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緒言

閉塞性動脈疾患 に対す るバイパス手術において、 自家静脈は極めて有用な

代用血管であるが、5年 開存率は70%で 動脈 グラフ トに比 して20%低

い。その閉塞の主因は進行性内膜肥厚によるグラフ ト狭窄であるが、その発

生機序 として、移植早期 に達成される再内皮化の局所的再生阻害 による内皮

欠損が密接に関係すると考 えられる。これに対 し我々は、イヌ移植実験 にお

いて、ProstaglandinE1(PGE1)が 再内皮細胞化 を促進す ること、一方、培養血

管内皮細胞株 を用いたinvitroの実験でPGE1に 直接的内皮細胞増殖作用がな
いことを明かにしてきた。また、中膜温存内皮脱落血管モデル実験 におい

て、中膜由来のProstaglandinI2分 泌が確認され、内皮再生に中膜平滑筋細胞

の存在が関与することが示唆された。以上の事実か らPGE1は 、中膜平滑筋

細胞由来の何 らかのメディエーターを介 して血管内皮細胞増殖 に作用すると

推察された。本研究では、血管内皮細胞および中膜平滑筋細胞 を初代培養

し、Transfiltercoculturesystemを 用い、PGE1が 中膜平滑筋細胞 に作用 し中膜

平滑筋細胞か ら血管内皮細胞増殖 因子を分泌 させることによ り血管 内皮細胞

増殖 を起 こすのか、あるいは別のメカニズムが関与 しているのかを検討 し

た。

材料と方法

1.材 料

イヌ外頚静脈

2.方 法

1)血 管 内皮 細胞 、 中膜 平 滑 筋 細 胞 初 代 培 養

イ ヌ よ り外頚 静脈 を採 取 し、両 端 を ク ラ ン プ して 管 腔 内 にdigestion

cocktail(collagenaseIII,DNaseI,antitrypsin)を 充 填 、370C1時 間 細 胞 分 散 させ 、

血 管 内皮 細 胞 を採 取 、 コ ラー ゲ ン コー テ ィ ド6ウ エ ル プ レー ト上 で 初 代 培 養

を行 った 。血 管 内皮 細 胞 採取 後 血 管 壁 を細 切 、100μmナ イ ロ ンメ ッシ ュ で濾

過 し、 中膜 平 滑 筋 細 胞 を採 取 、6ウ エ ル プ レー ト上で 初 代 培 養 を行 った(図

1)0

2)中 膜 平滑 筋細 胞 を介 した 血 管 内皮 細 胞 増殖 作 用 の検 討

transfiltercoculturesystemを 用 い、96マ ル チ プ ル ウエ ル プ レー トの プ

レー トウエ ル に1,000個/wellの 血 管 内皮 細胞 を播 き 、0.2μmのporesizeの

membraneを 介 した トラ ンズ ウエ ル に1,000個/wellの 中膜 平 滑 筋 細 胞 を播 き培

養 し、 トラ ンズ ウエ ル に種 々 の濃 度 のPGE1を 加 え、 第2、3、5日 目の血 管 内

皮 細 胞 増 殖 能 をAlamarblueassayで 測 定 した(図2)。

3)中 膜 平 滑 筋 細 胞 を介 した血 管 内皮 細 胞 安 定 化 作 用 の検 討

上記 方 法 と同様 にtransfiltercoculturesystemを 用 い 、血 管 内皮 細 胞 、 中



膜 平滑 筋細 胞 を共 培養 し、 内皮 細 胞 がconfluentに な った 時 を開始 点 と して 、

経 時 的 に内皮 細 胞 の減 少 をAlamarblueassayで 測 定 した 。

4)中 膜 平 滑 筋細 胞 を介 した 血 管 内皮 細胞 安 定 化 作 用 にお け る アポ トー シス

の関 与

方 法3と 同 じ系 を用 い、 血 管 内皮 細 胞 の ア ポ トー シス 出現 をAnnexinVお

よ びHoechst33342の 蛍 光 染 色 を行 い、 蛍 光 顕 微 鏡 下 に経 時 的 に 内皮 細 胞 の ア

ポ ト.___シス 出 現 率 を測 定 した(図3)。

結果

中膜平滑筋細胞 との共培養群のほうが血管内皮細胞単独培養群に比 して血

管内皮細胞増殖能は有意 に高かった。 しか し、PGE1の 濃度 と血管内皮細胞

増殖能の間に相関を認めなかった(図4)。confluent到 達後の血管内皮細胞

減少率は、PGE1添 加中膜平滑筋細胞共培養群がPGE1無 添加 中膜平滑筋細胞

共培養群および内皮細胞単独培養群 に比 して有意 に低かった(図5)。
PGE1添 加中膜平滑筋細胞共培養群ではPGE1無 添加中膜平滑筋細胞共培養群

および内皮細胞単独培養群 に比 してアポ トーシスの出現率が有意に低かった

(図6)。

考察

これまで、イヌ血管移植実験にお いて、PGE1が 再内皮細胞化を促進する

こと・一方・YPEN-1,YPBE-1な どの培養血管内皮細胞株 を用いたinvitroの実

験でPGE1に 直接的内皮細胞増殖作用がないことを明かにしてきた。また、

中膜温存内皮脱落血管モデル実験 において、中膜由来のProstaglandinI2分 泌

が確認され、内皮再生に中膜平滑筋細胞の存在が関与することを示唆 してき

た。さらに、lipo化PGE1は 中膜平滑筋細胞 には取 り込 まれるが、血管内皮細

胞には取 り込 まれないことも明 らか にしてきた。本研究では、中膜平滑筋細

胞 との共培養群のほうが血管内皮細胞単独培養群 に比 して血管内皮細胞増殖

能は有意に高かったが、PGE1の 濃度 と血管内皮細胞増殖能の問に相関 を認

めなかったことよ り、中膜平滑筋細胞か ら血管内皮 に対す る何 らかのgrowth
factorが分泌されて いるが、これ にはPGE1は 関与 してお らず、PGE1は 血管内
皮細胞増殖因子 としての作用がない ことが明 らか となった。また、血管 内皮

細胞減少率が、PGE1添 加中膜平滑筋細胞共培養i群で有意に低 く、PGE1添 加

中膜平滑筋細胞共培養群でアポ トーシスの出現率が有意に低かったことか

ら、中膜平滑筋細胞か ら血管内皮細胞のアポ トーシスを抑制するような
survivalfactorが分泌されてお り、 これ にはPGE1が 関与 している ことが示唆 さ

れた。 このような結果か ら、PGE1に よる静脈 グラフ ト再内皮化促進作用



は、中膜平滑筋細胞を介した血管内皮細胞増殖作用よりも内皮細胞安定化作

用が関与していると考えられた。
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