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1．要旨 

血管内皮前駆細胞（EPC）は骨髄から末梢血に動員され、既存の内皮細胞に接着し、

組織に遊走、増殖、分化して、新たな血管を構築する。この過程で EPC は血流や組

織液の流れに起因したメカニカルストレスである流れずり応力を受ける。先行研究に

より、ヒト末梢血由来 EPC がずり応力に反応して増殖や管腔形成能が亢進し、成熟

内皮細胞への分化も促進されることが示された。そこで本研究はずり応力がヒト末梢

血由来 EPC を動脈内皮細胞あるいは静脈内皮細胞のどちらに分化を誘導するかにつ

いて検討した。EPC に回転円盤型流れ負荷装置で定量的なずり応力を作用させると動

脈内皮マーカーの発現が増加し、一方、静脈内皮マーカーの発現は低下した。このこ

とからずり応力は EPC を動脈内皮細胞に分化誘導することが明らかになった。ずり

応力により動脈内皮マーカーephrinB2 の発現が増加したが、その機序はずり応力で活

性化した転写因子 Sp1 が ephrinB2 遺伝子のプロモーターにある Sp1 モチーフに結合

することによる転写亢進であった。また、細胞移植治療の細胞ソースとして期待され

ているヒト臍帯血由来 EPC がずり応力に応答するかについても検討を加えた。その

結果、ずり応力が EPC の細胞機能（接着、遊走、増殖、抗アポトーシス）を亢進し、

さらに成熟内皮細胞への分化を促進することが判明した。以上の研究結果から、メカ

ニカルストレスである流れずり応力は環境因子として EPC の細胞機能や分化を修飾

し、成体や胎児の循環系における血管形成や血管新生を調節する一つの因子として働

くと考えられた。さらに、今回の結果はメカニカルストレスで EPC の増殖を含む細

胞機能や分化を人工的に操作することは EPC を使った細胞治療や再生医療における

ツールとして応用しうることを示唆している。 
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2．序文 

2-1．血管内皮細胞 

 血管内面を覆う上皮を血管内皮といい、血管内皮は一層の内皮細胞で構成される。

内皮細胞は多彩な機能を発揮して循環系の機能の恒常性を維持している。血管内皮細

胞は、胚の発生段階だけでなく成体においても細胞分裂能と遊走能を持っている。血

管内皮の一部が傷害されて剥がれると、周囲の内皮細胞が増殖、遊走し、血流に暴露

した表面を覆う。さらには、内皮細胞は絶えず代謝し、虚血部位では新しい血管が作

られる。内皮細胞の他の働きとして、血液中の物質を選択的に透過させたり、血圧を

維持するための血管のトーヌスを調整したり、血液の凝固や線溶の調節を行っている

（1）。 

 

2-2．動静脈内皮細胞の特異性 

 胚の発生段階で血管芽細胞から血管内皮細胞への分化が決定した後、局所での集合

や接着により互いに融合し、大小不同のない血管網である原始血管叢を形成する。こ

の過程は脈管形成（vasculogenesis）と呼ばれる。原始血管叢から血管内皮細胞が様々

な血管新生刺激に対して発芽（sprouting）、分枝（branching）、融合（fusion）、挿入

（intussusception）、退縮（pruning/regression）などにより新たな管腔を形成する。この

過程は血管新生（angiogenesis）と呼ばれる。この時期から管径の変化や動静脈への分

化が始まり、血管の退縮と新生を繰り返し（リモデリング）、階層性を持った大小血

管からなる vascular tree の形成、基底膜の形成、壁細胞による血管細胞周囲の裏打ち

構造の形成（血管成熟）により新生血管が形成される。動静脈の並行した走行は、動

脈内皮に発現するエフリン B2（ephrinB2）と静脈内皮に発現するその受容体 EphB4

の結合が内皮細胞同士の反発する運動性を持たせることにより生じると考えられて

いる（2）。 

 動脈は内膜、中膜、外膜の 3 層からなる。内膜は管腔側から血管内皮細胞、血管基

底膜、内弾性板、中膜は平滑筋細胞、弾性線維、細胞外マトリックス、外膜は外弾性
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板からなる。静脈も内膜、中膜、外膜からなるが、動脈ほどはっきりしていない。動

静脈の解剖学的な相違は、静脈には弁があるが動脈にはないこと、静脈には平滑筋細

胞が内膜にも外膜にも存在することである。動脈と静脈の間には毛細血管が存在する。

毛細血管は直径 5-10m で、周囲に平滑筋を持たず、内皮細胞と基底膜から構成され

る。血液と組織間で炭酸ガス、栄養、老廃物などの物質交換が行われる。毛細血管は

常に新生したり退縮したりしており、毛細血管の血管新生は内皮細胞の発芽によるこ

とが知られている。 

最近の研究から、動静脈内皮細胞に特異的に発現するいくつかの分子があることが

示されている。例えば、Eph ファミリー膜貫通型リガンドである ephrinB2 は動脈内皮

細胞を特徴付ける（2-4）。一方、ephrinB2 の受容体である EphB4 は静脈内皮細胞を特

徴付ける（図 2-1）。動脈内皮細胞に選択的に発現する遺伝子には、ephrinB2 のほかに

Dll4、Jagged2、Notch1-4、Hey1（hairy/enhancer of split-related with YRPW motif 1）と

いった Notch シグナル、ニューロピリン 1（neuropilin 1; NRP1）、ALK1（activin 

receptor-like kinase 1、ACVRL1 ともいう）、コネキシン 37（Connexin 37）、コネキシン

40（Connexin 40）、CXCR4（C-X-C chemokine receptor type 4）などがある（5-12）。 

 

 

図 2-1．血管の分化において動静脈内皮細胞に特異的に発現する分子 

動脈内皮には ephrinB2、Dll4、Notch、ALK1、NRP1、Connexin37/40、CXCR4 などが発現する。

一方、静脈内皮には EphB4、NRP2、APJ、COUP-TFII などが発現する。
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静脈内皮細胞に選択的に発現する遺伝子には EphB4 のほかにニューロピリン 2

（neuropilin 2; NRP2）、APJ（putative receptor protein related to angiotensin receptor）、HeyL

（hairy/enhancer of split-related with YRPW motif-like protein）、COUP-TFII（chicken 

ovalbumin upstream promoter transcription factor II）などが知られている（13-15）。

COUP-TFII は核内オーファン受容体であり、NRP1 の発現を抑制して Notch シグナル

を抑制することにより静脈内皮への分化を制御している。しかし、これらの動静脈特

異的発現パターンの機能的関連は明らかでない。 

 

2-3．血管におけるメカニカルストレス 

 心血管系は全身の臓器・組織・細胞に必要な酸素・栄養を供給し、二酸化炭素およ

びその他の老廃物を回収する、動物の生命維持に不可欠な臓器である。血管を流れる

血液は、液体成分である血漿と細胞成分である赤血球、白血球、血小板で構成されて

おり、物理的には一定の流動的性質を持った液体として全身各臓器を循環している。

そのため、血管壁には、血流に起因する流れずり応力、血圧に基づく伸展張力と貫壁

性圧力などのメカニカルストレスが常時作用する（図 2-2）。 

 

 

図 2-2．血管にかかるメカニカルストレス 

血管には流体である血液が血管壁の表面を流れることにより生じる流れずり応力、血圧・

拍動に起因して血管壁を外側に押し広げる貫壁性圧力、血管壁が外周方向に引っ張られる

伸展張力が作用する。 
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 流れずり応力は、血管壁の内面を一層に覆う内皮細胞を血流の方向に歪ませる力で

ある（16）。流れずり応力は、半径 r の血管内を粘性、流量 Q の血液が、血流速度

u で定常的に流れているとき、ずり速度(du/dr)により次の式で表される。 

＝ du/dr＝4uQ/πr3 

ヒトの生理条件下の大動脈では 10-20 dynes/cm2、細動脈には 5 dynes/cm2、毛細血管に

は 2.5 dynes/cm2、静脈系には 1-5 dynes/cm2 の流れずり応力が作用する（17）。 

法線応力は血圧により血管壁を垂直に押し広げようとする力である。法線応力には

血圧により心拍動に伴って血管内皮細胞を周期的に円周方向へ引っ張る力である伸

展張力と、血圧と血管外の組織圧との圧較差により細胞を押しつぶそうとする力であ

る貫壁性圧力がある。これらは、表面の血管内皮細胞だけではなく、それを支える血

管平滑筋細胞、血管周囲細胞などの壁細胞にも加わる。特に動脈系では、拍動により

周期的に血管壁を伸展させる力（cyclic strain）が加わる。伸展張力 T は血圧 P、血管

中心からの半径 r、壁の厚さ h とすると、次の式で表される。 

T＝Pr/h 

 心拍動に伴い血管径が伸展する割合は、ヒトの大動脈で 9-12%、頚動脈で 1-2%、

大腿動脈で 2-15%、肺動脈で 6-10%、イヌの大動脈で 1-8%、ネコの大動脈で 15%程

度と報告されている（18）。 

 多くのタイプの細胞がその環境下でメカニカルストレスに応答することは広く知

られている。例えば、血管内皮細胞は血流により生じる流れずり応力に応答して細胞

機能を変化させる。この細胞応答が血管の恒常性を維持するうえで重要な役割を果た

す（16）。生体内で血流が増加すると急速に血管が拡張し、血流増加が長期に及ぶと

血管構造の変化を伴い血管径が増大することはかなり以前から知られている（19,20）。

この現象は血管径を調整することで血管壁にかかる流れずり応力を一定に保とうと

する適応反応であることが実験的に証明された（21）。血管内皮細胞を予め剥離して

おくとこの血流変化による血管径の変化は起こらないことから、この反応が内皮細胞

依存性であると考えられている（22）。 
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 このような血流と血管内皮細胞との相互作用は、動脈硬化を主とする血管障害の面

からも重要であり、特に動脈硬化との関連については多くの知見が示されている。例

えば、ヒトの粥状動脈硬化巣の好発部位は血管の湾曲部や分岐部、血管内腔の狭窄部

であるが、この部位では局所的に血流の停滞や渦巻流が生じ、内皮細胞には乱流や比

較的低い流れずり応力が作用している（24-31）。したがって、こうした乱流性のずり

応力が内皮細胞の正常な機能を障害し、白血球の接着、コレステロールの蓄積、内膜

肥厚、血栓形成といった病的状態を惹起すると考えられている。このような背景から

近年、メカニカルストレスに対する細胞応答を解析するため培養細胞に制御可能なメ

カニカルストレスを作用させる装置を用いたバイオメカニクス研究が盛んに行われ

るようになってきた。 

 

2-4．血管内皮前駆細胞 

近年、成体の血管再生に血管内皮前駆細胞（endothelial progenitor cell; EPC）が重要

な役割を果たしていることが発見された（32）。EPC は骨髄から末梢血に動員され、

虚血部の既存の血管に接着し、組織に遊走、増殖、分化し、さらには血管新生物質を

分泌して、新たな血管を構築する（33-35）。マウスの下肢虚血モデルや心筋梗塞モデ

ルに EPC を移植すると既存の内皮細胞に EPC が取り込まれ血管新生が促進されるこ

とより、EPC が成体の vasculogenesis に重要であることが解明された（36,37）。 

 EPC は血管芽細胞と成熟内皮細胞の間の幅広い分化過程に存在するため、EPC を同

定し精製する様々な方法が用いられてきた。EPC を精製する方法として主に 2 種類あ

る（38-40）。すなわち、新鮮な血液中からフローサイトメトリーで精製する方法と

細胞を培養する方法である。 

フローサイトメトリーでは、少なくとも１つの未分化なマーカーと内皮系のマーカ

ーを組み合わせて EPC を精製する。典型的な未分化マーカーとしては、シアル化糖

タンパク質様接着分子であり血液幹細胞抗原の CD34 や細胞膜 5 回貫通型糖タンパク

である CD133（prominin 1 ともいう）が用いられ、内皮マーカーとしては血管内皮増
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殖因子受容体 2（vascular endothelial growth factor 2; VEGFR2、kinase insert domain 

receptor; KDR ともいう）や CD31（platelet endothelial cellular adhesion molecule-1; 

PECAM-1）が使われる。EPC が分化すると、CD34 は減少し、CD133 は消失する一方、

KDR 、 VE カドヘリン（ VE-cadherin ）、 Tie2 （ protein receptor tyrosine kinase, 

epithelial-specific）、E セレクチン（E-selecin）が増加する。血球幹細胞も CD34、CD133、

KDR を発現するが、分化すると CD133 や KDR は消失する。このため CD133 陽性細

胞は未分化な EPC として研究されている（41,42）。 

細胞培養では、ファイブロネクチンでコートした培養皿に接着した末梢血由来単核

球を EPC として精製する。接着細胞を培養すると early EPC と late EPC と呼ばれる 2

種類の EPC が出現する（43）。Early EPC は培養後 3 日ぐらいで集族を成して出現し、

増殖するが、2 週間ぐらいで消失する。Late EPC は 2、3 週間以上生存し、増殖も盛

んであり敷石状の細胞層を形成する。Early EPC と late EPC はともにアセチル化 LDL

を取り込み、Ulex lectin に結合する。また、接着細胞ではなく浮遊細胞を putative EPC

として colony forming unit-endothelial cells (CFU-ECs)を精製する方法もある（44）。 

 EPC に用いられる細胞源としては、末梢血以外に骨髄や臍帯血がある。特に臍帯血

は末梢血より単位血液当たり多くの EPC を得ることができ、さらには血管新生能が

高いという特徴がある（45-50）。最近、臍帯血由来 CD133 陽性細胞を培養増殖させ

た EPC が増殖前の新鮮な EPC に比べてマトリゲルでの脈管形成能を促進し、ラット

の心筋梗塞モデルへの移植において心機能をより改善したことが報告された（51）。

しかし、EPC の分化を制御している遺伝的要因や環境因子の詳細についてはまだよく

分かっていない。 

 

2-5．EPC の臨床応用 

臨床では狭心症、心不全、糖尿病や高血圧、脂質異常症、喫煙、老化といった動脈

硬化の患者はEPCの数が減少しており、またEPCの血管新生能も低下している（34）。

このことは EPC の数と機能が心血管病の危険性を反映していることを示唆している。
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現在、EPC を使った様々な臨床治験が行われており、EPC が安全で有効な治療手段で

あることが報告されている。心筋梗塞の患者に末梢血あるいは骨髄由来培養 EPC を

移植すると心駆出率が改善し、左心室収縮末期容積の減少や梗塞巣の縮小を認めた

（52）。同様に、狭心症や心筋梗塞後の患者に末梢血あるいは骨髄由来の CD34 陽性

細胞あるいは CD133 細胞を移植すると、心駆出率や心筋血流分布が改善し、左心室

収縮末期容積の減少や梗塞巣の縮小を認めた（53-58）。また、慢性閉塞性動脈硬化症

の患者に末梢血由来 CD34 陽性細胞あるいは CD133 陽性細胞を移植すると、血流や疼

痛が改善して歩行距離が延長し、下肢の切断を回避できた（59,60）。これらのことは

EPC を用いた細胞治療が心血管の再生に有効であることを意味する（33,61,62）。しか

しながら、このような患者では EPC の数が減少し EPC の機能も低下していることよ

り、EPC の数を増やし、かつ EPC の機能も回復させる生体外細胞培養した EPC を移

植する治療が求められている。 

 

2-6．メカニカルストレスの内皮前駆細胞への影響 

EPC は骨髄から末梢血に動員され、既存の血管の内皮細胞に接着あるいは内皮層を

通り抜けて組織に遊走した後、増殖・分化して、血管形成を起こす。この過程におい

て EPC は血流や組織液の流れに起因するずり応力を受けると考えられる（図 2-3）。 

EPC がずり応力にどの様に反応するかについての最初の報告は東大の山本らによ

って行われた（63）。ヒトの末梢血由来 EPC に流れ負荷装置で定量的なずり応力を作

用させる実験により、EPC がずり応力に反応して形が類円形から細長く変わり、その

長軸を流れの方向に向けて配列することや細胞増殖能が促進されることが示された。

また、EPC が成熟型の血管内皮細胞へ分化する過程がずり応力により格段に加速され

ることやコラーゲンゲル内での管腔形成が促進されることも判明した。その後、ずり

応力に対する EPC の力学応答に関する多くの研究が行われ、ずり応力が EPC の一酸

化窒素やプロスタグランディン F1などの血管拡張物質の産生や抗血栓活性を有す

るトロンボモデュリンの発現を増加させることや、線溶作用のある組織型プラスミノ
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ーゲン・アクチベータの放出や活性酸素の消去に関わるスーパーオキシドディスムタ

ーゼの活性と遺伝子発現を増加させることなどが明らかにされた（64-68）。 

 

 

 

2-7．本研究の目的・概要 

臨床において、ステントや人工血管を移植した後の開存率を改善するために EPC

を捕捉する分子をコーティングしたステントや人工血管が研究されている。また、自

家血管移植において静脈より動脈を使用した方が開存率が高い。このため動脈に分化

を運命付けられた EPC を移植することは治療効果が高いと考えられる。これまでに

流れずり応力が EPC の内皮細胞への分化を促進することが明らかにされているが、

それが最終的に動脈内皮に分化を誘導するのか、それとも静脈内皮に分化させるかに

ついてはまだ解明が進んでいない。そこで本研究では、ヒト末梢血由来 EPC の動静

脈内皮細胞分化に対するずり応力の効果について解析した。 

また、近年、細胞治療や再生医療に使う細胞ソースとなるヒト臍帯血中に存在する

EPC が末梢血 EPC より血管新生能が高いことが報告されている。しかしながらヒト

図 2-3．流れずり応力の影響を受ける EPC 

EPC は分化の過程で絶えず血流や組織流に起因した流れずり応力に暴露されている。 
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臍帯血由来EPCが末梢血由来EPCと同じようにずり応力に反応するかは不明である。

そこで、ヒト臍帯血由来 EPC がずり応力に応答して細胞機能や分化を促進させるか

どうかについても検討を加えた。 
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3．方法 

3-1．細胞培養 

ヒト末梢血由来 EPC の単離と培養 

末梢血を被験者 5 人から採取した。以下の研究はヘルシンキ宣言に則り、被験者の

インフォームド･コンセントを得て行った。ヒト末梢血 200 ml から単核球を

Histopaque-1077（Sigma-Aldrich）を使って密度勾配遠心法により単離した。その後、

細胞を 100 µg/ml のヒトファイブロネクチン（Sigma）でコーティングした培養皿に

5x105 cells/cm2 の密度で播種し、37℃、5％CO2 下で vascular endothelial growth factor

（VEGF）、fibroblast growth factor-2（FGF2）、epidermal growth factor（EGF）、insulin-like 

growth factor-1（IGF1）、アスコルビン酸を含む EGM2（Clonetics）に 5% fetal bovine serum

（FBS）を加えた培地で培養した。播種後 5 日目に 10%以下の細胞は培養皿に接着し

たが、90%は接着しないままであった。非接着細胞を phosphate buffered saline（PBS）

で洗浄して取り除き、接着細胞を EPC として上記培地で 6 日目まで培養した。 

 

ヒト末梢血由来 EPC の特徴 

EPC の表現形を確認するために、接着した単核球に 10 µg/ml の

1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindo-carbocyanine perchlorate 標識アセチル化 LDL

（DiI-acLDL、Biomedical Technologies）を加えて 37℃で 1 時間培養した。その後、細

胞を 2％ホルムアルデヒドで 10 分間固定し、10 µg/ml の FITC 標識 Ulex europeus 

agglutinin（lectin、Sigma）で 1 時間培養した。染色後、倒立蛍光顕微鏡（Nikon）で

観察し、2 重染色陽性の細胞を EPC と同定した。95%以上の細胞は、DiI-acLDL と

Ulex-lectin 共に陽性であった。 

 

ヒト臍帯血由来EPCの分離 

以下の実験は、東海大学研究倫理委員会と東海大学臍帯血バンクで承認され、全て

の臍帯血提供者から同意を得て行った。ヒト臍帯血からHistopaque-1077を用いて比重
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分離法により単核球を分離した。CD133陽性細胞は磁性マイクロビーズで標識した

CD133抗体（Miltenyi Biotec）を用いて磁性細胞分離機（auto-MACS、Miltenyi Biotec）

により精製した。CD133陽性細胞の純度をフローサイトメーター（BD Biosciences）

を用いて検討したところ、精製した細胞ではCD133の発現率は99%であった。精製し

たCD133陽性細胞は凍結溶液（CELLBANKER、Zenoaq）に入れて液体窒素内で保管

した。 

 

EPCの増幅培養と分化培養 

CD133陽性細胞の生体外培養方法は以下の通りである。3 x 105のCD133陽性細胞を

無血清で50 ng/ml VEGF（R&D Systems）、20 ng/ml interleukin-6（R&D Systems）、100 

ng/ml stem cell factor（SCF）（Kirin）、20 ng/ml thrombopoietin（TPO）（Wako）、100 

ng/ml fms-related tyrosine kinase 3（Flt-3）ligand（Wako）と1% Penicillin/Streptomycin

（Invitrogen）を加えたStem Span溶液（StemCell Technologies）に入れて37℃、5%CO2

インキュベーター内で7日間培養した。その後細胞を回収し、以下の分化培地で培養

した。細胞は100 µg/ml ヒトファイブロネクチン（GIBCO）でコートしたM199培地

（GIBCO）に5% FBS（JRH）とEGM2、10% dextran（MW 100,000-200,000、Sigma-Aldrich）

を加えて培養した。 

 

ヒト臍帯血由来 EPC の特徴 

 ヒト臍帯血由来 CD133 陽性細胞を 1 週間培養した EPC は 99%以上浮遊している細

胞であった。フローサイトメトリーで細胞表面抗原の発現率を解析すると、未分化マ

ーカーである CD133、CD34、c-Kit はそれぞれ 40.0%、50.2%、46.9%であり、内皮マ

ーカーである PECAM-1、KDR、VE-cadherin の発現率は 88.7%、0.97%、0.70%であっ

た。また CD34/CD133、KDR/CD133、PECAM-1/CD133 の発現率は 30.2%、0.28%、34.7%

であった。この細胞を分化培地でさらに 2 日間培養すると CD133、CD34、c-Kit の発

現はいずれも減少し、一方 KDR、VE-cadherin は増大した。これらの所見は、生体外
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で増幅・培養した EPC は内皮細胞に分化する能力を持っていることを示している。 

 

3-2．流れ負荷実験 

回転円盤型流れ負荷装置を用いて層流性のずり応力を細胞に負荷した（図 3-1）。培

養 EPC を含んだ培養皿を装置の台座に置き、ステンレス製の円盤を培養皿の培養液

中に沈めた。円盤を回転させると培養液が同心円状に流れ、それによって細胞にずり

応力が負荷される。ずり応力の強さ（τ）は、τ = µ r ω / d で計算される（69）。ここで、

μ は粘度を、ｒは培養皿の中心からの距離を、ω は回転角速度を、d は回転円盤と培

養皿との距離を表す。細胞には培養皿の中心からの距離に依存したずり応力がかかる

が、本論文では培養皿の中心と辺縁との中間地点でのずり応力を示した。なお、全て

の流れ負荷実験は CO2 インキュベーター内 37℃で行なった。 

灌流液の粘度を変えると同じ流速でも異なる強さのずり応力を細胞に負荷するこ

とができる。今回は低粘度の灌流液として培養液そのものを、高粘度の灌流液として

培養液に 5%あるいは 10% dextran を加えた液を用いた。それらの灌流液の粘度はそれ

ぞれ 0.0095、0.0378、0.0794 Poise であった。 

 

 

  

図 3-1．回転円盤型流れ負荷装置 

円盤を回転させると培養液に同心円状の流れが生じ、それによって細胞に層流性のず

り応力が負荷される。 
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3-3．細胞機能解析 

接着能 

2x104のEPCをヒトファイブロネクチンでコートした96ウェル培養皿に1% FBSと

10% dextranを加えたM199培地で培養した。37℃、5%CO2インキュベーター内で培養5

時間後に接着していない細胞をPBSで2回除去し、接着した細胞を光学顕微鏡で観察し

接着細胞数を測定した。 

 

遊走能 

改良型 Boyden chamber 法により細胞の遊走能の解析を行った。ヒトファイブロネ

クチンでコートした多孔（5μm）を有する polycarbonate membrane がついた 24 ウェル

のトランスウェル（Corning Costar）を用いた。10% dextran 入りの M199 培養液を下

部チャンバーに入れ、5x104 の EPC を上部チャンバーに入れて 37℃、5%CO2 インキ

ュベーター内で培養した。上部チャンバーからメンブレンを通して遊走した細胞をジ

アミジノフェニルインドール（DAPI）を含んだ VECTASHIELD（Vector）で固定し、

蛍光顕微鏡（IX70、Olympus）で遊走細胞数を測定した。 

 

増殖能 

増殖能の評価にはミトコンドリア脱水素酵素によるテトラゾリウム塩のホルマザ

ン色素への変換を ELISA で測定する方法を用いた。簡潔に述べると、1x105 の EPC を

ヒトファイブロネクチンでコートした 96 ウェルに播種し、5% FBS と 10% dextran を

加えた M199 培地で 24 時間培養した。その後、細胞増殖溶液 WST8（Roche Applied 

Science）を加えて培養し、5 時間後に SpectraMax 250 microplate reader（Molecular 

Devices）を用いて 450 nm の吸光度を測定し、Softmax Pro（Molecular Devices）で増

殖能を解析した。 

 

アポトーシス能 



 18

5% FBSと10% dextranを加えたM199に0.3mM H2O2を添加した培地中でEPCを培養

した。24時間後にcell death detection ELISAPLUS kit（Roche Diagnostics）を用いてアポ

トーシスによって断片化されたDNA量をELISAで定量した。 

 

3-4．蛋白定量法 

フローサイトメトリー 

EPCを冷PBSで洗浄後、1% FcR blocking溶液（MACS）、2mM EDTAと0.2% FBSを

含んだPBSに4℃で30分間固定した。以下の細胞表面抗原に対するモノクローナル抗体

を加えて4℃で30分間細胞を染色した。CD31（PECAM-1）（Becton Dickinson）、CD34

（Becton Dickinson）、CD117（c-Kit）（MACS）、CD133（MACS）、CD144（VE-cadherin）

（Beckman Coulter）、CD202b（Tie2）（R&D)、CD309（KDR）（R&D)、Flt1（R&D）。

2mM EDTAと0.2% FBSを含んだPBSで2回洗浄後、細胞表面の蛋白発現率をフローサ

イトメトリーとCellQuest（Becton Dickinson）で解析した。 

 

ウェスタンブロット解析 

EPC を冷 PBS で洗浄後、Protease inhibitor cocktail（Sigma）を含んだ CelLytic（Sigma）

に溶解し、26,000x g で 30 分間遠心し上清を使用した。上清に SDS sample buffer（0.2mM 

Tris·HCl 、 pH 8.8 、 18% glycerol 、 4% SDS 、 0.01% bromphenol blue 、 10% 

beta-mercaptoethanol）を加えて SDS ポリアクリルアミドゲルで電気泳動した。その後

ゲルを Immobilon polyvinylidene difluoride membrane（Millipore）に転写し、5% skim milk

と 0.1% Tween 20 を含んだ Tris-buffered saline で固定した。その後 ephrinB2 抗体（Santa 

Cruz Biotechnology）、βアクチン抗体（Abcam）を用いて室温、1 時間インキュベーシ

ョンした。その後メンブレンを 0.05% Tween 20 を含んだ PBS で洗浄し、HRP 標識抗

体（Amersham）を用いて室温で 1 時間インキュベーションした。洗浄後、HRP 反応

は enhanced chemiluminescence kit （Amersham）を用い、GS525 Molecular Imager System

（Bio-Rad）で解析した。相対的なシグナルの定量は、ephrinB2 のシグナルを β アク
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チンのシグナルで標準化することで行った。 

 

3-5．遺伝子解析 

ヒト ephrinB2 DNA のクローニングとシークエンス 

ヒト ephrinB2 遺伝子のエクソン１を含む 583 塩基の cDNA を random primer labeling 

kit （Takara）を用いて[-32P] dCTP で標識した。1.2×106 個のファージを含んだヒト

ゲノムライブラリー（Clontech）を Hybond-N nylon membrane（Amersham）に転写し

た。5× saline-sodium phosphate-EDTA、5× Denhardt solution、0.5% SDS、10% dextran 

sulfate、0.25 mg/ml salmon testis DNA で 65℃、4 時間プレハイブリ後、放射性物質で

標識した ephrinB2 プローブを加えて 65℃、24 時間ハイブリした。陽性クローンを X

線フィルムに感光することにより同定した。陽性クローンから DNA を精製し、NheI

と NsbI で制限酵素処理し、NheI と SmaI で pGL3-enhancer vector（Promega）にサブ

クローニングした。塩基配列は DNA sequencer （373S-36、Applied Biosystems）で決

定し、Genbank（accession number AL442127）で確認した。その DNA は転写開始点か

ら上流 3940 塩基を含んでいた（-3940 luc）。 

 

Sp1 変異配列の合成 

Sp1 結合部位に変異を持つ 112 塩基のオリゴヌクレオチド（-106 ~ -1）

（5'-CGCGTGACCGGCCGTCCAACCAGCGCGCGGCCGCGGAGCCGCGGGCCAATG

GGCTTCGCGCGGCGGTTCGGGGCCCCGCGTTTATAGCGCTCTGACAGCGCGGCGG

CCGCA-3'）をアニーリングし、MluI と BglII で pGL3-enhancer に遺伝子導入した（Sp1 

mut）。変異配列はシークエンスにより確かめた。 

 

リアルタイム PCR 

RNeasy Mini Kit（Qiagen）あるいは ISOGEN（Nippon Gene）を用いて細胞から Total 

RNA を抽出し、PrimeScript RT reagent Kit（Takara）あるいは Transcriptor First Strand 
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表3-1. リアルタイムPCR用プライマーとプローブ
遺伝子 オリゴヌクレオチド配列、 5'-3'
Flt1 Fwd: GCATGATGGGAATAGGGAGACA

Rev: CCAAGGCCCACTTGATCTTTAG
Prb: AGGAAAGGGCGCCTACTCTTCAGG

GAPDH1 Fwd: GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA
Rev: GTGGTCGTTGAGGGCAATG
Prb: ACACCCACTCCTCCACCTTTGACG

ephrinB2 Fwd: AGATGTTCCGGCGTTTATTTC
Rev: GGAGCCACAGCTAAATCGTCA

Notch1 Fwd: CACGCGGATTAATTTGCATCTG
Rev: TCTTGGCATACACACTCCGAGAAC

Notch3 Fwd: TCCCAGTGAGCACCCTTACCT
Rev: GCGTGGATTCGGACCAGTCT

Hey1 Fwd: CAAACTGTTGGTGGCCTGAA
Rev: ACCTAACCTATCAGCGGTCCTC

Hey2 Fwd: ATGGACCGTACCATCCAGCA
Rev: CCTAAGCTCAGGCACTTACGAAAC

ALK1 Fwd: GGACTGACATCTGGGCCTTTG
Rev: TCATTGGGCACCACATCATAGAA

EphB4 Fwd: AGAGGCCGTACTGGGACATGAG
Rev: TCCAGCATGAGCTGGTGGAG

NRP2 Fwd: ATCACTGCTGTGGAAGCCAGAG
Rev: TCGGATGTCAGGGGTGTCATAG

GAPDH2 Fwd: GCACCGTCAAGGCTGAGAAC
Rev: ATGGTGGTGAAGACGCCAGT

Fwd, forward; Rev, reverse; Prb, probe, 5'-FAM, 3'-BHQ.
GAPDH1

はTaqMan Fast Universal PCR Master Mix用であり

GAPDH2
はTakara EX Taq R-PCR kit用である。  

 

cDNA Synthesis Kit（Roche）で逆転写して cDNA を作成した。リアルタイム PCR には

7500 Fast Real-Time PCR System（Applied Biosystems）あるいは Smart Cycler （Cepheid）

を用いた。PCRはTaqMan Fast Universal PCR Master MixとSYBR Green PCR Master Mix

（Applied Biosystems）あるいは Takara EX Taq R-PCR kit（Takara）を使用し、プライ

マーと TaqMan プローブは以下の通りである。KDR、VE-cadherin、Tie2 のプライマー

とプローブは Applied Biosystems から購入し、Flt1、ephrinB2、Notch1、Notch3、Hey1、

Hey2、ALK1、EphB4、NRP2、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）は

表 3-1 のように作成した。温度設定は、95℃20 秒間あるいは 30 秒間の最初の DNA 解

離後、95℃3 秒あるいは 5 秒の解離と 62℃30 秒のアニーリング・伸長反応を 40 サイ
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クル行い、60℃あるいは 85℃で蛍光値をモニターした。増幅反応の特異度は定量曲線

解析と融解曲線解析を行なうことにより決定した。相対的なシグナルの定量は、それ

ぞれの遺伝子のシグナルを GAPDH のシグナルで標準化することにより得られた。 

 

mRNA 安定化 

EPC を静的条件あるいは 1.25 dynes/cm2 の流れずり応力を 24 時間負荷した後に 5 

μg/ml アクチノマイシン D で処理した。その後 ephrinB2 の mRNA 濃度の変化を競合

的 PCR で測定した。 

 

ルシフェラーゼアッセイ 

ephrinB2 プロモーターを含むリポータープラスミドを転写アッセイに使用した。デ

リーションアッセイは、ephrinB2遺伝子の 5’側配列を制限酵素処理して pGL3-enhancer 

vector にサブクローンし、以下のコンストラクト（-1434 luc、-478 luc、-252 luc、-106 

luc）を得た。-1434 luc：SpeI と BglⅡで ephrinB2 上流領域の 1484 塩基（-1434～+49）

を消化し、NheI と BglⅡで pGL3-enhancer に遺伝子導入した。-478 luc：SacI と HindIII

で ephrinB2 上流領域の 528 塩基（-478～+49）を消化し、pGL3-enhancer に遺伝子導入

した。-252 luc：SmaI と HindIII で ephrinB2 上流領域の 302 塩基（-252～+49）を消化

し、pGL3-enhancer に遺伝子導入した。-106 luc：CpoI と HindIII で ephrinB2 上流領域

の 156 塩基（-106～+49）を消化し、SmaI と HindIII で pGL3-enhancer に遺伝子導入し

た。コンストラクトは、LipofectAMINE PLUS（GIBCO）を使用して培養ウシ内皮細

胞に遺伝子導入し、導入効率を標準化するために phRL-TK vector（Promega）を一緒

に遺伝子導入した。24 時間後、静的条件あるいは流れずり応力を 6 時間細胞に負荷し、

dual-luciferase reporter assay system（Promega）と luminometer （Berthold）でルシフェ

ラーゼ活性を測定した。 

 

ランオンアッセイ 
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EPC から得た核抽出物を[-32P]dCTP を含む反応溶液で反応させ、32P で標識した

RNA を抽出した。ephrinB2 あるいは βアクチン遺伝子（Clontech）を含むプラスミド

をナイロンメンブレンにスポットし、その DNA を標識 RNA にハイブリさせ、GS525 

Molecular Imager System（Bio-Rad）で解析した。 

 

ゲルシフトアッセイ 

ゲルシフトアッセイは EPC から得た核抽出物を使用して行なわれた。Sp1 共通配列

を含むオリゴヌクレオチド（5'-GCGGCGGGGCGGGGCCCCGCG-3'）あるいは Sp1 変

異配列を含むオリゴヌクレオチド（5'-GCGGCGGTTCGGGGCCCCGCG-3'）を T4 

polynucleotide kinase と[-32P]ATP で標識した。放射性物質で標識したオリゴヌクレオ

チドと2.5 µgの核抽出蛋白との結合反応を、計10 µlのbinding buffer [10 mM Tris·HCl、

50 mM NaCl、1 mM MgCl2、0.5 mM EDTA、4% glycerol、0.5 mM DTT、0.05 mg/ml 

poly(dI-dC)]、22℃で進行させ、反応混合物を 0.5x Tris·HCl-boric acid-EDTA buffer (45 

mM Tris·HCl、45 mM boric acid、1 mM EDTA; pH 8.3)を加えた 4.7% PAGE で 350V、1

時間 4℃で分離した。蛋白-DNA 複合体は GS525 molecular imager system （Bio-Rad）

で解析した。スーパーシフトアッセイでは、Sp1 抗体（Santa Cruz Biotechnology）を

結合反応に加えてゲルシフトアッセイを行った。 

 

クロマチン免疫沈降 

1x106 個の細胞を 1％ホルムアルデヒドで室温、10 分間固定した後、細胞を冷 PBS

で洗浄して遠心し、溶解液（1% SDS、10 mM EDTA、1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride、

1 µg/ml leupeptin、1 µg/ml aprotinin、50 mM Tris·HCl; pH 8.1）で溶解し、超音波処理を

10 秒間 4 回行なった。遠心した後に上澄みを回収し、10 倍量の dilution buffer（0.01% 

SDS、1.1% Triton X-100、1.2 mM EDTA、167 mM NaCl、1 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride、1 µg/ml leupeptin、1 µg/ml aprotinin、16.7 mM Tris·HCl; pH 8.1）に溶解した。

非特異的なバックグラウンドをなくすために、75 µl の protein A-Agarose/salmon sperm 
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DNA を 30 分間 4℃でインキュベーションした。上澄み液 20 µl 分を Input（ポジコン）

としてクロマチン免疫沈降（ChIP）前に分注した。Sp1 抗体（Santa Cruz Biotechnology）

で一昼夜、4℃で回転しながら免疫沈降を行なった。ビーズを遠心してペレットにし、

以下の溶液で順次洗浄した。low-salt buffer（0.1% SDS、1% Triton X-100、2 mM EDTA、

150 mM NaCl、20 mM Tris·HCl; pH 8.1）、high-salt buffer（0.1% SDS、1% Triton X-100、

2 mM EDTA、500 mM NaCl、20 mM Tris·HCl; pH 8.1）、LiCl wash buffer （0.25 mM LiCl、

1% IGEPAL-CA630、1% sodium deoxycholate、1 mM EDTA、10 mM Tris·HCl; pH 8.1）。

沈降したビーズを Tris·HCl-EDTA buffer（1 mM EDTA、10 mM Tris·HCl; pH 8.0）で 2

回洗浄後、1% SDS/0.1 M NaHCO3 に溶解し、ホルムアルデヒド固定を解除するために

4 時間 65℃で温めた。上澄み液に 20 µg/ml proteinase K を加えて 1 時間、45℃でイン

キュベーション後、ゲノム DNA 断片を回収した。Ex Taq polymerase（Takara）と、Sp1

結 合 部 位 を 含 む ephrinB2 プ ロ モ ー タ ー 部 位 を 増 幅 す る プ ラ イ マ ー

（5'-ACCCAATGTCGGGAGGGGATG-3'、5'-AGCGAGGAGCTGCGCACGCAG-3'）で

PCR を施行した。Mock サンプルはクロマチンの代わりに dilution buffer を使用した。 

 

3-6．統計解析 

全ての結果は平均±標準偏差として表記した。統計学的有意は ANOVA で計算し、

Bonferonni 補正は SPSS ソフトウェアで行なった。Student t-test の結果、0.05 未満の P

値を統計学的に有意であるとした。 
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4．結果 

 

4-1．流れずり応力が末梢血由来 EPC の動静脈分化に及ぼす効果 

4-1-1．動静脈内皮マーカーの遺伝子発現変化 

EPC が流れずり応力の影響を受けて最終的に動脈内皮あるいは静脈内皮のどちら

に分化していくのかをヒト末梢血由来 EPC を用いて検討した。培養 EPC を 1.25 

dynes/cm2 の流れずり応力で 6 時間あるいは 24 時間負荷し、動脈内皮マーカーである

ephrinB2、Notch1/3、Hey1/2、ALK1 と静脈内皮マーカーである EphB4、NRP2 の mRNA

レベルの変化をリアルタイム PCR で解析した。ずり応力の負荷時間による反応の違

いは見られるが、動脈内皮マーカーの mRNA 発現レベルはいずれも増加した。一方、

静脈内皮マーカーの EphB4 はずり応力負荷 6 時間、24 時間とも、NRP2 は 24 時間で

mRNA レベルは減少した（図 4-1-1）。 

 

 

 

 

 

図 4-1-1．流れずり応力が動静脈内皮マーカーの遺伝子発現レベルに及ぼす効果 

EPC を静的条件下（day5 static、day6 static）あるいは 1.25 dynes/cm2 の流れずり応力で 6 時

間（day5 shear 6h）あるいは 24 時間（day6 shear 24h）負荷しながら培養し、リアルタイム

PCR で mRNA の発現レベルの変化を定量した。流れずり応力により動脈内皮マーカーで

ある epnrinB2、Notch1/3、Hey1/2、ALK1 の遺伝子発現レベルはいずれも増大し、一方、静

脈内皮マーカーである EphB4 と NRP2 の遺伝子発現レベルは減少した。数値は平均±標準

偏差である（n = 5、 **P < 0.01, *P < 0.05 vs. 静的条件)。 
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4-1-2．流れ負荷による ephrinB2 と EphB4 の発現変化におけるずり応力依存性 

ephrinB2 と EphB4 の遺伝子発現に及ぼすずり速度とずり応力の効果を区別するた

めに EPC に異なる粘度を持つ 2 種類の培養液で流れを負荷した。ずり速度が増加す

るにしたがって ephrinB2 の mRNA レベルは増加し、一方、EphB4 の mRNA レベルは

減少した（図 4-1-2．パネル左)。しかし粘度の高い培養液と低い培養液で反応の大き

さが異なり、常に粘度の高い培養液の方が、すなわち流れずり応力の大きい方が

ephrinB2 の mRNA の増加と EphB4 の mRNA の減少の度合いが大きくなった。他方、

横軸にずり応力をとると粘度の高い培養液と低い培養液で ephrinB2 と EphB4 の

mRNA の発現レベルに違いは見られなかった（図 4-2．パネル右）。これらの結果は流

れ負荷による ephrinB2 および EphB4 の遺伝子応答はずり速度より流れずり応力に依

存する事を示している。 

 

 
 

4-1-2．流れ負荷による ephrinB2 と EphB4 の発現変化におけるずり応力依存性 

上段は ephrinB2、下段は EphB4 の mRNA の発現変化を示している。左列はずり速度を横軸に、右

列はずり応力を横軸にとり、縦軸は mRNA の発現変化をプロットした。ずり速度が増大するにつ

れて ephrinB2 の mRNA レベルは上昇し、EphB4 のそれは低下したが、同じずり速度ではその変化

は高粘度の方が大きかった。一方、流れずり応力を横軸にすると粘度の違いに関わらず mRNA の

変化は同じ曲線を描いた。曲線はマイクロソフト社のマイクロソフト・エクセル・ソフトウェア

の近似曲線で描いた。数値は平均±標準偏差（n = 3）。 
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4-1-3．ずり応力による ephrinB2 蛋白の発現変化 

EPC に 1.25 dynes/cm2 のずり応力を 12 時間あるいは 24 時間負荷し、ephrinB2 蛋白

の発現変化をウェスタンブロットで解析した。ephrinB2 蛋白レベルはずり応力開始 12

時間後に増加し始め、流れ負荷 24 時間後には約 3 倍に増加した（図 4-1-3、A と B）。 

 

 

図 4-1-3．流れずり応力が ephrinB2 の蛋白発現レベルに及ぼす効果 

A. ウェスタンブロッティング。上段は ephrinB2 のバンドを示し、下段は β アクチンのバンドを

示す。B. デンシトメトリーによる定量評価。ephrinB2 バンドの濃度を内部標準の βアクチンで補

正した。流れずり応力は ephrinB2 の蛋白発現レベルを増加させた。数値は平均±標準偏差（n = 5, *P 

< 0.01 vs. 静的条件）。 

 

4-1-4．ずり応力による ephrinB2 遺伝子の発現調節機構 

ずり応力が ephrinB2 の転写に影響を及ぼすかどうかを検討するためにランオンア

ッセイを行った。細胞に 1.25 dynes/cm2 のずり応力を 24 時間負荷すると、ephrinB2 の

転写は静的条件と比較して有意に増加したが、β アクチンの転写レベルには影響しな

かった（図 4-1-4、A と B）。 

次いで、ずり応力が ephrinB2 の mRNA の安定化に影響するかについてアクチノマ

イシン D 処理後の細胞における ephrinB2 の mRNA レベルの変化を競合的 PCR で測定
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図 4-1-4．流れずり応力が ephrinB2 遺伝子の転写と mRNA の安定化に及ぼす効果 

A．静的条件下あるいは 1.25 dynes/cm2 のずり応力を 24 時間負荷した EPC から核蛋白を抽出

し、ランオンアッセイで ephrinB2 遺伝子と βアクチン遺伝子の転写活性を解析した。ずり応

力は ephrinB2遺伝子の転写を増大させたが内部標準の βアクチンの転写には変化を及ぼさな

かった。B．ephrinB2 遺伝子の転写活性の定量化。数値は平均±標準偏差（n = 3, *P < 0.01 vs. 

静的条件）。C．静的条件下あるいは 1.25 dynes/cm2のずり応力を 24 時間負荷した EPC をア

クチノマイシン D 処理した。1、2、4 時間後に細胞を回収して競合的 PCR で ephrinB2 の mRNA

の発現変化を定量した。静的条件とずり応力負荷では ephrinB2 の mRNA の分解速度に違い

を認めなかった。数値は平均±標準偏差（n = 3）。 

する方法で検討した。その結果、ずり応力は ephrinB2 の mRNA 分解速度に影響を及

ぼさないことが示された（図 4-1-4C）。 

 

 

 さらに ephrinB2 の転写に及ぼすずり応力の影響を確認するためにルシフェラーゼ

アッセイを行った。ずり応力を負荷するとルシフェラ－ゼ活性が静的条件より明らか

に上昇した（図 4-1-5、-3940 luc）。ランオンアッセイとルシフェラーゼアッセイの２

つの実験結果からずり応力が ephrinB2 の転写を促進することが示された。 

次に ephrinB2 遺伝子のプロモーター上に存在すると思われるずり応力応答配列を

同定するために deletion analysis を行なった。ephrinB2 プロモーターの長さを短くした

コンストラクト（-1434 luc、-478 luc、-252 luc、-106 luc）を作製し、それらを使った
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ルシフェラーゼアッセイを実施した。その結果、全てのコンストラクトにおいてずり

応力による転写促進効果が観察された（図 4-1-5）。この事はずり応力応答配列が転写

開始点より 5’上流 106 塩基内にある事を示唆している。その領域内の転写開始点 5’

上流-51~-31 塩基にある転写因子 Sp1 の結合モチーフに変異を入れてルシフェラーゼ

アッセイを行なったところ、basal な転写とずり応力による転写の亢進がともに消失

するのが観察された（図 4-1-5、Sp1 mut）この結果は Sp1 結合モチーフが ephrinB2 の

basal な転写に必須な役割を果たすとともに、ずり応力応答配列としても働いている

事を示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-1-5．ephrinB2 遺伝子のルシフェラーゼアッセイによる転写解析 

ヒト ephrinB2 プロモーターを含むリポータープラスミドを導入したウシ内皮細胞にずり応

力を負荷して培養し転写活性をルシフェラーゼアッセイで解析した。横軸は静的条件下の

-3940 luc に対するルシフェラーゼ活性を表す。ずり応力は全てのコンストラクトで転写活性

を増大させた（-3940 luc、-1434 luc、-478 luc、-252 luc、-106 luc）。転写開始点 5’上流-51 bp

と-31 bp の間にある Sp1 結合配列（Sp1 mut）に変異を入れると基本転写とずり応力による転

写促進は消失した。数値は平均±標準偏差（n = 3、*P < 0.01 vs. 静的条件下-3940 luc )。NS

は有意差なし。 
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 ずり応力を負荷した細胞で、この Sp1 結合モチーフに結合する転写因子を同定する

ためにゲルシフトアッセイを行なった。静的条件あるいは流れずり応力を負荷した細

胞から得た核蛋白と放射性同位元素で標識した Sp1 結合モチーフを含むオリゴヌク

レオチドを反応させたところ、ずり応力負荷で明瞭な蛋白-DNA 複合体が形成された

（図 4-1-6）。こうした蛋白-DNA 複合体は Sp1 の結合モチーフに変異を入れると形成

されなかった。また、Sp1 の抗体は蛋白-DNA 複合体のバンドシフトを引き起こした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-1-6．ゲルシフトアッセイによる転写因子の解析 

Sp1 認識配列（レーン 1～7）あるいは Sp1 変異配列（8～12）を含むオリゴヌクレオチドと、静

的条件下の EPC（レーン 2、3、4、9、10）あるいは 1.25 dynes/cm2 の流れずり応力を 24 時間負

荷した EPC（レーン 5、6、7、11、12）から抽出した核蛋白が複合体を形成するかどうかを検討

した。レーン１と 8 には核蛋白を加えず、レーン 3、6、10、12 には競合反応として 500 倍量の

非標識塩基（Competitor）を加え、レーン 4 と 7 には Sp1 抗体をそれぞれ加えた。矢印は蛋白 DNA

複合体を表すバンドの遷移を示す。流れずり応力は蛋白 DNA 複合体（レーン 2 対 5）のバンド

量を増加させた。Sp1 抗体を加えると、静的条件（レーン２）と流れずり応力を負荷した（レー

ン 5）細胞で認められるバンドが遷移した（レーン 4 と 7）。Sp1 認識配列の変異は蛋白 DNA 複

合体（レーン 9 と 11）のバンドを消失させた。同様の実験を 3 回行ない同様の結果を得た。 
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図 4-1-7．クロマチン免疫沈降法による転写因子 Sp1 の結合プロモーター部位の決定 

静的条件下あるいは 1.25 dynes/cm2の流れずり応力を 24時間負荷したEPCから得たクロマ

チン抽出物を Sp1 抗体で免疫沈降（ChIP）した。最終的な DNA 抽出物は Sp1 モチーフを

含む ephrinB2 プロモーターの塩基配列のプライマーで増幅された。INPUT はクロマチン溶

解液による positive control で、Mock はクロマチンの代わりに dilution buffer を使用した

negative control である。。全ての実験は 3 回行ない、同様の結果を得た。 

さらに Sp1 が実際に ephrinB2 遺伝子のプロモーターにある Sp1 モチーフに結合し

ているかを確認するためにクロマチン免疫沈降法を行った。静的条件下あるいは 1.25 

dynes/cm2 の流れずり応力を 24 時間負荷した EPC の染色体 DNA から Sp1 抗体で免疫

沈降したものをテンプレイトとして Sp1 モチーフの塩基配列に対応したプライマー

を使って PCR 増幅した。その結果、Sp1 が結合している部位は ephrinB2 プロモータ

ーにある Sp1 モチーフであることが示された（図 4-1-7）。これらの所見はずり応力に

より Sp1 が ephrinB2 遺伝子のプロモーターにある Sp1 モチーフに結合することで

ephrinB2 の転写が促進されることを示している。 
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4-2．ヒト臍帯血由来 EPC に及ぼす流れずり応力の効果 

 

4-2-1．EPC の接着と遊走、増殖、抗アポトーシス 

 ヒト臍帯血由来 EPC の接着能、遊走能、増殖能、抗アポトーシスに及ぼす流れず

り応力の影響について解析した。2.5 dynes/cm2 の流れずり応力を 24 時間負荷した EPC

（Flow）を静的条件下の EPC（Static）と比較した。 

接着能に関しては、顕微鏡による観察で、ずり応力負荷を受けた EPC は接着数が

増え、一部の細胞では形態が丸形から紡錘形に変化する、すなわち spreading する細

胞が認められた（図 4-2-1. A）。定量的に評価するとずり応力負荷を受けた EPC の接

着数が静的条件下の EPC と比較し有意に増加していた（図 4-2-1. B）。 

遊走能に関しては、Boyden chamber を用いた解析で、ずり応力負荷を受けた EPC

は静的条件下の EPC に比べて遊走した細胞数が多く、定量的評価では約 3 倍の増加

を示した（図 4-2-1. C と D）。 

増殖能に関しては、ミトコンドリア脱水素酵素によるテトラゾリウム塩のホルマザ

ン色素への変換を ELISA で定量する方法で検討した。その結果、ずり応力を受けた

EPC は静的条件下の EPC と比べて増殖能が明らかに増大することが示された（図

4-2-1. E）。 

抗アポトーシスに関しては、H2O2 でアポトーシスを誘導して生じる断片化 DNA 量

を定量することで解析した。静的条件下の EPC では H2O2 負荷で約 3 倍アポトーシス

が誘導されたが、ずり応力を負荷した EPC ではアポトーシスは増加しなかった（図

4-2-1. F）。 

以上の結果から、臍帯血由来 EPC も末梢血由来 EPC と同様に流れずり応力に応答

することと、ずり応力により接着・遊走能や増殖能およびアポトーシスを防ぐ機能が

高まることが示された。 
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図 4-2-1．臍帯血由来 EPC の接着、遊走、増殖、抗アポトーシスに及ぼす流れずり応力の効果 

A．播種 6 時間後の位相差顕微鏡写真。B．接着細胞数。ずり応力（2.5dynes/cm2）を 24 時間負荷

した EPC は静的条件下で培養した EPC よりも接着数が増加していた。C．Boyden chamber のフィ

ルターを抜けて遊走した細胞の核を DAPI で染色した蛍光顕微鏡写真。D．遊走細胞数。ずり応力

（2.5dynes/cm2）を 24 時間負荷した EPC は静的条件下で培養した EPC よりも遊走数が増加してい

た。 E．増殖能。ずり応力（2.5dynes/cm2）を 24 時間負荷した EPC は静的条件下で培養した EPC

よりも増殖能が明らかに亢進した。F．抗アポトーシス。EPC に 0.3mM H2O2を負荷して 24 時間

培養し DNA 断片量を定量した。静的条件の EPC は H2O2負荷により DNA 断片量が約 3 倍に増加

したが、ずり応力（2.5dynes/cm2）を 24 時間負荷した EPC は H2O2 負荷でも DNA 断片量は増加し

なかった。数値は平均±標準偏差（n = 3-5、**P < 0.01, *P < 0.05 vs. 静的条件)。 
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4-2-2．臍帯血由来 EPC の分化に及ぼす流れずり応力の効果 

ずり応力が EPC の内皮細胞への分化に及ぼす効果を検討した。静的条件下で培養

あるいは流れずり応力（2.5 dynes/cm2）を 24 時間あるいは 48 時間負荷した EPC の内

皮マーカー蛋白の発現の変化をフローサイトメトリーで計測した。その結果、ずり応

力を負荷した EPC では、静的条件下の EPC と比べて 24 時間では蛋白の発現は変わら

なかったが、流れずり応力を 48 時間負荷した EPC では KDR、Flt1、VE-cadherin、Tie2

の蛋白発現はいずれも増加を示した（図 4-2-2. A）。EPC に 0.25 から 2.5 dynes/cm2

の流れずり応力を 48 時間負荷して KDR、Flt1、VE-cadherin、Tie2 の蛋白発現を計測

したところ、ずり応力の強さに応答する程度は各蛋白間で異なるが、いずれの蛋白も

ずり応力の強さに依存した増加を示した（図 4-2-2. B）。 

 

 

図 4-2-2．臍帯血由来 EPC の分

化に及ぼす流れずり応力の効果 

A．内皮細胞マーカー蛋白の発

現の変化。静的条件下の EPC

（ Static ） と ず り 応 力 （ 2.5 

dynes/cm2）を 24 時間あるいは

48 時間負荷した EPC（Flow）の

内皮マーカー蛋白の発現をフロ

ーサイトメトリーで定量した。

ず り 応 力 は KDR 、 Flt1 、

VE-cadherin、Tie2 の発現を増加

させた。B．ずり応力依存性。

ずり応力の強さを段階的に大き

くしたときの内皮マーカー蛋白

の発現変化を計測した。いずれ

の蛋白もずり応力の強さ依存性

の増加を示した。数値は平均±

標準偏差（n = 3-5、 **P < 0.01, 

*P < 0.05 vs. 静的条件)。 
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次にずり応力が内皮細胞マーカーの遺伝子発現に影響を及ぼすかについてリアル

タイム PCR で検討した。その結果、ずり応力（2.5 dynes/cm2）を 48 時間負荷した EPC

では、静的条件下の EPC と比べて KDR、Flt1、VE-cadherin、Tie2 の mRNA 発現レベ

ルがいずれも上昇することが示された（図 4-2-3）。このことから、ずり応力は内皮

マーカーの遺伝子発現レベルに影響を及ぼすことで細胞表面の蛋白発現を増加させ

ること、すなわちずり応力には臍帯血由来 EPC を成熟した血管内皮細胞へ分化誘導

する作用があると考えられた。 

 

 
図 4-2-3．内皮マーカー遺伝子の発現に及ぼす流れずり応力の遺伝子の効果 

静的条件下（Static）あるいはずり応力（2.5 dynes/cm2）を 48 時間負荷した EPC（Flow）における

内皮マーカーの mRNA の発現変化をリアルタイム PCR で検討した。ずり応力を負荷した EPC で

は、静的条件下の EPC と比べて KDR、Flt1、VE-cadherin、Tie2 の発現がいずれも有意な増加を示

した。数値は平均±標準偏差（n = 5、 **P < 0.01, *P < 0.05 vs. 静的条件)。 
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5．考察 

 

5-1．流れずり応力による EPC の動脈化 

今回の結果はヒト末梢血由来培養 EPC に流れずり応力が作用すると動脈内皮のマ

ーカーである ephrinB2、Notch1/3、Hey1/2、ALK1 の発現が増加し、一方、静脈内皮

のマーカーである EphB4 と NRP2 の発現が減少する事を示した。EPC を静的条件で

培養すると時間の経過に伴って成熟内皮細胞のマーカーである KDR、Flt-1、

VE-cadherin の発現が増加していくが、流れずり応力はこれらのマーカーの発現増加

をより早期に起こすこと、すなわち成熟内皮細胞への分化を促進する事が報告されて

いる（63,70,71）。これらを併せると、流れずり応力には EPC を成熟した内皮細胞へ、

そして静脈ではなく動脈の内皮細胞へ分化を誘導する作用があると考えられる。流れ

ずり応力が細胞の分化に影響を及ぼす事はEPC以外の細胞でも観察されている。Flk-1

陽性胚性幹細胞や胚性間葉系前駆細胞（72-74）に流れずり応力が作用すると、両者

とも血管内皮細胞へ分化が誘導されることが報告されている。対照的に、HUVEC や

ヒト冠動脈内皮細胞に流れずり応力が作用すると ephrinB2 遺伝子の発現は減少する

（75）。ずり応力というメカニカルストレスによる ephrinB2 遺伝子の発現調節は、成

熟した内皮細胞と未分化な細胞では異なるのかもしれない。また、マウスの動脈や

HUVEC に伸展張力を負荷すると ephrinB2 遺伝子と蛋白の発現が増加することが報告

されている（76）。今回の結果を含め、これまでに得られた研究成果から、胎児や成

体における EPC による血管の形成や動静脈分化に生理的環境要因であるメカニカル

ストレスが重要な役割を果たしていると思われる。 

 

5-2．流れ刺激はずり応力依存性か、ずり速度依存性か？ 

内皮細胞に対する流れの効果には 2 つある。1 つは、流速に依存した物質拡散の変

化である（77）。ある細胞活性化物質が灌流液に存在すると、その細胞表面への拡散

は流速が増加するに従って増加し、細胞をより刺激する効果が生まれる。もう１つの
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効果は、流れずり応力による物理的な細胞の変形刺激である。2 つの効果を区別する

には流体の粘性を変える実験が有効である（78）。流れずり応力の強さは流体の粘性

とずり速度の積で決まるので、流体の粘性を変えると同じ速度でも異なった強さの流

れずり応力を細胞に作用させることができる。流れ刺激による効果がずり速度に依存

する場合は、その反応は粘性が異なっても同じであるか、高粘度の場合より低粘度の

方が大きいであろう。なぜなら拡散効果は粘性が高くなると低くなるからである。一

方、流れ刺激による効果が流れずり応力に依存する場合は、その反応は低粘度より高

粘度の方が大きくなる。今回の結果は、後者と一致していた。すなわち、流れ刺激に

よる ephrinB2 mRNA レベルの増大と EphB4 の mRNA レベルの減少の度合いは、同じ

ずり速度では低粘度より高粘度の方が常に大きかった。この事は、流れ刺激による

ephrinB2 と EphB4 の mRNA の変化はずり速度よりもずり応力により依存しているこ

とを示している。 

 

5-3．ephrinB2 遺伝子の転写制御機構 

今回の検討で EPC における流れずり応力による ephrinB2 遺伝子の発現増加は

mRNA の安定化ではなく転写の促進に基づいていることが明らかになった。この転写

の促進に ephrinB2 遺伝子のプロモーターの転写開始点より 5’上流-51bp~-31bp にある

Sp1 結合モチーフ（GGGGCGGGGC）がずり応力応答配列として働いていることが示

された。この配列に変異を入れるとずり応力に対する ephrinB2 の転写促進反応は消失

した。ゲルシフトアッセイとクロマチン免疫沈降法よりこのモチーフに結合する転写

因子 Sp1 がずり応力で増加することが示された。 

流れずり応力は成熟した内皮細胞の多くの遺伝子の転写に影響を及ぼすことが知

られているが、ずり応力による転写制御に関わる応答配列と転写因子は遺伝子により

異なっている（79）。Sp1 は ephrinB2 だけでなく流れずり応力に応答する他の遺伝子

の転写調節にも関わっている。例えば流れずり応力による tissue factor（TF）、KDR、

PAI-1 の遺伝子発現増加や（80-83）、purinoceptor P2X4、membrane type 1-matrix 
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metalloproteinase、toll-like receptor 2 の遺伝子発現抑制を引き起こす転写反応に Sp1 が

働いている（84-86）。しかし、現時点で流れずり応力が Sp1 を活性化する分子機構

についてはまだよく分かっていない。流れずり応力に加えて、ウィルス感染、成長因

子、薬物、サイトカインなどの刺激が p38、Akt、ERK1/2、DNA-PK、PKA、PKC-、

casein kinase II、CDK2 などの様々なシグナル伝達因子やキナーゼを介して Sp1 をリン

酸化させることが報告されている（87）。流れずり応力以外では、低酸素刺激が Sp1

を介して ephrinB2 の遺伝子と蛋白の発現を増大させることが報告されている（88）。

今後、Sp1 の活性化につながる流れずり応力のメカノトランスダクションと情報伝達

経路を明らかにしていくことは EPC の分化に及ぼす流れずり応力の作用を理解する

うえで重要と思われた。 

 

5-4．ずり応力が臍帯血由来 EPC に及ぼす効果 

 今回の研究により、臍帯血由来 EPC にずり応力を負荷すると接着・遊走・増殖・

抗アポトーシスといった細胞機能に変化が現れることが示された。なお、これらの細

胞応答がずり応力による VEGF などの生理活性物質のパラクライン効果によるかど

うか培養液中のヒト VEGF165 量を検討したところ、静的条件下の EPC と 2.5 dynes/cm2

のずり応力を 30 分間負荷した EPC では VEGF 分泌量は同じであった。一方、EPC に

5、15、25 dynes/cm2 のずり応力を 20 分間負荷するとずり応力依存性に NO の産生量

は増加することより、ずり応力によるパラクライン効果も一部あると考えられた（64）。

今回の結果は、臍帯血由来 EPC も成熟内皮細胞と同じく、ずり応力を刺激として認

識し、その情報を細胞内部に伝達することで細胞機能の変化を起こす性質のあること

を意味している。これまで、血管以外の組織・器官を構成する多くの細胞、例えば気

道上皮細胞、尿細管上皮細胞、骨細胞にずり応力に応答する性質のあることが報告さ

れており、こうした性質は生体の細胞に普遍的に備わっているのかもしれない

（89-92）。 

 EPC は成熟内皮細胞に分化する能力を有しているが、今回の検討でずり応力が臍帯
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血由来 EPC の内皮細胞への分化を促進することが示された。臍帯血由来 EPC にずり

応力を負荷すると、内皮マーカーである KDR、Flt1、VE-cadherin、Tie2 の蛋白および

遺伝子発現レベルがずり応力の強さ依存性に増加した。この結果は末梢血由来 EPC

で観察されたずり応力の効果と一致していた。EPC よりもさらに未分化な Flk-1 陽性

胚性幹細胞や胚性間葉系前駆細胞においてもずり応力がそれらの細胞を内皮細胞へ

分化誘導することが報告されている（72-74）。今回の結果と合わせると、環境因子

である流れずり応力は成体に留まらず、胚の発生段階や胎児においても循環系の分化

プログラムを調節する役割を果たしていると考えられる。興味深いことに、最近、Flk-1

陽性胚性幹細胞ではずり応力が作用すると内皮細胞へ、一方、伸展張力が作用すると

平滑筋細胞へ分化が誘導されること、すなわちメカニカルストレスの種類の違いによ

り、誘導される分化の方向が異なることが明らかにされた（93）。このとき、ずり応

力の効果には細胞膜に発現する VEGF 受容体（Flk-1）の、伸展張力の効果には PDGF

受容体のリガンド非依存性のリン酸化がそれぞれの分化誘導に必須であることが示

された。今後、EPC に対する伸展張力の作用をずり応力と比較し、その各々のシグナ

ルトランスダクションを解明していくことは、EPC のメカニカルストレス応答を理解

するうえで重要と思われる。 

 

5-5．血管新生療法における末梢血由来 EPC と臍帯血由来 EPC 

 臨床において EPC を血管新生療法の細胞ソースとして用いる場合、末梢血由来 EPC

は自家細胞のために拒絶反応がなく全ての患者に使用できる利点がある。一方、得ら

れる EPC 数は少なく、患者由来の EPC は血管新生能力が低下しており、臨床的効果

が低くなる。他方、臍帯血由来 EPC は若い固体由来の細胞であるために血管新生能

力が高く、EPC マーカーである CD34 陽性細胞や CD133 陽性細胞の含有率も高い。

しかし、ヒト白血球抗原（HLA）が適合した患者にしか移植できない。したがって今

後は、個々の患者の状態に合わせて末梢血由来 EPC あるいは臍帯血由来 EPC を使い

分けていくべきであろう。 
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5-6．ずり応力を負荷した EPC の臨床的意義 

今回の研究により、EPC にずり応力を負荷すると接着・遊走・増殖・抗アポトーシス

といった細胞機能が促進し、より成熟した内皮細胞、さらには動脈内皮細胞に分化す

ることが示された。EPC を使った血管新生療法において、狭心症、心不全、糖尿病や

高血圧、脂質異常症、喫煙、老化の危険因子を有する閉塞性動脈硬化症の患者では、

得られる EPC の数が少なく、細胞の活性も低下していることが示されている（34）。

したがって、生体外で細胞培養した EPC にあらかじめ流れずり応力を負荷し、細胞

数を増幅かつ細胞機能を賦活化した後に患者に移植することは、治療効果の上昇につ

ながると考えられる。また、狭心症や大動脈解離、動脈瘤、閉塞性動脈硬化症の患者

や透析シャント用にステントや人工血管が移植されているが、代替部が長く細い場合

に狭窄や閉塞が生じやすく問題となる。この解決方法として、血管内を循環している

EPC を捕捉する分子をコーティングしたステントや人工血管が研究されている。これ

らを移植することによりEPCを血流から捕捉して人工血管内を自己の細胞で内皮化し、

血栓の形成を防止し、血管内の狭窄を防止することが期待される（94）。また、冠動

脈バイパス術 10 年後の開存率において、移植血管が大伏在静脈（50-60%）より内胸

動脈（90%）や橈骨動脈（84%）などの動脈の方が高いことが知られている（95）。EPC

にずり応力を負荷して動脈に分化を誘導したうえで移植することは、ステントや人工

血管の再狭窄率を改善することにもつながると考えられる。 

 

5-7．回転円盤型ずり応力負荷装置の特徴 

培養細胞に流れずり応力を負荷する装置には、回転円盤型、平行平板型、チューブ

型の装置がある。回転円盤型装置は、培養皿の底に細胞を直接付着させるか、あるい

は細胞を付着させたカバースリップを設置して培養液中に円盤を浸す。この円盤をモ

ーターで回転させると培養液が同心円状に流れ、細胞にずり応力がかかる。表面が平

らな円盤（平盤）を使用すると、細胞にかかるずり応力の強さは円盤の中心からの距
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離に依存するが、円錐盤では培養皿の全ての場所で一様なずり応力がかかる。しかし、

円錐盤では平盤ほど強いずり応力を負荷できない。平行平板型装置は、プラスチック

あるいはガラスでできた平板に対向してある厚さのガスケットを挟み、細胞の付着し

たカバースリップあるいはガラス板を置く。培養液の出口と入り口をつけてシリコン

チューブと連結し、リザーバーからポンプで液を灌流する。特徴は、細胞全体に均一

かつ高いずり応力を負荷することができる。チューブ型装置は、細胞付着性の良いシ

リコンチューブの内面に細胞を培養し、チューブの中に培養液を灌流することで細胞

に流れ刺激を加える。シリコンチューブは弾性があるので流れを起こすと内圧が増加

してチューブが伸展し、細胞にはずり応力とともに伸展張力が働く。 

今回は、EPC の希少性と実験操作の簡素化を考慮して回転円盤型ずり応力負荷装置

を使用した。また、ずり応力の強さは培養皿の中心と辺縁との中間地点のずり応力と

して表記した。すなわち、中間地点でのずり応力(は、培養液の粘性を、円盤の半

径を r、円盤の回転角速度を、円盤と細胞との距離を d とすると、= r/2d で計

算される。一方、ずり応力の異なる全ての細胞の総ずり応力を培養皿の面積で割った

平均ずり応力(は、= 2r/3d で計算される（96）。この平均ずり応力で表記する

こともできるが、今回は中間地点でのずり応力で表記した。」 
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6．結論 

 EPC は骨髄から末梢血に動員され、既存の内皮細胞に接着し、組織に遊走、増殖、

分化して、新たな血管を構築する。この過程で EPC は血流や組織流に起因した流れ

ずり応力の影響を受ける。本研究では、ずり応力がヒト末梢血由来 EPC を静脈内皮

よりはむしろ動脈内皮に分化誘導することを明らかにした。ずり応力により動脈のマ

ーカーephrinB2 の発現が増加するが、その機序はずり応力で活性化した転写因子 Sp1

がephrinB2遺伝子のプロモーターにあるSp1モチーフに結合することで転写が亢進す

るというものであった。また、ヒト臍帯血由来 EPC がずり応力に応答するかについ

ても検討を加えたところ、ずり応力は臍帯血由来 EPC の細胞機能（接着、遊走、増

殖、抗アポトーシス）を亢進し、さらに成熟内皮細胞への分化を促進する作用のある

ことが判明した。以上の結果から、メカニカルストレスである流れずり応力は環境因

子として EPC の細胞機能や分化を修飾し、成体や胎児の循環系における血管形成や

血管新生を調節する一つの因子として働くと考えられた。さらに、今回の結果はメカ

ニカルストレスで EPC の増殖を含む細胞機能や分化を人工的に操作することは EPC

を使った細胞治療や再生医療におけるツールとして応用しうることを示唆している。 
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