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研究成果の概要（和文）：低酸素プレコンディショニング処理されたヒト末梢血単核球細胞は、有意に機能増強してお
り、酸化ストレスに対する抵抗性、細胞生存力、VEGF産生量が増加していた。さらに、低酸素プレコンディショニング
処理されたラビットの末梢血単核球細胞をラビット下肢虚血部位に自己移植すると有意に血管新生が誘導され、虚血部
位の血流が改善した。本研究は末梢血単核球細胞の低酸素プレコンディショニング処理は虚血部位の血管新生を促進さ
せる有効な方法であることを示している。

研究成果の概要（英文）：Hypoxic preconditioned human peripheral blood mononuclear cells (PBMNCs) displayed
 significantly enhanced functional capacities and increased the resistance to oxidative stress, cell viabi
lity, and production of vascular endothelial growth factor. In addition, autologous transplantation of hyp
oxic preconditioned rabbit PBMNCs significantly induced new vessels and improved limb blood flow in rabbit
 hindlimb ischemia. Our study demonstrate that hypoxic preconditioning of PBMNCs is an effective way for e
nhancing angiogenesis in ischemic tissue.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

当教室で開発された自己骨髄由来細胞を

用いた血管再生治療 (Jpn Circ J. 2001; 65: 

845, Cell Transplant. 2002; 11: 747) は

難治性重症虚血性疾患に対する有望な治療

法であり、日本をはじめ世界中の多くの施設

で臨床応用されている。大規模臨床試験にお

いても一定の有効性と安全性が確認されて

いる。しかし、虚血組織内(酸化ストレス亢

進状態)での移植細胞の生着率が極めて低い

問題(24 時間後の生着率 5%以下)もあり、必

ずしも十分な治療効果が得られているとは

いえない。その解決策として、移植細胞への

遺伝子導入やex vivo での増幅といった方法

が考案されて有用性が報告されているが、操

作の複雑さ、要する時間の長さ、安全性等の

課題が残る。 

これまでに当教室では、健常マウス由来の

細胞を用いて、短時間かつ簡便な移植細胞の

機能増強の方策として、移植前の ex vivo で

の低酸素培養(低酸素プレコンディショニン

グ)の有効性を証明してきた。 

低酸素プレコンディショニング後の細胞

では、 

（１）接着分子の発現亢進による細胞接着能

の亢進 

（２）抗酸化・細胞生存関連分子の発現亢進

による酸化ストレス抵抗性獲得および

細胞生存力の上昇 

（３）血管再生因子産生の促進などによる血

管再生能の増強 

によって、虚血組織へ移植後には血管再生治

療の効果が向上することが明らかとなった。

血管再生治療を必要とする患者の大多数は

高齢者で糖尿病などの様々な全身疾患を伴

発している。このような病態では、移植細胞

における酸化ストレスの亢進や血管再生機

能の低下が明らかとなっている。 

こうした点を考慮すると、加齢や糖尿病下

の細胞においても、低酸素プレコンディショ

ニングによる血管再生機能の増強効果が得

られるかについては検討の余地があった。そ

こで、加齢動物や糖尿病動物由来の機能低下

を示した細胞に対する低酸素プレコンディ

ショニングの効果を検証した結果、若い健常

マウスの場合と同様に細胞機能の増強がも

たらされ、細胞移植による治療効果が向上す

ることも明らかとなった。 

以上のことから、低酸素プレコンディショ

ニングは細胞移植による血管再生治療の効

果を向上させる簡便かつ有用な方法であり、

将来的には臨床応用が期待でき、臨床試験の

実施が望まれる。しかし、臨床試験の前に、

ヒト由来の末梢血単核球に対する低酸素プ

レコンディショニングの効果と安全性を検

証することが必要と考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ヒト(健常者および臨床患者) 

由来の末梢血単核球を用いて、低酸素プレコ

ンディショニングの効果を検証することを

目的とし、研究期間内に以下の点を明らかと

する。 

（１）ヒト由来の末梢血単核球に対する低酸

素プレコンディショニングが、細胞接

着・細胞生存・血管再生能といった細胞

機能を増強できるか？ 

（２）低酸素プレコンディショニング後のヒ

ト末梢血単核球を虚血組織へ移植する

と、血管再生治療の効果が向上するか？

また、安全であるか？ 

 

３．研究の方法 

これまでに、マウス由来の細胞に対する低

酸素プレコンディショニングによって細胞

機能の増強がもたらされ、細胞移植による血

管再生治療の効果が向上することを明らか

としてきた。本研究では、臨床応用を視野に

入れ、ヒト(健常者および臨床患者)由来の末

梢血単核球に対する低酸素プレコンディシ



ョニングの効果と安全性を検証することを

目的として、以下の解析を行う。 

in vitro での解析：細胞接着・細胞生存・

血管再生能を評価する。 

in vivo での解析：SCID マウスの虚血下肢

に移植を行うことで、血管再生治療効果への

影響(有用性)ならびに安全性を評価する。 

 

４．研究成果 

健常者の末梢血単核球細胞(PBMNCs)が低

酸素プレコンディショニング(2%酸素濃度、

33℃、24 時間)により受ける種々の影響につ

いて解析した。健常者上腕の皮静脈より採血

し、血清分離後に比重遠心法により単離され

た PBMNCs を低酸素プレコンディショニング

し、FACS 解析を行ったところ、PBMNCs 中の

CD3、CD4、CD8、CD15 陽性細胞の割合は、対

照群と比べて変化せず、低酸素処理は PBMNCs

の細胞分画に影響を及ぼさないことが明ら

かとなった。次に、低酸素プレコンディショ

ニングによって健常者の PBMNCs が機能増強

されているか否かについて細胞接着性、血管

新生因子 VEGF の産生能、酸化ストレス抵抗

性を指標として検討した。その結果、低酸素

プレコンディショニング によって有意な細

胞接着能の増大が認められた（図 1A）。また、

接着細胞中の CD31 陽性細胞数を検討したと

ころ、低酸素プレコンディショニング処理さ

れた群において CD31 陽性細胞率が増加して

いた。続いて、低酸素プレコンディショニン

グ処理された PBMNCs の培養上清中の VEGF 濃

度を ELISA 法により算出したところ、対照群

と比べて有意な VEGF 産出量の増加が認めら

れた（図 1B）。さらに、低酸素プレコンディ

ショニング処理した後に過酸化水素処理を

行い、酸化ストレス抵抗性を検討したところ、

低酸素処理群では、対照群に比べて Reactive 

Oxygen Species (ROS)産出量の低下（図1C, D）

および細胞生存率の上昇が認められた（図 1E, 

F）。以上の結果より、低酸素プレコンディシ

ョニング によってPBMNCsの機能増強が誘導

されることが明らかとなった。 

 

 
 

 

 

 

 

 

図 1. 健常者 PBMNCs の細胞接着能、VEGF 産

生量、活性酸素産生量、細胞生存率における

低酸素プレコンディショニング効果の検討 

 

さらに、ウサギの下肢虚血部位に低酸素プ

レコンディショニングされたウサギ PBMNCs

を自己移植したところ、有意に血管新生が誘

導され、下肢の血流が回復した（図 2A-B）。 
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図 2. 低酸素プレコンディショニングされた

ウサギ PBMNCs 移植によるウサギ下肢虚血部

位の血流の変化 

 

以上より、低酸素プレコンディショニング

された PBMNCs は虚血部位における血管新生

を誘導し、血流が回復されることが示唆され、

有効な血管再生治療法であると考えられる。 
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