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序　　言

　ヒト末梢血中に血管内皮前駆細胞（endothelial pro-

genitor cell: EPC）の存在が示されて以来1），成体内で虚

血や創傷が生じた際，骨髄からEPCが末梢血中に動員

され，病変部位に集積し血管内皮に分化することによ

り血管修復に貢献することが明らかになってきた2）。

この機序（vasculogenesis）を利用したEPCによる血管再

生療法が注目を浴びている。さらにこのEPCが内皮細

胞のみならず，心筋虚血等の微小環境下（ニッチ）にお

いて心筋細胞や平滑筋細胞にも分化し得る可能性が示

唆され，この細胞を用いた移植療法に新たな展開が期

待されている。本稿では，EPCの微小環境下における

心筋細胞への分化様式について基礎検討を行った内容

を報告する。

対象と方法

　微小環境下におけるEPCの分化様式を調べるため，

in vitroの系としてヒト末梢血由来EPCとラット心筋芽

細胞株（H9C2）の共培養を確立し，in vivoの系として免

疫不全ヌードラット心筋梗塞モデルにヒト末梢血由来
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EPCを移植し，それぞれヒト特異的心筋マーカーを用

いてEPCの発現様式を評価した。また，EPCの心筋細

胞への分化にcell fusion（細胞融合）が関与するかどうか

について，in vitroの共培養の系を用いて検討を行った。

（1）ヒト末梢血由来EPCの抽出および培養

　健常人の末梢血を200ml採取し，HISTOPAQUE

（SIGMA社）による遠心濃度勾配法を用いて，単核球分

画を抽出した。この分画をヒトフィブロネクチンで表

面処理した培養シャーレ上に播種し 1 週間後，接着増

殖した紡錘状細胞をEPCとして以下の実験を行った。

（2）ヒト末梢血由来EPCとラット心筋芽細胞株（H9C2）

の共培養

　上記にて得られた培養 1 週間後のEPCと，ラット心

筋芽細胞株を 1：3 の割合で共培養し，共培養してから

1 週間後にcell fusion，および心筋細胞へのEPCの分化

効率について検討を行った。

（3）免疫不全ヌードラット心筋梗塞モデルへのヒト末梢

血由来EPC移植実験

　免疫不全ヌードラット心筋梗塞モデルを作成後，培
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養 1 週間後のEPCをラット尾静脈から106個移植し，1

カ月後に心臓を取り出し，凍結切片を作成後，免疫組

織染色にてEPCの心筋への分化について検討した。

結　　果

（1）ヒト末梢血由来EPCとラット心筋芽細胞株（H9C2）

の共培養［in vitro］

1．RT-PCR（reverse transcription-polymerase chain reaction）

　われわれは，ヒト特異的心筋マーカーとして，cTn-

T，MLC-2V，および�-MHCを作成し，共培養のサン

プルから調整したRNAを用いてRT-PCRを行った。ヒ

ト心筋由来のサンプルでは，いずれのマーカーも強陽

性を示したが，共培養前のヒト由来EPC単独のサンプ

ルおよびラット由来H9C2単独のサンプルでは，いずれ

のマーカーの発現も認められなかった。共培養後のサ

ンプルで検討したところ，すべてのヒト特異的心筋

マーカーの発現を認めた（Fig. 1）。

2．蛍光免疫細胞染色

　共培養後 1 週間で，細胞を固定しヒト特異的心筋抗

体�/�-MHCで染色したところ，共培養細胞中に陽性細

胞を検出した（Fig. 2）。ヒト心筋抗体陽性細胞の割合は

ヒト特異的心筋抗体（�/�-MHC）による蛍光免疫細胞染

色より計測し，その割合は播種したEPCの数に対して

約0.5％であった。

3．細胞融合の検討

　QtrackerTM（Quantum Dot社）による細胞染色システム

を用いてEPCを赤色，H9C2を緑色に染色後，共培養を

行いcell fusionの有無を検討した（Fig. 3）。本研究に用

いた染色試薬は，細胞毒性が少なく長時間の染色が可

能なうえ，従来の染色システムにみられた周辺細胞へ

の色素のもれ込みを最小限に抑える特徴を持つ。蛍光

顕微鏡で観察した結果，cell fusionの割合は全体の約

0.03％であった。

（2）ヌードラット心筋梗塞モデルへのEPC移植［in vivo］

1．RT-PCR

　ヌードラット心筋梗塞モデルへのEPC移植後，1 カ月

経過した時点で心臓を取り出し，RNAを抽出後，in

vitroで用いたヒト特異的心筋プライマーを用いて検討

した。心筋梗塞モデルにPBS（phosphate buffered saline：

リン酸緩衝食塩水）を投与した心臓から抽出したRNA

によるRT-PCRではヒト心筋関連遺伝子発現は認められ

なかったが，EPC投与群では，ヒト心筋関連遺伝子発

現を認めた（Fig. 4）。

2．免疫組織染色

　ヌードラット心筋梗塞モデルへのEPC移植後，1 カ

月経過した時点で心臓を取り出し，凍結組織を用いて

免疫組織切片を作成した。心筋抗体はBNP（B-type natri-

uretic peptide）を用いた。心筋梗塞部位と正常組織の境

界部位に心筋抗体に陽性の細胞を認めた（Fig. 5）。

考　　察

　これまでにわれわれのグループあるいは他の研究室

は，体外培養したEPC移植の心筋虚血への有用性を報

Figure 1　Expression of human specific cardiac markers in
co-culture system by RT-PCR.
RNA samples from various culture conditions were analyzed
by RT-PCR.  cTn-T, MLC-2V, �-MHC are specific markers
for cardiomyocyte.  Left lane shows positive control, and right
lane shows negative control (only rat derived H9C2).  Human
EPC didn’t express cardiac markers.  After co-culture with
human EPC and rat H9C2, human specific cardiac markers were
observed.  GAPDH served as internal standard.
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase



373June 25, 2005

村澤　　聡　ほか 2 名

Figure 3　Frequency evaluation of cell fusion in co-culture
system.
We performed co-culture using Qtracker (Quantum Dot Corp.,
Hayward, CA, USA) which is nanocrystals labeling markers
incorporated in the vesicles of the cytoplasm.  EPCs were la-
beled with the Qtracker™ 565 (Red arrow) and H9C2 cells were
labeled with Qtracker™ 655 (Green arrows).  Cell fusion was
observed in the EPC attached to H9C2 (Yellow arrow).

Figure 4　Expression of human specific cardiac markers in EPC injected rat heart by RT-PCR.
RNA samples were obtained from ischemic nude rat heart injected with human EPC or PBS.  RT-PCR was
performed to determine the expression of cardiac (cTn-T, MLC-2V, �-MHC) markers in these tissue samples.
Left lane shows the data from EPC injected heart sample.  Right lane shows the data from PBS injected heart
sample.  GAPDH served as internal standard.

Figure 2　Expression of cardiac, endothelial lineage markers
in co-culture system by cytoimmunochemistry.
After fixation of co-culture cells (human EPC and rat H9C2),
these cells were stained with human specific cardiac antibody
(�/�-ventricular MHC) and endothelial antibody (CD31).  This
photo represents the staining with human specific cardiac anti-
body (� /�-ventricular MHC) (Green arrow) and human spe-
cific endothelial lineage antibody (CD31) (Red arrows).  Blue
shows DAPI.
DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole

Figure 5　Expression of human specific cardiac marker in EPC injected rat heart by immunohistochemistry.
After fixation of ischemic nude rat heart injected with human EPCs or PBS, samples were stained with
human specific cardiac antibody (BNP: B-type natriuretic peptide).  Left photo shows rat heart with human
EPCs, and right shows rat heart with PBS.  The right photo shows negative control for BNP.  Nuclei were
stained by Hematoxilin staining.
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告してきた3, 4）。これらの報告では，EPCが血管内皮細

胞に分化することにより，虚血部位における微小循環

が改善され心機能を改善することが示された。しか

し，最近体性幹細胞あるいは前駆細胞の多分化能力が

示唆されるようになり5, 6），EPCについても，心機能改

善が従来の血管発生（vasculogenesis）のメカニズムのみ

ならず，心筋再生（cardiomyogenesis）のメカニズムに

よっても制御されている可能性を考慮し，心筋再生へ

の微小環境の関与を明らかにするため，共培養の確

立，あるいは心筋梗塞モデルへのEPC移植の系を用い

て，EPCの心筋への分化様式について検討を行った。

心筋関連遺伝子発現や，免疫染色による蛋白レベルで

の心筋マーカーの発現をin vitro，in vivo両方の系で確

認したところ，いずれもEPCが心筋再生に関与する結

果が得られた。しかし，いずれの系においても，心筋

細胞への分化の割合は約0.5％であり，今後，心筋再生

の機序を応用した臨床治療のためには，この割合を増

やすための検討が必要であると考えられた。

　また，科学的探求として，今回の心筋細胞への分化

にcell fusionがどの程度関わっているかを明らかにする

ため，共培養の系を用いて検討を行った。ここ数年，

細胞の異なった系統間での分化様式（trans-lineage differ-

entiation）について，種々の報告がなされているが，依

然そのメカニズムについては解明されていない。最近に

なって複数のグループがES細胞（embryonic stem cell：

胚幹細胞）と骨髄由来細胞のcell fusion7），あるいはES細

胞と脳由来細胞のcell fusionの現象8）を相次いで報告し

た。このcell fusionの割合は，非常に少ないと報告する

グループもあれば，Lagasseらのように，30～50％のよ

うな高率で認めるとするグループもあり9），一定した見

解が得られていないのが現状である。われわれの共培

養の系においても，QtrackerTMにてこれまでより優れた

細胞染色システムを用いて検討を行ったが，cell fusion

の割合は約0.03％と，非常に少ないものであった。こ

のデータは，Badorffらの検討に比較的近いものであっ

た6）。ただし，今回の系においてcell fusionしていない

細胞が心筋に分化したことを組織学的に直接証明する

ことは困難であり，cell fusionの検討の結果から間接的

に導き出された結果であったため今後より正確な心筋

分化に関するin vitroの系が必要となると同時に，in vivo

の系においてもcell fusionに関する検討が必要と思われ

た。

結　　論

　今回の検討より，心筋虚血において，EPCが血管系

への分化のみならず心筋細胞へ分化する可能性が示さ

れた。このメカニズムには，おもにcell fusionではなく

transdifferentiationが関与していた。心筋再生のメカニ

ズムを臨床に応用するためには，今後EPCの心筋への

分化の割合をいかに高めていくかの検討を行う必要が

ある。
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Ex vivo expanded EPCs transplantation has shown therapeutic potential for myocardial ischemia.  To evaluate niche-

dependent expression profiles of EPCs in vitro, we performed co-culture using cultured EPCs derived from human

peripheral blood and rat cardiac myoblast cell line.  To prove this trans-lineage differentiation in vivo, human cultured

EPCs were injected into the heart muscle of nude rat myocardial infarction model.  Both co-cultured samples in vitro and

myocardial samples in vivo disclosed the expression of human specific cardiac markers.  Transdifferentiation, not cell

fusion, mainly occurred in our co-culture system.  These data indicated that EPCs might contribute to not only vasculogenesis

but also myogenesis in the ischemic myocardium. (J Jpn Coll Angiol, 2005, 45: 371–375)
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