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研究成果の概要（和文）： 

創傷治癒に伴う血管新生過程において、種々の VEGF 陽性間質細胞中、周皮細胞が主たる役

割を果たすこと、すなわち血管新生初期には新生血管の増殖と伸長を導き、かつ血管新

生後期には NG2 を介するシグナル経路等を通じて血管壁を成熟・安定化させる機能的役

割を有することが強く示唆された。また周皮細胞マーカーを発現するVEGF 陽性線維芽細胞が

これら周皮細胞の前駆細胞として働くことも併せて示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

It is strongly suggested that amongst VEGF-positive stromal cells, pericytes play major 

roles in the angiogenesis during wound-healing. They presumably promote proliferation 

and extension of blood vessels in the early stage of angiogenesis, whereas in the later 

stage, they in turn stabilize newly formed vessels, via such as NG2 signaling pathway. 

It is also suggested that fibroblasts positive for VEGF along with multiple pericyte 

markers serve as pericyte precursors during wound-healing. 
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１． 研究開始当初の背景 

 過去の血管新生のメカニズム研究におい

て、我々は腫瘍モデル動物の新生血管発芽部

に多数の周皮細胞が密接して分布する所見

を得た（Morikawa et al. Am. J. Pathol 

2002； Morikawa et al. Am.J. Pathol 2003）。
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当時の定説では、血管新生時には周皮細胞は

新生中の血管壁から消失し、新生内皮が発芽

を終えた後、血管壁が安定化の段階に入る時

期に再び間質より動員されて血管壁に付着

して血管壁を成熟させるという意見が広く

認知されており、新生血管発芽部に多数の周

皮細胞が分布するという所見は従来の定説

とは異なる周皮細胞の機能的役割の新たな

一側面をうかがわせるものであった。我々は、

周皮細胞による血管新生促進作用を解明す

るため、タイプや進行度による差が激しく複

雑性の高い腫瘍モデルから、比較的シンプル

で安定したデータの取得が期待できる創傷

治癒モデルに研究材料を変え、引き続き詳細

な検索を行った。その結果、創傷治癒に伴う

血管新生において、腫瘍モデルでの所見と同

様、周皮細胞が新生血管の発芽部内皮細胞に

密接して分布することを観察し、さらに、こ

の周皮細胞が血管内皮細胞増殖および遊走

因子でもある Vascular Endothelial Growth 

Factor(VEGF)を発現することと、これらの周

皮細胞が付着する発芽内皮内皮細胞がそれ

に呼応するように増殖核を有することを明

らかにした。 

これらの観察所見により、周皮細胞による

血管新生促進作用の可能性が強く裏付けら

れたが、同時に、別の観察所見により、新た

な検索課題が生ずることなった。すなわち、

血管新生が進行する創傷部肉芽組織中には、

内皮細胞・周皮細胞以外にも線維芽細胞や大

食細胞を始めとする多く間質性細胞が分布

するが、それらの多くも周皮細胞と同様に

VEGF 陽性を示すことが明らかとなり、血管新

生メカニズムを包括的に把握するためには、

VEGF陽性周皮細胞に加えて、それ以外のVEGF

陽性間質細胞群の機能的役割を特定する必

要が生じた。 

 

２． 研究の目的 

 創傷治癒に伴う血管新生メカニズムの包

括的な理解のため、血管新生の「現場」であ

る肉芽組織中に分布する周皮細胞を始めと

する VEGF 陽性間質細胞群が、血管新生過程

においていかなる機能的役割を持つのかに

ついて形態学的に明らかにする。 

 

３． 研究の方法 

新生血管および周囲に分布する間質細胞

群について多重免疫染色法を用いて可視化

し、共焦点レーザー走査顕微鏡で観察を行っ

た。さらに、VEGF の mRNA に対する in situ 

hybridization も免疫染色と並行して行

うこととした。 

上記の光学顕微鏡レベルの検索に加え、透

過型電子顕微鏡を用いた微細構造レベルの

検索も併せて行い、間質細胞群の細胞小器官

の状態を比較してそれぞれの間質細胞の機

能的役割をさらに追跡した。 

 

４．研究成果 

 研究成果については、 (1)周皮細胞、(2) 

線維芽細胞、(3) 大食細胞の 3つの細胞タイ

プにそれぞれ分けて記載する。その後、発展

的研究としての細胞シート工学を用いた検

索成果について述べる。 

 

(1)周皮細胞 

新生血管の発芽内皮細胞に密接する

VEGF 陽性(+)間質細胞は、複数の周皮細

胞マーカー、alpha smooth muscle actin (α

-SMA)、desmin、platelet derived growth 

factor-beta (PDGFR-β)を共発現しており、

周皮細胞であることが改めて同定され

た。これら SMA+/desmin+/PDGFRβ+周皮細

胞が密接する発芽内皮細胞は往々、

BrdU+の増殖核を有する(>90%)ことから、

周皮細胞が VEGF 産生により内皮細胞の

発芽を促すこと確認された。周皮細胞に

よる VEGF 産生は in situ hybridization

を用いた核酸レベルの検索でも裏付け

られた。VEGF については、内皮の増殖を

促すとともに、内皮細胞の遊走も促すこ

とが知られているが(Gerhardt et al. 

2003)、周皮細胞が内皮細胞に密接する

ことは、遊走する内皮細胞を誘導し新生

血管を伸長させていくために極めて有

利な配置であるものと考えられる。 

興味深いことに、新生血管先端部に分布

する周皮細胞と、それより後方部分に分布す

る周皮細胞の間には以下の３点で違いが認

められた： 

その一つは、先ずマーカー発現に関す

る違いである。発芽内皮細胞の認められ

る新生血管先端部よりも後方部分に分布

する周皮細胞は上記の SMA、desmin、PDGFR

βに加え、もう一つの周皮細胞マーカーで血

管壁の安定化作用を持つ NG2 proteoglycan

を徐々に発現するようになる。



 

 

（SMA+/desmin+/PDGFRβ/+NG2+周皮細胞）。 

２つ目は、基底膜に関する違いである。先

端部の周皮細胞は基底膜を欠くが、後方の周

皮細胞では内皮細胞と共通の基底膜に次第

に包まれていくことが観察された。 

３つ目は、VEGF 発現に関する違いである。

周皮細胞による VEGF発現は先端部から後方

にかけて徐々に弱まり、最終的には消失する。 

これらの所見を総合すると、血管新生初期

には周皮細胞が新たに間質より動員され、

SMA+/desmin+/PDGFRβ+周皮細胞として内

皮の増殖を促しながら、次の段階の血管新生

後期には SMA+/desmin+/PDGFRβ/+NG2+周

皮細胞へとさらに分化し、NG2 を介する

シグナル経路や VEGF 供給の停止を通じ

て血管壁を成熟・安定化させていくものと考

えられた。 

 

(2)線維芽細胞 

Vimentin+/CD68 陰性(-)の線維芽細胞は

肉芽組織中に多数観察された。これらの

線維芽細胞も周皮細胞と同様、VEGF を発

現しており、血管壁から一定の距離はお

くものの、新生血管周囲の VEGF 濃度を

上げて内皮細胞の増殖を促すことに一

定の働きをするものと考えられた。 

さらに興味深いことには、これら

VEGF+線維芽細胞の多くが周皮細胞マー

カーである SMA、desmin、PDGFRβを共発

現することも明らかとなった(SMA+/ 

desmin+/PDGFRβ+線維芽細胞)。このマー

カー発現パターンは、新生血管先端部で増

殖性の内皮細胞に密着する周皮細胞が示す

マーカー発現(SMA+/desmin+/PDGFRβ+)と

全く同一であることから、これらの

SMA+/desmin+/ PDGFRβ+ 線維芽細胞は血

管新生に際して間質から動員された周皮

細胞の前駆細胞であるものと推察され

た。電子顕微鏡を用いた検索においてもこれ

ら２つの細胞タイプは粗面小胞体の顕著な

発達という点で酷似しており、多重免疫染色

での観察結果が微細構造レベルでも裏付け

られる結果となった(右上図）。 

 

(3)大食細胞 

CD68+で周皮細胞マーカー陰性の細胞

群として同定された大食細胞は、線維芽

細胞と同様、肉芽組織中に多数分布して

いた。これらの中には、新生血管に近接 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

して分布するものも往々認められたが、

周皮細胞のように内皮細胞に密接する

場面は多くは認められなかった。VEGF

は一部の大食細胞に陽性であったが、こ

れら大食細胞の大部分は線維芽細胞の

場合と同じく血管壁から一定の距離を

おいて分布しており、その VEGF発現は、

やはり線維芽細胞と同様、新生血管周囲

の VEGF 濃度を上げて内皮細胞の増殖を 

促すことに関与するものと考えられた。

また、電子顕微鏡を用いた検索からは、これ

ら新生血管周囲に分布する大食細胞が旺盛

な貪食能を示す像が得られており、これらの

細胞が、血管新生過程において生じる種々の

不要産物や外来の異物の処理機能に大きく

寄与することが考えられた。 

 

以上の成果は以下のようにまとめられる： 

創傷治癒に伴う血管新生過程において、血

管新生の「現場」である肉芽組織中に分布す

る周皮細胞を始めとする VEGF 陽性間質細胞

群は、全体として新生血管周囲の VEGF 濃度

創傷治癒過程に認められる新生血管先端部の電顕

所見に基づく模式図。新生血管先端部において、

既存血管から発芽する増殖性の内皮細胞に密接す

る周皮細胞とその周囲に血管壁から距離をおいて

分布する線維芽細胞は、粗面小胞体の顕著な発達

という共通する特徴を有する。 



 

 

を高めて内皮細胞の増殖を促すことに加え、

それぞれが固有の機能的役割を持つことが

推測された。すなわち、周皮細胞は発芽内皮

細胞に密接し、VEGF によって内皮細胞の

増殖とともに新生血管の伸長を導き、か

つその後は NG2を介するシグナル経路や

VEGF 供給の停止を通じ、血管壁を成熟・

安定化させる。その意味で周皮細胞は血管新

生過程の中心的役割を担うものと考えられ

る。必然的に血管新生過程には周皮細胞の量

的な需要が生じるが、そのために線維芽細胞

がその供給源（前駆細胞）として機能し、一

方、大食細胞は血管新生過程で生じる不要産

物・異物の処理作用をもつものと考えられる。 

 

 上記の創傷治癒モデル動物を用いた研

究成果を踏まえた発展的研究として、我々は

細胞シート工学を用いた検索を引き続いて

行った。細胞シート工学は、東京女子医大先

端生命医科学研究所で開発された技術であ

り、温度応答性培養皿をはじめとした技術を

用いて培養細胞シートを重ね、生体組織に類

似した立体構築を持つ人工組織を作成し、移

植の材料とするものである。この方法は、ド

ナー不足という問題を潜在的に抱える臓器

移植や、移植部への定着性が問題となる細胞

移植に代替しうる新規治療法へ繋がるもの

として注目を浴びている。既に臨床応用も始

まっており、大阪大学において、拡張型心筋

症の患者に細胞シート移植を治療を行って

成功を収めたことが報告されている（2007 年

12 月 15 日 読売新聞）。しかしながら、そ

の一方で、移植シートと宿主組織間を結ぶ血

管新生機構についての細胞レベルの基礎的

研究は詳細にはなされておらず、未だ不明の

部分が多く残されている。 

そこで我々は、21年度より創傷モデルの検

索と並行して、移植細胞シートと宿主組織間

を結ぶ血管新生機構について形態学的検索

を行い、創傷治癒での検索結果と比較検討を

行うこととした。検索にはラット左心室由来

細胞（血管内皮細胞をはじめとする間質細胞

も含む）を材料として作成した細胞シートを

用いた。 

21 年度には、これまでの創傷治癒モデルで

の研究結果と同様、細胞シート内に新生され

る血管内皮先端に周皮細胞が付着すること、

また移植早期に細胞シートと宿主間に形成

される連結血管の周囲に周皮細胞が分布す

ることが、主に樹脂準超薄切片を用いた検索

により明らかになった。続いて22年度には、

多重免疫染色法を軸に、これらの周皮細胞が

desmin、NG2 をはじめとする種々の周皮細胞

マーカーを発現すること、また、細胞シート

由来および宿主由来の血管がまさに連結す

る部位に周皮細胞が集積することも観察さ

れ、周皮細胞が異種の血管連結を促進する作

用を持つ可能性が示唆された。また、この部

が血管内皮細胞・周皮細胞を含めて完全に基

底膜で包まれることも明らかとなったが、こ

のことは、周皮細胞が異種の血管連結を促進

する際に、細胞が遊走する「足場」として基

底膜成分を産生分泌する可能性を示唆する

ものと考えられた。 

これらの検索結果から、細胞シート移植モ

デルにおける血管新生過程においても、周皮

細胞が大きな機能的役割を果たすことが示

唆された。 
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