
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 25 年 2 月 18 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：今回の検討で人工基材表面上への安定したアディポネクチン(Adpn)

の高密度化学固定は可能となり、Adpn固定表面での内皮細胞接着促進および分化促進効果は確

認された。しかし eNOSの発現亢進および細胞老化抑制作用は化学固定表面では得られず細胞の

接着固定作用、細胞の足場形成作用のみと考えられ Adpn化学固定ステントによる臨床的有用性

は期待されにくいものと結論された。 

 

研究成果の概要（英文）：Metal stents with stable and homogeneously coated adiponectin on 
its surface were successfully developed. Vascular endothelial cells and mononuclear cells 
adhere and differentiate on the metal surfaces coated with adiponectin. However, no 
elevation in eNOS expression and cell senescence inhibition was observed in these cells. 
And no obvious advantages of adiponection coating over fibronectin coating. 
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１．研究開始当初の背景 
血管内留置用ステントの進歩と現時点での
一番の問題である糖尿病: 経皮的冠動脈形
成術(PCI)や経皮的血管形成術(PTA)等の血
管内治療における血管内留置用ステントの
有効性が大規模研究で示されるようになっ
てきた。特に薬剤溶出性ステント (Drug 
eluting stent: DES)は、それまで 30-40%の
再狭窄率で繰り返しの PCIを余儀なくされて
いた循環器臨床そのものを変えた。しかし

DES の時代になっても改善が乏しくむしろク
ローズアップされているのが糖尿病、特に腎
不全例における治療成績であり、いまだに
10-20%の再狭窄率である。 
糖尿病大血管障害における血管内治療(PCI−
ステント療法)の位置付け: “糖尿病大血管
障害はバイパス手術中心で治療すべき”とす
る大規模研究が最近いくつか発表されてい
るが、糖尿病では易感染性・創傷治癒不全を
伴い手術自体が困難な場合が多く、また近年
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の糖尿病症例数の著しい増加もあり PCI-ス
テント療法を選ばざるを得ない場面が多い。 
糖尿病における再狭窄の原因と、それが DES
で解決できない理由:  
[糖尿病における血管内治療後再狭窄の機
序] 
１）血管内皮細胞(EC)におけるインスリンシ
グナル不全、２）その結果起る EC 由来の NO
や PGI2 等の産生低下、３）通常血管壁の近
くを流れている血小板の内皮細胞への付着、
４ ） 付 着し 活 性化 した 血 小板 よ りの
PDGF,TxA2 等の放出、５）結果としての血管
内皮細胞の過剰増殖＋血管平滑筋細胞の収
縮促進 
[糖尿病における再狭窄率が DES では解決で
きない理由] 
１）糖尿病では EPCの段階からの内皮細胞機
能不全があり、修復能力が低い。DES はステ
ント表面を被覆する内皮細胞の機能に対し
ても抑制的に作用しむしろ血管修復過程を
遷延させる、２）DES の最大の問題である血
栓閉塞の回避のために複数の抗血小板剤の
長期投与が必要とされるが、糖尿病では血小
板機能亢進やアスピリン抵抗性等も伴う 
以上より明らかなのは、糖尿病血管における
インスリン抵抗性を改善させ、内皮機能を
DES のようには抑制せずにむしろ改善させ、
血管内治療後の再狭窄率低下に寄与し得る
血管内留置用ステントの開発が必要とされ
ていることであった。 
 
２．研究の目的 
アディポネクチンの血管内治療への応用: 
近年脂肪細胞由来の生理活性物質（いわゆる
アディポカイン）が注目されている。特にア
ディポネクチンについては培養細胞から疫
学レベルまでの検討を通して、血管を含めた
全身のインスリン抵抗性改善作用、抗動脈硬
化作用、血管防御作用、加えて血管の修復段
階における EPCを含む幼若な血管内皮細胞の
分化促進作用が示されてきている。(FEBS 
Letters 582: 1607–1612, 2008.)そこで我々
はアディポネクチンをコーティングしたス
テントを用いる事ができれば血管内皮細胞
の修復が促進され、糖尿病症例における再狭
窄率を劇的に低下し得るものと考えた。この
アディポネクチンコーティングステントを
作成し、臨床的効果を推測するための検討を
行う事が本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
アディポネクチン化学固定の実施：人工基材
表面上へアディポネクチンの高密度化学固
定を行なった。アディポネクチン蛋白の金属
及びガラス片表面での固定については、金沢
工業大学教授松田武久先生の教室で、その標
準的プロトコール手法に基本的に従った。松

田研の機器は VEGFの化学固定に特化した設
定になっており、アディポネクチンを表面に
ムラなく均一に塗布するためにプログラム
の調整を行った。塗布に用いたは試薬メーカ
ーより購入した高純度の単量体アディポネ
クチン（Sigma Aldrich, USA）。高密度蛋白
質表面設計：まず、人工基材の設計では、円
型ガラスにポリ(エチレン－ＣＯ－ビニルア
ルコール)共重合体を薄膜コーティングし、
ついで表面水酸基をカルボジイミダゾール
で活性化し、ついで蛋白質溶液に浸漬して蛋
白溶液を高密度固定した。水酸基の活性化お
よび蛋白質の固定化はＸ線光電子分析装置
により極微表面層の元素分析より同定し、ま
た蛋白質の高密度固定は、螢光標識蛋白濃度
と表面螢光強度の相関より明らかにした。 
 
作成した化学固定表面への細胞接着の検
討：現在までに検討している細胞は２種類。
ヒト臍帯静脈由来内皮細胞（HUVEC）および
Volunteerの末梢血より分離した単核球であ
る。比較対象としては松田研でルーチンに作
成されている VEGF化学固定表面で、細胞の
接着、伸展、増殖、剥離を電子顕微鏡的に検
討している。現時点までに得られている知見
は以下である。1.付着：アディポネクチン化
学固定表面に HUVECは接着する。VEGF固定表
面と時間経過で付着面積を検討すると同程
度と考えられる。2.伸展-伸展-増殖：48-72
時間での細胞の伸展は再現性を持って観察
され、剥離／脱落はほとんど認められない。
ただし増殖については VEGFには劣る。3.単
核球については有意な付着は観察されない。
以上の結果よりステント表面素材としての
アディポネクチンの有用性が確認された。 
 
４．研究成果 
細胞挙動：アディポネクチン、血管内皮増殖
因子(VEGF)およびこれらの１:１の混合溶液
による蛋白質固定化表面に、ヒト内皮細胞お
よび密度傾斜法で採取した単核球を播種し、
接着(培養１日目)・増殖(培養５日目)挙動を
検討した。いずれの表面でも内皮細胞は接着
1日目で伸展し、5日目では増殖していた。
一方、単核球の場合では、いずれの表面でも

1日目では接着したが伸展は限られており、5
日目では伸展増殖する傾向を示した。これら
の所見より、①アディポネクチンは VEGFと



 

 

同様に内皮細胞の接着を促進すること、②単
核球成分の内皮細胞への分化を誘導する可
能性が考えられた。 
 
アディポネクチン固定化表面の意義：アディ
ポネクチンが VEGF と同等の内皮細胞の接
着・増殖性に加え、単核球の分化を促進する
実験事実が見出された。これらの結果と最近
の文献による ①液相アディポネクチンは
EPC の 分 化 誘 導 を 促 進 し 、 ② 遊 走 の
chemoattractantとして作用すること、③EPC
の老化を阻害する事等が報告されているこ

とを元に考察すると、アディポネクチン単独
あるいはアディポネクチン/VEGF 混合蛋白層
は EPCの血中捕捉・分化誘導・機能に単独又
は協調的に作用しうるものと期待され、検証
すべく継続的に検討を行った。 
 
eNOSの発現亢進＆細胞老化への作用：今回の
３年間の検討の中で人工基材表面上へアデ
ィポネクチン(Adpn)の高密度化学固定は安
定して行えるようになった。また Adpn 固定
表面での VEGF と同程度の内皮細胞接着促進
および分化促進効果は確認されていた。しか
しながら当初より基剤表面への Adpn 固定が
強固でおそらく基剤からの脱落が少ない材
料を繰り返し用いられるようになるにつれ
て、計画提出前に行われていた Pilot study

の段階では再現性を持って positive であっ
た eNOS の発現亢進および細胞老化抑制が再
現性が乏しくなってゆくことが明らかとな
ってきた。当初は手技的な問題および化学固

定用試薬調整の問題化と思われたが、これは
検討を繰り返すうちに、当初細胞表面への
Adpn 固定が不十分な材料ではこれまでに多
数報告のある液相下の Adpn と同様に細胞内
に取り込まれた結果ではないかと推測され
るようになってきた。これは当初期待された
Adpn化学固定により細胞内へのAktをはじめ
とするシグナル促進作用が、細胞内に Adpn
が取り込まれず接触に留まる固定表面では
行われないことを意味する。繰り返しの検討
の結果として Adpn の基剤表面への固定の効
果はフィブロネクチン(Fbn)等と同様の細胞
の接着固定作用、細胞の足場形成作用のみと
考えられた。その状況下では Fbnより高価な
Adpnを用いる接着固定作用がFbnに勝る点を
有するのかとの議論になる。こちらも複数の
検討で優位性は示されないものと判断され
た。さりながら応用的検討として VEGF 固定
表面に Adpnを同時に固定する事での VEGFコ
ーティングステントでの EPC捕捉作用の増強
も期待されると考えて検討を追加したが、同
検討においても十分な優位性を示すことは
できなかった。研究指導者松田武久名誉教授
とも十分に結果を吟味し不十分な検討につ
いては追加を加えたが、結果として高価な
Adpn をステント表面に化学固定することに
よる優位性は見出されず、倫理的にも大動物
を用いての検討を行う事には適応も乏しく
合理的根拠は不十分との結論に至った。今回
の検討を通して Adpn はあくまでも細胞内に
取り込まれることでその抗動脈硬化作用を
発揮することが明らかとなった。当初はレセ



 

 

プターを介して内皮細胞や免疫関連細胞と
接着することで細胞内にシグナルが入り抗
動脈硬化的作用を発揮するのでは無いかと
の仮説を元にした仕事であったわけである
がこの仮説については否定的な見解と言わ
ざるを得ない。 
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