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論文の内容の要旨

(目的)

筑波大学再生医学研究室において aldehydedehydrogenase; ALDHの低活性の血管内皮前駆細胞 endothelial

progenitor cells; EPCは増殖能に優れ、低酸素下に血管新生因子を発現し、マウス皮膚虚血モデルを用いて皮

膚壊死を治癒することが実証された。この ALDH低活性の EPCは Alde-LowEPCと命名されたが、この新た

な EPCの subgroupを虚血性疾患に対する治療に臨床応用するには、下肢などの筋肉を主体とする臓器等に

おける虚血改善能を明らかにしなければならない。

(対象と方法)

4~5 適齢の ICR ヌードマウスを用いて、左大腿動脈を静脈および神経から剥離し、総大腿動脈中枢側か

ら伏在動!眠中央部までの動脈のみを切除し後脚虚血モデルを作成した。帝王切開術の際に採取した携帯血か

ら、再生医学研究室により EPCが分離・培養された。 PBSのみを投与した群 (PBS群)、 Alde司HighEPCを

投与した群 (Alde時High群)およびAlde-LowEPCを投与した群 (Alde-Low群)の 3群に対して、虚血モデ

ル作成の翌日に PBS200μLあるし刈ま EPCを尾静脈から全身投与した。また、レーザードプラ血流計を用いて、

経時的に後脚血流を測定した。虚血側血流を健常側血流で除した値を bloodflow ratioとして示した。高エネ

ルギー加速器研究機構において放射光微小血管造影をおこない側副血管の発達を観察した。俣IJ副血管縞の定

量的な評価として angiographicscoreを用いた。領IJ副血管の径は NIHirnageにより測定した。 F4/80免疫染色

法により縮動脈周囲に集積した単球/マクロファージを定量的に評価した。蛍光標識レクチン染色j去を用い

て蛍光顕微鏡下に毛細血管密度を測定した。 GFP遺伝子を導入した EPCを用いて組織内に生着した EPCを

観察し定量化した。その他、各種血管新生因子の発現に関して RTヂCR法を用いて解析をおこなった。

(結果)

Alde-Low群では PBS群と比較して投与後7日、 10臼、28日目において有意に高い bloodflow ratioを示した。

Alde-Low群と Alde-High群との比較においては、統計学的な有意差には至らなかったものの、 Alde-Lρw群
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では一貫して Alde-High群よりも高い bloodfiow ratioを示した。 Alde-Highi洋の bloodfiow ratioは、 PBS群と

の比較において、有意差を示さなかった。投与後 4週自に放射光微小畠管造影をおこなった angiographic

scoreは、 Alde-Low群において有意に高値を示した。また側副血管の径を測定したところ、 Alde-Low群にお

いては有意に側副血管が拡張していた。投与後 5日目に Alde-Low群では細動脈周囲に有意に多くの F4/80

陽性細胞の集積を認めた。投与後 2週自には各群i習の毛細血管密度に有意差は認められなかったが、投与後

4週自においては Alde-Low群における毛細管密度が、 PBS群および Alde-High群と比較して有意に高値を示

した。毛細血管に生着した Alde-LowEPCは、投与後 2週自から 4週自にかけて統計学的有意な減少を認め

なかった。しかし、毛細血管に生着した Alde-HighEPCは有意に減少した。

(考察および結論)

AldeよowEPCによる arteriogenesisの発達には、 MCP-lを介する細動脈周囲への単球/マクロファージの

遊走が関与し側高IJ1虹管を形成・拡張させていること、 angiogenesisの発達には VEGFに加えて Ang之 PDGF-s，

b-FGFが関与し毛細血管密度を上昇させていると考えられた。本研究により Alde-LowEPCが arteriogenesis

とangiogenesisという異なる鼠管形成の機序を介してマウス後脚虚血モデルにおける血流回復に作用してい

るという結果が得られた。これらの特性やメカニズムがさらに明らかとなれば、 ALDH活性に基づく EPC

の分離は末梢動脈問塞性疾患をはじめとする虚血性疾患に対して有望な細抱治療となりうる可能性を示唆す

るものである。

審査 の結果の要旨

本研究の結果、二つの異なる特性の EPCが ArteriogenesisとAngiogenesisという異なる機序を介してマウ

ス後脚虚血モデルにおける血流回復に作用していることを示している。移植後の細胞の長期生存を世界に先

駆けて示した点は画期的であり、さらなるメカニズムが明らかになれば、ヒトにおける末梢動脈問塞性疾患

の新たな治療に結びっく貴重な基礎研究と考えられたc

論文審査ならびに最終試験の結果に基づき、著者は博士(医学)の学位を受けるに十分な資格を有するも

のと認める。
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