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研究成果の概要（和文）：重症心不全心に対する筋芽細胞（M）移植により不全心の心機能が改善される。本研
究では，筋芽細胞の細胞-細胞外基質間相互作用を利用した新しい心不全治療法の開発を目的とした。筋芽細胞
の接着分子であるα-ディストログリカンのリガンドであるラミニン211を恒常分泌する線維芽細胞（LF）を作製
し， LFとMを虚血性心筋症ラットの心臓に同時移植した。心不全心へのLFとM同時移植により、移植されたMの
host心筋での生存率が有意に上昇し、心機能の改善と心筋リモデリングの抑制が見られた。ラミニン211分泌線
維芽細胞と筋芽細胞の同時移植法は、重症心不全の新しい治療法となることが示された。

研究成果の概要（英文）：Skeletal myoblast sheet transplantation, a method used for treating failing 
hearts, results in the secretion of cytokines that improve heart function. Enhancing the survival 
rate of implanted myoblasts should lead to more continuous and effective therapies. We hypothesized 
that laminin 211, which binds to α-dystroglycan on muscle cells, could inhibit dropout of implanted
 myoblasts from host myocardia. Laminin 211 expressed-fibroblasts and skeletal myoblasts 
multi-layered sheet were transplanted for an ischemic cardiomyopathy model rat. Laminin 211 secreted
 by implanted fibroblasts inhibited the dropout of implanted myoblasts from grafted myocardia, 
resulting in more permanent therapeutic effects upon myoblast sheet transplantation. This approach 
using laminin 211 could have been expected the application for the cell-based transplantation such 
as cardiomyocyte derived from induced pluripotent stem cells.

研究分野：心臓血管病理学

キーワード： 再生医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
現在では、重症心不全に対する唯一の治療
法である心臓移植も本邦では、移植登録から
平均約 1079 日の期間の待機を余儀なくされ
る状態にあり、実際には長い待機期間をブリ
ッジとして左室補助人工心臓(LVAD)を装着
して待機することがほとんどである。このよ
うな現状の中、心臓移植、LVADに代わる新
たな治療法として、筋芽細胞等を心臓に移植
する心筋再生療法の研究が行われている。 
我々は、組織工学技術を応用した温度応答
性培養皿を使った筋芽細胞シート移植を手
がけ、心不全心に対する筋芽細胞シート移植
法は、心機能改善効果が期待できる次世代の
重症心不全治療法であることを示してきた。 
しかし、筋芽細胞シート移植法による心機
能改善効果は長期間持続しないことが欠点
である。これは、移植した筋芽細胞の生存率
が低いことが原因と考えられる。そのため、
移植する筋芽細胞の host 心臓に対する接着
性を高め、移植された筋芽細胞の微小環境を
改善し生着率を向上させる方法を開発する
必要がある。 
 
２．研究の目的 
 生体内では、細胞は細胞外基質に囲まれて
存在し細胞外基質との相互作用により機能
を発揮している。筋肉細胞は細胞-細胞外基質
間接着分子であるα-ディストログリカン（α
-DG）を介して基底膜を構成する成分の細胞
外基質であるラミニン 211 と接着している。
ラミニン 211は、α-DGとの接着を介して筋
肉細胞の機能維持に必要なシグナルを伝達
することが知られている。このラミニン 211
とα-DG との接着不全により筋肉細胞の変
性や壊死、細胞機能障害が起きる。ラミニン
211とα-DGの接着障害による疾患として筋
ジストロフィー（α-ディストログリカン症）
が知られている。筋芽細胞シートの移植は、
host 不全心の表面（心外膜側）に行われる。
しかし、host心臓の表面に基底膜、すなわち
ラミニン 211は存在していないため、移植し
た筋芽細胞の接着分子であるα-DG と host
心臓のラミニン 211との間に接着障害が生じ
ていると考えられる。 

 本研究は、筋芽細胞の細胞－細胞外基質
間接着分子のα-D1のリガンドであるラミニ
ン 211 を恒常分泌する線維芽細胞を作製し、
ラミニン211分泌線維芽細胞シートと筋芽細
胞シートを重症不全心に同時移植し host 心
臓への筋芽細胞の接着性を向上させ、生着率
を高めることにより、移植した筋芽細胞シー
トで得られた心機能改善効果を増強させ、そ
の効果を長期間維持する心不全治療法の開
発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)ラミニン 211分泌線維芽細胞の作製 
ヒト心筋細胞の cDNA を用いてラミニン

211 におけるα-DG の結合部位である α2 鎖

LG4-5の DNA断片を作製し、発現・分泌ベ
クターである pSecTag2Bに α2鎖 LG4-5を
組み込んだ。この LG4-5/pSecTag2B をリポ
フェクション法によりラット皮膚線維芽細
胞に導入しラミニン 211(LG)分泌線維芽細胞
を作製した。 
 
(2) 分泌 LGとα-ディスとログリカンとの結
合性の検討 
マウス筋芽細胞（C2C12）の細胞溶解液と

wheat germ agglutinin（WGA）アガロース
ビーズを混和し、WGA アガロースビーズに
結合したα-DG を N-アセチルグルコサミン
を用いて溶出・精製した。精製したα-DGと
LG 分泌線維芽細胞の培養上清を反応させた。
その後、抗 LG4-5抗体を結合した protein G-
アガロースビーズを用いて LGとα-DGの結
合体を溶出した。この溶出液を抗α-DGを用
いてウエスタン・ブロットを行った。 
 
(3)ラット筋芽細胞および成獣ラット心筋細
胞の単離と細胞接着実験 
 筋芽細胞は、3週齢、雄性の Lewisラット
の前脛骨筋より単離・採取した。成獣心筋細
胞は、8 週齢オスの Wistar ラットの心臓よ
り単離・採取した。細胞接着実験に用いた溶
液は 3% ウシ血清アルブミン（BSA）（陰性
コントロール）、5ug/mL laminin（陽性コン
トロール）、LG 分泌線維芽細胞培養上清液，
線維芽細胞培養上清液，細胞培養液（筋芽細
胞；0.1% FCS含有 DMEM培養液、心筋細
胞；0.1% FCS含有M199培養液）、心筋細胞
単離用潅流 bufferの 5種を用いた。各溶液で
コートした培養皿に筋芽細胞（1.0×106 個）
および心筋細胞（1.0×107 個）の細胞浮遊液
をそれぞれ添加し、2 時間インキュベートし
た。その後、洗浄し接着細胞を 40 倍の顕微
鏡下で計数した。 
 
(4) 虚血性心筋症モデルラットの作製および
細胞シートの作製 
 8 週 齢 、 雌 性 の ヌ ー ド ラ ッ ト
（F344/NJcl-mu/mu）を気管内挿管後，イソ
フルラン麻酔下で開心し、左冠状動脈前下行
枝を結紮することにより、虚血性心筋症モデ
ルラットを作製した。結紮 2 週間後に再度、
全身麻酔下で左開胸にて細胞シートを左室
前壁の梗塞領域に移植した。LG 分泌線維芽
細胞、線維芽細胞および単離筋芽細胞をそれ
ぞれ 3×106 個を温度応答性培養皿に播種し
細胞シートを作製した。 
 
(5) LG 分泌線維芽細胞と同時移植すること
による筋芽細胞の host 心臓における生着率
の検討 
 虚血性心筋症モデルラットを筋芽細胞シ
ートのみ移植した群(SMB 群、n=5)、筋芽細
胞シートと線維芽細胞シートを移植した群
(SMB +NF群、n=5)、筋芽細胞シートと LG
分泌線維芽細胞シートを移植した群



(SMB+LGF 群、n=5)の 3 群に分けた。筋芽
細胞移植後 1、2 および 4 週後に心臓を摘出
した。摘出した心臓の梗塞領域における移植
した筋芽細胞の生着率を骨格筋細胞に特異
的に発現しているネブリン(nebulin)を指標
として定量 PCR で評価した。 
 
(6)移植筋芽細胞からの成長因子の定量 
 筋芽細胞移植後 1、2 および 4 週後に摘出
した心臓の左室梗塞領域における心筋組織
中のインスリン様成長因子、肝細胞増殖因子
および血管内皮細胞増殖因子を ELISA 法に
より測定した。 
 
(7)LG分泌線維芽細胞と筋芽細胞を虚血性心
筋症モデルラット心に同時移植することに
よる心機能改善効果の検討 
ヌードラット（F344/NJcl-mu/m；8週齢、
雌性）の左冠状動脈前下行枝を結紮し虚血性
心筋症を作製した。結紮 2週間後に再度左開
胸にて細胞シートを左室前壁の梗塞領域に
移植した。実験群は、梗塞のみの群（C 群、
n=5）、筋芽細胞シート単体での移植群（SMB
群、n=5）、筋芽細胞シートに加えて normal
の線維芽細胞シートを移植した群（SMB+NF
群、n=5）筋芽細胞シートに加えて LG 分泌
線維芽細胞シートを移植した群（SMB+LGF
群、n=5）の 4群に分けた。 
 
①心機能評価  
心エコーにて細胞シート移植後 2週、4週、

6週、8週に左室収縮率, 左室内径短縮率、左
室断面積（拡張末期内腔面積、 収縮末期内
腔面積）を計測した。これらの値より、左室
駆出率，左室内径短縮率を算出した。 
 
②左室心筋リモデリング抑制効果の検討 
細胞シート移植 8週（各群 n=5）後に犠牲
死せしめ、心臓を摘出しヘマトキシリン・エ
オジン染色、マッソン染色、シリウス赤染色、
PAS染色を行い、梗塞近傍領域における心筋
線維化（シリウス赤染色）、心筋細胞横径（PAS
染色）、左室自由壁厚および左室腔直径（マ
ッソン染色）を計測し、心筋リモデリング抑
制効果を検討した。また、抗平滑筋アクチン
抗体を用いた免疫染色を行い、毛細血管数を
計測した。 
 
③アポトーシス抑制効果の検討 
細胞シート移植 8週（各群 n=5）後の梗塞
部および梗塞境界部でのアポトーシスの進
行 に よ り 生 じ る Poly ADP ribose 
polymerase （PARP）の分解産物である
cleaved PARP の発現をウエスタン・ブロッ
ト法によりアポトーシスの抑制効果を検討
した。 
 
４．研究成果 
(1) 作製したラミニン 211（LG）分泌線維芽
細胞からのLG分泌確認および分泌LGとα-

ディスとログリカン（α-DG）との結合性の
検討 
 作製した LG分泌線維芽細胞の培養上清を
抗 LG抗体を用いてウエスタンブロットを行
った。その結果、LG に対する特異的バンド
を認め、遺伝子導入した LGが LG分泌線維
芽細胞より分泌されていることを確認した。 
そして精製したα-DGと分泌された LGを
反応後に抗 LG4-5抗体を結合させた Protein 
G-アガロースビーズにより溶出した液を抗
α-DG 抗体でウエスタンブロットを行った
結果、バンドが認められ、分泌 LG はα-DG
と結合することが確認できた。 
 
(2) ラット筋芽細胞および成獣ラット心筋細
胞の単離と細胞接着実験 
 筋芽細胞では，LG分泌線維芽細胞の培養上
清液および陽性コントロールの laminin溶液
で細胞接着が高値であった。さらに、DMEM
培養液、線維芽細胞の培養上清液でも、陰性
コントロールの 3% BSA 溶液と比較すると
高い細胞接着がみられた。心筋細胞では、LG
分泌線維芽細胞の培養上清液および陽性コ
ントロールの laminin溶液で高い細胞接着が
みられた。線維芽細胞培養上清液，M199 培
養液、単離用還流 bufferでは細胞接着はみら
れなかった。 
 
(3) LG 分泌線維芽細胞と同時移植すること
による筋芽細胞の host 心臓における生着率
の検討 
 SMB群では細胞シート移植 1、2、4週後と
経過を追うごとにネブリンの mRNA 量が低
下した。細胞シート移植１週後でのネブリン
の mRNA 量は、SMB+NF 群、SMB+LGF
群で SMB 群と比較し有意に高かった。細胞
シート移植 2および 4週後では、SMB 群お
よびSMB+NF群と比較してSMB+LGF群で
ネブリンのmRNA量が有意に高値であった。
このことより、LG 分泌線維芽細胞と筋芽細
胞の同時移植群で host 心臓における移植し
た筋芽細胞の生着率が上昇した。 
 
(4)移植筋芽細胞からの成長因子の定量 
 梗塞部における心筋組織中のインスリン様
成長因子、肝細胞増殖因子および血管内皮細
胞増殖因子は、細胞シート移植 1および 2週
後までは、 SMB+LGF 群で SMB 群、
SMB+NF 群に比較して有意に高値であった。
しかし、細胞シート移植 4週後では，3群の
間に有意な差はみられなかった。 
 
(5)LG分泌線維芽細胞と筋芽細胞を虚血性心
筋症モデルラット心に同時移植することに
よる心機能改善効果の検討 
 
①心機能評価 
 左室駆出率および左室内径短縮率共に、
SMB+LGF 群で細胞シート移植 2 週から 8
週間後まで C 群、SMB 群および SMB+NF



群に比較して有意に高値であった。これより、
LG 分泌線維芽細胞と筋芽細胞の同時移植に
より長期間の心機能改善と増強強化を認め
た。 
 
②細胞シート移植 8週後の左室心筋リモデリ
ング抑制効果の検討 
 SMB+LGF 群で C 群、SMB 群および
SMB+NF 群に比較し左心室腔の拡張が有意
に抑制されていた。SMB+LGF群の梗塞境界
領域における心筋細胞横径は、C 群、SMB
群および SMB+NF群に比較して有意に小さ
く心筋細胞肥大が抑制されていた。梗塞境界
領域における心筋線維化についても
SMB+LGF 群で、C 群、SMB 群および
SMB+NF 群に比較して有意に低値であった。
梗塞境界領域における毛細血管数について
は、SMB群、SMB+ NF群および SMB+LGF
群で C 群に比較して増加していた。しかし、
3群の間に有意な差はみられなかった。 
 
③アポトーシス抑制効果の検討 
 梗塞領域での cleaved PARP の発現は、4
群間で有意な差は認められなかった。しかし、
梗塞境界領域では、C 群、SMB 群および
SMB+NF 群に比較し SMB+LGF 群で
cleaved-PARP の発現低下が見られアポトー
シスの抑制が認められた。 
 
以上の結果より、ラミニン 211分泌線維芽
細胞シートと筋芽細胞シートを同時に心不
全心に移植することにより移植した筋芽細
胞の host 心不全心への生着率が筋芽細胞シ
ート単独移植に比較して有意に向上するこ
とが示された。この生着率の上昇により、移
植された筋芽細胞からの成長因子分泌量が
増強されことにより、左室心筋リモデリング
の抑制作用が増強され長期間の心機能改善
効果が得られたと考えられる。 
虚血性心筋症等の重症心不全心に対して
ラミニン211分泌線維芽細胞シートを筋芽細
胞シートと同時に移植する治療法は、重症心
不全の新しい治療法となることが示された。
また、この方法は、重症心不全に対する心筋
再生療法に利用され ES 細胞由来心筋や iPS
由来心筋細胞にも利用可能になると思われ
る。 
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