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Abstract 

Using mouse renal cancer (Renca) models， we 

studied tumor vascularization on the basis of 

m i croang i ograph i c f i nd i ngs. The process of tumor 

vascu I ar i zat i on was morpho I og i ca II Y i nvest i gated 

on the X-ray fi Ims and quantitative evaluation was 

performed. The vascu I ar vo I ume， vascu I ar surface 

area， and vascular length in the tumor were deter-

mined on the microangiograms using Chalkley's method 

and Vogel 's method. 

Generaly， analysis of microangiography is not so 

quantitative. We were able to increase the precision 

of m i croang i ograph i c ana I ys i s to the I eve I of quant i-

tation by using constant conditions with respect to 

the type and concentration of contrast medium and the 

injection pressure. 

Based on the microangiographic findings， the 

tumor vascu I ar network showed per i phera I vascu I ar i-

zat i on w i th penetrat i ng vesse I s i n both a subcapsu I ar 

implantation and a I iver metastasis model. 
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Quantitative analysis of the microangiograms 

indicated that there were two phases in the process 

of tumor vascularization in both models， which were 

the phase in which vascularization is dominant and 

the phase i nvo I v i ng tumor necros i s. 

The results of this study suggest that micro-

angiography can provide an index of tumor vascular-

ization and may be useful for investigations of 

cancer growth and the response to treatment. 
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1 .緒言

血管新生(a n 9 i 0 9 e n e s i s )とは、既存の血管

から内皮細胞が芽出し、新生血管網が完成する

までの全経過をさすもので、胎生期における血

島から血管系が形成される血管発生 (vasculo-

genesis)とは区別される現象である 11。

1 971年、 Folkmanによって移植した腫蕩組

織が一定の大きさ(細胞数約 10 6個)を越えて

発育増殖していくためには、栄養血管が侵入す

ることが.必須であり、このためには腫蕩由来の

生理活性物質が重要な働きをしていることが報

告されて以来、腫蕩の発育増殖に血管新生の重

要性が注目されるようになった 2)。 実際、血管

から酸素が.拡散によって到達可能な距離(1 50-

200 μm )より離れると、腫蕩細胞は壊死すると

されている J)。

腫蕩血管新生活性を解析する nvivoモデル

として、ウサギやラット等の眼の角膜、ニワト

リ卵の紫尿膜に腫蕩細胞を移植する方法、高分

子ポリマーに腫蕩細胞を封入し動物の皮下に挿
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入する方法(マウス背部皮下ポーチ法 )、および

腫蕩含有血液を測定する方法等が使用されてい

るが 、再現性・定量性が乏しいことや腫蕩移植

操作による炎症性変化が起こる等の問題を有し

ており、現時点で決め手となる実験方法はない

1 ， 4 ， 5， 6 ) 

0 

本研究の目的は、マウス腎癌の移植モデルに

おいて、顕微血管造影 (Mi croang i ography) 

により腫蕩血管新生活性の解析が可能か否かを

検討することである 。 すなわち、腫蕩移植モデ

ルにおいて腫蕩血管新生過程を形態学的に検討

し、さらに X線画像上において腫蕩内に占める

血管容 量 、血管表面積および血管長を定量的に

解析した 。 また、腫蕩ーの移植操作による血管新

生に対する影響を取り除くため、転移モデルを

作製し同様の検討を行ったので、得られた知見

について報告する 。

II.材料および方法

1 .動物および腫蕩細胞
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動物は、 8~ 12週齢の雌性 BALB/cマウスを使

用した 。腫蕩細胞として、 Dr.R. H. W i I trout 

(National Cancer Institute，USA)より

恵与されたマウス腎癌株 (R e n c a )を用いた o こ

の腫蕩系は BALB/cマウス腎皮質由来の自然発

生腺癌で、その細胞形態は未分化で悪性度が.高

く、 ヒト 腎癌 のgranular cel I subtypeに

分類される 。

2 .腫蕩移植および転移モデルの作製方法

① 移植モデル;全麻下に開腹し 、マウス左腎被

膜下に約 1m m 3の Renca腫蕩片を移植した 。

② 転移モデル;同様に、マウス牌臓実質内に

Renca5Xl0
5
細胞 /O.02mlを移植し、門脈系

を介して転移モデルを作製した D

移植モデルでは、移植後5、8、11、14日目に、

転移モデルでは 14、21日目に顕微血管造影を施

行した O

3 .顕微血管造影

全麻下に開腹、腹部大動脈に静脈留置針を挿

入し、下大静脈を脱血用に解放後、ヘパリン生

7 



食水(生理的食塩水 100 m Iにヘパリン 1000単

位)を注入して、血液を潅流、除去した 。 次に

造影剤を 180mmHgの一定圧で注入後、左腎また

は肝臓を摘出、 10覧ホルマリン溶液中で固定し

た。造影剤には 2見ゼラチンを含む Micro-

paqueCW)を使用した 。

摘出標本は腫蕩部の中央で切断し、一方は顕

微血管造影のため約 O.5 m mに薄切し、他方の同

一断面で HE染色を行った 。0.5mrnの厚さの切片

は、 Kodak high resolution fi 1mの感光

膜面に直接載せて、超軟 X線発生装置を用いて

X線撮影を行い、その血管造影を光学顕微鏡で

観察した 。

なお、移植モデルでは移植後5、8、11、14日自

の各時点、で 10頭分の顕微血管像を、転移モデル

では移植後 14、21日目に各5頭血管造影を行い、

転移巣の直径より O.5 m m 以下、 0.5~1.5mm 、

1. 5 m m以上の 3群に分け、各群 10個の転移巣の

顕微血管像をそれぞれ解析した 。

4.顕微血管造影画像の定量化
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血管新生の程度については Chalkley法 7)な

らびに Vogel法 B)で、腫蕩組織内の血管量を測

定することで定量的に評価した 。 すなわち顕微

鏡接眼レンズにマイク口メーターを取り付け、

これに任意の 5点を設け視野を動かした際にこ

れらの点が血管に当たる確率を測定した 。腫蕩

組織内に占める血管の体積に近似するよう、点

数を可及的に多くとった 。 また腫蕩内の任意の

200個の血管径を測定し、血管の体積(V )と血

管径の平均(d )、血管径の自乗の平均 (d )から、

次式から単位体積 1mm3の腫蕩組織内に含まれる

血管の表面積 (vascular surface area)お

よび長さ (vascular length)を算出した 。

(surface area=4vd/d 、length=4v/π d) 

5.統計学的検討

各値は、平均値±標準偏差で示し、検定は、

Abacus Concepts Inc.の統計ソフトウェア

StatViewIIを用いて t-testで行い、 pが5%

未満を有意の差異とした 。
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lll.実験結果

1.顕微血管造影および組織学的所見

1 )腎癌移植モデル

移植後5日目では、組織像より腫蕩は生着し、

腫蕩細胞の増殖力ず見られたが、顕微血管造影画

像上，腫蕩内に血管像はほとんど認められなか

った(図 1) 0 

移植後 8日目では、腫蕩細胞はさらに増殖し、

顕微血管造影画像上、腫蕩周囲より腫蕩内に侵

入する血管力f多数認められた(図 2)。

移植後 11日目では、 8日目と比較して腫蕩内

の血管密度はさらに上昇し、豊富な新生血管網

の形成が-認められた 。組織像では腫蕩壊死は見

られず、腫蕩細胞のさらなる増殖力ず認められた

(図 3)。

しかし移植後 14日目では、腫蕩内に血管像は

ほとんど見られなくなり、拡張した血管が散在

性に認められ、組織像において腫蕩中心部に壊

死が認められた(図 4)。

2 )腎癌肝転移モデル
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O.5rnrn以下群では、腫蕩の周囲を取り囲むよ

うに血管の新生像が見られたが、腫蕩内部には

ほとんど血管像は認められなかった 。組織像で

は腫蕩はほぼ円形に増殖し、鍾蕩細胞は胞体力ず

頼粒状で、 Renca腫蕩の転移と確認された(図

5 ) 0 

O.5'""1.5rnm群では、顕微血管造影画像上、

腫蕩周囲から腫蕩内に侵入する血管が多数認め

られた 。 それらの血管は不規則に拡張し、形態

上既存の血管とは異なるものと思われた 。組織

像では腫蕩細胞の増生が見られ、壊死像は認め

られなかった(図6)。

1. 5 m m以上群では腫蕩周囲に血管像は見られ

るが、腫蕩内の血管密度は著明に低下した 。組

織学的に腫蕩の中心部に壊死像力'¥認められた

(図7)。

2.腫蕩血管の定量的解析

1 )腎癌移植モデル

(a)血管密度

移植後 5日目では画像上、腫蕩内の血管は疎
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であり血管密度はほぼOであったが、 8日目には

47.8+9.4%と上昇した o 1 1日目では血管密度

はさらに増加し、 60.0+7.2%と最大となった 。

しかし腫蕩壊死の見られた 14日目では、 9.3+ 

0.7%と11日目に比較して有意に低下した(pく

0.01)(図8)。

(b)血管表面積

血管密度の推移と問機に、 8日目で 131.0+

11.9mm2/mm3であったが、 11日目には 198.9+

40.4mm2/mm3と経時的に有意に拡大した (p < 

O. 0 1 )。 しかし 14日目では 23.2士4.2mm
2 
/mm
3 

と著明に縮小した (p<O.Ol)(図9)。

(c)血管長

8日目では血管長は 4.13+0.81m/mm3であっ

たが、血管新生の盛んな 11日目 では血管長はさ

らに延長し、 7.08+1.96m/mm
3と最長となっ

た(pく O.0 1 )。 しかし腫蕩壊死の見られる 14日

目では 0.61+0. 18m/mrn
3
と急激な減少を示し

た(pく0.01)(図10 )。

(d)血管径
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8、11日目では新生血管の増殖を反映して、

1 0 μ以下の小血管が全体の約 70%を占めたが、

腫蕩壊死の見られる 14日目ではその割合は、 50

%と減少した 。 (図 11 ) 0 

2 )腎癌肝転移モデル

(a)血管密度

O. 5 m m以下群では、腫蕩内に血管像はほとん

どなく血管密度はほぼOであった O 一方、 O.5------

1. 5 m m群では 63.1士13.2 %と上昇したが.1 • 5 

mm以上群では 30.7+15.6%と減少した(pく

0.05)(図12 )。

(b)血管表面積

O.5------1.5mm群では、血管表面積は 141.5+

23. 3mm? /mm3であったが、 1.5 m m以上群では

52.7+21. Omm2 /mm3と有意に縮小した (pく

0.01)(図 13 )。

(c)血管長

血管新生の著明な O.5------1.5mm群では血管長

は3.79+1.20m/mm
3であったが、腫蕩壊死の

見られる 1.5 m m以上群では O.92土 O.27m/mm
3
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と 有意に減少した(pく 0.01)(図 14 ) 0 

(d)血管径

新生血管の盛んな O.5.......1. 5mm群では 10μm 

以下の小血管が.全体の約 50%を占めたが、腫蕩

壊死の見られた1.5 m m以上群ではその割合は約

30%に減少し、逆に 20μm以上の拡張した血管

が全体の 30%を占めた(図 15 )。

N.考按

顕微血管造影は、 1944年 Bohatyrschukに

より開発された方法で、摘出臓器の動脈内に造

影剤を注入後、軟線 X線撮影によりその微少血

管の観察に用いられている 9)。

しかし本法は手技に左右され易く、またその

解析が難しく、造影剤の選択、注入圧・注入速

度等の検討により再現性、定量性を高めること

が必要であると指摘されている 10・11) 。

注入圧に関しては、最高血圧より高圧にする

のが一般的であるが、毛細血管に障害を与えな

い最高注入圧は 200mmHgとされている 12 )。 また
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Jainらは、腫蕩組織内圧が正常組織に比較し有

意に高く、 そのため腫蕩内血流が減少すること

を報告し、薬剤到達の面よりこの現象が腫蕩の

化学療法の抵抗性の一因となっていることを指

摘している 13. 1 4. 1 5 )。 このことは顕微血管造影

において、造影剤の高圧注入することの必要性

を示峻している 。

本研究では、造影剤として2%ゼラチンを含

むMicropaque(訟を使用した 。本剤は硫化バリ

ウム溶液でその微粒子の大きさは、 0.015，......10

μm程度である 16 )。 ゼラチンは血管内の停滞を

良好にするために混じた 。注入庄はマウスの-

般の最高血圧(93，...... 1 3 8 rn m H 9 )を考慮し、 180 

mmHgに一定し注入した 17 )。 また、手技の一定

化を図るため実験は triplicateで行った 。以

上の条件で 85%の症例で腎糸球体血管が.十分造

影され、これらの X線画像を検討対象とした 。

また、顕微血管造影による腫蕩血管新生の検

討は、一度に 500μmの厚さの組織内血管の密度

およびその形態を評価でき、従来より血管新生
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過程の解析や腫蕩における特異な血管構築の解

明に用いられた、直接もしくは血管内に色素を

注入して連続切片により光顕的観察や血管内に

メタクリレート樹脂注入、作製した血管鋳型を

走査電子顕微鏡により観察する組織学的な方法

に比較し、より簡便な方法であると考える 18-22>。

R u b i nとCa S a r e t t231は、顕微血管法を用い

て移植腫蕩の微少循環を検討し、形態上3種に

分類できると報告している 。 すなわち、腫蕩周

囲にのみ血管網を形成する(P e r i p h e r a I 

vascularization without penetrating 

vessels)型、腫蕩周囲の血管網より中心部へ

の貫通枝を伴う (Peripheral vasculari-

zation with penetrating vessels)型お

よぴ腫蕩の中央を栄養血管が走行し、辺縁に向

かつて枝を出す、樹枝状構造をとる(C e n t r a I 

vascularization)型であり、第 3の型の場合

は中心部の壊死を形成しないと述べている o

今回の腫蕩血管新生過程における形態学的な

検討において、移植腫蕩モデルと転移モデルは
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腫蕩増殖初期を除き同様の過程をとり、マウス

腎癌 (Renca腫蕩)は、先に述べた Peripheral

vascularization with penetrating 

vessls型に分類される形態を描写出来た 。

YamauraとSato
24
)は、腫蕩血管新生形態の

定量化の解析の方法として、ラット背部皮膚に

装着する透明窓を作製し、この部に肝臓癌

( A H 1 0 9 A )を移植し周囲より誘導される新生血

管の形態を経時的、定量的に観察し、血管新生

を4期に分類することを提唱している 。 すなわ

ち、 slight capi I lary alterations(l期)、

formation of fine capi I lary net-

works and changes i n ve i ns(2期)、

modification in arteries(3期)、 ne -

crosis( 4期)であり、血管容積、血管表面積

および血管長は、正常組織(対照)でそれぞれ、

20 %、 20mm
2
/mm

J
および36m/mm

3
であるのに

対して、腫蕩を移植した窓内では、 1期から 2

期には 50%、70mm
2
jmm
3
、 160m/mm

3
と増加し、

血管新生活性は非腫蕩性血管新生時の 40-50倍
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であり 、 さらに 3期から 4期になると 3者共に

Oとなることを報告している 。

さらに山浦と松沢 25 )は、 ラ ッ トを用いこの

方法で癌放射線療法における局所微少血管径の

動態に関し検討し、腫蕩血管新生が4000Rで完

全に抑制されるとともに、新生血管形態の定量

化が癌の増殖動態および治療効果の研究に有用

であることを報告している 。

今回のマウス腎癌移植モデルおよび転移モデ

ルの顕微血管造影画像の定量 的解析でも、血管

新生過程は YamauraとSatoの報告 24 )と同様の

経過をとり、彼等が述べた 1、2期は腫蕩血管の

新生が盛んな時期で、 3、4期は腫蕩が壊死に向

かう時期であり、著者らは本法により前者を血

管新生期、後者を腫蕩壊死期として 2期に分類

出来た 。以上のように顕微血管造影法は形態学

的にも定量化的にも腫蕩血管新生活性の評価に

有用であると考えられた 。
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V.結語

マウス腎癌 (Renca腫蕩 )の腎被膜下移植モ デ

ルおよび肝転移モデルを作製し、顕微血管造影

およびその定量化により、腫蕩血管新生活性を

検討した 。

1 )本法による腎糸球体血管描出率は 85%と良

好であった 。

2 )移植モデルと転移モデルは腫蕩増殖初期を

除き、同様の血管新生過程を呈し、ともに

Peripheral vascularization with 

penetrating vesselsの型に分類された 。

3 )移植モデルおよび転移モデルの顕微血管造

影画像の定量的解析の結果、血管新生過程は、

血管新生期と腫蕩壊死期の 2期に分類できた 。
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講座・久保 隆教授、臨床検査医学講座・伊藤

忠一教授、に深謝致します D
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図の表題とその説明

図 1. マウス腎癌移植モデル(移植後5日目)

A 顕微血管造影画像 (x150)

B 組織標本 (x150)

図2. マウス腎癌移植モデル(移植後8日目)

A 顕微血管造影画像 (x150)

B 組織標本 (x150)

図3. マウス腎癌移植モデル(移植後 11日目)

A 顕微血管造影画像 (x150)

B 組織標本 (x150)

図4. マウス腎癌移植モデル(移植後 14日目)

A 顕微血管造影画像 (x150)

B 組織標本 (x150)

図5. マウス腎癌肝転移モデル(腫場径O.5 mm 

以下群)

A 顕微血管造影画像 (X150)

B 組織標本 (x150)

図6. マウス腎癌肝転移モデル(腫蕩径0.5---

1.5mm群)

A 顕微血管造影画像 (x150)
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B 組織標本 (x150)

図7. マウス腎癌肝転移モデル(腫蕩径 1.5mm

以上群)

A 顕微血管造影画像 (X150)

B 組織標本 (x150)

図8. マウス腎癌移植モデル、腫虜血管容量の

経時的変化

図9. マウス腎癌移植モデル、腫虜血管表面積

の経時的変化

図 10 マウス腎癌移植モデル、腫虜血管長の

経時的変化

図11 . マウス腎癌移植モデル、腫蕩血管径の

大きさとその比率

図12 . マウス腎癌肝転移モデル、腫虜血管容

量の腰蕩径による比較

図 13 . マウス腎癌肝転移モデル、腫場血管表

面積の腫虜径による比較

図14. マウス腎癌肝転移モデル、腫蕩血管長

の腫虜径による比較

図 15 . マウス腎癌肝転移モデル、腫蕩血管径
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の大きさとその比率
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