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研究成果の概要：重症の下肢虚血患者に対して骨髄単核細胞移植による血管再生治療が行われ

てきたが、全身麻酔で大量の骨髄を採取する必要があり、また最重症例には無効であった。我々

は骨髄中に含まれる未熟な赤血球系の細胞が血管再生を行うことを見つけた。少量の骨髄から

大量の赤血球系の細胞を増幅培養する方法を開発した。この細胞が実際に強力な血管再生作用

を持つことを動物実験で確認した。倫理委員会の承認を受けて５例の患者に治療を行った。目

立った副作用はなく、また最重症例にも有効であった。今後は他の医療施設からも患者を引き

受ける予定である。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 重症下肢虚血患者に対する血管再生治
療として骨髄単核細胞移植療法（BMI）が行
われてきた。本治療法では全身麻酔下に大量
の骨髄を採取するなど患者自身への侵襲が
大きく、また術前 TcO2 が 30 未満の最重症例
では術後も下肢切断を免れ得なかった。より
洗練された新しい細胞治療の開発が望まれ
ていた。 
(2) 当初は骨髄中に多く含まれる血管内皮
前駆細胞による血管形成（Vasculogenesis）
を期待して BMI が始められたが、この治療に

よる血流の回復は主に既存の血管から発育
する血管新生（Angiogenesis）であることが
わかり、あらたな機序の解明が必要であった。 
(3) われわれはマウスを用いた in vivo 実験
およびヒト細胞を用いた in vitro 実験から、
BMI では移植細胞に含まれている未熟赤芽球
が骨髄マクロファージとの協調作用によっ
て血管新生を起こすことを明らかにした
（Ozawa, et al. JMCC, 2006）。 
 
２．研究の目的 
(1) 局所麻酔によって採取した少量の骨髄細
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胞に含まれる造血幹細胞・前駆細胞から、増
幅培養によって強力な血管新生作用を有す
る未熟赤芽球を得る技術を開発する。 
(2) マウスの下肢虚血モデル治療実験により、
上記培養細胞が in vivo で優れた血管新生作
用を発現することを示す。 
(3) 実際の患者に本法（EVEETA法）を用い、
その有効性と安全性を確認する。 
 
３．研究の方法 
(1) 骨髄細胞の分離と精製 
 最も血管新生因子の産生が活発な赤芽球
の分化段階を知る目的で、健康人骨髄細胞か
ら多段階比重遠心法と免疫時期ビーズ法を
組み合わせて、造血幹細胞・前駆細胞（CD34
陽性細胞）、前赤芽球・好塩基性赤芽球（低
比重 CD235a 陽性細胞）、多染性赤芽球（中比
重 CD235a 陽性細胞）、正染性赤芽球（髙比重
CD235a 陽性細胞）の４つの分画を得た。これ
らの細胞に発現する分化抗原をフローサイ
トメトリー法およびmRNAの定量PCR法で
測定した。各種血管新生因子の発現を ELISA
法およびmRNA量の定量PCR法で測定した。 
(2) 細胞培養 
 細胞培養は、骨髄に含まれる幹細胞や前駆
細胞から未熟な骨髄系細胞を増幅する第１
段階の培養（rhFlt3L・rhSCF・rhTPO を添加）、
そこから未熟赤芽球系細胞を増幅する第２
段階の培養（rhEPO・rhSCF・rhIGF-I を添加）、
さらに成熟した赤芽球を増幅する第３段階
の培養（rhEPO・rhIGF-I を添加）を連続的に
おこなった。 
(3) マウス下肢虚血の治療実験 
 マウス下肢虚血モデルの治療実験には
B57/BL/6N マウスを用いた。細胞移植には同
系のマウスから採取した骨髄を用いた。1×
106個または 1×107個の骨髄 MNC を EPO (400 
IU/kg BW)を含むメディウム 0.1ml に再浮遊
させ、虚血作成 1時間以内に虚血部位に筋肉
内投与した。体外増幅マウス赤芽球は 1×106

個の細胞を EPO (400 IU/kg BW)を含むメディ
ウム 0.1ml に再浮遊させ、筋肉内投与した。 
 下肢虚血作成 7日後に下肢血流測定をレー
ザードップラー (MoorLDI)を用いて行った。
両側下肢 Flux を測定し、虚血左下肢の健側
右下肢に対する比を虚血下肢血流の代表値
として用いた。その後屠殺して大腿四頭筋を
摘出して、各種の検討に用いた。 
(4) 臨床試験の策定と審査 
 多施設共同研究 TACT：「骨髄細胞移植を用
いた末梢性血管疾患の治療」に準じ、対象患
者・評価スケジュール等を定めた「慢性重症
虚血下肢患者を対象とした体外増幅自己赤
芽球を用いた血管再生治療に関する研究・第 
I/II 相臨床試験（EVEETA study）」の実施計
画書を作成し、新潟大学医学部倫理委員会お
よび新潟大学医歯学総合病院医薬品・医療機

器等臨床研究審査委員会（IRB）に審査の請
求を行い、両者からの承認を得た。これをも
とに米国に設置の国際治験登録センター
（ISRCTN）に治験の登録を行った。 
(5) 試験培養の実施 
 培養手順書、安全性試験手順書等の必要書
類を作成し審査を受け承認された。５名の健
康人男性から説明と同意ののちに骨髄を採
取し、培養プロトコールに完全に従った方法
による試験培養を行い、培養プロトコールの
効率・有効性および安全性の検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 赤芽球の分化段階 
 結果を図１に示す。EPOR は低比重赤芽球で
発現し中比重赤芽球で発現が強く増強した
のに対し、SHP-1 は低比重赤芽球で発現が低
下し中比重赤芽球で発現がほぼ消失してい
たので、この精製法および mRNA 定量法が分
子生物学的にもうまく機能していることが
確認された。VEGF・PLGF・PDGF・FGF-2・HGF・
Ang-1・NP-1 の血管増殖因子群は、赤芽球の
中では低比重細胞に最も強く発現していた。
このことはヘモグロビン合成開始前後の未
熟な赤芽球が最も強力な血管新生作用を持
つことを示唆し、この分化段階の赤芽球を体
外で増幅することが培養法樹立の目的であ
ると考えた。 

 
(2) 3 段階培養による赤芽球の分化 
 結果を図２に示す。メイ・ギムザ染色像の
所見では、第１段階培養の終了時には帰属不
明の骨髄系芽球様形態を示す細胞とマクロ
ファージが主な構成成分であったものが、第
２段階培養の終了時には主に前赤芽球に分
化するとともに一部にマクロファージを混
じ、第３段階培養の終了時にはヘモグロビン
合成が進行していた。第３段階培養に SCF を



 

 

加えた条件ではヘモグロビン合成が抑制さ
れていた。細胞表面抗原解析では、第１段階
培養の終了時に CD34 陽性細胞が増幅される
と同時に CD33 陽性の骨髄系細胞が主体を占
めるとともに多くの CD14 陽性細胞（マクロ
ファージ）を混じていたが、第２段階培養の
終了時には CD235a 陽性細胞（赤芽球）が主
な細胞で一部に CD14 陽性細胞を混じ、第３
段階培養の終了時にはさらに CD235a 陽性細
胞が増加していた。これはメイ・ギムザ染色
像の所見と一致する。 

 
 細胞総数では第１段階培養の終了時に 1.8
倍、第２段階培養の終了時に 32 倍、第３段
階培養（SCF 非存在下）の終了時に 118 倍、
SCF 存在下に 163 倍に増加していた。EPOR の
mRNA 量は第２段階培養の終了時に増加を示
し第３段階培養でさらに増加した。一方、
SHP-1のmRNA量は第２段階培養の終了時にか
なりの減少を示し第３段階培養でさらに減
少した。VEGF および PLGF の蛋白発現と mRNA
発現は第２段階培養の終了時に強く誘導さ
れ、第３段階培養で減少した。PDGF・FGF-2・
HGF・Ang-1・NP-1 の mRNA 発現は第１段階培
養で強く誘導されたが、第２段階培養で著し
く減少した。以上のことから、２段階の培養
で目的とする未熟赤芽球が得られ、第３段階
の培養によって赤芽球をさらに分化させる

ことは本目的には則さないことが分かった。 
(3) 培養日数の調整と CD34 陽性細胞精製 
 第１段階の培養日数を７-１０日間、第２
段階の培養日数を４-７日間として比較を行
った。細胞総数では、第１段階の培養日数を
延長しても大きな効果は見られず、また第２
段階の培養日数を短縮すると細胞数の増加
が著しく損なわれることがわかった。VEGF お
よび PLGF の蛋白発現と mRNA 発現は、細胞総
数とほぼ同様の分布を示した。このことから、
第１段階の培養日数を７日間、第２段階の培
養日数を７日間とすることが適切であると
考えた。 
 培養開始時に CD34 陽性細胞を精製する必
要があるか否かを検討した。同じ骨髄サンプ
ルから、1 x 104コの CD34 陽性細胞を含む骨
髄 MNC と、精製した 1 x 104コの CD34 陽性細
胞を２段階（7 + 7 日）で培養した。２段階
培養終了時の細胞総数は両者でほぼ同等で
あったが、EPOR の mRNA 発現は MNC の方が高
値を示した。VEGF の蛋白発現および mRNA 発
現は MNC の方が有意に高く、PLGF の蛋白発現
および mRNA 発現は両者でほぼ同等であった。
PDGF・FGF-2・HGF・Ang-1・NP-1 の mRNA 発現
は両者で差がなかった。このことから、培養
開始前に CD34 陽性細胞を精製する必要はな
いと考えた。 
(4) マウス下肢虚血の治療 
 マウスの赤芽球増幅では、第１段階４日間、
第２段階４日間の合計８日間で培養するこ
とで体外増幅赤芽球を得た。マウス下肢虚血
作成部位にメディウムのみを７日間筋注し
た群、EPO を７日間筋注した群、1 x 106コの
骨髄細胞浮遊液（B-6）を day 0 に筋注し翌
日よりメディウムのみを６日間筋注した群、
EPO を含有する 1 x 106コの骨髄細胞浮遊液を
day 0 に筋注し翌日より EPO を６日間筋注し
た群、EPO を含有する 1 x 107コの骨髄細胞浮
遊液（B-7）を day 0 に筋注し翌日より EPO
を６日間筋注した群、EPO を含有する 1 x 106

コの体外増幅赤芽球浮遊液（E-6）を day 0
に筋注し翌日より EPO を６日間筋注した群、
および健常マウスの７群間で比較を行った
（図３）。 
 血流の回復の検討では、B-6 + EPO に比し
E-6 + EPO で有意に良好な血流改善効果が得
られ、体外増幅赤芽球移植の効果はその 10
倍数の骨髄細胞移植の効果に匹敵した。E-6 + 
EPO群では筋組織内のBcl-2の mRNA高値が観
察され、Bcl-2 が主に血液細胞に発現する抗
アポトーシス因子であることから、移植７日
目においても移植された赤芽球が同部位に
投与された EPO によって生存が高められた可
能性が示唆される。E-6 + EPO 群で、血管内
皮および組織に由来すると思われる抗アポ
トーシス因子である Bcl-XL が B-6 + EPO 群
に比して有意に高く、血管内皮に由来する



 

 

PECAM-1 および eNOS が有意に高いことから、
体外増幅赤芽球移植によって血管の生存が
高まったか、および/または一旦血管が減少
したあとに血管再生がおこったと考えられ
る。E-6 + EPO 群では組織中の VEGF の mRNA
量が有意に高かった。 

 
(5) 試験培養の結果 
 骨髄単核細胞から培養を開始し、細胞数で
約 10 倍、赤芽球の絶対数で約 30 倍、目的と
する前赤芽球（ヘモグロビン合成開始前後の
未熟赤芽球）の絶対数で約 500 倍の増幅効率
である細胞浮遊液（未熟赤芽球 60%前後、マ
クロファージ 10%前後、その他未熟骨髄系細
胞 30%前後）が得られた。この結果から臨床
試験の本培養で患者から採取する骨髄量を
試算し、患者年齢を２で割った値（mL）が適
当であると判断した。 
 本培養においては病原体に関して安全で
あるとされる豪州産のウシ血清を用いたが、
製品出荷時の試薬残留の程度を調べる目的
で、高感度 ELISA 法によるウシ血清アルブミ
ンの測定を行った。FBS の残留率は 0.1 ppm 
程度であり、十分に洗浄除去されていた。 
 出荷サンプルを用いて、エンドトキシン濃
度の測定、マイコプラズマ抗原の測定、好気
性菌・嫌気性菌等の培養試験などを行った結
果、培養工程での菌混入が皆無であることが
確認された。これらの結果を提出し、本培養
の承認を受けた。 
(6) 患者の登録と臨床効果および安全性 
 登録した５例の患者の疼痛の程度（VAS）
および患肢の酸素分圧について移植前と移
植４週間後の測定値を図 4に示す。 
 全例で VAS の低下が認められた。症例１~
３で TcPO2 の改善を認めた。また、症例４お
よび５では TcPO2 の改善が明らかでなかった

が、より末梢の血流を反映する SPP 値では著
明な改善が見られた。 

(6) 考案と展望 
 本 EVEETA 法では全身麻酔による骨髄採取
が不要で患者への侵襲が低い。また、これま
で行ってきた BMI による血管再生治療では、
TcPO2が30未満の最重症例に対する有効性が
低かったが、EVEETA 法による治療では最重症
例に対しても有効であった。 
 今後さらに当施設での登録症例を増やす
と同時に、他の施設からも患者を受け入れ、
EVEETA法のBMI法に対する優越性の根拠を示
す必要がある。 
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