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研究成果の概要（和文）：片肺換気モデル(肺胞虚脱モデル)・再拡張性肺水腫のモデルを主にラットで構築して，肺胞
上皮血管のバリア機能が炎症反応によって障害されていく過程を肺胞内酸素環境の視点から捉え、低酸素誘導性因子1(
hypoxia-inducible factor1; HIF-1)の活性化の関与の証明の研究を行った。肺胞上皮における水分輸送，肺胞上皮の
タイトジャンクション機能へ酸素分圧が与える影響を培養細胞を用いた実験系で評価した結果、酸素分圧がHIF-1依存
的に水チャネルの発現、細胞バリア機能を変化させることを見いだした。

研究成果の概要（英文）：The respiratory epithelium forms an important barrier against inhaled　pollutants 
and microorganisms, and its barrier function is often　compromised during hypoxic insults. Epithelial 
activation of hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) represents one feature of airway inflammation,　but the 
functional　importance of HIF-1 within the respiratory epithelium is　largely unknown. We　evaluated the 
impact of HIF-1 activation on loss of epithelial barrier function during hypoxic insults. Involvement of 
HIF-1 in these protective effects was confirmed using the pharmacological inhibitor YC-1 and the 
activator of HIF-1 DFX adopting A549 cells derived from alveolar epithelium. Expression of mRNA and 
protein of an subunit of Namiloride-blockable ENaC, APQ5 and molecules involving in cell-cell tight 
junction ZO-1, occudin, claudin were investigated. The critical involvement of HIF-1 was demonstrated.

研究分野：麻酔科学
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１．研究開始当初の背景 
 
酸素は生命の維持に必須の分子であり、生体
の酸素代謝を適切に保つことは麻酔、集中治
療にとってのボトムラインである。 酸素需
給バランスまたは酸素ホメオスターシスの
乱れは、細胞が曝露される酸素分圧の変化を
通して細胞の機能ひいては臓器、個体の運命
を左右する。肺胞上皮は生体内でもっとも過
酷に酸素分圧の変化に晒される”場”の一つで
ある。 
肺の酸素環境は他の臓器とは決定的に異な
る。これは肺が外界と酸素のインターフェー
ス臓器であることに起因する。 
持続的な肺胞低酸素は低酸素血症を引き起
こすが，外科手術中，体外循環中または集中
治療室での治療中に様々なタイプの肺内酸
素状況が生まれる。 
 
肺胞低酸素、低酸素血症はガス交換の単位で
ある肺胞上皮細胞、肺胞間質、肺胞毛細血管
に生理的また病態生理学的な変化をもたら
す。 
周術期の無気肺の原因として，高酸素分圧気
体吸入による吸収性の肺胞虚脱，人工呼吸に
伴うものが知られている。特に分離肺換気に
よって生じる無気肺は，CT などの鋭敏な検
査によれば必発である。通常の状態ではこの
ような周術期に発生する無気肺は患者の予
後に大きな影響を与えることは少ないが，患
者の予備能が低下している場合などのよう
にさまざまな要因が加われば，この病態が急
性肺傷害(acute lung injury, ALI)または急性呼
吸窮迫症候群（ adult respiratory distress 
syndrome, ARDS)へ移行する場合がある。 
これらの臨床上の病態の病理学的な変化の
基盤には肺胞上皮細胞-肺胞間質-肺胞毛細血
管で構成されるガス交換ユニットの炎症が
ある。 
組織の酸素分圧は炎症の消長に大きな影響
を与えることが知られている 。 
低酸素状態に陥った臓器においては，炎症性
サイトカイン，リポポリサッカライド受容体
の一つである TLR-4 の発現誘導が観察され，
これらは臓器機能の障害程度とよく相関す
る。また、肺胞低酸素が引き金となる肺水腫，
高サイトカイン血症の発症との関連が報告
されている。このように組織の酸素分圧の低
下は炎症の進展に好都合な環境となる。 
この典型例の一つに再拡張性肺水腫が挙げ
られる。近年，細胞因子 vascular endothelial 
growth factor (VEGF)の発現が再拡張性に起因
する肺血管の透過性や肺水腫の成立に重要
な役割を果たしているという報告がある。低
酸素誘導性因子 1(hypoxia-inducible factor 1; 
HIF-1)は VEGFに重要な役割を果たしている。
HIF-1は 1995年に遺伝子単離された転写因子
であり，その名の由来通りに細胞の低酸素に
応答して活性化して様々な遺伝子の発現の
誘導または抑制を制御している。HIF-1 によ

り発現制御を受けている遺伝子の数は 1500
種を越えていてこの意味では HIF-1は低酸素
応答のマスター遺伝子である。 
肺内の酸素環境と炎症を担う細胞の相互作
用について検討して，さらに HIF-1が肺病態
の進展に果たす役割を片肺換気モデルを援
用した持続無気肺とそれに続発する再拡張
性肺水腫の発症の文脈で明らかにして HIF-1
を標的とする予防と治療の可能性について
検討する必要性がある。 
低酸素研究の流れに沿った本申請の研究は、
細胞内に内在する酸素分圧感知機構とその
下流の転写因子、HIF-1 の機能と肺血管のバ
リアの機能を結びつけて解析するという従
来にはなかった観点からの解析を行う点で
新規なものであり、従来の申請者らの研究成
果の延長線上にある研究であることから実
現可能性も十分に高い。臨床上遭遇する再拡
張性肺水腫の成因について細胞因子の発現
からの解析は存在するものの肺胞虚脱に時
に進行する変化について転写因子の活性化
の観点から解析した研究はほとんど存在し
なかった。 
 
２．研究の目的 
 
片肺換気モデル(肺胞虚脱モデル)・再拡張性
肺水腫のモデルを主にラットで構築して，肺
胞上皮-血管のバリア機能が炎症反応によっ
て障害されていく過程を肺胞内酸素環境の
視 点 か ら 捉 え 低 酸 素 誘 導 性 因 子
1(hypoxia-inducible factor 1; HIF-1)の活性化と
関連づけて解析することが本研究の目的で
あった。具体的には以下の解明であった。 
(1) 肺水腫モデルの確立と解析 
(2) 肺血管の透過性と肺胞上皮のタイトジャ
ンクション機能の解析 
(3) ラット（マウス）での片肺換気モデル(肺
胞虚脱モデル)の構築と解析 
 
３．研究の方法 
 
肺胞上皮における水分輸送，肺胞上皮のタイ
トジャンクション機能へ酸素分圧が与える
影響を培養細胞を用いた実験系で評価した。 
片肺換気モデルをラットで構築し肺胞低換
気または無気肺状態を作出して続発する変
化を病理学的，細胞生物学的，または分子生
物学的に検討した。 
関連遺伝子発現は半定量的リアルタイム
RT-PCR(reverse transcriptase-polymerase chain 
reaction)法と特異抗体を用いたWestern blotで
評価した。 
細胞間接着によるバリア機能は、細胞培養面
をまたぐ電気抵抗を測定することで評価し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) 肺水腫モデルの確立と解析 



肺胞上皮細胞のモデル細胞として頻用され
る樹立細胞株 A549細胞(ヒト由来)を用いた。 
Namiloride-blockable ENaC ファミリーと
AQP5 / タイトジャンクション蛋白質 (ZO-1, 
occudin, claudin)/ の遺伝子発現の酸素分圧依
存的な調節機構を mRNA の半定量的リアル
タイム RT-PCR法 で検討した。同じく蛋白質
の発現は、特異抗体を用いた Western blot 法
で検討した。 
A549 細胞において、これらの分子の発現が
酸素分圧に依存して変化することを見いだ
した。 
Namiloride-blockable ENaC ファミリーと
AQP5 の mRNA は低酸素暴露(1%O2, 12h)で
誘導された。一方、タイトジャンクション蛋
白質 (ZO-1, occudin, claudin)の mRNA発現は
同じ暴露で抑制された。 
HIF活性化剤，HIF阻害薬を用いて HIF活性
を人為的に操作し、遺伝子発現の変化を検討
し た 。 HIF-1 活 性 化 剤 と し て
DMOG(Dimethyloxaloylglycine), NPG 
(n-propyl gallate), CoCl2, DFX 
(Desferrioxamine)を用いた。HIF-1活性化阻害
薬 と し て
YC-1(3-(5'-hydroxymethyl-2'-furyl)-1-benzylind
azole)を用いてこれらの低酸素環境における
遺伝子発現変化の一部が転写因子 HIF-1の活
性化に依存していることを見いだした。 
 
(2) 肺血管の透過性と肺胞上皮のタイトジャ
ンクション機能の解析 
タイトジャンクションの機能的な変化を検
出するために特別な細胞培養法を施し、細胞
上皮で形成されるバリア機能を電気抵抗の
変化で観察した。 
低酸素への 24 時間の暴露は、細胞接着で維
持される細胞-細胞バリアにより作られる電
気抵抗を低下させるつまりバリア機能を抑
制することが観察された。 
この抑制は、HIF-1 の人為的な活性化でも同
程度に観察された。 
以上より HIF-1 は細胞-細胞バリア機能を負
に調整する因子である事が明らかになった。 
 
(3)ラット（マウス）での片肺換気モデル(肺
胞虚脱モデル）の構築と解析 
ラットでの片肺換気モデル(肺胞虚脱モデル)
の構築 ラットに気管挿管して片肺換気モデ
ル(肺胞虚脱モデル)の構築には成功したが確
実に肺水腫を作出するには至らなかった。 
無 気 肺 側 で vascular endothelial growth 
factor(VEGF)とangiopoietin(Ang-1, Ang-2)の発
現誘導が観察された。 
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