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血行再建術後吻合部内肥厚抑制を目的とした

遺伝子治療の基礎的検討

【05807102】

平成7年 度科学研究費補助金 【一般研究(C)】 研究報告書

平成9年3月

研究代表者 稲葉雅史
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は じめ に

種々の血行再建術後数ヵ月から1～2年 の問にグラフ トおよび吻合部に発生する内膜

肥厚は、この時期の主要な閉塞原因でありその機序解明、対策が検討されてきた。組織学

的には中膜平滑筋の内膜への遊走 ・過剃増殖が確認されてお り、主 として抗血小板機能抑

制を目的とした多 くの薬物療法による予防が試み られてきたが、臨床的にはいまだ確実な

ものがないのが現状である。こうした状況か ら血管外科領域では内膜肥厚の早期発見とこ

れに対する外科的治療施行を余儀なくされるが、術後再狭窄が頻発 しやすくこれらにもま

た一定の限界があ り、この領域で解決が急がれるべき重要な課題 となっている。

近年特に動脈硬化の進展に対する機序解明が分子生物学的側面か ら積極的に行われ、これ

に伴い血管においても内皮細胞や平滑筋細胞に対する遺伝子導入の試みが報告され、新た

な血管治療手段 として期待される。血行再建術後の内膜肥厚および動脈硬化にはこれらの

発生に血液細胞成分の関与や組織細胞増殖過程の面からさまざまな共通点が見い出されて

お り、遺伝子治療の応用の可能性を検討することは、極めて有意義 と考えられる。

本研究では、血管に対する遺伝子治療の可能性を主に目的 とする遺伝子導入の至適条件お

よび導入 された細胞に発生する形態学的、機能的変化について基礎的に検討 した。さらに

これら遺伝子治療応用の内膜肥厚モデル として、人工血管 と自家静脈の連結 グラフ トを用

いた動 ・静脈問バイパスを施行 し、外科的内膜肥厚予防策の一つ として連結部静脈側をグ

ルタールアルデヒ ド処理 した群 との問でその長期成績を比較検討 した。

研究組織

研究代表者

研究分担者
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1)稲 葉雅史.吻 合部 にGlutaraldehyde架 橋処理 を加 えたePTFE血 行再建

日本入工臓器学会}平 成7年ll月7～9日

1。 研 究 方法

1.遺 伝子導入の基礎検討

レ トロ ウイ ル スベ ク ター を用 い た血 管 内 皮 細 胞 への 遺 伝 子導 入 を 目的 と して 、大 腸 菌 の

β一galact面dase遺 伝子(以 下LacZ遺 伝 子 とす る)を 導 入 したMFGプ ラス ミ ドベ クタ ー を含

むLacZ細 胞 をvi耐pr。ducerceiiと して選 択 した 。血管 内 皮細 胞は ヒ トe｠帯 静脈 内皮 細 胞

(以 下HUVECと す る)をComge㎜ 処 理 に よ り採 取 し、 ゲ ラチ ン処 置 を施 した培 養 プ

レー トにて継 代 培 養 を行 いつ つLacZ遺 伝 子 導 入 を試み た 。 またiLacZ細 胞 の対 照 と して

packagingcelllineで ある ψCRIP細 胞 お よび 線 維 芽細 胞 の 一 つ で あ る3T3細 胞 を同 時 に 培 養

した8培 養 液 と して 、内 皮細 胞 に はM499(GIBCOBRL,LIFETECHNOLOGIES)に20'9Fetus

B。舳.eS㎝m,200mMglu倣 血e,Penici1血/S鯉ptomアcin,Hep舳 加 内 皮 細 胞 増 殖因 子(ECGF)

を含 む 溶液 を用 い 、隔 日 で交換 した 。 また 、LacZ・ ψCRIP・3T3細 胞 に は 、Dulbec。's

modifiedEagle璽smedium(GIBCOBRL↓IFETECHNOLOGY)に10%CalfSerum,glutamineお よ

びPe磁c世 耐Stfeptomアdnを 加 えた培 養 液 を使 用 した。

1)遺 伝子導入法

3



conflluentになったHUVECを 導入前 日に トリプシ ン処理 した後 これ を濃度比1:6～

1:8の 割合で新 たなゲラチ ン塗布プ レー トに分割培養 した。同時に50-70%程 度

c。nfluentとなったLacZ細 胞の培養液 を前 日に交換 した。当日ほぼco㎡1ue皿 となったL鋤cZ

細胞培養液 を注射器に て採取 し、16μg/mi濃 度でDEへE-dextran溶 液 を加 え、 これを リン酸

緩衝液で洗浄 したHUVEC培 養シ ャー レに暴露 した。内 皮細胞に対す る遺伝子導入率 を向

上 させ る目的 で2回/日 の導入 を施行 し、DEAE‐duct添 加培養液暴露時 間は5時 間/回

とし2回 目終了後は培養液 を上記組成のM499に 交換 した。HUVECがc。nfiuentと なった

後、同様な手技 を この後1ま たは2回 施行 し、計4ま たは6回 の導入 を基本的なプ ロ ト

コール とした。LacZ細 胞のv㎞spa而cle産 生能 を定期的に検査す るため 、3T3細 胞にLacZ

細胞培養液 を原液～10-8濃 度 までの連続的 した希釈 液を調整 し廿ter測定 を施行 したが・

この際のDEAE-dex繊n濃 度は8μ9/m1と した。

2)遺 伝子導入の判定

5-br。m(》4-chlor(>3一血doアLβ 一D-galactopア㎜oside(X-ga1)を 基 質 と した細 胞 化 学 染色X-ga1染

色法 を用 い る と、 これ が β一galac勧osida8eと反応 し細 胞 質 が 青色 に 変 化 す る こ とか ら顕 微 鏡

下にLacZ遺 伝 子 導 入 達 成 お よび導 入 率 を確 認S算 定 した。X-gal染 色 は 培 養 細 胞 を リン酸

緩衝 液で 洗 浄 、0.5%91u幽dehヌdeに てiO分 問 固 定後 これ にX-gal溶 液 を加 え370Cで2～3

時間 反 応 させ る こ とに よ り行 った 。

3)基 礎検討項目

HUVECに 対す るLacZ遺 伝子導入率が導入回数 およびLacZ細 胞のti謝の変 化に伴い どの

程度増減 し得 るか観察 した。また、LacZ遺 伝子導 入HUVECの 細胞増殖 を同0継 代の非処

理HUVECを コン ト...._.ルとして これ らとpackagi㎎ce11で あ るψCRIP培 養液 に16μg/m1の

DEAE-dextra血 を加 えて暴露 したHUVECの 増殖 を比較検討 した。
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2.移 植グラフ ト吻合部内膜肥厚の基礎検討

1)内 膜肥厚モデル作成

体 重12-15kgの 雑 種 成犬5頭 の 一 側外 頚 静 脈 約8cmを 摘 出 し、 これ と内 径5mm,長 さ5cmの

expandedpolytetrafluor。 α1血ア1ene(以下ePTFE)人 工 血管 を連 結 したcomp(Eiteグ ラ フ トを作 成

し、 頚 動脈 と対 側 内 頚 静 脈 問 に皮 下経 路 で動 静 脈 間 バ イ パ ス を行 っ た 。 吻合 は 、連 結 部 は

6-(》p。1ypr。pylene(以下PP)糸 に よ る端 ・端 吻 合 と し、 動 静 脈 側吻 合 は い ずれ も7-OPP糸 に よ

る側 ・側 吻 合 と した 。 また 、ePTFEグ ラ フ トに はTECHNOGRAFTR(住 友 電 気 工業 社 製}を

選択 した 。

2)内 膜肥厚抑制モデルの検討

体重12‾iskgの 雑種成犬5頭 を用 い、上記

モデル と同様に外頚静脈 を摘 出 した後

ePTFE人 工血管 とのc㎝positeグ ラフ ト作成

の際に静脈吻合側 をG厩araldehアde(以 下GA)

で架橋処理 した。方法は、 まず摘出 した外

頚静脈の末楕側端 よ りその 口径に適合 した

外径5-6mmの ガ ラス棒を愛 護的に約3cm挿

入す る。あ らか じめ フィルターで滅菌 した

1%GAを 注射針 よ り滴下 しつつ ガ ラス棒の

挿入 され た静脈 グ ラフ トの約2cmの 範囲 を

外側およびガラス棒 を抜去後内腔 よ り約

10分間固定 した。 この時点 でGA処 理 した

静脈は黄色調 を呈 し硬化す る。その後残

留 したGAを 除 去す る目的でヘパ リン加生

理食塩水で充分洗浄 し、ePTFEグ ラフ ト

と6-OPP糸 を用 い端 々吻合 した(Fig.1)。

静脈側にGA処 理 を加 えたm。dified

c。mpositeグラフ ト(以下MCGと す る)で 上

記モデル と同様に頚動 ・静脈問にバイパス

を作成 し血流再開後5頭 中2頭 では さらに

ePTFE片 を用 い連結部 を被覆 した。 この際 、

5
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Fig.1ePTFEと 自家 静 脈comp。siteグ ラ フ ト
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静脈側被覆範囲はiGA固 定部をわずかに越える部位 までとした。移植後血管造影にてグ

ラフト開存、吻合形状を確認するとともに、2および3か月後に摘出 し肉眼所見 ・組織所見

に加え吻合部内面性状を走査電顕にて観察 した。

亙.結 果

1,遺 伝子導入の基礎検討

1)レ トロウ イル スペ ク ターのdter測 定

CQ1㎡lue菰とな っ た3T3細 胞 を前 日に1:10濃 度希 釈 でプ レー トに 分 配 し、 これに 翌 日Lac

Z細 胞培 養 液 を原 液 ～1σ8ま で10倍 ご とに 連続 希 釈 して それ ぞれ 分 配 した3T3細 胞 プ レー ト

にDEAE-de㎜ 法(8μ9/血1)に て暴 露 しLacZ遺 伝 子 導入 を 行 っ た。

3T3細 胞 プ レー トが再 度◎onfluentに な っ た 後 に.,染 色 を 施行 しti蹴を 測定 した。 原液 一

10-1濃度 では90%以 上の3T3細 胞 が 青 色 に 染 色 され 、1σ5濃 度 で10～20個 、最 低10-7濃 度 で

1～3個 の 染 色 細 胞が 確 認 され 、tite磁107〆 血【と診 断 され た 。 しか し、細 胞 のpassage進 行

に伴 いLacZ細 胞 の形 態 は 円 形 ・増 大 化 し、 ≡導入 率 は 原 液 で も70～80%と 低 下傾 向 を

示 し、亘tαも104ま たは105勧1と な っ た 。 した が っ て至 適ベ クター の昼terは106/m1以 上 と考 え

られ 、 これ を保 持 、確 認 す るた め1回/月 のtiter�定 を継 続 した 。

2)血 管内皮細胞への遺伝子導入率

前 日に1=6～1:8の 濃 度比 で 分 配 したHUVECに これ を リン 酸緩 衝 液 に て 洗 浄後 、titer

ia7i血1のco=血ue皿 に な ったproducer細 胞LacZの 培養 液9～10血1にDEAE-dextran(16μg∠ 血1)を加

え2回/日 暴 露 した 。2回 の 暴 露 に お け るLacZ遺 伝子 導 入 率(efficie血cア)は、平 均18%(n=5)

であ った 。 さらに再 度HUVECがconfluentと な った後 に 同様 な手 技 を1～2日 繰 り返 し施

行 し、 全 体 で4ま た は6回 の 暴 露 を お こな っ た例 で はeffidencyは 平 均50蝦n=5)と 有意 な 増

加 を示 した。 しか し、4回 お よび6回 施 行 の 問 で はefficiencyの 有 意 な 差 が得 られ な か った

(Fig.2),

6
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Fig.2HUVECに 対 す るLacZ遺 伝 子 導 入(X-gal染 色x100)

上 段:2回 導 入 下 段:4回 導入

3)遺 伝子導入細胞増殖能

非処理HUVECお よ びLacZ,ψCRIP培 養 液 にDSAE-dextranを 添 加 し暴 露 したHU▽ECが

confluentに な った後(そ れ ぞ れ 非 処理LacZ、 ψCRIPと す る)、 これ らを24穴 プ レー トに

各 々細 胞数 が1x104/㎝2と な る よ う分 割 した。 そ の 後3種 類のHUVEC細 胞 数 を顕 微 鏡 下 に3

穴/日 ずつ 経 時 的 に 測 定 した 。1日 後 で は 、非 処 理(0.59±0.16)x104・LacZ(0.75±

7



7

0.53)x104・ ψCRIP(0.78±0.16)x104と い ず れ も 減 少 した 。 しか し 、2、5、8日 後 で は 、 そ

れ ぞ れ 非 処 理1.71±0.46,7.56±2.38、25.25±353(x104)、LacZ1.59±0.37,5.56±

0.96、24±2.82(x104)、 ψCRIP1.73±0.34、9.68±2.20、26.1±1.06(x104)(平 均 値 ±SD)と

経時 的 に 増 加 した 。 この 結 果 よ りコ ン トロ ー一ル と し た 非 処 理HUVECとLacZ遺 伝 子 導 入

HUVECと の 細 胞 数 の 問 に は い ず れ の 経 過 日 数 に お い て も統 計 学 的 有 意 差 は 認 め な か っ

た 。 ま た 、LacZ導 入HUVECのefficiencyは ・;染 色 に て55%で あ っ た(Fig.3)。
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2,移 植グラフ ト吻合部内膜肥厚の基礎検討

1)内 膜肥厚モデルの移植成績

移植後3か 月で3頭 中1頭 が閉塞 したが、閉塞原因はcompositeグ ラフ トに用いたePTFE

と頚動脈 との中枢吻 合部狭窄 であ った。他の2頭 は開存 していたが、c。mp(site部のePTFE

新生内膜形成は不良 で縫合線に一致 した血栓形 成が認め られた。

2)内 膜肥厚抑制モデルの移植成績

移植後2か 月でグラフ ト感染にて1頭 が閉塞 した。残 り4頭 の グラフ ト肉眼所見では5

ePTFE内 面には赤色血栓が存在するが、GA固 定静脈内面は平滑で血栓形成例はなかっ

た。しか しi1頭 ではc。mpo就te部位に部分的な内膜肥厚が認め られた。走査電顕では移植

前10分間のGA処 理後静脈グラフ トの内皮細胞は収縮 し丸みを帯びた形を呈しているが、

移植後2か月の摘出標本では0部 剥離を認めるがほぼ正常な形態、配列を示 していた

(Fig.4)。 また、術後2か 月の組織所見では、composiわe部に近接 した内膜には厚 さ約300

μmの新生内膜増殖が認め られGA固 定部から非固定領域へ滑 らかに移行 していた。ま

た、強拡では、最内面に一層の内皮細胞が確認されるがePTFE内 面には伸展 しておらず、

さらに縫合糸周囲または縫合線からの組織侵入が観察 された(Fig.5)aこ のため内膜肥厚

発生の要因をさらに抑制する目的からこれ ら組織侵入を防御するために施行 したMCGの

移植後3か月の摘出標本では、GA固 定静脈内面は平滑であるが被覆に一致 したePTFE内 面

の治癒は不良であ り、静脈 グラフ トGA固 定、非固定境界領域とともにフィブ リン血栓が

認め られた(Fig.5)。
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一

皿.ま とめ

血管疾患に対する遺伝子治療をin魎voで施行する際には、目的 とする導入遺伝子が可及

的長期に安定して発現 し、酵素やタンパク産生が確実に発揮 されることが必要 となる。こ

の意味から現状では レトロウイルスベクターが最 も期待 されるス トラテジー と考えられて

いるが、今回の血vitroの研究結果から培養ヒ ト血管内皮細胞への遺伝子導入の可能性 と至

適条件が部分的ではあるが明 らかに された。また、遺伝子導入後の細胞増殖能には有意な

変化がないことも示された。これ らは今後の遺伝子治療の基礎研究に向けて有用な情報 と

なり得る。また、内膜肥厚抑制に対する種々の外科的対策法を試みたが、これまでの とこ

ろc。血P(asiteグラフ トは内膜肥厚モデル とはな り得るもののMCGに よっても有意な吻合部

内膜肥厚減少は得 られず、これ らの方法の付加に伴い新たな組織治癒障害 と関連 した問題

点が観察された。今後 さらに最良の導入遺伝子の選択(eNOS,t-PAFr。stan。idなど)ととも

にこれら遺伝子の培養血管組織への導入や人工血管cellseeding法への応用な どinviv。での

研究展開が必須 となるもの と考 える。
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