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脳微小血管内皮細胞,培養.透過性

は じ め に

脳の毛細ぬ管は,最内層の内皮細胞とこれを取り囲む

周卵細胞.そしてさ吊ここLrl叶層を揮う星状謬細胞(.･'1突

起から成立 しているキ最内層の内皮細胞は他臓器のそれ

と同様,抗血栓陵の物質と血管の緊張を保つ因子を放出

し,これらをこより教か循環が維持されていると考えられ

恵.脳の毛細戯管内皮細胞が鰻緒革の内皮と異なる点は,

選択的な物質輸送シ呆テふ,すなわち脳血液関門を構成

し.神経細胞L･71機能維持に重要左役割を.I射こしているこ

とをこある.脳の毛細血管内皮細胞の機能と病態を知ろう

とする時,皇mvivoの系ではその夜華な 環 境 (循 環 す る

彪液や多種類の細胞)を含めて検討せざる を えず , in v抽 O

の系がより有潤と考えられる.我櫓の教室 で は , 脳 徽 小

血管L')内皮細胞を純粋に培養riLる方法を考 案 し､ 培 養 細

胞LT)特性t7)検索を行い.さ吊こ.脳血液関門 し')重 要 な 要

素てある tightjunction(7凋須求機序を解明 して き た .

本稿では,これまで得られた結果を簡単に述べ,ア ル プ

ミソの内皮透過機序と透過性を克進させる因子を検索 し

た研究に関 しても親書する.

方 法

1. 脳微小血管由来内皮細胞の培妻と培養細胞の

特性の検索

内皮細胞は,砂ネズミまたはウシの脳畿小血管より分

離 し,継代培養したものを健潤した.細胞の同定は,節

Ⅷ因子関連抗原ハ免疫組織学的染色上 lowdpns恒,

毎oprote痛 の取 り込みにより行い予培養細胞の特性は

以下の項凱 くま)通過型電子轟徽鏡による微小形態,(2)

プロスタグランジン産生健,(3)コラ-ゲソ内での管腔

形成LL/,'-へトロサ1'卜上し7)illlerこ1Cti(つIli二間 し検討 し

た.方法ハ詳細に関しては∴文献を参照さ.わたい l＼'1､

2.脳血管透過モデルの作製と透過促進物質の検

索

透過モiご,Lは,市販LT)().151日Tl孔径をもり7lJL･々 -一

休･州1ieel.MillipoT-e社)を.Ⅰ型=Lうー一人･lltン (cclhlliltri.T(,

新田巨で覆い.こLl'十日こ上記LT)砂ネス~ミ脳微小血管由来

r知立細胞を培養する二王によ･'‖乍製 した.透過物質は,

ドIuorPSrL,illlsothiL)C〉TLlnこItL,げITCト^lt)umitlitt,∴

Si即11il)を甘い,2時間当たりLJ)透過騒(}:IJ〉一光光度計で

測定 した.透過促進物質ハ候補上してぼ.I-/:)キ トン酸

代謝産物を想定 し,シクロオキシゲナー ゼ 系 と して ,

I))･OStIlglall(lillE2げC.ll:21し上 --ト､3,ILPGF'2E.上 りポ

キ 二ノ⊥7㌧ト llfl-系として.1(･.ナukotrieneC.1(LTC.11 を. 5

m g L')ド】′lて111bumillとともに Ieぐ(/'lm illimtlm

た ｣二室に加えた. 卜軍は 2eeLつれIrlf･:hp･1〔T)んを入れ

容器全体を､50(ieO2,37℃'し')培養語針畑二人JIIL静置した.

結 果

t. 脳微小血管由来培養内皮細胞の特性

(1)培養細胞は,培養皿上で敷石状をこ配列 し,内皮細

胞Lフう7-カ一､-である第Ⅷ因子関連抑 京及び､LDLLT)敬

り込みが陽性であった.この性格は,最期継代された細

胞でも維持されていた.(21微小形態学的には.細胞質

に窓形成は見られず,飲み込み小胞が少なく,そして,

基底膜様の構造が細胞直下のコラーゲソとの間に形成さ

,I.i.iTIVi1,oc7)細胞には類似していた.相違点Lとしては.

細胞間の接合が 琵abjunctiom であるという点であっ

たが.後で述べるように,脳L,')E:RI7血管内皮に特有左tight

誘導された書く封 内皮細胞は,各種ブロスタダラソジソ

を産生した.最も多激に放出したのはプロスタサイクリ

ン し代謝産物(r)6-ket(ナPGFll､て測定1~で.そし')他.
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図 1 脳敵中血管由来の培養内皮細胞が産生する各
種ブロスタダラソジソ

図 望 脳徽小血管由来の培養内皮細胞が形成した毛
細血管様構造 (先頭)と亨これをこ突起を伸ば

し接著したアストロサイ ト(無印)
GFAP染色 ＼100

･1LqT

ブロスタダラソジン E翌と少畳のプロスタグランジン

i/2..I. 卜t-ンボ二巨トン 左 を産生 していた し図 1l.揺

養液中に,~r':1キイ ン酸+トーLILI,J､を加/t･モ:'と.培養細

胞はこれを利潤し,あるいはプラキ ドソ酸が培養細胞を

刺激 して,多選のプラスタサイタfjyを放出した. 摘)

内皮細胞は,コラ-ゲy等の細胞外基質を利頗し,毛細

血管様の構造を形成した.コラ-ゲソ内で細胞を培養し

た場合,形成された毛細血管様構造物の断面は 摘 vivo

のものに類似し,管腔を形成し,外側には基底膜様の構

造が認められた.新生児マウスから得られたアストロサ

イ トを内皮細胞と coでukuTeすると,アス トロサイ ト

は単層をこ増殖した内皮細胞とは接触せず,毛細血管様の

構造物にのみ遊走 し接着 した く図 慧).アス トロサイ ト

と接着した毛細血管榛構造物を構成する内皮細胞は,tight

毎nctiom により接合され,歯数小血管内皮細胞の特性

の一部はアストロサイトをこより誘導されると考えられた.

2.脳血管透過モデルの作製とアラキ ドン酸代謝

産物の透過に及ぼす影響

健周したフィルターは,アルブミンを自由に通過させ,

2時間あたりの透過慶は 3233.3±321,5p鑑であった.

これをコラ-ゲソで覆うとその透過率は半減 持336.6±

60.3鵬)し,更に内皮細胞で硬うと,薯減 (56.7±5.8

ilg) した (各々 n-鯨 この尊デルのアルプミソ透過

杏,371℃.0t'.llt_.:九･Lト'llしい )に Ph()sphこIIL,buffer

silline使F札 L')3-L.-∩.条件 川-小 で比較する上 2

時f7臣机こりLJl透過鼠は各十.17二.～.5±61.8.60.0±16.7.

89中5±2臥6pgであり,後2着で透過抑制が認められた.

低温とエネルギ-源極渦の状態で透過抑制が起こる事実

は,アルプミソ輸送がエネルギ-依存性であることを示

唆していた.

次にアラキドン酸代謝産物を上室に加えた時の透過性

の変化について検討した.Cyclooxy酢naSe系の代謝産

物である PGE2 と PGF2色は, 且-100がg/mlの濃度

では, 透過性の変化を起こさなかった申し豆poxygenase

系の代謝産物である もて℃4を上室をこ加えた場合,eomtTO1,

0.001,0.01.0.1lEgL'1濃度 (lドニこい で透過量は各々､

lo浅.0±16.:i.139.3±17.9,ILql'.Oj-二i2.7Ll)-().OL-)).

585.3±21.6施-0.㈱吊 であり,ごく低濃度で透過性

を克進させた.

考 察

血管の主たる機能は労生体のすみずみにまで血液を効

率よく送り,末櫓での代謝を司どることをこあり,その最内

層にある内皮細胞が血管の物質透過と機能調節に最も蓋
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要な役割を果たLていると考えられるなしかしヲブロスタ

ダラソジソァ内庶由来弛緩因子声エソ拒､セリソ産生等の

戯管内皮細胞の多彩な磯能が明らかをこされてきたa)はこ

の息0年程度の間であり,それ以前の研究の遅滞は,方法論

職限界をこよる転職であった杜内皮細胞の研究が飛躍的に

進歩した職はその培養法の確立をこよるところが極めて太き

い申内皮細胞の培養の歴史は,麟帝静脈畠)に始まり骨太

動脈郎きそして各臓器に稗鷹な内皮細胞の特性を検索する

目的で敵か血管由来内皮細胞5ほうの培蔑-進歩してきた年

賦微小血管由来雄牛揖i冊EHL∵-純粋離代.甘養言.ik_.tlこlult

ら7日こより初めて報告きれ,培養細胞の生物学的特性

に関してはぎ我櫓の論文i)盟)8)を含め散見される血培養

細胞の基本的性格は栗太血管の細胞と同様である申第Ⅷ

因子閑適抗原に関しては芦陽性と陰性の報告をこ分かれる

那,動物磯の轟をこよると考えられる13{f)9)甲プロネタサ

イタTjソ殿塵生をこ関しては,我母碍報告i)以外認められ

ず,太政管由来培養纏脇との産生舷の比駿はされていな

いや教か形態学的をこぼ,旦那Viv給の転のをこ餅似するが,

紳j.こ描E.】言巨ー卜二hT;由jtmL､l互い‖∴.日用目上‖盲,初

代培養細胞,:_･:B棟:::.脳､'亘二細IT'沼津､汗に∴.特fj∵こtiき.てhl

jutlL､ti川1LE∴詔㌧エー∴畑＼∴.1;=).同tl紅仙､特t吉川だ漕･Y-

蕗のSPぬ級も遠別空は継代を続けることにより教われる7)8)

脳敷かぬ管由来職培養内皮細胞が太虚管由来のものと殿

なる漁は予コラ--ゲソ止あるいは内をこ培養した時空毛細

血管様の構造を作りやすいことと層)諺),アストuサイト

.(l''､i,''ヾし両日け言い).先述こtllidll.hmL､ti川1∴膜

酵素を再び獲得する点である翌川)-漫5㌔これらの特性は,

漉血管由来殿転職では認められないかヲあってもわずか

であるi語)旦那B結果の項で述べた如く,脳敏か血管由来

の培養細胞をこ毛紙血管様の構造を構成させると,アスト

ロサイトはこれをこ向い遊達,接着し,この構造物の内皮

細胞甘,/iLTこ轟jL=1L,tiOHか/:tiLThtiLHlt､tiい=∴せlL/iL

る血昆止のことから夢脳髄か血管由来の培養内皮細胞は

太血管由楽の転職とは異なる特捜を示すが亨imvivoで

の特性を一部喪朱していることは明らかである,これは,

中枢神経系をこ特有な細胞であるア深憂､ロサイトとの接触

が失われることが太きな原因と考えられる｡

脳酢毛細血管レベルで瑚丙態を考えるとき,濃も蚤賓

な問題はぬ管透過性の変耳転をこよる脳浮腫の発生行aso粁mic

L､LlビHlこl卜こ雄二工＼r:lドいさ二日1iL､し晶､mこい｣…∴狛払 外甘二三.-

して血管障害等で発生しき脳窯質の審分慶を渦暖定する以

外にアルブミンの漏出で屯とらえられることができる.

脳浮腰の発生を離時約に観察する職をこ適した実験モデル

の-一つは脳虚血である中分単位の短暗闇,心臓静止を起

こしたど卜ある摘ま動物を蘇生した時穿神経細胞の障害

が著しく,脳磯能が回復しないことがしばしばある.こ

は盤じず,このように短時間の虚血では内皮細胞の透過

に変化が生じるような濃時間の心騰停広ではタその個体

を蘇生しえないということをこなる領窯駿的嵐虚彪でき教

か形態学的に汚皮細胞に変化が生じるのは,虚血襖且0時
間を過ぎてからであると言われている桝18)曲この時点

ではタ神経細胞とアストロサイトには著明な障害が認め

られる¶内皮細胞障害を,アルブミンの漏出という点か

らみると,障害はより早くとらえられる恥Kiatzoら且9)

の報告をこよるネコ中流脳動脈閉塞実験では予虚血凌-6

時間後をこわずかをニプルプミソの漏出ほの場合労エバソ

スブル州をこ終脅したアルプミy)がみられ,最も早いも

のではき息時間後をこ内因性のアルプミソの漏出がみられ

上十.い')酢告J上付':言いL!1.lL)､LハニJ∴･恒▲..脳虚rT'lL後

の初期に発生する膳浮腰はき内皮細胞の形態学的変化-

透適塾電子顧倣鏡でとらえうる-は伴わずをこ予機能障害

により水分とアルブミン職透過が生じると考えられる.

我 が々作製した透過をデルは,脳教か血管由来殿培養内

皮細胞の透過性を,外因性職アルブミ汐で鼠た転職であ

る.通常の培藤森件でプルプミソ碍漏れが若干認められ

ることから,呈約Vivの殿状態とは異なる,培養内皮細胞

のアルブミン透過性は,をデルを鞭℃をこ冷却声あるいは

培養液率の栄養素を枯渇させることをこより且/望以下に押

倒された◎このことはき脇の毛細戯管抄ベルでのアルブ

ミン輸送が,主としてエネルギ-依存性であることを示

唆している中L且poxy鑑emaSe系の代謝産物であるLTC4

は,このモデルでアルブミソの透過性を著明に克進させ

たqLTC盛は,脳虚血時をこアラキドン酸の代謝をこより生

じ,皇㍑Ⅴ且voでも強い脳浮腰を喚起することが知られて

いる払脳虚血急性期に,内皮細胞をこ直接作用し,その透

過性を先進させる物質の有力俵補としてヲLTC嶺が考え

られた中脳浮腰の発生轍序Q)解明と,その治療法の開発

は,脳神経外科医が携わるところの最私選要なテ-マの

ひとつである甲我櫓が提示した脳血管透過モデルは,方

紋諭として魅力があるがきいまだ不完全である中今後,

培養技術の進歩によりヲアストロサイトを利用した主n

＼宜(~一にい1揖ILluhtlrL-トト･トlい=･吉昭溌∴欄附-さ木工
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Flは.動脈硬化を中心にと申し上げましたが,先天奇形 は議論 Lて頂きたい上思--､ておりま-Ij-.続きまして.Jrr

･-■: う .･･L-. ∴ 工.I-I.... IiL.!･い

- 蛍光眼底所見を中心に-

新津眼科 川 野 修 司

司会 川野先生,どうもあl)が:∵')ございまし1JJI.続きまして, 上野先生.よ/'Lくお願いします.

5) 糖 尿 病 性 腎 症 の血 管障 害

新潟大学E軒羊部第二内科学教室 LiT:.任:荒Jllitn:Il.昭教授)
上野 光博 ･荒川 正昭

RHlこ11＼左ISLlul(lt-lJ(1Sionsofr)i<lheti(二NephropこIthy
h/1itsuhiroUfll.NO.MtaS;1ilkiAlくAlくAVtJA

I)rP(II'!)JtL7JZ/()j-LWt,(/7'(/●JZE･if7㌦

八:I-I-glI/aI:lll'L.(,I-Lq-I.I,tt;(/川()/〟/i:ll(,(/['Eイ)zE-

(I)/～)'t,(/()]':]'7･()j-.JlV(ILWlIi,/I.一l̂'▲･l̂r.･llr:い

p.lti(mrs. Ill(1(-xofLII･tPriolarhyalinousch三mhTe(1AI-1Cl,desiglledasgl-a(iPOfA..HC.was

(､()1･l･L,latedsignificantlywithageatbiopsy,DM dur山ion,GFR,PSI〕(15′上 uri11e1)I-()tein.

systolicbl()Odpressure(BP)andilldexofglomenllarlesioll(IGい.Liu C wasalsohighpl-

inhyperteIISi＼,LIPatielltStllaninllOrTnOtenSivepatients.1ntirnalthickerlingofsnlalla_tle1-ies

∴､･-､･. ∴ ､I.･.･一･..≡ ･､､ .い＼､≡--∴ ....I.: 二 ㌦- ･. ､･/､

Concentrationtest. lAHCalldlGLwer･LISigllificalltlyhigllerinITSA 十十〕gl･OuPthall

llleOnelusioll. artelliolat･hyalinosismaylやCloselyr･Lllatedtoth(1prOgrLlSSioll0f(1iabetic
llePllrOPathyandintimLllthickLIIlillgOrStllall(lrtCri(､si,lnd(lrterips111aye(:1Ilt-riモ)uteaswell.

Ⅰくeyw()rds:diakticnt=lpllrOPこ-ltlly.Ⅰ･mlとl_IvilSCulこlrlesiollS,micュ-0allngiopdthy

糖尿病性腎症,腎内動脈痛私 細小血管障害

Rt?i)rilltrt?queststO:Mitsuhir･oUENO.

Departmellt(lt-A,1(Tdieitltさし口上 Niigata

Ulli＼､でt-sit),StThool()fM(､dicin仁､.

Niigata('ity.951,JAPAN.
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新潟大学医学部第二内科学教室
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