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研究成果の概要（和文）：血管修復・再生能を有する血液中血管内皮前駆細胞(endothelial 
progenitor cell= EPC) は虚血性疾患における診断及び治療的意義が見出されているが、その起
源及び機能性分化過程は未解明である。本研究では、EPC分化動態解析法及び増幅分化培養法を
独自に開発し、これらの手法を用いてEPC起源と分化過程を解明した。この結果は、機能的EPC
分化動態を基盤とする虚血性疾患の診断法及びEPC移植血管再生療法の開発に繋がることが期待
される。 
 
研究成果の概要（英文）：Circulating endothelial progenitor cell (EPC) is known to possess 
vascular repair/regeneration ability. However, the origin and differentiation cascade 
has yet to be elucidated. Our established analytical assay system of EPC expansion and 
differentiation revealed the functional features of EPC origin and differentiation. The 
findings provide us the potent information to develop diagnostic and therapeutic 
strategies for cardiovascular diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 血 管 内 皮 前 駆 細 胞 (Endothelial 
progenitor cell= EPC)は、1997 年に骨髄由
来血液幹／前駆細胞（CD34+ または CD133+
細胞）分画中の血管内皮系分化能を有する細
胞としてその存在が証明され、以後、循環器
領域において生体内動態が解析され、診断／
治療的意義が判明している。すなわち心血管
危険因子（糖尿病、喫煙、高血圧）群におけ

る EPC 動態低下が報告される一方、EPC が血
管再生能を有することから虚血性疾患を対
象として本細胞移植療法が臨床応用されて
いる。 
(2) 末梢血中 EPCは、末梢血単核球及びその
培養により出現する接着性細胞の内皮細胞
系細胞マーカーの FACS や免疫染色により同
定されその数や機能が評価されている。しか
し、正確な EPC分化動態解析法がなく、解析
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法が研究者により様々で、EPC 分化過程の解
析が断片的であることは、EPC の診断／治療
応用を目的としたトランスレーショナルリ
サーチにとって大きな弊害となっている。 
 
２．研究の目的 
(1) EPC の起源、分化過程のプロファイリン
グを行い、その血管生物学的機能の相違を解
明する。 
(2)臨床応用可能な機能的 EPC 分化過程の体
系的／客観的標準化を行い、虚血性疾患にお
ける EPCの機能的分化動態解析を用いた診断
法及び治療法の開発に繋げる。 
 
３．研究の方法 
(1)EPC分化動態解析法； 
① 造血幹細胞（CD34+細胞）の採取；臍帯
血から Histopaque-1077を用いた比重遠心法
により単核球を採取し、AutoMACS (Militenyi 
Biotec.)を用いた CD34 抗体ビーズ法により
造血幹細胞（CD34+細胞）を採取した。 
② EPC分化動態解析法(EPC colony forming 
assay = EPC-CFA)；H4236(Stem Cell Tec.)
のメチルセルロース半固形培地に 30% FBS, 
ヒト遺伝子組み換え 100 ng/mL SCF, 50 ng/mL 
VEGF, 50 ng/mL IGF-1, 50 ng/mL EGF, 50 
ng/mL basic FGF, 20ng/mL IL-3 及び 2IU/mL 
heparin を添加し 16〜18 日間培養した(EPC
コロニーアッセイ)。 
③ 二次的 EPC-CFA；接着性の強弱を利用し
て、弱接着性の小細胞群コロニー及び強接着
性大細胞群コロニーを採取し、二次的
EPC-CFAを行った。 
④ EPCコロニー細胞の血管網形成能の評
価；大細胞群、小細胞群EPCを採取し、96 ウ
エルプレートに 50 µLのマトリゲルを入れ、
固相化後、各ウエルに 1.5 x 104個/50 µL 
5%FBS含有EGM-2 血管内皮用培地を播種し、4
日後に血管網形成能を算定した。 
⑤ in vivo下肢虚血ヌードマウスモデルを
用いたEPCコロニー細胞の血管再生能の検
討；BALB/c-nuマウスに下肢虚血モデルを作
成し、採取した各EPCコロニー細胞を移植し
(2 x 105個/匹)、ドップラー血流計による血
流改善度測定及びisolectin B4-FITCによる
微小血管染色及びヒト特異的CD31 抗体によ
る移植細胞の組織内血管内皮細胞分化能を
検討した。 
(2) EPC増幅分化培養法; 
① EPC増幅分化培養法(Expansion培養= Ex培
養)；無血清Stemspan造血幹細胞増幅培地に
ヒト遺伝子組み換え 100 ng/mL SCF, 100 
ng/mL Flt-3 ligand, 20ng/mL TPO, 20ng/mL 
IL-6, 50 ng/mL VEGFを添加し、(1)- ①と同
様に採取したCD34+細胞を 7 日間、24 ウエル
プレートを用いて培養(1 x 104個/500 µL/ウ
エル)した。経時的にEPC-CFAを用いてEPC分

化能、増幅能を評価した(500 個/35 mm ディ
ッシュ)。 
② in vivoヌードラット心筋梗塞モデルを
用いたEPC増幅分化培養細胞の移植による血
管再性能の評価及び心機能改善効果の検
討；F344/N-rnuヌードラットの冠状動脈前下
枝を結紮し、心筋梗塞モデルを作成した。虚
血心筋近傍部位に、CD34+細胞またはEx細胞
を移植した(1 x 105個または 5 x 105個/匹)。
虚血作成及び細胞移植後、28 日目に、心臓超
音波エコーを用いて算出した左室駆出率か
ら、心機能改善能の評価を行った。屠殺後、
isolectin B4による組織学的解析により、虚
血心筋内微小血管を算定し血管再生能を評
価した。 
(3) コロニー形成性 EPCの起源及び分化過程
の解析； 
① (1)- ①と同様に採取した、CD34+細胞に
おけるコロニー産生性 EPC分画の同定；CD34+
細胞を X 抗体及び Y 抗体により染色した。
FACSAria (BD)を用いて F5 (X+/Y-),  F6 
(X+/Y弱陽性), F7 (X-/Y強陽性), F8 (X-/Y+)
に分画し、４つの細胞群を分取した。各分画
の EPCコロニー形成能を EPC-CFAにより検討
した。 
② さらに、Ex培養により、各分画の EPC分
化増幅能を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)EPC分化動態解析法の開発； 
① 臍帯血由来 CD34＋細胞における EPCコロ
ニーの形状；形態の異なる 2 種類の EPC コロ
ニーが出現した。すなわち、直径 20 μm 程
度の小卵円型細胞群からなるコロニー、長径
50 μm〜200μm の大紡錘型細胞群からなる
コロニーが出現した。二次的 EPC-CFA では、
前者はコロニーを形成し、後者はコロニーを
形成しなかった。一方、コロニー非形成性 EPC
培養アッセイにおいては、大細胞群コロニー
において接着性 EPC 数の増加が認められた。 
② EPC コロニー細胞の血管網形成能；未分
化型 EPC コロニーに比較して、分化型 EPCコ
ロニーは、血管網形成能に優れていた（図 1）。 

図１.EPCコロニーの血管網形成能の比較. 



x 10 視野 . 
 
③ マウス下肢虚血部位における EPCのコロ
ニー細胞移植による血管再生能の比較；各
EPC コロニー細胞を移植したところ、分化型
EPC コロニー細胞移植群は、未分化型 EPC コ
ロニー細胞移植群に比較して、血流改善効果
に優れていた。 
さらに、虚血下肢筋肉内の微小血管密度につ
いても、分化型 EPC コロニー移植マウスにお
いて血管再生能が増強した（図２）。 

 
図２.EPC コロニー移植 28 日後のマウス下肢
虚血部位における血管再生能の比較. 
Alexa594-isolectin B4 (橙色)による微小血
管の染色像。Scale bar= 200 µm. 
 
④ 以上の知見により、小細胞 EPCコロニー、
大細胞 EPCコロニーはそれぞれ未分化型、分
化型 EPCコロニーであり、コロニー形成性 EPC
は分化に伴って、非コロニー形成性 EPCに分
化するとともに、血管再生能を獲得すること
が判明した。そして、EPC-CFA により、未分
化型及び分化型コロニー数と比率の算出に
より EPC の分化、増幅動態の解析が可能とな
ることを意味する（図３）。 

 
図３.EPC分化動態解析法の概念図. 

分化段階の異なる 2種類の EPCコロニー。未
分化型 EPC コロニー(EPC-CFU)は小卵円型細
胞(20 µm)、大紡錘型細胞(50〜200 µm)から
構成される。EPC-CFU= EPC colony forming 
unit、EPC-CFA= EPC colony forming assay、
Scale bar= 200 µm. 
(2) EPC増幅分化培養法(Ex 培養法)の開発；  
① Ex培養法による CD34+細胞の EPCへの増
幅及び分化；Ex 培養により、CD34+細胞は経
時的に分化が亢進し（EPC の質の向上）、特
に分化型コロニー形成性 EPC の増幅（EPC の
量の向上）が認められた（図４）。 

図４.EPC分化増幅培養法(Ex培養法)による、
CD34+細胞から EPC への分化及び EPC 増幅. 
***P < 0.001. 
 
② in vivo ラット虚血心筋内への CD34+細
胞および Ex 細胞移植による血管再生能の確
認；ラット虚血心筋において、Ex細胞移植群
は、微小血管密度が、細胞数依存性上昇する
ことが認められた（図５）。 

図５.Ex 培養によるコロニー産生性 EPC 移植
群及び非培養 CD34+細胞移植群の、ヌードラ
ット心筋虚血部位における血管再生能の比



較. 
低= 1x 105個/匹、高= 5x 105個/匹. *P < 0.05, 
**P < 0.01, ***P < 0.001.Scale bar= 100 µm. 
 
③ in vivo ラット虚血心筋内への CD34+お
細胞よび Ex 細胞移植による心機能改善効果
の確認；  
心臓エコーにおいて、左心室駆出率の改善効
果が、移植細胞数依存性に認められた（図６）。 

図６.Ex培養によるコロニー産生性EPC移植
細胞群及び非培養CD34+細胞移植群の、ヌー
ドラット虚血心機能. 低= 1x 105個/匹、高= 
5x 105個/匹.**P < 0.01, ***P < 0.001. 
 
④ 以上の結果により、Ex培養は、造血幹細
胞(CD34+細胞)の増幅及び分化を機能的に促
進することが判明した（特許第 4964121号）。 
独自に開発した EPC-CFA 及び Ex 培養法は、
EPC の機能的な分化度及び増幅能を定量的に
評価する手法として有用であることが判明
した。さらに、EPC の分化度及び増幅能の評
価を被検細胞に応用することにより、その細
胞分画におけるコロニー形成性未分化 EPCの
起源と、その起源からの EPC 分化過程の解明
研究が可能となった。 
 
(3)コロニー形成性未分化 EPC の起源と分化
過程； 
① CD34+細胞における F5 (X+/Y-),F6 (X+/Y
弱陽性), F7 (X-/Y 強陽性), F8 (X-/Y+)の 4
つの細胞分画では、F5 < F6< F7 の順に上昇
し、F8 分画(X-/Y+)は EPC コロニーをほほ産
生しなかった（図７）。 

 
図７. CD34+細胞分画中の EPC コロニー産生
能.NS= 非選別 CD34+細胞. 
 
② 各分画における Ex 培養細胞の幹細胞陽
性率； 
F5, F6, F7 の各分画について、EX 培養を行
い、FACSにて幹細胞陽性率を算出したところ、
F5 > F6 > F7 の順に、幹細胞 (CD34+/X+)陽
性率が維持されていた（図 8）。 

図 8.CD34+細胞におけるEx培養後の幹細胞陽
性率. 
 
③ 各分画における Ex 培養細胞の EPC コロ
ニー形成能； 
CD34+細胞各細胞分画の Ex 培養細胞の
EPC-CFAにおいて、Ex培養前の EPC-CFAの結
果とは反対に、F5 > F6 > F7 の順に EPC コ
ロニー産生が認められた（図９）。 
これは、Ex 培養前では、細胞周期において
F5 が休止期にあり、F6 < F7 の順に増幅期に
ある細胞が多く、Ex により、F5 のコロニー
産生 EPC の増幅及び分化が促進されたこと、
また増幅期にあった F6, F7 のコロニー産生
性 EPC が分化誘導によりコロニー産生性 EPC
からコロニー非産生性 EPCに分化したことが
示唆された。 
図９.CD34+細胞各細胞分画における Ex 培養
後の EPC コロニー産生. NS= 非選別 CD34+細

胞. 
  
(4) 考察； 
以上の知見により、EPCの起源が CD34+/X+分
画の Y-細胞分画に存在すること、Y抗原の発
現上昇に伴い、EPC の分化度が上昇すること
が判明した。 
本研究において、世界で初めて独自開発した



手法による EPC 分化動態解明は、近年、血管
再生医学、医療の基礎、臨床における重要性
が認識されている EPC細胞特性の本質的解明
に迫るものである。また、本研究成果は、循
環器領域の虚血性疾患における EPCの血管生
物学的診断法及び EPC移植による新規な治療
法の開発研究への発展と応用が期待される。 
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