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研究成果の概要（和文）：重症虚血肢に対する細胞移植による血管新生療法の効果は十分とは言

えず、効果を増幅する技術が必要である。我々は移植細胞を局所に維持する細胞足場としてナ

ノサイズのハイドロキシアパタイト単結晶体を被覆したポリ乳酸球状体（ナノスキャフォール

ド）を開発した。ナノスキャフォールドを骨髄単核細胞と混合して移植することで細胞を移植

局所（筋肉組織内）に長期間担持し、血管新生療法の効果を増幅することを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：Clinical trials demonstrate the effectiveness of cell-based therapeutic 
angiogenesis against patients with a variety of ischemic disease; however, the clinical success to date has 
been still limited. We have reported that nano-scaled sintered hydroxyapatite (HAp)-coating on artificial 
grafts reveals marked cell-adhesiveness, safety and high tissue-affinity. With this nanotechnology, the 
inorganic, biodegradable and injectable scaffold, HAp-coated poly L-lactic acid (PLLA) microsphere, has 
been generated: named nano-scaffold (NS). In this study, we examined its usefulness in cell-based 
therapeutic angiogenesis. Bone marrow-mononuclear cells (BMC) alone, with uncoated PLLAs (LA), or 
with HAp-coated microspheres (nano-scaffold: NS), were intramuscularly injected into mice ischemic 
hind-limbs generated by femoral artery occlusion. Kaplan-Meier analysis demonstrated that NS+BMC 
treatment markedly prevented limb necrosis after the operation (vs. BMC alone, and LA+BMC). Roles of 
NS to sustain BMC in ischemic tissues were demonstrated by the findings that immunohistochemistry 
revealed NS and BMC co-localized, and that NS+BMC group exhibited significantly elevated 
intramuscular levels of proangiogenic cytokines in ischemic tissues as compared with BMC alone. We 
demonstrated usefulness of injectable scaffold as an enhancer for cell-based therapeutic angiogenesis.  
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１．研究開始当初の背景 
重症虚血肢に対する細胞移植による血管新

生療法の有効性が認知されているが、その効
果は十分とは言えず、特に糖尿病や腎不全患
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者ではその効果が減弱することが知られて
いる。この血管新生療法の主な機序は、移植
された細胞からの血管新生性サイトカイン
の分泌が重要であることが報告されている
が、従来の移植方法では移植細胞が早期に移
植局所から消失していくことも知らされて
おり、細胞を局所に維持することが治療効果
の増幅に繋がる可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
我々はナノテクノロジーを用いて移植細胞
を局所に維持する細胞足場（ナノスキャフォ
ールド：NS）を開発し、血管新生療法に対す
る有効性を検討した。 
 
３．研究の方法 
ナノサイズのハイドロキシアパタイト(HAp)
単結晶体を生体吸収性高分子基材（ポリ乳
酸）表面に被覆した 100μm径の球状体（NS
粒子）を開発し、細胞足場として用いた。マ
ウス下肢虚血モデルは大腿動静脈の結紮切
除にて作成し、虚血肢へマウス骨髄単核細胞
(BMC)と NS粒子を共移植して虚血改善効果に
ついて検討した。コントロールには HApコー
ティングしないポリ乳酸 (LA)粒子および細
胞単独移植を用いた。 
 
４．研究成果 
カプランマイヤー法にて NS 粒子+BMC 群では
他の群に比較し有意に壊死回避率の改善を
認めた(P＜0.05)。免疫組織学的検討(CD31染
色)ならびに 3D-CT 血管造影による血管新生
の評価でも NS 粒子+BMC 群で著明な有効性を
認めた。移植局所における BMC保持性につい
ては、EGFP transgenic マウス由来の BMC を
移植し、患肢筋肉組織中の GFPを ELISA法に
て定量比較した。NS 粒子+BMC 群では BMC 単
独群に比較し術後 3日目で約 2倍（P＜0.05)、
7日目で約 4倍（P＜0.05)高値となり NS粒子
の良好な BMC担持性を示唆した。組織学的評
価でも GFP 陽性細胞の NS 粒子周囲への集積
を確認した。患肢筋肉組織中の血管新生性サ
イトカインでは VEGFと FGF2が術後 3日目と
7 日目に NS+BMCs 群で他群に比し有意に高値
(P＜0.05)であった。このように、HApコーテ
ィングポリ乳酸粒子（ナノスキャフォール）
は長期間骨髄単核細胞を移植局所に保持し
移植細胞からのパラクライン効果を増強す
ることで血管新生療法の効果を増幅すると
考えられた。 
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