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研究成果の概要（和文）：　本研究は、自家動脈グラフト血管内膜肥厚と EDHF (Endoyhelim - derived hyperpolariz
ing factor : 内皮由来過分極因子)との関連を検討し、新たな血管病治療戦略を探索することにある。
　静脈グラフトでは、内皮依存性弛緩反応と EDHFの反応がともに障害されるのに対し、動脈グラフトでは静脈グラフ
トと異なり内皮依存性弛緩反応が増大することがわかった。その機序として、動脈グラフトの EDHFの反応は低下する
が、一方で NOの機能が亢進することで弛緩反応が増強すると考えられた。このグラフト内皮機能の違いが動脈グラフ
トの良好な開存の要因のひとつと考えられた。

研究成果の概要（英文）： The vascular endothelium induces smooth muscle relaxation mainly mediated by 
nitric oxide (NO) and endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF). The present study was undertaken 
to determine whether the functions of NO and EDHF may be altered in rabbit artery grafts.
 At 28 days after the operation.Intimal hyperplasia was observed in "artery graft". When compared with 
"control artery","artery graft” exhibited greater acetylcholine-induced endothelium-dependent 
relaxation. Both the acetylcholine-induced increase in endothelial cell [Ca2+]i and the 
endothelium-dependent SMC hyperpolarization were weaker in "artery graft". Endothelial NO release under 
basal conditions was enhanced, while acetylcholine-induced endothelium-dependent SMC hyperpolarization 
was reduced in artery grafts.
 It is suggested that enhanced NO production is responsible for the increased acetylcholine-induced 
endothelium-dependent relaxation, and for minimizing intimal hyperplasia, in a rabbit artery graft.

研究分野： 血管外科学
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１．研究開始当初の背景 
閉塞性動脈硬化症(ASO)症例は、高齢化や

食生活の欧米化により、増加の一途をたどっ
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
績は著しく向上しているものの、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。現在、ソケイ部以下
の下肢 ASO における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％が晩期閉塞に至る。またステントに
よる血管内治療においても同様に３０−４
０％、ステント再狭窄により閉塞する。即ち、
この血管内膜肥厚の原因を明らかにしその
治療法を確立することは、臨床的に大変重要
ことと思われる。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、これまでに
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, 
Circulation1997, 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。
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)。また炎症細胞遊
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、世界ではじめて
siRNA を用いて血管内膜肥厚の抑制を発表
した（J Vasc Surg, 2006）。最近、セロトニ
ンと自家静脈内膜肥厚との関連（J Vasc Surg, 
2010,2012）並びにメタボリックシンドロー
ムに関与しているといわれているアデイポ
ネクチン上昇と内膜肥厚抑制効果も報告し
た（J Vasc Surg, 2011）。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。 
 血管内皮細胞は、血管内腔を覆う単なる一
層の細胞群ではなく、多くの機能を有してい
ることが知られている。中でも血管内皮はプ

ロスタサイクリン (PGI2) ・一酸化窒素
(NO) ・ 内 皮 由 来 過 分 極 因 子
(endothelium-derived hyperpolarizing 
factor, EDHF)の 3 種類の血管弛緩因子を産
生・放出し、血管機能の恒常性の維持に重要
な役割を果たしている。この 3 種類の弛緩因
子のうち PGI2 と NO はすでに同定され、一
部では臨床応用も行われている。しかし、第
3 の因子である EDHF に関しては、1988 年
にその存在が提唱されて以来、その本体とし
て数種類の物質や機序が提唱されており、い
まだ不明な点が多く残されている。EDHF は、
血管内皮細胞に対するアゴニスト刺激やず
り応力などの様々な刺激により内皮から産
生・遊離され、血管平滑筋に作用して血管平
滑筋膜のカルシウム活性型 K チャネル(KCa
チャネル)を開口し、血管平滑筋の細胞膜を過
分極させることにより血管平滑筋の弛緩を
惹起します。この EDHF は血管弛緩反応に
関する役割を NO と分担しており、大動脈な
どの導管血管における弛緩反応は主として
NO により制御されていますが、EDHF は大
血管よりも微小血管、特に抵抗血管において
重要な役割を果たしています。 EDHF 本体
については動物種、あるいは同一個体内でも
血管床（臓器差）・血管径により差がみられ、
異なる動物種、あるいは異なる血管床、さら
には同一血管床でも血管径の差により異な
った EDHF が存在する可能性が示唆されて
いる。 
 これまで EDHF の血管内膜肥厚（自家静
脈グラフト、動脈擦過モデルおよびステント
留置後の血管内膜肥厚）でのその生理学的機
能は明らかでない。そこで種々の血管内膜肥
厚モデルでの EDHF の影響について検討す
る。またウサギ実験モデルを用いて、我々は
これまで多数の薬物（スタチン、β—ブロッ
カー、抗糖尿病薬など）の血管内膜肥厚抑制
効果を発表してきた。しかしながら、その詳
細なメカニズムは明らかでない。そこでそれ
らの薬物の EDHF への作用についても検討
する。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、血管内膜肥厚（自家静脈

グラフト内膜肥厚,動脈擦過モデルとステン
ト 再 狭 窄 ） と 内 皮 由 来 過 分 極 因 子
(endothelium-derived hyperpolarizing 
factor, EDHF)との関連を検討し、EDHF を
ターゲットとした新たな血管病治療戦略を
探索することにある。最終的には閉塞生動脈
硬化症患者と EDHF との関連を検討する。 
 
３．研究の方法 
今回、ウサギ自家動脈グラフトモデルを用

いて、動脈グラフトの内皮依存性弛緩反応に
ついて NOと EDHF に注目して検討した。 
ウサギ（日本白色種 N=25）右総頸動脈を
2.5cm 摘出し、同部位に端々吻合を行い，総
頸動脈グラフトを作成した。術後 4週間目に



右総頸動脈グラフト（G群）と左総頸動脈（C
群）を摘出し、（１）両群とも凍結切片で HE
染色を行い無作為に抽出した8か所で血管壁
の厚さを測定し、内膜肥厚の有無を評価した。
また免疫組織学的染色（SM1、SMemb、RAM11）
を行った。（２）グラフト標本の中央部（約
１㎜）とそれに対応する左総頚動脈(約 1mm)
をリング標本とし、高濃度 K+(128mmol/L)を
投与し最大収縮反応を測定した。（３）同様
のリング標本を用いて、Phenylephrine で血
管を収縮させた状態から NO 合成阻害薬
（L-NNA, 0.1 mM）の存在および非存在下で
ACh を投与し弛緩反応を測定した。さらに
L-NNA 存在下で Ca イオノフォアである
A23187とNOドナーであるNOC7を投与し弛緩
反応を測定した。（４）G群と C群のそれぞれ
の cGMP を L-NNA 投与および非投与下、ACh 投
与下で測定した。（５）室温下で Fura 
2-AM(4µM/L)入り Krebs 液に 4 時間インキュ
ベートした後に 6 個の内皮細胞内の
F340/F380比から内皮細胞内Ca2+濃度を測定
した。また ACh(10µM/L、30µM/L)、A23187(1µM)
投与下での F340/F380 比（内皮細胞内 Ca2+
濃度）も測定した。（６）微小電極法にて平
滑筋細胞の膜電位を測定し、ACh(10µM/L、
30µM/L) を 90 秒、A23187(1µM)を 60 秒投与
し電位の変化を測定した。 
 
４．研究成果 
（研究成果） 
動脈グラフトは不均一ではあるがわずか

に（平均 5μ㎜）内膜肥厚を認めた（Fig 1）。 

Figure 1 標本の HE 染色 
A,B：コントロール(左総頸動脈) 

C,D：動脈グラフト 
 
中膜の厚さ、血管内腔の大きさは両群で有

意差を認めなかった。免疫染色では内膜肥厚
部分は平滑筋のアイソフォームであるSM1陽
性、胎児型平滑筋細胞のマーカーである
SMemb 陽性、マクロファージのマーカーであ
る RAM11 は陰性であった。 
 張力測定では高濃度 K+投与による最大収
縮反応は G群で C群に比較し有意に抑制され
た(n=5, 5.15±0.32mN/mm vs 3.75±0.10ｍ
N/mm, P<0.05)。また L-NNA 非存在下で，G群
は C 群に比較し，ACh による弛緩反応が有意
に増大した(n=5,P<0.05)。しかし L-NNA 存在

下では ACh による弛緩反応は C 群に比較し G
群で有意に減少し、最大弛緩反応が減少した
(n=5,P<0.001)(Fig 2A)。これらの弛緩反応
は内皮を除去した状態では G 群、C 群ともに
消失した(Fig 2B)。また L-NNA 存在下で
A23187、NOC7 による弛緩反応は両群間で有意
差を認めなかった。 
 

Figure2 
リング標本による ACh 投与下の弛緩反応 

A：内皮(+)、B：内皮(-) 
 
L-NNA非存在下でのcGMPの量はG群で有意に
高かった（n=5,1.15±0.06pmol/mg vs 1.45
±0.09pmol/mg, P<0.05）。ACh 投与による内
皮細胞のCa2+濃度上昇はC群に比較しG群で
有意に減少した(n=5, 0.16±0.04 vs 0.04±
0.02, P<0.05)。しかし、A23187 投与による
内皮細胞の Ca 濃度上昇は両群に有意差を認
めなかった。G 群と C 群の平滑筋細胞の静止
膜電位に有意な変化は認められなかったが、
ACh による過分極は C 群に比較し G 群で有意
に減少した（n=5, 10.1±1.3mV vs 4.7±1.4mV, 
P<0.01）（Fig3）。同様に行われた A23187 の
投与では過分極に両群間の有意差を認めな
かった。 



Figure 3 
AChおよびA23187投与下の平滑筋細胞の電位
変化 
A：コントロール、B:動脈グラフト 
 
（考察） 
術後 28 日目のウサギ内頚動脈グラフトはわ
ずかだが不均一な内膜肥厚を認め、肥厚部分
の細胞は増殖性の平滑筋細胞であることが
示された。G 群は ACh による内皮依存性弛緩
反応が増強しているにも関わらず、L-NNA 投
与下では内皮依存性弛緩反応がC群に比べて
低下し、高濃度 K+による最大収縮反応が抑制
され、basic な状態での cGMP 産生量が G群で
多かった。また L-NNA 存在下での A23187 や
NOC7 投与による弛緩反応に違いがなかった。
これらの結果から両群とも平滑筋細胞の機
能に変化は認めず、G 群では C 群に比較し内
皮細胞由来の NO の産生が増強していること
が示された。しかし、ACh 投与による内皮細
胞の Ca2+濃度上昇は G 群で小さく、NO 産生
は内皮細胞 Ca2+に非依存性の機序、すなわち
eNOS リン酸化が増強される機序の可能性が
あると考えられた。 
L-NNA 投与下で G 群の弛緩反応が低下してい
たことは NO 非依存的な弛緩反応である EDHF
が障害されていることを示し、実際 ACh 投与
による過分極反応がG群の平滑筋細胞で低下
していた。その原因には ACh による内皮細胞
Ca2+濃度上昇が障害されることが示唆され
た。A23187 投与下では弛緩反応、内皮細胞
Ca2+濃度、過分極反応はいずれも G 群、C 群
の間に有意差がなく、これらの結果から動脈
グラフト内皮細胞では受容体特異的な反応
が低下していると考えられた。 
 
（結語） 
これまでの我々の静脈グラフトの研究では
内皮細胞の NO および EDHF は消失していた。
動脈グラフトでは EDHF の低下を補うように
NO の産生が増強しており、この変化が冠動脈
グラフトにおける動脈グラフトの良好な開
存率の一因である可能性がある。 
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