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ヒアルロン酸の毛細血管内皮細胞の増殖・分化に及ぼす影響

渡部 通 史1), 中 安 清 夫2), 沖 坂 重 邦1)

1)防衛医科大学校眼科学教室2 噸 大堂人学医学部眼科学教室

要  約

ヒアルロン酸と, 角膜・硝子体に発生する新生血管との関係を調べる基礎実験として, 牛副腎由来の培養毛

細血管内皮細胞を用いて, ヒアルロン酸の毛細血管内皮細胞に対する影響を検索した. ヒアルロン酸を添加し

た培地での毛細血管内皮細胞増殖は, ヒアルロン酸濃度が高くなるにつれ, 抑制された. 毛細血管内皮細胞を

角膜実質細胞と共培養すると, 毛細血管内皮細胞は血管様構造物を形成したが, ヒアルロン酸をこの培養系に

添加すると, 血管様構造物の形成が対照に比べ抑制された.I 型コラーゲングル内で毛細血管内皮細胞を培養

しても毛細血管内皮細胞は血管様構造物を形成したが, ヒアルロン酸添加培地では対照に比べ, 構造物の抑制

傾向が認められた. 由来, 分子量の異なったヒアルロン酸の比較では, 毛細血管内皮細胞増殖, 毛細血管構造

物の形成に有意差は認められなかった.( 日眼会誌:97 1034-1039,  1993)
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Abstract

The effects of hyaluronic acid (HA)  on cap Ⅲary endothelial cells were studied in ceJl culture. The

cap Ⅲary endothelial cells were obtained from the bovine adrenal corte χ. The proliferation of endothe-

lial cells was inhibited by the addition of HA to the culture medium. Significant inhibition was

observed consistently at concentrations of 100 μg/ml or greater. Cap Ⅲary-like networks were formed

by the differentiated endothelial cells in co-culture with rabbit corneal keratocytes and in type l

collagen gels. They were inhibited by the addition of HA at a concentration of 200 μg/ml.  The cell

proliferation and differentiation were not significantly affected by different HA molecular weights. り
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I

緒  言

ヒアルロン酸はFeinberg らOrlidge ら2＼ West

ら3)の研 究による細胞外物質 として組織の血管の成長

および新生血管の発生に関与していることが指摘され

ている. し かしながら, 角膜, 硝 子体の無血管構造お

よびこれらの新生血管の発生にヒアルロン酸が関与し

ているかどうかは十 分な報告はされておらず, Fein-

berg ら1)の胎 生期の鶏に角膜および他の臓器, または

ヒアルロン酸重合体を移植し, 移 植部位での血管の形

成が抑制された という報告があるのみである. そ こで

今回, 我 々は角膜, 硝子体の新生血管 とヒアルロン酸

との関係を調べる手がかりとして, 培 養毛細血管内皮

細胞を用いてヒアルロン酸の血管内皮細胞増殖能, 分

化能に及ぼす影響を調べ, 若干の知見を得たので報告

する.

II 方  法

牛 副腎由来の毛細血管内皮細胞(BCEC) はFolk-

man ら4)の 方法で分離し, 第5̃10 代 の継代培養され

たものを使用した. 角膜実質細胞(RK) は 成熟白色家

兎から採取し, 第2̃4 代 の継代培養細胞を使用した.

ヒアルロン酸は豚皮府由来(PHA, 分 子量4̃6 万,

生化学工業), 人臍帯由来(HHA, 分 子量80̃120 万,

生化学工業), 牛・硝子体由来(BHA, 分 子量末測定,

SIGMA) の3 種 類のヒアルロン酸を使用した. 培 地は

Dulbecco's modified eagle medium (DMEM) 溶 液 に

牛胎児[仇清(FCS) を10% の 濃度で添加し, さらに抗

生剤( ペ ニシリン, ストレプトマイシン), 抗 真菌剤( ア

ムホテシリソB) を添加したものを使用した.I 型 コ

ラーゲソゲルはセルマトリックスType  IA ⑥( 新 田ゼ

ラチン) を 使用した.

実験1

(1)  BCEC を35 mm の 培 養 皿 に 各々3×lOVwell

播 き, PHA,  HHA の ヒ アル ロン酸を20 μg/ml,  50

μg/ml,  100 μg/ml,  200 μg/ml の4 段 階, BHA では

50 μg/ml,  100μg/ml,  200 μg/ml の3 段 階の濃度に分

けて添加した培地(DMEM+10%FCS) で5 日間培養

し, 培 養後, 細 胞数自動血球測定器( エルマ社製) に

てヒアルロン酸無添加の対照と比較した.

(2)  RK につ いても同様の実験を行った. た だし, ヒ

アルロン酸濃度は100 μg/ml,  200 μg/ml の2 段 階と

した.

(1),(2) と も各群のサンプル数は4 とした.
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実験2

RK を35  mm の培養皿に2 週間培養した後,その上

にBCEC を5 ×lOVwell 播き,通常培地(対照), PHA,

HHA の2 種類のヒアルロン酸をそれぞれ100 μg/ml

の濃度で添加した培地で4 週間培養し, 形成された毛

組血管様構造物を観察した. 培養皿は各群ともそれぞ

れ2 枚ずつとした. 各培養皿で形成された毛細血管様

構造物を任意の3 部位でそれぞれ写真撮影し, 各群で

得られた合計4 枚の写真についてコンピュータ画像処

理装置(SPICCA II, 日本アビオユクス) を使用して

各々の毛細血管様構造物の総延長距離を測定し, その

平均を各群毎に比較した.印画紙は89 倍に拡大したも

のを使用した.

実験3

1型コラーゲソゲルを35 mm の培養皿に敷き, ゲル

化させた後, その上にBCEC を1 ×104/well播いた.

さらにその上にI 型コラーゲソゲルを敷き, BCEC が

サンドイッチ状になるようにして, 通常培地, PHA,

HHA の2 種類のヒアルロン酸をそれぞれ200 μg/ml

の濃度で添加した培地で3 週間培養し, 形成された毛

細血管構造物を観察した. 培養皿は各群とも2 枚ずつ

とした. 実験2 と同様の方法で, 毛細血管様構蔵物の

総延長距離を測定し, 比較した.

Ill 結  果

培養後5 日後のBCEC 数は,どのヒアルロン酸につ

いても濃度依存的に減少し,100 μg/ml 以上ではいず
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図1 実験1 結 果.PHA( 豚皮 膚 由 来 ヒ アル ロ ン酸),

HHA( 人 臍 帯 由来 ヒア ル ロ ン酸),BHA( 牛硝 子 体

由来 ヒ アル ロ ン酸) を 各 々20 μg/m 卜200 μg/ml 添

加 し,5 日間 培 養 した 後 の 血管 内 皮細 胞(BCEC) 数.
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図2 実験1 結果. 培養5 日後における各群ごとの角

膜実質細胞(RK) 数.

れのヒアルロン酸でも通常培地に比べ統計学的に有意

に減少し, 細胞増殖は抑制されていた( 図1). しかし,

BHA 添 加群については細胞減少が著明で, 細胞増殖

の抑制というよりはむしろ細胞障害のための細胞数の

減少が考えられた. また, PHA 添 加群とHHA 添加 群

を 比較 する と,50 μg/ml か ら200 μg/ml の 範 囲 で

HHA 添 加群がやや強い抑制傾向を示した(図2  ). RK

で は100 μg/ml か ら200 μg/ml の 範 囲でPHA お よ

びHHA 添 加群と無添加の対照群では,RK 数に 有意

差はなく, ヒアルロン酸は角膜実質細胞増殖能にほと

んど影響を与えなかった. し かし, BHA 添 加群では

100 μg/ml,  200 μg/ml で, いずれも対照群に比べRK

細胞数は有意に減少していた( 図2).

実験2

共 培養4 週 間後では対照群, PHA,  HHA 添 加群と

図3 実験2 結 果. 角 膜 実 質 細胞(RK) と4 週間 共 培

養し た 血管 内 皮 細胞(BCEC) の 毛 細血 管 様 構造 物 形

成. 対 照群.
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図4 実験2 結果.PHA( 豚皮膚由来ヒアルロン酸)

100μg/ml 添 加培地で角膜実質細胞(RK) と4 週間

共培養した血管内皮細胞(BCEC) の毛細血管様構造

物形成の状態.

図5 実 験2 結 果.HHA( 人臍 帯 由来 ヒ アル ロ ン酸)

100 μg/ml 添 加培 地 で 角膜 実 質 細胞(RK) と4 週 間

共 培 養 した 血 管内 皮 細 胞(BCEC) の毛 細 血 管 様構 造

物 形 成 の状 態.
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図6 実験2 結果. 各群ごとの毛細血管様構造物の総

延長距離.



平成5 年9 月10日 ヒ アル ロ ン酸 と 血管 内 皮 細胞 ・ 渡 部他

もBCEC に よる毛細血管様構造物が認められた. し か

し, 対 照群ではネットワークを形成し, よく発達して

いたが,2 種類のヒアルロン酸添加群では対照群と比

図7 実験3 結果. コラーゲソゲル内における培養4

週間後の血管内皮細胞(BCEC) の毛細血管様構造物

形成. 対照群.

図8 実験3 結果. PHAC 豚皮膚由来ヒアルロン酸)

200μg/ml 添加培地における血管内皮細胞(BCEC)

のコラーゲソゲル内毛細血管様構造物形成の状態.

図9 実験3 結果.HHA( 人臍帯由来ヒアルロン酸)

200μg/ml 添加培地における血管内皮細胞(BCEC)

のコラーゲソゲル内毛細血管様構造物形成の状態.
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図10 実験3 結果. 各群ごとの毛細血管様構造物の総

延長距離.

べ, い ずれも毛細血管様構造物の形成が少ない傾向が

認められた( 図3̃5). 画 像処理による毛細血管様構

造物の総延長距離は,PHA,HHA 添 加 群でいずれも

対照群の1/2 以下 と有意に短くなっており, 角 膜実質

細胞間でのBCEC の 分化および増殖が抑制 されてい

た. また, PHA,  HHA 添 加群の間では総延長距離に

有意差は認められなかった( 図6).

実験3

コ ラーゲソゲル層間で3 週間培養したBCEC は, い

ずれの群においても毛細血管様構造物を形成した. 対

照群でBCEC は長 軸方向に伸展し, 互いに結びついて

よく発達していた. また,2 種 類 のヒアルロン酸添加

群では対照群と同様の毛細血管様構造物が認められた

が, そ のネットワーク形成は対照群よりもやや未発達

のように思われた. 画像処理による毛細血管様構造物

の比較では,2 種類のヒアルロン酸添加群では対照群

に比べ毛細血管様構造物の形成が約1/2 であ ったもの

の,SD 値 が 大きかったためか有意 差は認め られな

かった. また, PHA,  HHA 添 加群の間では総延長距

離に有意差は認められなかった( 図9,  10).
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IV 考  按

実験1 で使用したヒアルロン酸は, 豚皮膚由来

(PHA, 生化学工業),人臍帯由来(HHA, 生化学工業),

牛硝子体由来CBHA,  SIGMA) の3 種類である. こ

のうちBHA 50,  100 μg/ml 添加培地で培養した

BCEC は, 培養5 日間でほとんど消失した. また, 角

膜実質細胞(RK) の増殖に対しても有意に抑制されて

おりBHA が血管内皮細胞の増殖能を特異的に抑制

しているとは考え難く, BHA 製剤中に細胞外毒素(エ

ンドトキシン) などの混入物が存在し, これが非特異

的に細胞を傷害し, 細胞数の減少をもたらしたと考え

た方が妥当のように思われた. 一方, PHA,  HHA を

添加した場合は, BCEC は濃度依存的に細胞数が抑制

されていた. また, 同様の濃度範囲でRK の増殖能に

は全く影響を与えていないことから, PHA,  HHA は

一定の特異性を持ってBCEC の増殖能を抑制してい

るものと考えられた.以上のことから, BHA は本実験

には有用でないと考え, 以下の実験2,3 については

PHA,  HHA についてのみ検索することとした.

RK との共培養およびコラーゲングル内で培養細胞

が毛細血管様構造物を形成することは, 中安ら6)7',

Montesano ら8)が報告しており,またFolkman ら5りよ

ゼラチンを塗布した培地においても長期間培養すると

毛細血管様構造物を形成すると報告している.実験2,

3 においては, これらの鈿 嵒g における実験系を用

いてヒアルロン皷のBCEC の三次元的分化能に対す

る影響を観察した. しかしながら, これらの実験系で

は, BCEC の分化能のみならず, 増殖能をも含めた

BCEC から毛細血管様構造物への三次元的な発達, 成

長過程を反映している. したがって, 本実験系は 鈿

房加 系でありながら. ・,z・・ の状態に極めて近い実

験系と思われる. しかし, 逆に本実験系に何らかの血

管成長因子あるいは抑制因子を添加した場合, 種々の

血管新生過程のどの過程のどの部位に添加物質が作用

しているのか判断が困難となる. 今回の実験2,3 に

おいてもヒアルロン酸は, BCEC の毛細血管様構造物

への発達, 成長を抑制する傾向を示していたものの,

その作用機序は不明であった. 実験1 の結果から, ヒ

アルロン酸がBCEC の増殖能に対して抑制的に作用

していることは見出せたものの, BCEC の三次元構造

への分化能に対する直接的な作用については, 今回の

実験のみで結論付けるのはやや早計であると思われ

た. しかし, 細胞外物質が血管内皮細胞の分化に重要
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な役割を果たしていることは, これまで報告されてお

り6)7) ヒ アルロン皷も細胞外物質の1 つ として血管の

三次元構造への分化と何らかの形で関与しているもの

と推測される.

血 管新生 とヒアルロソ皷 との関係については, 鈿

■即 においてFeinberg らl)が ヒ アルロン酸重合体を

胎生期肢芽の有血管領域に移植し, 移植部位が無血管

領域に変化したとする報告がある. 加 凶g に おいて

は, 血 管 内皮 細胞 とヒア ルロ ン酸の関 係につ いて

Orlidge ら2)が ヒ アルロソ酸をあ らかじめ培養皿に塗

布した培地で培養毛細血管内皮細胞の培養皿への接着

がよくなったと報告しており, West ら3)は高 分子, 高

濃度のヒアルロン酸を添加した培地で培養大動脈血管

内皮細胞の増殖が抑制されたとしている. 今回の実験

では, 分子量の異なるPHA,  HHA の2 種類のヒアル

ロン酸について比較したが, 実験1 でHHA がや や強

い抑制傾向を示したものの, 実 験1̃3 を通じて両者

の間に明らかな差を認めず, ヒアルロン皷分子量の違

いが毛細血管内皮細胞に与える影響は見出せなかっ

た. し かし, 濃 度については実験1 よ り濃度依存的に

毛細血管内皮細胞数が減少し, West ら3'の結果 と‥致

した. West ら3)は培 養大動脈血管内皮細胞を使用して

いるが,我 刊 ま培養毛細血管内皮細胞を使用しており,

今回の実験で, ヒ アルロソ酸分子量の違いによる結果

に差を見出せなかったのは培養血管内皮細胞の種類の

違いもl つ の理由ではないかと考えられた. ヒ アルロ

ン皷がどのように血管内皮細胞に作用するのかについ

ては不明な点が多い. Antonelli ら脚よ, 牛 大動脈由来

の培養血管内皮細胞を使用した実験で, 血管内皮細胞

にヒアルロン酸に特異的なリセプターの存在を認めて

おり, こ のリセプターを介してヒアルロン酸が血管内

皮細胞に働きかけているものと推測している.し かし,

そ の詳細については不明な点が多く, ヒアルロン酸の

分子量の違いによる影響の点も含め, 今後の検討課題

であると思われる.

今回の実験はin  vitroで の実験結果を報告したが,

今後,・22 a'回 においてヒアルロン酸が角膜や硝子体を

発生過程で無血管組織化するためにどのような役割を

果たしているか, また, これらの眼球内無血管組織に

新生血管 が発症する際のヒアルロン酸の挙動などにつ

いて検索する必要があると思われる. この意味で, 今

回の実験結果が多少とも基礎的デ ータとして役立つも

のと考えられた.
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