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〔要 旨 〕 血管 内 皮 傷 害(ま 動 脈 硬 化の 増 悪 因J'一と して1fi:要で あ る"実 験 的 に 内 皮 を 侮1;1:

す る と内 膜 肥 厚 が 形}茂 され る こ とが わ か っ て い る。 そ こ で 内 膜 肥 厚 に つ い て 血 小 板 や

好 中 球 が ど の よ うな 役 割 を して い る か検 討'し た。抗lilL小{μ薬 グ)投 り・やP-selectillをlilL

害 す る こ とで 内 膜 肥 厚 を仰llillでき た。 こ の こ とか ら内 皮 が 傷 害 さ]Lる ヒ|(11.小板 が 活 性

化 され 粘 着 ・凝 集 し,そ の 血小 板膜 トのP--selcctinを 介 して 好lll球 が 集 積 し細1胞 増 殖

因F,サ イ トカ イ ンや フ リー ラ ジ カ ル が 放ll`1され1∬L管'1《1{'}筋θ)増殖 ・遊 走 を刺{放 す る

こ とが 考 え られ た 。

●

●

は じめ に

動 脈 硬 化 は 種 々の 疾 患.冠 動脈 疾 患(狭'じ ・症 や 心 筋

梗 塞),脳 梗 塞 症 や1閉塞1:k動 脈 硬 化 症 等 を ひ き起 こ

し,生 命 だ け で な く 日常 生 活 、QOLに 大 きな影 響 を

及ぼ して い る。 そ の 動 脈 硬 化 は,高 脂1血t症が 大 き な

要因 の.一つ と 考 え られ るが,乱 流 に よる シ ェア ス ト

レ ス・や感 染,itlL栓 等 に よ る内 皮 傷 害:が さ らに そ の状

態 を修 飾 す る と考 え られ て い る。 そ こ で,わ れ われ

は,lllL管 内 皮 を 選 択(1〈」に 傷 害 で き る 方 法 を開 発 し

た ト'1)。そ の 傷 害 法 を 使 用 し、10L管内 皮傷 害 後 に起 こ

る内 膜1肥厚 に つ い てltlL小板 やi'11t[L球が どの よ うな役

割 を して い るか 検 討 した 。

血管内皮傷害法

われわれは光増感反応を応川した。つまり,ロ ー

ズベ ンガル という色素に緑色光を照射するとローズ

ベ ンガルが励起状態 となる。このエネルギーを酸素

に渡 し,酸 ボは一 取項酸素となる(図1)。 この一イR項

酸素は細胞の膜 を脂質過酸化 し細胞傷害をひき起こ

す 。 この 原 理 を大腿 動il)/gに適 応 した。 静脈 内 ヘ ロー

ズベ ンガ ル を投 り・し,内 皮 傷害 を起 こ した い 部 位 に

緑 色 光 を照 射 す る と局所 的 に1∬t管内 に …!π項W受ぶ が

発 生 し,そ の 一・lfi=項酸 ポ=がlllt管1ノ・1皮を選 択 的 に 傷 害

す る。 この 傷 害 は 内 弾性 板 や 叩‖〕芝'P滑筋 に は};影響 を

ほ とん ど り・え ない、、
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図1光 増感反応の原理
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1日 後 3日 後 7日 後 21日 後

ト一 一ー ー一 一{10μm

図2走 査 型電S'一顕 微 鏡 に よ る傷害1血t管表 面の 観 察

傷害 後111に は 多数の|r[L小板 が粘 着 ・凝 集 してい る。 傷 害 後311に は粘 着 ・凝 集 して い る1fiL小板 一1.:にrl血球 が 粘着 して い る。傷害

後21日 に は内皮 がll}生 し,傷 害 部位 を 覆い 血小 板 の粘 着 ・凝 集 がみ られ な くな る。
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図3hivivoに お け る`1え滑 筋 細 胞 の増 乃rい遊 走

BrdUを 」kり込 んだ細 胞 が染 まる。短 ∫iは内弾性 板 を示 してい る。傷 害 後4811苦 問 で はBrdUは 内弾 性 板it,1二下 の 細 胞 に取 り込 まれて

い る。 つ まり・内 皮傷'll;:によ り内 弧rl三板 直 ドの'ド滑 筋細 胞 が増 殖 を して い る。 傷害 後711で はBI・dUを 取 り込 んだ 細 胞 は 内膜 層 へ

と遊 走 してい る。

血 管 内 膜 肥 厚 モ デ ル

血管 内 皮 を傷 害 す る こ とで1∬L小板 が 活性 化 され,

傷 害 血管 壁 に 粘 着 ・凝 集 す る。 さ らに傷 害 後3日 に

はltlt小板 が 粘 着 ・;疑架 して い るそ の 上 に 白 」血L球.特

に 好ll】球 が 粘 着 して い る像 が 確 認 で き る。 」∬L管内 皮

は 傷 害 後1週 間 か ら徐 々 に傷 害 され たlllt管表 面 を覆

い 始 め,3週 間 後 に は 傷 害 血管 表 面 を 全lfli的に 覆 う

(図2)。 内 皮 の 再 生 に 伴 っ て1血L管表 面 に 粘 着 ・凝 集 し

て い た 【llL小板 は徐 々 に減 り,傷 害3週 間 後 に は 内 皮

に 覆 わ れ る こ とに よ り1血L小板 は み られ な くな る。 傷

害後2日 にプ ロモデオキシウ リジン(BrdU)を 投与

し」∬L管平滑筋細1泡の増殖の状態 を観察す ると,内 弾

性板直下の平滑筋制ll胞がBrdUを 取 り込ん でいる

(図3)。 つまり、内皮が傷害 されるこ とに より何かが

内弾性板直下の平滑筋細胞 を刺激 し,平 滑筋細胞が

増殖 を始めたことを意味 している。 さらにBrdUを

投与 した動物 を1週 間後に殺 し血管 を取 り出 し観察

してみると,BrdUを 取 り込んだ細胞 は内膜層にい

ることが確認され る(図3)。 これか ち,内 皮が傷害さ

れ ることで内弾性板直下の平滑筋細胞がなん らかの
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刺 激 を受 け 増 殖 を 開 始 す る。 そ の 細 胞 は さ らに 内 膜

層 へ 遊 走 す る こ と を意 味 して い る。 さ 蠕,に、 ・ド滑 筋

細 胞 を 特 異 的 に 染 め る α ア クチ ンの 抗 体 で 染 め る

と内 膜 層 の 細 胞 成 分 は ほ とん どが'1三滑 筋 細 胞 で あ る

こ とが 確 認 で き る。そ こ で,こ の 平滑 筋 細1泡の 増 殖 ・

遊 走 に 関 与 す るlk卜Fと して は,内 皮 傷 害 後 にみ られ

る 血 小 板 の 粘 着 ・凝 集 お よび 白 血球 の 集 積 か ら考 え

る と,lflL小 板 お よび1'1血 球 が 重 要 な 因 一∫・で あ る こ と

が1㌧想 さy,しる。

血 小 板 の 関 与

lfiL小板 はADP,コ ラー ゲ ン,ト ロ ンポ キ サ ンA,

や トロ ン ビ ン等 に よ リ活 性 化 され,最 終 的 に は 血 小

板 膜 の 糖 蛋 白 で あ る 皿b/田a複 合 体(GPIII)/nla)が

1∬t漿フ ィプ リ ノゲ ン と結 合 す る こ とで 血小 板 は凝 集

す る と い わ れ て い る(図4)。 そ こで,今 回 は経ll可 能

なGPHb/Hla}Ili抗 薬 で あ るSC54684Aを 使 用 し,ltlL

小 板 の 内 膜 肥 厚 へ の 関 与 を検 討 した'1)。実 験 プ ロ ト

コ ー ル はSC54684A(30mg/kg)あ る い は ア ス ピ リ

ン(100mg/kg)を 内 皮 傷 害 前2時 間 に 経II投 与 し

た 。生 理 食 塩 水 を 投 与 した 群 を コ ン トロー ル と した 。

1血L管内 皮 を 傷 害 後30分 に 組 織 型 プ ラ ス ミノ ゲ ンア

ク チ ベ 一 夕 ー{t-PA)を30分 か け 静 脈 内 へ 投 与 し

た。 そ の 後SC54684Aは1日2回,ア ス ピ リ ン は1

H1回,3週 間 投 与 し,」flL管を取 り出 し組 織 学fl勺に1ノ・j

膜 肥 厚 を観 察 した 。

傷 害 後24時 間 の 血 管 内,1空側 を 走 査 型 電 子 顕 微 鏡

ThromboxaneA2

ADP

Collagen

Thrombin

ピ

図4血 小板凝集

で・観察 す る と,コ ン トロ ール 群 で は血 管 表 面 に は 多

くの 血小 板 が粘 着 ・;這t集して い た 。一 方,SC54684A

投 与 群 で は血 小 板 の 粘 着 ・凝 集 は ほ とん どみ られ な

か った 。 しか し,ア ス ピ リン投 与:群で は コ ン トロ ー

ル 群 と同 様 に 血小 板 の 粘 着 ・凝 集 は 多数 み られ た(図

5)。

傷 害 後3週 に お け る 内膜 肥 厚 は コ ン トロ ール で は

図6の よ うに み られ た。SC54684Aは 内膜 面 積 お よ

び 内膜/中 膜 面 積 比 と もに有 意 に縮 小 した。 しか し,

ア ス ピ リ ンは縮 小 傾 向 は あ る もの の有 意 な 変化 で は

なか っ た(図7)。

血小 板 か らは細 胞 増 殖 因 子 で あ る](IL小板 由 来増 殖
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図5走 査 型電r顕 微 鏡 に よる10L栓溶解 後の111L管1相投像

。 ン ト。_ル 群 で はf触1崎1・ 燗 ・微 の 血 ・」NIJ),Ehtl:"i;it'i-・凝 集 して い る.GP肛b/lll・}～i蹴 であ るSC54684A`Etllf・L小 板 の}躁'締

を抑 制 してい る。 しか し.ア ス ヒ;Jン は抑 制 しな い。
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因f・(PDGF)が 放ll'1され,活 性 化 したitlL小板 膜 表 面

で はプ ロ トロ ン ビ ンが トロ ン ビ ンに 変 換 され る。 ト

ロ ン ビ ンは細 胞 増 殖 因 子 と して 働 き,さ らに、血管:内

皮 細 胞 を刺 激 して 各種 増 殖 因 子 の 遊 離 や 細 胞 接 着 因

(・の 発現 を 促 す 。 こ の こ と か ら,活 性 化 した 血小 板

は 内膜 肥 厚 の トリガ ー と な りう る。

わ れ わ れ の 結 果 か ら,GP皿b/皿a拮 抗 薬 で あ る

SC54684Aは 傷 害lllt管 ヒで の 」llL・1・板 の 粘 着 ・凝 集 を

強 力に 抑 え るこ とに よ っ て 内 膜 肥 厚 を抑11}llした と思

わ れ る。 しか し,抗 血小 板 薬 で あ る ア ス ピ リ ンは 十

分 に はlf【L小板 の 活性 化 を抑 制 す る こ とが で きず,傷

害1血管 トに 多数 の1∬L小板 の 粘 着 ・浅章典 が 起 こ り,内

膜 肥 厚 を1∫蹄ljで きな か っ た と思 われ る。 それ は,ア

ス ピ リ ンは 血小 板 凝 集 の 一 つ の 経 路 の み を抑 止 す る

が,GPllb/皿a拮 抗 薬 は 凝 集 の 最 終 段 階 を抑制 す る

こ とで ど の 凝 集 惹 起 物 質 に よ る凝 集 も抑 制 す るこ と

に よ る もの と思 わ れ る。しか し,SC54684Aの 内膜肥

厚 に お け る 抑 制 率 と して は30%程 度 と あ ま り強JJ

で は な か っ た。

白血 球 の 関 与

内 皮 傷 害 後31」 に は 傷 害 血 管 上 に 多 数 粘 着 ・凝 集

した 」阯小 板 に1111tlL球,特 に 好II】球 の 集 積 が み られ た

(図8)。 そ こ で,ま ず 循 環 中 の 好II1球 の 数 を減 少 させ

る 目的 で 抗 好 中 球 抗 体 を投 与 して 好 中 球 の 数 を3分

の1以 下 に した 。 この 状 態 で 内 皮 を 傷 害 し3週 間 後

に 内 膜 肥 厚 を 観 察 す る と,好 中 球 を 減 少 させ た 群で

は コ ン トロ ー ル 群 と比 べ 内膜 肥 厚 は 抑 制 さ れ た{図

9)。 抑 制 率 と して 約70%程 度 で あ っ た 。

さ ら に,傷 害10L控 壁 へ の 好 中球 の 集 積 は傷 害1血階

上 に凝 集 ・粘 着 し た」t[L小板 を介 した もの と考 え られ

る。 こ れ は,活 性 化 し た 血 小 板 膜 上 に 発現 す るP-

selectinと 好 中球 膜 表 面 の 糖3ユ‖が 結 合 す る こ と で血

管 壁 に 接 着 す る と予 測 され る。そ こ で,P-selectinの

阻害 薬 で あ るphyticacidを 投 与 し,P-selectinの 関

与 を 検 討 した。

内 皮 傷 害 後 か らphyticacidを 腹 腔1ノ寸に 投 与 し

た。 傷 害 後 の 内 膜 肥1享の 抑 制 は 好 中球 の 数 を減 少 さ

せ た 群 と ほぼ 同 程 度 で あ っ た(図10)。

この こ とか ら,傷 害 血 管 上 に 粘 着 ・凝 集 した 血小

板 と活 性 化 され た 血 小 板 膜 上 のP-selectinに 粘 着

した 好 中 球 が ラ ジ カ ル,サ イ トカ イ ンや 各種 増 殖 因

子 を放 出 し,内 膜 肥 厚 の トリガ ー とな っ て い る可能
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図S定 在 型電 ・f・顕 微鏡 に よる傷害 後3Hの 血管1人1腔像

粘 着 ・凝 集 した血 小板.ヒに 多数の1'llflL球が 集積 して いる。

図9好 中 球 減 少 に

よ る 内 膜 肥 厚 へ の 影

3'♀(ll=12)

好 中 球 減 少 は ・ff意 に

1ノ、J|1莫lfli、fL`i,1ノ、」Il莫/`1】11真

面 領 比 を 減 少 さ せ た 。

★:P〈O .05vs.コ ン

トロ ー ル

ControlAnti-PMN

図10P-selectin阻

害 薬(phyticacid)に

よ る 内 膜 肥 厚 へ の 効

り↓{n=IO)

1;1じ,1;:薬は 内1摸 肥 厚 を

抑 制 し た 。
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図11内 膜 肥厚 の メ カニ ズム

内皮 傷害 に よ り1fiL小板 が粘 着 ・凝 集 を し,そ の1膜 ヒに好 中球

が 集積 す る。活 性 化 され たltlt小板,好 中球 か らは細 胞増 殖 因

∫・,サ イ トカ インや フ リー ラジ カル が 放出 され、 中膜 平滑 筋

剤1り庖が」曽殖 ・遊 ノEし内1模1肥厚 を形 成 す る。

性 が 大 きい(図11)。 さ らに,活 性 化 され た 血小 板 に

比 べ 集積 した 好 中 球 の 方 が 内 膜 肥 厚 に 大 き く関 わ っ

て い るこ とが 示1唆され た。

最後に

血管:内皮1塀1;:後の1ノ・j膜肥厚は,内 皮が傷害 される

ことによる血小板の活性化 とそれに続 く好中球の集

積が重要な役割を果た している可能性が高い。今後

はこの現象を高脂1血L症がどの ように修飾するかを検

討する必要があると思われる。

)1

)2

)3

)4
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RoleofPlateletsandNeutrophilsinIlltimaI

ThickeningFollowingEndothelialInjury

Umemura,K.

DepartmelltofPha1'macology.Hal1、amatsuUlliversitySchodofMedicil、e ,Shizuoka,Japai)

Key、Vords:111tima|thickening、Platelets,Neutrophils

、Veinvestigatedtherolesofplateletsandneutro-

phnsil)intimalthickellhlgfollowingelldothelial

injuryoftllefemoralartery.Thephotochemicalreac・

tiotlbetweellsystemicallyadmillisteredRoseBengal

andtrallslumillalgreenlightproclucedelldothelial

i!ljuT'yfollowe(lbyplate】etadhesionarxlaggregation

atthesiteofphotocllemicalt'eaction.Further,3days

aftertheinjury,11umel'ouslleutl'ophilsadheredtothe

daniagedvesselwal1.Tllreeweeksaftertheinjury,

therewasilltiMalthickeningattheirradiatedsite.To

reducethenunibersofneutrophils,aU)ti-neutroPhil

antibody(ANA)administeredintraperitoneally

beforetheendothe}ialinjury.lnotherallima|s,myo－

inositolhexaphosphate(phyticacid},、vhichinhibitsI)

-SeteCtin
,WaSalSOadmiriiSte!'edilltraVenOUslVafter

thei1)jU1'y.lnaSeParateeXperilllellt,agl}℃OPI`oteir、

(GP)llb/1皿aillhibitor,whichstro1壌lyinhibitsplatelet

aggregation,wasadministe:℃dorallybeforethe

illjtlr'yandalladditionaladtniniSt1'atiO11、VaSgivellfOr

3weeksaftertheilljury.Neutropenia(byANAadmil1・

iStrcltionandphyticaCidinhibitedititimalthickeninsr

andtheGPHb/田aitihibitorslightlyinhibitediiitimal

thickenin9.ThuS,neutrophilsandplate】etsmaypltly

al{eyroleillintimalthickeiiiiigfollowillgelldotheU〔ll

iiijし11'yinthismodel.
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