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研究成果の概要（和文）：ヘパラン硫酸の合成酵素であるEXT-1を血管内皮特異的にノックアウトしたマウス
（VCRE-EXT1KOマウス）を作成し、肺組織における血管内皮グリコカリックスの形態学的変化を経時的に観察し
た。また、リポ多糖(LPS)を15 mg/kg腹腔内注射して敗血症性血管炎を惹起し、採取した肺組織において免疫染
色での解析を行った。VCRE-EXT1KOマウスにおいて肺の血管内皮グリコカリックスが減少しているおり、LPSを投
与すると、肺における炎症細胞浸潤が明らかに増加していた。血管内皮におけるヘパラン硫酸の減少は組織の炎
症増悪に関与する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Vascular endothelial cell-specific knockout mice (VCRE-EXT1KO mice) of 
EXT-1, a heparan sulfate synthase, were generated and morphological changes of vascular endothelial 
glycocalyx in the lung tissue were observed over time. Lipopolysaccharide (LPS) was injected 
intraperitoneally at 15 mg/kg to induce septic vasculitis, and the collected lung tissue was 
analyzed by immunostaining. LPS treatment clearly increased inflammatory cell infiltration in the 
lungs. Decreased heparan sulfate in vascular endothelium may contribute to exacerbated tissue 
inflammation.

研究分野：救急・集中治療

キーワード： 血管内皮グリコカリックス　重症感染症　ヘパラン硫酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病、心不全、透析など炎症が遷延しやすい病態においても血管内皮におけるGCXの障害が生じていることが
報告されており、本研究によりグリコカリックスの障害が炎症増悪に関与する共通の病態として存在する可能性
が示唆されたことで疾患の重症化に血管内皮障害が関与している可能性が示唆されたことは社会的意義が大き
い。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
血管内皮グリコカリックスは、健康な血管内皮の表面を覆い、微小血管と内皮の生理に極

めて重要な役割を担っている。糖鎖の構成要素には、細胞結合型プロテオグリカンであるコ
アタンパク質、グリコサミノグリカン側鎖、およびシアロタンパク質が含まれる。GAG の
一つであるヘパラン硫酸糖鎖は、分岐のない直鎖状の多糖類であり、細胞表面に存在するコ
アタンパク質と共有結合する形で存在している。ヘパリン硫酸（HS）の構造は、N-アセチ
ルガラクトサミンなどのウロン酸二糖単位とグルクロン酸またはイデュロン酸が繰り返さ
れたものである。HS には様々な硫酸転移酵素が作用するため、HS の各部に硫酸基が付加
される。HS の合成は、Ext1、Ext2 などの exostosin ファミリーの糖転移酵素によって維
持されている。特に Ext1 は HS 合成に必須であり、Ext1 欠損マウスでは、機能的な Ext1
対立遺伝子を欠く細胞では HS が合成されず、胃形成異常による胚性致死となる。 

外科的侵襲、急性腎障害、慢性腎臓病、心血管疾患、糖尿病、加齢、高トリグリセリド血
症などにより、内皮グリコカリックスが傷害され、分解を引き起こすことが、これまでのい
くつかの報告で明らかになっている。これまでにも、糖尿病下で炎症が起きると内皮グリコ
カリックスが傷害され、炎症が拡大することが報告されている。また、糖尿病状態では Ext1
の発現が低下し、内皮グリコカリックスが傷害されることが報告されている。同様に、近年、
内皮の状態と免疫反応との関連性が示唆されている。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、Ext-1 によって合成された内皮グリコカリックスのヘパラン硫酸が、内皮細

胞を介した免疫反応に関与しているかどうかについて検討をおこなうことである。 
３．研究の方法 
In vivo 動物実験 
本研究を行うにあたり岐阜大学動物研究委員会（30-190）から承認を得た。マウス Ext1flox

対立遺伝子は過去の報告に基づくものである [Science. 2003;302:1044-6]. VE-Cadherin-Cre
マウスは NIBIOHN の Laboratory Animal Resource Bank から購入し［Circ Res. 2006;98:897-
904］、Rosa26-CAG-LSL-tdTomato（Ai9、Jax#：007905）マウスは Jackson Laboratories（Bar Harbor, 
ME, USA）より購入した。16 時間の飢餓の後、マウスに LPS（15mg-kg-1；Millipore Sigma, 
Burlington, MA）を i.p.で注射した。偽操作マウスでは、LPS の代わりに PBS を注射した。マウ
スは盲検法で各群に分配した。生存率は、LPS 投与後 6 時間ごとに測定した。灌流固定と眼動脈
からの採血は麻酔下で行った（塩酸メデトミジン 0.3mg-kg-1、ミダゾラム 4mg-kg-1、酒石酸ブ
トルファノール 5mg-kg-1の混合液を用い、i.p.投与）。麻酔は、角膜反射と後肢の引き出し反射
が消失すれば十分と判断した。 
血清の調製および ELISA 検査 
血液サンプルは 6 匹のマウスから、上顎動脈から分岐する頬動脈から採取し、25℃で 2 時間凝

固させ、遠心分離した（2,000×g、4℃、20 分間）。その後、上澄み液（血清）を採取した。血清
IL-6 は、マウス IL-6 用 ELISA 定量キット（Cat No.M6000B, R&D Systems）を用いて測定した。 
In vivo 透過性アッセイ（In vivo permeability assay） 
in vivo 透過性アッセイは、FITC-labeled dextran 法を用いて実施した。血清サンプルの蛍光

強度を測定し（励起、492nm；発光、525nm；Cytofluor 2300；ミリポア、ウォーターズクロマト
グラフィー）、FITC デキストラン濃度は FITC デキストランの連続希釈により作成した標準曲線
から求めた。透過率は、サンプル蛍光の線形回帰により算出した。 
病理組織学的評価 

LPS 投与 0 時間後または 48 時間後に、6 匹のマウスの肺の右葉全体を、10％ホルマリン
を含む PBS で固定し、パラフィンに包埋した。パラフィン切片（4μm）を脱パラフィンし、
再水洗した。最後に、スライドを HE で対比染色し、カバースリップした肺切片を肺水腫に
ついて以下のように採点した：1＝存在しない；2＝1〜少数の肺胞に検出可能な血清タンパ
ク質性液体；または 3＝肺に多巣〜合体パターンで血清タンパク質性液体に満たされた肺胞。
好中球の浸潤をスコア化した： 1＝存在しないか稀な孤立性好中球；2＝1 つまたは少数の
気道および／または肺胞に小さな緩い細胞凝集体として観察される検出可能な血管外好中
球；3＝肺構造物を多少浸出させた複数から合体の気道および／または肺胞に緩～コンパク
ト細胞凝集体として観察される検出可能な血管外好中球；4＝ほとんどの隣接肺構造物に浸
出するコンパクト細胞凝集体として観察される検出可能な血管外好中球. これらの実験は、
バイアスを避けるために盲検法で行われた。 
レクチン染色強度のスコアリング 
グリコカリックス損傷の定量的解析のために、小麦胚芽アグルチニン（WGA, B-1025-5; 

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）染色強度のスコアリングを、蛍光顕微鏡（BZ-
X810, Keyence, Osaka, Japan）および ImageJ ソフトウェアを使用して行った。脱パラ
フィン後、切片（4um）を切り出し、WGA ビオチン結合体（BK-1000、Vector Laboratories、
Burlingame、CA）と 4℃で一晩インキュベートした。PBS で 3 回洗浄した後、切片を
DyLight 594 Streptavidin (SA-5594, Vector Laboratories, Burlingame, CA) と 1：200 希
釈で、PBS 中室温で 1 時間インキュベートした。WGA の発現強度は、1 サンプルあたり 10



高倍率フィールド（1 サンプルあたり n = 6）で、焦点面を手動でスコア化した。 
免疫組織化学 
脱パラフィン後、切片（4μm）を切り、CD11b（ab16667; Abcam, Cambridge, UK）およ
び F4/80（bs-10701R; Bioss Antibodies, Woburn, MA, USA）に対する一次抗体とともに
インキュベートした。ターゲットタンパク質は、VECTASTAIN Elite ABC システム（Vector 
Laboratories）を用いて可視化した。 
電子顕微鏡観察 
内皮グリコカリックスはの電子顕微鏡分析をおこなった。マウスを麻酔し、次に、左心室に
設置したカニューレを通して、2％グルタルアルデヒド、2％スクロース、0.1-M カコジル酸
ナトリウム緩衝液（pH7.3）、および 2％硝酸ランタンからなる溶液を、1ml-min-1 の安定
流量で灌流した。マウスを殺した後、肺サンプルを、グルタルアルデヒドを含まない溶液で
固定し、その後アルカリ性（0.03-M NaOH）2%スクロース溶液で洗浄した。走査型電子顕
微鏡用試料の作製には凍結破砕法（S-4800，日立，東京，日本）を用いた。 
データおよび統計解析 
データは、平均値±SEM として示される。2 つのグループの比較には Student の両側 t 検定を使
用し、生存データはログランク検定を使用して分析した；P < 0.05 を有意とみなした。すべて
の計算は、GraphPad Prism (Ver. 7.02; La Jolla, CA)を用いて行った。 
４．研究成果 
EXT-1 flox/flox マウスに Vascular Cadherin Specific CRE 強発現マウスを掛け合わせ、EXT-
1 を血管内皮特異的にノックアウトしたマウス（VCRE-EXT1KO マウス）を作成した。対照として
Vcre (-) EXT-1 flox/floxマウス（Control）を用いた。 

このマウ
スの血管内
皮グリコカ
リックスを
描出し FITC
で標識した
トマトレク
チンをマウ
スの経静脈
より投与し
て、CD31 と
の二重染色
を行うと、
EXT1 ノック
アウトマウ
スで緑色に
標識された
血管内皮グリコカリックスの減少が確認された（図１）。 
次に FITCで
標識したデ
キストラン
を用いて血
管の透過性
を評価した
と こ ろ
control 群
では FITCは
血管内に留
まっている
一 方 で 、
VCRE-
EXT1KO マウ
ス 群 で は
FITC の血管
外漏出を示
した（図２）。この結果から EXT1 を血管内皮特異的にノックアウトすると血管透過性が更新する
ことが示唆された。 

 
図１：血管内皮特異的 EXT1 欠損モデルでは血管内皮グリコカリックスが著明に減少する 

 
図２：血管内皮特異的 EXT1 欠損モデルでは血管透過性が亢進する 



 次に Vcre EXT-1KO マウスにリ
ポ多糖（LPS）を 15mg/kg で腹腔
内 投 与 し 炎 症 を 惹 起 さ せ 、
6,12,24,48 時間後にマウスを屠
殺し検討を行った。Vcre EXT-1 KO
マウスおよびコントロールマウ
スに LPS を投与し、LPS 投与前、
投与 6，12，24，48 時間後の血清
IL-6 値を計測したところ、コン
トロールマウスにおいてはLPS投
与 6～12 時間で IL-6 値がピーク
に達したのに対し、Vcre EXT-1 KO
マウスにお
いては、6 時
間でピーク
に達しその
後低下が認
められた。
また全体と
して LPS 投
与後の血清
IL-6 値はコ
ントロール
と比較し有
意に低いこ
とが確認さ
れ た （ 図
３）。 
肺におけ

る浮腫の程
度をスコア
リングする
と 、 Vcre 
EXT-1KO で
は肺におけ
る浮腫の回
復が遅延しており、LPS 投与後 48
時間で有意に浮腫が残存していた
（図４）。 

好中球の浸潤も同様で、LPS 投与
後 24ｈ、48ｈの時点で Vcre EXT-
1KO は有意にスコアが高く、好中球
浸潤が遷延することが確認された
（図５）。 

さらなる評価のため炎症細胞の
マーカーを用いた免疫染色を行っ
た。LPS 投与後、CD11b 陽性細胞数
はコントロールマウスでは LPS 投
与 6 時間後にピークを迎え、その
後漸減する一方で、IL-6 濃度が低
かった Vcre EXT-1 KO マウスでも
同程度の上昇が認められた。LPS 投
与 48 時間後になっても Vcre EXT-
1 KO マウスの CD11b 陽性細胞はコ
ントロールに比べて有意に多い状
態が持続していた（図６）。また、
マクロファージのマーカーである
F4/80 陽性細胞は両群とも LPS 投
与後から上昇するが、コントロー
ルでは LPS投与 48時間後に低下す
るのに対し、Vcre EXT-1 KO マウス
においては持続高値を示し、コン
トロール群に比べ有意に増加していた（図７）。 

 
図３：LPS 投与後 Vcre EXT-1 KO マウスの血清 IL-6 は低値となる 

 
図４：Vcre EXT-1KO では肺における浮腫が遷延する 

 
図５：Vcre EXT-1KO では好中球浸潤が遷延する 

 
図６：LPS 投与 48 時間後も Vcre EXT-1 KO マウスの CD11b 陽性細

胞は減少しない 

 
図７：Vcre EXT-1 KO マウスにおいて F4/80 陽性細胞は持続高値を

示す 



 走査型電子顕微鏡を用いたグリコカリックスの観察では、LPS 投与前の control 群のマウスで
は肺血管内腔にコケ様のグリコカリックスが描出されているが、Vcre EXT-1 KOマウスでは LPS
投与前であっても血管内皮の構造が剥き出しになっている箇所が多く、その構造は破綻してい
た（図８）。 

LPS 投与
48 時間後で
はいずれの
マウスにお
いても血管
内皮グリコ
カリックス
の構造が崩
壊した箇所
がみられた
が、コント
ロールマウ
スでは一部
にグリコカ
リックスの
回復を認め
た。しかし
EXt1KO マウ
スでは血管
内皮の表面
が血管腔に
露出し、そ
の残渣が血管内表面に存在していた（図９）。 
考察 
これらの結果より Vcre EXT-1KO マウスでは血管内皮 GCX が著明に減少し、血管透過性が亢進

することが確認された。血清 IL-6 が低値にもかかわらず、Vcre EXT-1 KO マウスにおいて組織
への炎症細胞の遊走は有意に多かった。この現象は血炎症細胞の管内皮への接着が亢進したた
めと考えられ、血管内皮グリコカリックスの障害が関与していることを示唆すると考えられた。
糖尿病、心不全、透析など炎症が遷延しやすい病態においても血管内皮における GCX の障害が生
じていることが報告されている。グリコカリックスの障害が炎症増悪に関与する共通の病態と
して存在する可能性がある。 
 

 

 

 
図８：Vcre EXT-1KO マウスでは LPS 投与前からグリコカリックス構造は破綻している 

 

図９：Vcre EXT-1KO マウスでは LPS 投与後のグリコカリックス障害が著しい 
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