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研究成果の概要（和文）： 
① Sonoporation 法による細胞への遺伝子導入の確立 
② Sonoporation 法による摘出組織への遺伝子導入の確立 
③ 細胞外基質産生抑制効果を有するアディポネクチン、エプレレノンによる内膜肥厚抑制  
  効果 
 
研究成果の概要（英文）： 
① Successful gene transfection in desired cells by sonoporation technique 
② Successful ex-vivo gene transfection into mouse aortic tissue by sonoporation  
   technique 
③ Inhibition of intimal hyperplasia by adiponectin and eplerenon which has an  
   inihibitory effect for ECM production 
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１．研究開始当初の背景 
 

1. 新生内膜肥厚研究における細胞外基質

（ECM）研究の現況 

 下肢慢性閉塞性動脈疾患に対する血行

再建術としては自家静脈グラフトを用い

たバイパス手術や、血栓内膜摘除術、血管

形成術が行われるが、その長期成績は必ず

しも満足できるものではなく約 20〜30％
に晩期閉塞がみられる。晩期閉塞の主な原

因として考えられている新生内膜肥厚は、

血管平滑筋細胞(VSMC)の中膜から内膜へ

の遊走、内膜での増殖、細胞外基質

（Extracellular matrix, ECM）産生とい

う過程からなると考えられている。その中

でも ECM は内膜肥厚成分の約 60-70％を
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占めており、ECM の産生制御を可能とす

ることは新生内膜肥厚を抑制し、血行再建

術後の長期成績の改善へとつながると考

えられた。 
 これまでに行われてきた新生内膜肥厚

制御の研究においては、主として VSMC 増

殖制御に重点がおかれ、ECM 産生制御に重

点を置いた研究は少なく、また臨床的に応

用されたものは存在しなかった。 

2. ECM が血管平滑筋細胞に及ぼす影響 

 ECM は単に内膜肥厚組織を構成する成

分としてのみでなく、VSMC に対する強力な

遊走刺激となることが報告されている

（Nelson PR et al, J Vasc Surg 1996）。特

に血小板由来増殖因子（PDGF）と同時に

刺激を与えると VSMC 遊走に対して相乗

的な効果が見られている（Nelson PR et al, 
J Vasc Surg 1997）。これらの ECM と

VSMCとの相互反応にはECMのレセプタ

ーである integrins、特に VSMC において

は1 integrin, v3 integrin が関与して

おり、ECM と integrins が結合することに

より、focal adhesion kinase (FAK)を介し

て VSMC 遊走の制御がなされている(Itoh 
H et al, J Vasc Surg 1997)。 
 一 方 で 、 VSMC 増 殖 に 対 し て も

non-receptor tyrosine kinase, Src を介し

て ECM による相乗的増殖促進の可能性や 
(Hollenbeck S, Itoh H et al, Biochem 
Biophys Res Commun 2004)、ECM ゲル

内での VSMC 増殖抑制（Koyama et al, 
Cell 1997）が報告されており、ECM は VSMC

増殖に対しても重要な増殖促進／抑制因

子となりうると考えられていた。 
3. ECM に対する増殖刺激とその制御 

 TGF-はVSMCにおいて、代表的ECM、

fibronectin の分泌を強力に促進する。また、

EGF も fibronectin 分泌に対して刺激とな

る（Kaiura TL, Itoh H et al, J Vasc Surg 
2000）。TGF-,EGF 刺激による VSMC か

らの fibronectin 産生は MAPK(ERK1,2), 
v3 integrin を介することが示されてい

る。一方で TGF-のシグナルは Smad2, 

Smad3をリン酸化することで伝達されるこ

とが知られている。これらのシグナル分子

が移植自家静脈グラフトや血管形成術後

の内膜肥厚巣内におけるECM沈着に直接及

ぼす影響と、それにより新生内膜肥厚がど

のように制御されているかは解明されて

いなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究における主たる目的は、ECM 産生を

制御することにより自家静脈グラフト内膜

肥厚を抑制することである。その目的のため

に以下の点を明らかにすることを目的とす

る。 
1. In vitroでのTGF刺激によるfibronectin産生

抑制。 

 大伏在静脈由来の VSMC において、

TGFシグナルの下流に存在する Smad 
2/3 を抑制することで、TGFによる

fibronectin 産生が有効に抑制しうるかど

うかを検討する。それとともに VSMC にお

ける TGFレセプターである TGF-I 型レ

セプター（TGF-IR）を antisense 
oligodeoxynucleotide (ODN)導入によりノ

ックアウトし、in vitro での ECM 産生抑制

方法としていずれが優れているかを検討す

る。 
2. 自家静脈グラフト内膜肥厚、動脈内膜擦過後

内膜肥厚における TGFの役割 

 TGFは in vitroに於いてはECM産生を促

進する一方、VSMC の増殖、遊走を抑制する

と報告されている。新生内膜肥厚に対しては

相反する効果を有すると考えられており、生

体内での働きは複雑である。上記１の結果

TGFシグナルを有効にブロックしうると考

えられる分子の遺伝子を自家静脈に ex vivo
で導入し、これを自家静脈グラフトとして動

脈に移植し、新生内膜肥厚の程度を検討する。

同様に動脈バルーン擦過モデルにも遺伝子

導入を行い、血管形成術後内膜肥厚に関して

も検討する。 
 また、この TGFシグナルがブロックされ

た自家静脈グラフトを当教室が開発した低

shear stress モデルに移植することで TGF
の作用が血行動態で影響を受けるか否かを

検討する。 
3. TGFシグナルをブロックすることによる新生

内膜肥厚における ECM 沈着の抑制効果とそ

れによる VSMC 増殖への影響 

 上記で作成した自家静脈グラフトにお

いて内膜肥厚巣におけるECM沈着が抑制

されているかどうかを定量する。また、

ECM 沈着が抑制されたことで内幕肥厚巣

における VSMC の増殖がどのうように影

響されたかについても評価する。 



 

 

 
３．研究の方法 
《In vitroでのTGF刺激によるfibronectin産生》 

1. ヒト大伏在静脈より血管平滑筋細胞

(vascular smooth muscle cells, VSMC)
を培養する。 

2. TGF-I receptor に対する antisense 
ODN、TGF-シグナルを下流に伝達する

Smad2、Smad3 に対する antisense 
ODN を作成する。 

3. Nanobubble を用いた Sonoporation に

よりこれらの ODN を VSMC に導入し、

TGF-刺激により、培養液中に分泌され

た fibronectin 産生を Western blotting
にて評価する。 

《自家静脈グラフト、および動脈内膜擦過後内

膜肥厚におけるTGFの役割》 

1. ウサギ大腿静脈を採取し、Sonoporation
法を用いて TGF-I レセプターに対する

antisense ODN、Smad2、Smad3 に対

する antisense ODN、scrambled ODN
を導入する。 

2. 各種 ODN を導入したウサギ大腿静脈を

自家静脈グラフトとして大腿動脈に移

植・間置する。 
3. 移植後 4週で自家静脈グラフトを摘出し、

自家静脈グラフト内膜肥厚を評価する。 
4. 動脈内膜擦過モデル：ウサギ大腿動脈を

露出し、これに 2Fr バルーンカテーテル

を挿入して内膜を擦過する。 
血流再開前に内腔に上記と同様の各種

ODN/nanobubble 溶 液 を 注 入 、

sonoporation 法によって動脈壁に ODN
を導入する。4 週後に内膜肥厚の評価を

静脈グラフトの場合と同様に行う。 
《自家静脈グラフト、バルーン擦過動脈の肥厚

内膜における ECM 産生制御》 

1. 自家静脈グラフト、バルーン擦過動脈に

おける内膜肥厚巣において各種 ECM につ

き、免疫組織化学的手法により検討する。 
2. 肥厚内膜における TGF-I receptor, 

Smad2, Smad3のmRNA発現を検討し、

sonoporation による遺伝子導入効果に

ついて検証する。 
3. 同様に肥厚内膜内の各種 ECM について

タンパク量を Western blotting にて、

mRNA を Northern blotting にて半定量

化し、TGF-シグナル抑制による肥厚内

膜内 ECM 産生についてその効果を検討

する。 
4. 肥厚内膜内における VSMC の増殖につ

いて PCNA 染色を用いて評価する。 
《血行動態の変化による TGF-シグナルの修

飾と、肥厚内膜における ECM 産生》 

1. ウサギ大腿動脈に low shear stress, 

low blood flow rate モデルを作成。血

流が安定する2週後にODNを導入した

大腿静脈グラフトを移植する。 
2. ４週後に静脈グラフトを摘出。正常血流

肢、低血流肢とのあいだで新生内膜肥厚

巣中における各種 ECM 沈着について

組織学的、分子生物学的に検討を加える。 
3. TGF-、Smad2, Smad3 の発現を免疫

組織化学的、および Western blotting, 
Northern blotting にて検討し、血行動

態が TGF-シグナル伝達に及ぼす影響

について検討する。 
《自家静脈グラフト、および動脈内膜擦過後内

膜肥厚における、ECM産生に影響を及ぼす薬

剤の効果》 

1.   ウサギをコントロール群とピオグリ

タゾン投与群に分け、手術 1 週間前より

薬剤入りの餌を開始する。頸動脈に外頸

静脈をグラフトとして移植し、術後 28
日目に静脈グラフトを採取、内膜肥厚を

評価する。 
2.   2Fr バルーンカテーテルをラット頸動

脈に挿入し、内膜擦過する。選択的アルド

ステロン受容体拮抗薬で、ECM 産生抑制

効果が認められているエプレレノンをプ

ルロニックに溶解し、頸動脈外膜側に塗布

する。術後 2 週間めに内膜肥厚を評価する。 
 
４．研究成果 
① Sonoporation 法による細胞への遺伝子導
入の確立 
細胞におけるsonoporationを用いた遺伝子導

入効率を向上させるべく、平滑筋細胞に先立

ち、条件設定を行う意味でHEK293細胞を用い

てGreen Fluorescent Protein(GFP)遺伝子導

入実験をまず行った。HEK293細胞に対してナ

ノバブルに各種濃度のGFP遺伝子を加え、超音

波照射を行ったところ、遺伝子濃度を上昇さ

せることによって、約20%程度の遺伝子導入効

率を得ることができた。また、この内因性カ

リウムチャンネルを持たないHEK293細胞にカ

リウムチャンネル遺伝子を導入したところパ

ッチクランプ法にて、遺伝子導入されたカリ

ウムチャンネルが機能していることが証明で

きた。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

② Sonoporation 法による摘出組織への遺伝

子導入 

次に摘出した血管組織（動脈・静脈）に対し

て sonoporationによる遺伝子導入を行った。

マウス大動脈組織を摘出し、摘出した標本に

sonoporation 法にて LacZ 遺伝子、Myc-Kir

遺伝子あるいは Kir 遺伝子を導入。DMEM(FBS

－), plasmid-DNA 20μg, Bubble 40μl 溶

液で満たし、24 穴プレートにて、超音波照射

(frequency 2MHz, duty ratio 50%, intensity 

2.5W/cm2, time 20sec)。LacZ 遺伝子を導入

したものは、48 時間後に組織固定・染色行い、

さらに 24 時間後に評価する。K+チャネル遺

伝子を導入したものは 48 時間後に張力を測

定した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kir 遺伝子（K+チャネル遺伝子）を導入した
マウスの大動脈は controlと比べて収縮反応
の減弱が疑われた。 
③ アディポネクチン分泌亢進による自家静
脈グラフト内膜肥厚抑制効果 
ウサギ頸動脈に外頸静脈を静脈グラフトと
して移植し、これに ECM 産生抑制効果を有す
るアディポネクチン分泌亢進効果を有する
ピオグリタゾンを投与した。 
 

ピオグリタゾンによる内膜肥厚抑制効果 

 
④ECM 産生抑制効果を有するアルドステロ
ン受容体拮抗薬によるバルーン擦過による
内膜肥厚の抑制効果 
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