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研究成果の概要（和文）：高齢化社会の到来により、心血管病の患者数は顕著に増加している。このような症例
に対し、血管新生療法は新たな治療戦略の一つとして確立されつつある。我々の研究の中で、重症虚血肢患者へ
の脂肪組織由来間葉系前駆細胞移植は、疼痛の軽減や潰瘍サイズの縮小を示し、患肢切断も回避し得た。その機
序としては、VEGF分泌調節や患部組織での炎症抑制効果、創部での創傷治癒促進効果などが考えられた。また、
治療効果の予測因子として、血中のVEGF-Aアイソフォームや亜鉛濃度が有望である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The ageing of the population has led to a marked increase in the number of 
patients with cardiovascular disease. Angiogenic therapy is becoming established as a new treatment 
strategy for such cases. In our study, transplantation of Adipose-derived Regenerative Cells in 
patients with severe ischemic limbs resulted in reduced pain and ulcer size, and amputation of the 
affected limb was avoided. Possible mechanisms include modulation of VEGF secretion, suppression of 
inflammation and promotion of wound healing. The results also showed that VEGF-A isoforms and zinc 
levels in the blood may be promising predictors of the therapeutic effect.

研究分野： 循環器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
重症虚血肢患者では、切断を余儀なくされる症例は少なくない。切断を選択する前の新たな治療選択肢として、
今回我々が行った「脂肪組織由来間葉系前駆細胞を用いた重症虚血肢に対する血管新生療法」が一定の効果を示
した。また、その機序に関しても、その一部が明らかとなった。これらの成果は、「心血管系に対する安全で効
果的な再生医療」の確立につながると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1) 高齢化社会の到来により、心血管病の患者数は顕著に増加している。このような症例に対

し、血管新生療法は新たな治療戦略の一つとして確立されつつある。我々は、これまで重症虚血

肢に対して自己骨髄単核球細胞移植による血管新生療法の基礎から臨床までの治療法開発を行

って来た (Circ J.2018 等)。その結果、この治療法の有効性および安全性は確認されたが、糖

尿病や腎不全などある特定の動脈硬化危険因子を有する患者群では、治療抵抗性を示す事が明

らかになった。そこで、血管新生療法の課題として新たな細胞供給源の開拓や治療効率を上げる

方法の開発が求められている。 

(2) 脂肪組織中には間葉系幹細胞が存在することが報告され、この細胞を用いた再生医療の展

開が国内外で注目されている。我々は、脂肪組織由来間葉系前駆細胞(ADRCs)に着目し、ADRCs が

種々の細胞への分化能を有すると共に、多くのサイトカインを分泌し、移植すると血管新生促進

作用やリンパ管新生作用を発揮することを見出した (ATVB. 2009, JAHA. 2012, Int J Cardiol. 

2014)。さらにウサギやブタを用いて、有効性のみならず手技的合併症を含めた安全性の確認を

行った。これらの結果をもとに、ADRCs 移植による血管新生療法の臨床導入を進め、2012年に厚

生労働省により「ヒト皮下脂肪由来間葉系前駆細胞を用いた重症虚血肢に対する血管新生療法

についての研究」の実施計画が認可され、ADRCs を用いた臨床試験を開始した (UMIN000010143)。

脂肪吸引法により自己皮下脂肪を約 300g 採取し、脂肪吸引混濁液をセリューション遠心分離器

にて、ADRCs を分離した。分離した ADRCs は筋注法で虚血肢に移植を行った。 

(3) 上述のごとく、ADRCs を用いた重症虚血肢に対する血管新生療法は、一定の効果を示すこと

が期待される。しかし1.なぜ ADRCsの血管新生療法は効果的なのか？その機序は何なのか？ 2. 

ADRCs による血管新生療法に non-responder は存在しないのか？ もし存在するなら、どのよう

な患者背景が影響するのか？ 3. 血管新生療法を行うにあたり、その他の幹細胞と比較して有

効性は高いのか？ これらの点は未だ明らかでない。 

 

２．研究の目的 

「脂肪組織由来間葉系前駆細胞を用いた重症虚血肢に対する血管新生療法」が効果を示す、その

機序解明と優位性の評価を行う逆トランスレーショナルリサーチの遂行する。具体的には、以下

の 4点を中心に検討を行う。 

(1) ADRCs を用いた血管新生療法の治療効果を予測するバイオマーカーの探索 

血管新生療法を施行した症例の血液検体を用いて、治療前後の循環血液中の前駆細胞や種々の

サイトカインの測定を行い、バイオマーカーの探索を行う。 

(2) 創傷治癒における ADRCs の役割検討 

血管新生療法の治癒過程において創部の創傷治癒は非常に重要なポイントである。マウス創傷

治癒モデルを用いて、その効果と機序に関して検討する。骨髄由来間葉系細胞などと比較を行い、

その優位性に関して評価を行う。 

(3) ADRCs を用いた血管新生療法の治療効果の機序解明 

マクロファージや筋芽細胞を用いて、ADRCs の抗炎症作用や血管新生因子分泌能に関して検討す

る。分泌機序やシグナル伝達経路の同定、抗炎症作用の機序を中心に解明する。 

(4) 生活習慣病が ADRCs の血管新生療法へ及ぼす影響の検討 

さまざまな患者から ADRCs を抽出し、肥満度や生活習慣病の背景により血管新生能やタンパク

分泌能に違いがあるのか機能解析を行う。 

 



３．研究の方法 

(1) ADRCsを用いた血管新生療法の治療効果を予測するバイオマーカーの探索  

重症下肢虚血肢(CLI)患者に対するADRCs移植の血管新生療法を行った患者の血液サンプルを用

いて、バイオマーカーの探索を行う。 1.循環血液中の前駆細胞（CD34及びCD133陽性細胞）を

フローサイトメトリーで解析する。また、各種サイトカイン(VEGF-A165a, VEGF-A165bやSDF-1

等)をELISA法にて測定することにより、バイオマーカーの探索を網羅的に行う。2. 重症虚血肢

患者では、しばしば種々の微量元素の欠乏状態が認められる。CLI患者の血中亜鉛濃度の測定を

行い、血管新生療法の効果との関連を検討する。また、亜鉛欠乏マウスを飼育し、下肢虚血モ

デルを作成、ADRCs移植を行うことによる効果を評価する。 

(2) 創傷治癒におけるADRCsの役割検討 

1.モデル作成：野生型マウスに皮膚パンチにて背部に1ヶ所の直径8mm、皮膚全層欠損の傷を作

成。創部に対してADRCsやADRC培養上清液を投与、処置後に被覆フィルムにて創部とその周囲を

被覆する。 2.ADRCsの優位性の検討: マウス創傷治癒モデルを用いて、ADRCs及び骨髄由来間葉

系細胞、培養上清液を投与し、創傷治癒の差異を検討する。 

(3) ADRCsを用いた血管新生療法の治療効果の機序解明 

マウス腹腔マクロファージやC2C12細胞(筋芽細胞株)を用いて、ADRCs添加に伴う抗炎症作用や

血管新生因子(特にVEGF isoform)の発現、シグナル伝達経路に関して詳細な検討を行う。 

1.ADRCの抗炎症作用の検討: LPSやH2O2添加後の炎症性サイトカイン（TNF-α,IL-6など）の発

現に対するADRCs上清液添加による評価を行う。また、ADRCs上清液添加に伴うM1/M2 極性の評

価として、M1 マーカー、M2 マーカーの発現を定量的PCR法で検討する。 2.ADRC移植血管新生

療法に伴うVEGF分泌増加の機序検討：マクロファージやC2C12細胞を用いて、ADRCs上清液添加

に伴うVEGF及びそのisoformsの発現をリアルタイムPCR法で検討する。 3.ADRCs上清液添加に

伴うVEGF及びそのisoformsの分泌機序の解明とADRCsの抗炎症効果との連関に関して検討をす

すめる。 

(4) 生活習慣病が ADRCs の血管新生療法へ及ぼす影響の検討 

脂肪吸引療法を行った際に採取した脂肪組織より ADRCs を抽出し、肥満度や生活習慣病により

血管再生能やサイトカイン分泌能に違いがあるのか検討を行う。脂肪吸引療法患者から採取し

た脂肪組織より ADRCs を単離/培養。ADRCs 上清液を用いてサイトカインアレイや ELISA 法、PCR

法による定量的な評価を行う。特に、肥満度や生活習慣病の有無による影響に着目し、解析を進

める。 

 

４．研究成果 

(1) ADRCs を用いた血管新生療法の治療効果を予測するバイオマーカーの探索 

重症虚血肢(CLI)患者 5 症例の患肢に脂肪組織由来間葉系前駆細胞(ADRCs)を移植したところ、

いずれの症例も術後 6ヶ月の時点で、疼痛の軽減及び潰瘍サイズの縮小または治癒、6分間歩行

可能距離の延長など認め、患肢切断も免れた。この 5症例の結果をもとに、全国８施設にて多施

設共同前向き研究を施行。CLI 患者 29 症例/34 対象肢に脂肪組織由来間葉系前駆細胞(ADRCs)を

移植し, ６ヶ月のフォローを完遂した。その結果、周術期および観察期間 6 ヶ月の間で、死亡者

および細胞移植関連有害事象は認められず、大切断回避率が 94.1％と非常に良好な結果が得ら

れた。また、安静時疼痛の程度や潰瘍サイズ、6 分間歩行距離、いずれも大幅に改善した

(Angiogenesis. 2022)。 

ADRC 移植後の循環血液中の血管前駆細胞(CD34陽性細胞及び CD133 陽性細胞)数を測定したとこ



ろ、いずれも一過性に上昇していた。また、血管新生因子の一つ VEGF-A と、VEGF-Aアイソフォ

ームの一つで、血管新生抑制因子でもある VEGF-A165b の血中濃度を測定し、その比(VEGF-

A165b/VEGF-A)を計測したところ、ADRC 移植後に有意に低下していた。また炎症の指標である CRP

は、ADRC 移植後に低下傾向を示した(Sci Rep. 2020)。 

CLI 患 者 の 種 々 の微量元素と下肢 病変部の Skin perfusion 

pressure(SPP)値の関連を検討したところ、血中亜鉛濃度と SPP 値に有

意な相関関係を認めた(右図)。また、亜鉛欠乏マウスに下肢虚血モデル

を作成したところ、著明な血管新生能低下を認めた(JVS Vasc Sci. 

2021)。その機序として、亜鉛欠乏に伴う酸化ストレスの増加が影響し

ていると考えられた。 

このように、CLI 患者への自己 ADRC 移植は効果的で、治療効果を予測するバイオマーカーとし

て、VEGF-Aアイソフォームや亜鉛濃度に注目し、更なる検討を進めている。 

 

(2) 創傷治癒における ADRCs の役割検討 

マウス創傷治癒モデルを用いた検討では、ADRCs、ADRC培養上清液の

いずれの投与においても骨髄由来間葉系細胞上清液投与群やコント

ロール群と比して、創傷治癒効果が増強していた(右図)。また、創部

周囲皮膚組織を CD31 免疫染色にて評価したところ、ADRCs、

ADRC 培養上清液のいずれの投与においても、コントロール群

と比較して、移植後 14日目の創部周囲の微小血管の増加効果

が確認された。このように、ADRC 移植は創部での創傷治癒促

進効果を示すことが明らかとなった。 

  

(3) ADRCs を用いた血管新生療法の治療効果の機序解明 

筋芽細胞(C2C12)を用いた検討では、ADRC 上清液の添加で、VEGF-A の発現増加と VEGF-A165bの

発現低下を認めた。しかしながら、マクロファージへの ADRC 上清液添加では、VEGF-A や VEGF-

A165bに影響を与えなかった。一方で、マクロファージへの ADRC 上清液添加は、CD206 陽性細胞

の発現を増加させ、TNF-αの発現を低下させた。これらの検討結果から、ADRC は、骨格筋細胞

の VEGF分泌を調節して血管新生を促進させ、また、マクロファージにおいて、抗炎症作用を示

すことで組織修復に加担する可能性が示唆された(Sci Rep. 2020)。 

 

(4) 生活習慣病が ADRCs の血管新生療法へ及ぼす影響の検討 

ADRC 移植に伴う効果に肥満度や生活習慣病の有無が影響していないか否か、糖尿病のない BMI21

の方の ADRCs と糖尿病を有する BMI30 の方の ADRCs をサイトカインアレイにて比較検討を行っ

た。その結果、IL-6や GDF-15の発現が糖尿病合併肥満患者の ADRC で増加していた。 



 

以上の結果から、CLI 患者への自己 ADRC 移植は効果的で、その機序とし

て、VEGF分泌調節や患部組織での炎症抑制効果、創部での創傷治癒促進

効果などが考えられた(右図)。その治療効果の予測には、血中の VEGF-

Aアイソフォームや亜鉛の濃度がその有望なマーカーとなりうる可能性

が示唆された。また、肥満や糖尿病などの基礎疾患の有無が ADRC 移植

の効果に影響を与える可能性もあり、今後更なる検討が必要である。 
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