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研究成果の概要： 

 Midkine(MK)はヘパリン結合性増殖因子であり、炎症に関与することが MK 欠損マウスでの研

究で証明されている。本研究では、高脂血症ウサギモデルを用いて、ステント留置血管におけ

る MK 発現と新生内膜の関係について検討し、MK はステント留置後の新生内膜増殖において浸

潤マクロファージを介して重要な役割を担っていることを明らかにした。今後は、MKを標的分

子とした薬剤溶出ステントによるステント再狭窄予防への臨床応用が期待される。 
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１．研究開始当初の背景 

  高齢化や食生活の欧米化により動脈硬化

に起因する閉塞性動脈硬化症(ASO)症例が増

加している。手術手技、治療用カテーテル、

人工血管材質そして薬剤の進歩により、PTCA

や閉塞血管に対するバイパス術の早期治療

成績は著しく向上したが、血管壁内膜肥厚に

起因する術後の再狭窄は、遠隔成績向上の障

害となっている。 

  下肢 ASOにおける侵襲治療としてはステン

トを用いた血管内治療とバイパス術が行わ

れる。しかしながら、ステントの再狭窄、特

に鼠径部以下の末梢動脈病変のステント治

療後 20-30％の再狭窄がみられること、また

バイパスグラフトとして自家静脈グラフト

は第一選択であるが、約 20-30％が晩期閉塞

がみられることは、解決すべき問題点である。

即ち、この血管内膜肥厚の原因を明らかにし
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その治療法を確立することは、臨床的に大変

重要である。 

 我々はこれまで、ASO 臨床例に極めて良く

相関するイヌ（J Vasc Surg, 1986）および

ウサギ（Atherosclerosis, 1994）異常血流

モデルを開発し、以下の知見を得た。即ち、

(１)異常血流条件下では自家静脈グラフト

内膜肥厚が著明に増強され、これに関与する

血行力学的因子は壁面剪断応力（wall shear 

stress）であること（J Vasc Surg, 1986）、

( ２ )low shear stress 下 で は 、

prostacyclin(PGI2)、NOの産生低下が認めら

れ（Circ Res 1991, 1993, Surgery 1994, J 

Surg Res1994, 1995）、内皮細胞機能低下と

内膜肥厚との関連を報告してきた。 

(３）さらに ecNOS 遺伝子導入により内膜肥

厚抑制効果を報告した（J Vasc Surg, 1998, 

Surgery 2002）。また、傷害血管や自家静脈

グラフトの内膜肥厚には平滑筋細胞の他、外

膜の線維芽細胞増殖が関与する可能性を報

告し（Atherosclerosis, 2001, Circulation 

1997, J Thorac CardiovascSurg 1997）、内

膜肥厚の病理学的発生機序として血管壁全

層の過剰な傷害修復反応であり、それに low 

shear stressや高脂血症が増悪因子として働

いている可能性を明らかにした。最近さらに

我々は、血管内膜肥厚に対する MCP-1をター

ゲットとした坑炎症療法 (Circulation, 

2002)や AP-1decoy による内膜肥厚抑制を報

告した(Circulation, 2002)。 

 以上のように、血管内膜肥厚は多因子性の

病態であり、血管壁構成細胞（内皮細胞、平

滑筋細胞、線維芽細胞、血球）が様々な分子

を介してクロストークしていると考えられ

ているが、最近血管壁における炎症性変化が

再狭窄や動脈硬化性病巣の進行に中心的な

役割を果たしていることが明らかにされて

きた。最近、我々は炎症細胞遊走能と平滑筋

細胞遊走作用のあるミッドカイン(MK)に初

めて注目し興味ある知見を得た。ウサギバル

ーン擦過モデル内膜肥厚ならびに自家静脈

グラフト内膜肥厚に MK が発現し、それをア

ンチセンスならびに siRNA投与による遺伝子

治療において内膜肥厚抑制効果を明らかに

した(Am J Physiol, 2005)。 

 しかしながら、これまでステントの再狭窄

に対する炎症制御による新しい遺伝子治療

の探索研究はなされていないのが現状であ

る。今回我々は、ステントの再狭窄とミッド

カイン(MK)との関連に初めて注目した。MKは

炎症細胞遊走能と平滑筋細胞遊走作用があ

ることが知られているが遺伝子治療のター

ゲットとしての報告はほとんどない。また、

その遺伝子治療戦略として血管病変にほと

んど応用の報告がない。siRNA を用いる点も

注目すべき特徴である。さらには自家静脈グ

ラフト内膜肥厚抑制の新しい治療戦略とし

て monocyte を誘導する走化因子として知ら

れ て い る ケ モ カ イ ン で あ る monocyte 

chemoattractant protein-1(MCP-1)をターゲ

ットとした siRNAの内膜肥厚抑制効果も併せ

て検討する。 

 

２．研究の目的 

 冠動脈疾患に対する血管内治療後の再狭

窄は単純病変で 15～20％、複雑な病変で 30

～60％と言われ、末梢動脈への stenting も

同様の問題を抱えている。Drug eluting 

stent は劇的に再狭窄率を減尐させたが、末

梢動脈病変では依然問題として残り、さらに

不十分な内皮化による血栓閉塞も新たな問

題となっている。バルーン血管拡張術後の再

狭窄とステント留置後の再狭窄では、血管平

滑筋の遊走・増殖という点では同様であるが

血管壁における炎症反応は大きく異なり、ス

テント留置後の血管障害は炎症反応が長期

に持続しマクロファージの集積が著明に多

いことが分かっている。また高脂血症では血

中 LDLは増加し、酸化された LDL(oxLDL)は血

管壁に浸潤したマクロファージの scavenger 

recepterに認識されて貪食され、泡沫細胞化

し動脈硬化病変が進行する。 

 Midkine(MK）はヘパリン結合性増殖因子で

あり、炎症に関与することが MK 欠損マウス

での研究で証明されている。我々はこれまで

に MK 欠損マウスの頚動脈擦過モデルにおい

て、新生内膜形成が抑制され MK の全身投与

によりその効果が減弱することを報告した。

また、MK siRNAを局所投与することで静脈グ

ラフトにおける新生内膜の抑制効果につい

ても報告した。これらの報告では、MKは新生

内膜において主に平滑筋細胞において発現



 

 

が見られ、そのピークはおよそ術 7日後であ

った。したがって MK は新しい血管再狭窄予

防の標的分子として考えられるが、動脈硬化

病変に対するステント留置後の再狭窄での

関与については明らかにされていない。本研

究では、高脂血症ウサギモデルを用いて、ス

テント留置血管における MK 発現と新生内膜

の関係について検証した。 

 

３．研究の方法 

(1)動脈実験 

 日本白色種ウサギに 1％コレステロールを

4 週間投与し、高脂血症モデルを作成する。

ステント留置後の早期血栓閉塞予防のため

術前日からアスピリンを 20mg/day を

Sacrifice まで投与した。全身麻酔下に右頚

動脈を露出し全身ヘパリン化の後に直径 3ｍ

ｍ全長 30ｍｍのバルーンステントを挿入し

腸骨動脈にステントを留置した(Fig.1A)。術

後 1,3,7,14,28日後に sacrificeしステント

留置血管を採取して以下の実験を行った。 

 ①ステント留置血管から蛋白を抽出しウエ

スタンブロッティング法にて各タイムポイ

ントでの MKの発現量を比較検討した。 

 ②同様に TotalRNAを抽出して、RT-PCR法で

各タイムポイントにおける MK mRNAの発現量

を比較検討した。 

 ③ステント留置血管をホルマリン固定し、

elastic Van Gieson染色を行い正常食と高脂

血症モデルとで新生内膜を比較した。続いて、

ステントを除去した血管を固定し、マクロフ

ァージ(RAM-11)、血管内皮細胞(CD31)、平滑

筋細胞(αSMA)で免疫染色を行った。また MK

の免疫染色には、ウサギ MK を認識する

chicken抗 human MK抗体を使用した。さらに

MK とマクロファージの蛍光二重染色で新生

内膜での MKの分布を検討した。 

(2)細胞実験 

 ①Human monocyte like cell である THP-1

を 100nM phorbol myristate acetate(PMA)

で刺激しマクロファージへの分化モデルを

作成する。Western blotting法にて THP-1か

らマクロファージへの分化前後における MK

蛋白発現を定量し比較検討した。 

 ②3％Thioglycollate をマウスの腹腔内に

注入して刺激し 5日後に腹腔洗浄して回収し

た細胞からマクロファージを分離培養し、

low density lipoprotein(LDL)、酸化 LDLで

泡沫細胞化させる。マクロファージが脂質を

取り込んで泡沫化することによる MK 発現の

変化を Western blotting 法で検討した。泡

沫化の確認のため腹腔マクロファージは

0.5％ Oil red Oで脂肪染色を行った。 
 
４．研究成果 

結果(1) 

 高コレステロール食によりステント留置後

の新生内膜は有意に増加した(Fig1B)。MK の

発現量は Western blotting 法、RT-PCR 法の

いずれにおいても術 3日後から増加し 7日後

にピークに達した。免疫組織学的検討では、

新生内膜における MK の発現が確認された

(Fig3A)。7、14、28日後の標本での免疫染色

(血管内皮、平滑筋細胞、マクロファージ、

MK)では新生内膜の上層に平滑筋細胞が、下

層にマクロファージが分布し、MKの分布は血

管内皮とマクロファージと一致していた

(Fig3B)。また、MK とマクロファージに対す

る抗体での蛍光二重染色においてもマクロ

ファージでの MK 発現が確認された(Fig3C)。 

結果(2) 

 THP-1 によるマクロファージ分化モデル

(Fig4A)では、THP-1からマクロファージへの

分化前後での MK 発現量に変化はなかった

(Fig4B)。腹腔マクロファージは酸化 LDL を

取り込み泡沫化したが(Fig5A)、この泡沫化

によるマクロファージの MK 蛋白の発現量に

も変化はなかった(Fig5B)。 

 

考察 

 擦過モデルや静脈グラフトモデルでは、新

生内膜での MK 発現は主に遊走した平滑筋細

胞で認められた。今回、ステント留置後の新

生内膜においても MK の関与は明らかにされ

たが、主に浸潤し泡沫化したマクロファージ

に発現していることが証明された。高脂血症

下ではマクロファージが血管壁の炎症に強

く関与し、そこでは MK の発現により平滑筋

細胞遊走が誘導され新生内膜形成に関わっ

ていることが明らかとなった。THP-1 や腹腔

マクロファージを使った実験でも MK の発現

は確認されたがマクロファージ分化との関



 

 

連は確認できなかった。これらの細胞がすで

に単球からある程度分化していることを考

えると、血中を循環する単球細胞での検証に

より MK と分化との関連がより明らになると

思われる。血管再狭窄予防には種々の分子が

標的とされ、これまでに PDGF、IL-10、TGF-

β、MCP-1、などの報告がある。MK SiRNA で

内膜肥厚抑制効果が得られた静脈グラフト

モデルのように、SiRNA でコーティングした

薬剤溶出ステントへの応用によりステント

再狭窄が可能となると予想される。今後は

SiRNA を徐放可能とする薬剤溶出ステントの

開発が期待される。 

 

結論 

 MK はステント留置後の新生内膜増殖にお

いて浸潤マクロファージを介して重要な役

割を担っていた。今後は MK による平滑筋細

胞遊走増殖への分子機構を解明するととも

に、MKを標的分子とした薬剤溶出ステントに

よるステント再狭窄予防への臨床応用が期

待される。 
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