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研究成果の概要（和文）：骨髄由来の血管内皮前駆細胞（endothelial progenitor cell, EPC）

は，皮膚創傷治癒にも関与している．CCR5 遺伝子欠損マウスでは，損傷部局所における EPC数

が少なく，創傷治癒が遅延していた．以上，皮膚創傷治癒では，CCR5 を介したシグナルが EPC

の動員を制御していることを明らかにした．また，法医実務的にヒトの皮膚損傷試料では，EPC

が受傷後経過時間判定の有用な指標であることを明らかにした． 

 
研究成果の概要（英文）：BM-derived endothelial progenitor cells (EPCs) are critical and 
essential for neovascularization in wound repair. Ccr5–/– mice showed delayed sin wound 
healing with the reduction of EPC accumulation at the wound sites. These observations 
implied that CCR5-mediated signal can regulate EPC recruitment from the bone marrow. 
Moreover, the detection of EPCs in human skin wounds could be a useful marker for wound 
age determination in forensic practices. 
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１．研究開始当初の背景 

法医実務において，皮膚損傷の受傷後経過
時間判定は必須である．これまで受傷後経過
時間判定のために，皮膚損傷治癒に関与する
様々な細胞や分子（増殖因子やサイトカイ
ン）の探索が行われてきた．近年，骨髄には
多分化能を有する様々な幹細胞が存在する
ことが明らかにされている．特に骨髄由来の
血管内皮前駆細胞（endothelial progenitor 
cell, EPC）は，皮膚損傷治癒にも関与して
いることが明らかにされつつある．しかしな
がら，皮膚損傷治癒過程における EPCの動態
は十分に解明されていない． 

２．研究の目的 

EPC に着目し，皮膚損傷治癒過程において損

傷部局所での EPCの検出にチャレンジし，EPC
の動態を明らかにすると共に，この細胞の動
態が皮膚損傷受傷後経過時間判定のための
有用な指標となり得るか否かについて検討
する． 
３．研究の方法 

(１）EPCにおけるケモカインレセプターの発 
現解析 

①C57BL/6 マウスから骨髄細胞を採取して，
密度勾配遠心法により骨髄単核細胞のみを
単離する．単離した単核細胞を 5％胎児ウシ
血清を含む EBM-2 BulletKit medium で 4か
ら 7日間培養し浮遊細胞を除去した後，さら
に７日培養する． 
②培養 EPCから RNAを抽出し，逆転写反応を
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行う．続いて，PCR 法でケモカインレセプタ
ー（CCR1，CCR2，CCR5 及び CXCR41）を検出
する．さらに発現が認められたレセプタに対
する遊走活性を検討する． 
(２）損傷治癒過程における EPCの動態解析 
①ペントバルビタール（腹腔内投

与;50mg/kg）にて，直径 4mm の打ち抜き損
傷を計 6 個作製する． 

②経時的に皮膚損傷組織を採取し， EPC の細
胞表面抗原に対する異なる 2組の抗体を組
み合わせ（抗 CD34 抗体と抗 Flk-1 抗体お
よび抗 c-kit抗体と抗 Tie-2 抗体），フロ
ーサイトメーターにより EPC を検出する． 

(３）ヒト皮膚損傷試料について，抗 Flk-1
抗体および抗 CD34 抗体を用いた蛍光二重
染色で EPC集積を検討する． 

 
４．研究成果 
(1)マウス皮膚創傷治癒における EPC集積と
ケモカインシグナルについて 
①EPC のケモカインレセプターの発現 

培養 EPC について CCR1，CCR2，CCR5 およ
び CXCR4のケモカインレセプターの発現を認
めた．特に，
CCR5 は EPC の
約 40％と最も
高頻度で発現
を認めた． 

 
②CCR5シグナルを介した EPC の遊走 

CCR5のリガンドである CCL3，CCL4,CCL5 の
３つのリガンドについて EPCの遊走活性を検
討したところ，CCL5 についてのみ EPCに対す
る遊走活性を認めたことから，CCL5-CCR5 の
ケモカインシグナルが EPCの遊走に重要であ
ることを認めた． 

 
③ 皮膚創傷治癒における CCR5の役割  

CCR5遺伝子欠損マウスでは，野生型マウス
と比較して肉眼的に創傷治癒が遅延してお
り，病理組織学的には血管新生が減弱してい
た． 

 
一方，CCR5遺伝子欠損マウスの骨髄細胞を

移植された野生型マウスでは，CCR5遺伝子欠
損マウスと同様に血管新生が減弱し，創傷治
癒が遅延していた．逆に野生型マウスの骨髄
細胞を移植された CCR5 遺伝子欠損マウスで
は，野生型マウスと同程度に創傷治癒が回復
していた． 
 

 
④マウス皮膚創傷部における EPC集積 
皮膚創傷部における EPC集積をフローサイ

トメトリーで検索したところ，CCR5遺伝子欠
損マウスでは野生型マウスに比べて，EPC 集
積が有意に減少していた． 

 
⑤まとめ 
マウス皮膚創傷治癒では，骨髄由来の EPC

が血管新生に関与しており，その EPCの遊走
には CCL5-CCR5を介したケモカインシグナル
が重要であることが明らかとなった． 
 

 



 

 

（２）ヒトの皮膚損傷における EPC 集積と受
傷後経過時間判定 
 
受傷後経過時間の判明しているヒト皮膚損
傷試料について，抗 Flk-1抗体および抗 CD34
抗体を用いた蛍光二重染色で EPC集積を検討
したところ，受傷後１日以下の皮膚損傷では
EPC は検出されず，受傷後２日目の損傷から
EPC の検出が可能となった．さらに，任意に
選択された１０視野の EPC の平均合計が 25
個以上であれば，受傷後９から１１日である
ことを示唆した．以上のことから，EPC の検
出が皮膚損傷の受傷後経過時間推定に有用
であることが明らかとなった． 
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