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1. は じ め に

脳損傷後の脳浮腫の健擾過程をこ関して多くの優れた研

究且)望郷4)があるが,教か血管系の血管構築について研

登した論文5､は中立い.病巣周辺部L･r)修復過程に斯′1_二

血管が出現することはよく知られている6)?)8)那,その

発生機序や生物学的役割をこついて不明な点が多い書新生

血管の血管構築を解明することは損傷部の敏小血管系の

修復過程を理解する土で不可欠であり,その部の教小循

環を考える上でも盈要なことと思われる.本研究では脳

損傷後の血管構築の変化を経時的に脳血管鋳型法により

立体的に観察する一方,血管内皮細胞の増殖能を bromo-

deoxyur通ne(Brdu)をマ-カ-とした酵素抗体標識

法9)をこより検討 したので報告する｡

ⅠⅠ.実 験 方 法

1.凍結脳損傷の作製

実験動物には俸蚤 250-3輔 g の Wistar系ラットを

f射ijした.200,＼し- 七ン麻酔下に.左頭頂部(･こ径 3

1165

八:脳来 し八:動脈,T与:静脈11tミニIl-~一･一.i-)い/tnl
li:t二細lfT津f rミ;lr.∴川.ttm



1166 新潟医学会雑誌 第 106巻 第12腎 平成 4年ま2月

図 :ち mf射1~-:%後ハ冠状断 (リ ー,LrIJl'7'l)L- 卜樹服汀 吊車1(･Tl光断写在

:1:T｢‖† Ⅰミ:卜11日1 〔':Lヲ1日iT I)::J'封†日.=ト:染色＼{)i)

た.(､図 い

'1. 微小血管構築観察用の鋳型標本作製

損傷作製後7.1･1.1'1.2と汀廿†に標本作製を行左･-ト二

ととし,各櫓5匹ずつを対象とした.標本作製にあたっ

てぼ,人工呼吸下をこ開胸を行ないチカニューレを左心室

に挿入 した後,胸部太動脈を結蘇 した.そして,右心耳

の切断と同時をこ左心室のカニュ-レより37℃の生理食塩

水で濯流 し,体内より血液を洗浄卓流出させた.さらに,

そのカニュ…レを太動脈起始都窪で進め,37℃の 3%

で潅流固定を行なった酸引き続きヲ動物を冷却させる目

的で4℃の同固定液で藤流を続けた.固定後,メチルメ

20対 1の割合で混合)を 櫓-5m旦/m血 の速度で用手的

をこカニュ-レから注入 した.樹脂の硬化後,脳を摘出しき

損傷酢 叫 亘凋笹 ']d:,l珊拝して約 10Ilml厚に切;川'.し上.

標本の一部はパラフィン包埋後,HE 染色を行ない,光

学顧教組をこて観察 した.次をこ吉田らの方法lO)に準 じて,

脳切FrT才1?()OoNil川1淡い∵uEl寺tT貼轟!,日 .汰;∴ ニZ:t馴り

狛 卜T:0.:I)OoNil(,I()液∴∴こ脳組織IT.･L.:容斬させ守∴ JL:/

(叫私 残存駆摘L純lr:蒸留水-こ斗 ['TI烏光源.除去 し.液体

肇素にて急速凍結 ト∴ 真空乾燥さ･七･t-:∴ 最後i二鋳型標

本を T'-寸∴ ニト-･ト ーも‖ト3,1･Iik(ILに-こ白金 十号･ン蒸

着し.走査電 [･政敵錆 LS-:15().11itI1(､hilで観察 した.

なお対照群として,正常ラット5匹から同様の血管鋳

型標本を作製 して,正常の徹か血管構築を観察 した.

詔. 血管内皮紐胸の増殖能の検討

損傷lJT:-%後1.i).二㌦ ･1,5.6, I.1し)I1･).21.

1'8E~丁目に,各でニト ･lt二7日J一一を対象､L二して検討 し-i.I.令

麻下に 1汁L-lLTi.武l杵酎 い 覆.尾静腔か∴ ･1(1711gkさて捜

与した. 且時間後に開胸 し,血管鋳型標本作製時と同様

に,37℃の生理食塩水で濯流した後,70%ェタj-ルに

て潅流同意 した.摘出脳をパラフィン包埋後声損傷部の

レベルで厚さ 6gEm 殿冠状切片を作製 した.これらの

切片をキシレソにて脱パラブイソを行ないき 2N HC且

で二110分間圭混処理 し.-,L､-I!.し1.1＼LIN;1･313.i()Tで申和

した▲内因性ベルオ率シダ-ゼ活性を阻止するため0.3

盟 H202加メタノ-ルで60分間処理 した後,非特異的
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図 4 損傷作製後7[]目の8S6血管鋳型の走査電子&I赦鏡写真

^ :脳表部付近ハ屈帆 拡張 した血管 1号こIl･･-･････50/Em

B:辺縁部の結節状隆起 した不規則な血管 BaT-50がm

C:辺縁部の吻合 した血管 Bar-50tEm
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図 5 損傷作取扱14r]日(T)脱血管鋳型の走夜電子顕
微鏡写托 ⅠうこII一二･････5OILm

図 6 損 傷 作 魁 後 21｢三廿 】(,T)脳 血管 鋳 型 cI)走 食電 子顕

微鏡 写 た tiこIr･--50lEm

図 7 損傷作敏枝28【_::1円の脳血管鋳型(7ヽ表在電子願赦鏡写真
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反応を防ぐため,正常ウマ血清で処理 した.一統抗体はき

･1柵畑二番釈 した抗 BrdLT抗休 しBtTL.toni)i(､kinsい‖ 社

製)を用い.室温で2時間反応させた. 一.沃 4桐 畑 tl'0()

倍に希釈 した biotin化抗マウス抗体 (Vec随 r 社 製 )

を用い,室温で30分間反応させた.次に.八＼,i(li什 l)iいIin-

peTO裏dasecomplex(Vector社製)を30分間反応させ,

最後に∴ ミ∴i′-(liLll11il10t)eHfi(liII L, - I ( .trこl恒.dn.(･hroli(1p

にて発色させた.し こItk1..1iIILTIIl(kxは,50(卜 1.00し日岡ハ

細胞に対する BrdU 標識細胞の割合で義わした.

11Ⅰ.結 果

t. 微小血管構築の変化

正常ラット脳では,動脈は脳表面から垂直に実質へ向

か.､て洋 二i(卜 :IuIETnハ′｣＼動脈を冊 立し,皮質で血管叢

を形成 していた.径 10iEm 以下の毛細血管は小静脈-

流入していた曲静脈は深部指質から髄索-走行 し,径30-

70ilm の静脈-流入 していた.動脈の表面は内皮細胞

横の内腔への突出による約 5机 5tlm 太の明瞭な楕円

形の陥凹があり,規則的な配列をしていた,静脈では内

皮細胞横の突出は不鮮明な額円形をしており,配列 も不

規則であった (図 望-A,2-B).

損傷作製後 7巨∃目では,光顧標本にて病巣及び周辺部

に大小不同の径の異なる血管が多数認められた (図 3-

Al, 血管鋳型標本では. 脳天付近に直径 二i(卜 iIO/Enl

の径が不規則な血管を多数認め,それらは拡張 して屈曲

や蛇行 しながら走行し,動脈か静脈かの判別が困難であっ

た し図 ･卜Al.そハ他に.病巣及び周辺部に lO/Em 前

後の小血管が屈軌 蛇行 L,さらに結節状隆起や吻合を

した所.且を認ムJlた し図 ･1-臥 ･Ill).

損傷作製後1:1LH~ト亡は 光軸標本にて病巣周辺部に大

小不同の血管は少数認めたが,その数は7日目より明ら

付近にみられた不規則な異常血管ははば消失していたが,

病削 1.'iilj部ハ 1()lLm 前後しり小血管にはまだ屈曲や蛇行

した所見を残 していた く綴 鋸 .

損傷作製後21日目になると,発願標本では病巣周辺部

の血管の数は減少 し,径の不整も少なかった (図 3瑠).

lfll管鋳型標本では,病巣周辺部m nl管L7)密度はトli.日常二

比べさらに減少 し,10pm 前後の小血管の内腔は平滑

になり,不規則な屈曲や蛇行は減少 していた (図 鎧).

損傷作製後28日目になると,光顧 標本では病巣は襲胞

化し,周辺部の血管はほとんど認められなくなった (図

3-D).血管鋳型標本でも病巣周辺部の血管はスム-潔

な義行をしていたが,血管の密度は非常に低 くなり,敏

1169

図 Lq Br(1U にて漂諭された内皮細胞 (･印)(洞

勝 作 製 後7日目)免疫組織染色x朝00
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小血管の内径はやや狭小化を認めた (図 トA.7-Lll.

2.血管内皮細胞の増殖能

BTdU をこ襟諭された細胞 (図 8)は,形態学的所見か

らマクロファ-ジ等の血液由来細胞や神経屡細胞が多数

を占めていると考えられたが,2円目から出現 して, 3

L=-1に急増 し,7Ruに最高値 (LI14.lob)に連 L真二.

そJ)後減少してし､くが,I-IFlR以後も少数 LL11.8-i).0

細胞と考えられる細胞の標識は少数ではあるが, 2日目

から認めzL〕Iltて. 二日.=｣に増加し, 7Ll卜‖こ最高値 (LI

2.0001に逢 して,1引=1に心肖失 していた (図 91.

IV.考 察

血管構築(･f)研究には従来711irI･0こlngi(1gr;ll)hll,1日'2､13､

が用い王､〕Jtて来たが∴ 二次Jt的iこ詳細に徴小爪L管を観察

管系を立体的に微細 こ走査電雌を1削 ､て観察できか十C:I.

血管構築の研究には･極tt'-て有THであるlm H5㌧ 中枢神

経系の血管構築(,')研究に も fl肌 ､と■)れ i仁常脳 lmHH6､

17､脊髄t8､-及び種 J々)疾 患 ['119､2l､22l. さL､､に,胎牛期しpTう

嵐や渡癌の血管形成i7)19)についても深 く研究されてい

る.病巣の修復過程で新生血管が出現することは,これ

までをこ凍結損傷6)7)a),脳梗塞 23)2逢う25き26㌔ 外傷創望7)28)

などで認められており,おもをこその教小形態や トレ--サ-

に七十す-る透過性に関 して研究がたされてきた. しかし.

新盤血管の血管構築をこ関する研究は非常をこ少ない5)293

れている5).すなわち,拍)浮腰周囲から既存の血管構

築を利.fljして再現 していく場合上 し21損傷LJl強い部位

で既存の血管構築から離れて全 く異なる新盤血管の構築

がなさ,11る場合て凍 る. 透過電顕で観察 した Caneilld

らの凍結損傷の寛醜8)では,保存された基底膜をこ沿 っ

て損傷 3[ヨ後より｢知立細胞Lり再生がjlr-',ll. 5F.けl降に

なる]-_tight.junctiollを形成 1.,始れ 7Fl後にはl~f~:.常

な血管が再建され,15日ないし35日後には完全治癒する

と述べている.(吊 の場合は基底膜が保存され それに

沿って損傷 3田後から微小血管が新盤 していくのであろ

うと考えられる.

-方,基底膜が崩壊された部位では,如何をこして血管

が再建 されていくのであろうか.胎児脳の血管発生をこお

いて非連続な基底膜の部位で未熟な血管が認められるこ

と 30),腰痛の血管新生ではまず基底膜の破壊がおこり

血管内皮細胞が遊走 してい くことが知 られている81).

損傷作製後 7E3目に病巣及び周辺部に認められた屈曲,

蛇行 結節状隆起や吻 合した異常血管は,胎′L期州脳や

腰慶内をこ出現する血管増生壊17)19)と非常に察似 してい

る血書田ら29)は同様な所見は脳梗塞の修復過程で屯認

められたことを報告している.これらのことから胎生期

の脳や願慶の血管新生と損傷や膳梗塞の修復過程をこ認め

られる血管新生とは,共通 した機序を有すると考えられ

る.

次に.1(lt管構築しT)修復i二間lj:打:)細胞し'~1増殖能に一.-い

て検討 した.lirdt廿 .Lth叩Iirlineハ Llnilloguc,として

ン拭体を明いて l)N八 合成期(7)軸7胞を同定 す る ことが

可能でか t'=2.こ1こ1､.損f射乍製後二iUL】に修 復 に関 与す

る細胞(り増殖性が急に活発に在るが.損傷 後に血液 r行来

細胞れ急増 し, 神経腸細胞が増殖せる ノこい ')報告 二川 卜

とよく一致 しているB血管内皮細胞の増殖は少数 であ る

が,損傷作製後 3[-1目に増加 して. 7rHIに最高伯 LLI

._7001に達 し,1JiH[=二心 F.tj失 していた.こLJ)損傷作

製後 2週間は血管鋳型倍率で異常血管が多く認められた

新生血管 の形成にはいくつかの段階が考えられてお

り語まきヵ すなわち基底膜の破壊, 血管内皮細胞の意義 と

叩r(-uti.)形成,血管内皮細胞L77増殖と基底膜LIl構築.

血流の成立,血管が伸張 し,成熟 した血管網の形成であ

ら.したが-､て,7H卜=こ認抑 ､､Il:i'異常血管群はsprout

が形成きれ 彪管腔が形成されつつある未熟な血管と考

えられ,14日以後はこれらの未熟な血管が成熟 していく

過程のものと考えられる.

新生血管の機能に関 して｢し こIILまで 川ミP Lり透過

性により棟;汀iw され jⅢ射妾L)-3遇で 卜L-守-に

対する BBB は獲得 されると貰われている.さらをこ,

新盤血管の成熟過程を,内皮細胞に存在する膜酵素の簸

色性から検討 した鮭増水 ら急落)の繋験では予 梗塞巣の修

復過程に出現する新生血管くま.当初 こIlkこllinLIPh()sphalこrSt?

や 1′一glutこIm)･ltt-IlnSl)PPti(1こISe活性を特た侶 ･､が,′レ

なくともその一部は後にそれぞれ酵素活性を獲得するよ

うをこなり,それには神経済細胞との関連が示酸されてい

る.

淡に,新生血管をこよる血管構築の推移はどのようにな

るのであろうか申損傷作製後21,28日目には異常血管は

認められなくなり,血管の密度も低 くなっており,あた

か屯新生血管が消過 していくようにもみえた.果た して

新生血管は成熟化するが大部分は消失 していくのかき新

生血管は残存するが血管腔が閉塞 しているだけなのかの

判断は血管鋳型標本のみの検討では困難である.新生血
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管の消過は興味深い問題であり,そのメカニズムについ

てはさらに研究を進める必要がある.

病巣の修復にはいくつかの重要な過程があり,その生

物学的意義も指摘 されている3),すなわち,招 神経細

胞変性と星状謬細胞の藤張,2)脳浮腰の出現,3)マク

ロスァ-ジの出現と星状謬細胞の分裂 e移動,射 星状

済細胞の再被覆という過程をたどり,治癒に向かって行

く.男磁浮腫という病態は病巣修復をこ不可欠な過程でありチ

細胞の増生や移動運動に必要な細胞外鰹として存在 し

胎生期の個体形成の機序の鰐現であると生田ら3)は考

察 している.これらのことを考慮すると病巣の修復過程

をこ出現する新生血管屯胎生期の血管形成と額似の磯序を

有 し,その成長と分化には血管周囲の環境の変化と密接

な関係があると考えられた.

1㌧ ま と め

脳損傷後の修復過程における教小血管構築の変化を,

ラットの凍結脳損傷モデルと脳血管鋳型法を履いて走査

電子顧徴鏡にて経略的に観察 した.さらに血管内皮細胞

の増殖能について,BrdU をマ-カ-とした酵素抗体標

識法を用いて検討 した.

日 脳血管鋳型法では,損傷作製後7,1壇日日には,

病巣及び周辺部に,屈曲,蛇行,さらに結節状隆起や吻

脅した異常血管を認めた.これらの異常血管は胎生期の

脳や脳腫癌の血管形成に出現する血管像と非常をこ類似 し

ており,新生血管をこ共通 した血管像と考えられた.その

時期は血管内皮纏胞の増殖能先進とも一致 していた.

2) 損傷作製後21日目の血管鋳型標本では病巣及び周

辺部をこ異常血管は認められなくなり,血管壁の不整も減

少していた.血管の密度は,7,14日目をこ比べ減少 して

いた.28日目になると,病巣周辺部の血管の密度はさら

に減少 し,敵中血管の内径はやや狭小化 していた.

3) 損傷後の修復過程に出現する血管新生は,胎生期

の脳や脳腫轟の血管新生と類似の鶴序を有 し,その生長

や分化闘 ま血管周囲の環境の変化と密接な関係があると

考えられた.

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜わりま

した田中隆一教護愛に深甚なる謝意を表わすとともをこ,

御指導頂きました川崎医科大学脳神経外科石井鎗二

教授に深謝申し上げます.また,鋳型標本作製にお

いて適切な御助言を頂 きました弘前大学附属脆 さ神

経疾患研究施設神経病理部門吉田泰二助教授,棄貌

神経病理学教室江)圧藍公技官に深謝致 し潰す.さら
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紘,本研究を進めるにあたり絶えず協力 して頂きま

した脳神経外科教室Lrl先生方. 廿.I/,清技′自＼ 閲i=和

代嬢,東山信子嬢に心から感謝いたします.
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