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研究成果の概要（和文）： 当該研究の目的は、骨髄間葉系幹細胞（以下ＭＳＣ）による動脈硬

化性病変治療の開発である。内皮前駆細胞と同様に、ＭＳＣは培養実験系において血管構成細

胞様細胞に分化し、動脈硬化性疾患である急性心筋梗塞においてＭＳＣが末梢血に動員される

ことを明らかにした。また、げっ歯類血管傷害モデルにＭＳＣの局所投与を行ったところ、血

管内腔狭小化の原因である新生内膜形成は抑制され、内皮再生が促進されていた。本研究より、

ＭＳＣは動脈硬化性血管病変の治療に有用であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： The aim of this study was to develop bone-marrow mesenchymal 
stem cell (MSC) therapy for repair of atherosclerotic vascular diseases. Similar to 
endothelial progenitors, MSCs were mobilized into peripheral circulation in patients with 
acute myocardial infarction, and cultured MSCs differentiated into vascular lineage cells. 
In rodent vascular injury model, local administration of MSCs suppressed neointimal 
formation and promoted re-endothelialization. MSC-based vascular intervention appears 
to be a promising approach for treatment of atherosclerosis and restenosis after vascular 
injury. 
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１． 研究開始当初の背景              
（１）長い間、循環器病学の臨床において、

血管形成術後再狭窄の克服は重要な課題で

あった。その後、薬物溶出性ステントが→ 

→臨床に導入され、驚異的な再狭窄抑制効果

を示した。しかし、この効果は、適正な創傷

治癒によるものではなく、強制的な細胞増殖

の抑制によるものであり、再内皮化は遅延し、
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後期血栓症という重大な合併症を生じさせ

た。そのため、適正な治癒を促進する新規の

治療法の開発が必要と考えられた。 

（２）骨髄幹・前駆細胞の血管細胞への分化

および血管病変への関与：  

浅原らによる骨髄由来血管内皮前駆細胞の

発見（Science. 1997）および佐田らによる

血管平滑筋前駆細胞の報告（Nat Med. 2002）

は、骨髄由来幹・前駆細胞が積極的に血管病

変や血管傷害後修復過程に寄与することを

示し、その後相次いで追試され、実証されて

きた。研究代表者の施設に於も、骨髄由来細

胞が血管細胞に分化し血管傷害後リモデリ

ング病変に関与することを、マウス(Cardio 

Pathol. 2004)およびブタ(Int J Cardiol. 

2007)において明らかにした。骨髄中の非造

血系幹細胞であるＭＳＣは、胚葉を超えた分

化能を有することが報告されている。予備実

験において、ＭＳＣはアンギオテンシン II

受容体を発現し、本来血管作動性物質である

アンギオテンシン II がＭＳＣの強力な走化

因子であることを見出した。また、ＭＳＣは

接着因子として β１インテグリンを発現し

ていることが知られている。血管病変部にお

いては、アンギオテンシン II が産生されて

いるため、ＭＳＣは血管病変部に遊走し、イ

ンテグリンにより生着し、分化などにより血

管病変を制御し得ることが想定された。 

（３）ＭＳＣによる血管保護因子産生：  

研究代表者は、急性心筋梗塞モデルにおいて、

ＭＳＣが梗塞後の線維化を抑制し心機能を

改善させることを報告した（Biochem Biophys 

Res Commun. 2007）。そのメカニズムにおい

て。ＭＳＣが分泌する液性因子が重要である

ことを明らかにした。ＭＳＣ由来液性因子の

み含有する馴化培地を添加することにより

培養血管内皮細胞の低酸素曝露下での細胞

死が抑制された。その液性因子の中にはＶＥ

ＧＦ、ＨＧＦやアドレノメジュリンなど血管

保護因子が含まれていることを報告した。さ

らにマトリックス修飾因子であるＭＭＰ－

１やＴＩＭＰも液性因子に含まれており、マ

トリックスリモデリングを促進し得る。ＭＳ

Ｃは、その液性因子によって血管病変を制御

し得る可能性が考えられた。 

 
２．研究の目的 

本研究は、細胞治療による動脈硬化病変

の制御という新しい血管再生療法を創り出

す試みである。 

ＭＳＣは血管保護・修復に有用な特性を

示している。適正な創傷治癒過程促進による

血管修復・病変安定化を可能にすると考えら

れる。本研究では、動脈硬化性疾患患者にお

けるＭＳＣの病態への関与を検討し、実験的

にげっ歯類血管傷害モデルにＭＳＣを投与

し、ＭＳＣによって血管病変を治療し得るか

検討する。メカニズム解明のため、培養実験

を併用しＭＳＣと血管細胞との相互作用を

検討する。  

ＭＳＣは比較的少量の骨髄液から採取

可能であり、培養により増幅できる。培養条

件を整備すれば、臨床応用可能であり、非常

に有用な細胞源と考える。本研究は臨床に向

けた MSC-based vascular intervention 開発

のための基盤研究となることを目的とする。 

 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト末梢血におけるＭＳＣの動態 

対象：若年健常者（６名）、心疾患を有さな

い高齢者（28 名）、安定狭心症患者（７名）、

急性心筋梗塞患者（１７名）より末梢血を採

取し、フローサイトメーターにより解析を行

った。急性心筋梗塞患者では入院時、３日目、

７日目に採血を行った。 

フローサイトメトリ―：採血により得られた

単核球を以下の表面抗原特異的抗体で標識



 

 

し、FACS Calibur（ BD Biosciences）で解

析を行ない、細胞数・比率を算出した。 

抗体：抗ヒト CD45, CD34, CD271, CD133 抗

体。 

細胞分画：ＭＳＣ―CD45low/-CD34+CD271+細

胞；造血幹細胞―CD45low/-CD34+CD133+細胞と

定義した。 

（２）ＭＳＣの採取と培養 

ＭＳＣ： 

ヒトＭＳＣ：骨髄液採取後、比重遠心法で単

核細胞を分離。分離後、単核細胞をCD271抗

体で標識し、磁気抗体細胞分離システムを用

い、CD271陽性細胞を純化、採取。採取後、

速やかに培養を行った。 

ラットＭＳＣ：移植後追跡のため緑色蛍光蛋

白（ＧＦＰ）発現ラット由来ＭＳＣを使用し

た。大腿骨より骨髄液を採取し、ヒト細胞と

同様に比重遠心法で単核球を分離する。プラ

スチック接着法で単核球からＭＳＣを獲得

し、培養を行った。 

ＭＳＣの一部は、研究協力者より供与を受け

た。 

培養法：基本培地MEMと２０％FBSで標準化さ

れたプロトコールに沿って培養を行った（Is

o Y, et al.Biochem Biophys Res Commun. 

2007）。Passage3-5を実験に用いた。 

（３）ラット頸動脈バルーン傷害モデル 

計画当初、マウス血管傷害モデルを検討した

が、ラット頸動脈傷害モデルがより再現性高

く作成できたため、本研究では同モデルによ

り検討を行った。 

モデル作成：頸部正中切開を行い、右頸動脈

を暴露。分枝より総頸動脈内に２Ｆフォガテ

ィカテーテルを挿入し、バルーン拡張後、動

脈壁を擦過し傷害した。傷害後、血流を確認

し閉創。 

細胞移植：モデル作成 2日後に、傷害血管を

暴露し、血管周囲に培養ＧＦＰラットＭＳＣ

の局所投与を行った（n= 10）。コントロール

（n= 10）では、同様の方法で培地の投与を

行った。 

病理組織学的・免疫細胞学的検討：ＭＳＣ投

与後３日および１４日に頸動脈を採取し病

理組織学的評価を行った。エラスチカファン

ギーソン染色切片で内膜および中膜の面積

を計測し、新生内膜増生を評価。内皮細胞特

異的抗原による免疫染色で再内皮化を評価。

ＧＦＰ抗体を用い、ＭＳＣの局在を検討した。 

（４）ＭＳＣによる血管細胞への作用（in 

vitro での検討） 

細胞分化：ＭＳＣを50%コンフルエントに通

常培養した後、血管内皮細胞培地により内皮

様細胞へ、TGF-β添加培地により血管平滑筋

様細胞へ分化誘導を行った。 

共培養：ヒト臍帯血管内皮細胞とＭＳＣの共

培養を行い、ＭＳＣによる内皮増殖効果を検

討した。また、無血清培地で内皮細胞死の誘

導を行い、その馴化培地をＭＳＣに添加し、

遺伝子発現の変化を検討した。 

 
 
４．研究成果 

（１）

心血管疾患のない若年成人と高齢者におい

て、末梢血造血幹細胞数は高齢者で有意に減

少していたが（p< 0.05）、一方で末梢血中Ｍ

ＳＣ数は差を認めなかった。 

ヒト末梢血中MSCと造血幹細胞の動態 

次に動脈硬化性疾患である狭心症症例と急

性心筋梗塞症例における末梢血幹細胞の動

態を検討した。急性心筋梗塞症例では狭心症

症例よりも両幹細胞数とも増加を認めた。図

１に示すように、造血幹細胞数は 7 日まで緩

やかに増加したが、ＭＳＣ数は梗塞後３日目

に頂値となり、７日後には入院時と同程度に

まで細胞数は減少した。また、梗塞後３日の

MSC数は狭心症例より有意に増加し、梗塞の

範囲・程度を示す最大CK値と正相関を示した



 

 

（r2= 0.38, p< 0.01）。 

培養実験系で、ヒト MSCは血管内皮および平

滑筋様細胞に分化した。 

これらの結果より、ＭＳＣは造血幹細胞と異

なり、高齢者においても恒常的に末梢血に供

給され、急性心筋梗塞ではより急性期に動員

されることが示された。また、血管細胞に分

化可能なことより、ＭＳＣは動脈硬化性疾患

における血管再生を含む内因性生体内修復

機構に関与している可能性が考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）

平滑筋細胞増殖を主体とする動脈硬化病変

モデルであるバルーン血管傷害モデルを作

成し、傷害 2 日目にＧＦＰラット由来ＭＳＣ

投与を行った。ＭＳＣは血管周囲へ局所投与

され、投与 14 日後に傷害頸動脈を摘出し、

検討を行った。 

ラット血管傷害モデルへのＭＳＣ移植 

組織学的検討において、コントロール群（n= 

10）と比較し、ＭＳＣ局所投与群（n= 10）

では新生内膜増成は抑制され再内皮化が促

進していた（図 2

これらの結果より、ＭＳＣ局所投与は血管形

成術との組み合わせで新規の動脈硬化病変

の治療法となり得る可能性が示唆された。し

かし、そのメカニズムは当初予想していた血

管細胞への分化ではなく他の機序であるこ

とが考えられ、以下の培養実験を行った。 

）。新生内膜増殖の定量的指

標としての内膜/中膜比は、コントロール

群：0.94r 0.31 対ＭＳＣ局所投与群：0.58

r 0.24であり、治療群で有意に低下していた

（p< 0.0１）。この効果は、ＭＳＣの静脈投

与では認められなかった。また免疫染色によ

り細胞増殖の指標であるKi67 の検討を行っ

たところ、ＭＳＣ局所投与によりKi67陽性細

胞比率は有意に少なかった（p< 0.05）。抗Ｇ

ＦＰ抗体によりＭＳＣの局在を検討した。前

述の通り培養実験で、ＭＳＣの血管細胞への

分化を認めたため、ＧＦＰと内皮細胞または

平滑筋細胞マーカーとの二重染色を行った

が、分化を認めなかっただけでなく１４日後

までの長期生着も認められなかった。そのた

め、投与３日後に同様の検討を行ったところ、

外膜に少数のＭＳＣは局在していたが、血管

細胞への分化は認められなかった。 

 

（３）

研究代表者は、ＭＳＣが血管内皮増殖因子や

肝細胞増殖因子を豊富に分泌し得ることを

以前報告した（Iso Y, et al.Biochem Biophys 

Res Commun. 2007）。そのため、ＭＳＣと内

ＭＳＣと内皮細胞の相互作用 



 

 

皮細胞の共培養を行ったところ、精製血管内

皮増殖因子投与よりも有意に内皮細胞を増

殖させ、管腔形成を促進した。また、動脈硬

化病変では内皮は傷害されているため、無血

清培地で内皮細胞傷害・細胞死を誘導し、こ

れを馴化培地としＭＳＣに添加したところ、

コントロールと比べ数種類のケモカインと

マトリックス分解酵素の遺伝子発現の増加

を認めた。 

これらの結果より、ＭＳＣと内皮細胞は液性

因子を介して相互作用することが示唆され、

ＭＳＣは内皮保護・増殖に働き、傷害内皮は

ＭＳＣを活性化することにより、血管病変の

修復を促進する可能性が示された。このこと

が、前述の動物モデルの検討におけるＭＳＣ

による新生内膜増殖抑制効果の機序の一部

であると考えられた。 

（４）

本研究では、 

まとめと今後の展望 

１：ヒト生体内において末梢血中ＭＳＣを同

定し、動脈硬化性疾患である心筋梗塞におい

て内因性再生機構に関与している事を示し

た。 

２：ＭＳＣの局所投与が、血管傷害後新生内

膜増殖を抑制し得ることを示し、その機序と

して内皮細胞との相互作用が重要であるこ

とを明らかにした。 

 ＭＳＣによる再生医療研究は数多く報告

があるが、動脈硬化性疾患の病態におけるＭ

ＳＣの関与やＭＳＣによる血管制御の研究

は十分になされておらず、本研究は血管再生

研究の領域において意義深いものと考える。

本研究の成果は国内だけでなく国外でも評

価を受け、国際学会で発表を行った。 

 冒頭で述べたように薬剤溶出ステントと

異なり、ＭＳＣは血管修復の機序で再狭窄を

抑制し得る。また現在、末梢動脈疾患のカテ

ーテルインターベンションが数多く行われ

るようになってきたが、末梢動脈ではステン

トを留置できない部位があり、バルーン形成

術後の再狭窄が問題となる。このような病変

に超音波ガイドで体表から血管周囲にＭＳ

Ｃを投与し再狭窄を抑制する戦略は、実臨床

の観点から有用であると考えられる。今後、

本研究で得られた知見をもとに、大型動物に

よる前臨床試験を行い、臨床応用を目指した

いと考える。 
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