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論 文 内 容 要 旨

【目 的 】

我 が国では,人 口の高齢化や生活習慣 の欧米化 に伴い,従 来 の薬物療 法で は治療不十分 な重症

動脈 硬化性疾 患 が増加 してきてい る。 これ ら重症例では,ク オ リテ ィオ ブライフが損なわれるの

みな らず生命 予後 も不良 であるため,新 たな治療開発が望 まれて いるが,近 年試 み られている細

胞治 療 や遺 伝子治 療 の治療効果 は,ま だ限定 的であ る。最近,エ リスロポエ チ ン(Epo)が 動脈

硬化性 疾患 に有効 である と報告 され,ま た我 々は,マ ウスの低酸素肺高血 圧モ デルにおいて,エ

リス ロポエ チ ン受容体(EpoR)が 血管内皮前駆細胞(EPC)動 員 を制御 し,肺 動 脈 内皮機能を

改善 す るこ とを報 告 した(Circulation2006)。 そ こで本研 究で は,血 球系 細胞 以外 のEpoRを

選択 的 に欠 損 させ たマ ウス(EpoRKO)に 下 肢虚血 を作成 し,血 管新生 に対す るEpo/EpoR系

の役割 を検証 した。

【方 法 ・ 結 果 】

まず 野生型 マ ウス(WT)お よびEpoRKOに 下 肢結紮虚血 を作成 し,虚 血後 の血管新生 を検

討 した。WTに 比 しEpoRKOで は,結 紮2週 後 の患肢/健 肢 の ドップラー血 流比 は有 意 に低下

し(0.75±0.11vs.0.29±O.08;P〈0.01),末 梢血 中のEPC数 も有意 に減少 して いた(0.30±02

1vs.O.04±0,02;P〈0.01)。 次 いでEPCを 含 む骨髄 由来細胞 の役割 を検討す る目的でWTお よ

びEpoRKOをWTも しくはEpoRKOの 骨髄 で置換(4群 作成;WT-WTBM,WT-EpoRKO

BM,EpoRKO-WTBM,EpoRKO-EpoRKOBM)す る と,EpoRKO-WTBMで はEPC数 が

正 常化 し,EpoRKO-EpoRKOBMに 比 し ドップ ラー血 流比 も有意 に改 善 したが(EpoRKO-

WTBMvs.EpoRKO-EpoRKOBM;O.55±0.11vs.0.31±0.11;P<0.01),WT-WTBMの

ドップラー血 流比 の半分までの改善 に留ま った。 虚血組織への骨髄 由来細 胞 の遊 走を検討す るため,

WT,EpoRの 骨髄 をGFP陽 性 マウスの骨髄 で置換 す ると,WTに 比 しEpoRKOの 虚血下肢 で

は,骨 髄 由来細 胞 の遊走が抑制 されていた(%GFP+cells;3.3±2.3vs.0.82±12;P〈0.05)。

さ らにEpoRKOの 虚血下肢 では血管 内皮増殖 因子(VEGF)の 分泌,血 管 内皮増殖 因子受容体

2(VEGFR2)の 発現 も有意 に低 下 してお り,EpoRKOで は血 管新生 に重要 な役割 を果 たす骨

髄 由来 細 胞 の 遊 走 お よび成長 因子 の分 泌 が 抑制 され て い る ことが 明 らか とな った。 最後 に

VEGF分 泌 量 を補正す る目的でWTお よびEpoRKOの 皮下 にVEGFを 同量含 有 したMatrigel

を植 え込む と,WTに 比 しEpoRKOで はゲル 中への血管新生が有意 に抑制 され てお り,骨 髄 由

来 細胞 の関与,成 長 因子 などの影響 を除外 したAorticringassayに おいて も,EpoR-KOで は

血 管新生 が有 意 に低下 していた。
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【結 論 】

Epo/EpoR系 は,間 接 的 に骨髄 由来細胞 や成長 因子 を介 し,

な役割 を果 た してい ることが明 らかとな った。

また直接的に も血管新生に重要
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審 査 結 果 の 要 旨

我 が国で は,人 口の高齢化や生活習慣 の欧米化 に伴 い,従 来 の薬物 療法 では治療不十分 な重症

動脈硬化 性疾患 が増 加 してきて いる。 これ ら重症例 では,ク オ リテ ィオ ブライ フが損なわれるの

み な らず生命予 後 も不良であるため,新 たな治療 開発 が望 まれてい るが,近 年試 み られている細

胞治療 や遺伝子 治療の治療効 果は,ま だ限定的 であ る。最近,エ リス ロポエ チ ン(Epo)が 動脈

硬化性疾 患 に有効 である と報告 され,ま た東北大循環器病態学分野 か ら,マ ウスの低酸素肺高血

圧 モデル において,エ リス ロポエチ ン受容体(EpoR)が 血管 内皮 前駆細 胞(EPC)動 員 を制御

し,肺 動脈 内皮機 能 を改善す ることが報告 されて いる。 このよ うにEpo/EpoR系 の病態生理 に

お ける役割 の解 明が進 む中,虚 血後血管新生 における同 システムの役割 は未 だ未解 明である。

本研 究で は,血 球系細胞以外 のEpoRを 選 択的 に欠損 させ たマ ウス(EpoRKO)に 下 肢虚血

を作成 し,血 管新 生 に対す るEpo/EPoR系 の役 割 を検証 して いる。 まず野生 型 マ ウス(WT)

お よびEpoRKOに 下肢 結紮虚血 を作成 し,虚 血 後 の血管新 生 を検討 した ところ,WTに 比 し

EpoRKOで は,結 紮2週 後 の患肢/健 肢の ドップ ラー血 流比は有意 に低下 し,末 梢血 中のEPC

数 も有意 に減少 していた。次 いでEPCを 含 む骨髄 由来細胞の役割 を検 討す る 目的でWTお よび

EpoRKOをWTも しくはEpoRKOの 骨髄 で置 換(4群 作成:WT-WTBM,WT-EpoRKO

BM,EpoRKO-WTBM,EpoRKO-EPoRKOBM)す ると,EpoRKO-WTBMで はEPC数

が正常 化 し,EpoRKO-EpoRKOBMに 比 し ドップラー血 流比 も有 意 に改善 したが,WT-WT

BMの ドップラー血流比 の半分 までの改善 に留 ま った。虚血組織 への骨髄 由来 細胞の遊走を検討

す るため,WT,EpoRの 骨髄 をGFP陽 性 マ ウスの骨 髄で置換す る と,WTに 比 しEpoRKOの

虚血 下肢 では,骨 髄 由来細胞 の遊走 が抑制 されて いた。 さ らにEpoRKOの 虚血下肢 では血管 内

皮増殖 因子(VEGF)の 分泌,血 管 内皮増殖 因子 受容体2(VEGFR2)の 発現 も有意 に低下 し

て お り,EpoRKOで は血管新生 に重要 な役割 を果 たす骨 髄 由来細 胞 の遊 走 およ び成長因子 の分

泌 が抑制 されて いることが明 らか とな った。最後 にVEGF分 泌量 を補 正す る 目的 でWTお よび

EpoPKOの 皮下 にVEGFを 同量含 有 したMatrige1を 植 え込む と,WTに 比 しEpoRKOで はゲ

ル 中へ の血管 新生 が有意 に抑制 されてお り,骨 髄 由来細胞 の関与,成 長 因子 な どの影響を除外 し

たAorticringassayに おいて も,EpoR-KOで は血 管新生 が有意 に低下 してい た。

以上 の実験 結 果 よ り,Epo/EpoR系 は,間 接 的 に骨髄 由来細胞 や成長 因子 を介 し,ま た直接

的 に も血管新 生 に重要 な役割を果 た して いることが明 らか とな った,と 結論 してい る。

本研究 の結 果か ら,虚 血臓器 にお けるEpo/EpoR系 の役割,特 に骨髄 由来 細 胞,サ イ トカイ

ンに対 す る役割 が明 らか とな った。 昨今の血管新 生療法 は と もす る とExogeneousに 投与 す る

細 胞やサ イ トカイ ンのみに注 目されが ちであ るが,本 研究 の結果 か ら,受 容体 のmodulationに

よ って も治療効 果を期待出来得 ることが示唆 され,臨 床的 に も興味 のあ る結果 であ ると言 える。

よ って,本 論 文 は博士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認め る。
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