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培養皮膚線維芽細胞によるVEGF産生に対する
Lipo-PG-E1(アルプロスタジル)の作用
―薬剤学的血管新生療法の可能性―
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The regulation of the VEGF production in normal human cultured dermal fibroblasts by Lipo-PGE1 (alprostadil): The possibility

of the pharmaceutical angiogenesis therapy

  It is well known that prostanoids preparation is efficient for refractory dermal ulcer and arteriosclerosis obliterans

(ASO). Recently, although it has been also shown that one prostanoid has a promotive action on angiogenesis,

the mechanism of action is not cleared. The efficacy of an alprostadil (Lipo-PG-E1, Palux) as DDS preparation for

the VEGF production by dermal fibroblasts under stimulation with the preparation was investigated in cultured

fibroblasts derived from healthy skin in the present study. The dermal fibroblasts produced VEGF protein dose-

dependently by addition of alprostadil. The fibroblasts stimulated IL-1 also enhanced VEGF production but the

production was inhibited by COX inhibitors (indomethacin and NS-398). VEGF produced by dermal fibroblasts

were regulated by prostanoids. Furthermore, it was suggested that the endogenous prostanoids by dermal

fibroblasts influenced the production of VEGF. These results may be able to apply alprostadil preparation

(Lipo-PG-E1) to as an effective device of angiogenesis therapy by using the technique of pharmacological-

pharmaceutical regenerative medicine.
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緒　言
　インターロイキン-1をはじめとする各種の炎症性サイト

カインは，各種のエイコサノイド産生を促進し，炎症増悪

に関与すると言われている1)．一方で，エイコサノイドの

中で一部のプロスタノイドは，血管拡張作用に由来する血

行改善作用や，血小板機能調節作用を有し，この作用が難

治性皮膚潰瘍や閉塞性動脈硬化症に対し有効と言われてい

る2,3)．事実プロスタノイド誘導体は，プロスタグランジン

E1製剤（アルプロスタジル）として既に製剤化されてい
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tissue engineering

る．しかし，難治性皮膚潰瘍や閉塞性動脈硬化症等に対す

るこれら製剤の有効性は，血管拡張作用や血小板機能調節

だけでは説明することはできない．1995年に内田ら4)は，

炎症巣創部で産生されたプロスタノイドが，血管新生促進

作用を有することを認め，エイコサノイドは複合的に潰瘍

部や硬化動脈巣に影響していることを推察している．ま

た，Majimaら5)もエイコサノイドには血管新生促進作用が

あることを報告している．

　FGF(fibroblast growth factor)，HGF(hepatocyte growth
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factor)およびVEGF(vascular endotherial growth factor)は，こ

の血管新生のカギを握る重要な増殖因子として知られてい

る6-8)．特にVEGFは当初下垂体からのみ産生されると考え

られていたが9)，実際には各種の細胞から産生されること

も明らかとなり，関節滑膜細胞などによるVEGF産生は，

エイコサノイドによって一部調節されていることも報告さ

れ始めている10)．

　皮膚線維芽細胞の遊走，増殖そして結合組織成分の合成

分泌による肉芽の増生は，創傷治癒過程において必須の事

象である．この時同時に創部に血管が新生されるが，その

中心的な血管新生因子として作用するであろうVEGFの供

給源は明らかにはされていない．また，炎症期に産生され

る各種のプロスタノイドが血管新生を促す可能性が考えら

れても，その標的細胞は明確ではない．しかも，市販製剤

のような治療量においてVEGF産生の亢進が認められるか

については明らかではない．そこで，創部におけるプロス

タノイド誘導性のVEGFの由来を明らかにすること，なら

びにこのVEGF 産生亢進作用が製剤化されている市販

PGE1製剤においても認められるかについて，培養皮膚線

維芽細胞を用いて基礎的に検討した．

方　法
1）線維芽細胞培養

　ICを得た患者より，形成外科領域で余剰となった皮膚

組織を用いた．得られた皮膚は，2mm程度に細切した後

に，2分間ポビドンヨードで消毒後，PBSで3回洗浄した．

この消毒洗浄済みの皮膚を培養シャーレ底面に張り付け，

カバーガラスを用いて固定した．その後，10％ウシ胎児血

清含有DME培地を用いて，37℃，5％CO2条件下，遊走培

養した．10日から14日間培養後，増殖が確認された後は，

同様の新鮮培地を2日に一度の割合で交換し，コンフルエ

ントになるまで培養した．得られた線維芽細胞は, 常法に

従って6－12穴プレートに継代培養し, さらにコンフルエ

ントに到達後，以後の実験に用いた．

2） Lipo-PGE1（アルプロスタジル）の性質

　本実験に用いたアルプロスタジルは，大豆油および卵黄

レシチンを主成分とする脂質マイクロ小胞内にPGE1を封

入した製剤で（リピッドマイクロスフェアー）あり，本乳

化剤1mL中に5μg相当のPGE1を含む．本製剤は，内皮

損傷部では脂質親和性が高いという特徴を利用し，脂質マ

イクロ小胞が損傷内皮周囲に比較的特異に集積することを

利用したDDS製剤である．本製剤5μg/mLはPGE1として

14μMに相当する．

3）VEGF産生実験

　コンフルエントに到達した培養線維芽細胞に被検薬物を

含有する10％FBS含有DME培地を添加し，一定時間37℃，

5％CO2条件下で培養した．得られた培地を氷冷下速やか

に採取し-85℃で保存した．アルプロスタジルとして終濃

度1000nMになるように線維芽細胞培養用の培地を用いて

希釈した．これを最高濃度としてその後0.01nMまで，同

様の培地を用いて10倍希釈し実験に用いた．インドメタ

シン(IM)は終濃度10uM，NS-398は同様に7uMになるよう

に調整して実験に用いた．さらにIL-1は，終濃度0.1U/mL

に調整し培地に添加した．

4） VEGF測定

　培地中のVEGFは，VEGF測定用EIAキット（R&D Co.）

を用いて測定した．

5）統計処理

図1　Effects of alprostadil on
VEGF production by nor-
mal human cultured fibro-
blasts

Fibroblasts were cultured with
alprostadil for 24 hours at 37 degree
and 5% CO2. a)Each column repre-
sents mean ± SD(n=4)， b) p＜0.05
and p＜ 0.01: as compared to the
value obtained without alprostadil.
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　得られた結果は，mean+/-SDで示した．ANOVA検定後，

必要に応じてDunnet's multiple range testを用いて，p＜0.05

以下を有意差ありと判定した．

結  果
1）線維芽細胞によるVEGF産生に対するアルプロスタジ

ルの作用

　各種濃度のアルプロスタジル存在下で線維芽細胞を24

時間培養すると，用量依存的にVEGF産生が増加し，10nM

以上の添加濃度で有意に増加した（図1）．また，最高濃

度である1μM添加において細胞の剥離や死滅などの細胞

毒性は何ら認めなかった．

2）培養線維芽細胞によるVEGF産生に対するIL-1および

COX阻害薬の作用

　同一条件下で，線維芽細胞を0.1U/mL IL-1で刺激する

と，VEGF産生は有意に増加した（図2）．0.1U/mL IL-1に

10μMインドメタシンと7μM NS-398を共存させると，IL-1

によるVEGF産生亢進作用は有意に阻害された（図2）．し

かし，IL-1非存在下のVEGF産生に対しては10μMインド

メタシンと7μM NS-398 は有意な抑制を示さなかった．

3） COX阻害薬がVEGF産生に及ぼす影響

　一方，7μM NS-398あるいは10μM IMとアルプロスタ

ジル共存下で培養すると，これらCOX阻害薬によって抑

制されるVEGF産生はアルプロスタジル濃度に依存して亢

進した（図3）．

考　察
　血管新生は，創傷治癒過程において，良好な肉芽の増

生，創の収縮，上皮の進展と増殖に伴う創閉鎖を左右する

重要な過程である．新生血管の形成不良は，良好な肉芽の

増生を悪くするばかりか，逆に不良肉芽の増生を来たし，

創治癒を遅延させる．血管新生は，通常の生理反応である

が，各種の増殖因子で調節を受けており，その最も有名な

増殖因子としてVEGF,  HGF,  FGF等が挙げられる6-8)．

　創部の短期的炎症は，創傷治癒過程で不可欠なステップ

であるが，この際創周囲に放出される各種起炎物質は，炎

症の五大主徴と呼ばれる症状を媒介する．エイコサノイド

は，この炎症増強過程に中心的役割を演じており，組織で

誘導されたシクロキシゲナーゼ-2(COX-2)に由来している

ことが証明されている11)．一方，このプロスタノイドの中

でPG-E2は血管新生にまで関わることが判明し，宿主の炎

症を増悪するばかりでなく，創治癒にも関与していること

が判明してきている12)．

　閉塞性動脈硬化症や難治性皮膚潰瘍などへのプロスタノ

イド製剤の有効性は，古くから知られている2)．その作用

機序の本体は，投与後に創傷部の発赤を来たすことから，

血管拡張に依存するものと考えられ，同時に血小板凝集阻

害などもその作用機序と考えられてきた．しかしながら，

内田ら4)によるアルプロスタジルの血管増生作用に対する

報告や , プロスタノイドによる血管新生作用が証明され

た5)ことなどから，アルプロスタジルも血管新生に関わっ

て有効性を発揮している可能性もある．

　一方，PGの血管新生促進作用が，VEGF誘導を介する

ことは報告されているが13)，創治癒過程において，創部で

誘導されるVEGFの産生細胞すなわち標的細胞までは解明

されていない．そこで今回，培養線維芽細胞を用いて，ア

ルプロスタジル存在下で培養したときに血管新生促進作用

のキーサブスタンスであるVEGFの産生が如何に影響され

るかを検討した．

　その結果，培養線維芽細胞によるVEGF産生はアルプロ

図2　Influences of cyclooxygenase in-
hibitors on IL-1 induced VEGF
production by normal human cul-
tured fibroblasts.

Fibroblasts were cultured with 0.1U/mLIL-1
and/or 10uM indomethacin or 7uM NS-398 for
24 hours at 37 degree and 5% CO2. a) Each
column represents mean ± SD(n=4)， b)  p
＜ 0.05 and p＜0.001: as compared to the
value obtained control，c) p＜ 0.1:decrease
tendency as compared tocontrol，d)IL-1;
interleukin-1, IM; indomethacin
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スタジルの濃度に依存して亢進することが明らかになった

（図1）．また，この時VEGF mRNAレベルが上昇すること

もRT-PCRによって確認された（結果未収載）．したがっ

て，アルプロスタジルは，血小板凝集抑制や血管を拡張さ

せるだけでなく，閉塞性動脈硬化症や難治性皮膚潰瘍の潰

瘍部周囲の皮膚構成細胞にまで作用してVEGF産生を促

し，血管新生に関わっている可能性が示唆された．

　プロスタノイドはほとんどの体細胞によって産生される

ことが分かっている．線維芽細胞も例外ではなく，炎症性

サイトカイン，特にIL-1でCOX-2が誘導され多量のプロ

スタグランジンを産生する．本実験においても，IL-1刺激

により線維芽細胞のVEGF産生が促進されること，インド

メタシンやNS-398などのCOX阻害薬でVEGF産生が抑制

されることから，少なくとも線維芽細胞においては，

VEGF産生に内因性のプロスタノイドがautocrineあるいは

paracrine 的に作用していると考えられる．したがって，

COX-2阻害薬を投与することによって創傷治癒が遅延す

る可能性も考えられる11)．事実，胃潰瘍の治癒過程に潰瘍

部位にCOX-2が発現しており，この活性を抑えると，潰

瘍治癒が遅延すると言われている14 , 1 5 )．したがって，

NSAIDsは臨床の場において使用するタイミングに注意す

る必要がある．しかし，線維芽細胞の培養系においてCOX

を阻害してプロスタグランジンの産生を阻害しても，アル

プロスタジルを添加すると，VEGF産生は濃度依存的に亢

進した．したがって，全身投与であれ局所投与であれ，ア

ルプロスタジルは細胞毒性が低いこともあり，薬剤学的な

血管新生再生医療の一つとして今後積極的に投与が試みら

れるべき方法と考えられる．一方，現存するPG軟膏など

は，血管新生を期待する創傷治癒の比較的初期には積極的

に用いることが重要であろう．

　培養ヒト線維芽細胞において，VEGF産生誘導に関わる

プロスタグランジンの受容体については，どの受容体が

関与しているかは今後解明される必要がある．Narmiya

ら16)は，E型プロスタグランジンが，EP3受容体を介して

血管新生に関わることを動物実験で報告している．今後，

受容体を介していかなるシグナル伝達によりVEGF産生

が誘導されるかについても解明する必要がある．現在，ア

ルプロスタジルの血管新生への影響について，マウス阻

血モデルを用いて検討中である．
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