
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７７０１

若手研究(B)

2014～2013

磁性ナノ微粒子を用いた細胞シート移植による虚血性心疾患に対する治療効果の検討

Multilayered cell sheets created by a novel magnetite tissue engineering method for 
myocardial infarction

００４５６６８３研究者番号：

石井　正和（Ishii, Masakazu）

鹿児島大学・医歯（薬）学総合研究科・助教

研究期間：

２５８６０５９５

平成 年 月 日現在２７   ５ １９

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：磁力とECMを組み合わせた新規細胞シート作成法を用いて脂肪由来幹細胞(ADRC)シートを作
成し、マウス心筋梗塞モデルへ移植を行った結果、コントロール群に比べ梗塞サイズの縮小、線維化を抑制した。ADRC
シート移植群においては有意な心機能改善効果が認められた。また、虚血心筋内においてVEGF、bFGF遺伝子発現の増加
が認められた。以上の結果から、ADRCシート移植は虚血心筋内への血管新生を誘導することにより、心筋リモデリング
を抑制することが示唆された。
本研究により、ADRCシート移植は虚血性心疾患に対する新規の治療法となり得ることが示された。

研究成果の概要（英文）：Most common method of stem/progenitor cell transplantation is direct myocardium 
injections of cell suspensions using a syringe and needle. However, some reports showed that this needle 
injection method has several disadvantages, including cell loss caused by leakage of injected cells. To 
overcome these problems, several tissue engineering (TE) technologies are emerging for regenerative 
medicine.
ADRC sheets were successfully engrafted into ischemic heart. Transplantation of ADRC sheets, created by 
the Mag-TE system and the ECM, improved infarct wall thining and significantly inhibited fibrosis than 
control group. ADRC sheets transplantation significantly improved cardiac function, and increased VEGF 
and bFGF mRNA expression in ischemic hearts.Implantation of ADRC sheets protects the heart against 
pathological cardiac remodeling through its ability to promote angiogenesis. ADRC sheets may become a 
novel regenerative medicine strategy for ischemic heart disease in future.

研究分野： 医学
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１．研究開始当初の背景 
生活習慣病の蔓延と高齢化社会の到来に

より、虚血性心疾患・閉塞性動脈硬化症など
の患者数は顕著に増加している。通常はバイ
パス手術やカテーテルによる血管内治療を
行うが、このような治療が不可能な重症例も
増加している。このような症例に対して、虚
血部周辺の組織から血管再生や側副血行路
の発達を促し、虚血領域とその周辺組織の血
流を改善し、組織障害や壊死を軽減させる新
しい治療法に「血管新生療法」がある。 
心血管領域においては、幹細胞移植による

血管新生療法は、その有効性が多数報告され
ているが、従来行われている細胞浮遊液を局
所に注入する方法では移植場所の制御が困
難であることや、24 時間以内に大多数の細胞
が流出・壊死してしまい、移植 7 日後には 3
～5%程度しか生着しておらず、その効果が十
分に発揮できないという欠点があり、移植法
の改善が求められている。そこで、効果的な
血管新生療法を行うためには、新規の移植法
の開発が重要である。 
 
２．研究の目的 
我々はマグネタイト(Fe3O4)をリポソーム

で包埋した磁性ナノ微粒子 (Magnetic 
Cationic Liposome: MCL)を作成し、磁場と
磁性ナノ粒子を用いた新規の3次元細胞シー
ト作成技術 (Mag-TE 法) を確立し、これまで
に Mag-TE 法を用いて間葉系幹細胞（MSC）シ
ートを作成し、マウス重症下肢虚血モデルへ
の MSC シート移植が、従来法である局所への
細胞浮遊液注入法に比べ有意に血流回復、血
管新生効果を有することを報告してきた。 

また、我々は細胞シート強度の増加と移植
時の操作性の向上を目的とし、Mag-TE 法を改
良し磁力と細胞外マトリックス(ECM)を組み
合わせた新規の細胞シート作成法を開発に
も成功した。 
これまで虚血性心疾患に対する細胞移植

方法としては、細胞浮遊液を局所へ直接注入
する方法で行われていたが、この方法では移
植場所の制御が困難であり、細胞の流出によ
り十分な効果が得られないことがある。そこ
で、本研究では磁力と ECM を組み合わせた新
規細胞シート作成法を用いて脂肪由来幹細
胞(ADRC)シートを作成し、マウス心筋梗塞モ
デルの梗塞部位へ移植を行い、心筋梗塞に対
する治療効果を示すかについて検討を行う
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）脂肪由来幹細胞（ADRC）から分泌され
る血管新生因子の特定：ADRC に磁性ナノ微粒
子(MCL)を取り込ませた際の血管新生因子発
現変化について、Angiogenic Protein Array
を用いて網羅的に検討する。また ADRC を通
常酸素および、低酸素状態で培養を行った際
の血管新生因子の発現パターン変化につい
て Protein Array を用いて検討を行う。 

 
（２）マウス心筋梗塞モデルに対する ADRC
シート移植による治療効果の検討：WT
（C57BL6/J）マウスに左前下行枝結紮によっ
て急性心筋梗塞モデルを作成する。梗塞作成
直後に、ADRC シートを梗塞部位に移植を行う。
ADRC シートを移植後に、心エコーによる経時
的（1,2,4 週間後）な心機能評価を行い、シ
ート群とコントロール群との心機能改善効
果の比較を行う。H&E 染色、マッソントリク
ローム染色による梗塞サイズ、線維化領域の
評価。梗塞領域における血管密度を CD31 抗
体によって免疫組織染色を行い検討する。ま
た、梗塞部位のアポトーシス細胞の割合を
TUNEL 染色によって評価を行う。ADRC シート
移植後の心筋組織を採取し、血管新生因子
（VEGF、bFGF）発現をリアルタイム PCR によ
って定量を行う。また、移植した ADRC シー
トが直接的に血管、心筋へ分化しているかに
ついて、CD31 および Troponin T で免疫染色
によって評価を行う。 
 
４． 研究成果 
（１）脂肪由来幹細胞（ADRC）シートから分
泌される血管新生因子の特定：ADRC から分泌
される血管新生因子を Angiogenic Protein 
Array を用いて評価を行った結果、多数の血
管新生因子が発現していることが確認され
た。MCL の添加の有無によって、発現パター
ンの有意な変化は認められなかった。一方で、
低酸素培養（5% O2）を行うことによって、bFGF, 
VEGF, angiopoietin-1, angiopoietin-3 等の
血管新生因子の発現上昇が認められた（図
１）。 

（図１）Angiogenic Protein Array による血管新生因子

発現解析 

 
（２）マウス心筋梗塞モデルに対する ADRC
シート移植による治療効果の検討：マウス急
性心筋梗塞モデルを作成し、ADRC シートおよ
び、コントロール群としてコラーゲンゲルシ
ートを梗塞部位へ移植を行った。ADRC シート
は移植2週間後においてもホスト心筋上に生
着が確認された。 
次に心エコーによる心機能評価を行った

結果、ADRC シート移植群はコントロール群に
比べ有意な心機能改善効果が認められた（図
２） 
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（図２）ADRC シート移植 4週間後における心機能評価 
 
手術後 4週間における生存率について、カ

プランマイヤー生存曲線を作成し、評価を行
った結果、コントロール群で 52％であった生
存率が、ADRC シート移植群においては 68％
に改善が認められた。 

次に、ADRC シート移植 4週間後の心臓を採
取し、組織学的評価を行った。マッソントリ
クローム染色を行い、線維化領域の定量を行
った結果、ADRC シート移植群はコントロール
群に比べ、有意に線維化が抑制されているこ
とが明らかとなった（図３） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図３）ADRC シート移植による線維化抑制効果 

 
虚血心筋内における毛細血管密度とアポ

トーシス細胞の割合を評価するために、それ
ぞれ、CD31 抗体での免疫染色、および TUNEL
染色を行った。ADRC シート移植群においては、
コントロール群に比べ有意に毛細血管密度
が増加していることが確認された。一方で、
アポトーシス細胞はコントロール群に比べ
有意に減少することが確認された（図４） 

（図４）ADRC シート移植による虚血心筋内の毛細血管密

度の増加、アポトーシス抑制効果 

 
次に、虚血心筋内の毛細血管密度の増加と

アポトーシス抑制効果の機序を検討するた
めに、虚血心筋内における血管新生因子発現
の評価を行った。リアルタイムPCRによって、
VEGF および、bFGF 遺伝子発現を評価した結
果、ADRC シート移植群において、両血管新生
因子の発現が増加していることが明らかと
なった（図５） 

（図５）虚血心筋内における血管新生因子発現比較 
 
ADRC は多分化能を有し、これまでに血管や

心筋細胞への分化の報告もある。そこで、移
植を行った ADRC がホスト心筋内において、
血管および心筋への直接的な分化が起こっ
ているかについて評価を行った。MCL を含有
する移植細胞は、血管内皮細胞への分化は確
認されなかったが、一部の移植細胞がペリサ
イトの周囲に取り込まれている所見が確認
された。一方、Troponin T での免疫染色の結
果から、移植された ADRC は心筋細胞への分
化は確認されなかった。以上のことから、移
植された ADRC は直接的な血管内皮細胞への
分化は起こらないが、壁細胞として血管構造
の支持を行っている可能性が示唆される。 

以上の結果から、ADSC シート移植は虚血心
筋内への血管新生を誘導することにより、心
筋リモデリングを抑制することが示唆され
た。本研究により、ADSC シート移植は虚血性
心疾患に対する新規の治療法となり得るこ
とが示された。 
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