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Abstract：The process of thrombus　formation at arterial and venous endothelial

surfaceswasexaminedbyscanningelectronmicroscope（SEM）andtransmissionelectron

microscope（TEM）inaphotochemicalocclusionmodel．

Theratsweredividedintothefollowing4groupsaftertheinjectionofrosebengal：1）

controlgroup（n＝5）withoutillumination；2）group A（n＝10）irradiatedforlmin；3）

groupB（n＝10）for5min；4）groupC（n＝14）forlOminatcervicalarteryandvein．

Asaresult，SEMfindingsshowedadhesionofbloodplateletsandendothelialdamage

in neither artery nor veinin control and A groups．Plasma membrane damage of

endothelialcells（i．e．plasmalemmalpits，the crater－like struCture aSSOCiated with tear

betweenendothelialcells，anddecreasednumberofmicrovilli）wasrecognizedinarterial

wall，but these changes were not observedin veinin group B．Adhesion of blood

plateletsin addition to endothelialcellmembrane obstaclein arterywas remarkable by

SEM examination and tear between arterial endothelial cells was found by TEM

examinationin group C．The degree ofadhesion ofplatelets was clearly remarkablein

arterycomparedwithvein．

Inconclusion，endothelialcellmembraneinjury，tearbetweenendothelialcellsand

endothelialdetachmentoccurbeforeadhesionof bloodplateletsandthrombusformation

in a blood vessel occlusion model by photochemical reaction．These changes occur

Slgnificantlyearlierinarterythaninvein．

Keywords：arterialandvenousthrombosis，endothelialcell，photochemicaldye，electron

microscope，rat

は　じ　め　に
血栓症の病態を考えるうえで非常に重要であり，その理

解に基づいて予防・治療の対策がとられる．

血液は通常，流動性を維持して血管内を流れており決　　血管内皮細胞障害から血栓形成に到る病態を調べる方

して凝固することはない．しかし，ある病的状態におい　　法として，実験レベルでは様々な方法が試みられている．

ては血栓を形成し血流を途絶させて重大な臓器障害を惹　光感受性色素（rosebengal）を用いた血管閉塞モデルは，

起する．生体内でどのように病的血栓が形成されるかは　　動脈および静脈において広く用いられている卜13）．動脈
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Fig．1．ThearteryandveinwerecutlongitudinallylnamaJOraXisdirectionandopened，andthenfixedby
VaSCularclipsnottomakefoldsbyfollowlngmaneuVer．

閉塞モデルにおける病態生理および血管内皮の電子顕微

鏡的考察は報告されているが19～26），静脈閉塞に関する報

告はない．また，本モデルでは，動・静脈間で血栓化ま

でに要する時間に違いが認められる．脳血管を例に挙げ

ると，脳動脈では2分間ほどで血栓化するのに対して，

脳静脈では10分間ほど照射しなければ血栓化しない．

本研究では，動・静脈間で血栓が生じる過程での内皮

細胞障害の有無およびその程度の差異を検討することを

目的とした．そのために，ラットの頚部動・静脈を用い

て，動・静脈間で血栓が生じる過程での内皮細胞障害を

経時的に走査電子顕微鏡（scanningelectronmicro－

scope：SEM）および透過電子顕微鏡（transmission

eletronmicroscope：TEM）を用いて観察した．

対象と方法

雄性ウイスターラット（n＝39，体重380、490g）を用

い，抱水クロラール（36mg／100g体重）の腹腔内投与で全

身麻酔を行った．自発呼吸下に，手術用顕微鏡を用いて

ラットの頚部動・静脈を露出した後，rOSebengal（Sigma

ChemicalCO．，St．Louis，U．S．A．）を0．2ml／100g体重で

1～2分をかけて横徐に静脈内投与した．その後，露出

した頚部動・静脈に対して，XenOnランプで550nm波

長の緑色光を同時に照射した．その際，頚部動・静脈に

均等に照射されるように光照射面に留意した．

光照射時間毎に，COntrOl群：光照射時間0分間群（n＝5），

A群：光照射時間1分間群（n＝10），B群：光照射時間5

分間群（n＝10），C群：光照射時間10分間群（n＝14）の4

群に分類し，血栓化の程度，内皮障害の有無およびその

差異について，SEMを用いて電子顕微鏡的に観察した．

10分間群ではTEMも用いて観察を行った．内皮損傷の

程度の指標として，①microvilliの減少，②細胞膜障害，

③細胞接合部の解離，④内皮剥離の4項目に着目し，

各々の項目について観察された検体数を，動・静脈間で

比較検討した．

試料の作成については，電子顕微鏡を用いて血管内皮

を観察するため，ラットを緑色光照射後に4％parafor－

maldehydeで港流固定を行った．港流固定後に頸部動・静

脈を，照射点を中心にそれぞれ長軸方向に縦切開して観

音開きにし，後の操作で血管壁に飯が生じぬように血管

クリップで挟んで保持した（Fig．1）．paraformaldehyde

を洗い出すため，試料を0．25Mシュークロース液に一昼

夜置いた．1％OsO4（osmiumtetroxide）固定液で1～2

時間の後固定の後に，上昇アルコールシリーズ（50％・

70％・80％・90％・95％・100％・100％の冷エタノール

を各15分ごとに交換）で脱水を行った．以後の行程は，

SEMではアルコールを酢酸イソアミルに浸して置換し，

液体C02を用いた臨界点乾燥の後に（CriticalPoint

DryerHCP－1，HITACHI，Ibaraki，Japan），イオン蒸

着装置UUC－5000MagnetronSputteringDeviceUltra

FineCoat，NihonDenshi，Tokyo，Japan）でplatinum

coatingを行った．TEMではL－Rwhiteを用いて包塊を

行い，超薄切片を作成した．電子顕微鏡はSEMでは

JSM－6301F（Nihon Denshi，Tokyo，Japan）を，TEM

ではJEM1200EX（NihonDenshi，Tokyo，Japan）を用

いた．

結　　　　　果

control群（光照射0分間群）では頸部動・静脈のどちら

においても血小板の付着はなく，電顕（SEM）所見上，明

らかな内皮細胞の障害は認められなかった．A群（光照
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Fig．2．0bservationsofthelmin－illuminatedsegmentoftheendothelialsurfacesofthecervicalarteryand

Veinbyscanningelectroヮmicroscope（SEM）・Notetheabsenceofluminalplateletsorotherbloodele一
mentsandendothelialinJury．（a）cervicalartery．×30（b）cervicalartery．×1，100（C）cervicalvein・

×30（d）cervicalvein．×1，000

射1分間群）でもcontrol群と同様に動・静脈ともに血小

板の付着は認められず，内皮細胞の変化は認められなか

った（Fig．2）（Tablel，2）．B群（光照射5分間群）では

血小板の付着は動脈で1例のみ認められた．動脈内皮で

は内皮細胞膜障害を示すplasmalemmalpitの出現が4例，

細胞接合部の解離を示すcrater－like structureの出現が

4例，microvilliの減少が8例で認められたが，静脈内皮

では認められなかった．本群では動・静脈内皮とも内皮

剥牡は認められなかった（Fig．3A，B）（Tablel，2）．C

群（光照射10分間群）では血小板の付着は動脈で顕著で，

静脈でも1例に認められたが，付着の程度は動脈の方が

強かった（Fig．4A，B）．本群ではmicrovilliの減少は動

脈では仝例に認められ，静脈では10例に認められた．細

胞膜障害は動脈で13例，静脈では5例，細胞接合部の解

離は動脈で9例，静脈で3例，内皮剥離は動脈で5例，

静脈で2例に認められた．（Tablel，2）．B群とC群に

おいて，microrilliの減少の観察頻度は，動脈内皮の方

が静脈内皮よりも有意に高かった（pここ0．035）．TEMでは

動脈内皮接合部の解離が認められた（Fig．5）．なお，いず

れの各群においても，肉眼的には動・静脈ともに血栓化

による閉塞は認められなかった．

考　　　　　察

健常な内皮細胞では，血栓抑制因子の産生が血栓克進

因子の産生よりも勝るため抗血栓性が維持されている．

しかし，内皮細胞が異常な刺激を受けると，これら因子

の産生バランスが破綻し，血栓形成（もしくは出血）とい

う異常状態に陥る．血栓症の第一ステップとして血小板

の血管壁への粘着が必須であり，抗血栓機能を有する血

管内皮の脱落・剥離または機能障害が前提となる．本研

究に用いた光感受性色素による血管閉塞モデルは，光感

受性色素であるrosebengal投与後に550nm波長の緑色

光を照射することで活性酸素が発生し，それによって内

皮障害を生じて血小板が内皮に癒着し，その後血小板同

士の反応により，フイブリンを欠く血小板主体の血栓（白

色血栓）が形成されるというものである14～18）．動脈閉塞モ
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Tablel．DamagescoreofmorphologicfindingsbySEMinarterialendothelium

decrease of endotheIial tear between

microvHli membraneinjury endothelialcells

1min（∩＝10）　　0／10　　　　　0／10　　　　　0／10

5min（n＝董10）　　8／10　　　　　4／10　　　　　4／10

10min（n＝14）14／14　　　13／14　　　　　9／14

endoth0日al

detachment

0／10

0／10

Tablel，2：In four声tems ofSEM†indIno＄Ofarteriaf and venouS endotheHalsurfaces；

①decreaSeOfmicrov日日，②endothe他Lmembrane凧Ury，③tearbetweenendothellalce‖S，
④endothellaldetachrnent．Ineachca＄ethe morphoIogicalchangeswやreeValuated．

Table2．DamagescoreofmorphologicfindingsbySEMinvenousendothelium

decrea＄e Of endothelial tear between

rnicrov川I membraneinjury endothellalceHs

1min（∩＝10）　　0／10　　　　　0／10　　　　　0／10

5min（n＝10）　　0／10　　　　　0／10　　　　　0／10

10min（n＝14）10／14　　　　5／14　　　　　3／14

OndothdはI

dOta（：hmont

0／10

0／10

Table1，2：ln fouritemS Of SEM findings ofarterialand venous endothelialsurfaces；

①decreaseofmicrov‖i，②endotheJialmembranejnjury，③tearbetweenendotheliarceJIs，
④endotheliaIdetachment．ln each casethe morphologicaIchangeswereevaluated．

デルにおける病態生理および血管内皮の電子顕微鏡的考

察は過去にも報告されている19－26）．静脈閉塞に関しては，

永田らが本モデルを用いて閉塞を来したラット脳皮質静

脈のSEMによる血管断面を報告しているが，静脈内腔

が白色血栓により完全にpackされていたため，静脈内

皮の変化は観察しえなかった27）．本モデルにおいては，

動・静脈間で血栓化までに要する光照射時間に違いが認

められることから，本研究では，同一個体（ラット）にお

いて，光感受性色素を静注後に動・静脈で同時に光照射

を行い，血管内皮を電子ゐ顕微鏡的に観察・検討した．

rosebengalを用いた血栓化モデルについては，Abby

R．Saniabadiらはモルモットの大腿動脈内皮をSEMで観

察し，内皮細胞間の細胞接合部の解離と，それに続く細

胞膜の破壊・核の露出を報告している19）．Takiguchiら

は同モデルをTEMで観察した結果，内皮細胞が基底膜

から剥離している状態を示している20）．Matsunoらはラ

ットの大腿動脈内皮をSEMで観察し，膨化した内皮細

胞に血小板が無数の偽足を伸ばして癒着している様子を

示し21），Takiguchiらも糖尿病ラットの大腿動脈で同様

の報告をしている22）．W．D．Dietrichらはラットの脳皮質

動脈をSEM，TEMの両方で観察しており，細胞膜障害

を示すplasmalemmalpitの出現，内皮細胞接合部の解

離を示すcrater－likestructureの出現を報告し，TEM

では内皮細胞のミトコンドリアの膨化や血小板が基底膜
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Fig．3（A）．Observationsofthe5minrilluminatedsegmentoftheendothelialsurfacesofthecervicalarteryby

SEM．ThehighfrequencyofplasmalemmalpltSanddecreasednumberofmicrovilliweredemon－
strated．Notecrater－likestructuresassociatedwithendothelialjunction．cervicalartery（a）×40

（b）×1，000（C）×4，5nO（d）×15，000

Fig．3（B）．Observationsofthe5min－illuminatedsegmentoftheendothelialsurfacesofthecervicalVeinby

SCanningelectronmicroscopeSEM．NodefinitemorphologicalchangeSWerefound．cervicalvein
（e）×1，000（f）×4，500
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Fig．4（A）．ObservationsofthelOmin－illuminatedsegmentoftheendothelialsurfacesofthecervicalartery

byscanningelectronmicroscopeSEM．Plateletaggregatesadheringtotheluminalsurfaceofacer－

Vicalartery．Thedegreeoftheadhesionofplateletswasclearlystrongerinarterythaninvein．cer－

vicalartery（a）×30（b）×1，000（C）×4，000（d）×4，500

Fig．4（B）．ObservationsofthelOmin－illuminatedsegmentoftheendothelialsurfacesofthecervicalveinby

SCanningelectronmicroscopeSEM．Notethedecreasednumberofmicrovilli．cervicalvein（e）×

1，000（f）×4，000
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Fig・5・ObservationsofthelOmin－illuminatedsegmentoftheendothelialsur－

faceofthecervicalarterybytransmissionelectronmicro苧COpe（TEM）・
Tearbetweenendothelialcellsweredemonstrated・CerVICalartery X

12，000

に癒着している様子を示している23）．我々が渉猟しえた

限り，動・静脈において血栓が生じる過程での内皮細胞

障害の有無およびその程度の差異を，時間経過ごとに電

子顕微鏡で観察し比較・検討した報告はない．

本実験では，光照射時間1分間群では頚部動・静脈の

どちらにおいても，電顕（SEM）所見上，血小板の付着は

なく，内皮細胞の形態変化も認められなかった．一万，

5分照射群では動脈において内皮障害を示す所見（plas－

malemmalpitsやcrater－like structureの出現，micro－

villiの減少）が認められたが，静脈内皮では認められなか

った．10分間照射すると動脈では血小板の癒着が顕著で

あったが，静脈では1例でのみ認められただけであった．

我々は内皮損傷の程度の指標として，①microvilliの

減少，②細胞膜障害，③細胞接合部の解離，④内皮剥離

の4項目に着目し，各々の項目について観察された検体

数を，動・静脈間で比較した（Table1，2）．5分間照射

群と10分間照射群の各観察項目毎に2×2分割表を用い

て動・静脈間で観察頻度をX二乗検定したところ，micro－

Villiの減少について有意差が認められた（p＝0．035）．今回

の観察結果から，静脈内皮でも動脈内皮と同様の血管内

皮障害が生じていることが示唆されるが，rOSebengal投

与後の光照射時間が同じであれば，各項目毎の血管内皮

障害の程度は静脈よりも動脈の方が大きく，故に動脈の

方が血栓化を来しやすいことが示された．なお，血管内

皮の機能的差異に関しては，D，AngeloらはtPA活性に

ついて静脈のほうが動脈よりも明らかに高いことを示し

ておりが），このことからも動脈の方が血栓化を来しやす

い可能性が考えられる．

本モデルにおいて，何故，動脈内皮の方が静脈内皮よ

りも損傷されやすいのかについては，今後，動・静脈に

おける潅流庄・血流等の血行力学的な因子の違いが内皮

損傷に及ぼす影響29）やtPA活性などの内皮細胞の機能的

な差異の影響を検討する必要があると思われる．

ま　　と　　め

光感受性色素（rosebengal）を用いた血管閉塞モデル

において，血小板の付着・血栓化には，電顕所見上，内

皮細胞膜の障害・細胞接合部の解離・内皮剥離などの内

皮障害が認められ，同障害は，静脈よりも動脈において

顕著であり，故に動脈の方が血栓化を来たしやすいこと

が証明された．
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