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1．末梢動脈
血管内皮前駆細胞移植による血管再生治療

川本　篤彦1, 2　　浅原　孝之1～3
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はじめに

　血管内皮前駆細胞（endothelial progenitor cell: EPC）と

は，未分化で分化能・増殖能に富み，かつその発生運

命が血管内皮細胞系列にほぼ規定された細胞，つまり

血管内皮へ分化し始めた細胞（血管の幹細胞）である。

1997年に成人の末梢血から初めてEPCが発見1）されて以

来，今年で10年目を迎えるが，この間にEPCの生理

的・病理的な体内動態，EPCの治療適用等に関する研

究が進み，EPCの臨床的重要性が強く認識されてき

た。本稿では，EPCの生物学的特性を生かした血管再

生治療のコンセプト，これまでの基礎・臨床試験成

績，さらに将来の展望について，自験例を中心に概説

したい。

EPCの成体内での動態

　成体における血管形成は，炎症，虚血，損傷，腫瘍

形成などのさまざまな生理学的・病理学的現象の際に

観察されるが，その機序として成熟血管内皮細胞の増

殖・遊走による血管新生（angiogenesis）が従来から提唱

●症例報告●

され，血管内皮成長因子，線維芽細胞成長因子，肝細

胞成長因子など種々の血管新生因子が同定されてき

た。しかし，EPCの成人末梢血からの発見以来，成体

における血管形成には，血管新生のみならず，EPCの

循環血から局所への生着および同部位での分化・増

殖・遊走による血管発生（vasculogenesis）現象も貢献し

ていることが明らかになった。また，骨髄移植マウス

等を用いた基礎研究によると，EPCは成体内では骨髄

に多く分布しているが，虚血・炎症・創傷・腫瘍形成

等の病態の存在下，またはgranulocyte colony stimulating

factor（GCSF）・granulocyte and macrophage colony stimu-

lating factor（GMCSF）等のサイトカインやエストロゲン

等のホルモン投与により骨髄から末梢血へ強制動員さ

れ，循環血を介して血管形成部位へ辿り着き，血管形

成に貢献する2, 3）（Fig. 1）。これらの知見は，血管再生治

療のためのEPCの採取・分離法の確立にも役立ってい

る。また，最近の臨床研究で，EPCの生理学的重要性

が深く認識されるようになってきた。すなわち，糖尿

病症例や動脈硬化危険因子の多数保有症例では，健常

者に比して流血中のEPC数が少なく，かつその増殖

能・遊走能等も低いことが報告された4, 5）。また，流血

中のEPC数の少ない動脈硬化患者では心血管系の予後

不良因子を多数保有しており，血管内皮機能も低下し
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要　旨：血管内皮前駆細胞（endothelial progenitor cell: EPC）は，骨髄から末梢血への動員，血管形

成部位への生着，同部位での増殖・分化・遊走を経て，新規血管発生に貢献している。近年，虚

血性疾患に対するEPC移植による血管再生治療に関する基礎・前臨床研究が発展し，現在では欧米

を中心に初期段階の臨床試験も開始されている。当施設でも重症慢性下肢虚血患者を対象にした

GCSF動員CD34陽性細胞移植による血管再生治療臨床試験を実施中で，現在，最終登録症例におけ

る有効性・安全性を評価中の段階である。（J Jpn Coll Angiol, 2007, 47: 201–207）



202 脈管学　Vol. 47, 2007

血管内皮前駆細胞移植による血管再生治療

した。蛍光標識されたEPCは，心筋虚血モデルでも標

的臓器に選択的に集積し，ラット由来の内皮細胞と共

同して虚血部での血管再生に寄与していた。特筆すべ

きことに，移植されたEPCは，非虚血部心筋へはほと

んど集積していなかった。EPC移植により，移植 4 週

後での毛細血管密度の増加，左室リモデリングの抑制

効果が認められた。これらの組織学的な治療効果に

伴って，心エコー図による左室機能（左室内径短縮率，

局所壁運動スコアなど）の改善効果も認められた。

Kocherら10）は，GCSFにより強制動員されたヒト末梢血

CD34陽性細胞をヌードラットの心筋虚血モデルに静脈

内投与した。移植されたCD34陽性細胞は，前述した培

養EPC移植と同様の治療効果を示し，梗塞部周囲心筋

のアポトーシスも抑制した。さらに筆者ら11）は，前臨

床研究としてブタ慢性心筋虚血モデルを用いて，自家

EPCの心筋内移植を試みた。実際の手技としては，

EPCを経カテーテル的にNOGA心内膜マッピングガイ

ド下に虚血領域へ選択的に移植した。この前臨床研究

でも，EPC移植による心筋虚血の軽減効果・心機能の

改善効果が確認されている。

　重症の虚血性心疾患に対する再生医療のアプローチ

としては，血管再生だけではなく心筋再生も重要であ

る。従来，EPC移植では血管のみが再生される（心筋は

再生されない）と考えられたため，心機能の改善という

面で治療効果の限界が指摘されてきた。しかし，上述

ていることが報告6）された。つまり，EPCは動脈硬化患

者の予後を規定しうる重要な内因性因子の一つである

ことが判明してきた。

虚血性疾患に対するEPC移植による
血管再生治療（前臨床研究）

　上記のようにEPCの体内動態が明らかになるにつれ

て，その治療適用に向けた研究が注目を集めてきた。

Kalkaら7）は，健常人の末梢血単核球を培養して得られ

たEPCをヌードマウスの下肢虚血モデルに移植した。

EPCを下肢虚血 2 日後に静脈内投与すると，移植され

た細胞が虚血部位に集積し，マウス由来の血管内皮細

胞と共同して血管再生に貢献していることが組織学的

に確認された。組織学的な毛細血管密度やレーザード

プラ法による虚血肢の血液灌流も，細胞移植後に有意

に改善した。この結果，重症虚血後壊死に対する下肢

温存率が，対照群でそれぞれ 7～ 8％にすぎなかったの

に対し，EPC移植群では59％と著明に改善した。

Muroharaら8）もヒト臍帯血から採取したEPCを下肢虚血

ヌードラットに移植し，同様に良好な成績を報告して

いる。これらの基礎研究成果をもとに，EPC移植によ

る下肢虚血に対する血管再生治療の臨床試験が開始さ

れている（後述）。

　著者ら9）は，ヌードラットの左前下行枝結紮モデル

に対して，健常人末梢血由来の培養EPCを静脈内投与

Figure 1　Kinetics of endothelial progenitor cells (EPCs) in physiological and pathological conditions.
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したように，急性・慢性心筋虚血でEPC移植後に虚血

部位の血液灌流のみならず左室収縮能も改善すること

が明らかになっている。また，最近の研究では，in

vitroにおける心筋細胞との共培養12），in vivoでの虚血心

筋内への移植実験13）でEPCが心筋細胞にも分化し，梗

塞心筋の再生に貢献し得ることが判明しており，今後

の研究の発展が期待される。

臨床適用のためのEPC採取・分離法

　現在，移植に必要なEPCの採取法，分離法の検討が

進んでいる。方法の一つは，EPCの表面マーカー

（CD34，AC133等）に対する抗体を用いて，末梢血ある

いは骨髄の単核球からEPCを分離する方法（fresh isola-

tion法）である。ただし，上記の表面マーカーはEPCと

造血幹細胞に共通しているため，分離された細胞の中

には造血幹細胞も混入している。今後，EPCに対する

より特異的なマーカーの発見が求められている。その

一方で，fresh isolation法は，造血幹細胞移植ですでに

臨床適用されており，Isolex（Baxter社），CliniMACS

（Miltenyi Biotec社）などの磁気細胞分離装置を用いれ

ば，滅菌された閉鎖回路内で細胞を簡便に分離でき，

細胞の培養・加工を要さない。また，これらの装置を

用いて分離されたCD34陽性細胞やAC133陽性細胞を造

血幹細胞として移植した臨床経験の中では，細胞移植

による副作用は報告されていない。したがって，fresh

isolation法は，EPCの純度の点で若干の問題を残しては

いるものの，分離技術および安全性が確立されている

面から，臨床適用の初期段階に適した方法と考えられ

る。臨床における細胞採取源としては，骨髄または末

梢血が中心になるが，これまでの基礎研究成果から，

CD34陽性細胞（またはAC133陽性細胞）の有効用量は

105個/kg以上と考えられるので，骨髄では全身麻酔下

での大量採取，末梢血ではGCSFなどのサイトカインを

用いて骨髄細胞を末梢血に強制動員させた後にアフェ

レーシスでより多数の細胞を採取する等の戦略が必要

である。

　これに対して，末梢血・骨髄の単核球やfresh isola-

tion法で分離されたEPC分画を培養増幅し，より多数の

EPCを採取する方法（ex vivo expansion法）もある。より

多数のEPCが得られるようになれば，局所麻酔下での

少量の骨髄採取や低用量のGCSF投与による少量の末梢

血幹細胞採取でも治療効果を期待できるようになり，

治療侵襲・有害事象の軽減が期待できる。ex vivo ex-

pansion法では，使用する細胞や培地，培養期間等に

よって得られるEPCの数，純度，移植時の治療効果が

一様でないが，これまでに報告された範囲内では，単

核球の培養では血清の使用が必須（同種移植時には不適

切）であり，増幅効率・EPC純度も不十分なようであ

る。われわれが最近確立した培養法では，fresh isola-

tion法で得られたCD34陽性細胞あるいはAC133陽性細

胞を無血清培地下で効率よく増幅することを可能にし

た。増幅された細胞は，さらに培養を続けるとEPCコ

ロニーを確実に形成することも観察している。いずれ

にせよ，ex vivo expansion法では，細胞の培養・加工を

行うので，臨床適用に際してはcell processing center

（CPC）施設の整備が必須であり，当初は限られた施設

でのみ実施し得る次世代治療といえる。

EPC移植の臨床適用の現況

　虚血性疾患に対するEPC移植に関する基礎研究，前

臨床研究に引き続いて，同細胞移植の臨床適用も開始

されている。Stammら14）は，心筋梗塞患者に対する冠

動脈バイパス手術中に自家骨髄AC133陽性細胞の心筋

内移植も併用し，術後に左室機能と心筋灌流が改善し

たという。Assmusら15）は，心筋梗塞患者への急性期血

行再建の後に11例に自家末梢血培養EPC，9 例に自家骨

髄単核球を移植した。両移植群で左室収縮能および左

室viabilityが同等に改善したという。これらの成績は，

虚血性疾患に対するEPC移植の臨床的有用性を示唆し

ているが，現時点ではパイロットスタディのレベルにと

どまっている。今後，細胞培養法の改善，治療群・対

照群の設定，治療効果の評価システムなどについて，

さらに科学的な検証が必要である。最近になって，米

国St. Elizabeth’s Medical CenterのLosordoら16）は慢性重

症虚血性心疾患患者24例に対するGCSF動員自家CD34

陽性細胞の経カテーテル的心筋内移植臨床試験（二重盲

検プラセボ対照用量漸増試験）を行った。同細胞移植に

よる重篤な有害事象は発生せず，各群の症例数が少な

いため治療効果を統計学的には解析していないが，心

筋虚血に関する自他覚所見（狭心発作頻度，負荷心筋シ

ンチ所見等）はプラセボ群に比してCD34陽性細胞移植

群で改善度の大きい傾向が認められているという。こ

の結果を踏まえて，さらに大規模な多施設共同研究が

開始されており，その成果が注目されている。
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当施設におけるEPC移植臨床試験

　上記のように欧米でEPC移植による血管再生治療の

臨床試験が開始されているが，そのほとんどが虚血性

心疾患を対象にしており，著者らが調査した限りでは

下肢虚血性疾患を対象とした系統的な臨床試験成績は

報告されていない。

　当研究室では，2003年11月から慢性重症下肢虚血に

対する自家CD34陽性細胞移植による血管再生治療に関

する第I/II相臨床試験を開始している。試験デザインは

単盲検下での用量漸増試験である。対象はFontaine分類

III度，IV度の慢性重症下肢虚血患者（閉塞性動脈硬化

症，バージャー病）で，血管形成術やバイパス手術の適

応にならない重症例である。EPCの採取・分離法は，

GCSFの皮下投与（基本用量10�g/kg/day，5 日間）により

骨髄から末梢血へ動員された単核球をアフェレーシス

で採取した後に，磁気細胞分離法により単核球中の

CD34陽性細胞をEPC分画として分離している。CD34

陽性細胞の投与は腰椎麻酔下に行い，治療効率を高め

るため虚血下肢筋肉内への局所投与としている（Fig.

2）。CD34陽性細胞の移植用量は，低用量（105個/kg）群

から開始し，順次中用量（5 × 105個/kg）・高用量（106個/

kg）群へと移行した。各症例における試験治療の効果・

安全性は，細胞移植の 1 年後まで追跡している。本試

験は医師主導の第I/II相臨床試験ではあるが，方法・結

果の科学性・再現性を担保し得る詳細な臨床試験実施

計画書（プロトコル）および概要書に基づいて実施され

ている。症例登録・データ解析は独立したデータセン

ター（臨床研究情報センター）で実施し，試験成績の客

観性を確保している。また，有害事象については，米

国National Cancer Instituteの共通毒性基準に基づいて，

重症度を客観的に評価している。さらに，治療の効

果・安全性については，外部専門家で組織された独立

データモニタリング委員会において最終評価を受けて

いる。

　現在までに17症例を登録し，登録した全例でCD34陽

性細胞移植を実施した。第17例目を最終エントリー症

例として本年 1 月に治療し，現在経過観察中である。

中間解析を最終症例の治療 3 カ月以降で実施する予定

であり，現状ではいまだ詳細は不明であるが，これま

でに細胞の採取・移植に関連した重篤な有害事象は発

生しておらず，下肢虚血性疼痛，足趾血圧，経皮的酸

素分圧，最大歩行距離等の有意な改善が認められてい

る。特筆すべき成果は，全例で下肢大切断を回避し，

歩行機能を温存し得た点である。以下に代表的な 1 症

例を提示する。

Figure 2　Methods of cell harvest, purification and transplantation of autologous CD34+ cells for patients with critical limb is-
chemia in our clinical trial.
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症　例：20歳，男性

診　断：バージャー病

治療前重症度：Rutherford分類III度 5 群，Fontaine分類

IV度

既往歴：3～13歳　気管支喘息，11歳　左下腿裂傷

現病歴：2003年 8 月より左第 3 趾・5 趾の潰瘍のため

入院し，下肢血管造影所見等からバージャー病と診断

された。内服・点滴治療，硬膜外麻酔，局所治療を受

けたが改善しないため，血管再生治療を目的に当セン

ターへ転院した。

喫煙歴：20本 / 日 × 4 年

合併症：なし

治療前血管造影所見：左下肢；前脛骨動脈の途絶，後

脛骨動脈のび漫性狭窄。右下肢；前脛骨動脈・腓骨動

脈の途絶，後脛骨動脈のび慢性狭窄。

治療経過：

① GCSF皮下注射：day 1～3; 10�g/kg/d，day 4; 5�g/kg/

d，day 5; 10�g/kg/d

② アフェレーシス（day 5）：処理血液量10L，採取単核

球数　2.9 × 1010個

③ CD34陽性細胞磁気分離（day 6）：分離CD34陽性細胞

数　2.0 × 108個

④ CD34陽性細胞移植（day 6）：移植CD34陽性細胞数6.6

× 106（105/kg）個

効果判定：

有害事象：

① grade 3～5（severe to death）：出現せず

② grade 2（moderate）：LDH一過性上昇

③ grade 1（mild）：腰痛，脾腫，ALP・CRP一過性上

昇，ヘモグロビン一過性低下

総　括：血管再生治療後に下肢虚血性疼痛の消失，血

行障害の改善，難治性潰瘍 / 壊死の治癒が認められ，下

腿・足趾を温存し得た（Fig. 3）。有害事象はすべて一過

性の軽度のものであり，治療を要さなかった。患者は

退院後，社会生活に復帰し，肉体労働（倉庫管理）も続け

ている。余暇には野球等のスポーツも楽しんでいる。

① 各評価項目

 治療前 4 週後 12週後 1 年後

下肢虚血性疼痛 
2 1 0 0

（FACES pain rating scale）

Toe brachial pressure 
0.04 0.35 0.40 0.54

index（TBPI）

② 潰瘍 / 壊死サイズ

 治療前 4 週後 12週後 1 年後

左第 3 趾潰瘍 /  
33/25 10/4 2/0 0/0

壊死（mm）

左第 5 趾潰瘍 / 
20/16 10/0 2/0 0/0

壊死（mm）

Figure 3　A clinical case with Buerger disease showing healing of toe necrosis (arrows) after CD34+
cell transplantation.
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　また，筆者らは重症慢性心筋虚血患者に対しても，

自家末梢血EPC移植治療に関する第I/II相臨床試験を計

画中である。本試験でも，下肢虚血患者への治療の場

合と同様に，GCSF製剤によるEPCの強制動員・アフェ

レーシスによる末梢血単核球採取・磁気細胞分離シス

テムによるCD34陽性細胞分離を行う。心筋虚血例での

細胞移植は，NOGAマッピングガイド下に虚血部位へ

経カテーテル的に行う予定である。これらの臨床試験

は，神戸医療産業都市構想の一環として設立された先

端医療センター（開発・治療部門）・臨床研究情報セン

ター（データ管理部門）・神戸市立中央市民病院（治療部

門）および岡山大学循環器内科との共同プロジェクトと

して施行されている。

おわりに

　EPC移植による血管再生治療について，背景となる

細胞生物学的知見から前臨床試験成果，さらに臨床試

験成績まで概説した。今後は，本治療の有効性・安全

性を大規模試験（多施設・ランダム化対照試験）でさら

に科学的に検証していく必要がある。その一方で，動

脈硬化患者，糖尿病患者等では循環血液中のEPC数と

その機能低下が知られており，自家細胞を用いた治療

に限界があることも示唆される。今後は，EPCの培養

増幅や遺伝子導入による機能回復等の新しい治療の開

発も切に望まれ，その基礎データとしても，現行の

CD34陽性細胞移植治療の試験成績は非常に興味深い。
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Transplantation of Endothelial Progenitor Cells for Vascular Regeneration

Endothelial progenitor cells (EPCs) contribute to postnatal vasculogenesis through mobilization from bone

marrow into circulation, recruitment into sites of neovascularization and differentiation/proliferation/migration at

the recruited region.  Following promising results of the preclinical studies regarding EPC transplantation for thera-

peutic vasculogenesis, several pilot clinical trials started for ischemic patients.  In our institution, a phase I/II

clinical trial of CD34+ cell transplantation in patients with critical limb ischemia has launched and the enrollment

and treatment (cell therapy) for the last patient has been just completed.  Final results of the ongoing trial are

expected to be out in the near future.  (J Jpn Coll Angiol, 2007, 47: 201–207)
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