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Angiogenic therapy with growth factors might be used in ischemic heart disease.I
 

examined whether simultaneous transcatheter intrapericardial administration of two promising
 

factors angiogenesis―basic fibroblast growth factor(bFGF)and vascular endothelial growth
 

factor(VEGF)―induces angiogenesis of capillaries,arterioles,and venules in a new canine
 

model of acute myocardial infarction.Acute myocardial infarction was produced in 13 dogs
 

by selective embolization with absorbent polymer into the left anterior descending artery.
Plain saline(7 dogs)or bFGF(100μg)and VEGF(10μg)dissolved in saline(6 dogs)were

 
injected through the right atrium into the pericardial cavity by a needle-tipped catheter.Two

 
weeks later angiography was performed and the infarcted hearts were examined histologically.
Two weeks after infarction,the left ventricular ejection fraction had increased significantly

 
more in dogs treated with bFGF and VEGF(from 31.3±2.3% to 42.7±2.2%)than in dogs

 
treated with saline(from 32.0±1.2% to 33.7±2.2%).The number of capillaries per unit area
(200×300 m)in the border zone of the infarcted area and the maximum density of SMemb-

positive cells were significantly greater in dogs treated with bFGF and VEGF(55.8±7.9 and
 

36.0±4.4)than in dogs treated with saline(30.9±2.6 and 11.2±0.5).The numbers of arterioles
 

and venules with existing SMemb-positive cells were greater in dogs treated with bFGF and
 

VEGF(0.9±0.2 and 1.6±0.2)than in saline-treated dogs(0.2±0.1 and 0.3±0.1).These results
 

indicate that combined use of bFGF and VEGF induces angiogenesis of capillaries,arterioles,
and venules and that transcatheter intrapericardial administration can be used for angiogenic

 
therapy in ischemic heart disease.

(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2002;117:171-82)
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I. 緒 言

虚血性心疾患の治療法として，薬物療法，経皮

的冠動脈形成術，冠動脈バイパスグラフト術が行

われている ．しかしながら，臨床上，依然とし

て血行再建術の適応にならない上に，薬物療法で

はコントロールできない症例は少なからず存在す

る．そこで新しい治療法としての血管新生療法に

期待がよせられている．虚血性心疾患における血

管新生療法とは，虚血部位における血管新生因子

が既存の血管に作用して，ないしは，その部位で

増加せしめられた血管新生因子により冠動脈側副

血行路を発達させることを利用し，虚血心筋への

血行を薬理学的に再建する新しい方法である ．

血管新生療法には細胞増殖因子の投与が試みら

れており，血管内皮細胞と血管平滑筋細胞を増殖

せしめる線維芽細胞増殖因子basic fibroblast
 

growth factor(bFGF)，血管内皮細胞のみを増

殖せしめる血管内皮細胞増殖因子vascular en-

dothelial growth factor(VEGF)，また最近で

は肝細胞増殖因子hepatocyte growth factor

(HGF) などが注目されている．そしてこれまで

に，急性あるいは慢性心筋虚血モデル，末梢虚血

モデルなどで，bFGFやVEGFなどの単独投与で

の血管新生効果が報告されてきた ．bFGFと

VEGFの併用により，毛細血管のみでなくより太

い血管，すなわち細動脈以上の血管がより効果的

に新生される可能性がある．その併用効果に関し

ては，in vitroでGotoらにより両者の併用投与に

よりウシ毛細血管の内皮細胞において，VEGF単

独に比し，管腔形成の増強効果が報告されている

が ，両者の併用についての，大型動物やヒトでの

心筋梗塞に対する効果は明らかにされていない．

とくに血行改善に重要な細動脈ないしはそれ以上

太い血管の新生が単独よりも促進されるか否かに

ついては明らかにされていない．さらに従来の血

管新生効果の判定には，造影による判定法，組織

標本による血管数での評価が行われているが ，

はたしてそれが新しく生まれた血管か否かについ

ては全く検討されていない．また，血管新生因子

の投与方法も様々であり，安全かつ簡便に臨床応

用可能な形として，また冠動脈の走行，心機能や

合併症を考慮する必要がなく行え，加えて低侵襲

である投与法が望まれる．

そこで本研究では，1)従来死亡率が高かった

開胸下でのイヌ急性心筋梗塞モデル作成に代わ

り，成功率が高く死亡率の少ない全く新しい心筋

梗塞モデルを開発すること，2)心筋内や冠動脈

内投与という侵襲の大なる方法ではなく，低侵襲

的な経静脈的心膜腔内投与によっても，bFGFと

VEGFの投与により血管新生が促進されるか否

かを検討すること，3)併用により毛細血管のみ

でなくより太い血管が新生されるか否かを明らか

にすること，4)新生血管であることを明らかに

すること，5)血管新生が動脈側のみから起こる

のか，静脈側のみから起こるのか，または両者か

ら起こるのかを明らかにすることを目的とした．

II. 対 象 と 方 法

成犬1 3頭，（体重1 2.8±0.8 k g）を s o d i u m
 

pentobarbital 30 mg/kgの静脈内投与により麻

酔し，気管内挿管後，空気による人工呼吸下（200
 

ml,20回/分）で下記の実験をおこなった．

1. 経皮的急性心筋梗塞モデルの作成法

右総頸動脈を露出切開し，8Fのカテーテルを挿

入し，左室造影と左冠動脈造影を施行後，5Fのカ

テーテルを用いて，直径2 mmの吸水性高分子ポ

リマー（直径約10倍に膨張する）を左前下行枝の

第一中隔枝と第一対角枝との間に選択的に留置す

ることにより，左前下行枝を閉塞した．閉塞後に，

lidocaineを2 mg/kg静脈内投与し，心室性不整

脈の予防をおこなった．閉塞30分後，完全閉塞を

確認後に左室造影を再施行した．なお側副血行が

見られた例は除外した（Fig.1)．

2. 薬物投与法

完全閉塞を確認後，右大腿静脈を露出切開し，

8Fのカテーテルを挿入し，それを介し新たに開発

した先端針付5Fカテーテルを用いて右心房自由

壁を穿刺した．6例については生理食塩水2 mlに

溶解したhuman recombinant bFGF（科研製薬社

製）100μgとVEGF(Sigma社製）10μgを心膜

腔内へ選択的に投与し，治療群とした．投与量の

設定に関しては，GotoらはbFGFとVEGFの併

用比率を10:1とし，またbFGF 10μg以上，

VEGFでは1μg以上の投与で血管新生が促進さ

れるとしている．本研究の投与法である心膜腔内
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では，その吸収が低下する可能性があるので，そ

れぞれを10倍量にしてbFGF 100μgとVEGF
 

10μgに設定した．なお，慢性実験であり，多数例

を用いることが極めて困難であり，dose-

responseを明らかにするための複数の投与量で

の検討は行えなかった．また生理食塩水2 mlのみ

の投与群7例を非治療群とした．心膜腔内に注入

されたことは，希釈造影剤を1 ml(10% Iopami-

ron ）注入することにより確認した（Fig.2)．

3. 実験結果の検討

2週間後，再度左室造影と冠動脈造影を施行し

た．ついで心臓を摘出し，10%ホルマリンで固定

した．

左室造影画像を用い梗塞前，梗塞30分後，2週

間後の左室駆出率（LVEF）をCATHEX社製の

Cardiac 2000を使用し，area length法を用いて

計測した．

固定2～3週間後，右室自由壁を切除し，長軸方

向に垂直に10 mm間隔で切片を作成し，個々の

重量を測定した．ついでAzan染色を施した標本

を用い，光顕上正常とみなされる心筋細胞が存在

し，明らかに線維化のない部分を非梗塞域とし，心

筋細胞が脱落し青色に染まる線維化の部分を梗塞

域とみなし，その梗塞域面積をプラニメトリーに

より計測し，Simpson法により梗塞体積と非梗塞

体積を求め，比重（1.05）を乗じ梗塞重量およびそ

の梗塞重量比（梗塞重量/全重量）を算出した．各々
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Fig.1.Schematic representation of production of
 

an acute myocardial infarction model.
LAD:left anterior descending artery

 
LCX:left circumflex artery

 

Fig.2.Method for intrapericardial injection of angiogenic factors.
A;schematic representation of intrapericardial injection.
IVC:inferior vena cava,RA:right atrium,RV:right ventricle.
B;A X-ray film showing intrapericardial injection of contrast material for demonstration.
Arrow:needle tip.



の標本について，梗塞辺縁部において最も血管分

布密度が大とみなした部位において単位面積

（200×300μm）当りの血管数を，血管外径25μm

未満で，内皮細胞のみで平滑筋を有さない単層構

造のものを毛細血管とみなして計測した．さらに

血管外径25μm以上100μm以下で球状の核を

有する内皮細胞を有し平滑筋と外膜を有している

ものを細動脈，扁平な核を有する内皮細胞と平滑

筋を有し2層構造のものを細静脈として分類して

計測した．なお細動脈に関しては，同時に血管壁

厚比（血管外径－血管内径/血管外径）を計測した．

血管平滑筋細胞の胎児型non muscular myosin
 

heavy chain-B(SMemb）を，永井らは新生平滑

筋細胞が主体であるとしている ．そこで永井ら

の方法に従い，免疫染色をおこない，新生血管平

滑筋細胞の指標として，単位面積（200×300μm）

当りのSMemb陽性細胞数を調べた．また，

SMemb陽性細胞を1個でも有していれば新生細

動脈か細静脈とみなされるので，それぞれの分布

が最も多いとみなした部位について単位面積当た

りの数を計測した．

5. 統計学的解析

両群における，梗塞前，梗塞直後，梗塞2週後

の左室駆出率，梗塞重量比，梗塞辺縁部における

単位面積当りの血管数（細動脈，毛細血管，細静

脈），細動脈における血管壁厚比，および胎児型平

滑筋細胞数については平均±標準誤差（mean±

SE）で表示し，左室駆出率の比較や，他のデータ

についてはt-検定を使用し，p＜0.05をもって有

意差ありとした．

III. 結 果

1. 急性心筋梗塞モデルの作成

経カテーテル的に心筋梗塞モデルを作成した

が，2週間生存したものは13頭であったので，そ

の13頭について検討した．

2. 梗塞前，梗塞30分後，梗塞2週後の左室駆出率

心筋梗塞前および梗塞30分後の左室駆出率は，

2群間に有意差は認められなかったが，2週間後の

左室駆出率は治療群42.7±2.2%に対し，非治療群

33.7±2.2%と，治療群で有意（p＜0.05）に改善し

ていた（Fig.3)．

3. 梗塞重量比

2群間で有意差は認められなかった．

4. 梗塞辺縁部における血管数（Azan染色)

治療群では著明な血管の増加がみられた（Fig.

4）．梗塞辺縁部における単位面積（200×300μm）

当りの毛細血管数は治療群55.8±7.9本に対し，非

治療群30.9±2.6本と，治療群においては有意

（p＜0.01）に多かった．細静脈数も治療群で有意に

多かったが，細動脈数については2群間に有意差

は認められなかったが治療群で多い傾向がみられ

た（Fig.5-7)．

5. 細動脈血管壁厚比

血管壁厚比については2群間に有意差は認めな

かった．

6. SMemb陽性細胞数

梗塞域に散在するSMemb陽性細胞は治療群
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Fig.3.Ejection fraction of the left ventricle at right anterior oblique projection before,30 minutes
 

after,and 2 weeks after myocardial infarction.NS;not significant.



で増加していた（Fig.8)．そのうちSMemb細胞

が明らかに血管壁に存在する血管を調べた．その

結果細動脈および細静脈いずれにもSMemb陽

性細胞を有する血管が認められた（Fig.9)．

SMemb陽性細胞数は治療群36.0±4.4個に対し，

非治療群11.2±0.5個と，治療群で有意に増加して

いた（p＜0.01)(Fig.10)．

梗塞辺縁部における単位面積（200×300μm）

当りのSMemb陽性細動脈数は治療群0.9±0.2

本に対し，非治療群0.2±0.1本と，治療群で有意

（p＜0.01）に増加していた．SMemb陽性細静脈数

は治療群1.6±0.2本に対し，非治療群0.3±0.1本

と，治療群で有意（p＜0.01）に増加していた（Fig.

11,12)．

175急性心筋梗塞モデルにおける血管新生療法の基礎的検討

control  bFGF＋VEGF
 

Fig.4.Vessels in border zone of infarcted area.
A;control.B;bFGF＋VEGF(Azan stain,×400)

Fig.5.Number of capillaries in the border zone of infracted area.



IV. 考 察

血管新生因子を用いた血管新生療法としては，

Yanagisawaらにより，イヌ急性心筋梗塞モデル

において，bFGFの冠動脈内投与により，梗塞後1

週目における左室機能の改善と血管数の増加が得

られることがはじめて報告された ．この報告を

きっかけに，様々な血管新生因子を用いた多くの

血管新生療法の基礎研究がおこなわれてきた．

bFGFとともに血管新生への応用が最も研究され

ている血管新生因子はVEGFである．VEGFは

血管内皮細胞に特異的な増殖因子である ．

VEGFの研究に関しては，ウサギ下肢虚血モデル

で，500～1,000μgの血管内単回投与により，側副

血行路の形成，血行動態の改善が血管造影上みら

れることがIsnerらにより報告された ．虚血性

心疾患モデルへのVEGFの応用については，

Banaiらによりはじめて報告された．彼らは，

ameroid constrictorを用い，イヌの回旋枝領域に

心筋梗塞を作成後，閉塞部より遠位部にカテーテ

ルを留置し，1カ月間VEGF(45μg/日）を冠動脈

内投与したもので，治療1カ月後の梗塞部位の血

流は非治療群に比し40%増加し，組織学的にも

90%の血管数の増加を認めた が毛細血管と細

動脈の区別については検討していない．

今回我々は，この2つの血管新生因子を併用投

与し，血管新生効果を検討してみた．その結果，

bFGFとVEGFの心膜腔内投与により，有意差を

もって梗塞辺縁部における血管数の増加と左室駆

出率の改善効果が確認された．増加数の主体は毛

細血管であったが，細静脈も有意に増加しており，

細動脈も増加傾向を示した．しかし，はたして

小 川176

 

Fig.6.Number of venules in the border zone of infracted area.

Fig.7.Number of arterioles in the border zone of infracted area.
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control  bFGF＋VEGF
 

Fig.8.SMemb positive cells in infarcted area.

arteriol  venule
 

Fig.9.Angiogenesis comfirmed by SMemb stain
 

A;Angiogenesis from an arteriole.(arrow)

B;Angiogenesis from a venule.(arrow)



bFGF単独，VEGF単独より増加するか否かにつ

いては今回検討できなかった．この点については

今後検討する必要がある．また増加した血管が，は

たして新生された血管か否かを明らかにする必要

がある．アザン染色では，既存の血管を見ている

のか，新生した血管であるのかの判別まではでき

ない．そこで新生した血管平滑筋細胞の指標の一

つであるとされている血管平滑筋胎児型myosin
 

heavy chain陽性細胞を永井らの方法により染色

してみた ．その結果，梗塞辺縁部においては，

SMemb陽性細胞ならびに，それを有する細動脈

と細静脈がいずれも治療群で有意に増加すること

が判明した．しかし，Azan染色と胎児型血管平滑

筋細胞の免疫染色において，各々の血管レベルに

おける数差が生じた．これは，おそらく目的の違

いにより，観察部位の偏りが生じたものと考えら

れた．Azan染色では，標本として全体の血管細胞

の多い部位を選択しているのに対し，胎児型血管

平滑筋細胞の免疫染色では，細動脈数の多い部位

を選択しているという部位差から生じた可能性が

示唆された．さらに胎児型平滑筋細胞は胎生期の

血管，血管新生過程における未熟な血管や動脈硬

化層内膜，冠動脈再狭窄病変部新生内膜等の病態

で観察される合成型血管平滑筋細胞 であ

り，したがって既存の血管には通常認められない

胎児型平滑筋細胞を有する細動脈，細静脈が増加

しているということは，新たに生まれた血管であ

ることを示唆するものと考えられた．

本研究では，開胸という侵襲が加わることで，創

傷などの修復に伴う成長因子の増加が与える影響
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Fig.10.Number of SMemb cells in the border zone of infracted area.

Fig.11.Number of SMemb positive arterioles in the border zone of infracted area.



を避けるため，侵襲の少ない非開胸下イヌ急性心

筋梗塞モデルを開発し，それについて検討した．従

来の研究では開胸下で行われているものがほとん

どであり，開胸という侵襲の影響を除外できない

ので，本研究で用いた非開胸下心筋梗塞モデルの

ほうがより適切と考えられる．

血管新生因子の投与方法としては，これまでに

冠動脈内，心筋内，心膜腔内投与等の報告があ

る ．前述したBanaiらの報告にある投与方

法は，冠動脈閉塞部より遠位部にカテーテルを留

置して投与しており，すくなくとも内科的には不

可能であり，冠動脈閉塞部より近位部に投与する

か，あるいは非閉塞血管に対して投与し，これら

の血管から閉塞血管あるいは虚血存在部位への側

副路発達を期待するしかない．充分に血管新生因

子を目標部位に分布させることが可能で，さらに

安全かつ簡便に臨床応用可能な形として，また冠

動脈の病変の部位や程度にかかわらず使用可能で

あり，より侵襲が少ない方法と考えられる．この

方法についてはUchidaらが初めてヒトbFGFを

投与し検討している ．最近，Lahamらにより，ブ

タの慢性心筋虚血モデルにおいて，ウシbFGFの

心膜腔内投与による血管新生効果の増強が報告さ

れている ．しかしながらVEGF単独あるいは

bFGFとVEGFの併用心膜腔内投与の報告はな

い．このことはいまだ検討されていないはじめて

の試みであったが，心タンポナーデなどの合併症

もなく，安全かつ簡便に投与可能であり，充分な

血管新生効果がえられた．人口の高齢化に伴い，低

侵襲的治療法がますます望まれていることは，虚

血性心疾患においても例外ではない．経カテーテ

ル的に心筋内に注入したり，冠動脈内投与を行う

方法は侵襲が高い方法であり，四肢，大動脈，冠

動脈の病変により，経カテーテル的治療が困難な

症例もしばしばみられる．今回検討した方法は，経

静脈的に虚血部位にまんべんなく増殖因子を作用

させる方法として，安全に施行可能であり，日帰

りの治療法として，臨床的に大きな意義を有する

ものと考えられた．

従来，冠動脈閉塞時に側副血行路が，心筋を虚

血あるいは壊死から防御するという報告は数多く

知られている ．さらに我々の観察したような細

い血管レベルでの新生血管が，従来の側副血行路

と同様の灌流効果を果たしうるという報告もなさ

れており ，梗塞辺縁部における毛細血管レベル

の血管新生促進が，梗塞周辺領域の虚血の改善を

介して，左室駆出率の改善につながった可能性が

示唆される．梗塞重量比に有意差は認められず，光

顕上，梗塞領域そのものの縮小効果が認められな

かったことも，この可能性を支持するものと考え

られる．Takeshitaらは，下肢虚血モデルについ

てVEGFの投与から血管細胞の増殖が認められ

るまで3～5日，血管造影上の明らかな側副血行路

の発達や血行動態の改善まで7～10日要したと報

告している ．今回の検討では，梗塞量が縮小し

ていないにもかかわらず左室駆室率は改善してい

た．この機序として急性期の血管新生が関与して

いるとは考えにくい．しかし血管新生が起こって

179急性心筋梗塞モデルにおける血管新生療法の基礎的検討

Fig.12.Number of SMemb positive venules in the border zone of infracted area.



いることから，bFGFやVEGFのもつ心筋細胞に

対する急性期の心筋保護作用，アポトーシス抑制，

血管拡張作用などが多少なりとも関与した可能性

も否定できないが，血管新生により梗塞辺縁部に

存在した，生存しているが収縮能を失っており血

行改善により直ちに収縮能をとりもどす，いわゆ

る冬眠心筋が収縮能を回復し ，左室駆出率の改

善につながった可能性が考えられる．

前述のごとく，bFGFの副作用として，過度の平

滑筋細胞増殖による細動脈壁厚増大に伴う内腔狭

窄の可能性も当初考えられたが，本研究では，否

定的な結果であった．

これまでに，この2つの血管新生因子を中心に

数多くの血管新生療法の有用性が報告され，すで

に現在，ヒトレベルでの臨床治験の段階にある．虚

血性心疾患の臨床試験として，Schumacherらは，

冠動脈バイパス手術症例に対し，酸性FGF

(aFGF）を内胸動脈―左前下行枝吻合部付近の心

筋内に注入し，12週後の血管造影により，心筋内

投与周囲部における血管新生と，それらの新生血

管を介した血流の改善効果を報告した ．また

Lahamらは冠動脈バイパス手術症例に，bFGFを

含んだカプセルを心膜下に植え込み，虚血所見の

改善効果を報告した ．Henryらは労作性狭心症

患者の冠動脈内にVEGFを投与して，約半数の患

者にタリウム心筋シンチグラムによる虚血の改善

を認め，さらに冠動脈造影をした7割に側副血行

路の発達を認めたと報告している ．Uchidaらは

拡張型心筋症例にbFGFを冠動脈内投与し，収縮

能の改善と血管増加をみた例を報告している ．

また遺伝子を導入したものでは，Isnerらのグ

ループは労作性狭心症患者を対象に，全身麻酔下

に胸壁に小切開を加えVEGFプラスミドを心筋

内に注入し，1～2カ月の経過でSPECTによる心

筋虚血の改善と冠動脈造影による側副路の発達を

報告している ．

最近HGF(hepatocyte growth factor）も注目

されている．HGFは血管系において，血管平滑筋

細胞増殖に影響を与えず，VEGFと同様内皮細胞

のみを増殖させる血管内皮特異的増殖因子であ

る ．これまでに，ウサギ下肢虚血モデルでの，血

管造影上の血管新生所見，組織学的な虚血の改善

の報告がされている ．しかしながら，内皮細胞の

みでは毛細血管は増加するが，細動脈の増加はは

かれない可能性がある．なぜならば，血管平滑筋

細胞を直接増殖せしめないからである．心筋細胞

を生存させておくには，1 gあたり0.1 ml/分の血

流があれば良いが，運動耐容能を正常に保つほど

の血流改善には細動脈以上の太い血管の新生が必

要である．本研究では，内皮細胞のみでなく，平

滑筋細胞も増殖せしめるbFGFと内皮細胞増殖

作用のみを有しているVEGFを併用したが，毛細

血管のみでなく，SMemb陽性細動脈の有意な増

加がみられたことは，bFGFとVEGF併用の効果

によるものとも考えられた．しかし，これまでの

bFGFやVEGFの単独投与でも太い血管の増加

の報告があり，併用投与が単独投与よりも優れた

ものであると結論づけることはできない．これに

ついては，投与経路の差異による差なのか，投与

量による差なのかを明らかにするために，投与量，

併用の割合，投与回数などを変えて，さらに検討

を加える必要がある．そのうえで，運動耐容能を

充分に改善せしめるに必要な細動脈以上の血管を

優先的に新生せしめる方法を確立する必要があ

る．

V. 結 語

新たに開発した非開胸下イヌ急性心筋梗塞モデ

ルを用い，経静脈的に心膜腔内へのbFGFと

VEGFの併用投与をおこなった．その結果，梗塞

辺縁部における血管新生促進と左室機能の改善効

果が認められた．この方法は，低侵襲的血管新生

療法として臨床的にも応用可能と判断された．

稿を終えるにあたり御指導，御校閲を賜った望月正
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