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試 験 管 内 共 存 培 養 糸 を 用 い た

血管内皮紳胞
一

周皮細胞間相互作用 の 解析

一

内皮細胞 の増殖 , 機能 , 傷害 に おける周皮細胞 の役割と

内皮細胞由来周皮細胞増殖因子 の 実体 の解明 -
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一 講座 ( 主任 : 小林健 一 教授)

山 岸 昌
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紳小血 管 の 内側を 覆う 内皮細胞 とそ れ を と り巻 く周 皮細胸 と の 細胞間相互 作用 を明 らか に す る目 的で
,
初代培養 ヒ ト臍

静脈内皮細胞 と ウ シ 網膜周皮細 胞を用 い た 試験管内共存培養系を作製 し
, 内皮細胞と 周皮細胞 が相互 の 増殖 と機能 に どの よう

な影響を お よ ぼすか を調 べ た . そ の 結 軋 まず , 内皮細胞の 増殖が 周皮細胞に よ り抑制 され る こ とが 見い 出され た ･ また
! 周

皮細胞は 内皮細 胞の プ ロ ス タ サ イ ク リ ン 産生を 有意に 促進 した . 周皮細胞に よ る こ れ らの 効果は
,

2 種の 細胞間の 捷触を必要

と し
,

ヒ ト線維芽細胞 に よ っ て ほ 代用 され なか っ た こ と か ら
, 周皮細胞膜表面に 局在 し隣接す る内皮細胞 に

``

指 令伝羞㌢ を行

う細胞種特異的な シ グ ナ ル に よ っ て 仲介 され るも の と 考え られ た ･ さ らに , 周皮細胞 は過酸化脂質 に よ る 内皮細 胞傷害を 防止

しうる こ とも見 い 出 され た .

一 九 周皮細胞の 増殖 は内皮細胞 に よ り促進され た ･ こ の 増殖促進効 果は
,

2 種の 細胞 間の 物理

的接触を必要 とせ ず ,
した が っ て

, 内皮細胞に 由来す る分泌性周 子 に よ っ て担わ れ るも の と考 え られた ･ 筆者は
t

こ の 主た る

田子が エ ン ドセ リ ソ 1 で ある こ と を結論づ け る証拠も得た : すなわ ち , (1)周皮細胞の 純培養系に エ ン ドセ リ ソ 1 を 添加す る と

内皮細胞 の 共存下 と同程度に 周 皮細胞 の 増殖が 促進 され る こ と
よ (2)抗 エ ン ド セ リ ソ 1 抗体を 共存培養系砿 加え る と内皮細胞の

周皮細胞増殖促進効果が 消失す る こ と で ある . 周皮細胞か ら p oly ( A )
+

R N A を 分離 し ノ ー ザ ソ プ ロ
ッ ト分析 を行 っ た 結果,

周

皮細胞は エ ン ドセ リ ソ 1 に 高親 和性 の A 型 レ セ プ タ ー を コ
ー

ドす る m R N A を発現 して い た ･ 以上 本研究に よ り , 周 皮細胞 は

内皮細胞の 増殖を制御す るの み な らず , 内皮細胞の 特異機能を 保持 し, 内皮細胞傷害 に 対 して も保護的 に 作用 しうる こ と , ま

た
, 内皮細胞は エ ン ドセ リ ン 1 の 分泌を 介 して周皮細胞 の 増殖を コ ン1 ､ ロ ー ル しうる こ と がは じめ て 明らか に され た ･ こ れ ら

の 知見か ら , 血 管内皮細胞 と血 管周皮細胞の 相互 作用 は細 小血 管 の 恒常性維持 に 重要な役割を 果た して い る と推定され ,
こ の

相互作用 の 破綻ほ 血 管新生 ,
血 栓形 軋 内皮傷害 とい っ た 血管病変 の 発生や 増悪に つ なが る可 能性が 考え られ た ･ 本研究 は

よ

糖尿病性血 管症 をは じめ とす る種 々 の 血 管症の 病 臥 病 臥 予 防 ･ 治療手段 を 明らか に する う えで 新 しい 視点を 与え た も の と

考え られ る .

K e y w o r d s e n d ot h elial c ell , P e ri c y t e
, p r O S t a C y Cli n

,
1ipid p e r o x id e

,
e n d o t h eli n

細小血管 は 血管 の 内側を覆う 内皮細胞と そ れ を と り巻く周 皮

細胞か ら構成 され る
l)

. 内皮細胞は 循環血 流 中の 細胞成 分 ･ 非

細胞成分に 対する障壁 と して の 役割 をも つ ほか
, 抗血栓性 の プ

ロ ス タ サ イ ク リ ン
2)3)

や 血 管を収縮 , 弛緩 させ る エ ン ドセ リ ゾ)
,

一 酸化窒素( N O)
5)

と い っ た血 管作働性物質を 産生す る こ と が知

られ て い る .

一 方 , 周皮 細胞 は 血 管組 織構 築上 の 解剖学 的位

置
1)

や細胞 内に お け る筋性 ア ク チ ン
6)

･ ミ オ シ ン フ ィ ラ メ ソ ト
7)

の 存在か ら大中血 管の 平滑筋細胞 に 相当する と 目され , 細小血

管に お ける緊張調節に 関係す る と考 え られて きた . しか し
,
周

皮細胞の 生物学的性質や 生理 的役割 に つ い て は な お不 明な 点が

多く , 内皮細胞 と周皮細胞と の 細胞 間相互作用や それ を担う困

子に つ い て もほ と ん ど明らか で ない .
こ れ ら の 課題の 解決は

,

血 管と く に 細小血管 の 恒常性維持の しく み や糖尿病性血 管症を

は じめ と する種 々 の 血管症の 発生 ･ 進展の 機構 , 病態 ,
さら に

は予防 ･ 治療法を 明 らか に に す る う え で 重要と 考え られ る .

著者 らは , 生体か らそ れ ぞれ独立 に分離 した 内皮細胞 , 周皮

細胞 の 純培養系 およ び共存培養糸 を確立 し
, 内皮細胞 , 周皮細

胞の 個 々 の 性質や こ れら 2 種の 細胞 間の 相互 作用に つ き試験管

内で 追求す る こ とを 可能 に した
8 ト岬

. 本研究で は , 初代培養 ヒ

日舞静 脈 内皮細 胞 と ウ シ 網膜 周皮細 胞 の 共 存培養 糸 を用 い
,

[ Ⅰ] 内皮 細 胞の 増殖 , 故能 , 傷害に およ ぼす周皮細胞の 効果 ,

[ Ⅱ] 周皮細胞の 増 殖に お よ ぼす 内皮細胞の 効 果 とそ れ を 担う

A b b r e via
.
ti o n s : E C G S

,
e n d ot h eli al c ell g r o w t h s u p p le m e n t ; E D 5｡ ,

d o s a g e gi vi n g h alf - m a Xi m al eff e ct ; k b
,

kilo b a s e s ; L D L
,
l o w d e n sit y lip o p r ot ei n ; L H O

,
1in ole at e h y d r o p e r o xid e ; P G F l α

, p r O S t a gl a n di n F la ; S D S
,
S O di u m

d od e c yl s ulf a t e ; 2 0 Ⅹ S S C = 3 M s o di u m chl o rid e an d O ･3 M s o di u m cit r at e ; 5 Ⅹ S S P E = 0 ･9 M s o di u m
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因子 に 関し て 検討 L た .

材料お よび方法

l . 材 料

1 .
ヒ = 済静脈内皮細胞

著者 らの 既述 の 方法に よ り
8､

ヒ ト臍帯 よ り臍静脈血 管 内皮細

胞 を初代培養化 した . 実験 に は15 ～

2 0 継代目 の 細胞 を 用 い た .

9 5 % 以 上 の 細胞 が ア セ チ ル 化 低 密 度 リ ボ 蛋 白 (l o w d e n sit y

li p o p r o t ei n
.
L D L ) と 1) ニ み能 を 有し血 管内皮細胞 と 同定 され た

( 図 1 A . B ) .

2 . ウ シ 網膜 間 皮細胞

著者 らの 既述 の 方法に よ り
8'

ウ シ 眼球 よ り網膜血 管 周 皮細胞

を分離 した . 実験に は 5 ～ 1 0 継 代目 の 細胞を 用い た . 9 5 % 以上

の 細胞が α一平滑筋 ア ク チ ン 陽性 で 間 皮細胞 と 同定 さ れ た ( 図

1 C) .

[ . 方 法

1 . 共存培養系の 作 製

培養化 L た 内皮細胞と 周 皮細 胞と か ら国2 に 示 す 2 種類の 共

存培養系を 作製 した . すな わ ち
,

ひ と つ の 系 で は 2 種 の 細胞が

物理 的に 直接接触 しえ る 条 件下 で
, も う ひ と つ の 系 で ほ 孔 径

0 ･ 4 p m の T r a n s w ell ( C o s t a r , P l e a s a n t o n
,
C A ) を介 し細胞種間

の 接触を 阻止 L た 条件下 で 共存 培養を行 っ た . 内皮細胞と 周皮

細 胞を そ れ ぞ れ 3FLg/ m l と 10 p g/ m l の マ イ ト マ イ シ ン C

( S ig m a
,
S t ･ L o u is , M O ) で37 ℃

, 2 時間処理 し分裂能を 失わ せ

た後 , 2 4 穴 ク ラ ス タ ー デ
イ

シ
ュ に 内皮細胞の 場合は 2 ×1 0

4

, 周

皮細胞の 場合は 1 ×1 0 憫 播種 しフ
ィ

ー ダ ー 層 と した . 細胞の 接

着を確認 した の ち , 接触共存培 養系 で は フ ィ
ー ダ ー 層上 に 直接

l x l O
4

個の 細胞を 播き, 非接触共存 培養 系で は T r a n s w e ll 内

に 3 ･ 3 × 1 0
3

個の 細胞を播 い た .
ヒ ト胎児肺由来の 線維芽細胞株

で ある M R C-5 細 胞
川

の フ ィ
ー ダ ー

層は 周皮細胞 と 同様 に 調製

L た .

2 . 生細 胞数の 算定

生存細胞 数ほ 内皮細胞 も しく は周 皮細胞を0 . 2 5 % ト リ プシ ン

で 分散後,
0 .･1 7 % ( w / v) ト リ バ ン プ ル ー を含む 培地で 希釈 し血

Fig . 1 . H u m a n u r n bili c al e n d o th elia l c e11s a n d b o v i n e r e ti n al p e ri c y t e s i n c ult u r e ･ A : P h a s e c o n tr a s t m i c r o g r a p h of h u m a n

u m bili c al e n d oth eli al c elI s ･ B : S t ai n l n g Of e n d o th eli al c ells i n th e s a m e fi eld wi th a c e tyl a t e d L D L l a b el e d w ith
l

･
1

'

-d i o ct a d e c yl-3 ･
3

,
3

'

,
3

'

- t e tr a r n e th yli n d o c a r b o c y a ni n e p e r c hl o r a t e ･ C ‥ S t ai n i n g of b o vi n e r e ti n al p e ri c yt e s w ith a m o n o cl o n al
a n tib o d y aLg ai n s t α S m O O th m u s cl e a c ti n ･ B a r s

,
5 0 / 上m .

C か 亡ult u 陀 S y s 帖 m

W it h P h y si亡a l C o nt a 亡t
≡

C q ト亡ult u 陀 S y st e m

W ith o u t C o nt a 亡電

Fig . 2 . C o
-

C ult u r e s y s t e m s .

C hl orid e
,
5 0 m M s odi u m p h o s p h a t e ( p H 7 ･7) a n d 5 m M e t h yl e n e dia m i n e t et r a a c e tic a cid ; T G F - β,

t r a n Sf o r mi n g

g r o w t h f a c t or β



血 管内皮細胞 一

周 皮細胞間相互作 用 と その 生理 的意義

球計算盤 を用 い て 算定 した . 接触共存培養系で ほ
, 各時点で の

総生存細胞数か ら同 一 期間単独 で 培養 した フ ィ
ー ダ ー 層の 細胞

数を 引い て 生存細胞数と した ･

3 . プ ロ ス タ サ イ ク リ ソ の 定量

培地中の プ ロ ス タ サ イ ク リ ソ 最終 代 謝産物 6 藻e t o- P r O S t a g ト

a n d i n F , a ( 6-k e t o- P G F l ｡) を A m e r s h a m ( A m e r s h a m
,
U K ) 社製

6-k e t o-P G F l a e n Z y m e i m m u n o a s s a y s y s t e m を用 い た 酵素抗体

法 で 測定 した . 接触共存培養系 で は ∴ 培地 中の 6-k e t o- P G F . . 総

量か ら 同 一 期 間単 独 で 培 養 し た フ ィ
ー ダ

ー

層 の 培 地 中 の

6pk e t o- P G F l a 量を引 い て 6～k e t o- P G F . ｡ 産 生量と した .

4 .
リ ノ ー

ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ドの 調製

T h o m a s ら の 方法 に 準 じて
1 2)

u ノ ー

ル 酸 ヒ ド ロ ペ ロ オ キ シ ド

(li n ol e a t e h yd r o p e r o x id e
, L H O ) を 調製 した . すなわ ち0 ･ 2 2 g リ

ノ ー ル 酸 (S ig m a) を 0 . 7 m l の エ タ ノ ー

ル に 溶 か し
,

さ ら に

0 .0 5 M ホ ウ酸緩衝液(p H 9 . 0) 10 0 m l に 溶解 させ た . 0 ℃ で 溶液

中に 十分量の 酸素 を 吹き こ み
,

S O y b e a n o x id a s e (4 05 0 u nit s/

m l
,
S i g m a) を添加 し

,
0 ℃ で10 分浸透 した . そ の 後塩酸 に て 反

応を 止 め
,
2 0 % エ ー テ ル 80 % ヘ キ サ ン 溶液で 3 回 抽出を く りか

え し
, 溶媒 を24 ℃ で 蒸発 させ L H O を 調製 した . L H O の 定量は

Y a gi の 方法
川

に 準 じた .

5 . 内皮細胞傷害

あ らか じめ 内皮細胞を 1 p C i/ m l の [
3
H ] , 2 -d e o x yL D-g l u c o s e

( N e w E n gla n d N u cl e a r
,
B o s t o n , M A , N E T-5 4 9 A ) 存在下で18 時

間 卜
3 7 ℃ で 浸透 した後 ,

0 . 2 5 % ト リ プ シ ソ で 分散 し ,
8 × 1 0

5

個

の 細 胞 を 6 穴 の ク ラ ス タ
ー

デ ィ シ
ュ ( C o st a r) 中 の 周 皮細 胞

フ
ィ

ー

ダ
ー

層上 に 播種 した . 3 時間後 , 細胞の 接着 を確認 した

う え で
,
0 . 5 % 牛血 清ア ル ブ ミ ン (S ig m a) を含む ハ ン ク ス 液 で

2 回洗浄 し ,
L H O を 添加 して37 ℃ で 1 時間浸透 した . 内皮細

胞傷害 の 程度は
l 培地中に 放出 され た

3
H の 放射活性を A

,
2 %

T rit o n X- 10 0 で 可 溶化 した細胞中 の 放射活性 を B と し
,

L H O

を 添加 し な い と きの 培地中, 細胞中 の 放射活性を そ れ ぞれ A o,

B o とす ると き

[意義

A o

A o 十B o

× 1 0 0( % )

で 算定 した
1車

. 個 々 の 放射活性ほ 液体 シ ン チ レ
ー

シ ョ ン カ ウ ン

タ ー

を 用 い て 測定 した .

6 . ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト分析

150 c m
2

の 細胞培養用 フ ラ ス コ ( C o r ni n g ,
N . Y .) 中で コ ン フ ル

エ ン トと な っ た 周 皮細胞か ら Q u ic k P r e p m R N A P u rifi c a ti o n

K it ( P h a r m a ci a
,
U p p s al a

,
S w e d e n) を 用 い て p oly ( A )

十

R N A を

分離 した
15)

. 3 . 5 FL g 相当の p oly ( A )
+

R N A を 1 . 1 M ホ ル マ リ ン

を含む1 . 5 % ア ガ ロl -- ス ゲ ル に て 電気泳動 し
,

ナ イ ロ ン フ
ィ

ル

タ ー

( ハ イ ポ ン ド N
+

,
A m e r s h a m ) に 転写 した . 転写後 ,

フ ィ ル

タ
ー

に U V ス ト ラ タ リ ン カ
ー

2 4 0 0 (S tr a t a g e n e
, C A ) を用い て

12 0 ミ リ ジ ュ
ー ル の 波長 254 n m の 紫外線 を照射 し ,

R N A を 固

定 した .
つ い で

,
フ ィ ル タ ー

を50 % ホ ル マ リ ン
,
5 ×S S P E (0 . 9

M N a C l
,
5 0 m M s o di u m p h o s h a t e p H 7 . 7

,
5 m M e th yl e n e di a-

m i n e t e tr a a c e ti c a cid) , 5 × デ ソ ハ ル ト液( 1 % ポ リ ビ ニ ー ル ピ

ロ リ ド ン
,

1 % ウ シ ア ル ブ ミ ン
,

1 % フ ィ
コ

ー ル) ,
0 . 5 % ドデ

シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム ( s o di u m d o d e c yl s ulf a t e
,
S D S) ,

2 0 0 FLg/

m l 変性 サ ケ 精子 D N A (S ig m a) か らな る溶液 5 m l 中で42 ℃ ,

4 時 間 プ レ ハ イ プ リ ダ イ ズ さ せ た 後 t
5 0 % ホ ル マ リ ン

,

5 ×S S P E
,

5 × デ ン ハ ル ト液,
0 . 5 % S D S

,
3 4 0 p g/ m l 変性 サ ケ

83

精 子 D N A
,

プ ロ ー ブ 1 5 n g か らな る溶液 2 m l 中で42 ℃
,
1 6 時

間 ハ イ プ リダイ ズ させ た .
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ 後 ,
フ ィ ル

タ
ー

を 2 ×S S C (0 . 3 M N a C l
,
0 . 0 3 M s o di u m citr a t e

, P H 7 .0) ,

0 .1 % S D S にて 室温 で30 分
,

2 回 ,
つ い で 0 . 1 × S S C

, 0 . 1 %

S D S に て42 ℃で20 分 , 2 回洗浄 し
,

-

8 0 ℃で 5 日 間オ ー ト ラ ジ

オ グ ラ フ ィ
ー

を 行 っ た . な お
, 本実験で 使用 した A

,
B 型 エ ン

ドセ リ ン レ セ プ タ ー

C D N A ク ロ ー ン
16)1 7 )

ほ 日 本 ロ シ
ュ 研究所

,

古市泰宏 ∴宮本 力両博士 よ り分与 され た . c D N A プ ロ
ー

ブの

標識は ラ ン ダ ム プ ライ マ
ー

ラ ベ リ ン グ キ ッ ト (S tr a t a g e n e) と

[ α-
J 2

P ] デ オ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ソ 酸 (A m e r s h a m ) を用 い て 行

い
1 8)

,
1 × 1 0

9
c p m / FLg の 比活性を 得た .

成 績

t . 血 管内皮細胞の増殖 , 機能 , 傷害に お よぼ す周皮細胞 の

効果

1 . 周皮細胞ほ 内皮細胞の 増殖 を抑制す る

図 3 は ,
ウ シ 網膜血管周 皮細胞 の 存在 ･ 非存在下で 培養 した

ヒ ト 臍静脈内皮細胞の 増殖曲線 を示 す . 内皮細胞を周皮細胞 の

フ ィ ーダ ー 層上 に 直接重層 して 培養す る と
, 内皮細胞の 増殖は

有意 に 抑制 され
, 培養開始後 3

,
6

,
7 . 5 日 目の 生存内皮細胞数

は 純培養 した 場合に 比 しそれ ぞれ71 %
,
6 5 % ,

69 % と減少 した

T i m e ( D ay s )

F i g . 3 . E f f e c t s of p e ri c y t e s o n g r o w th o f e n d ot h eli al c e11 s .

E n d o th eli al c ells w e r e c ult u r e d w ith (⑳) o r w ith o u t ( ○)

P e ri c yt e s ( A a n d B ) o r fib r o bl a st s ( C a n d D ) . A a n d C :

C o
-

C u lt u r e w ith p h y sic al c o n t a c t b e t w e e n t w o c e11 ty p e s .

B a n d D : C o- C ult u r e w ith o u t p h y si c al c o n t a c t . T h e

n u m b e r of vi a bl e e n d o th eli al c ell s i s i n di c a t e d o n th e

O r di n a t e . C u lt u r e p e ri o d af t e r c ell a tt a c h m e n t i s i n di c a t e d

O n th e a b s cis s a . E a c h p oi n t r e p r e s e n t s th e m e a n f o r

tripli c a t e e x p e ri m e n t s ; V e rti c al b a r s s h o w S D w h e n la r g e r

th a n th e s y r n b ol ; ⑩ , th e m e a n v al u e s th a t a r e i n t o o cl o s e

p r o xi m ity t o b e i n di c a t e d i n di v id u a11y .

*

p < 0 .Ol
,
C O m p a r e d

t o th e n u m b e r of e n d o th eli al c ells c ult u r e d al o n e (S t u d e n
-

t
'

s t t e s t) .
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( 図 3 A ) . しか し
,

内皮 細胸 を T r a n s w e lL 内に 播 き周 皮細 胞

フ ィ
ー ダ ー 層か ら離 して 培養する と

,
周皮細胞の 影響ほ 認め ら

れ ず
,

生存内皮細胞数ほ 純培養時 と 同程度 に 増加 した こ とか ら

(図 3B) , 周 皮細胞に よ る 内皮細胞 増殖 の 抑制 に は 2 種の 細胞間

の 物理 的接触が 必要 と考 え られ た . ヒ ト線 維芽細 胞 を フ ィ
ー

ダ ー 層と して用 い た 場合 に は ト 接触 t 非接触 い ずれ の 条件下 で

も , 内皮細胞 の 増殖は 影響を うけな か っ た ( 図 3C
,
D ) .

2 . 周 皮細胞 は 内皮細胞 の プ ロ ス タ サ イ ク ワ ソ 産生を 促進す

る

(

邑
ロ
0
日
N
･

【

〓
M

ご
○
爪

透
通
由
l

遥

4 0

3 0

2 0

周皮細胞が 内皮細胞の 特異機能 に も影響 しうるか どうか を み

る た め
,

周 皮細胞 の 存在 ･ 非存在下で 培養 した 内皮細胞 の プ ロ

ス タ サ イ ク リ ン 産生量を 測定 した . 表1 に 示す よ う に
, 周皮細

胞と の 接触共存培養糸 で 内皮細胞の 6-k e t o
- P G F l ｡ 産生は1663i

と 有意 に 増加 し, 非接触共存漕 養系で も
､

周 皮細胞 の 共存 は 内皮

細胞の 6 -k e t o
- P G F l ｡ 塵 生を1 . 3 倍高め た . 線維芽細胞を フ ィ

ー

ダ ー 層と した共存培養系で ほ
,

2 細胞種間の 接触の 有無に かか

わ らず, 内皮細胞 の 6 -k et o- P G F . ｡ 産生 に 変化は 認め られ な か っ

た (蓑1 ) .

T a bl e l . Eff e c t o f p e ri c y t e s o n 6 -k e t o
- P G F l a P r O d u c ti o n b y e n d o th eli al c ell s

C u lt u r e c o n diti o n s 6- k e t o
- P G F . ｡ (p g/ 1 0

6
c ell s)

1 ) W ith p h y si c al c o n t a c t

a) E n d o th eli al c ell s

E n d o th eli al c ell s

b) E n d o th eli al c ells

E n d o th eli al c ells

2) W ith o u t c o n t a c t

a) E n d o t h eli al c ell s

E n d o t h eli al c e11 s

c o ← C ult u r e d w ith p e ri c yt e s

c u lt u r e d al o n e

c o
-

C ult u r e d w ith fi b r o bl a s t s

c ult u r e d al o n e

C O -

C ul t u r e d w ith p e ri c yt e s

c ult u r e d al o n e

b) E n d o th eli al c e11 s c o
-

C u lt u r e d w ith fib r o b l a s t s

E n d o th eli al c ell s c ult u r e d al o n e

*
1 15 2 . 2 士 6 1 . 6

6 94 . 4 士 2 5 . 2

7 11 . 5 ± 5 6 . 8

68 6 . 7 ±1 2 6 .0

4 7 6 . 0 ±1 4 0 .0

3 6 5 . 4 士1 4 0 . 0

3 4 5 . 6 士 6 2 . 7

3 5 1 . 7 ± 6 3 . 7

V al u e s r e p r e s e n t m e a n s 士S D o f 9 r e pli c a t e e x p e ri m e n ts .

*

p < 0 .01
,

C O m p a r e d t o e n d o th eli al

c ells c ult u r e d al o n e (S t u d e n t
'

s t t e s t) .

l
+ 一 - -

｣

1 5 1 0

C o n c e n t r atio n o f L H O ( P M )

O

N ｡ mよ, ｡ . ,まic y te sミx . ｡
5

)

4

Fi g . 4 . P r o t e c ti o n b y p e ri c y t e s a g a in s t L H O qi n d u c e d e n d o th e li al c ell d a m a g e ･ D a m a g e o f e n d o th eli al c ells w a s e s ti m a t e d b y th e

r el e a s e of
3
H r a di o a c ti v ity f r o m e n d o th eli al c e11 s th a t h a d i n c o r p o r a t e d [

3

H ] - 2 D O G ･ E a c h d a ta a r e e x p r e s s e d a s th e m e a n ±S D

of p e r c e n t a g e of
3
H r a d i o a cti v ity r el e a s e d f r o m [

3
H ト2 D O G -l a b el e d e n d o th eli al c ells ･ A : E ff e c t of c o

-

C ult u r e wi th p e ri c yt e s o n

e n d o th eli al c ell d a m a g e a t v a ri o u s c o n c e n tr ati o n s of L H O ･ S h a d e d b o x ,
e n d o th eli al c e u s c u lt u r ed al o n e ･ O p e n b o x

･
e n d o th eli al

c ell s c u ltu r e d wi th p e ri c yt e s (4 ×1 0
S
c ell s) . B : D e n sit y

T d e p e n d e n t p r o t e c tio n b y p e ri c y t e s a g ai n s t L H O - in d u c e d e n d o th e li al c ell

d a m a g e . T h e i n d ic a t e d n u m b e r s of p e ri c y t e s w e r e s e e d e d in C o s ta r 6 -

W ell cl u s t e r d is h e s (9 ･6 c m
2

/ w ell) ,
O n W h i c h e n d o th eli al

c ell s (8 ×1 0
5

) w e r e pl a t e d a n d tr e at e d wi th l JL M L H O ･



血 管内皮細胞 一 周皮細胞間相互 作用と そ の 生理 的意義

3 . 周皮細胞は過 酸化脂質 に よ る 内皮細胞傷害を 防止す る

血管 内皮 の 傷害は 種 々 の 血 管症発症に つ な が る初期病変 の ひ

と つ と考 え られ て い る
19)

. 筆者ほ つ ぎに
, 代表的血 管 内皮傷害

因子で ある過酸化脂質に よ る 内皮細胞の 傷害が 周皮細胞の 共存

下で どう影響 され るか を 調 べ た , そ の 結 果 , 図 4 に 示 す よ う

に
,

周 皮細胞の フ ィ ーダ ー 層上 で培 養 した 内皮細胞は純増毒 し

た 内皮細胞に 比 しよ り軽度 に しか傷 害 され な い こ と が見 い 出 さ

れ た . こ の 周 皮細胞 に よ る 内皮細胞 傷害の 防止 は
,
1 ～ 1 0 〟M の

どの L H O 濃度 で も観察され (図4 A) , 周皮細胞密度に 依存 して

い た ( 図 4B) .

Ⅱ . 周皮細胞の 増殖に お よぼす内皮細胞の 影響

1 . 内皮細胞 は周皮細胞の 増殖を 促進す る

筆者は つ ぎに
,

上 層 に 周皮細胞 , 下層 に 内皮細胞を置 い た 共

存培養系で
,

周 皮細胞 の 増殖が 内皮 細胞 に よ っ て どの よう に 影

響 され るか を 検討 した . こ の 結果 , 周皮細胞 が 内皮細胞増殖を

抑制 した の とは 逆に
, 内皮細胞は 周皮細胞増殖 を促進する こ と

が 見い 出され た . すな わ ち
, 図 5 A に 示 す よう に

,
純培養 した

周皮細胞 は12 日間 で約 2 倍に しか 増 えな か っ た の に 比 し
, 内皮

細胞の フ ィ
ー ダ

ー

層上 で 培 養 した 周 皮細 胞 は 6 日 目 で 3 倍 ,

9
,
1 2 日目 に は 4 倍 に 増加 して い た . こ の 内皮細胞に よ る周 皮

細胞増殖促進に は 必ず しも 2 種 の 細胞 間 の 接触 ほ 必要 で は な

く , 内皮細胞と の 非接触共存培養系で もほ ぼ 同程度の 周皮細胞

増殖促進効果が 観察 され た(図 5B) . したが っ て
,
内皮細胞に よ

る周 皮細胞 の 増殖促進は 内皮細胞か ら分泌 され る何 らか の 液性

A

85

田 子 に よ っ て 仲介 され るもの と考 え られ た .

2 . 内皮細胞由来増殖因子 の 本体は エ ン ドセ リ ン 1 で ある

内皮細胞が 分泌す る生理 活性物質 の うち エ ン ドセ リ ソ 1 は 血

管平滑筋細胞
28)2 り

や 腎メ サ ソ ギ ウ ム 細胞
22)

の D N A 合成や細胞増

殖を 促進 しう る こ と が示唆 され て い る こ とか ら
,
筆者は エ ソ ド

セ リ ソ 1 が周皮細胞 の 増殖 を促進する因子の 本体で ほ な い か と

推測 し, 周皮細胞の 純培養系に エ ン ドセ リ ソ 1 を添加 して周 皮

細胞の 増殖を 調べ た . 実際 ,
エ ン ド セ リ ソ 1 は 濃度依存性に 周

皮細胞の 増殖を促進する こ とが 見 い 出 され
,
1 0~

8

M 以上 の 濃度

では 内皮細胞の 共存下と同程度 の 周皮細胞増殖促進効果が得 ら

れ た ( 図6) . E D 5｡(d o s a g e gi vi n g h alf -

m a X i m al eff e c t) ほ お よそ

10~ 9
M で あ っ た . また

, 凍結乾塊 され た 抗 ヒ ト エ ン ドセ リ ン 1

ウ サ ギ抗血清を 1 バ イ ア ル あた り 5 恥Ⅰ に 調製 し
, 非接触共存

培養系に 加え る と
, 内皮細胞 に よ る周皮細胞増殖促進効果は 濃

度依存性に 抑制 され
,
1 0 % 抗血 清の 添加 で は 内皮細胞に よ る増

殖促進効果は 完全 に 消失 した ( 図7) . した が っ て
, 内皮細胞の

周 皮細胞増殖促進効果を担う主た る因 子ほ エ ン ド セ リ ソ 1 で あ

る と結論され た .

ウ シ 網膜 周皮細胞か ら分離 した p oly ( A )
+

R N A を ノ ー ザ ソ プ

ロ
ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ で 分析 した結 果, 図 8 に 示すよ

うに , A 塑 エ ン ドセ リ ソ レ セ プタ ー

C D N A と ハ イ プ リ ダイ ズ

す る鎖長3 . O kil o b a s e s (k b) の 単
一

の バ ン ドが検出され た . B 型

レ セ プ タ ー

C D N A を プ ロ ー ブ と した 場合 に ほ バ ン ドほ 認め ら

れ なか っ た . こ の こ と は
,

周皮細胞が エ ン ドセ リ ン 1 に 高親和

B

Fig . 5 . E ff e c ts of e n d o th eli al c ells o n g r o w th of p e ri c yt e s ･ P eri c yt e s w e r e c ul tu r e d wi th ( 4 ) o r w ith o u t ( ロ) e n d o th elial c ell s ･

A : C o
-

C u ltu r e w ith p h y si c al c o n t a c t b e t w e e n th e t w o c ell ty p e s ･ B : C o
-

C ult u r e w ith o u t p h y si c al c o n t a c t ･ T h e n u m b e r of

v i ab l e p e ri c y t e s is i n di c a t e d o n th e o r d i n a t e ･ C u lt u r e p e ri o d af t e r c ell a tt a c h m e n t is i n di c a t e d o n th e a b s ci s s a ･ E a c h p oi n t

r e p r e s e n t s th e m e a n 土S D of 3( A ) o r 6(B ) r e pli c a t e e x p e ri m e n ts ･

*

p < 0 ･01
･

C O m p a r e d t o th e n u m b e r of p e ri c yt e s c ult u r e d al o n e

(S tu d e n t
'

s t t e s t) .
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性
23)

の A 型 レ セ プ タ ー

を コ ー ドす る m R N A を 発現 して い る こ

とを 示 す .

考 察

本研究で筆者ほ
t
初代培養 ヒ ト臍静脈内皮細胞 と ウ シ 網膜周

皮細胞の 共存培養系を 用 い て 2 種 の 細胞間相互 作用を 増殖 と機

能の 両面か ら検討 した . そ の 結果 , まず , 周皮細胞ほ 内皮細胞

との 物理的接触を 介 して 内皮細胞 の 増殖を抑制す る こ とが 見 い

出 され た .
こ の 結果ほ

t 網膜周皮細胞が 副腎毛細血 管 内皮細胞

の 増殖に 対 して 抑制能 を 示 した と い う D
'

A m o r e ら
細

の 観察 と

一 致する . た だ , 本研究と 彼ら の 報告 とで増殖抑制 の 程度 に 差

が 認め られ る が
,

こ れ ほ e n d o th eli al c ell g r o w th s u p pl e m e n t

( E C G S) や ヘ パ リ ン
,

α fib r o bl a s t g r o w th f a c t o r な ど培地中 に

添加 した増殖因子の ち が い よ る もの で あ ろ う
8}

. ま た , 線維 芽

細 胞を フ ィ
ー

ダ
ー

層と した 共存培養系 でほ
,

2 種の 細胞間の 療

触の 有無 に か か わ らず内皮細 胞 の 増 殖 ほ 影響を うけ な か っ た

( 図3 ) .
した が っ て , 周皮細胞 に よ る内皮細胞増殖抑制効果ほ

,

周皮細胞膜表面に 局在する細胞種特異的な シ グナ ル に よ っ て 仲

介さ れ る もの と 考え られ る . こ の シ グナ ル 分子の 候 補と して は

tr a n sf o r m i n g g r o w th f a c t o r β( T G F一β) や へ パ ラ ン 硫酸が 考え

られ る .
S a t o ら

25)
は

l 内皮細胞 と周 皮細胞が共存す ると 血 管内

皮細胞 の 塵生する プ ラ ス ミ ノ ー

ゲ ン ア ク チ ベ
ー

タ に よ り プ ラ ス

ミ ノ ー ゲ ソ が プ ラ ス ミ ソ へ と変 換 さ れ , そ れ に よ っ て 滞 在 型

Fig . 6 . Eff e c t s o f e n d o th eli n l o n g r o w th of p e ri c y t e s .

P e ri c y t e s w e r e c ult u r e d alo n e w ith h u m a n e n d o th eli n l i n

T r a n s w ell c h a m b e r s f o r 6 d a y s . T h e n u m b e r o･f vi a bl e

p e ri c y te s is i n d i c a t e d o n th e o rd i n a t e . C o n c e n tr a ti o n s of

e n d o th eli n l in th e m e d i u m a r e in d ic a t e d o n th e a b s c is s a .

E a c h p o in t r e p r e s e n t s th e m e a n 土S D of tripli c a t e e x p e ri m
-

e n t s . ● ,
th e v al u e s wi th e n d oth eli n l . □,

th e v al u e

W ith o u t e rld o th eli n l . ■ , th e v al u e f o r c o
-

C ult u r e･ wi th

e n d o th eLi al c ell s mi n u s e n d o th e li n l . E T l
,

e n d o t h eli n l .

T G F-β が活性型 と な り内皮細胞の 増 殖を抑制す る と して い る .

T G F -β は D N A 合成 の 抑制
26)

ある い は細胞外基質の 調節
21)

を 介

して 内皮細胞 の 増殖を 抑制 しうる と 考え られ る .
へ パ ラ ソ 硫酸

は 周 皮細胞表面 に 最も多量 に 存在する グリ コ サ ミ ノ ダ リ カ ン で

血管新生抑制活性を も つ こ と が知 られ て い る
御 )

. こ れ ら の 知

見か ら , 内皮細胞の 増殖に 影響を お よ ぼす周 皮細胞の 量的 , 質

的異常ほ おそ らく糖尿病性網膜症 の 増殖性変化や 悪性腫瘍 , 関

節リ ウ マ チ
, 尋常性乾癖な どに お ける 血管新生 と深く関与 して

い る もの と思わ れ る .

本研究 で は また
,
周皮細胞 が 内皮細胞 の プ ロ ス タ サ イ ク リ ン

産生能を 高め る こ と が 見い 出され た . プ ロ ス タ サ イ ク リ ソ は 内

皮細胞 で 主 に 産生 され るプ ロ ス タ ノ イ ドで 強力な 血 小板凝集抑

制作用 と血 管拡張作用を 有する こ とか ら
2)3)

, 内皮細胞 に お け る

プ ロ ス タ サ イ ク リ ン 産生能の 低下 ほ 主に 血 小板で 産生され る ト

ロ ン ボ キ サ ン A 2 との 量的平衡関係 に 乱れ を 生 じ , 血 小板凝集
,

血栓形成を 引き起 こ し種 々 の 疾患 の 増悪国子に な りうる と 思わ

れ る ∴線維芽細胞 と の 共存 で ほ 内皮細胞の プ ロ ス タ サ イ ク リ ン

産生能は 影響 され な か っ た こ とか ら , 周 皮細胞は 内皮細胞 の 増

殖 の み な らず機能 に も細胞種特異的な 影響を お よ ぼ し
,
虚 血性

病変 の 進展に 保護 的に 作用 しう る と考 え られ る . 周皮細胞 に よ

る 内皮細胞の プ ロ ス タ サ イ ク リ ン 産生能促進が 2 種 の 細胞 の 接

触時 に よ り顕 著で あ っ た こ とか ら
, 増殖抑制と

一

部共通す る機

構 に よる と推定 され ,
こ の 場合も T G F ぜ

巾
や へ パ ラ ン 硫酸 が関

Fi g . 7 . E ff e c t s of a n ti -

e n d o th eli n l a n tis e r u m o n e n d o th eli al

C e ルd e p e n d e n t g r o w th of p e ri c y t e s . P e ric yt e s w e r e

C O
-

C u lt u r e d w ith e n d o th eli aI c ell s i n th e T r a n s w ell s y s t e m

i n th e p r e s e n c e of a n ti -h u m a n e n d o th eli n l a n tis e r u m f o r 6

d a y s . T h e n u m b e r of vi a bl e p e ri c y te s is i n di c a t e d o n th e

o r di n a te . C o n c e n tr a ti o n s of th e a n ti s e r u m i n th e m e d i u m

a r e i n d ic a t e d o n t h e a b s cis s a . E a c h p oi n t r e p r e s e n t s th e

甲
e a n 士S D of t ri pli c a t e e x p e ri m e n t s ･ ● ,

th e v al u e s- W ith

a n ti s e r?
m ･ P ,

t h e v al u e w ith o u t a n ti s e r u m ･ □,
th e v al u e

f o r p e r lC yt e S C u lt u r e d al o n e wi th o u t a n ti s e r u rn .



血 管内皮細胞 一

周皮細胞間相互作用 とそ の 生理 的意義

与 して い るか も しれ な い
.
T G F - β ほ 血 管内皮細 胞 に お け る エ

ン ド セ リ ン 1 の 分泌を 刺激す る こ とが 知 られて お り
31)

,
エ ン ド

セ リ ン 1 が血 管 内皮細胞に オ ー ト ク リ ン に 作用 しプ ロ ス タ サ イ

ク リ ン 塵生能 を促進 して い る
32)

可 能性 も 考え られ る .

さま ぎま な 因子に よ る内皮細胞傷害は 血 管の 障壁 と して の 機

能 を破綻 させ 血管透過性を 克進 させ る の み な らず , 内皮細胞の

もつ 抗血 栓能 や抗 凝固能 を 障害 し動脈 硬化症 を は じめ とす る

種 々 の 血 管症発症 の 引き金に な る と 考え られ て い る , さ らに ,

近年代表的な 血 管内皮細胞傷害因子で ある過酸化脂質が糖尿病

性 血管症の 進展と 深く かか わ りを も つ こ と が示 唆 され て きて い

る
33)3 4)

. した が っ て , 過酸化脂質に よ る 内皮細胞傷害が 共存す る

周 皮細胞 の 密度 に 依存 して軽減 され た こ と( 図A 4) は
,
周皮細

胞が 内皮細胞保護的に 作用 し細小血 管の ホ メ オ ス タ ー シ ス 維持

に 重要な役割を 演 じて い る こ とを 強く示 唆するも の で ある . ま

た
,
L H O を は じめ とする過酸化月旨質は 内皮細胞 に おけ る プ ロ

ス タ サ イ ク リ ソ の 生合成を抑制 しう る こ と か ら
3 5)

,
周 皮細 胞ほ

内皮細胞の プ ロ ス タ サ イ ク リ ン 産生能 , 細胞保護 の 両 面に 影響

を 与え 種 々 の 血管症 の 増悪 を 阻止 し て い る 可能 性 が 考え られ

る .

一 方 , 内皮細胞 と の 共存に よ り 周皮細胞の 増殖は有意に 促進

され た . こ の 増殖促進効果ほ 必ず しも2 種 の 細胞間の 物理 的接

触を 必 要と しなか っ た こ と か ら
,

内皮細胞は 主 と して 分泌性の

因子 を介 して 周 皮細胞 の 増殖を促進す る もの と考え られ た . 本

研究 で 筆者ほ
,

こ の 分泌 性因 子 の 実体は エ ン ド セ リ ン 1 であ る

こ と を示 す証拠を得 た . そ の ひ と つ は
, 培養培地 へ の エ ン ド セ

P r o b e : E T A C D N A E T B ⊂D N

- 2 8 S -

3 . O k b ¢
- 1 8 S ､

P m b e : β
- ^ c ti n c D N ^ β

- ^ c ti n c D N ^

Fig . 8 . N o r th e r n b l ot a n aly si s o f p e ri c yt e p oly( A )
+

R N A . 3 .5

FL g Of p oly( A )
十

R N A f r o m b o vi n e r eti n al p e ri c y t e s w e r e

el e c t r o p h o r e s e d o n l .5 % a g a r o s e g el c o n t ai ni n g l ･1 M

f o r m ald e h y d e , t r a n Sf e r r e d o n t o n yl o n m e m b r a n e s a n d

h y b ridiz e d wi th t y p e A a n d ty p e B e n d o th eli n r e c e p t o r

c D N A s . T h e m e m b r a n e s w e r e e x p o s e d t o X -

r a y fil m s f o r

5 d a y s ; wi th th e t y p e B r e c e p t o r c D N A p r o b e , n O d is ti n c t

b a n d w a s d e t e c t e d e v e n af t e r a 2 1- d a y e x p o s u r e . B a r s

i n d i c a t e th e p o siti o n of 2 8 S a n d 1 8 S R N A s r u n o n th e

s a m e g el . E T A ,
ty p e A e n d o th eli n r e c e p t o r . E T B ,

ty P e B

e n d o th eli n r e c e p t o r . A f te r a n aly si s w ith th e e n d o th eli n

r e c e p t o r c D N As ,
th e m e m b r a n e s w e r e h y b ridi z e d wi th

β- a C ti n c D N A .
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リ ン 1 添加が 内皮細胞 フ ィ
ー

ダ
ー

層 を代用する こ と で あ る (図

6 ) . 周皮細胞増殖促進 の E D 5｡ 値は , 平滑筋細胞や 腎 メ サ ソ ギ

ウ ム 細胞の D N A 合成 , 細胞増殖 誘導時
別 ト 22)

と 同様 で お よ そ

10
9
M で あ っ た . もう ひ と つ は

, 内皮細胞 に よ る周皮細胞の 増

殖促進効果が抗 エ ン ドセ リ ソ 1 抗体 で 中和 さ れ る こ と で あ る

( 図7 ) .
エ ン ドセ リ ソ 1 と 周皮細胞と の 相互 作用に 関 して は

t

ア イ ソ ト ー プで 標識 した エ ン ドセ リ ン 1 を用い た検討で ウ シ 網

膜周皮細胞に エ ン ドセ リ ン 1 に 高親和性 で 特異的な結合部位の

存在が 指摘 さ れ て い る
恥

. A お よ び B 型 エ ン ドセ リ ン レ セ プ

タ ー

C D N A を プ ロ ー ブと した ノ ー ザ ン プ ロ
ッ ト ハ イ プ リ ダイ

ゼ ー

シ ョ
ン に よ る今回 の 検討で も, ウ シ 網膜周皮細胞ほ エ ン ド

セ リ ン 1 と 高親和性 を 示 すA 型 レ セ プ タ ー
23)

を コ ー

ドす る

m R N A を 発現 して い た . おそ らく エ ン ドセ リ ソ 1 は 平滑筋

胞
37)

に おけ ると 同様A 型 レ セ プ タ ー を 介 して 周 皮細胞 に 作用

し
, 周皮細胞 の 収縮

38)

, 増殖制御 を行 っ て い る もの と推 測 され

る . 最近 , 網膜 内皮細胞に お い ても エ ン ド セ リ ソ 1 の 産生が証

明され た
3g)

. した が っ て
, 毛細血管 レ ベ ル に お い て も エ ン ド セ

リ ン 1 が パ ラ ク リ ン に 働き局所 の 血 流調節に 重要な 役割を 演 じ

て い るも の と 思わ れ る .
ごく最近,

C h a k r a v a rth y ら
細)

も エ ン ド

セ リ ソ 1 添加で 周皮細胞 の D N A 量 ,
タ ン パ ク 量

, 細胞数が増

加する こ とを 報告して い る . しか し
,

こ の 増殖促進作用が 無血

清培地中での 培養で は ほ とん ど認め られ な い
58)

こ とか ら, 周 皮

細胞の 増殖促進に ほ 何 らか の 血 清 中の 困子 の 関与も考 え られ

る . 周 皮細胞に ほイ ン ス リ ン やイ ン ス リ ン 様成長田子 に 対す る

レ セ プ タ ー の 存在が指摘 され て お り
細 け =

, イ ン ス リ ン が エ ン ド

セ リ ン 1 と相乗的に 働い て 周 皮細胞 の 増殖を 促進するの かも し

れ な い
=

. な お
, 今回 の 検討で は 内皮細胞に よ る周 皮細胞 増殖

促進効果は 2 種の 細胞の 接触条件下 で より顕著と な る傾向がみ

とめ られ た .
こ の 理 由の ひと つ と して

,

エ ン ドセ リ ン 1 の 局所

濃度の 差が考 え られ る . もうひ と つ に は , 細胞間に おけ る何ら

か の 直接的相互 作用 が周皮細胞の 増殖促進に 関与 して い る可能

性も考 え られ る . T G トβ が 内皮細胞 に おけ る エ ン ド セ リ ン 1

の m R N A 発現 レ ベ ル を 高め る こ と
31)
か ら清惟型 T G F-βが こ の

作用 に 関与 して い る の か も知れ な い
.

図 9 に , 本研究で得 られ た知見を 要約 して 開示 した . すな わ

ち , 内皮細胞 は主 と して エ ン ドセ リ ン 1 の 分泌 を 介し て 周皮細

胞の 増殖を促進 し
, 一方 , 周皮細胞は 内皮細胞の 増殖 を抑制す

るの み な らずプ ロ ス タ サ イ ク リ ン 産生能 を保持 し ∴過酸化脂 質

に よ る細胞傷害に 対 して も保護的 に 作用 すると 考え られ
,

こ れ

らの 内皮細胞 一

周 皮細胞間相互作用ほ 細小血管の ホ メ オ ス タ ー

シ ス 維持に 重要な役割を演 じて い る もの と 思われ る . した が っ

て
, 糖尿病性網膜症の 進展に 先立 っ て 見 られ る網膜周 皮細胞 の

選択的消失
42 ト 44)

ほ血 管新生の み な らず細小血 管 レ ベ ル で 血 栓傾

向を 引き起 こ し
,
虚血性病変の 発症を介 して 増殖性網膜症 へ と

進展せ しめ るの で あろ う . こ の 周 皮細胞の 選択的消失の 機構と

して は 一 高 血 糖に よ る ポ リ オ ー

ル 経路 の 克進
卿

,
ミ オ イ ノ シ

ト ー ル の 欠乏
46)

な どが想定され て い るが
, 今 回の 知見か ら内皮

細胞に よ り分泌され る エ ン ドセ リ ソ 1 の 作用不 全が関与 して い

る可 能性も考 え られ る . 高血糖下 に お い て は培養血管内皮細胞

の エ ン ド セ リ ン 1 分泌能が 刺激 され う る こ とか ら
珊

,
糖 尿病 状

態 で見 られ るイ ン ス リ ソ レ セ プ タ
ー

の 下向き調節と 同様 , 長期

に わ た る高血糖ほ 周皮細胞 に お い て エ ン ドセ リ ン A 型 レセ プ

タ ー の 下向き調節を まね きそ の 作用不 全を引き起 こ すの か も し

れな い . 血 管内皮細胞 と周皮細胞 の 細胞間相互作用の 破綻は血
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管新生
,

血栓傾向 , 内皮傷 害を 引 き起 こ し種 々 の 血 管 症 の 発

症
,
進展, 増悪に 関与す ると 思わ れ る (図9 ) .

結 論

血 管内皮細胞 とそ れ を と り巻く 周皮細 胞 と の 相互作 用 に つ

き
,
初代培養 ヒ̀ ト臍静脈内皮細胞 と ウ シ 網膜周皮細胞の 共存培

養糸を 用い て検討 し , 以下の 新知見を 得た .

1 . 周皮細胞は 内皮細胞の 増殖 を抑制 した .

2 . 周皮細胞は 内皮細胞の プ ロ ス タ サ イ ク リ ン 産生を 有意に

促進 した .

3 . 周皮細胞 の こ れ ら の 効果 は 内皮細 胞 と の 接触 を 必 要 と

し
,
線維芽細胞 で は代用 され な か っ た

. した が っ て
, 周皮細胞

表面 に 局在す る細胞種特異的な因子がそ の 効果の 担 い 手で あろ

う.

4 . 周皮細胞 は過酸化脂質に よ る内皮細胸傷害 を密度依存性

に 防止 した .

5 . 内皮細胞 は 周皮細胞 の 増殖を促進 した .
こ の 増殖促進効

果 は必ず しも 2 種 の 細胞 間 の 接触 を 必 要 と しな か っ た . した

が っ て
, 内皮細胞 よ り分泌 され る液性国子 が そ の 担 い 手で あろ

う.

6 .

エ ン ドセ リ ン 1 の 周皮細胞純培養系 へ の 添加 に よ り 内皮

細胞共存下と 同様 の 周皮細胞増殖促進効果が 得 られ ,

一 方 , 抗

エ ン ドセ リ ソ 1 抗体 の 共存培養系 へ の 添加 に よ り内皮細胞 の 増

殖促進効果は 消失 した . した が っ て
, 内皮細胞に 由来 し周皮細

胞 の 増殖を 促進 さ せ る 主 た る 因子 ほ エ ン ドセ リ ン 1 で ある こ と

が 明 らか とな っ た .

7 . 周皮細胞は エ ン ドセ リ ン 1 に 高親和性の A 型 レ セ プ タ ー

を コ ー ドす る 皿 R N A を 発現 して い た .

以上 よ り , 周皮細胞ほ 内皮細胞 の 増殖を 制御す るだ け で なく

内皮細胞 の 機能保持に も重要な役割 を果た して お り , 内皮細胞

ほ 主 と して エ ン ドセ リ ソ 1 の 分泌 を介 して周皮細胞の 増殖を制

御 して い る こ とが 明 らか に な っ た . した が っ て
, 内皮細胞

一

周

皮細胞 間相互 作用 ほ 細小血 管の ホ メ オ ス タ
ー

シ ス の 維持 に 重要

で あり ,
こ の 相互 作用の 破綻は種 々 の 血管病変 の 発生や 進展に

Fi g ･ 9 ･ E n d o th eli a l c elトp e ri c y t e i n t e r a c ti o n s a n d p o s sib l e s e q u el a e of th eir f ai 1 u r e ･ (l ef t p a n el) V a s c ul a r p e ri c y te s c a n n o t o nl y

r e g ul a t e g r o w th
,

b u t al s o p r e s e r v e p r o s t a c y cli n
-

p r O d u c t in g a bilit y ,
a n d p r o t e c t a g a l n S t li pid p e r o xid e

-i n d u c e d i nj u r y o f

e n d o th eli al c e11s
,

W h e r e a s e n d o th eli al c ells c a n s ti m ul a t e p e ri c y t e g r o w th th r o u g h th e s e c r e ti o n of e n d o t h eli n l . T h e f u n c ti o n al
in t e r a c ti o n s b e t w e e n th e t w o c ell ty p e s m a y pl a y i m p o r t a n t r ol e s i n th e m ai n t e n a n c e of mi c r o v a s c u l a r h o m e o st a si s . (rig h t

p a n el) E n d o th li al d y sf u n cti o n s h o uld sl o w d o w n o r h alt p e ri c yt e g r o w th
,

W hi c h m a y i n t u r n a1lo w e n d o th eli u m t o g r o w

u n c h e c k e d w ith o u t p r e s e r v in g its f u n c ti o n s o n o n e h a n d b u t r e n d e ri n g it s u s c e p tibl e t o c h e m i c al i n s ult s s u c h a s li pid p e r o xid e

O n th e o th e r
l

th e r e b y p r e di s p o si n g t o q n gi o g e n e si s
,
th r o m b o si s

,
a n d e n d o th eliu m in j u r y ･ T hi s s e e m s e x e m plifi e d i n di a b eti c

r e ti n o p a th y ,
i n w h ic h p e ric yt e lo s s wi th c a pill a r y d il a ti o n is f o ll o w e d b y ･ e n d o th eli al p r olif e r a ti o n : th e e a rly c h a n g e c o u ld b e

a s c rib e d a t l e a st i n p a rt t o th e d efic ie n c y of e n d o th eli n l a c ti o n ･ E C
,

e n d o th eli a l c ell ; P GI 2 , p r O S t a C y Cli n ; L H O
,
1 in 01 e at e

h y d r o p e r o x id e ; E T l
.

e n d o th eli n l .
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