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【背景】

バ ル
ー

ン 拡張術やス テ ン ト留置術など の血管内治療後に生ずる再狭窄の メ カ ニ ズ ム を解

明 し
､

そ の 予防法を開発す る こ とは ､

■ 動脈硬化性疾患 を治療す る上で重要な課題 とな っ て

い る ｡ 最近 の 報告で は動脈硬化性疾患と炎症反応 と の 関係が注目され てお り
､ 本研究 では

そ の炎症性 シ グナ ル伝達系の 中で C D 4 0 シ グナ ル伝達系 に着目 した｡ こ の伝達系は
､

T N F

r e c e p t o r
-

a s s o ci a t e d f a ct o r ( T R A F) とい う細胞内 の 仲介蛋白を介して n u cle a r f a ct o r k B ( N F K B )

などの 転写因子 を活性化するが ､
こ の 活性化は 平滑筋細胞 の増殖や炎症細胞 の浸潤な ど内

膜肥厚 の 形成や動脈硬化 の進展過程 に関与す ると顛告され て い る｡ その 仲介蛋白 の 中で

T R A F 6 は N F k B と e x t r a c ell u l a r sig n al - r e g ul at e d k in a s e l/2 (E R K l/2) の 共通 の tr an s d u c e r で あ

るだけで なく ､
T N F r e c e p t o r s u p e rf a mi ly と T oll -li k e r e c e p t o r/i n t e rl e u ki n

-1 r e c ep t o r( T L R JI L - 1 R)

s u p e ff a mi ly の 両 シ グナ ル伝達系に関与す る唯
一

の T R A F 蛋白で あり
､

その 中で T Lk 4 もま

た内膜肥厚 に関与すると報告されて い る ｡ これ ら の知見か ら ､
T R A F 6 を介す る シ グナ ル伝

達系は動脈硬化性疾患 の滑療 の あらたなタ
ー ゲ ッ トに なり得ると考えた ｡



【目的】

本研究 の 目的は ､ ウサギ の頚動脈 を用 い た バ ル
ー

ン擦過 と ス テ ン ト留置 に よ る再障害モ

デル を作製 し､ 肥厚内膜内 の 血管平滑筋細胞 にお い て い か なる シ グナ ル伝達系が 関与 して

い るか を検討 し､ さらに内膜 納包増殖に関係す ると考えられる シ グナ ル 伝達系を抑制する

こ とで
､

内膜肥厚やス テ ン ト内再狭窄が i n v i v o で抑制され るか検討す る こ とで ある ｡ 本研

究で はス テ ン ト内再狭窄における炎症反応の役割に注目 して い るが
､

血管壁 - の遺伝子導

入に よ る炎症性 シ グナ ル伝達系 の遺伝子 レ ベ ル で の制御を検討す る点 に本研究の 特徴があ

る｡ 従来 ､ c D 4 0 や N F K B の 選択的阻害に より 内膜肥厚 を抑制す る報告は あるが
､

T R A P

に着目 し
､

el e c tr o p o r ati o n 法を用 い た導入法で 内膜肥厚抑制を試みた報告は過去に はみられ

ない
｡ 本研究で用 い た再障害モ デ ル は ､ 臨床 にお ける動脈硬化性病変 - の ス テ ン ト留置に

近似した モ デル で あり
､

･ ス テ ン ト内再狭窄抑制の メ カ ニ ズ ム解明に つ ながる こ とを目標と

す る ｡

【方法 と結果】

T R A F 6 は ､ 本来N H 2 末端 を介してN F 畑 など の転写因与を活性化 して い るが
､ 本研究で は

こ の N H 2 末端の R I N G f in g e r とz in c fi n g er s を欠損したd el eti o n m u t an t をd o mi n an t n e g ati v e ( D N )

と して用 い た｡ T R A F 6 D N pl a s mi d (P M E I F L A G - T 6 A R Z 5) とそ の 対照群と して T R A F 6 D N

配列 を含まな い c o n

_
tr ol p l a s mi d (P M E - F L A G ) と を用 い

､
内膜肥厚 と ス テ ン ト内再狭窄に 関

して両群間の 比較 ･ 検討を行 っ た ｡

･ 実験には普通飼料で飼育 した日本白色ウサギ (雄 ､
2 .5 - 3 .O k g) を用 い た｡ 内膜肥厚 の

検討には ウサギ頚動脈 の バ ル ー ン障害モ デル を ､ またス テ ン ト内再狭窄の検討には 臨床に

おける動脈硬化性病変 - の ス テ ン ト留置に近似 した モデ ル と して ウサギ頚動脈 の 肥厚内膜

人 の ス テ ン ト留置 モ デル を用 い た. 麻酔はx yl a zin e とk et a mi n e の 筋注 で行 い
､ 頚部正 中切開

にて左頚動脈 を露出 した ｡
バ ル

ー

ン障害は2 F r F o g a rty b all o o n c a 血et e r で総額動脈 を3 回擦過



す る こ と に より行 い
､

また ス テ ン ト留置は3 m m 径 の P al m a z - S cb at z
T M

s t e n t をP T C A b all o o n

c ath et e r を用 い て総額動脈 - デリ バ リ
ー した . 血管壁 - の 遺伝子導入法に はel e ct r o p o r ati o n 法

を用 い たが ､
こ の導入法には抗原性や細胞毒性 などがなく ､ 特定部位 - の導入が 可能で

､

さらに繰り返 し施行可能で ある こ とな どの 特徴が あるo 本研究で はel e ct ri c p ul s e g e n e r at o r

( E Ic tr o S q u a r e P o r a t o r E C M 8 3 0 , B T X ) を用 い
､
4 0 0 p g/ mi のpl a s mi d D N A を血管内腔に充填 し､

2 0 分間i n c u b at e 後に電極で血管を挟み込み ､
電圧 3 0 V ､ 電圧負荷時間 2 0 m s

､
パ ル ス 1 0 回

の条件下でプ ラ ス ミ ドを導入 した ｡

T R A F 6 D N 導入 の 2 日後に ､ プラ ス ミ ドに組み込まれたF L A G t a g に対す る モ ノ ク ロ
-

ナ ル

抗体で免疫染色を行 っ た とこ ろ
､

el e c tr o p o r ati o n 法 に よりT R A F 6 D N を含む プ ラ ス ミ ドが血

管壁 - 導入 され る こ とが確課され た o また､ g el - m o b ility s hift a s s a y 法で プラ ス ミ ド導入/ バ

ル ー ン障害6 時間後 の N F l< B 活性 を評価 したと こ ろ､ T R A F 6 D N 導入後 の N F k B 活性 は抑制さ

れて お り､ 導入 されたT R A F 6 D N がi n v i v o で こ の シ グナ ル伝達系に作用 して い る こ と が確認

された
｡

T R A F 6 d o mi n a n t n eg ati v e 導入に よる 内膜肥厚抑制 の検討

プラ ス ミ ド導入/ バ ル
ー ン障寧7 日後の 内膜肥厚 を新生内膜仲 膜面積比 (N I/ M r ati o) で評

価したと こ ろ ､ T R A F 6 D N の 導入に よりバ ル ー ン 障害後の 内膜肥厚 の形成が抑制された ｡

そ の メ カ ニ ズ ム の解明と して ､ 細胞増殖 ､ 炎症細胞 の浸潤 ､
内膜細胞数 ､ さらに ap o p t o sis

な どに 関 して検討を行 っ た o
B rd U の取り込み率 ( B rd U l ab eli n g i n d e x) に より細胞増殖 を評

価 した とこ ろ
､

T R A F 6 D N に より内膜お よび中膜細胞増殖 が抑制さ
■
れた ｡

マ ク ロ フ ァ
ー ジ

に対する
.
モ ノ ク ロ

- ナ ル 抗体 ( R A M l l) で免疫染色 を行 っ たと こ ろ
､

T R A F 6 D N~ に より バ

ル
ー ン 障害2 日後の 内膜人 の マ ク ロ フ ァ

ー ジの浸潤も抑制されたo 走査型電子顕微鏡にて バ

ル
ー

ン 障害後4 日目の 内膜細胞 を観察 したと こ ろ
､

T R A F 6 D 州 こより内膜細胞数が有意に抑

制された｡ また ､
バ ル ー ン障害2 日後の 中膜細胞 の ap o p t o si s の評価は T U N E L 染色お よびラ ジ



オアイ ソ ト
ー プを用 い たD N A fr ag m e n t ati o n の 観察の2 つ の 手法を用 い て行 っ たが

,
T R A F 6

D N に より ap o p t o sis は有意に促進 された o さらに N F k B と ともに T R A F 6 のt r an s d u c e r で あり
､

また中膜細胞増殖に関与す る こ と が知られて い るE R K l/2 活性に関してin -

g el k i n a s e a s s a y 法

で評価 した とこ ろ ､
T R A F 6 D N の 導入に より バ ル ー ン 障害2 時間後 の E R K l/2 活性も抑制され

る こ とが確認 された ｡

こ れら の 結果 を踏まえ､ 内膜肥厚 に続い て ス テ ン ト内再狭窄に対す るその 影響に 関 して

検討を行 っ た ｡

T R A F 6 d o mi n a n t n e g a ti v e 導入 による ス テ ン ト内再狭窄抑制 の検討

バ ル ー ン 障害 2 8 日彼の 内膜肥厚が形成された血管壁 に対 して
,
プラ ス ミ ド導入と ス テ ン

ト留置を行 っ た｡ 導入後にプラ ス ミ ドに組み込まれ た F L A G t a g に対す る モ ノ ク ロ
-

ナ ル 抗

体で免疫染色を行 っ た とこ ろ ､
el e ct r o p o r ati o n 法に より内膜肥厚 を伴う血管に対 して も肥厚

内膜か ら中膜に か けて プラ ス ミ ドが導入 される こ とが確認された o

ス テ ン ト留置後の 経時的変化 を観察す るため に ､
プラ ス ミ ド導入/ ス テ ン ト留置後 3

､
7

､

1 4 日目に標本 を採取 し
,

ス テ ン ト内内膜肥厚 を評価 した ｡ その 結果 ､
T R A F 6 D N の 導入に

ょり内膜面積お よび内膜細胞数の経時的な増加 は コ ン ト ロ
ー ル群に比療して有意に抑制 さ

れ
､

さらに細胞密度は上昇したo つ まり ､
T R A F 6 D N が ス テ ン ト内内膜肥厚形成の 抑制に

関与する こ とが示唆された｡ その メ カ ニ ズ ム の 解明と して
､ 細胞増殖､ 炎症細胞の 浸潤 ､

細胞外 マ トリ ッ ク ス の蓄積､ さらにプ ロ テ ア
ー ゼ の 活性 な どに関 して検討を行 っ た o

B rd U

の取り込み率に より細胞増殖を評価したと こ ろ ､ T R A F 6 D N に より内膜お よび 中膜 の 細胞

増殖が抑制 された｡
マ ク ロ フ ァ

ー ジに対す る モ ノ ク ロ
- ナル 抗体 ( R A M l l) で免疫染色 を

行 っ たと こ ろ ,
T R A F 6 D N に より ス テ ン ト内内膜 - の マ ク ロ フ ァ

ー ジの 浸潤 も抑制された ｡

また
､

T U N E L 染色 に より内膜細胞 の ap o p t o si s の 評価も行 っ たが
､ 前実験と同様に T R A F 6

D N に より a p o p t o si s は促進 され る傾向に は あるもの の ､ 両群間に有意差は みられなか っ た ｡



走査型電子顕微鏡に よりス テ ン ト留置後の 内腔側 を観察した と こ ろ､
T R A F 6 D N に よ り白

血球 の 内腔側 - の 付着は抑制されて おり ､ また透過型電子顕微鏡に より肥厚 内膜内 の 細胞

外 マ トリ ッ ク ス を観察 した と こ ろ ､ プ ロ テ オ グリカ ン の 蓄積は抑制され る傾向に あ っ たo

内膜肥厚 の形成過程にお い ては さま ざまなプ ロ テ ア
ー ゼ が活性化 される こ とが報告されて

い るが
､

m at申 m e tal l o p r o t ei n a s e ( M M P) 1 9 と pl a s mi n o g e n a c ti v a t o r ( P A ) 活性を z y m o g r a p h y

で評価した と こ ろ
､

T R A F 6 D N に よりそれら の プ ロ テア
ー ゼ 活性 は ともに抑制された 0

【結語】

本研究で は ､ 炎症や免疫反応 な どに関与す る シ グナ ル 伝達系 の 仲介蛋 白で ある T R A F 6

に着目 し
､

その d o mi n an t n eg ati v e をプラ ス ミ ドに組み込み ､
in vi v o el e ct r o p o r ati o n 法 を用 い

て ウサギ頚動脈 - 導入す る こ と により､ 内膜肥厚ならび に ス テ ン ト内再狭窄に対す るそ の

抑制効果 が確課された . その過程 に時､ 白血球や マ ク ロ フ ァ
ー

ジなど の 炎症細胞 の浸潤 ､

細胞増殖 ､ さらi こ細胞外 マ トリ ッ ク ス の蓄積な ど の さま ざま な要素が関与 して い る こ と が

示唆された o 以上
､ 動物 モ デル を用 い て T R A F 6 D N 導入に よ る内膜肥厚抑制ならび にネ テ

ン ト内再狭窄抑制 の効果と その メ カ ニ ズ ム の 一 端 を解析したが
､

こ の検討が 実際の 臨床現

場 におい て動脈硬化病変の 治療やス テ ン ト内再狭窄予防に対す るあらたな戦略の ひ と つ と

なる こ とが期待 され る｡




