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研究の背景と経緯

　岡山大学病院小児循環器科では，心臓血管外科，新
医療研究開発センターとの共同研究で，2011年から小
児心不全に対する心臓内幹細胞（cardiosphere-derived 
cells：CDCs）自家移植療法の臨床研究を行っており，
左心低形成症候群に対する第 1 相臨床研究（TICAP 試
験）1，2）や単心室症に対する第 2 相臨床研究（PERSEUS
試験）3）において，その安全性や有効性を確認してき
た．上記臨床研究において CDCs 移植を行った合計41
症例における移植後 2 年の追跡調査では，調査期間中
に全例で腫瘍形成を認めず，CDCs 移植群は非移植群
と比較して術後合併症を有意に回避でき，CDCs 移植
前に駆出率が低下していた群で移植後の心機能改善率
がより高いことが示された4）．現在は CDCs 移植療法
の保険適応化を目指し，企業主導で計40症例の小児単
心室症に対する CDCs 移植の第 3 相多施設共同臨床
治験（APOLLON 試験：NCT02781922）を登録実施中
である．
　一方，拡張型心筋症（dilated cardiomyopathy：
DCM）は最も多い小児心筋症疾患であり，臨床診断後

5 年以内に心臓死や心臓移植を回避できる頻度は約50
～60％と極めて予後不良である5）．2010年 7 月に家族
の承諾による脳死臓器移植や15歳未満の小児の臓器提
供を可能にした改正臓器移植法が施行され，日本でも
10歳未満の小児に心臓移植が可能となり，2019年12月
末までで18歳未満の脳死臓器提供からの小児心臓移植
は累計50例，10歳未満の症例は18例となった．2019年
に入り徐々に増加傾向にあるが，心臓移植を受けた小
児患者の待機期間は平均691日，補助人工心臓装着期間
は平均644日と非常に長く，DCM においても革新的な
治療法の開発や早期の臨床実用化が切望される．本研
究では，小児 DCM に対する CDCs 移植の適応拡大に
向けて，大型動物による前臨床研究からヒト第 1 相臨
床研究までのトランスレーショナル・リサーチを実施
した．

研究成果の内容

1 ．ブタ拡張型心筋症モデルに対する心臓内幹細胞移
植と治療効果機序の解明
　これまで再現性が高く治療評価が可能な大型動物の
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ハイライト
・新規ブタ拡張型心筋症モデルを開発し，冠動脈注入法による心臓内幹細胞移植の治療効果を確認した．
・小児拡張型心筋症 5例において心臓内幹細胞移植の第 1相臨床研究を実施し，安全性と有効性を評価した．
・本細胞治療の組織修復機序として，エクソソームから分泌されるmiR-146a-5p の関与が示唆された．
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DCM モデルが存在しなかったため，微小塞栓物質（長
径：100～300µm，1.0×104個）を冠動脈 3 枝に分けて
投与することで，新規のブタ DCM モデルを開発した．
合計48頭中40頭（83.3％）で DCM 様のびまん性左室
壁運動低下が得られ，大型動物の心臓研究で一般的に
使用されるブタ心筋梗塞モデルとほぼ同等の高いモデ
ル作成効率となった．モデル作成前後で左室駆出率は
61.8±3.5％から37.6±3.1％（P＜0.001）に低下し，左
室拡張末期径の拡大も認めた．また病理組織では塞栓
子周囲の間質で心筋全体にまだらな線維化を確認した．
　上記モデルを用いて CDCs 移植の安全性試験，有効
性試験，また治療効果機序の検証試験を実施した．当
院の単心室症患者に対する CDCs 移植の臨床研究で
は，バルーンカテーテルを用いて冠動脈の血流を一時
的に遮断し，カテーテルの先端から細胞を投与する方
法（stop-flow 法）を採用していたが，近年海外では虚
血性心疾患において冠血流を遮断せず投与する方法
（nonocclusive 法）が効果は同等でより安全性が高い
との報告があり6），ブタ DCM モデルにおける CDCs
移植の安全性試験として stop-flow 法と nonocclusive
法とを比較した．stop-flow 法は nonocclusive 法と比較
して CDCs 移植中に心電図での虚血性変化や心室期
外収縮が有意に増加したため，以後の検討では冠血流
を遮断しない nonocclusive 法を採用した．
　次に有効性評価として，900万個の CDCs，1,800万個
の CDCs もしくはプラセボを冠動脈 3 枝に分けて移
植し， 4 週間後に評価を行った．900万個と1,800万個
の CDCs を移植したいずれの群においても，プラセボ
群と比較して心臓超音波検査，心臓 MRI
において左室駆出率が有意に改善した．
また移植群では心臓 MRI の遅延造影と
病理組織のピクロシリウスレッド染色に
おいて，心筋線維化領域の縮小を認めた．
さらに移植群において von Willebrand
因子の発現による血管新生の亢進や，
Ki67とリン酸化ヒストン H3 の発現によ
る新規心筋細胞の増加を確認した．
　上記の治療効果機序の検証として，
CDCs が分泌する細胞外小胞（エクソソ
ーム）を解析したところ，心筋保護や血
管新生に関わるマイクロ RNA が豊富に
含まれていることを確認した．エクソソ
ー ム 分 泌 抑 制 物 質 で あ る GW4869 で

CDCs を前処置すると，CDCs が分泌するエクソソー
ム粒子数が用量依存的に減少し，またエクソソームに
含まれるマイクロ RNA も著明に減少していた．そこ
で GW4869で前処置した CDCs をブタに移植すると，
心機能改善や心筋線維化抑制といった治療効果を示さ
ず，CDCs が分泌するエクソソームが上記治療効果に
寄与している可能性が示唆された（図 1 ）．しかし，
GW4869で前処置した CDCs と別に抽出した CDCs 由
来エクソソームを同時に冠動脈から投与しても治療効
果は得られなかった．エクソソームの長径は約100nm
と毛細血管よりも小さく，エクソソームを冠動脈から
投与しても心臓組織内に留まらず毛細血管を介して全
身に拡散したため，治療効果を示さなかった可能性が
考えられた．
2 ．小児拡張型心筋症に対する心臓内幹細胞自家移植
療法の第 1 相臨床研究
　前臨床研究の結果をもとに，2017年から当院にて小
児 DCM に対する CDCs 自家移植療法の第 1 相臨床研
究（TICAP-DCM 試験：NCT03129568）を開始した．
第 1ａ相において計 5 例の小児 DCM 患者に対して心
筋生検で採取した右室組織をもとに CDCs の分離・
培養を行い，自家移植を施行し，移植後 1 年までの安
全性を評価した．移植前の左室駆出率が12％と最も低
値であった 1 例において，移植後に一時的に心不全が
悪化し，計 9 日間の体外式膜型人工肺（ECMO）の装
着を要したが，その後状態改善を認めた．それ以外の
4 例では有害事象を認めなかった．移植後 1 年の時点
で，心臓超音波検査における左室駆出率の有意な改善

図 1 　心臓内幹細胞が分泌するエクソソームを介した心筋組織修復



89

や，心臓 MRI において心筋線維化を反映する Native 
T1 値の有意な低下といった有効性を示唆する結果が
得られた．
　患者由来の CDCs が分泌するエクソソームを解析
したところ，ブタ CDCs と同様にマイクロ RNA が豊
富に含まれており，特に microRNA（miR）-146a-5p の
発現量と CDCs 移植前後の線維化抑制度との間に有
意な相関があることを見出した．miR-146a-5p は NF-κB
の下位経路において発現し，ネガティブフィードバッ
クにより炎症鎮静化に働くことが知られているが7），
ヒト心筋培養細胞に miR-146a-5p を実験的に過剰発現
させると，IL-6，TRAF6，FOS，SMAD4といった炎
症・線維化マーカーが有意に低下し，逆に miR-146a-5p
を発現低下させると上記マーカーが有意に上昇した．
さらに，miR-146a-5p を過剰発現させると TNF-α刺激
による心筋培養細胞のアポトーシスが有意に抑制され
ることを確認した．

研究成果の意義

　幹細胞移植による心臓再生治療の臨床研究は，成人
の虚血性心疾患に対するものが大半であり，小児心疾
患では疾患の希少性や high volume center が少ないな
どの理由により，多くが症例報告に留まっている．ま
た DCM に関しては，これまで再現性が高く治療評価
が可能な大型動物の DCM モデルが存在せず，大型動
物による前臨床研究が進んでいなかった．
　本研究では，微小塞栓物質を用いた新規ブタ DCM
モデルを開発し，前臨床研究から世界初の小児 DCM
に対する CDCs 自家移植療法の臨床研究を実施した．
また CDCs の治療効果機序として，CDCs が分泌する
エクソソームやその中に含まれるマイクロ RNA が関
与している可能性が示された（図 1 ）．

今後の展開や展望

　近年，幹細胞移植の治療効果機序として，本研究と
同様に幹細胞が分泌するエクソソームやその中に含ま
れるマイクロ RNA によるパラクライン効果が示唆さ
れており，エクソソームやマイクロ RNA を用いた心
筋再生医療の研究も徐々に進んでいる8，9）．今後は小児

DCM に対する CDCs 移植の有効性評価試験である第
1ｂ相臨床研究を進めていくとともに，エクソソームや
マイクロ RNA による cell free therapy の臨床応用に
向けての研究も続けていきたい．
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