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毛細血管新生と細胞外基質，特に多糖類

との関連性についての形態学的研究

　　　　大　滝　　　洋

岩手医科大学歯学部口腔解剖学第一講座

　　　（主任：野坂洋一郎教授）

　抄録：血管新生中の毛細血管内皮細胞の細胞外基質におけるglycosaminoglycans（GAGs）の微

細構造的分布を，chick　chorioallantoic　membrane（CAM）を用いて組織化学的にin　vivoとin

vitroで検索した。　in　vitroの検索のため，血管新生の単純なモデルをコラーゲン・ゲル培養法によっ

て準備した。in　vitroで新しく形成された内皮細胞による管腔構造は，　in　vivoにおける脈管と類似し

ていた。in　vivoとin　vitroにおける管腔を，過ヨーソ酸hexamethylenetetramine銀（PAM），

Ruthenium　Red（RR）とAlcian　Blue（AB）で染色し，　GAGsを同定するため4種の酵素（睾丸

hyaluronidase，放線菌hyaluronidase，　chondroitinase　ABC，　chondroitinase　AC）で消化した。

その結果，hyaluronic　acidが血管新生の初期において細胞外基質の構成要素の細いcollagen線維に

蓄積し，血管の成長とともに硫酸化GAGs，特にdermatan　sulfateに置きかわることが示唆された。

Key　words：angiogenesis，　extracellular　matrix，　glycosaminoglycans，　collagen　gel．

緒 言

　血管新生は生理的には生物の発生過程におい

て，また，病的状況では癌あるいは炎症の進行

過程において重要な意味を持っことが報告され

ているD。さらに近年，血管新生因子あるいは

その調節因子がin　vivoとin　vitroの両方で研

究され，これらの因子による血管新生誘導の概

念が確立されっっある2～6）。

　従来，in　vivoにおける血管新生モデル

にrabbit　cornea7），　chick　embryo　chorio．

allantoic　membrane8）などが用いられ，血管新

生因子あるいはその調節因子の研究が進められ

てきた。しかしながら，これらin　vivoのモデ

ルは，再現性，定量性あるいは生体反応の有無

に問題があり，in　vitroにおける血管新生モデ

ルの確立が望まれている。

　FolkmanとHaudenschild9）がin　vitroにお

ける内皮細胞の管腔形成を報告して以来，細胞

分離，培養技術の進歩とあいまって，in　vitro

における血管新生の研究が可能となった。さら

に，Nicosiaら’°）とMontesanoら11）は単離した

内皮細胞ではなく，血管を含む組織片を基質中

に包埋することによって，三次元的な管腔形成

を観察している。一方，細胞外基質の情報は細

胞骨格系を利用して伝えられ，細胞の分化や機

能発現に関わることが特に近年注目されてきて

いる12）。細胞外基質のうちでも，collagen，

glycosaminoglycans（GAGs）　とfibronectin

は細胞の増殖，移動，接着，分化において重要
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な役割をもっ13）と言われており，特に，GAGs

は細胞の運動と分化の調節に関連することが

in　vivoで示されている’4’5）。　Ausprunkら16）は

in　vivoにおいて，　chick　embryo　chorio．

allantoic　membrane（CAM）の血管新生の調

節機構解明のため，血管周囲のGAG解析を行

ない，hyaluronic　acid並びに硫酸化GAGsの

量と分布が血管成長にしたがって変化すること

を示した。しかしながら，in　situにおける研

究では，内皮細胞の合成したGAGsと体液由

来のGAGsの区分が難しく，　in　vitroでの血管

新生時におけるGAGsの動態を観察する必要

がある。

　そこで血管新生の調節における血管内皮細

胞産生のGAGsの関連性をより明らかにする

ため，collagen　gelに，血管の豊富なchick

embryo　chorioallantoic　membrane（CAM）を

包埋することによってin　vitroの三次元血管新

生モデルを作製し，伸展した血管内皮細胞の細

胞外基質におけるGAGsの組成を組織化学的

手法を用いて検索し，血管の成長に伴った内皮

細胞周囲の基質におけるGAGsの変化を検索

した。

材料と方法

1．実験材料

　種卵（White　Leghorn）を37℃，相対湿

度60％でインキュベートした7～8日目の
chick　embryo，　stage　30－35からchorioallantoic

membrane（CAM）を無菌的に約20mm平方の

大きさで採取した。

2．実験方法

1）培養方法

　無菌的に採取した約20mm平方のCAMを

CalciumとMagnesiumイオンfreeのリン酸緩

衝食塩水（CMF－PBS）で3回洗浄を行った。

洗浄後，1％EDTAを含むCMF－PBS中に4℃，

3～4時間浸漬し，次いで，37℃で10分間イン

キュベートした後，軽くピペッティングし，上

皮をはがした。上皮を除去したCAMを50％

fetal　bovine　serum　（Gibco　Laboratories
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Gland　Island，　NY）を含む199培地（Nissui

Pharmaceutical　Co．，Ltd．　Tokyo）で洗浄し，

外科用メスで約1mm平方に細切した。

　培養用collagenにはCellmatrix　Type　I－A

（Nitta　Gelatin　Co．，Ltd．　Osaka）を用いた。

Cellmatrix（0．3％，　pH　3．0）と10倍濃度の199

培地および再構成用培地（0．08N　NaOH，4．77％

Hepes）を8：1：1の割合で混合し，　collagen

溶液（pH　7．4）を作製した。この際，調製は氷

上で行い，collagenのゲル化を防いだ。先に調

整しておいたCAM組織片をcollagen溶液中

に入れピペットで撹播し，35mm径plastic

dishに1mlずっ分注し，直ちに37℃，10分間

インキュベートしてゲル化させた。その後，100

μg／ml　ECGSI8）（Endothelial　Cell　Growth

Supplement，　Collaborative　Research，　Inc．

Lexington，　MA），100μg／ml　Heparin3）

（sodium　salt，　Sigma　Chemical　Company　St．

Louis．　Mo）と50％FBsを含む199培地を注ぎ，

注射針でcollagen　gelをdish面からはがし，5

％CO2，95％airで1週間浮遊培養した。

2）位相差顕微鏡及び透過型電子顕微鏡による

　観察

　培養期間中（1週間）は，位相差顕微鏡

（DIAPHOT－TMD，　Nikon．　Tokyo）にて細胞の

増殖と伸展の状況を毎日観察し，写真撮影を行

ない記録した。電子顕微鏡による観察に際して

は，7～8日目CAMと1週間培養したcollagen

gel中の新生血管を0．1M　cacodylate　buffer

（pH7．3）で調整した2．5％glutaraldehydeで4

℃，1時間前固定した。その後2％四酸化オスミ

ウムで4℃，1時間後固定し，Grinnellら’9）の方

法に準じてエタノール上昇系列で脱水，エポキシ

樹脂（ルベアックー812）に包埋した。ダイヤモン

ドナイフを用いてultra－microtome（LKB　2088

ULTROTOME　V）にて超薄切片を作製し，

formvar．coated　grid（1－slotted）に載せ，酢

酸ウランとクエン酸鉛で二重染色し，透過型電子

顕微鏡（Hitachi　H－700H）にて観察した。

3）GAGsの組成と分布の組織化学的検索

　7～8日目CAMとin　vitroにおいて形成さ
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れた新生血管を用いて，内皮細胞が産生した細

胞外基質のGAGsの組成と分布を検索するた

めに，過ヨウ素酸Hexamethylenetetramine

銀（PAM），　Ruthenium　Red（RR）とAlucian

Blue（AB　pH　6．5）でGAGsを視覚化し，さ

らに酵素処理後，同様にAB，　RRとPAM染

色を施し，両者を比較することによりGAGs

の同定を行なった。

（1）PAM染色

　7～8日目CAMと1週間培養したcollagen

gel中の新生血管を0．1M　cacodylate　buffer

（pH　7．4）で調整した2％paraformaldehyde

と2．5％glutaraldehydeで1時間前固定し，2

％四酸化オスミウムで4℃，1時間後固定した

後，エタノール上昇系列で脱水し，通法に

従ってエポキシ樹脂に包埋した。厚切切片にて

新たに形成された管腔様構造を確認後，ultra－

microtomeにて作製した超薄切片は，1％過ヨー

ウ素酸水溶液に室温，10～15分間浮かせ，その

後蒸留水にて洗浄を3回繰り返した。次に3％

Hexamethylenetetramine　（Kanto　Chemical

CoJnc．　Tokyo）50ml，5％AgNO35mlに蒸

留水を加えて100mlとした後，5％ホウ砂6ml

を混合したHexamethylenetetramine銀液に移

し，water－bath中で58～60℃，50分間加温し，

切片が黄褐色になるのを確認した。変色後の切

片を蒸留水で2度洗い，1％formaldehyde原

液を含む2％シュウ酸水溶液に30秒間浸した後，

再び蒸留水で洗浄した。その後，5％チオ硫酸

ナトリウム液に30秒浸し，蒸留水で2度洗浄し

た後にformvar－coated　gridに載せ，無染色で

TEMで観察した。

②　RR染色

　Luftm）の方法に従って市販のRR粉末
（Nakarai　Chemicals，　Ltd．　Kyoto）より0．15％

RR原液を準備した。7～8日目CAMと1週
間培養したcollagen　gel中の新生血管を0．15％

RR原液，3．6％glutaraldehyde水溶液と0．1M

cacodylate　buffer（pH　7．4）の等量混合した固

定液中で室温で1時間前固定した。さらに，5％

四酸化オスミウム水溶液，0．1M　cacodylate
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buffer（pH　7．4）と0．15％RR原液の等量混合

液中で室温，1時間後固定した。0．1M　cacody－

late　buffer（pH　7．4）で洗った後，エタノール

上昇系列で脱水し，通法に従って，エポキシ樹

脂に包埋した。厚切切片にて新たに形成された

管腔様構造を確認後，超薄切片をダイヤモンド

ナイフを用いてultra－microtomeで作製し，

formvar－coated　gridに載せ，酢酸ウランとク

エン酸鉛で二重染色を施し，TEMで観察した。

（3）AB染色

　7～8日目CAMと1週間培養したcollagen

gel中の新生血管を0．1M　cacodylate　buffer

（pH　6．5）で調整した4％glutaraldehydeにて

室温で1時間前固定した。固定液には0．1％AB－

8GN（Nakarai　Chemicals，　Ltd．　Kyoto）を加

えた。cacodylate　bufferで洗い，0．1M　cacody－

late　buffer（pH　6．5）で調整した4％四酸化オ

スミウムで4℃，1時間後固定した。エタノー

ル上昇系列で脱水後，RR染色で述べた方法と

同様な手順により，TEMで観察した。

（4）酵素処理　　　　　　　　　　　　‘

　上記の手法によって染色された管腔周囲の

GAGsを詳細に同定するためAusprunk’6）の方

法に従って，7～8日目CAMと1週間培養し

たcollagen　gel中の新生血管をGAGs分解酵

素で以下に述べる方法で処理した。0．1M

cacodylate　buffer（pH　7．4）で調整した2％

paraformaldehydeと2．5％glutaraldehydeで

標本を30分間前固定した。bufferで洗った

後，各々の酵素で37℃，1時間消化を行った。

0．05M　acetate　buffer（pH　5．2）で調整した

100（TRU）／ml　Streptomyces　hyaluronidase

（Seikagaku　Kogyo　CoっLtd．　Tokyo）〔S．H．〕；

NaCl－acetate　buffer（pH　5．6）で調整した

400U／ml　Testicular　hyaluronidase（Sigma

Chemical　Co．，ST　Louis．　MO）　〔T．H．〕；

Enriched　tris　buffer（pH　8．0）で調整した

0．15U／ml　chondroitinase　ABC　（Seikagaku

Kogyo　Co．，Ltd．　Tokyo）　〔ABC〕；Enriched

tris　buffer（pH　7．4）で調整した0．15U／ml

chondroitinase　AC　（Seikagaku　Kogyo　Co．，
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Ltd．　Tokyo）〔AC〕で標本の酸性ムコ多糖類

を消化した。0．1％α一amylaseリン酸塩緩衝

塩化ナトリウム液（α一amylase　O．1％，　NaCl

O．8％，リン酸一ナトリウム0．08％，リン酸ニナ

トリウム0．13％含有液，pH7．0）2Dでglycogenな

らびに中性多糖類を消化した。消化後の全標本

を0．1M　cacodylate　bufferで洗い，前述のRR，

AB，　PAMで染色を施し，　TEMで観察した。

結 果

1）位相差顕微鏡による観察

　collagen　gel内に包埋し浮遊法で培養した

CAM組織片より伸展する細胞を培養直後から

1週間にわたり位相差顕微鏡で観察した。培養

1日目：CAM組織片から周囲のcollagen　gel

中に紡錘状の細胞の伸長が認められた。3日目：

紡錘状の細胞に比較して，幅が広く移植片に連

結したまま伸長している細胞が，CAM組織片

の周囲に放射状に出現し，一部は途中で分岐を

示すものも存在した。その伸長の長さはほぼ60

μmであった（Fig．1a）。5日目：連続した細

胞の伸展が増加し，互いに吻合して3次元的網

目構造を形成し，一部には管腔様構造を認めた

（Fig．1b）。7日目：細胞の放射状に伸長した

吻合部には管腔様の空隙が著明に認められ，網

目構造も複雑になった（Fig．1c）。

2）透過型電子顕微鏡による観察

　位相差顕微鏡の像でCAMより伸展し管腔様

構造を認める部分を透過型電子顕微鏡で観察し

たところ，管腔構造を有する毛細血管構造が認

められた（Fig．2a）。2～5個の細胞で囲まれ

た最大2～5μmの直径の管腔が形成されてい

た。管腔をとり囲む細胞には類円形の核が一個

存在し，一個の核小体をもっていた。細胞質内

には多数の粗面小胞体と若干の遊離リボゾーム

と微細管，さらにやや大型のライソゾームが認

められた。隣接する細胞間には結合装置として

閉鎖帯が認められる（Fig．2b）とともに弱い

ながら指状嵌合も認められた。管腔内には壊死

した細胞のものと思われる細胞質塊，あるいは，

CAM組織片に近接する部位では赤血球細胞が

難

緩
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Fig．l　Phase－contrast　microscopy　of　CAM
　　　explant　cultures　in　collagen　gel．

　　　a）CAM　segment　on　day　30f　culture．

　　　Numerous　branching　cellular　out－
　　　growths　were　observed．　Bar＝100μm．

　　　b）On　day　5　0f　culture．　Continuous

　　　cellular　cords　formed　3－dimensional

　　　cellular　network．　Bar＝100μm，

　　　c）On　day　70f　culture．　At　higher

　　　magnification，　neovasculature　sprout

　　　and　formed　dense　network．　Arrowhead

　　　indicated　capillary　lumina．

　　　Bar＝10μm．

認められた。伸長した毛細血管の非管腔側細胞

表面は波涛状を示し，基底膜は認められず，周

囲のcollagen線維と密着する部分とわずかに
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Fig．2　Anewly　formed　endothellal　tubular　structure　on　day　70f　culture

　　　a）In　the　lumen，　amorphous　and　electron　dense　materlals　were

　　　observed　Basal　lamlna－11ke　materlals　were　not　observed
　　　Surroundlng　collagen　flbers　conslsted　of　strlated　and　non－stnated

　　　flbrlls　wlth　dense　aggregatlon　and　lrregular　arrangement

　　　Bar＝1μm　L　lumen，N　nucleus
　　　b）Hlgher　magnlflcatlon　of　contact　endothelal　cells　Typlcal

　　　endothellal　tlght　junctlon　was　observed　Bar＝05μm　Arrowhead
　　　showed　tlght　Junctlon

間隙のある部分とが認められた。細胞周囲の

collagenは走行が不規則であり，横紋が認めら

れる太い線維と横紋の認められない細い線維で

構成され，細い線維は細胞周囲において特に緻

密であった。

　7～8日chlck　embryo　CAMの毛細血管に

おいて，管腔を形成している内皮細胞の細胞質

内には若干のミトコントリアと微細管，隣接す

る細胞との接合装置として閉鎖帯が認められ，

指状嵌合を示していた。管腔内には血球細胞が

認められたが，一部の内皮細胞間には接合を欠

き，開放している部分も認められた。この時期

では内皮細胞の基底膜は認められないが，上皮

と血管周囲細胞の基底膜は認められた（Fig　3）。
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Fig．3　Electron　mlcrograph　of　the　CAM　caplllary　on　day　70f　lncubatlon

　　　Caplllary　wall　conslsted　of　a　slngle　layer　of　endothellal　cells　and

　　　closely　apposed　perlcyte　and　ectodermal　eplthellal　cells
　　　Endothellal　basal　lamlna　was　not　observed　　Arrow　showed
　　　basal　lamlna　of　perlcyte　Arrowhead　showed　eplthellal　basal

　　　lamlna　Bar＝1μm　EP　eplthellal　cell，EC　endothellal　cell，

　　　Pperlcyte

3）多糖体の組織化学的観察

（1）PAM染色，

　7～8日目のCAMにおいては，特に銀粒子

の沈着がcollagen線維と毛細血管が隣接する

上皮の基底膜に強く，その他ライソソーム，核，

細胞膜に認められた（Flg　4　a）。　GAGsと同様

にPAM陽性を示すglycogenを除去するため

にamylaseで処理した後にPAM染色を施し

たCAMにおいても，上皮下基底膜，　collagen

線維またライソソームの陽性反応は残存してい

た。（Flg　4　b）。

　管腔形成を示す内皮細胞においては，細胞周

囲のcollagen線維上には著明な銀粒子の沈着

が認められた（Flg　5a）。　amylaseで処理した

後にPAM染色を施した管腔形成を示す内皮細

胞においても，同様に細胞周囲のcollagen線
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Fig．4　a）On　day　7　CAM　stalned　wlth　PAM

　　　　Strong　PAM　posltlve　granules　were
　　　　evldent　on　str】ated　collagen　flbers

　　　　surroundlng　caplllary
　　　　b）On　day　7　CAM　treated　wlth　amylase

　　　　before　stalnlng　wlth　PAM　　Strong
　　　　PAM　posltlve　granules　were　evldent

　　　　on　strlated　collagen　flbers　slmllar　ln

　　　　flg　a　Bar＝1μm　EC　endothellal
　　　　cell，P　perlcyte

維に銀粒子の沈着が認められた。特に，非管腔

側の細線維と管腔側の細胞表面には著明な沈着

が認められた（Flg　5　b）。

（2）RR染色，

　7～8日目のCAMにおいて，　RRの沈着は

内皮細胞表面，血管周囲細胞表面，内皮細胞に

隣接する上皮細胞直下の基底膜と毛細血管周囲

のcollagen線維上にamorphousな電子密度の

高い物質として認められた。しかしながら，内

皮細胞の非管腔側への突出部分と管腔内面には

認められなかった（Flg　6　a）。酵素処理後の観

察において，RRの沈着は細胞表面において

ABCとAC処理後も著明に認められた。TH

とSH処理後においては，血管周囲細胞の表

面に較へて沈着は弱かった。内皮細胞周辺の太

185

Fig．5 a）On　day　70f　culture　Sprouts　were

stalned　wlth　PAM　　Strong　PAM
posltlve　granules　were　evldent　on
surroundlng　stnated　collagen　flbers

b）On　day　70f　culture　Sprouts　were

treated　wlth　amylase　before　stalnlng

wlth　PAM　　Strong　PAM　posltwe
granules　were　evldent　on　surroundlng

stnated　collagen　flbers　and　ablumlnal

surface　of　endothellal　cell　were　slmlar

16flg　a　Bar＝1μm

いcollagen線維においては，　RRの沈着は，全

ての酵素処理後も認められた。しかし，細線維

においては，ABC処理後はほとんと認められ

ず，TH処理後ではやや弱く，AC，SH　処理

後では著明に認められた（Flg6bcde）。な

お，上皮細胞の基底膜は，全ての酵素処理後も

弱い沈着を認めた。

　管腔形成を示す内皮細胞においては，非管

腔側細胞表面，細胞間のスペース，管腔側表

面と管腔周囲のcollagen線維において同様の

amorphousな物質が認められた（Flg　7　a）。

内皮細胞表面のRRの沈着は，全ての酵素処理

後に認められ，ABCとAC処理後においてむ

しろ増強された。管腔側表面においては，全て
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c）Treated　with　streptmyces
materials　were　deposited　on　the　same　positions　as　fig．6　b．

μm．

d）Treated　with　chondroitinase　ABC，　dense　RR　positive　materials

were　evident　on　endothelial　cell　surface　and　pericyte　surface．　But

non－striated　fine　collagen　fibrils　were　not　stained．　Bar＝1μm．

e）Treated　with　chondroitinase　AC，　dense　RR　positive　materials

were　evident　on　endothelial　cell　surface　and　non－striaied　fine

collagen　fibrils．　Bar＝1μm．

a）On　day　7　CAM　stained　with　RR、

Amorphous　electron　dense　RR
positive　materials　were　deposited　on

endothelial　cell　surface，　subectodermal

basa］1amina，　pericyte　surface　and

striated　collagen　fibers．　Arrowhead

showed　epithelial　basal　lamina．

BaF1μm、
b）Treated　with　testicular　hyalu－

ronidase，　fine　RR　positive　materials

were　evident　on　endothelial　cell

surface　but　dense　RR　　positive
materials　were　evident　on　surrounding

striated　collagen　fibers．　Bar＝1μm．

　　hyaluronidase，　fine　RR　positive
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Bar＝1
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Fig．7 a）On　day　70f　culture．　Sprouts　from　CAM　were　stained　with　RR．

b）Treated　with　testicular　hyaluronidase，

c）Treated　with　streptmyces　hyaluronidase，

d）Treated　with　chondroitinase　ABC，

e）Treated　with　chondroitinase　AC，

　Amorphous　electron　dense　RR　positive　materials　deposited　on
the　endothelial　cell　surface　and　surrounding　striated　collagen　fibers．

Dense　positive　materials　on　endothelial　cell　surface　were　not

removed　with　all　enzyme　treatment．　Dense　positive　materials　on

non－striated　fine　collagen　fibrils　were　removed　in　fig．7c．　Bar＝1μm．
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の酵素処理後，RRの沈着は著明であった。細

胞間スペースにおいては，全ての酵素処理後で

RRの沈着は認められなかった。管腔周囲の

collagen線維上のRRの沈着は，全ての酵素処

理後で弱まった。しかし，細線維においては，

s．H．処理後には全く認められなかった（Fig．7

bcde）。

㈲　AB染色；

　7～8日目のCAMにおいて，　ABの沈着は，

内皮細胞表面，毛細血管周囲の上皮細胞の基底

膜とcollagen線維上に電子密度の高い物質と

して認められた。内皮細胞表面では沈着の非常

に著明な部分が散在するが，内皮細胞に隣接す

る上皮細胞の基底膜では一様に沈着していた

（Fig．8a）。酵素処理の観察において，内皮細

胞表面のABの沈着は，全ての酵素処理後にお

いて認められた。血管周囲の太いcollagen線

維におけるABの沈着は，全ての酵素処理後も

認められた。しかし，細線維において，ABC

処理後のみABの沈着が認められなかった。な

お，細胞表面ならびに太いcollagen線維上の

ABの沈着は，　S．H．処理後最も著明であった

（Fig．8bcde）。

　管腔形成を示す内皮細胞において，ABの沈

着は，RRの沈着に比べ電子密度の低い物質と

して，細胞表面と周囲のcollagen線維上に認

められた（Fig．9a）。酵素処理後においては，

管腔形成を示す内皮細胞表面，その周囲の太い

collagen線維上および細いcollagen線維上と

も全ての酵素処理後に，ABの沈着が認められ

たが，S．H．処理後は，細胞表面ならびに細い

collagen線維上には沈着がやや弱かった（Fig．9

bcde）。

考 察

1．培養内皮細胞の管腔形成について

　血管新生因子あるいはその調節因子の研究

は，従来，rabbit，　rat，　miceの角膜7）やchick

chorioallantoic　membrane　8）を用いるin　vivo

の実験系が主で，血管新生因子となる物質を浸

したペレットを角膜やCAMに埋め込み，その

岩医大歯誌　14：179－194，1989

作用を検討するものであった。しかしながら，

血管新生は内皮細胞の増殖，接着，分化，遊走

という様々な因子が組みあわさり，非常に複雑

多岐にわたっている。そのため，生体を用いた

方法は観察の簡便さ，定量性，再現性，特異性

の点で問題がある。さらに，in　vivoでは，挿

入操作により非特異的な炎症が起こり，血管新

生が誘導されるため，起炎物質が新生因子と誤

認される恐れがある。

　近年の細胞分離と培養技術の進歩に従って，

血管内皮細胞が単離され，in　vitroで内皮細胞

の増殖，移動が観察できるようになり，内皮細

胞増殖因子が多数報告された2～6）。しかしなが

ら，増殖因子が，そく，血管新生因子とはなり

えないため22），in　vitroでの血管新生モデル

が要望されてきた。1980年にFolkmanと
Haudenschild9）が単離した毛細血管内皮細胞を

用いin　vitroにおける管腔形成を報告したこと

は画期的なことであった。彼らが培養液に

ECGSあるいはtumor　conditioned　medium

（TCM）を加えて培養することによって得た管

腔構造は次のような特徴を示した。すなわち，

内皮細胞単独で形成され，in　vivoにおける毛

細血管構造に類似していること，さらに，細胞

内の空胞が，隣接する空胞と癒合して管腔構造

を形成することであった。しかし，彼らの方法

は管腔形成に4週間，あるいはそれ以上を要し，

必ずしも管腔が形成されない例も存在した。そ

の後，in　vitroにおける内皮細胞の管腔形成法

が次々と報告され23～27），ECGSの添加量を変化

させ，TCMとか他の内皮細胞成長因子を加

え，さらに生物学的基質上あるいは基質中で内

皮細胞を培養することによって，管腔形成まで

の期間の短縮がはかられている。また，Nicosia

ら’°）とMontesanoら1Dは単離した毛細血管内皮

細胞ではなく，毛細血管を含む組織片を生物学

的基質に包埋培養することによって管腔形成を

得る簡便な方法を報告した。移植片の材料とし

ては，筋，脂肪組織［），rat大動脈輪1°）など血

管の豊富な組織が用いられているが，本研究で

用いたCAMについてはまだ報告がない。しか
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翻難鰹

a）On　day　7　CAM　stained　with　AB

b）treated　with　testicular　hyaluronidase，

c）treated　with　streptmyces　hyaluronidase，

d）treated　with　chondroitinase　ABC，

e）treated　with　chondroitinase　AC，

　AB　positive　granules　were　observed　as　well　as　RR　positive
materials．　Dense　positive　reactions　were　evident　on　epithelial　cell

luminal　and　abluminal　surface　and　striated　collagen　fibers．　AB

postive　materials　on　endothelial　cell　surface　were　not　removed　by

all　enzyme　treatment，　But　AB　positive　granules　on　non－striated

fine　collagen　fibrils　were　removed　in　fig．　d．　Bar＝1μm．　L：lumen；

EC：endothelial　cell
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Fig．9　a）On　day　70f　culture　Sprouts　from　CAM　were　stalned　wlth　AB

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Bar＝1μm

　　　　　b）treated　wlth　testlcular　hyaluronldase，　　Bar；1μm

　　　　　c）treated　wlth　streptmyces　hyaluronldase，　Bar＝05μm

　　　　　d）treated　wlth　chondroltlnase　ABC，　　　　Bar＝1μm

　　　　　e）treated　wlth　chondroltlnase　AC　　　　　Bar＝1μm
　　　　　　AB　posltlve　granules　on　endothellal　cell　surface，　non－strlated　fme

　　　　　collagen　flbrlls　surroundlng　stnated　collagen　flbers　were　not

　　　　　removed　by　all　enzyme　treatment　But　AB　posltlve　garanules　were

　　　　　showed　moderate　expresslon　L　lumen
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Table　l　Distribution　of　RR－and　AB－stained　materials　after　anzyme　treatment．

7－8days　CAM 7days　of　culture

enzyme
EC　sureface EpC　BL striated　coL fine　fibrils EC　sureface striated　col． fine　fibrils

control 十十 十 十十 十 十 十 十

T．H． 十 十 十 ± ± ± ±

RR S．H． 十 十 十 十十 ｝ 十 一

ABC 十十 十 十 一 十十 ± 十

AC 十十 十 十 十十 十十 ± 十十

control 十十 十 十十 十 十 十 十

T．H． 十 十 十 十 十 十 十

AB S．H． 十十 十 十十 十十 ± ± ±

ABC 十十 十 十
一

十 十 十

AC 十十 十 十 十 十十 十 十

T．H．：testicular　hyaluronidase，　S．H．　l　streptmyces　hyaluronidase，　ABC：chondroitinase

ABC，　AC：chondroitinase　AC，　EC：endothelial　cel1，　EpC　BL：epithelial　cell　basal　lamina

striated　col．：striated　collagen　fibils，　fine　fibrils：non－striated　fine　fibrils

十十：strong　十：moderate　±：fine－：negative

し，CAMはCAMアッセイ法8）に用いられる

程，血管が豊富で短期間に新生血管を形成する。

またMoscatelliら頒）は，新しく出芽する毛細

血管は基底膜が消失した位置から派生すると述

べており，図3に示したように，7～8日目の

CAMの内皮細胞は全周にわたって基底膜を欠

き，血管新生には非常に有利な形状をしてい

る。さらに，発生の途上であるため，上皮が薄

く，容易に剥離出来るたあ，上皮を除いた移

植片の調整が簡便で培養系に適している。

MichaelopoulosとPitot四）が肝実質細胞を

collagen　ge1上で培養を行って以来，　collagen

gelは乳腺細胞12・3°）などの培養に利用され，細胞

の三次元的増殖や機能分化に大きな効果を挙げ

ている。そこで，本研究においても，生物学的

基質としてのcollagen　gel内にCAMを包埋

し，ge1を浮遊させ，内皮細胞成長因子として

ECGSとheparinを併用することによって，1

週間という短期間で管腔形成を得た。管腔形成

を示した本研究の血管新生モデルは，管腔を取

り囲む複数の内皮細胞は隣接する細胞間に閉鎖

帯による接合が認められ，管腔内には細胞成分

あるいはamorphousな物質を含んでいた。こ

の管腔形成を行った新生血管はNicosia’°），

Maciag田），　Montesano26）と01ander別）の所見と

類似しているが，Nicosia1°）とMontesano泌）が

述べている非管腔側における基底膜様物質

（lamina　densa様物質）は認められなかった。

このことは，本新生血管内皮細胞の極性が乱れ

ているというより，7～8日目CAMの毛細血

管には基底膜構造が認められず，CAM毛細血

管内皮細胞の特性と考えられる。

2．血管新生と細胞外基質について

　近年動物組織の形成と維持のためのシグナル

ネットワークとしての細胞外基質の役割が注目

されてきている12）。細胞外基質の内でも，形態

学的に組織を観察したときに最もよく目にする

collagen線維は単なる線維として存在している

構造支柱と考えられていたが，Montesano3Dは

in　vitroで生物学的基質としてcollagen　gelを

用いて種々の細胞を培養し，細胞の分化に伴う

形態形成における細胞外基質としてのcollagen

の重要性にっいて記述した。培養乳腺上皮細胞

の分化においても，浮遊させたcollagen　gelの

収縮による細胞形態の変化が必要条件であると

述べられている12）。本実験においてもcollagen

は培養細胞の支持体としての働き以上に，gel

を浮遊させることにより管腔形成が著明に認め
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られたことは乳腺上皮細胞と同様に，細胞の形

状が扁平から立方状に変形するような形態変化

が，細胞分化に必要な因子と考えられる。図2

に示すように，新生血管の管腔周囲のcollagen

線維は，管腔から離れた部位に存在するcol－

lagen線維に較べ，横紋が無く，微小で密な線

維として認められ，新たに合成されたcollagen

線維より構成されている。NicosiaとMadri32）

は新たに合成されたcollagen線維とglyco－

proteinの蓄積が血管形成の重要な調節効果を

もっことを，in　vitroの血管新生モデルを用い

て免疫組織化学的に検索した。その結果，最初

に出現するcollagen　type　Vとtype　IVは，新

生した血管を安定させるのに必要な基底膜を形

成させると述べている。この基底膜成分の蓄積

は血管新生の必要条件では無くむしろ抑制に働

くと考えられる。

　Buonassisi醐，　Gamse卸とOohira茄）は大動脈

と贋帯静脈の血管内皮細胞を単層培養し，合成

された硫酸化GAGsの組成と分布を検索し

た。その結果，細胞表面と細胞間にはheparan

sulfateが主成分として80％を占め，培養液中

にはchondroitin　sulfateが60％以上存在して

いると述べている。本研究においては表1に示

すように，in　vivo並びにin　vitroの内皮細胞

表面には，使用した全ての酵素による消化後も

陽性を示していることより，heparan　sulfate

の存在が推察できる。in　vitroの管腔周囲の微

細な横紋のない線維は，S．H．で消化されてい

ることより管腔周囲の微細なcollagen線維と

培養内皮細胞表面にhyaluronic　acidの存在が

類推された。しかし，in　vivoの管腔周囲の微

細な横紋のない線維は，S．H．で消化されず，む

しろABCで消化されていることよりdermatan

sulfateの存在が類推された。図5b，7bに示

すように，PAM染色による銀粒子の沈着，

RRの沈着には管腔側と非管腔側に差が認めら

れ，細胞に極性が生じていることが窺われた。

Wight36）は内皮細胞が増殖と移動を刺激された

とき，proteoheparan　sulfateとhyaluronic

acidとわずかのproteochondroitin　sulfateを

岩医大歯誌　14：179－194，1989

合成，分泌すると記述している。Ausprunk’6）

は，血管形成におけるGAGsの動態にっいて

のToolel4・L5）が述べた仮説にもとずいて，　CAM

におけるGAGsの組成と分布を3段階に分け

て検索し，形成初期にはhyaluronic　acidが存

在し，分化が進むにつれて硫酸化GAGsが増

加することを示した。内皮細胞は継代培養を

続けていくと，hyaluronic　acidが減少し，

heparan　sulfateが増加すると述べられてい

る踊）。本研究において，7～8日目CAMの毛細

血管周囲のcollagen線維にdermatan　sulfate

の蓄積が認められたことは，毛細血管の成長が

未成熟から成熟の段階へと移行する時期である

ことを推測させ，さらに，in　vitroにおける管

腔周囲のhyaluronic　acidの存在は，毛細血管

形成の初期段階であることが推測された。

　今回の検索により新生血管の管腔形成に際

し，基底膜の欠如，細胞の形態変化，GAGsの

種類，細胞の極性の変化のうち，どれが本質的

に分化誘導に関っているかを決定することは困

難であった。今後，単離した内皮細胞の無血清

培養における血管新生モデルを工夫することに

より，さらに精密な分析が必要と思われる。

結 論

　7～8日目のCAMをcollagen　gelに包埋し，

浮遊法で培養することによって，in　vitroにお

ける単純な毛細血管新生モデルの作製が可能と

なった。このモデルを用いて血管新生時におけ

る培養内皮細胞の管腔形成に関連するGAGs

の組成と分布を組織化学的に検索した。管腔形

成にはcollagen　gelの収縮による細胞の形態変

化が必要であると考えられた。管腔形成を示し

た内皮細胞の周囲には基底膜は認められなかっ

た。管腔形成を示した内皮細胞表面と周囲の微

細な横紋のないcollagen線維上に，　hyaluronic

acidの存在が認められた。さらに，7～8日目

CAM毛細血管周囲の横紋のあるcollagen線維

上にdermatan　sulfateの存在が認められた。

従って，管腔形成初期にはhyaluronic　acidが

細胞外基質として蓄積し，血管の成長にともなっ
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て，dermatan　sulfateに置きかわることが明

らかになった。さらに，管腔形成を示した培養

内皮細胞の表面にはGAGs消化酵素で消化さ

れないheparan　sulfateが認められた。
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　Abstract：The　ultrastructural　distribution　of　glycosaminoglycans（GAGs）in　the　extra－

cellular　matrix　of　capillary　endothelial　cells　during　angiogenesis　was　studied　using　chick

chorio－allantoic　membrane（CAM），　histochemically　in　vivo　and　in　vitro．　For　in　vitro

study，　a　simple　model　of　angiogenesis　was　provided　by　the　collagen　gel　culture　method．

The　newly　formed　endothelial　tubular　structures　in　vitro　were　similar　to　the　vascular

channels　in　vivo．　The　observed　in　vitro　and　in　vivo　vascular　tubes　were　stained　with

periodic　acid　hexamethylenetetramine　silver，　ruthenium　red，　and　alcian　blue，　and　digested

in　four　enzymes　（testicular　hyaluronidase，　streptmyces　hyaluronidase，　chondroitinase

ABC　and　chondroitinase　AC）to　idetify　specific　GAGs．　Consequently，　it　was　suggested

that　hyaluronic　acid　accumulated　on　the　fine　non．striated　collagen　fibrils　of　extracellular

matrlx　components　m　the　early　stage　of　angiogenesis　and　was　replaced　by　sulfated　GAGs，

especially　dermatan　sulfate　during　the　vascular　development．
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