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研究成果の概要（和文）：糖尿病性潰瘍などの虚血性疾患に対する血管新生再生医療を目指して基礎研究を行な
った。ヒト脂肪組織常在性微小血管内皮前駆細胞（Adipose-resident microvascular endothelial progenitor 
cell; AEPC）の調製法確立と特性解析（Saito N., et al., Scientific Reports, 12(1):1775 2022）、及び放
射線障害潰瘍マウスモデルに対するAEPC投与による創傷治癒能の改善効果（Mori M., et al., Plastic and 
Reconstructive Surgery, accepted）を確認した。

研究成果の概要（英文）：We aimed at angiogenic regenerative medicine for ischemic diseases such as 
diabetic ulcers. We established a method for the isolation and characterization of human adipose 
tissue-resident microvascular endothelial progenitor cells (AEPC)(Saito N., et al., Scientific 
Reports, 12(1):1775 2022), and reported the effect of AEPC administration on wound healing in a 
mouse model of radiation-induced ulceration (Mori M., et al., Plastic and Reconstructive Surgery, 
accepted).

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
糖尿病性下肢病変は、糖尿病合併症の一つで、神経障害と抹消血流障害が生じ、重症化すると皮膚潰瘍や組織壊
死を起こして切断に至ることも多い。糖尿病患者は世界的に増加しており、厚生労働省の「H28年国民健康・栄
養調査」によると我が国の糖尿病有病者数は1,000万人に上る。うち足潰瘍の発症率は約0.3%で、年間8,000例以
上の足・下肢切断が行われている。従って、糖尿病性下肢病変を根本的に治療する方法の開発は、今後予想され
る患者数の増加と医療費の削減といった観点から、社会的要請の高い課題である。本研究では、糖尿病性潰瘍の
新たな治療ツールとなりうるAPECの調製法の確立、治療効果の検証を実施した。

※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 
難治性潰瘍は、糖尿病、放射線障害、血管病変などにより、血流障害から皮膚および皮下組織

が虚血状態に陥り、壊死する疾患である。現行では、保存的治療や外科的治療が行われているが、
いずれも姑息的であり、再発を繰り返す。健常組織であれば、損傷部辺縁の幹細胞、前駆細胞（血
管内皮前駆細胞）が患部へ動員され、失った血管は速やかに新生されうるが、難治性潰瘍を呈す
る病的組織では、幹細胞、前駆細胞が枯渇しており、根治には、幹細胞・前駆細胞を外から補充
すること（組織の肥沃化）が不可欠である。この観点から、血管新生再生医療では、骨髄や末梢
血に由来する自家 EPC 投与治療の臨床研究が複数実施され、虚血改善効果が報告された。しか
し、その効果は EPC 投与数に依存し、実用化には EPC の大量獲得が必要であることも報告さ
れた。また、EPC は分かっているだけで複数の臓器の血管壁にも常在していることが報告され
ているが、臓器から血管を採取することは困難である。こうした状況から、EPC 投与治療は、
有力視されながら実用化されていない。 
脂肪組織は、全身に余剰に存在し、脂肪吸引術により容易に採取可能であるため、脂肪組織由

来間葉系幹細胞（adipose-derived stem cell; ASC）は、すでに再生医療の有力な次世代治療ツ
ールとして注目されている。脂肪組織は、毛細血管網にも富み、血管内皮細胞と血管内皮前駆細
胞を合わせた数は ASC と同等数ある。しかし、これまで血管内皮（前駆）細胞は、培養過程で
混在する ASC に容易に駆逐されるという脆弱性から純化の方法が確立していなかった。我々は、
2020 年 3 月までの 3 年間の研究課題（科研費、若手研究（B）、課題番号 17K17026）において、
脂肪組織常在性微小血管内皮前駆細胞（adipose-resident microvascular endothelial progenitor 
cell; AEPC）の純化・大量培養の方法の確立に挑戦し、AEPC の大量獲得に成功した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、脂肪組織常在性微小血管内皮前駆細胞（adipose-resident microvascular 

endothelial progenitor cell; AEPC）の再生医療への導入の可能性を検証する。 
具体的には、（1）AEPC 調製法の改良、AEPC の細胞特性の解析に関する基礎的研究を行うと

ともに、（2）AEPC を用いた治療の有効性・安全性を動物実験で検証する。疾患マウスモデル
（糖尿病、放射線障害）へ難治性潰瘍を作製し、AEPC 単独、および ASC との併用で局所投与
を行い、創傷治癒能の改善効果を評価する。 
 
３．研究の方法 
（1）AEPC 調製法の改良、AEPC の細胞特性の解析に関する基礎的研究 
・AEPC の調製 

ヒト吸引脂肪組織を酵素処理して得られた間質血管細胞群（stromal vascular fraction; SVF）
を血管内皮細胞マーカー抗体ビーズで標識し、磁気細胞分離（magnetic-activated cell sorting; 
MACS）と短期接着培養を繰り返す方法で AEPC の純度を段階的に上げてゆく手順で、恒久
的な純化（92％以上）と長期培養を達成した。 

・AEPC 調製法の改良 
SVF 調製時に吸引脂肪組織の酵素消化に適した条件（酵素等バッファー組成、およびその濃
度）を検証し、AEPC の回収に有利な条件を選定した。 

・AEPC の細胞特性の解析 
AEPC の特性解析は、本研究課題の前段階で一部を実施していたものの、結論を出すための

n 数が不足していた。本研究課題では n 数を追加する実験を中心に実施した。具体的には、培
養 AEPC（P=5）と基礎データの蓄積が多い臍帯静脈内皮細胞（human umbilical vein 
endothelial cell; HUVEC、 P=5）について、コロニー形成能、管腔形成能、血管内皮細胞・
幹細胞マーカーによるフローサイトメトリー解析、血管内皮細胞マーカーによる細胞免疫染
色の比較試験を実施した。加えて、培養 AEPC、および培養 HUVEC について、前駆細胞マ
ーカーとして近年に他グループから報告された CD157 と CD200 の発現プロファイルをフロ
ーサイトメトリー解析で検証した。 

（2）AEPC を用いた治療の有効性・安全性の検証 
・疾患マウスモデルの作製 

1 型糖尿病性難治性潰瘍マウスモデルは、免疫不全 SCID マウスの腹腔内へストレプトゾト
シンを投与して薬剤誘導し、尾静脈血の血糖値測定により糖尿病を確認した。2型糖尿病 db/db
難治性潰瘍マウスモデルは、単一劣性遺伝により糖尿病を自然発症するマウスであるが、念の
ため尾静脈血の血糖値測定により糖尿病を確認した。放射線障害性難治性潰瘍マウスモデル
は、免疫不全 nude マウスの背部皮膚組織へ合計 40Gy の放射線局所照射（毎週 10Gy1 回を
4 週間）を行い作製した。 

・創傷治癒試験 
難治性潰瘍モデルマウス（１型糖尿病誘導 SCID、2 型糖尿病 db/db、放射線障害 nude）の
創近傍へ培養 AEPC、培養 ASC を局所皮内投与し、創傷治癒能を Vehicle 群と比較検証した。 



４．研究成果 
（1）AEPC 調製法の改良、AEPC の細胞特性の解析に関する基礎的研究 
・AEPC の調製、および改良法の策定 

AEPC の含有比率が高い SVF を得るための酵素組成についてフローサイトメトリー解析に
よる評価を行った。酵素反応液（0.2%(w/v) crude collagenase, 1000 U/mL crude DNase 1, 
3 mM CaCl2, HBSS）で調製することに決定した（図１）。また、この酵素条件で得た SVF
の 1 回目 MACS 分画後の AEPC-rich（CD45–CD31+）細胞集団を短期接着培養した後、2
回目の MACS 分画を行うタイミングが 4〜4.5 日であることを確認した（図２）。 

 

左（図１）AEPC 含有比率が高い SVF の調製 
（Saito N., et al., Scientific Reports, 2022） 
右（図２）AEPC 調製プロトコールの策定 
（Saito N., et al., Scientific Reports, 2022） 
 

 
・AEPC の細胞特性の解析 
培養 AEPC（P=5）は、培養 HUVEC（P=5）と同等の血管内皮細胞としての性質、幹細胞性、

増殖性を保持していることを確認した。細胞免疫染色により、AEPC は血管内皮マーカーCD31
陽性、vWF 陽性、IsolectinB4 結合能ありで、血管内皮細胞の発現プロファイルを示すことを確
認した（図３A）。コロニー形成能試験により、AEPC は、コロニー形成能があること（図３B）、
HUVEC よりもゆっくりとしたコロニーの成長速度であること（図４）を確認した。管腔形成能
試験により、血管内皮細胞の特性の 1 つである管腔形成能を確認した（図３C）。血管新生能を
持つヒエラルキー上位の組織常在性 EPC マーカーとして CD157 が知られており、ヒト培養
AEPC（P=5；CD45–CD31+CD34±）では、CD157+の細胞集団（CD157+CD200–）が 1.1〜2.7％
存在し、血管新生能を持つヒエラルキー上位の EPC を含むことが示唆された（図３D）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

左（図３）AEPC の細胞特性 
（Saito N., et al., Scientific Reports, 2022） 
右（図４）AEPC コロニーの成長速度 
（Saito N., et al., Scientific Reports, 2022） 

 
（2）AEPC を用いた治療の有効性・安全性を動物実験で検証 
論文化までが完了した成果としては、放射線障害性難治性潰瘍マウスモデルに対する AEPC 投

与による創傷治癒能の改善効果に関する内容がアクセプトされた（Mori M., et al., Plastic and 
Reconstructive Surgery, accepted）。 
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