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研究成果の概要（和文）：梗塞に陥った心筋に脂肪組織由来間葉系幹細胞(AdSC)を注入して心機能を改善させる
試みがなされているが、より良い効果を得るためにはAdSC生着の改善が必要である。AdSCの増殖かつ血管新生タ
ンパク分泌が可能であるポリマー（体温で液状からゲル化するため組織注入と定着が可能）の作成に成功した。
このAdSC含有ポリマーをマウス梗塞心筋に注入したところ、AdSC生着、毛細血管密度、そして心機能のより良い
改善が得られた。

研究成果の概要（英文）：Coronary artery revascularization established in adults, such as catheter 
intervention and bypass-grafting, is not a choice in pediatric ischemic heart disease because of 
small size and diffuse lesion. Vascular regeneration induced directly in the ischemic myocardium 
could be an alternative therapy in pediatric patients. Although myocardial injection of adipose 
tissue derived stromal cells (AdSCs) has been known as a possible treatment of experimental 
myocardial infarction, it is still unknown the ideal delivery method for better AdSCs survival. We 
developed the biodegradable injectable polymer exhibiting temperature-responsive irreversible 
sol-to-gel transition where AdSCs could grow and secrete vascular growth factors. After the AsdSCs 
suspended in the polymer were directly injected into the murine infarcted myocardium, the density of
 newly developed capillary vessels, survival rate of AdSCs, and recovery of cardiac function were 
greater than those after the injection of AdSC alone.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小児領域の冠動脈狭窄および閉塞病変に対する血行再建に成人で確立された治療の適用は困難であるため、傷害
心筋での血管再生を直接誘導する必要がある。本研究はその直接的治療を探索するTranslational researchであ
る。AdSCの局所投与に有効なデリバリー法の抽出を医工連携研究から可能とした。各構成要素の最適化と規格
化、そして生物学的安全性の検証を加えることで臨床応用への展開が可能である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 小児領域では治療対象冠動脈の血管径が微小でありカテーテル治療と外科手術操作が困難

であること、使用できるバイパスグラフトが限られること、および成長によるサイズアップが

必要であること等を理由に成人で確立された冠動脈へのカテーテル治療や直達治療は行われる

ことは少ない。 

(2) カテーテル治療と直達外科手術方法の代替として新生血管を心筋内に誘導して虚血を改善

する治療法の開発の発想に至った。 

(3)安全かつ効果的採取が可能な脂肪由来間葉系幹細胞（AdSC）を用い、①虚血心筋領域への

新生血管による側副血行の増加を促進させる、②上記細胞を安定的に局所に留めるために新し

く開発された生体適合性のある吸収性ポリマーを応用する、を組み合わせる。 

 

２．研究の目的 

独自に開発したインジェクタブルポリマー(IP：室温と体温の間でゾル-ゲルに転移し、かつ生

分解するポリマーであり、注射により組織に容易に直接注入が可能で、組織内で速やかにゲル

化する)に AdSCを懸濁させ心筋内に局所注入することで、傷害心筋への治療効果を検証するこ

とである。すなわち３段階の in vitro、in vivoでの検証である。 

(1) IPゾルおよびゲル中での AdSCの生存と増殖 

(2) IPゲル内に浮遊した状態の AdSCからの血管内皮増殖因子(VEGF)からの分泌 

(3) マウスに作成した梗塞心筋に IPゲル内に浮遊させた AdSCの心筋局所投与による効果 
 
３．研究の方法 
(1)AdSC培養液に各種ポリマーを溶解して調製したゾル状 IPと AdSCの懸濁液を混合し、37℃

に加温して IP をゲル化させ培養を継続する。一定期間ののちに PBS による希釈と物理的粉砕

によりゲルを崩壊させて細胞を分離し、Live/Dead assayで細胞の生存率を測定する。 

(2)(1)と同様に Aゲル化 IP内で AdSCを一定期間培養した後に培養上清を回収し、VEGFの産

生を RT-PCR法および ELISA法で定量する。 

(3)C57BL/6 マウスの冠動脈左前下行枝を結紮する心筋梗塞モデルを作製し、結紮直後に 20 万

個の AdSCを浮遊させたゾル状 IP製剤 20 Lを虚血心筋領域に刺入する。注入後 28日に犠牲

死させ摘出心臓から組織切片を作製し、梗塞巣での毛細血管密度と AdSCの残存数を測定する。 
 
４．研究成果 

(1)カプロラクトン-グリコール酸共重合体

(PCGA)とポリエチレングリコール(PEG)から成

るトリブロック共重合体(tri-PCG)をポリマー基

本骨格し、tri-PCGにアクリル基を導入したポリ

マー(tri-PCG-Acryl)ミセルと tri-PCGに脂溶性 6

官能ポリチオールを内包した（tri-PCG -DPMP）

ミセルを混合した IP注射用ポリマー溶液を作

成した。（図１）。 

tri-PCGのみを物理的架橋した IPゲル、そして 

tri-PCG-Acryl（全ポリマーの 25%）および当量 

 

の tri-PCG -DPMP を化学的架橋させた IP ゲルのそれぞれで AdSC を培養し生存率を比較した

 



（図 2）。 

 

            

前者の物理架橋 IPではゲルが 2日後にはゾル状に戻ったが、ゲル化直後の培養開始 1日で得た

80%以上の細胞の生存がゾル化後も維持されていた。IPのゾル-ゲル転移現象が細胞の生死に有

意な影響を与えなかった。一方、化学架橋 IP では全経過期間（7 日）でゲル状態が維持され、

1日後に半分程度まで減少した生細胞数は 7日目まで漸増回復傾向を示した。ゲル内での AdSC

の増殖が可能であることを確認した。 

 

(2)IP ゲル内で培養された AdSC の VEGF 遺伝子発現の PCR による比較定量と上清における

VEGF分泌量を定量した（図３）。 

 

細胞あたりのVEGF遺伝子発現とwellあたりのVEGF分泌量はともには物理架橋ゲル内で培養

した場合と比較して化学架橋ゲル内で培養した場合の方が高値であった。加えて化学架橋ゲル

のサンプルでは、より多い細胞数が生着したポリスチレン製の培養器材でのサンプルに匹敵す

る VEGF 分泌量であった。この結果から IP ゲル内で AdSC を培養しても VEGF を産生する活

性を保持していることが確認された。 

 

(3)マウスの心筋梗塞部位に各種の注入を行い、28日後に摘出した心臓の梗塞部位での新生毛細

血管を免疫染色し組織学的に定量した（図４）。ここでは長期間にゲル化を保持する化学的架橋



IPを選択した。化学架橋 IPゲル+AdSC投与群では、化学架橋 IPゲルの単独注入群および AdSC

の単独投与群に比較し、梗塞部位近辺の毛細血管密度が高かった。また梗塞心筋内での AdSC

の残存は化学架橋 IPゲルを併用することで各段に良好となっていた。さらに心臓超音波検査に

よる左心室機能評価において化学架橋 IP ゲル+AdSC 投与群で心機能の改善が認められた。以

上の結果より、化学架橋型 IPゲルは AdSCの局所デリバリーと生着および機能の維持に有効で

あることが梗塞心筋で示された。 
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