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グリコサミノグリカンが脈管形成機構に及ぼす影響の解明

 Vasculogenesis is referred to as the assembling of stem cells and endothelial progenitor cells into endothelium and 
subsequent formation of nascent capillaries. The elucidation of vasculogenesis of stem cells will facilitate control of 
neovascularization and further development of novel cosmetics as well as tissue regenerative therapies. Heparan sulfate (HS) 
proteoglycans, which are composed of HS glycosaminoglycan chains and covalently attached core protein, are a widely 
distributed constituent of extracellular matrices in all mammalian tissues. HS could enhance the binding affinity between 
growth factors and related receptors to modulate a variety of biological activities, however little is known about the role of 
HS in endothelial differentiation and neovascularization of mesenchymal cells. Dental pulp stem cells (DPSCs), which are 
classified as mesenchymal stem cells, are highly proliferative and exhibit a multipotent differentiation ability. Notably, owing 
to constitutive expression of vascular endothelial growth factor receptor 1, DPSCs more readily differentiate into vascular 
endothelial lineages compared with other mesenchymal cells. In this study, we hypothesized that HS highly orchestrates 
vasculogenesis of mesenchymal stem cells and the role of HS on endothelial differentiation was investigated by using 
DPSCs. It was revealed that an HS antagonist suppressed the sprouting ability and endothelial differentiation of DPSCs. 
Silencing of exostosin-1 (EXT1), a crucial glycosyltransferase for HS biosynthesis, in DPSCs significantly altered their 
gene expression profile. In addition, EXT1-silenced DPSCs expressed lower levels of endothelial differentiation markers 
and displayed a reduced vascular formation capacity compared with control DPSCs transduced with scrambled sequences. 
Collectively, these findings indicate the crucial role of HS on endothelial differentiation and vasculogenesis of mesenchymal 
stem cells, opening new perspectives for the application of HS to novel cosmetics and regenerative medicine.
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１．緒　言

　血管は健康の維持・増進に重要であるとされ、特に、血
管の 95%以上を占める直径 20μm以下の毛細血管は免疫
や創傷治癒に大きく関わっていることが知られている。一
方で、毛細血管の数は加齢によって減少することが報告さ
れており、真皮毛細血管の密度や機能の低下は皮膚の老化
を招く。
　体内における血管形成の過程には、Angiogenesis（血管
新生）とVasculogenesis（脈管形成）の 2 種類がある。血管
新生は、既存の血管が分枝を形成することで新規の血管が
形成される事象を指し、脈管形成は、血管前駆細胞から分
化した血管内皮細胞が血管非存在下の領域に血管を形成す
ることをいう。これまで、脈管形成は初期胚から循環系の
発生段階のみで見られるプロセスと考えられていたが、近
年、成人の血液中で血管前駆細胞が発見され、脈管形成が
ヒトの血管形成においても作用していることが分かってき
た。そういったなか、これまでに我々は、血管内皮細胞増
殖因子（VEGF）や肝細胞増殖因子が特異的レセプターに結

合することで、間葉系幹細胞の血管内皮細胞分化が開始し、
脈管形成能が発揮されることを報告してきた 1, 2）。しかし、
これら血管の形成を促進する増殖因子やサイトカインが多
く発見されている一方で、その精製タンパク質は非常に高
価なうえに、強い薬理作用が故の生体安全性の問題から血
管再生療法への適用は大きく制限されている。
　近年の糖鎖生物学の発展によって、糖鎖と幹細胞分化の
関係性が徐々に解明されつつあり、強い負電荷を有するプ
ロテオグリカンが細胞周囲の増殖因子を捕捉することで、
細胞分化を制御していることが報告された。プロテオグリ
カンは、1 本のコアタンパク質に複数本のグリコサミノグ
リカンが共有結合した構造をもち、プロテオグリカンの負
電荷はグリコサミノグリカンの硫酸基に由来する。すなわ
ち、硫酸化多糖鎖であるグリコサミノグリカンの強い負電
荷は、生体内で増殖因子の安定化や受容体への結合につい
ての重要な働きを担っている 3）。また、ヘパラン硫酸はグ
リコサミノグリカンのなかでも特に強い負電荷をもち、さ
らには間葉系幹細胞の細胞外基質にも含まれていることか
ら、我々はヘパラン硫酸が間葉系幹細胞の脈管形成能に関
与しているのではないかと着想した。
　ところで、歯髄幹細胞（DPSCs）は、俗に歯の神経と呼
ばれる歯髄に存在する間葉系幹細胞であり、高い増殖能と
象牙芽細胞などへの分化能を有していることが知られてい
る。また、DPSCsはVEGFのレセプターを常に発現して
いることから、骨髄や脂肪由来の間葉系幹細胞と比較して
高い脈管形成能をもつことが報告されている。このように、
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DPSCsはin vitroで簡便に血管内皮細胞に分化誘導するこ
とが可能であり、DPSCsの脈管形成能を評価する手法も
確立されている 4）。
　以上を背景として、本研究では、グリコサミノグリカン
が間葉系幹細胞の脈管形成能を制御していると仮説を立て、
DPSCsを用いてヘパラン硫酸の産生抑制が脈管形成能に
及ぼす影響をin vitroおよびin vivoで検討することを目的
とした。

２．方　法

2. 1.  ヘパラン硫酸合成阻害が脈管形成能に与える影
響

　DPSCsの脈管形成能発現におけるヘパラン硫酸の役割
を検討するために、ヘパラン硫酸の合成阻害剤であるbis-
2-methyl-4-amino-quinolyl-6-carbamide（surfen）を添加
した培地でDPSCsを培養し、細胞増殖や分化に与える影
響を評価した。具体的には、血管内皮細胞分化誘導（ED）
培地に 1 ～ 10µMのsurfenを添加し、培養皿で最長 5 日
間培養した後に、細胞数をMTT assayで検討した。また、
同様に 7 日間培養したDPSCsについて、血管内皮細胞分
化マーカーであるVEGFA、および幹細胞マーカーである
NanogのmRNA発現量をReal-time PCR法によって評価
した。
　さらに、マトリゲルを用いた三次元培養によって
DPSCsの脈管形成能を評価した。細胞培養用 24 ウェルプ
レートに 300µLのゾル状のマトリゲルを注ぎ、37℃で 1
時間静置することでゲル化させた。このマトリゲル上に
DPSCsを播種し、分化誘導によって形成された網目状構
造を光学顕微鏡で最長 14 日間観察した。網目状構造の分
岐の数および長さは、画像解析ソフトウェアImageJを用
いて定量評価した。また、マトリゲルで三次元培養した
DPSCsに対してLive/Dead染色を行い、蛍光顕微鏡で観
察した。

2. 2 .  Exostosin-1（EXT1）発現阻害が血管内皮細
胞分化に与える影響

　ヘパラン硫酸の産生を抑制したDPSCsを作製するた
め に、 糖 転 移 酵 素 EXT1 に 対 す る short hairpin RNA

（shRNA）をレンチウイルスベクターによって導入し、
DPSCsのEXT1 発現をノックダウンした。また、コント
ロールとして、スクランブル配列と緑色蛍光タンパク質

（GFP）遺伝子を導入したDPSCs（shCon-DPSCs）を用意し
た。EXT1 をノックダウンした細胞（shEXT1-DPSCs）
あるいはshCon-DPSCsをED培地で 7 日間および 14 日
間培養し、EXT1 発現量をReal-time PCR法で、ヘパラ
ン硫酸産生量を Enzyme-linked immuno-sorbent assay

（ELISA）法で検討した。

　また、EXT1 のノックダウンがDPSCsの遺伝子発現
に及ぼす影響を網羅的に解析した。すなわち、ED培地で
14 日 間 培 養 し た shEXT1-DPSCs、shCon-DPSCs か ら
mRNAを抽出し、Novaseq 6000 を用いて次世代シークエ
ンス解析を行った。さらに、ED培地で 7 日間および 14 日
間培養したこれら細胞について、VEGFAおよびNanogの
mRNA発現量をReal-time PCR法によって評価した。

2. 3.  EXT1発現阻害が脈管形成能に与える影響
　EXT1 のノックダウンがDPSCsの細胞増殖能に与える
影響を検討することを目的として、遺伝子導入した細胞を
通常培養（GC）培地あるいはED培地を用いて二次元培養
下で最長 5 日間培養し、細胞数を測定した。
　さらに、shCon-DPSCsとshEXT1-DPSCsをマトリゲ
ル上でED培地を用いて最長 14 日間培養し、形成された
網目状構造の分岐の数および長さをImageJを用いて定量
評価した。また同時に、100µg/mLのヘパラン硫酸を添加
したED培地を用いてshEXT1-DPSCsを培養し、ヘパラ
ン硫酸添加が網目状構造形成能に与える影響を検討した。

2. 4.  EXT1発現阻害がin vivo血管形成に与える
影響

　EXT1 のノックダウンがDPSCsの血管形成に与える影
響をin vivoで評価するために、マウス血管新生モデルを
用いた検討を行った。具体的には、内径 8mmのポリエチ
レンチューブ内腔に多孔性のポリ乳酸スキャフォールド
を作製し、厚さ 1mmに切り出した。その内部にshCon-
DPSCsあるいはshEXT1-DPSCsを播種し、重症複合免疫
不全マウスの背部皮下に移植した。移植 5 週間後に試料を
回収し、パラフィン包埋薄切切片を作製後、ヘマトキシリ
ン・エオジン（HE）染色を行った。また、薄切切片に対し
て血管内皮細胞の分化マーカーであるCD31 あるいはvon 
Willebrand Factor（vWF）とGFPの多重免疫染色を行い、
スキャフォールド内に形成された血管数を評価するととも
に、分化マーカー陽性細胞とGFPの局在についても検討
した。

３．結果と考察

3. 1.  HS合成阻害が脈管形成能に与える影響
　ヘパラン硫酸合成阻害剤surfenを加えたGC培地あるい
はED培地を用いてDPSCsを培養したところ、培養 5 日
目においてED培地ではsurfen濃度依存的に細胞増殖が抑
制されることが分かった（図 1A）。一方、GC培地では培
養 5 日目においてもsurfenの培地添加によって細胞増殖
に有意な変化は認められなかった。また、surfen含有ED
培地で培養したDPSCsの血管内皮細胞分化を検討した結
果、surfenの濃度が増加するにつれてVEGFAのmRNA
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量は減少するが、幹細胞マーカー Nanogの発現量は増加
することが分かった（図 1B）。ヘパラン硫酸は増殖因子と
電気的に結合することで、増殖因子の細胞表面の受容体へ
の結合を補助していることが知られている。このことから、
DPSCsのヘパラン硫酸合成阻害によってED培地に含まれ
る増殖因子が細胞に作用しづらくなったため、細胞増殖や
血管内皮細胞分化が抑制されたと考えられた。一方、GC
培地については、DPSCsを栄養する主体が血清成分であ
り、増殖因子を多く含むED培地に比べてヘパラン硫酸産
生阻害の影響が少なく、surfenはGC培地環境下では細胞
増殖に変化を与えなかったと考えられた。
　マトリゲル上でDPSCsを血管内皮細胞に分化誘導した
結果、毛細血管様の網目状構造が形成された（図 2A）。次
に、surfenを培地に加えて三次元培養したところ、培養 3
日目以降でsurfenの濃度が増加するにしたがってDPSCs
によって形成される網目状構造の分岐の数および長さが
有意に減少することが分かった（図 2B）。一方で、DPSCs
がsurfenの影響で細胞死した場合には、マトリゲル上に
網目状構造が形成されなくなると考えられる。そこで、マ
トリゲル上でDPSCsのLive/Dead染色を行ったところ、

10µMのsurfenを含むED培地で 14 日間培養した後にお
いても、多くの細胞が生存していることが明らかとなった

（図 2C）。これらのことから、DPSCsをsurfen添加培地で
培養することで、血管内皮細胞分化および網目状構造を形
成する能力、すなわち脈管形成能が低下したことが示唆さ
れた。

3. 2 .  EXT1発現阻害が血管内皮細胞分化に与える
影響

　EXT1 発現をshRNAでノックダウンできているか調
べたところ、培養 7 日目、14 日目のいずれにおいても、
shEXT1-DPSCsのEXT1 発現量はshCon-DPSCsと比較
して有意に低かった（図 3A）。さらに、ELISA法の結果か
らも、shEXT1-DPSCsのヘパラン硫酸産生量が減少して
いることが分かった（図 3B）。これらの結果から、shRNA
によってDPSCsのEXT1 発現がノックダウンされ、ヘパ
ラン硫酸の産生が阻害されていることが分かった。
　次に、次世代シークエンス解析を行ったところ、
CD106 やTGF-β1、ケモカインなど接着因子や炎症反応
に関わる遺伝子群の発現がshEXT1-DPSCsで有意に減

図 1　Surfen が DPSCs の細胞増殖と血管内皮細胞分化に与える影響
　A．細胞増殖試験　B．Real-time PCR 法
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少していることが明らかとなった（図 4A）。また、Real-
time PCRで血管内皮細胞分化に関連する遺伝子発現を調
べた結果、surfenを作用させた場合と同様に、shEXT1-
DPSCs でVEGFA発現量が減少し、Nanogが増加してい
ることが分かった（図 4B）。このことから、EXT1 のノッ
クダウンによってヘパラン硫酸の産生を抑制することは、
DPSCsの血管内皮細胞分化のみならず細胞接着や免疫と
いった様々な細胞機能に影響を与える可能性が考えられた。

3. 3.  EXT1発現阻害が脈管形成能に与える影響
　shRNA を用いた逆遺伝学的アプローチによって、
shEXT1-DPSCsではヘパラン硫酸の産生が減少し、血管
内皮細胞分化が抑制されることが明らかとなった。そこで、
三次元培養系でshEXT1-DPSCsが形成する網目状構造を
観察したところ、shCon-DPSCsと比較して分岐の数や長
さが減少することが明らかとなった（図 5）。一方、ヘパラ
ン硫酸を添加したED培地でshEXT1-DPSCsを培養する

図 2　Surfen が三次元培養環境下の DPSCs に与える影響
　A．光学顕微鏡像　B．網目状構造の定量評価　C．Live/Dead 染色

図 3　DPSCs の EXT1ノックダウン
　A．EXT1 発現量　B．ヘパラン硫酸産生量
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図 4　EXT1ノックダウンによる DPSCs の遺伝子発現変化
　A．次世代シークエンス解析　B．Real-time PCR 法

図 5　shEXT1-DPSC の網目状構造形成能とヘパラン硫酸（HS）添加の効果
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と、shCon-DPSCsが形成する網目状構造と比べて、その
数や長さに有意な差が認められなくなった。この結果は、
EXT1 のノックダウンによって低下したDPSCsの網目状
構造形成能が培地中に添加したヘパラン硫酸によってレス
キューされたことを示しており、この結果は、DPSCsの
脈管形成能にヘパラン硫酸が関与していることを示唆して
いる。

３．４．EXT1発現阻害がin vivo血管形成に与える
影響

　これまでの結果から、DPSCsの脈管形成能の発現には、
ヘパラン硫酸が重要な役割を担っていることをin vitroの
実験系で示すことができた。そこで、これらのin vitroで
見られた現象がin vivoでも生じることを確認するために、
マウス血管新生モデルを用いた評価を行った。その結果、
shEXT1-DPSCsを播種したスキャフォールド内に形成
された血管の数は、shCon-DPSCsを移植した試料と比較
して有意に減少することが分かった（図 6A）。さらに、多
重免疫染色の結果、移植した試料内にCD31 やvWFとい
った血管内皮細胞分化マーカーとGFPを共発現している
DPSCsが存在していることが明らかとなった（図 6B）。こ
のことは、移植したDPSCsが血管内皮細胞に分化したこ

と、さらにはDPSCsのヘパラン硫酸産生を阻害すること
で血管の形成量が減少したことを示している。これらの結
果から、生体内においてヘパラン硫酸がDPSCsの脈管形
成能を制御している可能性が示された。

4．総　括

　本研究では、グリコサミノグリカンの一つであるヘパラ
ン硫酸が脈管形成に与える影響を間葉系幹細胞の一つであ
るDPSCsを用いて検討した。その結果、DPSCsによるヘ
パラン硫酸の産生を阻害することで、DPSCsの脈管形成
能が低下し、DPSCsによって形成される血管量が減少す
ることが示された。このことは、ヘパラン硫酸がDPSCs
の血管形成、すなわち間葉系幹細胞の脈管形成能の発現に
重要であることを示唆している。以上のことから、ヘパラ
ン硫酸が間葉系幹細胞由来の血管の増生に有効であり、本
研究で得られた知見が、新たな血管再生療法の確立や血行
を促進する化粧品の開発に応用できる可能性が示された。
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図 6　shEXT1-DPSC の in vivo 脈管形成能
　A．HE 染色および血管形成量評価　B．vWFと GFP の多重免疫染色
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