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緒　言

　我が国の食生活の欧米化に伴い、動脈硬化疾患である急性心筋梗塞は増加の一途を辿っている。本疾患に対する緊急
の治療は経皮経管的冠動脈形成術や冠動脈バイパス術であり、これにより急性期の予後は大きく改善している。一方
で、心筋梗塞後に生じる虚血性心不全は薬物治療や心臓同期療法が施術されるが、その予後は十分に改善されない。こ
れは、心筋梗塞後に起こる心機能の低下とこれを代償するために起こる交感神経活性やレニン･アンジオテンシン系等
の神経体液性因子の活性化が、残存心筋心肥大･細胞死や線維化といった心筋リモデリングを惹起するからである。加
えて、β アドレナリン受容体の異常により、さらに心筋リモデリングが促進され、末期心不全に至る。現在心筋梗塞
後の心不全に対する治療法として、β 遮断薬やアンジオテンシン変換酵素阻害薬などを用いた薬物治療、心臓同期療
法、補助人工心臓の装着、心臓移植等が行われている。特に 65 歳以下の重症心不全患者には補助人工心臓を用いたブ
リッジ治療の後に心臓移植が行われるのが理想である。
　しかしながら、我が国では倫理的な問題からドナー不足に陥っている。また、心臓移植を受けた場合も移植手術時の
合併症の危険性や移植後の拒絶反応、免疫抑制剤の使用に伴う副作用の問題がある。そこで、近年、従来の治療法の代
換えとして、再生医療の研究が行われている。これまでの報告では、多能性幹細胞（iPS: induced Pluripotent Stem 細
胞など）や体性幹細胞を移植すると、移植した細胞から分泌される VEGF（Vascular Endotherial Growth Factor）や
HGF（Hepatocyte Growth Factor）などのサイトカインの働きにより、細胞死の抑制や血管新生が促進され、梗塞部
位と心筋リモデリングの範囲の縮小に成功したと報告されている。
　しかしながら、これらの報告では、移植時に単一細胞をシリンジで直接心筋に移植するため、移植細胞の生存率、生
着率の低さや、死細胞が原因の催不整脈性などの問題が生じている。これらの問題を解決し、移植細胞の生着率や生存
率を改善する方策として、細胞シート技術が検証されている。細胞シート技術とは、培養細胞を１枚のシートに加工す
る技術である。細胞シートの作製には、温度感受性ポリマーで表面処理された培養皿を用いる。この温度感受性培養皿
へ細胞を播種し、コンフルエントの状態まで増殖させる。この状態の培養皿を 37 ℃環境下から、20 ℃環境下に変化さ
せることにより、培養皿表面の温度感受性ポリマーの構造が変化し、細胞が培養皿から浮遊し、細胞間接着や細胞外マ
トリックスを維持したままで細胞をシートとして回収することができる。この技術を用いることにより、移植細胞の生
存率が向上するという報告や、細胞からのサイトカインの分泌期間も引き延ばすことができるという報告もある。
　現在までの研究において、急性心筋梗塞に対する細胞シート技術を用いた細胞治療の細胞源としては、iPS 細胞や骨
格筋芽細胞、脂肪組織由来幹細胞などが用いられている１）。
　これらの細胞を比較してみると、iPS 細胞の場合は癌化の問題や自家 iPS 細胞を用いる場合はその樹立と細胞数の確
保に時間がかかること、骨格筋芽細胞の場合は、骨格筋からの細胞採取の際に患者への侵襲が大きく、シート作製に十
分な細胞数を得ることが難しいという問題が挙げられる。
　そこで我々は、脂肪組織由来幹細胞（Adipose Derived Stem Cell、ADSC）に着目した。ADSCs は脂肪組織中に大
量に存在する間葉系幹細胞であり、脂肪吸引という比較的侵襲が少ない方法で獲得することができる。本細胞は
VEGF、FGF（Fibroblast Growth Factor）や HGF などのサイトカイン分泌能があることが知られ、これらのサイト
カインの分泌により血管新生が促進され２）、虚血部位の細胞を保護し３）、心機能の改善やリモデリングの抑制に効果が
あると報告されている４）。

1

　上原記念生命科学財団研究報告集, 30 (2016)



　そこで本研究では心筋梗塞モデルラットを用いて、ADSCs シート移植が心機能の改善と、心筋リモデリングに対し
て改善効果をもたらすかどうか検討を行った。

方　法

１．Rat ADSCs の採取
　８週令の雄 Lewis ラットを炭酸ガスで安楽死させたのち、腹部並びにそけい部の脂肪組織を採取した。採取した脂
肪組織をコラゲナーゼタイプⅠを含む培養液（DMEM+0.1 % コラゲナーゼタイプⅠで処理（37 ℃、60 分）した後、
茶こし、100μm フィルターでろ過し、余分な繊維分や脂肪組織を除去した。ろ過した細胞含有液を遠心分離（4 ℃、
1,500 rpm、5 分）し、沈殿物を PBS で洗浄し、ADSCs を得た。

２．ADSCs の培養
　単離した ADSCs を 20 ％ Fetal bovine serum（FBS）と 1 % PSG を含む、Dulbecco's Modified Eagle Medium

（DMEM）の ADSCs 用培養液で 37 ℃、5 % CO₂環境下で培養した。継代方法は ADSC を PBS で３回洗浄し、0.25 %
Trypsin-EDTA を 1 mL 加えて 1 分間インキュベートしたのち、細胞を 15 mL チューブに回収した。その後、遠心分
離（1,000 rpm、3 分間）を行い、上清を除いて、培養液で懸濁し、培養皿に細胞を播種した。今回の実験で使用する
細胞は継代数２～３の細胞を使用した。

３．細胞シートの作製
　培養した ADSCs を用いて細胞シートを作製した。シート作製の前日に 3.5 cm 温度感受性培養皿に FBS 2 mL を加
えて 37 ℃、5 % CO₂環境下で一晩インキュベートした。その後 PBS で一回洗浄し、3.0×10⁵ cells/cm²の ADSCs をま
いて 37 ℃、5 % CO₂環境下で培養し、24 時間後に温度感受性培養皿を室温に置き、シートを回収した。

４．心筋梗塞モデルラットの作製
　8 週令の雄 Lewis ラットを用いて心筋梗塞モデルを作製した。ラットに吸入麻酔（イソフルラン）で麻酔をかけ、気
管挿管を行い、人工呼吸器でガス交換を行いながら、手術を行った。ラットの左胸部を切開し、鈍的剥離を行いながら
脂肪組織や筋肉を切開し、心臓を露出させた。冠動脈の左前下行枝を 6-0 サイズの糸で結紮することによって心筋梗塞
モデルを作製した。

５．心エコー検査
　手術前（０週目）、術後１週目、３週目、５週目で心エコー検査を行った。左室の短軸像を撮影し、左心室腔の面積、
また、M モードにより左心室前壁の厚さ、左室短縮率（Fractional Shortning, FS）、駆出率（Ejection Fraction, EF）
などの項目について計測した。

６．ADSC シートの移植
　心筋梗塞モデルラットを作製して 1 週間後 ADSC シートの移植を行った。シート作製後、温度感受性培養皿を室温
に 30 分間おいて、シートを培養皿からはがし、回収した。心筋梗塞モデルラット作製の際と同様に麻酔をかけ、人工
呼吸器でガス交換をしながら、ラットの正中切開で開胸した後、ADSC シートを心筋梗塞部位に移植した。

７．ランゲンドルフ灌流実験
　５週目の心エコー検査が終了した後、ランゲンドルフ灌流実験を行い、強心薬への反応性を評価した。心エコー検査
を終えたモデルラットから、心臓を取り出し、ランゲンドルフ装置に装着して、37 ℃の灌流液（NaCl: 140 mM、KCl:
5 mM、MgCl: 1 mM、HEPES: 10 mM、CaCl: 1.8 mM、Glucose: 10 mM、pH = 7.4）で心臓が拍動する状態を維持し
た。左心室にバルーンを挿入することにより、収縮末期圧、拡張末期圧を計測しながら、1μM のイソプロテレノール
または 1μM のピモベンダンを 1 mL 加えて、左室の収縮末期圧や心拍数の変化を観察した。
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８．組織学的解析
　ランゲンドルフ灌流実験を行った後の心臓を 10 ％ホルマリン液で固定し、パラフィンで包埋し、組織切片を作製し
た。組織切片の線維化の判定には、マッソン･トリクローム染色を用いた。この染色法では膠原線維を特異的に染色す
る。心筋梗塞部と健常心筋の境界部を 2 か所顕微鏡で撮影（40 倍）し、画像解析により、染色面積を測定した。また、
組織切片の血管新生の判定には血管内皮細胞のマーカーである von Willebrand Factor に対する抗体を用いて免疫染
色を行った。心筋梗塞部と健常心筋の境界部の血管数を計測した。

結　果

１．ADSCs シート移植が心筋梗塞後の心機能に及ぼす効果
　心筋梗塞時の ADSCs シート移植の心機能改善効果を調べるために、Sham 手術群、心筋梗塞群、ADSCs シート移
植群の 3 群のモデルラットを作製し、比較を行った。心筋梗塞作製手術後１週間に ADSCs シートを移植し、移植後４
週間目に麻酔下で心臓を摘出し、ランゲンドルフ灌流実験で Ex-vivo で心機能の評価を行った。心エコー法について
は、手術前（0week）、心筋梗塞作製術後１週間（ADSCs シート移植時）、ADSCs シート移植後２週間（３週）、ADSCs
シート移植後４週間（５週）において、心エコー法を用いて心機能の非観血的測定を行った。
　心筋梗塞後５週間の心エコー画像から、Sham 群に比較して心筋梗塞群では顕著に左室駆出率（Ejection Fraction:
EF）ならびに左室短縮率（Fractional Shortening: FS）が低下し、左室拡張末期径ならびに左室収縮末期径が拡大して
いた。一方で ADSCs シート移植群では Sham 群に比べて EF ならびに FS が低下し、左室拡張末期径ならびに左室収
縮末期径が拡大していたが、その程度は心筋梗塞に比較して軽度であった。
　これらの心機能の評価項目を経時的に観察すると、EF は心筋梗塞作製後 1 週間で、心筋梗塞群、ADSCs シート移
植群ともに、48 ％程度まで低下し、Sham 群と比較して、有意に低下していた。この低下傾向は術後３週間、５週間
と継続し、心筋梗塞群では術後５週間で 36 ％程度まで低下していた。一方で、ADSCs シート移植群では、EF は３週
間後まで心筋梗塞群と同様に低下を続けるが、３週間後から５週間後まではほとんど低下を示さず、43 ％程度を維持
していた。この結果は心筋梗塞と比べて、ADSCs シート移植群が EF の低下を有意に抑制していることを示している

（図 1）。

図 1． ADSC シートによる EF の改善効果
心筋梗塞作製手術前（0week）、手術後１週間、３週間、５週間での EF の経時的変化を示す。Sham 手術群（n
= 3）は開胸手術前後で大きな変化は見られない。心筋梗塞群（n = 5）と ADSCs シート移植群（n = 5）では
手術後 1 週間で EF の値が大きく低下している。心筋梗塞作製後 5 週間で心筋梗塞群と比較して、ADSCs シー
ト移植群で有意に EF が改善している（*p < 0.05、One-way ANOVA）。

　これらの結果は FS においても同様であり、ADSCs シート移植群では術後３週目から５週目の FS の低下を抑制す
ることが判明した。左室拡張末期径については、有意な改善効果は見られなかった。左室収縮末期径については、
ADSCs シート移植群において、５週目で有意な改善が見られた。
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　以上の結果から ADSCs シート移植は軽微ではあるが、心筋梗塞後の心収縮能を改善することが判明した。またその
効果は移植後 2 週間以上経過して現れることが判明した。

２．ランゲンドルフ灌流実験による Ex-vivo での心機能の検証
　ランゲンドルフ灌流法を用いて、心筋梗塞後５週間の心臓の Ex-vivo における心機能を検討した。これまでの研究に
おいて、心筋梗塞後の ADSCs シート移植群では強心薬への応答性を改善できないという報告がある。そこで本研究で
も β1 アドレナリン受容体作動薬であるイソプロテレノールの効果について、同時に検証した。
　ランゲンドルフ灌流装置で心臓を灌流し、左室収縮末期圧と dP/dt を記録すると、心筋梗塞群と ADSCs シート移植
群で左室収縮末期圧と dP/dt の値に違いは見られなかった。またイソプロテレノール投与後においては、すべての群
がイソプロテレノールへの応答性を示し、左室収縮末期圧と dP/dt の値が上昇した。しかしながら、心筋梗塞群と
ADSCs シート移植群では、その応答性に有意な差は見られなかった。同様にそれぞれの変化量にも有意な差は見られ
なかった。
　これらの結果から、ADSCs シート移植が示す心機能改善効果は Ex-vivo の解析では有意な改善効果を示さないこと
が判明した。

３．ADSCs シート移植の心臓組織への影響
　心筋梗塞後の初期段階では、心筋細胞の肥大や線維化が起こり、一時的に心機能の補強が行われる。しかしながら、
線維化が進行すると、心臓の収縮力が低下し、心筋リモデリングが進行することが知られている。そこで、本研究で
も、心筋梗塞後の ADSCs シート移植群で、線維化がどの程度進行しているかを検証した。心筋梗塞作製後５週間の心
臓の組織切片を作製し、マッソン･トリクローム染色により、心筋梗塞部と健常心筋との境界領域における線維化を定
量した。その結果、心筋梗塞群と比較して ADSCs シート移植群で線維化が抑制されていた。定量解析を行うと、
ADSCs シート移植群では心筋梗塞群の半分程度に線維化領域が減少していた（図 2）。

図 2． ADSC シートによる心筋梗塞後線維化の改善効果
マッソントリクローム染色による線維化領域の比較。左上段：心筋梗塞群の代表的な組織画像（×40）、左下段：
ADSCs シート移植群の代表的な組織画像（×40）、右上段：線維化領域の定量的比較。
強拡大の組織画像において、心筋梗塞群と比較して、ADSCs シート移植群で有意に線維化領域が減少している

（*p < 0.05、unpaired Student t test）。
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　次に、血管新生の評価を行った。抗 vWF 抗体による血管内皮細胞の染色により血管数を計測することで心筋梗塞と
健常心筋との境界領域における新生血管を比較した。ADSCs シート移植群では心筋梗塞群と比較して顕著に血管数
が増加していた。定量解析から、ADSCs シート移植群は 2 倍以上血管が増加していることが分かった（図 3）。

図 3． ADSC シートによる心筋梗塞後血管新生効果
抗 vWF 抗体による免疫染色組織画像。左上段：心筋梗塞群の組織画像（×20）、左下段：ADSCs シート移植群
の組織画像（×20）、右上段：血管数の比較。
血管数をカウントすると、心筋梗塞群と比較して、ADSCs シート移植群において血管数が有意に増加してい
た。（*p < 0.05、unpaired Student t test）赤丸は血管を示す。

　以上の結果から、ADSCs シート移植は心筋梗塞後の線維化を抑制し、血管新生を促進することが判明した。

考　察

　本研究は ADSCs シート移植が心筋梗塞後の慢性心不全に及ぼす治療効果の検討を目的として行った。その結果、心
筋梗塞後の ADSCs シート移植は、心機能の改善と心筋リモデリングの抑制に有効であることが判明した。特に心機能
の面では、ADSCs シート移植群で EF、FS が改善し、心臓組織学では線維化領域が減少し、血管数が増加することが
判明した。血管数の増加は ADSCs より分泌される血管内皮成長因子（VEGF）により血管新生が誘導されたためと考
えられる。
　本研究ではサイトカイン分泌量は測定していないが、ADSCs からは VEGF のほかに HGF などのパラクライン因子
が分泌されていることが知られている。HGF は内皮細胞の遊走と増殖を促進し、加えて内皮細胞のアポトーシスを抑
制することによって血管新生を促進する働きがある５）。また、ADSCs を低酸素状態で培養するとサイトカインの分泌
量が増加することから、虚血状態においても同様のサイトカイン分泌の増加が起こると推測されている６）。これより本
研究においては、VEGF、HGF によって心筋梗塞部と健常心筋の境界部に血管新生が起こり、新生血管により境界部
の健常心筋が虚血状態から脱し、アポトーシスする細胞数が減少したと推測される。加えて、心筋細胞のアポトーシス
の減少に伴って、瘢痕化のために遊走する線維芽細胞の数が減少し、線維化領域の減少につながったと考えられる。こ
れら健常心筋のアポトーシスの抑制と線維化領域の減少より、心臓の収縮能力障害が抑えられたことが、ADSCs シー
ト移植での EF ならびに FS の低下抑制につながったと考えられる。
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　一方で心筋リモデリングを反映する左室収縮末期径は改善したが、左室拡張末期径は改善できなかった。このメカニ
ズムに関しては本研究で明らかにすることができなかったため今後検討する必要がある。
　ランゲンドルフ灌流を用いた Ex-vivo の検討では、イソプロテレノール投与前の左室収縮末期圧と dP/dt、イソプロ
テレノール投与後の左室収縮末期圧と dP/dt の値は、心筋梗塞群と ADSCs シート移植群の両群間に差は見られなかっ
た。この結果は、ADSCs シート移植では β アドレナリン受容体の反応性を改善できないことを示唆する。急性心筋
梗塞等により心筋障害が生じると、生体内ではカテコラミンが分泌されて、心収縮力を補おうとする。しかし、慢性心
不全になると慢性的に β アドレナリン受容体が刺激されるため、β アドレナリン受容体の脱感作が引き起こされ、カ
テコラミンに対する感受性が低下する。また、慢性的に β アドレナリン受容体が刺激されると、β アドレナリン受容
体はクラスリンによって被覆されエンドサイトーシスで細胞内に内在化する。ADSCs シート移植ではこの β アドレ
ナリン受容体の脱感作とエンドサイトーシスによる受容体の内在化を抑制することができなかったため、心筋梗塞群と
ADSCs シート移植群の間でイソプロテレノールに対する反応性において差が見られなかったと考えられる。
　本研究で心筋梗塞に ADSCs シートを移植することによって心機能が改善することが判明したが、先行研究の結果と
比較するとその改善程度は小さい。先行研究で ADSCs を単細胞の状態で、虚血心臓に直接注入する移植方法や本研究
と同様に細胞シートを作製して、移植する方法が行われている６）。しかしながら、どちらも心機能の改善効果は本研究
よりも大きい。これは、移植した細胞数に依存している可能性がある。単離 ADSCs を移植する先行研究では、本研究
で細胞シートの作製に用いた細胞数の２倍量の細胞を移植していた。移植した細胞数が多ければ、実際に作用するパラ
クライン因子の分泌量も増加し、より大きな心機能の改善が期待される。
　また、細胞シートを作製して移植する先行研究では本研究と細胞数は同じであるが、心筋梗塞モデルラットの重症度
が異なっていた。先行研究では EF=45 %の心筋梗塞モデルを用いたのに対して、本研究では EF=40 %とより重症の心
筋梗塞モデルを使用した。このことから、ADSCs シートは軽度の心筋梗塞では心機能をよく改善できるが、重度の心
筋梗塞では心機能の改善効果が小さくなる可能性がある。心筋梗塞の重症度と ADSCs シート移植の効果については、
今後さらなる検討が必要である。
　本研究のような重症な心筋梗塞に対しては ADSCs シートによる心機能の改善効果は小さいことが予測されるため、
臨床応用は難しい。そのため今後重症心不全に対する治療効果改善法の開発が必要である。一つ目は、移植細胞の生存
率を向上させること、二つ目は、移植するシートの枚数を増やし、パラクライン因子の分泌量を増加させる方法が考え
られる。移植細胞の生存率の向上については、クルクミン処理を行うことで ADSCs の生存率が向上したという報告が
ある。クルクミン処理を行った後、細胞シートを作製することで移植細胞の生存率を向上させることができるかもしれ
ない。また、移植するシートの枚数を増やす方法に関しては、骨格筋芽細胞シートを重ねて移植すると心機能の改善効
果が向上するといった報告がある。
　細胞種は異なるが、骨格筋芽細胞も ADSCs と同様に VEGF などのパラクライン因子の分泌能が確認されている。
そこで、ADSCs シートも何層か重ねることによって、パラクライン因子の分泌量が増加し、心機能をより改善するか
もしれない。また、ハイドロゲルなどの細胞外基質との組み合わせによる血管新生の増強も有効である可能性がある。
　ADSCs は自己組織から容易に単離できるため、安全性の面からも再生医療には最適の細胞ソースであるといえる。
この利点を生かし、今後さらに移植法に改良を重ねて、実臨床への橋渡しにつなげていきたい。
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