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研究成果の概要（和文）：重症下肢虚血に対する細胞移植療法における有効性と安全性に疑いの余地はない。し
かし現状、高い治療効果が得られているとは言い難く更なる改良が必要とされる。本研究では、低酸素暴露によ
り機能賦活化した末梢血単核球移植による新生血管誘導に加えて、血管成熟化因子アペリンを投与するハイブリ
ッド治療法の有用性を検証した。検証の結果、低酸素暴露し機能賦活化したマウス末梢血単核球の移植と同時に
アペリンを投与することで、虚血下肢において単核球により誘導された新生血管がアペリンによって成熟化する
ことが明らかとなった。本治療法は、比較的低侵襲な新たな治療法として、今後、重症下肢虚血治療に用いられ
ると期待される。

研究成果の概要（英文）：Cell-based therapy for severe hindlimb ischemia is promising in its 
effectiveness and safety. However, it is necessary to be improved in effects of cell-based therapy 
for hindlimb ischemia because of its poor therapeutic outcomes. In this study, we investigated if 
hybrid strategy which is composed by transplantation of preconditioned peripheral blood mononuclear 
cells and co-administration of apelin was useful therapy for severe hindlimb ischemia. As a result, 
this hybrid therapeutic strategy resulted in effective maturation of new vessels by cell-based 
therapy. This strategy will be expected to become novel and low invasive therapeutic approach for 
severe hindlimb ischemia. 

研究分野：血管外科
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１．研究開始当初の背景 
〈重症下肢虚血に対する細胞移植治療〉 
当教室は長年自己骨髄由来細胞を用いた心
血管再生治療に関する基礎研究と臨床研究に
携わっている。細胞移植による血管再生治療
を開発し、世界初となる重症下肢虚血患者に
対する臨床試験で、その有効性と安全性を証
明した（Jpn Circ J. 2001. 65: 845, Cell 
Transplant. 2002. 11: 747）。現在、骨髄幹
細胞を含め、末梢血、脂肪組織、心筋細胞な
ど様々な自己組織由来の幹細胞を用いた細胞
移植治療は世界中の多くの施設で臨床応用が
なされ、虚血組織の血流増加や臨床症状の改
善など、その有効性の裏付けがなされている
（Lancet. 2002. 360: 427, Circulation. 2003. 
107: 2294）。これらの自己組織由来幹細胞を
用いた心血管再生治療は難治性重症虚血疾患
に対する有望な治療法であり、大きな期待が
寄せられている。しかし、現時点で必ずしも
十分満足のいく治療効果が得られているとは
言えない。その理由として、主に虚血組織へ
の移植細胞の生着率の低さと新生血管の未熟
性の２つが挙げられる。我々は移植細胞の生
着率を上昇させるため、移植する細胞を移植
前に低酸素に短時間暴露する方法（低酸素プ
レコンディショニング）を考案した。これま
での研究で、低酸素プレコンディショニング
後の細胞では、血管成長因子の産生亢進、酸
化ストレス抵抗性の獲得、および細胞接着分
子発現の上昇により、生着率が向上し、細胞
移植治療による血管再生の増加作用を示すこ
とを明らかにした（Cardiovasc Res. 2006. 
70: 254）。さらに臨床応用を視野に入れ、よ
り簡便で安全に採取可能な末梢血単核球を用
いた実験でも同様の有効性を明らかにし（Am 
J Physiol Heart Circ Physiol. 2008. 294: 
H590）、加えて，ラビットを用いた中型動物
の実験でもその有効性を証明している
（Biochem Biophys Res Commun. 2014. 
444: 370）。 
 
〈血管成熟化とApelin〉 
我々はさらなる治療効果向上のためには、
新生血管の成熟も必要であると考え、近年血
管成熟に直接関与する因子として同定された
Apelin の研究を進めてきた。Apelin は
Angiopoietin 1 の刺激により血管内皮細胞
から分泌され、その受容体であるAPJ に結合
し 、 作 用す る （ Biochem Biophys Res 
Commun. 1998. 251: 471）。また、APJ は
血管内皮細胞、血管平滑筋を始めとする種々
の細胞で発現しており（Regul Pept. 2005. 
126: 233）、VEGF でその発現が亢進するこ
とが報告されている（Thromb Haemost. 
2009. 101: 999）。特に新生血管の血管径の調
節作用や構造の安定化作用から、新生血管の
成熟化に直接関与する因子として知られてい
る（Blood. 2010. 115: 3166）。低酸素プレコ
ンディショニングにより生着率が向上した細
胞移植治療に、Apelin の持つ血管成熟化作用

を加えることで、より高い治療効果が得られ
る可能性があると考えている。 
 
 
２．研究の目的 
血管再生治療として細胞移植治療は、世界
中で臨床応用がなされ、その有効性と安全性
が示されている。しかし、必ずしも満足のい
く治療効果は得られていない。その原因とし
て明らかにされているのが、「虚血組織での
移植細胞の生着率の低さ」と「新生血管の未
熟性」である。当教室では、移植細胞に対す
るex vivo での低酸素プレコンディショニン
グが生着率を向上させ、血管新生効果を増強
させることを明らかにしてきた。この治療に
さらに“新生血管成熟”を付加することで、
細胞移植治療効果のさらなる向上が期待でき
ると考えた。そこで近年、血管成熟に直接関
与する因子として注目されているApelin の
同時投与を行い、細胞移植治療の問題点を同
時に解決することを目指した。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 動物モデルの作製 
本研究には、8-9週齢のオス C57BL/6マウ
スを用いた。下肢虚血モデルは、左肢大腿動
脈を結紮し全ての側副枝を切除することに
より作製した。全ての動物実験は、山口大学
動物使用委員会の承認を受けて実施した。 
 
(2) 末梢血単核球の単離と低酸素プレコンデ
ィショニング 
 末梢血単核球は、マウス全血から
Lympholyte-Mammal を用いた比重遠心法
により単離した。採取した末梢血単核球は、
1ml 当たり 2 x 106 個の細胞数になるよう
10%FBSを含む RPMI培地で調整した。細胞
懸濁液を通常酸素培養条件（20%酸素）およ
び低酸素培養条件（2%酸素）で 24時間培養
し、末梢血単核球における遺伝子発現解析や
虚血下肢への移植に用いた。 
 
(3) 大動脈リングアッセイ 
 切離したマウス胸部大動脈を opti-MEM
培地に入れ、培養シャーレ上で 0.5mm 長に
なるように大動脈を切断した。opti-MEM培
地中で 24 時間培養後、通常酸素濃度もしく
は低酸素濃度で培養した末梢血単核球を含
むマトリゲル中に大動脈を埋め込み、さらに
1μM のアペリンを含む opti-MEM を添加し
て培養した。培養 7日後に血管平滑筋に対す
る免疫蛍光染色を実施し、出芽した血管数と
成熟した新生血管密度を評価した。 
 
(4) 末梢血単核球の移植と治療効果の検証 
 通常酸素濃度もしくは低酸素濃度で 24 時
間培養した末梢血単核球を、マウス下肢虚血
モデルへ移植した。この際、アペリンも同時



投与（0.1μmol/kg/day；腹腔内に 7日間連続
投与）し、末梢血単核球移植とアペリンの同
時投与の下肢虚血治療の有効性について検
討した。 
 
(5) 統計解析 
 他群間比較には one-way ANOVA、2群間
比較には Student’s t-test を用い、すべての
統計解析には STATA software を用いた。
P<0.01もしくはP<0.05を統計的に有意な差
とした。 
 
 
４．研究成果 
(1) 低酸素プレコンディショニングの末梢血
単核球に対する効果 
 これまでに我々は、末梢血単核球を短時間
低酸素に暴露すると、血管新生因子や細胞接
着因子の発現が増加し、結果として細胞の機
能賦活化が誘導されることを見出している。
本研究では、機能賦活化した末梢血単核球の
移植と同時に血管成熟化因子であるアペリ
ンを投与することを計画した。本アプローチ
は、細胞移植により増加した未成熟な新生血
管に対する成熟効果を狙ったものであるが、
そもそも、アペリンが末梢血単核球に対して
も影響を与えるか否かの報告はこれまでに
ない。そこでまず、末梢血単核球におけるア
ペリンレセプター（APJ）の発現について、
通常酸素条件および低酸素培養条件のそれ
ぞれについて検証した。その結果、驚いたこ
とに、末梢血単核球においても APJの発現が
認められ、さらにその発現レベルは低酸素プ
レコンディショニングによりさらに増加す
ることがわかった（Fig.1）。このことは、ア
ペリンが血管成熟化のみならず移植した末
梢血単核球に対しても何らかの作用を及ぼ
すことを示唆している。 
 

 
(2) 大動脈リングアッセイによる末梢血単核
球とアペリン同時投与の効果の検証 
 末梢血単核球とアペリンの同時投与法の
効果を明らかにする為に、マウス胸部大動脈
を用いたリングアッセイを実施した。マウス

大動脈リングを、末梢血単核球（通常酸素濃
度で培養した群と低酸素濃度で培養した群）
を含むマトリゲルに包埋し、アペリンを含む
もしくは含まない培地中で培養し、7 日後に
新生血管数および成熟血管数を評価した。そ
の結果、【アペリン＋低酸素培養末梢血単核
球の群】において新生血管数および成熟血管
数の有意な増加が認められた（Fig. 2）。この
ことは、本研究の仮説、「機能賦活化末梢血
単核球移植とアペリンの同時投与により虚
血部において成熟した多数の血管が得られ
る」を強く示唆する結果であり、さらに in 
vivoでの検証を行った。 
 

 
(3) マウス下肢虚血モデルへの末梢血単核球
とアペリンの同時投与 
 末梢血単核球とアペリンの同時投与の効
果を in vivo で検証する為に、マウス虚血下
肢へ低酸素暴露もしくは通常培養した末梢
血単核球を移植し、さらにアペリンを腹腔内
投与した。下肢虚血誘導 28 日後に、下肢骨
格筋を採取し、薄切切片において成熟血管数
を比較検討したところ、予想通り、in vivo
においても同時投与群において高い成熟血
管形成効果が得られた（Fig.3）。 
 

 
(4) まとめ 
 本研究では、我々がこれまでに進めてきた
「低酸素暴露により機能賦活化した末梢血
単核球移植による下肢虚血治療法」をさらに



発展させるべく、未熟な新生血管の成熟化誘
導を試みた。結果として、血管成熟化因子ア
ペリンとの併用効果は期待通りであり、実臨
床への応用も近い成果と言える。しかし、そ
の分子作用機序は不明な点も多く、今後、詳
細な検討を行うことでより確度の高い治療
法の開発へと結び付けていきたい。 
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