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緒言

人工血管は、生体 内に埋め込まれた後、その内面が血管内皮細胞で覆われ

ることを理想として研究が進め られ、イヌではおよそ3カ 月、ブタで1カ

月、ゲッシ類では2週 間で内皮化 されるが、 ヒトの内皮化は極めて稀である
ことが明 らかとなった。内径15㎜ の人工血管は、ラッ トの腹部大動脈では

良好に開存するが、イヌでは開存が極めて稀とな り、 ヒトではまったく開存

例を得ることができない。 このような動物種間での相違は内皮細胞、中膜平

滑筋細胞な ど血管構成細胞機能の総合的な相違と考 えられる。実験動物は研

究 目的となる生物学的特性が ヒ トと相違ないことが前提 となるが、 これまで
の研究ではこの点が無視されてきた。その結果として小 口径人工血管の開発

では、臨床の求めに答え得るものはその糸 口す らも示されない一方、動物種

間の細胞機能の相違に関する研究は未だに着手されていない。 このような背

景か ら我々は、臨床応用可能な小口径人工血管の開発に向けて、動物種によ

る血管構成細胞機能の相違を解析 し、加えて効率的なinvitro血管内皮細胞実

験 システムを確立するため、ラッ ト、イヌ、 ヒトの動脈および静脈内皮細胞

の初代培養系を確立 した。本研究の目的は、血管構成細胞の初代細胞培養系

を用い、血管内皮細胞および中膜平滑筋細胞 の細胞増殖能および細胞増殖 メ

カニズムの動物種 における相違 を明 らかにし、小 口径人工血管、さらには

種々の人工臓器開発研究 に寄与す ることにある。

材料と方法

1.材 料

5週 令 お よび50週 令Sprague-Dawleyラ ッ ト大 静 脈 、幼 犬 ・老 犬(年 齢 不

詳)頚 静 脈,ヒ ト膀 帯 静脈 お よび50歳 患 者 静 脈 瘤 手 術 時採 取 大伏 在 静脈 。

2.方 法

1)P血naryculture(初 代 培 養)

血 管 内 皮 細 胞:ラ ッ ト、 イ ヌ 、 ヒ トよ り採 取 した 静 脈 内腔 を 洗 浄 後 、

内 腔 にdigestioncocktail(Collagenase,DNase,Antitlypsih)を 注 入 し37℃ 、60分

incubateし 細 胞 分 散 後 、 内腔 をwashoutし 血 管 内 皮 細 胞 を 回 収 し、collagen

coa血g6-wellplateに て 初 代 培 養 し た 。 こ の 際 、 細 胞 の 接 着 性 の 違 い を 利 用 し

初 回 のmediumchangeは24時 間 以 内 に 行 っ た 。 内 皮 細 胞 で あ る こ との 確 認 に

は 、 形 態 、Dil-Ac-LDLuptake、 マ ト リゲ ル 上 のtubeformationで 行 っ た(図

1)o

中膜 平 滑 筋 細 胞:内 皮 細 胞 採・取 後 の 血 管 を細 切 し、 再 度digestion

cocktailで37℃ 、60分incubateし 細 胞 分 散 後 、 採 取 し6‐wellplate上 で 初 代 培 養

を行 っ た 。 平 滑 筋 細 胞 で あ る こ との 確 認 は 、 形 態 、 α一actinに対 す る マ ウ ス 抗

体 を1次 抗 体 と し、 抗 マ ウスFITC抗 体 を2次 抗 体 と した 蛍 光 抗 体 法 に て確 認 し



た(図2)。

2)血 管 構 成 細 胞 増 殖 能 の 測 定

ラ ッ ト、 イ ヌ 、 ヒ ト血 管 内 皮 細 胞 及 び 中 膜 平 滑 筋 細 胞 を96-wellPlate上

に 、 各wel1103個 つ つ 播 き 、AlamarBlueassayに て1,3,5,7,10,14日 目 の 吸 光

度 を 測 定 し増 殖 曲線 を 作 成 した 。

3)co-cultureassay

直 接 的 に 、 動 物 種 に よ る血 管 内 皮 細 胞 増 殖 能 の 相 違 を 検 討 す る た め 、

ヒ ト、 イ ヌ 、 ラ ッ トよ り採 取 した 血 管 内 皮 細 胞 を そ れ ぞ れ104個 ず つ 共 培 養

し、 動 物 種 に よ り核DNA量 が 異 な る こ と を利 用 し てPropidiumiodide染 色 後

Flowcytometerに て 、DNAhistogramを 作 成 した 。

結果

1.血 管 内皮 細 胞 増 殖 能 の 動物 種 に よ る相 違

血 管 内皮 細 胞 増 殖 速 度 は ラ ッ ト、 イ ヌ 、 ヒ トの順 に速 か った(図3)。 若

年 細 胞 で 比べ る と、5週 令 ラ ッ トの50%confluence到 達 時 間 は4日 で 、胎 児

細 胞 で あ る田VECの50%confluence到 達 時 間4日 とほぼ 同 じで あ り、幼 犬 の

50%confluence到 達 時 間8日 よ り短 か っ た(図4)。 ラ ッ トの 寿命 を2年 、

イ ヌ15歳 、 ヒ ト80歳 とす る と、 大 体equivalentと 考 え られ る、50週 令

ラ ッ ト、 成 犬(推 定6,7歳)、50歳 ヒ トを比 較 す る と、50週 令 ラ ッ ト

の50%confluence到 達 時 間 は7日 、成 犬 の50%confluence到 達 時 間 は14日

で あ り、 ラ ッ トが 短 く、50歳 ヒ トで は2週 間 で もconfluentに 達 しな か っ

た(図5)。

2.血 管 内皮 細胞 増 殖 能 の 加 齢 に よ る相 違

ラ ッ ト、 イ ヌ、 ヒ トでそ れ ぞ れ 若 い細 胞 と老 化 した細 胞 で血 管 内皮 細 胞 増

殖 速 度 をみ る と、 どの 動 物 種 にお い て も若 い 細 胞 の ほ うが増 殖 速 度 は速 か っ

た(図6,7,8)。

3.中 膜 平 滑 筋 細 胞増 殖 能 の動 物 種 お よび 加 齢 に よ る相 違

中膜 平滑 筋 細 胞 増殖 速 度 も ラ ッ ト、 イ ヌ 、 ヒ トの順 に速 か っ た(図9)。

ラ ッ トにお い て は5週 令 ラ ッ ト中膜 平 滑 筋 細 胞 は50週 令 ラ ッ ト中膜 平 滑 筋

細胞 よ り増 殖 速 度 は速 か っ た(図10)。

4.co-cultureassayに お け る異 な る動 物 種 の血 管 内皮 細 胞 の分 離

ヒ トとラ ッ ト、 ヒ トとイ ヌ の核DNA量 の 比(peakchannelNo.ratio)は そ

れ ぞ れ1.41,1.25で あ り、十 分 に分 離 可 能 で あ った。 しか し、 イ ヌ とラ ッ ト

の核DNA量 の 比 は1.13と 近 接 して お り、核DNA量 で イ ヌ血 管 内皮 細 胞 とラ ッ ト

血 管 内皮 細胞 を分 離 す るの は 困 難 で あ っ た(図11)。

考察

血 管 内皮 細 胞増 殖 速 度 は ラ ッ ト、 イ ヌ 、 ヒ トの順 に速 く、 動 物 種 に よ り血



管内皮細胞増殖能は異なっていた。中膜平滑筋細胞 においても、増殖速度は
ラット、イヌ、 ヒ トの順に速 く、動物種により中膜平滑筋細胞増殖能は異

なっていた。 この動物種による細胞増殖能の相違が、人工血管治癒過程 の相

違に関与 していると考えられた。また、同一動物種 においても、加齢によ り

血管内皮細胞増殖能お よび中膜平滑筋細胞増殖能は減弱 してお り、細胞増殖

能には年齢が影響 していた。 これ らの結果か ら、 ヒ トへの応用を前提に動物

実験 を行 う場合、動物種の相違および加齢の影響 を考慮に入れ た、実験モデ
ルの作成が必要であると考 えられた。

co-cultureassayに おける異なる動物種の血管内皮細胞の分離が核DNA量

によ り可能であるかを検討 したが、 ヒ トとラッ ト、 ヒ トとイヌの核DNA量 比

はそれぞれ1.41,1.25で あ り、 ヒ トとラッ ト、 ヒ トとイヌ血管内皮細胞の分

離は十分に可能であったが、イヌ とラッ トの核DNA量 比は1.13と 極めて近接
してお り、核DNA量 でイヌ血管内皮細胞 とラッ ト血管内皮細胞を分離す るの

は困難であ り、他の方法を考慮する必要がある。
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