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重症心不全に対する治療として、組織工学の技術により細胞から組織を構築して不全心筋部へ

移植する方法が研究されている。我々はシート状の細胞を積層化し 3 次元組織を再構築する細

胞シート工学により心筋再生の研究を行ってきた。これまでに同期して拍動する心筋組織の再

生が可能となっている。この再生心筋組織を不全心筋部へ移植する場合、ホスト心臓と電気的

に結合し同期して心機能を補助するかが重要となる。そこで本研究では異所性に作製した心筋

梗塞モデルに重層化心筋細胞シートの移植を行い、ホスト心臓とグラフトの電気的結合の有無

を形態学的に解析した。グラフト移植後 7 日の組織切片においてグラフトの心筋細胞とホスト

非梗塞部の心筋細胞との間に細胞‐細胞間結合を認めた。免疫組織染色および透過電子顕微鏡

による観察の結果、それぞれの細胞間にコネキシン 43 の発現を認め介在板の存在も確認した。

またこの結合した細胞を介して低分子の蛍光色素が移動することも確認した。これらのことか

ら重層化心筋細胞シートは正常心筋組織とギャップジャンクションを形成し同期して拍動し、

心機能を改善しうることが示唆された。 

 
1. 序論 ： 虚血性心疾患や拡張型心筋症に

ともなう重症心不全に対しては、脳死患者か

らの心臓移植が最終的な治療法となっている

が、ドナー不足が大きな問題となっている。

また機械的な左室補助装置や植込み型人工心

臓の使用は、感染および血栓形成や感染など

の問題があり長期的な生命維持は困難なのが

現状である。そこで近年新たな治療法として

再生医療が注目され、自己筋芽細胞や骨髄由

来細胞を不全心筋組織内へ注入することによ

り心筋組織を再生させる方法が臨床応用され

ている。しかし細胞懸濁液注射による治療は

移植片のサイズ、位置の制御の困難さ、さら

には移植部からの細胞流出や壊死による細胞

損失が問題となっている。そこで近年、組織

工学的手法を用い in vitroで細胞を組織化した

うえで再生組織として不全心筋部に移植する

研究が始まっている。 

組織再構築を行う際に細胞の足場として生

体吸収性の支持体を使用する方法が一般的な

手法であるが、支持体内部へ十分な細胞数を

播種することが困難であり、結果として細胞

成分が少なく大量の結合組織ができあがって

しまう。心臓弁など細胞が疎な組織の作製に

は適するが、心臓など細胞が密で複雑な構造

と機能を持つ組織を作製するには次世代の新
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たな技術開発が必要となっている。このよう

な背景のもと我々は生体吸収生の支持体を利

用することなく組織・臓器を再構築する細胞

シート工学とよぶ新技術により心筋組織再構

築の研究を行っている。これは培養皿表面に

加工を施し温度変化のみで細胞の接着・脱着

を制御するというものである。表面に修飾さ

れているポリ N-イソプロピルアクリルアミ

ドは水中 32℃に下限臨界溶液温度をもつ温

度応答性高分子で、低温側では水和して高分

子鎖が大きく広がった構造になり水に溶解す

る。この高分子を電子線により共有結合的に

固定すると、37℃では弱疎水性になり細胞が

接着し、32℃以下に温度を下げると親水性に

変化し細胞が脱着する表面ができる。従来、

培養細胞を培養皿から脱着し回収するにはプ

ロテアーゼが用いられるが、この方法では細

胞と培養皿表面を接着させている接着蛋白を

分解するばかりか、細胞膜表面の蛋白までも

分解してしまう。しかし温度応答性培養皿を

用いた場合では、温度を降下させるだけで細

胞‐細胞間接着や細胞外マトリックス(ECM)

の構造と機能を破壊することなく細胞をシー

トとして回収できる。さらにこの細胞シート

を積層化することにより 3 次元組織を構築で

きる。また積層化により再構築された組織は

細胞とそれが産生する少量の ECM のみから

なるため、生体吸収性の支持体を使用する時

に生ずる問題を回避できる
1)
。 

この技術を用い新生児ラット心筋細胞シー

トの回収・積層化を行ったところ、in vitroに

おいて積層化された 2 枚の心筋細胞シート間

に速やかに形態的かつ電気的な結合が形成さ

れ、組織全体が同期して自律拍動することが

示された。またこの積層化心筋細胞シートを

免疫寛容ラットの皮下筋膜上組織に移植した

ところ、ホスト心臓の心電図とは異なる移植

心筋グラフトに固有の電位が測定された。移

植組織は肉眼レベルで拍動を確認でき、組織

内には毛細血管網が新生し、円柱状によく伸

びた心筋細胞、ギャップジャンクションまた

はデスモソームなど生体心筋組織によく似た

組織像を呈することが明らかとなっている
2)
。

さらにこの移植心筋グラフトは拍動を維持し

たままラットの寿命に近い約 2 年間生着する

ことも明らかとなっている
3)
。またその積層

化心筋細胞シートの心筋梗塞モデルへの移植

においては、細胞シート移植後 2 週間におい

て左心室駆出率が改善することが明らかとな

った
4)
。しかしこの心筋グラフトを不全心筋

に対する治療として移植を行った場合、ホス

ト心臓と電気的に結合することを証明するこ

とは重要不可欠であり、さらに詳細に解析す

る必要がある。そこで本研究では異所性心筋

梗塞モデルに重層化心筋細胞シートを移植し、

ホスト心筋細胞と移植グラフト心筋細胞との

電気的結合を形態学的に解析することを目的

とした。 

2. 方法 ：温度応答性培養皿上に新生仔 GFP 

トランスジェニックラットの心筋細胞を培養

し、心筋細胞シートを作製した。F344無胸腺

ラットの頚部に異所性に SD ラットの心移植
5)
を行い、左冠状動脈前下降枝の結紮を行うこ

とにより心筋梗塞モデルを作製した。温度低

下により回収した細胞シート 3 枚を重層化し

心筋グラフトとして梗塞部を含む心臓表面へ
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移植した。1、3、日および 1週間後に移植部

を摘出し固定後その組織切片を経時的に観察

した。またアクチニン、GFP、コネキシン 43

に対する免疫組織染色および透過型電子顕微

鏡によりホスト心筋と心筋グラフトとの細胞

-細胞間結合の形態学的解析を行った。さらに

ギャップジャンクションを移動可能な低分子

蛍光物質であるカルセイン(MW；623)をトレ

ーサーとして心筋グラフトに取り込ませた後

に移植を行い、グラフトからホストへの細胞

間輸送を解析した。また移植後の心外膜中皮

細胞の存在を調べるためカルレチニンと

ICAM-1対する免疫組織染色を行った。 

3. 結果 ：1 週間後の組織切片により心筋グ

ラフトが全層にわたって生着していることが

示された。梗塞部位上において心筋グラフト

は線維化した組織を被覆するように生着して

いた。非梗塞部心筋組織上においては 3 日後

になるとグラフトの心筋細胞がホスト側へ遊

走をはじめ、1 週間後にはホスト心筋細胞と

完全に結合することが認められた。ホスト‐

グラフトの心筋細胞結合部位においては免疫

組織染色の結果、コネキシン 43が陽性に発現

していることが確認された。透過電子顕微鏡

による観察では介在板の存在も確認された。

さらにこの結合した細胞間をカルセインが輸

送されることも確認された。次にカルレチニ

ンおよび ICAM-1 に対する免疫組織染色を行

った結果、心筋グラフト移植前に存在してい

た単層のカルレチニン陽性の中皮細胞が 1 日

後には減少し、中皮細胞が存在していた心外

膜の ICAM-1 陽性細胞が解離することが認め

られた。さらに 3 日後にはカルレチニン陽性

の細胞は完全に消失し、ICAM-1陽性の細胞は

進展した形態へ変化することを確認した。 

4. 考察 : 本研究の結果より重層化心筋細

胞シートはホスト心臓と形態学的に結合を有

することが示された。移植 1 週間後の免疫組

織染色においてアクチニン陽性細胞で結合し、

その結合部位においてコネキシン 43 を陽性

に認めたこと、また透過型電子顕微鏡で介在

板の存在を確認したこと、さらにはこの結合

した細胞間をカルセインが移動する細胞間輸

送も確認されたことから、細胞‐細胞間結合

部位にギャップジャンクションを形成してホ

スト‐グラフト間に電気的な結合ができてい

ることが示唆された。心筋グラフト移植後の

心外膜中皮細胞の存在については、単層でカ

ルレチニン陽性の細胞が減少し、ICAM-1陽性

の細胞が心外膜上から解離することから脱分

化したと考えられる。さらに時間の経過とと

もにカルレチニン陽性の細胞は完全に消失し、

ICAM-1 陽性の細胞は進展した形態へ変化す

ることから間葉系細胞に再分化したと考えら

れる。 

5. 結論 : 不全心筋部を被覆するように重層

化心筋細胞シートを移植した場合、心外膜中

皮細胞はホスト‐グラフト間に挟まれること

により機能を失い、非梗塞部を介して電気的

結合を生じ、グラフトがホスト心臓と同期し

て拍動し心機能を改善しうることを示唆して

おり心筋の再生医療において極めて重要な新

知見である。 
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Figure 1  非梗塞部心筋組織上においては3日後になるとグラフトの心筋細胞がホスト側へ遊走をはじめ、
1週間後には完全にホスト心筋細胞と結合する.

Figure 2   アクチニン陽性(緑)の細胞によりホスト-グラフト間での結合を認めた. また結合部位においてコネキシン
43(緑)の発現も認められ、透過型電子顕微鏡では介在板の存在も確認された.
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