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研究成果の概要（和文）： 
虚血性疾患に対する外科的バイパス術後の移植グラフ血管、特に静脈グラフトの劣化やス
テント治療後の再狭窄などは、平滑筋増殖による内膜肥厚などの血管リモデリングが原因
となっている。本研究では、ウサギ頸動脈バイパスモデルを用いて、ミクロ RNA-145
（miRNA-145）が平滑筋増殖抑制に特異的に作用する性質を応用し、内膜肥厚抑制効果につ
いて検討した。コントロール群（遺伝子導入なし）と miR-145 導入群（自家静脈グラフト
にエレクトロポレーション法にて miR-145 を導入）の 2 群に分け、日本白ウサギの頚動脈
を自家頚静脈グラフトに置換し、その後の内膜肥厚について評価を行った。4 週間後の新
生内膜の厚さ及び内膜/中膜面積比は有意に miR-145 群で小さかった。また、平滑筋分化
の指標である SM-1 及び SM-2 免疫染色において miR-145 群において増殖型が抑制され、
細胞増殖の指標であるKi-67免疫染色でもmiR-145群において内膜肥厚部の細胞増殖が抑
制されていた。以上の結果から、血管平滑筋フェノタイプを制御できる miR-145 を自家静
脈グラフトへ遺伝子導入することで、新生内膜増殖による移植グラフトの内膜肥厚を抑制
できるため、外科的バイパス術後のグラフト開存率が改善されることが期待できる。さら
にはウイルスベクターを用いない遺伝子導入法を用いた事で、基礎研究段階から臨床応用
への可能性も拡がったと考えられた。 
研究成果の概要（英文）： 
Intimal hyperplasia is the major cause of vein graft disease. Proliferation and migration 
of smooth muscle cells (SMCs) into the intima are key mechanism in this process. 
Recent studies have revealed that microRNA-145(miR-145) is a specific mediator in the 
regulation on phenotype of SMCs, proliferative or differentiative. We aimed to 
investigate the impact of miR-145 on intimal hyperplasia with rabbit vein graft disease 
model using electroporation-mediated gene transfer. We harvested right jugular vein of 
male Japanese white rabbit and injured the endothelium by balloon catheter. Vein graft 
was transduced with miR-145 encoding plasmids by electroporator and interposed at 
ipsilateral carotid artery. Four weeks after surgery, we explanted the venous graft and 
performed histological studies (hematoxylin and eosin staining, and elastica van Gieson 
staining for elastic fiber). Intimal thickness and intima/media area ratio were evaluated. 
Furthermore, immunohistochemistry for mature smooth muscle marker myosin heavy 
chain smooth muscle-1 and -2 (SM-1 and SM-2) and proliferation marker Ki-67 were 
performed to study the degree of differentiation and proliferation of SMCs.MiR-145 
transduction significantly reduced neointimal thickness and intima/media area ratio  
compared to the grafts without gene transfer. Immunohistochemistry revealed that 
miR-145 transduced grafts contained more SM-2 positive mature SMCs and less Ki-67 
positive proliferating cells. Considering these results, we conclude that 
electroporation-mediated non-virus transfer of miR-145 into the vein bypass graft 
potently regulates SMC phenotype and would be promising to prevent intimal 
hyperplasia in vein graft disease. 
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１．研究開始当初の背景 
 
冠動脈バイパス術および四肢末梢血管疾患に
おける外科的血行再建術において自家静脈グ
ラフトが重要な位置を占めることに異論はな
い。しかし、静脈グラフトの長期開存率は未
だ満足すべきものではない。主因の一つに、
平滑筋増殖による内膜肥厚などの血管リモデ
リングが原因としてあるため、移植グラフト
の長期開存率の改善及びそれによりもたらさ
れる生命予後改善のためにも静脈グラフトの
内膜肥厚抑制が大きな課題である。 
 
２．研究の目的 
 
ミクロ RNA の平滑筋増殖抑制作用を利用し
て、静脈グラフトの開存率の改善及び臨床応
用を目指すことである。 
 
３．研究の方法 
 
遺伝子導入なしのコントロール群、及びミク
ロ RNA-145（miR-145）発現プラスミドをエ
レクトロポレーション法にて自家静脈グラ
フトに遺伝子導入した miR-145 導入群の 2
群に分け、実験を行った。全身麻酔下にて、

剝日本白ウサギの頚部を切開し、頚静脈を 離
後、バルーンカテーテルを用いて静脈内膜を
除去し、切離する。続いて、miR-145 導入群
のみエレクトロポレーション法を行い遺伝
子導入し（図１）、その静脈グラフトを用い
て頸動脈を置換し 4週間後の内膜肥厚抑制効
果を比較検討した。また、平滑筋分化の指標
である SM-1、SM-2、及び細胞増殖の指標で
ある Ki-67 にて免疫染色を行い両群間で比較
検討も行った。 

 
（図１）エレクトロポレーション法による静脈グ

ラフトへの miR-145 導入 
 
４．研究成果 
 
4週間後の新生内膜の肥厚はmiR-145群で有

意に小さく（コントロール群：136.5±38.34 
vs miR-145群：42.4±4.8μm、P<0.05）、内
膜/中膜面積比においても有意にmiR-145群で
小さかった（コントロール群：1.129±0.233 
vs miR-145群：0.216±0.043、p<0.01）（図２）。
また、SM-1およびSM-2免疫染色においても
miR-145群において増殖型が抑制されている
と考えられた（図３）。Ki-67を用いた免疫染
色でもmiR-145群において内膜肥厚部の細胞
増殖が抑制されていた（図４）。 
 以上より、血管平滑筋フェノタイプを分化
型に制御できる miR-145 を自家静脈グラフ
トへ遺伝子導入することで、静脈グラフトの
開存率を改善できた。さらにはウイルスベ
クターを用いない遺伝子導入法を用いた事
で、基礎研究段階から臨床応用への可能性
も拡がったと考えられた。 



 

（図２）内膜/中膜面積比 

 

 
（図３）SM-1 および SM-2 免疫染色 

 

 
（図４）Ki-67 免疫染色 
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