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In vitroの血管新生に及ぼす Nicardipineの効果
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The Effect of Nicardipine on Angiogenesis in vitro 
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We studied the effect of nicardipine, a calcium channel blocker, on the morphological change of en-

dothelial cells in vitro. Cultured endothelial cells derived from bovine carotid artery make tubular struc-

tures between collagen gel layers. Tube formation of endothelial cells was suppressed by culture wi山

10-9-10-5恥fof nicardipine in a dose dependent manner. Migration of endothelial cells was also sup-

pressed by the same dose of nicardipine. However, proliferation of endothelial cells was not enhanced. 

These findings suggest that nicardipine acts as an inhibitor of angiogenesis in vitro by inhibiting the migra-

tion of endothelial cells. 

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，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臨床的には

重要である．しかし，血管新生は内皮細胞の猶殖，遊

走，そして血管新生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はこれまで困難であった．

生の抑制j因子についてもこれまで inviv。あるいはm
vitro のモデノレを用いて検討されてきたが2’&-9,14,74,26)

培養系を用いた幸量告はこれまで、のところ見あたらな

し、．

今回，培養内皮細胞を用いて血管新生（内皮細胞の

管腔形成）に及ぼすカノレゾウム括抗剤，ニカノレジピy

の効果について検討した．

近年における細胞培養の技術の進歩により， in vitro JI・ 材料と方法

での血管新生のモデノレが開発され，多くの叩giogenic 1. 内皮細胞の指養

factorが検討されてきた山山ト即3,251.一方，血管新 牛の頚動脈の内皮細胞（BCEC）はトりプシソ処理に
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より得た閉 まず，血管の分枝を絹糸で結事老後，血管 縮したminimalessential medium （日水，東京）をそれ

の断端に延長管を入れて固定した．血管内腔を ぞれ 8: 1 : 1の比率で混合し， 12穴の培養皿に加えて

phosphate四bufferedsaline (PBS) （日水，東京）で十分 37°Cでゲノレ化させた．その上に BCECを1.5×105個

洗浄した後， 0.25%トリプシンを満たし， 20分間放置． ／ウェノレずつ播種し， lmlのDMEを加えて24時間培

その後， 10%の牛胎児血清（FBS）を加えた Dulbecco’s 養した．それから，培地を捨て，その上に Vitrogen

minimum essential medium (DME) （日水）でトリプシ 100を 1ml加えてゲノレ化させた．更に， 10%の FBS

ン液を洗いだし， 1000rpm で5分間遠沈した．得ら を含んだ DMEでニカノレジピン（山之内製薬，東京）

れた細胞を DMEに巻き込んで6穴のディソシュに播 を希釈し， 1ml ずつヶツレの上に加えた．培地は2～

種した．なお，ディッシュはあらかじめ細かく砕いた 3日に 1度交換した．内皮細胞の形態は位相差顕微鏡

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.37°C, 5%C02, 95%air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，位相差顕徴鏡下に

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，以後継代培養した．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．

2. 血管新生のモデル

In vitroでの血管新生のモデノレは， Kanayasuらの方

法に従って行った11）.即ち， Vitrogen 100 (Collagen 

Corporation), O.lN NaOH/HEPES bufferと10倍に濃 Fig. 1 Phase contrast micrograph of BCECs. ×200 

Fig. 2 Phase contrast micrographs of BCECs cultured between collagen gel layers at 5 days of culture. (A) control. 

(B), (C) and (D) are BCECs cultured with 1.0 X 10~7 M of nicardipine, 1.0×10-6 M of nicardipine and 

1.0 X 10-5 M of nicardipine, respectively. ×200. 



でモニターし， atrandomに5枚の写真を撮った．形

成された管腔構造をトレーシングベーバーに写し取

り，その長さをイメージアナライザーで測定した．

3. 透過型電子顕微鏡による観察

培養皿から剥離した試料を PBSで洗浄し， 2%パラ

ホノレムアノレデヒド ・o.s%グノレターノレアノレデヒドノ0.1

M カコジノレ酸ソーダ緩衝液を加えて 1時間固定し，

0.1 M カコジノレ酸て‘洗浄し， 1%オスミウム酸で1時

間後固定した エタノー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．

4. ニカルジピンの BCECの増殖に及ぼす効果

BCECを24穴の培養皿に播種し， 0.5%の FBSを含

んだ DME でニカルジピノを希釈した この培地で

BCECを7日間培養し， 0.25%のトリプシンて、細胞を

剥し，ヘモサイトメーターで細胞数を計測した．

5. ニカルジピンの BCECの遊走に及ぼす効果

BCECの遊走はこれまで、の報告に従って行った4.11).

即ち， Blindwell chamber (Neuroprobe）の下室に10%

の FBSを加えた DMEて、希釈されたニカノレジピンを

満たし， B.Oμm の孔径の chemotaxis membrane 

(Nucleopore）で覆う．上室には BCECを 1.0×104個
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／ウェノレずつ播種し， 10%の FBSを加えた DMEで

3時間培養した目それから membraneを取り除き，上

面の細胞を拭き取り， 90%のエタノールで固定後，ヘ

マトキシリンで染色した.Membraneの下面にある細

胞数を計測した

III.結 果

BCEC は，プラスチァタの培養皿上では典型的な

敷石状配列を呈した（Fig.1). 
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Transmission electron micrograph of tubular 

structure. L is a lumen surrounded by 

BCECs. ×3,500, Bar=4 μm. 
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それに対して，血管新生を抑制する因子はこれまで

うさぎの角膜を用いたアヴセイ法や媛尿膜法により検

討されているが培養系を用いたアッセイは，報告され

ていなl,2,6-9,14,24,26）.ある種のステロイド （angiostatic 

* steroids）はへパりンの存在下に血管新生を抑制するこ
とが報告されている2,7,26). Angiostatic steroidsが血管

新生を抑制する メカ ニズムは不明であるが，Ingbar

らはステロイドが新生血管の基底膜を障害すると報告

している＇＇・Dーベニ、ンラミンやメソトレキセートは in

vivoで血管新生を抑制するが， invitroでは内皮細胞

の増殖を抑制する効果があり， invivoにおける効果

は内皮細胞の培殖抑制lによるものと考えられる6,14).

Fig. 2はコラーゲンゲノレの2層聞で5日間培養した

CEC である．コ ラーゲンゲル上に培養した BCEC

1こ更にゲルを重層すると， BCEC は管腔構造を形

Zし始め，次第に成長していった（Fig.2A）・FIG 2 
t 10-1-10→M のニカノレジピンを加えた場合の
CEC による管腔形成を比較したものである.10-1 

fのエカノレνピンを加えた場合， BCECは管腔構造
f形成してくるが，対照に比べて管腔構造を形成して

、ない内皮細胞も多く認められる（Fig.2B）・しかし

ーカノレジピンの濃度が増加するにつれて管腔形成は明

込に抑制された（Fig.2C, D). 

Fig. 3は透過型電子顕微鏡で観察した管腔構造を示

』が，内皮細胞で閤まれた内腔を認めた．

培養10日目における管腔構造の長さを計測し Fig.

に示した ユカノレジピンを加えない対照群における

f腔構造の長さは 1.07±0.09mm/mm2であった．ニ

1ノレシピンを 10-9 M 加えた群では管腔構造は

09±0.16 mm/mm2であり，ニカルジピンの濃度を
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10 8, 10一九 10-6,10-5 M と増やすにつれて管腔の長

さはそれぞれ 0.90±0.11,0.65±0.09, 0.39±0.10, 

0.36±0.07 mm/mm2と減少した．

ニカノレジピンの BCECの増殖に及ぼす効果につい

て検討したが，ニカ ノレジ ピンは 10-•-10-s M の範囲

では BCECの増殖に明かな影響を与えなかった．

ニカノレジピンの BCECの遊走能に及ぼす影響につ

いてみると， Fig.5に示すとおり， 107M 以上の濃

度では濃度依存性に BCECの遊走は抑制された．

N.考 察

血管新生は内皮細胞の増殖， 遊走および形態変化よ

りなる一連の連続した過程である．近年，培養技術の

進歩により，これらの過程を個々別々に検討すること

が可能となった3）.血管新生における多くの過程の中

で，内皮細胞の形態変化，即ち管腔形成は内皮細胞の

みに認められる変化であり，しかもmvitroで再現し

た場合には管腔の長さを画像解析で客観的に評価でき

るため，これまで多くの血管新生因子の検討に利用さ

れてきた

これまでの報告から，培養系では細胞外基質が内皮

細胞の管腔形成に重要な働きを有することが明かにな

っている 12,15）.内皮細胞をI型コラーゲンゲノレの層の

聞で培養した場合， あるいはコラーゲンゲノレを用いて

3次元培養した場合には内皮細胞は活発に管腔構造を

形成する．今回の検討からも，牛頚動脈の内皮細胞は

I型コラーゲンゲノレの2層間で管腔を形成した．

細胞外基質以外にも多くの血管新生因子が検討され

ている 11，口16叫 23,25），中でも線維芽細胞成長因子は血

管新生におけるすべての過程を促進することが明かと

なっており，現在では最も強力な血管新生因子と考え

られているり＇＇・



154 日外宝第61巻第2号（平成4年3月）

ブレオマイシンも竣尿膜アッセイ法で血管新生を抑制

するが，この効果も内皮細胞の増殖抑制によるものと

思われる22).

今回の検討から，カルシウム措抗剤の一種であるニ

カノレジピンは，内皮細胞の増殖には影響せずに遊走を

抑制することにより培養内皮細胞の管腔形成を抑制す

ることがわかった．カルシウム措抗剤の培養内皮細胞

や培養平滑筋細胞，とくに培養内皮細胞に対する効果

はこれまでのところそれほど詳細には検討されていな

い20,21). Nakaoらはニカノレジピンが培養平滑筋細胞の

遊走を抑制すると報告している20）.また，ニフェジピ

ンが培養平滑筋細胞の増殖を抑制するという報告もあ

る21）.これらの効果は粥状硬化を抑制するものである．

最近，粥腫内における血管新生の促進が粥状硬化の形

成に重要な役割を有しているとの報告もあり I），ニカ

ノレジピンは粥腫内の血管新生を調節することにより，

粥状硬化を抑制しているとし、う可能性も考えられる．

しかし，今回得られた結果はmvitro におけるもので
あり，これがそのまま mvivoでもいえるかどうかは

今後の課題であるが，内皮細胞の形態変化においても

カルシウムチャンネルが関与している可能性があり，

今後mvivoにおいても検討してし、く必要がある．
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