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研究成果の概要（和文）：骨髄由来細胞における転写因子Fli1の恒常的発現低下は骨髄由来細胞、特に骨髄由来
間葉系細胞の表現型に異常をもたらし、脈管形成において新生血管の安定性に障害をもたらす。さらに、
pericyte lossと呼ばれる血管壁細胞の機能不全にみられる血管構造の不安定化が骨髄由来細胞特異的Fli1欠失
マウス皮膚血管に見られることが明らかになった。そしてpericyte lossに見られる特徴的な血管障害である血
管構成細胞の増殖による増殖性血管障害や血管構造の消退による破壊性血管障害が同マウス皮膚血管に経時的に
見られた。これらの異常はエンドセリン受容体拮抗薬であるボセンタンの投与により改善が見られた。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that myeloid Fli1 deficiency impaired vasculogenesis due to 
aberrant vascular mural cells derived from Fli deficient myeloid cells. Vascular instability caused 
by insufficient function of vascular mural cells are called "pericyte loss".Consistently, pericyte 
loss caused by impaired vasculogenesis due to myeloid Fli1 deficiency induced characteristic 
vasculopathy such as proliferative vasculopathy and destructive vasculopathy in the skin vessels. 
These results suggest that transcription factor Fli1 play important roles as a genetic factor in the
 pathogenesis of characteristic vasculopathy in systemic sclerosis.  In addition, these vasculopathy
 induced by myeloid Fli1 deficiency was partially reversed by dual endothelin receptor blocker 
bosentan.

研究分野： 膠原病
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１．研究開始当初の背景 
強皮症は皮膚および内臓諸臓器の線維化

と血管障害を特徴とする全身性の自己免疫
疾患である。強皮症の病因はいまだ不明であ
るが、研究代表者はこれまでに「転写因子 Fli1
の恒常的な発現低下」が強皮症の血管障害、
線維化、免疫異常の病態に関与している可能
性を明らかにしてきた。その一連の研究の過
程で、強皮症病変部皮膚に浸潤している骨髄
由来細胞においても Fli1の発現が低下してい
ることを見出し、予備実験において「骨髄由
来細胞における Fli1の発現低下が新生血管形
成を障害する」可能性を見出した。そこで本
研究では、Fli1 が骨髄由来細胞の表現型を制
御する分子メカニズムを明らかにすると同
時に、Fli1 の恒常的発現低下が骨髄由来細胞
に及ぼす影響が強皮症の血管障害の病態に
関与している可能性について動物モデルを
用いて検討を行う。 
 
２．研究の目的 
強皮症における脈管形成の異常の病態は

未だ不明である。今回の研究は、Fli1 の発現
異常が骨髄由来間葉系幹細胞の表現型制御
に及ぼす影響を明らかにし、強皮症における
新生血管形成の障害やそれに引き続く血管
障害の病態を明らかにすることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
本研究では、まずはじめに Fli1 遺伝子の恒

常的発現低下による骨髄由来細胞の表現型
の変化が、新生血管形成に及ぼす影響につい
て検討を行う。そのため、新生血管形成に重
要な役割を担う骨髄由来間葉系幹細胞に着
目し、①Fli1 欠失骨髄由来間葉系幹細胞(Fli1 
McKO マウスから単離)の表現型の検討、②骨
髄由来細胞における転写因子 Fli1の恒常的発
現低下が血管障害に及ぼす影響を検討する
ため、骨髄由来細胞特異的 Fli1 欠失マウスの
血管障害について評価を行う。さらに、エン
ドセリン受容体拮抗薬であるボセンタンが
骨髄由来細胞特異的 Fli1欠失マウスの血管障
害に対して及ぼす影響についても検討を行
う。 
 
(1)マウス 

Fli1flox/floxマウスと LysM- Cre+/-マウスを交
配し、骨髄由来細胞特異的 Fli1 欠失マウス
(Fli1 McKO マウス)を作成、繁殖させ実験に
用いた。 
 
(2)骨髄由来細胞特異的 Fli1 欠失マウスにお
ける骨髄由来間葉系幹細胞の表現型の検討 

Fli1flox/flox マウスおよび Fli1 McKO マウス
の大腿骨および頸骨を PBS で洗浄すること
で骨髄細胞を回収し、DMEM 培地にて培養し
た。増殖した細胞を 2 回継代した後、細胞の
mRNA を回収し、血管壁細胞の標識遺伝子 
(Acta2、Sm22、Ng2、Desmin、Rgs5、Pdgfrb)

や細胞外基質(Col1a1、Col1a2)ならびに Vegfa
などの血管新生促進因子の発現量を real-time 
PCR 法を用いて比較検討した。 
 
(3) 骨髄由来細胞特異的 Fli1 欠失マウスにお
ける皮膚血管障害の検討 
骨髄由来細胞における Fli1の恒常的発現低

下が器質的な血管障害の病態に直接関与し
ている可能性について検討するため、野生型
マウスおよびFli1 McKOマウスの皮膚の微小
血管の機能的、構造的な解析を行った。その
際、4 週齢、8 週齢、12 週齢のマウスを用い
た。 

 
①Fli1flox/floxマウス、Fli1 McKO マウスより背
部皮膚組織を回収し、病理組織学的検討とし
て、HE 染色および免疫染色により皮膚微小
血管の血管数・血管径・血管内腔面積の計測、
血管壁細胞の分化度の評価(-SMA、RGS5 の
発現の評価)、毛細血管数(von Willebrand 因子
染色により毛細血管を評価)ついての検討を
行った。 
 
②皮膚血管の構造異常の解析のため、
Fli1flox/flox マウス、Fli1 McKO マウスに FITC
抱合デキストランを尾静注し、5 分後に皮膚
検体を回収し、蛍光顕微鏡にて皮膚血管を可
視化し、血管狭窄、血管拡張、血管の消失な
どの血管構造異常について検討した。 
 
③皮膚血管の脆弱性の評価のため、Fli1flox/flox

マウス、Fli1 McKO マウスに Evans Blue Dye
を尾静注し、30 分後に皮膚検体を回収し、腹
部皮膚血管からの Evans Blue Dye の血管外漏
出の程度を観察し、血管透過性の評価を行っ
た。また、皮膚検体を 5mm パンチで回収し、
組織中に漏出した Evans Blue Dye の量を定量
化した。 
 
(4)エンドセリン受容体拮抗薬ボセンタンが
骨髄由来細胞特異的 Fli1欠失マウスにおける
皮膚血管障害に及ぼす影響についての検討 

Fli1flox/floxマウス、Fli1 McKO マウスに PBS
に溶解したボセンタンを 2 週間腹腔投与し、
(3)① -③の検討を行いボセンタンが Fli1 
McKOマウスの血管障害が改善するかどうか
についての検討を行った。 
 
４．研究成果 
まず、転写因子 Fli1 の恒常的発現低下が骨

髄由来間葉系幹細胞の表現型に及ぼす影響
を評価するため、Fli1flox/floxマウスおよび Fli1 
McKOマウスの大腿骨および腓骨より骨髄細
胞を採取し、DMEM 培地にて培養することで
骨髄由来間葉系幹細胞を回収し、血管壁細胞
の標識遺伝子や細胞外基質ならびに血管新
生促進因子の発現量を real-time PCR 法を用
いて比較検討した。その結果、骨髄系細胞の
Fli1 の恒常的発現低下は骨髄由来間葉系幹細
胞のActa2、Sm22、Ng2、Pdgfrb遺伝子のmRNA



発現を減少させた一方で Rgs5、Mmp9、Col1a1、
Col1a2 遺伝子の発現を亢進させた。このこと
は、骨髄由来間葉系幹細胞において Fli1 の発
現低下は同細胞の血管壁細胞に類似した表
現型に関して、血管内皮細胞を取り囲み血管
の安定化に寄与する表現型から、血管の安定
化能が低く細胞外マトリックスを産生する
表現型へと形質を変化させる可能性がある
ことを示唆する。また一方で Fli1 の恒常的発
現低下は血管新生促進因子の遺伝子の
mRNA 発現に影響を及ぼさなかった。以上の
結果から、骨髄由来幹細胞における Fli1 の発
現低下は同細胞の脈管形成における役割に
重要な影響を及ぼしている可能性を考えら
れた。 
また、matrigel plug assay による脈管形成の

検討にて、骨髄由来細胞における転写因子
Fli1 の恒常的発現低下が、骨髄由来細胞から
分化した血管壁細胞の機能障害により脈管
形成に障害を来たすことが明らかになって
いる。脈管形成の異常による新生血管形成の
障害は血管の恒常性を破綻することが知ら
れているが、血管の恒常性の評価のために 12
週齢のFli1 McKOマウスを用いて皮膚血管の
血管壁細胞の-SMA の発現の評価を行うと、
12 週齢の Fli1 McKO マウスにおいて皮膚血
管の血管壁細胞の-SMA の発現が低下して
おり、血管恒常性の破綻が示唆された。
-SMA の発現低下に見られるような血管壁
細胞の機能不全による血管不安定化は”
pericyte loss”と呼ばれ、特徴的な血管障害を
来たす病態として知られている。そこで、Fli1 
McKO マウスの皮膚血管の機能的・構造的な
血管障害について検討した。Evans Blue dye
を尾静注し皮膚血管からの漏出を評価する
血管透過透の検討では、Fli1 McKO マウスに
て Evans Blue dye の血管外漏出が見られ、皮
膚血管の脆弱化が見られた。また、皮膚血管
の病理組組織的検討では、Fli1 McKO マウス
皮膚真皮の細動脈において血管内皮細胞数
の増数、血管内腔面積の狭小化そして血管径
の拡大があり、増殖性血管障害が見られた。
FITC 抱合デキストランによる皮膚血管の観
察でFli1 McKOマウス皮膚細動脈に虫食い状
の狭小化が見られたこともこの結果を裏付
けている。また、FITC デキストランによる皮
膚血管の観察では毛細血管の消退が見られ、
さらに皮膚組織の von Willebrand 因子染色に
て毛細血管数を計測するとFli1 McKOマウス
では毛細血管数が減少しており、これらの所
見はFli1 McKOマウス皮膚血管で破壊性血管
障害も見られることを示唆する。骨髄由来細
胞における転写因子 Fli1の発現低下が引き起
こす血管障害は脈管形成の異常による血管
恒常性の破綻によると考えられるが、血管障
害の経時的変化を検討するため、これらの血
管障害についての同様の検討を 4 週齢、8 週
齢のマウスでも行ったところ、4 週齢では毛
細血管でのみ血管壁細胞の-SMA の発現低
下がみられ、Evans blue dye の漏出はごく軽度

であり病理組織学的な検討および FITC デキ
ストランによる皮膚血管の構造評価におい
て増殖性血管障害や破壊性血管障害はみら
れなかった。8 週齢の Fli1 McKO マウスでは
加齢に伴って細動脈・細静脈にも血管壁細胞
の-SMA の発現低下が見られ、FITC 抱合デ
キストランによる皮膚血管の観察にて、増殖
性血管障害によると考えられる皮膚血管細
動脈の虫食い状の狭窄像や毛細血管の消退
に見られる破壊性血管障害もみられた。以上
の検討により、骨髄由来細胞における転写因
子 Fli1の恒常的発現低下は全身性強皮症に類
似した脈管形成の障害により血管恒常性の
破綻およびに強皮症に類似した血管障害を
再現することが今回の実験において明らか
になった。 
また、ボセンタンを 2 週間投与することで

Fli1 McKO マウスにおいて見られた皮膚血管
の血管壁細胞における-SMA の発現低下や
FITC 抱合デキストランで観察された皮膚細
動脈の虫食い状の狭窄像、Evans Blue dye の
血管外漏出によって評価される血管脆弱性
をそれぞれ改善し、ボセンタンが皮膚微小血
管内皮細胞や皮膚線維芽細胞の異常のみな
らず、骨髄由来細胞おける転写因子 Fli1 の恒
常的発現低下が引き起こす血管障害をも改
善することが明らかになった。 
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