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  内皮依存性弛緩瓦応：非照射群においでAChによる血管弛緩反応はL-NNA投与によりほぼ完全に

fftkIJされた。AChによる血管弛緩反応は照射線量の±曽カmこ伴い有意に漸減し，45Gy照射群では照

射後1週目から経時邸Jに低下した。A23187によるM型受容雉弗依存性弛緩反応は45Gy照射後1週日

から経時的tこ有意な低下を示した

  45Gy照射後1週目に，L－arginine，indomethacin，SODおよびcatalase投与前後における，ACh

による血管弛緩率にば箭毒ぬ変化ば認められなかった，

  内皮非依存性弛緩反応： SNPによる内皮非依存陸弛緩反応では45Gy照射照射後6週日まで有意

差を認めなかったカ110週日でば総に減弱した。

  Western blot分 析：eNOS蛋 白質は捐 駲とtべ45Gy照射後1週日および4週日に有意に低下

した。

Part2：照射後光頭所見では内膜噌生を認めず’中膜では平滑筋細部竡己歹uカミ不整となり，外

臓 こ 強l犠 剛 ヒ炎 磁 雛 黼な ど カ 潟 められ た走査薗 厮見で は照射後 4週日 まで内 皮綱包の

麪b鰰られず，6週目£牌で，内皮綱包カ淑縮し’麹鹸真カゝら脱落した翹饑うト韶輔聾し’

緒 舗 a繊 う ミ 露出 し て いた 露 出 部 tこ フ ィ プ9ン ， 赤曲 束 Jfrレ J頓 などカ 淵着して いた

Part3： 血管 勧 損 咤： NEに よる 血 管贓 蔽応では 有意差 を認めな カめた AChおよ びA23187

による内皮依存柏諦噺愛反応旧騾鶏幗羊でH穏に低下してVヽ た。9やによる受容体非和群討生釶粥蛎ミ応に

懈穂な刻匕カ認められなカめた

AChによる弛緩厨ふは非照射群ではI′トMおよぴindODlethacin投与により有意に減弱し’卜

トいぬindomthacinおよび3（脚での同囀毅与により完盆K二折埔IJされーた。－ワ覧照射群においては3〔川

で単独鹸与により弛緩反応はほi翁詮に拐埔lJされた。

組織学瑚灸査：職黼羊では内膳誑厚中膜の劑蝋鎌隹の±曽カロカ誹照射群Iヰレ溌く認めらオル己走

査電顕でば弼羊ともほぼ同様の所見であり，内皮細日包が調離していなぃ部位では正常の組織像を示し

也

免 轗 絶： 弗 黝 排で i蚋 皮細 叮 包 カ染 色 さ れ 職黼 羊 で f蚋 皮 細 日包 カ 蝶 也さ れ な カめ た

    考  察

  血管内皮依存機劉嘛賊には，内皮由来NO，PGI2およひサョ皮由来燗ヒ因子eDHF)の産生・放出が

関与するが，9tjt~jの種類と血管の翻粒により，これらの内皮由来粥嘱ゆ作用する脅恰功獣る。；本実

験の結果より，ウサキ゛の耳介中央動mにおいて，AChによる内皮依布＊目幽愛闘鼠こはNが大きく関与

し，ヒ Iの頸 部動派においてはN’PGI2およびIDHF全てが関与していることカ汾峻された。

  ウサキ゛tこおける放輔熱g：射後の血割又縮闘芯は刻ヒぜず，内皮依剤留齲皈応｜翻獣的に．ぬLア，ま

た ， こ の 麪 bこ f端 f衣 存 と 黝 椴 O雛 賄 酌 -生 の m関 与 カ 湖 ら カ 斗 こ な っ た SNPに よ る

内皮非依存努蝋皈応i翻剛後I嚇な刻匕カ瀞められなかったことより，平澗瓣硼包｜胡藺オ後も弛

緩鴎を杉卦飜匡持していることカ泳された

  形鮒珀勺刻匕では照射後4週日まで内皮翁銭面tこ大きな刻匕カ瀞られず’黝幟早期｜滞け

る内皮細胞の機餬牽害間翻艶塊刻匕を伴わなぃと考えられた

  NOはNOS酌素によりL-arginineから産生されフ9ーラシ゛カルと結合し，その活性を失う。ウサギの実験

｜こおける，Nの肓礙物質であるL-arginine，フl)-7.゙ カルの滞勘質であるSODとcatalaseの渤噸，

AChによる弛緩反応は有意な変化をボさなかった。この結果より，放射綉嘸鸛ヰ後にNOの作用が挧埔IJさ

れる原因は，主にeNOS酌索の活性抵下であることが推測される。この推定はWestern blot分听に照

射後eNOS活性が減羇弱－ることより確認されヵヒ

  ヒIの頸部載脈を用bヽ ，照射群にEDHFの折鼎崎iJである30rdVIでを投冉すると，AChによる弛総歩て応は

ほぼ全閣勺に抑IJさオ丶また免痕釁也においてもeNOS活性が減弱することより，ヒIの頸部載噺ぐで

は放 射 線 治寮 後 ＆ 肝 産生 機 溝 が温 存 さ れNoと PGI： 産生 カ 韓 害さ れると 考えられ る。

    結  論

旋黼 撫蝌 後，cfI管脚め誌 が蒭ヒ ぜ虻eNos酳 輳の矧翻 牴下し， 内皮依 荊蛔蟻技 応闇勘 揃

に低下した。照射後早期における内皮：細日包の機鉄辮iあ形態離変f匕を伴わなかった。今後，放射線照

射後におけるeNOS酵素の変化について，血せ岨いゞルでの検討を行うことが重要と考えられる。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Study on the Functional and X/Iorphological Alterations

    of Vascular Endothelium」 ゜ 乢rIrramadon

（放射線照射による血管内皮細胞の変化に関する基礎的研究）

  悪陸腫瘍の治療では，放射線治療を行うことが多く，放射線照射による血管損傷および

創傷治癒遷延の可能性が高しヽ。近年，種々の内皮由来弛緩因子と収縮因子が報告され動脈

硬化，高血圧，低酸素血症，糖尿病などの血管病変を惹起し，倉帷繊に変化を与える病態

における血管の収縮・弛緩反応の変化iこついて報告されている。本研究は放射線照射後の血

管収縮反応，内皮依存性と非依存陸弛緩反応ならびに内皮細胞の形態学的変化にっいて検討

し，3つの部分に分けて報告した。

  Partl：ウサキ゛耳介に60Co lOGy，20Gy，45Gyをそれ′ぞ加广回照射した。lOGyと20Gyは照射後

1週目，45 Gyは照射直後，1週，4週，6週及び10週目の群に分けた。耳介中央動脈を

輪蜘霈本とし，発生張カを等尺性に記録した。norepinephrine(NE)により惹起さゎた収縮

反応および内皮依存性であるacetylcholine (ACh)，calcium ionophore A23187(A23187)，

内皮非依存陸であるsodiumnitroprusside (SNP)を投与し，惹起した血管弛緩反応を各群で

比較した。45Gy照射後1週目にL-arginine，indomethacin，superoxide disnntase (SOD)

およびcatalaseを投与し，血管弛緩反応への影響を調べt-oまた，抗eNOSモノクローナ鵬鉢を用

い，eNOS蛋白を測定した。

  照射後，NEによる血管の収縮反応は各群間で有意差を認めなかった。非照射群において

AChによる血管弛擶尅元忘fまL-NNA投与によりほぼ完全に抑崇ljされ｜也AChによる血管弛緩

反応は照射線量の増加に伴い為意に瀞誠し，45Gy照射群では，照射後1週日かち経ロ．寺的に低

下した。A23187によるM型受容体非依存性弛緩反応は45Gy照射後1週目から経時的に有意

な低下を示した。

  45Gy照射後1週日に，L-arginine，indomethacin，SODおよびcatalase投与前後にお

ける，AChによる血管弛粥き率に旧補な変化｜辯められなかった。

  SNPによる内皮非依存性弛緩反応では，45Gy照射照射後6週日まで有意差を認めなかっ

たが，10週目では有意iこ減弱しt-o

  eNOS蛋白質は非照射群と比ベ，45Gy照射後1週目およぴ4週目に有意に低下した。

  Part2：ウ持゛の耳介に∞・め45Gyを一回照射し，照射直後，1週，4週，6週，10週日の
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群および非照射群に分け，耳介中央動脈の肉眼，光顕およて闘塗鶏匡顕での観察を行った。

  照射後光踴所見では内膜噌生を認めず’中膜では平滑筋細胞の配列が不整となり，外膜

の強し、繃孫餅匕と炎症糸聞包浸潤などが認められ虎ふ走査電顕所見では，照身オ後4週目まで内皮

細胞の変化は認められ′ガ6週目以降で，内皮細胞が収縮し，基底膜から脱落した。基底膜

がー餬断裂し，結合糸B織が露出していた。露出部iこフィフ゛9ン，赤血球血小板などが付着して

いた。

  Part 3：悪性腫瘍における頸部享閤冑術中に採取したヒIの頚部動脈を用い，非照射群と術前

R醵群 に分 けて，NEによる蝋皈応，ACh，A23187，SNPによる血管戀叛応を各群-ヒ

較検討した。また，NG―nitro―L問ginine（I′州A），indo鵬thacin，および30剛Fを投与し，

血管弛緩反応への影響について検討した。また，載棚鰾本を光顕およて賎巨萱電顕により観察

を行っ恕抗eNOS抗体を用い，免疫染色を行った。

  NEによる血管収縮反応では有意差を認めなかった。AChおよびA23187による内皮依存陸

弛緩反応は照射群では有意に低下してい也SNPによる受容体非依存性弛緩反応には有意な

変イ匕カ認められなかっ也

  AChによる弛緩反応は，非照身オ群では，IーいMおよびindomthacin投ご与により有意にぉ蒻ら

し，I，→刑A，indo鵬thacinおよび30mビの同時投与により完全に抑制されゲ己一方I照射

群においては3lで単刈殳与により弛陞爻応はほぼ詮f丶碕lJされ也

  照射群では内膿明巴夏中膿め弾性錨雛の増加が非照射群に比悶負く認められた走査電顕

では両群ともほ閤司様の所見であり，内皮細胞が剥離していない部位では正常の組織像を示

し恕非職辯では内麟聞包のeNOSカ染色され黝寸君羊ではす膨聞包tこeNOSf蠍危されな

かった。

  公開発表に際し，聶IJ査の菅野教授より，1）カロ齢による弛粥筋乏応の変化にf鞨するき耡弧2）

頸部動脈ピ！．外の血管での内皮由来弛緩因子に関する知見3）放射線照身オ後eトK熔酉季素が低

下する機序に関する知見tこついて質問があっ也次いで，扇｜庵のロ可部（耡教授より，1）血

管の細織的変化と機詣蜘匕並びに経時的変化の差異に関する詳細12）炎症細胞が機能に

与える影響にっいて質問があった。昌IJ査の杉贋淕え瞹より，1）虧時捕艱勸′オ後EDHFのみ残存

した詳細と検出方法に関する知見2）放輔衝幼瀞脈に及ぼす影響にっいて質問があった。

主査の宮坂より，1）放射線照射後血管内腔の血栓チ髟成に関する知見2）照射後内皮細胞

の損傷と創傷治癒の関係について質問があった。申請者は最新の情報をまじえ概ね適切な解

答をなし得た。以上の研究は血管の放射線損傷メカニス゛一ムの解明に関する貴重な研究であり，

審査員一同は，これらの成果を高く評価し，大潮驚鰓における研鑽や修得単位などと併

せ1申請者カ§博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと判定した。


