
要 旨

ASOを伴った血液透析患者を中心に末梢血幹細胞

による血管再生治療を行った．65例に行い，40例は

救肢された．切断の危険因子は糖尿病，壊疽だった．

また，メカニズムの解明とコントロールとの比較目的

にビーグル犬による実験を行った．毛細血管の増生と

血管内皮形成をみとめた．

はじめに

当院では，閉塞性動脈硬化症（ASO）を伴った血液

透析患者を中心に，末梢血幹細胞による血管再生治療

を行ってきた．今回，今までの臨床研究，およびその

メカニズムの解明とコントロールとの比較を目的に実

験研究を行ったので報告する．

1 臨床研究

1） 目的

今回の臨床研究の目的は，ASOや糖尿病性血管障

害の患者の四肢に末梢血幹細胞（CD34陽性細胞）を

局所注射して末梢血管の再生を図ることである．

すでに室原1），松原2）およびTateishi-Yuyama3）ら

によりASOの患者に骨髄移植法に準じて骨髄単核球

を約1×109個1）採取分離し，虚血下腿屈側骨格筋内に

移植後，1カ月で血流の回復，疼痛の軽減を認めたと

の報告はある．ただし，骨髄採取には全身麻酔や自己

血輸血が必要で，患者の負担が大きい．そこで，血管

内皮前駆細胞1）と考えられるCD34陽性細胞を骨髄か

らではなくアフェレシスによる末梢血採取法（PBSCC）4）

により調整した．

同法は末梢血幹細胞移植時の採取法としてすでに当

院で行われていて，健常者ドナーからの1回のPBSCC

で10～50×109個の単核球，1～50×107個のCD34陽

性細胞の採取が可能である．したがって，採取液を筋

肉内に投与することで骨髄採取から得られた単核球を

用いるのと同等かそれ以上の血管再生効果が期待され

た．さらに，採取液からCD34陽性細胞のみを純化5,6）

しようとすると1回に数十万円ほどの試薬が必要とな

る．採取液中には赤血球，単核球および血小板が混在

しているが，1×107個以上のCD34陽性細胞が含ま

れていれば，採取液をそのまま筋注することにした．

2） 対象と方法

四肢末梢血管血行障害の患者を対象とした．重篤な

虚血性心疾患と脳血管障害のないことを，循内受診，

脳CT等で確認した．

ついで，G-CSF5μg/kg/dayを4日間毎日皮下注

した．透析患者は透析後に投与した．毎日血液検査を

行い，白血球数が5万を越えたら2.5μg/kgに減量

した．4日目にPBSCC（末梢血幹細胞採取）をCS-

3000またはSpectraを用いて行った．非透析患者は

W ルーメンカテーテルを挿入し，また透析患者はシ
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ャント血管を用いた．採取されたCD34陽性細胞数

をフローサイトメトリー（FACScan）で計測した．

同日中に採取液を患肢に1カ所0.5～1.0mlずつ23G

針を用いて筋注した．麻酔は，上肢は腕神経叢ブロッ

ク，下肢は腰麻によった．術後1週間は白血球数や凝

固系の変動を観察した．治療効果の判定は，自覚症状，

プレチスモグラフ，サーモグラフ，ABI（足関節/上

腕血圧比），3D-CTおよび血管造影によった．

なお，臨床研究対象者に対する人権擁護上の配慮と

して，平成13年12月27日に札幌北楡病院医学倫理

委員会による審査を受けた．G-CSFの副作用で心筋

梗塞や脳血管障害を起こした報告4,7）がある．したが

って，重篤な虚血性心疾患や脳血管障害がないことを

確認すべきであるとされた．さらに，PBSCCの副作

用，CD34陽性細胞投与の効能，利益・不利益を提示

し，患者，家族が承諾した場合に施行することにした．

3） 結果

現在までに65例に行った．年齢は44～86歳（平均

66.5歳）．男40例，女25例で，血液透析中の患者が

48例（73.8％）を占めた．平均透析歴は7.4年だった．

一方，糖尿病合併例は48例で，血液透析例48例中

38例（79％）が糖尿病だった．足に治療したのが62

例，手が4例（左手足が1例）で，Fontaine1度が

3例，2度6例，3度14例，4度が42例あった．

移植したCD34陽性細胞数は0.18～15.9×107（平

均3.5×107）個で，改善が22例（観察期間が1～29

カ月），変化なし18例（1～21.5カ月），切断が25例

（0.4～26カ月）あった．切断は 24例が Fontaine4

度で14例は壊疽を伴っていた．また，1カ月以内に

切断となった例は8例あり，全例がFontaine4度で，

7例が男性で血液透析を行い，また糖尿病を合併し，

6例が壊疽を伴っていた．全症例を通しての救肢率は

61.5％だった．

治療前での各種検査の結果は，サーモグラフでは

65例中47例に低温領域を認めた．プレチスモグラフ

では，64例中49例で脈波が消失した．3D-CTでは，

血管描出が不良であったのは59例中53例あった．

ABIは，治療後救肢されている25例で平均0.48，切

断となった18例は0.39だった．

治療後1カ月での自覚症状とサーモグラフの改善の

パターン，およびプレチスモグラフと3D-CTのパタ

ーンが似ていた．一方，ABIでは，変わらない例が

多かった．

次に症例を示す．

① 症例1

68歳女性．ASO，CRF（HD中），DMあり．主訴

は両足潰瘍．1992年12月より血液透析を導入．1998

年11月，ASOの診断でPGE1製剤処方されるも効な

く，2001年12月，細胞治療を行った．

G-CSFを4日間投与すると白血球数は4万台まで

上昇した（図 1）．4日目に CS-3000で PBSCCを行

った．処理量は10Lで約3時間を要し，57mlの採取

液を得た．その中の単核球数は20×109個で，CD34
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図1 PBSCCと細胞移植（症例1）



陽性細胞数はフローサイトメトリーにより 4.0×107

個あった．そこで，同日中に手術室で両足腓腹筋内に

あわせて79カ所筋注した．

なお採取液中には赤血球が240万/μl，血小板が80

万/μlの濃度で混在していた．白血球数は術後2～3

日で正常化した．50日後には潰瘍は縮小し，プレチス

モグラフ上脈波が出現した（図 2）．12カ月後には潰

瘍は消失した．

② 症例5

56歳男性．ASO，CRF（HD中），DMあり．主訴

は両足壊疽，左前腕の疼痛と，3，4指のチアノーゼ．

2001年12月より血液透析を導入．2002年4月，右足

壊疽のため膝下切断．7月より左前腕の冷感，疼痛が

出現．8月には左第1趾が壊疽となり切断，左上肢の

鎮痛にNSAIDを処方し，9月に胃潰瘍を併発．10月

に細胞治療を行った．

64mlの採取液を133カ所皮下注，筋注した．術直

後は左手がグローブのように腫脹したが，次第に軽減．

1カ月後にはチアノーゼや疼痛は改善し，プレチスモ

グラフでは脈波が出現した．

③ 症例42

細胞治療後6.5カ月で切断となった．切断肢腓腹筋

の観察では，CD34陽性細胞の集積，FactorⅧ陽性

の毛細血管の増生あり，細胞治療の効果とされた．

④ 症例58

最近は治療効果の判定に血流シンチグラフィを用い

ている．99mTc-HSA 1～2mlを静注し，腹部大動脈，

後脛骨動脈，足尖部などの血流を測定する．症例58

は各領域での改善を認めた．

4）考察

Isner8），Asahara9），Shintani10），室原1）らは，1997

年頃よりCD34陽性細胞の分画中に血管内皮前駆細

胞が存在し，これは骨髄に由来し，虚血肢における血

管新生に関与することを実験的に明らかにした．さら

に，細胞移植による血管再生療法の臨床応用も2000

年より，室原1），松原2）およびTateishi-Yuyama3）ら

により開始された．CD34陽性細胞は末梢血より骨髄

に豊富に存在することから，全麻下に自己骨髄液を

500～600ml採取し，比重遠心分離法（CS-3000によ

る）にて骨髄単核球を分離した．約1×109個を虚血

肢に筋注した．経過良好で最長14カ月2）下肢の血流

増加は保たれた．

また，稲葉5,6）らは，2001年頃よりCD34陽性細胞

を骨髄からではなく末梢血よりPBSCCにて採取し，

さらに免疫磁気ビーズ法を用いて純化して患肢に筋注

した．細胞数は1～4×107個で術後経過良好であった．

症状の改善には1×107個で十分とされた．

一方，高倉11）らは，血管新生のメカニズムは内皮前

駆細胞ばかりでなく，骨髄や末梢血中の血液細胞その

ものが内皮細胞に成長因子を供給して血管新生を促す

とした．また，Asahara9）は，実験的に CD34陽性

細胞と陰性細胞とを一緒に培養することでCD34陽

性細胞の血管内皮細胞への分化が促進されるとした．

今回，稲葉5,6）らの方法に準じてCD34陽性細胞を

末梢血より採取したが，純化は行わなかった．1×107
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図2 細胞移植前後の経過（症例1）

局注前 50日後 12カ月後



個以上採取されていればほかの血液細胞が混入してい

ても問題はなく，また血管再生に有効と考えた．

治療後1カ月での臨床成績で，自覚症状の改善とサ

ーモグラフでの改善のパターンが一致していることよ

り，自覚症状の改善は温度の上昇によるとした．また，

プレチスモグラフと3D-CTの改善パターンがほぼ同

様のことより，下腿3分枝での血流の増加により，趾

尖の脈も改善されたが，ABIで変わらなかった例が

半数を占めていたことより，血流は増加しても，足関

節での血圧を上げるほどのものではなかったと考えた．

つまり，阻血肢において血流を増やし，温度を上げ，

趾（または指）尖での脈波を改善させうるが，血圧を

上げるほど強力ではなかった．一方，切断肢の組織所

見で，移植した細胞による毛細血管の新生を認めた．

毛細血管が増えることで，血流が増加すると考えた．

適応について室原1）らは，ASO，バージャー病でほ

かの治療に反応しない40～75歳の患者で，除外項目

として悪性新生物，重症の糖尿病性網膜症，虚血性心

疾患とした．また，松原2）らは同様に，外科や内科治

療にて改善しない ASO，バージャー病で Fontaine

3～4度の虚血肢を有する患者とした．除外例はコン

トロール不良の糖尿病，網膜症，悪性腫瘍例であった．

当初，重篤な虚血性心疾患と脳血管障害のみを除外

項目としたところ，切断例が65例中25例発生した．

切断の危険因子は，糖尿病，Fontaine4度および壊

疽の合併である．

糖尿病48例中切断となったのは24例（50％）あっ

たが，非糖尿病17例中切断は1例（6％）のみだった．

一方血液透析患者 48例中切断となったのは 21例

（44％）で非透析17例中切断は4例（24％）で，糖尿

病のほうがより危険と考えられた．

Fontaine4度で特に壊疽を合併すると，切断の危

険は増大する．したがって，壊疽が指趾をこえる場合

は，非適応と考えられる．一方，指趾にとどまる場合

は細胞治療の際デブリードメントを行い，壊疽部を可

及的に切除することで，成績向上を目指したい．

PBSCCを行う上で日本造血細胞移植学会のガイド

ライン12）があり，基礎疾患として冠動脈疾患，脳血管

障害，糖尿病を有する人，癌の既往のある人は G-

CSF投与を避けるか慎重に行うようにされている．

海外では末梢血幹細胞ドナーの死亡例7）もあることよ

り，当院倫理委員会でも上記除外項目が設定された．

65例中ほとんどの症例が慎重投与例にあたるが，心

エコー，心筋シンチおよび脳CTで重篤な所見がなけ

れば，あるいはあっても循環器内科等で良好にコント

ロールされていれば，G-CSFやPBSCCに伴う重大

な合併症はなく，安全に治療できた．

2 実験研究

1） 目的

犬の虚血肢に対してPBSCを筋注することで血管

新生が促されることを確認することと，コントロール

として生食を筋注し，比較検討をする．

2） 方法

ビーグル犬（雌）体重8～10kgの大腿動脈を結紮

し虚血肢モデルとする．G-CSF2μg/kgを7日間皮

下注後，7日目にPBSCCを行う．使用器械は人と同

じSpectraを用いた．総頚動脈より脱血し，前肢の

皮静脈に返血した．採取されたPBSCを内転筋や簿

筋に筋注する．

観察項目は，①血管造影により大腿動脈結紮直後と

4週間後とで，血管新生が出現しているか確認する．

②内転筋ないし簿筋を生検し，組織学的に血管新生が

あるか評価する．また採取されたPBSCを蛍光色素

でマーキングした上で筋注し，アルカリフォスファタ

ーゼ（AP）染色10）と比較して，血管内皮となってい

るか観察した．

対象を，①生食動員後生食筋注，②G-CSF動員後

生食筋注，および，③G-CSF動員後PBSC筋注に分

けた．

3） 結果

① 生食動員後生食筋注（n＝1）

血管造影では，新生血管の発達で大腿動脈の再疎通

を認めた．

② G-CSF動員後生食筋注（n＝1）

G-CSF投与により白血球数は11,150から36,700に

増加した．血管造影では，①群と同様に新生血管の発

達で大腿動脈の再疎通を認めた．

③ G-CSF動員後PBSC筋注（n＝4）

G-CSF投与により白血球数は平均11,175から35,353

に増加した．CD34陽性細胞は，平均3.80×106個採

取された．血管造影では新生血管の発達で大腿動脈は
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再疎通．①，②群よりやや多く毛細血管の発達を認め

た（図3）．

組織学的には，③群で，2日後，14日後に細胞塊が

筋線維の間に認められた．14日後の細胞塊は，APが

陽性に染まった．さらに4週後には，蛍光を発する細

胞に一致してAPが陽性に染まった．14日後のよう

に塊状でなく散在性にあった．また形状からも血管内

皮を疑う円形の細胞を認めた（図4）．

4） 考察

血管造影では，G-CSF動員PBSC筋注群が，ほか

の2群に比べて毛細血管が発達した．つまり，コント
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図4 G-CSF動員PBSC（蛍光染色）筋注（4週後）

蛍光顕微鏡 アルカリフォスファターゼ染色

図3 血管造影（動物実験）
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ロールに比べて細胞治療は有効と考えられた．また，

G-CSFで動員のみを行い，虚血肢に生食を筋注して

も，コントロールとほとんど変わらないことから，虚

血肢に直接PBSCを筋注するほうが有効である．

今回は，G-CSFを用いないで，PBSCを採取する

ことは行っていないが，採取されるCD34陽性細胞

は少なくなり，やはり，効果は下がると思われる．

組織学的に，14日後まで筋注した細胞が塊状に存

在し，さらにAP染色陽性であることから，血管内皮

になってきたと考えられた．さらに，4週後の所見で，

円形の細胞が蛍光を発し，APも陽性に染まったこと

より，筋注したPBSCが毛細血管内皮を形成する可

能性が高まった．つまり，細胞治療のメカニズムを説

明する所見と考えられた．
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