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赤芽球造血による血管新生作用
－血管再生療法の治療成績向上を目指した基礎的研究－

小 澤 拓 也

新潟大学大学院医歯学総合研究科循環器分野

(主任 : 相揮義房教授)
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要 旨

【背景】 骨髄単核細胞移植治療 ( B M I) に よる血管再生療法は重症下肢虚血に対 して 有効性が

示されて い るが
,
さらなる治療成績の 向上 が望まれる . B M I で虚血組織に移植される成分は血

管前駆細胞お よびサイ トカイ ン産生細胞を含有する . こ の うち赤芽球は遊走能をもたず, 従 っ

て正常骨髄組織で は液性因子を分泌 し恒常的に新生血管を赤芽球島ヘ 誘敦する ことで末梢血流

ヘ 供給される ことが推測される. こ の性質を利用 し B M I に エ リ ス ロ ポ エ チ ン ( E P O ) 投与を併

用する ことで移植片に含まれる赤芽球を活性化 し血管再生効果を増強する ことを目的と し
, 赤

芽球に よる )
'

n t77
'

& 0 で の 血管新生効果を検討 した.

【方法と結果】

ヒ ト血管内皮細胞と線維芽細胞の 共培養を行い
,
血管腔形成を観察 した.

これ に ヒ ト末梢血

から作製 した赤芽球コ ロ ニ ー ( B F U - e) を添加 したと こ ろ, B F U - e を中心に集族 した血管ネ

ッ トワ
ー ク の著 し い形成がみ られ , 骨髄造血 にお ける赤芽球島 へ の 新生血管の誘致が再現され

た. この 作用 は E P O の 添加に より増強 した . B F U -

e は V E G F と P I G F を産生 して い た . 白血

球系コ ロ ニ ー ( C F U -

c) に は これらの作用は見られ なか っ た .

次 に ヒ ト骨髄細胞の 血管新生因子産生を浮遊培養系で測定 した. 骨髄単核細胞は V E G F と

PI G F を産生 した が
,
主な分泌細胞は赤芽球で あり , 非赤血球系細胞に よる産生 は弱く, 特に

PI G F は赤芽球のみが分泌 して い た. この 作用は E P O の 添加で さらに増強 した .

【結語】赤芽球系細胞は V E G F ( 内皮増殖) と PI G F (平滑筋増殖) を産生する ことで血管新

生を誘導 し, .

E P O 添加に よりその効果が増強することが示された. 臨床応用と して
,
E P O 併用

B M I 治療は移植局所に おい て赤芽球による サイ トカイ ン分泌を増強することで臨床効果を高め

る可能性が示された.
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緒 口

再生医学研究 は今世紀の 医学の 中心課題の ひ と

つ であり, 特 に死体よりの 臓器移植が 困難 な我 が

国に お い て は最重要の 分野と して 位置づけられて

い る . 既 に血管再生治療が循環器系虚血性疾患に

対する先端的治療法と して試み られ,
現在で は標

準的治療法の 開発競争の 段階に至 っ て い る . 血管

新生療法には大きく 2 つ の流れがある . すなわち

血管新生サイ トカイ ンやその 遺伝子を導入する こ

と で血管新生 を促す ｢サ イ ト カイ ン療法+ と 1) ,

末梢血単核細胞や骨髄細胞を虚血局所 に移植する

ことで血管前駆細胞およびサイ トカイ ン産生細胞

を供給する ｢細胞療法+ 2) である .

先進医療と して の 血管再生療法 に道を開い た

I s n e r らは血管内皮増殖因子 ( V E G F) を始 め と

する各種 の 遺伝子治療を試 み たが
3)
, 遺伝子治療

に は社会的ある い は倫理的な制約が存在 し, また

調和の とれた血管新生に必要な解剖学的な位置情

報および時間経過に即 した各種サイ トカイ ン の供

給 の 再現 が困難で あ る等の 問題 が推測 されて い

た . 実際に, 臨床治験で もプラ セ ボ効果を凌駕す

る臨床効果は得 られなか っ た .

血管形成 は新 た に血 管が新 生 される V a s c ul o -

g e n e si s と, 血管が発芽 などによ っ て伸長
･ 分岐

する A n gi o g e n e si s の 2 段階で 行われる
4)

. 創傷の

治癒過程および悪性腫癌 ･ 子宮内膜 など で見られ

る血管新生は A n gi o g e n e si s による もの と考 えら

れて い たが, その 後骨髄由来 の血管内皮前駆細胞

( e n d o 也eli al p r o g e nit o r c ell s , E P C) が末梢血を介

して常時流通 して い る こ とや
5)
, 生体内での 新生

血管の 約 10 % が V a s c ul o g e n e si s に由来する こ と

が見 い だされた 6) . また動物 モ デル で虚血部位に

移植された骨髄単核細胞に含まれる C D 3 4 陽性細

胞 の 一 部が E P C と し て機能 し, 同時に移植局所

で V E G F ･ 胎盤成長因子 ( PI G F) ･ ア ンギオ ポ エ

チ ン群などの様々 なサイ トカイ ンを産生する こと

が報告 され た 2) 7) . 細胞治療 の 分野 で は 本邦の

｢骨髄細胞移植を用い た虚血性心疾患
･ 末梢血管

疾患 ヘ の血管新生治療+ ( T A C T St u d y G r o u p) が

臨床研究の 中/亡､ と な っ て い る が, 骨髄単核細胞移

植 ( B M I) 治療は標準的治療法と して確立 した も

の で はなく, 臨床成績の 改善を目指 したより効率

の 高い 治療法の 開発が模索されて い る.

正常骨髄造血に おい て は
,
遊走能を有する白血

球系細胞 は分化増殖 しつ つ 最終分化の 後に血管内

へ 移動する が
,

一 方
,
遊走能を持 たな い赤血球系

細胞は血管リモ デリ ン グを引き起 こ し赤芽球島に

新生血管を誘致する こ と で全身循環 へ と入 っ て い

く こと が予測 され る. 実際, ヒ ト骨髄 の赤血球系

細胞は血管新生因子で ある V E G F および PI G F を

産生分泌する こ とが報告 され 8) , 造血と血管の密

接な ク ロ ス ト ー ク が推測される .

エ リ ス ロ ポエ チ ン ( E P O) は赤血球系前駆細胞

か ら赤芽球を誘導する だけで なく, 未熟赤芽球に

作用 してその生存および分化成熟 に必須である 9) .

B M I 治療で は各成熟段階の 赤芽球およびその 前

駆 細 胞 も同時 に移 植 さ れ る こ と か ら , E P O を

B M I と併用 して局所 に投与する こ と により虚血

局所 で の赤血球系細胞の 生存および増殖を
一

時的

に維持 し間接的に血管新生を促進 でき る こと が予

想 される . 既 に我々 は i n vi v o マ ウ ス 下肢虚 血モ

デル を用 い て E P O 併用 B M I が有用である こ とを

報告 した 1 0) . 今回はその 機序を推測する 目的 で
,

赤芽球を介 した血管新生作用を i n v it r o で検討 し

た.

方 法

iJt ヽ
･

i t r o 血管新生モ デル

同意 を得 た健康成 人男性より末梢血 ( n - 9
,

2 5
-

3 1 歳) および骨髄 ( n - 4
, 3 0

-

3 3 歳) を採

取 し
,
リン フ ォプレ ップ(1 .0 7 7 , N y c o m e d P b a r m a ,

O sl o
,
N o r w ay) を用 い た比重遠心法 に よ っ て単

核球 成分を分離 し, 赤芽球系 コ ロ ニ
ー (B F U -

e)

および白血球系 コ ロ ニ ー ( C F U - c) を作成した 1 1)

1 4 日後, 滅菌 ピペ ッ トで それぞれの コ ロ ニ ー を採

取 し , 血管新 生 キ ッ ト ( K u r a b o , O s a k a , J a p a n)

に 直接添加 し血管新生効果を評価 した. 血管新生

キ ッ トで は ヒ ト腰帯静脈内皮細胞 ( H U W C) と

ヒ ト線維芽細胞の 共培養系により管腔様構造が形

成される 13) . 培養液を 4 , 7 , 9 日[ = こ交換 し, l l
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日目 に 7 0 % 水冷 エ タ ノ ー ル で 3 0 分間固定 した .

培養液中の サイ トカイ ン濃度 は 9 日目に計測 した .

B F U -

e , C F U I C , V E G F - A (l o n g/ m l , K u r a b o) ,

r h E P O (1 6 o r 80I U / m l) , PI G F
-

1 ( l o n g/ m l , R D

& Sy st e m s , M i n n e a p oli s , M N) , P IG F 1 2 ( lo n g /

m l
,
R eli a T r c h

,
B r a u n s c h w eig , G e r m a n y) , An gi o -

p oi eti n
- 1 ( A n g - 1

,
4 50 n g / m l , R & D S y st e m s)

それ ぞれの 血 管新 生効果 を評 価 し た . さ ら に

V E G F および PI G F の 活性を中和する 目的で マ ウ

ス 抗 ヒ ト PIG F モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 ( l 〟 g / m l ,

G e n zy m e , M i n n e ap oli s , M N) , 可溶性 ヒ ト リ コ ン

ビナ ン ト V E G F R l お よ び R 2 ( s Fltl , 5 00 n g/ m l ,

及び s K D R , 2 5 0 n g/ m l , い ずれも R 良 D S y st e m s)

を添加 した . 固定 した細胞は マ ウス 抗 ヒ ト C D 3 1

モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体 ( K u r a b o) 及びア ル カリ フ

ォ ス フ ァ タ
- ゼ標識 ヤギ抗 マ ウス Ig G ( K u r a b o)

と反応 させ, B C I P / N B T ( K u r ab o) で発色 させ た.

倒 立 顕 微 鏡 ( Oly m p u s Ⅸ 7 0 , m a g nifi c ati o n X

1 2 .5
,
F uji x H C I 20 00 , F ujifi1 m , T o k y o , J ap a n) に

て観察しデジタ ル画像を作成 した. 得られた画像は

An gi o g e n e si s I m a g e An aly z e r s oft w ar e ( K u r a b o)

に て C D 3 1 陽性面積を計測 した . さら には B F U -

e を添加 した標本をウサ ギ抗 ヒ ト第Ⅷ因子関連抗

原ポリ ク ロ ー ナ ル 抗体と マ ウス抗 ヒ ト C D 2 3 5 a モ

ノ ク ロ -

ナ ル 抗 体 ( gly c o p b o ri n A ( G P A) ,

I m m u n ot e c h
,
M a r s eill e , F r a n c) を反応 さ せ 2 次

抗体 に ビオ チ ン化 ヤ ギ抗 ウ サギ I g G 抗 休 ( ニ チ

レイ , T o k y o , J ap a n) 及び FIT C 標識ス ト レ プ ト

ア ピ ジ ン と T RI T C 標識 ヤ ギ抗 マ ウス Ig G 抗体

( D ak o , C a rpi nt e ri a , C A) を用 い て蛍光 2 重染色

を施行 した . 蛍光画像は共焦 点 レ
ー ザ ー 顕微鏡

( ol ym p u s 堤 7 1 , Ol ym p u s F V 5 0 0) 及び Fl u o vi e w

s oft w a r e ( Oly m p u s) に て 観察 し画像化 した . 栄

光色素は マ ル チ ア ル ゴ ン レ
ー ザ ー (4 88 n m , F 汀C)

およびグ リ ー ン ヘ リ ウムネオン ( 5 43 n m
,
m C)

で励起 し, フ ィ ル タ ー は B A 50 5/ 52 5 ( F 汀C ) 及び

B A 5 6 0 1 F ( T R IT C) を用い て観察した.

骨髄赤芽球分画の作成 ･ 培養

骨髄単核球を P E 標識抗 C D 2 3 5 a (I m m u n o t e c b)

抗体と M A C S m a g n eti c c ell s o rti n g sy st e m を用 い

て赤芽球と非赤芽球細胞 に分離 した 1 2) ( n - 4) .

C D 2 3 5 a 陽性細胞の 純度 は分離前 ( M N C) 3 .!) ±

2 .1 % , 精製赤芽球 ( G P A ＋) 9 0 .3 ± 9 . 7 %
, 非赤

芽球細胞 ( G P A ‾) 0 . 1 ± 0 .1 %
,
であ っ た . 各分

画 1 × 10 6/ m l を 1 0 % F B S を含む R P M I 1 6 4() メ

デ ィ ウ ム 2 m l で rh E P O ( 1 0 I U / m l) も しく は

rh G - C S F (5 0 n g/ m l , キ リ ン) を添加 して 4 E】間

培養し, 上浦および細胞成分を回収しサイ トカイ

ン 濃度 お よ び m R N A 発現 レ ベ ル を測 定 し た .

V E G F 及 び pI G F 濃度 は い ずれ も Q u a n ti ki n e

h u m a n i m m u n o a s s a y kit s ( R D S y st e m ) を用い た

E LIS A 法によ っ て測定した .

R T
-

P C R a n d 定量的 R T -

P C R 法

赤芽球及び白血球系 コ ロ ニ
ー

･ 骨髄赤芽球およ

び非赤 芽球分画 に おける血管新生 因子 の m l] N A

発現を R T - P C R 法 で評価した 14) . 表 1 に V E G F -

A
,
PIG F

, 肝細胞成長因子( H G F) , ア ンギオ ポ エ

チ ン ー 1 ( A n g
- 1) , ニ ュ

ー ロ ピリ ン
ー

1 ( N P -

1) ,

血小板由来成長因子 ( P D G F) , 線維芽細胞増殖因

千 (b F G F) , β- a cti n それぞれの プライ マ
ー

配列

を 示 す . R T - P C R は 9 4 ℃ 6 0 秒 , 58 ℃ 9 0 秒 ,

7 3 ℃ 1 2 0 秒を 1 サイ ク ル と し計 3 5 サイ ク ル施行

し た . Q R T - P C R は V E G F - A 及 び pIG F の

m R N A % Li gh tC y cl e r ( R o c h e , I n di a n a p oli s , I N )

に て測定した .

統計

各群 の測定値 は m e a n ± S D で表記 した . 多群

間の 比較 (A N O V A) は Fi s h e r 法により差の 検定

を行 い , I n vit r o の 結果 は対応 の ある 2 群 間 にお

い て S 山d e n t t 検定にて比較した .

結 果

in vi t r o 血管新生モ デル と造血細胞 による血管新

生因子産生

ヒ ト末梢血由来 コ ロ ニ ー 及びヒ ト骨髄単核球に

お ける血管新生因子 の 発現を図 1 に示す. PIG F

は赤芽球系コ ロ ニ
ー

及び骨髄赤芽球に発現 して い

た . V E G F
,
N P - 1

,
P D G F

,
b F G F は赤芽球系及び

白血球系 コ ロ ニ
ー の 両方 で発現 して い た . ⅠI G F

と A n g - 1 は骨髄中赤芽球系細胞に はみられた が,

B F U - e には発現 して い なか っ た.
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表I P ri m e r s f o r W IP C R

V E G F - A 5
-
- A T G A A C T T T C T G C T G T C T r G O G T

3
-
- G C T C T År C m C m G O T C T G C År

PI G F 5
.
_ G T C A T G A G G C T G T T C C C T T G

3
I
- C A G A A C G G A T C m A G G A G C T G

H G F 5
I
- A A T A A A G G A C T T C C A T T C A C T T G C

3
-
- A G G Å m C G A C A G T ÅG T m C C T O

An g
11 5

I
- G T r G G A C A C C T T A A A G G A A G A G A A

3
'
･ A T T G A C A T C C ÅT A T T G C A A A A C A C

N P -1 5
-
･ G m C T G T G G A C A G A A A A C A C C A G

3
-
1 C C C A A G T C T A C C T G T A T C C A C T C T

P D G F - A 5
'
- G T A G G G A G T G A G G A T T C T T T G G A C

3
.
- T G G A C T r C T T r T A A T m G G C r r C

P D G F - B 5
.
- C G A G T T G G A C C T G A A C A T G A C

3
I
- C C T T C T r A A A G ÅT T G G C T T C T T C C

b F G F 5
I
･ A A G C G G C T G T A C T G C A A A A A C

3
●
･ A A G T T ⅨIA C T O C C C A O T r C O m

β
-

a c ti J 1 5
I
- A T C ÅT G m G A G A C C T T C A A

3
(
･ C ÅT C T C T r G C T C G A A G T C C A

各種血管新生因子 によるi n vit r o 血管新生モ デ

ル にお ける血管新生効果を図 2 , 3 に示す. V E G F

および A n g
-

1 に は強力な血管新生効果を示 した

が
,
PI G F および E P O の効果は微弱で あ っ た .

B F U - e と C F U - c に よる血管新生効果を図 3

に示 す.
B F U - e の 添加 によ っ て用量依存性に血

管新生効果が増強し, E P O 添加 によりさらに血管

面積の 増加を認 め た . C F U - c に は こ の 作用は な

か っ た . な お コ ロ ニ ー 作成用の 半固形培地を単独

で 添加 して も血管新生 に は影響を与 えな か っ た .

血管新生 キ ッ トの 培養上浦中 v E G F
,
PI G F 濃度

は B F U - e 存在 下 で は V E G F , PI G F と も増加 し

E P O の 添加 によ っ て さら に増強 した . C F U - c は

V E G F , PI G F 産生 に影響 しな か っ た . 抗 PI G F 抗

体の 添加は B F U - e による血管新生効果に影響し

な か っ た が, 可溶性 V E G F レ セ プタ
ー の添加 で は

B F U -

e によ る血管新生効果が消失 した . in vit r o

血管新生モ デル で は B F U -

e による内皮増殖効果

は, 主に赤芽球の 分泌する V E G F によるもの と考

えられ た . 興味深 い こ と に
,
B F U - e を中心 に集

族 した血管ネ ッ ト ワ ー

ク の 著し い 造成 が観察さ

V E G F _ A

P I G F

耳G F

A 暮噂
-I

N P -1

P 砂G F _ A

P D G F - 8

b F G F

β- & cti JI

M N C 8 F U l さ C F U ヰ M N C G P A
＋
G P A

-

P B B M

図 1 ヒ ト骨髄単核細胞 ( B M - M N C) , 赤 芽球

分画 ( G P A ＋) , 非赤芽球分画 ( G P A - ) ,

及 び ヒ ト末梢血単核球 ( P B - M N C) 由

来赤芽球 コ ロ ニ
ー

( B F U - e)
,
白血球系

コ ロ ニ ー ( C F U - c) に おける各種血管新

生 因子 の m m A 発 現 : V E G F , N P
-

1
,

P D G F
,
b F G F は い ずれの 細胞 にも発現 し

て い た が PI G F は 赤芽球 に特異 的で あ っ

た .
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れ
,
骨髄造血 における赤芽球島 へ の 血管の誘敦が

in vi t r o で再現された ( 図 2) .
こ の 効果は E P O の

添加に よりさ らに増強 した .

骨髄細胞の 浮遊培養にお けるサイ トカイ ン産生

の 結果を図 4 に示す. V E G F は主 に内皮増殖 に活

性 を持ち
,
PIG F は平滑筋 の 増殖 に寄与するサイ

ト カイ ンと して知 られて い る .
ヒ ト骨髄単核球は

V E G F お よび pI G F を産生 し
,
そ の 主 た る産生細

胞は 赤芽球 であ っ た . ま た こ の 作用は E P O の 添

加に より増強 した.

V E G F
- A と PI G F は い ずれ も V E G F f am ily に

民し
,
その 基本構造は P D G F と賀似 して い る 1 5)
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図 2 i n vit r o 血 管新生モ デル における管腔構造

の 形成

上段 4 枚写真 : 抗 C D 31 抗体で染色 した血管

内皮 ( ヒ ト麟帯静脈血内皮細胞 E U V E C)
,
下段

2 枚 写真 : H U V E C ( 抗第 8 因子 関連抗 原-

F I T C : 緑) お よ び 赤 芽 球 ( 抗 C D 2 3 5 a -

T R I T C : 赤) . 上段 2 枚 と中段左は光学顕微鏡

で 20 倍
,
中段右は 1 0 0 倍

,
下段は共焦点 レ

ー

ザ

ー

顕微鏡で 1 0 0 倍にて観察. B F U - e ( 風段で は

暗赤色 : 変性 ヘ モ グ ロ ビ ン) に向か っ て血管内

皮 (紫) が集族 して い る .

v E G F レ セ プタ ー

は V E G F R l ( Flt - 1)
,
V E G F R 2

( Flk - 1/ K D R) , V E G F R 3 ( Flt - 4) が知 られて い

る 16) . 中 でも V E G F R 2 は主と して血管内皮細胞

(E C) に発現 して い る こ と か ら, V E G F
- A の 主な

作用 は血管内皮の 増殖 ･ 遊走 ･ 血管透過性元進な

ど血管新生の 中心的役割を示す. 主要なサ ブタイ

プで ある V E G F -

A 1 65 は N e u r o pili n
-

1 と会合し

V E G F/ V E G F R 2 の シ グ ナ ル を増強す る 17) . こ の

強力な血管新生作用を応用 し, 下肢虚血や心筋虚

血 に対する V E G F 遺伝子治療が盛ん に行われた 1)

が
,
そ の 臨床効果 は主 にプ ラ セ ボ効果であ っ た .

V E G F の みで は ペ リサイ トを伴 っ た成熟した血管

を誘導で きない ことを示すと解釈されて い る .

一

方 PI G F は V E G F R
-

1 の み に作用する とい う

特徴 を も つ 1 8) . V E G F R - 1 は E C
, 血 管平 滑筋

( S M C)
,
単球 などに発現 して おり

,
炎症 で はさ ら

に発現が増強する. 当初 v E G F R -

1 は単に V E G F

の リザ - バ ー と して認識されて い た が, 最近 で は

PI G F / V E G F R l シ グ ナル は虚血心筋や下肢虚血 に

お い て a n gi o g e n e si s を促進, 成熟 した血管形成を

誘導すると報告された 1 9) . そ の機序は① E C にお

ける V E G F - A の 作用を増強 2 0) , ② s M C に作用

しより成熟 , 安定化 した血管形成 a rt e ri o g e 皿 e Si s

を引き起 こ す 18) , ③側副血行路 の 発達 に 重要な

炎症細胞を動員する 2 1) , ④骨髄 か ら の 血管前駆

細胞や 造血系前駆細胞を誘導す る こ と 22) などが

推定 される . また E C の 増殖 に は影響を与えない

が, E C の遊走を増強する とい う報告もある 18)

今 回 の 研 究で は , 骨髄 赤芽球及 び末梢血来

B F U - e が V E G F , PI G F を強く発現 し, E P O によ

りそ の 発現 が増強さ れ, 結果と して i n vit r o で の

強力な血管新生効果 が観察 された . B F U -

e に よ

る 血管 新生 増 強効果 の 機 序 と して は お そ らく

V E G F 産生と血管内皮と赤芽球の 直接の コ ン タ ク

トが考 えられ, 造血 と血管形成の 密接 なク ロ ス ト
ー ク が示唆される.

R T
-

P C R の 結果 か ら は骨髄細胞 が多種 の 血管

新生サイ トカイ ンを分泌する こと が示された . 中

で も PIG F の 産生は赤芽球 に特異的で あ っ た . サ

イ トカイ ン中和実験 の結果 か らは B F U -

e による

E C 増殖作用に は PIG F より V E G F が重要と考え

ら れた . 我 々 は in vi v o 下肢虚血 モ デル に お い て

E P O 併用 B M I が有用であることを報告したが 10)
,

その 報告で E P O 併用 B M I で は血管の 数が増加 し

た だけで はなく, 際だ っ た特徴と して S M C の 発

達 した太 い血管が再生される ことを組織学的に観

察 した . 今回の 結果 で その 機序 を説明すれば次の

よう になる . すなわち虚血組織 中で E P O によ っ
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[
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上段 グ ラ フ : ヒ ト末梢血由来赤芽球系 コ ロ

ー ( B F U - e) , 白血球系 コ

ロ ニ ー の E P O ( 1 6I U / m l) 添

加による血管新生効果を示す

( a - 6) . 血 管面積は B F U
-

e

の 存在下に増加 したが
,
C F U -

c に は そ の ような効果 は なか

っ た .

中段グ ラ フ : 各種 サ イ ト カイ ン ( V E G F
,

PI G F l
,
P IG F 2 : l o n g/ m l ,

A n g l : 4 50 n g/ m l, E P O 1 6 o r

8 0I U / m l) 添加 にお ける血管

新 生 効 果 の 比 較 . ( n - 5)

V E G F お よび A n g
- 1 は 強力

な血管新生効 果を示 し た が ,

PI G F お よび E P O の 血管新生

効果は微弱であ っ た .

下段グ ラ フ : サ イ ト カイ ン の 活性の 中和抗

体による血管新生の抑制効果.

s F l t l ( 可 溶 性 V E G F R l
,

5 00 n g/ m l) お よび s K D R ( 可

溶性 V E G F R 2
,
2 5 0 n g/ m l) の

添加 に よ っ て B F U - e に よる

血 管新生効果 が 抑制 され た .

中和抗体 を用 い た P IG F の 活

性 の 中和で は抑制 が見られな

か っ た (図は省略) .

図 3 in vitr o 血管新生モ デ ル に お ける血管面積

て 活性化され た赤芽球が強力 に分泌する V E G F

によ っ て E C の 増殖 が誘導され, また PI G F によ

っ て S M C の 発達が促進される こ と で , 結果と し

て 血流の 豊富な成熟 した血管が再生 される .

実際そ の 後に追加 した in vi v o 実験で は , 赤芽

球を除去した骨髄細胞 の移植で は下肢の 生存が全

く見られなか っ た こ と か ら, 赤芽球 が血管新生 に

不可欠であ る ことが 分か る (投稿中) . さらに実
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際 の B M I 臨床症例研究で , 移植骨髄 細胞中の 成

熟好中球比率が A B I と組織酸素分圧 の 改善度と

負の 関係に , また赤芽球比率が正 の 関係にある こ

とが報告されて い る 2 3)

E P O は 30 k D a の 糖蛋白で , 低酸素に 応 じ胎児

期に は肝臓 で 出生後は主 に腎臓 で産生され, 赤血

球造血 に 必須 の サ イ トカイ ンで ある 2 4) . 最近 で

は E P O 受容体が他の 細胞にも発現 して い る こ と
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ト骨髄 単核細胞 によ る V E G F お よび

P I G F 産生 .

上清中の 蛋白濃度 (上段 : E u S A) と細胞 の

m R N A 量 ( 下段 : Q R T - P C R) . V E G F お よび

PIG F は主 に赤芽球 によ っ て産生 され, E P O の

共存によりさら に増強された.

が示 され, E P O / E P O - R シ ス テ ム が造血作用以

外の 多面的効果 と して血管新生効果 2 5) , 抗 ア ポ

ト ー シ ス効果 26 ト 28) , E P O の 動員
2 9 ト 3 0)

,
など

報告され注目されて い る .
し か し今回の研究の 結

果 か らは, E P O 併用 による血管新生増強効果 は

E P O の 直接的な血管新生作用で はなく ,
赤芽球を

介 した強力な間接的作用で ある ことが わか っ た .

E P O はすで に腎性貧血の 治療 に使われて おり ,

副作用など は既 知 の 事柄で あ る . し か し な が ら

E P O は親水性の 強い 糖蛋白で組織滞留時間が短

い こ と が予測 される た め 3 7) , 虚 血局所投与 によ

る血管新生作用を高め るため に, 薬剤の徐放化や

分子改変による組織親和性の 増強などの工夫が考

えられる . 副作用と して の多血症や 高血圧 の誘発

に関 して は, 異性多血症に準じて潟血を行うなど,

対応 は容易 で ある と考 え られる . 当施設で 審査,

許可の の ちに実施 して い る E P O 併用 B M I の治療

結果か らは, 予測さ れた副作用の出現 はなく, ま

た良好な血流改善が観察されて い る . 症例数を増

や して詳細 な解析を行う予定である .

謝 辞

研究を指導 して頂い た第
一

内科学教室の相滞義房教

撹, 鳥羽 健講師
,
加藤公則助手

,
および協同で実験 を

行 っ た西川 尚
,
皆川史郎

,
真木山八城の 三人の先生方

に心より深謝い た します. ま た本研究は
,
第 5 2 回日本

心臓 病 学会学術集会 ( 平成 1 6 年 9 月) に お い て
,

Y o u n g l n v e s tig at o r s A w a rd ( Y エA .) を受賞しました.

文 献

1 ) Yl a - H e rtt u al a S an d A lit alo K G e n e t r a n s fe r a s a

t o ol t o in d u c e 血 e r a p e uti c v a s c u l a r g r o w th . N at

M e d 9: 6 94
-

7 01
,
2 0 0 3 .

2 ) s h in t a n i S
,
M u r o h ar a T

,
Ik e d a H

,
U e n o T

,
S a s a ki

K
,
D u a n J an d I m ai z u m i T : A u g m e n t a ti o n of

p o st n at al n e o v a s c u la ri z ati o n w ith a u t olo g o u s

b o n e m a r r o w tr a n spl a n t atio n . C ir c ul atio n 1 03 :

8 9 7
-

9 0 3
,
20 0 1 .

3 ) I s n e r J M : 7 もe r ap e u ri c a n gi o g e n e sis: a n e w i r o n -

tie r f o r v a s c ul a r t h e r ap y . V a s e M ed 1: 7 9 I 87
,

1 99 6 .

4 ) R is a u W : M e c h a ni s m of a n gi o g e n e sis . N at u r e

3 86 : 6 7 1 - 67 4
,
1 9 9 7 .

5 ) As ah a r a T , M u r o h a r a T , S ulliv an A , S ilv e r M , v a n

d e r Z e e R
,
Li T

,
W it z e n bi ch l e r B , S c h att e m a n G

a n d I s n e r J M : I s ola ti o n of p u t a tiv e p r o g e n it o r

e n d oth eli al c ell s fわr a n g io g e n e si s . S cie n c e 2 7 5 :

9 64 - 9 6 7
,
1 9 9 7 .

6 ) C r o sb y J R , K a mi n sk i W E , S c h att e m a n G , M a rti n

PJ , R ai n e s E W
,
S eif e rt R A an d B o w e n - P o p e D F :

E n d oth elial c ell s of h e m a t o p oie d c o ri gi n m a k e a

sig nifl C a n t C O n t ri b u ti o n t o a d u lt b lo o d v e s s el f o r
-

m ati o n . C ir c R e s 8 7 : 7 2 8 - 7 3 0
,
2 0 00 .

7 ) T at eis b 卜 Y u y a m a E , M at s u b a r a E , M u r o b ;Lr a T ,

I k e d a U
,
S h in t a ni S

,
M a s a ki H

,
Am a n o K

,

Ki sh i m ot o Y
,
Y o s hi m ot o K

,
瓜 a sh i H

,
S h i m a d a K

,

I w a s ak a T a n d l m aiz u m i T : ¶1 e r a p e u ti c allg i o
-

g e n e si s fo r p atie nt s w ith li m b is c h e m i a b y a u t o
-

1 o g o u s t r a n spl a n t atio n of b o n e - m a 汀 O W C (∋11 s: a



小汚 : 赤芽球造血による血管新生作用 3 57

pil ot st u d y a n d a r a n d o m - i z e d c o nt r olle d t ri al .

b n c e t 3 6 0: 4 2 7 - 4 3 5
,
2 00 2 .

8 ) T o r dj m a n R , D el air e S , Pl o u et ∫, ¶n g S , G a u la rd

P
,
Fi c h els o n S

,
R o m e o P H a n d Le m a r c h a n d el V :

E r yth r o bl a st s ar e a s o u r c e o f a n gi o g e n ic f a ct o r s .

B l o o d 9 7: 19 68 - 1 9 74
,
2 0 0 1 .

9 ) K o u ry M J a n d B o n d u r a n t M C : E ry th r o p oi eti n

r et a rd e s D N A b r e ak d o w n a n d p r e v e nt s p r o -

g r a m m e d d e at h in e ryt h r o id p r o g e nit o r c ell s .

S cie n c e 2 4 8 : 3 7 8 - 3 8 1
,
1 9 9 0 .

1 0) 西川 尚 : 下肢虚血 モ デル マ ウ ス を用 い た骨髄

細胞移植 ( B M I) に よる血管新生の 検討 : 新潟

医学会雑誌 1 1 8: 4 02 - 4 1 0
,
20 0 4 .

l l) T o b a K
,
H an a w a H

,
F u s e I

,
S a k a u e M

,
W a t a n ab e

E
,
U e s u gi Y , H ig u c hi W , T ak a h a sh i M a n d

A i z a w a Y : D iffe r e n c e in C D 22 m ol e c ul e s i n

b u m a n B c ell s a n d b a s o p bils . E x p H e m at o1 3 0:

2 0 5
- 2 1 1

,
2 0 02 .

12) T o b a K
,
H a n a w a H

,
W at a n ab e K

,
F u s e I

,
M a s u k o

M , M iy aji m a S , T a k ah a s hi M , S ak a u e M , A b o T

a n d A i z a w a Y : E ryth r oid i n v ol v e m e nt in C D 3 6

d e 五ci e n cy . E x p H e m at o1 2 9 : 1 1 9 4
- 1 2 0 0

,
2 0 01 .

1 3) S ai t o M
,
H a m a s a ki M a n d S h ib u y a M : I n d u c ti o n

of t u b e fわr m ati o n b y a n gi o p oi etin - 1 i n e n d oth e
-

1ial c ell/丘b r o b la st c o - c ult u r e is d e p e n d e n t o n

e n d o g e n o u s V E G F . C a n c e r S °i 9 4: 78 2 - 7 9 0 ,

2 0 0 3 .

1 4) H a n a w a E
,
W at a n ab e K

,
N ak a m u r a T

,
O g a w a Y ,

T o b a K
,
F u s e I

,
K o d a m a M

,
K at o K

,
F u s e R an d

A k a w a Y : Id e n tiB c ati o n of c ry p tic s p li c e sit e , e ∑ o n

s kip pi n g , a n d n o v el p oi nt m ut a ti o n i n ty p e I

C D 3 6 d e丘ci e n c y . ∫M e d G e n et 3 9: 28 6 - 29 1 , 2 00 2 .

1 5) N a g y J A , D v o r a k A M an d D v o r ak H F : V E G F
-

A 1 6 4/ 1 65 a n d PI G F: R ole s in a n gi o g e n e sis 皿 d

a rt e ri o g e n e si s . T r e n d s C a rd io v a s M e d 1 3 : 1 6 9 -

1 7 5
,
2 0 0 3 .

1 6) F e r r a r a N , G e rb e r H P a n d Le C o u t e r J : ¶l e

bi ol o g y of V E G F a n d it s r e c ep t o r s . N at M e d 9 :

6 6 9 - 6 7 6
,
2 00 3 .

1 7) Y a m a d a Y
,
O ik e Y

,
O g a w a Ⅲ, It o Y , F ujis a w a E ,

S u d a T a n d T ak a k u r a N : N e u r o pili n 1 1 o n

h e m at o p oi eti c c ell s a s a s o u r c e of v a s c ul ar d e v el
-

o p m e n t . B lo o d 1 0 1 : 1 8 0 卜 1 8 0 9 , 2 0 0 3 .

1 ∂) A uti e r o M , L u 仕u ll A , ¶w a M a n d C a m eli et P :

P la c e n t al g r o w th fa c t o r a n d it s r e c e pt o r , v a s c u la r

e n d ot h elial g r o w 也 f a ct o r r e c e pt o r
- 1: n o v el t a r -

g e t s fo r sti m u l ati o n o f i s c h e m ic tis s u e r e v a s c u
-

1a ri z atio n a n d i n hib iti o n of a n gi o g e n i c an d

in fl a m m at o r y di s o rd e r s . J T h r o m b H a e m o s t a sis

l: 1 3 5 6 - 1 3 7 0
,
2 0 0 3 .

1 9) L utt u n A , Tj w a M , M o o n s L , W u Y , An g elill o -

S cb e r r e r A
,
u a o F

,
N a g y J A , H o o p e r A P rill e r ∫,

D e ]配e r ck B
,
C o m p e rn oll e V , D a ci E , B o h l e n P ,

D e w e r c bi n M
,
H e rb e rt J M ,

F a v a R
,
M a 仕h y s P ,

C a m eli et G
,
C oll e n D

,
D v o r a k H F

,
H ic kli n D J

a n d C a m eli et P : R e v a s c ul a ri z ati o n of i s c b e m ic

ti s s u e s b y PI G F t r e at m e n t , a n d in hibiti o n of

t u m o r a n gi o g e n e si s , a rth ri ti s a n d ath e r o s cl e r o si s

b y a n ti
- Fltl . N at M e d 8: 83 1 I 8 4 0

,
2 0 0 2 .

2 0) A u ti e r o M
,
W alt e n b e rg e r J , C o m m u n i D , K r a n z

A
,
M o o n s L

,
b m b r e c h t s D

,
K r oll J , Pl ai s a n c e S ,

D e M oI M
,
B o n o F

,
F ai c h e S

,
F ellb ric h G

,

B al lm e r - H of e r K
,
M a gl i o n e D , M a y r - B e y rl e U ,

D e w e r ch in M , D o m b r o w s ki S , S t a n i m i r o vic D ,

V a n H u m m el e n P
,
D e bi o C

,
H i ck li n D J , P e r sic o

G
,
H e rb e rt J M ,

C o m m u ni D
,
S b ib u y a M , C oll e n

D
,
C o n w a y E M a n d C m eli et P : R ole of PI G F i n

也e in t r a - a n d in t e m ol e c ul a r c r o s s t alk b et w e e n

也e V E G F r e c e pt o r s Fltl a n d Flk l . N at M e d 9:

9 3 6 - 9 4 3
,
2 0 0 3 .

2 1) Pip p F , H eil M , I s sb ru c k e r K , Zi e g elh o e ff e r T ,

M a r h S
,
v a n d e n H e u v el J , W ei c h H , F e rn a n d e z

B
,
G olo m b G

,
C a r m elie t P

,
S c b a p e r W a n d C l a u s s

M : V E G F R - 1 - s el e cti v e V E G F b o m ol o g u e P I G F

is a r t e ri o g e n ic e vi d e n c e fo r a m o n o cy t e - m e di at
-

e d m e ch a nis m . C ir c R e s 9 2: 3 78 1 3 8 5
,
2 0 0 3 .

2 2) H a tt o ri K
,
H ei s sig B , W u Y , D ia s S , T ej a d a R ,

F e 汀i s B
,
H ic kli n D J

,
Z b u Z

,
B o hl e n P

,
W i比e L

,

H e n d ri k x J , H a c k ett N R , C ry st al R G , M o o r e M A ,

W e rb Z
,
L y d e n D an d R afi i S : P la c e n t al g r o w t h

fa c t o r r e c o n stit u t e s h e m at o p oi e si s b y r e c ru iti n g

l℃ G F R l 十 st e m c ells 血
･

o m b o n e - m a 汀 O W

mi c r o e n vi r o n m e nt . N at M e d 8: 84 1 - 8 4 9
,
2 0 0 2 .

2 3) 積 吉崇, 鈴木 洋, 大森康歳
,
早田輝子

,
佐藤

黄綬, 角田史敬,
正司 真

,
木庭新治

,
下司吹 -

,

片桐 敬 : 末梢動脈疾患へ の骨髄単核球移植術

に お け る 移植 細胞 の 細胞 腫 に よ る 検 討 . ∫

C a rdi o1 4 4 (S u p p I) : 3 73 , 2 0 0 4 .



3 58 新潟医学会雑誌 第 1 1 9 巻 第 6 号 平成 1 7 年 (2 0 0 5) 6 月

2 4) Am i th E J , Bl e y e r AJ , Lit tle W C a n d S a n e D V :

n e c a rdi o v a s c u la r e ff e ct s o f e ryth r o p oi eti n .

C a r di o v a s c R e s 5 9 : 5 3 8 - 5 4 8
,
2 0 0 3 .

2 5) Rib atti D , V a c c a A , R o c c ar o A M ,
C riv ell at o E a n d

P r e st a M : E ryt h r o p oieti n a s a n a n gi o g e ni c f a c t o r .

E u r∫Clin I n v e st 33 : 8 9 卜 8 9 6 , 2 0 0 3 .

2 6) p a r s a cJ , M at s u m o t o A , Ki m J , R i el R U , P a s c al

L S
,
W alt o n G B

,

′

m o m p s o n R B , P etr of ski J A ,

An n e x B H
,
St a m l e r JS a n d K o ch W J : A n o v el

p r o t e ctiv e eff e ct of e r yt h r o p oieti n i n th e in f a r c t e d

h e a rt . J C lin I n v e s t 1 1 2: 9 9 9
- 1 0 0 7

,
2 0 0 3 .

2 7) T r a m o nt a n o A F , M u niy a p p a R M ,
B l a c k A D

,

B le n d e a M C , C o h e n I , D e n g L , S o v e r s J R , C u t ai a

M V a n d El - S h e rif N : E r yt h r o p oi e ti n p r o t e ct s

c ar di a c m y o cy t e s & o m h y p o xi a
- i n d u c e d a p o p -

t o sis th r o u gh a n A k t - d ep e n d e nt p ath w ay .

B io c h e m B i o p h R e s C o 3 0 8: 9 9 0 - 9 9 4 , 2 0 0 3 .

2 8) M o o n C , K r a w c zy k M , A h n D , A h m et I , P aik D ,

L a k att a E G a n d T al a n M I: E ry th r o p oi etin r e d u c e s

m y o c a rd ial i n 血
･

cti o n a n d l e 丘 v e n t ri c ul a r 血n c -

ti o n al d e cli n e aft e r c o r o n a r y a rt e ry lig ati o n in

r at s . P N atl A c a d S °i U S A 1 0 0 : 11 6 1 2 - 1二L6 1 7
,

2 0 0 3 .

2 9) H e e s c h e n C , A i ch e r A
,
Le h m a n n R

,
Fi ch tls c h e r e r

S , V a s a M ,
U rb ic h C

,
M ild n e r - Rih m C

,
M a r tin

H
,
Z eih e r A M a n d D i m m el e r S : E ryth r o p oi e'd n is

a p o t e n t p h y si ol o gi c al s ti m ul u s fわr e n d otll eli al

p r o g e nit o r c ell m ob iliz atio n . B lo o d 1 0 2 : 1;3 4 0 -

1 34 6
,
2 0 0 3 .

3 0) B a hl m a n n F H , d e G r o ot K
,
S p a n d a u J M , I . a n d r y

A L
,
Ⅲe rt el B

,
D u c k e rt T

,
B o e b m S M

,
M e n n e ∫,

H all e r H a n d Flis e r D : E ryt h r o p oie tin r e g ul at e s

e n d o 也 eli al p r o g e nit o r c ell s . B lo o d 1 0 3: 9 2 1 -- 9 2 6 ,

2 0 0 4 .

(平成 1 7 年 1 月 1 1 日受付)


