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研究成果の概要（和文）：本研究では、補助人工心臓を植え込んだ重症心不全患者に対する細胞移植治療においてより
高い細胞生着が得られる事実に注目し、メカニカルストレスの心筋幹細胞の動態に与える影響について検証した。進展
刺激を与えたヒト心筋幹細胞では細胞生存性および増殖性が損なわれ、一方で、血管新生因子の産生は増加していた。
またマウス異所性心移植モデルによるストレス軽減によって、梗塞心へ移植した心筋幹細胞の生着性増加と心筋再生が
認められた。本研究の成果は、メカニカルストレスを軽減することで心筋細胞移植の効率が劇的に改善する可能性を示
唆しており、新たな治療法の開発が期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined whether mechanical stress affects a behavior of 
cardiac stem cells (CSCs), because of the fact that higher transplantation efficiency in heart failure 
patients with a left ventricular assist device. Cell viabilities and proliferation capacity were 
significantly decreased in stretch-induced human CSCs, while production of angiogenic factors were 
up-regulated. In addition, transplantation of CSCs into infarcted heart of haemodynamic unloading mouse 
models showed an increase of transplantation efficiency, resulting in heart regeneration. Taken together, 
our results indicate that inhibition of mechanical stress might improve an efficiency of cell-based 
therapy for severe heart failure.

研究分野： 心臓血管外科
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１．研究開始当初の背景 
 厚生労働省の「人口動態統計の概況」によ
ると、平成 21 年の死亡総数のうち、心疾患
による死亡者数は約 18 万人であり全体の
15.8%を占める。これは死亡総数に占める割
合の第二位であり、最新の医療技術をもって
しても依然として予後不良の状態が続いて
いると言わざるを得ない。 
 重症心不全に対する根本的治療法は心移
植であるが、慢性的なドナー不足により現実
的な選択肢とは言えない。この状況は、平成
20 年に臓器移植法が改正されてもほとんど
変わりがなく、大きな課題である。一方、重
症心不全に対する治療法として植え込み型
補助人工心臓が保険適用されるようになり、
患者にとっては朗報であると言える。しかし
同時に、補助人工心臓植え込み患者数の今後
の増加見込みは、すなわち、移植待機となる
患者の増加を意味しており、ドナー心臓の需
要と供給の不均一性に拍車をかけることと
なる。 
そうした中、国内外で補助人工心臓を装着

した患者に対する細胞移植療法が相次いで
実施され、心移植の代替治療法として期待さ
れている。 
 
２．研究の目的 
近年、本邦や米国において補助人工心臓装

着患者に対する幹細胞や骨格筋芽細胞シー
トの移植による心筋再生療法が試みられ、心
移植を補う新たな方策として注目を浴びて
いる。しかしながら、補助人工心臓装着下の
心筋において心筋再生療法の効果が促進さ
れるメカニズムは定かではなく、そのメカニ
ズム解明が進めばドナー心臓不足の改善に
寄与するものと思われる。一般に、心筋の分
化、成熟および再生にはメカニカルストレス
が関与しているとされており、我々は補助人
工心臓装着に伴う心臓のメカニカルストレ
スの変化が、心筋再生療法の効果促進のメカ
ニズムの一つであると考えており、本研究で
は「心筋再生療法とメカニカルストレス」の
関係性に着目して研究を行う。 

 
３．研究の方法 
（1）心筋幹細胞の単離と維持 
 当院心臓外科において心臓手術を施行す
る患者に本研究の趣旨を十分説明し理解し
て頂いた上で、手術時に右房組織の一部を採
取し研究に用いることに同意を得た。 
 開心術中に採取したヒト右房組織片を 1-2 
mm3に細切し、コラゲナーゼ処理後にフィブ
ロネクチンでコーティングした培養皿に静
置した。培地には 10%ウシ胎児血清を含む
IMDM を用い、二日に一度の頻度で培地交換
することで約 1 週間維持した。組織片に由来
する細胞を確認した後、70-80%コンフルエン
トに達するまで細胞を維持し、目的の細胞数
に達した時点でトリプシンによる細胞の剥
離および poly-D-lysine コートした培養皿へ

の再播種を行った。数日間培養すると、ヒト
右心房由来細胞の中で、自発的に立体的なコ
ロニーを形成する細胞が出現してくる。この
細胞コロニーをタッピングにより剥離・回収
し、再びフィブロネクチンでコーティングし
た培養皿に播種し、2 継代した細胞を心筋幹
細胞として種々の実験に用いた（Li et al., 
Stem Cells. 2010: 参考文献 1）。 
 同様の手法を用いて、マウス心臓組織より
心筋幹細胞を準備した。この際、全身で GFP
を発現する GFP マウスより心臓を採取し、
GFP 発現心筋幹細胞を調整した。 
 
（2）ヒト心筋幹細胞へのメカニカルストレ
ス付加 
 ヒト右房より単離した心筋幹細胞をシリ
コン製の培養皿に播種（1 x 105 cells/well）
し、進展刺激装置（ネッパジーン社製）を用
いて進展刺激を与えた（60 回/分、20%の進
展率）。 
 
（3）マウス異所性心移植モデルの作製 
 マウス（C57BL/6、10 週齢、オス）を麻酔・
呼吸管理下で開胸し、冠動脈左前下行枝の結
紮により心障害（梗塞）モデルを作製する。
結紮 60 分後に梗塞を施したマウスを「メカ
ニカルストレス軽減群」と「対象群」の 2 群
に分け、前者の場合は梗塞心を正常心臓を有
する別のマウス腹腔内に移植する（Hamano 
et al., Cell Transplantation. 1996: 参考文献
2）。本モデルでは、腹腔内に移植した障害心
はメカニカルストレスをほとんど受けずに
拍動を続ける。両群ともに障害心梗塞部に心
筋幹細胞を移植（1 x 106 cells/heart）し、心
筋再生治療を施す。 
 
４．研究成果 
（1）ヒト心臓由来心筋幹細胞に対するメカ
ニカルストレスの影響 
 ヒト心房組織により単離・培養した心筋幹
細胞に in vitro ストレッチモデルを用いて進
展ストレス（メカニカルストレス）をかけ、
細胞生存性を検証した。その結果、進展スト
レス 24 時間後、3 日後においていずれもメカ
ニカルストレッチ群において有意な細胞数
減少が認められた（図 1A）。この際、電気顕
微鏡による形態変化を観察したところ、メカ
ニカルストレッチ群においてより強い形態
変化が認められた。これらの観察結果は、心
筋幹細胞が外的なメカニカルストレスに対
して反応性を示していることを表している。 
 続いて、メカニカルストレス条件下での細
胞増殖能および細胞死について、Ki67 に対
する免疫蛍光染色およびTUNELアッセイで
検証した。先の細胞生存性の結果と一致する
ように、心筋幹細胞において有意なアポトー
シス誘導が認められ、さらに細胞増殖能も低
下していた（図 1B）。これらの結果を総合す
ると、メカニカルストレスは心筋幹細胞の動
態に大きな影響を及ぼすことが示唆される。 



 
（2）メカニカルストレスによる液性因子発
現への影響 
 次に、メカニカルストレスによる心筋幹細
胞の液性因子産生能への影響を検証した。心
筋幹細胞は、VEGF や bFGF などの血管新生
促進因子を分泌することが知られている（Li 
et al., Stem Cells. 2010: 参考文献 1）。本研
究では、メカニカルストレッチ 12 時間後に
培養上清を回収し種々の細胞成長因子の産
生量を非ストレッチ群と比較した。その結果、
VEGFおよびbFGFレベルがストレッチ群に
おいて有意に増加していた。一方で、細胞生
存性を高める因子である IGF-I や HGF レベ
ルに変化はなかった（図 2）。 

 
（3）マウス異所性心移植モデルを用いたメ
カニカルストレスの心筋幹細胞への影響 
 これまでの研究で、メカニカルストレスが
心筋幹細胞の動態に大きな影響を与えるこ
とを明らかにした。そこで、補助人工心臓の
動物モデルであるマウス異所性心移植モデ
ルを用いて、細胞移植治療におけるメカニカ
ルストレスの影響について検証した。 
 メカニカルストレス軽減群においては、左
室前壁厚の有意な肥厚および移植心筋幹細
胞の高い生着率が認められた（図 3A, B）。こ

れらの結果は、メカニカルストレス軽減によ
って移植細胞の生存性が増し、結果として心

筋再生が誘導されたと予想される。この推察
は、メカニカルストレス軽減群における Ki67
陽性細胞数の増加およびTUNEL陽性細胞数
の減少（図 4A, B）によっても裏付けられ、
メカニカルストレスが細胞移植治療に大き
な影響を及ぼしていることを示している。 

 
【結論および考察】 
 本研究では、in vitro および in vivo の両側
面からメカニカルストレスの心筋幹細胞動
態に対する影響を検証し、特に動物モデルを
用いた実験の成果は、補助人工心臓植え込み
患者における細胞移植治療の高い効果のメ
カニズムの一端を示している極めて重要な
結果である。 
 先に述べたように、重症心不全患者に対す
る細胞移植療法は心移植を補完する方法と
して期待されているが、移植細胞の生着性の
低さをクリアしないことには臨床の標準治
療法としては成り立たない。本研究では、不
全心のメカニカルストレスを軽減すること
によって細胞移植効率が劇的に改善する可
能性を示しており、今後の詳細な研究によっ
て重症心不全患者に対する新たな治療法の
開発につながると期待される。 
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