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研究成果の概要： 

（１） プロスタサイクリンの誘導体であるべラプロストは inducible cAMP early repressor 
(ICER)の発現を誘導し、ICER の過剰発現は血管平滑筋細胞の増殖とバルーン傷害後の
新生内膜形成を抑制した。 

（２） レスベラトロールおよびレスベラトロールが活性化する長寿遺伝子 SIRT1 の過剰発現
は血管平滑筋細胞におけるアンジオテンシン II 受容体の発現を抑制した。レスべラト
ロールはアンジオテンシン II による血圧上昇や冠動脈周囲の線維化を抑制した。 

ICER やレスべラトロールが血管における炎症を抑制し、動脈硬化の治療に有用であることが示
唆された。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

2008 年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・循環器内科学 
キーワード：ベラプロスト、inducible cAMP early repressor、レスベラトロール、SIRT1、ア
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１．研究開始当初の背景 

HMGCoA 還元酵素阻害薬（スタチン）やアンジ

オテンシン変換酵素(ACE)阻害薬が心血管病

を有するハイリスク患者の予後を改善すること

が多く報告されているが、残念ながらその効果

は十分とは言えない。また、ステントによる冠動

脈形成術が安全で標準的な冠動脈硬化症の

治療として確立してきた。問題であった再狭窄

もシロリムスなどの薬物溶出ステント(Drug 

eluting stent: DES)の使用により著しく減少した。

しかし、溶出する薬剤が、再狭窄の主な原因で

ある平滑筋細胞の増殖のみならず、植え込み

部の再内皮化をも抑制するために長期間ある

いは半永久的な抗血小板薬の服用を余儀なく

されている。さらに最近の報告では DES を含む

ステント治療は虚血性心臓病患者の予後（心

筋梗塞発症や死亡）を改善しないと報告されて

いる(Stone G et al, N Engl J Med 2004;350:221

など)。急性心筋梗塞の多くがステントの植え込

みの対象とならない狭窄度 50％以下の病変か

ら 生 じ る （ Falk, E. et al. Circulation 

1995;92:657-671）ことからも、動脈硬化に起因

する心血管イベントを減少させるためには、動

脈硬化の進展を予防し、そして安定化させる

新たな治療標的因子の同定や、新たな治療方

法の開発が重要と考えられる。 

動脈硬化は血管壁における慢性の炎症・増
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殖反応であり、コレステロールの蓄積とともに、

単球やマクロファージなどの炎症細胞の浸潤と

平滑筋細胞の内膜への遊走・増殖が重要な役

割を果たす。内膜へ浸潤した細胞は炎症性サ

イトカインやケモカインを産生することによりさら

に炎症を促進し、またマトリックスメタロプロテア

ーゼなどの産生により線維性被膜が菲薄化し

プラークが不安定化すると考えられている

(Ross R. N Engl J Med. 1999;340:115)。また最

近の研究によれば、動脈硬化や糖尿病発症に

つながる重要な病態であるメタボリック症候群

においても炎症反応が重要な役割を果たすと

考えられている。特に、マウスの肥満モデルに

おいてマクロファージ浸潤を伴う脂肪組織の炎

症がインスリン抵抗性の原因の一つとして重要

であることが示されている(Xu H et al. J Clin 

Invest 2003;112:1821)。 

アンジオテンシン II は、動脈硬化の進展や心

筋梗塞後の心筋リモデリングなどにおいて重要

な役割を果たす。我々はこれまで、平滑筋細胞

においてアンジオテンシン II による炎症性サイト

カインやケモカインの産生とその産生に関与す

る転写因子の解析を行って来た。しかし、生体

内ではこれらの炎症性物質の産生はアンジオテ

ンシン II によってのみ誘導されるわけではない。

そこで、これまでの我々の研究成果を基に、本

研究では抗炎症性経路の活性化による動脈硬

化の画期的治療方法の開発を試みる。また、抗

炎症性サイトカインや転写抑制因子をマクロファ

ージやステントから血管病変部へ投与・導入す

る新規治療法の開発を試みる。 

 
２．研究の目的 

（１）生体がもつ抗炎症作用を増強することに

よって動脈硬化の進展や血管病変形成を抑

制できないかを検討する。 

細胞内 cAMP の増加によって活性化される遺

伝子発現は主に cAMP response element 

binding protein (CREB)ファミリーの転写因子

によって制御されている。我々は CREB がア

ンジオテンシン II やトロンビンによって活性化

され血管平滑筋細胞の増殖と肥大に重要な

働きをすること、内皮細胞において TNF-αに

よる接着因子の発現を誘導することなどを報

告している。この CREB ファミリーの転写因子

のうち inducible cAMP early repressor（ICER）

は CRE 依存性の遺伝子発現を抑制する転写

因子として作用することが報告されているので、

アンジオテンシン II などの作用を阻害し、抗

炎症的効果を持つことが期待される。そこで、

血管における ICER の発現と ICER が血管病

変形成に及ぼす影響を解析するとともに、血

管病変の治療に応用できないかを検討する。 

（２）マクロファージ特異的プロモーターを用

いた抗炎症性サイトカインの発現誘導による

動脈硬化の細胞治療の試み。 

マクロファージは動脈硬化病変形成のみならず、

肥満モデルマウスの脂肪組織にも浸潤しインス

リン抵抗性に係わっていると報告されている。そ

こで、マクロファージ特異的に発現する CD68 の

プ ロ モ ー タ ー （ Lang R et al. J Immunol. 

2002;168:3402）を用いてマクロファージ選択的

に抗炎症性のサイトカイン等を発現させ、動脈

硬化や血管病変あるいはメタボリック症候群の

治療ができないかを検討する。導入を試みる遺

伝子としては、代表的な抗炎症性サイトカインで

あるインターロイキン-10(IL-10)の他に、血管拡

張作用と伴に抗酸化作用のあるアドレノメデュリ

ンの効果を検討する。単球に遺伝子導入を行っ

た後、病変部でマクロファージへ分化後に遺伝

子発現が誘導できないかを検討する。 

（３）細胞特異的遺伝子発現プラスミド溶出ス

テント作成の試み。 

 現在の薬剤溶出ステントの問題点は溶出薬

剤による再内皮化の阻害とそれに伴う遅発性

血栓症である。特に抗血小板薬中止後に晩

期血栓閉塞が報告されている(Joner M et al J 

Am Coll Cardiol 2006;48:193)。したがってス

テント内再狭窄の主な原因である平滑筋細胞

の増殖を抑制しながらも、内皮の再生を阻害

しないあるいは促進する因子をステントより溶

出することができれば晩期血栓閉塞を回避で

きるはずである。 

 現在の薬剤ではこのような細胞特異的な作

用は期待できないため、この理論が臨床応用

可能かどうかを検討するために、平滑筋細胞

に特異的な SM22 遺伝子プロモーターの制御

下に転写抑制因子(ICER, SOCS3)やアポトー

シスを誘導する細胞内因子（Mst１など）を発

現するプラスミド DNA を構築し、その効果を

検討する。そしてその DNA を溶出するステン

トの作成を試みる。DNA の導入効率を高める

ために、生体吸収性高分子ポリマー(PLGA)

製ナノ粒子にプラスミド DNA を封入しステント

へコーティングする。そしてステント植え込み

後に、再狭窄予防効果とともに再内皮化に対

する影響を評価する。 

 
３．研究の方法 

（１）ICERの発現・誘導・血管病変形成における

役割に関する検討 

①培養平滑筋細胞および内皮細胞などにおけ

るICERの発現誘導をノーザンおよびウエスタン

ブロット法にて検討する。 

②ICERを発現するアデノウイルス(AdICER)を作

成する。AdICERを感染させた血管平滑筋細胞



において、血小板由来増殖因子による増殖反応

がどのように変化するかを[3H]チミジン、[3H]ロイ

シンのとりこみにより検討する。 

siRNAの導入により内因性ICERの発現を抑制し、

上記と同様の検討を行う。 

③ ラッ ト 頚 動 脈 を バル ーン 傷 害 し その 後 に

AdICERを感染させる。 

新生内膜の形成の程度を組織学的に定量する

（内膜/中膜比） 

BrdUの取り込みにより平滑筋増殖の程度を検討

する。 

TUNEL法によりアポトーシスの程度を検討する。 

（２）組織特異的プロモーターを用いた抗炎症性

サイトカインの発現誘導による動脈硬化の治療 

①CD68プロモーターの制御下にインターロイキ

ン(IL)-10を発現するアデノウイルスベクターを作

成する(dCD68IL-10)。 

②AdCD68IL-10などをマウス末梢血単核球に

感染させ、PMAで刺激後にIL-10の発現が誘導

されるかを検討する。 

③AdCD68IL-10をアポリポ蛋白E欠損マウス

に経静脈的に投与する。動脈硬化病変の形成、

アポトーシス、平滑筋増殖の程度を検討する。 

（３）研究計画申請の段階では予定していなかっ
たが、赤ワインなどに含まれるポリプェノールの
一種であるレスベラトロールがアンジオテンシン
II の作用を抑制することを見いだし、研究を行っ
た。 
①レスベラトロールがアンジオテンシン II タイプ１
受容体（AT1R）の発現に及ぼす影響をノーザン
ブロット法などで検討した。 
②レスベラトロールが AT1R のシグナルに及ぼ
す影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)ICER に関する研究。 
①プロスタサイクリンの誘導体であるベラ
プロストによる平滑筋細胞の増殖抑制効果
には ICER の誘導が必要である。（図１、赤） 
②ICER の過剰発現は血小板増殖因子による
平滑筋細胞の増殖を抑制する。（図１、青） 
 

 
③ラット頸動脈をバルーン傷害後にアデノ

ウイルスを用いて ICER を過剰発現させると
新生内膜の形成が抑制される。（図２、黄色） 
 

 
 
(2)マクロファージ選択的遺伝子発現系の構
築に関する研究。 
①CD68 遺伝子プロモーターで制御される
IL-10 発現アデノウイルスを作成した。
(AdCD68-IL10)。 
②このアデノウイルスを単球細胞株である
THP-1 に導入し、フォルボールエステル（PMA）
によりマクロファージに分化させると培養
上清中の IL-10 の濃度が有意に上昇した。 

 
③しかし PMA で分化させなくとも長期に培
養を続けると IL-10 が産生されることがわ
かった。このプロモータ活性では、十分に
マクロファージ選択的ではないと考え、本
研究は中止した。 

(3) レスベラトロールの抗アンジオテンシ

ン II および抗炎症作用に関する研究。 

①レスベラトロールは培養平滑筋細胞およ

びマウス大動脈において AT1R の発現を抑制

した（図４、図６a）。

図３：ホルボールエステルによる IL-10

産生の誘導 



 
②レスベラトロールが活性化する長寿遺伝
子である SIRT1 の過剰発現 AdSIRT1)も同様
に AT1R の発現を抑制した(図５)。 

 
③レスベラトロールはアンジオテンシン II
による転写因子の活性化(NF-κB および
CREB)の活性化を抑制した。 

④レスベラトロールの投与はアンジオテン

シン II による血圧上昇を抑制した（図６）。

また、微小冠動脈周囲の線維化を抑制した。 
 

 
 
(4) 細胞特異的遺伝子発現プラスミド溶出ステ
ント作成については十分な成果を得られなかっ
た。 
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