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論文内容の要旨

【目的】

皮膚炎症部位においては毛細血管新生，炎症細胞の浸潤に特徴づけられる血管の変化があり，この局所に於いては

種々のサイトカインの発現が増強していてこれらの血管変化に役割を担うと考えられる。 Tumor necrosis factor α 

(TNF-α) は主として、活'性型マクロファージにより分泌されるサイトカインであるが体外単層培養系で血管内皮細

胞を活性化し，白血球に対する接着因子 ICAM-1 ， ELAM-1 の発現を誘導することが証明されている。血管新生に対

しては m VIVO のウサギ角膜モデ、ル等の実験系で、 TNF-α は毛細血管形成を促進するが 一方では単層培養した内皮

細胞の増殖を抑制するとする矛盾した現象が見られてきた。生体皮膚においては毛細血管は常に I 型コラーゲンを主

とする細胞外基質に囲まれていることから本研究では生体に類似した三次元培養環境下における TNF-α の血管内皮

細胞に対する作用を明らかにすることを目的とした。

【方法ならびに成績】

I 型コラーゲン上に単層培養したひと腰帯由来血管内皮細胞の DNA 合成は10-500 U/ml TNF-α(recombinant) 

48時間処理によりその濃度依存性に抑制された。血管内皮細胞を I 型コラーゲンゲル内に包埋し培養すると包埋直後

より細胞は分裂を停止し 互いに接合して48時間以内に管腔構造を構築した。さらに培養を続けると管腔長は次第に

短縮し一週間後には細胞の一部は空胞化した変性像を呈した。 100 U/ml の TNF-α をこの三次元培養の上清に添加

すると管腔形成は抑制され，内皮細胞は単層状態を維持し， 48時間後にもわずかながら DNA 合成がみられた。 TNF­

α 存在下での培養10 日目の生存細胞数は未処理細胞の約 2 倍であった。この変化は TNF-α10-500 U/ml の濃度範

囲で認められた。三次元培養条件下での TNF-α による白血球に対する接着因子の発現を検索するために 1% コラゲ

ナーゼ， 0.02% EDTA 処理にて細胞を解離し抗 ICAM-1 ， ELAM-1 抗体で蛍光染色後 FACS で解析した。時間的経

緯では ICAM-1 の発現は100 U/ml TNF-α添加後24時間で peak (68.2%) となり，以後72時間同レベルを維持したo

ELAM-1 の発現は 6 時間で peak (70.6%) となり，以後速やかに低下した。この時間的変化は単層培養条件下で TN

F-α で活性化された血管内皮細胞の発現パターンとほぼ同一であった。 TNF-α は24時間処理により 3 次元培養内皮

細胞の ICAM-1 の発現を又 6 時間処理により ELAM-1 の発現をそれぞれ濃度依存性に促進した。未処理の単層培

養の内皮細胞はこれら接着分子を発現しないが，コラーゲン包埋培養条件下では ICAM-1 では7.5% に， ELAM-1では

3.6%にその発現がみられた。
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【総括】

TNF-α は I 型コラーゲンゲル内三次元環境下における血管内皮細胞の管腔形成を抑制し，細胞の増殖，生存期間

を延長し，白血球に対する接着因子の発現を誘導した。 TNFα は単層培養系とは逆に， 3 次元培養系では内皮細胞

の増殖状態を維持したことから生体における血管新生過程に促進的な役割を担うことが示唆された。 1 型コラーゲ

ンゲ、ル包埋の三次元培養は生体皮膚の炎症部位に於ける血管新生接着因子発現機構の検索モデルとして応用できる

と考えられる O

論文審査の結果の要旨

本研究は乾癖の病態解明の一助として，培養条件下における血管内皮細胞と病変部において発現が増強している腫

蕩壊死因子の関係について検討したものであるO

コラーゲンゲ、ル内に内皮細胞を 3 次元的に包埋し，管腔形成を誘導する系を用い，この環境下において腫巌壊死因

子が内皮細胞の管腔形成を抑制し，細胞生存率を向上させることを明らかとした。この知見は従来から存在した腫蕩

壊死因子の炎症局所における内皮細胞に対する影響面での二面性を説明しうる論拠を提示した。また，腫蕩壊死因子

がコラーゲンゲル内内皮細胞に対しても，従来の単層培養細胞に対すると同様に ICAM-l ， ELAM-l の発現を誘導し，

内皮細胞を活性化し得ることを証明し，その発現の時間依存性も単層培養細胞と同様であることを示した。

これらの知見は，乾癖病変局所における血管新生過程を解釈する上で有用な情報を提供するのみならず炎症局所に

おける内皮細胞の管腔形成メカニズムや血管新生におけるサイトカインネットワークの影響についてさらなる研究を

行う上での有用な実験系を提供したものである。

以上のことから本論文は学位に価するものと思われる。

ウ
i

A

斗A
ワ
ム


