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研究成果の概要： 
 長期発現ベクターpEBc にテロメラーゼサブユニットである hTERT 遺伝子を組み込み、血管内

皮細胞に導入する事で、長期に遺伝子発現が維持され、強い抗老化、抗酸化ストレス作用を有

する細胞を得た。また hTERT 遺伝子が、テロメラーゼ活性の変化を介さずに、直接的に細胞接

着因子の発現や NF-κB 活性を上昇させ、抗アポトーシス効果を発揮している事が明らかとなっ

た。 
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１．研究開始当初の背景 

現在、血管内皮前駆細胞や骨髄細胞を用い

た血管新生療法や心筋組織再生が国内外で

注目されている。しかし、生産性に大きな課

題がある。また抗老化酵素であるテロメラー

ゼの機能が、解明されつつあり、テロメラー

ゼの細胞への応用が、再生医療に有利である

可能性が考えられている。 
 
２．研究の目的 

本研究は、pEBc という遺伝子長期発現ベク

ターを用いて hTERT（テロメラーゼ主要触媒

サブユニット）の発現を亢進させ、染色体末

端のテロメアを伸長する酵素であるテロメ

ラーゼの機能を利用することで、末梢血より
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採取した血管内皮前駆細胞（あるいは骨髄単

核球：以下血管内皮前駆細胞等とする）の細

胞分裂回数増加による目的細胞の大量産生

及び移植後の生着性の向上を狙い、組織再生

医療（自家細胞移植法）の進展に必要な基礎

技術の確立を目指す。最終的には再生医療に

おける移植用細胞供給システムの生産性向

上を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 EBウイルスのEBNA-1及びOriPを有するプ

ラスミドベクターにテロメラーゼの触媒サ

ブユニットである hTERT を組み込んだ

pEBc-hTERT を作成し、血管内皮細胞に導入し

て、hTERT 発現の効率を mRNA 定量、蛋白定量

により測定する。チップによる遺伝子解析で、

pEBc-hTERT 導入細胞での遺伝子発現のプロ

ファイリングを行う。次に導入細胞の老化、

アポトーシス、酸化ストレス、細胞分裂、血

管新生に対する機能を、マーカーを用いて検

討する。pEBc-hTERT を実験動物に導入し、個

体での発現、臓器に対する影響を調べる。最

終的には、導入細胞を生体に移植し、血管新

生に対する効果を、虚血モデル動物を用いて

検討する。 
 
４．研究成果 
 

(1)  pEBc-hTERT 作 成 と 血 管 内 皮 細 胞

（HUVEC）への導入 

EBウイルスのEBNA-1及びOriPを有するプ

ラスミドベクターpEBc にテロメレースの触

媒サブユニットである hTERT を組み込んだ

pEBc-hTERTを用いた。pEBc-hTERTをHUVEC(ヒ

ト臍帯静脈内皮細胞；4 継代)に Lipofectin

法により導入したところ、対照の発現ベクタ

ー（pCDNA-hTERT）に比べ、pEBc-hTERT の方

で高い hTERT 発現が認められた（Real-time 

RT-PCR、ウェスタンブロットによる定量）。

さらに、8 継代を経ても高い hTERT 発現が維

持されていた。 

(2) pEBc-hTERT導入血管内皮細胞の遺伝子

発現解析 

pEBc-hTERT による hTERT 過剰発現 HUVEC

において、テロメレースサブユニットである

TEP1 発現には変化が認められなかった。しか

し、細胞接着因子 である VCAM-1 及び ICAM-1

の発現が亢進（共に約２倍）していた。継代

を進めると対照群と同レベルにまで低下し

た。また、Klotho 蛋白の発現の亢進（約 1.5

倍）も認められた。 

(3) pEBc-hTERT導入血管内皮細胞の老化マ

ーカー検討 

老化マーカーとして SA β-galactosidase

染色性を検討した。遺伝子導入時の 4継代細

胞では SA β-galactosidase 染色性（陽性細

胞数）に差がなかったが、その後継代を繰り

返すと pEBc-hTERT 導入 HUVEC で陽性細胞数

が有意的に少なかった。 

(1)、(2)、(3)の結果から、長期発現プラス

ミド pEBc-hTERTが、通常のベクターに比し、

長期に効果が得られる事、血管内皮細胞に対

して抗老化作用を発揮する事が分かった。ま

た hTERT により、細胞接着因子の発現亢進が

亢進する事が示唆された。 

 

(4) 血管内皮細胞におけるhTERTの役割 

細胞の加齢、分裂回数の増加に伴い、hTERT 

の発現が増加した。hTERTが検出された細胞に

おいては、過酸化水素刺激により、hTERTの発

現低下（コントロールに比し、約80%）が認め

られた。過酸化水素刺激によるhTERTの発現低

下は、プロブコールの添加によりコントロー

ルレベルにまで回復した。 

(5) テロメレース高発現ベクター

pEBc-hTERTの血管内皮細胞における効果 

hTERT導入細胞において、eNOSの発現亢進が

認められた。酸化ストレスに対して、hTERT

導入細胞は、コントロール細胞に比し、生存

細胞数が約20%多かった。酸化ストレスに対し

て、hTERT導入細胞は、コントロール細胞に比

し、エンドセリン-1分泌が、約25%減少してい

た。 

(4)、(5)の結果から、細胞分裂の進展や酸化

ストレスは、テロメラーゼ活性の低下を導き

、これが血管内皮の老化促進因子となる事が

示唆された。hTERTは、テロメアを伸長する以



外にも、酸化ストレスなどの刺激に対して、

防御的機能を有する事が示唆された。 hTERT

遺伝子導入による内皮の防御機能獲得には、

eNOSが関与している可能性が、示唆された。 

 

(6) pEBc-hTERTの実験動物への導入 

 pEBc-hTERTの長期発現効果のマウスへの影

響を調べるために、尾静脈への急速静注を行

い、肝臓において約３週間に渡る発現が維持

された。大腿の筋肉への注射では、有意な長

期発現が得られなかった。 

 

(7) 血管内皮細胞のアポトーシスにお

けるhTERTの役割 

 hTERTを導入した、血管内皮細胞

(HUVEC)においては、アポトーシスが有意

に減少していた。この減少時に、テロメ

ア長に差があればSA-βガラクトシダー

ゼの染色性に差が見られるはずであるが

、実際はそうでなく、テロメア長に非依

存性なアポトーシスの減少である事が分

かった。この事から、hTERTのテロメレー

ス活性としてではなく、直接抗アポトー

シス作用を有している可能性が示唆され

た。 

(8) hTERTによるNF-κBの活性化 

 HPV感染細胞でテロメレース活性上昇

とともにNF-κBの活性化を通した炎症反

応が見られる。この事からhTERT導入

HUVECにおけるNF-κB活性をルシフェレ

ースアッセイで測定し、その亢進が確認

された。同じ条件下で、ICAMやVCAMの発

現亢進も明らかになった。 

(7)、(8)の結果から、hTERTが、NF-κBの活

性化を通して抗アポトーシス機能を発揮

している可能性が示唆された。Bcl-xL系

を抑制した場合、hTERTによる抗アポトー

シス作用が減弱しており、今後は他の系

も抑制して確認作業を行う。またhTERT

をHUVECに導入した際の、細胞内での部位

別なhTERT発現を調べた所、核内での

hTERT増加に有意な差は見られないが、細

胞質では明らかな差が見られた。 

以上の事から、血管内皮細胞において、

核内に移行しないhTERTが細胞質内に留

まり、NF-κBを活性化する事でBcl-xLを

活性化、抗アポトーシス機能を発揮する

可能性が高い。 
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