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研究成果の概要（和文）：臨床的に重篤な症状を呈することがありながら、確立した治療方法の存在しない軟部組織の
動静脈奇形に対する治療方法の開発の第一段階として、病巣局所の切除組織検体から病態の主座をなすと考えられる血
管内皮細胞を単離する手法を開発した。広く一般に施行可能である酵素分散法を用いて、混在する線維芽細胞、間葉系
細胞を効率的に除去し、機能的解析に十分な量の細胞数を確保する方法を確立した。今後は、症例、サンプルの蓄積を
重ね、免疫不全動物に対する移植実験など、従来はサンプル準備が困難で行うことのできなかった解析を進めていく。

研究成果の概要（英文）：In order to develop the new therapeutic intervention to soft tissue arteriovenous 
malformation, we develop the method of primary endothelial cell culture from small amount of vascular 
malformation resected samples. Using Rho-kinase inhibitor, Y27632, we established the method to obtain 
primary endothelial culture by enzymatic digestion and sorting.

研究分野： 血管奇形　創傷治癒
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１．研究開始当初の背景 
 
血管腫・血管奇形は、部位、病変の大きさ

などによっては非常に難治な病態であるに
もかかわらず、その病態、本質については不
明な点が多い。中でも、動静脈奇形は、毛細
血管を介さない動静脈の短絡を有し、流入・
出血管の拡張、蛇行などの 2 次的変化を伴い
やすく、出血や高拍出性心不全から致命的な
経過をたどることもある。根治的な切除術は
出血のリスク、機能的欠損が不可避であり、
塞栓療法、硬化療法などの血管内治療を軸と
して、生涯にわたる治療の継続を余儀なくさ
れる症例も多く、革新的な治療が望まれると
ころである。 
研究代表者は、特に血管奇形に対する治療

開発をテーマとして主に硬化療法、手術的治
療方法について、基礎的、臨床的研究を行っ
てきたが、特に広範かつびまん性の病変にお
いては、現存する治療手段のみでは整容的、
機能的に満足のいく結果を得ることは困難
なことも多く、より病態の本質に迫ったアプ
ローチの必要性を感じていた。 
一般に血管腫・血管奇形と呼ばれる病態の

中 で も 、 Non-involutional congenital 
hemangioma（以下 NICH と省略）と呼ばれ
る 小 児 血 管 腫 、 静 脈 奇 形 (Venous 
malformation, 以下 VM と省略)、毛細血管奇
形（Capillary malformation, 以下 CM と省略）、
動静脈奇形（Arterio venous malformation、
以下 AVM と省略）は、難治であることが多
いにもかかわらず、一部の家族性の VM, 
CM-AVM を除いては、その原因となる因子は
明らかにされておらず、革新的な治療研究開
発の起点が望まれるところであった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、形成外科手術中に不要、破棄

される健常組織および同組織から採取した
血管内皮細胞および間葉系細胞と、治療目的
で切除を行った NICH, VM, CM, AVM 組織お
よび同組織から採取した血管内皮細胞およ
び間葉系細胞とを比較検討し、これらの病態
生理を明らかにすることにより、新たな治療
的介入方法を探索することを目的とした。端
緒として、限られた量の軟部組織血管奇形切
除検体から、病態の主座であると考えられる
血管内皮細胞を単離する方法の開発を目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 
形成外科手術中に不要、破棄される健常組

織と、治療目的で切除を行った VM,組織を検
体として、広く一般に行いうる血管内皮細胞
単離方法である、酵素分散法による血管内皮
細胞単離手法の確立を目指した。 
 
 

1) 酵素分散法による初代血管内皮細胞培養
方法の確立 
 
 組織検体を細砕した後、コラゲナーゼ処理
する酵素分散法によって、血管内皮細胞を含
む stromal vascular fraction を遠心採取し、こ
れを血管内皮用培地である EGM 培地を用い
て播種した。 
 接着細胞の形態観察を行いながら、継代ご
とに、CD31 抗原を指標としながらフローサ
イトメトリー、もしくは磁気細胞分離装置
（MACS）を用いて、血管内皮細胞の単離を
試みた。 
 
2) 初 代血管内皮 細胞の単離 における
Rho-kinase inhibitor の有用性の検討 
 
 単純な酵素分散法による初代血管内皮細
胞の単離では、NICH など、小児由来の主要
性増殖能を有する病変からの採取は可能で
あったものの効率は低く、成人患者由来の組
織からの単離は困難であることが多かった
ため、Rho-kinase inhibitor である Y27632 を
培地に添加することによって、効率の改善を
図った。 
 同一検体から、基本培地である EGM 培地
に Y27632 を添加した培地（Y(+)培地）と、
添加していない培地（Y(-)培地）で上記単離
プロセスを行い、採取された細胞数の比較を
行った。また、採取された細胞について、血
管内皮細胞マーカー発現の確認、および Tube 
formation assay による機能的な確認を行っ
た。 
 また、血管内皮細胞単離プロセスにおける 
Y27632 の有用性についてより詳細を明らか
にするために、CD31 抗原陰性細胞、線維芽
細胞増殖能に対する Y27632 の影響を調べた。 
 
４．研究成果 
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プロセスの簡易化、均一化をはかるため、磁
気分離細胞装置(MACS)を導入した。 
さらに、初代血管内皮細胞確立過程において、
基本培地への Y27632 の添加の影響を調べた。 
 
 
 
 
 

 
一方、血管内皮細胞培養単離過程における、
Y27632 の影響の仔細を調べる目的で、単離
された、線維芽細胞（DMEM 培地）、CD31(-)
細胞（EGM 培地）、CD31(+)血管内皮細胞、 
それぞれの増殖能に対する Y27632 添加の影
響を調べた。ところ、Y27632 添加によって、
線維芽細胞や、CD31(-)細胞などの間葉系細
胞は増殖能の抑制をうる一方、CD31(+)血管
内皮細胞の増殖能は増加することがわかっ
た。 
 

 
得られた細胞の血管内皮細胞としての機能
面での検討のために行った tube formation 
assay でも、Y(+)細胞は Y(-)細胞と同等ない
し、それ以上の血管形成能を有することが示
された。 
 
また、RT-PCR を用いて代表的な血管内皮細
胞マーカーである vVF, ET1, VE cadherin 
mRNA の発現を調べたところ、Y(+)細胞は、
Y(-)細胞同様に、各マーカー遺伝子の発現を
認めることがわかった。 
 
本手法を用いることによって、従来より機能
的解析が行われると考えられる P4～P6 継代
の段階で、実数にして 100 倍程度の血管内皮
細胞を確保することが可能となった。今後は、
症例、サンプルの蓄積を重ね、免疫不全動物
に対する移植実験など、従来はサンプル準備 

 
が困難で行うことのできなかった解析を進
めていくことが可能となった。 
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