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ANew　 Method　 for　Manufacturing　 Cardiac　 Cell　 Sheets　 Using　 Fibrin-Coated　 Dishes

　　　　　　　　　and　 Its　Electrophysiological　 Studies　 by　Optical　 Mapping.

　　　　　(フ ィブ リン塗布培養皿 を用いた心筋細胞シー トの作成法お よび電気生理学的検討)

板　槁 裕　史

内容の要旨

　 工学 と生命 科学 の協力 によって著 しい発展 を遂げてい る組 織工学

の研究分野 において.近 年斬新な手法 として細胞シー ト工学が注 目さ

れ てい る。

　今回 われ われはフ ィブ リン塗布 培養皿 を用 いて簡便に細胞 シー ト

を作製す る手法を新たに開発 した。フィブ リノーゲ ンと トロンビンの

溶解液 を混含後、直ちに細胞培養皿に塗布 し培養皿の表面で重合 させ

ることによ りフィブ リン塗布培養皿 を作製 した。新生仔 ラッ トの心室

筋を用 い、上述の培餐皿上で心筋細胞の初 代培獲を行 った。培養皿の

表面に コー テ ィングされ た薄 いフ ィブ リン届 は心筋細胞が分 泌する

タンパ ク分解醇素によ り徐々に分解 され 、次第に心筋細胞 と培餐皿衷

面の結 合が疎 となってゆ く。4日 後には瞑状 に連結 した心筋細胞 を容

易に剥離す る ことが可能 とな り、心筋細胞 シー トを回収す ることがで

きた。次 に2枚 の心筋細胞 シー トを用い、その一部 を重ね合わせ た状

態で培養 を継綬す る と、2枚 の心筋細胞 シー トは同期 した 自律収縮を

行 うよ うに なった。亀位感受性 色素di・4ANEPPSを 用 いたオブテ ィカ

ルマ ッピン グ法を用いて.活 動電位が心筋細胞 シー ト間 を伝播す る様

子を詳細 に検asし た。3日 間 の共培養期間 を股 けることに よって2枚

の心筋細胞 シー ト問には安 定 した電気的結合 が形成 され るこ とが観

察 され た。免疫組織学的解析に よn,シ ー ト内の偶 々の心筋細胞聞に

は コネ キシン43の 発現が確認 された ことか ら心筋細胞 シー ト内お よ

び心筋細胞 シー ト問で ギャ ップ結合が形成 されてい ることが推測 さ

れ た。3層 に画ねた心筋緬胞 シー トをヌー ドラ ッ トの皮下に移植 し2

週問後 に観 察 した。移櫃 され た心筋細胞 シー トが収縮す る様子が肉眼

で確認 できた。また組織学的検討に より、移樋 された心筋細胞は生体

内で良好 に陣展 し横 紋構造の再榊築がお こなわれ、心筋細胞が集団 と

して配 向 され ている ことが観察 された。われわれの闘発 した方法によ

り作製 され た心筋細胞 シー トは、心筋組織 と しての竃気的性質お よび

収縮能 を維 持 してお り、移植片 と して有効利用する ことが可能である

と考 え られ た.ま た本 手法は心筋細胞以外の様々な細胞で応用が可能

であn,多 くの腺器分野 にお いて新たな組搬工学的手法 として利 用す

ることが可能 である と考 えられ た。

楡文審査の要旨

　組 繊工学の領 域 にお いて、東京女子医科大 学岡野光夫 教授 らに よ

り温度 感応 性培 養皿 を用 いて作製する細胞 シー ト法が提 唱 され てい

るが、本研 究で はフ ィブ リン鎗布培 養皿 を用 いた独 自の細胞 シー ト

作製法が示 され た。 フィブ リン塗布 培養皿 上で新 生仔 ラ ッ ト心室筋

細胞 の初代培養 を行 った ところ、ブ ィブ リン屈は心筋細 胞が分泌す

るタ ンパ ク分解 酵素 によ り分解 され、心筋細 胞 と培養皿 衆面の結合

が疎 とな り、4日 後には膜状 に連結 した心筋 細胞 シー トを剥離 し回

収す る ことが 可能 となった。2枚 の心筋細胞 シー トの 一部 を重合 し

培 養を継続す る と,同 期 した 自律収縮 を行 うよ うにな った。電位感

受性 色素di・4ANEPPSを 用い た光マ ッピング法を用いて心 筋細胞 シー

ト間の電気活動 を解析 した ところ、3日 後 には心筋細 胞 シー ト問に

良好 な電気的結 合が形成 され ることが示 された。免疫 蛍光染色 によ

り、心 筋細 胞 間 に コネ キ シン43が 発 翼 し、心 筋 細 胞 シー ト間 に

ギャ ップ結合 が再構築 され てい るこ とが示 され た。3層 の心筋細胞

シー トをヌー ドラッ トの皮 下に移植 した ところ、2週 間経 過後 も心

筋シー トは生 着 し自律収縮 を行 ってい た。 さ らに移櫛 された心筋 細

胞 は横紋構造 を再構 築 し、互いに配向 していた。以上 の結果か ら本

手法が新たな心筋移植 片作製法 となる可能性 が示唆 され た。

　 審査で はまず 上皮傑 構造な どの細胞 の構造、配列 に極性 を持 った

組織 を再辮築す るた めには、細胞 シー トを作成す る際 にそれぞれ の

細胞 に極性 を持 たせ て配 列 させ る必要があ る、 との指 摘が あった。

また今回は新 生仔心筋 細胞 を用い て細胞 シー トを作製 したが、成獣

心 筋細胞 で も細 胞 シー トの作製が可能 か、また新生仔 心筋細胞 を成

獣 心臓 に移植 した場合 、円滑な電気的結合 が形成 され るか.を 検 肘

す べき との助言 があ った。 ついで本実験 では.2枚 の心筋細胞 シー

ト間で電気的結 合が形成 され る理 由と してギ ャ ップ結合の 再構築 が

なされてい るこ とが示 され たが、他に も細胞 シー ト間の絶縁構造が

消失 した 可能性 、な どの機序 を除外す るための詳細 な解析 を行 うこ

とが望ま しか った との助aが あ った。 さらに心筋細胞 シー トを用 い

て心筋 グラフ トを作 る際 には、左 心系の圧 に耐 え うる性 質が必要 に

なる と考 えられ るが,重 層細胞 シー トに強度 を持 たせ る ことは可能

であるか、 との 質問が な された。 これ に対 し、現在温度 感応性培 獲

皿 を用い て作製 され た細胞 シー トでは、肝 細胞 、内皮 細胞な どの異

なっ た種類 の細胞 シー トをac屈 化す る試 みが す でに行 われ てい る

が 、同様 に線維 芽細胞 シー トを加 えて結 合組織 の形成 を促す 、ある

い は コラーゲ ンフ ィル ムな どの細胞外 基質成分 を加 え る、な どの方

法 によ り強度 を確 保できる可能性 がある と回 答 され た。

　 以 上 よ り、本 研 究 には なお検 討す べ き課題 が 残 る ものの。細胞

シー ト工学 とい う新たな手 法が様々な臓器 分野 にお いて容易に応用

され る可能性 を示 した とい う点で、有意義 な研究で ある と評価 され

た。
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