
京都大学・医学研究科・名誉教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

iPS細胞由来血管構成細胞移植による重症下肢虚血に対する新たな血管再生療法の開発

Development of a new vascular regenerative therapy for severe limb ischemia by 
the transplantation of human iPS cell-derived vascular cells

２０３２５７８１研究者番号：

坂田　隆造（SAKATA, RYUZO）

研究期間：

１５Ｋ１０２４１

平成 年 月 日現在３０   ６   ８

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞由来血管細胞のマウス下肢虚血モデルへの移植において、血管内皮細胞
および血管壁細胞をゼラチンスポンジとともに投与した群において有意に血流改善効果を認めたのに加え、組織
学的評価において血管密度が有意に高いことが示され、それらの新生血管に、Ku80陽性のヒト由来細胞が含まれ
ていることが確認された。このことは移植した血管細胞が、虚血組織における血管再生に寄与したことを示して
いる。この血管再生に加え、移植によるパラクライン因子にともなう宿主に対する血管新生促進効果が得られ
た。これらの結果は、ヒトiPS細胞由来血管細胞を用いた重症下肢虚血に対する新規の治療法開発に向けた基礎
的基盤になりうる。

研究成果の概要（英文）：The transplantation of human iPS cell-derived endothelial cells and vascular
 mural cells with gelatin sponges revealed a significant improvement of blood flow and a higher 
vascular density in the ischemic lindlimb. Ku-80 positive human cells are observed in the 
newly-formed vasculature indicating the contribution of transplanted human cells toward the vascular
 regeneration of the host. Furthermore, the transplantation induced the angiogenesis mediated by the
 up-regulation of paracrine factors. There results would serve as a basis toward the development of 
a new vascular regenerative therapy for a severe limb ischemia in the future. 

研究分野：心臓血管外科学
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１．研究開始当初の背景 
 
高齢化及び食生活の欧米化に伴い、動脈硬化
を原因とする重症下肢虚血性疾患の患者が
増加している。細胞移植による血管新生療法
は有望な治療アプローチのひとつであり、臨
床研究が行われてきたが、その治療効果は移
植した細胞がさまざまなサイトカインを放
出することによる血管新生の機序が大きく、
長期的効果が不十分と考えられた。 
 われわれはこれまでにヒト iPS細胞から血
管内皮細胞および血管壁細胞を効率的かつ
多量に分化誘導する技術を開発した。これら
の iPS細胞由来血管構成細胞を重症下肢虚血
への移植治療に用いることにより、従来のパ
ラクライン効果を超えた移植細胞自身によ
る真の血管再生治療を行うことができ、より
効果的かつ持続的な下肢虚血救済効果が期
待できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では動物実験による治療効果および
安全性に関する基礎的検討を行い、近い将来
予想される医療用 iPS細胞の実用段階に向け
て技術的基盤を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
【ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)を用いた
マウス下肢虚血モデルへの血管細胞移植効
率の検討】 
非疾患・免疫抑制マウス下肢虚血モデルを大
腿動脈除去により作成する。作製２週後に移
植を行う。生着効率を向上させるために、ゼ
ラチンスポンジを同時に移植する。 
【正常マウス下肢虚血モデルへのヒト iPS細
胞由来血管内皮細胞および血管壁細胞移植
実験】 
非疾患・免疫抑制マウス下肢虚血モデルを大
腿動脈除去により作成する。作製２週後にゼ
ラチンスポンジを用いた移植を行う。マウス
を４群に分ける（各 n=10）（1: 偽手術群（PBS
投与）, 2: 血管内皮細胞投与群, 3: 血管壁細
胞投与群, 4: 血管内皮細胞+血管壁細胞投与
群）。ヒト iPS 細胞からの高純度・高効率な
血管内皮細胞誘導法（ Ikuno, ESC 2014 
abstract P623）及び血管壁細胞誘導法（未発
表；ウシ血清を用いた平面培養法）により、
各細胞を分化誘導し、各群マウスに筋注にて
投与する。下肢虚血作成前、移植前、移植２
週後、以降移植後８週までの下肢血流をレー
ザードプラー血流計にて評価する。一部移植
後２週ないし、４週にて犠牲死させ、組織学
的に生着した血管組織の有無（HNA 染色）、
血管新生の有無（vWF染色）を評価する。一
部は移植後 24 週まで観察し、腫瘍形成の有
無につき評価する。 
 
４．研究成果 

 
HUVEC をゼラチンスポンジとともに移植した
群において、多くの細胞生着を来すことが、
組織学的および電子顕微鏡的に確認できた
（図１）。 
ヒト iPS 細胞由来血管細胞の移植実験では、
血管内皮細胞および血管壁細胞をゼラチン
スポンジとともに投与した群において、レー
ザードプラ血流計において有意に血流改善
効果を認めたのに加え（図２）、組織学的評
価において、aSMA 陽性の血管密度が有意に高
いことが示され、さらにそれらの新生血管に、
Ku80 陽性のヒト由来細胞が含まれているこ
とが確認された（図３）。このことは、移植
したヒトiPS細胞由来血管内皮細胞および血
管壁細胞が、虚血組織における血管再生に寄
与したことを示している。定量 PCR により、
移植群で血管内皮細胞増殖因子の遺伝子発
現が増加していた（図４）。このことは、前
述の血管再生に加え、移植によるパラクライ
ン因子にともなう宿主に対する血管新生促
進効果が得られたことを示しており、これら
の相乗効果により優れた血流改善効果が得
られたことが示唆された。これらの結果は、
将来的なヒトiPS細胞由来血管細胞を用いた
重症下肢虚血に対する新規の治療法開発に
向けた基礎的基盤になるものと思われる。 
 

（図１：ゼラチンスポンジ（GS）による HUVEC
移植の優れた細胞生存支持効果） 
 

（図２：GS と血管細胞の移植による血流改善
効果） 
 



（図３：移植したヒト iPS 細胞由来血管細胞
による生体内血管形成） 
 

（図４：細胞移植による血管新生関連因子の
遺伝子発現の上昇） 
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