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研究成果の概要（和文）：再生微小環境の血液細胞群のフェノタイプは、臓器・血管再生メカニズムにおいて重
要な 役割を担うが、糖尿病・肥満・老化などの慢性炎症病態では、このフェノタイプ異常から再生環境不全が
起こり、動脈硬化症・虚血性疾患の進行に繋がると考え られている。本研究では、健康マウスおよび糖尿病・
肥満・老化など のモデルマウスにおける、組織虚血モデルでの再生環境細胞を病期ごとに分離し、そのフェノ
タイプ・機能を比較解析し、再生アソシエイト細胞に比べた炎症関連細胞の浸潤優位の観察など、心筋梗塞後の
再生環境細胞の動態を明らかにする事が出来た。ただし、メカニズムあるいは治療応用のへ解明に必須の課題が
残された。

研究成果の概要（英文）：Phenotypes of blood cells in the regenerative microenvironment play an 
important role in organ and vascular regeneration mechanisms. In chronic inflammatory diseases such 
as diabetes, obesity, and aging, phenotypic abnormalities in the regenerative microenvironment are 
thought to cause regenerative environment failure, leading to the progression of atherosclerosis and
 ischemic diseases. In this study, we isolated regenerative environmental cells in healthy mice and 
in tissue ischemia models of diabetes, obesity, and aging, and compared their phenotypes and 
functions. We were able to clarify the dynamics of regenerative environmental cells after myocardial
 infarction. However, we still need to clarify the mechanism and therapeutic application of these 
cells.

研究分野： 再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病あるいは高齢による虚血組織における慢性炎症と再生不全は、再生環境細胞の機能不全が大きな原因にな
っていると考えられ、細胞のフェノタイプ解析によって、それを証明することが出来た。このことは、再生環境
細胞の機能不全の原因を探ることで疾患あるいは高齢による治癒不全を治療出来る可能性を示している。その治
療薬の開発で、疾患あるいは高齢における健康寿命を大幅に延伸できると期待され、国民の健康生活の質を高め
医療費の削減に大いに貢献するものと考える。

※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 

再生医療の実現化に伴い、移植細胞・組織の開発だけでなく、疾患再生環境の治療が非常に重要

であると認識されている。再生臓器の微小環境は、血管（血管内皮細胞・平滑筋細胞）、間質組

織（間葉系細胞）および浸潤血液細胞で構成されているが、この中で浸潤血液細胞による血管再

生・炎症・免疫に関連する細胞活動およびそのタンパク・エクソゾーム分泌が、再生微小環境の

メカニズムであるといって過言ではない。例えば、再生環境では抗炎症・再生型の M2-マクロフ

ァージと免疫抑制・抗炎症型の制御性 T 細胞（T-reg）・Th2 が相補的に誘導され（Mosser DM, 

Nat Rev Immuno, 2008）、抗炎症・免疫抑制効果によって血管再生・臓器再生が促進されると

報告されていた。反対に、糖尿病などの代謝性慢性炎症シグナル環境下では、炎症型の M1-マク

ロファージと免疫活性型の Th1 細胞が誘導され、過剰炎症・免疫状態が血管再生能低下ととも

に再生環境不全を招くと考えられていた。しかし、単球・リンパ球細胞などの炎症免疫関連細胞

が成長因子・サイトカインなどで炎症免疫あるいは抗炎症免疫フェノタイプに表現型を変化さ

せるメカニズムは血液免疫学・腫瘍学である程度研究されているが、再生組織環境における細胞

群の systemic biology としての研究は全く進んでいなかった。 

 

 
 

２．研究の目的 

以上の背景から、健全な再生環境での再生関連細胞コミュニティ、疾患・老化環境での炎症関連

細胞コミュニティが再生臓器の病態を反映しているのではないかという仮説を立て、以下の目

的で研究を進め将来的な再生環境治療に役立てようとした。 

（１）健全動物の虚血性疾患では、各時期（急性期・亜急性期・慢性期）にどのような再生関連

細胞（再生アソシエイト細胞）あるいは炎症関連細胞（炎症アソシエイト細胞）が再生微小環境

を構築して、臓器再生に貢献するのか研究する。 

（２）糖尿病・老化動物の虚血性疾患では、どのような再生アソシエイト細胞あるいは炎症アソ

シエイト細胞が再生微小環境を構築し、臓器再生を妨げているのか研究する。 

（３）糖尿病・老化動物の虚血性疾患の再生環境に再生アソシエイト細胞を移植して、再生微量

環境の改善が可能か研究する。 

 

３．研究の方法 

研究は、健常マウス・糖尿病マウス・老齢マウスの心筋梗塞モデルを利用し、再生環境細胞の分

離・解析を行う為の in vivo 実験を中心に進めた。 



（1）in vivo 動物実験 

再生臓器実験としてマウスの心筋梗塞モデルを採用し、心筋梗塞前（正常時）、心筋梗塞後 1日、

3日、7日それぞれのタイミングで心臓・末梢血液・骨髄・脾臓を取り出して細胞分離を行った。

本研究室では Pinto らの原法(CircRes, 2016)を改変し、心筋梗塞の再生微小環境から細胞活性・

表現型を失わないように心筋細胞以外の細胞を分離した。 

マウスは、１）健常マウス（C57BJ6N）、２）糖尿病マウス（ストレプトゾシン投与モデル、摂食

誘導肥満マウス）、３）老齢マウス（12ヶ月齢以上）を用いた。 

（2）細胞解析実験 

① FACS 解析 

分離された細胞は FACS 測定され、研究室内で確立された多元解析による clustering method

（SPADE, tSNE）などで再生微小環境の構成細胞とそのフェノタイプを同定した。 

抗体は、血管再生系マーカー：c-Kit, Sca-1, CD34,CD31,など、骨髄系マーカー：CD45, Ly-6C, 

Ly-6G, CD11b, CD11c, CD68, CD206, F4/80,  リンパ系マーカー：CD3e, CD4, CD8a, CD25, 

CD127, CD19, NK1.1 などを用いて網羅的に細胞分類した。 

② EPC コロニーアッセイ 

分離細胞群の中の血管内皮前駆細胞（EPC）の血管再生能を評価するために、EPC コロニーアッ

セイを利用し未分化型コロニー形成 EPC、分化型コロニー形成 EPC を定量化した。 

③ 組織解析 

心筋梗塞部位の組織免疫染色解析を行い、各時期の微小環境組織の病態評価、分離細胞データと

の比較評価などを行った。 

４．研究成果 

(1)健常・糖尿病・高齢マウスの心筋梗塞後の流血中 EPC とマクロファージ phenotype を比較

したところ、以下の所見が得られた。 

【図 1】 

 
① 糖尿病心筋梗塞の造血系（PB, BM, Spleen）では、梗塞前後全期を通じて EPC コロニーが減

少し、再生後期の M2マクロファージ増幅が欠如している（図 1）。 

② 老齢心筋梗塞の造血系（PB, BM, Spleen）ではでの EPC コロニー減少は観察されないが、再

生後期の M2 マクロファージ増幅が欠如している（図 1）。 

 

（2）さらに、健常・糖尿病・高齢マウスの心筋梗塞後の再生組織部位の細胞群での EPC とマク

ロファージ phenotype を比較したところ、以下の所見が得られた。 



【図 2】 

 

① 糖尿病心筋梗塞の再生環境部位では、マクロファージ M1, M2 両フェノタイプの細胞浸潤が

全期で抑制されるが、M2 に比べ M1マクロファージ優位である。また、炎症免疫制御型の pDC に

比べ cDC 樹状細胞が優位であった。 

② 糖尿病心筋梗塞の再生環境部位では、免疫炎症を誘導する CD8, NKT が再生後期に増幅した。 

 

ただし、現場の MI 再生環境で、各機能細胞群（例えば EPCs, M1/M2, ）が組織的にどのように

分布し、疾患ではどの細胞群の機能低下が起きているのか、どの分子・シグナル・代謝が原因で

あるかなど、メカニズムあるいは治療応用のへ解明に必須の課題が残ってしまい、次世代研究が

必要である事を痛感させられた。（2022 年度基盤 C での継続研究で明らかにする予定である。） 
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