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研究成果の概要（和文）：２００字程度 

我々は、脂肪組織由来間葉系幹細胞から脂肪細胞への分化を誘導することで、アディポネク

チン産生細胞シートを開発した。本シートはアディポネクチンや肝細胞増殖因子(HGF)などの心

筋保護因子の産生能を有し、T 細胞性自己免疫を主病態とするラット自己免疫性心筋炎におい

て CD4 陽性エフェクターT細胞/CD68 陽性マクロファージの減少による免疫抑制効果、Foxp3 陽

性制御性 T細胞による免疫寛容を誘導し、心筋炎の進展を抑制した。以上の事からアディポネ

クチン産生シートが、予後不良な劇症型心筋炎において有効な治療法となる可能性が示唆され、

そのような点で本研究の社会的意義・貢献は大きいと考えられる。 

研究成果の概要（英文）： 
We hypothesized that cell sheet-based delivery system of adiponectin might induce 

immune-tolerance and functional recovery in experimental autoimmune myocarditis (EAM) 

in rat. Scaffold-free induced adipocyte cell-sheet (iACS) was generated by inducing 

differentiation of syngeneic cultured adipose tissue-derived stem cells into the 

adipocytes on the temperature responsive dishes. Supernatants of iACS contained a high 

level of adiponectin and hepatocyte growth factor (HGF), and reduced proliferation of 

CD4-positive T cells that were sorted from splenocytes of the EAM rats, in-vitro. This 

tissue-engineered iACS treatment suppressed intramyocardial T cell activity and 

inflammation by persistently supplying adipocytokines to the heart, consequently 

inducing functional recovery in the EAM rat model. The findings support possible 

translation of this strategy into the clinical arena. 
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１． 研究開始当初の背景 

ヒト劇症型心筋炎は、症例により病状はさま

ざまであるが、各種治療（ステロイド等）抵

抗性で心移植に至る症例も少なくない。 

重症化例では依然不明な点もあるが、T 細胞

性の自己免疫が関与していると考えられ、心

筋炎組織中の CD4陽性ヘルパー1及び 17 T細

胞(Th1 及び Th17)の増加や Foxp3 陽性制御性

T細胞の低下が確認されている。 

近年、脂肪細胞から産生されるアディポネク

チンや肝細胞増殖因子(HGF)が抗炎症および

免疫寛容/抑制を誘導し、T細胞性自己免疫を

主病態とするラット自己免疫性心筋炎の進

展を抑制することが報告されている。 

一方、多くの実験系ではこれらのサイトカイ

ンデリバリー法として、遺伝子導入や組み換

え蛋白が用いられおり、臨床応用の面で問題

があると考えられる。 

我々は、脂肪組織由来間葉系幹細胞から脂肪

細胞への分化を誘導することで、アディポネ

クチン産生能を有する分化型脂肪組織由来

細胞シートを開発した。さらに本シートが抗

炎症、抗免疫抑制効果を介してマウス急性心

筋梗塞の進展を抑制することを証明し、報告

し た (Y.Imanishi, Y.Sawa et al. 

Circulation 2011)。 

したがって炎症を主病態とするラット実験

的自己免疫性心筋炎においても産生された

アディポネクチンなどの心血管保護因子を

介して抗炎症効果、免疫抑制/寛容作用を誘

導し、その進展を抑制することを仮説とした。  

 

２． 研究の目的 

本検討の目的は、ラット自己免疫性心筋炎に

おけるアディポネクチン産生細胞シートの

治療効果を検討することである。 

 

３． 研究の方法 

アディポネクチン産生分化型脂肪組織由来細

胞シートは 3 週齢のルイスラットの脂肪組織

から単離した脂肪前駆細胞 (2 x106 per dish)

を 35mm 温度感応性培養皿(CellSeed, Tokyo, 

Japan)上で 2 週間培養し、さらに成熟脂肪細

胞への分化を誘導することで作成した。分化

誘導剤としては Insulin (10mg/ml)、5mM 

pioglitazone 、 2mM Dexamethazone、 125mM 

isobuthylmethylthansine(Sigma-Aldrich, 

St Louis, MO)を使用した。分化誘導前の未分

化脂肪前駆細胞シート、分化誘導後の脂肪細

胞シートを oil red O 染色すると、分化誘導

後では oil red O 陽性の脂肪滴を有し、成熟

脂肪細胞に分化していることを確認した。 

自己免疫性心筋炎ラットは6-8週齢のルイス

ラットをブタ心臓から精製した心筋ミオシ

ン (Sigma) 及 び Complete  Rreund’s 

adjuvant (Difco)で感作することで導入した。

感作後 1週間後、全身麻酔下で左室前壁に分

化型脂肪組織由来細胞シート(計 3 枚)(iACS

群)及び分化誘導前の未分化脂肪前駆細胞シ

ート移植(計 3枚)(SVFCS 群)、sham 手術(sham

群)を行った。１週間ごとにエコー検査を実

施、42日目に sacrifice, 病理組織学的、分

子生物学的検討を行った。  

また In vitro の T cell proliferation assay

を用いて本シートより産生されたアディポ

ネクチンやHGFのラット自己免疫性心筋炎に

おける CD4 陽性 T細胞活性化に対する効果を

検証した。自己免疫性心筋炎を導入したラッ



ト脾臓より MACS にて CD4 陽性 T 細胞および

樹状細胞を単離後、共培養を行った。培養 5

日後、分化型脂肪組織由来細胞シート上清あ

るいは組み換えアディポネクチン蛋白、組み

換えHGF蛋白存在下で特異的抗原であるミオ

シンを加えた後、T 細胞活性化を MTT assay

で定量化した。また ELISA 法にて培養上清中

の Th1 サイトカイン(IFNγ)、Th17 サイトカ

イン(IL17)を測定した。 

 

４．研究成果 

In vitroの細胞シート上清を用いたサイトカ

イン産生能の評価上、分化誘導前の未分化脂

肪前駆細胞シート（1.1±0.4 ng/ml）はアデ

ィポネクチン産生能が極めて低かったのに

対し、分化型脂肪組織由来細胞シート(63.4

±13.1 ng/ml、P<0.05)は高いアディポネク

チン産生能を有していた。一方で HGF 産生能

は 2群間で同等であった（iACS 群: 5±1ng/ml、

SVFCS 群: 4±1ng/ml)。 

T cell proliferation assay において、アデ

ィポネクチン産生分化型脂肪組織由来細胞

シートの細胞上清及び組み換えアディポネ

クチン蛋白および組み換えHGF蛋白は心筋炎

におけるCD4陽性T細胞活性化及びTh1/Th17

産生サイトカイン産生を有意に抑制した

(P<0.05)。 

In vivo 心筋炎組織中のアディポネクチンは

移植後より 35 日間、分化型脂肪組織由来細

胞シート移植群で他2群に比し有意に高値で

あった(P<0.05)。一方、移植後 14 日目にお

ける HGF は両シート群で sham 群に比し同等

に高値であった。 

心筋炎急性期 21日目の HE染色では分化型脂

肪組織由来細胞シート群で他2群に比し有意

に炎症細胞浸潤は抑制された(Myocarditis 

Severity Score iACS 群: 1.17±0.39%*#、

SVFCS: 1.75±0.62%*、sham 群:2.42±0.51%、

*P<0.05 vs. sham, #P<0.05 vs. SVFCS)。抗

CD4/CD68/Foxp3 免疫染色では、分化型脂肪組

織由来細胞シート群では sham 群に比し、有

意に CD4 陽性 T 細胞の減少（iACS 群: 619±

175/mm2*、SVFCS 群: 837±259/mm2*、sham

群:1392±299/mm2、*P<0.05 vs. sham)および

CD68 陽性マクロファージの減少（iACS 群: 

1258±324/mm2*#、SVFCS 群: 2505±407/mm2*、

sham 群:4029±419/mm2、＊P<0.05 vs. sham、

＃P<0.05 vs. SVFCS)、Foxp3/CD4 細胞比の増

加 （iACS 群: 15±3%*、SVFCS 群: 13±3%*、

sham 群:7±2%、＊P<0.05 vs. sham)が認めら

れた。 

心筋炎慢性期 42 日目において、分化型脂肪

組織由来細胞シートは sham 群に比し炎症部

から離れた残存心筋細胞周囲の線維化(iACS

群: 5±2％*、SVFCS: 6±2%*、sham 群:21±6%、

*P<0.05 vs. sham)や心筋細胞の肥大(iACS群: 

23±6μm*#、SVFCS 群: 37±5μm、sham 群:39

±8μm、*P<0.05 vs. sham、#P<0.05 vs. SVFCS)

を有意に抑制した。 

心機能評価上、56日目における分化型脂肪組

織由来細胞シート群の EF(55.8±3.8%)は、未

分化脂肪前駆細胞シート（47.0±5.0%）/Sham

群(35.3±3.8%)に比し有意に高値であった

(P<0.05)。 

以上のことから、分化型脂肪組織由来細胞シ

ートは、CD68 陽性マクロファージ/CD4 陽性

エフェクターT 細胞の免疫抑制、Foxp3 陽性

制御性 T細胞による免疫寛容導入、左室リモ

デリング抑制効果を介して自己免疫の関連

したヒト劇症型心筋炎の進展を抑制する可

能性が示唆された。また効果の機序としては

分化型脂肪組織由来細胞シートから産生さ

れるアディポネクチンやHGFのパラクライン

効果によるものと考えられた。 
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