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研究成果の概要（和文）：ウサギ大腿部骨髄由来間葉系幹細胞シートの自家移植による陳旧性心筋梗塞部に対す
る治療効果を検討した。何も貼付しないコントロール群、通常培養後の細胞シート貼付群、低酸素培養後の細胞
シート貼付群の3群で、①左心室の機能、②心筋梗塞領域を比較した。左心室の機能は、左心室駆出率・左室内
径短縮率により評価し、心筋梗塞領域は、マッソン・トリクローム染色により評価した。いずれもコントロール
群に比べ、通常培養後の細胞シート貼付群で、さらに通常培養後の細胞シート貼付群に比べ、低酸素培養後の細
胞シート貼付群で有意に左心室の機能の増加、心筋梗塞領域の減少を認めた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the in vivo therapeutic effect of rabbit bone marrow-derived
 mesenchymal stem cell sheets (BM-MSC) on a rabbit old myocardial infarcted area following 
autologous transplantation. Functions of left ventricular and myocardial infarcted area were 
compared among control group, transplantation group of BM-MSC following normoxic culture condition, 
and transplantation group of BM-MSC following hypoxic culture condition. Functions of left 
ventricular was evaluated left ventricular ejection fraction and left ventricular fractioning 
shortening, and myocardial infarcted area was evaluated Masson's trichrome-staining. Compared with 
control, transplantation of BM-MSC following normoxic condition significantly enhanced functions of 
left ventricular and reduced myocardial infarcted area. Furthermore, compared with normoxic 
condition, transplantation of BM-MSC following hypoxic condition significantly enhanced functions of
 left ventricular and reduced myocardial infarcted area.
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１．研究開始当初の背景 
我が国において約 80 万人に上る虚血性

心疾患患者に対する骨髄細胞移植療法は、

動物実験レベルでは高い治療効果が示され

ている。しかし当科を含む複数の研究グル

ープがこれまでに行ってきている臨床試験

においては、血流改善などの効果は認めら

れるものの左室機能改善に至ってる報告は

ない。一方近年では、細胞をシート状にし

て不全心に移植する細胞シート移植治療が

注目を浴びており、骨髄細胞シートにおい

ても動物モデルでその有用性が示されてい

る。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、当科で開発した低酸素プレ

コンディショニング法を骨髄細胞シートに

応用し、骨髄細胞シートの機能賦活化が虚

血性心疾患に対する新たな治療法となり得

るかを検証する。 
 
 
３．研究の方法 

まず、麻酔下で骨髄穿刺により、ウサギ

大腿骨から骨髄細胞を採取し、採取された

自己骨髄細胞を用いて、自己骨髄細胞シー

トを作製する。自己骨髄細胞シートに低酸

素プレコンディショニング（2%酸素・24 時

間）を施して、機能が賦活化したウサギ自

己骨髄細胞シート（enhanced BMC シート）

を作製し、その機能賦活化状態を検証する。

機能が賦活化したウサギ自己骨髄細胞シー

トにおける血管新生因子の産生能、酸化ス

トレス抵抗性の獲得、等について in vitro

で検討し、ウサギ自己骨髄細胞シートの機

能賦活化が生じているか否かを検討する。

次に、冠動脈左前下行枝を結紮し作製した

ウサギ陳旧性心筋梗塞モデルの不全心へ機

能が賦活化したウサギ自己骨髄細胞シート

を移植し、左室機能の改善や線維化の状態

等について、心エコーおよび組織学的な解

析による検証を行う。また、移植細胞シー

トの造腫瘍性についても検討し、臨床応用

へ向けた体制作りを構築する。 

 

 

 

４．研究成果 

(1) 大腿骨から単離したウサギ骨髄由来間

葉系幹細胞を 2 週間培養し、ほぼコンフル

エントになった紡錘形の形態を示す間葉系

幹細胞が観察され（図 1-A）、骨髄由来間葉

系幹細胞の細胞表面マーカーである CD44

の発現が認められた（図 1-B）。さらに、ウ

サギ骨髄由来間葉系幹細胞を骨分化条件下

で培養すると、コントロール群に比べ、ア

ルカリンフォスファターゼ活性が有意に高

く（図 1-C）、脂肪分化条件下で培養すると、

脂肪滴が認められた（図 1-D）。また、軟骨

分化条件下で培養すると、コントロール群

に比べ、軟骨分化マーカーである酸性ムコ

多糖体量の増加が認められた（図 1-E）。こ

れらの結果は、典型的な間葉系幹細胞の特

徴を示しており、我々が単離したウサギ骨

髄由来細胞は間葉系幹細胞と考えられ、以

下の実験に用いることとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. ウサギ骨髄由来間葉系幹細胞の単離と

骨分化、脂肪分化、軟骨分化能の確認 
 
 



(2) ウサギ骨髄由来間葉系幹細胞から細胞
シートを作製し、低酸素プレコンディショ
ニング後の VEGF 産生量を比較・検討した。
2%酸素で、24h, 48h, 72h 処理し、VEGF 量
を測定したところ、2%酸素で 48h 処理した
ときの VEGF 量が最も多かった（図 2-A）。
また、低酸素プレコンディショニングによ
り、ウサギ骨髄由来間葉系幹細胞シートに
は、アポトーシスの有意な増加は認められ
なかった（図 2-B, C）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.低酸素プレコンディショニングによる

ウサギ骨髄由来間葉系幹細胞シートの
VEGF 産生量の増加 

 
 
 
(3) 低酸素プレコンディショニングにより、
血管新生能が増加するかどうか、チューブ
フォーメーションアッセイにより検討した。
ヒト臍帯血由来の血管内皮細胞をコンディ
ションメディウムを用いて、通常酸素条件
下、低酸素条件下で培養したところ、両群
ともコントロール群に比べ、血管形成能が
増加し、通常酸素＋コンディションメディ
ウム条件下に比べ、低酸素＋コンディショ

ンメディウム条件下の方が有意に血管形成
能が増加していた。また、細胞の遊走能を
比較・検討したところ、両群ともコントロ
ール群に比べ、細胞遊走能が低下し、通常
酸素＋コンディションメディウム条件下に
比べ、低酸素＋コンディションメディウム
条件下の方が有意に細胞遊走能が低下して
いた。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 低酸素プレコンディショニングによる

ウサギ骨髄由来間葉系幹細胞シート
の血管新生能の増加 

 
 
(4) 低酸素プレコンディショニングされた
ウサギ骨髄由来間葉系幹細胞シートをウサ
ギ陳旧性心筋梗塞モデルの不全心へ移植し、
左心室機能が改善されるかどうか検討した。
通常酸素条件下および低酸素条件下で培養
されたウサギ骨髄由来間葉系幹細胞シート
を貼付したいずれの群も、未貼付群に比べ、



有意に左心室機能の回復が認められ、さら
に、通常酸素条件下に比べ、低酸素条件下
で培養されたウサギ骨髄由来間葉系幹細胞
シートを貼付した群において、有意な左心
室機能の回復が認められた。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4. ウサギ骨髄由来間葉系幹細胞シートの

ウサギ陳旧性心筋梗塞不全心への移
植による左心室機能の改善 

 
 
(5) 通常酸素条件下および低酸素条件下で
培養されたウサギ骨髄由来間葉系幹細胞シ
ートを貼付したいずれの群も、未貼付群に
比べ、有意に心筋梗塞領域の減少および毛
細血管の密度の増加を認め、さらに、通常
酸素条件下に比べ、低酸素条件下で培養さ
れたウサギ骨髄由来間葉系幹細胞シートを
貼付した群において、有意な心筋梗塞領域
の減少および毛細血管の密度の増加が認め
られた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5.ウサギ骨髄由来間葉系幹細胞シートの

ウサギ陳旧性心筋梗塞不全心への移植
による心筋梗塞領域の減少および毛細
血管の密度の増加 
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