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研究成果の概要（和文）：血管新生に及ぼす周術期管理法、特に血糖管理の影響を培養細胞を用いた基礎実験、動物実
験、臨床研究において検討した。動物実験と臨床研究により、急性高血糖の血管新生に及ぼす影響は少ないこと、培養
細胞を用いた基礎実験により、急性高血糖は血管新生を抑制する可能性もあることがわかった。血管新生に及ぼす血糖
管理の影響が解明されることにより、周術期管理法の新たな指標となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：We examined the influence of perioperative management methods, especially glycemic
 control on angiogenesis in animal experiments, clinical studies, and basic experiments using cultured cel
ls. Animal experiments and clinical studies revealed the effect on angiogenesis of acute hyperglycemia sho
uld be less, however, basic experiments using cultured cells indicated hyperglycemia tended to inhibit ang
iogenesis. It is hoped that a new indicator of the perioperative administration is established by the infl
uence of glycemic control which gives it to angiogenesis being elucidated.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
二十一世紀を迎え、再生医学は最先端領域
の研究として高い注目を集めている。これま
で再生されることはないと教科書的に断定
されていた神経細胞や骨格筋細胞あるいは
心筋細胞についても、再生能の可能性が示さ
れ、これまで夢物語であった難治性疾患の治
療に一筋の光明が導かれてきた感がある。近
年の細胞核移植などの細胞工学や遺伝子解
析技術の進歩によって、1997 年にはドリーに
代表される哺乳類のクローン動物の誕生、
1998年のヒト胚性幹細胞(ES細胞)株の樹立、
この数年間に骨髄単核細胞による各種臓器
の再生治療の試みなどが相次いでなされ、再
生医学は二十一世紀初頭からの最も注目さ
れる領域になっている。とりわけ血管新生は、
再生医学の分野で大きな進歩を遂げ、臨床応
用の段階に至った再生医療の一つである。 
従来成人における血管新生は、既存の内皮
細胞の増殖と遊走によるもののみであると
理解されてきたが、成人の末梢血には骨髄か
ら動員された血管内皮前駆細胞が存在し生
後の血管新生に寄与することが最近明らか
にされた。さらに骨髄に存在する多能性幹細
胞が心筋細胞や内皮細胞に分化することが
報告され、これらの幹細胞を用いた再生医療
が循環器領域に応用されつつある。 
心血管系における再生医療は基礎的研究
が飛躍的に臨床へと応用されつつある。一方、
血管新生促進は両刃の剣であり、悪性腫瘍の
成長も促進する可能性がある。糖尿病性網膜
症や悪性腫瘍治療の分野では、異常血管新生
を抑制し腫瘍の縮小を図る抗血管新生療法
が進んでいる。血管新生制御は現在最も重要
な研究課題である。我々は【研究費】平成 20
～22 年度 科学研究費基盤研究 C 「再生医
療における血管新生は麻酔薬及び周術期管
理法に影響されるのか？」 川人伸次(代表)、
北畑 洋(分担)、大下修造(分担)。平成 20
年度 270 万円、平成 21 年度 50 万円、平成 22
年度 50 万円の補助を受け、各種麻酔薬及び
周術期に使用される薬剤の影響を検討した。 
一方、近年、短時間の周術期管理法が術後
短期の合併症軽減のみならず、長期予後を左
右するという驚くべき研究報告が相次いで
いる。その中で、患者の長期予後に大きな影
響を及ぼす因子の一つに周術期の血糖管理
がある。2001 年に Van den Berghe らが ICU
での厳格な血糖コントロールが長期予後を
大きく左右するという報告（Van den Berghe 
G, Wouters P, Weekers F, et al.: Intensive 
insulin therapy in critically ill patients. 
N Engl J Med 345:1359-1367,2001.）は、周
術期の血糖管理方針に関して大きな転換を
もたらした。 
周術期の強化インスリン療法は周術期医
学におけるトピックであるが、いまだ明確な
管理方針は示されていないのが現状である。
NICE SUGAR の報告（The NICE-SUGAR Study 
Investigators: Intensive versus 

conventional glucose control in 
critically ill patients. N Engl J Med 
360:1283-1297,2009）以来、さらに混乱は続
いている。申請者らの研究グループは術中の
強化インスリン療法の確立を目指して研究
を続け成果を上げてきた実績があり、また現
在は血糖連続モニター・自動制御システム
（人工膵臓）を用いてより簡便・安全な周術
期の血糖管理法を研究中である。急性高血糖
の血管新生に及ぼす影響と最適な周術期血
糖管理法の確立は国際的に評価の高いもの
となりうると考え、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
血管新生に及ぼす周術期管理法、特に血糖
管理の影響に焦点を当て、ヒト培養細胞を用
いた in vitro 研究、ラット in vivo モデル
用いた研究、長時間手術中に血糖管理法の違
いによる VEGF の変動を調べる臨床研究の 3
種類の研究を企画した。 
現在手術時の血糖管理方針は患者の状態、
手術術式等のみにより選択されており、血管
新生に及ぼす影響といった観点からは考慮
されていない。極端に言えば、細胞移植、バ
イパス手術をはじめとする血管新生促進を
目的とした手術・術後管理と血管新生抑制を
図りたい糖尿病性網膜症や悪性腫瘍の手
術・術後管理が同じ方針で行われている。本
研究の最終目的は、血管新生に及ぼす急性高
血糖の影響を解明することにより、周術期の
血糖管理方針の新たな指標を作成すること
である。 
 
３．研究の方法 
本研究の特色は、周術期の高血糖が血管新
生に及ぼす影響を基礎研究と臨床研究を組
み合わせ、様々な手法を用いて検討する点に
ある。まず、正常ヒト皮膚繊維芽細胞と臍帯
静脈血管内皮細胞から構成された血管新生
キットを用いた in vitro 実験、次にラット
in vivo 高血糖モデルを用いて VFGF 放出を
immunoassay で評価する。最後に臨床研究に
おいて従来の血糖管理法群と血糖連続モニ
ター・自動制御システム（人工膵臓）を用い
た強化インスリン療法群を設定し、周術期の
VEGF の変動を確認した。 
＜ヒト培養細胞を用いた in vitro 実験＞ 
ヒト培養細胞を用いて血糖値の違いによ
る管腔形成初期段階として枝分かれした管
腔ネットワークの差を直接観察し定量評価
した。 
正常血糖環境モデル 
細胞培養：正常ヒト皮膚繊維芽細胞と臍帯
静脈血管内皮細胞から構成された血管新生
キット（クラボウ バイオメディカル社製）
を用いた。各ウェル中で両細胞を最適濃度で
共培養し、正常血糖環境モデル（血糖値 150 
mg/dl 以下）を作成した。10 日間培養し、管
腔形成初期段階として枝分かれした管腔ネ
ットワークを形成させ、血管新生観察・定量



システム（倒立型顕微鏡、顕微鏡デジタルカ
メラ、制御・解析用パソコン、血管新生定量
ソフトウェアから構成される）(新規購入)を
用いてネットワークを観察した。血管新生の
抑制または亢進作用は形成された管腔を管
腔染色キットで染色し、スコアリング用グリ
ッドレンズでスコアリングして管腔形成の
差として確認し、正常血糖環境と高血糖環境
で比較した。また、血管内皮細胞増殖因子
(VEGF)存在あるいは非存在下の血管新生に
与える静脈麻酔薬（プロポフォール、ミダゾ
ラム）の影響も検討した。 
 高血糖環境モデル 
細胞培養：正常ヒト皮膚繊維芽細胞と臍帯
静脈血管内皮細胞から構成された血管新生
キット（クラボウ バイオメディカル社製）
を用いた。各ウェル中で両細胞を最適濃度で
共培養し、高血糖環境モデル（血糖値 300 
mg/dl 以上）を作成し、以下、正常血糖環境
モデルと同様に行った。 
＜ラットを用いた in vivo 実験＞ 
 ラット高血糖モデルを作成し、血管内皮細
胞増殖因子(VEGF)の変化を観察した。 
 正常血糖値群 
オスの Wister 系ラット(250-300 g)を吸入
麻酔薬（セボフルラン）により麻酔導入・維
持し、気管切開、人工呼吸管理下に大腿動静
脈よりカニュレーションし、輸液ルート、動
脈圧測定・採血用とした。人工呼吸器・麻酔
装置（平成 20～22 年度：基盤研究(C)の研究
費で購入）を使用し、血行動態を記録しなが
らブドウ糖負荷せず、必要に応じインスリン
投与し、正常血糖（血糖値 150 mg/dl 以下）
を 12 時間維持した。2時間毎に採血し、VEGF 
enzyme-linked immunosorbent assay kit を
用いマイクロプレートリーダー（平成 20 年
度～22 年度：基盤研究(C)の研究費で購入）
で VEGF を測定した。12 時間測定後にラット
を安楽死させた。 
 高血糖値群 
オスの Wister 系ラット(250-300 g)を吸入
麻酔薬（セボフルラン）により麻酔導入・維
持し、正常血糖値群と同様に気管切開、人工
呼吸管理下に大腿動静脈よりカニュレーシ
ョンし、輸液ルート、動脈圧測定・採血用と
した。血行動態を記録しながらブドウ糖負荷
し、高血糖（血糖値 300 mg/dl 以上）を 12
時間維持した。以下、正常血糖値群と同様に
行い、12 時間までの血中 VEGF 濃度をプロッ
トし、ANOVA で統計処理した。 
＜臨床研究＞ 
これまでの in vitro, in vivo の実験結果
を、臨床で確認した。研究内容を説明し同意
の得られた成人予定手術患者を対象とし、手
術侵襲、手術時間がほぼ一定で呼吸・循環の
変動が少ない下腹部手術（手術時間 5-6 時間
予定）を選択した。 
 従来療法群 
麻 酔 前 投 薬 は 投 与 せ ず 、 propofol, 
remifentanyl にて麻酔導入、麻酔維持は酸

素・空気・セボフルランにて行った。気管挿
管・人工呼吸下に管理し、筋弛緩薬は通常量
使用した。モニターは通常手術に準じ、静脈
ライン、動脈ラインを確保した。麻酔導入前
に採血し、以後手術中は 1時間毎、術後は ICU
入室時、翌日朝に採血した。血糖値 150-200 
mg/dlを目標に30-60分ごとに血糖値測定し、
イ ン ス リ ン を 用 手 投 与 し た 。 VEGF 
enzyme-linked immunosorbent assay kit で
VEGF を測定した。 
 強化インスリン療法群 
麻 酔 前 投 薬 は 投 与 せ ず 、 propofol, 
remifentanyl にて麻酔導入、麻酔維持は酸
素・空気・セボフルランにて行った。気管挿
管・人工呼吸下に管理し、筋弛緩薬は通常量
使用した。人工膵臓（血糖連続モニター・自動
制御システム：日機装社製）を用いて血糖値
100-150 mg/dlを維持し、以下、従来療法群と
同様に行った。各群における血中VEGF濃度
を時間ごとにプロットし、ANOVA で統計処理
した。 
＜統計＞ 
結果は平均値±標準偏差値で示し、分散分析
及び post-hoc test (Scheffe test)を行い、
p<0.05 を有意差ありとした。 
 
４．研究成果 
＜ヒト培養細胞を用いた in vitro 実験＞ 
 正常血糖環境モデルにおいて、プロポフォ
ール(10, 50 μM)培養 3 日および 10 日後の
新生血管の管腔面積、管腔長、管腔交差点数、
細管本数に影響を与えなかった。50 μMミダ
ゾラムは、VEGF 存在下の培養 3, 10 日後の血
管新生を全ての項目で有意に抑制した。一方、
VEGF 非存在下では、50 μM ミダゾラムは培
養 3日後の管腔面積、管腔長、細管本数を有
意に促進したが、培養 10 日後には影響を与
えなかった。1, 10 μM ミダゾラムは血管新
生のほとんどの項目に影響を与えなかった。
血糖値 300 mg/dl 以上の高血糖環境モデルに
おいては、正常血糖環境モデルに比べて血管
新生を抑制する傾向が示された。 
＜ラットを用いた in vivo 実験＞ 
 正常血糖値群と高血糖値群で体温、呼吸・
循環動態に有意な変化はなかった。正常血糖
値群は血糖値 150 mg/dl 以下、高血糖値群は
血糖値 300 mg/dl 以上に維持できた。両群間
で VEGF 測定値に有意な変化はなかった。 
＜臨床研究＞ 
 従来療法群と強化インスリン療法群で、体
温、呼吸・循環動態に有意な変化はなかった。
従来療法群はインスリン用手投与により血
糖値 150-200 mg/dl に維持された。強化イン
スリン療法群は人工膵臓を用いた術中管理
法を確立し、血糖値 100-150 mg/dl に維持す
ることが可能となった。両群間で VEGF 測定
値に有意な変化はなかった。 
＜まとめ＞ 
 平成 20～22 年度：基盤研究(C)の in vitro
研究においては放出された VEGF を測定して



血管新生効果を評価した。今回は正常ヒト皮
膚繊維芽細胞と臍帯静脈血管内皮細胞から
構成された血管新生キットを用いて各ウェ
ル中で両細胞を最適濃度で 10 日間培養し、
管腔形成初期段階として枝分かれした管腔
ネットワークを形成させ、血管新生観察・定
量システムを用いてネットワークを直接観
察した。血管新生の抑制または亢進作用は形
成された管腔を管腔染色キットで染色し、ス
コアリング用グリッドレンズでスコアリン
グして管腔形成の差として確認する方法を
確立した。この方法の確立により、血管新生
効果を直接観察・定量評価できるようになっ
た。 
 また、臨床研究においては人工膵臓を用い
た術中強化インスリン療法の技術を確立し
た。この周術期管理技術は血管新生研究のみ
ならず、今後、様々な血管機能研究に応用で
きる可能性が示唆された。 
 In vitro 研究により、プリポフォールは血
管新生に影響を与えないことが示唆された。
高濃度ミダゾラムは血管新生を抑制する一
方、VEGF 非存在下には早期の血管新生を促進
する可能性が示唆された。また、低濃度ミダ
ゾラムは in vitro 血管新生に影響を与えな
いことが示唆された。 
 In vitro 研究、in vivo 研究、臨床研究に
より周術期の急性高血糖が血管新生効果に
及ぼす影響は少なく、やや抑制する可能性も
あることが示唆された。血管新生制御の観点
からも、周術期血糖管理の重要性が再検討さ
れる必要がある。今後は更に、低酸素刺激に
よる血管プレコンディショニング効果や遠
隔プレコンディショニング効果などが血管
新生に及ぼす作用も検討する予定である。 
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