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静脈への動脈組織片のパッチ移植による新規血管新生誘導法＊
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Neovasculature can be induced by patching arterial graft into vein :  
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今回我々はウサギ動脈組織片を静脈に貼り付けるこ
とによって異常血管を in vivoで誘導することに成功
した．本現象は動脈と静脈の違いについて研究する中
で偶然発生した．本誘導法で誘導された新生血管は自
発的に動静脈瘻を形成する．組織学的に壁が薄く，弾
性線維が存在せず，AVMや “もやもや病”などでみら
れる異常新生血管と酷似していた．我々は，本現象を
経時的に観察し，新生血管の経時的変化や形成プロセ
ス，分子生物学的特徴などについて詳細な実験を重ね
て報告した 9）．本稿では，この新規血管新生モデルを
用いた本研究について概説する．

1.　動脈移植片を静脈に移植すると 
血管新生が生じる

体重 3～4 kgのウサギ日本白色種のオスを使用す
る．麻酔後に頸部正中を切開し，左総頚動脈および左
総頚静脈を剖出する．左総頚動脈を約 1 cmにわたり
結紮・切離する（図 1A, B）．動脈組織片を展開し，
紡錘形にトリミングする．左総頚静脈に 7～8 mmの
切開を置き，採取した動脈組織片をパッチワークの様
に移植する（図 1C）．このとき，動脈組織片が静脈血
と接触するように移植する（図 1D）．

28日経過後に頸部を開くと鮮紅色で複雑に分岐と
蛇行を繰り返した奇怪な血管が生じていた（図 2）．
一般的に，血管新生を誘導する方法として肉芽組織

の形成や組織の虚血が挙げられる．本症例でも手術侵

は じ め に

一般的に動静脈奇形（arteriovenous malformation ;  

AVM）は異常血管 Nidusを介して動脈と静脈が直接
吻合するものと定義される．AVMは脳や肺，肝臓な
ど様々な臓器で発生し，時に出血や虚血，脳膿瘍など
の致死的な症状を呈する1-6）．AVMは一般的に，流入
動脈，流出静脈および 1つ以上の動静脈瘻を有する新
生血管から構成される．
しかし，その病因やメカニズムについては未だ明ら
かにはなっていない．特に動静脈瘻の形成プロセスに
ついては全く分かっていない．さらに，AVMの形成
過程において，血管内皮増殖因子 （vascular endothelial 

growth factor A :  VEGFA） をはじめとする血管新生因
子がどのように関与しているのかについても不明な点
が多い 7）．その理由として，臨床において AVMの発
生初期を捉えることが難しいことや AVMを経時的に
観察することが困難であることが挙げられる．また，
in vivoで経時的に観察できる疾患モデルが存在してい
ないことも大きな要因である8）．
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襲を加えていることと，動脈組織片の採取による虚血
の影響が考慮された．そこで，コントロール実験とし
て，① 頸部を切開しただけのもの，② 動静脈に切開
を加えたもの（図 3A），③ 動脈を結紮したもの（図
3B），④ 動脈を結紮・切離して，静脈に切開を加え
たもの（図 3C）を作成したが，そのいずれも本モデ
ルと同様の新生血管は生じなかった．手術侵襲や肉芽
組織の影響は否定された．
また，動脈と静脈の組み合わせを変更した場合も検
討したが，⑤ 静脈を静脈に移植したもの（図 3D），
⑥静脈を動脈に移植したもの（図 3E），⑦ 動脈を動
脈に移植したもの（図 3F）のいずれも新生血管は生
じなかった．以上の ①～⑦ のコントロール実験から，
動脈組織片を静脈に移植することが本血管新生を誘導

するということが分かった．

2.　新生血管は経時的に成長する

動脈組織片を左総頚静脈にパッチ移植後 7日目では
モヤモヤとした細い毛細血管の様な構造物が周囲の脂
肪組織内に見られ（図 4 A1），10～14日目になると肉
眼的に新生血管が確認できるようになり（図 4 B1），
血管内には鮮紅色の動脈血が流入していた．また，左
総頚静脈内に動脈血による鮮紅色の乱流も確認できる
ようになった．その後，日数の経過とともに新生血管
は明瞭になる（図 4 C1, D1）．
内腔側から動脈移植片を観察すると，7日目にはま
だ新生血管は開口していないが（図 4 A2），10～14日
目には約 1 mmの開口部が確認できるようになる（図
4 B2）．開口部の数は徐々に増加し，28日目では 2～
5 mmの穴が複数見られるようになり（図 4 C2），84

日目になると隣接する開口部と癒合して大きな開口部
を形成していた．新生血管の開口部は動脈移植片の中
心部よりも辺縁に集中していた．
組織学的には 7日目で弾性線維の少ない薄い壁を有

する血管が見られ，その血管径は経過とともに徐々に
増大していった（図 5）．血流の増大に伴って新生血
管の壁もわずかに肥厚し，厚い膠原線維が確認できる
ようになっていく．動脈組織片の縫い目の近くに新生
血管の開口部が認められた．

図 1.　動脈パッチ移植による新生血管（文献 9より改変）
A : ウサギ頸部の解剖図　　
B : 甲状腺動脈より頭側から動脈組織片を採取する　　
C : 左総頸静脈へパッチ移植する　　
D : 動脈移植片部分の断面図　　

図 2.　移植後 1年経過した新生血管（文献 9より改
変）
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図 3.　Control 実験（文献 9より改変）
A : 動静脈の切開のみ
B : 動脈の結紮のみ
C : 動脈の結紮切断と静脈への切開
D : 静脈に対して静脈移植片でパッチ手術
E : 動脈に対して静脈移植片でパッチ手術
F : 動脈に対して動脈移植片でパッチ手術

図 4.　新生血管の肉眼的変化（上段）と血管内腔から見た動脈組織片周囲の新生血管の開口部（下段）（文
献 9より改変）
A1，A2 : 動脈パッチ手術 7日目
B1，B2 : 動脈パッチ手術 14日目 
C1，C2 : 動脈パッチ手術 28日目
D1，D2 : 動脈パッチ手術 84日目
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3.　新生血管を介した動静脈瘻が 
自発的に形成される

肉眼的に新生血管内には鮮紅色の血液が流れている
ことは確認していたが，それがどこから流入している
のかは不明であった．それを確認するため，腹部大動
脈から血管造影カテーテルを挿入し，弓部大動脈から
血管造影を行った．ウサギでは左鎖骨下動脈の第 2分
枝が左頸部組織を栄養しているが（図 6A），その第 2

分枝から新生血管を介して静脈へ流入する像が確認で

きた（図 6B）．その後，時間とともに血管径は徐々に
増大し，シャント血流も増大していった（図 6C）．
血管造影から新生血管が動脈移植片周囲に開口する

ことは分かったが，その開口する時期については未だ
不明であった．そこで，新生血管が開口して動脈血が
流入すると左総頚静脈内の酸素飽和度が上昇すること
を利用し，酸素飽和度の上昇のタイミングから新生血
管が開口する時期を推定することにした．動物用パル
スオキシメーターを使用し，同一個体で経時的（0, 3, 7, 

10, 14, 28日目）に測定した。測定部位は左総頚静脈

図 5.　術後 28日目の動脈組織片（矢頭）周囲の新生血管（文献 9より改変）
Scale bar = 1 mm.

図 6.　血管造影では左鎖骨下動脈の第 2分枝（矢頭）から新生血管を介した動静脈瘻の形成が確認できる（文
献 9より改変）　Scale bar = 1 mm.
A : パッチ手術直後． 
B : パッチ術後 28日目． 
C : パッチ術後 84日目．
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の動脈移植部位よりも心臓側にパルスオキシメーター
のプローブを直接接触させて計測した。酸素飽和度の
測定結果では，0～10日目までは静脈血の酸素飽和度
とほぼ同様の 80台後半であった．しかし，10～14日
目の間に急激に上昇し，14日目以降はほぼ 100%の
プラトーに達した（図 7）．ゆえに，我々はこの 10～
14日の期間に新生血管が左総頚静脈に開口すると推
測した．

4.　新生血管は左鎖骨下動脈の分枝から 
伸長する

本モデルで誘導される新生血管がどこから伸長して
くるのかを調べるために，我々は蛍光 in situハイブ
リダイゼーション （Fluorescence in situ hybridization :  

FISH） 解析を行った．本モデルでは，ある個体から採
取した動脈組織片を別の個体に移植しても血管新生が
生じることは分かっていた．そこで，オスの左総頸動
脈を採取し，それをメスの左総頚静脈へパッチ移植し
た．その後，パラフィン包埋標本でウサギ Y染色体
プローブを用いて FISHを行った．
ウサギ Y染色体プローブを用いた FISH解析では，

Y染色体陽性の新生血管は動脈移植片周囲に限局して
いた（図 8）．大部分は FISH陰性のメス由来の新生血
管であった．つまり，本血管新生で生じる新生血管の

大部分は鎖骨下動脈の第 2分枝から伸長し，動脈移植
片から伸びる成分はわずかであった．

5.　動脈移植直後に血管新生因子 
（VEGFA, HIF-1α）が上昇する

血管新生では多くの血管新生因子が重層的，階層的
に様々に関与していることが報告されている7, 10, 11）．
本血管新生における血管新生因子の関与について，ウ
サギ血清を用いて ELISAで確認した．本モデルを作
成した後，同一個体から経時的に血清を採取し，その
血清中に含まれる血中 VEGFA，TGF-β1，HIF-1αの
濃度を測定した．
その結果，HIF-1αは手術直後に急上昇し，3日目

にピークを迎え（図 9A），その後徐々に漸減していた．
VEGFAも手術直後から急上昇し，7日目まで上昇を
続けた（図 9B）．その後は徐々に漸減し，14日目以
降はプラトーになった．TGF-β1はほとんど変化しな
かった（図 9C）．
動脈組織片での遺伝子発現に何らかの変化があるも

のと考え，網羅的遺伝子発現解析（cDNAマイクロア
レイ解析）を行った．手術後 0 （5分後），1, 3, 7日目
に動脈移植片を回収し，Total RNA を抽出して，
cDNAマイクロアレイ解析を行った．
遺伝子発現解析では合計で 23,364個の遺伝子発現

図 7.　左総頚静脈の酸素飽和度の経時的変化（文献 9より改変）
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が確認された．Day1, 3, 7において Day0と比較して
Fold change > 4であったものがそれぞれ 165個，131

個，137個であった（図 10A）．Day1で遺伝子発現が
大きく変化していることが分かった（図 10B）．その
中で VEGFAの発現は確認することができた一方，
TGF-β1は変化していなかった．ヒト AVMではいく
つかの原因遺伝子が指摘されており12），本モデルでも
ヒ ト と 共 通 す る MMP9, MMP12, PTX3, S100A8, 

S100A9, IL1R2, BCL2A1, PRG4の 8つの遺伝子が発現
していることを確認した．また，In vitroでの VEGFA

刺激内皮細胞の遺伝子発現解析を行った研究では，血
管新生に関与する 367個の遺伝子が報告されている13）．
本研究では，Day1で 165個の遺伝子が有意にアップ
レギュレートされており，VEGFA，BMX，CCR1，

EGLN3，FGF7，IL-1A，IL-1R2，IL-1RAP，SDC3，
MMP9，MMP12，TIMP1などが合致していた．故に，
VEGFAが本血管新生にも深く関与していると考えて
いるが，遺伝子発現を含めた分子生物学的解析につい
ては現在も検討中であり，今後の課題である．

結　　　語

本研究では動脈移植片を静脈に貼り付けることに
よって，既存の動脈分枝から新生血管が伸長し，動脈
移植片部分へ吻合することを報告した．本パッチ血管
新生誘導法には既存の in vivo血管新生誘導法とは異
なる点がある．第一に，血管新生因子の注入なしで，
局所に比較的血管径の大きな新生血管を，高い再現性

図 8.　動脈組織片周囲の新生血管と Y染色体 FISH解析（文献 9より改変）
A，C : 動脈組織片（矢頭）周囲の新生血管（＊）（40倍）　Scale bar = 1 mm. 
B，D : FISH解析（40倍）．点線内に動脈組織片由来の Y染色体を確認　
E，F : 動脈組織由来の Y染色体（矢印）（400倍）
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図 10.　網羅的遺伝子発現解析（文献 9より改変）
A : Day1, 3, 7と Day0（パッチ手術直後）との比較解析
B : Day0, 1, 3, 7におけるクラスター解析

図 9.　血管新生因子（HIF-1α, VEGFA, TGF-β1）の経時的変化（文献 9より改変）
A : 血中 HIF-1α濃度　　B : 血中 VEGF濃度　　C : 血中 TGF-β1濃度
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を持って誘導することができる．第二に，肉芽組織や
局所の虚血とは無関係に新生血管が誘導できる．第三
に，新生血管を介して動静脈が直接吻合し，AVMに
類似した構造が形成される．第四が血管新生のプロセ
スが全て自発的に始まる．
今回，本実験は左頚動静脈を使用して行った．本誘
導法を右頸動静脈や下大静脈で行ったが，部位を変え
ても新生血管を誘導することが可能である．このこと
から，本血管新生は場所を選ばず，どの血管でも起こ
る現象と考えられる．血管に内在する血管新生/脈管
新生のシステムを動脈パッチ移植によって目覚めさせ
たのではないかと予想される．
本研究では，静脈血の低ずり応力や低圧，低酸素濃
度の影響については未だ評価はできていない．静脈血
に特徴的なそれらの要因を独立して評価していくこと
は今後の課題であり，in vivoでの研究も計画している．
また，この誘導法が他の哺乳動物でも応用できるのか
についても現在検討中である．
動脈と静脈とは分子生物学的に異なる点があるな
ど，血管には未だ不明な点が多いのが現状である14）．
本現象は正常の血管新生や腫瘍血管新生など血管が新
たに発生するときの共通のメカニズムを示唆している
可能性があり，AVMの解明はもちろんのこと，腫瘍
血管新生の抑制や虚血性疾患への血管新生誘導，再生
医療などへの応用などが期待される．血管新生の制御
と新たな治療法の開発を目指して今後も研究を継続し
ていく所存である．
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