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研究成果の概要（和文）：心臓から出た大動脈は最終的には一層の内皮細胞で構成された毛細血管になる. 毛細
血管では血液と組織の間で酸素をはじめとする物質交換が行われているが, この恒常性維持の維持に重要な役割
を果たしているのが血管内皮グリコカリックスである. 
血管内皮グリコカリックスは構造が非常に不安定で脆弱であること, 毛細血管内皮細胞の構造も内皮細胞同士の
接合様式や器官による違いが大きいことにより3次元構造の同定は困難であった.本研究では心臓, 腎臓, 肝臓, 
肺, 脳の毛細血管内皮構造とその表面に存在する内皮グリコカリックスの構造の違い, さらに実験的に誘発した
血管内皮傷害の傷害形態を確認することができた.

研究成果の概要（英文）：The sugar-protein glycocalyx coats all healthy vascular endothelium and 
plays a key role in microvascular and endothelial physiology. The endothelial glycocalyx has been 
particularly difficult to characterize and understand in terms of its three dimensional structure 
because of its fragility and instability. In addition, endothelial cell structures are specific for 
each organ and include at least three types of capillaries: continuous, fenestrated, and sinusoidal.
 Given the structural and functional differences among the endothelium types, one could speculate 
that the morphology of glycocalyx would also vary among the different types of endothelial cells. 
The present study determined the structural difference of endothelial glycocalyx in heart, kidney, 
liver, lung and brain, respectively. 
The current study was also reported the morphological difference of the endothelial injury under 
experimental endotoxemia in each capillary vessel type.

研究分野：救急・集中治療医学

キーワード： 血管内皮障害
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研究成果の学術的意義や社会的意義
2016年敗血症ガイドラインが改訂され, 敗血症は臓器障害を伴う感染症であると定義された。敗血症における臓
器障害はサイトカインストームによる血管内皮傷害がその要因として考えられている. 血管内皮細胞の内膜面に
はグリコカリックスとよばれる糖鎖の層が存在し、近年、血管内皮傷害の本態は内皮グリコカリックスの障害で
あることが明らかになってきている. グリコカリックスは血流の制御において重要な役割を果たしており, 近年
はその機能維持・回復は新しい治療の開発のターゲットとして注目されているが, その3次元構造を視覚的にと
らえた報告はほとんどないため, 本研究により構造を明らかにする.

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
   血管内皮細胞の内膜面にはグリコカリックスとよばれる糖鎖の層が存在し、近年、血管内

皮傷害の本態は内皮グリコカリックスの障害であることが明らかになってきている。グリ
コカリックスは主にプロテオグリカンにより構成されており、微小血管のトーヌス、透過性
の調節、内皮バリアにより浸透圧較差の維持など血流の制御において重要な役割を果たし
ており、近年はその機能維持・回復は新しい治療の開発のターゲットとして注目されている。
内皮グリコカリックスの合成と分解は血管内腔と内皮細胞内で行われ、血管内腔において
血流による Shear Stress で脱落と血漿タンパクとの結合により新生を続けながら常に更新さ
れ平衡状態にある。そのため臓器ごとにグリコカリックスはその形態が異なる可能性があ
るものの、それぞれの血管に対し 3 次元構造を視覚的にとらえた報告はほとんどない。 

２．研究の目的 
血管内皮グリコカリックスは構造が非常に不安定で脆弱であること, 毛細血管内皮細胞

の構造も内皮細胞同士の接合様式や器官による違いが大きいことにより 3 次元構造の同定
は困難であった. 実際, グリコカリックスの形態は報告によって大きく異なっている. 
本研究ではそれぞれ構造の異なる心臓, 腎臓, 肝臓, 肺, 脳の毛細血管内皮構造とその表

面に存在する内皮グリコカリックスの構造の違い, さらに実験的に誘発した血管内皮傷害
の傷害形態を明らかにする. 

３．研究の方法 
   10 週齢のオスの C57BL6 マウスを屠殺し、グルタールアルデヒドと硝酸ランタンを含ん

だカコジル酸バッファーを 100mmHg の圧で左心室心尖部より注入し 5 分間還流固定を行
う。還流固定後素早く臓器を取り出し、さらに 2 時間還流液に浸した後、グルタールを除去
したカコジル酸バッファーに置換しさらに一晩浸す。翌日アルカリ性の洗浄液で洗浄後カ
コジル酸バッファーに浸す。このようにして得たサンプルを、液体窒素による凍結割断法を
用いて走査型電子顕微鏡用のサンプルを作製する。また、同様にして作成したサンプルを脱
水しエポン樹脂に埋め込み透過型電子顕微鏡用のサンプルとして使用する。これらサンプ
ルを走査型電子顕微鏡 (S-4500, Hitachi)と透過型電子顕微鏡 (HT7700, Hitachi)を用いて観察
を行う。S-4500 の反射電子検出器とエネルギー分散 X 線分析を用いてランタンの検出を行
う。 

４．研究成果 
  (1) 臓器ごとに構造の異なる血管内皮上のグリコカリックスの超微形態の同定 
    生体の微小循環の中心的役割を担う毛細血管の構造は, 臓器によって血管内皮の形態

は大きく異なり連続型、有窓型、洞様型の 3 つに分類される.1 
連続型毛細血管は心臓, 肺, 骨格筋, 神経に存在する. その構造はいわゆる一般的な血

管の管構造を示し, 内皮細胞は核の部分で厚いが, そのほかの細胞質の部分は 0.1-0.2 µm
と薄い. 心臓毛細血管では細胞同士の連結部は閉鎖結合強く結合しており孔構造は認め
られず, 内皮細胞の外側を基底膜が完全に覆っている (FIGURE 1A). この形態の毛細血
管ではグリコカリックスは血管内皮全体を覆うように存在しているため, グリコカリッ
クス存在下では血管内皮細胞の表面構造を確認することはできない (FIGURE 1A).1 

腎臓の糸球体に認められる有窓型毛細血管は一定間隔に規則正しく配列する特徴的な
小孔構造を有している. 解剖学的にはこの小孔は 60-80nm であるが小孔を覆うように存

 
FIGURE 1: 正常血管における血管内皮グリコカリックスの走査型電子顕微鏡像 
健常マウスの心臓, 腎臓, 肝臓の走査型電子顕微鏡像. 硝酸ランタンを用いてグリコカリックスの描出を行っている. 
A1) 心臓毛細血管の血管内皮グリコカリックス描出像. A2) は A1 の四角で囲まれた部分を拡大した像. ブロッコリ

状の血管内皮グリコカリックスが血管内腔を覆っており, 血管内皮細胞の内腔表面を確認することができない. B1) 
糸球体毛細血管内皮グリコカリックス像. B2) B1 の四角で囲まれた部分を拡大した像. 血管内皮グリコカリックスが

糸球体の血管表面を覆っており, 有窓型毛細血管の小孔構造を表面からは確認できない. C1) 糸球体タコ足細胞の表

面像. C2) C1 の四角で囲まれた部分を拡大した像. グリコカリックスはタコ足細胞にも存在し, その表面を覆ってい

るのが確認できる. D1) 肝臓洞様血管の内皮の表面像. D2) D1 の四角で囲まれた部分を拡大した像. 洞様血管では内

皮グリコカリックスが孔をふさがない形で存在している 



在するグリコカリックスによって
孔のサイズは 15nmほどまで狭小化
する.1 この内皮細胞は連続型の場
合と同様に外側は基底膜により完
全に覆われている. この基底膜を
こえてタコ足細胞のレベルまで達
すると孔のサイズは 6nm ほどとな
るのに加えて, タコ足細胞の表面
もグリコカリックスで覆われてい
ることが観察され  (FIGURE 1C), 
アルブミンや大分子は通過するこ
とができない構造になっている . 
有窓型毛細血管は腎糸球体の他に
一部の内分泌臓器に認められる. 

肝臓で認められる洞様型毛細血
管は, 内皮細胞同士の結合は弱い
ため不整形な卵円形の孔がある . 
また上記の 2 つの毛細血管と異な
り基底膜はあまり発達しておらず, 
他の型の毛細血管に比べ、管腔が広
いため血流も遅いという特徴があ
る. そのため, 物質の通過が容易で
あり, 血液はこの孔を通して Disse
腔と交通しビリルビンなどの物質
の交換を行っている. 肝臓の毛細
血管のグリコカリックスはこの卵
円形の孔を覆っておらず, 心臓や
腎臓の血管に比べてグリコカリッ
クスの構造が薄いことがわかった 
(FIGURE 1D). この理由として, 洞
様型毛細血管ではグリコカリック
スの主要な構成成分であるグリコ
サミノグリカンの除去が活性化さ
れているため, グリコカリックス
の発達が抑制されていることがあ
げられる .1 洞様型毛細血管は肝
臓の他には脾臓や骨髄などの造血
系臓器に見られる.  

このように内皮細胞は臓器によ
り異なった構造をとり, 血管内皮
細胞を覆うグリコカリックスの形
態もまた内皮細胞のタイプによっ
て異なる . 実際 , 連続型毛細血管 
(心臓), 有窓型毛細血管 (腎臓), 洞
様型毛細血管 (肝臓) を比較した
場合, 血管内皮グリコカリックス
は心臓, 腎臓と比較すると肝臓で
の血管内皮グリコカリックスは薄
い構造をとっていた.1 
連続型毛細血管は心臓, 肺, 骨格筋, 神経に存在するが, 肺循環と体循環では血管内圧

力が異なることや臓器の機能など内皮細胞の形態は同じであってもその環境が全く異な
る. 特に、脳には中枢神経系の機能維持に不可欠な防護壁である血液脳関門が存在し, 血
管内皮細胞間の連続性のあるタイトジャンクションと内皮細胞を取り巻くように周皮細
胞, さらにアストロサイトの足突起が存在する複雑な構造を呈している. 
同じ連続型毛細血管の形態を示す心臓, 肺, 脳の血管内皮グリコカリックスの構造を

比較すると, これらの血管では血管内皮全体を覆うようグリコカリックスが存在するの
は同じであるが, その厚さが大きく異なる (FIGURE 2).2 特に脳では心臓に比べて厚い形
態になっており, 脳血管関門機能の一端を担っている可能性も示唆されている (FIGURE 
3A and B). 一方で肺毛細血管では血管内皮グリコカリックスは非常に薄く, 肺胞とのガ
ス交換機能や肺循環の血管内圧の低さなどが影響している可能性も考えられる 
(FIGURE 3C).2,3 

(2) 敗血症時の急性血管内皮傷害下におけるグリコカリックスの構造変化の検証 

 
FIGURE 2: 脳, 心臓, 肺毛細血管内皮グリコカリックスの

走査型電子顕微鏡像における形態の比較 
連続型毛細血管の形態を示す脳、心臓、肺毛細血管の走査型

電子顕微鏡による比較像. (A) 上段: 電子染色を施行してい

ない脳毛細血管内皮. 下段: 硝酸ランタンを用いてグリコカ

リックスを描出した脳毛細血管.血管内皮細胞を覆うように

非常に厚いグリコカリックスが存在するのを確認できる。

(B) 上段：電子染色を施行していない心臓毛細血管内皮. 下
段: 硝酸ランタンを用いてグリコカリックスを描出した心

臓毛細血管. 血管内皮細胞を覆うようにグリコカリックス

が存在するのを確認できる. 脳と比較して薄い構造である

ことが確認できる. (C) 上段: 電子染色を施行していない肺

毛細血管内皮. 下段: 硝酸ランタンを用いてグリコカリック

スを描出した肺毛細血管. 血管内皮細胞を覆うようにグリ

コカリックスが存在するのを確認できる. 脳, 心臓と比較し

て薄い構造であることが確認できる 



敗血症は感染に引き続きサイトカインストームを生じる大変複雑な病態であるため、
その解析が非常に困難な病態の一つである。本研究では、まずグラム陰性桿菌の外膜構
成成分であるリポ多糖体（LPS）を用いた菌体の存在しないモデルを用いて検討を行った。 

2016 年敗血症ガイドラインが改訂され, 敗血症は臓器障害を伴う感染症であると定義
された. 全身で同時多発的に臓器障害を生じる原因として, 急性炎症反応とこれにとも
なう各種サイトカインなど化学伝達物質の発現増大が血管透過性亢進, 血管内皮障害な
どを全身の血管に引き起こすことが挙げられる. 全身性の炎症で血管内皮障害が生じる
と, アルブミンや Fluid が血管内から間質に流出するようになるが, この現象はグリコカ
リックスの剥離が引き起こしていると考えられる.グリコカリックスの障害は透過性亢進
に伴い間質への血液貯留を引き起こすとともに, 血管トーヌスの低下, 凝固活性の亢進
そして持続的な微小血栓の形成などが引き起こす. 

リポ多糖（LPS）20mg/kg を腹腔内投与し血管炎を誘発したマウスでは LPS 投与後, シ
ンデカン１の血中濃度は上昇する.1,3 シンデカン 1はグリコカリックスを形成するプロテ
オグリカンのコアタンパクであり, 血管内皮が障害されると血管内皮から血中へ遊離す
るため, 血中のシンデカン 1 濃度はグリコカリックスの障害のマーカーとしての可能性
が示唆されている.4 
形態学的には, LPS を投与すると心臓の連続型毛細血管では血管内にフィブリンの蓄積

が生じ, 血管内皮の浮腫により血管壁に著明な肥厚が生じる (FIGURE 3A1). 血管内皮グ
リコカリックスは LPS 投与により血管内皮から剥がれ落ち, 内皮表面が血管内腔に露出
していることが確認できる (FIGURE 3A2 and A3). 
腎臓の有窓型毛細血管では小孔構造が破壊され閉塞している. また正常時には血管内

皮, 基底膜, タコ足細胞がそれぞれ固く結合し三層構造を形成しているが, LPS 投与によ
り破壊され基底膜とタコ足細胞が剥離し, 内皮の小孔構造も崩壊している (FIGURE 
3B1).1 内皮グリコカリックスも剥がれ落ち、残渣が血管内に認められる (FIGURE 3B2 

 
FIGURE 3: 敗血症性血管炎下での血管内皮グリコカリックス傷害形態の走査型電子顕微鏡像 
A) 敗血症性血管炎を起こした心臓連続型毛細血管の超微形態. A1) 電子染色を施行していない連続型毛細血管像. 
炎症により惹起された浮腫様変化によると考えられる毛細血管壁の肥厚が認められる. A2) 電子染色により内皮グ

リコカリックスが描出された心臓連続型毛細血管. A3) A2 の四角の部分を拡大した像.グリコカリックスが血管内皮

表面から剥がれ落ちて血管内皮表面が露出し, 血管内腔にグリコカリックスの残渣が認められる（A3, 矢印）. B) 敗
血症性血管炎を起こした腎糸球体有窓型毛細血管の超微形態. B1) 電子染色を施行していない有窓型毛細血管像. 
有窓型毛細血管の特徴である小孔構造が崩れてその形状が確認できなくなっている. また炎症による浮腫が原因と

考えられる血管壁の肥厚が認められる. B2) 電子染色により内皮グリコカリックスが描出された腎糸球体有窓型毛

細血管. B3) B2 の四角の部分を拡大した像. 血管表面から剥離したグリコカリックスの残渣が確認できる (B3, 矢
印). C) 敗血症性血管炎を起こした肝臓洞様型毛細血管の超微形態. C1) 電子染色を施行していない洞様型毛細血管

像. 洞様型毛細血管の特徴である不整型で大型の孔がほぼ閉塞していることが確認できる. C2) 電子染色により内

皮グリコカリックスが描出された肝臓洞様毛細血管. C3) C2 の四角の部を拡大した像. 他の血管と同様に血管表面

からグリコカリックスが剥離しているのを確認することができる 



and B3). 
肝臓の洞様型毛細血管で

は LPS 投与により卵円形の
小孔が閉塞していることが
確認され , 透過型電子顕微
鏡による観察では小孔が血
管内皮の浮腫により閉塞し
ていることが確認される 
(FIGURE 3C1). LPS 投与によ
り剥がれ細断されたグリコ
カリックスは血管腔内に認
められる (FIGURE 3D2 and 
D3). 同じ連続型毛細血管で
あっても肺, 心臓では血管
内皮グリコカリックスが完
全に剥離し血管内皮細胞表
面が血管内腔に露出してい
る一方で , 脳の毛細血管で
は LPS 投与後には血管内皮
グリコカリックスは菲薄化
するが , 血管内皮表面にグ
リコカリックスは残存して
おり , 残存しているグリコ
カリックスの厚さは正常心
臓毛細血管内皮のグリコカ
リックスの厚さ程度は存在
している (FIGURE 4). その
ため , 脳血管内皮表面は傷
害を受けておらず , また肺
や心臓では血管透過性が亢
進するのに対して脳血管で
は血管透過性が適切なレベ
ルで維持されているのであ
る . 肺の毛細血管に関して
は , 敗血症に続発する急性
呼吸促迫症候群は肺毛細血
管内皮グリコカリックスの
障害を通して血管内皮傷害
が生じ , その要因のひとつ
に好中球から分泌される好
中球エラスターゼがあげら
れている .5,6 近年の研究に
より、内皮グリコカリック
スの機能は徐々に明らかに
されてきているが、その構
造の分解・生成にShare Stress
がかかわっていることから
心臓や腎臓などの高圧系臓
器と肺のような低圧系臓器
ではその血管に存在する内
皮グリコカリックスの形態
が異なる可能性が考えられていた. 本研究では血管内皮グリコカリックスの構造が臓器
ごとに異なることが明らかとなった。 
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FIGURE 8: 敗血症性血管炎下での脳, 心臓, 肺毛細血管内皮グリコ

カリックスの走査型電子顕微鏡像における形態の比較 
敗血症性血管炎下での脳, 心臓, 肺毛細血管の走査型電子顕微鏡によ

る比較像. (A) 上段: 電子染色を施行していない脳毛細血管内皮. 下
段: 硝酸ランタンを用いてグリコカリックスを描出した脳毛細血管. 
血管炎下においてもグリコカリックスが残存しているのを確認でき

る. (B) 上段: 電子染色を施行していない心臓毛細血管内皮. 下段: 
硝酸ランタンを用いてグリコカリックスを描出した心臓毛細血管. 
血管内皮グリコカリックスが血管内皮より剥離し血管内腔に血管内

皮表面が露出していることが確認できる. (C) 上段: 電子染色を施行

していない肺毛細血管内皮. 下段: 硝酸ランタンを用いてグリコカリ

ックスを描出した肺毛細血管. 心臓毛細血管と同様に血管内皮グリ

コカリックスが血管内皮より剥離し血管内腔に血管内皮表面が露出

していることが確認できる 
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