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た 3）。後者の血管径が収縮する機序に対して最も有

用な治療法は，ステント留置であり，これによって

再狭窄率は激減した 4-6）。しかし，ステント留置後

にも急性血栓閉塞がおこることが明らかになり 7），

これに対しては，アスピリンとチエノピリジン系の

抗血小板薬の 2剤併用療法（Dual Anti-Platelet Ther-

apy）により改善がなされた 8-10）。しかし，3-6ヶ月後

には約20％の患者で再狭窄が起こり，内膜増殖に

よる再狭窄は克服されなかった 5）, 6）, 11）, 12）。この内

膜増殖機序に対して，細胞増殖を抑制する薬剤であ

るシロリムスやタキソールなどの薬剤を塗布した

DESが開発され，初期成績においては，再狭窄は

克服されたかに見えた 13-19）。しかし，2006年，この

DESにおいて抗血小板薬の中止に伴う遅発性血栓

症が起こることが報告された。BASKET試験の結

1．はじめに

狭心症や急性心筋梗塞などの虚血性心疾患の治療

法として，狭窄あるいは閉塞部の冠動脈内腔を経皮

的にバルーン拡張する冠動脈形成術（Plain Old Bal-

loon Angioplasty: POBA）が1979年に初めてGru-

entzigにより開始され，瞬く間に広く行われるよう

になった 1）。しかし，初期にはバルーン拡張後に急

性冠閉塞が高頻度に起こることがわかり，これに対

しては，抗血小板薬であるアスピリンの投与により

改善がなされた。また，POBA施行後の3-6ヶ月に

40-50％の頻度で再狭窄が起きることが明らかにさ

れた 2）。血管内超音波（Intravascular Ultrasound: 

IVUS）によって再狭窄の機序が，①血管内膜の増

殖と②バルーンの拡張による血管径の収縮（Nega-

tive Remodeling）が原因であることが明らかにされ
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要旨

急性心筋梗塞等の虚血性心疾患の治療法として，冠動脈内腔を薬剤溶出性ステント（Drug-Eluting 
Stent: DES）で拡げる冠動脈インターベンションが標準的な治療法として行われている。しかしな
がら，慢性期のステント内新規動脈硬化による遅発性ステント血栓症と晩期再狭窄などの合併症が

問題となった。このようなDESの重大な副作用があらかじめ予見できなかった背景には，動物での
適切なモデルがなかったことにある。

我々は低密度リポタンパク（Low density Lipoprotein: LDL）受容体遺伝子をノックアウト（KO）
したLDLR-/-ブタを作製した。LDLR-/-ブタへの高脂肪食負荷により，ヒトと極めて高い類似性を持
つ冠動脈不安定プラークが形成された。本研究は不安定プラークを持つLDLR-/-ミニブタを用いて，
不安定プラーク病変部位にDESおよび生体吸収性スキャホールドを留置後，留置部位における長期
間の経時的血管反応を観察し，冠動脈インターベンションの最善の治療戦略を検討した。

LDL受容体KOブタにおける冠動脈不安定プラークの
インターベンション後の治療戦略作成
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果，DESは再狭窄を減少させたが，遅発性血栓症が

生じ，これまでの通常のステント（Bare Metal Stent: 

BMS）と比較して予後改善には至らないことが示さ

れ 20），DESに対する反省の機運が起こった。遅発性

血栓症の原因は，薬剤により平滑筋増殖は抑制され

るものの，内皮化が遅延するために血栓源性が常に

病変にあること，さらに薬剤を保持するために用い

られたポリマーが炎症を惹起することが挙げられた

た 21-25）。このようなDESの重大な副作用が予見でき

なかった背景には，動物での適切なモデルがなかっ

たことにある。これまで，新たに作製されたステン

トの評価には正常なブタ冠動脈が用いられていた。

これは，ブタ冠動脈が形状と性質からヒト冠動脈と

ほぼ同一と考えられたからである 26）。しかし，ブタ

の正常冠動脈にステントを留置して得られた結果

と，ヒトの動脈硬化巣での結果が全く異なっていた

ことが，初期のBMSやDESでの血栓閉塞，さらに

はDESの遅発性血栓症が予見できなかった理由で

あった 27）。そこで，新たなステントの評価には，動

脈硬化巣が生じたブタ冠動脈での留置が必要と考え

られる。

我々は，遺伝子組換え技術と体細胞クローン技術

との併用により，LDL受容体ノックアウト（LDLR-

/-）ブタを作出し，4ヶ月間の高脂肪食負荷により，

ヒトと極めて高い類似性を持つ冠動脈不安定プラー

クが形成されることを報告した 28）。同時にスタチン

を投与することで，プラークの不安定化が抑制され

ることを示した。しかし，このブタは，一般の家畜

ブタを起源とするため，カテーテル検査が不能な体

重に早期に達する問題があった。そのため，ミニブ

タ系統との交配により，長期間飼育しても体格の変

動が小さいLDLR-/-ミニブタを作製した。この品種

改良によって，動脈硬化巣におけるステント留置部

の変化を長期的に観察することが可能となった。

本研究は不安定プラークを持つLDLR-/-ミニブタ

を用いて，不安定プラーク病変部位に最新の第3世

代DESおよび最近開発されたBVS 29）, 30）を留置後，

留置部位における長期間の経時的血管反応を観察

し，冠動脈インターベンションの最善の治療戦略を

検討した。

2．対象及び方法

LDL受容体KOミニブタの作製
家畜ブタより作製したLDLR-/-ブタをミニブタ系

統（サクラコユキ）と交配（人工授精）し，F2-F4世

代のLDLR-/-ミニブタを作製した。また，LDLR-/-

ミニブタより採血し，血算，生化学，血中脂質プロ

ファイルを確認した。

遺伝子ノックアウトの確認は，出産直後のLDLR-

/-ミニブタの耳刻みから組織小片を採取し，PCR解

析により行った（図1）。遺伝子検定後，生後1ヶ月

4 

テロールと 15%牛脂を含む高脂肪食にした。また、不安定プラークの作成を加

速するため、牛脂は電子レンジで 20 分加熱してから用いた。さらに、冷蔵庫

に 1 ヶ月間保存することにより高脂肪食を酸化させた（図 2）。冠動脈プラーク

の評価は、冠動脈造影と IVUS により行った（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 ブタ耳小片から遺伝子解析 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 通常食と高脂肪食 

 
 

図1　ブタ耳小片から遺伝子解析
ブタ遺伝子解析：ブタの耳小片からDNAを抽出し，PCR法でLDL-C受容体の遺伝子を同定した。Wild Typeに対して
LDLR-/-のブタで遺伝子変異が確認された。
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食を酸化させた（図2）。冠動脈プラークの評価は，

冠動脈造影と IVUSにより行った（図3）。

ステント留置術

4ヶ月間の高脂肪食負荷後，LDLR-/-ミニブタを

ケタミン5mg/Kg筋注にて麻酔鎮静を図り，静脈

ルートを確保し，カテーテル台に仰臥位に固定し

た。その後，気管挿管を行い，1回換気量10-15ml/

Kg，20回/分にて呼吸管理をし，酸素50％と鎮静・

鎮痛作用を有するセボフルラン1～4％を吸入させ

全身麻酔とした。十分な鎮静と鎮痛を確認した後，

大腿部または頸部のシース挿入部を剃毛・消毒を行

い，局所麻酔（1％リドカイン10mlを皮下投与）下

で，シースにて動脈穿刺を行い，動脈ラインを確保

で離乳し，通常の子豚用エサを給餌した。生後2ヶ

月に，養豚場から医学部研究支援部門のブタ飼育室

に搬入した。静脈から採血検査を行った後，3ヶ月

齢から1.5％コレステロールと15％牛脂を含む高脂

肪食を1日1kgの量で4ヶ月間給餌した。当初，高

脂肪食にアンジオテンシン，糖質，揚げ物などの添

加物を混ぜて，酸化ストレスを促進させる予定だっ

たが，予備実験で高コレステロールと高脂肪だけ

で，十分に動脈硬化プラークが作成できたので，

1.5％コレステロールと15％牛脂を含む高脂肪食に

した。また，不安定プラークの作成を加速するため，

牛脂は電子レンジで20分加熱してから用いた。さ

らに，冷蔵庫に1ヶ月間保存することにより高脂肪

図 2　通常食と高脂肪食
通常の餌と1.5％コレステロールと15％牛脂を加えた高脂肪餌

図 3　血管内超音波画像（IVUS）
血管内超音波による血管径とプラークの解析方法。外弾性板の部分をトレースして血管断面積とし，内

腔をトレースして内腔断面積とする。血管断面積から内腔断面積を引き算してプラーク断面積とした。
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与した。感染予防のため，カテーテル操作中に，点

滴に抗生剤セファゾリン1gを入れた。ブタの冠動脈

ではスパズムが起こりやすいので，造影上スパズム

が起こり，また心電図上STが上がる場合には，即ち

ニトロールを経カテーテルで冠動脈内投与した。

ステント留置後の計測方法

ステント留置1ヶ月，3ヶ月，6ヶ月，また12ヶ

月後，前述のように麻酔後，冠動脈カテーテルおよ

び血管内のイメージング観察を行った。冠動脈造影

は東芝メディカルシステムズ社のX線アンギオグラ

フィーシステムを用いて撮影し，CDに記録した。

IVUSはボストン社の IVUSプローブカテーテルを毎

秒0.5mmで機械式プルバックシステムを用いて自

動的に引き抜いて撮像し，CDに記録した。光干渉

断層（Optical Coherence Tomography: OCT）は，セ

ント・ジュード・メディカル社のカテーテルを用い

て，造影剤で血管内腔をフラッシュしながら，毎秒

1mmの速度で引き抜き，画像をハードディスクに

した。動脈圧ラインと心電図による血行動態監視下

で，シースから挿入したカテーテルと血管内イメー

ジングデバイスにより，冠動脈の観察を行った。

プラーク病変の特徴と部位を確認後，IVUSで病

変部の血管内径を測定し，留置ステントのサイズを

決めた。その後，ランダムにDESとBVSを選択し，

同一個体の異なる冠動脈にDESとBVS両方を留置

した。DESはアボット社のXIENCE Alpine，BVSは

アボット社のAbsorb GT1 生体吸収性スキャフォー

ルドシステムを用いた。両者の相違を表1に示す。

三枝冠動脈に2種類のデバイスを平均配分するよ

うに配し，ステント拡張後の外径と病変部血管内径

は1.2:1とした。冠動脈カテーテル操作後，デバイス・

シースを抜去し用手的に圧迫，止血を確認した後，

麻酔より離脱し終了とした。血栓閉塞を予防するた

めに，留置3日前から実験終了まで抗血小板薬とし

てアスピリン81mg/日とクロピドグレル75mg/日を

経口投与した。デバイス留置手術施行中， 活性凝固

時間＞300秒を達成するためにヘパリンも血管内投

表1　 DESとBVSの類似点と相違点

　 薬剤の塗布 材料 生体吸収性 留置後合併症

DES あり 金属 血管内に恒久的に残る
内皮機能障害，ステント内新規動脈硬化，

血栓症，再狭窄など

BVS あり ポリラクチド
時間とともに分解し生体に再

吸収される
まだ不明

8 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 ステント留置後の観察項目 

 
病理組織解析 
冠動脈カテーテルおよび血管内のイメージング観察終了後、深麻酔下におい

て脱血を行い安楽死させた。安楽死後は生理食塩水による灌流を行い、10%ホ

ルマリン液による灌流固定を行い、組織を採取（心臓、腎臓、上行～下行大動

脈および頸動脈）し、病理組織学的に検討した。心臓は摘出後、冠動脈と周り

の組織を剥離し、ステント留置部位以外の冠動脈を 0.5cm ずつ切り出し、パラ

フィン切片で組織病理学的に解析した（図 5）。DES 留置部位は樹脂包埋で組

織病理学的に解析した。BVS 留置部位の冠動脈はパラフィン切片で組織病理学

的に解析した。 

図 4　ステント留置後の観察項目
ステント留置後の観察項目：左：ステントの留置が適切に行われた場合（Apposition）はステントのス
トラッドを囲んだ部分から血管内腔に形成された部分を新生内膜とした。ステントの圧着が不十分な

場合（Malapposition）はステントのストラットが内膜に密着せず，血管内腔に浮いている状態である。
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病理組織解析

冠動脈カテーテルおよび血管内のイメージング観

察終了後，深麻酔下において脱血を行い安楽死させ

た。安楽死後は生理食塩水による灌流を行い，10％

ホルマリン液による灌流固定を行い，組織を採取

（心臓，腎臓，上行～下行大動脈および頸動脈）し，

病理組織学的に検討した。心臓は摘出後，冠動脈を

剥離し，ステント留置部位以外の冠動脈を0.5cmず

つ切り出し，パラフィン切片で組織病理学的に解析

した（図5）。DES留置部位は樹脂包埋で組織病理学

記録した。OCTと IVUSを用いて，ステント内の血

栓，血管内膜変化を定性，また定量的に観察した。

DESまたはBVS留置の密着性（stent apposition / 

stent malapposition），内腔面積/体積，血管面積/

体積，ステント面積/体積，新生内膜またステント

内新規動脈硬化面積/体積，新生内膜またステント

内新規動脈硬化の成分を評価した（図4）。

図 5　冠動脈の摘出と切り出し
LDLR-/-ブタの冠動脈の解剖所見：三枝にわたって粥腫が形成されている。

図 6　冠動脈組織病理学の評価項目
ステント留置後の冠動脈の病理組織標本（HE染色）とその観察項目
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620mg/dl，LDLコレステロール濃度は430mg/dl（図

7），1.5％コレステロールと15％牛脂を含む高脂肪

食を1日1kgの量で1ヶ月間食べさせると，血中コ

レステロール濃度は2倍以上増加した。

冠動脈プラーク形成

3ヶ月齢のLDLR-/-ミニブタに1.5％コレステロー

ルと15％牛脂を含む高脂肪食を1日1kgの量で4ヶ

月間食べさせた。4ヶ月後，冠動脈造影の結果，冠

動脈に狭窄は見られなかったが，IVUSにより冠動脈

プラークの形成が全てのブタで確認できた（図8）。

的に解析した。BVS留置部位の冠動脈はパラフィン

切片で組織病理学的に解析した。

組織病理学の評価項目は以下とした。DESまたは

BVS留置の密着性，内腔面積，血管面積，ステント

面積，新生内膜またステント内新規動脈硬化面積

（図6），ステント内新規動脈硬化の成分，線維被膜

の厚さ，血栓量，血管内皮の損傷，平滑筋細胞の遊

走及び増殖，ステント留置部位の栄養血管，DESま

たはBVSストラットおよび血管内皮の損傷部位へ

の血栓の付着，ステントストラット周囲のフィブリ

ン蓄積，活性化した炎症細胞の浸潤，石灰化，粥種

出血，壊死性脂質コア，細胞外基質の蓄積，各種サ

イトカイン，また，BVSの場合は吸収サイトの組織

変化などの解析を行った。

3．結　果

LDL受容体KOミニブタの作製と血中脂質プロ

ファイル

家畜ブタでは，1日1kgの餌で飼育すると，1ヶ月

間で体重が15－20kg増加し，生後1年で体重200kg

に達するのに対して，LDLR-/-ミニブタでは生後1

年で体重100㎏以下になり，長期間飼育しても体格

の変動が小さいことが明らかになった。LDLR-/-ミ

ニブタはLDLR-/-ブタと同様の血算，生化学，また

血中脂質プロファイルを持っていた。通常食の給餌

下では，血中トータルコレステロール濃度は

11 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 LDLR-/-ブタと LDLR-/-ミニブタの血中脂質プロファイル 

 
冠動脈プラーク形成 
3 ヶ月齢の LDLR-/-ミニブタに 1.5％コレステロールと 15%牛脂を含む高脂

肪食を 1 日 1kg の量で 4 ヶ月間食べさせた。4 ヶ月後、冠動脈造影の結果、冠

動脈に狭窄は見られなかったが、IVUS により冠動脈プラークの形成が全ての

ブタで確認できた（図 8）。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 10 冠動脈プラーク（冠動脈造影と IVUS 画像） 

 

図7  LDLR-/-ブタとLDLR-/-ミニブタの血中脂質プロ
ファイル

LDLR-/-ブタとLDLR-/-ミニブタの血中脂質プロファイ
ル：ともに，総コレステロール（TC）とLDLコレステ
ロール（LDL）値が高値である。

図8　LDLR-/-ミニブタにおける冠動脈造影と IVUSによるプラークの評価
LDL-/-ミニブタにおける冠動脈造影と IVUSによるプラークの評価：冠動脈左前下枝の１－４の部分は冠動脈
造影では狭窄を認めないが、IVUSで有意なプラーク形成を認めている。
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のフィブリン蓄積，断片化された石灰化，泡沫状マ

クロファージなどが観察され，DESとBVS両群の間

で新生内膜の成分が類似した。DESとBVS両群とも

に，ステント内血栓は認められなかった（図11）。

4．考　察

本研究に使用するLDLR-/-ミニブタは商品化され

ていないので，共同研究施設からの譲渡により使用

した。そのため，安定的にブタを入手することが困

難であった。また，本研究は，高脂肪食を4ヶ月間

給餌し，ステント留置後は3ヶ月から12ヶ月間の

経過観察が必要となり，合わせて7ヶ月間から

16ヶ月間の長期間飼育を要した。そのため，十分

な飼育スペースが必要となるが，動物飼育施設のブ

タケージ数の制限もあり，現在の進捗状況は以下と

なる。3ヶ月間観察群の3頭の内2頭の実験が終了し

た。12ヶ月間観察群は3頭にステントを留置し，3

頭とも2018年9月までに実験観察終了予定である。

6ヶ月間観察群の3頭の内2頭は2018年5月にステ

ント留置し，2018年12月までに実験観察終了予定

である。本論文は研究の経過中の3ヶ月の時点での

結果をまとめたものである。

BVSは，留置後2-3年の経過でステントそのもの

が消失することから，これまでの金属を用いたステ

ントに比較して血管自体の本来の構造が保持される

冠動脈プラークの確認後，プラーク病変部位にラ

ンダムにDESまたはBVSを留置した。ステント拡

張後の外径と病変部血管内径は1.2:1とした。ステ

ント留置後，IVUSで拡張後の血管内径とステント

と血管壁の密着性などを確認した。DESとBVSとも

に留置直後，ステントと血管壁は密着し，内腔の表

在性血栓を認めなかった（図9）。

ステント留置後の血管反応　

3ヶ月後，冠動脈造影では，ステント留置部位に

軽度狭窄（25-50％）が認められた。IVUSで観察した

ところ，DESとBVSともにステントの内側に薄い新

生内膜が観察されたが，血栓は認められなかった。

新生内膜が薄かったため，成分は解析できなかっ

た。深麻酔下において脱血を行い安楽死させ，還流

固定後，心臓を摘出した。心臓の表面に虚血部位を

認めなかった。冠動脈を摘出後，心臓を基底部から

心尖部まで，0.5cm間隔で輪切りし，心筋を観察し

たところ，心筋梗塞巣を認めなかった（図10）。

冠動脈を摘出後，BVS留置部位の冠動脈をパラ

フィン切片，DES留置部位の冠動脈を樹脂包埋切片

で染色（HE，EVG，MT染色）し，ステント留置後

の血管反応を観察した。DESとBVSともに平滑筋細

胞を主成分とした新生内膜が形成された。新生内膜

の中に炎症性細胞浸潤，ステントのストラット周囲

図 9　冠動脈へのステント留置
LDL-/-ミニブタにおけるステント留置の手技：右：左前下行枝（LAD）、中央：右冠動脈（RCA）にステント
を留置している。左上はステント留置前の冠動脈の IVUS像、左下はステント留置後の IVUS像である。
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図11　ステント留置後の血管反応
ステント留置3ヶ月後の冠動脈の病理切片： BVS（上）とDES（下）ともに，ステントのストラッド周辺にフィ
ブリン蓄積，断片化された石灰化，泡沫状マクロファージなどが観察されている。

図10　心臓と冠動脈摘出
ステント留置3ヶ月後の摘出した冠動脈と心臓
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なかったが，両者ともステント留置部に新生動脈硬

化病変の出現を認めた。これは，ヒトPCI後の特徴

的な変化とされることから，ステント関連病変の解

析を可能にするモデルが新たに開発されたと考えら

れる。今後，ステント留置後合併症の制御機構，留

置後慢性合併症の予防治療法を検討予定である。
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