2mmol/L MgCl2、
0.01% sodium deoxycholate、0.01% NP40、
20mmo/L Tris- HCl (pH7.3)を含む PBS 内で
20 時間 37℃の条件下で発色させた。 



 
４．研究成果 
 α-MHC-MerCreMer/CAG-LacZ トランスジェ
ニックマウスはタモキシフェン投与直後に
は alphaMHC promoter を介して、心筋細胞の
ほぼ100％にbeta-galactosidaseが発現して
X-gal 染色陽性となり、タモキシフェン投与
後に認められるX-gal染色陰性心筋細胞を新
生心筋細胞として同定できる。妊娠中の親マ
ウスに核酸類似体の BrdU を投与して仔の
alphaMHC-MerCreMer/CAG-LacZ トランスジェ
ニックマウスを標識し、12週齢でタモキシフ
ェン投与後に心筋梗塞を作成し、心筋梗塞後
にEdUを投与して細胞周期に入った細胞を標
識した。その結果、心筋梗塞境界部の新生心
筋細胞に BrdU 陽性および EdU 陽性の心筋細
胞が認められた。BrdU は細胞周期の遅い幹細
胞由来の心筋細胞に相当し、心筋梗塞後には
内在性心筋幹/前駆細胞の一部は細胞周期に
入り、心筋細胞に分化することを示唆した。 
 RGD 配列を含むペプチドにより修飾された
自己組織化ナノペプチドを用いた心筋前駆
細胞 scaffold を心筋梗塞モデルマウスの心
膜腔内に移植すると、非移植群に比較して梗
塞部位に多くの血管新生が認められた。また、
心筋前駆細胞 scaffold は移植後 4 週間後ま
でに分解されるが、移植された red 
fluorescent protein 陽性心筋前駆細胞の生
着 が 確 認 さ れ た 。 次 に
alphaMHC-MerCreMer/CAG-LacZ トランスジェ
ニックマウスにタモキシフェン投与後に心
筋梗塞を作成し、心筋前駆細胞 scaffold を
移植した群と非移植群作成で新生心筋数を
定量化したところ、細胞移植群では心筋新生
が促進された。 
 心筋前駆細胞グラフト移植4週間後に心筋
組織切片を作成してX-gal染色により心筋新
生効果を評価し、非移植対照群に比較して心
筋新生効果が高い部位を確認した。次に、心
筋前駆細胞グラフト移植群と非移植群の心
筋組織切片からレーザーマイクロダイセク
ションにより心筋組織を採取した。採取した
心筋組織をサンプル調整し、LC-MS/MS（ショ
ットガン分析）を行い、測定データを解析し
て心筋前駆細胞グラフト移植群と非移植群
で同定した蛋白を比較検討した。心筋前駆細
胞グラフト移植群でのみ同定された蛋白に
は、代謝関連酵素、膜表面蛋白、細胞骨格関
連蛋白が含まれていた。 
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