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研究成果の概要（和文）：骨格筋芽細胞シートおよびiPS細胞由来心筋細胞シートの臨床応用可能な凍結保存方
法に関して探索を行った。その結果、ガラス化凍結された骨格筋芽細胞シートは保存後もシートの形態や機能の
維持していた。また、心筋梗塞ヌードラットに保存後の細胞シートを移植した後に心機能改善効果が認められ
た。また、iPS細胞由来心筋細胞を凍結保存後にも心筋細胞純度は凍結前とほぼ同じ結果を再現でき、同期拍動
する心筋細胞シートを作成できた。さらに心筋梗塞ヌードラットに移植し、凍結心筋細胞を移植しても非凍結心
筋細胞と同程度の有効性を有することを確認した。

研究成果の概要（英文）： We explored the clinically applicable cryopreservation method of skeletal 
myoblast sheet and iPS cells-derived cardiomyocytes (CMs) sheet. As a result, the vitrified frozen 
human skeletal myoblast sheet maintained the functionality and structure of cell-sheet. In addition,
 transplantation of the thawed human myoblast sheet from the vitrified cryopreservation induced the 
improvement of cardiac function in the myocardial infarction (MI) nude rat.
 In the iPS cell-derived CMs, the purity of CMs did not change by the vitrified frozen and the 
thawing process. The thawed CMs sheet showed spontaneous synchronized beatings. To check the impacts
 on cardiac performance in vivo, we transplanted the cell sheets of non-cryopreserved CMs and 
cryopreserved CMs into nude rats with MI. There was no significant difference in the efficiency 
between the non-cryopreserved and cryopreserved groups, indicating that the efficiency of 
cryopreserved CMs in vivo was comparable to that of freshly prepared CMs.

研究分野：再生医療
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１．研究開始当初の背景 
再生医療は次世代型の治療としてあらゆ
る治療再生医療は次世代型の治療としてあ
らゆる疾患治療分野において発展が期待さ
れている。再生医療には様々なアプローチが
あるが、障害臓器あるいは障害部位に体外に
て増幅した自己あるいは他家細胞を移植す
るという細胞移植療法はその中心的役割を
果たす治療と考えられている。しかしながら、
細胞移植の欠点として、移植された細胞が障
害臓器あるいは障害部位において、長期間に
わたって生存し機能を維持しないことが挙
げられ、この移植された細胞の生存効率には
細胞投与方法が深く関わっていることが知
られている（ Fukushima et al. Future 
Cardiol 2013）。一方、多くの機能的な細胞を
移植し、生存させる手法として、細胞シート
移植法が本邦において開発された。この細胞
シート移植療法は、難治性疾患に対する再生
医療との位置づけにて臨床試験が実施され、
様々な疾患においてその安全性および治療
効果が証明されつつある（Sawa et al. 
Surgery Today 2012, Nishida et al. N Eng J 
Med 2004）。とはいうものの、本細胞シート
治療法は未だ臨床における標準治療として
は確立されていないのが現状である。中でも
最も重要な臨床上の問題点として、汎用性に
優れないことが挙げられている。そこで、細
胞シートの輸送及び保存の最適化により、汎
用性は向上するものと考えられるが、そのた
めには輸送や保存に関わる侵襲が細胞及び
細胞シートに及ぼす影響を、基礎的研究をも
って明らかにする必要がある。 

 
２．研究の目的 
細胞シート移植療法は本邦発の再生医療
であり様々な難治性疾患への臨床応用がさ
れつつある。本治療法を標準的治療とするた
めには、細胞採取、培養、細胞シート作成な
どの手順を簡素化することで汎用性を高め
ることが必要である。中でも、細胞シートの
凍結保存技術の開発は、細胞シート移植の汎
用性を飛躍的に向上させるものである。当科
では、重症心不全を対象疾患として、細胞シ
ート療法を、基礎研究によって開発し、自己
骨格筋芽細胞シートで薬事承認を受けてい
る。本研究の目的は、iPS 細胞由来心筋細胞
シート、骨格筋芽細胞シートの臨床応用可能
な長期間凍結保存方法を、基礎研究的手法を
もって探索することである。 

 
３．研究の方法 
(1) iPS 細胞由来心筋細胞の凍結保存方法の
検討 
分化誘導した心筋細胞を凍結保存液で懸
濁し、緩慢凍結保存した。その後、凍結融解
前後の細胞生存率や回収率、純度の変化、調
製した心筋細胞シートを微小電極アレイ
（MEA）で電気生理学的解析および免疫染色
評価をした。さらに心筋梗塞モデルのヌード

ラットに凍結保存していない心筋細胞（非凍
結群）と凍結した心筋細胞でそれぞれ調製し
た細胞シート（凍結群）を移植し、sham オ
ペ群と移植後の心機能を比較した。 

 

(2）骨格筋芽細胞シートのガラス化凍結法の
検討 
骨格筋芽細胞シートを急速凍結液浸漬し、
耐低温フィルムで密閉して液体窒素の液面
上で急速凍結した。急速融解したシートの外
観や構造を観察し、細胞生存率やサイトカイ
ンの産生量を評価した。更に保存後のシート
をヌードラットの心筋梗塞モデルに移植し
心機能改善効果を検証した。  
 
４．研究成果 

iPS 細胞由来の心筋細胞の機能を維持した
まま、凍結保存する方法を検討した。ヒト iPS
細胞から分化誘導した心筋細胞を含む胚様
体から解離した細胞を 10%DMSO 及び凍害
保護剤を含む凍結保存液中で緩慢凍結した。
解凍した細胞を 10％血清含有培地に懸濁し、
シート培養を行い、生存率、心筋細胞マーカ
ー発現率、MED システムでの同期拍動性の
評価を行った。その結果、回収率は平均 52％、
生存率は平均 95％、FACS解析によるトロポ
ニン陽性率は凍結前とほぼ同じ結果を再現
でき、MED システムでは同期拍動する心筋
細胞シートを作成できた。 

 
 

さらに心筋梗塞モデルのヌードラットに
凍結保存していない心筋細胞（非凍結群：n = 
6）と凍結した心筋細胞でそれぞれ調製した
細胞シート（凍結群：n = 7）を移植し、sham
群（n = 7）と移植後の心機能を比較した。移
植 4 週間後、ヌードラットの左室駆出率は
sham 群（39±1%）と比較して、非凍結群
（51±3%）及び凍結群（51±5%）で有意に高
く（p＜0.01）、非凍結群と凍結群では有意な
差は見られなかった。以上より、本凍結保存
技術により、ヒト iPS細胞由来心筋細胞が長
期保存や輸送が可能となることから、臨床応
用に向けた有効な凍結保存法であることが
示唆された。 



 
次に、細胞シートの汎用性を向上させる目
的で、明治大学の長嶋先生らが開発された細
胞シートのガラス化凍結法を元に、骨格筋芽
細胞シートおよび iPS細胞由来心筋細胞シー
トのガラス化凍結を検討した。その結果、凍
結前と融解後において、外観・強度・形質に
変化がなく、最大 28 日間細胞の生存率が維
持されることを確認した。骨格筋芽細胞の治
療効果の主たるメカニズムである、細胞シー
トからのサイトカインの放出も凍結前後で
変化がないことが分かった。さらに、iPS 細
胞由来心筋細胞シートにおいては細胞シー
トの融解し、再培養した後の拍動を確認し、
電気生理学的特質も変化がないことを確認
した。 
 

 
さらに、薬事承認を受けた骨格筋芽細胞シ
ートについてガラス化凍結保存後の in vivo
その有用性を確認した。3 ヶ月間凍結保存し
た細胞シートと凍結前の細胞シートをそれ
ぞれ心筋梗塞モデルのヌードラットに移植
し、心機能改善効果を検証した。その結果、
ヌードラットの移植前後の左室駆出率は凍
結 し た 細 胞 シ ー ト 移 植 群 で は
40±2%⇒54±4%に対し、凍結前の細胞シート
移植群では 41±2%⇒50±5%となり、両群間の
心機能改善効果に有意な差はなかった。以上
より、ガラス化凍結された骨格筋芽細胞シー
トはシートの形態や機能の維持および心機
能改善効果が認められ、細胞シート治療の汎
用性を向上する可能性が示唆された。 
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