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研究成果の概要： 
 本研究ではヒト血管内皮前駆細胞（EPC）として知られている循環血管内皮前駆細胞（CEP）
と単球系EPCの強皮症病態との関連を追究した。強皮症患者ではCEPの減少と分化障害があり、
それを代償するために動員されたMEPが局所のMCP-1濃度を高めることで線維化を促進する機
序が明らかにされた。本研究成果によりEPCの機能異常が強皮症特有の血管病変と線維化病態
の両者を誘導することが証明され、EPCを標的とした手法が強皮症に対する新たな治療となり
えることが示された。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 8,000,000 2,400,000 10,400,000 

２００８年度 6,400,000 1,920,000 8,320,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 14,400,000 4,320,000 18,720,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・膠原病・アレルギー・感染症内科学 
キーワード：強皮症、血管内皮前駆細胞、血管新生、脈管形成、線維化、ケモカイン、単球 
 
１．研究開始当初の背景 
 強皮症は皮膚や内臓諸臓器の過剰な線維
化と末梢循環障害を主体とする難治性の結
合組織疾患である。強皮症に伴う皮膚、肺な
どの線維化、難治性潰瘍などの末梢循環障害
に対して有効性が証明された治療法はなく、
10年生存率は現状でも70%に満たない。これ
までの強皮症の病因・病態解析により線維化
病態における TGF-βシグナルの重要性が報
告されてきたが、主要徴候である線維化病態
と末梢循環障害を一元的に結びつける機序
は依然不明である。 
 成人における血管形成や損傷血管の修復
は既存の血管内皮細胞が増殖、遊走する血管
新生（angiogenesis）によると考えられてき

たが、その過程で流血中の骨髄由来前駆細胞
による脈管形成（vasculogenesis）も重要な
役割を果たすことが近年明らかにされた。そ
こで、申請者は強皮症患者にみられる細動脈
レベルでの血管壁肥厚に伴う内腔狭窄が脈
管形成の異常による可能性を着想した。この
仮説を検証するため、ヒト血管内皮前駆細胞
（EPC）の一つで、CD34+VEGFR2+CD133+のフ
ェノタイプを有する循環血管内皮前駆細胞
（CEP）の定量と成熟血管内皮への分化能を
評価するアッセイ系を確立し、強皮症患者で
CEPの定量および機能解析を行った。その結
果、強皮症患者においてCEP数の著減と成熟
血管内皮への分化障害を見出し、CEP異常に
基づく脈管形成異常が強皮症の血管病変の
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原因のひとつであることを世界に先駆けて
証明した。しかし、異なる解析法を用いた海
外からの報告の中には、強皮症患者でCEP数
減少がみられないことを示すものがあり、そ
の検証が必要である。さらに、申請者らはス
タチン系薬剤を強皮症患者に投与する前向
きオープン試験を行い、末梢血CEP数が約 3
倍に増加し、それに伴って末梢循環障害指標
の改善と血管傷害マーカーの減少を報告し
た。この研究成果はCEP異常が強皮症におけ
る末梢循環障害機序のひとつであることを
支持すると同時に、その是正が強皮症に対す
る新規治療法となる可能性を示す。 
 一方、強皮症患者では虚血組織における脈
管形成不全により、組織や循環血中の血管新
生因子や線維芽細胞の増殖と活性化を誘導
する成長因子（TGF-β、PFGFなど）が増加し、
それらを介して血管壁のみならず周囲組織
の線維化にも貢献する可能性がある。また、
CEPと異なるヒト EPCサブセットとして
CD45+CD14+の単球フェノタイプを持つ単球
系 EPC（MEP）の存在が最近明らかにされた。
申請者らは末梢血よりMEPを効率よく分離す
る方法を確立し、それらは血管内皮のみなら
ず、骨芽細胞、軟骨細胞、線維芽細胞など間
葉系細胞への分化能を有することを明らか
にした。したがって、MEPは線維化病態の促
進に働く可能性があるが、これまで強皮症病
態におけるその役割は明らかでない。これら
の点を踏まえ、EPC異常により強皮症に特徴
的な末梢循環障害だけでなく線維化病態も
一義的に説明できることが想定される。 
 
２．研究の目的 
 本研究テーマは『EPC異常により強皮症の
線維化・血管病変が一義的に説明できる』と
いう新しい概念の検証を進め、その成果を強
皮症に対する新規治療法の開発につなげる
ことを目的とする。そのために以下の4つの
サブテーマを設定した。 
(1)CEP定量法の検証と強皮症での再解析 
(2)MEPの分化能を規定する因子の同定 
(3)強皮症におけるMEPの定量と分化能解析 
(4)強皮症におけるMEPの遺伝子発現解析 
 
３．研究の方法 
(1)CEP定量法の検証 
 強皮症患者における CEP数を解析した複数
の研究成果に不一致がみられることから、
2008年にヨーロッパの強皮症研究グループ
EUSTARにより CEP測定の Recommendationが
提唱された（Ann Rheum Dis 2009;68:163）。
その妥当性を検討するため、強皮症、健常人
の末梢血を用いて従来の我々の方法（MACS法）
とフランスの研究グループによる方法（ロゼ
ット法）を比較した。 
 ①MACS法−末梢血20mlより単核球を分離し、

MACSビーズ（Miltenyi Biotech）を用いて
enrichした CD34+細胞を CD34、VEGFR2、
CD133に対するモノクローナル抗体を用いて
三重染色した。CD34+VEGFR2+CD133+細胞の割
合をフロ−サイトメトリーにより求め、
FlowCountマイクロビーズ（Beckman-Coulter）
を用いて定量化した。CEP数は末梢血1 mlあ
たりの絶対数で表した。なお、一部の検討で
は死細胞を除くために7AAD染色を行った。 
 ②ロゼット法-臍帯血分離用 ResetteSep
（StemCell Technologies）を用いて末梢血
10mlからLin-細胞分画を得た。CD34、VEGFR2、
CD133に対する抗体を用いてLin-細胞分画を
三重染色し、フローサイトメトリーにより
7AAD-CD34+VEGFR2+CD133+細胞を同定し、そ
の割合を106個のLin-細胞あたりの数として
表した。また、MACS法との比較のため、マイ
クロビーズを用いた定量も同時に行い、末梢
血1 mlあたりの絶対数で表した。 
 
(2)MEPの分化能を規定する因子の同定 
 予備実験の結果からMEPが血管内皮を含め
た多分化能を維持するためには、マトリック
ス蛋白との結合と血小板由来の可溶性因子
の存在が必要なことが示されている。そこで、
以下の２つのアプローチを用いてMEPの分化
能を規定する因子の同定を行った。 
 ①マトリックス蛋白とその受容体の解析−
従来のMEP分離方法は、末梢血単球に血小板
を加えてフィブロネクチン上で培養するも
のであった。そこで、マトリックス蛋白とし
てフィブロネクチン、I型コラーゲン、ラミ
ニンおよびそれらのペプチド断片を用いて
MEP分離効率に与える影響を調べた。また、
単球上のマトリックス蛋白の受容体として
知られている各種β1インテグリンに対する
ブロッキング抗体や競合ペプチドを用いた
検討も行った。 
 ②血小板由来液性因子の解析−血小板をフ
ィブロネクチン上で24時間培養した上清（血
小板上清）中で末梢血単球を培養すると効率
よくMEPを回収できる。そこで、イオン交換
カラムを用いて血小板上清を分画し、その中
でMEP誘導活性を有する分画を抽出する網羅
的蛋白分析を行った。また、通常培地に既知
の血小板から放出される因子を添加するこ
とで血小板上清と同様にMEP誘導ができるか
を調べた。さらに、候補となった血小板由来
因子の単球上の受容体の発現レベルとMEP分
離効率との関係を検討した。 
 
(3)MEPの定量と分化能の解析 
 MACSビーズを用いて血小板を除去した末
梢血単核球 (3x106/well)をフィブロネクチ
ン 固 相 化 プ レ ー ト に 自 己 血 小 板 
(3x107/well)とともに10日間培養した。紡錘
形の形態を示した付着細胞をMEPとして数え、



 

 

20ml血液に含まれる数を算出した。MEPのin 
vitroでの血管形成能を調べるため、得られ
た培養 MEPを Matrigel プレート(BD 
Biosciences)中でヒト臍帯静脈血管内皮細
胞(HUVEC)とともに血管新生因子含有培地で
24時間培養し、形成された全管腔構造の長さ
を計測した。また、MEPとHUVECを異なる蛍
光色素で標識し、管腔構造に取り込まれた
MEP数を計測した。さらに、in vivoでの血
管形成能を調べるため、マウス大腸がん細胞
株 CT-26をMEPと混合し、重症免疫不全マウ
スの背部皮下に移植した。10日後に形成され
た腫瘍の大きさを求め、一部はホルマリン固
定後パラフィン切片として HE染色で血管腔
を観察した。また、免疫染色では、抗マウス
CD31 抗体、抗ヒトCD31 抗体を用いてヒトと
マウス由来の血管内皮細胞を異なる蛍光色
素によって区別した。共焦点レーザー顕微鏡
を用いて血管腔数をカウントし、1視野あた
りの平均血管数を算出した。さらにマウス由
来の血管構造に取り込まれたヒトMEP由来血
管内皮細胞数を計測し、総血管数との比率に
よりMEPの取り込み効率を求めた。 
 
(4)MEPの遺伝子発現解析 
 発症 3年以内の diffuse型強皮症 10例お
よび健常人10例を用いて、末梢CD14+単球の
遺伝子発現プロフィールを網羅的に比較し
た。分離精製したRNAからcRNAを合成し、3
種の Oligo GEArrayⓇ アレイ(SuperArray)−
Human Extracellular Matrix and Adhesion 
Molecule (113 遺伝子)、Human Endothelial 
Cell Biology (113 遺伝子)、Human Chemokine 
and Receptors (112 遺伝子)−を用いて遺伝
子発現を検出した。各遺伝子の発現量は
GAPDH発現量で補正し、強皮症と健常人の間
で発現比が1.5倍以上異なる遺伝子を候補遺
伝子として抽出した。候補遺伝子は、デンシ
トメトリーによる半定量的PCR、TaqManⓇシス
テムによる定量的real-time PCR法により遺
伝子発現量を検証した。再現性の得られた遺
伝子は、末梢血単球における蛋白発現レベル
を調べた。また、単球における蛋白発現部位
を免疫染色により調べた。あわせて、(2)で
同定されたMEPの分化能を規定する因子の発
現を強皮症と健常人で比較した。 
 Versicanのケモカイン結合能を評価する
ため、Chondroitin Sulfate （CS）鎖をコー
トしたプレートをMCP-1 と反応させ、末梢血
単球の遊走活性を調べた。一部の実験では、
MCP-1に対する中和抗体を添加して、その効
果を確認した。また、(2)で同定された MEP
の分化能を規定する因子の発現を強皮症と
健常人で比較した。 
 
４．研究成果 
(1)CEP定量法の検証 

 健常人10名を対象にCEPをMACS法とロゼ
ット法で同時に測定した。まず、従来のMACS
法においてEUSTARのRecommendationに合致
しなかった唯一の項目であった死細胞の除去
を満たすため、7AAD染色を組み合わせた。
7AAD処理なしと 7AAD-細胞分画としてゲート
をかけた測定結果を比較すると、7AAD処理を
することで CEP数は平均 9.5%減少したが、
7AAD処理の有無で得られた数は強く相関した
（r=0.97、P<0.001）。したがって、7AAD処
理により死細胞混入をある程度防ぐことがで
きたが、得られる結果は従来法と相関した。
一方、ロゼット法で原著に従って 106個の
Lin-細胞あたりの数として求めた結果とマイ
クロビーズによる定量化により末梢血 1mlあ
たりの数として求めた結果の間には全く相関
がみられなかった。7AAD処理をした MACS法
とロゼット法により得られた CEP数を比べる
と、マイクロビーズによる定量化を組み合わ
せて 1mL中の数として求めると相関を示した
が（r=0.63、P=0.01）（図 1）、原著にした
がって 106個の Lin-細胞における割合とする
と、両者に相関はなかった（r=0.26）。ロゼ
ット法により得られたLin-細胞分画に含まれ
る細胞成分を検討したところ、90%以上は混
入した CD41+血小板と glycopholin A+赤血球
であり、真のLin-細胞は5%以下であった。 
 これら結果に基づき、7AAD処理をした
MACS法とビーズで定量化したロゼット法
により強皮症患者検体を解析したところ、
両者においても健常人に比べて強皮症で
CEP数は少なかった。したがって、過去の報
告間の不一致の原因として死細胞の混入と
定量性の不正確さが明らかとなった。したが
って、7AADによる死細胞除去による非特異的
反応の抑制とビーズによる定量化を組み合
わせれば、MACS法とロゼット法のいずれを用
いてもCEP数の正確な評価が可能と考えられ
た。また、これら最適化された手法を用いる
ことで、強皮症患者でCEPが減少しているこ
とが再確認された。 

 
(2)MEPの分化能を規定する因子の同定 

図 1.  7AAD 処理をした MACS 法とロゼット法
により得られた CEP 数の相関 



 

 

 MEPの分離にはフィブロネクチンが必要で
あり、I型コラーゲンやラミニン存在下での
MEP分離は困難であった。さらに、インテグ
リンに対するブロッキング抗体や競合ペプ
チドを用いた検討により、MEPの分化能を維
持するためには単球上に発現している 51
インテグリンを介したフィブロネクチンの
RGDドメインとの結合が必要であることを明
らかにした。 
 血小板由来因子のスクリーニングのため、
まず多孔フィルターを用いた遠心操作によ
り血小板上清を蛋白分子量により分画し、
MEP誘導活性を検討した。健常人60検体を用
いて検討し、MEP誘導活性は 30kDa以下の低
分子領域に存在することが判明した。さらに
その活性は熱処理（80C、5分）により失活
することから蛋白またはペプチドと考えら
れた。血小板培養上清由来の30kDa以下の低
分子蛋白分画を逆相クロマトグラフィーを
用いてさらに細分画したが、いずれの分画で
も活性が維持できず、特定の蛋白の同定には
至らなかった。そこで、血小板活性化により
放出される既知の 30kDa以下の分子（PF4、
RANTES、MIP-1、MCP-3、NAP-2、IL-8、GRO-、
ENA-78、TARC、IL-7、EGF、bFGF、TGF-1、
PDGF）を候補とし、それらのMEP誘導活性を
スクリーニングした。その結果、SDF-1を添
加した培養において濃度依存性にMEP分離効
率が上昇した（図 2）。さらに、その作用は
SDF-1受容体(CXCR4)アンタゴニストAMD3100
の添加で抑制された。一方、SDF-1の受容体
であるCXCR4の発現レベルが低い末梢血単球
(CXCR4low細胞)と CXCR4の発現レベルの高い
単球(CXCR4high細胞)をフローサイトメトリー
でソートしてMEP誘導効率を比較検討したと
ころCXCR4high細胞にMEPが多く含まれること
が明らかとなった。 

 
(3)MEPの定量と分化能の解析 
 強皮症、関節リウマチ、健常人における末
梢血MEP数を比べると、強皮症で有意に増加
していた（P=0.01）（図3）。Matrigel culture

を用いた in vitroでの管腔構造形成能の評
価したところ、強皮症由来のMEPは健常人由
来のMEPに比較して管腔構造の伸張率が有意
に高かった（P=0.0007）。一方、MEPがHUVEC
の管腔構造に取り込まれる効率を検討する
と、強皮症MEP自身が血管内皮に分化する能
力は健常人 MEPに比較して有意に低かった
（P=0.01）。SCIDマウスを用いたin vivoで
の腫瘍血管新生モデルでは、CT-26とともに
強皮症MEPを移植すると、健常人MEPを用い
た場合に比べて腫瘍サイズが有意に増大し
た （P=0.05）。腫瘍切片のHE染色、免疫染
色の検討では、強皮症MEPを移植した切片で
は、健常人に比較して血管腔数が有意に増加
していた （P=0.03）。一方で、マウス CD31
陽性の管腔構造に取り込まれるヒト CD31陽
性MEP由来血管内皮細胞数をカウントすると、
強皮症では健常人に比較して有意に低下し
ていた（P=0.03）。 
 したがって、強皮症患者ではMEPは増加し、
それらの血管形成促進能が亢進していた。し
かし、それ自身が血管内皮に分化する能力は
低下していることから、CEP同様に十分に血
管修復を行えないことが判明した。 

 
(4)MEPの遺伝子発現解析 
 cDNAアレイを用いて健常人および強皮症
由来の末梢血単球の間で発現レベルに差の
ある遺伝子をスクリーニングした。その結果、
８種類の遺伝子が強皮症単球で発現レベル
の高い候補として抽出された。それら遺伝子
について、強皮症34例と健常人32例を対象
に半定量および定量的 PCRにより mRNA発現
レベルを比較し、強皮症単球で高発現する遺
伝子としてMCP-1 と Versicanが同定された

図 2. SDF-1α添加により濃度依存性に上昇
する MEP 誘導活性 

図 3. 強皮症、関節リウマチ、健常人にお
ける MEP 



 

 

（図 4）。単球培養上清中の MCP-1濃度を検
討したところ、健常人に比較して強皮症で高
い傾向にあったが有意差を認めなかった。一
方、単球の培養上清中に分泌されたVersican
を免疫ブロットで調べたところ、健常人に比
較して強皮症で有意に高かった（P=0.01）。
強皮症および健常人由来の末梢血単球中に
おける MCP-1および Versicanの局在を免疫
染色で検討したところ、両者ともゴルジ体中
に偏在していた。また、単球上の 51インテ
グリンとCXCR4の発現レベルを強皮症と健常
人で比較したが、有意な差は得られなかった。 
 さらに、versicanの細胞遊走に与える影響
を追究するため、CS鎖をコートしたプレート
にMCP-1を添加し、CS鎖に結合したMCP-1が
濃度勾配によりMEPの遊走を誘導するかを検
討した。その結果、CS鎖はMCP-1の拡散を防
止することで単球の遊走を促進した。MCP-1
に対する中和抗体存在下で遊走活性が抑制
された。また、CS鎖によるMEP遊走促進作用
はコートしたCS鎖の量に依存して増強した。 

 
(5)結語 
 EPCサブセットであるCEPとMEP両者の機
能異常が強皮症特有の血管病変と線維化病
態を誘導することが明らかとなった。EPCが
強皮症に対する新たな治療法の標的となる
ことが示された。 
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