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研究成果の概要（和文）：血管内皮コロニー形成細胞（Endothelial colony-forming cells: ECFCs）は、細胞
治療に用いる自家血管内皮細胞のソースとして有望である。申請者らはECFCのパラクラインメカニズムに基づい
た、虚血性網膜症に対する血管再生療法および神経保護効果に関する研究を行ってきたが、ECFC由来細胞外小胞
（EV）の役割については現在まで不明であった。本研究において、マウス虚血性網膜症モデルに対するECFC由来
EVの治療効果に関して、検討を行ったところ、ECFC由来EVはマウスモデルにおいて新生血管および虚血領域の有
意な改善作用をもたらした。

研究成果の概要（英文）：Current standard-of-care treatments for diabetic retinopathy, like VEGF 
antagonists, aim to inhibit neovascularization and vascular leak but do nothing to alleviate the 
underlying ischemia driving the disease and fail to provide protection to neural cells under hypoxic
 stress. As natural carriers of miRs and proteins, EVs secreted from endothelial colony forming 
cells possess a multi-modal mechanism that may promote physiological angiogenesis and preserve 
damaged neurons, as suggested by our preliminary data demonstrating these agents may present a 
promising approach to treat these complex disorders.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果によって虚血性網膜症に対する新しい治療の可能性が示された。つまり細胞治療では、免疫原性反応
を起こす可能性があるのにたいし、治療に用いる細胞由来の小胞を純化・投与することにより、より安全な治療
効果をもたらす可能性がある。血管内皮コロニー形成細胞のパラクラインメカニズムの一つの作用として、細胞
外小胞は有望であると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病網膜症は、先進国における生産年齢の失明原因の第一位であり、非常に重要な疾患であ
る。近年の抗 VEGF剤により血管新生と透過性亢進に対して画期的な治療効果がもたらされる
ようになった。しかし、①半減期が短いため反復眼内注射が必要なこと、②正常の血流に対する
抑制作用も示すため病態そのものに対しては相反する治療であること、など改善を要する点が
あるため、抗 VEGF治療に加えて新たな治療の開発が喫緊の課題である。現在でも行われてい
る網膜レーザー治療は、網膜を光凝固・破壊することにより虚血状態を是正する唯一の治療法で
あるが、極めて非生理的な治療手段である。そのため血管そのものを再生し、虚血を改善するこ
とで網膜症の根本的な治療の開発が喫緊の課題である。 
血管内皮コロニー形成細胞（Endothelial colony-forming cells: ECFCs）は、血管内皮前駆細
胞（EPC）の分画のひとつで、臨床での細胞治療に用いる自家血管内皮細胞のソースとして大変
注目を集めている。ECFCはヒト臍帯血、末梢血および多能性幹細胞から ex vivoにて誘導され、
ロバストでクローナルな増殖能をもつ。また、マウス血管障害モデルにおいて、静脈注射により
虚血部位にリクルートされ循環を改善するとされる。一方で、これらの虚血の回復作用は、分化
転換および血管構築への直接的作用よりも細胞のパラクライン作用によるものと考えられてい
る。この点は、これまで報告されてきた幹/前駆細胞による血管再生治療において、種々の虚血
モデルで定着する幹/前駆細胞の数に比して虚血の回復の程度が遥かに大きいことから示唆され
るものである。ただし ECFC のパラクライン作用による血管再生メカニズム関しては、ほとん
ど報告がされていなかった。 
 
 
 
２．研究の目的 
申請者らの目的は、ECFCに
よる虚血性網膜症による
ECFC のパラクライン作用
を明らかにすることであ
る。特に近年、細胞間伝達の
重要な因子としてエクソソ
ームやマイクロベジクルに
代表される細胞外小胞
（ Extracellular vesicles: 
EVs）が注目されている。
ECFCに関しては、細胞由来
の EV 中の miRNA が腎虚
血障害に対する治療効果が
あることが報告されている
以外は全く報告されておらず、虚血性網膜症における役割は不明である。細胞療法よりも純化し
たナノ粒子を治療に使用できる可能性を示すこととなり大変重要であると考える。今回の我々
の研究は、ECFC由来の EVｓがマウス虚血性網膜症モデルにおいてどのような治療効果をもた
らすのか、その場合どのようなメカニズムに基づくのかをあきらかにするものである。また、
Ortizらは間葉系幹細胞が自らの EV内に封入されたmiRNAやミトコンドリアを細胞外へ輸送
（shuttle）し、マクロファージに貪食されることにより貪食したマクロファージの酸素や ATP
の消費量が増加し、いわゆる生体エネルギーを高めると報告した（Phinney et al. 2015.）。本研
究では、ECFC を用いた網膜虚血疾患モデルおよび網膜変性モデルに対する細胞治療における
パラクライン効果を明らかにすることであるが、その中でも EV の関与そしてそれに含まれる
miNRAもしくはミトコンドリア転送の有無を明らかにすることである。この点は同時に、ECFC
に限らず幹/前駆細胞を用いた血管再生医療全般においてミトコンドリア転送の役割は完全に未
知であり、パラクラインメカニズムの中にどのように関与するのかを明らかにするものである
（図１）。 
 
 
 
３．研究の方法 
1） ECFC の作成 : ECFC はヒト臍帯血により効果的に導入されることが知られているが、
近年多能性幹細胞を用いた ECFC の導入が報告されている(Prassin et al. Nat Biotech 2014)。
申請者らもヒト胚性幹細胞（hESC）を用いて ECFC の導入に成功している。 
2） ECFC 由来 EV の解析:一般的な MV 単離用の超遠心プロトコル（Lasser et al. Jove, 
2012）を行ったのち、ナノ粒子解析装置 NanoSight(LM10)、電子顕微鏡等にて観察を行う。また



レンチウイルスを用いて ECFC を GFP にてラベリングし、必要に応じてタイムラプスライブイメ
ージングを行う。 
 
 
４．研究成果 
エクソソームの生成に関して、細胞上清に対する限外濾過、サイズ排除クロマトグラフィー、
再度限外濾過を行う連続法を用いると、より純度が高く細胞外小胞を得られることが報告され
ている。今回は本法を用い、細胞外小胞の精製を試みたところ、タンパク量が少ない分画におい
て、CD６３陽性のエクソソームが多く認められた。透過型電子顕微鏡観察では、通常の超遠心を
用いた方法に比較し、より多くの細胞外小胞が認められた。さらに連続法により生成した細胞外
小胞をマウス虚血性網膜症モデルである高酸素誘導性網膜症（Oxygen Induced Retinopathy:OIR）
モデルに注射したところ、ECFC のある特定の分画は、別の分画由来の exosome に比較し、ECFC
由来の exosome は新生血管や虚血領域が有意に減少しており、特定の分画により分泌される
exosome は OIR モデルにおいて血管修復作用があることが示された。さらに網膜変性モデルであ
る RD１０マウスモデルに exosome を投与したところ、TUNEL 陽性の死細胞は減少し、有意に網膜
厚の菲薄化が予防された。本研究成果に関して、学会発表を行い論文準備中である。 
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