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研究成果の概要（和文）： 

ラット皮下に移植したpolymer discをin vitroで検討した。血管内皮細胞・周細胞相互陥入部

Endothelial cell and pericyte interdigitationは、血管新生初期に比較にして血管新生成熟期に有意

にその数が増加すること、さらに、同時期に新生血管成熟を制御するAgiopoietin 1が有意に発現

増加を示すことを三次元電顕免疫学的および、タンパク・mRNAレベルで明らかとした。 

研究成果の概要（英文）： 

Endothelial cells and pericytes play critical role in angiogenesis by the angiopoietin system. 

Endothelial cell and pericyte interdigitations (EPI), consisting of cytoplasmic projections of 

pericytes and corresponding endothelial indentations, are frequently present at angiogenic sites. 

Rats subcutaneous implantation of a thermoreversible gelation polymer discs were inqubated in 

vitro 24-72hr. The capillary density increased to a peak on 48hr. A number of EPI were observed 

to a peak on 72hr. Serial sectioning electron microscopy immunohistochemical analysis revealed 

that Angiopoietin-1 localized at Pericytes and EPI. Quantitative RT-PCR analysis revealed that the 

level of Angiopoietin-1 increased on 72hr. The present study showed that the microvessel 

maturation might to be involved in the expression of EPI and Angiopoietin-1. 
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１．研究開始当初の背景 

 血管系は生体機能維持に必須なだけでなく
癌・肉腫・動脈硬化・糖尿病性網膜症・関節
リウマチなど多くの疾患を悪化させる為に、
多くの血管新生制御因子が発表され「抗血管
新生療法」が現在模索されている。しかし、
血管新生制御因子は複雑な Crosstalk を示す
為に、実用的な血管新生制御治療法は完成さ
れていない。新生血管リモデリングは、既存
血管からの新生血管内皮細胞増殖に始まり、
周細胞による被覆という２種類の細胞群の密
接な構築ステップを経て完成される。従来の
解析法では、血管リモデリング時に血管内皮
細胞・周細胞に作用して血管形成を調節する
因子群と、それらに対応する血管内皮細胞・
周細胞の受容体の発現についての解析は進め
られてきた。しかし、血管新生は血管新生制
御因子の多くは血管以外の細胞（炎症性細
胞・腫瘍細胞）から放出される為に、新生血
管のみを単離解析する事は不可能と考えられ
てきた。従って緒因子の発現が血管内皮細
胞・周細胞に作用した際、どのようなシグナ
ル伝達系を介して、どのような遺伝子の発現
を誘導し、血管形成を調節しているのかとい
うことについては in vitroモデル解析の結果か
らの考察であり、これが in vivo での血管新生
機構の理解において重大な問題となっていた。
従って in vivo 血管新生の検討には、新生毛細
血管モデルが必須であった。血管新生は従来
の実験動物の皮下にインプラント方法には多
数の実験動物と長期にわたる実験期間が必要
であったが、Matric Gel 内に新生血管を誘導
形成させ、その形態を光学顕微鏡あるいは電
子顕微鏡を用いて検討し、この解析方法によ
って、人為的に添加した化学物質等の、血管
新生への影響を形態学的に検討することが可
能とすることができる。同法で Matric Gel 内
に誘導形成された新生血管の血管内皮細胞・
周細胞相互陥入部を三次元電顕免疫学的に検
討してきる。 

２．研究の目的 

 本研究では、生体内における新生血管リモ
デリング時に多出する血管内皮細胞・周細胞
質 相 互 陥 入 Ednothelial – Pericyte 

Interdigitation (EPI)の出現と、両細胞における
血管新生制御関連因子について三次元電顕免
疫組織化学的・分子生物学的に検討する為に、
血管新生制御を分子レベルで検討することが
できる研究方法を開発する。さらに、同法を
用いて、EPI を介した血管新生制御機構を三
次元電顕免疫学的に研究することを目的とす
る。 

３．研究の方法 

 従来の実験動物の皮下にインプラント

Matric Gel 方法では新生血管のみを単離する
ことは不可能であり然るに、新生血管におけ
る血管新生制御因子の分子レベルの検討は不
可能であった。そこで、本研究者は、熱感受
性培養ゲル Thermoreversible Gel Angiognic 

(TGA) 法を開発した。実験動物（ラット）の
皮下に Thermoreversible Gel をインプラント
法を開発し TGA 解析法とした。熱可逆性ゲル
ポリマーThermoreversible Gelation Polymer 

(TG)は 10 
o
C 以下で水溶液状のゾル状態に、

25
 o
C 以上でゲル状態になる特性を持つ細胞

培養用培地である。25-27
 o
C 環境下で直径

8mm 厚さ 3mm の Gel-disc を作製し無菌的に
ラット背部皮下に埋め込む。5 日後に disc を
摘出した後、24 ウエルプレート底部に靜置し
たのち、プレート内上部に TG に添加して重
層培地を作製し、37

 o
C インキュベータ内で 3

次元培養を行い、24・48・72 時間後に新生血
管のみを単離して電顕三次元的解析を行い、
また、Angiopoietin-1 の発現分布について電顕
免疫組織学的に検討した。さらに、一部の組
織から mRNA を抽出した後、RT-PCR 法で
Angiopoietin-1 mRNA の発現を検討する。TGA

の特徴としては、Disc 内に進入する組織は
fibrovascular（毛細血管・線維芽細胞・膠原線
維）のみで、他の炎症性細胞は全く認められ
ないことである。TGA 法は生体内で起きる新
生血管の形成過程段階の血管内皮細胞と周細
胞のみを単離培養し培養することで、新生血
管の形態だけでなく発現する血管新生制御因
子 mRNA を定量的に解析し、さらに、新生血
管が発現する分子を網羅的に解析できる解析
法である。 
４．研究成果 

 TGA 解析法から、単離培養した新生血管組

織量は、単離後 48 時間で最大を示し、その後

減数して、72 時間後では 24 時間後よりも有

意に少なく成った。これに対し EPI の発現は

72 時間後で最高値を示した。このことから、

EPI が新生血管の成熟に関与することが示唆

された。しかし、培養組織の為に人工的技術

的に壊死を示す細胞も多数あり、新生血管数

の定量化はできなかった（図 1）。今後、TG

からの新生血管単離法の改良の必要性が求め

られた。しかし、多くの組織は、生体内とほ

ぼ同様の新生血管形態を示し、充分に電顕三

次元的解析を行う為の標本として活用できる

ことができた（図 2）。また、新生血管では、

Angiopoietin-1 タンパクは新生血管周細胞に

強く発現していたのに対し、新生血管内皮細

胞ではほとんど発現は認められられなかった

（図 3）。さらに、TG 単離培養後、24・48 時

間後の Angiopoietin-1 mRNA の発現は、生体



皮下の新生血管の発現レベルと比較した有意

に低い値を示した（0.5 fold）。しかし、培養

後 72 時間後では有意に上昇発現（30 fold）が

認められた。したがって、今回の TGA 解析法

から、新生血管制御が EPI を介する

Angiopoietin-1 の発現によって行われている

ことが示唆された（図 4）。 

 

 
 

（図 1）48 時間後の新生血管、固定的に置換

し後の画像。 

 

 
 

（図 2）48 時間後に認められた新生毛細血管。

血管内皮細胞と周細胞が認められ、管腔様構

造も認められる。電位顕微鏡像 

 

 
 

 

 

 

 

 

（図 3）48 時間後に認められた新生毛細血管

構成細胞における。Angiopoietin-1 タンパクの

発現分布。電顕免疫組織学像 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 4）48,48,72 時間後の Angiopoietin1 

mRNA の発現レベル。RT-PCR 法 
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