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種々の薬物のなかでも抗癌剤は，数多くの副作用とその重篤さから，最もターゲテ

イング療法を必要としているものの一つである.このターゲティング療法の薬物キャ

リアーとして，抗体はその特異性の高さより従来から期待されてきた. しかしながら，

抗体をキャリアーとした抗体結合抗癌剤による癌治療は，現在のところ未だ十分な成

果が得-られていなし、- この主要な原肉は，抗体結合抗府剤のJJ霊協飢餓への移行性の低

さにある.抗体の分子量はIgGクラスで約15ノjであり， 1紅中に投与-されたこの 111j分子

は，血管の内腔を一層で覆う血管内皮細胞層によって透過が著しく制限されるため，

)]霊場組織への到達量は，投与量のわずか0.001-0.01%程度であることが辺年の研究で切

らかとなっている 1)， 2) • 

そこで私は，腫場組織部位の血管内皮細胞層の透過性を選択的に上昇させ，これら

抗体結合抗癌剤の腫蕩組織への移行性を上昇させることにより，ターゲティング療法

を有効なものにしようと考えた.

しかしながら腫場部位の血管内皮細胞層透過性の調節機構は未だ全く解則されて

おらず， したがって腫蕩部位の血管透過性を特異的に上昇させる方法は見いだされて

いなし\.そこで，まず腫場部位の内皮細胞層の物質透過調節機惜の解明を行い，そこ

から得られた知見をもとに，腫場組織血管の透過性を選択的に上昇させる手法の考案

を行うことを目標とした.

ところで，この血管内皮細胞層の物質透過性は，各組織において大きく異なってい

ることが知られている.例えば，脳において内皮細胞はBlood-Brain Barrier.を形成し，

透過性が著しく制限されている一方で3)，肝臓や臆場組織においてはアルブミンのよ

うな高分子物質でも血管壁を比較的容易に透過することができる 4) ，5) このように，

内皮細胞層透過性には各組織の特異性が存在することから臆虜血管の透過性を選択

的に上昇させるためには，腫場組織の特異的な内皮細胞層物質透過機椛を検討. Wf. 1 リ j

しなければならない.

この内皮細胞層物質透過機能の詳細なメカニズムの検討を，最も生体機能を反映し

ていると考えられている培養細胞を用いて検討することとした.さて，内j支出1I!l包は，

周囲の組織細胞からの影響を受け，各組織において各々特異的な物質透過機能を発現

していると考えられる.そこで腫場組織に注目した場合， in vitro 培養細胞を用いた系

で腫場組織特異的な内皮細胞層物質透過性の検討を行うには，二通りの手法を考える

ことができる.一つは，腫場組織から単離・培養した血管内皮細胞を用いる方法，他

の一つはp 正常組織由来の内皮細胞を腫場細胞の培養上清(馴らし培地

Condi tioned medi um; CM) で培養する方法である.CMは腫場細胞から分泌された碕々

の因子が合まれていることから， CMで培養することにより ， J刀 vivo と同総に内成制IJ
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胞は腫場細胞からの諸因子の作用を受け， in vivo の状態をin vitro で再構築でき得るこ

とが期待される.

そこで本論文では，両手法によるアプローチにより，腫場組織における血管内皮細

胞層の物質透過機構の検討を行った.
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本論

第一章 血管内皮細胞層の物質透過性におよぼす腫場細胞CMの影響

第一節 透過性におよぼすCMの影響

臆場組織部位の血管に共通な特性として， 一般組織の血管に比べ高い物質透過性を

示すことが数多く報告されているの-10) そこで，まずJJ毛場細胞CMを用いた系におい

て，正常組織由来内皮細胞が，腫場組織内皮細胞特異的な機能発現を誘導されるかど

うか透過性を指標に検討を行った.

実験方法

(1) 細胞培養

ウシ大動脈由来血管内皮細胞 (Bovine aortic endothelial cells: BAEC) は剥離法によ

り採取しダルベッコ変法イーグ戸ル培地 (DMEM) に10%牛胎児血清 (FCS; Filtron 

社)を添加したものにより継代培養を行い，実験には7ー 10継代目のものを用いた.

細胞は位相差顕微鏡観察において，形態的に均一であり，内皮細胞の特徴である敷石

状を呈しており，また蛍光ラベル化低密度リポ蛋白質の取り込み11)により高純度の内

皮細胞であることを確認した.腫場細胞としてマウス黒色腫B16細胞，ラット肝癌

H35細胞， ヒト上皮癌A431細胞を用いた. B16細胞はRPMI1640培地(10%FCS合有) , 

H35およびA431細胞はDMEM (10%FCS含有)により継代培養したものを用いた.ウ

シ平滑筋細胞は大動脈から剥離法により採取し， DMEM (10%FCS合有)により継代

培養を行ったものを使用した.

(2) CMの採取

各種組織細胞を培養dishへ1/8コンブルエント密度で播種し， 114コンフルエント到達

時に， ASF104培地(味の素社)に交換した. 24時間後，培地を採取し，遠心後，上

清を-200Cで凍結保存した.使用時に等量のDMEM (20%FCS合有)を混手11 させ，実

験に供した.

(3) 透過チャンバー

血管内皮細胞層の物質透過性は， Fig.lに示すチャンバーを用い検討を行った.円筒

の下部にpore size 0 .45μmのテフロン膜をはったインターセル(クラボウ社)を24-

wellにセットし，コラーゲンコーティング(*)を施した本膜上に血管内皮細胞を熔

種し(1 X 105個 ) ，培養を行った. 24時間後，培地をCMに交換し，さらに培養を行

い，コンフルエント到達時(播種5 日後)に透過実験を行った.

(*)コラーゲンI型(新田ゼラチン社; 3.0 mg!ml) をダルベッコリン酸緩衝液

(PBS) により 30倍希釈したものをインターセルのテフロン膜上に100μl添加し， 211寺

3 



示 した . 4 日 目 に細胞はコンフルエントに到達するものの，タイ ト ジヤンクション構

築が不十分であり， 5 日目にタイトジヤンクション構築が完成し，強固な細胞間隙を

形成したものと推察される.また，データには示していないが， B16CM培養群もコン

トロールと 同段に， 4 日目にコンフルエント に到達し， 5 日目 よ り透過性が一定となり

室温にて乾燥させたものを使用 した.
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Fig. 1 Experimental apparatus used to measure 
endothelial cell monolayer permeability to 
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最低値を示した. 細胞がコンフルエント状態で， 最も透過が抑制されている状態が，

生体における定常状態の血管透過性を反映していると考えられる こ とから ， 以後の実

験は全て経時的に測定を行い，コンフルエントかつ透過が最も抑制されたときのデー

(4) 透過実験

FITC-デキストランは血管内皮細胞の細胞間隙を透過することが知られていること

本化合物(分子量70，000) を透過性の指標として用いた.フェノールレッドから 12) ，

コ ン トロ ールの

タにより透過性を評価した.

B16腫虜細胞のCM (B16CM) で培養を行ったBAEC層の透過性は，

約5倍と顕著に上昇した (Fig.3) . 

(50μM) をインターセルの内室に添加

外室にはFITC-デキストランフリーの培地を添加した. C02インキュベータ内で

穏やかに1時間娠盗 し， 外室に透過したFD量を蛍光光度計により測定した(励起波長

蛍光波長550 nm) . また，内皮細胞が培養されていないテフロン膜のみの透

フリーのよ古地で溶解したFITC-デキストラン

し，

495 nm, 

以下の式によっ内皮細胞層のみの透過係数 (PEC) を，過実験を同織に10分間行い，

口
PECで示した.本節における透過係数は全て，て求めた13)
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Pmem テフロン膜層のみの透過係

(日本医科機器)PLカウンタートリプシンにより細胞を剥離し，

により 電気的に細胞数を測定した.

1IPEC = llPto凶・ llPmem

Ptolal :内皮細胞層およびテフロン膜層の透過係数，

数を示す.

(5) 細胞数測定

透過実験終了後，

。

Fig. 3 Effect 01 B16CM on BAEC permeability 
BAEC were cullured in permeation chambers with B16CM. 
When the cells were al confluence, the permeability assay 
was pertormed and the cell number was counled . 牢 Pく0 . 00 1
compared 10 control 

B16CM Control 
。

実験結果および考察

コントロール培地で培養した内皮細胞層の透過性および細胞数を経目的に測定した

結果をFig.2に示す.細胞は対数増殖後， 4 日 目 でコンフルエントとなり，以後， 細胞

透過性は4 日目ではなく，一方，数は一定であっ た. 最低値を5 日 目 より 一定となり，

5 4 



位相差顕微鏡観察において， BAECはコントロール群， B16CM群ともにコンフルエン

ト状態であり，また両群の形態的な相違も認められなかった.細胞数においてもコン

トロールと B16CM培養群との間に有意な差は認められなかった.本結果は， B16CM 

によるBAEC層の透過上昇が，内皮細胞の増殖阻害によってコンフルエントに到達し

なかったことや，細胞傷害性に起因するものではなく，腫場細胞からの液性因子によ

って内皮細胞の機能変化が生じた結果であることを示唆している.一方，正常培地で

BAECをコンフルエントまで、培養を行った後， B16CMを30分間作用させた場合，透過

に何ら影響を与えなかった.血管作動性薬物であるヒスタミンやブラジキニンは短時

間における一過性の透過上昇作用を示すが14)， 15)，腫虜細胞CMによる透過上昇は，長

時間にわたる持続的な透過性上昇であると考えられる.

また，この透過上昇作用はB16CMのみならず肝癌H35，上皮癌A431細胞といった異

なる種や由来の臆場細胞CMにおいても観察されたが，正常細胞である平滑筋細胞

(SMC) のCMは透過に何ら影響を与えなかったことから，透過性上昇因子が腫場細

胞から共通かつ特異的に産生されている可能性が示唆された (Fig.4) .また， BAEC 

自身のCMにおいて透過上昇作用が認められなかったことからも， !lill凶作111 )]包CMによる

透過上昇は，腫療細胞による培地中の栄養成分の枯渇に起因したものではなく，腫場

細胞が新たに産生した因子によるものと示唆された.

~ 80 
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o 

h 邑
担百

五 ω
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60 

40 
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E820 
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Control B16 H35 A431 SMC BAEC 

Fig.4 Effect of conditioned medlum on 8AEC permeabllity 
BAEC were cultured in permeation chamabers with conditioned media. 
When the cells were at confluence, the permeability assay was 
peパormed . * PくO 目 001 compared to control 
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第二節 透過上昇作用の特異性に関する検討

前節の結果は，ウシの大動脈由来の内皮細胞を用いたものであり， この透過上昇作

用が，他の部位や種の内皮細胞においても観察されるか，先の実験により最も強い上

昇作用が認められたB16CMを用い検討を行った.

実験方法

ウシ大静脈由来内皮細胞は下大静脈より剥離法により採取，培養したものを用いた.

ヒト隣帯静脈由来内皮細胞はクラボウ社から供与されたものを用いた.他は前節の方

法により行った.

実験結果および老察

B16CMはウシ大動脈由来内皮細胞層のみならず，部イ立や種の異なるウシ大静脈， ヒ

ト燐帯静脈由来の内皮細胞層の透過性をも同様に上昇させた (Table 1) . しかしなが

ら，内皮細胞と同様に物質透過の障壁となっている tig h t junctionを形成する上皮細胞

株MDCK細胞層の透過性にはB16CMは何ら影響を与えなかった.本結果はB16CMの

透過上昇作用が，内皮細胞に対 して特異的である可能性を示唆している.

Table 1 E付ect of 81 .~~~_ ~n the permeability of endothelial 
or epithelial cells -monolayers 

Cell 
Permeability coefficient (X10 ・3 cm/h)

BAEC 

8VEC 

HUVEC 

MDCK 

Control 

15.2::t1.0 

32.6::t 3.4 

25.4::t 7.1 

3.71 ::t 0.24 

B16CM 

65.2::t 5.6* 

84.9 主 5.5*

52.2::t 6.6* 

3.75::t 0.19 

BAEC: bovine aortic endothelial cells 
BVEC: bovine venous endothelial cells 
HUVEC: human umbilical vein endothelial cells 
MDCK: Madrin-Darby canine kidney cells 

* P<0.001 

第三節透過上昇と F-ア クチン

% of increase 

329 

160 

105 

。

血管内皮細胞層の透過上昇に際し， その細胞骨格構成蛋白の一つであるF-アクチン

の減少が起こる ことが数多 く 報告さ れており 16)-18) ，

ニズムとしては本知見しか明らか と なっていない.

F-ア クチンが関与 しているか否かを調ベた.

7 

現在のところ， 透過上昇のメカ

そこで， B16CMによる透過上昇に



実験方法

B16CMはBAEα番種後， 24時間後より添加し，

F-アクチン脱重合剤サイトカラシンB (5μg/ml) 

トまで培養させたBAECに30分間作用させた.

(2) F-アクチン染色および定量

F-アクチン染色はPhillips と Tsanの方法に準じ19) ， F-アクチンに特異的に結合するフ

コンフルエント時まで作用させた.

正常培地によりコンフルエンは，

(1)細胞培養

816CM Cyto 8 

* 
Control 

* 
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ァロイジンをローダミンにより蛍光ラベルしたものにより行った. F-アクチン定量は

Rotrosen と Gallinの方法を改変したものにより行ったの.すなわちホルマリン固定，

40 

ローダミンワアロイジン(33 nM ) とファロイジン(3 .0μM)

PBSにより洗浄し，ローダミンファロイジンをメタノ

蛍光光度を測定した(励起波長 540 nm，蛍光波

(バイオラッド社)により測定した.

0.1 %Triton X-I00処理後，

の混合液を添加した. 20分後，

ールにより抽出し (3TC ， 1時間) , 

長 570 nm) .蛋白量はProtein assay ki t 

。

Effect of B16CM and cytochalasin B on F-actin 
and the permeability 

Cyto B: The confluent BAEC which were cultured with control medium 
were treated with cytochalasin B (5μg/ml for 30 min). 
The BAEC were stained by rhodamine-phalloidin. * Pく0 . 001

Fig.5 実験結果お上び老察

ローダミンファロイジンによる F-アクチン染色の蛍光顕微鏡写真をFig.5に示す.

B16CMl告義 11寺のF-アクチンの分布は，

B 6 
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コントロール群と有意な差は認められなかった.

サイ トカ ラシンBはF-アクチンを減少させており，このときの透過性は， B16CM昨と

同総にコント ロールと比佼して約3倍に上昇 していた. Fig.6にF-アクチン定量の結果

を示す.サイトカラシンBにより F-アクチン量はコントロールと比較して，細胞蛋白

量あたり，細胞数あたりともに有意な減少が観察された.一方B16CMは，透過性をサ

イトカラシンB群と同程度までに上昇させているにもかかわらず， F-アクチン量に何

ら変化を与えなかった.これらのことから， B16CMによる透過上昇は，従来より報告

されたきたF-アクチン量の減少に起因するものではなく，全く新しい作用機序により

生じているものと考えられた.

。

Control Cyto B B16CM 

Fig. 6 Effect of B16CM on the F-actin content 
with BAEC 

BAEC were cultured with 816CM. After 5 days of cultivation , the 
F-actin content was quantified by rhodamine- p~alloidin . Data 
are represented perμg of cell protein (A) and 1 O~ cells (8). F.I.: 
Fluorescence intensity, Cyto B: The confluent BAEC which were 
cultured with control medium were treated with cytochalasin 8 (5 
[-lg/ml , for 30 min). * Pく0.001 compared to control 

Control Cyto B B16CM 
。
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第四節継代の影響
前節の結果より， B16CMは短時間では透過上昇作用を示さず，またF-アクチン量の
減少も認められなかったことから，この透過上昇は血管作動性薬物などによる短時間
の一過性の透過上昇ではなく，長期間にわたる内皮細胞の機能変化が生じた持続的な
透過上昇であると考えられた.そこでこの上昇状態が， CM作用後の細胞をCMフリー

の状態で継代培養したときにおいても維持されているかどうか検討を行った.

実験方法

BAECをdish上に婚種し，正常培地またはB16CMにより 5 日間培養を行った.コンフ
ルエント時に細胞を剥離し，インターセル上に1/5コンフルエント密度で婿砲し 正常
I音地またはB16CMによりさらに培養を行った. 5 日後のコンフルエント時に透過ス験

を行った.

実験結果および考察

BAECJ国の透過性は， B16CMJド存在下においても，コントロールと比11氏してイJぷに
高いことが判明した (Fig.7) .本結果から，正常血管内皮細胞の腫場細胞CMによっ

て発現された!居場組織特異的な機能は，少なくとも 1継代後においても発現・維持さ

れていることが示された.さらに，本結果はB16CMによる透過上昇が血管作動性薬物
のような一過性のものではなく，長時間にわたる持続的なものであることも合わせて

示している.

Time (days) 
。 5 10 

A 

B * 

C でケ * 

。 20 40 
Permeabillty coefficient (X10 ・3cm/h)

Fig. 7 Effect of pretreatment of B16CM on the 
permeability of BAEC 

BAEC were cultured on the tissue culture dishes with control medium (A and 
B) or B16CM (C). A代er 5 days of cultivation , the cells were detached from thl9 
dishes and were cultured in permeation chambers with the control (A and C) 
or conditioned medium (B). A代er more than 5 days, the cells reached 
confluence, and then , the permeability assay was pe斤ormed.
* P<O.001 compared to control 

10 

第五節小括

血管内皮細胞層の物質透過性は，大きく二つに分類することができる. 一つは， ヒ

スタミンやエビネフィリンのような血管作動性薬物による短時聞に起こる一過性の透

過性変化，もう一つは，脳の血管の物質透過性が低く，肝臓や腫場組織の血管におい

ては透過性が高いと いったような各組織問での透過性の違いである.前行に|則する研

究は数多くなされ， F-アクチン量の減少がそのメカニズムとして知られているが 16)-lR) ，

後者については皆無であり，それら各臓器問での透過性の違いがどのような機椛によ

り形成されているかの知見は全く無い.

本節において，腫虜細胞が産生する液性因子が，正常組織内皮細胞層をin vivo のJJ重

傷組織の血管と同線に高い物質透過性を示す構造に変化させることを明らかとした.

すなわち ， JJ重場組織における高い血管透過性構造は，腫虜細胞が産生する液性囚子に

より形成されることを初めて明らかとした.本結果は，各臓器における血符透過性の

差異が組織細胞からの因子により形成されている可能性を示した初めての事例である.

著者らはすでに，脳血管内皮細胞に特異的に発現されているアルカリフォスファタ

ーゼが，大動脈由来内皮細胞を脳組織桝成細胞の一つであるグリア市Il!胞のCMでIffjを

することにより，顕著な誘導を引き起こすことを20) ， さらに脳血管内皮細胞に特異的

に発現されている γ ーグ、ルタミルトランスペプチダーゼが，大動脈内皮細胞をグリア細

胞の細胞外マトリックス上で培養することにより誘導されること 21)を報告している.

これらのことからも，透過性を合め各組織特異的な内皮細胞機能は，周囲の組繊細胞

からの影響により形成されていることが示された.

腫場細胞が産生し， in vivo において一過性の透過上昇を誘導する因子として

Vascular Permeability Factor (VPF)が知られている22 ). VPFはin vivo においては5-10分

間と短時間における一過性の透過上昇作用を示し，また， in vitro においては内皮細胞

増殖促進23)，細胞内カルシウム濃度上昇作用2.+) を有している. B16CMにおいては，

短時間では透過上昇作用が認められなかった.またデータには示していないが，内広

市IW]包I目処促進作用および細胞内カルシウム濃度上昇作川(カルシウム感受↑Jj:沿 yc;色ぷ

Fura-2による測定法)は何れも認められなかった.以上ことからも， B16CMによる透

過上昇作用は， VPFとは異なる別の因子による全く新しいメカニズムによるものであ

ると考えられた.

この持続的な内皮細胞層物質透過調節の機構解明は，腫場血管の物質透過性を研究

するにあたり非常に重要であると考えられる. しかしながら，このような定常状態の

内皮細胞層透過調節機構は全く未知であり，そこでまず，その機構の基礎検討を次車

において行うこととした.

11 
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血管内皮細胞層の透過性とコラーゲンの関係

前章において，定常状態における内皮細胞層の物質透過性が，腫療細胞の産生する

液性因子によって上昇することを明らかとしたが，先にも記したが，このような定常

状態における透過性がどのような機構により調節されているかの報告は未だない.

こで，本章において定常状態における透過調節機構の解明を行うこととした.

さて近年，細胞外マトリックスは単なる細胞と細胞の聞を埋める物質ではなく，間々

の細胞機能に影響を与えていることが数多く報告されていることから25) ・27)，細胞外

そ

第二章

2 

。

マトリックスが内皮細胞層透過調節機構に関与している可能性が考えられる柑そこで

細胞外マトリックスの主要な構成成分であるコラーゲンに着目し，透過調節機構との

関係について検討を行った. Control 0.01 0.03 0.1 0.1 (mM) 

Asc Acid Asc 2-P 

Fig.8 E仔ect of Asc Acid or Asc 2-P on the 
permeability of BAEC 

BAEC were cultured in permeation chambers with 
(0.01-0.1 mM) or without Asc Acid or Asc 2・P (0.1 mM). 
When the cells were at confluence , the permeability 
assay was periormed. * P<0.001 compared to control 

内

アスコルビン酸

アスコルビン

第一節 透過性におよぼすアスコルビン酸の影響

コラーゲンはアスコルビン酸をその合成のコファクターとしていることから28) ，

皮細胞層物質透過性がコラーゲンにより調節されているのであれば，

によって内皮細胞層の透過性に変化が認められることとなる.

酸の内皮細胞層透過性におよぼす影響を検討した.

そこで，

作用の特異性に関する検討

アスコルビン酸による透過抑制作用が他の部位や種の内皮細胞層においても観察さ

れるか検討を行った.

第二節

実験方法

ウシ大静脈およびヒト燐帯静脈由来内皮細胞は前章の方法に準じ継代培養したもの

を用いた. 各種内皮細胞をインターセル上に播種し，アスコルビン酸 (0 .03 mM ) 添

実験方法

BAECをインターセル上に播種し， 24時間後から，各濃度のアスコルビン酸 (Asc

Acid) およびその安定誘導体アスコルビン酸2 リン酸(Asc 2-P) を添加した培地によ

り培養を行った. 5 日後，細胞はコンフルエントに到達し，前章に示した方法により

透過実験を行った.

コンフルエント時に透過実験を行った.

アスコルビン酸はウシ大動脈のみならず，ウシ大静脈やヒト駒市静脈といった部位

や種の異なる内皮細胞層の透過性をも抑制することが判明した (Table 2) . 

実験結果および考察

加培地により培養を行い，
実験結果および考察

BAEC層の透過性は，アスコルビン酸の濃度依存的に低下した (Fig . 8) .データに

は示していないが，コンフルエント時の細胞数にコントロール群との有意な差は認め

られず，また位相差顕微鏡観察においても，形態的な相違は観察されなかった.線維

芽細胞はアスコルビン酸添加培地により培養を行うと多層化することが報告されてい

るが29)，内皮細胞においてはその形態的な特徴である単層を維持しており， この透過 アスコル

ビン酸による内皮細胞層透過抑制作用の普遍性が示された.
抑制作用が， 内皮細胞の生理機能を逸脱したため生じたものではないと推察される.

また， この透過抑制作用はアスコルビン酸2 リン酸においても同様に観察された.

スコルビン酸の血中濃度は0.03-0.1 mMで、あることから，本浪度での透過抑制作用は生

理的な現象であると考えられた.

ア
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BAEC 

BVEC 

HUVEC 

12.2:t 1.3 

14.8 :t 2.5 

2.02 :t: 0.51 

7.6:t: 0.5 * 
7.0:t: 1.6 * 

0.55 :t: 0.02 * 
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Table 2 Effect of Asc Acid on the 
permeability of endothelial monolayers 

Permeability coefficient (X10 ・2 cm/h) 

Control Asc Acid 

BAEC: Bovine aortic endothelial cell 

BVEC: Bovine venous endothelial cell 

HUVEC: Human umbilical vein endothelial cell 

* pく0.005 compared to control 

。 Control Asc Acid DTT 

Fig.9 Effect of DTT on the permeability of 
BAEC 

BAEC were cultured in permeation chambers with or 
without OTI (0.1 mM). When the cells were at confluence , 
the permeability assay was pe斤ormed. * Pく0.001

第三節還元剤による検討

アスコルビン酸は還元力を有していることから透過抑制作用がその還元作用に起

因しているのか，それとも他の作用に起因しているのか，還元剤ジチオスレイトール

(DTT) を用い検討を行った.

実験方法

BAECをインターセル上に播種し， DTT (0.1 mM) 合有培地により培養を行い，コ

ンフルエント時に透過実験を行った.

第四節 コラーゲン合成阻害剤の影響

前節より，アスコルビン酸による透過抑制作用は，アスコルビン酸そのものの作用

に起因することが明らかとなった.アスコルビン酸はその生理作用としてコラーゲン

合成を促進することが挙げられることより 31) ，32)，透過抑制作用がコラーゲン合成促進

に起因していると考えられる.そこで，コラーゲン合成促進と透過抑制との関係をコ

ラーゲン合成阻害剤アゼチジン 2 カルボン酸(AzC) を用い検討を行った

実験結果および考察

MTT assayにより 30) ， Dγr (0.1 mM) の培地溶解時の還元力は，アスコルビン険

(0.1 mM) と同等であった(データには示さず) . 0了FはBAEC層の透過性に全く影響

を与えなかった (Fig.9) .本結果から，アスコルビン酸による透過抑制作用はその還

元カにのみ起因するのではなく，アスコルビン酸そのものの作用であると示唆された.

実験方法

BAECをインターセル上に播種し， AzC単独，およびアスコルビン酸2 リン酸との共

存下で培養を行い，コンフルエント時に透過実験を行った.

実験結果および考察

AzC は，濃度依存的にアスコルビン酸2 リン酸による透過抑制作用を阻害した (Fig .

10) . AzC 0.3 mM単独では透過に何ら影響を与えなかったことから，この濃度での

AzCによるアスコルビン酸2 リン酸の透過抑制の阻害作用は， AzC単独の透過上昇作用

によるものではなく，そのコラーゲン合成阻害作用に起因するものと示唆された.

14 15 



(コラーゲン合成ョンカウンターにより測定した.全蛋白に占めるコラーゲンの割合

率; R) はPeterkofsky と Diegelmannの方法34) により算定した.

アスコルビン酸によって，内皮細胞のコラーゲンのカウントは約6倍に上昇した

(Table 3) .こ の上昇はコラーゲンのカウントのみではなく，全合成蛋自に占めるコ

ラーゲンの割合もコントロール群1.30+0.26 (%)からアスコルビン酸群5.68 土 0.84 (%) 

と同様に上昇していることから，コラーゲン合成が特異的に促進されたことを示して

またコラーゲン合成阻害剤 3，4-ジヒドロキシ安息香酸エチルは，全合成蛋白量

を低下させることなく，コラーゲン合成を特異的に阻害し，透過性をコントロールの

(非コラーN; 沈殿のカウント

R=C/(NX5.4+C) X100(%) 

C; 上清のカウント(コラーゲンに由来) , 

ゲン蛋白に由来)を示す.

実験結果および考察
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約3倍に上昇させた . 3 ，4・ジヒドロキシ安息香酸エチルは，先に検討したAzCとは見な

るメカニズム，すなわちコラーゲン合成酵素の阻害作用によりコラーゲン合成を特異

的に阻害するが，本薬物によって，コラーゲン合成阻害により透過性の上昇が観祭さ

コラーゲンが内皮細胞層物質透過調節に重要な役割を果たしていることれた結果は，

を示している.

第五節 コラーゲン合成と透過性の関係

前節の結果より，内皮細胞層の透過抑制作用はコラーゲン合成促進に起因すること

Table 3 Effect of Asc Acid and DHB on the permeabillty and 
collagen content of BAEC 

Collagen Collagenffotal protein 

(x1 02dpm) (%) 

Permeability 

coefficient 
(X10 ・2 cmth)
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先の結果は阻害剤による検討であり，直接的にコラー

さらに逆の場合，すなわちコラーゲン合成の抑制が

[3H]ープロリンを用いたコラゲナーゼ

その透過性との関係を検討した.

が示唆された. しかしながら，

ゲン合成の測定を行っていない.

透過上昇を誘導するかも不明である.

消化法により直接的にコラーゲン合成を測定し，

そこで，

1.30 :i: 0.26 

5.68 :i: 0.84 串

0.30 :i: 0.07* 

67 :t 10 

Asc Acid 410:i: 92申

* 3 

Control 

1018:i: 145 実験方法

92 

Asc Acid: Ascorbic acid (0.1 mM  ) 
DHB: 3,4-Dihydroxybenzoic acid ethyl ester (0.3 mM) 

串 P<0.01 compared to control 

O 
Asc 2・ p(mM) 0 0.1 0.1 0.1 0.1 0 

AzC (mM) 0 0 0.03 0.1 0.3 0.3 

Fig. 10 E行ect of the collagen synthesis inhibitor 

AzC on the reduction in the permeability of BAEC 

caused by Asc 2-P 
BAEC were cultured in permeation chambers with 0.1 mM Asc 2-P 
and AzC (0.03-0.3 mM). When the cells were at confluence, the 
permeability assay was peバormed. a) Pく0 . 01 compared to control , 
b) Pく0.05 compared to Asc 2-P, c) Pく0 . 01 compared to Asc 2-P. 

833 :t 17 :t DHB (1) 細胞培養

4時間後，培地を[3H]_ プロリン(10μCi/ml)合有

DMEMにアスコルビン酸またはコラーゲン合成阻害剤である3.4-ジヒドロキシ安息香

酸エチル (DHB; 0.3 mM) を添加したものに交換した.培地交換は一日毎に行い，

ンフルエント時に透過実験を行った.

コラーゲン合成

コ

BAECをインターセル上に播種し，

(2) 

コラーゲン合成はGeesin らの方法に準じた33) すなわち，透過実験後のBAECを

NaOH (0.5 N) により溶解し，中和後，非特異的な蛋白分解酵素を合まないコラゲナ

ーゼ(アドバンス・バイオファクチュア社)処理 (370C ， 3時間)を行った.本溶液

にトリクロロ酢酸を添加し，遠心後，上清および沈殿のカウントを液体シンチレー シ
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第六節 細胞外マトリックスの影響

内皮細胞が合成・分泌したコラーゲンは，基底膜に蓄積され，網目状のマトリック

ス構造を形成する. したがって，このマトリックス層が物質透過の障壁となっている

可能性が考えられる.そこで，コラーゲン合成促進による透過抑制が，マトリックス

層そのものによる障壁作用に起因するものか，内皮細胞層そのものの強固な細胞間隙

構築に起因するのか検討を行った.

実験方法

透過実験後， 0.02 Nアンモニア水により細胞を除去し，細胞外マトリックス層のみ

を残したテフロン膜を調製し36)，透過実験を行った.各層の透過係数は以下の式によ

り求めた.

l/Pto凶= l/PEC + l/PECM + l/Pmem 

Ptotalは内皮細胞層，細胞外マトリックス屑およびテフロン肢を合めた令体の透過係数，

PECは内皮細胞層のみの透過係数， PECMは細胞外マトリックス層のみ， Pmemは内皮細

胞をよ音養していないテフロン膜のみの透過係数を示す.

実験結果および考察

アスコルビン酸に よ っ て，細胞外マ トリック ス層の透過係数 (PECM) は コ ント ロ ー

ル27 .0+ 3.25 (x 1 0 ・2 cm/h) か らアスコルビン酸群14 .90土 3.25 (x 10・2 cm/h ) と低下

した (Table 4) 

Table 4 Effects of Asc 2・~_~n ~he permeability 
coefficients of FITC-dextran 

P (EC+ECM) PEC PECM 

Control 5.24:t 0.40 8.53 :t 2.74 27.00:t 3.25 

Asc 2・P 1.67:t 0.15* 1.96:t 0.17 * 14.90:t 1.27 市

P(EC+ECM):permeabilivcoefficient of BAEC monolayerand ext叩ellular
p matrix (X10・2 cm/h) 

EC : permeability coefficient of BAEC monolayer (X 10-2 cm/h). 

PECM : permeability coefficient of extracellular matrix (X1 0-2 cm/h) ・
市 P<O .001 compared to control 

18 

一方，内皮細胞層のみの透過係数 (PEC) はコントロール群8.53+2.74 (x 10・2 cm/h) 

からアスコルビン酸群1.96+0.1 7 (x 10・2 cm/h) と PECMと比較して，その低下は顕著

なものであった.本結果からアスコルビン酸による物質透過抑制作用は，細胞外マト

リックス層のコラーゲンが直接的な物質透過の障壁となっているのではなく，内皮細

胞が産生したコラーゲンによって内皮細胞自身が影響を受け，強固な細胞問|波形成が

促進されたと推察される .

第七節作用時間の検討

アスコルビン酸の血管内皮細胞への作用時間を変化させ，その透過抑制効果を検討

した.

実験方法

BAECを培養dish上に揺種し，コントロールまたはアスコルビン酸添加培地により

培養を行った.コンフルエント時に1:4の濃度で継代培養し， 2継代後，インターセ

ル上に播種し(1/5 コンフルエント密度) ，コントロールまたはアスコルビン股添加山

地に よ り培養を行った.コンフルエント時(インタ ーセル播種5 日後)に透過実験を

行った.

実験結果お上ぴ岩察

アスコルビン酸を最も長時間作用させたD群(計15 日間)において，最も透過性が

低下した (Fig . 1 1) . C群はアスコルビン酸をdish上での培養時にのみ作用させたも

ので，インタ ーセル培養時には作用させていないことからも，アスコルビン般の透過

抑制作用は，血管作動性薬物のよ うな短期間でおこる，一過性の透過変化ではなく，

長期間にわたる持続的な も のであることが示された.

Asc 2-P 

0.1 mM 

Culture schedule 
Time (day) 

o 9 14 

A 

で~ B 

ー ー~ c 

D 

Permeability coefficient (X10・2 cm/h) 

。 5 10 15 

Fig. 11 Long-term effect of Asc 2・P on the permeability of BAEC 

~ : ，~ont ，rol .,(,no. Asc. A.c.i~). ~ : ~ells cultured with Asc Acid for the last 5 days. C: Cells 
cultured with Asc Acid for the first 9 days. D: Cells cultured with Asc Acid for 14 days. 
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第八節小括

従来よ り報告されてきた内皮細胞層透過性変化は，薬物反応における短期的な一過

性の透過性変化であ り， 定常状態における透過性変化に関する報告は全くなかったが，

今回アスコルビン般を丹j い，コラーゲンが定常状態における内皮細胞層透過性N，~ím に

重要な役割を担っていることを初めて明らかとした.

コラーゲンによる透過抑制作用は，細胞外マトリックス層の発達によるそのものの

障壁機能の上昇に伴うものではなく，内皮細胞聞の間隙が強固になった結果であると

批察された. また作用時間の検討により，前培養のみ行ったものにおいても低い透過

性精造が維持されたことからも，コラーゲンによる透過調節は， 一過性のものではな

く，定常状態における持続的なものであることが示された.

しかしながら，コラーゲンがどのようなメカニズムにより強固な細胞間隙構築を誘

導するのかは未だ不明である.内皮細胞層における高分子物質の透過障壁はタイトジ

ヤンクションであるが，そのタイトジヤンクション特異蛋白が最近報告されたばかり

であり 37) ・40)，その透過調節機構に関しては全く未知であり，今後の研究に期待する.

さて， IE養血管内皮細胞はin vivo に比ベ高い透過性を示すことが報告されている41 ) 

通常の培地，例えば今回用いたDMEMもその成分としてアスコルビン酸を合有してい

ない.仮に添加するFCS中に含まれていたとしても， FCS添加量は培地の10・20%容量

であり，またアスコルビン酸は水溶液中で、非常に不安定であることから，内皮細胞に

限らず， lð養剤n胞は，生体に比ベ非常に低いアスコルビン酸レベル下で地養されてい

ることになる.生体におけるアスコルビン酸欠乏は壊血病として知られており，その

症状として血管の脆弱化が知られている.本事実からも，通常の培養系における内皮

細胞は，アスコルビン酸欠乏による壊血病状態、にあり ， in vivo と同機に脆弱な血管機

造を榊築し，その結果， Jn VIVO と比較して高い物質透過性を示しているのかもしれな

し\
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第三章 臨場細胞CMによる透過性上昇 とコラーゲンの関係

前章において，内皮細胞層の定常状態における物質透過性がコ ラーゲンに よ り調節

されていることを明らかとした.すなわち， コラーゲン量の低下が透過性の上昇を誘

導することを示した. そこで，第一章で示した腫虜細胞CMによる定常状態の持続的

な透過上昇もコラーゲン量の低下に起因するものなのか検討を行った.

第一節 腫疹細胞CMの内皮細胞コラーゲン合成におよぼす影響

まず[3H]_プロリンを用いたコラゲナーゼ消化法により， B16CMがBAECのコラーゲ

ン量にどのような影響を与えるか検討を行った.

実験方法

(1) CMの調製

B16CMは第一章の方法に準じ採取した. B16細胞によって培地中の成分が段取され，

また細胞が排LI\ した代謝物が新たによ自力11するため， B16CMは合有するフリーのプ ロリ

ン量がコントロール培地と比較して異なっていると考えられる. したがって， [3H]-プ

ロリンを用いたコラーゲン合成測定系は，フリーのプロリン量がコントロールと

B16CM とで異なった場合，放射ラベルプロリンの取り込み量に差が生じ，コラーゲン

合成量を正しく評価できない. そこで，コントロール培地およびB16CM中のフリーの

プロリン量を等しくすべく，透析を行い，フリーのプロリンを除去し， その後， Nび

新たなASF培地にて透析を行い，両培地中のフリーのプロリン塁を等 しく調製した.

本培地に[3H]ープロリン (10μCi/ml) を添加したものを実験に供した.

(2) 透過性およびコラーゲン合成測定

BAECをインターセル上に播種し， 4時間後，先に調製したB16CMに交換し， 培地

交換は一 日毎に行った.コンフルエント時に，透過実験およびコラーゲン合成量を第

一および二章に準じた方法により測定した.

実験結果および考察

B16CMによって，コラーゲンのカウントは約113に減少することが判明した (Table

5) .全蛋自に占めるコラーゲンの割合も同様に低下していることは， B16CMが非特

異的に蛋白量を減少させたのではなく，コラーゲンを特異的に減少させたことを示し

ている. B16CM培養時のコラーゲンは，コラーゲン合成阻害剤3，4-ジヒドロキシ安息

香酸エチル群とほぼ同程度にまで減少しまた透過性も同程度にまで上昇した.本結

果から， B16CMによる透過上昇はコラーゲン量の減少に起因することが強く示唆され

T亡.
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Table 5 Effect of Asc Acid, DHB and B16CM on the permeability 
and collagen content of BAEC 

Collagen CollagenJTotal proteinNon-『c0o.1ellaln gen 
似10 2dpm) (%) ぷ内pm

Control 67:i: 10 1.30 :i: 0.26 894:i: 52 

Asc Acid 410:i: 92* 5.68 主 0.84* 1018:i: 145 

DHB 17:i: 3 申 0.30 :i: 0.07* 833:i: 92 

B16CM 22:i: 3* 0.36 :i: 0.07* 931:i: 65 

Asc Acid: Ascorbic acid (0.1 mM ) 
DHB: 3,4-Dihydroxybenzoic acid ethyl ester (0.3 mM) 
申 P<0.01 compared to control 

第二節 CMのコラーゲン分解作用の検討

Permeability 
coefficient 
(X10 ・2 cm/h)

3.27:i: 0.17 

1.21 :i: 0.08* 

10.78:i: 1.52* 

9.07:i: 1.03牢

前節において， B16CMはコラーゲンを特異的に減少させ，このことが透過性上昇を

誘導させていることが示された.このコラーゲン日は，実験系からも|リ]らかなように，

内皮細胞が合成したコラーゲン量から分解量を差し号|いた，透過実験H寺に存在するコ

ラーゲン量を示している. したがって，このコラーゲン量の減少は二つの可能性，す

なわち内皮細胞のコラーゲン合成が阻害されたか，またはコラーゲンの分解が促進さ

れたかである.そこでこの減少がどちらに起因するのか，まず分解作用が認められる

かをパルスラベル法により検討を行った.

実験方法

BAECをインターセル上に播種し， [3H]-プロリン合有コントロール培地により培養

を行った. 3 日後， [3H]_プロリンフリーのコントロール培地およびB16CMに交換し，

さらに3 日間培養した後，コラーゲン量を測定した.

実験結果および考察

B16CMによってコラーゲンのカウントは約1βに減少することが判明した (Fig. 12) . 

また全蛋自に占めるコラーゲンの割合も同様の比率で低下していることから， B16CM 

はコラーゲンを特異的に分解したものと推察される.コラーゲンのカウントは，

前節の結果 (Table 5) とほぼ同程度の割合，すなわちコントロール量の約 113に減少

していることから，このコラーゲン量の減少は合成阻害の結果ではなく，大部分が分

解促進に起因するものと示唆された.
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Fig. 12 Effect of B16CM on the collagen content of BAEC 

BAEC were cultured in permeation chambers with the control medium 
containing [3Hl-proline. After 3 days of cultivation , the cells were washed and 
cultured with [3H]-free control medlum or B16CM. . Afetr 2 additional davs. th 
collagen ~ontent was quantified by collagenase digestion methods. • P~o'.001 
compared to control 

第三節 CMの細胞外マトリックス分解作用の検討

前節の結果より， B16CMによるコラーゲン量の低下は，コラーゲン分解促進の結果

であることが明らかとなった.コラーゲンを分解するものとして，その分解酵素であ

るマトリックスメタロプロテアーゼが挙げられ，腫場細胞，内皮細胞ともに本酵素を

産生することが知られている42) ，43). したがって， B16CMによるコラーゲンの分解は，

B16CMによる直接の分解作用に起因する場合か，またはB16CMによって内皮五lTI JJ包の

コラーゲン分解能が上昇したことに起因する場合の二通り の可能性が考えられる.そ

こで， どちらに起因するのか明らかにすべく ， まず直媛の分解作用に起附するのかを，

内皮細胞フリーの系における，細胞外マトリックス層コラーゲンをB16CMが分解する

のかどうかにより検討を行った.

実験方法

BAECをインターセル上に播種し， [3H]-プロリン添加コントロール培地により 3 日

間培養を行った.その後，細胞をPBSで洗浄， O.02N アンモニア水により細胞を除去

し， [3H]_ ラベルした細胞外マトリックス層がコートされたテフロン股を調製した36)

PBSで3回洗浄後， [3H]-プロリンフリーのコントロールおよびB16CMを添加し， C02 

インキュベーター内で2日間インキュベートを行い，テフロン膜上に残されたコラー

ゲン量を測定した.
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実験結果および老察

B16CM との

B16CMによる透過上昇作用を顕著に阻害した (Fig. 14) .本結果は，

B16CMによる透過上昇がマトリックスメタロプロテアーゼに起因していることが強く

示唆された.

1 ， 10-フェナントロリン単独では透過に何ら影響をおよぼさなかったが，

併用では，

実験結果および考察

B16CMによって，細胞外マトリックス中のコラーゲン量に全く変化が認められず，

B16CMによる直接のコラーゲン分解作用はないことが示された (Fig. 13) . したがっ

B16CMによるコラーゲンの分解は， B16CMが内皮細胞に作用し，内皮細胞のコ
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ラーゲン分解能を上昇させたことに起因することが強く示唆された.
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Fig. 14 Effect of 1 ， 10・phenantroline (Phe) on the increase 

of permeability of BAEC cultured with B16CM 

BAEC were cultured in permeation chambers with the B16CM 
together with Phe. When the cells were at confluence , the 
permeability assay was performed. * P<O.05 compared to B16CM 

。

。

B ぷ JLlign
B16CM Control 

。

腫療細胞CMが内皮細胞層の透過性を上昇させることを

内皮細胞層の透過性がコラーゲンにより調節されていることを示し

第五節小括

第一および二章において，

見いだし， また，

Fig.13 E行ect of B16CM on the collagen content of 

extracellular matrix 

ê~，EC "'f.ere c~!tur~d !n perr:neation chambers with the medium containing 
pH]-f:?roline. After 3 days of cultivation , the cells were treated with 0.02 N 
NH 40H. The extracelfular matrix-coated chambers were incubated with 
control m~.?iu r:n. or B~.6CM. Aft~r 2 additional days , the collagen content 
as qua門tified by collagenase digestion method. すなわち腫場細胞CMによ

マトリ

る透過上昇がコラーゲン量の減少に起因することを明らかとした.

腫療細胞がマトリックスメタロプロテアーゼを産生し，またそのCM中に，

ックスメタロプロテアーゼが含まれていることが報告されているが42) ，

この二つの知見を結び付けること ，本章においては，た.

B16CMによる

細胞外マトリックス中のコラーゲンの直接の分解作用は認め られなかった (Fig. 13) 

今回の実験に用いたCM中には， FCSが10%容量で添加されており，その中の多量の

蛋白質がその蛋白分解作用を阻害したため，コラーゲンの分解作用が認められなかっ

たものと推察している. しかしながら，第二節において内皮細胞存在下でのコラーゲ

第四節 マトリックスメタロプロテアーゼ、阻害剤の影響

前節より， B16CMが内皮細胞のコラーゲン分解能を上昇させ，コラーゲン量を減少

させている可能性が示唆された. そこで実際にこのコラーゲン量の減少がマトリック

スメタロプロテアーゼによるものか否か，その阻害剤を用い調べた.

マトジックスメタロプロテアーゼの基質

であるコラーゲンが，内皮細胞直下の基底膜に存在しており，内皮細胞のj芝生したマ

トリックスメタロプロテアーゼが局所において高濃度に作用できたため，分解作用が

(Fig. 12) , ンの分解作用が認められたのは

実験方法

マトリ ック スメタロプロテアーゼ阻害剤 1 ， 10- フ

認められたものと推察している.

内皮細胞はマトリックスメタロプロテアーゼのみならず，

BAECをイン タ ーセル上に播種 し，

エナント ロ リン(1.0μM) およびB16CMに溶解さ せたL10-フェナントロリンにより

培養を行いコンフルエン ト 時(矯種5 日後)に透過実験を行った. そのインヒビターも産生
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することが知られており 44)，内皮細胞のコラーゲン分解活性は，マトリックスメタロ

プロテアーゼおよびそのインヒビターの両者のバランスにより決定されている.今回

の実験からだけでは， B16CMによるコラーゲン分解促進作用が，内皮細胞のマトリッ

クスメタロプロテアーゼ、分泌促進かマトリックスメタロプロテアーゼインヒビタ一分

泌抑制のどちらに起因しているかは不明で、あり，また， CM中のどのような因子が，

このような作用を有するのかも未だ不明であり，今後のさらなる研究に興味がもたれ

る.

さて，固形股療の増大には，その栄養供給および老廃物除去-のパイプとなる血作の

新生が不可欠である45) ，46).また，この血管新生は腫場細胞が産生する種々の因子によ

り誘導されることが報告されている47) ・49) さらに血管新生時には，内皮細胞が組織

中を伸展できるよう，間質を分解するためのマトリックスメタロプロテアーゼが内皮

細胞から多量に分泌されていることが報告されている50) これらの知見から，臆場細

胞の産生する液性因子によって内皮細胞のマトリックスメタロプロテアーゼ活性が上

昇し，その結果，血管新生が誘導され，腫場自身の増大に有利な条件を誘導している

という生理的な意義付けを仮説することができる.本章において得た， )J霊協存111胞がl主

生する液性因子により内皮細胞のマトリックス分解能が促進されるという結果は， こ

の生理的な意義付けを支持し得るものであり，興味深い.

さらに，電子顕微鏡像観察において， Jn VIVQ の臆場組織血管の基底膜構造は正常組

織血管のそれに比ベ断続的，かっ不連続であることが報告されている5 1) -53). JJモ 4必需1!I

胞CMによってコラーゲン量が減少していることを示した本章の結果は， このJn VIVQ 

報告と一致すると考えられ，腫場細胞CMによって腫蕩組織特異的内皮細胞機能発現

がなされていることを強く支持するものと考えられる.
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第四章 腫廃組織由来血管内皮細胞の単離・培養およびその特性についての検

前章までで，腫虜細胞CMの系により臆察組織特異的な内皮細胞層物質透過機能に

ついて検討を行ってきた.緒論においても述べたが，この研究のアプローチはCMの

系のみならず，腫場組織から単離・培養した血管内皮細胞を用いる方法も 4-えること

ができる. しかしながら現在までに積々の組織からの血管内皮細胞が巾出jf. . 151をさ

れているが，服療組織からの報告は未だない. そこで，さらなる!間協組織特児的な|付

皮細胞機能研究のため，まず単離・培養法の擁立を試みた.

第一節 腫場組織由来血管内皮細胞の単離・培養法の確立

血管内皮細胞の単離法として，毛細血管の場合，組織を構成する種々の細胞と内皮

細胞との密度の違いを利用した， Percoll密度勾配遠心法が用いられている5-+) ・56) そ

こで，本法を用い，腫場組織からの内皮細胞単離・培養を試みた.内皮細胞の同定は，

その特異酵素であるアンジオテンシン変換醇素 (Angiotensin Converting Enzyme: 

ACE) 57)，基底膜成分マトリゲル上での毛細血管糠の管腔形成58)，および特異抗原蛋

白である第VIIr因子関連抗原59) により行った.

実験方法

(1) Percoll密度勾配の作製

Percoll (フアルマシア社) 9 ml , 10倍濃度の最小必須培地 1 ml , 10%FCS合有段小

必須培地 10 mlを混合し， 25 ml遠心チューブに入れ，アングルローターにて20，000 X g 

15分間遠心を行い，連続密度勾配を作製した.

(2) 細胞分離

ラット線維芽肉腫KMT-1760) (北海道大学医学部癌研究所，武市紀年博士より供与)

をWKAH系雌性ラットに皮下移植し， 10・ 15gl1寺に無雨的に摘出し， Fig.15に示す1~ !I山

により処理した.すなわち，腫蕩組織をカミソリにより細片し，コラゲナーゼ(和光

純薬;細胞分散用)処理 (3TC ， 1時間)を行い組織を分散させたこの系III Jl8~~;刻版

を Percoll密度勾配上に静かに重層させ，スイングローターにて 1 ，500 X g, 10分 1m遠心

した.チューブの上層より各フラクンションを分取した.

(3) アンジオテンシン変換酵素活性

各フラクションにハンクス液を添加し遠心処理 (500X g, 5分間を2回)により，

細胞破片や培地を洗浄除去した.このように処理した細胞をホウ酸buffer (pH 8.5) に

懸濁し，超音波処理により破砕したもののACE活性をFriedland と Silversteinの方法61) 

により測定した.
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distinct , white 
band 

diffuse , white 
band 

diffuse, yellowllsh 
band 

distinct, reddish 
band 

Centrifuge tube after 
Percoll gradient separation 

mince the tumor tissue 

incubate with 0.75 % collagenase 

pass the cell suspension 
through a nylon mesh (100μm) 

wash twice 

layer the cell suspension over 
the top of 45 % Percoll gradient 

wash twice 

collect each of 2 ml continuously 

seed onto tissue culture plates 

(4) 管腔形成

マトリゲル(コラボレイテイブ社)を24・welHこ添加し， 370Cで30分間インキュベー

ゲル化させた.フラクンション分取細胞の場合は1.0X 106/ml濃度でマトリトを行い，

ゲル上に1 ml添加し， 24時間後， PBSにより洗浄し，非接着細胞の除去を行った後，

位相差顕微鏡により管腔形成を観察した. 培養細胞の場合は， トリプシンにより系nl Jl包

を剥離し 1 .0x 105 /mlの濃度で、添加し， 4時間後，洗浄を行わず，そのままの状態を

位相差顕微鏡により観察した.

(5) 第Vln因子関連抗原の蛍光免疫染色

第VIII因子関連抗原の蛍光免疫染色はColeらの方法に準じた59) ウサギ抗第VIII因

(シグ、マ社: 25μg/ml) お

子関連抗原抗体およびFITCラベルヤギ抗ウサギIgG抗体はDAKO社 よ り購入 した.

(6) 培地

培地は全てDMEMにEndothelial cell growth supplement 

よび10%FCSを添加したものを用いた.
Schematic protocol of the isolation 01 endothelial cells 

from rat KMT・17 fibrosarcoma 
Fig.15 
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遠心分離後，細胞は大きく分けて4つのバンドに分離された (Fig . 15) . 

管内皮細胞のマーカー酵素であることから，本酵素の活性を指僚にどのフラクション

に内皮細胞が多 く 存在するか検討を行ったところ，フラクション4-7で高い比活性を示

したが， 8以降のフラクションでは細胞が多く存在するにもかかわらず低いものであ

った (Fig . 16) .また内皮細胞はin vitro の系において，基底膜成分マトリゲル上で毛

細血管様の管腔を形成することが知られていることから58)，本性質においても，

フラクションに内皮細胞が多く合まれているか検討を行った (Fig . 17) . 管腔形成は

4・7のフラクションにおいてのみ観察され， 3以前や8以降のフラクシヨンにおいては全

ACE活性および管腔形成実験の結果より， !J重場組織を構成する

それぞれの密度にしたがいPercoll密度勾配により分離され，内皮細胞

は主に4-7のフラクションに多く存在していることが判明 した.

ACEは血

どの

実験結果および老察

く認められなかった.

各種の細胞が，

。

4 5 6 7 8 

Fraction No. 

Fig. 16 ACE activity and protein content in 
each fraction 

Tumor tissue was minced and digested by collagenase, and 
cells were separated by centrifugation through a Percoll 
gradient. ACE activity and protein content of each fraction 
was determined. 

9 1011 3 2 1 

。
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Fig. 17 Phase contrast micrographs of tube formation 
on Matrigel 

Percoll gradient-separated cells were plated onto Matrigel. 
After24h , non-adhering cells were removed by washing-out , 
and tube formation was observed. The number on the 
photograph represents the fraction number. 

そこで，これらフラクションの細胞を培養dishへ熔種し，培養を行ったところ，位相

差顕微鏡観察において形態的に不均一な細胞集団であり， また内皮細胞マーカーであ

る第Vln因子関連抗原に対する蛍光免疫染色においても 10-50 0/() の細胞が陽性であるに

過ぎなかった.
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さて内皮細胞は平滑筋細胞などに比ベ培養dishへの接着が速いことが知られている

62) そこで内皮細胞純度向上を目的にこの接着速度の違いを利用することとした.す

なわち，細胞嬬種24時間後，非接着細胞を洗浄除去し，展着細胞のみ，さらに培養を

続けた.このようにして得た細胞のコンフルエント時の位相差顕微鏡写真をFig . 18A

に示す.細胞は形態的に均一な集団であり，内皮細胞の特徴であるモノレイヤーを形

成していた. Fig.188は正常組織である脂肪組織の毛細血管由米内皮細胞の写真であ

るが，同様に均一なモノレイヤーを形成していた.

Fig. 18 Phase-contrast micrograph of rat 
endothelial cells 

A: Tumor-derived endothelial cells 
B: Epididymal fat capillary-derived endothelial cells 

さらに本腰務組織由来内皮細胞のマトリゲル上での管腔形成実験の結果をFig.19に

示す.前節の結果よ り内皮細胞が多く含まれていることが示された4-7のフラクション

の段着細胞は，ほぼ100%が管腔形成を行った. しかしながら~ 3以前や8以降のフラ

クションの細胞には全く管腔形成は認められなかった.さらに4-7のフラクションの媛

着細胞の第VlrI因子染色を行ったとこ ろ ， 100%の細胞が染色された (Fig. 20) . 以

上のことから，接着細胞は高純度の内皮細胞であることが示された.すなわち，

Percoll密度勾配遠J心法により各種細胞の分闘を行い， さらに24時間における非接着細

胞の除去を行う という 2ステ ップの操作に よ り，腫場組織から高純度に内皮細胞を単

離 ・ 初代培養することに成功した.

31 



-・‘'

‘ ・. 

。.. 
. 
-
~・

'~--
m ・・一一一一

.骨.--ｭ
~--

r:l哩哩

日アヨ圃
陣掴困 』

Fig. 19 Phase contrast micrographs of tube formation 

on Matrigel 

Cultured cells derived from each fraction were plated onto Matrigel , 
and after 4 h. tube formation was observed. The number on the 
photograph represents the fraction number. 

Fig.20 Phase contrast and fluorescence 

micrograph of tumor-derived endothelial cells 

A: Phase contrast micrograph 
B: Fluorescene micrograph of Factor VIII staining 
by indirect immunofluorecenece labeling 
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第二節 腫場組織内皮細胞層の透過性

前節において，腫蕩組織の内皮細胞初代培養に成功したが，本細胞に限らず， 培養

細胞を用いた実験を行うにあたり最も重要なことは， in vivo で有していた性質を培養

細胞が発現 ・ 維持しているかどうかである.すなわち ， in vivo で有 していた性質を発

現 ・ 維持していない培養細胞を用いて得-られた実験結果は，人工産物のデータである

危険性を有している . そこで，単離・培養したH重場組織内皮細胞が， In VJVO で 有 して

いた性質を発現 ・ 維持しているかどうか透過性を指標に検討を行った.

実験方法

(1)正常組織由来血管内皮細胞の単離

ラット大動脈および大静脈由来血管内皮細胞はMcGuire と Orkinの方法的に准じ，

組織片移植法に よ り採取 し，毛細血管内皮細胞はMadri と Wi ll iamsの方法制に準じ，

ラ ッ ト 精巣上体脂肪よ り採取 ・ 培養を行った.何れの細胞も第VIII因子染色およびマ

トリゲル上での管腔形成により高純度の内皮細胞であることを確認したものを実験に

供 した.培地は腫場組織内皮細胞と同じものをJIJ いた.

(2) 透過実験

ラット大動脈，大静脈，毛細血管由来内皮細胞お よび腫場組織内皮細胞をインター

セル上に播種し，コンフルエント時に第二章と同様の方法により透過実験を行った.

実験結果および老察

ラッ ト血管内皮細胞は何れの組織由来のものでも，位相差顕微鏡観察においてコン

フルエン ト なモノレイ ヤーを形成 している こ とを確認した. 臆場組織内皮細胞層は，

大動脈，大静脈，脂肪組織由来毛細血管 と他の何れの正常組織由来のものに比べ有怠

に高い透過性を示した (Table 6) .本性質は， in vivo における腫場血管の特性と類似

しており 6) ・ 10)，腫場組織内皮細胞がin vivo と同様な性質を培養系においても発現・維

持している こと を示唆 している .

Table 6 Permeability of rat 
endothelial monolayers 

Permeability 
Source coefficient 

Aorta 

Vena cava 

Fat capillary 

Tumor 

(X10・3 cm/h)

17.23:t 2.52 

8.43:t 1.96 

19.49 :t 3.57 

4 1 . 1 0 :t 3.99 * 
* pく0 . 001 compared to other endothelial monolayers 
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第四節継代の影響

一般に初代培養細胞は，
腫場組織内皮細胞の白血球接着性

初代培養腫療組織内皮細胞が物質透過性において腫虜血管の特性を
第三節

前節において，
継代培養することにより in vivo で有していた性質を次第に

消失することが知られていることから，初代培養腫場組織内皮細胞がどの程度の継代

まで ， in vivo の腫蕩血管の特性を維持しているかを検討することは，今後，本制)]包を

用いる実験を行うにあたり重要である.そこで，腫場内皮細胞の特性におよぼす継代

発現・維持していることを明らかとしたが， In Vlω における腫場血管の特性として，

その内皮細胞への白血球細胞の接着性が，一般組織に比ベ低いことも挙げることがで

きるの).そこで，本性質も認められるかどうか検討を行った.
の影響を検討した.

実験方法

Dish上で内皮細胞を培養し，コンフルエント時に1:4の密度で、継代培養を行った.

各継代数の細胞をインターセル上および96-well上に播種し，コンフルエント時にそれ

実験方法

臆場組織内皮細胞および脂肪組織毛細血管内皮細胞を96・wellプレート上に賂種し，

コンフルエント時に実験に供した.ラット血液から白血球分離試薬モノポリ分離溶液

(大日本製薬)により白血球を単離し， Luscinskas らの方法的により白血球を蛍光色
白血球接着実験を行った.

実験結果および考察

正常組織内皮細胞に比べ高い透過性を

ぞれ透過実験，

腫場組織内皮細胞は初代および1継代田は，

30分

非接着白

素2' ，T-bis-(2-carboxyethyl) ・5 ・ (and-6)-carbo刃fluorescein acetoxymethyl ester (BCECFｭ

AM)で蛍光ラベル化した.本白血球細胞を96-wellの内皮細胞上に添加し， 3T'C 

間インキュベートを行い内皮細胞へ接着させ， Pauli と Leeの方法67)により，

接着白血球数を蛍光強度により算定した.血球を除去し，
正常組織内皮細胞と同レベルとなった (Fig.本性質は4継代自には消失し，示したが，

次

腫虜組織内皮細胞の特性

を維持していたが， 4継代目には正常組織内皮細胞と同線の接着性を示し， )]凬I ~JJj血管

の特性を消失していた (Fig. 21 B) . In vivo において，腫場部位の内皮細胞は，服場

細胞や間々の間質細胞との相互作用により，臆場組織部位特異的な内皮存I lI n包機能を発

現していると考えられ，また第一章においてもそのことを明らかとしてきたことから

も ， in vitro 培養系により，内皮細胞はそれら因子からの影響が断たれているため，

第に腫場組織特異的な機能を消失していったものと推察される.

1継代目までは，白血球接着性に関しでも同様に，21 A) 
実験結果お よび考察

腫場組織内皮細胞へ接着する白血球数は，正常組織である脂肪組織内皮細胞への接

着数に比べ，単位面積あたり，単位内皮細胞数あた り， ともに半減していることが判

明した (Tab le 7) .すなわち，この低い白血球接着数は，臆場組織内皮細胞と正常組

織内皮細胞とのコンフルエント時の内皮細胞数の違いに起因するものではなく，腕場

組織内皮細胞の白血球接着性そのものが低下した結果であることを示している.先の

透過性においても，腫場組織内皮細胞はin vivo における腫蕩血管の特性を示したが，

白血球の接着性に関しても同様にin vivo の特性を維持している ことが示された.
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Table 7 Adhesion of leukocytes to endothelial cells 

10 

X104cells / 104cells 

2.83 :t 0.22 

X104cells / cm2 

1.58 :t 0.12 FCEC 

1.75 :t 0.28* 0.86 :t 0.14* 
4th. 

Diminished tumor-derived endothelial propeパies by 
passage number 

Tumor-derived endothelial cells (TEC) and fat capillary-derived endothelial cells (FCEC) were 

passaged at a aplit ratio of 1:4. FCEC, open columns; TEC, slashed columns. A: Passaged 

cells were cultured on the permeation chambers. When the cells were at confluence , the 

permeability assay was pe斤ormed. B: Passaged cells were cultured in 96-well micropla1e. 

When the cells were at confluence, the leukocyte adhesion assay was pe巾rmed .

* P<O.001 compared 10 FCEC 

1st. Primary 

。

4th. 1st. Primary 

Fig.21 

。TEC 

FCEC: Fat capillary-derived endothelial cell 
TEC: Tumor-derived endothelial cell 

* P<O.001 compared to FCEC 
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第五節 腫蕩組織内皮細胞のコラーゲン合成と透過性

第二章において，内皮細胞層の物質透過性がコラーゲン合成と密綾な関係を有して

いることを示した.また第三章において股場制胞の産生する液性因子による内皮存rn !l包

層の高い透過性構造構築にコラーゲン量の低下が原因となっていることを切らかとし

た.そこで，初代培養腫虜組織内皮細胞層が正常組織内皮細胞層に比べ高い透過性を

示すことが，コラーゲン量の低下に起因しているかどうか検討を行った.

実験方法

臆場組織内皮細胞および正常組織内皮細胞をインターセル上に播種し， 4 1時間後

[3HJープロリン添加培地に交換した.コンフルエント時に(播種5 日後) ，透過実験お

よび，第二章の方法によりコラーゲン量を測定した.

実験結果および考察

日重傷組織内皮細胞のコラーゲン量は正常組織内皮細胞と比較して，約113置であるこ

とが判明した (Table 8) .全合成蛋白星に同細胞間に差が認められず，また全信山に

占めるコラーゲンの割合も正常組織内皮細胞2.25+ 0 .2 9 (%)，腫場組織内皮細胞0.80+

0 .1 9(%) と同線に低値を示していることから，腫場組織内皮細胞の低いコ ラーゲン民

は，単なる蛋白合成量が低いことに起因するものではな く ， コラーゲン量が特異的に

低いことを示している.本系においても，低いコ ラ ーゲン量が腫場内皮細胞の高い透

過性構造構築に寄与していると推察された.

第六節小括

Cell 

Table 8 Permeability and collagen content of rat 
endothelial cells 

collagen collagenfTotal protein Non-collagen Permeability 

(X10 2d州 (%) ()問;L) ぷ穴問)

FCEC 22.1:!: 3.6 2.25 :!: 0.29 181 :!: 20 32.8:!: 1.9 

TEC 7.5:!: 1.6* 0.80:!: 0.19 申 206:!: 16 83.0:!: 17.2* 

FCEC: Fat capillary-derived endothelial cell 
TEC: Tumor-derlved endothelial cell 
牢 P<O.001

血管内皮細胞機能は，各組織において大き く 異なっている に もかかわらず，培養細

胞を用いた研究において，組織部位に余り注意を払わず，単離培養の容易な組織であ

るウシ大動脈やヒ ト隣帯静脈由来の内皮細胞に よ り研究がな さ れてきた68) ， 69) しかし

ながら近年，培養系においても，由来組織や部位に よ り内皮細胞の組織特異的機能発
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現がなされていることが，脳を中心にいくつか報告され7OL7l )，その重要性が指摘され

つつある.そのなかで，今回，臆場組織由来血管内皮細胞の単離・初代用養に成功 し，

さらに本細胞がJn VJVQ における股場組織血管内皮細胞の特性を発現・維持しているこ

とを明らかとし，腫場血管研究への応用の可能性が強く示峻された.

さて，正常組織の血管内皮細胞，例えば脳血管内皮細胞であれ，肝臓Iírr符内皮細胞

であれ，生体において本来備っている内皮細胞であるが，臆場血管内皮細胞は本来生

体に備っているものではなく，腫療という病態において，正常組織の内皮制I!胞が服場

飢餓へ遊走して行き，そこでよ(羽目・管腔形成することにより新たに形成されたもので

あることから腫場組織血管内皮細胞たらしめる因子の作用によりはじめてその機能

発現がなされるものと考えられる. したがって，それら因子の欠如によりその特性が

消失 していくこ と は予想し得るものである . しかしながら，今回単離した臆場組織内

皮細胞は，腫蕩からの因子が欠如した状態で培養されたl継代目においても物質透過

性，白血球接着性ともに腫療血管の特性を維持しており，その研究への応用に十分な

期待がもたれた.

さ て股協組織内皮細胞の単雌・培養の重要性は，単に脆Wj組織における物質透過機

能研究のみならず，臆虜組織共通の内皮細胞特異抗体の免疫源として応用でき得ると

こ ろにある.すなわち，正常組織内皮細胞には反応せず，どのような腫療であれ， r陸

揚組織内皮細胞にのみ共通に，かつ特異的に反応するモノクローナル抗体を本細胞か

ら作製 し，これを腫場組織への薬物キャリア一分子として利用しようとするものであ

る.基本戦略としては，臆場組織内の臆場細胞を標的とするのではなく，版協組織内

の血管内皮細胞を標的とし，特異的に傷害させようとするものである. J医療内皮細胞

のみを特異的に叩くことができれば，臆場細胞は栄養路をi析たれるため!l置場市1 L織の送

縮が導かれることとなる.腫場細胞を標的とした場合，緒論において述べたように内

皮細胞層が抗体透過の決定的な|埠壁となるが，内皮細胞を機的とした場介， 1(lll!' に投

与された抗体は直接容易に結合できるため，透過性に関する問題もクリアーでき得る .

また，腫場細胞に対するモノク ロ一ナノレ抗体を用いた市U1高療法の問題点として， JJm~_Q 

細胞特異抗原が各種腫療細胞で異なっているため，その抗体が反応し得るただー磁の

腫場にしか使用できないことにもある. しかしながら，腫蕩組織内皮細胞特異抗体で

あれば，服療が誘導・新生させる内皮細胞は共通に物質透過性が充進していることか

らも，共通の抗原が発現している可能性が高いと考えられることから，いかなる府種

であれ共通な抗腫療効果が期待される.

以上のことから抗腫場内皮細胞特異抗体を用いた癌治療戦略は，将来的に非常に

有望な方法であり，その免疫源である腫場組織内皮細胞の単隣 ・ 地養に成功した本研

究の意義は非常に大きいと考えている.すでに，抗臆場組織内皮細胞特異抗体作製は

進めており， ELISAの系において，いくつかの特異性の高いモノクローナル抗体を得

ており，現在，組織切片を用いた系での特異性を検討中である.
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総括

1) 腫湯細胞CMによる検討

血管の内腔を一層で覆う内皮細胞は，血中から組織への物質移行の障壁として働い

ていることから，薬物を用いた癌治療を行うにあたり，腫場組織の内皮細胞層物質透

過性は，その治療効果を決定付ける重要なものである.そこで薬物による癌治療を有

効なものにすべく，腫療組織における内皮細胞層物質透過機能に関する研究を行うこ

ととした. しかしながら腫場組織内皮細胞は未だ培養されていないことから， In 

vltro の系でIn VIω の状態を再構築でき得ると考えられているConditioned Medium 

(CM)の系により，腫場組織特異的な機能発現が正常組織内皮細胞において誘導され

るかを検討した.

腫場細胞CMは，正常組織である大動脈由来血管内皮細胞層の透過性を上昇させた.

In vivo における臆場組織部位の血管は正常組織に比べ高い物質透過性を示すことから，

JJ直場制Jl包CMが， 正常組織内皮細胞に11重協組織特異的な機能発現を誘導したとぷ11変さ

れた.さらに，この上昇作用は異なる部位や種の内皮細胞においても認められ，その

普遍性が示された.また，腫場細胞CMの透過上昇作用は，血管作動性薬物などによ

る一過性のものではなく， F-アクチン量の減少を伴わない，長時間持続する全く新し

いタイプのものであった.

2) コラーゲンと透過性

)J主協細胞CMにおいて観察された定常状態における透過性上昇が， どのようなメカ

ニズムにより生じたのかを明らかにすべく，まず，内皮細胞層の定常状態における透

過性調節機構の研究を行い，コラーゲンが重要な役割を果していることを示した.す

なわち，アスコルビン酸は血管内皮細胞のコラーゲン合成を促進させた結果，透過性

を抑制させ，コラーゲン合成阻害剤はコラーゲン合成を抑制させ，透過性を上昇させ

た.また，この透過調節は，コラーゲンそのものが透過障壁となっているのではなく，

内皮細胞の細胞間隙構築に作用していることが示唆された.これら知見は，定常状態

における内皮細胞層物質透過性を調節している因子をはじめて明らかにしたものであ

り，今後，血管内皮細胞層透過性研究において非常に重要なものとなることを信じて

いる.

3) 服場制胞CMによる透過上昇とコラーゲン

Jj主張5細胞CMによる内皮細胞層透過上昇がコラーゲン量の低下に起因していること

を|リ j らかとした.この低下は，コラーゲン合成阻害によるものではなく，コラーゲン

分解促進の結果であり，さらにCMが内皮五lUJl包に作用し，内皮細胞のコラーゲン分解

促進に起閃するものであることが示された.間形脆場は非常に盛んに血管新生がなさ

れており，これらは開場細胞が産生する祁々の l必子により誘導されている.また， l甅 
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管新生時に内皮細胞のマトリ ッ クスメタロプロテアーゼ活性が上昇していることが知

られており ， 今回得た臆虜細胞CMによる 内皮細胞のコラーゲン分解促進は， これら

in vivo における生理状態を哀付けるものであ り ， In VIVO の現象を反映したものである

と考えている .

4) 臆蕩組織由来血管内皮細胞単離・培養

腫場組織からの血管内皮細胞初代培養に成功した.また本細胞は正常組織血管内J支

店11I胞に比べ白jい物1'1透過性，低い白血球接着性といったIn VIVO のfltf{場lh ??の特性を発

現・維持していた . 近年， l(n.竹内 j之制l!胞の ì'fl~ 1\'[や組織特異例が注 1 1 されつつあるが、

初代培養制)]包出離に成功し， fI重傷血管の特異性をIn vltro 培長系において示 した本J1父*

は，臆場血管内皮細胞研究，ひいては腫虜血管をターゲ ッ トとした癌治療の発展に大

きく役立つものと考えている.
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結論

血管内皮細胞層の物質透過機能に関する研究の結果，以下の結論を得た.

1. 腫療細胞のConditioned Medium (CM) により正常組織由来血管内皮細胞層の物質

透過性は上昇した. In vivo における腫場組織部位の血管は正常組織に比べ高い物質

透過性を示すことから腫虜細胞CMが，正常組織内皮細胞に腫虜組織特異的な機能

発現を誘導したと示唆された.

2. 血管内皮細胞層の物質透過性調節にコラーゲンが重要な役割を果していることを

明らかとした.すなわち，血管内皮細胞層のコラーゲン量が増加すると透過性は低

下し，逆にコラーゲン量が減少すると透過性は上昇する.

3. 臆場細胞CMによる内皮細胞層の透過上昇は， CMが内皮細胞に作用し，内皮細胞

のコラーゲン分解能を上昇させ，コラーゲンが減少することに起因する.

4. 臆蕩組織由来血管内皮細胞の初代培養に成功した.

5. JJ竜 11JJLl織山米内皮作rnn包は，正常組織内皮細胞に比べ!?百い物質透過↑/i;，低いド 11(1 L球

接着性といったin vivo の臆虜血管と同様の特性を発現・維持していた.

6 腫場組織内皮細胞においても，低いコラーゲン合成が高い物質透過性構造の構築

に寄与している.

以上，臆場組織特異的な血管内皮細胞物質透過機能を，日重蕩細胞CMおよび初代培

養JJtU蕩組織由来血管内皮細胞を用い検討し，コラーゲンによる透過調節機能を明らか

とした.
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