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研究成果の概要（和文）：薬物溶出性ステント(DES)は近年冠動脈インターベンションの中心的

な役割を担っており、これまで全世界で約 600 万人が植え込み術をうけている。DES 留置後

の機能異常発現に関する分子機序として、低分子量 GTP 結合タンパク質 Rho を標的蛋白質

として同定された細胞内セリンスレオニンリン酸酵素である Rho-キナーゼが重要な役割を果

たしていることを動物モデル・ヒトにおいて明らかなった。また臨床的に汎用されるカルシウ

ム拮抗薬ニフェジピンにRhoキナーゼ抑制・DES留置血管保護作用があることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Accumulating evidence indicates that coronary vasoconstricting 
responses are enhanced at the edges of coronary segment implanted with drug-eluting 
stents (DES) compared with bare-metal stent (BMS) in humans.  We have recently 
demonstrated that Rho-kinase pathway plays an important role in DES-induced coronary 
hyperconstricting responses in pigs in vivo and in patients with coronary artery diseases. 
Also, chronic treatment with long-acting nifedipine suppresses DES-induced coronary 
hyperconstricting responses and inflammatory changes, at least in part, through 
Rho-kinase pathway inhibition in pigs in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
 
Rho キナーゼは、細胞内 Ca2+濃度非依存的

に血管平滑筋の収縮弛緩を制御する重要な

分子スイッチである。収縮性血管作動物質の

刺激により G 蛋白に共役した受容体を介し

て低分子量G 蛋白質であるRho が活性化さ

れ、その標的タンパクの一つである Rho キ
ナーゼが活性化される。活性化された Rho 
キナーゼは，ミオシン軽鎖脱リン酸化酵素

（MLCPh）のミオシン結合サブユニット

（MBS）をリン酸化することによりその活性

を阻害する．その結果，MLCK／MLCPh 活
性のバランスが崩れ、MLC のリン酸化が上
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昇することで血管平滑筋は過収縮する

(Shimokawa H, et al. Arterioscler Thromb 
Vasc Biol. 2005;25:1767-75.)。 
ステント治療に代表される冠動脈インター

ベンション(PCI)は、バイパス手術に比べよ

り低侵襲であり薬物療法に比べより血行再

建（血流増加）を達成し得ることから、虚血

性心疾患に対する治療法として中心的な役

割を果たしてきた。特に近年金属ステント表

面に免疫抑制剤を含有したポリマーが塗布

されており薬剤が徐放される薬物溶出性ス

テント(DES: drug-eluting stent)が登場し、

その使用頻度は増加の一途をたどり、全 PCI
の 60~70%を占めるに至っている。一方で

DES に伴う遅発性ステント血栓症や血管反

応性の異常(冠動脈攣縮)の報告もされている。

これらの血管機能異常発現のメカニズム解

明は、DES をより安全に効果的に使用するた

めに不可欠である。  
 
２．研究の目的 
 
DES 留置血管の機能異常発現に関する分子

機序を明らかにすること。 
 
３．研究の方法 
 

十分な鎮静麻酔・ヘパリン投与下に、ミニブ

タ(雄、体重 25〜30 kg) 左総頚動脈よりカ

テーテルを挿入、左前下行枝・左回旋枝に DES

あるいは BMS を留置する。DES:Cypher™に対

しては BMS: BX Velocity™を、DES:Taxus™に

対しては BMS: Express™を、ステント径・長

を一致させて使用した。ステント留置前後で

セロトニン(5-HT)10μg/kg・100μg/kg、ブ

ラディキニン 0.1μg/kg、ニトログリセリン

10μg/kg の冠動脈内注入に対する血管反応

性を評価した。また、選択的 Rho-キナーゼ阻

害薬である hydroxyfasudil 事前投与後にセ

ロトニンによる血管収縮反応を再検する。実

験２日前よりアスピリン 300mg ＋ クロピド

グレル 150mg を投与し、以降慢性期(4 週後)

再評価を行った。血管反応性評価後，過量の

ペントバルビタールにて安楽死後心摘出、左

右の冠動脈を生理食塩水 1000ml で灌流後

５％ホルマリン 2000ml を用いて固定し、ス

テント留置部位およびその周辺部位の再内

皮化の程度・血栓形成・炎症性細胞浸潤につ

いて検討した。 

冠動脈疾患患者(ヒト)においても、ステント

留置後の血管反応性をアセチルコリン冠動

脈内投与にて評価し、DES 留置群と金属ステ

ント(BMS)留置群で比較検討した。 

 

４．研究成果 

 

1) In vitro 研究： ヒト冠動脈平滑筋細胞に

おいて、パクリタキセルを臨床的組織濃度で

ある 10-9～10-6 mol/L とともに 24 時間培養

すると Rho-kinase ・（ROCK2）と Rho-kinase 

・（ROCK1）の mRNA 発現が濃度依存性に亢進

した（n=9）。また、同細胞を 10-8 mol/L の

パクリタキセルとともに 24 時間培養すると

Rho-kinase 活性が亢進した（n=6）。血管平滑

筋細胞における Rho/Rho-kinase 経路へのパ

クリタキセルの直接的な影響が示唆された。 

 

2) In vivo 研究：家畜ブタにパクリタキセル

溶出性ステント（PES）と同様のプラットフ

ォームを持つ金属ステント（BMS）を留置し

４週後に血管反応性の評価を行った。セロト

ニン 100 μg/kg 冠動脈内投与により、BMS と

比較して PES 留置周囲部分では血管過収縮

がより顕著であった(PES -53 ± 3 vs. BMS 

-32 ± 4%, n=6, P<0.01)。セロトニンによ

る血管過収縮は選択的 Rho-kinase 阻害薬

hydroxyfasudil (100 μg/kg/3 min)の事前

投与により抑制された。一方ブラディキニン

による内皮依存性弛緩反応は両群で差異は

認められなかった。 

 

3) Ex vivo 研究：ステント留置部の近位端と

遠位端の血管を単離し内膜除去後に、セロト

ニン負荷(1×10-9～3×10-6 mol/L)により生

じる等尺性張力の検討を行ったところ、BMS

留置血管と比較して PES留置血管でより強い

収縮が認められた。 

 

4) 組織学的検討: PES留置血管ではステント

周囲の微小血栓の形成、ならびに炎症性細胞

の浸潤が BMS に比しより高率に認められた。 

 

5)臨床研究：冠動脈疾患患者(ヒト)において

も、アセチルコリン冠動脈内投与に対する血

管反応性を DES 留置群と BMS 留置群で比較検

討した。動物実験と同様、DES 群で血管過収

縮反応が認められ、Rho キナーゼ選択的阻害

薬 hydroxyfasudil によりその反応は抑制さ

れた。なお約 10μm という高度画像分解能を

有 す る 光 干 渉 断 層 撮 影 装 置 (Optical 

Coherence Tomography:OCT）を用いた評価で

は、過収縮反応を示すステント周辺部位に血

管形態(内膜肥厚の程度)に両群間で明らか

な差異は認められなかった。すなわち機能的

異常がより大きな役割を果たしている可能

性が示唆された。 

 

6)In vivo薬物介入研究:ブタステントモデル

において、臨床的に汎用されるカルシウム拮

抗薬・ニフェジピン(4mg/kg 体重/日)をステ

ント植え込み 3 日前より、血管反応性試験の

1日前まで~4週間投与を行うと、組織でのRho

キナーゼ発現・活性ともに低下し、セロトニ

ンに対する過収縮反応も抑制された。ニフェ



 

 

ジピンは DES 留置血管に対して保護的に作用

することが明らかになった。 

 

以上の一連の結果より、DES による冠動脈過

収縮反応の病態に Rho-kinase 経路が重要な

役割を果たしていることが明らかになった。

カルシウム拮抗薬が Rho-キナーゼ阻害効果

を有する DES 留置血管保護薬として有用であ

る可能性が示唆された。 
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