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Bone　 Marrow-Derived　 Regenerated　 Cardiomyocytes(CMG　 Cells)

　　　Express　 Functional　 Adrenergic　 and　 Muscarinic　 Receptors.

　　　　　 (骨 髄 間葉系 幹細 胞 由 来の 再生心 筋細 胞(CMG細 胞)に お け る

　　　　　　 ア ドレナ リン ・ムス カ リン受容 体 の発 現 お よび機 能解析)

内容の要旨

伯　野

　 近Sk.多 能 性 幹 細 胞 の心 筋 細 胞 へ の 分 化 能 が 明 らか と な り、 再 坐

心 筋 細 胞 移 植 が 心 不全 の 緬 た な治 療 法 と して 模 索 され て い る 。 当教

窒 の 牧 野 らはDNAの 脱 メ チ ル化 剤5・az㏄yIidineを 用 い て 、 マ ウス 骨 髄

flay系 幹細 胞(CMG細 胞)を 胎 仔 心 室 筋 型 の 表 現 形 を 有 す る心 筋 細

胞 に 分 化 誘 導 し うる こ とを 報 告 した 。 生 体心 で は 、 細 胞 肥 大 、心 拍

数 、 心 収 縮 力 の 調 節 に 際 して ア ド レナ リ ンa.(a..,α 旧、ago}、 　p.,

β2受容 体 、 ム ス カ リ ンMi.　 M2受 容 体 が 垂 斐 な役 割 を 果 た して い る 。

本研 究 で は 分 化 誘 導 後 のCMG細 胞 にお け る これ らの 受 容 体 の 経 時 的

発現 、 シ グナ ル伝 達 機 能 、 各薬 剤 に対 す る 細胞 応 答 につ き検 討 した。

1方法1(D5・azacytidine1こ よ る分 化 誘 導 前 後 の 各 受 容 体 の 発現 をRT-

PCRjliに て解 析 し た。(2>分 化 後2週 に お け るphenylephrine(Phe)

刺 激 お よ びpramsin前 投 与 に よ るERKInの リ ン酸 化 をWestern　 blon法

で 観 察 し た 。Phe刺 激 後 の 細 胞 面 積 、 周 囲 長 を 測 定 し た 。(3)

impromrenol(lso)刺 激 お よびprqp㎜lo【 〔Rn}前 投 与 に よ る細 胞 内

cAM冶 羅mdioi㎜moassayに てsa腱 したe　ISO刺 爾 、 お よび晒o、

CCP20712A(β 避 択 的 違 断 薬),isI1】R551(β2選 択 的 遮 断 薬1前 投

与 時 の 自 律拍 動 数 、 収 縮 距 離 、 収 縮 率 、 収 縮 速 度 を腓 析 した 。(4)

Phe、　Iso刺 激 に よ るANP、 　BNPのmRNA発 現 を 観 察 し た 。(5)

cazbuhol刺 激 時 、お よ びatropine、　AFDXll6(Mid択 的 遮 断 薬)前 投

与 時 の細 胞 内lP⊃生 戒 量 を測 定 した。

1結 果 と考 寮1U)CMG細 胞 はa..、　ae、 　a.1》mRNAを 分 化 前 よi,発

現 した の に対 し、p.,侮 、　M1、　M2　mRNAを 分 化 後1週 よ り発 現 した 。

(2)Phc刺 激 後 に 濃度 依 存 的 なERKの リ ン酸 化 を 認 めprazosin前 投 与

で抑 制 され た 。Phci刺 激 に よ りCMG細 胞 は 有 意 に肥 大 した 。(3)1駅,

刺 激 後 のCAMP含 量 は著 明 に 増加 しRn前 投 与 で抑 制 され た 。1酬g刺 激

に よる拍 動 数 の 増 加 は 、P【o、　OGP20712A前 投 与で 著 明 に 抑制 され た

が 、ICI118551に よる抑 制 は軽 度 であ っ た。 収 縮 能 は150刺 激 に よ り有

意 に増 強 した 。(4)Phe,,150刺 激 後ANP、 　BNPのmRNA発 現 は 有意 に

n進 した。(5)carbachol:刺 激 後 の艮P}生成 量 は 著 明 に増 加 し、　alropine、

AFDXI16の 前 投 与 で 同程 度 抑 制 され た。

　 以 上 よ り、 分 化 後 のCMG細 胞 は シグ ナ ル伝 達機 能 を有 す るα1、　P.、

βhMl、M2受 容 体 を発 現 し、 そ れ らは 細 胞 肥 大 、 陽 性 変 時 ・変 力 作

用 に 一 部 関 与 す る もの と 考 え られ た 。CMG細 胞 は 受 容 体 発 現 の観 点

か ら、心 筋 細 胞 移 檀 の ドナ ー細 胞 と して有 力 な 候 補 と な るa7能 性 が

示 唆 さ れた 。

大　彦

論文審査の要旨

　 当教室はこれまでマウス骨髄間葉系幹細胞を5-aucyiidine処 理1二よ
1〕胎仔心室筋型の心筋細胞(CMG細 胞)に 分化誘導 しうることを明

らかにした。本研究では、CMG細 胞 におけるア ドレナリンおよびム

スカリン受容体の発現、シグナル伝達機能、刺激時の細胞機能につ

いて解析 を行 った。CMG細 胞 はa,受 容体 を分化誘導前より発現 し、

β3、a、Mh　 Mi受 容体を分化後1週 よ8,発 現 した。　Phenylephmie刺

激 により濃度依存的なERKinの リン酸化、有意な細胞肥大を紐めた。

且snpmlcrennl刺激後にcAMP量 、 自律拍動数、収縮能は有意に増加 し

た。拍動数の増加は主に非特異的あるいはPl選 択的遮断薬で抑制 さ

れた。Carbachol刺 激後に1P}量は著明に増加 し、非特異的あるいはM1

選択的遮断薬で抑制 された。以.ヒより、分化誘導後のCMG細 胞 は.

成熟心筋細胞 と同様にシグナル伝達機能を有するαhP.　 a,.ML、

Mix容 体 を発現 し、　Qi刺 激薬による細胞肥大やa刺 激薬 による陽性

変時 ・変力作用に関与するものと考えられた。

　審査では、まず5・azacytidineによる分化誘導効半を20^30%と した

根拠が不明瞭であるとの指摘がなされた。次に、個 々のCMG細 胞 に

おける各受容体発現の有無に関して質問がな さitた 。　CMG細 胞 を含

む集団全体 として解析 しており個々の細胞での発現は検討 していな

いと回答 された。これに対 し各細胞について免疫染色などで発現を

検討すべ きであったと指摘 された。ついで、Phenylephrineに よる

ERK活 性 化の経路について質問がなされた。新生仔心筋細胞 と同嫌

1=Ras/Ra(・1を介 した経路が考えられると回答 され、これに対 しそfe

らの経路も盟析すべきであったと助言 された。lsoprmerellollこ よる

cAMP増 加の機序は心筋細胞数の増加か、あるいは心筋網胞の成熟

度の上昇かとの質問がなされた。その区別は困難であると回答され、

これに対 し心筋前駆細胞を純化する必要性を指摘 された。 さらに、

Igロ1πo巳ere防01刺激時の細胞機能解析は細胞移植を考慮する場合に重要

であるとした上で、ムスカリン受容体の徐脈作用に関して質問がな

された。低濃度のCarbachol刺 激では徐脈傾向を認めたが高濃度では

頻脈 とな り、Mi,　Mxa}プ タイブの比率がその原因として考えられる

と回答された。最後に再生心筋細胞移植の今後の展望に関 して議論

がなされ、再生心筋細胞の純化および移植方法の確立、催不整脈性

の検討などが重要であると討識 された。

　以.ヒ、本研究は研究方法などに今後検討 されるべ き課題があるも

のの、マウス骨髄幹細胞由来の再生心筋細胞におけるア ドレナリン、

ムスカリン受容体の機能的発現および細胞応答につ き明 らかにし、

心筋細胞移植の ドナー細胞 としての可能性を示 した点で有意義な研

究であると評価されたg
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