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研究成果の概要（和文）：重度の虚血状態にある下肢を救済する治療法の一つに、血管新生細胞を虚血下肢に筋注投与
する血管新生療法があります。ところが、その投与された細胞の多くは虚血組織内に存在する酸化ストレスによって死
に至るため、その血管新生能力を十分に発揮できていないことが予想されていました。我々はFOXO4転写因子の発現を
体外で人工的に減弱させ、酸化ストレスに対して強い抵抗性を持つ改良型血管新生細胞を作製することに成功しました
。実際にその細胞を動物モデルの虚血下肢に筋注投与したところ、より多くの血管新生細胞が虚血組織内で生存し、血
管新生能力が向上することを確認いたしました。

研究成果の概要（英文）：We assessed whether FOXO4-knockdown EPCs (FOXO4KD-EPCs) could suppress the oxidati
ve stress-induced apoptosis and augment the neovascularization capacity in ischemic limbs.
We transfected small interfering RNA (siRNA) targeted against FOXO4 to EPCs cultured from human peripheral
 mononuclear cells. In western blotting analyses, FOXO4 siRNA-transfected EPCs (FOXO4 KD -EPCs) showed 45%
 knockdown of FOXO4 and decreased expressions of pro-apoptotic proteins such as Bim and cleaved caspase-3.
 The FOXO4 knockdown significantly reduced the percentage of TUNEL-positive apoptotic EPCs induced by H2O2
 in the flow cytometry analysis. Intramuscular injection of FOXO4 KD -EPCs to hind-limb ischemia rats sign
ificantly increased ischemic/non-ischemic hind-limb blood flow ratio and capillary density of the ischemic
 adductor muscle after 4 days compared to the injection of Nega-EPCs. FOXO4 KD -EPCs showed anti-apoptosis
 capacity, which may have contributed to neovascularization in ischemic tissues. 
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１．研究開始当初の背景 

我々は重症虚血下肢を救済すべく、前血管新

生細胞(early pro-angiogenic cells:EPCs)

の筋肉内投与による血管新生療法を実施し

ているが、十分な効果が得られない例も経験

する。その理由の一つとして虚血筋組織内の

酸化ストレスによる EPCs の生存能低下が考

えられる。最近酸化ストレスによる EPCs の

ア ポ ト ー シ ス 制 御 に FOXO4 (Forkhead 

transcription factor 4)が関与しているこ

とが報告された。 

 

２．研究の目的 

我々は EPCs の FOXO4 発現を予めノックダウ

ンすることで、虚血肢に投与された EPCs の

抗アポトーシス能および血管新生能が増強

できるかを検証した。 

 
３．研究の方法 

ヒト末梢血中の単核球細胞から EPCs を分離

培養し、magnetofection 法で FOXO4 siRNA を

導入し FOXO4 ノックダウン EPCs を作製した。 

同 EPCs のアポトーシス耐性能をフローサイ

トメトリー法にて評価し、ウェスタンブロッ

ト法にて EPCs 内のアポトーシス促進蛋白の

発現を評価した。続いて同 EPCs を下肢虚血

モデルに筋肉内投与し、in vivo における血

流改善能および抗アポトーシス能を検討評

価した。 

 

４．研究成果 
 

①ヒト末梢血中の単核球細胞から EPCs を分

離培養し、magnetofection 法で FOXO4 siRNA

を導入しFOXO4の発現抑制を下記のごとくウ

エスタンブロット法にて確認した。この手法

にて FOXO4 ノックダウン EPCs を作製した。 

A

 

 

②FOXO4 ノックダウン EPCs は in vitro にお

いて酸化ストレスに対するアポトーシスが

抑制されることをフローサイトメトリー法

にて確認した。 

A B

 

③EPCs 内のアポトーシス促進蛋白である

BimEL や cleaved caspase-3 の発現も減少し

ていることがウエスタンブロット法にて確

認できた。 



A B A

 

 

④FOXO4ノックダウンEPCsをラット虚血肢に

筋注投与したところ、EPCs 単独投与群と比較

し、虚血肢の血流改善効果および毛細血管密

度の増加を認めた。 

（血流評価） 

 

（毛細血管密度評価） 

 

⑤FOXO4ノックダウンEPCsは下肢虚血筋肉内

においてアポトーシスが抑制されることが

TUNEL 染色で確認できた。これより生存能が

増強した結果、血管新生効果が増強されるこ

とが確認できた。 

（生存能評価） 

A

B

 
 

⑥虚血肢において、FOXO4 ノックダウン EPCs

筋肉内投与群は筋組織内において VEGF、

b-FGF、SDF-1、IGF-1 の発現が亢進している

ことが確認された。 

C

 
⑦結語 

FOXO4をノックダウンすることでEPCsの酸化

ストレスに対する抗アポトーシス能力を高

めることができ、既存の血管新生療法の効果



を増強させる新たな手段となり得る可能性

がある。 
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