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研究成果の概要（和文）：糖尿病網膜症や加齢黄斑変性症は中途失明に関わる疾患である。本研究は血管新生に
中心的な役割を果たす幹細胞を同定して血管新生との関連を解明し、血管新生を制御する新規治療法の開発を目
指すことを目的とした。成果として、①Side population (SP)法を行い網膜・脈絡膜の血管内皮SP細胞を同定、
②血管内皮SP細胞に特異的に発現する幹細胞候補分子（CD157）同定（Cell Stem Cell 2018）、③CD157陽性血
管内皮細胞が主に静脈に存在し血管のターンオーバーに関与する（血管の幹細胞である）ことを世界で初めて解
明した。本研究を進展させ幹細胞を標的とした新規治療法開発を目指したい。

研究成果の概要（英文）：Diabetic retinopathy (DR) and age-related macular degeneration (AMD) are 
associated with ischemia and pathological angiogenesis, and are leading cause of blindness 
worldwide. The purpose of this study was to identify stem cells in the pre-existing blood vessels 
and to elucidate their relationship with DR and AMD. Based on our research, we have newly reported 
the following data. (1) Identification of the side population (SP) cells in the vascular endothelial
 cells in the retina and choroid using DNA-binding dye Hoechst. (2) Identification of CD157 (Bst1) 
as a molecule that is specifically expressed in vascular endothelial SP cells (Cell Stem Cell 2018),
 (3) CD157-positive vascular endothelial cells are mainly located in veins and contribute to the 
turnover of blood vessels by initiating angiogenesis as stem cells in the blood vessels. We would 
like to further progress this research for the development of  new therapeutic methods targeting 
CD157-positive vascular endothelial stem cells.

研究分野：眼科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病網膜症や加齢黄斑変性症は中途失明に関わる病気であり、現行治療（レーザー、抗VEGF薬、手術）でも病
勢を抑えられない場合がある。このため新たな治療法開発を目指す意義がある。
我々は目の網膜血管や脈絡膜血管に存在する幹細胞を今回はじめて発見した。この幹細胞は、毛細血管のターン
オーバーにかかわっていることがわかった。糖尿病網膜症や加齢黄斑変性では、網膜や脈絡膜の毛細血管が障害
され、病的血管新生が生じて視力が低下する。幹細胞が目の毛細血管を維持する機能を維持できれば、糖尿病網
膜症や加齢黄斑変性に対してこれまでと異なる視点で新たな治療法を開発できる可能性があるため、今後もさら
に研究を進めていきたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
糖尿病網膜症や網膜静脈閉塞症、近視性脈絡膜新生血管、加齢黄斑変性症などの眼疾患は中途失

明に至る可能性のある疾患である。これらの疾患は、網膜血管および脈絡膜血管における虚血性

変化や病的血管新生が中心的病態であり、血管内皮増殖因子（VEGF）の関与が重要視されてきた。

2005 年に世界ではじめて抗 VEGF 薬の硝子体注射が臨床応用され、病的新生血管の治療が可能と

なったことは、眼科医療における劇的な進歩といえる。しかし、病的新生血管発生の背景に根本

的に存在する虚血に対する治療法は現在なく、病態の進行を抑制できずに失明に至る症例も未

だ多く存在する。また、抗 VEGF 療法の無効例や再発例では、病的血管新生の進行を抑制できず

に視力低下に至る症例も未だ存在することも課題である。このため、虚血に対して血管を維持・

再生する新規治療法や現行治療抵抗性の病的新生血管に対する治療法の開発が期待されている。

これらの治療法の実現には、まず血管形成のメカニズムを解明することが重要である。 

筆者らは血管の再生および維持において中心的な役割を果たす幹細胞が存在する可能性がある

という仮説を立て、血管内皮幹細胞を探索する研究を開始した。そして、糖尿病網膜症や加齢黄

斑変性症などの病態における血管内皮幹細胞の役割、血管内皮幹細胞を用いた血管再生治療の

可能性について検討することとした。 

 
２．研究の目的 
本研究では、血管における幹細胞システムを解明し、糖尿病網膜症および加齢黄斑変性症におけ

る幹細胞の役割を同定することにより新たな病態解明を行い、血管新生を制御する新規治療法

の開発を目指すことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 網膜血管および脈絡膜血管における幹細胞（血管内皮幹細胞）の同定 

糖尿病網膜症では網膜血管が、滲出性加齢黄斑変性症では脈絡膜血管が病態の首座である。筆者

らは、これまでに幹細胞の同定法として知られている Side Population（SP）法（DNA 結合色素

である Hoechst33342 の排出能が高いことで幹細胞を同定する方法）を用いて、既存の血管の中

にわずかに存在する Hoechst33342 染色陰性の特殊な血管内皮細胞集団（血管内皮 SP 細胞）が多

数の血管内皮細胞を産生し幹細胞の特徴を有することを報告してきた（Naito H, Wakabayashi 

T, et al. EMBO J 2012;31:842-855. Wakabayashi T, et al. Invest Ophthalmol Vis Sci 

2013;54:6686-6693.）。血管内皮 SP細胞は、骨髄由来ではなくマウス各臓器の既存血管中の血管

内皮細胞の数％で存在し、低酸素刺激でその割合が増加し機能的血管を構築する。本研究では、

血管内皮 SP 細胞をマウス血管から分離し、DNA マイクロアレイにより遺伝子発現のプロファイ

ルを網羅的に解析することにより網膜血管および脈絡膜血管における幹細胞のマーカー（遺伝

子 X）を同定する。 

（2）血管内皮幹細胞の局在 

血管内皮 SP 細胞に特異的な遺伝子 Xを同定後、その局在を免疫組織学的に証明する。 

（3）血管内皮幹細胞の潜在的増殖能力の検証 

遺伝子 Xのモノクローナル抗体を作製しフローサイトメトリー（FACS）を行う。CD31 陽性 CD45

陰性の血管内皮細胞分画中の特異的分子 X 陽性の分画を同定し、その分画を培養して潜在的増

殖活性を有するかにつき検討する。 

（4）血管内皮幹細胞に特異的に発現する遺伝子 Xのノックアウトマウス作製、解析 

血管内皮 SP 細胞に特異的な遺伝子 Xのノックアウトマウスを作製して解析する。 

（5）シングルセル解析による血管内皮幹細胞の遺伝子プロファイルを同定 



血管内皮幹細胞のシングルセル解析を行う。幹細胞に特異的に発現する転写因子群を同定する。 

（6）血管内皮幹細胞の血管新生（糖尿病網膜症、加齢黄斑変性症）における役割（遺伝子改変

マウス(ノックインマウス)を用いた検証） 

血管内皮幹細胞が生体内で実際に血管新生に貢献するかにつき検証する。方法として、Inducible 

Cre/loxP システムを用いた細胞系譜解析（genetic lineage tracing）を行う。血管幹細胞に最

も特異性が高い特定の X遺伝子座に対して、CreERT2 コンストラクトを直接ノックインしたマウ

スを作製し、レポーターマウスと交配することで in vivo において血管幹細胞を EGFP で標識す

ることを目指す。次にタモキシフェン投与により幹細胞を EGFP で標識した状態で血管新生を誘

導し、EGFP 陽性の幹細胞の運命追跡（系譜解析）を行う。 

（7）血管内皮 SP細胞を標的とした新規治療法の模索 

血管における幹細胞を虚血性疾患に対する再生医療に応用できる可能性につき検証する。網膜

虚血などのマウスモデルに対し、EGFP マウス由来の特異的遺伝子 X 陽性の血管内皮細胞を移植

し虚血が改善するかにつき検討を行う。 
 
４．研究成果 

(1) 網膜血管および脈絡膜血管における幹細胞（血管内皮幹細胞）の同定 

幹細胞（血管内皮 SP 細胞）に特異的に発現する遺伝子として CD157(Bst1)を同定した

（Wakabayashi T et al. Cell Stem Cell 2018）。フローサイトメトリーで血管内皮細胞分画を

CD157 で展開すると、CD157 陽性と陰性の 2 分画に分かれることが分かった。血管内皮 SP 細胞

は CD157+の分画に濃縮して存在していたが、CD157 陰性の分画にはほとんど存在していなかっ

た。なお、CD157 陽性の血管内皮細胞はマウス網膜、脈絡膜だけでなくすべての臓器（肝、肺、

心臓、脳、脂肪、腸管など）に存在していた。 

次に CD157 陽性血管内皮細胞の局在を検討した。マウス網膜および脈絡膜の切片を CD157 で

免疫染色したところ、CD157 は主に静脈の一部に強く発現していた。毛細血管には発現していな

かった。血球のみが緑色蛍光となるマウス（Vav1-Cre/Flox-CAT-EGFP）や間葉系細胞が緑色蛍光

となるマウス（Pdgfrb [BAC]-CreERT2/Flox-CATEGFP）では、CD157 陽性の血管内皮細胞は緑色

蛍光と一致しなかったことから、CD157 陽性の血管内皮細胞は血球や間葉系細胞由来ではないこ

とがわかった。 

CD157 陽性血管内皮細胞の潜在的増殖活性を検討するため、フローサイトメトリーで CD157

陽性、CD157 陰性の血管内皮細胞をそれぞれ回収し、フィーダー細胞上で培養した。その結果、

網膜においても脈絡膜においても CD157 陽性の血管内皮細胞は多数の血管内皮細胞コロニーを

形成し、1個のCD157陽性血管内皮細胞から2000個以上の内皮細胞が形成される場合もあった。

CD157 陰性ではほとんどコロニーができなかった。種々の転写因子レベルを DNA マイクロアレイ

およびシングルセルで解析したところ、CD157 陽性血管内皮細胞では細胞増殖に関連する転写因

子群（Myc、Sox7、ATF3 など）が有意に高発現していた。なお、CD157 のノックアウトマウスは

網膜、脈絡膜を含め全身の血管異常をきたさなかった。血管内皮幹細胞の血管再生能は CD157 以

外の分子に依存していると推測している。 

CD157 陽性血管内皮細胞の in vivo での血管構築能を検討したところ、1個の CD157 陽性血

管内皮細胞から 3 次元的な血管が構築された。単一の CD157 陽性血管内皮細胞の移植後に複数

の CD157 陽性血管内皮細胞が産生されたことから、CD157 陽性細胞は自己複製能を有すると考え

られる。CD157 陽性の血管内皮細胞は、間葉系細胞や血球にはならなかったが、構造的・機能的

に異なる静脈や毛細血管の内皮にはなった。つまり CD157 陽性の血管内皮細胞は、血管内皮細胞



にしかならないという点からは単能性ではあるものの、多様な血管内皮細胞に分化できるとい

う意味では多分化能を有する幹細胞といえると考えている。 

CD157 陽性血管内皮細胞の細胞系譜追跡を行い、CD157 陽性の血管内皮細胞が実際に生体内

で血管新生に貢献するかを調べるために CD157 遺伝子座に対して CreERT2 コンストラクトを直

接ノックインしたマウスを作製した。このマウスと 2 つの loxP 配列を有し EGFP を Cre 切断依

存的に発現するレポーターマウスとを交配した上で、タモキシフェン誘導性に生体内（網膜、脈

絡膜）で CD157 陽性細胞を EGFP で標識することを試みた。しかし、EGFP 陽性細胞は想定したよ

うな頻度で十分には得られなかった。原因として、サイレンシングの影響が考えられた。マウス

網膜、脈絡膜では CD157 陽性の血管内皮細胞が実際に血管新生に貢献することを証明すること

はできなかった。その代わりとして、マウスの肝臓をモデルとして、CD157 陽性の血管内皮細胞

を標識し、その細胞系譜を追跡するため、Bmx (PAC)-CreERT2 と Floxed EGFP マウスを交配し

解析を行った。Bmx 遺伝子は、肝臓においては CD157 陽性血管内皮細胞で高く発現している。2

週齢の Bmx (PAC)-CreERT2/Floxed EGFP マウスにタモキシフェンを投与すると、太い静脈にお

ける CD157 陽性の血管内皮細胞が選択的に緑色に標識された。その上で、薬剤性肝臓血管障害を

起こすと、1 週間後には緑色で標識された CD157 陽性の血管内皮細胞から血管新生が開始され、

3週間後には、大部分の血管が CD157 陽性由来の血管で修復されることがわかった。また、CD157

陽性由来の血管は CD157 陽性、CD157 陰性の血管内皮細胞を含むことが判明した。また、定常状

態において CD157 陽性血管内皮細胞の運命を解析するために、8 週齢の Bmx (PAC)-

CreERT2/Floxed EGFPマウスにタモキシフェンを投与してCD157陽性血管内皮細胞を緑色で標識

し、血管障害を起こさずに経過観察した。その結果、1年以上経過すると緑色で標識された CD157

陽性血管内皮細胞が毛細血管を再構築することがわかった。以上の結果から、CD157 陽性血管内

皮細胞は、血管障害時に血管再生に貢献するとともに定常状態においても血管の恒常性維持に

関与していることがわかった。この現象が、網膜や脈絡膜でも同様に生じているかについて、現

在 CD157 遺伝子座に対して CreERT2 コンストラクトを直接ノックインしたノックインマウスを

追加で（ノックイン部位を変更して）作製している。 

（2）血管内皮幹細胞を用いた新規治療法の模索 

成体マウスに対して網膜光凝固による網膜静脈閉塞症モデルを作成し、EGFP マウスより、CD157

陽性血管内皮細胞を FACS で回収し、眼内（硝子体内）に 2 万個注入した。1 か月後に、網膜表

層において EGFP 陽性の毛細血管が構築された。 

（3）本研究のまとめと展望 

我々は、目の網膜血管や脈絡膜血管に存在する幹細胞を今回はじめて発見した。血管生物学の分

野では、血管内皮幹細胞が存在するか否かについて長い間議論がなされてきたが、解明には至っ

ていなかった。本研究における CD157 血管内皮幹細胞の同定は、血管形成や臓器の恒常性維持を

理解する上で新たな概念を提示し、血管生物学にパラダイムシフトをもたらす契機になると期

待している。筆者らは、ヒトにおいても血管内皮 SP 細胞（幹細胞）が存在することを確認して

おり、今後はヒトにおいて幹細胞による血管形成の分子機構を解明することが期待される。 

糖尿病網膜症や加齢黄斑変性では、網膜や脈絡膜の毛細血管が障害され、病的血管新生が生

じて視力が低下する。今回発見した CD157 陽性の幹細胞は、1年以上の長期にわたって毛細血管

の恒常性維持（ターンオーバー）に貢献していることがわかった。その分子機構を解明すること

ができれば、幹細胞が目の毛細血管を維持する機能を人為的に制御し、毛細血管を維持すること

で病的血管新生を生じさせないという、これまでと異なる視点で新たな治療法を開発できる可

能性がある。またすでに生じてしまった虚血に対しては、毛細血管の供給源として幹細胞を用い



た血管再生治療法が可能となる可能性もある。一方、すでに長期にわたって虚血や慢性炎症に至

ってしまった環境下では血管内皮幹細胞が病的血管新生の形成にも役割を果たす可能性があり、

幹細胞をターゲットにする治療戦略が、加齢黄斑変性症などの病的血管新生に対する新たな治

療法となる可能性もある。このように血管の幹細胞システムの全容を解明することは、血管内皮

細胞が病態に関与する多くの血管病の新たな病態解明や克服につながり医療の進歩に貢献でき

る可能性を秘めており、さらなる研究の発展を目指してまいりたい。 
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