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は し淋き

東京女子医科大学心臓血管外科 黒澤博身

現在、 虚
血性心筋症や拡張型心筋症カ§原因となる末期重症心不全

患 者 に対 して の治 療法 と して人 工心 臓、 心臓 移植カ
ミ挙 げられ る。 し

か し、 人 工心臓 は 半永 久的 で はなく、 ま た、 心臓 移植 は確 実 な治 療

効 果カ§期 待 でき る 治療 法 だが、 免 疫応 答 の問 題、 わカ
ミ国 にお いて は

深刻な ドナー不足からそれらの適応淋制限されているのカミ現状であ

る
、

近 年、
「再 生 医 療」 と い う 言 葉 が 紙面 で多く 取 り 上げ られて い る。

実際の医療現場においても各科で盛んに応用 され、 この分野の研究

は今 ま さに 目進月 歩 で ある。 また、 急性 心筋 梗塞、 閉 塞性 動脈 硬 化

症に対して骨髄幹細胞を用 いた再生医療の有効性カミ報告されている。

しか し、 そ の多く の 主た る要 因 は血管 新生 で あり、 心 筋細 胞自 身 に

障害を有する心筋症が原因となる重症心不全に対しては現在、 未魚

数 である。 自 己 の持 つ修 復機 能 を利 用 した こ れ らの 新 しい 医療 は、

患 者本人 に 対す る侵 襲、 安 全性 だけ でなく、 この行 き 詰っ た医 療 経

済へ のブ レイク ス ルー と して も注貝 されて いる。

２００３ 年 に米国 の Ｓｈｖ鮒ａｖａ 博 士らの グルー プを 研 究翁擾者 の松

岡らのグループによって ＧＡＴＡ４ 遺伝子に変異添あるを心申隔欠損

を は じめ と す る様 々 な 心 疾 患 が 引 き 起 こ さ ね る か 報 告 さ れ た

（Ｎａｔｕκｅ ４２丞：４４３４４７．
２００３）。

こ の こ と ほ 紀 恥 に お い て も ＧＡ理胤遜

の機能低下淋心筋細胞の分化および遊走に巽鴬をき危す事を示唆し

て い る
。

ＧＡＴＡ４ は ｚｉｎｃ 五ｎｇｅκ を介 して標 的遺俵 予の プロモ ーター領 壌に



あ る 結 合 配 列（ＡｌＴＧＡＴ～ＶＧ）に 結 合 し 転 写 活 性 を 示 す。

ＣＳＸ／ＮＫ丞２．５
と の ｐｒｏｔｅｉｎ Ｗ ｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ を 介 し て 心 筋 特 異 的

遺伝子である心房性ナ トリウム利尿ペプチ ド（ＡＮＰ）やミオシン、アク

チ ン、 イ オ ンチャネ ル、 コネ キ シンな ど心筋 特異 的蛋 自 群の 遺伝 子

の 転写 を強カ に活性 化す るカミ、 ＣＳＸ／ＮＫＸ２．５ 遺伝 子の プロ モータ ー

領 域に も ＧＡπＡ 結合 配列カミ存在 し、ＣＳＸ／ＮＫＸ２．５ の転 写に も関与 し

て いる と考 完られる。 ま た、ＮＥ－ＡＴ３ と ＧＡＴ幽 と の結 合に よりミ オ

シン重鎖な どの心筋収縮タンパクの発現が活性化する事も魚られて

い る。

心臓系譜に関与する転写因子の一つとして 赫Ｃ 航ｇｅｒ ｍＯ雌 を持

つ ＧＡ眺 ファ ミリ ー添 知ら れている。 脊権 動物 にお いて ＧＡ 跳４，

Ｇ蛆 Ａ５， Ｇ 細Ａ６ か心 臓 で発 現 している。 そ の申の 一つ、 Ｇａぬ４ は

Ｃｓｘ／Ｎｋｘ２．５ と同様 にマ ウス 胎生 ７．５ 目 から心 臓予 定領域 に発 現 し、

成体期までその発現は続く。培養紬胞での ＧＡＴＡ４の発現を阻止する

と 心筋形 成淋 阻害 され る。 ま た、 Ｇ乱協４ 欠損 マ ウス は、 心 筋分化 は

正 常で あるが、 左 宥の 心臓原 基カ
ミ正 中線 で融合 できず、１ｉｎｅａ莇ｅ鮒ｔ

ｔ曲ｅか形成されずに胎生致死となる。 これらの結果から ＧＡ眺４ は

心筋細胞分化誘導だけでなく 心筋細胞の遊走にも関与 していること

が 示唆 される、

そこで、 我々 は遺伝子導入という新たな治療法を用いて末期重症

心不全治療法である心臓移植治療が現在 ドナー不足で停滞している

状況を打破できる新しい治療体系を確立できることを員標とする。

末期重症心不全治療においてさらなる発展の一役を担完るよう今

後 も努カ して いき たい。
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心臓血管外科学会（平成１３年２月）
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０ 月， 札 幌
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再生血管治療と臨床経過…第４回再生心臓血管外科治療研究会、

２ ０ ０ ５ 年
、
浜 松

１３． 松 村 剛 毅．
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１． 新 岡俊治 先天 性 心臓病 最 新版 家 庭医 学 大全 科 １００８－１０１２．

２００４

２． 新 岡 俊 治 １． Ｔｉｓｓ鵬 亘㎎ｉ船 飢ｉ㎎ 第 １１ 章 医 療 材 料、 治
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６． 新岡俊治 バイ オ医人工血管 現代化学増刊 Ｆ再生医学・再生医
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鐵
．
棚ａ１二ｓｕｄａ ｅｄｉｔｉｏれ

１０． 松 村 剛 毅、 新 岡 俊 治、 黒 澤 博身．心臓血 管外科 の 再生治 療の 基礎：
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Ｃ８ｒｄｉｏｖａｓｃ篶１ａｒ Ｍｅｄ－Ｓ篶ｒｇ，
６
，
３
，ｐ
６４
，
２００雀

１１． 松 村 剛 毅、
新 岡 俊 治． 弁 の 再 生 医 療 ： 現 代 医 療、 ３６，１，ｐ

２３．２００４

１２． 松 村 剛 毅、 新 岡 俊 治、 胃比野成 俊、 黒 澤博 身、 松 囲晶 二郎、 高橋

文丈、 筏義 人． 骨髄 細胞 を用 いた 再
生 血管 治療と 臨床応用：第３ 回

再生 心臓 血管外科 治療研 究会、 ２００ ４年 ２月、 福岡

１３． 松 村 剛 毅、
新 岡 俊 治、

目 比 野 成 俊、 内 藤 祐 次、 村 田 明、 東 隆、 黒

澤 博 身． 骨 髄
細 胞 に よ る Ｔｉｓｓ鵬 Ｅ㎎ｉ鵬ｅｒｅδＶａｓ㎝１雛 Ａ航ｏｇｒａｆｔ；

第 ２ 回 再 生 心 臓 血 管 外 科 治 療 研究会、 ２００３年５月、 札幌
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【総説】

１． 小 坂 由 道、 松 村 剛 毅、 新 岡 俊 治 血 管 再 生 医 学 の 臨 床 応 用

Ｍｅｄｉｃａ１ Ｖｉｅｗ Ｐｏｉｎ尤 ２５…雀，
２００４

２． 小坂由道、 新岡俊治 自已骨髄細胞を用い危再生血管移植 医学

の あ ゆ み ２１０： ２１５－２１６

３． 松 村 剛 毅、 新 岡 俊 治 弁 の 再生医療 現代医療３６：２３－２派２００迎

坐 目比野成 俊、 新岡 俊治 バイ オ人 工血管 バイ オマテリ アル

２００４

５． 市 原 有 起、 松 村 剛 毅、 新 岡俊 治、 黒 澤 博 身 生 体 弁 の ｔｉＳＳ釧

ｇ烈ｇｉなｇｇｒｉりｇ Ｃ＆κｄ文ｏｖａｓｃび１ａκ Ｍｅｄ－Ｓｕｒｇ ７： ３１７－３２０．
２００４

６． 新岡俊治 骨髄綱胞 を使用する再生血管移檀の臨床 外科学会

雑 誌 １０５： 妬９一蝸３
．
２００４

７． 内 藤祐 次、 新 岡 俊 治、 松 材 剛毅 生体吸収性 ポリマーを使用する再

生 血 管 の 臨 床 応 用 高 分 子 ５３：１５３－１δ５． ２００４

８． 松村剛毅、 新岡俊治 骨髄紬胞を用いた再生血管移植の臨床例

炎 症 と 免 疫 １２：１５雀一１５８
，
２００雀

９． 新 岡 俊 治、 今 井 康 晴、 渡 辺 学、 松 村剛 毅、 小坂由 道、 目 比野成

俊 再 生 血 管 移 植 の 基 礎 整 形 ・ 災 害 外 科 ４４：１６１－１６７． ２００１

１０． 新 岡 俊 治、 今 井 康 晴、 渡 辺 学、 松 村 剛 毅、 小 坂 由 道、 員 比 野

成 俊
、
村 閏 明 再 生 血 管 の 臨 床 応 用 外 科 ６３： ３０４－３１０

．
２００１

１１． 新岡俊治、 今井康晴 心臓血管外科の再生医工学 分子心血管病

２：１７－２４． ２００１

１２． 保 々 恭 子、 松 村 剛 毅、 新 岡俊 治、 黒 澤 博身．
バイ オ人 工 血管 の

臨 床 応 用 ＝ Ｖ８ｓｃｕ１ａｒ Ｂｉｏ１ｏｇｙ ＆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，
５
，
６
， ｐ
５９
，
２００辺
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１３． 保 々 恭子、 松 村剛 毅、 新岡 俊 治．
バイ オ人 工 血管 ： 医療用 マテ

リ ア ル と 機 能 膜、 １１９． ２００５

１４． 松 村 剛 毅、 新 岡 俊 治、 黒澤 博身．
心 臓血 管外 科 の再 生 治療 の 基

礎 ＝Ｃａｒｄｉｏｖａｓ ㎝１ａｒ Ｍｅｄ－Ｓ 岨 ｇ，
６
，
３
，ｐ
６４
．
２００４

１５． 新 岡 俊 治、 黒 澤 博 身、 長 津正芳、 松 村 剛毅、 小坂 由道、 小 沼 武

司、 目 比 野 成
俊
．
心 臓 血 管 外 科 の 再 生 治 療 の 臨 床 ：Ｃａｒｄｉｏ欄ｓ㎝１ａｒ

Ｍｅｄ－Ｓηｒｇ，
６
，
３
，ｐ
７０
．
２００４

１ ６．保々恭子、新岡俊治 猪養λ工逝 螢 ω 蟻 鵬 肋砿ηθ鉱加ｇ 碗 矧

分 子 新 血 管 病 学 ２００６； ７：５：７６１－６８
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３． 研 究成 果

１． 研 究計 画と成 果の概 要

は Ｄめに

ここでは本研究全体の理解を深めるため、 まず研究計画および成

果の概要を解説する、 研究背景およびその歴史的推移、 杜会的な意

義や位置づけについて説明し、 この分野の現状と研究目的を明確に

す る。

魑
心臓系譜 に関 与する転 写因子 の一 つと して ＺｉｎＣ丘ｎｇｅＫ ㎜ｏｔ並 を持

つ ＧＡ眺 ファミリ ーカ漁 られ ている。 脊 権動物 にお いて ＧＡ 眺４，

ＧＡ眺５， Ｇ 細瓜６ が心 臓で発 現 して いる。 そ の中 の一つ、 Ｇａｔａ４ は

Ｃｓｘ／Ｎ賊２．５ と 同様 にマウス 胎生 ７．５ 目か ら心臓予 定領域 に発 現 し、

成体期までその発現は続く。培養細胞での ＧＡπＡ４の発現を阻止する

と 心筋 形成カ§阻害され る。 ま た、 Ｇ就ａ４ 欠損 マ ウス は、 心筋分化 は

正 常 である が、 左 右の 心臓原 基カ
ミ正 申線 で融 合でき ず、１ｉｎｅ肛 ｈｅ弧ｔ

施ｂｅ が形成 され ずに胎 生致死と なる。 これ らの 結果 から ＧＡＴＡ４ は

心筋細胞分化誘導だけでなく心筋細胞の遊走にも関与していること

が 示唆 され る。

ＧＡ跳４ は ｚｉｎｃ 航ｇ飢 を介 して 標的 遺伝 子の プ回モ ータ ー領 域

に あ る 結 合 配 列（ＡノπＧＡＴＡＡ／Ｇ）に 結 合 し 転 写 活 性 を 示 す。

ＣＳＸ／ＮＫＸ２．５ と の ｐ醐 施ｉｎ
－ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ 廠 ａｃｔｉｏｎ を 介 し て 心 筋 特 異 的

遺伝子である心房性ナ トリウム利尿ペプチ ド（ＡＮＰ）やミオシン、アク
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チ ン、 イ オ ンチ ャネ ル、 コネ キ シン な ど心 筋特 異的 蛋 自群 の遺 伝 子

の 転写を強カ に 活性化 するカミ、 ＣＳＸ／ＮＫＸ２．５ 遺伝子 の プ回モー ター

領域 にも ＧＡ亙Ａ 結 合配列カミ存在 し、ＣＳＸｌＮＫＸ２．５ の転 写にも 関与 し

てい ると考 完 られ る。 ま た、ＮＦ－ＡＴ３と ＧＡ眺４ と の結合 により ミ オ

シン重鎖などの心筋収縮タ ンパクの発現淋活性化する事も無られて

い る。

最 近 米 国 の Ｓｒｉｖａｓｔａｖａ博士 らの グル ー プと 研究 分担者 の松 岡 ら

のグルー プによって ＧＡ猟４ 遺伝子に変異カミあると心申隔欠損をは

じめと する様々 な 心疾 患が引き 起こさ れる こと を報告 した （Ｎ就ｕｒｅ

４２４：４４３・４４７
．
２００３）。 こ の こ

と は ヒ ト に お い て も ＧＡ 跳 ４ の 機 能 低 下

カミ心筋細胞の分化および遊走に異常をきたす事を示唆している。

ま た、 ２００３ 年、 米国に おいて 同様の 方法 （Ａｋい ｇｅｎｅ を培養 骨髄 間

葉紬胞に導入） でラヅトにおいて心筋再生カミ可能であったとの報告

だ 出 さ れ た （Ｎａｔｕ蛇 Ｍｅ組ｉｃｉｎｅ ９：１１９５・１２０１．
２００３）

。

我々は既に、 組織工学的手法を用 いて自己の静脈壁細胞がらなる

ＴｉｓｓｕｅＥｎｇｉ鵬ｅｒ⑧ａ Ｖａｓｃｕ 瞼 Ａｕｔｏｇ蝸 免 の ｉｎｖｉｖｏ で の 作 成 に 成 功 し

て お り， ２０００ 年 ５月 以 降， 東京女 子医科 犬学倫 理委員 会の承 認下 に

患 者家族 の十 分なイ ンフォー ム ドコンセ ン トを得 た後， ２５名 の患 者

にこの有法による血行再建を行っており、 自已骨髄細胞を使用 した

細 胞 治 療 の 有 効 性 を 確 認 して い る （Ｎ Ｅｎｇ１ Ｊ Ｍｅｄ ３４４：５３２－３．

２００１） 。

研究の目的

心筋細胞分化誘導および心筋細胞の遊走に関与 している ＧＡＴＡ４
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遺伝子を導入 した骨髄幹細胞を心筋内移植 し、 心筋症の治療法の確

立 を試み る。 本年、 米 国にお いて同様 の方 法 （Ａ１ｋｔ－ｇｅ鵬 を培養 骨 髄

間質細胞に導入） でラットにおいて心筋再生が可能であったとの報

告 が 出 さ れ た （Ｎａ施篶ｅ Ｍｅｄｉｃｉ鵬 ９：１１９５・１２０１．
２００３）。

本 研 究 の 目

的 は、 本 再 生 医療 法 の ヒ トで の 応用 を考 慮 し、遺伝 子導 入の安 全性、

操 作性、 効 果等 を 犬動物 にて 証明す る こと で ある。 こ の証 明ほ、 分

子生物学者と臨床医学者との共同研究によって初めて実現すると考

完 る。麹
再生医療ではでは体内 で徐々に分解吸収される素材を細胞の足場

として用い， 細胞が細胞間質蛋白質を産生した段 階で吸収消失する

た め， 組 織 が完 成 した段 階にお いて は組 織内 に 異物 は残 存 しな い．

生分解性ポリマーの シー トに幹細胞を播種する事により同細胞の生

分解性ポリマーへの浸潤を誘導する． 骨髄幹細胞は種々 の細胞への

分化能を有するために， 血流を撞う部位に移植された同細胞は心筋

組織への誘導が可能と考完る。

我々が紬胞の起源として自已骨髄細胞を選択した理由は， １） 心

筋 組織 は主と して心 筋細 胞、 内皮 細 胞・ 平滑 筋細 胞 ・線 維芽 細胞 で

構成 されて いる こと，２）骨 髄はこ れ らの前駆細 胞す
べて を含 むこ と，

３） 採取す る 際に患者 の負 担を少 なく でき るこ と， である．

本研究の意義としては、 末期心不全治療法である心臓移植治療カミ

現在 ドナー不足で停滞している状況を打破できる新しい治療体系 を

確立 できる こと である。
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過去の関連研究費

種別 科学研究費 基盤研究 （Ｂ） （２）

研究代表者 今井康晴

題名 自己細胞と吸蚊性ポリマーを用いた組織工学による

心血管用補填材料の開発、 応用

期間 平成１０年～１１年

研 究経費 平成 １０年度 分と して ７，７００
千円

平成 ｎ 年度分 と して １，９００
千円

研 究成果 新岡 俊治、 今 井康 晴、 高梨吉 則： 組織 工
学 による 自

已肺動脈作成：第５１回目本胸部外科学会 優秀演題

受 賞、 東 京、 平成 １０年 １０月 ３目

種別

研究代表者

題名

期間

研究経費

研究成果

科学研究費 基盤研究 （Ｃ）

渡辺 学

組織工学的手法を応用 した、 自已組織の再生と凍結

保存同種組織の開発

平成 １２ 年～１３年

平成 １２ 年度 分と して １，１００千円

平成 １３年度 分と して １，２００千 円

渡辺 学、 新 岡俊 治、 遠 山悟史、 目比 野成俊

今 井 康 晴、 岬
１１光 徳
、
筏 義 人

、
森 困 真 一 郎 ：Ｔｉｓｓｕｅ

ｅｎｇｉｎ 搬 ｅ 伽 鵠ｃ捌ａｒａ耐ｏｇｒ訊血 の 経 時 的 遠 隔 期 価 ：

第 ５３ 回 目 本 胸 部 外 科 学 会 優 秀 演題受 賞、 大分、

平成 １２年 １０月 ２７ 目
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その他の研究成果

２０００年５月 以降、 東京女子医科犬学倫理委員会の承認下に患者家

族 の十 分なイ ンフォ ーム ドコ ンセ ントを得 た後、 ４７名 の患者 に自 己

静脈細胞を使用 したティ ッシュエンジζアリングによる蹄および静

脈血行再建を行っている。 本方法による血管移植の第一例目は世界

で も初の 臨床応 用例 であっ た。 ２００１年 の Ｎ８ｗ Ｅｎｇ１ａ飼 訂ｏひ㎜ａ１ｏｆ

Ｍｅａｉｃｉ鵬 の論 文カミ掲 載さ れた。

ま た、 骨髄細胞淡再生血管の形成１こ関与することの証明にて

Ｃ虹 ㎝１ａｔｉｏｎ に、
そ し て こ れ ら の 臨 床 応 用 に 関 し て Ｂｉｏｍａｔ飢ｉａ１ｓ に

論 文 が 掲 載 さ れ た。

厚 生 労 働 省 ；循 環器病 研究委 託費 １４公・５ 平成 １４ 年度

肺高血圧の成因に関する罹患同胞対研究 （申西班） 松岡瑠美子

１
，
０００，０００

円

平成１４年度は、 蹄高血圧症患者について、 家族性肺高血圧症の疾患

遺伝子 ＢＭＰＲ２ および ＢＭＰＲ１βを含む疾患侯補遺伝子の検索を行

い、 散発 例 ４ 例、 家族 例 １ 例 に ＢＭＰＲ２ 遺伝 子 異常 を認め、 欧米 で

報告された成人例だけでなく、 小児例でも同様に ＢＭＰＲ２ 遺伝子異

常により肺高血圧症が引き起こされていることを明らかにし危。

準備状況

最近米国のＳ曲 鎚むａ∀ａ博士らのグループと研究分担者の松岡らのグ

ループによって ＧＡ跳４ 遺伝子に変異があると心中隔欠損をはじめ

と す る 様 々 な 心 疾 患 が 引 き 起 こ さ れ る こ と を 報 告 し （Ｎａ施ｒｅ
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４２４…４４３－４４７
．
２００３）、

ヒ ト に お い て も ＧＡ 跳 逐 の 機 能 低 下 が 心 筋 細 胞

の分化および遊走に異常をきたす事を示 し淀。 カスケー ドの下流に

ある心筋特異的遺伝子である心房性ナ トリウム利尿ペ プチ ド（ＡＮＰ）

や心筋型アク チン、 ミオシン重鎖な どの心筋収縮タン
パクの転写を

活 性化 する 事も知 られて おり、 ＧＡπＡ・４ 遺 伝子 を導 入 した骨 髄幹 細

胞の心筋内移植による心筋症治療の可能性の検討を行っている。

研究計画

＜ｉ忽 Ｖｉｔｒ０ 実 験 ＞

１） ＧＡＴＡ４ 遺 伝 子 導 入 の 準 備と して、 ヒ トおよ びブタ の ＧＡ跳４

を ＰＣＲ 法
、
５’一ＲＡＣＥ 法、３

’一ＲＡＣＥ 法 （ｐ血 Ｕ１倣ａ Ｈｉｇｈ・Ｆ 搬１ｉ蚊 Ｄ ＮＡ

ｐｏ１ｙｍｅ ㈱ ｅ，
５’／３； ＲＡＣ瓦 Ｋｉｔ 等）を 用 い て πＡ ベ ク タ ー に ク ロ ー ζ ン

グする。 ＧＡＴＡ４の組み込まれたＴＡ
ベクターと哺乳動物細胞発現ベ

ク タ ー（ｐｃＤＮＡ３．１）を 制 限 酵 素 処 理 し、 ＧＡＴＡ４ 発 現
ベ ク タ ー

（ｐｃＤＮＡ３．１
－ＧＡＴＡ４）を 作 製 す る。

こ の 際
、
無 標 識 ＧＡＴＡ４ を 発 現 す

る ベ ク タ ー だ け で な く 、
ア ッ セ イ 用 に ＧＦ耳 Ｍｙｃ・ｔａｇ，

Ｈｉｓ・ｔａｇ，

亙ＬＡＧ・ｔａｇ（ｐｃＤＮ 〃 Ｈｉｓ 聡ｃ七叫 ｐｃＤＮＡノ鰍ｙｃ・Ｈｉｓ Ｖ１ｅｃ鮒 等）な ど の 標

識 を付 けた ベクタ ー も 作製 する。 野生 型発 現
ベク タ ー を用 いて

ｓｉｔｅ・ａ 蝉 ｃｔ 醐 軌ａｇｅ鵬ｓｉｓ で ＧＡ班Ａ４ に 変 異（Ｎａ械 蛇 に て 報 告 さ れ た 変

異）を 導 入 した ベ ク タ ー を 作 製 し、 ｐｃＤＮＡ３．１ と 共にネ ガティ ブコ ン

トロ ールと する。

２） 以下に骨髄細胞の採取方法を記載する。 ブタ骨髄細胞を新鮮か

つ清潔に採取し、 二種類の幹紬胞系列を作
成する。 第一は全骨髄細

胞 を 培 養 の 後、
間 葉 系 細 胞 よ り、 ＣＤ１１７＋，

ＣＤ９０半
，
ＣＤ３４・の 細 胞 を
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単離 培養 する。 二週 間の 培養 後、 血 球系 の幹 細胞 はセ ル ソ
ーテ ィ ン

グ により 除去 し、 さ らに 培養 して 被 導入細 胞 と する。 第 二番 目は 骨

髄より単核球成分を選択的に集約 し遺伝子導入細胞と して用いる。

具体的には、 滅菌濾過フィルターにて骨片や脂肪組織を除去した後

に静かに密度勾配液上に重層する。 遠心後、 骨髄単核球を分離しさ

らに生 理食 塩水と 混合 し、 ２回 遠心 を繰り 返 し洗浄 を行 う。

３） 作製 したベク ター を大 量抽出（ＱＩＡ 趾 跳 Ｐ１ａｓ㎜ｉａ ＭｅｇａＫｉｔ等）

し、上記抽 出骨 髄幹細 胞にリ ポフェク トアミ ン２０００等 を用 いて トラ

ンスフ ェク ショ ンし数目 間培養 する。 ＧＡＴＡ４ を遺伝子 導入 した培養

細における細胞内局在を、 ＧＡ跳４および 協ｇ （前述の Ｍ 附ｔａｇ等）

の 抗体 を用 いて、 免疫 染色 法により 検討 する。 ま た、 心 筋型ミ オシ

ン重鎖や心筋型アク チン等心筋特異的なタ ンパクとの共染 を行うこ

と に より、 心 筋 への 分化 を確認 す る。 こ れら の 実験 を行う 際、 ネ ガ

テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て ｐｃＤＮＡ３．１ お よ び 上 記 作 製

ｐｃＤＮＡ３．１－ＧＡ眺４ ｍｕｔ狐ｔを 導入 した骨髄 幹細 胞を用 いる。

＜ｉｎ ＶｉＶＯ 実 験 ＞

大 動 物 モ デ ル と し て 体 重 約 １０ｋｇのヨ ーク シャ ー ピッグ （ブタ） を

使用する。 基本的には骨髄細胞を採取した同
一 の個体に紬胞移植実

験を行う （自家移植）。 生後、 約 ３ヵ月 でケタミ ン麻酔科に気管内挿

管 し、 前上腸骨稜より骨髄穿刺にて骨髄液を採取し細胞の準備 を行

う。 動物は生存させ一旦農場に返 し心筋梗塞モデル作成実験まで待

機 と す る。

まず、 前段 階実験として、 健常心筋に遺伝子導入 した骨髄細胞 を
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単体でまたは吸収性素材（スポンジ粒子）に播種 した状態で移植し、

術後 １２週間目に移植部位の組織評価をする。 また、 導入遺伝子の動

物へ及ぼす影響を長期的に調査するため、 初期の動
物は約 ２ 年閻生

存させる（生物学的安全性テス ト）（Ｎ＝３）。 細胞のキャリア
ー （担体）

と して吸収素材を使用するのは、 細胞移植の効率を増すことカ
ミ目的

で、 粒子の犬きい担体内に細胞が留まり、
流血中に流れ去る細胞数

を減少 させ る。 担体は、 ス ポン ジ粒 子状の
ポリカプロノラクトンとポリ 乳酸

からなる共重合体ポリマーを補強材である、 これらに骨髄細胞を播

種 し、イ ンキュ
ベータ 内にて 保存 液申に浸 した状 態 で１－ ２時 間留置

した後 に使用 する。

実験モデルと しては、 左冠動脈前下行
枝を閉塞しだ心筋梗塞モデ

ル （アメロイ ドモデル） を予め作成 し使用する。 全身麻酔下にモデ

ル動物の心機能評価を行った後、 左第 ６ 肋間で開胸し、
心筋梗塞巣

およびその境界領域 １０ヶ所に各１０８個の細胞を移植する。動物を生

存さぜ、 移 植後、 ６週、 １２ 週、 ２４
週聞 目にそ れぞれ 心機能 評価施 行

後に動物を犠牲死させ、 移植部位の組織学的検討を行う。
心機能検

査と して は、 心 超音 波検 査、 心臓カ テ ーテ ル検 査、
心 室造影 検 査、

ｔａｇｇｉｎｇを利 用 した ＭＲＩ検査 等を施行 する。 組織 学的 検査と して、

ＧＡＴＡ雀 導入骨髄幹細胞を心筋移植 したブタの心臓における導入細

胞 の局在 を ＧＡＴＡ４お よびｔ盆ｇ（前述 の Ｍｙｃ・ｔａｇ等）の 抗体 を用 いて、

免疫染色法により検討する。 また、 心筋型ミ
オシン重鎖や心筋型ア

クチン等心筋祷異的なタンパクとの共染を行うことにより、 心筋へ

の分 化 を確認 す る。 これ ら の実験 を行 う際、 ネ
ガティ ブコ ン トロ ー

ル と し て ｐｃＤ ＮＡ３．１ お よ び
上 記 作 製 ｐｃＤＮＡ３．１・ＧＡＴＡ４ ｍｕ施ｎｔを

導
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入 した骨髄幹細胞を用いる。 移植細胞の追跡ほ上述 したように導入

遺伝子の追跡か可能であり、生存率、分化率等の検討も可能である。

上記実験により、 心筋再生療法における至適幹紬胞種、 細胞移植の

際の至適細胞数、 至適投与方法 （単独投与か担体を用いるが？） 等

を明らかにする所存である。
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