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原 著

下肢虚血モデルマウスを用いた骨髄細胞移植（BMI）

に よ る 血 管 新 生 の 検 討 ：

エ リ ス ロ ポ エ チ ン の 併 用 は 新 生 血 管 の サ イ ズ を 大 き く す る こ と で

B M I の 効 果 を 増 強 す る
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要 旨

【背景】 再生 医療の 先駆けと して
,
末梢動脈疾患に対する自己骨髄細胞移植 ( B M I) に よる血

管再生 療法が行われ有効性 が確認さ れた が, そ の 効果は 不十分 で ある .

エ リ ス ロ ポ エ チ ン

( E P O) は直接お よび 間接 的に 血管再生 を促進する効果が予測される ことか ら ,
B M I に よる血

管再生 にお ける E P O の 併用効果に つ いて マ ウ ス 下肢虚血 モ デ ル を用 い て検討 した.

【方法】 8 週齢の IC R マ ウ ス を用t l , 大腿動脈起始部の 結集により下肢虚血を作成した . 同系

マ ウ ス の 大腿骨より骨髄を採取 し, マ ウ ス 1 虚血下肢 あたり 1 × 1 0
7 個 の骨髄有核細胞を 4 カ

所 にわけ て筋肉内投与 した . ま た 1 虚血下肢 あたり 4 0 0I U / k g B W の E P O 同時投与を行 っ た .

下肢の 壊死脱落を マ ー カ ー に 下肢の 生存曲線を比較 した ( 各群 N - 1 3) . ま た虚血作成 6 日後

の下肢 で レ ー

ザ
ー ド ッ プ ラ

ー によ る血流の 測定を行い , さらに 大腿 二 頭筋標本を作製 し血管の

数とサイズを測定し比較 した (各群 N - 5 - 7) .

【結果】 ①下肢の 回復 および生存 : 虚血作成 し補助を行わなか っ た C 群 ,
B M I にて救助 した

B 群 および B M I に E P O を併用 した B E 群の 2 8 日後 にお ける下肢生存率は それぞれ 7 . 7
,
3 8 . 5

,
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および 5 3 .9 % で あ っ た.
B E 群 で は早期に チ ア ノ ー ゼ か らの 回復が観察された. K a pl a n - M ei e r

法 に よる生存曲線を作成 し W ilc o x o n 試験で下肢生存率の 差を検定 したと こ ろ C 群と B E 群の

間に有意差 (p < 0 .0 1) が見られた. ② 6 日後の 下肢血流測定 : さらに E P O の み筋注した E 群

を加えて検討 した. 下肢血流の マ
ー

カ
ー

である下肢 fl u x 比は, C 群 0 . 0 9 5 ± 0 . 0 2 5 , E 群 0 .
1 4 1 ±

o . o 3 7 , B 群 0 .1 5 9 ± 0 .0 4 4
,
B E 群 0 .2 2 7 ± 0 .0 4 3 で

,
A N O V A 解析で は C 群 と B E 群間で有意差

が見られた ( p < 0 .0 1) . ③下肢組織の 血管測定 : 横紋筋線維数あたりの 血管数はそれぞれ C 群

o .7 0 ± 0 .2 2
,
E 群 0 .6 2 ± 0 .1 4

,
B 群 1 .4 3 ± 0 . 1 7 (p < 0 .0 5) , B E 群 1 .6 5 ± 0 .1 6 ( p < 0 ･ 0 1) で

あ っ た . また平均血管面積 はそれぞれ C 群 4 4 .9 ± 7 .3
,
E 群 4 2 .3 ± 5 .5

,
B 群 4 5 . 6 ± 8 . 6

,
B E 粁

62 .7 ± 6 .7 で あ っ た.

【結論】 E P O 併田により B M I の効果が増強 した . B M I により血管数が増加 し, E P O 併用に よ

り平均血管面積が増大 した. E P O 併用による増強効果が これに よ っ て説明されると推測 した･

キ
ー

ワ
ー

ド : 再生医療
,
血管新生 , 下肢虚血 モ デ ル , 骨髄細胞移植 ,

エ リ ス ロ ポ エ チ ン

緒 口

再生医療は 21 世紀 の 新 しい 治療と して急速に

発展を遂 げ つ つ あ る . 基礎 的研究 と して は , 柿

経 ･ 肝 ･ 月華 ･ 消化管 ･ 骨 ･ 軟骨 ･ 皮膚など多臓器

にお い て精力的 に行 われ て い るが , 実際の 臨床に

お い て は循環器系虚血性疾患 の治療 へ の 応 用が特

に先 行 して い る . こ の領域で は関西医科大学 の 松

原弘 明 ら が中心 に な っ て組 織 され た T A C T ス タ

ディ ー

(骨髄細胞移植を用 い た虚 血性心疾 患
･ 末

梢性血管疾患 へ の 血管新生治療) が臨床研究の 中

核と な っ て 世界 をリ
ー

ドして い る が
1)
, 本施設 も

創設早期より こ れに参 加 し, 2 001 年 12 月 を第
一

例 目と し で慢性閉塞性動脈硬化症お よび ビ ュ ル ガ

ー

病患者の 虚血四肢 へ の 自家骨髄細胞移植( B M I)

の 経験 を積み 重ね て き て い る2) 3) . 本治療 は 8 割

以上の 患者に有効で , 治療効果 と して は虚血性四

肢潰壕の 改善 ･ 療病の 軽減
･ 無痛性歩行距離の 延

長 などを認 め, 当初は画期 的な治療と して認識 さ

れ た . しか しなが ら症例 を重 ねるうち に, 本治療

によ っ て再生 された血管で得 られる血流量 は健常

に比 し著しく少なく, ま た臨床的治療効果および

Q O L の 改善も必 ずし も十分 と は い えな い こ と が

次第 に 明らか と な っ て きた . 我々 は これを改善す

る こ とを目的と して
一

連の基礎研究をお こ な っ て

い る が
,
こ の う ち 本研究 は エ リ ス ロ ポ エ チ ン

(E P O ) の 併用 が B M I によ る血管再生効果を高め

る こ と をマ ウス in vi v o で示すもの であ る .

E P O は家兎にi n vi v o で 赤血球を増加 させ る活

性と して 認識 され, 宮家 が再生不良性貧血患者 の

尿 か ら精製した E P O 標品
4) の ア ミ ノ 酸シ

ー ク エ

ン ス をもと に ク ロ - ニ ン グ され た 5) .
E P O は in

vi v o および i n vit r o で 赤血球造血 を刺激 し, 赤 血

球造血 にお ける も っ と も重要なサイ ト カイ ンで あ

る . 造血臓器 であ る骨髄に お い て 常に遊走能を有

する白血球系細胞 が分化増殖 と同時に組織内に散

布す るの に対 し, 遊走能を持た か ､ 赤血球系細胞

は分 化増殖 し つ つ 細胞 集塊 を形成 する . In vit r o

コ ロ ニ
ー 形成 の 観察 にお い て も, 白血球系 コ ロ ニ

ー ( C F U - c) が散布 性コ ロ ニ
ー を形成 す る の に

対 し, 赤血球系前駆細胞 は遊走能を持つ 前期前駆

細胞 ( B F U - e) が 数回分 裂 した の ち遊走能 を失

い後期前駆細胞 ( C F U - e) と な っ た後は ヘ モ グ

ロ ビ ン合成 を行 い つ つ 巨大な赤芽球集塊を形成す

る 6) . し た が っ て幹細胞 か ら成 熟 した血球が骨髄

か ら内皮細胞を通過して末梢血中へ 移動する際に

は, 白血球 と異 なり遊走 能を持た ない赤血球系細

胞 は 常時み ずか ら 血管 リ モ デ リ ン グ を引 き起 こ

し, 新生血管を誘敦する こ と で末梢血 へ 動 員され

る こ と が容易 に推測 さ れる . 実際, 成 熟 ヒ ト骨髄

の 赤血球系細胞 が V E G F ( 血管内皮増殖因子) お

よび pI G F ( 胎盤増殖 因子) を産生分泌 する こ と

で 常 に新生 血管を誘鼓 して い る こ と が i n vi v o お

よびi n vit r o で 証明 さ れた
7)

. 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, 分化途

上の 赤芽球 にも作用 して生存お よび分化成熟 に も
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必須で ある 8) . B M I で は骨髄中の 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, 投与局所で 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 に血管新生を誘導

する可能性を考 え た . また 血管内皮は E P O 受容

体を発現 して おり, E P O は血管内皮細胞 に対 して

障害 か らの 保護作用を有する こ と か ら 9) , E P O の

直接作用も期待される . E P O は腎性貧血患者の 治

療に用 い られ安全性が十分確認さ れて い る こ とよ

り, E P O 併用 B M I は臨床応用 へ の 障害 が 少 な い

と思 われ る . そ こ で E P O 併用 B M I の 有効性をin

vi v o の マ ウ ス虚血 モ デ ル を用 い て検討 した .

実験動物と方法

マ ウス 下肢虚血の 作成

チ ャ
ー ル ス リ バ ー ( Y o k o h a m a

, J ap a n) より雄

8 週齢の I C R マ ウ ス (30 - 35 g) を購入 し実験 に

もち い た . す べ て の 実験手順は G uid e f o r 也 e C a r e

a n d U s e of I - a b o r at o ry An i m al s ( N I H p u bli c ati o n

N o ･8 6 - 2 3; N ati o n al l n stit u t e o f H e al 也, B e th e s d a ,

M D) に基づ き無菌的に行 われた .
マ ウス をケ タ

ミ ン ( 60 m g / k g B W ) お よび キ シ ラ ジ ン ( 6 m g/

k g B W ) の 腹腔 内投与に より麻酔 した . I s n e r の

方法に準じ左下肢の 中間部に皮膚切開を加え, 血

管を露出 した
1 0)

. 大月退動 脈起始 部を結 果の の ち

その 末梢の 伏在動脈を結紫 し, その他の 側枝を剥

離して本管と と もに切除し た.

骨髄細胞移植と虚血 下肢の 評価

同系の マ ウ ス を前記麻酔薬の 致死量投与にて 屠

殺 の の ち, 両側大腿骨より骨髄を採取した . 骨髄

を R P M I1 640 メ ディ ウ ム にて洗浄後, 1 × 10
7 個

の 細胞を同 メ ディ ウ ム 0 .2 m l に再浮遊させ, 虚血

作成 1 時間以 内に虚 血部位 に 0 .05 m l ず つ 4 カ所

に分 けて 23 G 針と 1 m l シ リ ン ジを用 い て崩肉内

投与した ( B M I: B 群) . B M I の か わりに同メ ディ

ウ ム 0 .2 m l を使用 した もの をコ ン ト ロ ー ル と した

( C 群) . E P O (願麟麦酒株式会社より供与) は 一

回投与量 が 40 0IU / k g B W と な るよう に同メ デ ィ

ウ ム 0 .2 m l に希釈 して用 い た . E P O 併用 B M I は,

1 × 10 7 個 の 骨髄 細 胞 を E P O ( 400I U / k g B W )

を含む 同 メ デ ィ ウム 0 .2 m l に浮遊 して筋肉内投与

し
, さらに 24

･

48
･

72 ･ 9 6 ･ 12 0 時間後 に E P O

の み の 筋注を行 っ た ( B E 粁) . また B M I の か わ

り に E P O の み の 崩注 を行い , さ ら に 2 4
･

48
･

72 ･

9 6
･

12 0 時間後に E P O の み の 筋注 を行 っ た

(E 群) と比較した .

下肢の チ ア ノ ー ゼか らの 回復お よび壊死脱落を

肉眼 的 マ ー カ ー

と して 4 週 間観察 し た ( C , B ,

B E 各群 n - 13) . 虚 血下肢の 部分壊死脱 落お よ

び全 部壊死脱 落を も っ て下肢 の 死亡 と定義 した .

ま た虚血作成 6 日後に下肢血流測定を目的に レ ー

ザ ー

ド ッ プ ラ ー

m o o r L D I ( M o o r I n st ru m e n t s
,

W il m i n g t o n , D el a w a r e) を用い てイ メ
ー ジ を取り

込み ( C , B 群それぞれ n - 7 , E , B E 群 それぞれ

n
- 5) , そ の 後 屠殺 し て 大腿 二 頭 筋を 摘出 し ,

O C T コ ン パ ウ ン ド ( S a k u r a Fi n e t e c h ni c al , T o k y o ,

J a p a n) に匂埋 し液体窒素で凍結 し
-

80 ℃ で保存

して組織標本の 作製に用い た .
レ ー ザ ー

ド ッ プラ

ー

で取り込 まれ たデ ー

タ は
,
m o o r L D I 解析 ソ フ ト

に よ っ て 両側 下肢 Fl u x を測定 し, 虚 血作成 し た

左下肢 Fl u x の 健側右下版 Flu x に対する比を虚血

下肢血流の 代表値と して 用 い た .

標本の作製 ･ 染色 および画像解析

凍結標本か ら厚さ 6 〃 m の 連続切片作成後シラ

ン コ ー テ ィ ン グ した ス ライ ドガ ラ ス ( M ats u n a m i

Gl a s s , O s a k a , J a p a n) に貼付し, 風乾後ア セ ト ン

で 10 分 間固定 した. 内因性ペ ル オキ シ ダ ー ゼを

阻害 した の ちラ ッ ト抗マ ウス C D 31 モ ノ ク ロ - ナ

ル抗体 ( R e s e a r c h Dia g n o sti c s , Fl a n d e r s , N J) お

よびワ サ ビ ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 化ヤギ抗ラ ッ トニ次

抗体 ( Am e r s h a m ) と反 応後, D A B で 発色 し た .

核染色に へ マ トキシリ ンを用い た. 標本の 状態が

良好で解析を行えた個体数は, C 群 4 個体, E , B ,

B E 群そ れ ぞ れ 5 個体 ずつ で あ っ た . 顕微鏡 は

Oly m p u s B X 6 0 ( O ly m p u s , T ok y o , J a p a n) を用い

て 1 00 倍で 観察 し, 0 1y m p u s T V シ ス テ ム D P 50

を 用 い て デ ジ タ ル 画 像 を作成 し た . 筋組 織

2
.4 m m

2 か ら 1 ,5 50 pi x el/ m m で R G B 画 像を作成
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し
, M a c S C O P E ( M it a ni , F u k ui , J a p a n) を用 い

て画像処理 を行 っ た . 茶色 の ドッ トを抽出する こ

とで C D 31 陽性の 血管内皮の 画像を得, 2 階調化

の の ち血管の総数 と総面積を測定 した . 4 pi x el
2 以

下 の d o t cl u st e r は ノイ ズ と して削除 した . 同 じ画

像か ら目視に て筋線維 数の 計数を行 い , 血管総数

/筋線維数 を血管数 の 代表値と し, 血管総面積/ 血

管総数 を血管サイズ の代表値と した .

統計

各群 の 測定値は m e a n ± S E で 表記 し, 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 , p < 0 .0 5 をも っ て有意 と し た . 下肢の 生存

は K a pl a n - M ei e r 法 によ っ て 生存曲線 を作成 し,

W il c o x o n 試験 によ っ て生存率の 差 の 検定 を行 っ

た
.

結 果

下肢の 回復および脱落頓死

C , B , B E 群の 合計 3 9 個体すべ て に, 虚血作成

1 日後に下肢全体 に わた るチ ア ノ ー

ゼ が観察され

た .

一

部の 個体で チ ア ノ ー ゼ か らの 回復が み られ,

他 は下肢 の
一

部ま た は全 体の 壊死脱 落を来 し た

( 図 1 , 2) . c 群 で は 7 日目ま で に 12 個体 (92 .3

% ) で脱落壊死が 見られ, 1 個体は 16 日目にチ ア

ノ ー ゼ か ら回復 した . B 群で は 7 日目まで に 8 個

体 (61 .5 % ) で脱落壊死 が見られ, また 7 日目ま

で に チ ア ノ ー ゼか ら回復した個体 は 2 個体 (15 .4

% ) の み で あ っ た . B E 群 で は 7 日目まで に 6 個

体 (4 6 .2 % ) で 脱落壊死 が見られ, 5 個体 (38 .5

% ) で チ ア ノ ー ゼ か らの 回復 が見 られ た . C , B

群 に比 し B E 群で チ ア ノ ー ゼか ら の 回復が早期 に

見 られ, K apl a n - M ei e r 法 による 回復曲線で は C

群 に比 し B E 群 で有意 ( p < o .o 5) に良好な回復

が観察された . ま た 28 日後の 下肢生存率は C 群

7 .7 %
,
B 群 38 .5 % , B E 群 5 3 .9

0/o で , K apla n
-

M ei e r 法 による生存曲線で は C 群に比 し B E 群で

有意 ( p < o .o1) に良好な生存が観察された.

図 1 下月支虚血作成 7 日後の下肢の所見

C 群 ( メ デ ィ ウ ム の み筋注 したもの) で

は 9 2 .3 % で 下肢の壊死脱落が見 られ
,
B 群

( B M I で 救助 した も の) で は壊死 脱 落が

61 .5 % と改善した もの の チ ア ノ ー ゼ か ら の

回復 が悪く
,
B E 粁 ( B M I に E P O を併用 し

たもの) で は早期に チ ア ノ ー ゼ か ら の 回復

が観察された .

4 0 5

レ ー ザ ー

ド ッ プラ ー

に よる血流の 評価

下肢虚血作成 6 日後に レ ー ザ ー ド ッ プラ ー によ

っ て 且u x 比を測定 した ( 園 3 , 5) . c 群 ( n - 7) ,

E 群 ( n - 5) , B 群 ( n - 7) は 且u x 比が それ ぞれ

0 .09 5 ± 0 .025
,
0 .14 1 ± 0 .0 37

,
0 .159 ± 0 .0 44 で有

意 差が な か っ た が , B E 粁 ( n - 5) で は O .22 7 ±

0 .04 3 で有意( p < 0 .05) な血流の増加が認められた .

組織標本での血管の観察

下肢虚血作成6 日後に レ ー ザ ー ド ッ プラ ー 測定

後作成 した大腿二頭筋組織の うち良好な組織標本

の得られたもの で観察 した . C 群( n - 4) と E 粁
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国 2 虚血作成下肢 の チ ア ノ ー ゼ か

ら の 回復 ( パ ネ ル A) および下肢

の 壊 死 脱 落 ( パ ネ ル B ) の

K a pl a n - M eie r 法 に よる 回復/ 生

存曲線

C 群 に比 し B E 群 で 有意 に回復率

の改善および生存の延長が見られた.

C 群 : メ デ ィ ウ ム の み筋注 したもの
,

B 群 : B M I で救助 した もの ,
および

B E 群 : B M I に E P O を併用 した も

の
. 各群 n - 1 3 .

( n - 5) で は血管の 分布に違 い は み られず, B 群

( n - 5) で血管数の 増加が見られ, B E 粁 ( n - 5)

で はさら に大きい 血管が観察された ( 図 4) . 画像

処理 によ っ て測定 した血管数 ( 筋線維数 に対する

比) と平均血管面積 ( 〃 m
2) を図 5 に示す . 血 管

数 は C 群 (0 .70 ± 0 .22) と E 粁 (0 .62 ± 0 .1 4) で

差 が 見 られ なか っ た が , B 群 (1 .43 ± 0 .17) で 明

ら か な増加 (p - 0 .0 106) が 見 られ, B E 粁 ( 1 .65

± o .16) で は こ の 差 が さら に顕著で あ っ た ( p
-

0 .00 17) . さ らに平均血管面積は有意差が得 られな

図 3 下肢虚 血作成 6 日後の レ ー ザ ー ド ッ

プラ ー によ る血流分布

メ ディ ウ ム の み筋注 したも の ( C)
,
E P O

の み崩注 した もの ( E) , B M I で 救助 したも

の ( B ) , および B M I に E P O を併用 した個

体 ( B E) .

*

%

,
#<

図 4 下肢虚血作成 6 日後の 大腿 二頭崩組

織像

メ ディ ウ ム の み筋注した もの ( C) , E P O

の み筋注 した もの ( E)
,
B M I で救助 した も

の ( B) , および B M I に E P O を併用 した個

体 ( B E) . 血管は抗 C D 3 1 抗 体を用 い て染

色 し (茶色)
,
後染色 に へ マ トキ シ リ ン を用

い た ( 倍率× 2 0 0) .
B で 血管数 の 増加 が

,

B E で はさ らに血管サイ ズ の 増大が観察さ

れた .
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a
. B e a n e 軌Pill a r y a 柁 a ( 押

2
)

4 0

C 蛋 B B E

図 5 下肢虚血作成 6 日後の 下肢血流

(且u x 比
,

パ ネ ル A)
,
筋線推数 に対

する血 管の 相対数 ( パ ネ ル B) お

よび血管の 平均面積 ( パ ネ ル C)

メ デ ィ ウ ム の み 崩注 したもの ( C) ,

E P O の み 筋注 したもの ( E)
,
B M I で

救 助 し た も の ( B)
,
お よ び B M I に

E P O を併用 した群 ( B E) .
レ ー ザ ー ド

ッ プ ラ
ー

法 によ る血流 の 評価 を行 い ,

大月退二頭筋組織における血管を画像解

析 によ っ て測定 した .

*
: p < 0 .0 5 ,

* *
:
p < 0 .01 .

か っ た も の の , C 群 (4 4 .9 ± 7 .3) , E 群 (4 2 .3 ±

5 .5) , B 群 (4 5 .
6 ± 8 .6) で ほ ぼ同 じ値 で あ っ た

が
,
B E 粁 (62 .7 ± 6 .7) で は高い値をと り, E P O

併用 によ っ て血管の サイ ズが増大する こ と が推測

さ れた .

考 察

系統発生的に も個体発生 の 過程 に お い て も造血

と血管形成 は空間的 か つ 時間的 に密接な関連を示

す. 胎児造血 は卵黄嚢で 始め て観察される が, 卵

黄嚢内腫葉の 間葉細胞か ら発生する血島と呼ばれ

る細胞集塊の 内側 が血球に , 外側 が血管内皮に な

り, これ らが相互 に連結 して 最 初 の 循環 が 始 ま

る 1 1) . こ の
一 次 造血 は有核赤血球の 産 生 が主体

で あり, 赤血球造血 と血管内皮の 間の 増殖分化向

性サイ トカイ ン群と その 腰型受容体を介 した ク ロ

ス ト ー ク ･ シ ス テ ム の 存在を推測 させ る .
つ い で

二次 造血が A G M ( a o rt a g o n a d m e s o n e p h r o s) 領

域で 開始 され, こ れは胎児肝を へ て骨髄 へ 移動 し

出生後 の 造血をまか なう が, こ の 過程に おい て も

盛 ん に増殖する造血幹細胞 が周囲に血管を形成 し

つ つ 移動 し, ま た勝帯動脈 に お い て は逆に血管内

皮細胞 か ら盛 り上 が るように して造血細胞 が観察

され る ( 血管内造血 ク ラ ス タ
ー

) .
こ の 観 察を説

明する系 と して A G M 領域に含まれる幹細胞をi n

vi t r o で 分化誘導あ る い は i n vi v o で移植実験する

こ とで造血 と血管の 共通前駆細胞で ある へ マ ン ギ

オブラス トの 存在が推測された .

へ マ ン ギオブラ

ス トは増殖に伴い
一

部 が造血細胞 に残りが血管内

皮に分化し, その 両者が さらに相互接触を介して

増殖分化するが , その メ カ ニ ズ ム の 少 なく とも
一

部 と して ア ン ギ オ ポ エ チ ン と そ の 受 容体 Ti e -

2/ T E K の 相互 作用 が 関わ っ て い る こ と が示唆さ

れた 12) . これ らの こ と から造血, 特に赤血球系造

血と血管系増殖 の 間 には膜型リ ガ ン ドとその膜型

受容体 を介 した直接接着および
･ ある い は可溶性

リガ ン ドとその 膜型受容体を介した近接的パ ラ ク

ライ ン が 1 つ またはそれ以上関わ っ て い る こ と が

想像され る .

血 管形成 は新 た に血管 が形成 され る V a s c ul o -
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g e n e si s と, 形成 され た血管が 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
13)

. 出生後の 創傷 の 治癒過程 ･ 悪性腫癌 ･ 子

宮粘膜 などで見 られる血管新生 は これまで A n gi o -

g e n e si s に よ る もの と考え られて い た が, 成人末

梢血に骨髄由来の 血管内皮前駆細胞 ( e n d o tb eli al

p r o g e nit o r c ell s , E P C) が 常 時存在す る こ と
1 4)
,

動物モ デル で 新生血 管の 約 1 0 % 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 15) , B M I の 理

論的根拠と な っ た
1)

. 細胞 療法 と して の E P C の

供給源を自家末梢血単核細胞 に した場合に はそ の

臨床効果が か なり低下 し, その 理 由と して C D 34

陽性細胞比率で 代表され る幹細胞 の濃度 が末梢血

で は骨髄の 1/ 5 00 程度 である こ と があげられて い

る
1)

. また B M I で は幹細胞の 供給 の み な らず, 同

時 に 移 植 さ れ る 骨 髄 C D 3 4 陰 性 細胞 か ら の

V E G F ･ PI G F ･ ア ン ギオ ポ エ チ ン群 などの 血管増

殖分化向性サイ トカイ ン群の 産生が重要な働きを

して い る こ とが推測 されて い る.

新生血管が成熟 し生理 的に機能する ため に は血

管内皮増殖 に伴 っ て , こ れを取 り巻く平滑筋 や ペ

リサイ トが解剖学的 バ ラ ン ス を保 っ て 同時に発育

する必要がある. I s n e r によ っ で a n gi ot h e r a p oiti c s
”

と命名され た血管治療の 戦略に は B M I を代表と

する ｢細胞 療法+ と, サイ ト カイ ン の 遺伝子を患

者体内で 発現 させ る ｢遺伝子治療+ の 2 つ の 大き

な流れが ある 16) . v E G F を用 い た遺伝子治療は小

規模 ph a s e - I t ri al で成功をお さめ たが 1 7) , そ の

後 お こ な わ れ た r a n d o m i z e d pl a c e b o - c o n t r oll e d

t ri al で の 結果は不十分であ っ た 1 8) . 患者虚血肢 に

V E G F 遺伝子治療後,
一

部 の 患者で 患肢 の 浮腫 が

認め られた が, こ れ は V E G F によ っ て平滑筋や ペ

リサイ トの 裏打ちを伴わない 血管内皮のみ の非生

理的 な増殖が お こ っ た可能性が推測され, 従 っ て

単 一 の サイ ト カイ ン の 発現 で はなく多種の サ イ ト

カイ ン が正 し い時系列で ハ ー モ ニ ッ ク に発現す る

こ とが生理的に機能する血管の新生 に重要で ある

と い う考え方が 現在で は広 く受け入 れ られて い

る . 実際, pI G F は in vi v o で V E G F に 匹敵する血

管新生作用が あり, しか も V E G F と の併 用で平滑

筋 や ペ リサイ トの 裏打ち を伴 っ た太くて分岐 の 豊

富 な血管が誘導さ れ, また V E G F 単独投与で見 ら

れ る浮腰 や 異常血 管の 出現 を阻止 し た
19)

.
こ の

よう に V E G F 受容体群 や ア ン ギオ ポ エ チ ン 受容

体群 に作用す る多種多様の サイ トカイ ン が総合的

に作周 して有効な血管の新生 に寄与する もの と現

在で は考えられて い る .

我 々 は本研究を含む
一

連の 基礎検討と して , 正

常ヒ ト骨髄 ･ ヒ ト末梢血由来造血前駆細胞 ･ ヒ ト

贋帯静脈血管 内皮細胞 ( H U V E C) の in vit r o 研究

をお こ な っ た . 骨髄非赤芽球成分 は V E G F を産生

し
, 赤芽球 成分 は V E G F の 他に PI G F をも産生 し

て い た .
こ の 赤芽球成分 に よるサイ ト カイ ン産生

は i n vit r o で E P O 添加 に よ っ て さら に 強く誘導

され た . I n vit r o で H U V E C か ら a n gi o g e n e si s に

よる血管網 を形成する培養を行 っ た .
ヒ ト末梢血

由来造 血前駆細 胞 か らi n vit r o で作成 した 白血球

コ ロ ニ ー ( C F U - c ) お よ び 赤 芽球 コ ロ ニ
ー

( B F U - e) をそれぞれ a n gi o g e n e si s 系に加える と

B F U - e と の 接触部位に血管網形成 が著 しく誘 導

され た が, 抗 PI G F 中和抗体の 添加 によ っ て もキ

ャ ン セ ル されず, ま た C F U - c に は こ の ような生

物活性が み られな か っ た ( 投稿準備中) .
こ の こ

とか ら骨髄 C D 3 4 陰性分画 の うち赤芽球が 血管新

生 に特 に重要で , その 作用機序と して はや は り膜

型 リ ガ ン ドと その 膜型受容体を介 した直接接着お

よび ･ あ る い は可溶性リ ガ ン ドとその 膜型受容体

を介 した近接的パ ラク ライ ン が重要である と推測

さ れる . こ の 現象を説明する分子 の候補の
一

つ と

して
, 我 々 は血球系細胞膜 に発現する ニ ュ

ー

ロ ピ

リ ン 1 ( N P - 1) に注 目 して い る 1 9) . こ の 分 子 は

V E G F と の 結合 に より 二 量 体化 し , 血 管 内皮 の

V E G F 受容体 (Flk - 1) に対 し V E G F 単独の 場合

よりも遥か に強 い活性化シグ ナル を誘導する分子

で
, 赤芽球 は N P - 1 を腰 上 に発現 する と 同時に

V E G F と PI G F をパ ラ ク ライ ン 的 に産生分泌 する

こ と で
,
i n vit r o で赤芽球 コ ロ ニ ー

と の 直接接着部

位に血 管綱が 強く誘導され る現象をよく説明 す

る .
こ れに つ い て現在検討中で ある .

B M I による in vit r o 虚 血救出実験 の 結果 , B 群 ,

B E 群 と も壊死 固体 と回復個体 が み られた が, こ

れは マ ウ ス の 個体差 , 特 に下肢血管走 行の 違い に
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より, 虚 血作成 の 程度 に ばら つ き が あ っ た こ と,

ま た B M I 筋注部位等, 救 出操作 に ばら つ きが あ

っ た こ とが原因と推測 される .

本研究 の結果で は B M I に E P O を併用する こ と

で 血管新 生 の 強 い 増強 が i n vi v o で 見 ら れた こ と

に な る が, こ の 機序 と して我 々 は B M I で 移植さ

れた赤芽球お よび赤芽球前駆細胞 が E P O の 存在

下 にそれぞれ活性化 ･ 増殖および赤芽球コ ロ ニ ー

の 誘 導が 一 過性 に起 こ っ た もの と想 定 して い る .

これを証 明するた め以下の 検討が必要で ある . 1
.

骨髄非赤芽球成分 ( T e rl1 9 陰性細胞) の 移植に

よ る血管新生効果 の 減弱, 2 .
E P O 併用 B M I 後の

大腿 二 頭 筋組織 にお ける赤 芽球系髄外造 血 の 観

察, 3 . 二 頭筋標本 におけ る赤芽球系特異的転写

因子 G A T A - 1 や赤芽球系特異的蛋白グ ロ ビ ン /9

鎮の m R N A の 発現 , お よび同組織で の V E G F ･

PI G F ･ N P - 1 の m R N A の 発現増強 に つ い て, 現

在検討を行 っ て い る . ま た E P O は水溶性サ イ ト

カイ ン で組織 か ら の ク リ ア ラ ン ス が 速い た め, 今

回 の研究で は比較的少量を 6 回 にわけて 連日投与

し たが
, 臨床応用を視野 にい れ大量

一

回投与で十

分 な効果 を得る 目的 で 1 .
ヒ ア ル ロ ン酸加 E P O ,

お よ び 2
.
PI G F の ヘ パ リ ン結合 ド メイ ン を導入

した E P O キ メ ラ蛋白の 作成の基礎検討を開始 した.

結
≡血

石FFEl

B M I によ る虚 血下肢 で の 血管新生 効果 が E P O

の 併用 により強く増強 された . B M I により血管数

が増加 し, E P O 併用 により平均血管面積が増大 し

た . E P O 併用に よる増強効果が これ によ っ て説明

さ れる と推測 した . 現在 こ の 効果 の 分子細胞学的

メ カ ニ ズ ム を検討中であ る.
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