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Ⅰ 緒言

組織再建 に お い て 皮弁移植術は最 も重要な手術法の
一

つ で あり ､ 出来るだ け

安全 で確実な皮弁 の 移動が望 まれ るo そ の た め､ 作製 した皮弁の 壊死 を予防 し

生者面積を向上 させ るた め､ これ まで数多く の 努力 がなされて き た｡ 最近 で は ､

血管新生療法を皮弁生着向上 に利用 した実験報告が注目 を集 めて い る ｡ 血 管新

生療法 とは ､
｢ 血 管新生 を誘導する こ とに より ､ 側副血行路の 発達を促 し虚血部

に対する血行 を改善する治療法｣ で あり ､ も とも とは虚血 性心疾患や重症虚血
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肢 の領域 で研究され て きた方法で ある ｡ 皮弁 の領域 にお い て も ､ 血管新生療法

を利用 して皮弁 の 局所循環を改善する こ とが で きれ ば皮弁 の 生者向上が期待 で

き るため ､ 塩基性線維芽細胞増殖因子 (b asi c flb r obl a st g r o w th f a ct o r : b F G F) や血

管内皮増殖因子 ( v a s c ul a r e n d oth eli al g r o w th fa ct o r: V E G F) な どの 血管新生 因子 を

利用 した研究が行われる ようにな っ た ｡ こ れ まで の 研究に よ り ､ 虚血皮弁 モ デ

ル に お ける血管新生療法の 有用性が 明 らか になり つ つ あるが ､ 血 管新生療法 の

選択や用 い る血管新生因子 の 種類お よび そ の 投与部位 な どに 関 して ､ 更 なる検

討が必 要 である と考えられ て い る｡

こ れまで ､ 虚血皮弁モ デル の r e cip阜e nt b e d ( 皮弁下床) に遺伝子導入 法や徐放

性 D D S 製剤 を用 いて b F G F を投与 し ､ 皮弁の 生者が向上する か を検討 した報告

は な い ｡ そ こ で本研究で は ､ プ ラ ス ミ ド筋注に よる遺伝子 導入法に エ レ ク ト ロ

ボ レ ー

シ ョ ン を併用す る方法 ( 第Ⅱ章) と徐放性 D D S 製剤 の酸性ゼラチ ン ハ イ

ドロ ゲル マ イ ク ロ ス フ ィ ア - ( a cidi c g el ati n h y d r o g el m i c r o s p h e r e s : A G I‡M s) を用

い る方法 (第Ⅲ 章) の 2 つ の ア プ ロ ー

チ法を用 い て ､ ラ ッ ト虚血皮弁の r e cipi e nt

b ed に b F G F を投与 し ､ 皮弁生着向上 に 対する効果 を検討 した｡

Ⅱ b F G F の 遺伝子導入 に よ るラ ッ ト皮弁生者向上効果 の 検討

1 .
エ レ ク トロ ボ レ ー

シ ョ ン法とは

本研究 で は ､ ラ ッ ト虚血皮弁 モ デル に b F G F 遺伝子 を導入する方法と して ､ プ
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ラ ス ミ ドD N A の 筋注 に エ レ ク トロ ボ レ
ー

シ ョ ン を併用す る方法 を用 い た ｡ プ ラ

ス ミ ドD N A の 筋注 に よ る遺伝子導入法 は ､ 笛細胞が周囲 の 外来性遺伝子 を自発

的に とり こみ ､ そ の 遺伝子 を発現す る土とが できる と い う特色 を利用 して い る｡

こ の方法は比較的安全 な方法で あるが ､ 遺伝子導入効率が低 い と い う欠 点を有

す るた め ､ 本研 究で は エ レ ク トロ ボ レ
ー

シ ョ ン 法を併用 した｡
エ レ ク ト ロ ボ レ

ー

シ ョ ン 法とは ､ 電気刺激 に より細胞膜に
一 時的に 穴 を開け ､ 外来性遮伝子 の

取り込み を増加させ る こ と により遺伝子導入効率を高める方法で ある0

2 . 方法

2 0 0 -2 5 0 g オ ス 芦D ラ ッ トの 右側僧帽筋胸部及び広背筋背部に ､
コ ン トロ

ー

ル プ

ラ ス ミ ド p C A Z 3 も しくは シ グナ ル 配列付 ヒ トb F G F 遺伝子 を組み込 ん だ発現 プ

ラ ス ミ ド p C A c c hb F G F c s2 3 を筋注 し､
エ レ ク トロ ボ レ ー

シ ョ ン を施行するこ と

に よ り 遺伝 子 を 導入 し た ｡ 実験 群 と し て は ､ p C A Z 3 筋 注群 ( L a c Z - E
~

) ､

p C A c ch b F G F c s 2 3 筋注群 (F G F - E
一

群) ､ p c A Z 3 筋注に エ レク トロ ボ レ ー シ ョ ン を

併用 した群 ( L a c Z - E
十

群) ､ p c A c cb b F G F c s2 3 筋注 に エ レ ク ト ロ ボ レ ー

シ ョ ン を併

用 した群 (F G F - E
+

群) の 4 群で 実験を行 っ た. 遺伝子導入 を行 っ た 2 日後に ､

深腸骨回旋動脈を血 管茎とする a xi al 型 の皮弁を作製 し ､ さ らにそ の 7 日後に ､

皮弁壊 死率､ 皮弁血管造影 ､ 組織学的評価 を用 い て皮弁生者に 関する評価 を行

っ た ｡

3 . 結果

F G F - E
'

群 の壊死面積 は ､ 他の 3 群 に比較 し有意 に小 さか っ た｡ また ､ F G F _ E
+

群は ､ 他 の 3 群 に比較 して有意に 高い血 管造影 ス コ ア を示 し､ 皮弁肉様膜内の
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血管密度の 増加 を認 め た
o

L a c Z - E
~

群 ､ F G F - E
-

群､
L a c Z - E

'

群 の 間で は有意差は静

め られな か っ た ｡

Ⅲ 酸性 ゼ ラチ ン ハ イ ドロ ゲ ル マ イ ク ロ ス フ ィ ア
- を用 い た b F G F

タ ン パ ク徐放に よ るラ ッ ト皮弁生者向上効果 の 検討

1 . 酸性ゼ ラチ ン ハ イ ドロ ゲル マ イ ク ロ ス フ ィ ア -

と娃

酸性ゼ ラ チ ン ハ イ ド ロ ゲ ル マ イ ク ロ ス フ ィ ア
- ( a ci dic g el ati n hy d r o g el

m i c r o sp h e r e s : A G H M s) は ､ 局所 に bF G F を持続投与するた 捌 こ開発され た材料

で あるo b F G F タ ン パ ク を含ませ た A G Ii M s を生体に投与すると ､ A G Ii M s は徐 々

に溶解しなが ら含有 して い た b F G F を放出するた め ､ 局所に 持続的に b F G F を投

与す る こ とが可能に なる ｡

2 . 方法

2 00 -2 5 0 g オ ス S D ラ ッ トの右側背部 に ､ 探勝骨回旋動脈 を血管茎とする a xi al

型 の皮弁を挙上 したo そ の 後実験群を 8 つ に 分野し､ 皮弁頭側 r e cipie nt b ed の 筋

膜下 1 m m ( 右側僧帽筋胸昏β及び広背筋背部) に①3 0 0 PI P B S ( P B S 群) , ②bF G F

1 5 p g i n 3 0 0 PI P B S ( F G F 1 5 群) ､ ③b F G F 5 0 p g i n 3 0 0 PI P B S (F G F 5 0 群) ､ ④b F G F

1 5PLlg i n 3 0 0 Lil P B S ( F G F 1 5 0 群) ､ ⑤p B S 含有 A G f u s i n 3 0 0 lil P B S ( P B S - A G H M s

群) ､ ⑥bF G F 1 5 p g 含有 A G H M s i n 3 0 0 pI P B S ( F G F 1 5 - A G I 伽 s 群) ､ ⑦b F G F 59 p g

含有 A G I 別二s i n 3 0 0 pI P B S ( F G F 5 0 - A G H M s 群) ､ ⑧b F G F 1 5 0 p g 含有 A G Ii M s i n

3 0 0 lil P B S (F G F 1 5 0 - A G H M s 群) の い ずれ か の溶液 を筋往復 ､ 皮弁を元 の位置

に縫合 した｡ 皮弁作製後 7 日目に ､ 皮弁壊死率 ､ 皮弁血 管造影 ､ 組織学的評価
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を用 い て皮弁生者に 関す る評価を行 っ た｡

3
. 結果

F G F 1 50 - A G I壬M s 群 と F G F 5 0 - A G fI M s 群で は ､
コ ン トロ

ー

ル の P B S - A G Ii M s 群

に 比較 し有意に皮弁壊死率が減少 して い たo A G I 朋 s を使用 しな か っ た群で は ､

有意 に皮弁壊死率が減少 した群はな か っ た o また ､ F G F 1 5 0 - A G壬壬M s 群 で は ､

F G F 1 5 0 群よ りも有意に皮弁壊死率が減少 して い た｡

血管造影に 関して はF G F 1 50 - A G Ii M s 群が ､ P B S - A G Ⅲ M s 群及 び F G F 1 5 _ A G E M s

群に比較 し有意に血管真 の 増加 を示 した . A G I寸M s を使用 しな か っ た群で は ､ 有

意に血管量が増加 した群はな か っ た . また F G F 1 5 0 - A G H M s 群は ､ F G F 1 50 群よ

りも有意に血管量 が増加 して い た｡

血 管密 度 に 関 してiま ､ F G F 1 5 0 - A G ‡壬M s 群 に お い て ､ P B S _ A G E M s 群及 び

F G F 1 5 - A G H M s 群に比較 し有意に 肉様膜内血管密度が増加 して い た. A G Ii M s を

使 用 し な か っ た 群 で は ､ 有意 に 血 管密 度 が 増加 し た 群 は な か っ た ｡ ま た

F G F 1 5 0 - A G H M s 群で は ､ F G F 1 5 0 群よりも有意に血管密度が増加 して い たo

Ⅳ 考察

本研究 で は ､ ラ ッ ト虚血皮弁 の 血行を改善 し生 者を向上 させ る こ とを目的と

して , b F G F を 2 つ の 手法を用 い て デリバ リ ー した o ひ と つ は プラ ス ミ ド D N A

の 笛注 に エ レ ク ト ロ ボ レ ー

シ ョ ン を併用する遺伝子導入法､ もう 一

つ は タ ン パ

ク徐放 シ ス テ ム で ある A G H M s を利用す る方 法で ある｡ プラ ス ミ ド筋注法 は ､
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比較的安全 で 簡便 な方法 で ある が遺伝子導入効率が低 い と い う欠点が ある ため ､

本研究で は エ レク ト ロ ボ レ ー シ ョ ン法を併用 した. b F G F プラ ス ミ ドの 筋注 に エ

レ ク ト ロ ボ レ ー

シ ョ ン を併用 した時の み皮弁の 生者が有意に 向上 して お り､
エ

レ ク トロ ボ レ ー

シ ョ ン の 有効性が示唆され た.

一 方の b F G F 含有 A G H M s は , 重

症虚血肢や虚血 性心疾患 に利用 した場合 ､ 側 副血行路が形成 され虚血組織の 血

流が改善す る こ とが報告 され て い る｡ 本研究の 結果 か ら､ 虚血皮弁 モ デル にお

い て も A G H M s を利用 した b F G F 投与 が 有効で ある こ とが示唆され たo

血管新生因子 の投与部位 に関 して は､ r e cipi e nt b e d を選択 した. 虚血皮弁 モ デ

ル に血 管新生 因子 を用 い た こ れ まで の 実験で は ､ 皮弁内を投与 部位 に 選択 した

報告が多い
o

一 方､ r e cipi e nt b ed はこ皮弁 の生者に重要な働き を果たす と考えられ

て い るも の の ､ 血 管新生因子 の 投与部位 に利用 した報告 は ほ とん どなか っ た ｡

本研究に お い て ､ r e cipi e n t b ed - の 血管新生 因子 の投与が皮弁生者を向上させ た

こ とから ､ r e cipi e nt b e d が血 管新生因子投与部位 の選択肢 の ひ と つ と して適切で

ある こ とが示 唆された｡

また ､ 血管新生因子 と して は b F G F を選択 した. 血管新生 に は v a s c ul o g e n e sis ､

a n gi Q g e n e Si s ､ a rt eri o g e n e si s の 3 つ の過 程が ある こ とが知 られて い る o
R e cipi e nt b ed

と皮弁間 に新 しい 血管構築を引き起 こ すには a n gi o g e n e si s に より r e ci pi e n t b ed と

皮弁 間に微小 血管網 を形成 し､ そ の後 a rt e ri o g e n e sis に より機能する血管に成熟
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して い くと い う 2 つ の 過程が必要 に な る と思われ る ｡ こ れま で ､ b F G F と V E G F

が血管新生因子 と して最もよく使用されて き たが ､ v E G F は主 に a n gi o g e n e si s に

効果的で あるた め､ a n gi o g e n e si s と art e ri o g e n e sis の 両方 を促進する bF G F の 方が ､

より本研究に適切 な血管新生因子 で ある と考えられ る｡

Ⅴ 結語

ラ ッ ト虚血皮弁モ デル の r e cipi e nt b ed に 対 し､ b F G F プ ラ ス ミ ド D N A の 筋注

に エ レ ク トロ ボ レ ー

シ ョ ン を併用 した遺伝子導入法とA G Ii M s を用 い たbF G F タ

ン パ ク徐放 シ ス テ ム の 2 つ の 方法を利用 する こ とに より ､ 皮弁 の 生者が向上す

る こ とが示され た｡

7




