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研究成果の概要（和文）：血管内皮原細胞を多く有する骨髄単核球細胞(BM-MNCs)の移植により肺高血圧症を改善させ
ることができるのではないかとの仮説に基づき研究した。monocrotaline誘発肺高血圧モデルにおいて、経静脈的BM-MN
Cs移植により肺高血圧症が改善する。その機序として、細胞移植に伴う肺組織でのパラクライン効果によるVEGFの増大
と、それによるVEGF-VEGF receptorシステムの活性化が最終的に肺小動脈のリモデリングを引きおこし、肺高血圧症を
改善すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effects and possible mechanism of bone marrow mononuclear cell
 (BM-MNC) transplantation on pulmonary arterial hypertension induced by monocrotaline. The monocrotaline-i
njected mice improved significantly 4 weeks after BM-MNC transplantation compared with mice at 8 weeks aft
er monocrotaline injection. BM-MNCs were incorporated into the lung at 30 minutes after transplantation, a
nd significant vascular endothelial growth factor (VEGF) upregulation and almost no change of its receptor
 expression were observed in the lung tissue 1 week after transplantation. Moreover the improvement of pul
monary arterial hypertension was inhibited by simultaneous administration of VEGF receptor-2 inhibitor wit
h BMMNC transplantation. 
BMMNC transplantation improves monocrotaline-induced pulmonary arterial hypertension by favorable pulmonar
y artery remodeling through VEGF upregulation and its receptor system.
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１．研究開始当初の背景 
先天性心疾患の外科的修復術の成否は心

臓の形態、機能的因子のみならず、良好な肺
血管床があることが必須である。実際の臨床
の場において、特に次のような病的肺血管床
を持つ先天性心疾患に外科治療を施すにあ
たり問題となる。1)肺動脈閉塞性病変を有す
る肺高血圧症例、2) 多数かつ細小の主要体肺
側副動脈（major aorto-pulmonary collateral 
artery; MAPCA）を有し、それらの統合
（unifocalization）が困難な症例、3) 先天的
に左右の肺動脈が分断され、どちらか一方の
肺動脈が未発達発な症例がある。このような
症例では、時に肺/心肺移植以外に救命の手段
が閉ざされる場合があるが、これらの病的な
肺血管を再生、もしくは新生することができ
れば、自己の心臓による修復が可能になるこ
とが期待できる。 
 近年、骨髄、血液、臍帯血中の内皮前駆細
胞(EPC: endothelial progenitor cells)の存在
が明らかになり、その血管新生作用が確認さ
れ、虚血心筋、閉塞性動脈硬化症などに対し
その臨床応用が始められているが、肺血管新
生に関しては、いまだ基礎実験の段階である。 
 骨髄単核球移植による肺血管新生効果と
VEGF とそのレセプターによるパラクライ
ン効果が大きくかかわっていることが、いま
だ結論には至っていないのが現状である。 
 そこで、骨髄単核球移植による肺血管新生
療法において、移植細胞の具体的な役割につ
いて研究する。 
 上記のような病的肺血管床を持つ症例に
おいては、肺/心肺移植以外には外科的治療を
断念せざるを得ないケースが存在するが、周
知の通り我が国の小児の移植医療は未だ確
立されていない。したがって、現状では、肺
血管床を再生あるいは新生する以外に残さ
れた治療はない。 
 血管新生は、前述のように肺血管にも応用
できる可能性も報告されており、その機序を
明らかにすることができれば、安全性の確立、
効果的な治療方法の計画が可能となり、本研
究においてこれを確立できれば、小児の先天
性心疾患の治療に大きな選択肢を増やすこ
とが可能となり、その意義は大きい。 
 虚血心筋、閉塞性動脈硬化症などに臨床応
用が始められているが，肺血管新生に関して
は、血管内皮前駆細胞移植をはじめとした骨
髄細胞移植による肺血管新生の可能性は報
告されているものの、いまだ基礎実験の段階
であった。さらに今後これに加えて、骨髄単
核球細胞の生体内動態、分子機構、分化過程
などの詳細な解明により責任分子を制御す
ることによってより安全で個々の病態に応
じた細胞移植による肺血管再生治療が可能
となり、臨床応用への発展が期待される。 
 
２．研究の目的 
近年、虚血臓器への骨髄単核球移植による

血管新生療法が注目を浴びている。我々は血

管新生療法による肺高血圧治療の基礎研究
を経て、今回の研究では、肺において血管新
生の起こるメカニズム，特に移植骨髄細胞の
生態内での動態を分析し、どこでどのように
血管新生に対して影響を及ぼしているのか
を検討する。また臨床応用へ向けての安全性
の評価も併せて行う。 

 
３．研究の方法 
monocrotaline (MCT)誘導肺高血圧モデル

マウスを用いる。同種マウス骨髄から骨髄単
核球を分離、経静脈投与法にて、肺血管の新
生、再生を図る。そのときの移植前後の血液
および肺標本および全身の臓器、骨髄から血
管内皮前駆細胞が血管新生にどの部位でど
のように関与しているかどうか、また VEGF
などの血管新生にかかわる因子を測定し、こ
れらの由来や局所での作用を総合的に判定
し肺血管新生の機序を明らかにする。 
 

〈実験モデルの作製〉 
(1) 生後 8週齢、体重 20g の雌性 C57/BL6 マ
ウスを用いる。 
(2) MCT 80mg/kg を腹腔内投与する。 
約 4週間で肺高血圧マウスモデルが完成する。 
(3) 動物実験施設にて飼育する。 
 
〈骨髄細胞の採取と単核球層の分離〉 
(1) ドナーとして生後 8週齢、体重 20g の雌
性 C57/BL6 マウスを用いる。 
(2) 同マウスに十分に麻酔を施し迅速に大
腿骨、脛骨を摘出後安楽死せしめる。 
(3) 採取した骨髄を遠心法にて単核球層を
分離する。 
 
〈骨髄単核球細胞の移植〉 
(1) 移植細胞を１X107/0.25ml となるように
PBS 浮遊液として調整する。 
(2) 眼窩静脈より経静脈投与を行う。 
(3) 移植後 4週間を細胞治療の END POINT と
し、1クールの実験期間を 8週間とする。 
 
〈肺内の血管新生因子発現の遺伝学的検索〉 
(1) 実験開始時、肺高血圧モデル完成時、治
療後 1週間から 1週間ごとにマウス肺を摘出
し、液体窒素にて急速冷凍後、ホモゲネイト
し、VEGF,VEGF receptor2,β-actin(コント
ロール)などの遺伝子発現を電気泳動法、ウ
エスタンブロッティング法を用いることに
より測定する。 
 
〈移植細胞のマウス生体内での動態〉 
(1) 移植予定の骨髄細胞を Di-I(カルボシア
ニン蛍光)にて染色しておき、移植直後、1日
後、1 週間後と経時的にレシピエントマウス
肺内および全身臓器(脳、肝臓、脾臓、腎臓、
肺、心筋および骨髄)、血液中での移植骨髄
細胞の存在、動態を確認する。 
(2) また、GFP(Green Fluorescent Protein)
マウスをドナーとして使用しGFPをマーカー



として同様に移植細胞のレシピエント体内
での局在や動態について検討する。 
 
〈血管新生機序の評価〉 
(1) 血中サイトカイン測定の結果(液性因子
の関与の検討) 
(2) 血管再生因子の発現度 
(3) 移植細胞のマウス生体内での動態 
 
４．研究成果 
(1) MCT 投与 4 週後には MCT 投与前のコント
ロール群と比較して右室・左室心筋重量比は
0.203 ± 0.02 から 0.296 ± 0.04 へ (p ＜
0.01)、%medial thickness は 7.5%±2.2%か
ら 21.5%±5.2%へ上昇し(p＜0.01)、1視野あ
たりの肺小動脈数は20.9±4.8から5.1±1.7
に減少し(p＜0.01)、マウス肺高血圧モデル
が完成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) BM-MNCs 移植 4 週後には右室・左室心筋
重量比は 0.218±0.01 へ(p＜0.05)、%medial 
thicknessは 7.7%±2.2%へ改善し(p＜0.01)、
1 視野あたりの肺小動脈数は 17.1±2.6 に増
加し(p＜0.01)、肺高血圧症が改善した。MCT
投与 8週後の非移植群では、さらに肺高血圧
の増悪を認めた。 
(3) 肺における VEGF の発現は、BM-MNCs 移植
1 週後に著明に上昇したが VEGF receptor-2
の発現には影響はなかった。 
(4) BM-MNCs 移植と同時に VEGF receptor-2
拮抗薬投与を行うとその4週後に肺高血圧改
善効果は抑制された。 
(5) BM-MNCs 移植後の肺組織を EVG 染色で観
察すると、肺高血圧コントロール群では肺小
動脈中膜の肥厚と周囲の炎症所見が観察さ
れた。 
(6)  BM-MNCs 移植 30 分後の肺組織を免疫染
色で観察すると、肺小動脈の内皮細胞近傍に
赤色に染色された移植細胞が検出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上より、monocrotaline 誘発肺高血圧モデ
ルにおいて、経静脈的 BM-MNCs 移植により肺
高血圧症が改善する。その機序として、細胞
移植に伴う肺組織でのパラクライン効果に
よる VEGF の増大と、それによる VEGF-VEGF 
receptor システムの活性化が最終的に肺小
動脈のリモデリングを引きおこし、肺高血圧
症を改善すると考えられる。 
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