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略語一覧 

ASO：arteriosclerosis obliterans  

CABG：coronary artery bypass grafting 

CLI ：critical limb ischemia  

DES：drug eluting stent、薬剤溶出性ステント 

DHA：docosahexaenoic acid、ドコサヘキサエン酸 

DPA：docosapentaenoic acid、ドコサペンタエン酸 

EC50：50％効果濃度 

ECIS：electric cell-substrate impedance sensing 

ECM：extracellar matrix、細胞外基質 

ELISA：Enzyme- linked immunosorbent assay 

EPA：eicosapentaenoic acid、エイコサペンタエン酸 

GPCR：G protein- coupled receptor、G 蛋白質共役受容体 

GST：glutathion S-transferase 

HDHA：hydroxydocosahexaenoic acid 

HE：Hematoxylin Eosin 

IC50：inhibitory concentration for 50% effect 

ICAM-1：intracellular adhesion molecule-1 
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IKK：IκB キナーゼ 

IL：interleukin 

LO：lipoxygenase 

MCP-1：monocyte chemotactic protein- 1 

MnSOD：manganese superoxide dismutase 

MPO：myeloperoxidase 

NFκB：nuclear factor-kappa B 

NI：neointima、新生内膜 

NI/M 比：neointima/media 比 

NPD1：neuroprotectin D1 

M：media、中膜 

NOX：NADPH oxidase 

PCI：percutaneous coronary intervention 

PD： protectin D 

PDGF：platelet-derived growth factor 

RLU：relative luminescence units 

ROS：reactive oxygen species 

RvD：resolvin D 
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SMC：smooth muscle cell 

SPM：specialized proresolving mediator 

TNF-α：tumor necrosis factor -α 

VCAM-1：vascular cell adhesion molecule-1 
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抗炎症性脂質メディエータ Resolvin D1 と Protectin D1 

isomer を用いたラット頸動脈擦過内膜肥厚モデルに対する

治療効果の検討 

 

東京大学大学院医学系研究科外科学専攻 血管外科 

指導教官 石原 聡一郎教授 

牧野能久 

 

 

要旨 

動脈硬化性疾患に対する外科的治療法として balloon 拡張術や血栓

内膜摘除術、バイパス手術などがある。今回、外科的治療後の予後

不良因子の原因である再狭窄を予防するため、内膜肥厚モデルであ

るラット頸動脈擦過モデルに対し抗炎症性脂質メディエータである

Resolvin D1 (RvD1)・Protectin D1 isomer (PD1 iso)を経静脈的に

全身投与することで炎症性細胞の遊走が抑制され、炎症性転写因子

nuclear factor-kappa B (NFκB)の発現が抑制され、内膜肥厚が抑制

されることを示した。ラット頸動脈擦過モデルにおいて、抗炎症性

脂質メディエータを経静脈的に投与し内膜肥厚抑制効果を示したこ

とと、Protectin series の内膜肥厚抑制効果を示したのは新たな知見
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である。また今回、静脈内投与という比較的簡便な薬剤投与方法で

内膜肥厚を抑制したことは、再狭窄の予防的治療に応用可能と考え

る。
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序文 

動脈硬化の炎症反応仮説、内膜肥厚による術後再狭窄の問題 

現在、脳血管疾患・冠動脈疾患・末梢動脈疾患などの動脈硬化性

疾患は欧米諸国における死亡原因のトップであり、本邦においても

食習慣の欧米化とともに増加し、悪性新生物に次ぐ 2 位となってい

る。（1,2,3）その原因となるアテローム性動脈硬化症(atherosclerosis)

の発生機序に関して諸説あったが、現在、傷害反応説に集約されて

いる(4)。 

傷害反応説では①血管内皮傷害によりサイトカイン・増殖因子が

産生され、②好中球や T リンパ球の傷害部位への遊走や③血管平滑

筋細胞の増殖と内腔への遊走、④マクロファージの集積・貪食と泡

沫細胞(foam cell) 形成が起こり、⑤内膜肥厚が形成されることが動

脈硬化病変の主なメカニズムとされており、好中球などの炎症性細

胞浸潤を伴う動脈壁のいわゆる炎症反応と考えられている(4)。治療

方法としては薬物療法が第一選択となることが基本だが(5)、進行す

るとバルーンやステントを用いた血管内治療やバイパス手術や血栓

内膜摘除術などの外科手術が必要となる。具体的には冠動脈の動脈

硬化病変である狭心症・急性心筋梗塞に対する経皮的冠動脈形成術
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(percutaneous coronary intervention: PCI) (6)や冠動脈バイパス移

植術(coronary artery bypass grafting: CABG) (7)、また末梢血管の

動脈硬化病変である閉塞性動脈硬化症(arteriosclerosis obliterans: 

ASO) ・重症下肢虚血(critical limb ischemia: CLI) に対する血栓内

膜摘除術や経皮的血管形成術(percutaneous transluminal 

angioplasty: PTA ) 、下肢バイパス手術などが挙げられる(8)。ただ

し、これらの治療効果の永続性を阻害する因子の主要なものとして、

術後に起きる内膜肥厚(intimal hyperplasia) による再狭窄があり、

再燃要因となる(9)。 

上記の傷害反応仮説による内膜肥厚の発生メカニズムであるが、

内皮細胞の傷害・剝皮に伴い血小板凝集が惹起されることにより開

始される(10)。血小板由来増殖因子(platelet derived growth factor: 

PDGF) などの増殖因子により中膜における平滑筋細胞(smooth 

muscle cell: SMC) が局所で増殖し、更に内弾性板を超えて内膜側に

遊走し新生内膜(neointima) を形成する(11)。これに細胞外基質

(extracellar matrix: ECM) の沈着が加わり、内膜肥厚が形成され、

狭窄の原因となる(図 1)。 
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(参考文献 12 より改変) 

図 1 内皮傷害後の内膜肥厚発生のメカニズム 

内皮傷害後、血小板の付着と好中球の遊走が出現する。血小板など

で PDGF などの増殖因子が産生され中膜平滑筋細胞の一部が活性化

し増殖、内腔に遊走し新生内膜を形成する。その後、新生内膜の増

殖は平滑筋細胞の増殖と細胞外基質の沈着により進行するが、再内

皮化の進行とともに収束する。 
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内膜肥厚に対する従来の治療とその限界 

現在、動脈狭窄に対する治療は冠動脈疾患でも閉塞性動脈硬化症

に代表される末梢動脈疾患でも薬物療法が基本である(6-8)が、狭窄

が進行すると血管内治療やバイパス手術、血栓内膜摘除術などの外

科的治療が必要となる。また治療後の術後再狭窄は長期開存を妨げ

る重要な要因となっている。これに対し薬剤溶出性ステント(drug 

eluting stent: DES) が 1990 年代後半より実用化されているが(13)、

安全に全身投与可能な薬剤で同様の内膜肥厚抑制効果を示すものは

少ない。 

今回、内膜肥厚モデルを使用し、薬物の全身投与により局所の新

生内膜増殖を抑制可能であるか、検討することとした。 
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炎症反応の経過と抗炎症性脂質メディエータの抗炎症作用 

脂質メディエータは刺激に応じて細胞膜のリン脂質より産生され、

近傍細胞の特異的受容体である G タンパク質共役型受容体(GPCR)

に作用して細胞間の情報伝達を行っている autacoid であるが(14)、

炎症反応の惹起に関与しているもの（炎症性メディエータ）や収束

に関与しているもの（抗炎症性メディエータ）が存在する(14,15)。 

急性炎症反応では、炎症反応が惹起される段階においてアラキド

ン酸カスケードを介してプロスタグランジンやロイコトリエンに代

表される炎症性メディエータが産生され、最初に血管壁からの漏出

が出現し、好中球が組織内に遊走する。その後、数時間～数日で単

球やマクロファージを中心とした白血球の遊走により炎症性メディ

エータの産生は増大する(16)。これまで炎症反応は、これらの炎症性

メディエータの産生が減少することにより自然と軽快に向かうと考

えられてきたが、近年炎症性メディエータから抗炎症性メディエー

タ(specialized proresolving mediator：SPM)へ切り替わる(class 

switch)ことにより、能動的に収束に向かうと考えられるようになっ

ている(17-19)。その過程で好中球は減少し、マクロファージも非炎

症性マクロファージとなって efferocytosis を行うことにより
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homeostasis への回復を促進する(16)。一方、炎症反応が適切に収束

しなかった場合、炎症反応が持続し、いわゆる線維化・炎症性疾患

に至ると考えられている(図 2)。 

現在、抗炎症性脂質メディエータとしてはドコサヘキサエン酸

（docosahexaenoic acid: DHA) 、アラキドン酸、エイコサペンタエ

ン酸(eicosapentaenoic acid: EPA)より産生される Lipoxin、Resolvin、

Protectin、Maresin の 4 種が発見されている(19)。ドコサヘキサエ

ン酸（docosahexaenoic acid: DHA) から産生されるものには

Resolvin D series(D1~6)、Protectin(D1、D1 isomer)、Maresin(1,2) 

があり(図 3)、アラキドン酸から産生されるものには Lipoxin(A4、

B4)が、またエイコサペンタエン酸(eicosapentaenoic acid: EPA) か

ら産生されるものには Resolvin E series(E1~3)がある。 
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(参考文献 16 より改変) 

図 2 炎症反応の経過 

血管の透過性が亢進し、最初に好中球が組織内へ遊走する。その後、

炎症性メディエータ産生の亢進と共に単球も遊走するが、徐々に炎

症性メディエータは抗炎症性メディエータに class switch し、炎症

反応の収束と homeostasis の回復に向かう。一方、収束が不十分だ

った場合には慢性炎症や炎症性疾患へと進行する。 

 

 

 

 



17 

 

 

図 3 ドコサヘキサエン酸(DHA)由来の各抗炎症性脂質メディエー

タ(SPM)  

ドコサヘキサエン酸から産生される SPM には Resolvin D 群

(D1~D6)と Protectin 群(D1、D1 isomer)、Maresin 群(1、2)がある。 
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抗炎症性脂質メディエータを用いた先行研究例 

近年、ナノモル濃度という低濃度の抗炎症性脂質メディエータが

GPCR を介して好中球の遊走や炎症反応を軽快させたとの報告があ

り注目されている(20)。SPM の抗炎症作用に関して、腹膜炎モデル

(21, 22)や腎虚血モデル(23)、炎症性腸疾患モデル(24)、新型インフ

ルエンザを用いたモデル(25)などで効果が検証されている(表 1)。 
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表 1 抗炎症性脂質メディエータを用いた主な先行研究のまとめ  
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Resolvin D 群について 

EPA と並び魚油の主成分である DHA の健康上の利点に関しては

以前より認識されていたが、その分子的背景は未解明であった。近

年、Resolvin D 群や Protectin 、Maresin などの DHA 由来 SPM の

発見により背景の一端が解明されつつある(26)。 

Resolvin D 群は DHA 由来の SPM で、resolution phase 

interaction products より命名された(14)。Resolvin D 群には 

D1~D6の6種類が同定されており、いずれもDHAから lipoxygenase 

(LO)による 2 段階の lipoxygenation を経て産生される(16)。DHA は

15-LO により 17S-HpDHA に変化した後、5-LO により 7 位の炭素

の過酸化中間物を経て 7S,8S-Epoxide となる。7S,8S-Epoxide の酵

素加水分解により RvD1 と RvD2 が、また還元により RvD5 が産生

される。一方 17S-HDHA より 5-LO により 4 位の炭素に

lipoxygenation を受けた場合、4,5-Epoxide を介して RvD3 と RvD4

が、また peroxidase による還元により RvD6 が産生される(図 4)。 

Resolvin D1(7S, 8R, 17S- trihydroxy- 4Z, 9E, 11E, 13Z, 15E, 

19Z- docosahexaenoic acid)は DHA から in situ で 7、17 位の酸素

化を経て産生され、好中球の遊走抑制・血小板の凝集抑制・接着因
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子の発現抑制などの効果が報告されている(26)。 
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(参考文献 16 より改変) 

図 4 DHA から Resolvin D 群の産生経路 

DHA から 15-LO と 5-LO により代謝を受け、Resolvin D1～6 が産

生される。Resolvin D1 は 7、17 位の酸素化を経て産生される。 
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Resolvin の血中動態に関する先行研究 

血中動態に関する先行研究において、Resolvin D 群の前駆物質で

ある17S-HDHAの in vitroでの肝microsome中における半減期は、

ラット肝臓由来 microsome 中で 13.6 分、ヒト肝臓由来 microsome

中で 13.0 分と報告されている(27)。 

また同先行研究において、DHA 由来 Resolvin に構造的に類似し

たドコサペンタエン酸(docosapentaenoic acid: DPA)由来の 17S- 

HDPAn-6 (17S-hydroxydocosa-4Z, 7Z, 10Z, 13Z, 15E-pentaenoic  

acid)や 10S,17S-HDPAn-6 (10S,17S-dihydroxydocosa-4Z, 7Z, 11E, 

13Z, 15E-pentaenoic acid)も検討されており、ラット肝臓由来ミク

ロソーム中における半減期はそれぞれ 17.5 分と 110.0 分、ヒト肝臓

由来ミクロソーム中における半減期はそれぞれ 25.8 分、266 分で、

いずれも DHA 由来 17S- hydroxydocosahexaenoic acid (HDHA)よ

り強い安定性を示したと報告されている。また、本文献中では

17S-HDHA をラットに投与した場合の血中濃度の推移は検証され

ていないものの、17S-HDPAn-6 や 10S,17S-HDPAn-6 をラットに経

口又は静脈内注射した場合の血中濃度はそれぞれ図 5 のように推移
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し、ラットにおける半減期はそれぞれ 607 分、799 分であったと報

告されている(27)。 
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(参考文献 27 より改変) 

図 5 ドコサペンタエン酸(DPA)由来 Resolvin 類似物質の血中動態 

A：ラットに経口(po)と静脈内注射(iv)で 17S-HDPAn-6 を投与した

ところ、半減期はそれぞれ 607 分であった。 

B：ラットに経口(po)と静脈内注射(iv)で 10S,17S-HDPAn-6 を投与

したところ、半減期はそれぞれ 799 分であった。  
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Resolvin D1 と受容体の相互作用 

Resolvin D1 の受容体として ALX/FRP2 と GPR32 の 2 種の G 

protein-coupled receptor(GPCR) が同定(28,29)されている(図 6)。

RvD1 とヒト ALX/FRP2 (hALX/FRP2)受容体とヒト GRP32 

(hGRP32)受容体との相互作用を β-arrestin PathHunter 

system(DiscoverRx, Fremont, CA) を使用して 10-12~10-7mol/L の

濃度で行った先行研究では、50％効果濃度(EC50)は hALX/FRP2 受

容体で 4.5ｘ10-11mol/L、h GRP32 受容体で 3.6ｘ10-12 mol/L と報告

されている(28)。一方 DHA と hALX/FRP2 受容体、hGRP32 受容体

との EC50はそれぞれ 1.9ｘ10-9mol/L、2.2ｘ10-10 mol/L で、いずれ

も RvD1 の濃度とは有意差を認めた(図 7)。 

また RvD1 と hGRP32 受容体との結合を electric cell-substrate 

impedance sensing(ECIS) system(Applied Biophysics, Troy, NY)を

用いて 1,10,100nmol/L の各濃度で解析したところ、濃度依存性に

impedance が変化したものの、いずれの濃度でも開始 5 分後に変化

は最大となり、受容体との結合が peak となったと報告(28)されてい

る(図 8)。 
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(参考文献 29 より改変) 

図 6 RvD1 の受容体 

DHA より 15-LO と 5-LO により産生された RvD1 は、細胞膜上の

GPCR である ALX/FPR2、GPR32 受容体と反応する。Protectin に

関しては、特異的受容体は同定されていない。 
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(参考文献 28 より改変) 

図 7 β-arrestin PathHunter system による RvD1 と hALX/FPR2

受容体、hGPR32 受容体との結合の評価 

A：hALX/FPR2 受容体と RvD1 の 50％効果濃度(EC50)は 4.5ｘ

10-11mol/L だった一方、DHA は受容体活性化に有意に高濃度を要し

た。 

B：hGPR32受容体とRvD1のEC50は 3.6ｘ10-12 mol/Lだった一方、

DHA は受容体活性化に有意に高濃度を要した。  
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(参考文献 28 より改変) 

図 8 RvD1 と hGPR32 受容体との結合の ECIS system による評価 

A：1～100nM では濃度依存性に impedance の変化は大きくなった

が、変化はいずれの濃度でも 5 分後に最大となった。 

B：RvD1 は DHA と比較すると有意に impedance の変化が大きかっ

た。  
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Resolvin D1 の血管平滑筋細胞への細胞毒性 

Resolvin D1 の血管平滑筋細胞に対する細胞毒性に関する先行研究

では、ラット動脈壁平滑筋細胞を培養し、0.01～100nM の各濃度の

RvD1 を投与したところ、動脈平滑筋細胞の増殖は抑制したものの、

96 時間後に行った MTT assay では control から 100nM 群まで有意

差を認めなかったと報告されている(30)。(図 9)  
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(参考文献 30 より改変) 

図 9 培養ラット動脈壁平滑筋細胞を用いた MTT assay 

0.01～100nM の各濃度の RvD1 に 96 時間曝露し行った MTT assay

では、いずれの濃度でも control と比較して有意差を認めなかった。 
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Protectin D1 及び Protectin D1 isomer について 

Protectin D1 は 2004 年に脳虚血・再灌流に対する神経保護作用や、

網膜色素細胞の抗酸化作用を持つ DHA 由来の 10R,17S- 

docosatriene として発見され、neuroprotective/inactivate 

proapoptotic signaling / DHA 由来より neuroprotectin D1(NPD1)

として命名された(31)。当初、神経系で産生されたためこの名が付け

られたが、後に神経系以外でも産生されることが発見され Protectin 

D1 と呼ばれる(32)。 

DHA が 15-LO により 17S-HpDHA に変化し、Epoxide 中間体で

ある 16S,17S-Epoxide を経て cis, trans, trans の二重結合と 10 位の

炭素に R 配置を持つものが PD1(10R,17S- dihydroxy- docosa- 

4Z,7Z,11E,13E,15Z,19Z- hexaenoic acid(16))となる。一方でその光

学異性体である PD-1 isomer（10S, 17S- diHDHA）は 17S-HDHA

を介して産生され、構造は 10S,17S-dihydroxy- docosa-4Z,7Z,11E, 

13Z,15E,19Z-hexaenoic acid と報告されている(33)。現段階では

PD1、PD1 isomer ともに特異的な受容体は特定されておらず、作用

の機序は Resolvin と比較して未解明である点が多いものの、PD1 に

は好中球の浸潤抑制(22)やapoptosisした分葉核好中球へのマクロフ
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ァージの貪食を増加させる効果(22,32)が示されている。またPD1 iso

に関しては好中球の浸潤抑制(34)や thromboxane の合成阻害や受容

体の活性化を抑制することにより血小板の凝集を抑制する効果

(35,36)、好中球より産生される reactive oxygen species(ROS)や

NADPH oxidase(NOX)の活性を低下させ、放出される

myeloperoxidase(MPO)を低下させる効果(29)や、炎症反応の収束に

かかわる M2 マクロファージの炎症局所での比率を増加させ、また

個々のマクロファージの貪食を活性化させる効果が報告されている

(31)。 
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(参考文献 16 より改変) 

図 9 DHA からの Protectin D1 及びその isomer の産生経路 

DHA は 15-LO により 17S-HpDHA に変換され、その後 16S, 

17S-Epoxide を介して PD1 は産生される。一方、Protectin D1 

isomerは 17S-HpDHAより peroxidaseにより 17S-HDHAとなり、

更に 5-LO と peroxidase により産生される。 
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炎症性転写因子 NFκB と内膜肥厚の関係 

NFκB はDNA の κB モチーフ(GGGACTTTCC)と呼ばれる配列に結

合する転写因子で、通常 IκB(inhibitor κB)ファミリーと結合するこ

とにより抑制された状態で細胞質に局在している。NFκB ファミリ 

ーに属する分子は構造的に classⅠと classⅡに分類されており、

classⅠは NFκB1(p105/p50)と NFκB2(p100/p52)があり、classⅡに

は RelA(p65)、RelB、c-Rel の存在が知られている。classⅠの p105

と p100 が限定分解を受けた p50 と p52 には転写活性化能が欠損し

ており、p50 と p52 の二量体では転写活性は上昇せず、classⅡの分

子とヘテロダイマーを形成することにより転写が活性化する(37)。 

活性酸素や interleukin (IL)-1、tumor necrosis factor-α(TNF-α)

といったサイトカインなどの刺激により IκB キナーゼ(IKK)が活性

化されると IκBαはタンパク質分解酵素複合体である proteasome

により分解され、NFκB は核内に移行する。核内に移動した NFκB

は DNA の κB モチーフに結合し、目的遺伝子の転写活性化を行う。 

ラット頸動脈擦過モデルでは、擦過直後より IκBαや IκBβ、p105

は急速に減少し、同時に 4 時間以内に vascular cell adhesion 

molecule-1 (VCAM-1)や monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)
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が発現し、それと並行してマクロファージが遊走する(38)。内皮傷害

後の内膜肥厚は遊走した白血球と平滑筋細胞増殖に起因すると報告

されているが(39)、NFκB は両者と相関し、Decoy(40)や IκBα 

dominant negative transgenic mouce(41)を使用して NFκB を抑制

した先行研究では新生内膜の増殖が抑制されることが示されている。 

マウスの内膜肥厚モデルである cuff-injury モデルを使用した先行

研究では、内皮細胞の NFκB signaling を阻害することにより

MCP-1、TNF-α、IL-1β、IL-6 といった炎症性因子や、F4/80 とい

ったマクロファージのマーカー、PDGF-B、CXCL12 といった血管

壁平滑筋細胞の増殖に関連する因子の低下を認めた(41)。また動脈壁

の VCAM-1、や intracellular adhesion molecule-1(ICAM-1)といっ

た細胞接着分子の発現や、抗酸化酵素である manganese superoxide 

dismutase (MnSOD)や glutathion S-transferase (GST)の活性化は

抑制されたと報告されている(41)。 
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(参考文献 37 より改変) 

図 10 NFκB の活性化 

通常 NFκB は細胞質に IκB と結合して細胞質に抑制された状態で局

在している。TNF-αなどの刺激により IκB キナーゼ(IKK)が活性化

すると IκBαが proteasome により分解され、核内に移動する。核内

では κB モチーフに結合し、目的遺伝子(IL-1、TNF-α、VCAM-1、

ICAM-1 など)の転写活性化を行う。 
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抗炎症性脂質メディエータと内膜肥厚に関する先行研究 

内膜肥厚と SPM に関する先行研究について列挙する。まず

Resolvin D1 及び Resolvin D2 についてはウサギの大腿動脈擦過モ

デルを用いた先行研究において、局所投与により新生内膜の増殖を

抑制したと報告されている(42)。またマウスを用いた動脈結紮モデル

において Resolvin D2 と Maresin 1 は新生内膜の増殖を抑制した

(43)。ラット頸動脈擦過モデルに対し Resolvin D1 を動脈周囲にラッ

プやゲルを使用して投与することによっても内膜肥厚抑制効果が示

されている(30)。また Lipoxin A4 も浸透圧ポンプを用いて投与する

ことにより新生内膜の増殖を抑制したと報告されている(44)。一方で、

現在までのところ Protectin D series と血管内皮傷害後の内膜肥厚

に関する先行研究はなかった。 

また投与経路は、Resolvin D1 は局所投与と動脈周囲へのラップや

ゲルを使用した投与(30,42)、Resolvin D2 は局所投与と腹腔内投与

(42,43)、Maresin 1 は腹腔内投与(43)、Lipoxin A4 は浸透圧ポンプ

を使用した投与方法(44)であり、静脈内に直接注射した先行研究は無

かった。 
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表 2 抗炎症性脂質メディエータを内膜肥厚モデルに投与した先行

研究のまとめ 
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本研究の目的 

血管内皮傷害により動脈壁の炎症反応を惹起した内膜肥厚モデル

であるラット頸動脈擦過モデルに対し、抗炎症性脂質メディエータ

を投与することによる内膜肥厚抑制効果とその背景を調べることを

本研究の目的とした。 
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本研究の実験概要 

血管内治療時の内皮傷害とそれに続く一連の反応により新生内膜

増殖や再狭窄が起こると考えられており、それをモデル化したラッ

ト頸動脈バルーン擦過モデルを使用することとした(11)。 

投与する抗炎症性脂質メディエータは Resolvin D1 と Protectin 

D1 isomer を選択した。 

Resolvin D1 は先行研究で動脈内局所投与により内膜肥厚抑制効

果が示されているが、今回はより簡便で臨床応用しやすい投与経路

で投与する方針とした。人体への薬剤の一般的な投与経路としては

静脈内・筋肉内・皮下・経口・経肛門・吸入・経皮があるが(45)、先

行研究において 5 分程度と比較的短時間で、濃度依存性に受容体と

の反応の peak を迎える(28)ことから、生体利用率が 100％と高く、

血中濃度の上昇速度が相対的に速い静脈内注射(45)を選択した。 

Protectin D1 isomerは作用機序については不明な点があるものの、

細胞レベルでは好中球浸潤抑制効果と血小板凝集抑制効果を認めて

おり、内膜肥厚の機序を考慮すると好中球浸潤や PDGF の抑制によ

り新生内膜増殖を抑制すると考えられたため、今回検証することと

した。 
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投与量は、先行研究で 100nM の RvD1 を局所投与で投与してい

ること(42)、また 100nM では MTT assay でラット動脈壁平滑筋細

胞に対する細胞毒性を認めなかったこと(30)、ラットの血液量は

6.41ml/100g(46)であるため今回使用したラットの血液量が 20～

25ml 程度と考えられたこと、これらの 3 点を考慮し 1μg/匹とした。 

全身麻酔下にラットの左総頸動脈を 2Fr Fogarty balloon で全長

に渡って擦過し、擦過直後と動脈壁での細胞増殖が peak となる擦過

後 2 日目に SPM を投与した。急性期の動脈壁への白血球・単球/マ

クロファージの遊走・浸潤と、動脈壁の細胞増殖を擦過後 3 日目の

標本に免疫染色を行い評価した。また擦過後 3 日目の動脈壁の炎症

性転写因子 NFκB 活性について Enzyme- linked immunosorbent 

assay (ELISA)法を用いて検討した。また新生内膜増殖については動

脈壁の細胞数が一定となる擦過後 2 週間の段階で実施した。それ以

降も再内皮化が進行するまで細胞外基質の増殖による内膜肥厚は持

続するとされているが(11,12)、再内皮化に与える影響に関しては今

回検証しておらず、2 週間以降に関しての評価は実施しなかった。  
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実験 

動物モデルの作製 

本研究における動物実験は全て東京大学動物実験実施規則に基づ

いて実施された。12～14 週齢、体重 370～470g、オスの Sprague 

Dawly ラット（東京実験動物、東京、日本）を用いた。飼育中は通

常の餌と水分がフリーアクセスの状態で与えられた。 

手術時の麻酔はケタミン塩酸塩（第一三共製薬、東京、日本）と

キシラジン塩酸塩（バイエル薬品、大阪、日本）の混合物を腹腔内

投与することにより実施された。 

十分な麻酔深度を得られた後に頸部の除毛を行い、頸部正中切開

を行った。前頸筋群を正中で切開し、左総頸動脈・内頸動脈・外頸

動脈を露出し、外頸動脈に 4‐0 絹糸で taping を行った。この時、

剥離による影響を最小限とするため、総頸動脈・内頸動脈周囲の剥

離は最小限とした。外頸動脈に小切開を置き、ここから 2Fr Fogarty 

balloon（Edwards Lifescience, Irvine, CA, USA）を中枢側に挿入、

0.02ml の水を注入し拡張させた後、回転させながら引き抜き総頸動

脈を全長に渡って擦過・傷害した。本操作を 3 回繰り返した後、左

外頸動脈より balloon catheter を抜去し、その中枢・末梢側をそれ
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ぞれ 4-0 絹糸で結紮した(図 11)。左総頸動脈・内頸動脈の拍動と止

血を確認し、5-0 ナイロン糸で皮膚を閉創した。無事覚醒することを

確認した。 
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図 11 ラット頸動脈バルーン擦過モデルの作成 

0.02mlの水を注入した 2Fr バルーンカテーテルで左総頸動脈を 3 回、

全長に渡って擦過傷害。  

バルーンカテーテル挿入 

総頸動脈を 3回擦過 

バルーンカテーテル抜去 

前後を結紮 

頸部正中切開 外頸動脈の露出 

① ② 

③ ④ 
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ラット頸動脈バルーン擦過モデルの経過 

ラット頸動脈バルーン擦過モデルではラット頸動脈に内腔より擦

過・傷害を加えることにより、内腔に内膜肥厚が出現する。その概

要に関しては以前の研究によりかなり明らかになっているが(11)、概

説するとバルーン傷害により単層の内皮細胞が剥離され、同時に中

膜平滑筋細胞も傷害される。内皮細胞が剥離された部位に血小板が

付着し、それらの産生する PDGF などの増殖因子により中膜平滑筋

細胞の一部が増殖を開始する。その増殖は擦過傷害後、2 日目に peak

を迎える。平滑筋細胞の増殖はその後も続くが傷害後約 2 週間で細

胞数は一定となる。その後も細胞外基質(extra cellar matrix: ECM ) 

の沈着により新生内膜肥厚は進行するが、傷害部位の両端より内皮

細胞が内腔を覆ってくることにより収束する(図 12)。 
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(参考文献 11 より改変) 

 

図 12 ラット頚動脈バルーン擦過モデルの擦過後経過 

擦過後 1 日で中膜平滑筋細胞の増殖が開始され、擦過後 48 時間で

peak となり、約 4 週間持続する。平滑筋細胞の血管内腔への遊走に

よる新生内膜は擦過後 4 日目より出現し、擦過後 4～7 日目にその増

殖速度は peak を迎える。血管平滑筋細胞を中心とする動脈壁の細胞

数は擦過後 2 週間で一定となるが、その後も細胞外基質の増加によ

る新生内膜の肥厚は続き、再内皮化されるまで持続する。  
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SPM の投与 

前述の如くラットの左総頸動脈の擦過・傷害を行った直後と細胞

増殖の peak である 2 日目に、1μg/匹の Resolvin D1(Cayman 

Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA)、Protectin D1 

isomer(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA)を 1ml

の PBS で希釈し尾静脈より静脈内投与した。コントロール群には

Resolvin D1、Protectin D1 isomer に溶媒として含まれるエタノー

ルと同濃度・同量の 1％エタノール 1ml を尾静脈より静脈内投与し

た。本研究では SPM を投与し、炎症細胞浸潤や中膜細胞増殖に関し

ては擦過後 3 日目で評価することとした。また内膜肥厚に関しては

細胞数が peak となり、以後一定となる傷害後 14 日目に評価するこ

ととした(図 13)。 
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図 13 SPM 投与と検体摘出のタイミング 

バルーンでの擦過直後と 2 日後に SPM を経静脈的全身投与。急性期

の評価は擦過後 3 日目の検体、内膜肥厚の評価は擦過後 14 日目の検

体を使用して実施した。 
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検体の摘出 

ケタミン塩酸塩とキシラジン塩酸塩の混合物の腹腔内投与後、全

身麻酔下にラットを背臥位とし、腹部正中より前頸部正中まで縦切

開を置いた。腸管をよけて後腹膜を露出し、同時に両側外頸静脈を

露出した。後腹膜背側の腹部大動脈を露出し 20G サーフロー針(テル

モ株式会社、東京、日本)で穿刺、両側外頸静脈を切開した後に生理

食塩水を 40ml 注入し血管内の血液を洗浄した。次に、免疫染色と

Hematoxylin Eosin (HE) 染色を行う標本では 4％パラホルムアル

デヒド(和光純薬工業、大阪、日本)を 20ml 注入し潅流固定を行い、

NFκB 活性の測定を行う検体では生理食塩水を 20ml 注入した。胸骨

を腹部より頸部にかけて縦切し心臓～大動脈弓部及び総頸動脈を含

めた分枝の起始部を露出、左総頸動脈全体を分岐部まで全長に渡っ

て剥離・露出し、起始部より分岐部までを標本として採取した(図 14)。

免疫染色用と NFκB 活性測定用の検体は液体窒素で瞬間凍結し、HE

染色用の検体は 4％パラホルムアルデヒドで固定した。 

検体摘出中、生理食塩水 40ml を腹部大動脈より注入した後、4％

パラホルムアルデヒド 20ml又は生理食塩水 20mlを注入した段階で

ラットは全例死亡した。  
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図 14 左頸動脈検体の摘出 

左総頸動脈を全長に渡って摘出し、5 等分した後に中央部の 3 検体を

用いて免疫染色と新生内膜の評価を行った。NFκB 活性測定のため

の ELISA には検体として全長に渡り使用した。  
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評価 

免疫染色 

免疫染色は以下のように行った。上記のように擦過後 3 日目の左

総頸動脈を起始部より分岐部まで摘出し、摘出直後に液体窒素で凍

結させた。凍結させた総頸動脈を 5 等分し、両端の 2 検体を除いた

中央部の 3 検体より 1 か所ずつ 6μm の厚さで切り出した。プレパ

ラートに貼付し 20 分間室温で風乾、その後氷冷アセトンで 10 分間

固定を行った。固定後 10 分間室温で風乾した後、内因性 peroxidase

のブロッキングを行った。洗浄の後、非特異的反応に対するブロッ

キングを行った。 

次に一次抗体に増殖中の細胞(G0 期を除く G1 期、S 期、G2 期、

M 期の細胞)を抗 Ki67 抗体（50 倍希釈 DAKO, Santa Clara, CA, USA）、

白血球を抗 CD45 抗体(100 倍希釈 Bio-Rad Laboratories Inc., 

Hercules, CA, USA) 、マクロファージ/単球を抗 CD68 抗体(500 倍

希釈 BMA BIOMEDICALS, Augst, Switzerland) を用いて、室温下

に 1時間 incubateした。洗浄の後、二次抗体としてLSAB kit(DAKO, 

Santa Clara, CA, USA)を用い、同様に室温下で 30 分 incubate した。

発色は DAB kit(Vector Laboratories, Burlingame ,CA , USA)を用
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いて行った。発色の後、細胞核染色をマイヤーヘマトキシリン液を

用いて行った。 

染色の後、免疫染色で染まった細胞の動脈壁（中膜）の細胞に対

する割合を算出し、平均値の差を検討した。外膜は外側の境界が不

明瞭であり、先行研究(42)でも中膜のみで評価を行っていることから、

今回も中膜のみでの評価を行った。動脈の中央部から 3箇所を選び、

400 倍の視野で観察した。動脈の 1 断面につき動脈壁の 6 か所で、

免疫染色で染色された細胞の動脈の中膜全体の細胞数に対する割合

を計算した。3 箇所の平均をその個体の平均とし、n=6 で評価した。 

観察は Olympus AX80 顕微鏡（Olympus、東京、日本）を用いて

行い、画像は顕微鏡に装着した Olympus DP70 digital microscope 

camera（Olympus、東京、日本）で撮影した。得られた画像データ

は ImageJ（National Institute of Health, Bethesda, ML, USA）を

用いて解析した。 
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炎症性転写因子 NFκB 活性の評価 

擦過された動脈壁の NFκB 活性は ELISA 法を用いて以下のよう

に評価した。先述のように擦過後 3 日目の左総頸動脈を起始部より

分岐部まで摘出した後、生理食塩水で洗浄し、直ちに液体窒素を用

いて凍結した。解凍した後、Daunce 型 homogenizer(DWK Life 

Sciences Inc., Millville, NJ, USA)を使用して homogenize した後、

核抽出液を Nuclear Extraction Kit(Cayman Chemical Company, 

Ann Arbor, MI, USA)を使用して作製した。核抽出液中の NFκB 活

性を濃度と波長 450nm における吸光度が一次直線的に相関する

NFκB ELISA kit(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, 

USA)を使用して計測した(図 15)。この時、吸光度はプレートリーダ

ーVARIOSCAN (Thermo Fisher Scientific, Runcorn, Cheshire, 

UK)を用いて測定した。 
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(NFκB ELISA kit の添付文書より抜粋し改変) 

 

図 15 NFκB の活性の ELISA kit による評価 

核抽出液中の NFκB 活性が波長 450nm における吸光度と一次直線

的に相関する kit を使用した。 
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新生内膜増殖の評価 

新生内膜増殖の評価は以下のように行った。先述のように擦過後

14 日目の左総頸動脈を起始部より分岐部まで摘出した後、摘出した

総頸動脈を 5 等分し、両端の 2 検体を除いた中央部の 3 検体を 4％

パラホルムアルデヒドで固定した。その後、中央部の 3 検体より 1

か所ずつ 6μm の厚さで切り出し、HE 染色を行った。先述の顕微

鏡・カメラを用い 100 倍の視野で各標本の写真を撮影、新生内膜

(neointima：NI)と中膜(media：M)の面積を画像処理ソフト ImageJ

（National Institute of Health, Bethesda, ML, USA）を用いて計測

し、新生内膜と中膜の面積比(NI/M 比)を算出した(図 16)。6 検体の

平均を算出し、各面積と NI/M 比の平均値の検定を行った。 

 

統計解析 

全てのデータは平均値±標準偏差で記載した。平均値の差の検定

は統計ソフトウェア JMP Pro 11.0(SAS Institute, Cary, NC, USA)

を用いて 3 群間の比較を one-way ANOVA 法で行い、有意差を認め

た場合には Turkey 法で各群間の比較を行った。P <0.05 を有意水準

とした。 
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(Scale bar, 100µm) 

図 16 NI/M 比の算出方法 

顕微鏡下 100 倍の視野で動脈の短軸断面を撮影、画像処理ソフト

ImageJ を用いて新生内膜(NI)と中膜(M)の面積を測定。 

（NI の面積）/（M の面積）を行って算出した。  
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結果 

バルーン傷害した左総頸動脈における炎症性細胞浸潤の抑制 

バルーン傷害後 3日目の左総頸動脈を摘出し、動脈壁への好中球・

単球/マクロファージの遊走・浸潤を評価した。動脈壁の細胞全体に

対する好中球(CD45 陽性細胞)の割合は control 群で 7.2 ± 4.1％、

Resolvin D1 投与群で 1.6 ± 1.4％、Protectin D1 isomer 投与群で 2.2 

± 1.1 %であった(図 17)。3 群間には有意差を認め(P=0.003)、

Resolvin D1 投与群(P=0.005) と Protectin D1 isomer 投与群

(P=0.01) の両方で control 群と比較して有意に好中球浸潤は抑制さ

れた。一方、Resolvin D1 投与群と Protectin D1 isomer 投与群の間

では有意差は認められなかった(P=0.93) 。 

また同様に単球/マクロファージ(CD68 陽性細胞)の動脈壁の細胞

全体に対する割合は、control 群で 4.6 ± 1.9％、Resolvin D1 投与群

で 0.98 ± 0.57％、Protectin D1 isomer 投与群で 1.3 ± 0.39 %であっ

た(図 18)。3 群間には有意差を認め(P=0.001)、Resolvin D1 投与群

(P=0.002) と Protectin D1 isomer 投与群(P=0.006) の両方で

control群と比較して有意に単球/マクロファージ浸潤は抑制された。

一方、Resolvin D1 投与群と Protectin D1 isomer 投与群の間では有
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意差は認められなかった(P=0.86)。 
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図 17 擦過後 3 日目の動脈壁への白血球浸潤評価(各 n=6) 

A バルーン擦過後 3日目の抗CD45抗体を使用した免疫染色の400

倍視野である。陽性細胞は RvD1 投与群・PD1 iso 投与群で減少し

ている。 

B 中膜の細胞数に対する CD45 陽性細胞の比率を示したグラフで

ある。RvD1 投与群・PD1 iso 投与群の両方で有意に減少していたが、

RvD1 投与群と PD1 iso 投与群の間に差は認めなかった。 
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図 18 擦過後 3 日目の動脈壁へのマクロファージ浸潤の評価(各

n=6) 

A バルーン擦過後 3日目の抗CD68抗体を使用した免疫染色の400

倍視野である。陽性細胞は RvD1 投与群・PD1 iso 投与群で減少し

ている。 

B 中膜の細胞数に対する CD68 陽性細胞の比率を示したグラフで

ある。RvD1 投与群・PD1 iso 投与群の両方で有意に減少していたが、

RvD1 投与群と PD1 iso 投与群の間に差は認めなかった。  
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バルーン傷害した左総頸動脈の中膜における細胞分裂・増殖の抑制 

バルーン傷害後 3日目の左総頸動脈を摘出し、動脈壁(中膜)の細

胞増殖を評価した。中膜の細胞全体に対する増殖細胞(Ki67 陽性の

非 G0 期にある増殖中の細胞)の割合は Control 群で 21.9 ± 8.8 ％、

Resolvin D1 投与群で 4.1 ± 2.6 ％、Protectin D1 isomer 投与群で

5.2 ± 2.7％であった(図 19)。3 群間には有意差を認め(P<0.001)、

Control 群と比較し Resolvin D1 投与群（P=0.001）、 Protectin D1 

isomer 投与群（P=0.003）の両方で、動脈壁の細胞増殖は control

群と比較して有意に減少していた。一方で、Resolvin D1 投与群と

Protectin D1 isomer 投与群の間には有意差を認めなかった(P=0.93)。 
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図 19 擦過後 3 日目の動脈壁での細胞増殖の評価(各 n=6) 

A バルーン擦過後 3 日目の抗 Ki67 抗体での免疫染色、400 倍視野

である。陽性細胞は RvD1 投与群・PD1 iso 投与群で減少している。 

B 中膜の細胞数に対する Ki67 陽性細胞の比率を示したグラフであ

る。RvD1 投与群・PD1 iso 投与群の両方で有意に減少していたが、

RvD1 投与群と PD1 iso 投与群の間に差は認めなかった。 
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バルーン傷害した左総頸動脈における炎症性転写因子 NFκB 発現 

の抑制 

擦過・傷害した左総頚動脈を homogenize し核抽出物を作製、

ELISA 法で動脈壁内の炎症性転写因子 NFκB の活性を測定した。 

吸光度は Control 群で 0.136±0.011、Resolvin D1 投与群で

0.102±0.005、Protectin D1 isomer 投与群で 0.119±0.009 であり、3

群間には有意差を認めた(P<0.001)。Resolvin D1 投与群 

(P<0.001) 、Protectin D1 isomer 投与群 (P=0.003) の両方で動脈

壁内の NFκB 活性は control 群と比較して有意に低下した(図 20)。

また Resolvin D1 投与群と Protectin D1 isomer 投与群の比較では、

Resolvin D1 投与群でより有意に(P=0.004) 抑制された。 
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図 20 ELISA を使用した動脈壁での NFκB 活性の評価(各 n=6) 

吸光度は RvD1 投与群・PD1 iso 投与群の両方で有意に低下してい

た。RvD1 投与群と PD1 iso 投与群では、RvD1 投与群でより強く抑

制された。 
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バルーン傷害による新生内膜増殖の抑制 

擦過した左総頸動脈の短軸断面における中膜の面積は Control 群

では 0.14±0.015mm2、Resolvin D1 投与群では 0.15±0.022 mm2、

Protectin D1 isomer 投与群では 0.15±0.020mm2であった。また短

軸断面における新生内膜の面積は Control 群では 0.17±0.034mm2、

Resolvin D1 投与群では 0.11±0.036mm2、Protectin D1 isomer 投

与群では 0.12±0.025mm2であった。 

中膜の面積は 3 群間に有意差を認めなかったが(P=0.62) 、新生内

膜の面積は 3 群間には有意差を認めた(P=0.003) 。Resolvin D1 投

与群(P=0.003) 、Protectin D1 isomer 投与群(P=0.01) の両方で新生

内膜面積は減少した。一方で Resolvin D1 投与群、Protectin D1 

isomer 投与群の間では有意差は認められなかった(P=0.84) 。 

新生内膜増殖を新生内膜(neointima) /中膜(media) の面積比

(NI/M 比)で比較した。Control 群では 1.23±0.17、Resolvin D1 投

与群では 0.72±0.18、Protectin D1 isomer 投与群では 0.82±0.16

で(図 21)、3 群間に有意差を認めた(P<0.001) 。Contorol 群に対し、

Resolvin D1 投与群(P<0.001) 、Protectin D1 isomer 投与群

(P<0.001) の両方で新生内膜増殖は抑制された。一方で Resolvin D1
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投与群、Protectin D1 isomer 投与群の間では有意差は認められなか

った(P=0.51) 。  
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図 21 擦過後 14 日目の新生内膜増殖の評価(各 n=7) 

A バルーン擦過後 14日目の検体のHE染色。100倍の視野で観察。 

B 新生内膜の面積を算出、RvD1 投与群・PD1 iso 投与群の両方で

減少した。RvD1 投与群と PD1 iso 投与群では差を認めなかった。 

C  NI/M 比を算出、RvD1 投与群・PD1 iso 投与群の両方で新生内

膜増殖は抑制された。RvD1 投与群と PD1 iso 投与群では差を認め

なかった。  
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考察 

本研究ではラット頸動脈バルーン擦過モデルを用いて内皮傷害と

その後に惹起される内膜肥厚の増殖抑制効果を検証した。Resolvin 

D1 と Protectin D1 isomer の投与により擦過後 3 日目の白血球や単

球・マクロファージの浸潤が抑制され、動脈壁の細胞増殖と炎症性

転写因子である NFκB の活性が抑制された。また擦過後 14 日目の

検体では新生内膜の増殖が有意に抑制されていた。 

投与経路に関してだが、上述の文献では SPM をいずれも動脈内局

所投与(42)、腹腔内投与(43)、浸透圧ポンプ(44)を使用した投与法や

血管周囲にゲル(30)として投与する方法のいずれかで投与しており、

直接臨床応用することは複雑または困難と考えられた。先行研究よ

り RvD1 とその受容体である ALX(FPR2) や GPR32 との結合は 5

分程度(28)と比較的短時間で最強となることが知られており、また同

時に濃度依存性に結合が増強することが知られていた。そのため短

時間に血中濃度を急速に上昇させることが受容体と強く反応させる

点で重要と考えられた。肝代謝を受けない動脈内局所投与を行った

先行研究には有効性で劣るものの、静脈内注射は RvD1 の投与方法

として簡便性と有効性を両立させる投与方法と考えられた。また他
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の動物モデルで SPM を経静脈的に投与したものとしては、心虚血モ

デルに Resolvin E1 を投与した例(47)や、肺虚血モデルに Resolvin 

D1 を投与した例(48)があり、ともに尾静脈より投与していた。併せ

て尾静脈からの経静脈的投与はラット頸動脈擦過内膜肥厚モデルに

対する RvD1 や PD1 iso の投与経路として有効性と簡便性を両立し

た経路と考えられた。 

Resolvin と Protectin の効果について、今回 RvD1 と PD1 iso は

何れも白血球・単球・マクロファージの遊走を抑制し、新生内膜の

増殖を抑制した。文献的にはマウス急性腎虚血モデルに対して

Resolvin 混和物(Resovin D1、D2、D3 をそれぞれ 1：2：1 の割合

で混合したもの) と Protectin D1 を投与したところ、両方で腎機能

低下が緩和され、線維化も抑制された。ただ血清クレアチニン値の

上昇は Resolvin混和物を投与した群でより強く抑制されたのに対し、

好中球や単球の浸潤は Protectin D1 によってより強く抑制された

(23)。またマウス腸管虚血モデルに対し Resolvin D5 と Protectin D1

を投与して比較したところ、両者で顆粒球浸潤を抑制したものの

Protectin D1 の方がより強く抑制した(24)。Resolvin D 群や

Protectin D 群の抗炎症作用の強度に関しては差があるものの、その
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作用の強弱に関しては今後の検討課題である。 

SPM には現在までに Lipoxin、Resolvin、Protectin、Maresin の 4

つのグループが発見されている。これらと動脈の内膜肥厚への影響

をウサギの大腿動脈をバルーン擦過した後に Resolvin D2 を局所投

与したところ新生内膜の増殖が抑制され、その背景として in vitro

で Resolvin D1 及び Resolvin D2 がともに炎症性サイトカインであ

る TNF-α、IL-1α、IL-1β、IL-6、MCP-1 と炎症性転写性因子と

して知られる NFκB と AP-1 の発現を抑制していた(42)。また

Resolvin D2 と Maresin 1 はマウスの動脈結紮モデルで新生内膜の

増殖を抑制し、動脈壁での細胞増殖と白血球の浸潤が抑制された(43)。

また Lipoxin もマウスの動脈結紮モデルで新生内膜の増殖を抑制し

たと報告されている(44)。バルーン傷害の後に炎症性転写因子である

NFκB は血管平滑筋細胞や VCAM-1 や MCP-1 の活性化において重

要な役割を担っており(49)、NFκB を抑制することにより新生内膜の

増殖は抑制される(50-52)。 今回 Resolvin D1、Protectin D1 isomer

投与により NFκB の活性が抑制されており、Resolvin D1、Protectin 

D1 isomer の新生内膜の増殖を抑制する経路の一つに NFκB を介す

る経路があると考えられた。 
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本研究で、Resolvin D1と Protectin D1 isomer の投与により NFκB

活性はそれぞれ 25％と 13％抑制され、同様に白血球浸潤は 77％と

70％、単球/マクロファージ浸潤は 78％と 71％、中膜細胞増殖は 81％

と 76％、新生内膜増殖は 37％と 32％抑制されていた。in vitro で

TNF-αで刺激した培養血管平滑筋細胞に 10nMのResolvin D1を投

与した先行研究では NFκB 活性は 30％抑制され(42)、Resolvin D2

と Maresin1 を投与した先行研究では、NFκB 活性は濃度依存性に

抑制され500nM投与時にそれぞれ 24％と28％抑制されていた(43)。

一方、10～100nM の Resolvin D2 と Maresin1 は ICAM-1 や

VCAM-1 の発現を抑制せず(43)、ウサギ大腿動脈バルーン擦過モデ

ルに対し 10nM の Resolvin D2 を動脈内局所投与した先行研究では

動脈壁の VCAM-1 や ICAM-1 の発現は抑制されていなかった(42)。

今回NFκB活性に有意差があったにも関わらず白血球や単球/マクロ

ファージの遊走に差がつかなかったことの原因として、ICAM-1 や

VCAM-1などの細胞接着因子の抑制と比較して NFκB活性がより強

く抑制されていたことが関与している可能性が考えられた。また in 

vitro でヒト血管壁平滑筋細胞を培養し 0.01nM、1nM、100nM の

Resolvin D1 を投与した先行研究では、細胞増殖は濃度依存性に
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100nMで最大59％の増殖抑制をしたものの0.01nMでも有意に細胞

増殖を抑制しており、inhibitory concentration for 50% effect(IC50)

は 0.1～1nM にあると報告されている(42)。今回の実験では 1µg/匹

を投与したが、ラットの血液量が 20～25ml であることを考慮する

と投与直後の血中濃度は最大で Resolvin D1 が 106～133nM、

Protectin D1 isomer が 111～139nM になったと考えられ、IC50に対

し十分高濃度であったため NFκB 活性の抑制では有意差を認めたも

のの、細胞増殖や新生内膜増殖では有意差がつかなかった可能性が

あると考えられた。 

作用機序に関してだが、Resolvin D の受容体として ALX(FPR2) 

と GPR32 が特定されているが、Protectin D1 isomer に対する受容

体は特定されていない。ただ腸管虚血モデルでの実験で、Protectin 

D1 の投与により TNF-α、IL-1β、IL-6 の活性が抑制されたのに対

し、Resolvin D5 投与により活性が低下したのは IL-1βのみであっ

たとの知見があり、異なる受容体・作用機序があると考えられた(24)。 

ラット頸動脈バルーン擦過モデルは再狭窄のモデルとして確立さ

れているが、実際の動脈硬化性病変と異なり正常血管に対する傷害

後の反応に対する効果のみを見ている点が異なる。具体的には動脈
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壁の慢性炎症とされる動脈硬化病変では、内皮のNFκBの発現や(41)、

VCAM-1 や ICAM-1 といった接着因子の発現が亢進し(53)、マクロ

ファージや好中球が浸潤した状態にあるが(4,54)、それらに対する

RvD1 や PD1 iso の評価を行っていないことが本実験の limitation

と考えられる。また、擦過傷害を行っていない右総頸動脈の評価を

行っていない点、中膜のみの評価を行っている点も limitation とし

て挙げられる。 

RvD1 は in vitro での先行研究で 100nM までの濃度では動脈平滑

筋細胞への細胞毒性を指摘されておらず(30)、また今回の実験で薬剤

投与後に死亡したラットは認めなかったが、作用機序の解明や濃度

と効果の相関、全身投与した際の有害事象の有無の検証が臨床応用

する前の重要な課題と考えられた。 
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結論 

抗炎症性脂質メディエータである Resolvin D1 と Protectin D1 

isomer はラット頸動脈バルーン擦過モデルにおいて、静脈内投与と

いう比較的簡便な方法で白血球や単球・マクロファージといった炎

症細胞の局所浸潤と血管壁の細胞増殖を抑制し、同時に炎症性転写

因子 NFκB の活性を低下させ、また形態学的には新生内膜の増殖を

抑制した。これらは現在、実臨床の場で行われている血管内治療後

に起きる再狭窄の治療に対し応用可能と考えられるが、安全性など

の更なる検証が必要と考えられた。 
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