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Pulsatile　 Cardiac　 Tissue　 Grafts　 Using　 a　Novel　 Three-Dimensional　 Cell　 Sheet

Manipulation　 Technique　 FunctionaJly　 Integrates　 With　 the　Host　 Heart,　 In　Vivo

　　　　　 (心筋細 胞移植 にお け る細胞 シー ト法 の有用 性 と機 能 的統 合 に 関す る検 討)

古　田 晃

内容の夏旨

　再生 医療に対す る社 会的関心は高 く、幹 細胞移植 に よる心筋再 生

治療 の研究は急速 に進歩 した。近 年、そ の臨床応 用 にむ け、安全 か

つ高 い生着効率 を持 つ細胞移植技 術の開発が望 まれ てい る。心臓 生

理学的 見地では、移植 された グラフ ト心筋細胞 は、ホ ス ト心臓 内へ

の生着 もさるこ となが ら、ホ ス トとの霜気 的同期 の証 明が極 めて重

要 であ る。仮に電気 的同期が生 じない場合 、1)ホ ス ト心筋拡 張期

に も収縮 し、拡張能 を悪化 させ る可能性 　 2)不 完全 な電気的 結合

が緩 徐 伝 導 を 生 じ、 リエ ン トリー 性 不整 脈 基 質 を 生 じる可 能 性

3)ホ ス ト心筋の霞 気的受攻期 に偶発 的 なグラ フ ト収縮 が生 じ、圧

受容型イオ ンチャネル を介 した興 欝に よって、ホ ス ト心筋細胞 に致

死的不整脈 を生 じる可能性 、といった副作用 が想 定 され る。 これ ら

の問題 の根本的解 決に は、 グラフ トーホス ト問の強 固な電気 的統合

が必須 となる。

　 本研究で は、従 来の単離細胞移植 と比べ圧倒 的 に細 胞生着 効皐が

高い とされ る細胞 シー ト法 を用いて、電気的結合 お よび催不 整脈 性

を生体位 心で検肘 した。

　 細胞 シー ト法 とは、in　Vitroで培 養増殖 させ た細胞 を培養皿 か ら回

収 して生体 に戻 す際、酵棄反応 を用いず に、培養 時 に構築 され る3

次元構造 を保持 したま ま移植 を行 う事 を可能 とした最新のバ イオテ

クノ ロジー であ る。本 研 究で は、ラ ッ ト初 代培 養 心 筋 シー トを、

フィブ リンポ リマー培養皿 を用いて作製 した。 実際 に用い たホス ト

心臓 は免疫学 的拒絶反応 の少 ないNude　Ratを 用いた。　Nude　RaIを吸入

麻 酔 下で開胸 し、心表 面に150～300pm厚 の 熱凝 固壌 死屈 を 生 じさ

せ、擬 似心筋梗塞{Ml)を 作製 した。回 収 した細 胞 シー トを重層化

(2層)しM1部 に移植 し閉胸 、7日 後に再開胸 し心摘 出、膜 電位感

受性色素Di4ANEPPSを 用いた光マ ッピング法 で細 胞 シー トの電気的

興奮 伝搬過 程 とべ 一 シン グ閾値 の肝測 、お よび不 整脈 膀発 試 験 を

行 った。 また、組織 学的検討 を行 い、移植 後心餓 の細 胞構築 を観察

した。

　 細胞 シー ト非移 植群 ではMI域 に活 動電位 を認 めなか ったが(n=

9)、 移植群 で はM戯 に活動電 位の興 盤伝導 を認 め(n=9)、 グ ラフ

トーホス ト問 に電 気的 結合(双 方向性 の興奮伝 導)を 確認 した。 ま

た移植部位 に異方向性伝 導が観察 され 、グラフ トが生体位 心で異方

向伝導特性 を獲得す る事が判明 した。不整脈 誘発 試験 では、両群 と

もに不整脈 の発生 を認 めなか った。組織 学的検討 にて 、ホス トか ら

の血管新生 とグラフ トの長期生忽、お よびホス ト心 筋 との緻密 な結

合が観察できた。

　 以 上に より、細胞 シー ト法を用いた細胞 移植 は、ホ ス ト心筋 と緊

密な電気的 統合 を生 じる事が生体位 心で証明 され た。本 研究 は、 こ

の移植技術 が循環盟疾患領 域におい て、生着効皐 の高 い、安全かつ

有効 なツー ル とな る事 を示 してい る。本法 の応用 が心筋 再生療法 の

有効性を飛囲的に向上 させ る可能性が示唆 された。

論文審査の要旨

　近年 、幹細 胞移植 による心筋 再生治 療の研 究は急 速に進 歩 してお

り、その 臨床 応 用にむ け、安全 かつ高 い生着効 率 を持つ細 胞移植 技

術の 開発 が望 まれ てい る。細胞 シー ト法 は、従来 の単離細 胞移植 と

比 べ圧倒 的 に細 胞生 着 効率 が 高い 移植 法 で あ るこ とが報 告 され た

が、 この方 法の ホス ト生 体位心 にお け る電気 的結合 お よび 価不整脈

性の 有無は未 解明 であ うた。本 研 究では 、細胞 シー ト法 を用い て心

謹電 気生理学 的見地 よ り解 析 を行 い、移植 後、 グラフ トにお ける活

動電位 の興奮伝 導 と、グ ラフ トーホ ス ト岡 の電気的結 合の成 立(双 方

向性 の興奮伝 導)を 確 認 した。 さらに移植 部位 にホ ス ト心筋 の心筋

線維 方向に応 じた異 方向性 伝導特 性が観 察 され た。 また不整脈 誘発

試験 では、移植 後 も不整脈 が発 生 しない こ とが確認 され た。

　審 査では 、まず催 不整脈性 が検酎 され てい る ことをふ まえて 、ホ

ス トと グラ フ ト両 者間 の電 気 的結 合 の緻 密性 につい て質 問が あ っ

た。 両者 にお い て計 測 した活 動 冠位 持 続 時問 には差 を認 めな か っ

た。す なわ ち、この こ とは均一 な脱 分極 お よび 再分極 を可 能 と し、

緻 密性かっ安 定性 を保持 した強 固な電気 的結合 を示唆 し得 る と回答

され た。 また 、用 い た全 モデル が左 室前壁 梗審 であ った ことをふ ま

え、梗塞 部位 を多様 化 させ た場合 、抗 不整脈 効果 の一貫 性 を保 ち得

るのか質問 がな され た。梗塞 責任病 変の 部位 に よ り併発 す る不 整脈

の タイプは 異な って くる もの であ り、各 ケースに応 じた最 善の移 植

方 法の検証 は、今 後の検討 課題 であ る と回答 され た。 さらに、細胞

シー ト法 として、なぜ 温度感 受性培 養皿 ではな くフ ィブ リン培養 皿

を用いたの か質問 が あった。 今回栽 々が 作製 した熱凝固壊 死層 への

移植 におい ては、温度 感受性 シー トに比 しフ ィブ リンシー トは その

初 期接着 が極 めて良好 であ ったた め と回答 され た。 また、 グラフ ト

が厚 さO.1mm未 満 と非常 に薄い シー トで ある こ とをふ ま え、シー ト

の多重層化 は心機 能改 善に有効 か と質 問が な され た。本 研究 では2

枚 重ね のシー トを用 いたが、3枚 以上 にす る と、組織 への酸 棄供 給

不 足が 生 じ細胞 シー トの 状態 が悪 化 した。HGF(hepa重ocyte　 growth

factor)な どの血管新 生因子 の注入 にて、多重層 化 シー ト移値 に よる

心機能改善 の効率 化は誘 導で きるか も しれ ないが、今後 の検討 課題

であ る と回 答 され た。最 後に、壇 死層は 恒久的 に残存 して しま うの

か質問 があっ た。組 織学的 解析 にて 、グラフ ト細 胞の よ り深層 へ の

遊走 を示唆 し得 る所 見を観 察 した。 この現象 は壊 死組織 がや が て心

筋組織 に置換 され る 可能性 を示 す ものだが 、本研 究 では遊 走 を証 明

す るには至ってい ない と回答 され た。

　 以上 のよ うに、本 研究 は今後 さ らに検 討 され るべ き課題 を残 して

い るが 、細胞 シー ト法の安 定性お よび安 全性 を心 融電気 生理 学的 に

解明 し、心筋 再生 医療へ の応 用の可能性 を示 した点 で有意義 な研 究

と騨価 された。
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