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緒 言

【本研究の背景】 自家静脈 グラフ トは末梢血管外科領域において使用可能な唯
一の小 口径代用血管であ り、人工血管では開存不可能な下腿や足部へのバイパ

スに際 してグラフ ト材料 として使用 されている。 また、 自家静脈グラフ トは、

冠動脈バイパスにおいて も、いまだに有用なグラフ ト材料であ り、動脈 グラフ

トが使用できない症例や緊急例には好んで使用 されている。グラフ トとして採

取可能な自家静脈は限 られてお り、再手術等で使用 して しま うと代替材料が無

いことか ら、非常に貴重な自家資源であるといえる。

特に近年においては、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

用できる自家静脈の重要性が再認識 されてきている。

自家静脈は、動脈系に移植 される際に、その内面の内皮細胞の大部分がいっ

たん脱落 し、3～4週 間かけて再 び再生内皮細胞 で被覆 される 「再内皮細胞化」

re-endothelializationが 起 こることを我々 は報告 して きた。内皮細胞が脱落 して

いる期間が長いと、 さまざまな血漿成分や流血中の単核球細胞が血管壁 に侵入

して静脈壁の血管平滑筋細胞 を刺激 し、内膜肥厚を引き起 こすが、やがて内皮

細胞によって被覆 され ると、内皮細胞か らのNOや プ ロスタサイ ク リンな どの

分泌 に よって内膜肥厚がお さまることが、 これ までの血管分子生物学で得 られ

た知見か ら立証 されつつある。 しか し、この内皮細胞再生過程が何 らかの原因

で遅延 した り、あるいは、再生 した内皮細胞の機能が障害 されていると、内膜

肥厚が治ま らず、やがて静脈グラフ トの狭窄や閉塞につながると考えられてい

る。

臨床例では、グラフ ト開存を脅かす内膜肥厚が静脈グラフ トを移植 した患者

の約20%に 発 生 し、術後1～2年 の間 にこの グラ フ ト狭窄 に対 して修復手術 を

必要 とした り、あるいは、グラフ ト閉塞にいた ることか ら、この内膜肥厚が静

脈グラフ トの開存率低下の最 も大きな原因 となっていることが20年 ほ ど前 か ら

指摘 され てい る。 内膜肥厚は、繰 り返 し起 こることで、貴重な自家血管資源の

枯渇につながることばか りでなく、末梢バイパス手術の成績が この内膜肥厚 に

よっていまだに向上 しないことがバイパス手術普及の停滞の一因 となってお り、

内膜肥厚の解決は血管外科において急務 といえる。

この静脈グラフ トの内膜肥厚に対 して、各種の抗血小板薬、プ ロスタグラン



ディン製剤、抗凝固薬な どが使用 されてきたが、実験的な内膜肥厚に効果があ

っても、臨床例 に対 してこれ らの薬剤 は内膜肥厚 によるグラフ ト狭窄を予防す

る効果 は全 く証明 されてお らず、多 くの研究者 が長年研究 してきたにも関わ ら

ず、いまだに、未解決のまま残 されている。 この ことは、従来の血管内面の抗

血栓性 に主眼をおいた内膜肥厚制御のあ り方か ら発想 を転換する必要があるこ

とを示唆 している可能性がある。

この ような観点に立って、米国ではいち早 く、E2Fと い う細胞 分裂 を促す転

写因子 をブ ロックするデ コイ核酸医薬を血管壁 に導入 して、血管壁における平

滑筋細胞の過剰な増殖を抑 え、内膜肥厚 を抑制する治療法の確立を目指 した。

この治療法は非常に高い注 目を集 めたものの、多施設臨床治験の結果、有効性

を証明できなかった。

【本研究の 目的】我々は、内膜肥厚を移植直後の一種の虚血再還流障害に対す

る過剰な反応 と捉 え、その過剰な反応を制御す ることで内膜肥厚 を抑制できる

のではないか とい う仮説を立て、本研究を立案 した。すなわち、静脈グラフ ト

を採取 し、そこに動脈血流を流す ことで、静脈グラフ トは虚血再還流障害を受

け、NFkB(NuclearFactorkappaB)な どの転写因子 が活性化 され る。NFkBは

アポ トーシス を介 して内皮細胞脱 落な どに関与す るとともに、各種接着因子や

PDGFな どの増 殖 因子 の転 写 を促 して、 炎症細胞の侵入や平滑筋細胞の脱分

化 ・遊走の トリガーとな りうる転写因子であ り、 この転写因子の過剰発現を抑

えることで、静脈グラフ トの過剰な内膜肥厚を防止できると考 えた。

この仮説を実証す るために、本研究では、1)静 脈 グラフ トの移植 時 に実 際

にNFkBの 転 写やそれ に続 くdownstreamの 反応 が静脈壁 で起 こってい るか ど

うかの証明、2)こ の転 写因子 を制御 す るツール と して、転写因子のbindingsite

の配列 を もったお とり核 酸(デ コイODN)を 静脈壁 内の細胞 に効率的 良 く導入

す る方法の開発、3)実 験的静脈 グ ラフ ト内膜 肥厚 に対す るNFkBデ コイの 血

vivoに お ける内膜肥厚抑制効果 の3点 につい て明 らか にす る必 要が あり、これ

らを実現する目的で以下の実験を行った。

{1) 静脈 グラフ ト移植 におけるNFkB活 性化の証明

【目 的】

静脈グラフ ト移植時に炎症性サイ トカインに深 く関係す る転写因子であるNF

kBの 活性化 が起 きてい るこ とを明 らかにする。



【材料 と方法】

イヌ伏在静脈 を採取 し、その静脈 グラフ トにて同 じイヌの大腿動脈を置換 し、

一定期間後の静脈グラフ トを摘出 し、グラフ トに存在す る細胞の核蛋 白を抽 出

し、electrophoreticmobilityshiftassay(EMSA)を 用い てNFkBの 活性化 の

有無お よびそ の時間的推移 について解析 した。詳細 な実験手順や試薬 について

は、巻末の論文に記載 した。

なお、イヌの伏在静脈は、大腿静脈 に比べて、 口径が小 さく、大腿動脈の置

換において適切なサイズであ り、かつ、壁厚があ り、構造的に ヒ トの大伏在静

脈に類似 してい ることから、この静脈 を今回の一連の実験で使用す ることとし

た。

【結 果】

イヌの伏在静脈グラフ ト移植モデルにおいて、NFkB活 性 は、静脈 グ ラフ ト

採取直後か ら増加 し、移植後2日 目に ピー ク とな り、移植 後7日 目まで にコン

トロール レベル まで低下する時間経過 を呈 した 倦 満 詮文 、晦 刀。

NFkB活 性化 は、静脈 グラフ ト採 取操作そのもの、 さらには、採取 して再還

流 され るまでのグラフ トの虚血と再還流障害に起因す るものである可能性が考

えられた。

このNFkBの 活性化 が内膜肥厚発 生 に関与 しているのか、その活性化を阻止

することで、静脈グラフ ト内膜肥厚発生を阻止できるのかど うかを以下の実験

で検討 した。

(2) 静脈グラフ トへの核酸導入方法の検討

【目 的】

血管壁 におけるNFkBの 活性 化 を阻 止す る方 法 と して、NFkBのDNA

bindingsiteの 塩基配列 を有す るオ リゴヌ ク レオチ ド(ODN)を 細胞 内に導入す

ることで、活性化 したNFkBを 導入 したODNで トラ ップ し、その結果、転 写

活性 を阻止す るとい う手法を選択 した。

動脈壁 よりも薄 く、脆弱な静脈壁への遺伝子導入方法は確立 されていない。

静脈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。

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

に生食で希釈 したODN溶 液 を満 た し、150mmHgな い し300mmHgの 圧 を

か けて30分 静置。

②HVJ-Envelope法:HVJ(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:ODNは わずか に導入 され る ものの、導入のために圧 をあげると静

脈壁の膨化、内皮細胞脱落や内膜亀裂な ど血管壁の障害が生 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6灘 叡 晦2ノ 、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。

・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、かつ、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・EIlvelope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。

(3) NF'kBdecoyに よる静 脈 グラ フ ト内膜 肥厚抑制効果 の

検討

【目 的】

静脈 グラフ トの内膜肥厚に炎症性の転写因子であるNFkBが 重要 な役割 を果

た しているのか ど うか、 さらに、内膜肥厚の治療戦略 として、デ コイ導入が有

用な手段 となるのか どうかを明 らかにす るため、下記の要領で、invivO実 験 を

行 った。

【方 法 】

雑 種 成 犬 の大 腿 動 脈 を 下腿 か ら採 取 した伏 在 静 脈 グ ラ フ トで 置 換 し、 一 定 期

間 後 に静 脈 グ ラ フ トを採 取 した。 静脈 グ ラ フ ト移 植 に際 して 、 実 験 群 にNFkB

decoyを 対 照群 にはScrambledecoyをHVJ-Envelopevectorを 用 い て導 入 した。

各 々 のdecoyの 塩 基 配 列 を 下 に示 す 。

NF-xBdecoyODN;

5'-CCTTGAAGGGATTTCCCTCC-3',3'-GGAACTTCCCTAAAGGGAGG-5';

scrambleddecoyODN,

5'-TTGCCGTACCTGACTTAGCC-3',3'-AACGGCATGGACTGAATCGG-5'.



以下の4つ の実験 を行 った。

1)NFkBDecoyのNFkB活 性 化阻止の確 認実験;NFkBdecoyが 目的の静脈

グラフ トのNFkB活 性 化阻止 を果 た してい るか ど うかを検討 した。

NFkBdecoyODNま たは対照 のscrambleODNを 静脈 グラフ トに導入 し、

静脈 グラフ トをイヌ大腿動脈に移植 し、移植後、最 もNFkB活 性 が高か った移

植 後2日 目にグ ラフ トを摘 出 して、摘 出グラフ トか ら細胞内蛋 白を抽出 し、

NFkBの 活性化 をEMSA法 によ り測定 した。

2)NFkBdeocyに よる静脈 グラフ ト内膜肥厚抑制 実験

移植 グラフ トを移植後4週 間後 に摘 出 して、 ホル マ リン固定 し、グラフ ト中

央部にて短軸切片を作成 し、各標本 につき3ス ライスの組織標 本画 像 をコン ピ

ューターに取 り込み、NIHimageと い う解析 用 ソフ トを用 いて、 内膜の厚みを

測定 し、同時に測定 した内腔面積で標準化 して示 した。

2)NFkBDecoyのICAM・1活 性 化 抑 制 効 果 の 検 討:

NFkBdecoyが どの よ うに内 膜 肥 厚 抑 制 に 関 わ って い る の か を明 らか にす る

た め、NFkBのdownstreamproteinの 一 つ で あ るICAM・1の 活 性 化 を測 定 し

た。

なお 、 実 験 方 法 の詳 細 につ い て は 、 巻 末 の 論 文 を参 照 の こ と。

【結 果】

1)NFkBDecoyのNFkB活 性化阻止;

NFkBdecoyを 導入 して移植 後2日 目の静 脈 グラフ トにて、scrambleODN

導入群 と比べNFkB活 性 が有意 に抑制 され てい るこ とが確認 された。

2)NFkBdeocyに よる静脈 グラフ ト内膜肥厚抑 制実験

移植後1ヶ 月時 の組織切片 の計測 にて、内膜肥厚部の面積は、scrambleODN

導入群 とNFkBdecoy導 入群 で比較 した ところ、NFkBdecoy群 で有意 に内膜

肥厚が抑制 され る ことが明らかとなった6齢 叡 、晦 あ 晦6ソ 。 なお、その

内膜肥厚の抑制効果の大きさは、同時に同 じモデルを用いて行ったE2Fdecoy

の成績 とほぼ同程度 であった。

3)NFkBDecoyのICAM・1活 性 化 抑 制 効 果 の 検 討:

ICAM・1mRNA発 現 を測 定 した 結 果 、scrambleODNに 比 較 して 、NFkB

decoy導 入 群 で は 、 明 らか にICAM・1mRNA発 現 が減 少 して い た`齢 詣 文

Iig.3,Fig.4)o



以上の結果 より、下記の結論を得た。

① 静脈グラフ トにおいて、お とり核酸decoy導 入 によ りNFkB活 性 を抑制す

るこ とが可能 とな った。

②NFkB活 性 をお とり核 酸decoy導 入 によ り抑制す る ことで、 内膜肥厚が抑

制 されたことか ら、NFkBは 静脈 グラフ トの内膜 肥厚発生 に重要な転写因子

であるといえる。

③NFkBに よる内膜肥厚発 生の一部 は、ICAM-1を 介す る可能性 が示唆 された。

考 察

これまで、各種の薬剤が静脈グラフ ト内膜肥厚の抑制目的に使用されてきた

が、臨床で信頼できる効果のある薬剤はいまだ皆無であり、そのような領域で

今回、イヌでの静脈グラフ ト内膜肥厚を抑制できたことで、以下の2点 におい

て非常に意義がある。

1)今 回のような遺伝子工学的手法を用いた内膜肥厚抑制の試みは極め

てユニークであること

2)炎 症を抑えるという、従前とは全く異なる観点から内膜肥厚抑制を試

み、その有効性が少なくともイヌで示されたこと

以上の知見に基づいて、内膜肥厚を制御する戦略が大きく変化、前進 してゆ

くことが期待 される。

1)遺 伝子工学的手法 に よる内膜肥 厚抑制

今回、デ コイ核酸は、HVJ-Envelopeベ クター を用 いて血管壁 に導入 された

が、 ウイルスの増殖能 を破壊 して使用 している とはいえ、何 らかの免疫反応

(表 面蛋 白に対す る免 疫反応)が 生 じる可能性 は高 く、そ のベ クターへの反

応 として、炎症が過度に生 じて、そのベ クター一に対す る炎症がNFkBdecoy

によって抑 え られてい る とい う見方 もできないわけではない。

また、臨床応用に取 り組む際にも、できるだけ倫理的障壁が低い導入方法

を選択すべきであ り、その観点か らも、倫理的に問題がな く、炎症を引き起

こさず、かつ、導入効率が非常に良い とい う導入方法を模索する必要がある。

今回の本研究を実施 中に、米国で行われた細胞周期 に関連す る転写因子で

あるE2Fdecoyを 加 圧法 に よって 自家 静脈 グ ラフ トに導入 してその効果をみ



る大規模臨床試験が行われ、世界中か ら注 目を集 めていた。その結果が最近

発表 されたが、結果 は、対照群 とほぼ同等の内膜肥厚発生率であ り、残念な

が ら、ヒ トの静脈グラフ トにおけるE2Fdecoy導 入 の有効性 を示す ことはで

きなか った。

このE2Fdecoyの 多施設臨床治験 でなぜ 効果 が証 明できなかったかを明 ら

かにす ることも重要である。導入方法の問題や、導入効率の問題、 さらに、導

入する核酸の標的遺伝子の選択、効果持続時間な どの問題であった可能性 もあ

り、解明が待たれるとともに、今後、それに基づいた改良や発展が望まれる。

特に、効果の持続時間は最 も大 きなハー ドルであ り、通常、細胞 内に導入 さ

れた核酸は3～4日 程度 で分解 され るこ とか ら、いかにこの期間を延長 させるか

が重要 になって くると考えられる。

2)炎 症 と内膜肥厚

これ まで、内膜肥厚 は、内皮細胞の再生障害、血小板活性化お よびそれに

引き続 く血小板由来増殖因子やサイ トカインな どの因子が深 く関わっている

もの と考え られていた。 しか し、近年 になって、動脈硬化やバージャー病、

各種膠原病、動脈瘤などの血管疾患の発症や進行において、炎症の関与がク

ローズアップ されてきている。すなわち、炎症の存在 により、内皮細胞障害

発生時の修復過程の変化や、中膜平滑筋細胞の形質転換、炎症性サイ トカイ

ンによる各種接着因子の発現 とそれによって起 こる細胞成分の血管内への侵

入など、多くの研究結果が蓄積 されつつある。

最近では、静脈 グラフ ト内膜肥厚は、CRP高 値 を示 した患者群 で起 こ りや

すい とい う臨床研究 も報告され、注 目されている。

我々は、本研究で、炎症関連の蛋 白の発現を促進する転写因子であるNFk

Bに 着 目し、実験 を進 めた結果、確 かに静脈グラフ トの内膜肥厚が有意に抑

制 された。 このことから、内膜肥厚の発生過程 において、「炎症」が重要な要

素であることが示唆 され、炎症 と内膜肥厚の関連について さらなる研究成果

が期待 される。


