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【目的】血管内皮増殖因子 （VEGF ）は血管内皮細胞に特異的 に作

用する血管新生因子である。血管新生過程におい て 、定常状態で

は増殖しない血管内皮細胞はVEGF の刺激により増殖を開始．自

らプ ロ テアーゼを産生して細胞外マ トリッ ク スを酵素的に分解し

マ トリッ クス蛋白に接着しなが ら遊走することで管腔を形成する

こ とが知 られてい る。また、VEGF は血管内皮細胞上に細胞外マ

トリッ クス との主要 な接着因子であるα Vb3 イ ンテグリンの発現

を誘導する。最近、embryanic 　endothelial　cell　protein：developmen −

1姐 ア剛 缸ed　endotheM 　l  us 　1（Del　1）が胎生期血管内皮細胞に発

現 し、aV β3インテグリン を リガン ドとして生理的な血管系の 初

期形成に重要な役割を担うことが報告された。しかしながら、病

的血管新生過程に Del　1が関与するか否かにつ い ては未だ明らか

で はない。我 々 は腫瘍血管新生に おける Det　1の役割を明らかに

するため 、腫癌細胞の産生するVEGF が血管内皮細胞の Del　1発

現に 及ぼす影響を検討した。

【方法】腫瘍細胞はマ ウス DUNN 骨肉腫細胞 と当教室にて分離樹

立した マ ウス 未分化肉腫高肺転移株 RCT （＋ ）および低肺転移株

Rσr（一）を使用した。1）各株細胞の VEGF 　mRNA の発現をNorthern

l）iottingに て測定した。2）無血清培養後の培養上清中の VEGF 濃

度をELISA 法にて測定した。3）血管内皮細胞は Belloniらに よっ

て樹立されたマ ウス肺由来血管内皮細胞 （MLE ）を（i）DMEM ！F12

培養液にて通常培養、（li）培養液に 各腫瘍細胞の培養上清を添加、

（丗 ）培養液に リコ ンビナン トVEGF （10 −100ng／ml ）を添加、（iv）培

養液に各腫瘍細胞の培養上清と抗VEGF 抗体（10μg／ml ）を添加の名．

条件下に培養し、MLE における Del　l　ml 〜NA の発現 をRT−P（R 及

び N ・rthern　blottingにて検討 した 。
4）各腫瘍細胞の Del　1の発現

をNcnthern　blotting　V：て分析した．

【結果】Rσ r（＋）、R σr（一）および DUNN いずれの 腫瘍細胞もVEGF

を産生 して い た（DUNN ：627．3　pgノ  ceU 　pm鰡 8−hour　incubation，
Rer （＋）：490 ．6　pg／mg 　cell　pateigノ＆hour　incubalon，　R（コ「（一）：272．4　pg’

mg 　ceU 　pm 剛 8−hour　incubation）。各腫瘍細胞株および MLE の い

ずれも無刺激ではDel　1の発現を認め なか っ た。　MLE を各腫瘍細

胞培養上清にて刺激するとDel　lの 発現が誘導され、これらの発

現は抗VEGF 抗体により抑制された。また、　 MLE をリコ ン ビナ

ン トVEGF にて刺激すると濃度依存性に MLE に Del　lの発現が誘

導された。

【考察】本研究から、胎生期血管内皮細胞に発現する Del　lが腫癌

細胞の産生するVEGF 刺激により、分化 した血管内皮細胞に も発

現誘導されることが明らか とな っ た。こ の こ とから、胎生期の 血

管系発生に係わる Del　1が、腫瘍血管新生にも関与する ことが示

唆された。血管新生の過程に おい て腫瘍細胞由来の VEGF は、血

管内皮細胞上にDel　1の発現を誘導し、その リガン ドである αV β3

インテグリンを介して腫瘍細胞の細胞外 マ トリッ クス へ の接着を

亢進 させ、血管新生を誘導するもの と考える。

【結論】腫瘍細胞の産生する VEGF が既存血管由来の 血管内皮細

胞に Del　l発現を誘導 した こ とから、腫瘍血管新生と胎生期血管

形成 に 共通の 分子機構が関与する こ とが示唆された。
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　（目的）子 宮内膜 は 受精 卵 の 着 床 に 備 え、月経周期 に従 っ て 増殖
と剥離を繰 り返 して い る。こ の よ うな組織 の 増殖 に は酸素、栄養
の 補充が 必 要 な こ と よ り血 管新生 現象が 進行す る。従 っ て こ れ ま
で 、血 管新生 の 研究 は主 に 腫瘍の 増殖、糖尿病性網膜症、慢性 関

節リ ウ マ チ な ど各病態の 解明 をめ ざ して行 わ れ て きた。本 研究 で

は 生理的状態下 で の 血管新生 に焦点 を絞り、この 過程 に 働 く血 管

萩生 因子の 検索、ホ ル モ ン との 関 係 な どの 解明 を 目的 に 、本学会
に お い て は 、血 管新生 因 子 産 生 細 胞 と して ヒ ト子宮内膜上 皮細胞
に 注 目 し、そ の 純培養法 に よる 血 管新生 に つ い て 報告す る。
　（方 法）正常 な 月経周期 を有 しホ ル モ ン療法を受 けて い な い 症 例
の うち、良性子宮疾患 （子宮筋腫）の 適応で 摘出 し、子宮内膜を

採 取 す る承諾 の 得 られ た 35 歳か ら 45 歳まで の 月経周期 8 日か

ら 10 日 目の 増殖期 の 子宮内膜を用 い た。血 管新生 の 定量化 は、
タイ プ 1 コ ラ

ーゲ ン 上 に ウ シ 頸動脈由来血 管内皮細胞 を播種 し培

養 した後、同じコ ラ
ー

ゲ ン で ふ 被覆 し、培養液 を加 え、4 日後の

管腔形成を写 真 に 撮 り、その 長 さを画 像解析法で 測定 した 。 なお 、
子宮内膜上皮細胞 は 10 ％ ウ シ胎児 血 清含有 MEM で 培養 し、各
ス テ

ー
ジ 2 日間 の conditioned 　 medium を採取 し、血 管内皮細胞 3

次元培養時 に種々 の割合で 添加 し、血管新生 へ の 影響を調べ た 。

　（結果 ）無菌的 に 採取 し た子宮 内膜 を細切後 、コ ラ ゲ ナーゼ

（clostridium ．histolyticum）で 37 ℃、2時間振盪 した。こ の振盪液 を

ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ （38μm ＞ に か け、メ ッ シ ュ 上 に 残 っ た 細胞 と

通過 した 細胞 に分離 した。 メ ッ シ ュ 上 の細胞 は 、 MEM 培地で 洗
い 落 と した 後、デ ィ ッ シ ュ に播種 し、6時間後 に メ デ イ ウ ム 交換
を行うこ と に よ り純化した 。

一
方、通過 した細胞 は その ままデ ィ

シ ュ 上 に播種した 。 こ の 各々 の 細胞をサ イ トケ ラ チ ン 抗体、ビ メ

ン チ ン 抗体で 染色した と こ ろ、メ ッ シ ュ 上 か ら得ら れ た細胞 は サ

イ トケ ラチ ン抗体で 100 ％ 染色され たが、ビ メ ン チ ン抗体 で は

染色 され なか っ た 。

一
方、通過 した 細胞は ビ メ ン チ ン 抗体 で の み

染色された 。 以上の 結果 よ り、メ ッ シ ュ 上 の 細胞 は 子宮内膜上 皮

　細胞で ある こ と、通過 した細胞は 子宮内膜間質細胞で あ る こ と

が 同定され た 。 次に、これ ら細胞 の conditioned 　 medium に お ける

血 管新 生促進作用 を調 べ た と こ ろ 、上皮細 胞で よ りその 促進効果
が 認 め られ た。 そこ で 、こ の 上皮細胞 に お ける 血 管新生 促進因子
の 検討を行 っ た結果、こ の 因子 は stationary 　phaseで より産生 され

る こ と、また濃度依存性 で ある こ とが確認 された，さらにVascu・
lar　Endothe］ial　GroWth　Factor（VEGF ）中和抗体に よ りそ の 血 管新生

促進作用が 失 われ る こ とよ りVEGF で ある こ とが確認 され た 。

（考察）従来、子宮内膜で 血管新生促進因子 が 産生 されて い る こ

とは 知 られて い た が、そ の origin に関 し て は培養法が確立され て

い なか っ た こ と よ り、その 同 定が 遅 れ て い た 。 今 回、こ れ ら細 胞
の 純培養法が確立で きた こ とよ り、子宮内皮上皮細胞 か らVEGF
が 産生 さ れ て い る こ とが 明 らか と なっ た。今後、こ の VEGF 産生
が性 ホ ル モ ン で 影響 を受け るか否か につ い て、そ の機序 を 含め検

討する 予定で ある 。
（結論）正常子宮内膜 上皮細胞はVEGF を産生す る こ とに よ り子

宮内膜の 増 殖 を調節 す る こ とが 明 らか と なっ た。こ の 成績 よ り今
後避妊、子宮内膜症 に 対する 新た な治療法の 開 発の 可能性が 示唆
され た。
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