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研究成果の概要（和文）：ラット心筋梗塞モデルに対する微重力で無血性培養した幹細胞による心筋保護効果に
関する検討を行った。微重力培養とSTK２を利用した無血性培養の併用の至適条件を決定した。形態学的に均質
化した間葉系幹細胞（MSC）の作成が可能であった。間葉系幹細胞数は、当初大量としていたが、費用対効果と
血栓症と思われる合併症の回避のため、通常量が適切であると考えられた。通常培養よりも微重力培養した細胞
の方が、左室駆出率を改善する可能性があると考えられたが、今回の結果からは明らかな有意差は出せなかっ
た。Angiopoietinやpdgfcの変化を認め微重力培養細胞の血管新生に与える影響が認められた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the cardioplegic effect of stem cells cultured bloodlessly 
under microgravity on a rat myocardial infarction model. The optimum conditions for the combined use
 of microgravity culture and bloodless culture using STK2 were determined. It was possible to 
produce morphologically homogenized mesenchymal stem cells (MSCs). The number of mesenchymal stem 
cells was initially high, but was considered appropriate for cost-effectiveness and avoidance of 
possible complications of thrombosis. It was considered that cells cultured in microgravity may 
improve the ejection fraction of the left ventricle compared to normal culture, but no clear 
significant difference could be obtained from the results of this study. Changes in angiopoietin and
 pdgfc were observed, and the effect on angiogenesis of microgravity cultured cells was observed.

研究分野： 心臓血管外科

キーワード： 間葉系幹細胞　心筋虚血　抗炎症作用
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研究成果の学術的意義や社会的意義
心筋の虚血障害は、心筋梗塞や不整脈、弁膜症から心不全を引き起こし、生活の質の低下や生命を危険性がある
重篤な病態である。近年種々の幹細胞を利用した再生医療の研究が行われていが、iPSやESを用いた研究は進ん
でおり今後の成果が期待されるが、これらはその生物学的特性から癌化などの危険性が否定できない。自己の体
から採取した細胞を微重力並びに無血性培地で培養し、心筋梗塞の程度の軽減や修復を行うことが出来ること
は、同種あるいは異種移植という問題を回避できるため非常に魅力的かつ合理的である。本研究では、微重力な
らびに無血性培養した細胞での心筋梗塞の改善の可能性を見出した。今後の検討の継続が必要である

※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 

 

近年，多分化能を有する幹細胞を利用した再生医療が注目されている．心臓血管領域においても

重症疾患の治療を目指して再生医療が試みられているが，未だ技術的に確立されていない．間葉

系幹細胞(MSCs)は、in vitro、in vivo にて軟骨、骨、脂肪、筋組織などへの多分化能を有してい

るが、心筋細胞への分化も報告されている。そこで、「いかにして、MSCs を用いた心筋再生を

達成するか」ということが問題として提起されている。実際の心筋再生への治療応用を目指すに

は、MSCs を未分化のまま維持増殖し、効率的に心筋細胞に分化させる方法の開発が必要であ

る。以前より我々は、独自に開発した 3 次元模擬微小重力細胞培養装置(Gravite;(株)スペース・

バイオ・ラボラトリー, 広島, 日本)を用いて骨髄間葉系幹細胞を培養すると，通常重力下(1G)の

細胞培養に比べて未分化な骨髄間葉系幹細胞を大量に培養できることを示してきた。 また、

MSC による抗炎症性に関する検討は、腹膜硬化症モデルによって行ってきたが、ラット腹膜硬

化症モデルへ MSC の投与を行ったところ、投与した MSC は障害を受けた腹膜中皮細胞へのマ

クロファージをはじめとする炎症細胞の浸潤を減少させることによって、線維化を抑制するこ

とを明らかにした (Ueno T, et al. Kidney Int. 84: 297-307, 2013)。さらに、幹細胞用の無血清

培地：STK2 (DS Pharma Biomedical) を用いて MSC の増殖を 100～1000 倍にすることが可

能であり、STK2 を用いることで患者血清を使用せずに多量の細胞数の MSC をより短期間で準

備することができる。また MSC を STK2 で培養すると、ウシ血清含有培地で培養した MSC よ

りも活性化 T 細胞の細胞増殖を抑制できることから、MSC の有する抗炎症効果が増強している

ことを示した。 また、虚血に関する研究としては、大動脈遮断時の脊髄虚血の予防法に関する

研究も行ってきた。．術中の脊髄虚血障害を軽減させるためのケミカルシャペロンであるトレハ

ロース(Takahashi;J Vasc Surg,2011)や sodium 4-phenylbutyrate (4-PBA)の保護効果を報告し

た。小胞体ストレスの軽減する 4-PBA の大動脈内注入では、脊髄虚血再灌流における、小胞体

ストレスに誘導されるアポトーシスの抑制を示した。（Mizukami, Takahashi;J Vasc 

Surg,2010）。 これらを総合的複合的に利用することにより、心筋虚血および心筋梗塞に対する

予防および治療法の開発を検討することとした。 

 

２．研究の目的 

 

大量の MSC が傷害を受けた心筋に生着することにより、より効果的に抗炎症作用を発揮し、か

つ心筋細胞のアポトーシスを抑制するかを評価すること目的とする。 心筋虚血に対して微重力

あるいは STK2 無血清培地で培養した MSC の有用性を検討する。そして、仮説として、虚血心

筋に対する間葉系幹細胞の効果がアポトーシスの抑制にあるのではないかとした。MSC の培養

に無血清培地 STK2 を用いることで、患者からの血清の採取が不要になり、また、微重力培養す

ることにより未分化な状態を保ち、心筋細胞への分化の可能性も残されるため、臨床応用での期

待が大きい研究となると考えた。 

 

３．研究の方法 

１．微重力下での無血清培地 STK2 を用いた MSC の大量増殖の至適条件  

 微重力培養と STK2 を利用した無血清培養の併用の至適条件を検討する。STK2 は初代継代よ



り継続して使用する。微重力培養のタイミング（細胞数、継代数、培養期間）に関して検討を行

う  

２．心筋虚血ラットに大量に無血清微重力培養した MSC を投与することによる脊髄保護作用、 

特に抗炎症作用ならびにアポトーシスの抑制作用を示すかを検討する。 SD ラット・オス 10 週

令を用いて、冠動脈前下行枝を結紮することにより心筋虚血モデルを作成する。麻酔は 2%セボ

フルレンにてマスク換気により行う。左開胸にて心臓を露出し、左心耳前方にて前下行枝を結 

紮する。虚血 30 分後に、心尖部より別途準備した MSC あるいは PBS を注射する。創部を閉鎖

し麻酔を中止する。MSC は５週齢のラット大腿骨、脛骨より採取した骨髄細胞を培養、継代す

る。MSC を 1 個体あたり 1×107 cells 投与する。 MSC 投与後 3, 7, 14 日目に組織障害の程度

を判定し、群間比較する。炎症性サイトカイン（TNFα、IL-1β、CD68、MCP-1、CD3）、IGF-

1(PI3K/Akt シグナル伝達系)）の発現を免疫組織化学的評価にて行い、マクロファージおよび T

細胞の浸潤がどの程度抑制されるかを検討する。アポトーシス関連蛋白(Survivin, Bcl-2, Bax)の

発現変化を免疫染色と PT-PCR 法にて確認する。我々は脊髄虚血モデルに対して投与した MSC

の生着を、GFP ラットより採取した MSC を用いて確認しており、MSC は何日目まで生着して

いるか、MSC 投与後 1, 3, 7, 10, 14 日目に検討する  

 

４．研究成果 

 

ラット心筋梗塞モデルに対する微重力で無血性培養した幹細胞による心筋保護効果に関する検

討を行った。微重力培養と STK２を利用した無血性培養の併用の至適条件を決定した。形態学

的に均質化した間葉系幹細胞（MSC）の作成が可能であった。細胞数に関しては、骨髄から採

取する細胞数を増やせば大量に培養することは可能であったが、preliminary な実験を通じて、

１）費用対効果が適切ではないと判断したことや、２）将来的な臨床応用を考えてヒト脂肪由来

間葉系幹細胞大量の投与をラット心筋梗塞モデルに行うと、早期死亡を来し、その原因として塞

栓症を起こしている可能性が高いと考えられたため、通常の細胞数での検討を継続することと

した。また、今回の実験に際して、抗炎症作用を複合させる結果を見出すことが困難と判断した

ため、微重力の効果を重点的に研究することとした。  

心筋梗塞ラットに微重力培養した MSC を投与することによる心筋保護作用ならびにアポ

トー シスの抑制作用を検討した。微重力培養細胞投与群（MSC-MG 群）、通常培養細胞投

与群（MSC-1G 群）、PBS 投与群（PBS 群）、sham 群の 4 群にて比較検討した。投与心筋

梗塞ラットの作成は、左肋間開胸、心膜切開にて心臓を露出し、左心耳右縁の心筋に７－０

プロリンにて前下行枝の結紮による心筋梗塞を作成した。前下行枝領域の梗塞モデルを作

成し、心エコーにて心機能評価を行った。心エコーでの評価では、術後 7 日目での左室駆出

率は、MSC-MG 群が MSC-1G 群及び PBS 群よりも良い傾向が認められた。心筋梗塞モデ

ルの不安定性から４群の投与前および投与後状態の均一化が十分に図ることが出来ず、特

に、生存したラットの一部では冠動脈結紮後も心機能が良好な場合もあり、このような除外

すべき例が多く発生する点が問題であった。組織学的検討では、心筋梗塞部位における機能

的毛細血管開通率は、MSC-MG 群で高い傾向があり、微重力培養細胞の血管新生に与える

影響が認められた。VEGFs 発現に関しては有意差を認めなかったが、angiopoietin や pdgfc

の変化を認められた。炎症性サイトカイン並びに白血球表面抗原の検討では、明らかな有差

を認める結果は得られず、このあたりもモデルの問題があるものと考えられた。MSC の生

着に関しては、明らかな生着を認めておらず、以前からの報告にもある通り、paracrine 的



効果が主体となっているものと考えられたが、引き続き検討を継続する必要がある。 
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