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Endothelial cells collected from the fresh human umbilical vein were dispersed into small 

culture wells(LimbroR 24 Flat bottom wells 1.7×1.6 cm) numbering 5～7×10りmlcontaining 

'1 mixture of 199 culture medium and 20°0 fetal calf serum. Confluent or subconfiuent vascular 

endothelial cell-sheets were utilized to examine the effect of 'vlitomycin仁C'¥I:VIぐ） and human gra 

nulocytes on the vascul孔rendothelium. 

There W 山 noinjury to the endothelium when it was exposed to :¥I ¥IC(lOO /.Lg/ml) for 30 

minutes. But exposure of the endothelium to the culture medium containing :¥L¥IC(lOO /.Lg/ml) 

and granulocytes (7×106/ml) for 30 minutes evoked 、円・ereendothelial injury. This harmful 

effect of ¥I :¥ l ＜、 andgranulocytes on the endothelium was moderated when 20°10 fetal calf serum 

wa' added into the culture medium. However、日1cce川刊 exposure(about 24 hours) of the 

endothelium to ¥L¥JC<lO～100 g/ml) induced injury related to the concentration of ¥I'.¥! C 

added. And finally it was ob号ervedthat exposure of granulocytes to :¥ l ¥I C(lOO /.Lg/ml) for 

30 minutes revealed !es吋 viablegranulocytes after 24 hours in comparison with the control. 

Because of these findings, it is suspected that :¥ l ＼！仁 influencesthe granulocytes to release 

protease which （山町、 injuryto the cultured endothelium. Considering this experiment along 

with a previously submitted report、iti-. suggeted that a one shot administration （ル， ip)of a 

large amount of ¥L¥［（、 incooperation with granulocytes will cause a certain amount of injury to 

the endothelium and make it easier for tumor同！ls.injected into the vein‘to lodge themselves on 

the endothelium、in《Tl"<bingthじ numberof metastatic nodules. 

K引 words: ¥litomycin C, Endothelium levrocytc'. ＼＂‘iscular injury, Cell culture. 
索引語：マイト 7イシンぐ，内皮細胞，白血球，血管障害，細胞培養．
Pre刈ntaddress: The 2nd Department of内urgery.Faulty of ¥ledicine. Kvoto l、ni、cr.,ity.宗akvo・ku‘Kvotn606, 
Japan. 
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緒 言＝－

"" 
著者は， A¥1lの7 イトマイシンc（以下 MMt＇ と

略す）をあらかじめ投与（静注，門脈注入，腹腔内注

入）したラットに，腹水！日癌 AH13Cの細胞を門脈内

より注入したところ肺，肝の車，；防車ti節数が増加すると

とを認めた27>. 乙の転移増加は.MMC により血管内

皮障害が起った結果，癌細胞が血管内皮に着床し易く

なった為にもたらされたものではないかと考えた．本

稿では，培養血管内皮細胞を用いて MMぐ に対する

反応を観察した結果を報告する．

実験材料

1. 血管内皮細胞による一層の細胞シートの作製

帝王切開，又は自然分娩後冷所lζ保存（12時間以

内）した隣帯を使用した．内皮細胞の採取手技は，

Gimbroneの方法12>ICょった．即ち 500mlの生理食

塩水で騎帯静脈を静かに洗浄し，コラーゲナーゼ溶液

（（刊 Mg特加 PB討に溶解， lmg; 

type ！＼＇）；を 15～20ml注入しfこ， 37。Cilul桁内lζ20分

間静置し．数回フラッシングした後， Ni液を取り出し

た＇ 1000回転10分間の遠心で3回洗浄（PBS溶液で）

iを， 20%牛胎児血清（以下 FC‘メと略す）を加えた199

培地｛［細胞数 5～7×105コ／mlの数lζ調整して浮遊さ
せた この細胞浮遊液を FlけW 社製24穴の培養皿の 1

穴へ lu ずつ注入した. 27。C 恒温柚＼ 又は 37。c,

5% （＇（～ インキュベーター内で培養した．約2週間

でconflnentになったものを血管内皮モデゾレとして使

用した（写真1• 2）.培地交換は，初回が12時間後．

以後は3～4日毎lこ行なった．尚．血管内皮によるセ
ルシート（cellsheet) （土透過電子顕微鏡による観察

で組胞内に多数の Weibel・Palade小体l引を確認した．

（写真6-a,IJ) 

2. MMC液の作製

MMC （協和発醇 K K.）を199培地に種々の濃度で

溶解して作製した．

3. 白血球浮遊液の作製

Bり｝川】いの方法lこ準じて， 白血球浮遊液を作製し

た.6%白血球分離用デキストラン（分子量18万，

PBS IC溶解） 4 mlとへノfリン1000単位を，プラスチ

け製 20ml注射器に入れ 15mlの人血液を採取し

た｛えよく振盟主混和して針を上にし， 37。C で30分間

静置した．フィーコールパーク（PharmaciaFine Che・ 

micals, l.' l’いもdd，討、h d川1）を1/2行人れたプラスチッ

ク試験管を用意して．注射器の上清を静かに重層した

500 (; 40分で遠心後，i:tdtiこo.2?0'1二食水 2mlJを20秒

間作用させて混入している赤血球を除いた.199培地で

3回洗浄した後細胞数を数えて細胞浮遊液とした．（写

真 3)

実験方法

l. ¥.Pd＜ーを持続的にセノレシート ICfl川させた

(I）・ 20% F('S添加199倍地IC ¥.I i¥l l' をそれぞれ

1) 1000 μ日＂＇＇ ii) 100 μ日・nil iii) lOμg 1111の濃度に

なるように加えて，培養内皮細胞の培養皿へ各 1ml 

づっ注入し，経時聞に観察した．

(2) 20箔ドcs添加199倍地lム＼.I¥.I（＇を，それぞ
れ 100μg. ml, 10 μg,mlとなるように加え．更に白血

球を 7×106コJ'mlとなるように加えたものを，各 1

mlずつ培養皿に注入して経時聞に観察した．

2. ¥.IMCを短時間セJレシート！こ接触させた．

(!) 山尚無添加199倍地ICMMC 100 μg ・1111の濃度

として30分間内皮細胞に作用させた．その後 ＇.17°（、 の

PBSで 3回洗浄した後. 20~ぢ FCS 添加199倍地で培

養を続けた．

(2) 血清無添加199倍地に＼.I九IC、100µ日• 1111，白血

球 7× 10• コ ／ml としたものを30分間内皮細胞に作用

表 1 血清添加で持続的lζ ＼.I:¥H.を作用させた場

合の培養内皮細胞への影響．

（生存内皮細胞の比率）

iVl:VIC i箆陪？ ' I ! 

1000 μg/ml 

100 μ日；ml 

; 25. 3あ ＇ 17. 6'-b 

100ら I18. 3r,;() 

。%

。%

10 μg/ml ; 1吻 147.同 21%

I :¥I :¥I（＇帥，白血球 H，血清帥］

表2 血清添加で持続的に＼＇IMCと白血球を作用

させた場合の培養内皮細胞への肥料’

（生存内皮細胞の比率）

時間 ｜4 hr. I s hr. I 40 hr. ¥.I ¥.IC濃度 一、～－ i I 1 

100 μ日・ml 100ιらど1.3qづ 。%

10 μg ml l 100% i 54. 4% 幻
［：＼！五IC、卜トj’白血球 f+l.血清帥］
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写真1 写真2

写真3

写真 1隣侍より採取して培養開始佼12時間の血管内皮細胞 (20x10で撮影）
写真2 ほぽ Conluentになった10日後の血管内皮細胞 (10×10) 

写真3 ヒトより採取した新鮮な白血球細胞（矢印）
（小さい細胞は赤血球……中心陥凹が観察される） (20x10) 

させた．その後 3TCの［＇BSで3回洗浄した後200う

F<、N添加199倍地で培養を続けた，

*2ー（1)(2)(3）では．引1bconfluentのセルシートを用

L、fこ．
(3) 血清無添加199培地（こ白血球 7x106コJ ml加え

たものを30分間内皮細胞に作用させた．

1-1) 血清添加（20%FCSJ 1州 fi＇：地tjlに白血球 7温

106コ／ml. ¥J:¥!Cをそれぞれ 100μg, ml, 10 μg ml, 1 
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μg/ml, 0. 1 μg/ml, 0. 01 μg’mlとしたものを30分間作

用させた．

観察は，位相差顕微鏡（オリンパス）により経時的

に行なった．

写真を用いて一定面積の中の生きている内皮細胞数

を数えた．図と表は，処置前の内皮細胞数を 100%と

して残存している生細胞数を表わしている．

$実験lー（1)(2), II (1)(2)(3)(4）の 6群は，各群とも 3

～5の well のセルシートを用いた．表iζ示した生細

胞数の割合は，その平均値である．

3. 199倍地に白血球を 106コ／ml となるように浮遊

させた．

(!) (MMC 100 μg/mlを白血球IC短時間作用させ

た．）

MMCを 100μ.g/mlとなるように白血球浮遊液に

加えて30分間作用させ， その後， 199培地で3回洗浄

し，0.5%トリパンフソレー 1容を細胞浮遊液1容に加え

て2分間静還後，生細胞数を数えた その後20~ぢ FCS

を加えた199倍地で24時間培養し．再びトリパンブル

ーテストを行なった．

(2) (MMC 10μ.g/mlを白血球に短時間作用させた．）

MMCを 10μg/mlとなるように白血球浮遊液lζ加

えて，以下（1）と同様に実験を行なった．

(3) （コントロ－；レ）

MMCを加えないで30分間静置後，以下（1）と同様

IC実験を行なった．

結 果

1. (!) MMCを持続的に作用させた場合，血管内皮

細胞は， i)1000 μ.g/mlでは， 4時間後に障害が著明

(80$ぢ以上の細胞がプラスチック底面より剥離）とな

り、ii)100 μg/mlでは， 4時間では障害はみられず

8時間後に障害が80%以上となった.40時間後には，

i）と ii）は， 100~ぢの細胞障害が観察されたが iii) 10 

時／mlでは， 80%が障害された．（表 1＇図 1)

SURYlilLHTIOF 
CHIS 

'i 

酬 CIOO,,J/ml 

J・・
11 

•+w+s+. ,M+w+s+. • M+w-s+. 

50 、 ＼＼ 
附＋w・＋s-. ・M+W-S・・．・”－WH-o

‘ tヘ ー 三〉

1‘ 12 I・r一ぷ」＿＿＿：＿：＿＿i;,-;-;-
｛網”Mc,w'wac, s.mu附）

図 1 MMC 100μ.g/ml を短時間（30分）又は長時間

作用させた場合の培養内皮細胞への影響，実線

は短時間．破線は長時間 MMCが作用したζと

を示す．

2. (1) (MMCを血清無添加で 100μ.g/mlの濃度で

30分間作用させた場合），内皮細胞は，全く変化を示さ

なかった．その後培養を継続した場合細胞は，増殖傾

向を示し1週間後に confluent となった．（表3.図

1，写真ιa,b, c) 

•lo•e cell, 

附聞c10占＇J/mι

10~ 「→寸t寸一一～～

S目、 ＆ ． 

一一．

• ． 
18 24 40"°"" 

( M：附MC, W WBC , S SERUM ) 

•· M+w+ s+ 

企：M+w+s-t

e:M+w-St-

図2 MMC 10μ店パnlを30分， くは長時間作用させ

た場合の培養細胞への影響．

実線は短時間，破線は長時間 MMCが作用した

ことを示す．

表3 血清（一）で30分間 MMC又は白血球を作用させた場合の培養内皮細胞への影響．

一 、、時間 1 60min. I 山 ! 24 hr. 1 7 d. 

MMC 100 μg/ml 100% lOOGo 100勿 120% 

MMC 100 fo~jml 
WBC 7× ml 50% 1500 0% 0% 

、司！BC 7、106.iml 100% 時 l時 l ロ
『－ - .. 一一一ー一一一一一‘一一

[M¥IC 帥，血清HJ （生存内皮細胞の比率）
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写真4-b (12時間〕 写真5-b 

写真4-c (24時間〕 写真5c 
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写真6-a (11000×〉

写真6b 

「120000 ) 
写真6a 培養血管内皮細胞の透過電子顕微鏡写真．

瞬帯静脈の血管内皮細胞内に多数あるといわれる Weibel-Palade小体が認

められる．（矢印）

写真6-b Weibel-Pallade小体の強拡大

823 

(2) (MMCを血清無添加で lOOμg/mlの濃度とし， た場合，内皮細胞は，増殖して 1週間後には conflu-

これに白血球を 7×106コノml となるよう加え30分作 entとなった．（表 3＇図 1)

用させた場合） 60分後lこ80？ぢ以上の細胞がプラスチツ 1-11 種々 の濃度の；＼！＼ICを血清添加で白血球 17×

ク底より浮離した．残存した細胞を洗浄後続けて培養 106コ／ml）とともにセノレシートに30分間作用させた場

したところ剥離傾向を示して2日後には 100%剥離し 合は， lOOμg/mlの濃度で（2）と比較すると障害がかな

ていた．（表3，図l，写真5-a,b戸） り和らげられていることがわかった．（図 1＇表 4）ふ

(3）白血球のみでは，内皮細胞に全く障害は，生じ 1 μg ml以下では，障害が全く認められなかった．

なかった.30分後白血球を除き，洗浄後7日間培養し 3. 30分後のトリパンブルーテストでは，（1)(2)(3）とも

写真4-a 実験2(1) 

写真4b 実験2(1)
写真4-c 実験2(1) 

写真5a 実験2(2) 

写真5-b 実験2(2) 

写真5-c 実験2(2) 

（九日ICを血清無添加で lOOμg/mlの濃度で30分間作用させた）

60分後．障害は認められない.(10×10〕

12時間後．障害は認められない.(10×10) 

24時間後．障害は認められない (10×10) 

（：＼！λICを血清無添加で lOOμg/mlの濃度とし， 乙れに白血球

7 × io• コ／ml となるよう加え30分間作用させた）

60分後. 50？ちの障害を認める.(10×10) 

12時間後ー 857ちの障害を認める.(10×10) 

24時間後. 100%の障害を認める. (lOxlO) 
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表4血清（十）で30分間 :Vt:¥ICと白血球を作用さ
せた場合の培養内皮細胞への影響．

（生存内皮細胞の比率〉

咋而 I 4 hr. , 1s hr. i 40 hr. 
¥I ¥I(' J'.；度 斗一一一一一一一一一一一一一
100 μg川 i 100% 1 s9.15ぢI20. 25ぢ

10同 1111 ' 100% I 100；；ぢ I go；；ぢ
lμgml 100勾 1005ぢj lO(JOo 

0.1 叫 1111 I 100% I ioo5ちIiooco 
o. 0111g 1111 I 100% ¥ ioo% ¥ 1005ぢ

l¥I ¥IC帥，白血球制，血清例］

iζ日75ぢ以上が生細胞であり，有意の差は，認められな

かった. 24時間後では． トリパンブノレーに決る細胞

（死細胞と判定）は，（1)か76.1C0・（2）が53.9°0. (3）が

n.3%であり，マイト 7 イシンと接触させた（I112)では．

生細胞数が有意に減少していた.(Pく0.01) 

考 察

動物IC薬物，または放射線による前処置を行なうと，

静脈内へ注入した細胞の肝，姉転移が増加するという

報告は数多く認められる．サイタロフォスフ？マイド

の大量投与後に肺転移結節数が著しく増加するという

わとの報告に関連し著者はサイクロフォスフ 7"7イ

ドと同線に．アノレキノレ化作用lとよりその効力を発揮す

t’f 
- (. （＇~ . ( .. 

写真7

表5 白血球に血清（ー）で！＼IMCを作用（30分間）

させトリパンブルーテストにより生細胞数

を数えた．

＼函盈亙竺~l~~ f竺堅一
コントロール 98. 3 ._ 1. 1:Vi0 42. 3土12.8%

川忙 lOμgml 机 5土日必 ：53. 9二 2.4%

¥I :VIC 100 /Lg/ml 98. 1土3.1 ~ち 76. 1土 7.1% 

表は障よ細胞の全細胞に対する比率である．

るという 7 イト 7 イシンc17'34> （以下 :VIMCJの大量
投与（300～800μg/kgr）の場合にも司同様な現象が起

り得ることをラソトを用いて確認した27>• 

転移増強の機序については＇ 1）血管内皮障害ペ組

織障，l；＇.＇ペ 2）凝固系の乱れ凶36>'3）免疫抑制， 4）腰

蕩への直接作用19>など種々の報告があるが， Carmel

7>, Eddy引， Putten3ペ Brown5＇らの報告に基づき，血

管障害がその大きな要因になるのではし、かと考えて本

実験を行なった．

癌細胞は．血管内皮に付着すると，血管内皮細胞の

接合部へ偽足を慢人させて離開させ内皮細胞下へもぐ

り乙む山，22,3リ，（白血球も同様な様式で血管外へ遊定

するゐ23）.）次に， 基底膜を融解28,35＞してさらに侵入を

， ι、
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続け．着床を完了する．ととろで，癌細胞は血管内皮

細胞に対してはほとんど付着しないが21，叩．基底膜へ

は非常に付着しやすいという叫拍．従って，内皮細胞

間隙の開裂．または内皮細胞の剥離により基底膜が露

出した場合にはじめて癌細胞の血管壁付着が容易に達

せられるであろう．この基底膜は，培養血管内皮細胞

下に形成される Extra-cellularmatrix (ECM）と同一

の物であるζとか，Vlodavsky・切により証明されてい

る． この報告の中で， ECM はコラーゲン（typeJV, 

V），アミーン，ファイブロネクチン， Sulphatedpro-

teoglycanで織成されていると述べている． 培養内皮

細胞に障害を与えると，内皮細胞は培養皿（フ。ラスチ

ック，ガラス〉より剥離して遊離し，底面lζECMが

残ることが観察される．（写真7)

薬剤による血管内皮細胞の障害については種セの報

告が行なわれている．ヒスタミンでは．血管内皮細胞

間lζ間隙を生ずるという 11'2<>. コラーゲナーゼ， トリ

プシンの双方で著明な血管内皮細胞剥離が起り．トロ

ンビンでは内皮細胞が収縮して基底膜が露出するとい

う26》． また．炎症持lC:白血球が血管外へ遊走する時IL

Ii.癌細胞同様に内皮細胞間隙を押し広げて遊走する

が，乙の時lこも一時基底膜が露出するわけである3.23》．

Janoff は，白血球のプロテアーゼに強力な血管障害作

用があると述べている19J

著者は， MMCK直接の血管内皮障害性があるか否

かを確かめるために，高濃度の MMC(100 μg/ml）を

無血清で30分間培養血管内皮細胞に作用させてみたが，

全く変化が見られず．内皮細胞はその後も増殖傾向を

示した．従って高濃度であっても短時間であれば．

MMCそのものが血管内皮を障害しないと理解した．

もっとも，持続的に MMCを血管内皮細胞に作用さ

せると， 100μg/ml, 10 μg/mlでは18時間後l乙 1000

時／mlでは4時間後に障害が認められたので長時間の

作用では，直接障害の機作も存在すると判断された．

しかし， MMCを 30mgの大量ワンショット静注

した場合の血中レベルは，最初の数分間は非常に高濃

度であるが，30分後に 0.8 μg/ml, 60分後で 0.5 μg/ 

mlと非常に低濃度になるという報告仰と考え併せれ

ば．生体内で MMCが血管内皮細胞へ及ぼす作用機

序が先lζ述べた直接作用であるとは考え難い．

それでは， MMCが血小板，または白血球を介して

血管内皮細胞障害に働きはしないだ、ろうか．血小板lζ

Ii. Gimbrone'2' により血管内皮細胞を保護する作用

のある乙とが示されている．また， Marcum25＇は．血

小板の放出反応は．癌細胞と基底膜との付着lこ影響を

与えないと述べている．

これに反して，白血球内に含まれる成分には， 著明

な内皮障害のあることが報告されているふ）5・M・19.29032・

33'. Janoff山は．カテプシン， トリプシンと異なる．

中性で最大の活性を有し，熱lζ不安定なプロテアーセ

が白血球中にあり．強い組織障害性を持つと述べてい

る．青木（Y）＂は， ζれが白血球のミトコンドリア分

画中にあるセリンプロテアーゼだと報告しており， リ

ュー7チ様関節炎．慢性骨髄性白血病で血中濃度が増

えるといっている． 青木（和）2》Ii.網膜中心静脈閉塞，

ベーチエ ット病でもセリンプロテアーゼの血中濃度が

土昇していると述べている．

繍体32l，エンドトキシン6lは白血球を介して血管内

皮障害を起こすと報告されている．著者の実験では，

無血清で白血球と血管内皮細胞を30分間作用させても

全く障害は起こらなかったが， MMC 100 μg/ml を同

時IL作用させた場合，著明な障害が起ζった．また．

無血清で白血球のみに MMCを30分間作用させた場

合は，白血球にはコントロールと比べて障害の程度が

有意に大きかった.(Pく0.01）これにより，MMCが

白血球に働きかけて何らかの障害物質を放出している

らしいと推論された．

セリンプロテアーゼは，プロテアーゼインヒピター

でその作用が抑制されているといわれている．本実験

で，白血球と MMCを同時に短時間，血管内皮細胞

に作用させた場合，血清無添加だと内皮障害が非常に

強いのに比較して．血清添加の場合は，障害の程度が

非常に軽減されるのが観察され．血清中のおそら くプ

ロテアーゼインヒビターが，白血球より放出されて血

管内皮を損傷するおそらくセリンフ。ロテアーゼの作用

を中和すると考えられた．

なお，長時間 MMCと白血球を血管内皮細胞に作

用させた場合には，血清による内皮障害中和作用は発

現しなかったが，乙のととは，長時間 MMC を作用

させるζとによる MMCの直接障害作用までは血清

が抑制しないためと考えられるた

本実験において，大量の MMCで前処置された生体

の血管内皮細胞は障害を受けるが，乙の機作は MMC

lとより放出を促進された白血球内のおそらくプロテア

ーセ、が内皮細胞を障害するととによるものであること

が示されたが．その結果この障害が血中の癌細胞の血

管内面への付着．ひいては血管外に転移を形成するこ

とを容易ならしめるであろう乙とが示唆されるのであ
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る．

結 三五
回c

a. ヒト騎帯静脈より採取した培養血管内皮細胞に

対して． 高濃度 九ll¥ICの短時間接触は細胞障害を引

き起こさなかった．

b.さらに，ζれに白血球を添加すると，著明な細

胞障害が認められた．

c.上記の障害作用は.20%の血清を添加する ζと

で著明lζ抑制された．

d.内皮細胞は，白血球のみでは全く障害されなか

った．

以上により，高濃度 M¥H' は白血球を介して血管

内皮細胞障害を起とす乙とが示されたが.MMC によ

り刺激，または障害を受け放出された白血球中のセリ

ンプロテアーゼが血管内山を障害すると推努される

更に生体に対するワンシ司ツトの＼IMC大量投与は，

血管内皮障害を惹起し流血中の筋細胞の壁付着を促

し転移結節数の増加をもたらす乙とが推定される．

務を終るにあたり，御指導・ 御絞l沼を賜った京都大学医学

部外科学第二講座恩師日笠頼則教授に深甚の感謝を捧げる．

第一報に引続き今回も適切な御助言をいただいた東北大学抗

酸菌研究所肺癌部門佐藤春郎教岐に対しても深甚なる感謝を

捧げる．また，京都大学医学部外科学第二講座I！~回 馨講師
の終始かわらぬ御協力はわすれられない．
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