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緒 言

血管は、shearstressや 内圧 な どに よる物理的 ス トレスや虚血再灌流や炎症 に

ともな う生物学的なス トレスなど各種のス トレスを受け、それに対 して各種の

chemicalmediatorや サイ トカイ ンを分泌 した り、細胞のアポ トーシスや増殖な

どによ り反応 しリモデ リングを引 き起 こ してい る。p38Mitogenactivated

proteinkinase(p38囲Pkinase)は 、 ス トレス応答 幽Pkinaseと して多 くの細

胞での役 割が報告 されてお り、我々は、血管内皮細胞や平滑筋細胞においても、

p38融Pkinaseが こ うしたス トレス に対す る反応 において重要な細胞内情報伝

達システム として機能 していることを見いだしてきた。1,2)
一方
、 自家静脈 グラフ トの 内膜肥厚は、多 くの研究者 による長年の研究にも関

わらす未だに解決方法が確立 されていない重要な問題 である。小 口径領域の動

脈閉塞症に対 して最 も重要な代用血管である自家静脈グラフ トは、その20%

程度 に内膜肥 厚が発 生 し、再手術 の原因になった り、時にはグラフ トを閉塞せ

しめて下肢切断の原因にな り、糖尿病性足壊疽が増加 の一途である今 日、解決

を急がねばな らない問題の一つである。我 々は、この自家静脈内膜肥厚が、静

脈が採取 され動脈環境 に移植 され る際のス トレスに対す る過剰な リモデ リング

反応の結果であるとい う仮説のもと、 自家静脈 グラフ ト移植 におけるp38の 役

割 とそ の制御 を行 うことを 目的に本研究に着手 した。

結果的に、p38は 自家静脈移植 モデル にお いて重 要な蛋白では無いことが明 ら

かとなったが、p38に か わって 、炎症 に関わ る重要 なサイ トカインを制御 し、p38

と同様 にス トレス応答 に多 いに関連 する転写因子であるNuclearFactorkappaB

(NFkB)が 重要 である ことが判 明 したので、その研究成果 を報告する。

材料と方法

雑種成犬の下肢静脈(伏 在静脈)を 採 取 し、 これ を、同 じイ ヌの大腿動脈 に

移植 し(大 腿動脈 置換 モデル)、 一定期 間後 に移植 した静脈 グラフ トを摘出して

以下の項 目について検討 を行った。なお、移植実験の際には、ケタラール筋注

と静脈麻酔 を併用 した全身麻酔 を行い、術 中はヘパ リンナ トリウムを使用 して

血管移植 を行い、血管吻合には拡大鏡下、8-0プ ロピ レン糸の連続縫合 を用いた。

1.移 植 後 自家静脈 の形態学 的観 察お よび内膜肥厚の評価

移植後摘出した自家静脈グラフ トを100mmHgに て加圧 しつつ ホル マ リン固定
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し、パラフィン切片 を作成 して、H-E染 色 、ElasticavonGieson(EVG)染 色 を行

い、内膜 肥厚 、内皮細胞 の状態、接着細胞の有無、中膜平滑筋細胞の状態など

を観察 した。また、EVG染 色切片 の光 学顕微 鏡像 を コン ピュータに取 り込み、

内膜肥厚部分を トレース して、内膜肥厚面積 を求めた。イヌの個体差によ り血

管径や血管厚が異なるため、それ らを標準化する 目的で、内腔面積 を同様に求

めて、内膜肥厚面積/内 腔 面積 の値 を もって内膜肥厚 を評価 した。

2.静 脈 グラフ トの蛋 白採 取 な らび に ウエスタンブロッティング

摘 出 した 静 脈 の 中枢 側 半分 を摘 出後 内 腔 を ヘ パ リン化 生 理 食 塩 水 で 洗 い 、 直 ち

に液 体 窒 素 に て 凍 結 し、 蛋 白実 験 を行 っ た。 組 織 を凍 結 した ま ま粉 砕 し、1ysis

buffer内 で 蛋 白 を細 胞 質 分 画 と核 分 画 に分 離 して採 取 し、 蛋 白量 を測 定 して 、

蛋 白量 が 各 サ ンプ ル 間 で 一 定 に な る よ うに 調 整 した後 、サ ンプ ル をSDS-PAGEに

て 泳 動 した 後 、 ウエ ス タ ンブ ロテ ィ ン グ を施 行 した 。用 い た 抗 体 は 、p38実 験 で

壱ま、anti-p38MAPkinaseantibody(rabbit),anti-phosphoP38MAPkinase

antibody(mouse),beta-actinantibody(mouse),NFkB実 験 に お い て は 、

anti-phosphoIkBantibody(mouse)とbeta-actinantibody(mouse)を 用 い 、2

次 抗 体 は そ れ ぞ れ の抗 体 の動 物 種 のIgGに 対 す る抗 体 を用 い た 。

3.NFkBデ コイオ リゴデ オキシヌ ク レオチ ドの血管内導入 とその効果の評価

転写因子NFkBの 活性化 を抑制す る 目的で、NFkBの コンセ ンサ スシ...rクエ ンス

を配列 したオ リゴヌ ク レオチ ドを作成 し、これをデコイ(お と り)と して血 管

壁細胞内 に導入す る実験を追加 した。デコイの配列は以下の通 り。

5'-CCTTGAAGGGATTTCCCTCC-3'

3'-GGAACTTCCCTAAAGGGAGG-5'

デ コイ を血 管 壁 細 胞 に導 入 す る 手段 と して 、HVJ-EnvelopeVectorを 用 い た 。

HVJ-EnvelopeVectorはHVJを 不 活 化 しそ の膜 性 分 の み を利 用 したベ ク ター で 、

多 種 類 の 細 胞 に 効 率 よ く 遺 伝 子 導 入 で き る こ と で 注 目 され て い る 。 こ の

HVJ-EnvelopeにNFkBを 封 入 して 、採 取 した静 脈 グ ラ フ トにex-vivoで 遺 伝 子 導

入 し、NFkBデ コイ の移 植 血 管 に お け る 内膜 肥 厚 抑 制 効 果 につ い て検 討 した 。 対

照 と して 、 機 能 を有 しな い 配 列 のScrambleデ コイ を 導 入 した 血 管(Scramble

4



デ コイ群)を 移植 して、NFkBデ コイ群 と比較 した。

なお 、上記の遺伝子導入法については、マーカ..__(ビ オチ ン)を 結合 したデ

オ キシオ リゴヌ ク レオチ ドを血管壁細胞 に導入する予備実験を行って、 目的遺

伝子が内皮細胞お よび中膜浅層平滑筋細胞の細胞核まで導入 されていることを

証明した。

結 果

1.静 脈 グ ラフ ト移 植 後 のp38撚Pkinaseの 役 割

p38阻Pkinaseの ウエ ス タ ン ブ ロ ッ トに よ る解 析 で は 、静 脈 グ ラ フ ト移 植 後

30分 後 、2時 間 後 、2日 後 、7日 後 の い ず れ の タ イ ミ ン グ で も ほ と ん ど

phosopho-p38MAC)kinaseの 発 現 を認 めず 、p38の 活 性 化 が認 め られ な か った(図

1)。 繰 り返 し実験 を行 い 、 わず か な 活性 を認 め る もの も あ った が 、再 現 性 に 乏

しく、 多少 の活 性 化 が あ った と して も、p38搬Pkinaseは あ ま り重 要 な役 割 を

果 た して い な い の で は な い か とい う結 論 を得 た。

2.他 のス トレス応答性 因子 の検討

一静脈 グラフ ト移植におけるNFkBの 活性 化一

静脈 グラフ トの移植 後早期の変化は、図2に 示す とお り、内膜側 に多数 の炎

症 細胞の接着を認 めることか ら何 らかの炎症性サイ トカイ ンや接着分子発現が

起こっているもの と考えられる。p38,.kinase以 外 にス トレス応答性 の蛋 白

として炎症性サイ トカインやアポ トーシスに関連の深い転写因子であるNFkBに

着 目し、以下にその実験 を行 った。

移植静脈を30分 後、2時 間後 、2日 後 、7日 後 にそれ ぞれ摘 出 し、上記 の如 く

速やかに静脈を凍結 し、蛋 白を採取 し、NFkB活 性化 に必須 のIkBの 活性化す な

わ ち リン酸化IkBを ウエス タンブ ロッ トにて測定 した(図3)。 図の如 く、 リン

酸化IkBは 、移植後2時 間か ら2日 目でその活性 が ピー クに達 し、以後漸減 し

た。
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3.静 脈 グラフ ト移植 後 内膜肥厚 にお けるNFkBの 役割

NFkBデ コイを導入 した静脈 グラフ トとScarambleデ コイ を導入 した グラフ トを

それぞれ イヌ大腿動脈に移植 し、1ヶ 月後 に摘 出 して組 織標 本 にて形態観察を行

った結果、図4の 如 く、 コン トロール であ るScrambleデ コイ群 に比べて、NFk

B群 では明 らか に内膜肥厚 が抑制 されてお り、コンピュータによる計測の結果、

有意に内膜肥厚面積の抑制を確認 した(p〈0.05)(図5)。

考 察

p38融Pkinaseに 着 目し実験 を行 った結果 、p38融Pkinaseそ の ものは あま り

静脈 グラフ ト内膜肥厚に深 く関与 していなかったが、その他 のス トレス応答性

の情報伝達系を検討 した結果、NFkBの 活性 化 を明 らか とな り、 さらにそのNF

kBの 活性 化 をブ ロックす ることに よ り内膜肥厚を抑制できたことは、NFkBが

静脈 グラフ ト内膜肥厚 に深 く関与 していることを示唆す る所見であると考 えら

れた。

NFkBは そ の下流 で炎症性 サイ トカイ ンや接着分子 を発現する遺伝子 を活性化

することか ら炎症や 自己免疫疾患、移植な どの分野で多 く研究 されてい るが、

頚動脈擦過実験モデルで内膜肥厚 に関与 していることを示唆する研究 も報告 さ

れている。

静脈グラフ トにおいてもNFkBが 活性化 してい るこ とを明 らかに した報告は

これまで無 く、本研究において得 られた新たな知見である。NFkBが 重要 であ る

とい うことは、 これ まで内膜肥厚の主因 と考え られてきた血流な どの物理的刺

激や各種の増殖因子な どの他に、炎症 とい う新たな要因の重要性 を物語 るもの

であり、興味深い。

さらに、静脈グラフ ト内膜肥厚が多 くの研究者による長年 の研究にもかかわ

らず未解決である中で、本研究では、NFkBデ コイ を使 用 して 内膜肥厚 を抑 制で

きることを示 した点でも重要である。

今後は、NFkB活 性化 のダ ウンス トリームの解 析やNFkBデ コイ の長期成 績 な

どを明 らかにす るとともに、遺伝子導入の方法 を詳細に検討 し、臨床へ応用す

るための安全性や倫理性、お よび長期成績などを確立す る必要がある。
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