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研究成果の概要（和文）：ヒト末梢血単核球の培養にて、シロスタゾール処理で内皮細胞への分

化が誘導されることが示された。又ＰＫＡ阻害薬がシロスタゾールの内皮細胞誘導作用を抑制

することが明らかになった。臨床研究の方は、シロスタゾールは SESによる血管内皮再生遅延

を改善する明らかな効果は認められなかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Cultured human peripheral blood mononuclear cell indicated that the effects of cilostazol 

induce the endothelial differentiation.  Furthermore, the PKA inhibitor was established 

to control the cilostazol  -inducing activity toward endothelial cell. It is remained 

unproven that cilostazol improves the delay of vascular endothelial regeneration caused 

by SES. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
冠動脈インターベンション(percutaneous 

coronary intervention: PCI)は虚血性心疾

患の確立された治療法であるが、再狭窄は長

い間 PCI の最大の弱点であった。近年のシロ

リムス溶出性ステント(sirolimus eluting 

stent: SES)やパクリタキセル溶出性ステン

ト(pacritaxel eluting stent: PES)などの

薬剤溶出性ステント(drug-eluting stent: 

DES)の登場は再狭窄率を著しく減らし、患者

の QOL改善に大きく貢献した。しかしながら

DES を用いても PCI 患者の長期予後改善には

至っておらず、糖尿病合併例では通常のステ

ント(bare metal stent: BMS)と比べてもむ

しろ悪いといった大規模臨床試験の結果も
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ある。ステント植え込み後しばらくの間血管

内腔にステントストラットの金属面が露出

した状態が続くため急性/亜急性ステント血

栓症の懸念がある。そのため植え込み後チク

ロピジンやクロピドグレルなどの抗血小板

薬投与による予防が必要である。ステント後

の傷害血管の修復過程で内皮の再生(再内皮

化)がおこり、やがて新生内膜により金属面

が被覆化されることでこうした懸念がなく

なるため、数ヶ月で抗血小板薬は中止可能で

ある。ところが DES には 1年以上経過した後

もなお抗血小板薬中止により生ずる遅発性

ステント血栓症という特有の新たな合併症

がある。まれではあるが決して無視すること

の出来ない重篤な合併症である。遅発性血栓

症は DESが再内皮化を抑制するために生ずる

と考えられ、そのためチクロピジン/クロピ

ドグレルの永続を余儀なくされる。また DES

ステント植え込み後にステント遠位部にお

いて重篤な冠攣縮が観察されることがあり、

DES 後の冠血管全体の血管内皮機能障害が示

唆されている。DES 後のこうした再内皮化障

害や内皮機能障害が長期予後改善へのハー

ドルとなっている可能性が考えられる。 

近年骨髄由来内皮前駆細胞(endothelial 

progenitor cell: EPC)が血管内皮細胞へと

分化し、虚血部位において血管新生をもたら

す善玉であることが注目されるようになっ

た。また骨髄幹細胞は同時に平滑筋前駆細胞

(smooth muscle progenitor cell: SMPC)を

も含み、傷害血管においては局所の炎症機転

トリガーとなり平滑筋細胞に分化し再狭窄

や動脈硬化をひき起こす悪玉としての側面

もある。しかし傷害血管においても内皮細胞

への分化が生理的血管修復に必須の再内皮

化という善玉現象をももたらす。 

末梢血幹細胞を内皮環境下で培養すると

CD31 陽性血管内皮様細胞へ分化する様子が

観察されるが、シロリムスを添加するとその

分化が著しく抑制されることが実験的に示

されている。最近我々は臨床例でステント前

後の末梢血で CD34 陽性骨髄幹細胞を経時的

に観察した。BMS 植え込み後では CD34 陽性細

胞数は 1 週間後をピークに増加し、特に再狭

窄例で著明であったが SES後では著しく抑制

されていた。1 週間後の時点で患者の末梢血

幹細胞を培養すると BMS では全例で CD31 陽

性血管内皮様細胞への著しい分化が観察さ

れ、再狭窄例ではα-アクチン陽性平滑筋様

細胞に分化する細胞も散見された。ところが

SES では内皮様細胞、平滑筋様細胞いずれの

細胞への分化も著しく抑制されていた。 

これらの結果から、SES は骨髄幹細胞の動

員を抑え、平滑筋細胞への分化を抑制するこ

とで再狭窄が予防できる反面、内皮細胞への

分化も抑制するため再内皮化が障害され遅

発性血栓症などの合併症をひき起こしうる

ものと考えられる。このように現状の DES に

おいて再内皮化障害は大きな問題である。平

滑筋細胞の増殖を抑えるとともに、早期に再

内皮化を誘導し、血管修復を終息させるよう

な薬物療法の併用が重要と思われる。しかし

ながら現在のところ有効な薬剤は見つかっ

ていない。 

 

２．研究の目的 

 

抗 血 小 板 薬 シ ロ ス タ ゾ ー ル は

phosphodiesterase-3 (PDE-3)阻害作用によ

り血小板活性化を抑制する薬剤であり、閉塞

性動脈硬化症(ASO)や脳梗塞の治療に用いら

れる。シロスタゾールは急性/亜急性ステン

ト血栓症の予防効果は低いものの平滑筋増

殖抑制作用があり、再狭窄予防効果が臨床的

にも明らかにされている。最近このシロスタ

ゾールに再内皮化誘導作用が期待される実

験成績が示された。しかしながら SES後の傷

害血管における再内皮化・血管修復に対する

有用性は明らかとなってはいない。 

本研究はシロスタゾールが SESステント植

え込み後の EPC の動員、内皮細胞への分化に

及ぼす影響、再内皮化誘導作用を基礎的、臨

床的に検討し、DES におけるシロスタゾール

療法の有用性を検討することを目的とする。 

 

1 基礎的検討: シロリムスはヒト末梢血幹

細胞を内皮環境下で培養した際の血管内

皮細胞への分化を著しく抑制するが、シ

ロスタゾールがこうした分化抑制の改善

効果を有するか否かを明らかにする。さ

らにこうした効果を有するならばそれが

シロスタゾールの PDE-3 阻害作用による

ものかどうかを検討する。 

2 臨床的検討: SES ステント植え込み例で

シロスタゾールを投与した際の骨髄幹細

胞の末梢血への動員を検討、さらに遠隔

期にステント植え込み部位の新生内膜の

被覆を血管内視鏡で観察することにより、

本薬の SES 後の再内皮化誘導効果を明ら

かにする。 

本研究で DES後のシロスタゾールによる再

内皮化誘導効果を明らかにすることにより、

遅発性血栓症の懸念、チクロピジン/クロピ

ドグレルの永続を回避でき、患者の QOL の改

善に貢献できるとともに DES後の長期予後改

善へも期待がもたれる。 



 

 

 

３．研究の方法 

 

[平成 21 年度] 

ヒト末梢血単核細胞を分離、血管内皮細胞

環境下で培養すると内皮様細胞への分化へ

の様子が観察され、シロリムスを添加すると

いずれへの分化も障害されることがわかっ

ている 1)。そこで本研究ではそこにシロスタ

ゾールを添加した際、シロリムスによる分化

の抑制が改善されるか否かを in-vitro で検

討する。さらにもっとも強力に改善するシロ

スタゾールの濃度を明らかにする。 

(1) 末梢血単核細胞の分離、培養 

健常人肘静脈よりヘパリン採血を行ない、新

鮮血から density gradient 法にて単核細胞

を分離し、内皮細胞メディウムで 14 日間培

養する。培養は fibronectin をコーティング

した 96 ウェルのプレート上で、各ウェルと

も 1×106細胞ずつ分注して行う。 

(2) 薬剤添加 

1 内皮細胞メディウムでの培養に際し

0.1ng/mL のシロリムスを添加する。 

2 シロスタゾール: 1のメディウムに 1、10、

100µM の各濃度のシロスタゾールを添加する。 

(3) 免疫染色 

内皮様細胞の同定: 培養 14 日目にウェルに

固層化された細胞を DiI-Ac-LDL で 4 時間イ

ンキュベートする。PBS で洗浄、固定後

FITC-BS lectin で染色。DiI-Ac-LDL/FITC-BS 

lectin 陽性細胞を内皮様細胞として観察す

る。 

[平成 22 年度] 

 シロスタゾールは PDE-3 阻害により c-AMP

を増加させ、protein kinase A (PKA)を活性

化することでその作用を発揮する。シロスタ

ゾールによるシロリムスの内皮細胞への分

化抑制の改善効果が明らかとなった場合、

PKA 阻害により抑制されるかどうかを観察す

ることにより、シロスタゾールのこうした効

果が PDE-3阻害作用によるものかどうかを検

討する。 

 上記実験で単核細胞の内皮細胞メディウ

ムでの培養に際し、シロリムス(0.1ng/mL)、

シロスタゾール(もっとも強力な効果の得ら

れた濃度)に加え、PKA 阻害薬 myristoylated 

cell-permeable PKA inhibitor peptide 

sequence (14-22) amide (PKAI)(1µM)を添加

した場合の内皮様細胞への分化を観察する。 

1 臨床的検討 

[平成 21 年度、平成 22年度、平成 23 年度] 

SES ステント植え込み例に対し、シロスタゾ

ール投与後の骨髄幹細胞の動員 2)、ステント

植え込み部位局所の再内皮化を評価し非投

与群との間で比較検討する。 

1. 対 象 

(1)対象疾患：ASOまたは脳梗塞を合併し、待

機的に主要責任病変に対し少なくとも 1個の

SES ステント植え込みを行う慢性冠動脈疾患

症例で以下の選択基準、除外基準を満たすも

の 

(2)選択基準 

① 狭窄率、病変長、対照血管径：不問 

② 年齢：不問 

③ 性別：不問 

④診療区分：入院薬剤介入後は外来で

フォロー 

⑤ 文書による同意が得られる患者 

(3) 除外基準 

① 出血している患者(血友病、毛細血管

脆弱症、頭蓋内出血、消化管出血、尿路

出血、喀血、硝子体出血等)[出血を悪化

させる恐れがある]および出血傾向にあ

る患者 

②うっ血性心不全の患者 

③試験薬剤の成分に対し白血球減少、肝

機能障害、腎機能障害等の重篤な副作用、

過敏症の既往歴がある患者 

④ 重篤な肝機能障害のある患者 

⑤ 重篤な腎機能障害のある患者 

⑥ 妊婦、授乳中、または妊娠している

可能性のある患者 

⑦ その他、実施責任者が不適当と判断し

た患者 

2. 方 法 

(1) 研究デザイン:：無作為化並行群間試験 

(2) 群分け：乱数表に基づきシロスタゾール

投与群・非投与群に群分けする 

(3) 投薬方法:抗血小板薬として全例 PCI 施

行 2日前よりアスピリンを 100mg/日＋チクロ

ピジン 200mg/日或るいはクロピドグレルは

75mg/日を投与する。 

シロスタゾール投与群：ステント植え込み後、

上記薬剤に加えシロスタゾールを 200mg/日

を経口投与する。副作用が出た場合には、主

治医の判断により減量または中止する。 

シロスタゾール非投与群：上記薬剤のみとす

る。 

他の狭心症治療薬、生活習慣病治療薬に関

しては不問 

(4) ステント植え込み：ステント植え込みは

方法・部位・サイズ・長さ・個数・を問わな

い。複数ステント留置の場合、少なくとも SES

ステントが 1個留置されること。 

(5) 採血：PCI 前、2 日後、7-14 日後に採血

を行い以下の項目を測定する。 



 

 

① 骨髄幹細胞・血管内皮前駆細胞 (7-14 日

後) 

② 炎症マーカー(2 日後) 

(6) 血管内視鏡：PCI 半年後に行いステント

植え込み部位を観察する。 

(7) 評価項目 

① 骨髄幹細胞・血管内皮前駆細胞測 

定 (PCI前、7-14日後)：フローサイトメト

リーを用いて以下のマーカーで検出する  

骨髄幹細胞：CD34+ 

内皮前駆細胞：CD34+/CD133+ 

② 炎症マーカー・代謝マーカー (PCI 前、2

日後) 

ELISA・Luminex Microbeads Array Systemに

て測定 

hsCRP、MRP8/14、IL-6、IL-8、TNF-α、G-CSF、

HMW adiponectin、PTX3、MMP-9、NT-proBNP

等 

③血管内視鏡：再内皮化の評価を血 

管内視鏡で行う。(6 ヶ月後のフォローアップ

時)：SESステントの留置された主要 1病変に

対し、再内皮化の肉眼的評価を以下の基準で

行う。 

Grade 1 ステントストラットがはっきりした

光沢を持って浮き出ている。 

Grade 2 ステントストラットが浮き出ている

が光沢はない。 

Grade 3 ステントストラットが認識されるが

浮き出ていない。 

Grade 4 ステントストラットが認識されない。 

3. 評価 

(1) 主要評価項目：6ヵ月後の再内皮化 

(2) 副次評価項目 

① 骨髄幹細胞・血管内皮前駆細胞 

② 炎症マーカー 

③ 血栓性合併症・再狭窄 

4. 目標症例数 

   シロスタゾール投与群  10 例 

   シロスタゾール非投与群 10 例                  

合計 20例 

 

４．研究成果 

【平成 21年度】ヒト末梢血単核細胞を分離、

血管内皮細胞環境下で培養すると内皮様細

胞への分化への様子が観察され、シロリムス

を添加するといずれへの分化も障害される

ことがわかっている。そこで本研究ではそこ

にシロスタゾールを添加した際、シロリムス

による分化の抑制が改善されるか否かを

in-vitro で検討した。さらにもっとも強力

に改善するシロスタゾールの濃度を明らか

にした。 

(1) 末梢血単核細胞の分離、培養健常人肘静

脈よりヘパリン採血を行ない、新鮮血から

density gradient 法にて単核細胞を分離し、

内皮細胞メディウムで 14 日間培養した。培

養は fibronectin をコーティングした 96 ウ

ェルのプレート上で、各ウェルとも 1 106 

細胞ずつ分注して行った。 

(2) 薬剤添加 

1 内皮細胞メディウムでの培養に際し

0.1ng/mL のシロリムスを添加した。 

2 シロスタゾール: 1 のメディウムに 1、10、

100µM の各濃度のシロスタゾールを添加し

た。 

(3) 免疫染色 

内皮様細胞の同定: 培養 14 日目にウェルに

固層化された細胞を DiI-Ac-LDL で 4 時間イ

ンキュベートした。PBS で洗浄、固定後

FITC-BS lectin で染色。DiI-Ac-LDL/FITC-BS 

lectin 陽性細胞を内皮様細胞として観察し

た。 

SES ステント植え込み例に対し、シロスタゾ

ール投与後の骨髄幹細胞の動員、ステント植

え込み部位局所の再内皮化を評価し非投与

群との間で比較検討した結果、シロスタゾー

ル投与群の方が有意に再内皮化が促進され

た。 

【平成 22年度】 

シロスタゾールによるシロリムスの内皮細

胞への分化抑制の改善効果が明らかとなっ

たので、平成 22 年度は PKA 阻害により抑制

されるかどうかを観察することにより、シロ

スタゾールのこうした効果が PDE-3 阻害作

用によるものかどうかを検討した。 

上記実験で単核細胞の内皮細胞メディウム

での培養に際し、シロリムス(0.1ng/mL)、シ

ロスタゾール(もっとも強力な効果の得られ

た濃度)に加え、PKA 阻害薬 myristoylated 

cell-permeable PKA inhibitor peptide 

sequence (14-22) amide (PKAI)(1µM)を添加

した場合の内皮様細胞への分化を観察した。

シロスタゾールの内皮細胞への分化誘導効

果は PKAIにより抑制された。 

【平成 23 年度】平成２３年度は臨床的検討

として SES ステント植え込み例に対し、シロ

スタゾール投与後の骨髄幹細胞の動員、ステ

ント植え込み部位局所の再内皮化を評価し

非投与群との間で比較検討した。  

方 法 

1) 投薬方法:抗血小板薬として全例 PCI 施

行 2 日前よりアスピリンを 100mg/日＋チク

ロピジン 200mg/日或るいはクロピドグレル

は 75mg/日を投与する。 

シロスタゾール投与群：ステント植え込み後、

上記薬剤に加えシロスタゾールを 200mg/日



 

 

を経口投与する。シロスタゾール非投与群：

上記薬剤のみとする。 

2) 採血：PCI 前、2 日後、7-14 日後に採血

を行い以下の項目を測定する。 

骨髄幹細胞・血管内皮前駆細胞(7-14 日後) 

3) 血管内視鏡：PCI 半年後に行いステント

植え込み部位を観察する。 

 血管内視鏡で評価した SESステント植え込

み術に対する再内皮化の程度は、対照群とシ

ロスタゾール群では、有意差はなかった。一

方、末梢血中の CD34 陽性細胞濃度は、シロ

スタゾール群で高い傾向にあったが、対照群

と比較して、有意差はなかった。 

 以上のことから、シロスタゾールは SES に

よる血管内皮再生遅延を改善する明らかな

効果は認められなかった。 

今後の課題として、シロスタゾールを使用

した更に症例数が多い対象群での多施設介

入研究において、薬剤溶出性ステントを植え

込んだ症例における、心血管イベントをエン

ドポイントにおいた臨床研究が望まれる。 
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