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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、糖尿病・脂質異常症などに起因する動脈硬化症や、強皮症などの膠
原病・国の指定難病のバージャー病などで末梢の動脈が閉塞し、安静時の痛みや皮膚の潰瘍などがある患者さん
に対する「血管再生医療」に関して研究を行った。患者自身から採取した間葉系の幹細胞である「皮下脂肪組織
由来再生細胞（ADRC）」を虚血骨格筋内に細胞移植し、毛細血管を再生させて潰瘍や痛みなどを治療する再生医
療である。すでに臨床応用には至っているが、依然血管再生機序に関わる疑問点や、治療に反応する患者の予知
等に関する基礎的な検討を継続している。また、他の分子（硫化水素など）による関連した血管再生研究も同時
に行った。

研究成果の概要（英文）：Our final goal of this research series is to establish the clinical 
therapeutic angiogenesis in patients with critical limb ischemia manifestating rest pain and/or 
ischemic skin ulcer due to atherosclerotic disease, Burger's disease and connective tissue diseases 
such as scleroderma (PSS).  To this end, we have established mouse, rat and rabbit model of hind 
limb ischemia, and we examined the effects of the implantation of autologous adipose-tissue derived 
regenerative cells (ADRCs), one of the mesenchymal stem cell class, on limb blood perfusion and 
angiogenesis in these animal models. We also tested the effects of combination of several drugs and 
ADRCs, H2S on angiogenesis in hind limb ischemia model. We have already performed clinical cases 
using ADRC injection to patients with critical limb ischemia, and examined the possible biomarkers 
that can predict the salutary efficacy of this procedure.  For example, we are focusing on the role 
of VEGF-A165b and circulating CD34+ cells. 

研究分野： 循環器内科学
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１．研究開始当初の背景	 

1990年代から血管内皮増殖因子（VEGF-A）な

どの遺伝子や蛋白を用いた血管再生療法に

関する治療研究がスタートし、その後浅原博

士や我々のグループが血管内皮前駆細胞

（Endothelial	 progenitor	 cell:	 EPC）の存

在に関する知見を発表した（Science.	 1997）。

その後EPCが骨髄から動員されることが証明

され、その成果をもとに、重症虚血肢患者に

対して自己骨髄単核球細胞移植による血管

再生療法を TR	 研究として立ち上げて来た。

これらの研究は一定の成果を見せたが

(Lancet.	 2002)、骨髄細胞による再生治療に

は、重症糖尿病や透析患者などの治療不応例

も存在することが判明した。また自己骨髄液

を採取するという侵襲的な処置もあるため

に、全身状態の悪い患者には適応できない。

以上より我々は骨髄単核球以外の移植細胞

源を探索してきた。	 

	 2001 年に Zuk らにより、皮下脂肪組織中に

は多分化能を有する間葉系幹細胞が存在す

ることが報告された。骨随細胞に比べこの脂

肪 組 織 由 来 幹 細 胞 （ adipose-derived	 

regenerative	 cell:	 ADRC）は、比較的容易

に採取できること、また骨髄由来細胞とほぼ

同等の組織再生能力を持っていることなど

から、自己骨髄に代わる新たな体性幹細胞の

起源として期待されるようになった。マウス

モデルでは、皮下脂肪由来 ADRC の移植は虚

血組織の血管再生を増強させた(Kondo	 K.	 et	 

al.	 Arterioscl	 Thromb	 Vasc	 Biol.	 2009)。

その後我々は、TR 研究として自己 ADRC 移植

に寄る血管再生療法のヒトへの応用を試み

た。	 

	 
２．研究の目的	 
今回の申請研究では、自己皮下脂肪組織由来
間葉系再生細胞（ADRC）を用いた心臓血管系
組織の総合的な再生医学研究を行う。	 
さらに重症末梢動脈疾患および虚血性心疾
患に対する血管再生療法の開発を目指す。	 

（１） すでに ADRC 移植による重症下肢虚

血患者の血管再生医療は開始しているが、

「臨床と基礎研究の往還」は極めて重要な研

究手法であり、引き続き臨床での疑問点は、	 

基礎医学的手法を用いて平行して検討を進

める。	 

（２） 下肢虚血・重症心筋虚血モデルにお

いて、ADRC移植による血管再生研究を推進す

る。特に心筋虚血では、独自の細胞シートの

作成を行い、動物における応用研究を行う。	 

（３） 臨床上問題となっている、術後リン

パ浮腫に焦点を当て、ADRC移植によるリンパ

管再生・リンパ浮腫の改善効果について小・

大動物を用いた実験系の確立と効果判定実

験を行う。	 

	 
３．研究の方法	 

	 重症四肢虚血患者に対する ADRC 移植の

血管再生療法については、以前に我々は厚

生労働省「ヒト幹細胞臨床研究審査会」か

ら承認を得た。また平成 26 年度はこの臨

床研究をさらに推進し、データの収集を行

った。途中で余儀なく下肢切断があったよ

うな場合の組織の病理学的検討等につい

ては、本研究費により進めた。また、「臨

床と基礎研究の往還」は、重要な研究手法

であり、引き続き	 ADRC 移植による血管再

生のメカニズム研究、長期効果などについ

ては平行して研究を進めた。ADRCは間葉系

の細胞であり、骨格筋細胞の刺激・再生作

用を介した効果や、末梢神経機能に対する

影響等も検討した。具体的には、ウサギ片

側下肢虚血モデル作製7日後に、ウサギを

無作為に3群に分け、それぞれにADRC、骨

髄単核球（陽性コントロール）、陰性コン

トロールとして生理食塩水を虚血骨格筋

内へ移植し、移植4週間後に有効性と安全

性の評価を行った。評価項目は、虚血組織

における血管新生効果、虚血／正常下腿血

圧比の測定、下肢血管造影、CD31免疫染色

による毛細血管密度の定量評価、組織中サ

イトカイン・成長因子の定量などを行った。	 

	 また心筋組織の	 ADRC 移植による血管再

生療法についても、実験モデルを立ち上げ

た。またマウス心筋梗塞モデルを作製し、

無作為に2群に分け、それぞれにADRC、陰

性コントロールとして生理食塩水を筋肉

組織へ移植した。移植2週間後に心臓を摘

出し、免疫染色により左室エリア、虚血エ

リア、梗塞エリアを同定し、心筋梗塞サイ

ズの定量評価を行った。併せてTUNEL染色

による心筋細胞死の観察、免疫組織染色に

よる毛細血管密度の定量評価を行った。加

えて移植した ADRC から産生される VEGF-A、

bFGF,	 SDF-1 などの各種増殖因子やケモカ

インをDNAマイクロアレイおよびサイトカ

インアレイを用いて網羅的に解析した。ま

たこの後に述べる ADRC 細胞シートを作成

し、同様のマウス心筋梗塞モデルを作成し、

細胞シート移植群、細胞浮遊液注入群、生

理食塩水群に分けて、それぞれ同様の効果

を判定した。特に細胞シート移植群では、

移植した細胞片の組織内定着、毛細血管再

生、細胞の停留度合い、長期効果について

検討を行った。マウスの心筋梗塞モデル作



製については、すでに当科では実績がある。	 

	 引き続き、マウス心筋梗塞モデルを作成

し、ADRC細胞シートを作製し、これによる

血管再生研究を行った。細胞シート移植群、

細胞浮遊液注入群、生理食塩水群に分けて、

それぞれの効果を判定した。細胞シート移

植群では、移植した細胞片の組織内定着、

毛細血管再生、細胞の組織内存在、長期効

果について検討を行った。さらに、ADRC

移植後に懸念されるなんらかの腫瘍や移

植後不整脈の発生などの危険性について、

遺伝子および病理学的検査、心電図検査を

用いて安全性の確認を行った。	 

	 

	 マウスにて有効性や安全性を確認され

た後に、大型動物（ミニブタ）を用いて、

急性心筋梗塞モデルに対する ADRC 移植の

有効性を確認する前臨床試験を行う予定

であった。ミニブタ心筋梗塞モデルは既に

確立していた。	 

	 

４．研究成果 
	 我々のグループではこれまでに、従来治療

法では四肢切断が余儀なくされると判断さ

れた Fontaine 3~4度の重症虚血肢を有する 8
症例に対して、本血管再生療法を実施し、施

行後の追跡調査を 6ヶ月間行った。今回、い
ずれの症例も Buerger 病または PSS や SLE 
などの膠原病に伴う難治性皮膚潰瘍を有す

る Fontaine 4度の患者であった。細胞移植治
療後、安静時および歩行時の疼痛の改善

（VAS score）、皮膚潰瘍の縮小ないし消失、
SPP検査においても血流改善を示唆する所見
などが認められた。現時点において、8 症例
とも出血、感染、肺塞栓症などの周術期合併

症や血管新生に伴う有害事象の発生を認め

ていない（図１、２に代表的な症例の潰瘍写

真を提示する）。 

（図１） 

 
 

（図２） 

	 平成 28 年度からは、症例数のさらなる増
加を図るため、名古屋大学を統括研究機関と

した多施設共同臨床研究（信州大学、金沢大

学、聖マリアンナ医科大学、千葉大学、獨協

医科大学、久留米大学、福岡徳洲会病院の８

大学（施設））で、全国恊働臨床研究体制に

移行した。本形態になってからの臨床研究に

関しては、再生医療等の安全性の確保等に関

する法律（いわゆる再生医療新法）に準拠し

た形で本臨床研究の再生医療等計画書を作

成し、平成 27年 11月名古屋大学特定再生医
療等委員会に承認を得た後、東海北陸厚生局

に届け出し受理された。本臨床研究の質と安

全性を担保するため、各共同研究施設で本治

療が初めて行われる際は、共同研究施設に名

古屋大学から研究開発分担者を派遣してい

る。平成 28 年度からの本試験移行後では、
すでに７症例の ADRC 細胞移植血管再生治
療を終了している。これらの成果に関しては、

将来論文等で報告する予定である。 
	 本治療の該当患者は、糖尿病、高血圧、脂

質代謝異常をはじめとする生活習慣病危険 
（図３） 

因子を有していることが多いため、各種生活

習慣病やそれらの治療薬と ADRC 移植にお
ける血管再生効果の相互作用の有無などに

つき動物モデルを用いて検討している。これ



までの我々の研究から、ADRCは SDF-1を高
濃度産生していることが明らかにされてい

る（Kondo K. et al. ATVB. 2009）。また SDF-1
は、インクレチンを分解する事で有名なDPP4
の基質にもなっている。このため、マウス下

肢虚血モデルに糖尿病治療薬である DPP4阻
害剤をADRC移植の際に投与したところ、そ
の血管新生効果が増強することが確認され

た（論文準備中）（図３）。DPP-4阻害剤が
ADRC細胞移植の血管新生効果を増強させう
る可能性が示唆された。 
	 また我々は平行して ADRC の細胞シート
作製を試み、実際にマグネタイト・リポソー

ム系を用いた細胞シート作製に成功した。こ

の細胞シートをマウス心筋梗塞モデルに移

植したところ、心筋組織の線維化の減少、組

織内血管再生の増強効果がみられ、これらは

心筋梗塞後の心機能の有意な回復につなが

った（Ishii M et al. Int. J. Cardiol. 2014）。将来
的に、自己ADRCを細胞シート化し、心筋梗
塞後の心機能低下例に応用出来る可能性が

ある。 
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