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【 背 景 と 目 的 1】  

血 管 組 織 の器 官 培 養 法 は、 i n  v i v o の複 雑 な因 子 の関 与 が除 去 でき

組 織 構 築 を維 持 しながら細 胞 機 能 を保 持 しているため、薬 物 の長 期 作 用

を見 る上 で有 用 な実 験 系 である。しかし、抵 抗 血 管 であるラット前 腸 間 膜

動 脈 を用 いた長 期 間 ( 3 - 5 日 )の器 官 培 養 による血 管 収 縮 性 の変 化 を検

討 した報 告 は限 られている。したがって、ラット摘 出 前 腸 間 膜 動 脈 を無 血

清 培 地 で培 養 した後 、血 管 収 縮 性 の変 化 を調 べ、器 官 培 養 法 を確 立 す

ることを第 一 の目 的 とした。  

 

【 背 景 と 目 的 2】  

高 血 圧 などの血 管 壁 構 造 変 化 が生 じる慢 性 疾 患 時 には、様 々な増 殖

因 子 が分 泌 され、血 管 内 皮 や平 滑 筋 細 胞 が脱 分 化 ・増 殖 し血 管 障 害 を

引 き起 こす。様 々な増 殖 因 子 を含 む牛 胎 児 血 清 ( F e t a l  b o v i n e  s e r u m :  

F B S )を無 血 清 培 地 に添 加 した時 の血 管 収 縮 性 と内 皮 依 存 性 弛 緩 反 応

に及 ぼす影 響 を検 討 することを第 二 の目 的 とした。  

 

【 背 景 と 目 的 3】  

無 血 清 培 地 での器 官 培 養 法 は血 管 機 能 を維 持 する上 で最 善 の方 法

であるとされてきた。しかし急 性 摘 出 血 管 と比 べると収 縮 張 力 が減 弱 するな

ど異 なる性 質 を示 す。そこでより生 体 内 で見 られる機 能 を維 持 した血 管 の

器 官 培 養 法 を確 立 するために無 血 清 培 地 での器 官 培 養 後 生 じる機 能 変

化 の詳 細 機 序 を検 討 することを第 三 の目 的 とした。  

 

【方 法 と結 果 】  

雄 性 ウィスターラットから前 腸 間 膜 動 脈 を摘 出 後 、内 皮 ( E n d o t h e l i u m )
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保 持 ( E  ( + ) )および剥 離 ( E  ( - ) )標 本 を作 製 した。摘 出 直 後 の血 管 標 本

( f r e s h )、無 血 清 培 地 で 3 日 間 器 官 培 養 した標 本 ( 0 %  s e r u m )および 1 0 %  

F B S を添 加 し器 官 培 養 した標 本 ( F B S )を作 製 した。   

 

( 1 )はじめに 0 %  s e r u m のアゴニストによる収 縮 張 力 が f r e s h と比 べどのよう

に変 化 するか検 討 した。E  ( + )  0 %  s e r u m の n o r a d r e n a l i n e  ( N A )、

e n d o t h e l i n  ( E T ) - 1 および 5 - h y d r o x y t r i p t a m i n e  ( 5 - H T )による最 大 張 力

は f r e s h と比 べて減 弱 する傾 向 を示 したが、有 意 な差 ではなかった。  

E  ( - )  0 %  s e r u m の N A による最 大 張 力 は有 意 に減 弱 したが、 E T- 1 および

5 - H T による最 大 張 力 は f r e s h と比 べ有 意 な差 はなかった。  

【結 論 】 3 日 間 の無 血 清 培 地 での器 官 培 養 後 もラット前 腸 間 膜 動 脈 は十

分 な収 縮 張 力 を保 持 していた  ( M o r i t a  e t  a l .  J  Ve t  M e d  S c i ,  2 0 1 0 )。  

 

( 2 )次 に F B S 長 期 処 置 のアゴニストによる収 縮 張 力 に及 ぼす影 響 を検 討 し

た。E  ( + )  F B S の N A、E T- 1 と 5 - H T による最 大 張 力 は 0 %  s e r u m と比 べ

増 強 した。E  ( - )  F B S の N A と E T- 1 による最 大 張 力 は 0 %  s e r u m と比 べ減

弱 したが、対 照 的 に 5 - H T による最 大 張 力 は増 強 した。  

【結 論 】 F B S 長 期 処 置 の血 管 収 縮 性 に及 ぼす影 響 はアゴニストや内 皮 の

有 無 により異 なる ( M o r i t a  e t  a l .  J  Ve t  M e d  S c i ,  2 0 1 0 )。  

 

( 3 )次 に F B S 長 期 処 置 の内 皮 依 存 性 弛 緩 反 応 に及 ぼす影 響 について検

討 した。F B S の内 皮 依 存 性 弛 緩 反 応 は 0 %  s e r u m と比 べ有 意 に減 弱 した。

F B S のアセチルコリンによる一 酸 化 窒 素 ( N O )産 生 は 0 %  s e r u m と比 べ有

意 に減 少 したが、内 皮 型 N O 合 成 酵 素 のタンパク質 発 現 は変 化 なかった。

C a
2 +イオノフォアまたは p h o s p h o l i p a s e  C 活 性 化 薬 による弛 緩 反 応 は F B S
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と 0 %  s e r u m の間 で変 化 なかった。  

【結 論 】 F B S は血 管 内 皮 の受 容 体 / G q 蛋 白 質 / p h o s p h o l i p a s e  C 経 路 の

障 害 を介 して内 皮 依 存 性 弛 緩 反 応 を減 弱 させることが示 唆 された  

( M o r i t a  e t  a l .  E u r  J  P h a r m a c o l ,  2 0 1 1 )。  

 

( 4 )無 血 清 培 地 では血 管 恒 常 性 維 持 に重 要 な栄 養 素 が欠 如 していると

考 えられたため、それを補 う目 的 で成 熟 ラット血 清 を無 血 清 培 地 に添 加 し、

内 皮 依 存 性 弛 緩 反 応 に及 ぼす影 響 を検 討 した。 F r e s h、 3 %成 熟 ラット血

清 を無 血 清 培 地 ( 0 %  s e r u m )に添 加 し 3日 間 器 官 培 養 した標 本 ( 3 %  

s e r u m )を作 製 した。 0 %  s e r u mの内 皮 依 存 性 弛 緩 反 応 は f r e s hと比 べ有

意 に減 弱 したが、 3 %  s e r u mでは有 意 に改 善 した。抗 酸 化 薬

N - a c e t y l - L - c y s t e i n e又 はミトコンドリア呼 吸 鎖 複 合 体 Ⅰ阻 害 薬 r o t e n o n e

の急 性 処 置 は 0 %  s e r u mの内 皮 依 存 性 弛 緩 反 応 減 弱 を有 意 に改 善 した。

0 %  s e r u mの内 皮 細 胞 のミトコンドリア由 来 O 2
-産 生 は f r e s hと比 べ有 意 に増

加 し、 3 %  s e r u mでは有 意 に改 善 した。一 方 、 0 %  s e r u mと 3 %  s e r u mのミトコ

ンドリア膜 電 位 は共 に f r e s hと比 べ増 加 していた。  

【結 論 】無 血 清 培 地 で器 官 培 養 した前 腸 間 膜 動 脈 の内 皮 細 胞 ではミトコ

ンドリア膜 電 位 が上 昇 することにより、ミトコンドリア由 来 r e a c t i v e  o x y g e n  

s p e c i e s  ( R O S )産 生 が増 加 し、内 皮 依 存 性 弛 緩 反 応 が減 弱 した。成 熟 ラ

ット血 清 の無 血 清 培 地 への添 加 はミトコンドリア由 来 R O Sを抑 制 することに

より内 皮 依 存 性 弛 緩 反 応 を改 善 した ( M o r i t a  e t  a l .  Va s c u l  P h a r m a c o l ,  

2 0 1 3 )。  

 

( 5 )非 定 型 セ リ ン /ト レ オ ニ ン プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ で あ る

m a m m a l i a n / m e c h a n i s t i c  t a r g e t  o f  r a p a m y c i n  ( m T O R )は 細 胞 の 分 化 、
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細 胞 内 C a
2 +動 態 や 多 様 な シ グ ナ ル を 調 節 し て い る た め 、 0 %  s e r u m

で見 られる機 能 変 化 を引 き起 こす可 能 性 がある。そこで 0 %  s e r u m の収 縮

張 力 が減 弱 するメカニズムを m T O R に注 目 して検 討 した。 F r e s h、m T O R 阻

害 薬 r a p a m y c i n を無 血 清 培 地 ( 0 %  s e r u m )に添 加 し 5 日 間 器 官 培 養 し

た標 本 ( r a p a m y c i n )を作 製 した。 0 %  s e r u m の K C l による最 大 張 力 は f r e s h

と比 べ有 意 に減 弱 したが、 r a p a m y c i n では有 意 に改 善 した。 0 %  s e r u m の

m T O R 発 現 は f r e s h と比 べ有 意 に増 加 したが、 r a p a m y c i n では有 意 に改

善 した。C a
2 +

/ c a l m o d u l i n - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  ( C a M K )  I I のリン酸

化 レベルを検 討 したところ、 0 %  s e r u m では f r e s h と比 べ有 意 に増 加 したが、

r a p a m y c i n では有 意 に改 善 した。  

【結 論 】 0 %  s e r u m では m T O R 発 現 が増 加 し基 底 状 態 の C a M K I I のリン

酸 化 レベルが増 加 することにより K C l による収 縮 張 力 が減 弱 すると考 えら

れた。  

 

【総 括 】  

本 研 究 ではラット摘 出 前 腸 間 膜 動 脈 の無 血 清 培 地 での器 官 培 養 法 を

初 めて確 立 するとともに、 F B S 長 期 処 置 の血 管 平 滑 筋 の収 縮 性 と血 管 内

皮 依 存 性 弛 緩 反 応 に及 ぼす影 響 とその機 序 を明 らかにした。更 に無 血

清 培 地 での長 期 間 の器 官 培 養 が引 き起 こす血 管 内 皮 および平 滑 筋 にお

ける機 能 変 化 の機 序 の一 端 を明 らかにした。ラット前 腸 間 膜 動 脈 の器 官

培 養 法 は薬 物 の長 期 作 用 を検 討 できる有 用 な系 と考 えられる。今 後 、より

生 体 内 で見 られる機 能 を維 持 した器 官 培 養 法 を確 立 するためには、無 血

清 培 地 での器 官 培 養 により引 き起 こされる血 管 の機 能 変 化 の機 序 を更 に

詳 細 に検 討 することが必 要 である。  

 


