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研究成果の概要（和文）：ヒト末梢血のCD34+血管幹細胞の血管内皮前駆細胞への分化・増幅においてCD34-細胞との直
接的細胞間クロストークが重要であること、さらに、CD34-細胞分画中の単球 (CD14+細胞)及びTリンパ球(CD3+細胞)の
当該事象における役割について、CD3+細胞よりもCD14+細胞に発現するNotchリガンド及びCD34+細胞に発現するNotchリ
セプターの細胞間クロストークが重要であることを突き止めた。この結果は、単球とCD34+血管幹細胞のNotchリセプタ
ー・リガンド系による血管再生機能を担うニッチの形成という新規な血管生物学的分子機構を世界で初めて解明したこ
とになる。

研究成果の概要（英文）：We investigated blood cell-cell interactions to promote the expansion and 
differentiation of endothelial progenitor cells (EPCs) derived from CD34+ cells using the novel culture 
system developed by our laboratory. Peripheral blood mononuclear cells are divided into CD34+ stem cells, 
and CD34- cells of T lymphocytes (CD3+ cells), and monocytes (CD14+ cells). We found the promoting effect 
of CD34- cell populations on vascular regeneration capability of CD34+ cells via expansion and 
differentiation to endothelial progenitor cells (EPCs). Further, CD14+ cells turned out to be a key cell 
population responsible for the effect through a direct cell-cell interaction of Notch ligand/receptor 
system, Delta like -1 expressed on CD14+ cells to Notch receptor-1, or 2 on CD34+ cells, but not CD3+ 
cells.
The results indicate that CD34+ cells together with CD14+ cells form the functional ‘niche’ playing a 
critical role in vascular regeneration, providing a novel information in vascular biology.

研究分野： 血管再生
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１．研究開始当初の背景 
ヒ ト 末 梢 血 単 核 球 (Peripheral Blood 
Mononuclear Cell= PBMNC)に含まれる CD34+
幹細胞由来血管内皮前駆細胞(Endothelial 
Progenitor Cell = EPC)について、虚血性疾
患の病態診断やEPC移植血管再生治療の有効
性評価におけるEPCの数と機能評価の有用性
が判明している。我々は、EPC の増幅・分化
度評価法（EPC-コロニー形成アッセイ= 
EPC-CFA）及びヒト CD34+幹細胞を用いた EPC
増幅(Quantity)・分化(Quality)培養法(QQ 培
養)による血管再生機能増強培養法を開発し
た。また、ヒト PBMNC の QQ 培養においても
血管再生機能が増強され、さらに、PBMNC の
CD34+幹細胞単独と CD34-単核球との再構築
細胞の QQ 培養を実施したところ、CD34+細胞
の EPC 増幅・分化能が増強されることを発見
した。今まで、我々は、骨髄中 EPC 増幅・分
化機能性ニッチとして、骨髄微小環境におけ
る Jagged-1 (JAG1)の関与をマウスにおいて
報告した。前述の知見は、骨髄微小環境のみ
ならず、血液系細胞の CD34+幹細胞と CD34-
単核球においても、EPC の増幅・分化を司る
何らかの細胞間ニッチが存在することが想
定された。 
 
２．研究の目的 
今回の研究では、QQ 培養系を用いて、ヒト末
梢血 EPC の未分化 CD34+幹細胞における「EPC
増幅・分化の分子機序」について、CD34+幹
細胞及び CD34-PBMNC (単球及び特に Tリンパ
球)の血液系細胞間の「EPC 増幅・分化の分子
機序」に関わる血管再生機能性ニッチを探索
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
臨床研究委員会の承認を得て実施した
(13R-228 号)。健常人からインフォームドコ
ンセントを得て、末梢血 10〜50mL から PBMNC
を単離した。磁気ビーズ法を用いて CD34+細
胞、CD14+細胞、CD3+細胞を実験に応じて単
離した。トランスウエルメンブラン、6well 
Primria plate を用いて、CD34+幹細胞と各
CD34-単核球分画の直接的または間接的QQ共
培養を行った。QQ 培養は、サイトカイン
(SCF;100ng/mL 、 TPO;20ng/mL 、 flt3 
ligand;100ng/mL 、 VEGF;50ng/mL 、 IL-6;20 
ng/mL)添加した StemLineII 造血幹細胞増幅
培地を用いた。培養細胞の Notch ligand、
CD34+細胞の Notch receptor の発現を flow 
cytometry にて実施した。 
QQ培養細胞のEPC-コロニーアッセイを行い、
EPC の増幅・分化能を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト PBMNC の QQ 培養中では EPC は増
幅・分化が促進する（図１）。 
PBMNC(2x106/well)の QQ 培養において、培養
後、QQ 細胞(2x105/dish)の総 EPC コロニー産
生数は漸増し、特に、３日目以降、分化型コ

ロニーの増加が顕著になり、それとともに、
総 EPC コロニー産生数も漸増した。 
未分化型コロニー産生数は、培養開始後、漸
増し５日後で最高になった。 

 
（２）CD34-PBMNC は、直接的な細胞間接触に
より CD34+幹細胞の EPC 増幅・分化が促進す
る（図２）。 
QQ 培養細胞について、EPC コロニー産生能は
CD34-PBMNC ではなく、CD34+幹細胞に存在し
ていた。また、トランスウエルを挟んだ
CD34-PBMNC(2x106/well)及び CD34+幹細胞
(4x103/well)の QQ 培養を実施した結果、この
CD34+幹細胞は EPC コロニーを産生しなかっ
た。一方、各細胞を同一細胞数ずつ再構築（混
合）した後、QQ 培養を実施したところ、PBMNC
の QQ 培養細胞と同様に、EPC コロニー産生が
著増した。この結果は、（１）CD34-PBMNC が
CD34+幹細胞の EPC 増幅・分化能を促進させ
ること、（２）この現象は、CD34+幹細胞と
CD34-PBMNC の責任分子機構として、液性因子
によるものではなく、直接的細胞間分子情報
伝達機構によることが判明した。 



（３）QQ 培養系では、単球系細胞(CD14+細胞)
が CD34+幹細胞の EPC 増幅・分化能を促進す
る（図３）。 
CD34+幹細胞(4x103 個)と単球(CD14+細胞; 
2x106個)または T リンパ球(CD3+細胞; 2x106

個)を混合後、QQ 培養を行い QQ 培養細胞
(1x105/dish)の EPC コロニー産生は、CD3+細
胞ではなく、CD14+細胞との直接的 QQ 培養に
より促進された。 

 
（４）QQ 培養系においては、細胞間の Notch
シグナルが重要である（図４）。 
PBMNCのQQ培養系におけるNotchシグナル抑
制を目的として、γセクレターゼ抑制剤(15
μM)を添加した PBMNC の QQ 培養を行った。
EPC コロニー産生能が抑制されたことから、
CD34-PBMNC と CD34+幹細胞との EPC産生にお
けるクロストークにおいては、Notch シグナ
ルが重要であることが判明した。また、CD34+
幹細胞においては、Notch-1 receptor 及び
Notch-2 receptor の発現が 29.4%、27.1%認
められた。 

（５）QQ 培養系では、単球系細胞(CD11b+細
胞)において DLL 1 が一時的に発現が亢進す
る（図５）。 
Flow cytometry による QQ 培養期間中の単球
系細胞(CD11b+細胞)において Notch ligand
の発現を検討した。JAG1 及び DLL4 について
は培養期間を通じて発現する単球系細胞は
希少であったが、DLL1 を発現する単球系細胞
は、培養３日目において、単球系細胞中 35％
と一時的に著増した。この結果は、QQ 培養系
の EPC 増幅・分化の責任細胞である単球系細
胞における機能性分子として DLL1 の一時的
発現が重要であることが示唆された。 

（６）DLL1 は QQ 培養系における EPC 増幅・
分化の機能性分子である（図 6、７）。 
単球系細胞(CD14+細胞)の DLL1の機能を検討
するために、単離した CD34+幹細胞(1x104)及
び shRNAレンチウイルスによるトランスフェ
クションによるDLL1の発現を抑制したCD14+
細胞(1x106)を直接的 QQ 培養を実施した。 
培養後 QQ 細胞 (2.5x104) からの総 EPC コロ
ニー産生数(図６)及び分化度(図７)は、対照
群に比較して、約 1/2 に減少し、EPC の増幅・
分化は抑制された。この結果は、DLL1が CD14+
細胞の CD34+幹細胞の EPC 増幅・分化促進因
子であることが判明した。 



 
（７）考察及び今後の展望。 
ヒト末梢血の CD34+血管幹細胞の EPC への増
幅・分化において CD34-細胞との直接的細胞
間クロストークが重要であること、さらに、
CD34-細胞分画中の単球及び T リンパ球の当
該事象における役割について、CD3+細胞より
も CD14+細胞に発現する Notch リガンド及び
CD34+細胞に発現する Notch リセプターの細
胞間クロストークが重要であることを突き
止めた。この結果は、単球と CD34+血管幹細
胞の Notch リセプター・リガンド系による血
管再生機能を担当する細胞間ニッチの形成
という新規な血管生物学的分子機構を世界
で初めて解明したことになる。この分子機構
は、各種病態における末梢血単核球の血管再
生能の診断学的評価系を開発する上で、また、
末梢血単核球の QQ 培養細胞移植による、よ
り治療効果の高い血管再生療法を開発する
上で、それらの分子機構の観点から重要な知
見を与えると考えられる。 
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