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研究成果の概要（和文）：本研究では低酸素プレコンディショニング法(HPC法)を用いた心筋幹細胞
(Cardiosphere-derived cells:CDCs)シートのマウス陳旧性心筋梗塞モデルにおける治療効果を検討した。CDCｓ
シートは、VEGFをはじめとする成長因子の産生を介したパラクライン効果で、梗塞境界領域における、血管新生
の増加をもたらし、梗塞領域の縮小効果を認めた心エコー上も左室駆出率の改善を認めた。CDCｓシート治療の
効果は、HPC法により増強した。HPC法は簡便にCDCｓシート機能賦活化が可能であり、HPC法を併用したCDCｓシ
ート治療は虚血性心疾患における治療法として有効な可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： We investigated the effect of cardiac stem cell (Cardiosphere-derived 
cells: CDCs) sheet using the hypoxic preconditioning (HPC) on the mouse old myocardial infarction 
model. The CDCs sheet was suggested to have a paracrine effect via the production of growth factors 
including VEGF. The paracrine effect resulted in an increase in angiogenesis in the border area of 
myocardial infarction.This effect also show the improvement of the wall motion of the mice hearts in
 echocardiography, and the reduction effect of the infarct region.
 The effect of CDCs sheet treatment was enhanced by HPC. The HPC can easily activate the CDCs sheet 
function, suggesting the possibility that CDCs sheet treatment with HPC may be effective for 
ischemic heart disease.

研究分野： 心臓血管外科学
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１．研究開始当初の背景 
現在、我々は高齢化社会を迎え、我が国の

心不全患者数は潜在的患者も含めると約 
160 万人に上る。そのうち虚血性心疾患が原
因疾患である患者は約半数の 80 万人とされ
る。とりわけ冠動脈の梗塞によって引き起こ
される心筋梗塞は高齢者に多く、心筋細胞の
壊死や線維化が進行し重篤な心不全を招く。 
 重症心不全患者に対する根本的な治療法と
しては心臓移植が考えられる。しかし、ドナ
ー不足や移植後の免疫抑制に伴う管理の難
しさを考えると現実的な選択肢ではない。こ
れに対して、心筋幹細胞、間葉系幹細胞など
の幹細胞を不全心に移植する細胞移植療法
が心臓移植に代わる治療方法として期待さ
れている。 
米国で行われた CADUCEUS 試験では、患者

心臓から調整した Cardiosphere 由来細胞を
不全心に移植することで、梗塞領域の減少や
心筋再生効果などを認めた。しかし、これま
での臨床試験の多くは、組織学的な変化は認
められたにも関わらず 心機能の劇的な改善
には至らず、①不全心における移植細胞の低
い生着率、②自家移植細胞による移植治療の
限界、が考えられている。このため、これら
の問題点を改善させる新たな方法の必要性
が言われている。これらの細胞移植治療の問
題点を解決する方法の一つとして、我々は、
移植細胞の血管新生能や酸化ストレス抵抗
性、組織生着性を向上させる“低酸素プレコ
ンディショニング法”を独自に開発し発展さ
せてきた。本法は、「移植 24 時間前に細胞
を低酸素条件で前培養するのみ」という極め
てシンプルな方法で、臨床現場で求められる
“スピード”や“簡便さ”を解決し得る。  
２．研究の目的 
本研究では、独自技術である低酸素プレコ

ンディショニング法を細胞シート技術に応
用し、 世界初の試みである“低酸素刺激に
より機能賦活化した心筋幹細胞シートを用
いた新たな重症心 不全治療法”を開発する。
また、マウス心筋梗塞モデルを用いた同系移
植試験による詳細な検証 を行い、本法の早
期臨床応用の足掛かりとする。 
３．研究の方法 
（１）心筋幹細胞の単離と培養方法 
予定心臓手術の患者から事前に承諾を得

て、100mg 程度の右心房の組織を採取した。
これらを、0.5%トリプシンで 5分間処理した
後に、フィブロネクチンでコーティングされ
たディッシュ上に静置した。細胞培養には
10%FBS を含む Iscove’s Modified Dulbec-
co’s medium を用いた。心房組織から得られ
た細胞を、poly-2-hydroxymethyl でコーティ
ングしたフラスコで浮遊培養を施行し、
Cardiosphere-like spheroid を得た。これを
再び、フィブロネクチンコーティングを施し
た 10cm ディッシュに播種し、接着培養で
Cardiosphere-derived cells(CDCs)を得た。
CDCs の精製度は表面抗原で確認した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．Cardiosphere-derived cell の単離 
なお、本研究は臨床研究における倫理審査

委員会の承認を得ている(no.2010025)。 
（２）低酸素プレコンディショニング法と細
胞シート作製 
 CDCs 細胞シートの作製に関しては、温度応
答性培養皿(Upcell®；CellSeed)を用いた。
24well プレートの well 内に播種された CDCs
を 100%コンフルエントとし、細胞シートを作
製した。低酸素プレコンディショニングを行
う際は、移植24時間前に通常培養(37°C、 5% 
CO2、大気圧酸素濃度)から、低酸素培養(33°
C、 5% CO2、2% O2)へと変更し、低酸素プレ
コンディショニングとした。 
（３）培養上清中の成長因子の測定 
CDCｓ細胞シートの機能を評価するため、
hepatocyte growth factor(HGF),basic fi-
broblast growth factor(b-FGF), Vascular 
endothelial growth factor(VEGF), insu-
lin-like growth factor-I (IGF-I), en-
doglin/CD105 と matrix metalloproteinas-
es(MMPs)の測定を enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA)を用いて行った。測
定には、ELISA kit(R&D systems) を用いた。 
（４）CDCｓ培養上清の血管新生能解析 
Human umbilical endothelial cells 

(HUVEC)をマトリゲルでコーティングした
96well プレートに 3.5×105cells/well で播
種した。これらの細胞の培養上清を CDCｓシ
ート培養上清(通常酸素培養・低酸素培養)に
変更し、12 時間培養した。Conditioned 
mediumによる血管新生能の亢進をHUVECによ
る血管様管腔形成を評価した。 
（５）マウスモデルを用いた治療実験 
8-10週齢のC57BL/6マウスを用いてマウス

陳旧性心筋梗塞モデルを作製した。全身麻酔
人工呼吸下に左第4肋間開胸で心臓に到達し
た。8-0 monofilament を用いてマウスの左冠
動脈を結紮し、心筋梗塞を作製した。4 週間
後に陳旧性心筋梗塞モデルとして実験に用
いた。また、先述のヒト CDCｓ培養プロトコ
ールに則ってマウス CDCs を単離した。低酸
素プレコンディショニングを施したマウス
CDCｓシートと通常酸素培養で作製し、マウ



ス陳旧性心筋梗塞モデルに貼付した。CDCｓ
シート貼付後 4週間で犠牲死させ、心エコー
結果と病理組織について検討した。 
 
 
 
 
 
図 2.CDCｓシート作製プロトコール 
なお、動物実験については山口大学大学院

に承認されている(no.31-089)。 
（６）移植した細胞シート残存性の解析 
マウスモデルを用いた治療実験で移植し

た細胞シートが、実際に術後も残存している
かについて検討を行った。マウス CDCs を温
度応答性培養皿に播種する前の状態で培養
上清に PKH(Sigma Aldrich)を加え、細胞膜を
染色した CDCs を得た。これを、先述のよう
に温度応答性培養皿に播種し、PKH によって
染色された CDCs シートを得た。PKH によって
染色された CDCｓシートを移植したのちに犠
牲死させ、細胞シートの残存を確認した。 
 
４．研究成果 
（1-３）培養上清中の成長因子の測定 
ヒト CDCs細胞シートの培養上清を回収し、

ELISA で検討した。培養上清に含まれる成長
因子は図 3 の如くなっており、CDCｓシート
の培養上清には多くの成長因子が含まれて
いた。中でも、VEGF の分泌能が高く、梗塞後
の血管新生を促進する可能性が示唆された。 
 また MMP-2 活性も高く、CDCｓシートは虚
血領域に移植された際に生存に適した環境
を形成している可能性も示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.CDCｓシートのパラクライン効果 
また、ヒト CDCs、マウス CDCs の両者におい
て低酸素培養を行うことで、CDCs シートの
VEGF 産生能が向上した。（図 4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．低酸素プレコンディショニングによる

VEGF 産生能の亢進 

 
（４）CDCｓ培養上清の血管新生能解析 
続いて、CDCs シートのパラクライン効果とし
ての血管新生能を検討する目的でHUVECを用
いて検討を施行した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5.CDCｓシート上清による血管様構造形成 
CDCs シート培養上清(conditioned medium; 
CM)を①通常酸素培養、②低酸素プレコンデ
ィショニング、③低酸素プレコンディショニ
ング＋抗 VEGF 抗体の 3 群に分けて検討した
ところ、図 5に示す如く、低酸素プレコンデ
ィショニングを施行した CDCs シートの培養
上清で有意に最も多く血管様管腔形成が認
められた。この効果は、抗 VEGF 抗体で、VEGF
濃度を低下させることで消失することから、
VEGF による効果であることが示唆された。 
（５）マウスモデルを用いた治療実験 
In vivo の実験として、マウス陳旧性心筋

梗塞モデルを用いた実験を施行した。CDCs シ
ート治療により、左室駆出率(LVEF)、左室内
径短縮率(LVFS)の改善を認めた。また、この
治療効果は特に低酸素プレコンディショニ
ングを施行した CDCs シートを貼付した群で
有意に高かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．CDCｓシートによる心収縮力改善 

続いて、病理標本を用いて血管新生をトマト
レクチンによる染色で検討した。結果は図 6
の如く、CDCｓシート貼付群では心筋梗塞境
界領域での血管新生がコントロールと比較
し亢進していた。この効果は、低酸素プレコ
ンディショニングを施行した CDCs シートに



おいて高かった（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
DAPI: 4,6-diamidino-2-phenylindol 
Lectin: tomato lectin 
cTnT: Cardiac troponin  
IFA: infarcted area 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７．CDCｓシートによる心筋梗塞境界領域

における血管新生亢進 
梗塞領域においては、CDCs シート貼付群にお
いて梗塞面積は小さかった。低酸素プレコン
ディショニングを施行した CDCs シートにお
いてより梗塞面積を縮小させる効果が高か
った。(図 8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８．CDCｓシートによる梗塞領域縮小効果 
 
（６）移植した細胞シート残存性の解析 
 細胞シートを貼付するという手技が適切
に施行されているかを PKH 染色した CDCs シ
ートを用いて検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
図９．CDCｓシート貼付 

 
 
図 9 に示す如く、PKH 染色を施した CDCs シー
トは貼付４週間後においても心外膜面にと
どまっており、本研究の In vivo の検討にお
ける心機能改善効果は、CDCｓシート貼付に
よる効果であることが示された。 
 
（７）結論 
米国で施行された CADUCEUS 試験では、患

者心臓から単離した CDCｓを不全心に移植
することで、梗塞領域の減少や心筋再生効果
などを認めた。しかし、組織学的な改善は認
められたにも関わらず 心機能の劇的な改善
には至っていなかった。 
本研究では、細胞シートという投与方法を

選択することにより、以前の冠動脈内投与と
比較して長期間に渡り患部に CDCｓをとどま
らせることが可能であった。これによるパラ
クライン効果の持続期間が延長し、心エコー
による心機能改善効果、組織学的な梗塞縮小
効果が得られたことが示唆される。 
さらに、低酸素プレコンディショニングを

施行することで CDCs シートの VEGF 産生を介
して、梗塞境界領域に血管新生作用と梗塞縮
小効果のさらなる向上を認めた。 
低酸素プレコンディショニングは煩雑な

操作が不要であり、臨床応用に即したシンプ
ル且つ低コストの細胞シート機能賦活化法
であることが示唆された。しかし、成長因子
以外の要因、エクソソームやマイクロ RNA に
与える影響は明らかでなく、今後は、さらな
るパラクライン効果の機序解明と、急性期疾
患に対応可能な他家幹細胞移植について検
討していく必要があると考えられた。 
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