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研究成果の概要（和文）：閉塞性動脈硬化症は下肢切断に至る難治性の疾患である。閉塞性動脈硬化症の患者から侵襲
性が軽度である脂肪組織より間葉系幹細胞(AT-MSC)を単離し、将来の組織幹細胞治療を見据えた「治療効果の高い細胞
群」の単離同定および機能解析を行った。AT-MSCを投与したマウス虚血足において、AT-MSCはCCL5を発現することによ
ってマクロファージの遊走を増加させ、血管新生に寄与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To compare the abilities of MSC, characterize how those MSC affect the repair of i
schemic tissue, vascular occlusion was performed by ligation of the femoral artery and vein. Of note, the 
blood flow in the ischemic region rapidly increased in mice injected with AT-MSC, as contrasted with mice 
injected with BM- or DT-MSC. The number of CD45+ and F4/80+ cells at the femoral region was higher in AT-M
SC recipients than in recipients of BMMSC or DT-MSC. We evaluated the mRNA expression of angiogenic and mi
gration factors in MSC and found the expression of CCL5 mRNA was higher in AT-MSC than in BM-MSC or DT-MSC
. Transplantation of ATMSC with impaired expression of CCL5 clearly showed a significant delay in the reco
very of blood flow compared with the control.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 手術時に生じる余剰脂肪組織を採取し、
間葉系幹細胞（MSC）を分離培養を試みた。
AT-MSC をアルデヒドデヒドロゲナーゼ
（ALDH）活性を指標として発現の有無により
分離を試みた。申請者は、先行研究において
ヒト臍帯血より血管内皮前駆細胞（EPC）を
単離し、ALDH 活性を指標として血管内皮前駆
細 胞 を 分 離 し 、 ALDH 活 性 の 低 い
EPC(Alde-Low)が「治療効果の高い細胞群」
であることを、マウス有茎皮弁モデルを用い
て証明している。(Nagano et al., Blood, 
2007)  
 
(2) 末梢血由来 EPC は樹立が難しく、基礎疾
患を有する患者では細胞数が少なすぎて治
療に必要な量を確保できない。そこで侵襲性
が軽度であり自家移植可能な脂肪組織由来
MSC(AT-MSC)に焦点を絞り、機能的に作用す
るAT-MSCの単離同定と,血流改善能について
動物モデルを作製して他の骨髄由来 MSC
（BM-MSC）や歯髄由来 MSC（DT-MSC）と比較
して解析を行った。 
 
２．研究の目的 
 手術時に生じる余剰脂肪組織を採取し、MSC
を分離培養した。AT-MSC を ALDH 活性を指標
として発現の有無により分離した。得られた
細胞に対して、増殖能・血管形成能解析・遺
伝子発現解析を正常酸素状態と低酸素状態
における比較を行う。また、血流改善効果の
高い細胞群を明らかにするために、マウス下
肢動脈閉塞モデルを用いた移植実験を行う。
加えて、血流改善効果において有意差が見ら
れた AT-MSC および他の MSC に対して分子生
物学的解析を行い、どの因子が MSC の血流改
善に効果に働いたのかを解析した。 
 
３．研究の方法 

(1) インフォームド・コンセントを得た糖尿
病等の内科的疾患を合併しない患者より、手
術時に発生する余剰脂肪組織を採取し、MSC
を単離培養した。得られた細胞が MSC である
ことの証明は、骨、脂肪、軟骨への分化能を
有していることを確認する in vitro 分化能
解析により行った。継代維持可能となった
AT-MSC に対して ALDH 活性、あるいは CD349
抗体によりそれぞれ細胞分離を行った。 
ALDH活性を認識するAldefluor試薬を用いて、
ALDH活性陽性AT-MSCとALDH活性陰性AT-MSC
に分離する。分離した細胞は 14 日後に ALDH
活 性 を維持 し ている か どうか 、 再 度
Aldefluor 試薬で確認した。ALDH 活性を保持
していない場合は、再度ALDH活性陽性AT-MSC
を細胞分離した。 

①マウス下肢動脈閉塞モデルによる血流改

善能解析 
 虚血改善効果の判定はマウス下肢虚血モ
デルを用いて行った。マウスには 2日前から
Cyclosporin-A を投与し免疫抑制処理を継続
した。マウス大腿動脈を鼡径部から膝関節付
近までの範囲で血管を結紮・切除した。対側
はコントロールとして用いるので、処理しな
かった。翌日、マウス 1 匹辺り 5×105 個の
AT-MSC・BM-MSC・DT-MSC あるいはネガティブ
コントロールして細胞を含まないPBSを調製
し、血管を切除した部位に 4ヶ所筋肉注射に
て細胞を移植する。ポジティブコントロール
として、当研究室で樹立した血管内皮前駆細
胞(EPC)を使用した。血流は後脛骨動脈を、
細胞投与日, 1, 3, 5, 7, 10, 14 日目に測定
し、健常足に対する処置足の血流比を比較検
討した。 

②MSC 移植後の新生血管の解析 

 MSC 移植 14 日後のマウスに対して、血管壁
を染める Banderiraea simplicifolia Lectin 
I-TRITC を尾静脈より注入し、凍結切片を作
製した。 蛍光顕微鏡下の観察から、新生血
管数をカウントし解析を行った。観察はラン
ダムに選出した 3切片から行い、それぞれ 10
視野を観察し集積した細胞数を算出した。 
MSC をあらかじめ GFP（蛍光色素蛋白質）に
より標識し、マウス下肢動脈閉鎖モデルを作
製し移植した。移植後 7日目に大腿部をコラ
ゲナーゼ処理し、GFP 陽性細胞を FACS を用い
て分離し遺伝子発現解析を行なった。 

(2) MSC がどのようなメカニズムで血流改善
に働くかを明らかにする 

 血流改善能を有する MSCと有しない MSCと
の間において、マイクロアレイ解析を行い、
候補遺伝子を選別した。 
①得られた候補遺伝子について、Real time 
PCR 法により発現量に有意差が認められるこ
とを確認した。 
②候補遺伝子に対して、shRNA を用いてノッ
クダウンした AT-MSC を作成し、マウス下肢
動脈閉塞モデルを用いて機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) AT-MSC を ALDH 活性により分離し、14 日
後に再度検証を行ったところ、ALDH 活性は不
変的ではないことが明らかとなった。流動的
な酵素活性をもとに実験を進めるのは得策
ではないと考えた。 
 次に、AT-MSC, BM-MSC, DT-MSC の 3群間で
比較検討した。 
In vitroでの分化能は 3群に差は見られなか
ったが、マウス下肢動脈閉塞モデルにおいて
AT-MSCは他のMSCと比較して有意に虚血を改
善することが明らかとなった。血管数も
AT-MSCは他のMSCと比較して有意に増加して



いた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②血管内皮のマーカーである CD31 と GFP で
着色した AT-MSC の蛍光写真より、AT-MSC は
血管内皮にはならず、血管周囲に分布してい
た。 

 
 
 
 
 
(2)AT-MSC 移植群ではマクロファージの遊走
が多く、これが血流改善の一因であると考え
た。 
 

 

 
どの因子が、AT-MSC の虚血改善能に働くのか
について調べた。AT-MSC ではマクロファージ
の遊走に関わる CCL5 が他の MSC に比較して
高く、かつ CCL5 の発現を減弱させた AT-MSC
がコントロール群と比較して、虚血改善効果
が低下することが明らかとなった。AT-MSC に
より産生される CCL5 が、骨髄からマクロフ
ァージを動員して虚血改善に働いているこ
とが示唆された。  
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