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研究成果の概要（和文）：超高齢社会である本邦の心不全は160万人になる。重症心不全に対する心移植はドナ
ー不足などの問題から普及に至らず、幹細胞を用いた細胞移植療法が期待されてきた。近年の研究から移植した
幹細胞が心臓組織へ生着することは稀であり、分泌される成長因子が心機能改善効果の主因だと判明した。心不
全に対する細胞移植療法の最適化は喫緊の課題である。本研究では、中型動物であるウサギの陳旧性心筋梗塞モ
デルに心筋幹細胞（CDC）シートを移植し、効果を検証した。また、低酸素刺激による細胞シートの機能賦活化
も検討した。結果、これらによって有意な心機能改善が得られると分かり、パラクライン作用による血管新生が
機序と考えられた。

研究成果の概要（英文）：There are 1.6 million of patients with heart failure in Japan. Cardiac 
transplantation is not a common therapeutic option due to shortage of donor hearts. Alternatively, 
the transplantation of stem cells to failing heart has been studied in order to develop a future 
therapeutic strategy. Recently, paracrine factors, such as growth factors, from stem cells mainly 
improve the cardiac function rather than their direct maturation to cardiac muscles.
We investigated the hypoxic-conditioned cardiosphere-derived cell (CDC) sheet transplantation for 
old myocardial infarction model of rabbit and found that this strategy effectively improved the 
cardiac function, partially through angiogenesis in a paracrine manner.

研究分野： 心臓血管外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
重症心不全に対する治療法に心臓移植があるが、ドナー不足や移植後の免疫抑制に伴う問題を考えると現実的で
はない。不全心に幹細胞などを移植する細胞移植療法が期待されている。移植細胞を長期間、留まらせる方法と
して“細胞シート技術”が注目されてきた。シート化した細胞を患部に移植でき、広範囲に及ぶ心筋の壊死や線
維化にも対応し得る。また、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”を独自に開発した。本研究は、“移植前に細胞を低酸素培養する”というシン
プルな方法であり、臨床現場で求められる“スピード”や“簡便さ”を解決し得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

超高齢社会である我が国の心不全は(潜在的な患者を含めると)160万人にのぼり、うち半数は虚

血性心疾患によるとされる。重症心不全に対する心移植はドナー不足などの問題から普及には

至らず、幹細胞を用いた細胞移植療法が期待されてきた。細胞を移植部位に留まらせる方法と

して細胞シート技術が確立され、現在はiPS細胞由来心筋細胞や骨格筋芽細胞を用いた細胞シー

ト移植が積極的に研究されている。一方で、移植細胞による腫瘍形成、細胞の準備にかかる費

用と時間などは課題であり、これらに対する解決策が必要である。また、近年の研究から移植

した幹細胞が心臓組織へ生着することは稀であり、これらが心筋細胞へ分化することよりもむ

しろ、分泌される成長因子やエクソソームが心機能改善効果の主因であることが判明した。 

当研究室は心筋幹細胞(cardiosphere-derived cell(CDC))の研究において長年の実績があ

り、CDCシート移植が小型動物の陳旧性心筋梗塞モデルにおいて心機能を有意に改善することを

報告してきた。低酸素プレコンディショニングなど、幹細胞の機能賦活化に関する研究におい

ても実績がある。また、CDCは成長因子やエクソソームの分泌能に優れることが知られている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、中型動物であるウサギの陳旧性心筋梗塞モデルにおいてCDCシートが心機能改善効

果を示すか否かを検証する。小型動物では困難であった詳細な検討を、CDCの機能賦活化を併用

して行う。 

 

３．研究の方法 

(1). 低酸素刺激を併用した積層化 CDCシートの機能賦活化の検証 

a. ウサギ心筋幹細胞の単離と細胞シート作製 

ウサギ心筋幹細胞は、雄の New Zealand White Rabbit種の心臓組織片からCardiosphere を得

る方法で調整した(Circulation. 2007; 115:896-908.）。CDCの精製度は、Fluorescent-

Activated Cell Sorting（FACS）解析によるc-kitおよびSca-1発現で確認し、CDCシートを作製

した。 

b. 低酸素プレコンディショニングによる積層化CDCシートの機能賦活化の検証 

①細胞濃度、②低酸素期間といった至適条件を改めて検討するため、培養上清中のVEGF濃度を

Enzyme-linked Immunosorbent Assay（ELISA）法で測定した。また、積層化・低酸素刺激を併

用することで、apoptosis誘導などの悪影響がないかを検証した。具体的には、Caspase等の

apoptosis誘導シグナルの活性化とapoptosisの発生をSub G1解析を用いて検証した。 

 

(2). 積層化CDCシートの血管新生能の評価 

Huvec細胞に低酸素刺激により機能賦活化した積層化CDCシートの培養上清を添加し、血管新生

能を評価した。 

 

(3). ウサギ同系移植モデルを用いたCDCシートの心機能改善効果 

a. ウサギ陳旧性心筋梗塞モデルの作出 

左冠動脈結紮により心筋梗塞モデルを作製した。冠動脈結紮処置後に心エコー検査を行った。

処置前のウサギの左室駆出率(LVEF)は概ね60-70%であり、処置後にLVEFが 40-50% まで低下し

ているウサギをモデルとして移植実験に用いた。 



b. 機能賦活したCDCシートの梗塞心への同系移植と治療効果の検証 

移植実験に用いる群は、①Sham群、②低酸素刺激により機能賦活化したウサギ積層化CDCシート

群とした。治療効果については以下の項目で評価・比較した。 

・心エコー評価：LVEFと左室内径短縮率（LVFS）を算出し比較した。 

・組織学的評価：線維化率をBZ-II 解析ソフトウェア(キーエンス)を用いて算出、比較した。 

 

４．研究成果 

(1) ウサギ心臓の左房より CDCを単離、培養 
した。FACSで CDCの主要な膜蛋白の発現を 
確認した。 
 
（右図は Fujita et al. Eur J Cardio- 
thorac Surg. 2019 より引用） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 低酸素プレコンディショニング 

による積層化 CDCシートの機能 

賦活化を検証した。 

VEGFを含む様々な成長因子の発現が 

増強することを確認した。 

また、TUNEL 染色で細胞死が有意に 

増加していないことを確認した。 

 
（右図は Fujita et al.  
Eur J Cardiothorac Surg. 2019 
より引用） 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(3) ウサギ陳旧性心筋梗塞モデルを作出 

し、機能賦活したCDCシートの梗塞心へ 

同系移植して治療効果を検証した。 

低酸素で機能賦活化した CDC シート 

により、心エコー上の心機能の改善を 

認めた。 

 
（右図は Fujita et al. Eur J Cardio- 
thorac Surg. 2019 より引用） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4)ウサギ心臓を組織学的に解析した 

ところ、CDC シートにより血管新生 

が増強し、梗塞後の瘢痕化が抑制 

されていた。 

 

（右図は Fujita et al.  
Eur J Cardiothorac Surg. 2019 
より引用） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(5) Huvec細胞に低酸素刺激で機能賦活化 

した積層化CDCシートの培養上清を添加し 

血管新生能を評価した。 

CDCシートはパラクライン作用で血管新生 

を促すことが分かった。 

 

（右図は Fujita et al. Eur J Cardio- 
thorac Surg. 2019 より引用） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(6)結論 

中型動物であるウサギの陳旧性心筋梗塞 

モデルにおいて CDCシートが心機能改善 

効果を示した。パラクライン作用による 

血管新生が機序の一部と思われる。 
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急性A型大動脈解離における’Total Archi First’の治療成績の検討(ポスター）

当院における心臓血管外科術後のＤＳＷＩ発症予防と治療戦略（ポスター）

大動脈弁狭窄症に対する経カテーテル大動脈弁置換術の適応を拡大すべきか
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当科における心臓血管外科周術期感染対策下での透析患者におけるDSWIの検討（ポスター）
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心筋梗塞後心室中隔穿孔に対する３-dimensional infarction exclusion法の当科における治療成績

心筋梗塞後心室隔穿孔に対する3次元infarct exclusion法の治療成績

若年者の胸腹部解離性大動脈瘤に対するEVAR completionの１例

慢性透析患者に対する単独冠動脈バイパス術の治療成績
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80歳以上の高齢者に対する単独冠動脈バイパス術の治療成績

慢性腎不全患者に対する冠動脈バイパス術の治療成績

心房中隔欠損症に対し完全内視鏡下心房中隔欠損症パッチ閉鎖術を行った2例

弓部大動脈瘤に対する弓部大動脈人工血管全置換術の治療成績
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HOCMに伴うMRに対して胸腔鏡補助下右小開胸経僧帽弁的中隔心筋切除と僧帽弁形成術を施行した1例

難治性皮膚潰瘍に対するフィブリン糊を用いた末梢血単核球と線維芽細胞から成る混合細胞移植（ポスター）

ウサギ陳旧性心筋梗塞モデルを用いた貼付前低酸素培養Cardiosphere-sphere derived cells sheetによる心不全治療効果の検討

Conventional MICS AVRの1例
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低酸素下培養によるCardiosphere-derived cells sheet移植の血管新生効果の基礎的検討

ラビット陳旧性モデルに対する低酸素培養刺激CDCシートの治療効果の検討（ポスター）
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