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研究成果の概要（和文）： 

 重症虚血肢（CLI）に対するセンダイウイルス遺伝子治療と自己骨髄細胞移植（末梢血
単核球細胞移植療法）のハイブリッド治療の基礎的研究として CLI マウスでのシロスタゾ
ールの血管新生効果を検討したところシロスタゾールには血管新生効果があり、その効果
は NO を介した経路によって機能していることが推測された。今後はさらに VEGF、HGF
等をはじめとした分子物質の発現に関して検討し、重症虚血肢に対するセンダイウイルス
を用いたハイブリッド治療の臨床応用へ進展させることが引き続きの課題である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Our final goal is that hybrid therapy combined gene transfer via Sendai virus with 
bone marrow or peripheral blood cell transplantation can be completed. In this 
preliminary study, we investigated whether cilostazol induces improvement of blood 
flow in the ischemic hindlimb of mouse, and if so, examined the mechanisms of 
angiogenesis. Based on our results, cilostazol caused angiogenesis in ischemic 
hindlimb model of mouse. This angiogenesis may be due to the enhancement of nitric 
oxide production. Our final destination is that hybrid therapy with a combination 
between gene transfer via Sedai virus and cell transplantation can be established in 
near future.  
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１．研究開始当初の背景 

動脈硬化性疾患は本邦においても増加して
おりそれに伴い閉塞性動脈硬化症（ASO）の
有病率も増加している。ASO に対する治療と

してはバイパス術や血管内治療といった血
行再建術が有効な治療法であるが糖尿病合
併例や透析症例では血行再建できない症例
もあり切断に至る症例も存在する。このよう
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な観点からこの領域の新しい治療、治療的血
管新生療法の確率が望まれているところで
あった。 

２．研究の目的 

当時、遺伝子治療と細胞移植療法の二つが実
験的、臨床的に行われていたが完全ではない
のが現状であった。これまでの重症虚血肢に
対する遺伝子治療あるいは自己骨髄細胞移
植あるいは末梢血単核球細胞移植、それぞれ
単独の基礎的、臨床的な報告はあるが遺伝子
治療と自己骨髄細胞移植あるいは末梢血単
核球細胞移植を組み合わせたハイブリッド
治療の詳細な報告は無かった．従ってこのハ
イブリッド治療の有効性が認められれば他
に治療法が無く切断を余儀なくされている
重症虚血肢患者にとっては朗報である。同時
に ASO やバージャー病患者の血行再建術困
難症例に対して当施設では自己骨髄細胞療
法による血管新生療法の臨床応を実施して
いるところである。さらには G-CSF で誘導
した末梢血単核球よりCD34を分離したもの
を虚血骨格筋に注入し良好な結果を得た。一
方、遺伝子治療においても日本独自の新しい
タイプの新規、国産ベクター、組み換えセン
ダイウイルスベクター（SeV）を用い、FGF-2

搭載 SeV の血管新生効果と静脈グラフト内
膜肥厚抑制効果を確認してきた。また名古屋
大学再生・遺伝子治療センターでは、既に臨
床グレード（治療応用可能）なヒト VEGF お
よびヒト angiopoetin-1 プラスミド遺伝子の
大量生産に成功していた。 

 以上のように当施設のグループは、自己骨
髄細胞移植、末梢血単核球細胞移植、G-CSF

誘導陽性細胞移植、SeV-FGF2、ヒト VEGF

プラスミド遺伝子、ヒト angiopoetinn-1 プラ
スミド遺伝子等のノウハウを保有しており、
動物モデルで有効性、安全性が確認できれば、
重症虚血肢に対する臨床応用が可能と思わ
れる。世界に先駆けた研究の優位性を保ちな
がら、日本独自の、安全性を有した、更なる
重症虚血肢に対する治療の改良と治療法を
開発、確立することがこの研究の目的である。 

３．研究の方法 

マウス野生型を用いて左大腿動脈およびそ
の分枝を結紮して虚血モデルを作製し(1)シ
ロスタゾール投与群（Cil群）と通常飼料投
与群（Ctr群）でまず血管新生の程度を術前、
術後 0、3、7、14日目で比較、検討した。そ
の評価としてレーザードプラを用いた。つい
で NO合成酵素阻害剤である
NG-nitro-L-arginin methyl esterを連日、
腹腔内投与した群においても Cil群、Ctr群
に分けて同様の比較、検討を行った。さらに、
(2)術後５日目の虚血肢筋肉サンプルを採取
し発現タンパクの電気泳動および免疫染色
である Westernblottingを行い、CD31、eNOS、
リン酸化 eNOS、α-Tublinの発現を比較、検

討した。 
４．研究成果 
(1)Cil群ではCtr群と比較して術後3日目、
7 日目では血流に有意差を認めなかったが
14日目ではCil群では有意に血流増加が認
められ、シロスタゾールが血管新生促進に
働いていることが推測された（図１）。 

ま た 、 NO 合 成 酵 素 阻 害 剤 で あ る
NG-nitro-L-arginin methyl ester を連日
20mg/kg 連日投与した群では、Cil 群、Ctr
群ともに血管新生が抑制されることが確認
できた。(2)Cil 群では Ctl 群と比較し、α
-Tublin、Total の eNOS では 2 群間に差を
認めなかったが、Ser1177 のリン酸化
eNOS はシロスタゾール群で増加している
ことが下図のように判明した。 
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www.med.nagoya-u.ac.jp/hospital/1385/13
91/s_kekkangeka.html 
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