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研究成果の概要（和文）：重症下肢虚血における末梢動脈バイパス手術では、自家血管をグラフトとして用いる
が、グラフト不全などの問題も多い。より良質なグラフトの開発のため、毛細血管周囲幹細胞（Capillary Stem
 Cell；CapSC）を用いたバイオグラフトの構築・末梢動脈疾患に対する血管再生治療の検討を行った。CapSCsを
EphA7陽性周細胞として分離し、マウス下肢虚血モデルに導入した。その結果、虚血改善を認め、CapSCsによる
毛細血管様構造が確認され、血管新生に寄与していた。CapSCsは血管再生治療における有用なツールとして期待
でき、その血管新生能は今後のバイオグラフトの構築に有用であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Open surgical bypass using vein graft remains an important option for 
patients with critical limb ischemia(CLI). Failing graft is one of the problems after surgical 
bypass in the patients with CLI. To develop much better quality bypass graft, we considered to 
construct biograft using multipotent pericytes ; Capillary Stem Cell (CapSC) and determined 
revascularization potential of CapSC for the patients with peripheral artery disease(PAD). We 
identified the novel marker EphA7 to detect CapSCs, and established to isolate CapSCs from 
microvessels of adipose tissues. Transplantation of CapSCs into ischemic tissues significantly 
improved blood flow recovery in hind limb ischemia mouse model. CapSCs also differentiated into 
endothelial cells and pericytes to form capillary-like structures by themselves. These data 
demonstrate that CapCSs have high angiogenesis and regenerative potency for PAD. 

研究分野： 再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
昨今の高齢化社会における、生活習慣病や動脈硬化性疾患に対するアプローチについては、医療界全体で取り組
まねばならない事案である。それらの疾患に起因する虚血性疾患の課題の1つである、虚血肢のバイパス手術に
おけるグラフトの改善や、虚血肢改善のための細胞治療に繋がる基礎研究が本研究である。本研究によって、毛
細血管周囲幹細胞（CapSCs）は、血管再生治療における有用なツールであることが確認され、この細胞自体の血
管新生能や虚血改善能が確認できた。これによって、虚血組織の血流改善や、CapSCsを用いた小口径グラフトの
開発にも有用なツールと期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
日本の高齢化社会において、高血圧・糖尿病などの生活習慣病と連関する動脈硬化性疾患の有病
率は高く、重篤化が懸念されている。これらの疾患の重症例では、外科的治療として血管バイパ
ス術が必須である。末梢動脈へのバイパス術には、小口径人工血管は実用化に至っておらず、患
者自身の自家血管を用いて行われる。しかし血管採取という患者負担、質不良、移植後狭窄など
の問題が残り、また採取できる血管には限りがあり、様々な適応制限が生じている現状がある。
このため、小口径バイオグラフトの開発、血管組織構築に利用できる再生医学の応用が期待され
ている。 
 
２．研究の目的 
高齢化社会を背景に、増加している小口径血管グラフトの需要に対し、拒絶反応や再狭窄のリス
クが少ない理想的な血管グラフトの開発を最終的な目標とし、そのために、血管グラフト構築
（血管新生）に適した細胞を用いる必要がある。これについては、これまでの先行研究での知見
をもとに、血管前駆細胞でもある毛細血管幹細胞（CapSC）を利用した。 
 
目的１ 毛細血管幹細胞（CapSC）を用いた血管グラフトを作製する 
（1）除蛋白処理した血管組織マトリックスを調整する。 
（2）組織から分離した CapSC を上記マトリックスに生着させる。 
（3）培地循環システムで培養して、血管グラフトを作製する。 
 
目的２ 血管マトリックスの生体移植の効果を明らかにする 
（1）血管グラフトおよびグラフト周囲の CapSC 細胞シートを実験動物に移植する。 
（2）移植後のグラフト血管の組織変化や機能を評価する。 
（3）血管マトリックスの生体移植の効果を明らかにする 
 
３．研究の方法 
 
上記の目的を達成するため、以下の方法で CapSC の精製、血管新生・細胞を用いた再生治療の
応用の可能性についての研究を行った。 
 
（1）EphA7 陽性周細胞の分離、分離方法・培養方法の最適化 
マウスの皮下脂肪・筋肉からストローマ細胞を調整し、その中で、NG2 陽性細胞を周細胞と定
義して Magnetic cell sorting（MACS）で分離した。さらに周細胞の中から CapSC を、
Fluorescence-activated cell sorting（FACS）で単離した。ここで、EphA7 陽性の周細胞を、毛
細血管由来幹細胞；Capillary Stem Cell;CapSC と命名し、EphA7 陰性の周細胞を Control PC
（Ct PC）として以降の検討を行った。 
 
（2）マウスの下肢虚血モデルの作製 
16～24 週齢の C57BL/6N マウス（雄）の左後肢の全大腿動脈を切除し、高度虚血でありながら
壊疽脱落には至らない、下肢虚血病態モデルを作成した。 
 
（3）下肢虚血モデルマウスにおける、CapSC の移植効果の評価 
GFP 陽性 CapSC、Ct PC、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）、脂肪由来間質細胞（ASC）をマウス
下肢虚血モデルに導入し、その後、4、7、14、21、28 日目にレーザードプラによる血流測定を
行い、最終日に組織を摘出し組織学的評価を行った。細胞数は 5×105cells/μl とした。 
 
４．研究成果 
（1）CapSCs の調整 
CapSC の組織学的評価における局在評価を観察できるよう、GFP 陽性トランスジェニックマウ
スを用いた。 
上記方法を用いて、GFP 陽性トランスジェニックマウスの皮下脂肪・筋肉組織から CapSCs を
調製した。 
（2）下肢虚血モデルマウスにおける、CapSCs による灌流改善効果の評価 
Figure1 は、レーザードプラでの実際の撮影写真である（血流が豊富だと赤くなり、虚血だと青
みが強く写る）。 
上から PBS 導入群、CtPC 導入群、ASC 導入群、CapSCs 導入群となっており、左から導入日
を day0 とし、day4、7、14、21、28 となっている。 
Day4 では、どの群においても、著明な血流低下が認められているが、その後の経過で、day28



になると、PBS 群では虚血肢の青みが強く、虚血状態の遷延が確認できるが、CapSC 群では赤
みが強くなり、血流が豊富になっていることが確認できた。 
上記について数値化して、健側を 100％としたときの虚血の程度についてグラフ化したものが
Figure2 である。 
やはり day4 まではいずれの群も同様に虚血となっているものの、day28 では、CapSC 導入群
で有意に虚血改善効果が認められており、PBS 群では健側の 50%程度であるが、CapSC 導入群
では、健側の 70％弱まで改善していることが明らかとなった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（3）CapSCs による虚血組織の血管新生能の評価 
上記の GFP 陽性 CapSCs を導入した下肢虚血モデルマウスの組
織学的評価を行った。観察最終日に、レクチンによって血管内皮を
赤く染色したのちに、組織を摘出し、パラフォルムアルデヒドで固
定し、CUBIC 法を用いて透明化し、共焦点顕微鏡で、血管・導入
細胞の観察を行った。 
弱拡では、微小血管構造が多数認められた（Figure3）。 
強拡では、赤い微小血管構造のまわりに、GFP 陽性 CapSC 由来
の周細胞が存在することが明らかとなった（Figure 4）。 
また一部は、赤色とマージして黄色くなっていることから、血管内
皮細胞にも分化していることが明らかとなった（Figure 4）。 

 
 
 
 
 
 

 
したがって動物モデルにおいて、CapSC は血管新生を認め、血管内皮細胞にも周細胞にも分化
することが確認された。 
これらの結果によって、CapSCs は血管新生能を有しており、CapSCs を導入した虚血組織では、
対照群と比べて優れた虚血改善を認め、また、血管内皮細胞にも周細胞にも分化し、毛細血管様
構造を構築することが明らかになった。 
従って、CapSCs は細胞治療における臨床応用を目指した有望なツールと考えられ、血管外科領
域における下肢虚血への応用が期待できると考えられる。今回の研究期間では、バイオグラフト
の完成までには至らなかったものの、その基礎段階としては十分に有用な結果であり、今後は
CapSCs を利用して小口径バイオグラフトの作製についての検討をさらにすすめていく。さらに
今後はヒトにおける実験を重ねるための、採取方法・分離方法の最適化、その細胞の効果につい
て検討していく。 
これらの内容については、STEM CELLS TRANSLATIONAL MEDICINE にて発表した
（Capillary-resident EphA7+ pericytes are multipotent cells with anti-ischemic effects 
through capillary formation doi: 10.1002/sctm.19-0148）。学術総会では第 60 回日本脈管学会
総会において Japanese College of Angiology Award 最優秀賞を受賞した。 

Figure 1 レーザードプラ血流計による
マウス下肢虚血モデルの血流評価 

Figure 2 マウス下肢虚血モデルの健
側に対する虚血改善評価 

Figure 3 弱拡 血管内皮：赤、導入 CapSC 緑 

Figure 4 強拡 血管内皮：赤、導入 CapSC 緑 
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