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一骨髄系体細胞移植を用いた末梢性血管疾患・狭心症への血管新生医療一

松原弘明＊，森 泰清＊，岩坂壽二＊

　抄　　　録

　骨髄細胞には血管内皮細胞，心筋細胞，平滑筋

細胞などの心血管系構成細胞の幹細胞が含まれ

る．さらに，骨髄細胞自身が強力な血管新生因子

であるVEGFやbFGFを分泌する．骨髄細胞から

幹細胞を含む単核球分画を単離し，虚血組織（虚

血下肢・心筋）に移植すると毛細血管が増生し血

行再建・機能改善が見られた．新生血管には移植

骨髄細胞が取り込まれ，骨・軟骨への分化は観察

されなかった．動物実験での基礎データをもとに

倫理委員会での承認を受け，ヒト虚血肢（ASO・

バージャー病）に対して自己骨髄単核球細胞を利

用した血管新生療法（Trial　for　Therapeutic　An－

giogenesis　Using　Cell　Transplanatation：TACT）を

久留米大学・自治医科大学と共同で開始した．

2000年6月より，2002年2月1日までに外科的・

内科的治療によっても血行再建の認めない患者45

人の虚血下肢（Fontaine　3－4度）に対して自己骨

髄細胞移植をrandomised，　double－blindedにて実施

した．対照細胞は末梢血単核球を用いた．全身麻

酔下で自家骨髄液約500CCを採取したのち骨髄単

核球を分離し，約10億個の細胞を虚血肢の筋肉内

40箇所に分割注入した．45人中31人で下肢の血圧

が1か月後には10mHg以上上昇し，トレッドミ

ル歩行距離は約2．　9倍以上増加し，下肢の疹痛は

45人中39人で消失した．下肢潰瘍・は31人中27人で

完全に治癒した。腓腹筋注射部位の炎症・浮腫は

認めず，血中のVEGF・FGF濃度，単核球細胞数

は変化しなかった（Lancet　360：427－435，2002）．

＊関西医科大学第2内科・心血管病センター

骨髄単核球細胞には骨髄間葉系・造血系幹細胞か

ら分化する心筋幹細胞も含まれる．家畜ブタを用

いて慢性虚血心筋を作製し，NOGA3次元解析に

より冬眠虚血部位を同定しカテーテルを用いて細

胞移植を行った．全例で心機能改善・虚血域の縮

小がみられた．2001年12月19日に実施された難治

性狭心症患者への開胸下移植では狭心痛の著明改

善（CCSクラスIVから1），心筋虚血部の壁運動

改善（シンチ，エコー，NOGA解析），心機能改

善（LVG：EF　43％から52％）が見られた．血管

造影では側副血行の増生は認めなかった．不整脈

の発現は半年間見られていない．

はじめに

　本邦における心血管系の再生医学の一つの起爆

剤は1999年の2月に脳死患者から行われた心臓・

肝臓・腎臓の臓器移植に始まる．もう一つの大切

な要因は1998年のll月に米国ウィスコンシン大学

がヒトES（胚幹細胞）を発表したことである．

同時期に末梢血には骨髄から動員された血管内皮

前駆細胞（EPC）が存在すること1～3），血管内皮

増殖因子のvascular　endothelial　growth　factor

（VEGF），　fibroblast　growth　factor　（FGF），　hepatic

growth　factor（HGF）の蛋白・遺伝子血管新生治

療4～8），心筋細胞が骨髄間葉系幹細胞9）だけでな

く造血系幹細胞10～12）からも分化可能であること

が最近報告された．著者らは閉塞性動脈硬化や

バージャー病など虚血下肢に対する骨髄単核球細

胞移植を用いた血管新生治療の効果を2重盲検試

験で確認してきた13）．このように，心血管系での

再生医学研究は新世紀を迎え従来の研究室レベル

での基礎研究が臨床応用へと融合した．血管が動
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脈硬化により硬化すると血流が減少し，慢性的な

虚血状態に陥る．この閉塞性動脈硬化症のなかで

細胞移植の適用になるのは下肢・上肢血圧比
（ankle－brachial　blood　pressure　ration：　ABPI）　hS’O．　6

以下に低下して（正常は1．1以上）下肢に重症虚

血の存在する虚血下肢である．内科的・外科的に

も血行再建困難な皿o－option虚血下肢や狭心症の

症例である．本稿では実際に臨床応用が始まった

骨髄単核球細胞移植による血管再生治療の成績を

中心に今後の心血管系の再生医療の展望を述べ

る．

血管新生とは

　発生学や組織学の視点から，広義の血管新生は

以下の2種類に大別される．1つは発生初期にお

ける内皮細胞の前駆細胞である血管芽細胞（an－

gioblastまたはendothelial　progenitor　ce11）からの

まったく新しい脈管系の発生で，脈管形成（Vas－

cUlogenesis）と呼ばれるものであり，もう1つの

タイプは，すでに組織に存在する血管系からの，

内皮細胞増殖および遊走を基本とした新しい娘血

管枝の形成で，狭義の血管新生（Angiogenesis）

と呼ばれるものである14・15）．動脈形成（arterioge－

nesis）は狭窄に陥り血流量が低下した血管が

shear　stressや単球浸潤などにより内径が拡張し，

血管構造が正常化して血流が回復することと定義

されている．最近まで，生後の血管新生は，すべ

てangiogenesisによるものであると考えられてき

たが，循環血液中を流れるEPCがこのvascUlo－

genesisに関与し，虚血下肢や虚血心筋での側副

血行路はVasculogenesisが初期反応であり，an－

9iogenesisが遅れて参加すると認識されてきた．

さらにこの血管新生にはVEGF，　HGF，　bFGF，

Angiopoetin－1などの増殖因子・血管成熟促進因

子が複雑に関与し，虚血組織において血管新生を

誘導することが明らかになった．

血管新生療法

　前述の血管新生の機序を治療に用いようとした

血管新生療法の概念は古くから存在した．これま

でに動物実験において，様々な成長因子が血管新

生療法に試みられてきた．1992年Yanagisawa－

Miwaら16）は，イヌ心筋梗塞モデルを作成し，冠

動脈内にbFGF（basic　fibroblast　groWth　factor）を

投与し心筋梗塞の治療過程を改善し，心機能をも

改善することを報告した．1994年Takeshitaらは，

ウサギ片側下肢虚血モデルを作成し，腸骨動脈内

にVEGF（vascular　endothelial　growth　factor）を投与

し側副血行の発達を促進させることを報告した

17）．近年，国内でも大阪大学の森下らは，上記と

同様のウサギ片側下肢虚血モデルを作成し，腸骨

動脈内にヒト型HGFを投与し側副血行の有意な

改善を報告した18）．また，欧米ではすでに臨床の

場に移行しており，1994年掛ストン，タフツ大学

のIsnerらの研究グループはVEGF165の遺伝子

を含む発現プラスミドベクターを閉塞性動脈硬化

症（ASO）患者の血管内にカテーテルを用いて投

与し有意な側副血行の改善が認められたことを報

告した19）．この報告は，循環器領域における世界

初のヒト遺伝子治療の症例報告となった．

血管内皮前駆細胞による細胞移植治療の可能性

　造血細胞と血管内皮細胞は共通の幹細胞（he－

mangioblast）より発生すると考えられている．

1996年Noishikiら20）は，イヌ腹部大動脈人工血管

置換モデルを作成し，自己骨髄全血を移植するこ

とにより人工血管内側に再内皮李下を認め，血栓

を予防できたことを報告した．1998年Shiら2）は，

イヌ胸部下行大動脈人工血管置換モデルを作成

し，全身照射を行った後に，別のイヌからの骨髄

を経静脈的に移植し人工血管内側の再内皮化に骨

髄細胞が関与することを報告した．またin　vitro

実験系においてCD34陽性幹細胞がVEGF，

bFGF，　IGF－1の存在下に血管内皮細胞を形成す

ることを報告した．CD34陽性幹細胞は，通常の

末梢血中には骨髄の約1／20の0．05％しか存在し

ない21）。つまり，骨髄由来の幹細胞の方がより有

用な血管新生がなされると考えられる．室原博士

らは，ウサギ下肢虚血モデルを作成し，自己骨髄

単核球移植で，虚血下肢の側副血行や血管新生の

改善がみられたと報告している12）．

骨髄細胞移植によるASO・Burger病患者の

虚血下肢への血管新生医療（一TACT－1　Trial－

Randomized，　Double－Blind　Control　Study）

　骨髄単核球には血管内皮系幹細胞が約0．01％存

在し，内皮系幹細胞以外の造血系幹細胞はVEGF，

Angiopoetin－1などの血管内皮増殖因子・血管成
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熟促進因子を合成・放出する（図1）．骨髄単核

球の虚血下肢への筋肉内投与が有効な血流増加・

血管新生増加を誘導することが，著者らや久留米

大学の室原博士らによって動物実験で確認された

骨髄単核球細胞移植
1）血管内皮幹細胞・心筋幹細胞

　　の供給

2）血管内皮増殖因子の合成・分泌
　　（bFGF，　VEGF，　Angiopoietin）

］虚血部移植⇒ 血管新生？

心筋再生？

CD34一

細胞ピ㌻潮
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図1　骨髄単核球移植による血管新生・心筋再生医療
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骨髄単核球細胞の移植は血管内皮幹細胞・心筋幹細胞の供給とVEGF・FGF・angiopietin。1といった血管新生因

子を産生することにより血管新生・心筋再生を誘導する
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3）虚血心筋部位への筋肉内投与

2）骨髄単核球細胞の単離・濃縮
4）移植骨髄細胞の新生血管・心筋細胞への分化

’qgD
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図2　概念図一骨髄単核球移植による狭心症治療一

　　全身麻酔下で腸骨より自家骨髄液約500CCを採取したのち速やかに骨髄単核球を分離し，約10億個の細胞を虚

　　血心筋の筋肉内に移植する．
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（概念図，図2）22・　23）．これらの基礎データをも

とに倫理委員会の承認を受け，ヒト虚血肢に対し

てVasculogenesisを利用した血管新生療法を久留

米大学・自治医科大学と共同で2000年1月より開

始した（Japan　Trial　for　Therapeutic　Angiogenesis

Using　Cell　Transplanatation：J－TACT）．これをうけ

て2000年6月より，現在まで外科的・内科的治療

によっても下肢虚血改善の認めない患者45人の虚

血下肢（Fontaine・3　一　4度）に対して自己骨髄細胞

移植を実施した．コントロール不良の糖尿病・網

膜症，悪性腫瘍の合併症例は除外した．全身麻酔

下で自家骨髄液約500CCを採取したのち速やかに

骨髄単核球を分離し，約10億個の細胞を虚血肢の

筋肉内40箇所に分割注入した．第1相試験の結果

（生食を対照利用，nニ25）を受けて，第2相試

験に必要な患者数を算定し，randomiZed，　double－

bl　ind　control（n＝20）を開始した．第1相試験で

対照として対側の虚血肢に同時投与した末梢血単

核球細胞（PB－MNC）や生食では血流増加はみ

られなかった．第2相試験の対照としては末梢血

単核球を用いた．この第2相試験では骨髄移植群

ではABI（上肢・下肢血圧比）が0．97増加し，対

照末梢血単核球面のABIが0．024より統計学的有

意な差を認めた．下肢疹痛完全緩和が20人中18人

でみられた．トレッドミル歩行距離は約2．6倍以

上増加した（図3）．注射部位の炎症・浮腫は認

めず，血中のVEGF・FGF　・　HGF　za度，単核球細

胞数は変化しなかった．動物実験と同様に骨形成

など内皮細胞以外の細胞への分化は認めなかっ

た．血管造影では著明な血流増加が観察された

（図4）．下肢潰瘍は2月後には著明に改善した

（図5）．この治療成績はLancetに世界初の循環

器病での細胞移植による血管新生治療として掲載

され，注目されている13）．本邦でも16大学病院，

3国立病院で同じプロトコ・一ルでno　option虚血

下肢を対象に実施されている．

狭心症に対する血管新生蛋白・遣口子や造血性

サイトカイン（GM－CSF，　G－CSF）を用いた血

管新生療法

　これまでに冠動脈結紮による虚血心筋動物モデ

ルなどではVEGF，　bFGF蛋白の冠動脈内投与は

両側虚血下肢での二重盲検臨床試験
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図3　骨髄単核球移植と末梢単核球を用いたASO，　Buerger病へのRandomized，　double－blinded　stUdy両

　　側虚血下肢を持つASO，　Buerger病症例にRandomized，　double－blindedにより骨髄単核球移植か末

　　梢単核球を同数移植し下肢上肢血圧比，組織酸素分圧を比較した．
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図4骨髄細胞移植（BMI）後に血管造影（DSA）で著明な血流増加が観察された1例

図5　骨髄細胞移植による下肢潰蕩の改善

側副血管形成，心収縮機能を改善させるとの多く

の論文が発表された．その成績を基礎に，大規模

数の冠動脈疾患患者での2重盲検試験が行われた

が，VEGF蛋白7），　bFGF蛋白m）のいずれも冠動

脈内投与による血管再生治療は偽薬投与と比較し

て効果なしと結論づけられた．タフツ大学研究グ

ループはVEGF165の遺伝子を含む発現プラスミ

ドベクターを19人の冠動脈疾患患者にカテーテル
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を用いて2重盲検試験で経皮的に投与した．19人

と少人数であった帆狭心痛の発現運動機能な

どで有意な改善が見られた8）．このような遺伝子

心筋内注入のように，緩やかに長期間にわたって

のVEGF蛋白放出は有効かもしれない．しかし

ながら，同様のアデノbFGFの遺伝子心筋内注入

は2重盲検試験で有効性がないと結論づけられて

いる．

　造血性サイトカインであるGM－CSFが骨髄か

ら血管内皮前駆細胞を動員させるとの基礎データ

が報告されていた25）．このGM－CSFを二重盲検

試験：で21人の冠動脈疾患症例に投与し，coHateral

fiowの有意な増加が観察され，その血管新生へ

の効果が臨床でも実証された26）．

狭心症に対する骨格筋芽細胞移植

　骨格筋には多能性幹細胞が存在し心筋内に移植

されたときには心筋細胞への分化が可能である．

摘出自己骨格筋を細切し，培養して増殖させた骨

格筋芽細胞を実際に心筋梗塞患者においてバイパ

ス開胸手術時に運動機能のない梗塞心筋に移植さ

れた27）．10人の患者に移植した時点で重症不整脈

が2人に出現し，このphase－1臨床研究は中止と

なった．心筋細胞への分化と同時に骨格筋細胞へ

の分化が誘導され，骨格筋タイプのイオンチャン

ネルが発現してリエントリー回路が形成され不整

脈が誘発されたのではないかと著者は考えてい

る．しかし，その後米国で細胞調整法を厳密にす

ると不整脈の誘発はみられなかったと報告され，

今後の展開が期待される．

大動物狭心症モデルに対する骨髄単核球細胞

移植

　骨髄単核球には血管内皮扇面細胞が約0．01％存

在し，内皮系幹細胞以外の造血系幹細胞はVEGF，

2d　ngiopoetin－1などの血管内皮増殖因子・血管成

熟促進因子を合成・放出する（図1）．最近，非

常に未分化な造血系幹細胞（血一，c－kit＋，　scal＋）が

心筋幹細胞に分化するとの報告がなされた28＞．血

管内皮系幹細胞，心筋幹細胞に加えて血管内皮増

殖因子を含む骨髄単核球移植が血管再生に有効で

ある可能性を大動物実験で著者らは検討した29）

（概念図，図2）．冠動脈結紮によるブタ急性心

筋梗塞モデルでは自家骨髄単核球を梗塞周囲部位

に開胸にて心外雷雨より心筋内に移植した．4週

間後には移植部血管数が3倍以上増加し，血管造

影で明らかな側副血管が観察された．移植骨髄細

胞は新生血管の20－30％に内皮細胞として分化し

ていた．骨や骨芽細胞の形成，6か月週一回24時

間Holter心電図フォローした不整脈の出現は認

めなかった29）．また，著者らの系では移植骨髄細

胞の心筋細胞への分化は観察できず，一部はマク

ロファージへの分化が認められた．ヒトの狭心症

は慢性虚虚心であるため，大動物実験モデルとし

てはアメロイドコンストリクターでの冠動脈狭窄

が必要である．また，カテーテルを介した経皮的

注入が将来は好ましい．NOGA　mappingシステム

は虚血冬眠心筋を同定し，経カテーテル的に細胞

移植が可能な画期的な装置である．電気的活動を

示す部位と機械的運動を示す部位がリアルタイム

に同定可能であり，不一致領域は冬眠心筋である．

紫〉青〉黄が良好に活動・運動を示す部位であ

り，赤が活動・運動低下部位である．経カテーテ

ル的に冬眠心筋に骨髄単核球を移植した部位は著

しく運動低下部位が改善した（赤から紫）（図6）．

生食を注入した冬眠心筋は改善ではなくさらなる

悪化を示した（赤色部位の拡大）30）．

No－option重症狭心症（CCS　class　N）に

対する骨髄単核球移植治療

　狭心症モデル大動物実験での成績に加えて，閉

塞性動脈硬化やバージャー病など虚血下肢に対す

る骨髄単核球細胞移植を用いた血管新生治療の効

果が2重盲検試験で確認されたi3）ことより，関西

医大倫理委員会において狭心症患者への骨髄単核

球細胞移植治療が許可された．64歳の男性で，心

筋梗塞発症後8年を経過し，バイパス手術2回，

冠動脈形成術5回を受けている．CCS　class　IVの

重症狭心症であり，安静時狭心痛が頻発し，1日

15回程度のニトログリセリンスプレーを使用して

いる．肋間小切開にてNOGA　mappingシステム

で同定された虚血冬眠心筋に心外膜側より，自家

骨髄単核球を30箇所に移植した．14日以内に狭心

痛は全く消失した．冬眠心筋部位での運動低下部

位は改善した（赤から紫）（図7）．4か月間，週

一回24時間Holter心電図フォローした不整脈の

出現は認めなかった．CPK，　TorOPOi血で評価さ

れる心筋傷害は最小限であり，4日以内に正常域
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図6　NOGAマッピングシステムによる慢性虚血心筋への骨髄単核球移植

　　　Ameroid　constrictorで作製したブタ慢性虚血モデルにおいてNOGAシステムにより電気活動陽性（紫：Viability），

　　　壁運動低下（赤：wall　motion）の虚血冬眠部位（矢印）に約20箇所骨髄単核球をカテーテルを介して移植した

　　　（黒点）（左図）．3か月後には壁運動は著しく改善し（赤から紫色：右図），左心室収縮率（EF）は22％から49

　　　％へと増加した．BMI：bone　niarrow　implantation

図7

移植前一心筋壁運動

て’百 {・
ret・CE，

x

移植3月後一心筋壁運動

NOGAマッピングシステムによる狭心症症例への骨髄単核球移植効果の評価

壁運動低下（赤：wan　motion）の虚血冬眠部位（矢印）に約30箇所骨髄単核球を移植した．3か月後には壁運

動は著しく改善し（赤から紫色：右図），左心室収縮率（EF）は42％から53％へと増加した．　BMl：bOne・marrow

implantation

に復帰した．左心室収縮率は43％から52％へと増

加した．心筋シンチでは負荷後再分布現象は消失

し，運動対応能は3倍も冗進した（図8）．
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図8　SPECT－sestanibi心筋シンチによる狭心症症例への骨髄単核球移植効果の評価

　　左室面壁側壁の負荷後面分布領域（矢印）は骨髄単核球移植の3か月後には消失している．

　　BIS／ir：　bone　marrow　implantation

今後の方向

　一TAcr　Trial－Randomized，　Double－Blind　Control

Studyは世界で初めてその効果が確認された骨髄

細胞移植による血管新生医療である．閉塞性動脈

硬化やバージャー病など虚血下肢に対する骨髄単

核球細胞移植を用いた血管新生治療の効果が2重

盲検試験で確認されたことより，再建不可能な虚

血下肢への細胞移植治療の安全性・有効性が示さ

れた．重症狭心症への骨髄単核球移植は1例では

あるが，有望な血行再建治療と期待される．虚血

下肢に対する骨髄細胞移植症例では，可能性は非

常に少ないが，移植細胞のマクロファージへの分

化，血管平滑筋細胞への分化による冠動脈，頸動

脈の動脈硬化病変の修飾は，移植後の血管造影で

注意深くフォローがなされている．
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