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【要 旨】 

背景：バイパス術後の静脈グラフト閉塞の主な原因は静脈グラフトの内膜肥厚

である。いくつかの臨床試験で Proxisome Proliferator-Activated 

Receptor-γ(PPAR-γ)のリガンドであるピオグリタゾンが心血管保護作用を有

することが報告されている。我々は今回、ウサギ静脈グラフトモデルを用いて

ピオグリタゾンによる静脈グラフト内膜肥厚抑制効果について検討した。 

方法：日本白色種のウサギをピオグリタゾン投与群と対照群の 2群に分けた。

ピオグリタゾンは混餌投与とし、バイパス手術 1週前より開始し、グラフト採

取まで継続した。バイパス手術は右外頸静脈を約 2 cm採取し、右総頸動脈にバ

イパスを行った。術後 28日目に内膜肥厚を評価した。術後 14日目に免疫染色

を行い、Ki-67染色で細胞増殖を、terminal deoxynucleotidyl 

tranferase-mediated deoxyuride-5’-triphosphate nick-end labeling 

(TUNEL)染色でアポトーシスを評価した。血液を術後 28日目に採取し、血糖、

コレステロール、中性脂肪について検討した。血中アディポネクチンレベルは

ウエスタンブロットにて評価した。最後に術後 14日目のグラフトでアディポネ

クチンに関与するシグナル、5’ adenosine monophosphate-activated protein 

kinase (AMPK)、extracellular signal-regulated kinase (ERK)活性について

ウエスタンブロットで検討した。 

結果：ピオグリタゾン投与群で静脈グラフトの内膜肥厚が有意に抑制された 

(ピオグリタゾン投与群：0.54±0.04 mm2、対照群：0.93±0.04 mm2、P＜0.01)。

ピオグリタゾン投与群で Ki-67陽性細胞が有意に減少した (ピオグリタゾン投

与群：4.1±1.1 %、対照群：16.8±1.7 % 、P＜0.05)。TUNEL陽性細胞はピオグ

リタゾン投与群で有意に増加した (ピオグリタゾン投与群：3.5±0.5 %、対照

群：1.2±0.1 %、P＜0.05)。ピオグリタゾン投与により血糖値、脂質に影響を

与えなかった。ピオグリタゾン投与群で血中アディポネクチンは増加し、静脈

グラフトの AMPKリン酸化が促進され、ERKリン酸化が抑制された。 

結論：ピオグリタゾン投与により静脈グラフトの内膜肥厚抑制効果を認め、細

胞増殖の抑制とアポトーシスの亢進を伴っていた。その機序の一つとしてアデ

ィポネクチンの増加との関連が示唆された。ピオグリタゾンはバイパス術後の

静脈グラフト閉塞を予防する治療法のターゲットとなる可能性が示唆された。 
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【背 景】 

 閉塞性動脈硬化症に対する血管内治療が普及してきているが、自家静脈グラ

フトを用いたバイパス術も標準治療の一つである(参考文献 1)。問題点として自

家静脈グラフトを用いた下腿へのバイパス手術では術後 5 年で約 20～30 %に晩

期閉塞を認める点があり、静脈グラフトの内膜肥厚が原因の一つと考えられて

いる(参考文献 2,3)。様々な治療が試みられているが、標準的治療法は確立して

いない。そのため、静脈グラフトの内膜肥厚を抑制する何らかの治療法の確立

が望まれるところである。 

 ピオグリタゾンは Proxisome Proliferator-Activated Receptor-γ(PPAR-γ)

のリガンドで、臨床では 2 型糖尿病に対するインスリン抵抗性改善薬として用

いられている(参考文献 4)。近年、PPAR-γリガンドにはインスリン抵抗性改善

作用以外に、抗炎症・細胞増殖抑制、アディポサイトカイン分泌調節などを介

して心血管保護作用を発揮し、循環器領域における新たな分子標的薬として注

目されており、2 型糖尿病患者における心血管イベント発生を低下させた(参考

文献 5、6)。さらに注目すべき点として、ピオグリタゾンは非糖尿病患者におい

て冠動脈ステント留置後の内膜肥厚を抑制することが報告されている(参考文

献 7)。 

 これらの報告と一致して、基礎実験でもピオグリタゾンが動脈障害後の内膜

肥厚を抑制させることが数々報告されている(参考文献 8-12)。これらの結果を

考慮すると、ピオグリタゾンはインスリン抵抗性改善作用以外にも血管リモデ

リングに関連する修飾因子として作用する可能性が考えられる。 

 ピオグリタゾンによる静脈グラフト内膜肥厚抑制効果に関する報告はほとん

どなく、今回、ウサギ静脈グラフトモデルを用いて、ピオグリタゾン投与によ

る内膜肥厚抑制効果について検討した。 
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【方 法】 

薬剤 

 実験には 5’ adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK)、

phospholylated AMPK、phosphorylated extracellular signal-regulated kinase 

(ERK)は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz、 Calif)から購入した。Total 

ERK抗体は Cell Signaling (Beverly、 Mass)より購入した。アディポネクチン

抗体は総アディポネクチンを検出する抗体を R & D Systems (Minneapolis、 

Minn)より購入した。ピオグリタゾンは武田製薬より購入した。 

 

実験手順 

 すべての動物実験は名古屋大学大学院医学系研究科の動物実験倫理委員会の

承認のもと、倫理規定に沿って行われた。日本白色種、オス、体重が 2.5～3.0 kg

のウサギを対照群とピオグリタゾン投与群に分け、ピオグリタゾン投与群には

手術 1 週間前よりピオグリタゾン入りの餌を開始した。以前の報告と同様にピ

オグリタゾンの 1日投与量は、3 mg/kgとなるようにした(参考文献 13,14)。バ

イパス術を行い、静脈グラフトを採取するまでピオグリタゾンを混餌投与とし

た。対照群には通常の餌を投与した (図 1)。 

 

バイパス手術 

 麻酔の導入はケタミン(50 mg/kg)とキサラジン(10 mg/kg)の筋注にて行い、

麻酔維持はケタミン(10 mg/kg)とキサラジン(10 mg/kg)の静注にて行った。バ

イパス手術は右外頸静脈を約 2.0 cm 採取し、reverse graft として右総頸動脈

に 8-0 プロリンで端々吻合にてバイパスを行った(参考文献 15,16,17)。右内頸

動脈および右外頸動脈三分枝のうち二分枝を結紮し、血流を落とした状態で実

験を行った (図 2)。 

  

グラフト採取 

 バイパス手術時と同様の麻酔を行った後、静脈グラフトを周囲組織より剥離

し摘出した。グラフトを採取した後、ウサギはペントバルビタール(50 mg/kg)

の過量投与により安楽死させた。採取した静脈グラフトの内腔に 4 %ホルマリン

を浸し 30 分間、100 mmHg の圧をかけて内腔を固定し、同液に一晩浸透させた。

その後、パラフィン固定を行い、5 ㎛の切片を作成した。 

 

内膜肥厚の評価 

 採取した約 2 cmの静脈グラフトを 4分割し、それぞれをパラフィン固定した
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ものを 5㎛の切片とした。脱パラフィン後、Hematoxylin and Eosin (HE)染色、

Elastica van Gieson (EVG)染色を行った。内膜面積、中膜面積、全血管面積を

MACSCOPE にて計測した。4 個の切片の平均値を 1 つの静脈グラフトの内膜肥厚

として統計学的に評価した。 

 

免疫組織化学的評価 

 バイパス術後 14 日目に静脈グラフトを採取し、Ki-67 染色、terminal 

deoxynucleotidyl tranferase-mediated deoxyuride-5’-triphosphate 

nick-end labeling (TUNEL) 染色を行い、新生内膜の細胞増殖、アポトーシス

について評価した。採取した静脈グラフトを 4 分割し、それぞれをパラフィン

固定したものを 5㎛の切片とした。脱パラフィン後、Ki-67染色、TUNEL染色を

行った(参考文献 16,17)。4分割した切片を、それぞれ 400倍の倍率でランダム

に 8ヵ所、観察し、新生内膜の Ki-67陽性細胞、TUNEL陽性細胞、全細胞数を計

測した。Ki-67陽性細胞および TUNEL陽性細胞を全細胞数で割ったものを Ki-67 

index、TUNEL index とした。4 分割した切片の平均値を 1 つの静脈グラフトの

Ki-67 index、TUNEL indexとした。 

 

ウエスタンブロット 

 バイパス術後 14日目に静脈グラフトを採取し、ウエスタンブロットにて AMPK

および ERK シグナルについて検討した。採取した静脈グラフトを phosphate 

buffered saline で洗浄し、3 mm の切片を作成し、すぐに液体窒素で凍結させ

た。凍結標本を ice-cold lysis buffer (20mM Tris-hydrochloride pH 8.0、 1% 

NP-40、 150mM NaCl、 0.5% deoxycholic acid、 1mM sodium orthovanadate、 

protease inhibitor)にてホモジナイズさせた。ドデシル硫酸ナトリウムポリア

クリルアミド電気泳動でタンパクを分離した。1000 倍希釈した一次抗体で免疫

ブロットし、続いて 5000倍希釈した二次抗体で免疫ブロットを行った。バンド

は化学発光検出キット(Amersham Pharmacia Biotech Piscataway、 NJ)を用い

て評価した。ウエスタンブロットは対照群、ピオグリタゾン投与群、偽手術群

で評価を行った。剥離操作のみ行い、バイパス術を施行していない静脈を偽手

術群として検討した。 

 

血液検査 

 一晩絶食とし、バイパス術後 28日目のグラフト採取前に血液を採取した。血

糖、総コレステロール、中性脂肪、LDLコレステロール、HDLコレステロールを

和光純薬工業株式会社のキットを用いて測定した。血中アディポネクチンは採

取した血液を遠心分離にかけた後、nonreducing sample bufferに溶かし、ドデ
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シル硫酸ナトリウムポリアクリルアミド電気泳動でタンパクを分離し、評価し

た(参考文献 18)。 

 

統計学的評価 

 統計は StatView 5.0 software (SAS Institute、 Cary、 NC)を用いて行った。

データは平均値±標準誤差で表記した。一元配置分散分析、Scheffe分析にて統

計学的に評価を行い、P＜0.05をもって有意差ありと判定した。 
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【結 果】 

血液検査 

 ピオグリタゾン投与は血糖値、コレステロール、中性脂肪、LDLコレステロー

ル、HDLコレステロール値に影響を与えなかった (表 1)。 

 

静脈グラフト内膜肥厚の評価 

 術後 28日目での内膜肥厚はピオグリタゾン投与群で 0.54 ± 0.04 mm2、対照

群で0.93 ± 0.04 mm2とピオグリタゾン投与群で有意に抑制されていた (図3、

表 2) (P＜0.01)。 

 

静脈グラフト新生内膜の細胞増殖、アポトーシスの評価 

 新生内膜での Ki-67陽性細胞は対照群で 16.8 ± 1.7 %、ピオグリタゾン投与

群で 4.1 ± 1.1 %とピオグリタゾン投与群で有意に抑制されていた (図 4) (P

＜0.05)。TUNEL陽性細胞はピオグリタゾン投与群で 3.5 ± 0.5 %、対照群で 1.2 

± 0.1 %とピオグリタゾン投与群でアポトーシスは有意に亢進していた (図

5)(P＜0.05)。 

 

血中アディポネクチンの評価 

 バイパス手術により血中アディポネクチン濃度に影響を与えなかった。ピオ

グリタゾン投与群において血中アディポネクチンが1.8倍上昇していた (図6)。 

 

静脈グラフトでの AMPK、ERK の発現の評価 

 静脈グラフトでの AMPKのリン酸化はバイパス術を行っていない静脈と比較し

て促進されていた。静脈グラフトで AMPKのリン酸化は促進されていたが、AMPK

リン酸化の程度はピオグリタゾン投与群において有意に増加していた。ERKのリ

ン酸化はバイパスを行っていない静脈と比較して静脈グラフトで増加していた

が、ピオグリタゾン投与群において有意に抑制されていた (図 7)。 
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【考 察】 

 今回の研究の結果では、ピオグリタゾン投与によりウサギ静脈グラフトの内膜

肥厚抑制効果を認め、血管平滑筋細胞の増殖抑制、アポトーシスの亢進を伴っ

ていた。 

静脈グラフト内膜肥厚の機序として、血管平滑筋細胞の遊走・増殖や細胞の

アポトーシスの減弱などが報告されている(参考文献 19,20,21)。ピオグリタゾ

ン投与により術後 14日目において血管平滑筋細胞の増殖抑制、アポトーシスの

亢進作用を認め、内膜抑制肥厚の抑制機序として血管平滑筋細胞の増殖抑制、

アポトーシスの亢進作用が関与している可能性が考えられた。 

 ピオグリタゾンによる血管リモデリング抑制効果が多数報告されているが、

その機序の一つとして AMPK シグナルの関与が考えられている。活性化された

AMPK シグナルはアンギオテンシン II 刺激による ERK のリン酸化を抑制したり、

血管平滑筋細胞の増殖を抑制したりすることが報告されている(参考文献

22,23)。また、AMPK の活性化因子である 5-aminoimidazole-4-carboxamide 

ribonucleoside がラットの大腿動脈擦過モデルの内膜肥厚を抑制することが報

告されている(参考文献 22)。今回の研究ではピオグリタゾン投与により、静脈

グラフトの AMPKシグナルが活性化され、ERK シグナルが抑制されていた。 

 ピオグリタゾンは脂肪細胞の PPAR-γ を活性化させることにより、アディポ

ネクチンの発現、分泌を増加させることが報告されている(参考文献 24,25)。ア

ディポネクチンは虚血性心疾患、末梢動脈疾患やメタボリックシンドロームで

発現が低下している(参考文献 26,27)。アディポネクチンには様々な代謝、心血

管保護作用が報告されている。例えば、アディポネクチンにはインスリン抵抗

性改善作用(参考文献 28)以外に動脈硬化抑制(参考文献 29,30)、血管機能改善

作用(参考文献 31)、血管新生促進(参考文献 32)、心筋障害抑制作用(参考文献

33,34)があることが報告されており、その機序の一つとして AMPKシグナルの関

与が報告されている。最近、我々はピオグリタゾンの心血管保護作用の一つと

してアディポネクチンが関与している可能性があることを報告した(参考文献

14)。さらにピオグリタゾン投与により心筋細胞における AMPK シグナルの活性

化、ERKシグナルの抑制が生じるが、その機序としてアディポネクチンが関与し

ていることを報告した。その他にアディポネクチンの欠損により、マウスの動

脈擦過モデルで内膜肥厚が増強されることが報告されている(参考文献 30)。逆

にアディポネクチンの過剰発現によりマウスで動脈硬化が抑制されることも報

告されている(参考文献 29)。 

 今回の研究では、ピオグリタゾン投与により血中のアディポネクチン濃度が

上昇し、静脈グラフトの AMPKシグナルの増強、ERKシグナルの減弱化を認めた。
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これらの結果より、ピオグリタゾン投与による静脈グラフト内膜肥厚抑制の機

序としてアディポネクチンによる AMPK シグナルの活性化、ERK シグナルの抑制

が関与している可能性が示唆された。しかしながら、ピオグリタゾン投与によ

るアディポネクチンの発現増加と静脈グラフト内膜肥厚抑制との関連を明らか

にするにはさらなる遺伝子レベルでの分子生物学的研究が必要である。 

 肥満に関連したメタボリックシンドロームはバイパス術後の再狭窄の危険因

子であるとの報告がある(参考文献 35,36)。今回の研究結果でアディポネクチン

がバイパス術後の静脈グラフトの再狭窄抑制に関与している可能性が示唆され

たことにより、ピオグリタゾン治療のようなアディポネクチンを標的とした薬

理学的アプローチによりグラフト狭窄の予防法となる可能性がある。 

 今回の実験では、ピオグリタゾン投与により有害事象は認めなかった。ピオ

グリタゾンは 2 型糖尿病におけるインスリン抵抗性改善薬として日常臨床で幅

広く使用されており、ヒトにおいても心血管病に対して有益な作用をもたらす

可能性があると思われる。 

 今回の研究にはいくつかの限界がある。ひとつは PPAR-γ の活性やピオグリ

タゾン濃度との関連について実験を行っていないことである。また今回の研究

で用いたピオグリタゾンの 1日量（3 mg/kg）は、ヒトにおける 1日量に相当す

るものである(参考文献 37)。この環境下で、ピオグリタゾン投与により PPAR-γ

遺伝子により制御されている aP2 遺伝子の発現が増加していた。最近の報告で

はアディポネクチン欠損下では、ピオグリタゾン投与により aP2 遺伝子を含め

た PPAR-γにより誘導される遺伝子が反応しなくなるとの報告もある(参考文献

38)。ピオグリタゾンには静脈グラフトに対する直接作用及び、アディポネクチ

ンを介した間接的経路が存在するのかもしれない。二番目にピオグリタゾンに

よる再内皮化について検討していない。ウサギにおける動脈擦過モデルでピオ

グリタゾン投与により再内皮化が促進されたとの報告もある(参考文献 39)。そ

れゆえにピオグリタゾンは静脈グラフトの内皮細胞にも影響を及ぼす可能性が

ある。ピオグリタゾンによる静脈グラフト内膜肥厚抑制の機序解明にはさらな

る研究が必要である。 
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【結 論】 

 ピオグリタゾン投与により静脈グラフトの内膜肥厚抑制効果を認め、細胞増

殖の抑制とアポトーシスの亢進を伴っていた。ピオグリタゾンのような PPAR-γ

アゴニストはバイパス術後の静脈グラフト閉塞を予防する治療法の標的となる

可能性が示唆された。 
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表 1  血液検査 

 血糖値

(mg/dL) 

総コレステロール

(mg/dL) 

中性脂肪

(mg/dL)  

LDLコレステロール

(mg/dL) 

HDL-コレステロール 

(mg/dL)  

コントロール 214 ± 19 26.0 ± 3.7 37.4 ± 6.3 5.9 ± 1.2 14.6 ± 2.2 

ピオグリタゾン 196 ± 19 30.4 ± 3.5 24.9 ± 4.3 6.9 ± 1.7 20.3 ± 2.3 

P値 0.50 0.40 0.13 0.64 0.09 

 
表 1 血液検査 

一晩絶食としたバイパス術後 28 日目のグラフト採取前に採血をし、対照群とピオグリタゾン投与群で血糖値、中性脂肪、

コレステロール値を検討した。2 群間で血糖値、中性脂肪、総コレステロール、HDL コレステロール、LDL コレステロール

値に有意差を認めなかった。 
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表 2  バイパス術後の内膜肥厚の検討 

 Day 14 Day 28 

 コントロール 

(n=4) 

ピオグリタゾン 

(n=4) 

P値 コントロール 

(n=7) 

ピオグリタゾン 

(n=7) 

P値 

内膜面積 (mm2) 0.66±0.04 0.46±0.02 ＜0.01  0.93±0.04 0.54±0.04 ＜0.01 

中膜面積 (mm2) 0.91±0.05 0.99±0.04 0.88 0.80±0.03 0.82±0.07 0.60 

内腔面積 (mm2) 11.5±0.65 12.36±0.67 0.79 11.5±0.65 11.9±0.67 0.77 

内膜 / 中膜面積比 0.730±0.002 0.459±0.001 ＜0.01 1.158±0.001 0.652±0.001 ＜0.01 

 

表 2 バイパス術後の内膜肥厚の検討 

術後 14日目と術後 28日目において、内膜面積及び内膜・中膜面積比はピオグリタゾン投与群で有意に抑制されていた (P

＜0.01)。 
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図の説明 

図 1  実験手順 

日本白色種、オス、体重が 2.5～3.0 kg のウサギを対照群とピオグリタゾン投

与群に分け、ピオグリタゾン投与群には手術 1 週間前よりピオグリタゾン入り

の餌を開始した。バイパス術後は静脈グラフトを採取するまでピオグリタゾン

を混餌投与とした。対照群には通常の餌を投与した。 

 

図 2  バイパス手術 

バイパス手術は右外頸静脈を約 2.0 cm採取し、リバースで右総頸動脈に 8-0プ

ロリンで端々吻合にてバイパスを行った。右内頸動脈および右外頸動脈三分枝

のうち二分枝を結紮し、血流を落とした状態で実験を行った。 

 

図 3  バイパス術後 28 日目における内膜肥厚の検討 

A：静脈グラフト弱拡大 (×40)、B：強拡大 (×200) 

ピオグリタゾン投与群で静脈グラフトの内膜肥厚が有意に抑制されていた。 

黄色の矢頭は内弾性板を示す。 

 

図 4 静脈グラフトの新生内膜における細胞増殖の評価 

A：術後 14 日目のグラフトにおける新生内膜内の細胞増殖を Ki-67 染色にて評

価を行った。矢頭は Ki-67陽性細胞を表す。 

B：新生内膜内の Ki-67陽性細胞と全細胞数との百分率を Ki-67 indexと定義し

た。Ki-67 indexはピオグリタゾン投与群で有意に抑制されていた (P＜0.05)。 

＊は対照群と比較してピオグリタゾン投与群で有意に抑制されていたことを示

す (P＜0.05)。 

 

図 5 新生内膜における TUNEL 染色による細胞のアポトーシスの評価 

A：静脈グラフト新生内膜におけるアポトーシスを評価するために TUNEL染色を

行った。矢頭は TUNEL陽性細胞を示す。 

B：新生内膜における TUNEL陽性細胞数と全細胞数との百分率を TUNEL indexと

定義した。ピオグリタゾン投与群で有意に増強されていた(P＜0.05)。 

 

図 6  ピオグリタゾン投与による血中アディポネクチン濃度に関する検討 

A：術後 28日目の血中アディポネクチンをウエスタンブロットで評価した。 

B：定量分析を行い、偽手術群と対照群では血中アディポネクチンに変化を認め

なかった。ピオグリタゾン投与により血中アディポネクチンが有意に上昇した 
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(P ＜ 0.05)。 

＊は対照群と比較してピオグリタゾン投与群で有意に上昇していたことを示す 

(P＜0.05)。 

 

図 7  ピ オ グ リ タ ゾ ン 投 与 に よ る 静 脈 グ ラ フ ト の 5’ adenosine 

monophosphate-activated protein kinase (AMPK) 、 extracellular 

signal-regulated kinase (ERK)活性について検討 

術後 14日目に採取した静脈グラフトで AMPK、ERK活性についてウエスタンブロ

ットで検討した。 

A：ピオグリタゾン投与により AMPK のリン酸化が有意に促進されていた(P＜

0.05)。 

B：ERKのリン酸化はピオグリタゾン投与により有意に抑制されていた(P＜0.05)。
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