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Extracellular Matrixと内皮細胞

-In vitroにおける血管新生のモデルを用いた検討一
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Relationship between Endothelial Cells and Extracellular Matrix: 

Investigation Using the Model of Angiogenesis in Vitro 
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Department of Neurosurgery, Faculty of Medicine, Kyoto University 

Using model of angiogenesis in vitro, the relationship between endothelial cells and extracellular 

ma tr以 wasstudied. 

Endothelial cells of bovine brain microvascular vessels (BBECs), carotid artery (BCECs) and aorta 

(BAECs) were cultured on type I collagen gel and Matrigel. BBECs make tubular structures and BCECs 

組 dBAECs grow and make confluent monolayer on type I collagen gel. BCECs and BAECs make 

tubular structures when second layer of collagen gel was overlaid. BBECs, BCECs and BAECs rapidly 

make tubular structures on Matrigel. These morphological changes were not affected by basic fibroblast 

growth factor. 

The effect of extracellular matrices on the cell kinetics and morphology of cultured bovine carotid 

artery endothelial cells was studied. Endothelial cells show a cobble stone appearance on plastic叩 dtype 

I collagen gel. They proliferate and make capillary-like structures on reconstituted gels composed of type 

I collagen and basement membrane substrata. And that endothelial cells forming capillary-like structures 

were increased with the increase in the concentration of basement membrane substrata. Transmission 

electronmicroscopic examination study revealed endothelial cells forming capillary-like structures have 

junctional complexes on type I collagen and its mixture with basement membrane substrata. But en-

dothelial cells on basement membrane substrata have no junctional complexes. 

These results suggest that BBECs have more potent angiogenic ability than BCECs and BAECs. 

And that proliferation and morphogenesis of endothelial cells are regulated by extracellular matrices. 
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I.はじめに

血管新生は個体の発生や種々の病態下でみられる

が，脳神経外科領域においてはとりわけ腫蕩の増殖に

伴う腫蕩血管の発達，あるいは虚血病巣への側副血行

路の形成などが重要である．血管新生のモデルとして

はcornealmicropocket assay法など invivoにおけるア

ヴセイ法が利用されてきた1,8,25,26）.しかし，血管新生

は内皮細胞の増殖，遊走，そして管腔形成という幾多

の過程よりなるため，個々の過程を検討することも重

要である．そのため，近年における細胞培養の技術を

用いて， in vitro での血管新生のそテれノレが開発され

た仏3,13）.これまでの報告から，培養系を用いた場

合に血管新生は内皮細胞の管腔形成として表現され，

①管腔形成は内皮細胞に固有の形態変化であり，平滑

筋細胞や周細胞の存在を必要としない，②管腔形成の

極初期は 1個の内皮細胞中に生じた空胞より生じる，

③管腔形成は微小血管由来の内皮細胞に限らず， E脅帯

静脈や大動脈など大血管由来の内皮細胞にも認められ

る， q:線維芽細胞成長因子などの成長因子，あるいは

phorbol esterなどにより，促進される，⑤コラーゲン

やラミ ιンなどの extracellularmatrixの存在下で促進

されることが明かとなっている6,12,14，即0,23）.本研究で

は，内皮細胞の局在による管腔形成能の違いを牛脳微

小血管，頚動脈および大動脈由来の内皮細胞を用いて

比較検討した．さらに， extracellularmatrixが内皮細

胞の増殖能と管腔形成能に及ぼす影響を牛頚動脈由来

の内皮細胞を用いて検討した．

II.材料と方法

1. 内皮細胞の培養

①牛脳微小血管内皮細胞（BBEC）の培養

BBECは三井らの方法に従って得た16）.即ち，内皮

細胞を得る前に 6穴の培養皿を I型コラーゲン（新田

ゼラチン）でコーティングした．次いで，無菌的に牛

脳白質を phosphatebuffered saline (PBS) （日水）中で

細切し， 15ml容量の遠沈管に回収後， PBSで十分洗

浄した.0.25%トリプシン（Difeo Laboratories)/ 

0.02%EDTA （ナカライテスク） /PBSを lOml加え，

室温で20～30分放置後，牛胎児血清（FBS）を加えて暫

く静置 上清を別の遠沈管に回収した．沈澱物に

10%FBS, 200 U/mlのベニシリンG（明治製菓）および

200 μg/ml のストレプトマイシン（明治製菓）を加え

た M199(Flow Laboratories）を 10ml加え，ピベッテ

イングを繰り返して組織片をもみほぐした．これを静

置して上清を遠沈管に移すとし、う操作を組織片がなく

なるまで繰り返した．回収された培地を遠沈し，上清

を捨てて沈澱物に培地（10%FBS/M199）を加え， I型

コラーゲンでコーティングした培養皿にまきこみ，

37°C, 5%C02, 95%airの条件で6時間静置した．培

地を捨てて， PBS で洗浄し，新しい培地を加えて培

養した．培地は3日毎に交換した．内皮細胞のコロニー

が出現し， 5mm程度の大きさに成長したら，コロニー

の周囲に存在する不要な細胞をラパーポリスマンおよ

びパスツーノレピベットの先端で剥ぎ落とし， PBS で

十分洗浄した15）.位相差顕微鏡でコロニーの周囲に不

要な細胞がないことを確認した後， M199 を加えて 1

日培養し，コロニーをラバーポリスマンで剥ぎ，培地

を回収して遠沈した．上清を捨てて0.25%トリプシン

/ 0. 02%EDT A/PBS で5分間処理した．培地を加え

て遠沈後，得られた内皮細胞を培養皿に播種し，

5%C02, 95%airで培養した．

② 牛頚動脈内皮細胞（BCEC）の培養

BCEC はトリプシン処理により得た．即ち，血管

の外膜をできるだけ剥離した後，血管の分枝を絹糸で

結熱血管の断端に三法活栓をつけた延長管を入れて

回定した．血管内腔を PBS で十分洗浄した後，

0.25%トリプシン／0.02%EDTA/PBS を満たし，

20～30分間放置したその後， 10%FBS,200 U/mlの

ベニシリンGおよび 200μg/mlのストレプトマイシン

を加えた Dulbecco's minimum essential medium 

(DME) （日水）でトリプシン液を洗いだし，遠沈管に

回収して 1000rpmで5分間遠沈した得られた細胞

をDMEに巻き込んで6穴のディ、ッシュに播種した．

なお，ディッシュはあらかじめ清潔にしたカバーガラ

スの破片を敷き詰め， I型コラーゲンでコーティング

しておいた．得られた細胞を位相差顕微鏡で観察し，

細胞数が少ない時は同じ操作を繰り返した.37°C, 

5%C02 95%alrの条件下で培養し， 3日毎に培地を交

換した．内皮細胞のコロニーが出現してきた時点で，

位相差顕微鏡下に内皮細胞のコロニーが 1個だけ存在

するガラス片を拾い上げ， I型コラーゲンをコーテイ

ンクした24穴の培養皿に各々のウェノレに 1個ずつガラ

ス片をのせた．この際，内皮細胞の存在する面を下に

するように置き，ガラス片は 1日後に取り除いた．

③ 牛大動脈内皮細胞（BAEC）の培養

6穴の培養皿にガラス片を敷き詰め， I型コラーゲ

ンでコーティングしておく. BAECは剥離法て、得た．
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即ち，牛大動脈の外膜をできるだけ除去した後，縦に

切り開レた．血管の内腔側をメスの刃で軽くこするよ

うにして内皮細胞を剥離した 刃についた組織を

PBS中に洗い落とし， 1000rpmで5分間遠沈した．

上清を捨てて0.25%トリプシン溶液を加えて15分間静

置し， FBSを加えた．遠沈後， DMEに巻き込み，あ

らかじめ用意した培養皿に播種し， 37°C, 5%CO,, 

95%airで培養したー培地は3日毎に交換した．

BCECの場合と同様， 1個の BAECのコロニーを認

めるガラス片のみを拾い上げ， 24穴の培養皿に l個ず

つガラス片を内皮細胞のある面が下になるようにして

置いた．ガラス片は翌日除去した．

こうして得られた内皮細胞の同定は，アセチノレ化

LDLの取り込みを確認することで行った27).

2. Extracellular matrix 

I型コラーゲン（Vitrogen100) (Collagen Corpora-

tion）と Matrigel(Collaborative Research）を用いた．

(A) 内皮細胞の局在による管腔形成能の検討

Vitrogen 100とMatrigelを12穴の培養皿に加えてイ

ンキュベーター内でゲノレ化させた. BBEC, BCECお

よび BAECをゲノレ化させた Vitrogen100と Matrigel

上にそれぞれ 1.0×10', 1.0×103, 5.0X 103 および

1.0×104個／cm2 ずつ播種し，位相差顕微鏡で経時的

に観察した In vitroにおける血管新生を客観的に評

価するため，経時的に写真を atrandomに5枚ずつ撮

り，形成された管腔をトレーシングベーパーに写し取

ってその長さを計測した29).

bFGF の管腔形成に及ぼす影響を検討するために

BBEC, BCECおよび BAECを12穴の培養皿で、ケツレ化

させた Matrigel 上に 1.0 × 10• 個／cm2 ずつ播種した，

bFGF （宝酒造株式会社，京都）の濃度が 5ng/ml, 10 

ng/ml, 20 ng/ml となるように調整した無血清の培地

を用いて BBEC,BCECおよび BAECを培養した経

時的に位相差顕微鏡下に写真を 5枚ずつ撮り，管腔構

造の長さを測定した．

(B) Extracellular matrixの BCECの増殖と分化に及

ぼす影響

Vitrogen 100と Matrigelを用レ，両者を混合して

Vitrogen 100 Matrigel=4: 1, 2 1, 1: 1, 1’2, 1 4の

体積比となるように各種のゲルを作製した．これらの

ゲノレを24穴の培養皿に加えてゲノレ化させ， BCEC を

1.0×104 個／ウェノレずつ播種し， 37°C, 5%CO,, 

95%air の条件下で培養し，位相差顕微鏡で、経時的に

観察した. 5日後に BCEC をトリプシン及び

Matrisorb (Collaborative Research）で回収し，細胞数

を hemocytometerで数えた．

3. モノク口ーナル抗体 Ki・67を用いた BCECの成

長解析2,27)

Vitrogen 100 と Matrigel より再構成したゲノレを

tissue chamber slide (Lab-Tek）上に加え， ゲノレ化させ

た．再構成したゲル及びプラスチックの上に BCEC

を 1.0x 104個／ウェノレずつ播種し， 37°C, 5%C02, 

95%airの条件下に48時間培養した．その後， PBSで

洗浄し，冷アセトンで10分間固定．室温で乾燥させた

後， PBSで洗浄した．免疫染色は ABC(Avidin-biotin 

complex）法で行った即ち， 5%馬血清で20分間処理

した後， PBS で3回洗浄後， 200倍希釈したモノクロー

ナノレ抗体 Ki-67(Dakopatts）で2時間反応させた.PBS 

で洗浄し， 50倍希釈したピオチン化した horse-anti-

mouse IgGで 1時間反応させ，更に PBSで洗浄し，

100倍希釈した avidinDH and biotinylated horseradish 

peroxidase H complex (Vectast副nABC kit) (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA）を 1時間反応させた．

以上の反応はいずれも室温で行った．発色は 0.01%

H202を加えた 0.5mg/ml diaminobenzidine溶液で約

10分間行った. Hematoxylinで核染を行い，グリセリ

ンで封入した後，顕微鏡で観察した．視野を atr叩’

domに5ヵ所選び，写真を撮って Ki-67陽性細胞の比

率を計算した．

4. 電子顕微鏡による観察

(1) 走査型電子顕微鏡（SEM）による観察

試料を経時的に採取し， 2.5%グノレタールアルデヒ

ド（0.1M カコシノレ酸ナトリウム緩衝液， pH7.2）で

1時間固定， 0.1M カコジノレ酸緩衝液で‘数回洗い，酸

化オスミウムとタンニン酸で処理した後，エタノーJレ

のシリーズで脱水した 臨界点乾燥の後，金パラジウ

ム蒸着して走査型電子顕微鏡（HitachiS-4000）で観察

¥.,'f;こ．

(2) 透過型電子顕微鏡（TEM）による観察

培養皿から剥離した試料を PBS で洗浄し，水平

ら17.18,22）のマイクロウェーブ固定法で固定した．即

ち， 2%パラホノレムアノレデヒド／’0.5%グルタールアル

デヒド／0.1Mカコジル酸ソーダ緩衝液を加えてマイ

クロウェープを照射した後30分室温て、放置. O.!Mカ

コジノレ酸で洗浄し， 1%オスミウム酸で 1時間後間定

した．エタノ ノレのシリーズで脱水し， Epon に包埋

した．超薄切片作製後，酢酸ウランと水酸化鉛で染色

し透過型電子顕微鏡 (JEOL1200EX）で観察した．
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E，結 果
として観察され，中空な構造であることがわかる

(Fig. 3）.形成された管腔構造は2週間以上の長期間

得られた BBEC,BCECおよび BAECはいずれもプ にわたって維持されていた.SEM で観察すると，内

ラスチック上で典型的な敷石状配列を示し，アセチノレ 皮細胞はケ。ルの表面に管腔構造を形成しており，その

化 LDLの取り込み能が陽性であった（Fig.1, 2）・ 表面にはコラーゲンの繊維が付着しているのがわかる

(A) 内皮細胞の局在による管腔形成能の検討 (Fig. 4）.透過型電子顕微鏡で観察すると，内皮細胞

1) I裂コラーゲンゲル上で、の培養

BBECをI型コラーゲンゲノレ上に播種し，経時的に

位相差顕微鏡で観察すると， 1日以内に管腔構造を形

成した．これは位相差顕微鏡で translucentな構造物

Fig. 2 Phase contrast micrograph of BBECs. They 

uptake acethylated LDL. ×150. 

Fig. 1 Phase contrast micrograph of cultured BBECs Fig. 3 Phase contrast micrograph of BBECs cultured 

(A), BCECs (B) and BAECs (C）.× 150. on Vitrogen 100. ×200. 
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Fig. 4 Scanning electron micrograph of BBECs 

cultured on Vitrogen 100. ×600. 

により閉まれた lumenを認めた．内皮細胞と内皮細

胞の聞には所々に junctionalcomplexが形成されてし、

た（Fig.5). 

BCECおよび BAECは， I型コラーゲンゲノレ上に

播種すると，管腔構造は形成せずに増殖して敷石状配

列を呈した（Fig.6）・その上にさらに I型コラーゲン

ゲノレを重層すると，内皮細胞は管腔構造を形成した

(Fig. 7). 

2) Matrigel上での培養

BBECをmatrigel上に播種すると， 1.0×102個／cm2

Fig. 5 

Fig. 6 Phase contrast micrograph of BCECs cultured 

on Vitrogen 100. ×100. 

以上の内皮細胞を播種した場合に6時間後には内皮細

胞が編目状の構造を形成し始め， 12時間で完成した

(Fig. 8）.管腔構造の長さを経時的に計測すると， 12

時間で完成した構造は24時間以上経過すると急速に退

縮していくことがわかった（Table1）・ SEMで観察す

ると， BBECは播種して 1時間後には遊走し始め， 6

時間で、ゲノレ上に多くの細胞からなる編目状の構造を形

成する（Fig.9). TEMで観察すると，内皮細胞に固ま

れて lumenを認めた（Fig.10）・内皮細胞で固まれた

lumenの内部には debris様の物質もみられた．個々の
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Fig. 7 Phase contrast micrograph of BCECs cultured 

on Vitrogen 100 and overlaid with second gel 
layer. ×150. 

内皮細胞はリボソームやミトコンドリアなどの

organella に富み，また多数の空胞を認めた．内皮細

胞聞にはjunctionalcomplexを認めなかった（Fig.11）・

BCECとBAECもMatrigel上では短時間のうちに

管腔構造を形成した．しかしこれらの内皮細胞は

1.0×10・個／cm2以上播種した場合に管腔構造を形成

し，それ以下の細胞を播種した場合には管腔を形成し

なかった．

3) bFGFの形態変化に及ぼす影響

Table lにBBECのMatrigel上での形態変化に及ぼ

す bFGFの影響を示す bFGFを 5～20ng/mlの濃度

で用いた場合には形成される管腔の長さは bFGFを用

いない場合と比較して，有意な差を認めなかった．

Fig. 8 Phase contrast micrograph of BBECs cultured 

on Matrigel. 12 hours after innoculation 

x 100 

(B) Extracellular matrixの BCECの増殖と分化に及 なる編白状の構造を形成した．この構造はほぼ12時間

ぼす影響 後には完成され， 24時間後まで維持されたが，その後

!) BCECの形態と extracellularmatrix 急速に退縮していった．

BCECをVitrogen100上に播種すると， 多くのコロ BCECを Vitrogen100とMatrigelより再構成した

ニーを形成し， 1週間から10日でほぼ confluenceとな ゲノレ上に播種した場合には，敷石状配列を呈する部分

った． と編目状の構造を呈する部分が認められた（Fig.12). 

BCECを Matrigel上に播種すると， 1 t尋問後には 敷石状配列を呈する内皮細胞数をC，編白状構造を呈

細長く伸展し始め， 6時間後には多くの内皮細胞から する内皮細胞数をTとして，

Table 1 Length of tubular structures on Matrigel (mm/mm2）司 BBECsare innoculated 
at the density of 1. 0×104 cells/cm' Data are shown as me担土SD.

6 (hrs) 12 (hrs) 24 (hrs) 

bFGF ( ) 0.90土0.15 1.79±0.19 1.49±0.21 

bFGF (5 ng/ml) 0.82±0.23 1.88±0.27 1.61 ±0.31 

bFGF (10 ng/ml) 0. 70土0.25 1.94±0.20 1町51±0.18 

bFGF (20 ng/ml) 0.97±0.42 2.01 ±0.51 1.53土0.29
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Fig. 9 Scanning electron micrograph of BBECs cultured on Matrigel. ×500. 

T 

C+T 
を計算した（Table2）・再構成したゲル中の Matrigel

の比率が多くなるに従い，編目状構造を形成する内皮

細胞の比率が多くなった．また，編目状の構造は

Matrigel上に形成された構造よりもはるかに長期間維

持された．

2) ゲノレ上での BCECの増殖能の検討

酵素処理により，ゲノレ上の BCECを回収し，細胞

数を調べた（Fig.13). BCECはプラスチック上で最も

高い増殖能を示した（p<0.05）.また，ゲノレ中の

Matrigelの比率が高くなるにつれて BCECの増殖能

はf民くなった

3) 町一67を用いた BCECの成長解析

Fig. 14はモノクローナノレ抗体 Ki-67で免疫染色し

た BCECである. Ki-67陽性の BCECは，位相差顕

微鏡で敷石状配列を示す部分に存在した. Ki-67陽性

率を Table3に示す. Ki-67陽性率はプラスチック上

で培養した場合に最も高かった（p<0.01）・ゲノレ上で

BCECを培養した場合， Vitrogen100: Matrigel=2: 1 

の比率で再構成したゲノレを用いた場合は Vitrogen 100 

を単独で用いた場合よりも高い陽性率を示した．再構

成したゲノレ中の Matrigelの比率が増すにつれて， Ki-

67陽性率は低下する傾向にあった．

4) TEMによる観察

Matrigel上に形成された編目状の構造物を TEMで

観察すると， BCEC に閤まれた管腔構造が確認され

た（Fig.15A）・個々の内皮細胞は多くの空胞を持ち，

ミトコンドリアなどの organellaがよく発達している．

しかし内皮細胞聞には接着装置を認めなかった（Fig

15B）・ Vitrogen 100とMatrigelからなるゲル上に形成
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5トa

‘L 

＇〆a

Fig. 10 Transmission electron micrograph of BBECs cultured on Matrigel. Lumen surrounded by BBECs are seen 

(L）.×6,000, bar=2 μm目

Fig. 11 

された編目状の構造も TEMで観察すると，内皮細胞

に屈まれた管腔構造が確認された．この場合には細胞

聞にはよく発達した接着装置を認め， Vitrogen100の

比率が増すにつれてより著明となった（Fig. 15C, D, 

E
 

N.考 案

内皮細胞は doublingtimeが 47-23000日と極めて長
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Fig. 12 Phase contrast micrograph of BBECs cultured on reconstituted gels composed of Vitrogen 100 and 

Matrigel. VM=21 means that gel in composed of 2 volumes of Vitrogen 100 and one volume of 

恥1atrigel. ×100.

く，正常の個体ではほとんど休止期にある9）.しかし

虚血性病変，あるいは腫蕩性病変が出現するとその極

早期より新生血管を形成してくる．特に中枢神経系に

おいては日常の臨床においても確認されている．これ

は，内皮細胞が本来，非常に活発な遊走能を持ち，

叩 giogenicabil町が強いことを意味する．今回の検討

より， invitroにおいて牛脳微小血管内皮細胞を I型

コラーゲンゲル上で培養した場合，増殖せずに管腔構

造を形成することが明らかになった．これは I型コ

ラーゲンゲノレ上では管腔構造を形成せずに増殖する頚

動脈や大動脈など大血管由来の内皮細胞と比較して，

脳微小血管内皮細胞の angiogenicabilityがより強力で

あることを示唆するものと思われる．これまでの報告

では，内皮細胞をコラーゲンゲノレ内で、3次元培養しt

場合やゲノレを内皮細胞の上に重層した場合に管腔構造

を誘発することが明らかになっているが，コラーゲY

ゲノレの上に播種しただけで直ちに管腔形成を起こは

という報告はない．ただ，コラーゲンゲノレの上でcon・
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fluentとなった内皮細胞に fibroblastgrowth factorある

いは phorbolesterを加えると管腔形成を引き起こした

とする報告があるが即！），この場合には敷石状に配列

Table 2 The ratio of BCECs forming capillary-like 

structures (mean±SD). The ratio is 

calculated as; 

the number of BCECs in capillary-like 

structures/total BCECs. M = Matrigel, 

V=Vitrogen 100. 

Matrigel 

M: V=4: 1 

M: V=2: 1 

M:V=l:l 

M V=l 2 

M V=l・4
Vitrogen 

30.9±3.9 (%) 

7.8±1.4 (%) 

6.7±0.9 (%) 

3.6±0.8 (%) 

した内皮細胞層の下，つまりゲノレ内に管腔が形成され

ており，今回のモデノレとは異なるとおもわれる．今回

の検討では頚動脈や大動脈由来の内皮細胞はゲルを重

層することで管腔構造を誘導することができた．

基底膜の構成成分からなる Matrigelを用いた場合

には過去の報告と同様，極めて早期に内皮細胞の形態

変化を引き起こしたロ）．しかもこの場合，形態変化を

誘導するためには播種する内皮細胞の密度が重要であ

ることが今回の検討から明らかになった．即ち，脳微

小血管の内皮細胞は大血管の内皮細胞に比べて1%以

下の少ない細胞数で、形態変化を起こす この事実もま

た脳微小血管内皮細胞が大血管の内皮細胞より

angiogenic a凶 ityが強いことを示唆するものと思われ

る.Kubotaら12）は Matrigel上に形成される管腔構造

は抗ラミニン抗体で強く抑制され，抗N型コラーゲン

* pく0.05 compared with eel 1 number on plastic. 

4. 0 * * p<O. 01 compared with cell number on plastic. 

3. 0 

（ 

~ 
【

× 
） 

ー
~ 2.0 
~、， 
一Q; 
υ 

1. 0 

plastic v V:M=4 1 V:M=2・1 V:M=l:l V:M=1:2 V:M=l 4 

Fig. 13 E汀ectof substrata on proliferation ofBCECs. Proliferation rate is decreased with the decrease in the percen-

tage of Matrigel. The highest proliferation rate was obtained when BCECs were cvltured on plastic 

V=Vitrogen 
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Fig. 14 

Table 3 Ki-67 po剖tivity of BCECs on the 
reconstituted gels (mean±SD). Ki-67 
positivity is gradually decreased with the in-
crease in the percentage of 恥fatrigel
M=Matrigel, V=Vitrogen 100. 

gel 

Matrigel 

恥1:V=4:1

M ¥'=2 1 

M:V=l:! 

加tV=!: 2 

M V=l 4 

Yitrogen 

Plastic 

Kν67 positib町（%）

0. 78±0.02 

3.2土0.5

6.4±0.2 

9.8土1.3

11.0土 1.5

9.4±0.6 

9.1±1.0 

19.0土1.7

抗体では僅かに抑制jされたと報告している ．また
Grantら7）はヲミ ニンが内皮細胞の管腔形成を惹起す
ると報告しており，ラミーンが内皮細胞の管腔形成に
関与している可能性が強い．しかし我々の検討ではラ

ミーン単独，あるいはラミーンと I 型コラーゲソケ＇1•
から再構成したゲル上て、は管腔形成が起きなかった．
Kubotaら12）もラミニンは管腔形成を起こさなかった
と報告しており， 今後の検討を要する.Montesano 
ら21）は I型コラーゲソゲノレ上で培養した内皮細胞に
bFGFを加えると管腔形成が促進されると報告してい
る．今回の検討から内皮細胞を Matrigel上て培養し
た場合には内皮細胞の形態変化は内皮細胞の局在に関
わらず， bFGFの影響を受けないことがわかった」
れは内皮細胞の形態変化は extracellularmatrixにより
調節されており，それ以外の液性因子は内皮細胞の形
態変化を修飾しているためで・あろうと考えられる．

Vitrogen 100 ( I型コラー ゲン） とMatrigel（基雌
成分）より再構成したゲルを用いた今回の検討から，
頚動脈由来内皮細胞の増殖と分化はこの両者により強
く影響を受けることが明かとなった．牛頚動脈内皮細
胞を Matrigel上で培養すると短期間の内に管腔構造
を形成した． しかし， Matrigel上に形成される管腔構
造は長期間維持されず，短期間で退縮してしまう．こ
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Fig. 15(1) 

Fig. 15(2) 

のように Matrigel上に形成された管腔構造が長期間

維持されない理由として，これらの構造を形成する内

皮細胞聞に電顕的に観察した場合， junctionalcomplex 

が認められなし、ということが考えられる．しかし

Kubotaらの報告12）では， Matrigel上に形成された管

腔構造が2週間以上の長期にわたり維持されたとして
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Fig. 15(3) 

Fig. 15(4) 

おり，今回得られた結果と異なる．この相違が内皮細 皮細胞を培養すると，短期間内に Matrigel上に形成

胞の種あるいは局在の違い，あるいは培養条件の違い されたものと同様の構造が形成され，培養液さえかえ

によるものかどうかは不明である． れば長期間維持されることがわかった．しかもその構

MatrigelとVitrogen100から再構成したゲノレ上に内 造は再構成したゲル内の Matrigel の比率が増すにつ
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Fig. 15(5) 

Fig. 15 Transmission electron micrograph of BCECs cultured on reconstituted gels composed ofVitrogen 100 and 

Matrigel. (A) BCECs on Matrigel. Lumen surrounded by BCECs are seen. X 33,000, bar= 1 μm. (B) 

BCECs on matrigel. No junctional complex is seen. ×75,000, bar=0.3 μm. (C) BCECs on 

reconstituted gel composed of(l volume ofVitrogen 100) and (4 volumes ofMatrigel). Lumen is seen (L). 

Desmosome is seen (arrow）.×4,000, bar= 10 μm. (D) BCECs on reconstituted gel composed of (1 

volume of Vitrogen 100) and (2 volumes of Matrigel). Desmosomes are seen (arrow）.×5,000, bar= 10 

μm. (E) BCECs on Vitrogen 100. Many desmosomes are seen between cell and cell. ×4,000, bar= 10 

μm. 

れて著明になった．電顕的に観察すると，これらの構

造を形成する内皮細胞聞には junctionalcomplexが発

達していた以上の結果より，基底膜成分を主体とし

たゲノレは内皮細胞の分化を促進し，形成された管腔構

造の形態維持には junctionlacomplexの形成が必要で

あること，そしてそれは I型コラーゲンゲルにより誘

導されることが明かとなった．

一方，内皮細胞の増殖についてみると， Matrigel上

では内皮細胞は増殖しなかった Schelling ら24）はウ

シ心臓の venuleから得られた内皮細胞を用いた検討

から， Matrigel 上で培養した場合には collagen や

fibronectinなどよりも高い増殖能を得られたと報告し

ているが， Kubotaら12）はヒト隣帯静脈の内皮細胞を

fibronectin と Matrigel の上で培養した場合に，

Matrigel上では内皮細胞が増殖しなかったと報告して

おり，我々の報告と一致している．今回の検討では

Vitrogen 100を単独で用いた場合よりも Vitrogen100・

Matrigel = 4 1あるいは 2: 1の比率で再構成したゲ

ノレ上で‘高い増殖能を示す傾向にあった．この結果は，

モノクロ一ナノレ抗体 Ki-67を用いた BCECの成長解

析でも Ki-67陽性率は Vitrogen100を単独で用いた場

合よりもむしろ Vitrogen100 Matrigel=4: 1あるレ

は 2 1で再構成したゲノレを用いた場合の方が高い傾

向を示すとし、う結果とも一致する．また，モノクロー

ナノレ抗体 Ki-67を用いた検討で‘は形態変化を起こした

内皮細胞は Ki-67が陰性であった．これは tritiated-

thymidineを用いた Ingberらの検討10），及び Iruela-

Arispeらの検討11）の結果と一致する．

Angiogenesisは内皮細胞の増殖，遊走，そして形態

変化と多くの過程より成る dynamic な現象であり，

多くの因子が関与しているため，それを客観的に評価

することは困難であった．しかし， in vitro で

angiogenesis が検討できるようになり，今後さらに

angiogenesis のメカニズムは明かにされるものと思わ
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れる．これまで神経系においては angiogenesisは現象

として知られているもののあまり検討されていなかっ

た今後，中枢神経疾患と angiogenesisとの関連性に

ついても基礎的な検討が必要で、あると恩われる．

v.結 語

1) 牛脳微小血管由来の内皮細胞は頚動脈や大動脈

などの大血管由来の内皮細胞よりも管腔形成能が強

い．このことは内皮細胞の局在により，血管新生能が

異なることを示唆する．

2）牛頚動脈の内皮細胞を用いた検討から基底膜成

分は内皮細胞の分化を促進し， I型コラーゲンゲノレは

内皮細胞の増殖を促進することが明かとなった．

3) 内皮細胞により形成された管腔構造の維持には

電顕的に junctionalcomplexの形成が必要であり，そ

れはI型コラーゲンにより誘導された．

稿を終えるに当り，本研究について多大な御指導を

頂きました京都大学医学部脳神経外科 菊池晴彦教

授，京都大学生体医療工学研究センター長筏義人

教授に深甚なる謝意を捧げます．また，本研究の実施

にあたり惜しみなく御協力を頂いた京都大学生体医療

工学研究センター 藤里俊哉先生，京都大学脳神経外

科宮本享先生，久保洋昭先生，塩野義製薬研究所
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