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緒言

糖尿病患者の増加に伴い、下腿や足部あるいは冠動脈 といった小 口径領域の

動脈ヘバイパス手術を行 う機会が劇的に増加 し、また、長寿化 にともなって再

手術も増加 してい ることから、こうした小 口径領域に使用できる代用血管が不

足 し、救命や救肢を行 う上で問題 となっている。

現在、こうした小 口径領域で臨床上利用可能な人工血管は皆無であ り、 自家

の静脈や動脈 を使用 してい るが、これ ら自家資源は有限であ り、良質の自家血

管が得 られない場合にはバイパスを断念せ ざるを得ない。

このように、小 口径人工血管の臨床成績は極めて不良であ り、その理 由とし

て、ネズ ミや ウサギな どの小動物では、人工血管内面は容易に内皮細胞の進展

によって被覆 され、安定 した抗血栓性内面を形成す るが、大動物では内皮細胞

の被覆が不良で、特に ヒ トでは人工血管内面には内皮細胞はほ とん ど進展 しな

いことがあげ られ る。そのため、 ヒ トでは、宿主と人工血管 との連結部で治癒

障害による内膜肥厚を起こした り、抗血栓性 を獲得できなかった りして、早晩

閉塞することが、多 くの臨床標本か ら明 らかにされている。

このように、 ヒ トにおける小 口径人工血管のハー ドルは非常に高いが、血管

壁に遺伝子 を導入 して、内皮細胞 を誘導 した り、内膜肥厚を抑制 した りするこ

とができれば、小 口径領域においても人工血管が使用可能になると考えられる。

以上のような背景か ら、本研究では、1)血 管壁 に対す る遺伝 子導入 法の開

発、2)小 口径代用血管へ の内皮 細胞誘 導 の可能性について検討 した。

(1) 血管壁に対する遺伝子導入法の開発

【目 的】

小 口径代用血管への内皮細胞の誘導や内膜肥厚抑制の手段 として、血管壁の構

成細胞に遺伝子を導入する方法 を開発 ・確立す ること目的とし、下記の実験を

施行 した。

【材料 と方法】

ヒ トの小 口径血管 と口径 ・壁厚が近似 しているイヌ伏在静脈 を用いて、血管壁

構…成細胞への遺伝子導入方法 として①加圧法、②HVJ・Envelope法 、③ 超音波



法の比較検討 を行い、導入効率や血管壁への障害の程度などを比較検討 した。

さらに、遺伝子導入 した血管を動脈環境に移植 して、開存性や血管壁内に導入

した遺伝子の存在証明、活性などを測定 した。

導入遺伝子:①biotin標 識 オ リゴヌ ク レオチ ド、②NFkBdecoy、 ③HGFplasmid

(アンジェスMG供 与)

各導入法の実際 の方法 は下記 の とお り、

① 加圧法:加 圧 とい う物理的 な方法 に よって遺伝子導入を試みる方法。血管内

に生食 に希釈 したオ リゴデオキシヌクレヲチ ド(ODN)溶 液 また はプ ラス ミ

ド溶 液 を満 た し、150mm且gな い し300mmHgの 圧 をか けて30分 静置。

②HVJ-Envelope法:且VJ(セ ンダイ ウイル ス)の優れ た接着 能 ・細胞融合能 を

利 用 した方法で、ウイルスの病原性を回避する目的で、紫外線 を用いて ウイ

ルスを不活性化 し、そのenvelopeの み をベ クター と して用 い る方法。あら

か じめ、envelope内 に 目的の遺伝子 を封入 し、そのベ クター溶液で血管内腔

を満た し、30分 間37度 でイ ンキ ュベ ー シ ョンす る。

③ 超音波法:超 音波用造影剤溶液 で血 管内腔 をみた し、血管外か ら治療用超音

波をあてることで、超音波用造影剤粒子 を血管壁 と衝突 させ、その際にでき

る小孔を通 して遺伝子を取 り込む方法。レボビス ト溶液で血管内腔を満た し、

超音波装置の出力や超音波照射時間を調節 し、条件を設定す る。

【結 果】

① 加圧法:物 理的 な大 き さに依存す るので、プラス ミドはほ とん ど導入 されな

い。また、ODNは わず かに導入 され るものの、導入のために圧 をあげると

血管壁の障害が生 じるため、加圧法は組織の脆弱な血管への遺伝子導入法 と

しては適切な方法ではないと判断された。

②HVJ・Envelope法:

・導入効 率 ・導入様 式:内 膜 お よび 中膜 の内層 まで良好 に遺伝子導入 された。

ODN導 入 の場合 、40～50%の 細胞が導入遺伝子 マー カーであ るビオチンで染色

され(Fig.1)、 導入 された遺伝子 は、細胞 内に存在 して、少なくとも導入操作後3

日間 は細胞 内に とどまってい るこ とが示 された。

・血管壁障害:HVJ-Envelopeに よって導入 を行 った血管 の開存性は良好で、

遺伝子導入による血管壁障害は明 らかではなかった。ただ し、細胞浸潤 を認 め

ることや、ICAM・1発 現 レベル の上昇 を認 め るこ とか ら、 ウイルスのenvelope

に対す る免 疫反応 あ るい は非 特異的炎症反応を惹起 している可能性が示唆 され

た。

③ 超音波法:

・導入 効率 ・導入様 式:内 膜 お よび 中膜 の内層 まで良好 に遺伝子導入 されるが、



細胞内 とともに細胞外(間 質)も 強 く染色 され 、物理 的 に血管壁内には入 った

ものの有効 に細胞内に到達できない遺伝子が多いことが示唆 された(Fig。2)。

・ 血 管壁 障害:超 音波法 に よって遺伝 子導入 した静脈を静脈 グラフ トとして移

植 したが、開存率は33%で あ り、超 音波 に よる物理 的ダメージが影響 してい

るものと考えられた。

・導入効率 と超音波出力の調整等によって、改良の余地があるものと考えられ

た。

以上の検討か ら、血管壁 とい う脆弱で、かっ、内面性状をきび しく追求 しな

ければならない場における遺伝子導入法 としては、HVJ・Envelope法 が最 も優

れ てお り、加圧 法や超音 波法 といった物理的な方法 よりも勝っていると考 えら

れた。従って、以下の遺伝子導入については、HVJ-Envelope法 を用 いて実験

を進 め るこ ととした。

ただ し、HVJが 有す る膜蛋 白に対す る宿主の反応(非 特異 的炎症反応や免疫

応 答)が 血 管壁 の炎症 ひいて は療痕化 を招 く可能性 もあ り、 さらに臨床応用 を

想定 した場合には、そ うしたベクターを使用することに対する倫理的配慮 も必

要であると考えられることか ら、さらに異なった手法を探求 してゆく必要があ

る。

(2) 小口径代用血管への内皮細胞誘導

【目 的】

代用血管への内皮細胞の進展 ・被覆が、ヒ トにおける小 口径代用血管の内膜

肥厚 を抑制 し、長期開存 ・実用化につながるとい う仮説のもとで、人工血管や

その他の素材、間質、細胞の種類、さらには遺伝子導入な どを吟味 して、内皮

細胞を誘導可能な代用血管の開発を行 うことを目的 とした。

【材料 と方法】

・ 下記代用血管に細胞を播種 し、その細胞か ら出 されるgrowthfactor等 の シ

グナル に よって内皮 細胞 が誘 導 され、代用血管表面を被覆するかどうかを検

討するため、下記のごとく播種す る細胞の種類や細胞の足場 として適切な

ECM(extra-cellularmatrix)の 種類 につ いてinvitroで 検討 した。

・ 人 工材料 での検討 に加 えて、同種動脈や脱細胞化 した同種動脈などの生体材

料を用いた小 口径代用血管についても同様の検討 を行った。



・上記にて作成した小口径代用血管をイヌ大腿動脈に移植 し、開存成績や摘出

標本の組織学的検討を行った。

使用した材料は下記のとお り

① 代 用 血 管

・人 工 血 管:polybuthyleneterephtalateとpolyethyleneterephtalateに よ

る3mm径 織 布 人 工血 管(テ ル モ 社 提 供)(細 胞 進 入 、血 管 新 生 な どを容 易 に受

け入 れ る こ との で き るporosityの 大 き な 人 工 血 管 を使 用)

・同種 動 脈(新 鮮 同種 動 脈 移 植 、 凍 結保 存 脱 細 胞 化 同種 動 脈 移 植)

② 使 用 細 胞:下 記 の 細 胞 を 、 セ ル カ ウ ン ター を用 い て 細 胞 数 をカ ウ ン トし、 一

定 数 を代 用 血 管 に播 種 した 。

イ ヌ 大腿 動 脈 由来 内皮 細 胞 お よび 平 滑 筋 細胞 お よび 市 販 ヒ ト大 動 脈

平 滑 筋 細 胞 、 ヒ ト月齊帯 静 脈 内皮 細 胞 、 ヒ ト末 梢 血 幹 細 胞 、 ヒ ト線 維

芽 細 胞 な ど

③ 播 種 細 胞 の足 場 と して の各 種 ゲ ル:

コ ラー ゲ ン ゲル 、 フ ィブ リンゲ ル 、Pluronicgel、 メ ビオ ー ル ゲル

④ 導 入 遺 伝 子:HGF(hepatocytegrowthfactor;ア ン ジ ェ スMG提 供)

⑤ 遺 伝 子 導 入 方 法:HVJ-Envelope法

【結 果】

1)平 滑筋細胞播種 人工血管

・培養 平滑筋細胞は、人工血管線維に接着 し、増殖するが、その反応 は人工材

料素材その ものに大きく影響を受けることが示 された。すなわち、臨床 で通常

使用 されているdacron繊 維 で は培養細胞 の接着 ・増殖 が乏 しい(Fig.3)の に対 し、

polybuthyleneterephtalateとpolyethyleneterephtalateの 混合線維 では、細

胞 の良好 な接着 ・増殖 とともに細胞外マ トリックスを分泌 してネ ッ トワー ク様

の細胞間連絡 を形成 した(Fig.4)。

しか し、培養 液 中のFGF-2、IGF、 イ ンス リンな どの増 殖因子 を投 与 ・増量

等によっても、線維間を埋めるような細胞増殖やECMの 旺盛 な分泌 は認 めなか

った。

・細胞環境の改善をはか り、上記1)の 問題 を解決す るた め、 コラー ゲ ンゲル

や フィブ リンゲル、Pluronicgel、 メ ビオール ゲル な どを使 用 して、移植実験を

行った。

・Invitroで 作成 した培養 平滑筋細胞播 種人工血管のイヌ大腿動脈への移植実験

を行ったが、人工血管はHGF導 入群 ・非導入 群いずれ も移植 後早期(3日 以 内)



に閉塞 した。

・人工血管の早期閉塞を回避 し、移植直後か ら移植後早期の抗血栓性 を付与す

る目的で、平滑筋細胞播種人工血管内面に内皮細胞を播種 して、移植実験を施

行 したが、やは り早期血栓閉塞にいた り、この種の織布人工血管の小 口径領域

における限界であると判断 し、下記の実験 を追加 した。

2)生 体材料を用いた小口径代用血管の開発

①新鮮同種動脈移植実験:

他 の個体 か ら大腿動脈 また は頚動脈 を採取 し、これを別 の個体へ移植す る同種

動脈移植 を行い、小 口径領域における代用血管 として使用可能であるか検討 し

た。

・開存性は極 めて良好で、参考資料 として添付 したラッ トの同種動脈実験移植

結果(巻 末 の参考論文)と 同様 に、イヌ大腿動脈移植 で1年 までの長期開存 を

得、 良好 な内面の抗血栓性が示された。

・摘出標本では、中膜細胞は移植 における拒絶反応によ り排除 されて無細胞化

した間質のみの管状構造を呈 してお り(Fig.5)、 中膜及び外膜 の脆弱化 に よる と

考 え られる拡張傾向を認 めた。

・内面の走査電顕所見では、宿主側か らの良好な内皮細胞誘導が認められた。

以上より、同種動脈は、極めて高い内面の抗血栓性と内皮細胞誘導性を有する

優れた生体材料であり、拒絶反応を軽減または回避する修飾が可能であればハ

イブリッド人工血管よりも実用的な生体材料 となりうることが示唆された。

拒絶反応を回避する方法として、脱細胞化を行い、追加実験を施行 した。

②凍結保存無細胞化同種動脈グラフト

同種動脈への拒絶反応の標的となる内皮細胞お よび中膜平滑筋細胞を除去する

ため、 トリプシンによる無細胞化 を行い、 さらにその内面に宿主の内皮細胞を

播種 して、小 口径代用血管として使用可能か検討 した。

・イヌの頚動脈お よび大腿動脈 を無菌的に採取 し、凍害防止用保存液 中で、凍

結保存 したのち、 トリプシン溶液にて脱細胞化 を行った。 トリプシン濃度 と ト

リプシン溶液浸漬時間を検討 した結果、凍結動脈 グラフ トでは新鮮動脈 グラフ

トに比べて脱細胞化が容易で、0.05%ト リプ シン溶液 に24時 間浸漬す る方法 で

十分 な脱細胞化 が得 られ ることが明 らかとなった(Fig.6)。



・脱細胞化同種動脈への宿主内皮細胞播種グラフ ト作成

凍結同種動脈 グラフ トに脱細胞処理を行い、さらに、そのグラフ トを移植する

宿主の内皮細胞を採取 ・培養 して、脱細胞化同種動脈内面に播種 し、内皮細胞

化 した脱細胞化同種動脈グラフ トを作成 した。内皮細胞化によ り、移植後早期

の抗血栓性が獲得 されることが期待 され る。内皮細胞化 したグラフ トの組織像

をFig.7に 示す。

考 察

小 口径領域の人工血管を開発することは急務であるが、そこには、移植後早

期の抗血栓性 と中間期の内膜肥厚 とい う問題が存在 し、その根底には生体の人

工物に対する反応 とい う大 きな障壁が存在 し、人 口材料が進化 し分子工学や遺

伝子工学が進歩 した現在において も未だ困難であるのが現状である。大 口径の

人工血管では生体 と人工物 との接合部である血管吻合部に問題 を生 じて も口径

が大きく大流量なので臨床上問題 にな らないが、小 口径の場合には、 口径が細

く流量 も少ないので、治癒障害すなわち内膜肥厚が人工血管閉塞の原因となる。

抗血栓性 を優先 して表面平滑な人工材料を選択すると、細胞親和性が不良で細

胞が良好に接着 ・進展 してこないため、その結果人工物の内皮細胞による被覆

が起 こらないとい うジレンマが存在す る。また、大動物では細胞が人工物へ侵

入す る機能が謁歯類な どの小動物 とは明 らかに異なってお り、 これが細胞の増

殖性によるものか、細胞の移動性によるものか、あるいは人工物への反応にお

ける特殊な細胞内情報伝達が存在す るのか未知の問題点が多 く存在 してお り、

小 口径人工血管の開発 ・実用化においては、今後、そ うした基礎的な問題の解

明なしには解決できないもの と考えられる。

また、吸収性の人工材料が近年注 目されているが、動脈環境 では、高圧で拍

動流 とい う状況か ら、瘤化の問題があ り、これ も実用化 には至っていない。

このように、本研究ではハイブ リッ ド人工血管開発に際 して、大 きな問題に

直面 し、開発には至 らず、今後の人工材料に対するヒ ト細胞の反応性 に関す る

基礎検討などの進展に期待するところとなった。

こうした人工材料の困難牲 を背景に、生体材料が再び注 目を浴びてお り、我々

と同時期に数カ所の研究室か ら、脱細胞化組織や臓器の各分野での応用が報告

され るようになってきている。すなわち、生体材料の優れた骨格や細胞外マ ト

リックスを応用 して代用組織 ・代用臓器 とす るアプローチである。 こ うした組

織骨格やマ トリックスに細胞成分を付与 した り、その細胞 に遺伝子操作を行 う



ことで、tissueengineeringを 駆使 した新 展開が期待 され る。

今後 、小 口径代用血管の開発に向けた研究を継続 してゆく上で、本研究で得

た多 くの増殖因子や細胞外マ トリックス使用のノウハ ウが役立ち、 さらに本研

究で取 り組んだ血管壁への遺伝子導入法が役立つ ものと考えられ る。
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Fig. 1. Gene transfer to canine vein graft using HVJ-Envelope 

vector ( Avidin-ALP stain with Hematoxyline counter stain)
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Fig. 2. Gene transfer to canine vein graft using 

Ultrasonic technique (Avidin-ALP  stain)



Fig. 3. Vascular smooth muscle cell seeded Dacron graft 

(cultured for  lmonth)
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Fig. 4. Vascular smooth muscle cell seeded hybrid artificial graft 

with polybuthylene terephtalate and polyethylene terephtalate. 

    (cultured for lmonth)



Fig. 5. Canine arterial allograft as small caliber prostheses. 

 (  one year after transplantation, H-E stain)



Fig. 6. Decellu larized arterial allograft (H-E stain)

Fig. 7. Decellularized arterial allograft with 

cell seeding (H-E stain)
endothelilal


