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はじめに
近年，血管内皮前駆細胞の存在が明らかになった．

この発見によって，閉塞性動脈硬化症（ASO），バージャー
病（TAO）などの重症末梢性動脈疾患に対する新たな
治療法として，血管内皮前駆細胞を用いた血管再生医
療が可能となり，現在急速に普及しつつある．しかし
その後の検討から，これら前駆細胞が実際に血管を形
成する以外にも，非常に重要な治療メカニズムが存在
することが判明してきた．本稿では，血管再生治療に
ついてその概略にふれ，最近の新しいエビデンスにつ
いても紹介する．

血管疾患における再生医療
末梢性動脈疾患は主に動脈硬化性病変によって，上

下肢の血液の供給が妨げられることによって生じる．
この病態は先進国においては成人の10～15％にみられ，
脳血管障害や冠動脈病変の合併も多い．閉塞性動脈硬
化症（ASO）は下肢の末梢性血管病変で最もよく見ら
れる疾患であるが，血栓性血管炎の結果として同じよ
うな病態を呈するバージャー病（TAO）も知られてい
る．この疾患は小～中細動脈が病変の主座であり，喫
煙と密接な関連があり，男性に多く，冠動脈病変との
関連は少ないと言われている．これらの疾患が軽症の
うちは無症候性であることも多いが，病態の進行に伴
いしびれ・冷感や間欠性跛行などの症状が見られるよ
うになる．上下肢の虚血性病変がさらに進行すると虚
血性潰瘍，安静時疼痛を伴う重症下肢虚血を呈するこ
ととなる．末梢性動脈疾患の治療には薬物治療，経皮
的血管形成術，バイパス術などがあるが，その選択は
症状の重症度や病変の進展程度により決定される．し
かし重症下肢虚血を呈する患者の 50％ 近くが治療に対
する反応が不十分であり，1 年以内に切断を余儀なくさ

れるという現状から１），新たな治療戦略が待ち望まれて
いた．近年，血管内皮前駆細胞の発見とともに，組織
中に新たに血管が形成される現象について詳細な機序
が判明し，これらを重症虚血肢疾患に対する治療法と
して応用する血管再生医療が開発され，飛躍的に進歩
することとなった．

血管再生の機序
成人期の血管形成には 3 つの機序が知られている２）３）．

組織が虚血に陥ると，既存の血管内皮細胞が増殖・遊
走し新しい血管が伸張し，新たな毛細血管網を形成す
る．これは（狭義の）血管新生 Angiogenesis と呼ばれ
る．また，動脈の閉塞に伴いもともと存在する小動脈
への血流が増加しメカニカルストレスが加わることに
よって，虚血部位に至る既存の血管が remodeling を受
け太くなり，新生した血管へ血流を補給することとな
るが，この機序は側副血行路形成 Arteriogenesis と呼
ばれる．また，骨髄に由来する細胞が血流を介して虚
血部位に到達し血管内皮細胞へ分化することで，これ
らの機序を補強するといわれており，脈管形成 Vascu-
logenesis と呼ばれる．これらの機序は血管内皮増殖因
子（VEGF）や線維芽細胞増殖因子（FGF）など，種々
の液性因子によって調整されている４）５）．液性因子の分
泌細胞としては，虚血により浸潤した炎症細胞や，間
葉系細胞，筋細胞などから分泌され，その機序の一端
を担っていると考えられているがまだ不明な点も多い．

血管再生治療の開発
このように成人期における血管形成のメカニズムが

解明されるに伴い，新しい治療戦略が展開されること
になった．最初の試みは血管増殖因子を用いた，組換
え蛋白質治療，遺伝子治療であった．1994 年，米国タ
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フツ大学で閉塞性動脈硬化症（ASO）患者に対するVEGF
遺伝子治療が臨床応用されて以来，血管増殖因子を用
いた臨床試験が数多く行われ６）７），phase I 試験では比較
的よい結果が得られたが，phase II 試験では，臨床的有
効性が示されず残念な結果に終わった８）．その原因とし
て，これら増殖因子のデリバリー方法が最適でなく，
充分な組織発現が得られなかった点や，虚血臓器での
血管再生には多種多様な増殖因子，細胞群が関与して
いるはずであり，単剤療法では機能的血管再生をもた
らすのに不十分であったのではということも指摘され
ている．また，重症虚血肢患者では，糖尿病，高血圧
など様々な疾患を合併しており，治療に対する反応性
が低下していることも関係していると考えられる８）９）．
上記の結果を得て，最近，幾つかの血管増殖因子の組
み合わせや改良ベクターを用いた臨床試験が進行中で
あり，その成果が待たれている．

このような流れの中で，1997 年に Asahara らによっ
て，末梢血中にも骨髄由来の血管内皮前駆細胞が存在
し，成体においても胎児期同様に血管の分化，Vasculo-
genesis が起こるということが示され，血管内皮前駆細
胞（endothelial progenitor cells；EPC）と命名された１０）．
更に，彼らはその後の研究で末梢血由来の EPC 移植に
より虚血組織に血管再生がもたらされることを証明し
た１１）．当初，EPC の供給源として，骨髄単核球がまず注
目され，その後顆粒球コロニー刺激因子を用いた末梢
血幹細胞も着目されることとなった．そして，これら
前駆細胞は非常に豊富な血管新生因子を産生すること
も明らかになり，Vasculogenesis 機序だけでなく血管
増殖因子の産生（paracrine effect）を介して，血管再
生を促すと考えられるようになった．

細胞移植による血管再生治療の臨床応用
このような中で世界に先駆けて我が国で重症虚血肢

疾患に対して，血管再生治療が行われた１２）．対象は従来
の内科的治療，バイパス手術の適応のない慢性虚血肢
の患者で，安静時疼痛あるいは虚血性潰瘍，壊死のあ
る症例とされた．従来，骨髄移植を行うのと同様の方
法で骨髄穿刺液を回収，分離後，単核球細胞を虚血下
肢に筋肉注射する移植方法がとられ，25症例のパイロッ
トスタディーにて安全性を確認後，両下肢に虚血のあ
る 20 症例に対して骨髄単核球と，末梢血単核球を移植
し，その効果について比較検討した．骨髄単核球移植
により治療後 4 週間目の評価では，ABI の有意な改善
が 65％ にみられ，安静時疼痛の改善も 80％ に認めた．
組織酸素分圧の改善も同様に確認され，疼痛なしでの
歩行可能時間も 1 分程度改善した．これら，臨床効果
は移植後 6 カ月まで持続したが，一方で全 45 症例のう
ち，1 例の突然死を含む 3 例が急性心筋梗塞により死亡

した．この臨床試験により，重症虚血肢に対する骨髄
単核球細胞移植において一定の効果と安全性が確認さ
れ，国内の一部の施設で高度先進医療の認可を受けて
いる．虚血肢に対する再生医療に関しては，骨髄から
EPCを動員する目的で顆粒球コロニー刺激因子（G-CSF）
を投与し，成分採血の機器を用いて末梢血から単核球
を採取する方法や，その中から更に EPC を純化，分離
し投与する方法，またG-CSF単独投与にて内因性のEPC
による血管再生を期待する方法も臨床応用がはじまっ
ている．

しかし，後述するように，このような患者群に対し
て，骨髄採取や G-CSF の投与を行うことに関しては留
意しなければいけない点も多々ある．その意味で，よ
り低侵襲な血管再生治療が求められていた．このよう
な中，我々は G-CSF を投与せずに末梢血から自家単核
球を採取し投与する方法の有用性を見出し，臨床応用
している．本臨床研究を行う基礎となった研究の内容
と，当院での臨床成績を簡単に紹介する１３）１４）．

末梢血単核球を用いた血管新生治療
我々は，サイトカイン非使用にて，末梢血単核球（PB-

MNC）と骨髄（BM-MNC）の血管新生治療に与える効
果について比較検討を行った．8 週相当の C57BL�6
にて虚血肢モデルを作成し，同系マウスより末梢血単
核球，骨髄を採取し筋注にて移植を施行のうえ，レー
ザードップラー法により血流の改善度を比較した．そ
の結果，（Tateno ら１４））コントロール PBS 群に比し，PB-
MNC 群で有意に血流の改善を認めた（p＜0.01）．BM-
MNC 群でも PBS 群に比し，有意な血流の改善を認め
ている（p＜0.05）．非常に興味深いことに PB-MNC
群と BM-MNC 群で差は認められなかった．同モデルの
虚血肢の筋肉切片を CD31 で染色し，CD31 陽性細胞数
を比較したが，PBS 群に比し PB-MNC 群で有意に CD
31 陽性細胞の増加が認められ（p＜0.01），BM-MNC
群でも同様に陽性細胞の増加が認められた（p＜0.05）．
この系でも示されるように，やはり PB-MNC 群と BM-
MNC 群での差は認められなかった１４）．

これらの基礎研究の結果をふまえ，サイトカイン非
使用にて末梢血単核球を用い，重症虚血肢疾患に対す
る血管再生医療を開始した．

1．適応症例
当院，倫理委員会承認のもと，末梢血単核球を用い

た血管新生治療を 2002 年 7 月より開始した．適応症例
は従来の内科的，外科的治療に反応しない Fontaine
分類 III，IV 度相当の ASO またはバージャー病の症
例である．本治療は，移植後各種血管新生因子の血中
濃度が著明に上昇することから，高度糖尿病性網膜症，
悪性腫瘍を有する症例も除外される．したがって全症
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Table 1 Patient characteristics

0.79±0.26ABPI61.8±11.3Age
2.90±1.11Rest pain scaleGender

Complications24 (82.8%)Male
14 (48.3%)CRF on HD 5 (17.2%)Female
13 (44.8%)CADDiagnosis
 8 (27.6%)CVD19 (65.5%)ASO
16 (55.2%)DM10 (34.5%)TAO
16 (55.2%)HLIschemic status
13 (44.8%)HT 4 (13.8%)Fontaine 3
24 (82.7%)Others25 (86.2%)Fontaine 4

Previous treatment
 7 (24.1%)PTA
 2 ( 6.9%)Bypass surgery

ABPI, ankle-brachial blood pressure index; CRF, chronic renal 
failure; CAD, coronary artery disease; CVD, cerebrovascular dis-
ease; DM, diabetes mellitus; HL, hyperlipidemia; HT, hyperten-
sion
文献14より改変

例において悪性腫瘍のスクリーニングを行い，根治後
5 年間再発がない症例についてはその適応があると判断
している．糖尿病性網膜症については可能な限りの治
療を行ったうえで，充分なインフォームドコンセント
のもとに本治療を行い，その後も厳重にフォローアッ
プしている．

2．アフェレーシス内容・移植
成分採血装置としてGAMBRO社製Spectraを使用し

ている．回路のプライミングは生理食塩水，抗凝固剤
として ACD-A 液を使用し，採取は manual mode MNC
にて行っている．流速 40ml�min の流速で 1 回の体外循
環処理量上限 10L とし採取を行い，成分採血中，Ht 2～
3％となるよう採取ポートを監視し微調整を行っている．
最近では好中球の混入を減少する目的で回転速度 817
rpm から 1,001rpm とした採取を行っている．採取成分
は，採血終了後，300ml の分離バックにうつし，室温，
3,000rpm（2,000xg），10 分間遠心後，血漿を除去し採
取成分を約 30ml 程度に濃縮調整としている．このよう
な処理を行うと，その成分中には単核球だけでなく，
非常に高濃度の血小板も含まれることになる．副作用
として一般的にはクエン酸中毒があげられるが，当院
では流速を低く抑えているので，口唇や四肢のしびれ，
悪心等低カルシウム血症としての副作用はまず出現し
ない１５）．遠心濃縮後の細胞成分を虚血患肢へ筋注により
移植している．当院では，病棟個室で静脈麻酔，酸素
投与のサポートにて安全にそして短時間に移植が行わ
れている．

3．臨床成績
1）患者背景
評価可能症例は 29 症例，年齢の中央値 62 歳，男性

24 例，女性 5 例であった．ASO 19 例，TAO 10 例，8
割以上の症例が Fontaine IV 度であり，前治療として，

PTA，Bypass 術を約 3 割に認めた．合併症として慢性
腎不全による透析患者を約半数に認め，冠動脈病変，
脳血管病変をそれぞれ 44.8％，27.6％ に認めた．また，
糖尿病，高脂血症，高血圧を約 50％ に認め，大多数の
症例が一つ以上の合併症を有していた（Table 1）．

2）治療効果
初回治療2カ月の時点でRest pain，ischemic ulcers，

walking distance，ABPI のいずれか一つでも改善が認
められた症例を response あり（レスポンダー），全く治
療効果が得られなかった症例を response なし（ノンレ
スポンダー）と判断した．対象 29 症例中 21 例がレス
ポンダー，8 例がノンレスポンダーであった．

3）治療効果と関連する因子
年齢，性別，疾患毎，また虚血の状態と治療効果と

の関連性を検討した．Table 2 に示すように，これらの
因子に関してレスポンダー群とノンレスポンダー群間
には有意差は認められなかった．同様に透析，冠動脈
病変，脳血管性病変，高血圧，糖尿病，高脂血症と治
療効果について検討したが，Table 2 から明らかなよう
にこれらの因子と治療効果との関連性も認められなかっ
た．また，移植前の糖尿病，高脂血症のコントロール
の程度と治療効果の関連性も認められなかった．CRP
値を移植後 1，3，7，14 日の時点で測定しているが，
治療効果があった群では有意に CRP の上昇を認めた

（no response 2.9±3.8mg�dl，response 5.4±11.0mg�
dl，p＝0.018）（Table 2）．さらに，我々は炎症性血管新
生因子を移植後の経過を通して測定し，治療有効群で
有意に IL-1β，VEGF の上昇を確認した１４）．

4）治療効果とアフェレーシス内容
大多数の症例で 2 回の成分採血，移植が行われてい

る．流速は 40ml�min と比較的緩徐に抑え，約 4 時間の
採取で中央値約 240ml の成分を採取している．採取成
分は治療無効群，有効群でそれぞれ，総有核細胞数（TNC）
1.7×1010個，1.7×1010個，総単核球細胞数（TMC）1.2×
1010個，1.1×1010個，総血小板数 37×1010個，39×1010

個と，採取成分と治療効果に有意な関連性は認めなかっ
た（Table 2）．当初，採取成分を FACS にて解析した
が，CD34 陽性細胞と治療効果においても有意な関連性
は認めなかった．

今後の血管再生治療
血管再生治療のこれまでの歴史と，近年の研究成果

ならびに我々の経験をふまえ，今後の血管再生治療の
ありかたについて考察してみたい．

1．血管新生治療に，幹細胞は必要か？
従来，骨髄中には幹細胞や血管内皮前駆細胞が豊富

に含まれ，再生治療の移植源として非常に有用である
と考えられてきた．事実，動物実験のみならず１６）１７），臨
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Table 2 Clinical response and patient background, apheresis procedure

P valueresponse（n＝21）no response（n＝8）

NS62.3±11.360.6±11.7Age
Gender

NS17（81.0%）7（87.5%）Male
NS 4（19.0%）1（12.5%）Female

Diagnosis
NS13（61.9%）6（75.0%）ASO
NS 8（38.1%）2（25.0%）TAO

Ischemic status
NS 3（14.3%）1（12.5%）Fontaine I I I
NS18（85.7%）7（87.5%）Fontaine I V
NS 5（23.8%）3（37.5%）Previous revascularization
NS52.1±55.819.6±24  Duration of illness（month）
NS13（61.9%）8（100%）Need for major amputation

Complications
NS10（47.6%）4（50.0%）CRF on HD
NS 9（42.9%）4（50.0%）CAD
NS 5（23.8%）3（37.5%）CVD
NS 9（42.9%）4（50.0%）HT
NS10（47.6%）6（75.0%）DM
NS12（57.1%）4（  50%）HL

Laboratory data
NS133.2±49.3 139.6±45.1 FBS（mg/dl）
NS5.8±0.95.6±0.9HbA1c（%）
NS184.6±37.2 169.8±33.2 T-Cho（mg/dl）
NS114.8±37.2 105.6±24.6 LDL-Cho（mg/dl）
NS49.7±10.743.9±10.0HDL-Cho（mg/dl）
0.018 5.4±11.02.9±3.8CRP（mg/dl）

Analysis of apheresis procedure
NS  2±1.5  2±1.2No. of course
NS 40±3.3 40±1.9Blood flow（ml/min）
0.034235±16 233±34 Product volume（ml）
0.0039,500±993  9,219±1,425Apheresis volume（ml） ＊
NS155±28 153±27 Apheresis volume/BW（ml）

Analysis of blood products
NS1.7±0.71.7±0.8TNC（×1010）
NS1.1±0.41.2±0.5TMC（×1010）
0.0063.1±0.73.6±0.9Ht（%）
NS39±1637±15PLT（×1010）

データはmean±SDもしくは患者数（%）で示した．
FBS, fasting blood sugar; T-Cho, total cholesterol; LDL, low density lipoprotein; HDL, 
high density lipoprotein; CRP, C-reactive protein; TNC, total nuclear cell; TMC, total 
mononuclear cell; PLT, platelet
統計処理：Student’ s t test ＊ Welch test
文献14より改変

床報告でもその有用性が多く報告されている１２）．一方，
我々の研究では，幹細胞を含まない末梢血単核球を用
い充分な効果を得ている．これらのことから，我々は
血管新生治療に移植細胞中の幹細胞が関与するメカニ
ズムはかならずしも必須ではないと考えている．実際，
我々のその後のマウスの実験系で骨髄単核球から
VEGFR 陽性細胞（血管内皮前駆細胞の大部分）を除去
した移植源を用いても，血管新生が認められることを
確認している１４）．しかし，移植後にホストの血管増殖因
子の産生がその治療効果に重要な役割をはたしている
ことからも明らかなように，ホストの血管内皮前駆細
胞，単球をはじめ，他の様々な細胞機能の重要性を忘

れてはならない．
2．骨髄幹細胞に依存しない血管新生の機序
近年，幹細胞同様に末梢血単核球や血小板が様々な

血管新生因子を産生しうる能力を有し，骨髄幹細胞の
みならず，それ以外の細胞によるパラクライン機構の
重要性が報告されてきている１８）～２２）．我々の施設の検討か
らも，移植後反応の認められた群では経過中 CRP の上
昇が確認されたが，その現象と連動し，IL-1β，VEGF
の上昇も確認された．また，最近の我々の研究から，
移植した細胞によって筋細胞が刺激され筋肉内での IL-
1β，VEGF の発現が上昇していることも判明し（Table
2），移植源だけでなく受け手側の因子も重要であるこ
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とが明らかになってきている１４）．
3．最も適切な移植細胞源は何か？
Table 1 にも示されるように，対象症例には透析患者

も多数含まれており，全身麻酔下で骨髄を仰臥位で採
取することは非常にリスクが高い．また，骨髄採取の
前には自己血を 400ml から 600ml 近く前もって採取す
ることになるが，貧血（腎性，慢性炎症性等）のある
患者や，下肢の潰瘍による感染巣を有している患者で
は，貯血自体適応の面から困難である．血液学的領域
では，健常人ドナーに顆粒球増殖刺激因子（G-CSF）を
大量に投与し，末梢血にこぼれ出てくる幹細胞を成分
採血の機器を用いて採取し，同種造血幹細胞移植源と
して使用しており，2000 年 4 月より保険適応となって
からは同種骨髄移植の代替法として急速に普及してい
る．しかし，諸外国では PBSC の動員，採取に関連し
て，脳血管障害，心筋梗塞，脾破裂など生命を脅かす
ような重大な有害事象，さらには死亡例も報告されて
いる．G-CSF は血液を過凝固に傾けるため，健常人ド
ナーにおける投与の際にはその適応が厳しく管理され
ている．虚血性心疾患や脳梗塞などの既往を有する症
例に対して，幹細胞を採取するために G-CSF の投与を
行うのであれば，なおのことその手法，インフォーム
ドコンセントの取り方においても充分な配慮が必要と
される．以上の点から鑑みても，当院での採取方法は
安全性，簡便性，複数採取可能である面，そして費用
面からも非常に有益であると思われる．

おわりに
骨髄中の血管内皮前駆細胞が内皮に分化し血管形成

に関与するという思想のもとに，血管新生治療は爆発
的に様々な手法で普及した．しかし，血管新生が全身
に及ぼす副作用についても常に留意しなければならな
い．また，現在でもなお，本治療の効果は 60～70％ 程
度であり，血管再生治療をさらに成熟したものへと導
くためにもそのメカニズムを詳細に解明することが重
要である．今後更なる知見の集約のもとに，簡便，安
全，低コストでありながら最も有効性の高い手法の確
立と普及が望まれる．
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