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【要 旨】
ヒト臍帯血管内皮細胞の栄養因子除去によるプログラム細胞死（アポトーシス）におい

て、細胞密度がその動態に影響を与えていることを示した。本研究では細胞密度とアポ
トーシスの関連性を明らかにするために様々な細胞密度での統合的な解析を試みた。その
結果、アポトーシス誘導開始に至るまでの時間が細胞密度依存性を示した。これまで筆者
らは２つの異なる栄養因子（線維芽細胞増殖因子（FGF）経路ならびにウシ胎児血清
（FBS）経路）除去によるアポトーシス経路を明らかにしているが１）、それら２つの経路
においても細胞密度依存性を示した。さらにアデニル酸シクラーゼのアクチベーターであ
る IBMX が高密度培養時のアポトーシス誘導の開始を遅延させうることを確認した。
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緒言

プログラム細胞死（あるいはアポトーシス）
は胚発生時や組織分化、免疫系などで働く重要
な生体制御機構である２）－５）。アポトーシスシグ
ナルに関しては生化学、薬理学、分子生物学等
から様々なアプローチが行われ、多くのアポ
トーシス促進因子、抑制因子が報告されている
が、各種細胞での特異性などから未だ完全には

その機構解明はされていない。
正常な細胞増殖の調節は増殖能と増殖阻害の

バランスによって調節されている。細胞は老化
や細胞密度、強力な増殖因子要求性、足場依存
性等によって増殖のネガティブな制御を行って
いる。正常細胞の細胞死に関してもこれらの機
構による制御が関係しているものと示唆されて
いる。アポトーシス細胞死の細胞密度依存性に
関しても複数の報告があるが６）－９）、その詳細で
再現性のある結論は導き出せていない。
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生体内の器官として血管は様々な役割を担っ
ている１０）－１２）。特に血管新生については、発生に
おける脈管系・循環器系形成や、成人期の性周
期関連の血管形成といった正常個体において重
要な意義を持つ。血流と接する内皮細胞は特
に、血液凝固、血管収縮、血管透過性の調節を
担っている。さらに腫瘍血管形成や創傷治癒な
どの病的条件下においても血管新生、特に血管
内皮系の反応は数多くの情報をもたらしてい
る。このように内皮細胞の増殖、分化に関する
制御機構を分子レベルで明らかにすることは生
物学的にも、臨床、栄養学的見地からも重要と
なる。

我々は、血管変性の調節機構を明らかにする
ためにヒト臍帯血管内皮細胞（HUVEC）を用
いて解析を行ってきている１），１３）－１５）。その過程
で、HUVEC に細胞死を誘導する要因として、
生存因子（survival factor = SFs）除去（特に
FGF や FBS 除去による細胞死誘導経路）や出
血性へび毒等を見出しており、これらはさらに
アポトーシスとしての特性を顕著に示してい
る。今回、HUVEC へのアポトーシス細胞死誘
導への感受性に影響を与える新しい要因として
の細胞密度について報告する。

材料と方法

（１）材料

３－isobutylxanthinc（IBMX）は、Rescach
Biochemicals lntcmational（Boston, Massachu-
setts, U.S.A．）より購入した。線維芽細胞増殖
因子（FGF）はウシ脳から Lobb の方法１６）によ
り抽出した。へパリンはシグマ社より購入。
MCDB－１０４は極東製薬から購入した。ウシ胎
児血清は GIBCO（ニューヨーク）から、バナ
ジン酸・トリプシンは和光純薬（大阪）から購
入した。ヒト臍帯内皮細胞は Jaffe の方法１７）に
より臍帯より分離し、培養し使用。細胞は第八
抗原関連因子抗体により血管内皮細胞である事
を確認した。

（２）方法

１）細胞培養
ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）の培養は

コラーゲンコートを施したプラスチック培養皿
（直径６cm）にて行った。培養液は MCDB－
１０４を使用し、通常培養では１０％FBS、７０ng/
mLFGF、１００㎍/ml のへパリンを添加し、５％
CO２、３７℃条件下で実験に使用した。また全
ての実験には集団倍加レベル（population dou-
bling level）２０～３０の細胞を使用した。

２）生存率の計測
HUVEC はコンフルエントに達した状態（高

密度培養）、あるいは一つの培養皿上でコンフ
ルエントになった細胞を４つの培養皿に分けて
継代した低密度状態細胞を実験に用いた。細胞
は通常培養液をカルシウム、マグネシウム無添
加リン酸バッファー（PBS－）で洗浄後、FGF、
FBS 無添加あるいは添加培養液に交換し、各
実験に使用する薬剤を添加、所定期間培養後、
PBS－で洗浄し培養皿に付着している細胞（生
細胞）ならびに培養皿から脱落し浮遊している
（アポトーシス死を起こしている）細胞の数を
解析した。

バナジン酸ならびに IBMX は PBS－、di-
methylsulfoxide（DMSO）それぞれに、１００mM、
１５mM のストックソリューションを作製し使
用時の最終濃度が１％以下になるように調節し
て使用した。（１％の PBS－と DMSO の培養
液への添加が HUVEC の増殖やアポトーシス
誘導へ影響を与えない事を確認している。）

アポトーシス死を起こした HUVEC は培養
皿から剥離し浮遊状態になるのでそれらの細胞
をコールターカウンターで２時間毎に計測し
た。細胞密度はトリプシンにて生細胞（接着細
胞）を剥がし細胞数を計測し算出した。アッセ
イは３サンプル以上を３回づつ計測し平均値を
とった。又、PDL など培養条件による細胞状
態の差異を最小にするために高・低密度におけ
る同一条件の実験は同一継代時の細胞を並行し
て使用し行っている。
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図．１ＡＢ 異なる細胞密度における細胞死の時間経過
FGF ならびに血清除去後の細胞死率は培養皿から

の剥離細胞数によって計算した。細胞を新鮮な FGF
ならびに血清無添加の培養液に交換した時点を０時間
とし、培養を行った。２時間毎に培養液を交換し、培
養液中の浮遊細胞数を計測した。計測開始２時間後以
降、浮遊細胞が見られ始めた。A）（上段）コンフル
エント状態（高密度条件）での培養条件における時間
経過。●は３．３x１０４細胞／㎠、▲は４．１x１０４細胞／㎠、
□は５．４x１０４細胞／㎠、■は２．７x１０４細胞／㎠。B）
（下段）サブ－コンフルエント状態（低密度条件）培
養での時間経過。●は１．７x１０４細胞／㎠、▲は１．８x
１０４細胞／㎠、■は２．０x１０４細胞／㎠、□は２．５x１０４細
胞／㎠。

結果

（１）内皮細胞のアポトーシス死に対する細胞
密度依存性

HUVEC は MCDB－１０４を使用した通常培養
から、血清（FBS）と、FGF を除去（生存因
子＝SFs 除去）すると４８時間でほとんどすべて
の細胞がアポトーシス死を起こす１）。
これまでの長期の観察では細胞密度によるアポ
トーシスへの影響は解析できなかった。しかし
今回、SFs 除去によるアポトーシス細胞死の時

間経過の詳細を調べることで、実験開始時の細
胞密度がアポトーシス誘導に影響を与えること
を見出した（図１）。アポトーシス死を起こし
た細胞である浮遊細胞数は高密度状態の場合、
SFs 除去後、２～６時間の間にある程度の同調
性を持って急激に増加していた。一方、低密度
での培養の場合、SFs 除去刺激によるアポトー
シス細胞数の増加率は、緩やかで経時的にも同
期は見られなかった。このように細胞が死にい
たる確率が最も大きい割合の時間、言い換えれ
ば、アポトーシスの開始に必要な時間が実験開
始前の細胞密度によって影響を受けていること
が確認された。SFs 除去によるアポトーシス刺

図．２ＡＢ 様々な細胞密度における細胞死への FGF
の影響

図１と同一の方法にて細胞死の割合を計測した。
A）（上段）コンフルエント条件（３．６x１０４細胞／㎠）
において血清と FGF を除去（●）、血清は除去した
が１４ng/mLFGF を添加（▲）、■は血清は除去し、７０
ng/mLFGF を添加した。
B）（下段）サブ－コンフルエント条件（８．７x１０３細胞
／㎠）において血清と FGF を除去（●）、血清は除
去し、１４ng/mLFGF を添加（▲）、■は血清は除去し、
７０ng/mLFGF を添加した。
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激から４時間後の細胞の死亡率は高密度条件下
で０．０３～０．０６、低密度条件下で０．００８～０．０１７で
あり、その差異はおよそ２～６倍であった。

（２）アポトーシス開始における生存因子の影
響

２つの異なる栄養因子によるアポトーシス阻
害経路が HUVEC で作動している１）。一つのシ
グナル伝達経路は、FGF、あるいはフォル
ボールエステルを起点とする経路であり、もう
一方は血清やバナジン酸によって誘導される経
路である。さらにこの２つの経路は協働して作
用する事が分かっている。それ故、我々はこれ

らのシグナル伝達経路と細胞密度の変化との相
関について観察した。その結果、２つの経路と
もに細胞密度によるアポトーシス開始時間への
直接的影響は認められなかった（図２－図４）。

高密度、低密度どちらの細胞条件下でも（図
２）、アポトーシスを誘導する SFs 除去培養液
への FGF の添加はアポトーシス死細胞数を減
少させた。しかし FGF 除去によりアポトーシ
ス死の開始時間は細胞密度に依存した。通常の
５分の１量の FGF（１４ng/mL）存在下でも、
高密度条件、低密度条件それぞれでアポトーシ
スの開始をほとんど完全に阻害していた。この
結果は、高密度細胞培養時に、多量の細胞によ

図．３ＡＢ 異なる細胞密度における細胞死への血清の
影響

図１と同一の方法にて細胞死の割合を計測。A）
（上段）コンフルエント条件（４．７x１０４細胞／㎠）に
おいて血清と FGF を除去（●）、FGF は除去したが
３％血清（FBS）を添加（▲）、FGF は除去し１０％FBS
を添加した（■）。
B）（下段）サブ－コンフルエント条件（１．１x１０４細胞
／㎠）において血清と FGF を除去（●）、FGF 除去・
３％血清（FBS）を添加（▲）、■は FGF を除去し１０％
FBS を添加した。

図．４ＡＢ 異なる細胞密度における細胞死へのバナジ
ン酸の影響

図１と同一の方法にて細胞死の割合を算出。A）
（上段）コンフルエント条件（３．６x１０４細胞／㎠）に
おいて血清と FGF を除去（●）、血清と FGF を除去
し１０µM のバナジン酸を添加したもの（▲）、血清と
FGF を除去し１００µM のバナジン酸を添加したもの
（■）。B）（下段）サブ－コンフルエント条件（９．６x
１０３細胞／㎠）において血清と FGF を除去（●）、血
清と FGF を除去し１０µM のバナジン酸を添加したも
の（▲）、血清と FGF を除去し１００µM のバナジン酸
を添加したもの（■）。
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り生存因子が急激に消費されることによって短
時間にアポトーシスが起こっているのではない
という事を示唆している。図３では、様々な細
胞密度状態においての血清（FBS）のアポトー
シス開始時間についての影響について調べてい
る。高密度細胞状態で、FGF ならびに FBS を
添加していない培養液による培養（＝コント
ロール）と比較すると、FBS を添加するとや
やアポトーシスの開始が遅れた。ただこの遅延
は誤差範囲であり、事実、より高濃度の FBS
（３０％あるいは５０％、データ未掲載）を添加し
てもより多くの変動はなかった。低密度条件で
は通常より少量の FBS（３％）によって細胞
死の開始が阻害されていた。

次にチロシンリン酸化酵素の阻害剤であるで
あるバナジン酸の様々な密度条件でのアポトー
シス反応への影響を調べた（図４）。アポトー
シス死の度合いはバナジン酸の濃度に依存して
減少していた。しかし総体的なアポトーシス死
の時間経過はどの条件においてもほぼ同様の結
果を示した（図４）。バナジン酸はアポトーシ
ス死亡率には影響を与えたが、細胞死開始時間
には何らかの作用を及ぼすことはなかった。

（３）IBMX のアポトーシス開始への影響
上記の結果より、我々は既知の２つの栄養因

子によるアポトーシス阻害経路以外の他の細胞
内調節因子が HUVEC においてアポトーシス
開始のタイミングを調節しているものと類推し
た。図５は、高密度条件下での、サイクリック
AMP－ホスホジエステラーゼの阻害剤である
IBMX（１５０µM）の有無によってアポトーシ
ス死の開始時間が変化するかを調べている。
IBMX 存在下での細胞死の経時変化は、低密度
条件でのコントロールサンプルと非常に類似し
たパターンをとった（図２b、３b、４b を参
照）。アポトーシス死の開始時間は右にシフト
し、アポトーシスの経過に同期性はみられな
かった。

考察

アポトーシス細胞死における細胞密度との相
関関係は何例か報告されている６）－９）。例えば、
コンディションメディウムの実験からパラクリ
ン／オートクリン機構の関与８），９）や、栄養因子
や増殖因子除去条件７）での細胞密度感受性のア
ポトーシスが報告されている。我々の予備的実
験では、HUVEC におけるアポトーシスへのコ
ンディションメディウムの影響は観察されてい
ない。それ故、我々は今回の細胞密度によるア
ポトーシス開始タイミングへの影響は、細胞外
からのシグナル伝達系ではなく、むしろ細胞内
環境（例えば蛋白質リン酸化や細胞内情報伝達
系の変化）によるものと考えている。また HU-
VEC でのアポトーシスにおいて、我々の調べ
ている範囲では、細胞密度依存性アポトーシス
は細胞周期という細胞内環境には依存していな
いと考えられる。DNA 合成酵素阻害剤である
N－メチルマレイミドのメチオニン・グルタミ
ン欠如培地への添加や細胞周期を S 期で停止
させるアフィディコリンは、ともにアポトーシ
スの反応に影響を及ぼさなかった（データ未掲
載）。これらの結果は HUVEC でのアポトーシ
スにおいて、細胞周期はその細胞死の開始に関
与していないと示唆された。

我々はこれまで HUVEC におけるアポトー

図５ 細胞死に対する IBMXの影響
図１と同一の方法にて細胞死の割合を算出。コンフ

ルエント条件（３．１x１０４細胞／㎠）において血清と FGF
を除去（●）、あるいは血清と FGF を除去し３０mM
の IBMX を添加したもの（▲）。
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シス死を阻害する様々な細胞内シグナル伝達経
路を報告してきた１）。しかしながらそれらの情
報経路にはアポトーシス細胞死の開始のタイミ
ングに影響を与えるものは見出せなかった。特
にチロシンフォスファターゼの阻害剤であるバ
ナジン酸に関しては、Swiss３T３細胞を使用
した研究１８）で、高密度時の細胞増殖抑制時にチ
ロシンフォスファターゼ活性が上昇している事
が報告されていたので、高密度状態への添加で
は、アポトーシス開始時間の（すなわち低密度
条件での経緯と同じような）遅延を予期してい
たが、開始時間への作用は見られなかった。こ
れらの結果から、アポトーシスの開始時期と細
胞密度に関わるシグナル経路は、これまでのシ
グナル経路と異なる未知のものである可能性が
示唆された。

cAMP は cAMP 依存性蛋白質キナーゼを活
性化する事が知られている。また様々な細胞種
において多様な細胞内情報伝達系を担ってお
り１９）－２２）、さらに細胞密度の変動によって細胞内
の cAMP 濃度の変化が生じる事も報告されて
いる。MC３T３細胞においてコンフルエント
に達するまで細胞内 cAMP 濃度が緩やかに上
昇し、コンフルエントに達すると下降する事が
明らかになっている２３）。この報告と、コンフル
エント時の細胞内 cAMP の濃度の低下を
IBMX によって上昇させることによりサブコン
フルエント（＝低密度状態）時に近い状況になっ
ていると推察される我々のデータ（図５）とは
よく相関しており、cAMP がアポトーシスの
開始調節因子である可能性が示唆された。さら
に cAMP のアナログであり、細胞内 cAMP 濃
度を上昇させうる、８－bromo-cAMP（so-
dium salt）を高密度条件下で添加（５００µM）
すると IBMX 使用時と同様にアポトーシス開
始時期の遅れが見られた。

我々のこれまでの実験の結果からアポトーシ
ス開始シグナルは、生理的条件、細胞間相互作
用、受容体介在シグナルなどの様々な情報伝達
系の関与が示唆されてきている。その中でも特
に、我々は以前より蛋白質リン酸化、脱リン酸
化のバランスが最終的なアポトーシス誘導の調

節を担っていると考えているが、今回新たにそ
のシグナル伝達物質候補として cAMP を介し
たメカニズムを提示した。
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