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研究成果の概要（和文）： 
ヒトES・iPS細胞由来血管内皮の細胞機能が成人内皮と比較し高いことを確認し、この差異に
Sirt1が重要であることが示唆された。低酸素刺激によりmicroRNA 210の上昇及びiron-sulfur 
cluster assembly proteinの低下を確認したため、ES・iPS-ECは低酸素耐性が強い可能性も考
えられ、慢性低酸素状態であるCKDに対して有用な移植ツールとなりうる可能性が示唆された。   
 
研究成果の概要（英文）： 

We compared the functionality of human adult ECs (HAECs), human ES-derived ECs (ESECs) 

and human iPS-derived ECs (iPSECs).  ESECs were significantly superior to HAECs in cell 

functions.  Sirt1 plays a key role in the high cellular function of ESECs and iPSECs.  

Although further in vivo investigations are required, this study initially demonstrated 

the potential of ESECs and iPSECs as the cell source for regenerative medicine. 
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研究分野：再生医学；腎臓内科学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・腎臓内科学 

キーワード：ヒトES細胞；ヒトiPS細胞；血管内皮細胞；慢性腎臓病 
 
１．研究開始当初の背景 

ヒトES細胞はヒトのembryoから樹立され

た幹細胞であり、多能性と無限の増殖能を持

ち、ヒトの発生・分化を解明するツールとし

て様々な研究が行われている。最近、成人の

細胞にレトロウイルスにて4つまたは３つの

遺伝子を導入し初期化することにより、ES細

胞と同等の性質を持つ幹細胞であるiPS細胞

が樹立され、再生医療の材料として注目され

ている。レトロウイルスを使わず遺伝子導入

し iPSを作製する技術も確立されつつあり、

細胞材料としての倫理的な問題が克服され、

ヒト ES細胞の知見を再生医療に応用する基

盤が整いつつある。 

一方、成人の死因において、動脈硬化など

の血管の老化による疾患は重要な位置を占

め、血管の老化には血管内皮細胞機能の低下
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が重要な役割を果たしていることが知られ

ている。血管内皮細胞の老化抑制・抗加齢治

療が確立されれば大きな医療上の進歩とな

る。 

 
２．研究の目的 

本研究では、成人の血管内皮細胞とヒトES

細胞由来血管内皮細胞、さらにヒトiPS細胞

由来血管内皮細胞との機能的な差異を解析

するとともに、それらの機能的差異をもたら

す因子について検討し、ヒト ES細胞由来血

管内皮細胞・ヒトiPS由来血管内皮細胞の血

管再生細胞材料としての有用性を検討する

とともに、血管老化メカニズムの一端の解明

を目指した。 

 
３．研究の方法 

成人血管内皮細胞（HAEC）、Human ES由来血

管内皮細胞（ESEC）, iPS由来血管内皮細胞

（iPSEC）の形態学的な比較 

HAEC・ESEC・iPSECはいずれも培養dish上で

cobblestone状の形態を示し、いずれもeNOS

陽性で、CD31染色にて内皮細胞に特徴的な

marginal staining patternを示し、血管内

皮細胞に compatibleであり、形態学的な差

違は認めなかった(Figure1) 

 
 

 

 

成人血管内皮細胞（HAEC）、Human ES由来血

管内皮細胞（ESEC）, iPS由来血管内皮細胞

（iPSEC）の細胞増殖能、wound healing能、

酸化ストレス耐性能の比較 

しかしながら、HAEC・ESEC・iPSECの細胞機

能についての解析を行ったところ、３者間で

差違が認められた。MTTアッセイにて細胞増

殖能を検討したところ、ESEC・iPSECはHAEC

に比べ有意に細胞増殖能が高かった。ESEC・

iPSEC間では有意な差は認められなかった

(Figure 2 A)。また、内皮欠損の修復能をin 

vitroにて wound healing assayにて解析し

たところ、ESEC・iPSECはHAECに比べ有意に

修復能が高かった。ESEC・iPSEC間では有意

な差は認められなかった(Figure 2 B)。さら

に、酸化ストレスに対する耐性能を比較した

ところ、Annexin V assayにて、酸化ストレ

ス刺激でannexin V陽性細胞の比率はESEC・

iPSECでは HAECに比べ有意に低かった。

ESEC・iPSEC間では有意な差は認められなか

った(Figure 2 C)。 

 

成人血管内皮細胞（HAEC）、Human ES由来血

管内皮細胞（ESEC）, iPS由来血管内皮細胞

（iPSEC）におけるSirt1発現の差違 

次に、我々は、この ESEC・iPSECと HAECの

機能的な差違をもたらす因子を同定するた

めに、GeneChipによる遺伝子発現解析を行っ

たところ、老化関連遺伝子の一つであるSirt

１の発現が HAECに比べ ESEC・iPSECで共に

高いことを見いだした。そこで、Sirt1の遺

伝子発現についてリアルタイムPCRで定量的

に比較したところ、ESEC・iPSECともにHAEC

より有意に高い発現を示した(Figure 2 D)。

ESEC・iPSEC間ではSirt1の発現に有意な差

は認めなかった。 Western blotによる蛋白

発現の解析でも同様の結果が得られた

(Figure 2 E)。 



 
 

成人血管内皮細胞（HAEC）、Human ES由来血

管内皮細胞（ESEC）, iPS由来血管内皮細胞

（iPSEC）の細胞機能の差違に対する Sirt１

のcontribution 

そこで、老化遺伝子であるSirt1発現の差違

が ESEC・iPSECと HAECとの細胞機能の違い

をもたらしている可能性を考え、Sirt1の特

異的抑制薬である sirtinolおよび siRNAを

用いてSirt1をノックダウンし各種細胞機能

の差違への寄与を検討した。  ESEC・iPSEC

は HAECに比べ有意に細胞増殖能が高かった

が、Sirt1をノックダウンすると、ESEC・iPSEC

と HAECの差は消失した(Figure 3 A)。内皮

欠損の修復能についても、Sirt1をノックダ

ウンすると、ESEC・iPSECとHAECの差は消失

した(Figure 3 B)。酸化ストレスに対する耐

性能においても同様にSirt1のノックダウン

により ESEC・iPSECと HAECの差は消失した

（Figure 3 C）。これらの結果は Sirt1阻害

薬であるSirtinol 100μM投与における検討

においても同様であった。 

 
 

成人血管内皮細胞（HAEC）、Human ES由来血

管内皮細胞（ESEC）, iPS由来血管内皮細胞

（iPSEC）の angiogenic activityの差異に

対するSirt１のcontribution 

ここまで検討した細胞機能の差異が

angiogenic activityに影響するか否かを

tube formation assayにて検討した。 ESEC, 

iPSECはHAECに比べてtube formationが増

加していたがSirt1をノックダウンするとこ

の差は消失した(Figure 4)。 この結果は

Sirt1阻害薬であるSirtinol 100μM投与に

おいても同様であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 

ヒト ES細胞由来血管内皮細胞およびヒト

iPS細胞由来血管内皮細胞は、成人の血管内

皮細胞に比べ、より若く高いviabilityを持

った細胞であることが示され、血管再生医療

の細胞材料としての有用性が示唆された。ま

た、その機能的な差異はSirt1の発現を介す

るものであることが示され、ヒトの血管内皮

細胞の老化に伴う機能低下における Sirt１

の重要性が示唆された。 
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