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(はしがき)

動脈硬化の終末像である動脈の石灰化は、病態を重症化するのみならず内科的、外科的治療を困難

にしている(添 付論文参照)。動脈壁の石灰化は病理学的に、主に内膜硬化(粥 状硬化)と して内

膜に選択的に発生する病態と糖尿病 ・維持透析例にみられる中膜石灰化の2つ があるが、本研究は

特異的な微小石畳状石灰化を形成する中膜石灰化のメカニズムを解明し、石灰化防止に関わる因子

を明らかにすることを目的とした。研究対象は当該石灰化を確実に発生するモデルとして、ヒト糖

尿病/維 持透析例のバイパス術後静脈グラフトを主な研究対象として、石灰化病変形成初期におけ

る発生の局在、進展様式、それに関わる遺伝子発現などを検討した。その結果、移植早期グラフト

において、中膜細胞外に約30nmの 最ノ1・微小石灰化早期病変を検出することができた。これは移植

1-3か 月の段階でみられ、自家静脈中膜内に、石灰物質はリンとカルシュウムの混合物であり、

分子数個分の大きさで、個々に独立して細胞外に存在した。中膜石灰化の終末像と対比して考察す

ると石灰化は中膜膠原線維の側鎖を起始部として成長が始まる可能性が推察された。

研究組織

研究代表者 笹嶋唯博(捌ll医 科大学 ・医学部 ・教授)

研究分担者 山崎弘資(旭ll医 科大学 ・医学部 ・講師)

角浜孝行(捌1医 科大学 ・医学部 ・助手)

交付決定額(配 分額)

平成16年 度

平成17年 度

平成18年 度

6,300千 円

3,600千 円

3,900千 円

計 13,800千 円

一1一



研 究 発 表

誌 上発 表

1.ShimizuN,AzumaN,NishikawaT,HirataS,MorishitaN,KanetaY,SasajimaT:Impactof

nuclearfactor-xBdecoytransfectiononveingraftintimalhyperplasia.JCardiovascSurgin

press

2.KadohamaT,OhtaniN,SasajimaT:Hepaticarteryaneurysminvolvingtheproperhepaticand

gastroduodenalarterytreatedusingagastroepiploicartery血situbypass.JVascSurginpress

3.SaitohY,Kaneda.Y,SasajimaTeta1.Transfectionofhumanhepatocytegrowthfactorgene

amelioratessecondarylimphoedemaviapromotionoflymphangiogenesis.Circulation

2006;114:1177-84

4.AzumaN,InabaM,AkasakaN,HagaM,GohK,SasajimaY,ErdemCC,SasajimaT:Limb

salvageachievedbyparamalleolarbypasswithtopicaltreatment.JpnJVascSurg2005;14:83-89

5.AkasakaK,AkasakaN,SasajimaT,SumpioBEetal.Homocyste血epromotesp38-dependent

chemotaxisinbovineaorticsmoothmusclecells.JVascSurg2005;41:517-22

6.SasajimaT,InabaM,AzumaNetal.Novelanastomoticmethodenablesaorto-femoralbypass

forpatientswithporcelainaorta.YearBookofVascSurg2004.MonetaGL.Ed.Mosby.

Philadelphia.pp349-50;2004

口頭 発 表

笹 嶋 唯 博 シ ンポ ジ ウ ム血 行 障 害 の あ る下 肢 創 傷 を ど う治 療 す る か 一外 科 治 療.第5回 日本 フ ッ

トケ ア 学 会2007.2.17

SasajimaT.Vascularproblemsofdiabeticfoot.DabteticfootworkshopinJeddah.(Saudi)2006.11.3

SasajimaT.Limbsalvagefordiabeticpatientswithextensivetissueloss.6出IntemationalVascular

Conference(Saudi)2006.11.2

SasajimaT.Isanexclusiveveinpolicyforarterialreconstructionsbelowkneearealisticgoal?TheCongress

ofTaiwanSocietyforVascularSurgery(Taipei)2006.9.9

SasajimaT.Noveloperationforfoot-salvageinpatientswithBuerger'sdiseasenothavinggraftabledistal

arteries:Distalvenousarterializationbypasscombinedwithfreeflap.4`"German-Japanese

CongressofVascularSurgery(Neurnberg)2006.8.24

SasajimaT.Limbsalvageinextremesituations.3耐CongressofAsianVascularS㏄iety(KualaLumpur).

2006.8.16

笹 嶋 唯 博 重 症 足 趾 壊 疽:救 足 の た め の 外 科 治 療 の 実 際 第3回 日本 フ ッ トケ ア 学 会 金 沢 セ ミナ

ー2006
.10.7

笹 嶋 唯 博ASO合 併 患 者 に 対 す るマ ネ ー ジ メ ン ト(外 科 的 ア プ ロー チ)第41回 糖 尿 病 額 の 進

歩2006.9.30

一2一



笹嶋唯博 糖尿病 ・維持透析の足壊疽一救足のための外科治療 第42回 日本糖尿病学会近畿地

方会2005.11.5

笹嶋唯博 「血管外科専門医の立場か ら」第39回 糖尿病学の進歩2005.2.28

笹嶋唯博 「糖尿病 とASO」 第47回 日本糖尿病学会2004.5.14

出版物

なし

研究成果による工業所有権の出願 ・取得状況

申請中

一3一



緒 言

粥状硬化(内 膜硬化)で は内膜肥厚、粥腫によ り狭窄 を発生 し、終末像 として石灰化 を発生す る。

これに対 し中膜硬化(中 膜石灰化)(図1)は 内腔狭窄 を発生 しないが、終末像 として中膜 に広

範かつ均一な微小石畳状石灰化 を形成 して動脈 のコンプライアンスを消失 させ循環障害をもた

らす。大動脈炎症候群ではよ り高度の石灰化を特徴 とし、弾性線維に対する自己免疫疾患 とさ

れ、石灰化は"elastin-orientedcalcification"と 推察 されている。これ ら石灰化動脈では、

いずれも外科治療、特に血行再建術において困難を極め、最近の糖尿病/維 持透析患者の急増は

外科治療の機会が増加 し、その病態解明 と防止法の開発が急務 となっている。いずれ の型の石

灰化においてもその発生にmatrixmetalloproteinase(㎜)が 密接 に関与 していることは想像

に難 くない。㎜ は細胞外マ トリックス分解酵素群で、作用基にZnを もち、その活性はCa++

に依存 し、組織の再構築や細胞の遊走に重要な役割を果たすが、この作用はtissueinhibitors

(TIMPs)活 性とのバランスにより生理的に制御 される。 しか し低酸素な どの病態が発生する と

㎜)/TIMPs活 性不均衡 を生 じ細胞外マ トリックスの過剰分解、変性がお こる。すなわち㎜)過

剰発現が弾性線維 を変性 、分解 し、産生 されたエ ラスチン由来ペプチ ドにCa++が 結合 して石灰

化が進行する。大動脈炎症候群の高度の石灰化は、エ ラスチンが免疫学的標的 となってお り、

まさに ㎜)の 関与を否定できない。すなわち炎症による動脈壁血行障害が中膜 を虚血に陥 らせ 、

㎜)過 剰発現によ りエラスチン分解による石灰化が進行す る。大動脈弁石灰化は ㎜)-9と

tenascin-Cの 過剰発現が関与す る"elastin-orientedcalcification"で あるとす る研究が既

に報告 されている。粥状硬化症の内膜石灰化 も同様の機序が推察 される。㎜)を 産生 して粥腫

の線維性キャップを不安定化 させるが、内膜石灰化 に関与す ることは容易に推測 される。一方、

糖尿病/維持透析における中膜硬化症は弾 性線維の少 ない下腿～足部の筋 性動脈に好発する。中

膜虚血以外に、動脈硬化危険因子によるマ クロファージや平滑筋細胞の刺激、 これ ら細胞か ら

のadvancedglycationendoproducts(AGEs)蛋 白受容体を介す る㎜'の 産生など、様 々な機序

を介す る㎜ 過剰発現 と合併す るCa代 謝異常がCa++過 剰取 り込みに拍車をかけ石灰化が急速

に進行するもの と推察 され る。いずれの石灰化 もその発生機 序は大きく相違 しない と考 えられ

るので、

以上の推論に基づき、本研究では、確実に石灰化初期標本が得 られる糖尿病/維 持透析例の中

膜硬化症 を主な対象 として、

1).石 灰化 を発生する病態における血管壁 での ㎜ 、ostocalcinの 発現

2).石 灰化発生初期 における石灰化の局在

3).石 灰化発生初期 における平滑筋細胞、膠原線維、弾性 線維の関与

4).石 灰化の進展様式

な どを明らかにす るため、以下の解析を行い、動脈壁石灰化の発生機序、進展様式、その防止策な

どを検討 した。
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図1.糖 尿病維持透析例にみられる典型的な動脈中膜の石灰化像

材 料 と 方 法

動脈石灰化は進行 性病変であ り、高度に石灰化 した血管からは必要な分析を行 うことは困難、か

つ無意味で、発生機序の解明には発生初期の石灰化巣を見つけ出す ことが必須である。 しか し通常

の動脈が石灰化するか どうかは不明であ り、実際、石灰化は個体によりかつ動脈の部位 ・局所 によ

り石灰化の発生には相違がある。それ故、石灰化発生局所 には特異的な生物学的特徴 があるはず で

あるが、研究対象 を見いだす には、多 くの可能 性のある標本を採取す る必要がある。そ こで、石灰

化動脈の初期所見を求めるため、確実に中膜石灰化が発生 し、かつ研究標本の獲得が可能な病態 と

して、ヒ ト糖尿病/維 持透析例の壊疽肢 に対す る救肢的 自家静脈バイパスグラフ トを主な研究対象

とした。 自家静脈バイパスグラフ トは例外な く約15%に おいて術後4週 から一2年 以内に限局性グ

ラフ ト狭窄を発生 し、それ らはグラフ トの修復手術が必須で、移植早期のグラフ ト標本が入手でき

ることか ら第一の研究対象 とした。さらに種々の病態 にお ける石灰化を同様 に解析す るため期間中

に行われた血行再建手術で、術後摘出す る機会 を得たすべての標本について石灰化の有無を含め解

析を行 った。一方、石灰化モデルが得難い動物では、イヌ、家兎、糖尿病 ラッ ト、糖尿病ハ ムスタ

ー、および糖尿病モデルラッ ト(OtsukaLongEvansTokushimaFatty:OLETF.大 塚製薬研究所 よ
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り提供)を 対象 とし、腹部大動脈石灰化の有無 を同様 に解析 した。

主な研究対象 となった 自家静脈 グラフ トは研究期間中に行われた下肢動脈閉塞症 に対する自家

静脈バイパス146例 中、内膜肥厚 により修復手術が必要 となった糖尿病 ・維持透析例15例18グ ラ

フ ト片(移 植期間2-8か 月)、 非糖尿病例18例20グ ラフ ト片(移 植期間3-12か 月)、 冠動脈バイ

パスの内胸動脈、擁骨動脈、自家静脈 グラフ ト(移 植4年)で あった。

動物は、石灰化の可能性 から最終的にOLETFの みが対象 とな り、糖尿病は20週 令前後で発症す

ることか ら17-24週 令、10匹 を使用 し解析 した。

以上の標本につ き、以下の解析を行った。

1.弾 性線維へのAGE沈 着の検 出

1)自 家蛍光検出法

3μmパ ラフィン切片を作成、蛍光顕微鏡 システムを用い、370㎜ の波長で励起 し、AGEの 発

する440㎜ の青色 自家蛍光を観察 した。

2)免 疫組織染色法

3μmパ ラフィン切片を作成、5種 類 の抗AGE抗 体:6D12,CMS-10(抗CML抗 体)、JM-27(抗

Imidazolone抗 体)、H-12(抗Pyrraline抗 体)、4D7(抗pentosidine抗 体)、0-30(抗

carboxyethyllysine抗 体)を1次 抗体 としてSAB法 で免疫組織染色を行 った。 また

OSteOCalCin染 色 を追加 した。

2.㎜'発 現解析

1)タ ンパク発現:免 疫組織 染色法

3μmパ ラフィン切片を作成、抗 ㎜ 一1(コ ラゲナーゼ)、抗 ㎜)-2(ゼ ラチナーゼ)、抗 ㎜ 一3

(ス トロメライシン)、抗 ㎜)-9(ゼ ラチナーゼ)抗 体 を1次 抗体 として用い、SAB法 で免疫

組織染色を行った。

2)mRNA発 現:in-situhibridization法

新鮮血管横 断標本を用い、㎜ 一1,2,3,9のin-situhybridizationを 行った。

3.㎜)酵 素活性の解析

新鮮血管横断標本を用い、㎜ 一1,2,3,9のin-situzymographyを 行い、㎜ 酵素活性 の程

度、活性分布を解析 した。

4.石 灰化の検出、証明、局在の解析

まず得 られたすべての標本について、3μmパ ラフィン切片を作成、H-E染 色、Elasticavan

Gieson染 色を行い、画像解析 システムを用い、中膜石灰化お よび弾 性線維破壊の程度な どを評

価 した。

これ によ り過剰な石灰化の認め られ ないことをスク リーニング し、同様の横断走査電顕(SEM)標

本を作成 して、石灰化の初期像 を捉えるためLowvacuumscanningelectronmicroscope(LVSEM)

による反射電子像(backscatteredelectronimage)を 行った。 さらに電子線プローブマイクロアナ

リシスによ り動脈断面の石灰化を評価 した。すなわち横断血管断面のSEM標 本 について、石灰化の
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有無 お よび石灰化calcification(ま た はmineralyzation)で あ るこ とを証 明す るため、電 子線

プ ロー ブマイ ク ロアナ リシス(electricprobemicroanalysis:EPMA)に よ りCa,Pの 元素分析 を

行 った。 目的 とす る石灰 化像 が検 出で きた標本 は、 さらに どの部 位 か ら石灰 化 が始 ま るか をつ き と

め るた め、超薄切 片 を作 成 し、透 過電 顕 下 にEPMA(分 析 電 顕AEM)を 行 い最 小石灰 化巣 を追跡 した。

その微 小石灰 化部 の微細構 造 を解 析す るため 、エネ ル ギー分散型X線 分 光法(energydisperasive

X-rayspectrometer:EDS)に よっ て分 析 した。

結 果

血管壁の石灰化を明 らかにするには、石灰化の初期像 を捉 えることが必須 である。今回の研究対象

の うち、糖尿病/維 持透析例か ら採取 された 自家静脈 グラフ トは全例初期～中等度の石灰化が検 出

された。 しか し、それ以外の ヒ ト自家静脈 グラフ ト、冠動脈バイパス動脈 グラフ ト、および動物で

はイヌ、家兎、糖尿病マ ウス、ハムスターは石灰化 を検出できなかった。糖尿病モデル ラッ トOLETF

は1標 本 で石灰化初期像が捉 えられているが、入手が遅れたため現在、追加検討中である。

、 ＼, 口

、1

亀■ ㌦!、 虫}凱 』 轟＼ 目 ・{}

図2.AGE抗 体による免疫染色.手 術後4年 で他病死のため摘 出された冠動脈バイパスグラ

フ ト.弾 性線 維層の乏 しいSVで 最も多 くAGE化 が進んでいる。SV,大 伏在静脈 グラフ ト;ITA,内

胸動脈グラフ ト;踏 、擁骨動脈 グラフ ト.
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AGE染 色では、糖尿病/維 持透析例静脈グラフ トの多くは弾性線維層が欠如しており、明らかな

関連所見を得ることができなかった。冠動脈バイパス後摘出グラフトでは明らかなAGE染 色陽性所

見を得たが(図2)、 石灰化は検出できなかった。

図3.2型 糖尿病 ラッ ト8週 齢大腿動脈MMP免 疫染色A、MMP2;BMMP9、(400

x).内 膜 と外膜に陽性所見があるが中膜は染色 され ない
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漁P発 現解析では、2型 糖尿病 ラッ トで内膜お よび外膜 で明 らかなMMP陽 性所見を得たが、中

膜には発現がなく、内、外膜側か らMMPの 関与が起 こるもの と推察 されたが(図3A,B)、 こ

の段階では石灰化が認 められず,発 現 したMMPと の関係 を証明することはできなかった。 ヒ ト静

脈ではいずれの標本 も中膜細胞成分の消失があ り、明 らかな陽性所見は得 られなかった。即 ち ㎜'

の発現は移植早期に現れ、その後、中膜組織の変 性を来 して ㎜ ⊃の関与は消失 し、石灰化はその後

にはじまるものと推察された。糖尿病/維 持透析例静脈 グラフ トは確実に石灰化が発生する良い研

究モデルであるが、静脈 グラフ ト狭窄を発生す る例は、移植前よ り静脈中膜の発達が不良で、既 に

線維化 している例 も少な くないため、狭窄発生時にはさらに中膜萎縮の進行がみ られ る点で問題 で

あった。Osteocalcin染 色で も同様に石灰化 と関連ずけ られ る所見は得 られなかった。

LVSEMに よる反射電子像観察の結果、石灰化の初期像が捉 えられた(図4A)。 その物質が、石

灰化であることを証明するためのEPMAで は、カルシウムとリン元素が共存することが確認 され、

石灰化 と証明 された(図4B、C)。

3.Lm

「F▼騨■

図4A.維 持透析例の 自家静脈 グラフ ト横断面のSEM.膠 原線維内に微小石灰化巣(大 小の

白点)が 散在する
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図4B.電 子線プローブマイ クロアナ リシス(EPMA)に よる血管断面の面分析 でカル シウム と

リン元素が共存することが確認 された。
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図4C.EPMAに よる血管断面の面分析画像でカル シウム とリン元素がほぼ同一の分布で共存 し

てお り、石灰化巣であることが確認 され る。
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図5ASEMに より微小石灰化巣 を認める。維持透析例の 自家静脈 グラフ ト横断面SEM.多

数の微小 白点は石灰化巣を示 し、血管中膜に存在する。

この知見に基づいて、血管壁のいずれの部分か ら石灰化が発生するかを明 らかにす るため、肉眼

的、光顕的に石灰化が認め られ ない血管標本を無蒸着にてSEM観 察 し、超微小石灰化病変を検出

した。その石灰化の領域の面元素分析 を行い石灰化巣であること明 らかにす る と共に(図5A-

C)、 石灰化が中膜内に形成 されることを確認 した。
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図5B.図5A石 灰化に対する電子線 プローブマイクロアナ リシス(EPMA)に よる血管断面の面

分析でカルシウムとリン元素が共存す ることが確認 された。
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,しa引

図5C.図5A標 本についてEPMAに よる血管断面の面分析画像 でカルシウムとリン元素の共

存があ り、石灰化巣であることが確認 される。
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図6A.血 管の内面か ら約30ミ クロン以遠 の内部に多数の初期微小石灰化巣を認 め、同部を拡

大追跡。
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図6B.図6Aの 微小石灰化像に対す る電子線 プローブマイ クロアナ リシス(EPMA)に よる面分

析 でカルシウム とリン元素が共存が証明された。

一13一



G

' 切P9

10,um

10路 駆置

図6血 蟹 く1競_.》

図7A.細 胞外に存在する石灰巣
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図7B.微 小石灰化の強拡大TEM.直 径10㎜ 以下のナ ノ微粒子の集合体が検出 された

(四塩化オス ミウム染色TEM)
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更に、TEMとEDSに よる微小石灰化部微細構造分析では、血管の内面から約30ミ クロン外側 に石

灰化を示す直径約70-300㎜ のナノ微粒子が検出 された(図7A)。

TEMの 染色観察によって形成部位を詳細に観察 した結果、細胞外に形成 されていることを確認

した(図7A)。 これ らの、粒子を さらに強拡大 して観察 した結果、直径10m以 下のナノ微粒子

の集合体であることが確認 された(図7B)。

考 察

動脈の石灰化には内膜 石灰化 と中膜石灰化があ り、前者は粥状硬化巣内壊死組織 の終末産物 として

み られるが、後者は中膜筋層に形成 され、その発生機序の詳細は不明である。両者はその末期では

外膜までに達す る貫壁 性で、密な石灰板を形成す る。そのため両者の区別は大動脈か らその一次分

枝では困難な場 合が少な くない。中膜石灰化はMonckebergcalcification,medicalcalcification,

eggshellcalcificationな どと言われ、微小石畳状を呈 し、各 々が0.5㎜ 前後の微小石灰塊の集積

であり、典型的には糖尿病や維持透析例の下腿～足部動脈の中膜 にみ ることができる。本研究の主

目的はこの中膜石灰化石灰化の発生機序を究明す ることにある。

本研究での重要な点は中膜 に発生する石灰化の ごく初期段階にある血管を採取す ることにある。

種々の糖尿病動物があるが、石灰化 に関す る記載は乏 しく、今回、提 供された二型糖尿病モデルラ

ットを対象 とした。またヒ トでは種々の摘出標本について網羅的に石灰化を追跡 した。方法 として

EPMAに て走査電顕観察下に血管輪切断面のカルシ ウムお よび リンの元素分析 を行 った。また免疫染

色により㎜)s,osteocalcinな どの発現、AGE化 な どを評価 した。AGEsや ㎜)sが 動脈硬化 に重要

な役割 を果たしてい ることがここ数年明 らかに されつつ あ り、動脈瘤発症過程 、動脈硬化プラーク

の破綻に ㎜)-2,9が 関与 し、また大動脈弁の石灰化にII'・ とそのinhibitorが 強 く関与 している

ことが明 らか されている。実際、2型 糖尿病 ラッ ト動脈ではい くつかの標本においては内膜、外膜

に㎜)sの 発現や 中膜にosteocalcin染 色陽性所見を得たが、その標本には実際の石灰化を検出で

きず、遺伝子発現やAGE染 色所見 との関連性 を追跡 できなかった。一方、ヒ ト透析例では全例石灰

化がみ られることか ら、石灰化初期の動脈を採取す ることは不可能であるが、バイパス手術で移植

早期に摘出 され る自家静脈グラフ トを解析することは可能である。摘出の時期はグラフ ト狭窄 とい

う合併症が移植後4週 か ら2年 以内に集中 していることも本研究に適 している。そ こでこのグラフ

トに着 目し、期間中18グ ラフ トを採取 し、種々の解析 を行ったが、最終的に、移植早期 の5グ ラ

フ トから石灰化初期病巣が検出 され詳細な解析の対象 となった。

得 られた標本で、初期石灰化病巣の電子顕微鏡 による追跡では、AVG横 断面走査電顕によ り多数

の石灰化初期病巣が捉え られ、それ らはさらに電子線プ ローブマイ クロアナ リシス面分析でCaとP

元素の共存 を確認 し石灰化巣であることを証明 した。 これ に基づいて血管の内面か ら約30ミ クロ

ン以上の外側にある同一標本の特定石灰化巣について分析電顕を行い病変を追跡 した。エネル ギー

分散型X線 分光法を用いた石灰化巣の微細構造分析では、最小で直径約70-300㎜ の石灰化巣力a
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検出され、四酸化オス ミウム染色によ り形成部位は細胞外であ り、石灰化粒子 をさらに強拡大 した

結果、内部にはさらに直径10-20㎜ のナ ノ粒子があ り、それ らによる集合体であることが確認

された。

以上 より、石灰化は中膜細胞外にある何 らかの"核"に 結晶が形成 され、その核 は10-20㎜ の

結晶の中にある。石灰化す る部位 とそ うでない部位が混在す ることはその核が特異的であることを

示唆 している。その核 をつきとめることが今後の課題である。
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