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背景

虚血性 心疾患は主要な致死的疾患 の ひ と つ で ある ｡ 虚血性心 疾患 は主 に動脈

硬 化が原因となり発症す る｡ 動脈硬化 にお い て は
､ 粥腫 と よばれ る 隆起物が血

管 の 内腔を狭窄する ｡ 粥腫 の 中心部は脂質 コ ア と呼ばれ
､

m a c r o p b a g e や 泡沫細

胞
､

c h ol e ste r ol の 沈着が認 められ る｡ そ の 周辺 には
､ 平滑筋細胞が存在 し

､
細胞

外基質や cyt o ki n e を合成 ､ 放出 して 動脈硬化 の病態生 理 に重要な役割 を担 っ て

い る｡ カテ ー テ ル 治療や バ イ パ ス 手術な ど ､ 虚血性心 疾患 に対する治療は
､

血

行再建後 の 再狭窄が 問題 とな る こ とが多 い
｡ 再狭窄 の 原因は合成型平滑筋細胞

の 過形成に よる 内腔狭窄と考え られ る ｡
こ の 平滑筋細胞 の 起源 に つ い て は不 明

で あるが ､ 現在 は R o s s の 仮説 が広く 受け入 れ られ て お り ､
血 管中膜 の 平滑筋細

胞 の 遊走お よび増殖 が ､ 新生 内膜 の 平滑筋細胞 の 由来で あ る と考 えられ て い る ｡

しか し
､

こ の仮説 の み で は説 明できな い 点もある｡
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近年 ､ 成人 の組織中に
､ 様 々 な細胞 に分化す る能力 を持 つ 多能性 幹細胞 が存

在する と報告され た ｡ 佐 田ら は
､ 骨髄由来前駆細胞 が傷害血 管の 新生 内膜形成

に関与する こと を報告 し
､ 他 グ ル ー プ か らも､

グラ フ ト再狭窄 ､
血管形成術後

再狭窄 ､ 高脂血症関連動脈硬化病変な どの 動物モ デ ル にお い て
､ 骨髄 由来前駆

細胞 の 関与を認 めた とする多数 の 論文 が発表 された ｡

一

方 ､ 成人 の 幹細胞 の
､ 生 理的な状況下 の 生 体内で の 多能性を疑問視す る意

見 も認 め られ ､ 新生 内膜形成に お い て も ､ 骨髄由来前駆細胞は 関与 しない と い

う内容 の 論文が複数報告され た ｡ こ の よ うな論文 を検討 した と こ ろ
､ それ ぞれ

の 論文 で様 々 な血管傷害モ デ ル を用 い て お り
､

それ が相反す る結果 をもた らす

一

因にな っ て い る の で はな い か と考え られ た .

そ こ で本研究 で は ､ 血 管傷害モ デ ル の 相違に より
､ 骨髄由来前駆 細胞 の 新生

内膜形成 - の 関与に相違が あるか どうか を検討 した ｡

実験方法

骨髄移植 によ り
､ 野 生型 マ ウ ス また は A p o E k n o c k o u t m o u s e( A p o E-

I- マ ウ ス) の骨

髄細胞 を ､ 全組織 に L a c Z 蛋 白 (β-

g ala ct o sid a s e) や緑色蛍光蛋 白(g r e e n fl u o r e s c e n t

p r o t ei n
,
G F P) な ど m a r k e r となる蛋白を発現す る遺伝子改変 マ ウス (L a c Z マ ウス

､

G F P マ ウス) の 骨髄細胞 で 置換 した ｡ こ の 骨髄移植 マ ウス の
､ 同

一

マ ウス 中 の 3

カ 所 の 血 管に ､
3 種類 の 血管傷害 モ デ ル を作成 した ｡ 左 大腿動脈 には ､

ワイ ヤ ー

を挿入 し
､ 内皮剥離 と血 管過拡張によ る傷害 モ デ ル ( ワイ ヤ ー

傷害) を作成 し

た｡ 右大腿動脈 には
,

血 管周囲にポ リ エ チ レ ン チ ュ
ー ブ を留置する傷害モ デル

( カ フ 傷害) を作成 した｡ 左 総額動脈 は内頚動脈 と外頚動脈 の 分岐部直前 を結

致 して
､ 血 流遮断に よる傷害 モ デル を作成 した ｡ 傷害作成後 4 週間で 血管 を摘

出 し
､ 免疫組織化学的解析及 び電子顕微鏡 によ る観察 を施行 した ｡

結果
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傷害 モ デ ル を作成 した 血管 で は
､
3 種類 の 傷害す べ て に お い て ､ 新生 内膜 の 形

成 を認 めた｡ G F P マ ウス の 骨髄 を野生型 マ ウス に移植 した モ デ ル(B M T
G F P →

A p o E-/-) にお い て
､

ワイ ヤ ー 傷害 で は ､ 新生内膜 と中膜に多数 の G F P 細胞 を認 め

た ｡ (新生 内膜 の全細胞 の 3 8 .9 ±5 .8 %
､ 中膜 の全細胞 の 6 1 .4 ±5 .8 %

､
n

- 4) こ れ

ら の G F P 細胞 の うち多数 ( 新生 内膜 : 26 .6 ±6 .4 %
､ 中膜 : 3 5 .4 ± 9 .6 % ) が血 管平

滑筋 の m a rk e r で ある α - s m o oth m u s cl e a cti n( α - S M A) を発現 して い た ｡

カ フ 傷害にも大部分平滑筋細胞 か ら なる新生内膜 が形成され た ｡ しか し
､

G F P

細胞は少 数で あ っ た ｡ (新生 内膜 : 7 . 0 ±2 . 1 %
､ 中膜 : 1 5 . 1 ± 2 .2 % ) G F P 細胞 の 中

には ､
α - S M A を発現 して い る細胞も認 められ た ｡ 血 流遮断 に よる傷害で も ､

α - S M A 陽性細胞か らなる新生 内膜 を認 め ､ 病変には G F P 細胞 を認 めた (新生 内

膜 : 2 4 .1 ±5 .3 %
､ 中膜 : 3 3 . 1 ± 2 .2 % ) が

､
α - s M A を発現 して い る細胞は ごく少

数 で あ っ た｡

L a c Z マ ウス の 骨髄細胞 を野生型 マ ウス に移植 した モ デル( B M T
L a c Z → W i-d

) にお

い て も同様 に
､

ワイ ヤ ー

傷害 で は
､ 多数 の L a c Z 細胞(新生内膜 : 5 6 .3 ± 7 .8 %

､ 中

膜 : 5 4 .3 ± 8 .0 % ) を認 めた｡ ( n
- 5) L a c Z 細胞 の うち多数 の 細胞 は α - S M A を発現

して い た ｡ カ フ 傷害で は ､ 新生内膜 には L a c Z 細胞 はあまり認 められ なか っ たが
､

外膜に集積 した多数 の 炎症細胞は L a c Z を発現 して い た｡ 血 流遮断に よる傷害で

は
､

L ac Z 細胞は新生内膜 に ごく少数 の み認 め られ た ｡

ワイ ヤ ー

傷害後 の 新生内膜 に認 められ た骨髄由来細胞 の性質 を ､
B M T

G F P →

A p o E ~′~
マ ウス お よび B M T

L a c Z → W ild
マ ウス を用 い て 検討 した｡ 新生 内膜 の 管腔側に

ある骨髄由来細胞 は ､ 血 管内皮細胞 m a r k e r( B S -1 e cti n , C D 3 1 , V W F) を発現 して お

り
､ 内皮細胞様 に分化 して い ると考 えられ た｡

B M T
G F P → A p o E ~/

マ ウ ス で は
､

V W F

陽性細胞 の うち4 2
.9 ±8 .5 % が G F P 陽性 で あ っ た｡ また新生 内膜 で は

､ 大多数 の

骨髄 由来細胞が α - s M A を発現 して い た ｡ また
､ 電子顕微鏡に よる観察に お い て
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も ､
B M T

L a c Z → W ild
マ ウス の新生 内膜 にお い て

､ 平滑筋細胞様 の 形態 をと る L a c Z

細胞が確認 で きた ｡ これ ら の 結果より ､ 骨髄由来前駆細胞 は ､
ワイヤ ー

傷害後

の 新生 内膜形成 にお い て
､

血 管を構成す る細胞に分化 して い る可 能性が示 唆さ

れ た ｡

次に骨髄由来 α - S M A 陽性細胞 の 特徴 をさらに検討 した ｡ B M T
L a c Z → W ild

マ ウス

の ワイ ヤ
ー

傷害に お い て
､ 半数以 上 の骨髄由来細胞は α - S M A を発現す るが

､ 分

化型血管平滑筋細胞 の m a rk e r で あ る血管平滑 筋 m y o si n を発現する細胞は ほ とん

ど認め られ なか っ た ｡
これ よ り ､ 新生 内膜中 の α - S M A 陽性骨髄由来細胞 は ､ 成

熟な平滑筋細胞に ま で は分化 して い ない もの と考え られ る｡

さ らに ､ 傷害 の 違 い に よる骨髄由来前駆細胞 の 新生 内膜形成に対する 関与 の

相違 の メ カ ニ ズ ム を解明するた め
､ 傷害後 の 血 管壁 の 変化 を観察 した(n

- 3) ｡ 野

生型 マ ウス の 3 カ所 の 血管に 3 種類 の 傷害を作成 し 6 時間後に摘出 して p a r a 氏 n

包 埋後薄切 し
､

T U N E L 染色にて a p o pt o si s を観察 した ｡
ワイ ヤ

ー

傷害 で は ､ 内皮

細胞剥離 と中膜 の 著明な拡張を認 め ､ 中膜細胞 の 広範 囲な ap o pt o si s が観察され

た ｡ ほ とん どの α - S M A 陽性平滑筋細胞 は傷害 に より 消失 して い た ｡ カ フ 傷害で

は
､ 中膜細胞 の 3 9 .1 ± 9 .9 % が a p opt o si s を起 こ して い た ｡ し か し

､ 中膜 の 壁厚 は

保たれ て お り
､ 中膜 の 管腔側 には

､
内皮細胞層が残存 して い た｡ 血 流遮断に よ

る傷害 で は ､ 内皮細胞層 と中膜は ほ ぼ保たれ て お り
､

わず か な a p o pt o si s 細胞 し

か認 め られなか っ た(o .3 ± 0 .3 % ) ｡

ま た
､
血管傷害後 の 炎症細胞 の集積も観察 した ｡ B M T

L a c Z → W ‖d
マ ウス に血 管傷

害作成後4 週 間の 血管に ､ 抗 m a c r o p h a g e 抗体を用 い て 免疫染色 を施行 した( n
- 4) 0

M a c r o p h a g e の 集積は 3 つ の 血管傷害 モ デ ル の い ずれ で も認 められ た が
､ 特 に ､

カ フ 傷害 の 外膜に多数 の 集積 を認 めた ｡ ワイ ヤ
ー

傷害や血流遮断 に よ る傷害で

は
､ 集積 した m a c r o ph a g e は少数 で あ っ た ｡
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ワ イ ヤ
ー

傷害 1 週 間後に c b e m oki n e ､ c yt o ki n e の 発 現を観 察 した と こ ろ ､
M C P - 1

､

s D ト1
､
V E G F の発現 を認めた ｡ カ フ 傷害で は ､ これ ら の発現 を外膜に の み認 め

､

血流遮断に よる傷害で は ､ 中膜管腔側 にわずか に認 め られた ｡

考察

こ の 研究で は
､

G F P や L a c Z な ど m a rk e r とな る蛋 白を発現する細胞で 骨髄 を

置換 した マ ウス に ､
3 種類 の 異なる機械的血 管傷害を作成 して ､ 骨髄 由来前駆細

胞 の 傷害血 管 - の 関与 の 相違 を検討 した ｡
ワ イヤ ー 傷害は ､

ヒ ト の 冠動脈形成

術後を最もよく再 現する モ デル で ある と考え られ る｡ カ フ 傷害 ､
血流遮断 によ

る傷害は
､

内皮細胞や中膜 に直接に は傷害を与 えない
､ 緩徐な傷害で ある ｡

ワイ ヤ ー 傷害で は ､ 多数 の 骨髄由来前駆 細胞が新生 内膜や中膜 に認 め られ た

が
､

カ フ 傷害で は ほ とん ど認 められ なか っ た ｡ 血流遮 断 によ る傷害 でE･ま､ 新生

内膜 と中膜 に少数 の み認 められ た ｡ こ の ように
､

血 管傷害後 の 新生内膜形成 に

お ける骨髄由来前駆細胞 の 関与は
､ 傷害 モ デ ル によ り異な っ て い た ｡

こ の ような相違を認め る原因 を検索する た めに
､ 傷害後 の 血管壁 の 変化 を観

察 した ｡
ワイ ヤ ー

傷害 で は
､

カ フ 傷害 ､
血流遮断によ る傷害に比 べ

､ 傷害作成

後急性期 に血 管内皮細胞層 の 剥離 ､
中膜 の 広範な ap o pt o si s に よる中膜平滑筋細

胞 の 消失 を認 めた ｡ また ､
c yt o ki n e や cb e m o ki n e の 発現 も認 めた ｡

こ の ように
､

ワイ ヤ ー

傷害で は血 管壁 に大き な変化が生 じ
､ 多数 の 骨髄由来前

駆細胞が新生内膜形成 に関与するが
､

血管壁 にあまり変化を与え な い 傷害モ デ

ル にお い て は ､ 新生 内膜形成 に対する骨髄 由来前駆細胞 の 関与は あま り認め ら

れ なか っ た ｡ また ､ 炎症細胞 の 集積 は ､ カ フ 傷害血 管 の 外膜 に最 も認めた が
､

カ フ 傷害後 の 新生 内膜には骨髄由来前駆細胞を ほ と ん ど認め な い こ と か ら
､ 炎

症反応 の み で は病変 に骨髄由来前駆細胞 は動員 で きな い と考え られた ｡
ワイ ヤ

ー

傷害 の ような強 い 血管傷害 は
､
血管壁 の c yt oki n e

､
c h e m o ki n e の 発現 を誘導 し ､
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こ れ らが骨髄 由来前駆細胞 を病変に誘導する の に 重要 で ある と考 え られ る ｡

以 上 の 研究結果 か ら ､ 骨髄由来前駆細胞 の 新生内膜形成 に 対する 関与 は ､

血 管傷害モ デ ル の 相違に より大きく 異なる ことが 示 され た｡
マ ウス を用い て 血

管傷害によ る新生内膜形成 の 機序を検討する実験 を施行す る場合 には ､
血管傷

害モ デル の 相違に よる
､ 病変 を形成する細胞 の 起源や病変形成 の機序 の 相違 を

十 分考慮する必 要があ る｡
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