
シ ン ポ ジ ウ ム

血 管 細 胞 生 物学の進歩

Recent Topics in Vascular Biology

第517回新潟医学会

日 時 平成8年4月20日 (土)午後 3時～5時

会 場 新 潟 大 学 医 学 部 有 壬 記 念 館

司会岡田正彦教授(検査診断学),内藤眞教授(病理学第二)

演者皆河崇志(脳神経外科) ,渡辺賢一(燕労災病院) ,追手巍 (分子病態学分野) ,藤中秀彦(構造病理学

分野),岡田正彦(検査診断学),内藤眞(病理学第二)

発言者山本格(構造病理学分野),川崎克俊(構造病理学分野),木原達(構造病理学分野),渡辺健寛(第

∴外科1)

司会 (岡田) 血管細胞生物学という言葉はあまり革

慣れないと思います,まだ,市民権を得た言葉ではござ

いませんし,ごく一部の方が使っているだげです.先進

国の死亡率を風ますと,血管障害で亡 くなる方が非常に

多いわけですが,それがどういう磯序で起こっていくの

かを細胞 レベル,或いは分子 レベルで解明しようという

分野ではないかと理解 しております.そういうお話であ

ればき新潟県内にも先進的なお仕事をなさっている方が

多数いらっしゃるはずだと思いまして,このようなシン

ポジウムを考えてみたわけてす.おそらくお若い方の車

にも相当いらっしゃるのではないかと考えまして,新 し

い試みとして,演題の-般公募という形を取らせていた

だきました.その結果,今軌 このプログラムに出てお

ります6名の方が応募 して下さいました.全て,自ら進

んで応募 して下さった方々です,私の心横もりでは,秦

若い方が1人か2人くらい応募 してくだされば大成功だ

と思っておりましたが,期待をこ反 してと言っては怒られ

てしまいますが,大変嬉 しい誤算で,太ベテランの方々

が応募 して下さいました.医学部の基礎,臨床もありま

すし 学内あれば,学外もあり,髄節の方もいらっしゃ

います.意図してもこんなに適切なプログラムは作れな

いのではないかと思 うぐらい,うまくできました.うま

い具合にと申しますよi‖ま.応募 して下さった諸先生方

のご見識とご熱意によるものであると,厚く感謝いたし

ております.

本日は,お見受けしたところ,寒地医家の発生方もい

らっしゃいますが,比較的,基醇に片寄ったお話になる

と思います.ただし,近い将来,窯地診療に役立つ技術,

或いは知識がたくさん出てくると思いますので,葉地医

家の先敦方におかれましては,多少,耳慣れない言葉が

出てくるかも知れませんが,その都度ご質問をいただく

ことにしまして,どうか最後までご清聴いただきたいと

思います.

それで今日は,まず最初に6名の演者の方斬 こ-過 り

お語をいただき,後でまとめて会場の方々も変え,ディ

スカッショソをしたいと思っております.前半の3魔は

私が進行役をやらせていただき,後半の3題は内藤教授

にお願いしようと思-)ておりますcT)で.よ71しくご協力

お願いいたします.

最初のシンポジIJt卜は.脳外科の皆河先生です.脳外

科医でいらっしゃるわけですが,非常をこペ-シックなお

仕事を前からなさっています.本臼は,｢脳をこおける血

管新生のメカニズムに関する検討-培養細胞 (内皮,腰

癌,アス トロサイ ト等)を利用 したアプローチ｣という

お話をいただきます.皆河先生お願いします.
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1) 脳における血管新生のメカニズムをこ関する検討
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工nVitroStudyUsing(二LlltuIでdCells

TakashiMINAKAWA.Toyot(kaAIBA

Hir()hitoNIIDA,YukihikoFUJIIandRyuichiTANAKA

DE,♪al･177･ltりZt()/NFttl･()5JLT･g(,rrV.

Bl･a(-)IRt,LqE,arrizllZLq/tL/IltE･,.NllllgafaUJJl'!･(1,rtVLI),

(Dt'7'(7(､f()I.:P/∫(亘.R.1･･Zlicllt'TAN一.1KJ)

Themechanism ofne()VascularizationinbrainwasiIIVeStigatedillI,itro. Cultur･ed

microvascularend()thelialcells.astrocytes,pericytesandgli(.1nlaCellsfrombr･ainwereused

inthisstucly. P1-01ifeI･ati()∩ofendothelialcellswasstimulate(1bytype1c()llagenand

moderatehypoxia. Conditionedmediafromgliomacellsfailedtofascilitat.ethegrowth

ofclldothelialcells. Differentiationofelld()thelialcells.demonstratedbytheformation
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tothecapillalT-likestructures.andtheformationofblood-brainbarriel-,Proヽ,edbythe

inductionoftightjunctionwasobserved9daysaftertheattaclmlent.PericytesalSomigrated

andattachedtothecapillaIYllikestructures.
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培養内皮細胞,血管新生,血液脳関門.脳

は じ め に

血管新生は様々な病態で起こり.各棟器で固有C7)過程

をとると考えられる.中枢神経系.特に脳においては.

脳瞳壕.慢性脳虚血そして脳損傷後の修復過程で観察さ
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れ 血液脳関門がいかにして構築されていくか.とい･'l

興味ある問越も含まれている.脳神経外科学教室では.

これまで脳微小血管の内定細胞の生物学的特性を検索し,

脳固有(')細胞である7'ストロサ†卜あるいはブリす-て

細胞との相互作用を invitroで検討してきた.今回の

別刷請求先: 〒951新潟市旭町 1番町

新潟大学脳研究所脳神経外科学教室
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シンポジウムでは,これまでの我々の研究成果を線括し,

脳血管新生のメカニズムについて考察する,

方 法 と 結 果

脳における血管新生の過程は,(1)内皮細胞の増殖 ,

緩)内皮細胞の浄化 (管腔形成),(3)血液脳関門の形

成､の三段階にまとめることができる. したが-1て,こ

の順iこ諭 していきたい.本論にはいる前に培養内皮細胞

について少し触れたい.使用した内皮細胞は脳微小血管

由来であるが,継代した細胞では tigtltjunctionを含

めその特性の多くを失っている且)-3).脳損傷後に発生

する血管C')内皮細胞も.初期の段階で血液脳関門を持た

ない隼 したがって,培養細胞を利周し脳の血管新生を

検索する方法は,in ,ヽi＼TOに近い理想的なモデJLと考え

t､)Itる.

1. 内皮細腰の増殖を促進する因子

(1) 細胞外基質

砂ネズミ脳微小血管由来の培養内皮細胞をI塾コラー

ゲンで被覆 した培養皿で培養すると,コントロール (プ

ラスチック上)に比し増殖は促進された書すなわち,-

定の細胞数を夏型コラ-ゲソ上で培養すると,培養後6

日後の細胞数は無処置の約1.5倍に達 した.ゼラチンに

も同様の効果がみられ,これらの基質は培養細胞を最期

継代させるための必要条件でもあった望).

緩) 低酸素

砂ネズミ脳教小血管由来の培養内皮細胞を1週間低酸

素状態で培養 し,低酸素が内皮細胞の増殖に及ぼす影響
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を3ti-thimidineの取 り込んで定量 し評価 した.二Zン

トロールとして 3T3細胞 (マウスの線維芽細胞由来株)

を同し■条件で培養 した.内皮細胞は.9から150bの中等

慶の低酸素状潜で有意に増殖し,11%′で最も良好な増殖

を示 した,-義,3T3細胞の増殖は,酸素濃度により

変化を受けなかった5㌧

2.内皮細胞の分化 (管腔形成)を促進する因子

(1) 細胞外基質

砂ネズミ,ラットそしてウシの磁激か血管由来の内皮

細胞を王塾コラ-ゲソ上をこ培養すると,一部の細胞はコ

ラ-ゲソ内に遊走 し血管榛構造 (管腔)を形成した.こ

の現象は,内皮細胞を直線コラ-ゲソ内で培養すること

により容易に誘導された且)3)6)

(2) グリオーマ細胞

CGgliomこl細胞と T9gliosこ1reOma細胞がう.リト脳

微 小血管由来内皮細胞LT)増殖iこ及ぼす影響を 3H-thimidine

の取り込みで定量し評価した.両者の培養上清はともに,

を利用しr知立細胞とブりす1-7細胞を co-Cultureする

と,王型コラ…ゲソ内で形成される血管様構造は増弟招し,

C.ia,lioma細胞で=}ントしトールの7.9倍,T9gli(芯LVCOma

細胞で2.3倍に達 した. この結果は.ゲ】J十一-1て細胞が

内皮細胞の分化 (管腔形成)を選択的に促進することを

示している7㌧

3.血液脳関門の形成を促進する因子

(1) アス トロサイト

ウシ髄教小血管由来の内皮細胞をゼラチン上で培養 し,

図 1 毛細血管様構造に遊走 ･接着Llr,Tストロサイト(GFAP染色)



200 新潟医学会雑誌 第 110巻 第6号 平成8年6月

さらをこⅠ塾 コラ-ゲソで覆 うことにより半三次元的をこ血

管様構造を形成させた.この培養系にマウスのアス トロ

サ †卜を散布Lco-eultureすると.-1'ストr-サ (卜は

血管様構造に遊走 し.24時間後には71)Ooの-j'ストuサ 1r

卜が接着 し (図 日.9口授には9()0訂LLJl細胞が胞休

を広げこの構造を覆っていた,通過型電子戯教練で観察

する上 内在細胞同∴l二は tjghtjunctiorlで接合されて

いたH､.

緩) ペリサイ ト

ぺtト叶イトをl白l管様構造物,とcoICultLIlで すると,丁

ーくトー..】サ 1′トロLT'J様にこしTl構造物に遊走.接着 し,さiTr

に胞体を広げこの構造物を撃った即.

考 察

血管新生のメカニズ射 こ関する報告はヶ臓器の橡輝を

問わず in～,i＼-o こ･l二jn＼･ilr()で広 く検討されてトも.

最近のこの分野での急速な進歩は,培養細胞の利潤と成

長因子を含む接穂なサイ トカインの発見によるところが

大きい.脳の血管新生に関 しては,血液脳関門L-')n-/;成に

絞った研究が多 く,内皮の増殖から分化 (管腔形成)をこ

至る過程は,我々のデ-タを除 くとほとんど報告されて

いない. したがって,内皮細胞の増殖から分化をこ要る過

程 は親身のデータと文献 (他臓器の培養内皮細胞での血

管新生をこ関する)から,血液脳関門の形成をこ関しては我々

の結果を中心をこ考察する.

血管内皮細胞を増殖させる因子として広 く知 られてい

るのは各種の成長因子であり,代表的な屯のとして,basic-

fibt･obhstgrowthfLICtOl-LhFGf/)]二TヽnSCulal･i,ndotlltT-

脳LりFLj皮細胞L'1増殖に及ぼす廷);管は不明な点が阜いが,

t十FGFは脳においても内皮細胞とー~F'1トロサ (卜で産

生されてし､ること_が知!＼-わており,十一一ト'7りンあるい

はべうF'りン;･こ内皮細胞LT)増殖と分化に関与Lているも

〔7)十考えIL･､れる.＼llIGF に関 しては 脳における産生

部位が明らかにされておらず,いまだ不明な点が多い⇒

低酸素が内皮細胞を増殖させることはあまり知られて

いない.ラットの大動脈由来の内皮細胞 9)は5.3%,

ウシの冠静脈の内皮細胞 iO)では2%の酸素濃度で濃 も
良好な増殖を示 したという.我々の結果と濃度は異なる

が,由来する騰器が異なる内皮細胞で同 し様に低酸素で

増殖が増すという現象は,腰癖や虚血時の血管新教を考

える上で興味深い.

細胞外基質は,我々が示 した如 く一般をこ内皮細胞の増

殖上分化 (管腔形成)をともに促進するが.1型IIうー-

ゲyとファイブロネクチンは増殖の方向に,TV塾 コラ-

ゲソとラミニソはより管腔形成の方向に働 くと言われて

いる11､.

follllinggr･owthfこ1CtOr13(′Ⅰ､GF,jlと tumornecrosis

factor(TW )が知 られている一TGFβは,管腔形成をこ

関 しては促進的に作用することから,内皮を増殖から分

化の方向に転換する作周を持つと考えられる. しかし,

いう報答t2~､があり.脳血管の内皮にいかに作用するか

は明rっかでたい.'rNt/は.ill＼･i＼･(=T)雫験で内攻細胞

を増殖 させるという報告があるが,TNF単独では内皮

細胞の増殖を抑制すると貰われている. 教室の Niida

吊 ま,TNF が脳血管Lr)内乾tJI)増殖上分化 (管陛汗摘琶)

をともに抑制することを報鷺 している7l.

ダリオ-マ細胞は内皮細胞の管腔形成を促進するもの

の,増殖は抑制することを示 した7き13).これは,TGFβ

(I)(乍用と.一致する.障壕細胞が血管新生しり最初の段階を

抑制するということは理解 し難いが一mvivoではその

他の細胞との相互作風 .あるいは低酸素状態など特殊な

轟件予で内皮細胞の増殖を促進するサイ トカインを放出

している可能性が考えられる.

ペ リサイ トは内皮細胞の増殖と遊走を抑制すると貰わ

れている14).我々の結果では,内皮細胞が管腔形成す

ら;L･二べ l)+Tl'卜がこれに遊走 し接着, さ吊二は胞体を広

げ被 うことから8㌔ ペ Tjサイ トは血管新生の最終段階で

働き,内皮細胞L')増殖を抑えることによ;)血管新生を終

アさせる役割を果たしていると考えられる.

これまでの多 くの実験結果が示す如 く,アス トロサイ

トは血液脇間F'里r)形成iこ最 も重要左役割を果たしている

と考え上､一一れる.我 ヤが強調 した点は. 分化した内皮 (管

腔を形成 した細胞)はアス トロサイ トを呼び寄せる作用

があるが.増殖 してト封勺乾 (単層に培養 した細胞)に

はないという結果である.何 らかの chemoattraetant

が分･化 した内皮から放出されていると考えられる.呼び

寄せられたアス トロサイ トは血管様構造に接着 し 内皮

細胞間には tightjullCti()nが形成される.べ ,)+TT卜

も同棲に呼び寄せられ接着する.このように様々な因子

が関与 し脳血管が新生されていくと考えられる.この過

程を図 2に表 してふた.下線を引いた部分は我 々が実

験で確認 した結果である.
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図 2 脳血管の新生に関与する因子
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J.Physiol.255:55･卜 562.1988.

IllKutx)ta.Y‥ Kleinman.H.k.andMartin.G.ft.:

ROlビし1llこimininean(ibこiSHllL,‖tmembralleintht､

rll(lrl)hologicaldiffplでnti;ltionofhumantin(iLlthP1iこII

ctさ11sintoear)illall,-1ikLlStrurIurp.J.Cell.Bi(ll..

107:1589-159勘 1988.

12)Hirai.R.andttaji.K.: TI･ansfonllinggro＼＼,th

factorβrspecificbindingproteinsonhuman

,ヽ;1SLlularetld(ltheliillePlls.Exp.Cell.RLIS..201:

119--1二25.1992.

131YoL<hida,S‥ 1Iinakawa.T‥ Takai.N.and

Tanaka,It.: LTJff(､ぐtOfcytokinesonCultutでd

mierovaseulaJ'en(一oth(llialcellsderi＼･e(1fromgel･t)il

brこlin.NeLIt･osurgery.2.r:J:37ニト377,1989.

1:IlSato.Y.andItifkin.D.B.: Inhibitionof

endotheliLllcellmovementbytxゝricytcsandsm(対th

muselec亡Ills:ActivationofalEltenttransforming



202 新潟医学会雑誌 第110巻 第6号 平成8年6月

L,r(1Wthfactor-i;rlikPmo一eculebyplasmillduI-ing

C0でLlhure.J.Cf,ll.RiO1..109:309-315,19鮒.

司会 (岡田) いろいろご質問もあろうかと思います

が,さっき申し上げた通り,後でまとめて議論 していた

だきます.

次に,燕労災病院の渡辺賢-発生から,｢自然発症高

血圧ラットサ心筋症-ムスタ-及び吐卜の心筋における

ア ドレナリン性α, β受容体及び Ca2ヰ結挽薬受容体

かこついて｣というお話をいただきます.渡辺先生は,鰭

環器の臨床に従事する一方で,基礎的なご研究をなさっ

ていちっLやる労です.先生よろしくお願いします.

2) 心不全モデル動物および心不全患者の成因と薬物治療について

燕労災病院循環器内科 渡 辺 賢 一

Etiologyこ111dPh(lt111(lCOtht､rap170fl･･････1eartFailur(I.innisoas(-mL･･IodelAnimalsand

Cardiom),opathiC.Patients

KenichiWATANABE

I)[■Jfl'L<IL()lIO1-Llar(lt●()/｡ti:1ー1,.T∫tlbaIlt(,lI()LWIt■/I(Jsf)tlflI/

Th(､nol･epillePhl･ill(チ(NE)con(､Prltトl-tlrioTlt'ntllP r.lt my(1(I;1rdium wasdpterminL,d. In

fetusofWistar-kyotor;lt(WKYlandspontallL10uSlさ,恒,pPrtt,nSi＼･erat(SHRl,C(lrdiac

epin(Tphrin(1LEIconepntrationwashigh.Withthegrowthofr(,Its,CardiacEcone(lnt-ratioII

wplltdown.whilearat)i(1illCre(lSeOfc(lrdiLlCNEeoneentI･こ1tiollllPPea r e d . CardiacNE

c(111C(ナIltl･.lti川10fSHRbt､ぐamPhigl･1el-thallthこItOfWKYsignificall再rin16W(ItTk-oldr(ltS.

The(,ffLICtS()fChronictT()(ltm(.llltWithbunazosill.こlrenOlolandvL,mr)amilonthemyoL･こlrdium

ofSHHwprpexLTullinedhyth(.､r;1di()1igalldhim(iillgassaymetl･1()dusiIlg｢3HJprLVOSin.Lll:tl~~j

iodocy(ln(叩in(lololand｢こiIl]nitrHldipinPbin(一ingt(-ryrandi31-LldrpnergiLII･ecept(汀SaI-1d

Cal+ant-agonistreceptors, ‖lAllofthesedl･ugSloweredtheele＼TatedbloodpressurLT

oftheSll_Ⅰく. し21Administr(lti(1nOfat(､nololt･otheSHHdecreasedth(､Bmax ･ヽalueoft･11(,

i与radrellOeePt:Or. (3)Verapamil.bun(,1ZOSinandatenololalsoloweredtheBmax＼r(llues

oftheCa2+ antagonistrecept(汀OfSHRs. 刷 Alldt･ugsexceptforatp【10101loweredNE

coneentrati(111inth(.)myocardiun10ftheSHR. ThLISe fin d ingssuggestthattheSHRhas

allabnormalityoftllelrllandi3111drPnOCePtOrSandC a:+antag(mistrecppt(汀 Ofthe

myocardium,th{lltt.hpdmgslladatl,nefiL-ialeffectontheser()ceptors,tllattlledrugsCould

alsolowerthellighNEContentinthemyOeardium ()fthe?SHRandthatsomeofthese

drugsalsoaffectedtllebindingch;.1Z･actLl1-isticsofothertypesofmembI･allert.ePPtOrS.

ChallgeSWelでeX(lnlinEdinmyoL-ardialcatecholaminecont(､ntalld(rl-andi3radrenoceptors

(TndCa汁 antagonistL･tT｡叩tOrduringthedevctl()pmentofcardiomy()pathyinSyrial1hamsters
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