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研究成果の概要（和文）：生体組織中に存在する毛細血管細胞から、多分化能を有する周細胞の分離に成功した。　同
細胞は、毛細血管形成や神経などの分化能を有し、従来の再生細胞にくらべ、高い組織再生能をもつことを確認した。
　同細胞を毛細血管幹細胞（Capillary stem cells; CapSCs)と命名した同細胞を利用した再生医療にむけて、新しい
プロジェクトへ発展している。

研究成果の概要（英文）：We found novel somatic stem cells, which is successfully isolated from capillary 
pericytes using cellular specific marker. These cells can form capillary by their own, and have 
multipotency to differentiate to mesenchymaland neuronal cells. These cells, termed capillary stem cells, 
CapSCs have regenerative potency in several diseases such as peripheral ischemia. Now, we are developing 
new strategy using CapSCs for regenerative medicine.

研究分野：血管新生
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１．研究開始当初の背景 
(1) 我々は、骨髄由来内皮前駆細胞（EPC）
を用いて組織の血管新生効果を観察してい
たが、既報通りに、安全性および有効性を確
認できたが、増加した新生血管は、ほとんど
が EPC由来でないこと。 新生血管が幼若性
であることから、①EPCでない組織内「血管
前駆細胞」、さらに②血管成熟化に関わる血
管周細胞(PC)に興味をもった。 
(2) PC の一部に、間葉系幹細胞（MSC）様の
多分化をもつことが報告され【１】、組織再生
に関わる組織幹細胞の主体となるものとし
て注目されるようになった。 しかしPCは、
複数の集合体からなるが、それらを分離・分
別できる特異的マーカーなどの方法が確立
していない。 どうように、MSCの機能をも
つ PC(MSC-PCs)を分別する方法もなく、
MSC-PC の生体内での病態役割など不明であ
った。 
(3) 我々は、上記した血管成熟機構の解明の
ために独自に樹立した毛細血管由来細胞株【2】

を用いて研究を進めてきたが、そのなかで、
今回の研究構想の着想にいたった。 
 
２．研究の目的 
我々が樹立したMSCsおよびPCsの基本
機能を保持するMSC-PCs 細胞株を利用し、
MSC-PCs の特性解析および同細胞の同定、分
離法を開発していく。 将来的には、心血管
疾患ばかりでなく、代謝疾患、悪性腫瘍など
の各種病態下での様々な組織内のMSC-PCs
を解析して、毛細血管の新たな役割の解明と
共に治療開発に繋げていく。   
（１） MSC-PCsの幹細胞特性に関わる因子
の探索と、同細胞の機能解析 

（２） MSC-PCsの特異的マーカーの探索と、
同細胞の同定、分離法の開発 

（３） MSC-PCsの下肢虚血病態下での役割
評価   

 
３．研究の方法 
目的１ MSC-PCs の幹細胞特性に関わる因
子の探索と同細胞の機能解析 
（１） 一次機能解析スクリーニング 
MSC-PCs「幹細胞機能」の程度 （高）MSC#
７⇔#３⇔#９（低）の順列で変化する遺伝子
群を、microarray により選定。  
① SiRNA 導入-候補因子発現抑制（knock 
down; KD） 合成 SiRNA を lipofectamine
による導入。 
② 脂肪分化能の評価  短時間(3 日)で簡
易的に評価できる脂肪分化能を一次機能
アッセイに利用。 脂肪分化細胞(BODIPY
染色)/総細胞数(Hoechest 核染色)を評価。 
③ 他の間葉系細胞への分化能の評価  上

記で選別された候補因子に対し、さらに
骨芽・軟骨細胞分化能への影響を観察す
る。 分化誘導後 1 週後に分化指標遺伝
子発現量（osteopontin、collagen Ⅱなど）
を評価。 
 
（２） 二次機能解析スクリーニング 
一次スクリーニングで選別された候補因子
に対して、以下の二次スクリーニングを行っ
ていく。 
① 発現ベクター導入による標的因子過剰発
現（over expression; OE） PCR 法あるい
は人工合成(GeneScript 社)による選定因子
のcDNA調整。 MSC-PCs(高分化能MSC#7
および低分化能#9株)への組み換え発現ベ
クター(pcDNA)の導入。 
② 間葉系細胞への分化能への影響 上記同
様に分化能への影響を機能評価する。 
③ 候補遺伝子の幹細胞調節機能解析 最終
的な選定候補因子のKDあるいはOEした細
胞を対象に、①in vitro 血管新生能（3D 
matrigel 内での内皮細胞分化や毛細血管様
構造形成能）や②in vivo 組織細胞分化能
（SCID マウスの cardiotoxin 損傷骨格筋組
織への蛍光発光細胞導入による分化能評
価）。 
目的２ MSC-PCs の特徴的マーカーの探索
と、同細胞の同定、分離法の開発 
（１） 各種組織における候補マーカー陽
性細胞の局在 ；  
マウス（C57BL6）各種組織（脂肪、骨
格筋、心筋など）に対して組織学的解析
（電顕および免疫染色共焦点顕微鏡観察）
を行う。 特に、我々が独自に開発した
CCTコラーゲン薄膜に二次元に展開する
末梢毛細血管組織は、詳細な毛細血管の
詳細な組織学的解析が可能となる。 
（２） 脂肪組織から候補マーカー陽性細
胞の分離と機能解析 
上記（1）で陽性細胞の発現量の多いマ
ウス組織、あるいは脂肪組織から毛細血
管細胞を含む間質細胞(stromal cells)分画
を取り出し、PCs マーカーである NG2（あ
るいはCD146）陽性かつMSC-PCs マーカ
ー候補陽性細胞をMACS（MB社）や
FACS(AriaⅡ, BD 社)により分離精製する。   
単離した細胞に対して、①遺伝子発現
プロファイル、②分化能を含めた細胞機
能、③生体での分化能 を解析する。（In 
vivo 細胞導入実験の際は、GFP 発現マウ
スの組織から分離した GFP 発現細胞を利
用） 
 
 
 



 
目的３ MSC-PCs の疾病病態下での役割評
価 
（１） マウス下肢虚血モデルにおける
MSC-PCs 細胞導入実験  
マウス（C57BL6およびSCID）のHind limb 
Ischemia model を作成。 目的１の成果で
選定した因子の KD/OE した MSC-PCs を
虚血組織内に注入し、下肢還流度をドッ
プラー血流計で、導入細胞の血管あるい
は骨格筋などへの分化度は免疫組織学的
解析で評価（目的１C参照）。 
（２） 組織由来MSC-PCs 細胞導入効果の
評価  
目的２で調整した、組織由来MSC-PCs
においても、上記(1)同様に虚血組織内導
入の効果を確認する。 この際、分離す
る前の間質細胞粗成分や、骨髄由来内皮
前駆細胞（EPC）との虚血改善効果を比較
検討する。 
  
４．研究成果 
(1) MSC-PCsの幹細胞特性に関わる因子の探
索と同細胞の機能解析 
独自に樹立した毛細血管細胞株を利用
したアレイ解析により、幹細胞機能を持つ周
細胞の特異的な遺伝子の抽出に成功した。 
この中から、SiRNA による遺伝子低下実験に
より、周細胞における分化能（主に脂肪分化
能で評価）に影響を与える因子を５つ抽出す
ることに成功した（知財申請の関係で具体的
因子名は不明記）。 現在も、同因子におけ
る機能解析を行っているが、その中で、細胞
表面に発現し、同細胞のマーカーとして利用
できる因子を見いだし、引き続き、下記（２）
で記するプロジェクトに重点化して研究を
おこなってきた。 
 
(2) MSC-PCs の特徴的マーカーの探索と、同
細胞の同定、分離法の開発 
上記（１）で見出した因子の中から、多
分化能をもつ PC を同定、分離できる特異的
マーカーを見いだすことに成功した。  マ
ウスおよびヒト皮下脂肪および骨格筋など
の末梢組織の毛細血管周細胞の中から、幹細
胞機能をもつ細胞を分離し、その機能を明ら
かにしてきた。 これらの細胞は、①内皮・
周細胞に分化し毛細血管～成熟血管を自ら
形成することができ、②脂肪、骨芽、軟骨細
胞など間葉系細胞への分化能をもち（間葉系
幹細胞様）、③神経、グリア系細胞への分化
能をもつ（神経幹細胞様）。 我々は、この
独自のマーカーで定義された MSC-PCｓ細胞
を毛細血管幹細胞 （ capillary stem cells; 
CapSCs）と命名し、特許申請中であり、論文
投稿中である。 

 
 
(3) CapSCs の疾病病態下での役割評価 
マウス下肢虚血モデルにおいて、CapSCs
導入により、骨髄由来 EPC などと比べ、著明
な下肢虚血改善効果を認めた。 組織内での
比較的成熟した血管新生作用を認めた。 併
せて、CapSC 自身が血管細胞になって長期に
組織にとどまることを確認している。 また
骨格筋挫滅マウスモデルにおいて、CapSC 導
入により、対照の粗 PC にくらべ、非常に高
い骨格筋再生能をもつことを確認した。 
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