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研究成果の概要（和文）： 本研究では、骨髄間葉系幹細胞（ＭＳＣ: mesenchymal stem cell）

に注目し、同細胞による新規血管新生治療の開発を目的とした。従来法で採取したＭＳＣおよ

び CD271 抗体で純化したＭＳＣともに向血管新生性を示した。下肢虚血モデルにエリスロポエ

チン＋ＭＳＣを投与すると、ＭＳＣ単独投与と比べて、有意な血流回復が認められた。ＭＳＣ

は血管新生治療の発展にとって有用な細胞源であり、エリスロポエチンがＭＳＣ機能を活性化

させることが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）： The aim of this study was to develop novel therapeutic 

angiogenesis using mesenchymal stem cells (MSCs) from bone marrow. Both MSCs from total 

mononuclear cells and CD271+ cells in bone marrow have shown pro-angiogenic phenotype. 

Preconditioning with erythropoietin enhanced the pro-angiogenic property in MSCs. MSC 

from bone marrow is useful cell source for therapeutic angiogenesis. MSC implantation 

combined with erythropoietin may become a new strategy for therapeutic angiogenesis in 

peripheral artery disease.   
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１．研究開始当初の背景 
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差を解消できず、治療効果に差が生じること

が明らかとなった。そのため、申請者は、次

世代血管新生治療のための有用な細胞源と

して骨髄細胞の中でも間葉系幹細胞（以下Ｍ

ＳＣ：mesenchymal stem cell）に注目した。

ＭＳＣは自己複製能・多分化能といった幹細

胞特性に加え血管新生因子を豊富に産生す

ることが報告されている。 

（２） 従来、ＭＳＣの採取法は、培養皿に

骨髄液を播種し、接着した細胞を継代する方

法で行われている。しかし、この方法で得た

培養皿の接着細胞は均一な集団ではなく，分

化段階の異なる前駆細胞の集合体である。幹

細胞の選別には特異的な細胞表面抗原発現

を利用するが、これまでＭＳＣは不明であっ

たため，困難であった。最近になり、磁気抗

体を用いて骨髄細胞中の CD271 陽性細胞（神

経成長因子受容体）を直接分離すると、増殖

能・分化能共に非常に優れた MSC が単離され

ることが明らかになった。申請者らも追試を

行い、CD271 発現を指標に骨髄より優れたＭ

ＳＣを選択的に純化・採取し、生体外増幅が

可能であることを再現した。 

（３）ＭＳＣの能力を向上させる試みは、以

前より行われている。例として化学化合物

5-azacytidine による心筋分化能の獲得や遺

伝子導入による抗アポトーシス性の獲得が

ある。しかしながら、発癌性を有する化合物

の使用や遺伝子導入法は、安全性の面から臨

床応用に実践的でないと考えられる。申請者

は、臨床で用いられるサイトカイン製剤に注

目し、その幾つかを従来法で採取・培養した

ヒトＭＳＣに添加し、マイクロアレイにより

遺伝子発現変化を解析した。本予備実験の中

で、エリスロポエチン（以下 Epo）が CD31・

endothelial specific molecule-1 といった

血管内皮細胞特異的遺伝子群の発現を誘導

することがわかった。Epo はヒトＭＳＣの向

血管新生能を増強し、血管内皮細胞様に分化

させる可能性が示された。 

 

２．研究の目的 

ＭＳＣは血管細胞への分化能に加え、血管

保護因子を産生する。産生因子の中には血管

内皮増殖因子（VEGF）、肝細胞増殖因子（HGF）

やアドレノメジュリンなど血管新生因子の

他に、血管新生の場を形成するためのマトリ

ックス修飾因子も含まれている。 

ＭＳＣを用い、より効果的で実践的な血管

新生療法の開発を目指すため、本研究では、

（１）ＭＳＣの血管新生への効果および

CD271 陽性細胞由来ＭＳＣ（以下 CD271ＭＳ

Ｃ）の細胞機能の評価を行う。（２）ＭＳＣ

への Epo 添加の条件（量、投与日数など）設

定を行ない下肢虚血モデルに投与し、効果お

よびメカニズムを検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）ＭＳＣの採取と培養 

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によ

り純化採取を行った。採取後、速やかに培養。 

ラットＭＳＣ:大腿骨より骨髄液を採取し、

比重遠心法で単核細胞を分離。分離後、プラ

スチック接着法により MSC を採取、培養を行

った。 

培養法：基本培地 MEM と２０％FBS を用い標

準化されたプロトコールに沿って培養を行

った。Passage５を中心に実験を行った。 

（２）ＭＳＣの向血管新生能評価 

○確立された分化条件で培養を行い、免疫染

色で血管細胞分化を評価。 

○馴化培地を作成しELISA法により培養上清

中のVEGF・HGF濃度を測定する。 

○虚血モデル：外科的処置によりマウス急性



 

 

心筋梗塞モデルおよびラット下肢虚血モデ

ルを作成し、ＭＳＣもしくはＭＳＣ由来馴化

培地を投与。組織学的検討で、CD31抗体によ

る免疫染色を行い、心筋および骨格筋組織内

の血管数を評価。 

（３）ＭＳＣへのEpo効果の評価 

エリスロポエチン添加：0,40,80IU/ml で濃度

設定を行った。 

○細胞増殖：経時的な細胞数を評価。 

○細胞老化：senescence associated beta-g

al染色で評価。 

○遺伝子発現：網羅的遺伝子発現解析による

検討。 

○下肢虚血モデル：上述同様に外科的処置で

ラット下肢虚血モデルを作成し、MSCもしく

はMSC＋Epoを投与。レーザードップラー計に

より血流を評価。組織学的検討で、CD31抗体

による免疫染色を行い、骨格筋組織内の血管

数を評価。 

 
４．研究成果 

（１）ＭＳＣの向血管新生能 

①ラット骨髄ＭＳＣ：ラット下肢虚血モデル

を作成しＭＳＣ移植を行ない、１週間後に屠

殺、組織学的に血管数の評価を行った。ＭＳ

Ｃ移植群（n=11）ではコントロール群（n=11）

に比し、有意に新生血管の増加を認めた（図

１）。１週後のＭＳＣの組織内生着は認めら

れなかった。そのため、ＭＳＣとラット骨格

筋細胞において培養上清中の VEGF 濃度を比

較したところ、ＭＳＣにおいて有意に高値で

あった（p<0.05）。 

②ヒト CD271ＭＳＣ：CD271ＭＳＣは形態、増

殖能、分化能ともに従来法で採取した MSC と

同様であった。至適条件下では、α-smooth 

muscle actin 陽性の血管平滑筋様細胞や

CD31 陽性の血管内皮様細胞に分化を認めた。

また、CD271ＭＳＣはＭＳＣ同様に血管新生

因子を放出することが知られている。細胞そ

のものではなく液性因子の in vivo での効果

を検討するため、マウス心筋梗塞モデルを作

成し２４時間後に左心室より CD271ＭＳＣ由

来馴化培地を投与した。その結果、コントロ

ール群（n= 4）と比べ、治療群（n= 5）にお

いて梗塞境界領域の血管数の有意な増加を

認めた（図２）。 

 

（２）Epo によるＭＳＣ修飾効果 

①in vitro 実験系：ヒト・ラットＭＳＣの培

養液中に Epo 0（コントロール）,40（低濃

度）,80（高濃度）IU/ml の濃度設定で添加し

た。ヒトＭＳＣにおいて、２日目では濃度依

存性に細胞数の増加を認め、高濃度群は他の

２群に比べ有意に細胞増殖を誘導していた

（p<0.05）。しかしながら、コントロールで

は経時的に細胞増殖を認めたのに対し、Epo

添加群では５日目から１０日目には細胞増

殖は停止し、老化細胞数が増加していた。ラ

ットＭＳＣでも同様の傾向を認めた。網羅的

解析遺伝子解析の検討では、高濃度２日間培

養で VEGF や HGF の著明な発現増強を認めた。



 

 

この効果は、MSC 活性化サイトカインの１つ

である塩基性線維芽細胞増殖因子添加では

認められなかった。背景で触れたように、Epo

添加では CD31 遺伝子発現もあり、内皮細胞

分化の可能性も考えられたが、蛋白レベルで

は検出・確認することが出来なかった。 

②in vivo 実験系：①の検討より、ラットＭ

ＳＣが８０％コンフルエント後に、高濃度

Epo 添加培地に交換し２日間培養を行い、ラ

ット下肢虚血モデルに移植した。対照群は通

常培養ＭＳＣ投与群とした。ＭＳＣ＋Epo 群

（n=7）は、ＭＳＣ単独投与群（n=8）より血

流回復および新生血管の増加を有意に促進

した（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）その他 

①大型動物虚血性心不全モデルへのＭＳＣ

移植実験の検討の一部も行った。ＭＳＣ投与

は小型動物での検討同様に血管新生を促進

し、心機能を保持した。 

②Epo は、骨髄ＭＳＣと同様に骨格筋由来Ｍ

ＳＣも活性化した。 

（４）まとめと今後の展望 

MSC による心血管再生の研究はこれまでにも

報告されているが、本研究ではより詳細な検

討を行い、ＭＳＣ移植による血管新生増強は、

パラクライン効果がその主たる機序である

ことを明らかにした。 

また、CD271 発現で選択的に純化された

ＭＳＣの向血管新生能の証明は、国内外で初

めての報告である。ＭＳＣは Epo 受容体発現

があるものの Epo の作用は不明であったが、

本研究により、高濃度短期間の Epo によるプ

レコンディショニングは、培養ＭＳＣの細胞

増殖を促進し、VEGF 発現を増強することが明

らかになった。下肢虚血モデルの検討では、

ＭＳＣ＋Epo 投与群はＭＳＣ単独投与群より

有意に血管新生を誘導した。つまり、Epo は

ＭＳＣのパラクライン効果を増幅させる可

能性が示された。 

ＭＳＣは少量の骨髄液より培養可能で、

増幅させ治療に必要な細胞数を得ることが

できる。自己細胞なら安全性・倫理面で問題

は少なく、また Epo も既に腎不全の臨床にお

いて使用されている。ＭＳＣ＋Epo 併用の新

規血管新生治療は安全性・有効性の観点から

十分に臨床応用可能であり、重症虚血肢治療

の強力なオプションとして確立し得ると考

えられる。 
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