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研究成果の概要（和文）：本研究では生体分解性ゲルをDDSとしてPD-ECGF遺伝子を用いた小口径人工血管を作製
し、イヌ総頸動脈バイパスモデルにおいて、その長期開存性に対する効果を評価・検討することを目的とした。
生体分解性ゲルに関しては細胞毒性及び生体寛容性の点においてフィブリンゲルが優れており、これをDDS・コ
ーティングとして用いることとした。イヌ総頸動脈バイパスモデルにおいて抗血栓性の観点よりプラスミン処理
を追加しフィブリンゲルコーティングを行った人工血管を使用した。その結果全例早期に閉塞が確認され、
PD-ECGFの小口径人工血管長期開存性に対する効果を確認することができなかった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to evaluate the effect of biodegradable gel on 
long-term patency in a canine common carotid artery bypass model by fabricating small-caliber 
prostheses with PD-ECGF gene as DDS. 
Fibrin gel was used as the DDS/coating because of its superiority in terms of cytotoxicity and 
bio-tolerance.
In a canine common carotid artery bypass model, we used fibrin gel-coated artificial vessels with 
additional plasmin treatment from the viewpoint of anti-thrombogenicity. All grafts showed early 
occlusion, and the effect of PD-ECGF on the long-term patency of small-caliber prostheses

研究分野：心臓血管外科

キーワード： 小口径人工血管　遺伝子治療　PD-ECGF
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研究成果の学術的意義や社会的意義
動脈硬化性疾患の増加及び重症化に伴い、特に下腿領域への血行再建術において血管バイパス術は依然重要な治
療法である。長期開存性の観点から自家動脈及び静脈をグラフトとして用いられることが多いが、これらは有限
であることから長期化依存性に優れた小口径人工血管の開発が切望されている。
本研究は、抗動脈硬化作用を有するPD-ECGF遺伝子を用いた長期開存性に優れた小口径人工血管を開発すること
を目的に、PD-ECGF遺伝子を添加した人工血管についてイヌ頸動脈バイパスモデルを用いて評価した。しかし術
後早期の閉塞が確認され、長期開存性に対するPD-ECGFの効果について確認することができなかった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
今日、動脈硬化性疾患のリスクは増悪傾向にあり、心臓血管外科及び循環器科領域において、動
脈硬化に起因する虚血性疾患の症例数は増加の一途をたどっている。近年、血管内治療の発展に
よりバイパス術を必要としない症例も見受けられるが、疾患の重症度も深刻化しており、特に下
腿領域への血行再建術において血管バイパス術は依然重要な治療法である。 
現在、大血管を除くバイパス術の多くは自家動脈及び静脈をグラフトとして用いられることが
多いが、これは小口径人工血管と比較して、グラフト採取による新たな傷や手術時間の延長など
の短所をさしおいても、長期開存性において優位であるためである。しかし、その開存性も決し
て満足し得るものではなく、更にこれら自家グラフトは有限である為、再手術を要する場合に使
用できないことも少なくない。以上の点より、永らく心臓血管外科領域において長期開存性に優
れた小口径人工血管の開発が切望されているが、未だ実用品として実現に至らないのが現状で
ある。 
申請者らはこれまでに、ヒト血小板由来内皮細胞成長因子(PD-ECGF/別名 Thymidine 
Phosphorylase ; 以下 PD-ECGF)を用いた遺伝子治療の研究を行い、慢性虚血心筋モデルにおい
て血管新生促進作用、心筋細胞のアポトーシス抑制作用、心機能改善効果を確認(Am J Physiol 
Heart Circ Physiol.2004、J Gene Med.2008)するとともに、虚血肢モデルにおける血管新生促進
作用についても確認している(J Vasc Surg. 2006)。 
一方で、PD-ECGF は血管傷害モデルにおいて傷害部の血管内膜肥厚を抑制すること(右
図:Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2005)、血管バイパス術静脈グラフトにおいて新生内膜肥厚を
抑制する（J Vasc Surg. 2008）ことなどを確認しており、これらはいずれも内膜肥厚に主要な役
割を果たす血管平滑筋の増殖を抑制した結果である。この結果は小口径人工血管におけるグラ
フト狭窄予防に有用と考えられる。 
また PD-ECGF には内皮細胞の遊走を促す作用も有しており、このことは人工血管の抗血栓性
に寄与すると考えられる。 
これらの結果は小口径人工血管の長期開存性改善に非常に有用な知見である。 
 また上記慢性虚血心筋モデルの研究に際し種々の生体分解性ゲルを、遺伝子を導入する手法
（Drug Delivery System ; DDS）として用いてきた。生体溶解性、寛容性、遺伝子導入効率など
その特性も様々であり、例えばエラスチンゲルには PD-ECGF 遺伝子同様、血管平滑筋細胞増
殖抑制作用があることが知られている。また、ヒアルロン酸ゲルは生体溶解性及び生体寛容性に
優れているという特徴がある(Artif Organs. 2009 )。 
以上のことはいずれも長期開存性に優れた小口径人工血管開発の可能性を十分に裏付けるもの
であり、これらを併用することにより更なる効果向上が見込まれる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、PD-ECGF 遺伝子及び生体分解性ゲルをDDS として用いた小口径人工血管を作製
し、イヌ総頸動脈バイパスモデルにおいてその長期開存性について評価・検討することにより、
長期開存性に優れた小口径人工血管開発の可能性を追求することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト PD-ECGF 遺伝子を組み込んだプラスミドベクター（pCIhTP）の大量精製 
ヒト PD-ECGF 遺伝子を組み込んだプラスミドベクターpCIhTP、及び対照遺伝子である LacZ
遺伝子を組み込んだベクターpCILacZ を Qiagen の Endofree plasmid Extraction Giga kit を用い
大量精製する（２種類のベクターはすでに作成済み、当研究室が保有している）。 
（2）生体分解性ゲルの生体分解性、寛容性の比較 
生体分解性ゲル（ヒアルロン酸ゲル、キトサンゲル、フィブリンゲル、エラスチンゲル）につい
て、その生体分解性、寛容性について評価し比較検討する。 
生体分解性はラット大腿部へゲルを挿入し、2及び 4 週後における分解性を評価する。 
寛容性は先述のラット大腿部の組織標本における免疫細胞の浸潤及び周囲の繊維化（in vivo）、 
ラット血管平滑筋細胞を用いたMTT assay（in vitro）にて評価を行う。 
（3）生体分解性ゲルコーティング小口径人工血管の作製 
先ずφ3mmのノンコーティングDacron 製人工血管を用い、上記 2の結果を踏まえ、PD-ECGF
遺伝子及びコントロールとして LacZ 遺伝子をそれぞれ含ませた生体分解性ゲルにてコーティ
ングを行い、人工血管を作製する。 
（4）イヌ頸動脈バイパスモデルの作製 
雌性ビーグル犬を用い頸動脈バイパスモデルを作製する。 
全身麻酔下、仰臥位にて総頸動脈にアプローチ。全周性に剥離し、ヘパリンを投与した後に遮断。
25mm長を切除し、同長の人工血管を 8-0 モノフィラメント糸連続縫合にて吻合・置換する。 
置換した人工血管により 
①ノンコーティング人工血管にて置換した群 



②生体分解性ゲルコーティング（PD-ECGF 遺伝子を含まず）人工血管にて置換した群 
③生体分解性ゲルコーティング（PD-ECGF 遺伝子を含む）人工血管にて置換した群 
④生体分解性ゲルコーティング（対照遺伝子 LacZ 遺伝子を含む）人工血管にて置換した群に群
分けする。 
（5）超音波検査（頸動脈エコー）による血管の評価 
術前及び術直後、術後２週、４週、８週において超音波検査を行い血管の評価を行う。 
血管内径、内・中膜複合体厚、パルスドプラ血流波形を測定し、内膜肥厚の有無、狭窄度を評価
する。 
 
４．研究成果 
（1）先ず当研究室にて保存していたヒト PD-ECGF 遺伝子を組み込んだプラスミドベクター
（pCIhPD-ECGF）及び対照遺伝子である LacZ 遺伝子を組み込んだベクター（pCILacZ）を大
量精製した。 
（2）次に生体分解性ゲル（フィブリンゲル、ヒアルロン酸ゲル、キトサンゲル、エラスチンゲ
ル）を用いて生体分解性及び生体寛容性の比較を行った。 
生体分解性に関してはラット大腿部へゲルを挿入した後、2及び 4週間後に組織を採取、組織切
片を作成し、ゲルの形態を確認することにより比較した。その結果フィブリンゲル及びヒアルロ
ン酸ゲルは 2週間で溶解されていることが確認された。 
生体寛容性に関しては細胞毒性に関しMTT assay にて評価を行い、この検査ではフィブリンゲ
ルがその他のゲルと比較して細胞毒性が低いことが示された。また組織染色にてフィブリンゲ
ルが炎症細胞浸潤などの反応が低いことが示された。 
上記結果及びフィブリンゲルが既に臨床使用で承認されていることから DDS としては最も望
ましいと考えられた。 
（3）、（4）、（5） 
これまでの結果を踏まえ、用意したφ3mm のノンコーティング Dacron 製人工血管に遺伝子
（PD-ECGF、LacZ）添加フィブリンゲルコーティングを使用したイヌ頸動脈バイパスモデルを
作成し、PD-ECGF の開存性に対する効果の評価を行った。 
バイパスモデル作製に先立ち、雌性ビーグル犬を鎮静下に右側臥位にて左総頸動脈の血管超音
波検査を施行し、φ3mm人工血管でのバイパスが可能であることを確認した。 
バイパスモデルは雌性ビ
ーグル犬を用い全身麻酔
下、右側臥位にて左総頸
動脈にアプローチを行っ
た。全周性に剥離し、ヘパ
リンを投与した後に左総
頸動脈を中枢・抹消にて
遮断した。25mm長を切除
し、同長の人工血管を 8-0
モノフィラメント糸単結
節縫合にて端々吻合・置
換する方法にて作製した。 
先ずノンコーティング人工血管を用いたバイパスモデルを作成し、その後人工血管周囲にフィ
プリンゲルを塗布する方法にて評価を行った。 
その結果 PD-ECGF 群及び対照群ともに全例において術後 2週間での血栓閉塞が確認された。 
この結果を踏まえ事前に人工血管へのコーティングを行い、コ
ーティングされた人工血管を用いてバイパスモデルを作成する
こととした。コーティング方法は以前の報告(Jpn J Artif Organs 
25(1), 224-229)に従い、プラスミン処理を追加した。 
作成に当たり、コーティングについて組織学的な確認は困難で
あったため、電子顕微鏡を用い十分にコーティングされている
ことを確認し、バイパスモデルに使用した。 
しかし、作製したバイパスモデルは再び全例術後早期での閉塞
が確認された。 
このため、術後 2週間の時点で人工血管を摘出し、組織学的な評価を行ったが、血管内皮細胞層
形成の進展や吻合部に於ける内膜肥厚の程度などに差異を認めることはできなかった。 
これを踏まえコーティング方法及び生体分解性ゲルの見直しが必要となったが、ここで本学動
物実験棟の改修に伴い大動物（イヌ）の飼育ができず、イヌバイパスモデルの作成が困難となっ
た。これに対しウサギなどの別動物での頸動脈バイパスモデルによる実験継続を試みた。しかし、
この場合必要なノンコーティグ人工血管のサイズが異なり、この確保を試みるも難しく、断念し
た。 
このため本研究では PD-ECGF の小口径人工血管に於ける長期開存性への効果を証明するには
至らなかった。 
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