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研究成果の概要（和文）：重症虚血肢への自己骨髄細胞移植(BMI)による血管新生治療はある一定の効果はある
が、問題点が多い。我々は次世代血管新生治療として「重症下肢虚血に対する体外増幅自己赤芽球移植による血
管新生治療の第I/II相臨床試験(EVEETA)」を開発し良好な結果を得た。本研究では従来法であるBMI療法と体外
培養法によるEVEETA療法、この２つの血管新生療法の治療効果および安全性を検討した。いずれの治療法も急性
期効果は得られたが、長期効果を検討するとBMI療法では1年以内に約半数の症例で何らかの切断術が施行され
た。EVEETA療法では下肢切断術を要する症例はなく、治療効果が長期間持続していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the safety and efficacy of angiogenic cell therapy by 
implantation of ex vivo expanded immature erythroblasts cultured from autologous bone marrow cells
(EVEETA) for patient with critical limb ischemia comparing to implantation of bone marrow 
mononuclear cells(BMI).  Freedom from major/minor amputation rate was significantly higher in EVEETA
 than BMI.   

研究分野：医歯学系
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 日米欧では心血管・脳血管疾患等の虚血
性臓器障害が死因の約半数を占め、これ
ら虚血性疾患群は血管再生治療の潜在
的な適応である。当施設においても高度
先進医療の認可を受け重症虚血肢に対
する自己骨髄単核細胞移植（BMI）を
積極的に行ってきたが、真に血管再生を
必要とする重症患者に対しての効果は
不十分である。 

(2) BMIでは全身麻酔下に500〜1,000ccの
骨髄を採取するため、患者への侵襲が大
きい。また BMIの血管新生作用に影響
する因子には、虚血局所の環境と、移植
された骨髄の質があると考えられるが、
実際に BMIを施行した閉塞性動脈硬化
症等の患者骨髄総細胞数および CD34
陽性細胞数は健康人に比し、1/2ないし
1/10 程度であり、重症虚血患者ほど著
しい低形成を示した。 

(3) これらの問題点を克服するための方策
として、少量の自己骨髄から十分量の幼
弱赤芽球を体外で増幅する培養技術、す
なわち体外増幅自己赤芽球移植による
血管新生治療（Ex-Vivo Expanded 
Erythroblast Transplantation
（Autologous）(EVEETA study)の開発
に着手した。 

(4) 健康人骨髄から多段階比重遠心法によ
って各種分化段階の赤芽球を分離し、
VEGF, PLGF等の血管新生因子を測定
した結果、超低比重分画から精製した前
赤芽球から好塩基性赤芽球にかけての
未熟な赤芽球が血管新生因子を圧倒的
に活発に産生しており、ヘモグロビン合
成の開始後すみやかに産生能が低下す
ることが分かった。従ってこれら未熟な
赤芽球を体外培養で大量に入手するこ
とを培養法開発の目的とした。 

(5) 健康ヒト骨髄を用いて培養法の試行錯
誤を行った結果、TPO 等３種の造血因
子の存在下で７日間培養（一次培養）す
ることで赤血球前駆細胞が増幅され、さ
らにこれをEPO等３種の造血因子の存
在下で７日間培養（二次培養）すること
で、大量の未熟赤芽球が収穫された。 

(6) マウス下肢虚血モデルを用いて
EVEETA 治療と BMI 治療を比較検討
したところ、EVEETA(細胞 100 万個)
は BMI(細胞 100 万個)に比し有意に下
肢血流を改善させ、その効果は１０倍量
の細胞数を用いた BMI（細胞 1000万個
を移植）と同等の治療効果を示すほど強
力であった。 

(7) 平成 18年秋に当施設に設置の倫理委員
会および臨床研究審査委員会（IRB）か
ら当該第 I/II 相臨床試験の認可を受け
た。当施設に設置の GMPグレード細胞
培養センター（CPC）を利用し、平成
１９年より体外増幅自己赤芽球移植に

よる血管新生治療（Ex-Vivo Expanded 
Erythroblast Transplantation
（Autologous）(EVEETA study)の第
I/II相臨床試験を開始した（平成１９年
１ １ 月 、 International Standard 
Randomized Controlled Trial に登録、
ISRCTN-66803682）。平成 19-20 年度
科学研究費補助金に記載の研究費を資
金として、これまで１０例の末梢血管疾
患患者に対してEVEETA治療を施行し、
すみやかな下肢痛の軽減及び消失、難治
性皮膚潰瘍の縮小、局所組織酸素分圧や
皮膚灌流圧の上昇といった非常に良好
な結果を得た。 
 

２．研究の目的 
重症虚血肢への自己骨髄細胞移植(BMI)によ
る血管新生治療はある一定の効果はあるが、
問題点が多い。われわれは次世代血管新生治
療として「重症下肢虚血に対する体外増幅自
己赤芽球移植による血管新生治療の第 I/II相
臨床試験(EVEETA)」を平成１９年より開始
し、良好な結果を得た。そこで本研究では従
来法である BMI 療法と体外培養法による
EVEETA 療法、この２つの血管新生治療の
治療効果および安全性を検討した。 
 
３．研究の方法 
従来法であるBMIと体外培養法によるEVEETA、
この２つの血管新生治療の治療効果および
安全性を比較検討した。 
 
【対象患者と方法】  
末梢性動脈疾患（閉塞性動脈硬化症）・難治
性血管炎 [ビュルガー病・膠原病に伴う血管
炎など]  
 Fontaine 分類 III 度および IV 度、安静時痛
または虚血性潰瘍・壊死を有する患者で、著
しくQOLが障害されており血行再建術の適応
が無く、将来切断が予想される患者、もしく
は血行再建術後も血流の改善に乏しく（皮膚
灌流圧 40mmHg 未満）、重症虚血状態から離
脱できない患者。 
 
《骨髄単核細胞移植》 

全身麻酔下に患者腸骨から５００から１,０
００mL の骨髄採取を行う。骨髄採取方法は日
本骨髄バンク 骨髄採取マニュアルに準じ
ておこない、骨髄採取手技とトラブル発生時
の対処に習熟した血液内科医の協力のもと
手技を行った。 骨髄採取に先立ち、７日前
に自己血採取を行い、骨髄採取後、自己血輸



血を行う。採取した骨髄液を比重遠心法によ
り分離し、骨髄単核細胞分画（低比重細胞）
を集め
格筋内の１００カ所（
針を用いて投与
に応じて硬膜外麻酔または
た。 
 
《体外増幅自己赤芽球移植》

①骨髄の採取
 移植の１４日前に、病棟で局所麻酔
〜60mL
②骨髄細胞の培養
 採取した骨髄を新潟大学医歯学総合病院
生命科学医療センターに設置の
細胞プロセッシングルーム
同施設内においてすべての処理および培養
を行う。作業は専属の技師によって、作業手
順に従い実施される。１４日間の培養によっ
て、患者骨髄から体外で増幅された自己赤芽
球を主成分とし、他に骨髄由来間葉系細胞・
マクロファージなどを混ずる血管新生作用
の強い細胞混合物を得
（浮遊増殖細胞と付着増殖細胞の混和物）は、
培養に用いた薬剤を十分な洗浄によって除
去したのち、自己血小板血漿５０
CPC から搬出して移植に用い
③培養細胞移植
 CPC
液を虚血下肢骨格筋内の１００カ所
（0.5mL/1
投与時の麻酔には症例に応じて硬膜外麻酔
または全身麻酔を用いる。当日より５日間、
病床において同部位に
用エリスロポエチン製剤を筋肉内投与
 
４．研究成果
(1) 

(2) 
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を集め 50ml に濃縮し、同日中に虚血下肢骨
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細胞プロセッシングルーム
同施設内においてすべての処理および培養
を行う。作業は専属の技師によって、作業手
順に従い実施される。１４日間の培養によっ
て、患者骨髄から体外で増幅された自己赤芽
球を主成分とし、他に骨髄由来間葉系細胞・
マクロファージなどを混ずる血管新生作用
の強い細胞混合物を得
（浮遊増殖細胞と付着増殖細胞の混和物）は、
培養に用いた薬剤を十分な洗浄によって除
去したのち、自己血小板血漿５０
から搬出して移植に用い
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CPCから搬出された５０
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４．研究成果 
 本来であれば無作為割付にて「
細胞移植」、「体外増幅自己赤芽球移植」
の２群に割り付けし、いずれかの細胞移
植治療を施行する
再生医療新法の
新生療法はいずれも第２種再生医療等
に該当するため、新規に特定認定再生医
療等委員会に申請、承認されるまでかな
りの時間を要した。このため
分な症例を確保できず、
る前向き比較試験は本研究期間中には
施行できなかったため
て過去の症例も
た。 
 

 これまでに
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例に対し EVEETA

 
(3) 解析対象は膝下病変の重症下肢虚血症
例とした。膝上病変もしくは上肢虚血の
症例は解析対象から除外し
症例を、12

(4) BMI 療法を施行した症例
ジャー病 4
膠原病による難治性血管炎
1例であった。
均 2.88±1.11
として 66.7

(5) EVEETA療法の内訳は
閉塞性動脈硬化症
治性血管炎
平均 5.24±
果として 83.3

(6) EVEETA と
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EVEETA 療法では下肢切断術を要する症
例はなく、治療効果が長期間持続してい
ると考えられた
法との差は有意であり、
優位性が示唆された。
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EVEETA 療法を施行した

解析対象は膝下病変の重症下肢虚血症
例とした。膝上病変もしくは上肢虚血の
症例は解析対象から除外し
2例のEVEETA

療法を施行した症例
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1.11×109個で
6.7％で有効であった。
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閉塞性動脈硬化症 2例、膠原病による難
治性血管炎 8例であった。
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83.3％で有効であった

と BMI の長期治療効果を
 

上グラフに下肢切断術（大切断＋小切断）
からの回避率(Freedom from major/
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切断部位がかかとより中枢
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優位性が示唆された。
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