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研究成果の概要（和文）：成体マウス心臓より単離したSca-1 陽性心筋前駆細胞を用いて細胞シ

ートを作成し、心筋梗塞マウス心臓へ移植したところ、心臓機能の経時的な回復が観察された。

Sca-1 陽性細胞は可溶性 VCAM-1 を発現し、可溶性 VCAM-1 はその受容体である VLA-4 を介して

血管新生、心筋保護、Sca-1 陽性自身の遊走・生着を促進し、細胞シート移植のよる心臓機能

回復を調節していることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：When cardiac Sca-1 positive cells were isolated from the adult 
murine heart and were transplanted to infarcted heart as cell sheet, significant 
improvement of cardiac function was observed. Soluble form of VCAM-1 secreted from Sca-1 
positive cells enhanced angiogenesis, cardioprotection, and migration of Sca-1 positive 
cells, which contributed to the improvement of cardiac function after cell sheet 
transplantation.  
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１．研究開始当初の背景 
近年再生医療は次世代の治療法として世界
中で研究が進められている。循環器領域にお
いても虚血性心疾患を中心し、動物実験から
ヒト臨床試験に至るまで幅広く検討がなさ
れている。従来移植された幹細胞の心臓局所
における心筋細胞を含めた分化による細胞
の補填が、細胞移植による心臓機能回復の主
たる機序と考えられてきたが、近年移植細胞

由来の分泌蛋白を介したホスト臓器との相
互作用によるパラクライン効果の重要性が
報告されている。 
一方、心臓への細胞移植に際して、細胞の

デリバリーの方法も多岐にわたる。従来単一
細胞浮遊液を経冠動脈的ないしは心筋への
直接注入などが試みられているが、移植細胞
の生着率の低さが大きな問題である。我々の
施設では、以前より温度応答性高分子である
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poly(N-isopropylacrylamide)(PIPAAm)を用
いた温度応答性培養皿を基盤技術として細
胞のシート化を可能にしている。これまでの
種々の検討から細胞をシート化したのちに
移植することにより、単一細胞浮遊液として
移植するよりもより効率的に移植細胞が生
着することが明らかとなっており、細胞シー
ト技術を用いることで、長期にわたる細胞移
植による心臓機能回復効果およびその機序
の検証が可能となっている。 
２．研究の目的 
近年我々のグループを含め複数の施設より
成体心臓内に、心筋細胞に分化しうる心筋幹
/前駆細胞の存在が報告され、心筋再生医療
における細胞ソースとして大変注目されて
いる。一方で移植細胞のソースとして使用し
た際の効果、およびその機序については不明
である。これまでの検討により温度応答性培
養皿を用いて心筋前駆細胞シートを作成し、
移植することにより、心臓機能回復効果が確
認されていることから、今回その分子機序を
明らかにすることを目的として、下記の研究
を行った。 
 
３． 研究の方法 
(1)成体マウス心臓よりマグネットビーズを

用いて Sca-1 陽性細胞を単離し、限外希
釈法にてクローナルな Sca-1 陽性細胞株
を樹立する。 

(2)心筋選択的遺伝子発現および分化誘導後
の心筋蛋白の発現を確認する。 

(3)温度応答性培養皿への播種により細胞シ
ート回収する。 

(4)心筋梗塞マウスを作製後、細胞シートを
移植し経時的な心機能を心エコー検査お
よび心臓カテーテル検査を用いて評価す
る。 

(5)移植細胞の生着を免疫組織学的に評価す
る。 

(6)同数の心筋前駆細胞、脂肪間葉系細胞を
無血清培地で培養後、培養上清を回収し
、サイトカイン抗体アレイにより分泌蛋
白の差異を明らかにし、心筋前駆細胞に
より多く発現する蛋白を同定する。 

(7)心筋前駆細胞培養上清による血管新生促
進効果を、血管内皮細胞の遊走、管腔構
造促進能の評価により検討する。 

(8)心筋前駆細胞培養上清による心筋細胞保
護効果を、過酸化水素添加後の新生仔ラ
ット心筋細胞を用いて MTT assay により
評価する。また培養上清による心筋細胞
内シグナル伝達機構を明らかにする。 

(9)心筋前駆細胞培養上清による心筋前駆細
胞自身の遊走促進効果について評価する
。 

(10)心筋前駆細胞シート移植後に、心筋前駆
細胞特異的分泌蛋白に対する抗体を投

与し、細胞移植による心臓への効果と分
泌蛋白との関連を明らかにする。 

 
 
４．研究成果 
近年、成体の心臓にも心筋細胞に分化しうる
未分化な細胞が存在することが報告されて
いる、我々も、成体マウス心臓より単離した
Sca-1 陽性細胞が in vitro で心筋細胞に分化
することを報告している。しかし、成体マウ
ス Sca-1 陽性細胞は、心筋選択的転写因子で
ある Nkx2.5 および GATA4 を発現するものの、
造血系細胞や血管内皮細胞なども混入した
細胞集団であるため、心筋前駆細胞としての
Sca-1 陽性細胞の数は非常に少ない。したが
って、心筋前駆細胞としての Sca-1 陽性細胞
を細胞移植のソースとして使用するに際し
ては、体外で増幅する必要がある。そこで、
in vitro にて Sca-1 陽性細胞の増幅・クロー
ニングを試みた結果、豊富な増殖能を有し、
かつ Nkx2.5 及び GATA4 を恒常的に発現する
Sca-1 陽性の心筋前駆細胞株(CPC)の樹立に
成功した。この細胞は、梗塞心への直接移植
により心筋細胞への分化が確認されたこと
から、移植細胞として有用と考えられる。し
かし心筋への直接移植では、移植 1週間後に
は、すでに 9割の細胞が消失するから、心機
能への効果発現には、より移植効率の高い移
植法が必要と考えられた。そこで我々は細胞
工学的手法を用いて、心筋前駆細胞シートを
作成することとした。CPC を 3.5cm の温度応
答性培養皿に播種し、37 度で 5 日間培養後、
コンフルエントとなったことを確認した後
に、20度でさらに 2時間培養を継続すること
で、単層の細胞シートを回収することができ
た。そこで、心筋前駆細胞による梗塞心の再
生能を検討するために、非移植群、CPC シー
ト群、また、すでに心機能改善効果が報告さ
れている脂肪間葉系細胞(ATMC)シート群の 3
群に分けて検討を行った。野生型マウスの左
前下行枝を結紮することにより心筋梗塞を
作成し、この梗塞部を覆うように単層の細胞
シートを各々移植した。 

CPC シート群では、移植 3 週目以降に、他
の２群に比して有意に左室拡張末期径、左室
収縮末期径の拡大抑制及び左室短縮率の改
善効果を示した。一方、ATMC シート移植群で
は、移植 1週目には他の 2群に比して有意に
左室径の拡大抑制、左室短縮率の低下抑制効
果を認めたが、その効果は一時的で、その後
徐々に径の拡大、左室短縮率低下を示し、移
植 4週目には、非移植群と同等に至った。し
たがって、移植細胞の相違により心機能への
効果出現時期にも相違が生じることが明ら
かとなった。次に、細胞シート移植による血
管新生効果について検討した。CPC シート移
植群では、移植 4 週目において、非移植群、



脂肪間葉系細胞シート移植群に比して有意
に血管数の増加が認められた。 
 次に、共焦点レーザー顕微鏡を用いて、CPC
と ATMC の梗塞心への生着を評価した。移植 4
週目では、多くの RFP 陽性の CPC が障害部に
おいて確認されたが、ATMC では、健常部、障
害いずれにも生着は確認されなかった。
Western blot にて、移植後の細胞の生着率を
定量化すると、CPC シート移植群では、移植
4 週目の段階で、移植時の約 2 割の細胞が生
着していたのに対して、ATMC では、わずか
0.8%の細胞が生着しているに過ぎなかった。
また、生着した CPC の約 3割が、明瞭なサル
コ メ ア 構 造 を 呈 し 、 か つ sarcomeric 

-actinin を発現しており、一方、他の 3割
の細胞は、管腔構造を呈しており、血管への
分化も確認された。移植細胞の生着率及び生
着した細胞の心筋分化の効率より、CPC の移
植により、マウス心臓中の心筋細胞の約 5％
を新たに創生したものと推察される。 
 
細胞移植に伴うパラクリン効果 
近年、細胞移植による梗塞心の心機能改善効
果の一機序として、移植細胞の分泌する増殖
因子の関与が報告されている。CPC も、ATMC
に比して、移植後の生着率が高いことより、
CPC が分泌する因子を介して、血管新生、心
筋保護はもちろんのこと、CPC 自身の生着率
を向上させることで、その因子の発現は維持
され、結果生着した CPC からの心筋細胞や血
管への創生に寄与していると考えられる。そ
こで、CPC 及び ATMC の培養上清を用いて、サ
イトカイン抗体アレイを行い、CPC において
発現の多い因子の同定を行った。その結果、
CPC においては可溶性 VCAM-1 の発現が ATMC
に比して多いことが確認された。 

CPC の培養上清を添加することにより、血
管内皮細胞の遊走及び管腔形成能が促進さ
れた。可溶性 VCAM-1 は、すでに血管内皮細
胞の遊走を促進することが報告されている。
そこで VCAM-1 特異的 miRNA ベクターを作成
後、CPC に遺伝子導入し、再度培養上清を回
収し、血管内皮細胞に添加したところ、CPC
培養上清による血管内皮細胞の遊走、管腔形
成能促進効果が抑制されたことから、CPC は
自身の分泌する可溶性 VCAM-1 により血管新
生促進効果を示すことが明らかとなった。一
方、CPC 培養上清は、過酸化水素添加に伴う
心筋細胞死を抑制し、また CPC 自身の遊走も
促進することが明らかとなっている。 
可溶性 VCAM-1 は、VLA-4( 4 1 インテグ

リン)のリガンドであり、VLA-4 の下流には、
細胞生存、増殖、遊走に関連する蛋白である
Akt、ERK、p38MAPK が存在する。新生仔ラッ
ト心筋細胞に可溶性VCAM-1を添加するとAkt、
ERK、p38MAPK のリン酸化が亢進した。また
CPC の培養上清を添加すると、可溶性 VCAM-1

添加時と同様に Akt、ERK、p38MAPK のリン酸
化亢進が確認され、この効果は VLA-4 の中和
抗体添加によって抑制された。CPC 培養上清
添加に伴う心筋細胞死抑制効果は、Akt 阻害
剤、ERK 阻害剤、p38MAPK 阻害剤いずれの添
加においても消失したことからCPC移植に伴
うパラクリン効果として、CPC の分泌する可
溶性 VCAM-1/ VLA-4 シグナルを介する心筋細
胞死抑制効果の関与が示唆された。CPC の
p38MAPK は、通常の培養状態においても、リ
ン酸化状態であることが確認されたが、この
リン酸化は可溶性 VCAM-1 の添加により更に
亢進し、一方 VLA-4 の中和抗体のみの添加に
より顕著にp38MAPKのリン酸化は抑制される。
さらに CPC の遊走は、可溶性 VCAM-1 添加に
より促進されるが、p38MAPK 阻害剤の添加に
よって有意に抑制されることから、CPC は、
自身の分泌する可溶性 VCAM-1 によりオート
クリン的に VLA-4 を介して p38MAPKを活性化
し自身の遊走能を促進している可能性が示
唆された。 
CPC シート移植後に、VLA-4 の中和抗体の投
与を行うと、移植細胞の生着が著しく減少し、
血管新生の抑制と相まって、細胞シート移植
に伴う心機能改善効果が消失することが明
らかとなっている。以上より CPC をシート移
植することにより、心筋細胞、血管への分化
も認められる一方、可溶性 VCAM-1/ VLA-4 を
介した血管新生、心筋細胞死抑制効果、CPC
自身の遊走、生存促進効果により梗塞後心筋
の修復が得られるものと考えられる。 
 以上より、Sca-1 陽性心筋前駆細胞はその
分泌する VCAM-1 を介して血管新生、心筋保
護効果を示して心臓の修復を図るとともに、
自身の遊走・生着率の向上を促進し、更なる
VCAM-1 を介した作用の増強、そして生着率が
改善することによる心筋細胞や血管内皮細
胞への分化も相まって、統合的に心筋梗塞後
の心筋修復に寄与するものと考えられた。 
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