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研究成果の概要（和文）：末梢血液中単核球を無血清培地生体外増幅培養法（quantity and quality control; 
QQ）培養で増幅したQQ細胞（再生環境細胞）は、移植後の組織で血管再生・抗炎症・抗線維化・免疫寛容作用を
発揮することが示唆されている。そこで、劇症型心筋炎後心不全モデルラットをQQ細胞シート及び線維芽細胞シ
ート移植群、コントロール群の３群に分類、QQ細胞移植効果を検討した。圧容積解析により心臓拡張機能の有意
な改善と、組織学的評価として有意な繊維化抑制作用を認めた。これはQQ細胞の抗炎症作用によるものと推測さ
れ、重症心不全に対する再生環境細胞シート移植治療の有効性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The Opsonic effect of the host tissue regeneration after transplantation has
 been suggested to the cells, which was obtained by the quantity and quality control (QQ) expansion 
culture of peripheral blood mononuclear cells, due to their capacities of vascular regeneration, 
anti-inflammatory, antifibrotic action, and immune tolerance. We examined the effects of QQ cell 
transplantation using 3 groups of the QQ cell sheet and fibroblast sheet group, and control group to
 the fulminant myocarditis heart failure model rats. A significant improvement of cardiac diastolic 
function was observed in the QQ group. The histologic evaluation also showed significant inhibitory 
effects of fibrosis probably by the anti-inflammatory action. These results showed that the QQ cell 
sheet transplantation may be a favorable treatment for severe heart failure.

研究分野：循環器

キーワード： 再生環境細胞　血管内皮前駆細胞　抗炎症作用　血管再生　無血清培地生体外増幅培養法　細胞シート
　心不全

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
心臓再生医療の主な細胞ソースは、幹細胞や心筋細胞、筋芽細胞などが用いられているが、その効果はパラクラ
イン効果が主であり、再生組織内における血管網構築能や組織生着能が不十分であるため置換可能な再生心臓組
織は実現していない。先行研究において申請者らは、末梢血液中の単核球を無血清培地生増幅培養し、感染源と
なる不要な蛋白質を含まず、移植先組織で血管再生と再生組織環境を調節する新しい概念の細胞群を獲得した。
本研究では、その細胞群をシート化し重症心不全モデルに移植した。その結果、心臓拡張能の改善と血管数増加
を認めた。これは、移植細胞の抗炎症作用と血管再生作用によるものと推察されその有用性が示唆された。
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１．研究開始当初の背景 

内科的・外科的治療が奏功しない重症心不全では、移植治療が唯一の望みとなるが、ドナー数

が絶対的に不足しているのが現状である。そこで、新たな心臓再生医療技術の開発が期待されて

いる。その主な手法として、（１）細胞注入療法と（２）組織工学を用いた手法の２つが考えら

れている。細胞注入療法には、移植細胞の流出・拡散や壊死による細胞の損失、さらに広範囲な

欠損部位の治療には不向きであるという問題点がある。一方、臨床応用されている筋芽細胞シー

トなどに代表される組織工学的手法を用いた心筋再生医療は、主として移植細胞の分泌する血

管新生因子などの増殖因子を介したホストとの相互作用（パラクライン効果）による局所部位の

血流改善や、組織の線維化、細胞死の抑制等の効果と考えられている。したがって、「置換可能

かつ機能的な心筋再生組織の開発」は実現されていないのが現状である。再生心臓組織獲得のた

めには、（１）再生組織内部に血管網を伴う厚みのある再生組織を構築すること、（２）再生組織

をドナーの組織に生着させること、が課題として挙げられる。他方、血管構築を補助する細胞群

として血管内皮前駆細胞（endothelial progenitor cell：EPC）が報告されている。EPC は、

骨髄造血幹細胞分画（CD34・133 陽性）由来の細胞として末梢血液単核球中に存在し、末梢血へ

動員、血管形成部位への生着・分化・増殖を経て「血管新生」に関与する。しかし臨床応用に際

して、重症心不全患者は糖尿病、高血圧症などの酸化ストレスを惹起する基礎疾患を有している

ことが多く、そのため患者自身の EPC は健常人に比較して増幅／分化能が劣り、血管形成能が低

下している。この点を改善すべく申請者らは、移植 EPC の数・質を確保する方法として、「無血

清培地生体外増幅培養法（quantity and quality control culture; QQ 培養）」を確立した。さ

らに、末梢血液中の単核球を QQ培養した細胞群

（QQ細胞すなわち再生環境細胞（図 1）は、血管

再生作用以外に抗炎症作用/抗線維化作用、免疫

寛容作用を持つ細胞群であることが明らかにし

た。上記の研究結果より、現在、「血管構築能

（EPC）を伴い、かつ細胞環境調節細胞（QQ細胞）

による生着率の向上した組織移植治療法」の 

実現に向けた研究を進めている。 

 

２．研究の目的 

重症小児心不全においてもドナー不足の理由から、成人患者以上に再生医療の臨床応用が期待

されている。本研究ではEPCを含むQQ細胞をシート化して移植し、重症心不全に対する治療効果

について検討した。 

 

３．研究の方法 

（１）心筋ミオシンを等量の完全フロイドアジュバントと混合し、6週齢のLewisラットにday0、

day7 に皮下投与を行い、自己免疫性劇症型心筋炎による心不全モデルラットを作製した。 

（２）8 週齢の Lewis ラットの末梢血液から単球を回収し、QQ 培養を行った。QQ 細胞のみでは

細胞シートが作製困難なことから、Lewis ラットの皮膚の線維芽細胞と共培養により細胞シ

ートを作製した。治療効果を明確にする目的で、線維芽細胞のみの細胞シートも作製した。 

（３）ミオシン感作２週間後（心筋炎極期）心不全モデルラットに対し、以下の 3群を作成し、

QQ細胞シート移植効果について比較検討を行った；①QQ細胞シート（QQ細胞＋線維芽細胞：



QQ 群）、②線維芽細胞シート（線維芽細胞のみ：F 群）、③開胸のみを施行したコントロー

ル群（sham 群）。治療の効果検討のため、血液検査・心臓超音波検査を施行した。さらに、

移植後 2週間後に、心臓カテーテルによる圧容積解析・組織標本作製を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４.   研究成果 

（１） ラットにおける QQ培養の確立（コントロールと心筋炎モデルの比較） 

従来の QQ培養法はマウスとヒトのみで確立されてきた。そのため、①ラットおいても同様な

細胞群が獲得可能であるか、また②基礎疾患を持つ患者では、末梢単核球中の EPC 数やその増殖

能や機能が低下することが報告されているが、本研究で用いる「心筋炎モデルラット」において

も同様に QQ 培養がそれらの点の改善に有効であるかを検討した。その結果、末梢血液からの単

核球の回収率、培養細胞数とも既存の研究データーと同様に問題なく回収、培養できることを確

認した（図 2）。この細胞群をColony-Forming Assay で評価したところ、コロニー形成も良好で

あり、その形態もヒト、マウスと同等の結果を示した（図 3）。さらに、フローサイトメトリー、

qPCR の細胞機能解析においても抗炎症性マクロファージ（CD206 等）や血管再生因子（KDR,VEGF-

A,VEGF-B 等）の優位な上昇を認め、先行研究（Masuda et al.J Am Heart Assoc 2014）同様の

機能を持つ細胞群を獲得できることを確認した（図 4）。以上のことから、「ラット細胞に対する

QQ培養の有効性」が確認された。 
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（２） 細胞シートの機能の qPCR 解析 

移植細胞シートの機能を評価するために qPCR 解析を行った。QQ

細胞シートでは IL-10,CD206,VEGF の各ｍRNA 発現が優位に高い

ことが示され（n=5〜6,P<0.05）、「M2マクロファージ由来の IL-10

増加」による抗炎症作用や VEGF による血管形成促進効果が示唆

された(図 5)。この結果は、細胞シート化後も QQ細胞機能が保た

れることを示していた。 

 

 

（３） 劇症化心筋炎後の心不全モデルラットにおける QQ細胞シート移植の有効性検討 

①QQ細胞シートの組織着床能を検討する目的で、GFP陽性線

維芽細胞と QQ細胞の共培養シートをラットの心臓に移植し、

２週間後に組織評価を行った。その結果、良好な組織着床能が

確認された（図 6）。 

②3群間比較（QQ群、F群、sham 群）によりQQシート移植効

果を検討した。圧容積関係解析では、QQ群において心臓拡張能の有意な改善を認めた（図 7）。

また、シート着床後の心臓組織を qPCR で解析した結果、心不全の重症度を表す BNP(brain 

natriuretic peptide)が低い傾向を認めた（図 8）。さらに、組織学的評価において QQ群で有

意な繊維化抑制効果（P<0.05）が認められたことから（図 9）。これらの結果は、QQ細胞の抗炎

症作用による線維化抑制作用が働いたものと推察された。さらに、QQ群において血管数の優位

な増加も認めた（P<0.05、図 10）。以上の結果から、重症心不全に対する QQ細胞シート移植治

療の有効性が示唆された。 
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