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研究成果の概要：野生型 C57BL/6-Tg マウスの下肢虚血モデルに対し、GFP 遺伝子導入

C57BL/6-Tg マウス由来脂肪組織幹細胞（以下 ASCs）を下肢筋肉内に注入投与した。経時的に

肉眼的観察、皮膚温測定、血管造影、各種血管成長因子の発現を調査下。血管造影では実験群

において豊富な血管新生像を呈した。GFP を発現する血管内皮細胞は全体の 10-15%であった。

血管成長因子の発現の程度は細胞移植後早期より上昇し、移植後後期まで持続した。以上より、

血管再生効果は血管成長因子の効果が大であると推測された。 
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１．研究開始当初の背景 
 我々の研究グループは以前ヒトの皮下脂
肪組織中に骨髄由来幹細胞と同様の性質を
有する細胞が存在することを 2001 年に世界
で初めて証明し（Zuk et al, Tissue Eng 2001）、
更には、全身の細胞に緑色の蛍光を発する
GFP トランスジェニックマウスにおいても同
様の幹細胞が獲得できることも 2004 年に世
界で初めて証明することで本幹細胞を用い
た動物実験系も確立した（Ogawa et al, BBRC 
2004 ）。 こ の 脂 肪 組 織 由 来 幹 細 胞
（Adipose-derived Stem Cells、以下 ASC と
略す。）は in vivo においても種々の成熟細

胞（脂肪、骨、軟骨、骨格筋など）に分化す
ることが分かっており、我々の研究グループ
においても in vitro、in vivo で脂肪組織、
軟骨組織、骨組織、骨髄組織、肉芽組織、歯
周組織、神経細胞、心筋細胞の再生に成功し、
その成果をこれまで多くの国内外における
学会発表、論文発表を行い広く認知されるに
至っている。ASC は実際の臨床応用を考えた
際、自己由来の細胞を用いる限り生命倫理に
抵触する可能性が殆どなく、免疫拒絶の問題
もない上で胚性幹細胞（ES細胞）と大きく異
なり、さらに骨髄と比較しても全身に大量に
存在するため一度に多くの細胞が獲得でき



る上、ドナーの犠牲も最小限でかつ安全に使
用できるという点で、将来の再生医療におけ
る重要な細胞源のひとつとして広く認識さ
れるに至っている。 
 この ASC は近年、血管内皮細胞にも分化可
能であることが証明され、動物実験において
下肢虚血性病変（閉塞性動脈硬化症など）や
虚血性心疾患（急性心筋梗塞、慢性心不全な
ど）の改善に有用であることも分かってきた
（Planat-Bernard et al, Circulation 2004）。
更には ASCの局所投与により皮弁血流の改善
効果も認められることが最近の我々の研究
により明らかとなった（Lu et al, Plast 
Reconstr Surg 2008）。しかしながらこの血
流改善効果には ASCがそもそも有する血管内
皮細胞への分化能による直接的効果が関与
しているのみでなく、ASC から分泌される血
管増殖因子などの液性成分を介した間接的
効果によるものとの指摘もあり（Rehman et 
al, Circulation 2004）、血管再生における
具体的かつ詳細な機序に関しては未だ不明
のままであり、将来の臨床応用に際してこれ
らの詳細なメカニズムの解析は急務であっ
た。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では動物モデルにおいて局所の虚
血環境を作成し（マウス下肢虚血モデルおよ
びマウス皮弁虚血モデル）、様々な濃度の ASC
を局所投与後、虚血環境の改善がどの程度可
能かを、肉眼的観察や血管造影所見などをも
とに継時的に測定する。また各段階において
組織標本を採取し、血管内皮細胞中に占める
ASC 由来血管内皮細胞の割合を定量化すると
同時に、組織内に含まれる血管増殖因子
（VEGF、bFGF、HGF など）の発現を遺伝子レ
ベルで解析、定量化し、その両者のデータを
比較することで、双方がどの時点でどの程度
血管再生効果に寄与しているかを明らかに
する。 
 
 
３．研究の方法 

当大学動物実験倫理委員会の承認に基づ
き、全身の細胞にあらかじめ緑色蛍光蛋白
（Green Fluorescent Protein）が組み込ま
れ た マ ウ ス （ C57BL/6 
TgN[act-EGFP]OsbC14-Y01-FM131、以下GFP陽
性マウス）の鼠径部脂肪塊を全身麻酔下にお
いて採取し、我々が既に確立したASC精製プ
ロトコールに従いそれぞれASC細胞を獲得し
た（Ogawa et al, BBRC 2004）。次に同種同
系の野生型マウス（以下GFP陰性マウス）の
大腿動静脈を完全に抜去した下肢虚血モデ
ル を 過 去 の 報 告 に 従 い 作 成 し
（Planat-Bernard et al, Circulation 2004）、

6時間後にGFP陽性マウス由来ASC2.5ｘ106個
を右側下肢筋組織内の5か所に注入移植した。
コントロール群として左側下肢筋組織内に
細胞のない培地のみを注入したものを用い
た。 
移植後 1,2,3,4,7,10,14,28 日目に再度マウ
スに全身麻酔をかけた後、虚血下肢の肉眼的
な色調の観察、赤外線サーモグラフィーによ
る皮膚温の計測を行った。その後苦痛を与え
ぬよう安楽死させ、一部のマウスに対しては
血管造影を施行し継時的な下肢の血管分布
を観察した。また残りのマウスから下腿組織
を採取し、一部は標本作成後、抗 CD34 抗体、
抗第Ⅷ因子抗体、抗 GFP 抗体を用いた組織染
色を行い、血管内皮細胞に占める GFP 陽性マ
ウス ASC由来血管内皮細胞の割合を検討した。
また残りの検体の筋組織から標本作製し、血
管増殖因子である VEGF、bFGF および HGF の
組織内発現の確認のため免疫染色を実施し、
その程度を継時的に確認した。 
 
 
４．研究成果 
肉眼的には術後 2日目よりコントロール群

で足の壊死を来すものが出現し、その発現頻
度は実験群と比較し経時的に増加した。 

  

図 1 術後 2 日目におけるコントロール群の
状態。Ⅰ趾が既に壊死に陥っている。 
 

 

 



図２ 術後 14 日目における虚血下肢（右下
肢：ASC 投与、左下肢：コントロール）の状
態。（写真上）ASC 投与群のほうが肉眼的に良
好な色調を呈している。（写真下）大腿部筋
群の血行も ASC投与群のほうが色調的に良好
である。 

 
さらに術後 28 日目に実施した下肢血管造

影所見にて、細胞移植群はコントロールに比
べて血管数の増加が確認され、血流の良好な
回復が認められた。 

 

図 3 術後 28 日目における下肢血管造影。
ASC 投与群（矢印）において良好な血管再生
が確認された。 

 
採取組織中の血管内皮細胞全体に占める

GFP 陽性細胞の存在は、移植初期に確認され
7日目において約 10-15%程度であり、その後
その割合は大きな変化はなかった。一方、免
疫染色所見による各種血管成長因子（VEGF, 
bFGF）の発現の程度は、細胞移植後早期より
コントロールに比べて発現が上昇し、移植後
後期まで持続した。 

 

図4 細胞移植後7日目におけるVEGFの発
現 抗 VEGF モノクローナル抗体を用いた免
疫染色において、広い範囲にわたって（赤い
部分）発現が認められる。 

 
現時点において ASCの血管内皮細胞への分

化の程度と血管成長因子の発現との経時的

な相関関係は未だ明らかにできていないが、
移植細胞中の血管内皮細胞への分化率が低
いことを鑑みると、血管再生効果は血管成長
因子の効果が大であると推測した。 
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