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 分担研究報告書  

 

重症心不全に対する骨格筋筋芽細胞シート移植による心筋再生治療の実用化研究 

 

研究分担者 大阪大学大学院医学系研究科 特任准教授(常勤) 齋藤充弘 

近畿大学薬学総合研究所 所長 早川 堯夫 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ａ．研究目的 

1．筋芽細胞の採取、培養に及ぼす患者背景の影響

の検討 

重症心筋症患者を対象として、ヒト幹細胞指針に

適合した自家骨格筋筋芽細胞シートの臨床研究に

おいて、これまで 10名以上の対象患者から採取し

た筋肉に含まれる骨格筋筋芽細胞を培養している。

その中で、回収細胞数や細胞純度の低下するケー

スがあり、これらには、ドナーである患者背景が

起因している可能性が考えられた。そこで本課題

では、臨床研究における細胞培養実績から患者背

景が骨格筋筋芽細胞の培養に与える影響について

評価した。 

 

２.骨格筋筋芽細胞シートの凍結保存法の確立 

細胞シートの汎用性を向上させるには長期間の保

存方法の開発が重要である。本課題ではガラス化

凍結法を用いて細胞シートの長時間保存の可能性

を検討した。 

 

３．細胞培養加工施設運用のための手順書作成 

アカデミアにおける再生医療はこれまで「ヒト幹

細胞を用いる臨床研究に関する指針」に基づいて

実施冴えてきたが、再生医療の迅速かつ安全な提

供を測るため、「再生医療等の安全性の確保等に関

する法律」(以下、「新法」とする。) が 2014年に

施行され、これを遵守する細胞加工施設運用を行

うことが求められる。 

これまで大阪大学未来医療センター内 CPC 

(Cell Processing Center)では、医薬品に関する製

造・品質管理を規定する GMP 基準を基盤とし、

標準業務手順書（SOP）等を整備してきた。新法

により、再生医療の臨床研究に特化した基準が定

められ、「指針」から「法」に移行したことにより、

より強制力を持つ規制となっているため、センタ

ー内の手順書等の見直しが必要となった。 

また CPC では作業環境の清浄度を確保するた

めに、作業の有無を問わず常時微粒測定を行い、

同時にユニット内に入室できる作業者を 3 名まで

としているが、複雑な工程や長時間に及ぶ作業の

際、4 名以上での作業が望まれる場合もある。清

研究要旨 

すでにヒト幹細胞臨床研究指針に適合した臨床研究として実施している、重症心

不全に対する骨格筋筋芽細胞シート移植による再生細胞治療法の安全性・有効性を

検証し、高度医療化、ひいては保険医療化することを究極の目的と見据え、CPC に

おける筋芽細胞の採取・培養・細胞シート形成・凍結保存と融解等の工程の効率化・

標準化を進める。 
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浄度管理と作業効率の観点から、ユニット内の入

室人数の検討は重要である。 

 

B.研究方法 

1．筋芽細胞の採取と培養、患者データの相関 

回収細胞数、細胞生存率や骨格筋筋芽細胞の特異

的マーカーである CD56陽性率（純度）を測定し、

移植細胞の品質管理を行った。その結果をもとに、

患者の年齢・体格・心疾患でグループ分けして、

倍加時間・回収細胞数・純度を比較した。 

 

２．細胞シートのガラス化凍結 

ヒト骨格筋筋芽細胞シートを温度応答性培養皿を

用いて作成した。カルボキシルポリリジン含有の

凍結保護剤に 5 分間浸漬し、メッシュ状の支持体

で細胞シートをはさみ、耐低温のビニールで密閉

した。液体窒素の液面上１㎝で瞬間的に凍結し、

その後、2 日間、7 日間、28 日間凍結保存した。

急速融解した細胞シートの構造を観察し、血管新

生やミトコンドリア活性関連遺伝子発現を

RT-PCRで解析した。 

 

３．CPC内の微粒子数の計測 

CPCユニット内で、２～4名で作業した際の微粒

子数を、パーティクルカウンターを用いて 1 分お

きに測定し、各作業人数によって、微粒子数に差

があるかを検証した。 

 

Ｃ．研究結果 

１．継代培養後の倍加時間はグループ間に大きな

違いは無く、必要な移植細胞数 3 x 10^8 cells以

上、細胞生存率 75%以上を確保することができた。

一方で、筋肉から単離された初代培養細胞数には

患者の年齢などが影響している可能性が考えられ

た。 

 

２．細胞シートのガラス化凍結 

凍結前の viabilityは 92.9%であったが、融解後は

約 80%を維持していた（2d:82.4%, 7d:85.1%, 

28d:80.7%）。HE 染色、電子顕微鏡による観察の

結果、細胞間接着や Fibronectin 等も保存前後で

維持されていた。Caspase  8等、アポトーシス関

連蛋白の発現、および Tunnel 染色は陰性であっ

た。ミトコンドリア関連蛋白である ATP6、SDHA, 

mtND1の発現は、凍結前および凍結後 28日では

差が認められなかった。 

 

３．CPC内の作業人数と微粒子数の相関 

作業人数２～４名では、作業者数と微粒子測定値

の間に相関関係は認められなかった。作業内容に

よっては、基準値内であるが微粒子数が増加する

ことも認められた。 

 

Ｄ．考察 

１．筋芽細胞の初代培養と患者背景 

初代培養細胞数が低いことで培養期間が延長する

ため、継代培養後の骨格筋筋芽細胞数や純度が低

下するケースがあった。今後、臨床研究における

骨格筋筋芽細胞の培養データを蓄積する中、患者

背景が骨格筋筋芽細胞の培養に与える影響につい

て継続的に評価する必要がある。 

 

２．細胞シートのガラス化凍結 

カルボキシルポリリジンを保護剤としたガラス化

凍結により、少なくとも 1 か月間は細胞シートの

形態、機能性蛋白の発現を維持しながら保存する

ことが可能であることが示唆された。 

 

３．細胞培養加工施設運用のための手順書作成 

新法に基づき、安全性と品質を保持しつつ、よ

り効率的に運用が行えるよう、必要な手順書の追

加と不必要な項目の削除を行った。とくに、細胞

加工においては医薬品と異なり、品質の均一性よ

りもむしろ無菌性が重視される。これを踏まえ、

製造工程においてはバリデーションよりもベリフ

ィケーションを重視した品質管理を行うように改
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訂した。一歩、品質部門の監視体制を強化するよ

う体制整備を行った。 

また、作業人数と微粒子数について、当 CPCで

は部屋全体の空気が一分間に 4 回入れ替わる空調

設定となっており、4 名程度であれば作業者数に

要微粒子の増加はあったとしても培養細胞にはほ

ぼ影響ないと考えられた。一方、ダブルチェック

等の観点から、作業は 2 名以上で行うことが望ま

しい。かつ、作業スペースの利便性を考慮すると、

現状のユニットでは 5 名以上での作業な望ましく

ないと考えられる。 

 

Ｅ．結論 

 骨格筋筋芽細胞シートをガラス化凍結法によっ

て少なくとも 4 週間は保存することができ、筋芽

細胞シート治療の汎用性を向上させる可能性が示

された。 

 また、当 CPCユニット内における細胞培養作業

は、２～4名で行うことが適切である。 

 

Ｆ．健康危険情報 

該当なし 
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要する末期拡張型心筋症患者に対する自己筋

芽細胞シート移植の臨床研究の効果 第 13

回日本再生医療学会、京都、2014/3/4-6, 口演 

 

20) 小澤 秀登、宮川繁、福嶌五月、原田明希摩、

伊東絵望子、齋藤充弘、上野高義、戸田宏一、

倉谷徹、澤芳樹． 幼弱ブタ虚血性心筋症モ

デルに対する自己骨格筋細胞シート移植の有

効性の検討  第 13回日本再生医療学会 京

都 2014/03/04  一般(ポスター） 

 

21) 原田 明季摩 宮川繁、福嶌五月、齋藤充弘、

甲斐沼尚、小澤秀登、清水達也、岡野光夫、

澤芳樹、細胞シート移植治療における血管新

生プロセスの検討、第 13回再生医療学会、京

都、2014.3.4-6 一般(ポスター) 

 

22) 鎌田創吉、宮川繁. 福嶌五月. 齋藤充弘. 

今西悠基子. 松田剛典. 澤芳樹. 心不全に

対する細胞シート治療の新展開－心病態応じ

た細胞ソースの選択― 第 11回日本再生医

療学会総会 横浜 2012/6/12-14 

 

23) 鎌田創吉、宮川繁. 福嶌五月. 齋藤充弘. 

原田明希摩. 川本篤彦. 清水達也. 浅原孝

之. 澤芳樹、虚血性心筋症に対する心筋幹細

胞シート移植及び血管内皮前駆細胞併用治療

法の有用性の検討、第 11回日本再生医療学会

総会 横浜 2012/6/12-14 

 

24) 石田 勝、宮川繁. 坂口太一. 西宏之. 吉

川泰司. 福嶌五月. 斎藤俊輔. 斎藤充弘. 

澤芳樹．虚血性心筋症に対する筋芽細胞シー

ト移植の効果－症例報告－ 第 11回日本再

生医療学会総会 横浜 2012/6/12-14 

 

25) 大河原弘達、宮川繁．福嶌五月．齋藤充弘．

原田明希摩．鎌田創吉．伊勢岡弘子．石川烈．

寒川延子．澤芳樹．骨格筋芽細胞シートの長

時間保存可能な条件の検討、第 39回日本臓器

保存生物医学会学術集会、福島、

2012/11/16-17 
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26) 大河原弘達、宮川繁 原田明希摩 石丸和彦 

鎌田創吉 伊勢岡弘子 石川烈 寒川延子 

齋藤充弘 福嶌五月 澤芳樹、骨格筋芽細胞

シートの保存条件の検討 第 11回日本再生

医療学会総会、横浜 2012/6/12-14 

27) 塩崎元子、宮川繁．福嶌五月．樋口貴宏．吉

岡大輔．齋藤充弘．澤芳樹．ラット慢性心不

全梗塞モデルにおける筋芽細胞シート移植に

よる細胞外基質の reverse remodeling効果に

関する検討 第 11回日本再生医療学会総会、

横浜 2012/6/12-14 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況(予定を含む) 

１．特許取得  

 

① 特願 2014-179151  

内容：補強部を有するシート状培養物とフィ

ブリンとの積層体  

発明者：竹内涼平、大橋文哉、鮫島正、宮川

繁、澤芳樹、齋藤充弘 

 

② 特願 2014-179150  

内容：シート状培養物とフィブリンゲルとの

積層体の製造方法  

発明者：竹内涼平、大橋文哉、鮫島正、宮川

繁、澤芳樹、齋藤充弘 

 

③ 特願 2014-179149  

内容：シート状細胞培養物回収システムおよ

び方法  

発明者：大橋文哉、鮫島正、宮川繁、澤芳樹、

齋藤充弘 

 

④ 特願 2014-179148  

内容：シート状細胞培養物回収システムおよ

び方法  

発明者：大橋文哉、竹内涼平、鮫島正、宮川

繁、澤芳樹、齋藤充弘 

 

⑤ 2012/4/2 PCT/JP2012/059003 

内容:CELL SHEET TRANSPLANTATION 

JIG AND METHOD FOR UTILIZING 

SAME 

発明者：宮川繁、齋藤充弘、澤芳樹、水谷学、

原田明希摩 

 

(ア) ２．実用新案登録 該当なし 

(イ) ３．その他 特記事項なし 

 


