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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞（MSC）は骨髄のみでなく様々な組織に分布していることが明らかとなり、我
々含め骨格筋組織内においても同定した。本研究では、骨格筋MSC活性化を応用した末梢動脈疾患治療の開発を目指し
、その細胞特性の検討を行った。骨格筋MSCは、骨髄由来と同様の幹細胞特性を有するがより向血管新生能が優れてい
ることが示され、エリスロポエチンにより活性化することも明らかとなった。一方で、FGF-23はMSC細胞老化を誘導し
負に制御することが明らかとなった。これら慢性腎臓病関連サイトカインの制御による骨格筋MSC活性化は新規血管新
生治療になり得ると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem cells (MSCs) are present in all adult tissues including bone 
marrow and skeletal muscle. Aim of this study was to investigate stem cell properties of MSCs from 
skeletal muscle for development of a novel angiogenic therapy in peripheral artery disease (PAD). 
Properties of proliferation and differentiation in the MSCs were similar to bone marrow MSCs, whereas 
pro-angiogenic property in muscle MSCs was superior to the bone marrow cells. The angiogenic potential 
was activated by erythropoietin. Fibroblast growth factor (FGF)-23 induced cellular senescence of the 
muscle MSCs via oxidative stress/p53/p21 pathway. PAD is prevalent in patients with chronic kidney 
disease (CKD). Thus, results of this investigation suggested that disruption of productive balance of 
those factors in the CKD deteriorated the muscle MSC function. Activation of muscle MSCs via regulation 
of CKD-related cytokines may become a new therapeutic strategy for PAD.

研究分野： 循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）下肢末梢動脈疾患は、心・脳血管病合

併により予後不良なことが知られている

（TASC-II, J Vasc Surg 2007）。Hirsch ら

（JAMA 2001）が末梢動脈疾患診療の重要性

を強調した通り、その後、人口の高齢化や糖

尿病・慢性腎臓病の増加に伴い、その罹患率

および重症例が増加し、高齢者医療において

重要な課題のひとつとなっている。また、血

行再建術ならびに運動療法が主な治療法で

あるが、重症例や難治例に対しての新規治療

法の開発が必要となっている。 

（２）末梢動脈疾患への自家骨髄単核球移植

による血管新生治療は、世界に先駆けて本邦

で実施され、有効性が示された（Lancet 2002）。

申請者は、自施設において同治療法を実施し、

移植細胞中の幹・前駆細胞量が長期下肢予後

に影響し、新鮮分離細胞を用いる本法では

幹・前駆細胞数の個人差を解消できず、治療

効果に差が生じることを報告した。この結果

より、新規の血管新生治療の開発が必要であ

ることが認識され、申請者は改良点を明確に

するため、基礎検討により移植効果の機序の

解析を行った。ラット下肢虚血モデルにおい

て、骨髄細胞移植により血管周囲間質組織に

おいて増殖活性を示す細胞の増加を認めた。

それら増殖細胞は、免疫染色により、骨格筋

芽細胞ではなくPDGF受容体-α陽性の骨格筋

間葉系幹細胞（ＭＳＣ）であることが分かっ

た。移植細胞などの外的刺激によりホストの

組織内在性幹・前駆細胞が活性化され、血管

新生を含めた内因性再生機構が賦活化され

る可能性が考えられた。 

（３）ＭＳＣは、従来、骨髄に存在し恒常性

の維持に関与していることが広く知られて

いたが、最近になり、他の臓器でも内在され

同様の性質をもつことが明らかになってき

た。骨格筋組織内のＭＳＣも報告され、その

骨格筋ＭＳＣは PDGF 受容体 α 陽性であり、

主に血管周囲間質組織に局在し、筋変性疾患

の病態に関与していることが明らかとなっ

た（Uezumi et al. Nat Cell Biol 2010）。 

申請者らは、骨格筋ＭＳＣが骨髄ＭＳＣと比

較して血管新生因子の発現が高いことを予

備試験で確認しており、末梢動脈疾患におい

て、骨格筋ＭＳＣの機能が低下し、病態増悪

に関連していると考えられた。すなわち、骨

格筋ＭＳＣの機能低下因子および活性化因

子を探索することが新規治療の開発につな

がると考えられた。 

 
２．研究の目的 
骨格筋ＭＳＣ活性化を介した内因性再生機

構賦活化による新規虚血肢治療法は、血管新

生のみならず自己周囲の骨格筋再生・微小環

境修復も促進することが推測され、従来の血

管新生治療にはない骨格筋の機能・代謝面で

の効果も期待される。 

本研究は、骨格筋ＭＳＣの機能低下因子およ

び活性化因子の探索が主目的とする。また、

同定した活性化因子の in vivo での効果を検

討する。 
 
３．研究の方法 
（１）骨格筋ＭＳＣの採取、培養、機能評価：

（採取）ラット細胞．大腿骨格筋を採取し、

組織を細断・コラゲナーゼ処理し、細胞成分

を分離。比重遠心法で単核細胞を単離し、プ

ラスチック接着法で採取する。ヒト細胞．イ

ンフォームドコンセントの下、整形外科手術

時に少量の骨格筋組織を採取し、ラット細胞

と同様の手順で細胞を得る。（培養）基本培

地 MEM と２０％FBS で培養を行う。当該研究

室で標準化されたプロトコールに沿って培

養を行う。（細胞機能評価）１．多分化能：

骨・脂肪・軟骨。２．細胞老化：増殖能評価・

細胞老化関連分子発現検討。３．細胞生存

能：ストレス環境下培養、アポトーシス評価。

４．血管新生因子産生能：ELISA 法による培

養上清中の VEGF・HGF 濃度測定。 

 



（２）ＭＳＣ機能活性化因子・抑制因子の探

索：骨格筋ＭＳＣと骨髄ＭＳＣの網羅的遺伝

子発現解析を行い、受容体発現の差異から骨

格筋ＭＳＣに特異的に作用し得るサイトカ

インやケモカインの候補を同定する。 

以下の評価項目を用い、候補因子の骨格筋Ｍ

ＳＣに対する効果を検討する。１．多分化

能：骨・脂肪・軟骨。２．細胞老化：増殖能

評価・細胞老化関連分子発現検討。３．細胞

生存能：ストレス環境下培養、アポトーシス

評価。４．血管新生因子産生能：ELISA 法に

よる培養上清中の VEGF・HGF 濃度測定。 

（３）下肢虚血モデルにおける骨格筋ＭＳＣ

を標的とした血管再生治療：（ラット下肢虚

血モデル）ラット右大腿動脈を外科的に結紮

し、虚血下肢を作成する。治療群では、骨格

筋ＭＳＣ移植やＭＳＣ活性化因子投与を行

う。モデル作成直前後、１，２週後までレー

ザードップラー血流計により定量的に血流

評価を行ない、治療効果を判定する。（筋組

織の病理組織学的検討）１４日後に組織学的

評価を行なう。免疫組織染色法により○新生

血管数○筋組織内増殖細胞数○骨格筋ＭＳ

Ｃ動態の評価を行う。 

 
４．研究成果 
（１）骨格筋ＭＳＣ特性 

虚血筋組織における骨格筋ＭＳＣの動態や病

態への関与は不明のため、右大腿動脈結紮に

よるラット下肢虚血モデルで検討を行った。

レーザー血流計の評価では、このモデルは、

動脈結紮直後から虚血作成後１週にかけて下

肢血流は自然回復し、２週まで維持される。  

ＭＳＣはPDGF受容体α陽性であるため、免疫

染色によりPDGF受容体α陽性細胞を検索した

ところ、健常下肢では骨格筋間質にごく僅か

に散見される程度であったが、虚血１週後で

はその数は増加し間質内に集簇している所見

が見られ、２週後では再び減少していた。ま

た、二重免疫染色により、PDGF受容体α陽性

細胞は血管内皮増殖因子（VEGF）を産生して

いることが示された。 

ラット・ヒト骨格筋組織よりＭＳＣを単離し

た。形態は骨髄由来細胞と同様に線維芽細胞

様で、増殖能・分化能は骨髄由来細胞と同様

であった。受容体の遺伝子発現解析では、線

維芽細胞増殖因子（FGF）受容体１－４とエ

リスロポエチン受容体の発現を認めた。 

（２）骨格筋ＭＳＣの向血管新生能 

虚血回復過程において、ＭＳＣは反応性に増

殖し VEGF を産生して血管新生を促進してい

る可能性が考えられた。そのため、向血管新

生能を検証するため、培養実験での検討を行

った。培養上清中の VEGF 濃度を測定したと

ころ、骨格筋ＭＳＣは VEGF を産生・分泌し

ており、骨髄由来ＭＳＣおよび骨格筋細胞と

比べてもその濃度は有意に高値であった。培

養血管内皮細胞を用いた in vitro 血管新生

アッセイで、骨格筋ＭＳＣ由来液性因子は、

コントロール培地と比較し、有意に内皮細胞

管腔形成を促進した。 

in vivo での血管新生能を評価するため、ラ

ット下肢虚血モデルに培養骨格筋ＭＳＣの

細胞移植を実施した。組織学的検討で、細胞

移植群では、非移植群と比し、有意な新生血

管数の増加を認めた。 

また、エリスロポエチン受容体発現を認めた

ため、培養骨格筋ＭＳＣをエリスロポエチン

で刺激したところ、細胞増殖が促進され、

VEGF 遺伝子発現が亢進した。ラット虚血筋組

織への直接エリスロポエチン製剤投与では、

PDGF 受容体 α 陽性細胞の増殖ならびに血管

再生促進が認められた。 

（３）骨格筋ＭＳＣ機能抑制因子 

骨格筋ＭＳＣではFGF受容体発現を広く認め、

FGF により機能制御されていることが想定さ

れた。FGF-2 ならびに FGF-23 で培養骨格筋Ｍ



ＳＣを刺激したところ、FGF-23 が機能抑制因

子であることが示された。 

ＭＳＣでは Angiotensin (Ang)-II タイプ I

受容体発現も認めたため、FGF-23 と Ang-II

が細胞に与える影響を検討した。無血清培地

（control）に Ang-II（0.1μM）もしくは

FGF-23（10ng/ml）を４８時間刺激し比較し

たところ、FGF-23 群で、control と比較し有

意に MSC 細胞数が減少していた。Ang-II 群で

は、統計的に有意な減少を認めなかった。老

化関連βgal 染色で細胞老化を検討したとこ

ろ、FGF-23 は、有意に老化ＭＳＣ数を増加さ

せた。ウェスタンブロットでは、FGF-23 によ

り細胞老化因子である p53と p21 発現亢進を

認めた。免疫染色で p53 の核内移行が確認さ

れた。酸化ストレスを示す NOX2 遺伝子の発

現亢進および抗酸化を示すMnSOD遺伝子の発

現低下も認めた。 

末梢動脈疾患症例の骨格筋組織の病理標本

で免疫染色を行ったところ、脂肪浸潤部位に

おいて、核内 p53 陽性を示す PDGF 受容体 α

陽性ＭＳＣの存在が同定された。 

（４）まとめと今後の展望 

末梢動脈疾患・虚血肢モデルにおいて、これ

まで血管新生因子や細胞移植による筋内微

小血管を標的とした血管新生治療が試みら

れてきたが、本研究では、骨格筋に内在する

ＭＳＣを介した内因性再生機構賦活化によ

る新規虚血肢治療法の開発を目指した。 

本研究において、骨格筋 MSC は、骨髄由来と

比較しても VEGF 産生能が高く向血管新生能

を有していることを初めて明らかにし、エリ

スロポエチンがその細胞機能を活性化する

ことを示した。一方、FGF-23 は、細胞内酸化

ストレス亢進／p53/p21 経路を介して骨格筋

MSC の細胞老化を誘導し、負の制御因子であ

ることも明らかにした。 

骨格筋MSCは、血管新生治療の新たな細胞源・

治療標的となる可能性が示された。また、慢

性腎臓病の病態に関連するサイトカインが骨

格筋MSC機能を修飾することが明らかとなっ

た。慢性腎臓病において、エリスロポエチン

は産生低下しFGF-23は産生亢進となる。慢性

腎臓病では末梢動脈疾患の合併が多いが、そ

の原因に、サイトカイン産生環境による骨格

筋MSC機能低下が関わっていることが示唆さ

れ、これらサイトカインの制御が治療につな

がる可能性が考えられた。 

今後も、骨格筋MSCの細胞特性を追求すること

は、治療応用の可能性を開くとともに、末梢

動脈疾患の病態本体を明らかにすることにつ

ながると考える。 
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