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Cardiac　 neural　 crest　 cells　contribute　 to　the　dormant　 multipotent　 stem　 cell

　　　　　　　　　　　　　　　　 in　the　mammalian　 heart

　　(心 臓神 経 堤細胞 は哺 乳動 物 心臓 内の 多分化 能 を有す る幹 細胞 の発 生 起源 で あ る)

内容の要旨

冨　田

　 哺乳願において心筋細胞増殖は主に発生初期に生 じているが、近

年癖態モデル動物の解析により、成獣心においても心不全、心筋梗

塞 といった病的状態では心筋細胞が増殖することが報告されてい

る。いくつかのグループより心筋幹細胞の存在を示す報告はあるも

のの、多分化能を有する幹細胞や心筋前駆細胞の発生学的起源は不

明であったため、本研究では心臓幹細胞の分化能の検討およびその

発生学的起源の検尉を行った。

　 最初に、血球由来幹細胞を濃繕するため、フローサイ トメ トリー

を用いたside　populatioin(SP)分 画 法によって心臓SP細 胞 を同定 し

た。この解析により心繊にSP分 画が存在すること、心臓SP細 胞は未

分化醇細胞マーカーであるc-kit、　Sca・且の発現を認めることを明らか

に した。また未分化マーカーの発現により、心臓SP分 画 が心臓幹細

胞を濃縮 していることが証明された。 しかしSP分 画法によって得ら

れる細胞は数が限定されるため、何 らかの培養法にて増殖させる必

嬰があった。我々は神経幹細胞の増殖に用いられるneurosphere培 養

法により心臓SP細 胞 未分化状態を維持 したまま増殖 させることに成

功 したe心 臓SP頼 胞 より得 られた心臓細胞塊は神経前駆細胞マー

カーであるn¢s血、Musashi・1を発現しており、心筋の他、末楕神経系

の神経細胞、グリア細胞、平滑筋細胞を含む神経堤由来細胞に分化

させることが可能であった。 この未分化マーカーの発現パターンと

多分化能は発生学的には胎児心腰形成時に遊走される神糧堤細胞の

ものと酷似 していた。心臓細胞塊の初期発生における位置付けを検

肘するため単離した細胞塊をニワ トリ胚に移植 したところ、移植 し

た細胞は心臓領域に遊走し、神経細胞、グリア細胞、平滑筋細胞に

分化しなが ら神経堤由来の臓側ガングリア、脊髄神経、大動脈の構

策に寄与することが判明した。 さらに神経堤由来細胞のマーカーで

ある蛋白ゼ ロ(PO)-CreとHex・EGFPを 発現する遺伝子操作マウスの

解析により神経堤由来細胞が心臓に遊走することが明確となった。

一部の神経堤由来細胞は心臓内でnes血
、　GATA4を 発 現 した状態で

増殖を停止 し未分化状態を維持 していることが碗認 された。また神

経堤由来緬胞より分化した心筋 も観察された。ダブル トランスジニ

ニックマ ウスの心臓のin　Vitroでの解析で神経堤由来細胞が心臓細胞

塊を形成することも確認された。これ らのことより心臓初期発生時

に遊走 した神経堤由来細胞が、組織幹細胞として心臓内に存在し、

心筋のみでな く神経 ・グリア ・平滑筋にも分化 しうることが明らか

となった。

　本研究により心臓幹細胞の少なくとも一部が発生学的に神経堤細

胞由来であることが明らかとなった。神経堤細胞由来幹細胞の心筋

再生への利用が可能であることを示唆し、今後の心筋再生治療に応

用できると考えられる。

雄　一

諭文審査の要旨

　哺乳頬において心筋細胞増殖は主に発生初期に生 じているが、成

獣心においても心不全、心筋梗塞といった病的状態では心筋細胞が

増殖することが報告されている。多分化能を有する幹細胞や心筋前

駆細胞の発生学的起源は不明であったため、本研究では心臓幹細胞

の分化能の検肘およびその発生学的起源の検討を目的 とした。フ

ローサイ トメ トリーを用いた解析により心臓にSP分 画が存在するこ

と、心臓SP細 胞は未分化幹細胞マーカーであるc・kit、　Sca-1の発現を

認めることが明らかとなった,ま た未分化マーカーの発現により心

waSP分 画が心巌幹細胞を濃縮 していることが証明されるとともに、

神経幹細胞の増蒐に用い られるneurosphefe培 養法により心職SP細 胞

を未分化状態を維持したまま増殖 させることに成功した。心臓SP細

胞 より得られた心臓幹細胞塊は神経前駆組胞マーカーであるneStin、

Musashi・1を発現 してお り、心筋の他、末梢神経系の神経細胞、グリ

ア細胞、平滑筋細胞を含む神経堤由来細胞に分化させることが可能

であった。この心臓細胞塊の初期発生における位置付けを検討す る

ためニワ トリ胚に移植 した ところ、移植 した細胞は心臓領域に遊走

し、神経細胞、グリア細胞、平滑筋細胞に分化 しながら神経堤由来

の臓側ガングリア、脊髄神経、大動脈の構築に寄与することが判明

した。さらに神経堤由来細胞のマーカーであるPO蛋 白・CreとFlox.

EGFPを 発現する遺伝子操作マウスの解析により神経堤由来細胞が心

巌に避走することが明確 となった。一部の神経堤由来細胞は心臓内

でnestin、　GATA4を 発 現した状態で増頚を停止 し未分化状態を維持

していることが確認され、神経堤由来細胞より分化 した心筋も観察

された。また神経堤由来細胞が心臓細胞塊を形成することも確認さ

れた。 これ らのことより心臓幹細胞の少なくとも一部が発生学的に

神経堤細胞由来であることが明らかとなうた。

　審査では、まず心臓SP細 胞が生後7目 目までに急速に減少する機

序について質問がなされた。明確な根拠は乏 しいものの、生後1週

間は成長も急速であり、成畏曲線を考慮するとこの結果は妥当であ

ろうと回答された。また神経堤由来細胞の心臓内での分布頻度に比

較 してSP細 胞が有意に多いのではないかとの質問がなされ、神経堤

由来細胞がすべてのSP細 胞 の起源であるとは考えにくいと回答され

た。更に心臓幹細胞 として複数のグループより異なったマーカーが

提唱 されているが、現在どのマーカーが最 も妥当性が高いかとの質

問がなされ、心臓の発生過程で起源の異なる細胞が関与することよ

り、どのマーカーが妥当であるかは判別困雌であると回答 された。

最後に臨床的に有用性が高い幹絢胞といえるか との質問に対し、現

段階では臨床応用には複数の解決すべき点が含まれていると回答 さ

れた。

　以上のよ うに、本研究には更なる検討躁題を残 しているものの、

神経堤由来幹細胞の心筋再生への利用が可能であることを示唆 した

点で有意義であると評価された。
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