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研究成果の概要（和文）：　肺の急性炎症では、肺毛細血管の透過性は亢進し、結果として免疫細胞浸潤や組織浮腫を
引き起こす。今回我々は、毛細血管細胞透過性に及ぼすn-3 PUFAsの効果を検討した。fibronectin-coaed transwellの
apical surfaceに播種したヒト肺毛細血管内皮細胞を用いた。細胞はn-3 PUFAsであるドコサヘキサエン酸(DHA)もしく
はエイコサペンタエン酸(EPA)にて前処置をおこなったのちに、LPS投与にて急性肺障害モデルとした。LPS刺激前のDHA
およびEPA投与は、細胞透過性を有意に軽減させた。EPAはLPS刺激後に、ヒスタミン受容体１のmRNA発現を抑制した。

研究成果の概要（英文）：During acute lung inflammation, the lung microvasculature becomes hyperpermeable, 
resulting in immune cell infiltration and tissue edema. In this study, we examined the effects n-3 PUFAs 
onlung microvascular cell permeability.Human lung microvascular endothelial cells (HMVEC-L) were seeded 
on fibronectin-coated transwell inserts. The cells were pretreated with docosahexaenoic acid (DHA) or 
eicosapentaenoic acid (EPA) (n-3 PUFAS), and then treated with LPS to simulate acute lung injury. 
Pretreatment with DHA and EPA prior to LPS stimulation significantly attenuated LPS-induced cell 
permeability. EPA decreased histamine receptor 1 (H1R) and mRNA expression following LPS stimulation. 
Interleukin (IL)-6 mRNA expression in response to LPS treatment was significantly reduced by both DHA and 
EPA pretreatment. DHA and EPA attenuated LPS-induced lung microvascular endothelial cell permeability 
through a mechanism that may involve IL-6. EPA pretreatment may influence H1R expression.

研究分野： 救急集中治療

キーワード： ヒスタミン　血管透過性　多価不飽和脂肪酸
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１．研究開始当初の背景 

 sepsis(敗血症)は、急性呼吸窮迫症候群

や多臓器不全といった重篤な合併症を惹起

せしめる全身性炎症反応(以下、SIRS)であ

る。特にその呼吸不全は、ICU 入室患者の

死亡率に影響する。LPS は激しい肺の炎症

を惹起しSIRSやsepsisに進展せしめるが、

その本態は LPS による血管透過性亢進によ

る白血球遊走および肺水腫にある。細胞間

透過性は接着結合(以下、AJ)と密着結合(以

下、TJ)により規定され、ヒスタミンや血管

内皮成長因子(以下、VEDF)はそれらの結合

に作用し血管透過性を亢進せしめる。 

 魚油は n-3 不飽和多価脂肪酸(以下、n-3 

PUFAs)、特にドコサヘキサエン酸(以下、

DHA)やエイコサペンタエン酸(以下、EPA)

を多く含む。n-3 PUFAs に富む経腸栄養剤

は好中球浸潤を減弱せしめ、また TJ 再構築

を通して血管内皮および上皮の血管透過性

亢進を抑止することで、LPS 誘発急性肺傷

害を軽減させるとの報告がなされている。

しかし血管透過性制御因子と n-3 PUFAs の

関連性についての報告はない。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、肺毛細血管透過性に対

する DHA や EPA の効果、および LPS 刺

激下における透過性に関係する遺伝子発現

を検討することにある。n-3 PUFAs は肺毛

細血管内皮細胞におけるＬＰＳ誘発透過性

亢進を軽減させる、との仮説を立てた。 
 
３．研究の方法 
−細胞培養− 

 ヒト肺毛細血管内皮細胞 ( 以下、

HMVEC-L) を fibronectin-coated 

transwell の apical 底に播種し chamber

内に 100μL の培養液を充填し培養。同時

に basal chamber 内に 600μL の培養液を

充填した。confluent monolayer 形成は、

TEER を 24 時間毎に測定し確認した。 

−n-3 PUFAs および LPS 処置− 

 EPA、DHA の培養液中濃度は 40mM に

調整した。ビタミン C およびビタミン E は

各々75mM および 20mM に調整し、

PUFAs と共に添加刺激とした。コントロ

ール群は PUFAs 投与無しとした。単層形

成されたHMVEC-LはEPAもしくはDHA

を混じた状態で 24 時間培養された後、

LPS(1μg/mL) 且つ、もしくは EPA、DHA

を混じた培養液を apical に投与した。 

−透過性測定− 

 血管内皮透過性は、FITC-アルブミンを

用いて測定した。LPS 添加 4 時間後および

8 時間後に、apical chamber 内の培養液を

FITC-アルブミン(800μg/mL)を混じた培

養液に置換し、1 時間後に basal chamber

から培養液を採取。励起 : 485nm/蛍光 : 

535nm にて採取検体中の FITC-アルブミ

ンを測定しコントロール群との比で表した。 

−RNA 抽出・cDNA 合成・real-time qPCR

− 

 総 RNA 量は、培養 HMVEC-L から

TRIzol を用いて抽出した。RNA は cDNA

に逆転写され、ral-time PCR にて増幅した。

遺伝子発現は ddCt 法により測定した。 

−免疫蛍光染色− 

 HMVEC-L を fibronectin-coated 24 

well plate に播種したものを、LPS 添加 4

時間後に固定。処理をおこない、免疫蛍光

染色とした。 

−統計学的検討− 

 数値は平均±標準偏差にて表し、

Tukey-Kramer’s post hoc test にて解析

した。p 値＜0.05 を以て、統計学的有意と

した。 

 
４．研究成果 

−DHA/EPA 前処置は、LPS 刺激による

HMVEC-L の透過性を抑制する− 

 LPS 未投与の場合、DHA は添加 4 時間



後の HMVEC-L の透過性を亢進させる

(Figure 1A)。LPS 刺激による炎症存在下

では、DHA/EPA は 4 および 8時間後の透

過性を有意に減少させる(Figure 1B)。 

 

−EPAはLPS刺激によるH1RおよびIL-6 mRNA

発現を減少させる− 

 EPA および DHA による肺血管透過性の調

節機序を検討するため、肺血管透過性に関

わる幾つかの因子の mRNA を測定した。 

 LPS 未投与の場合、EPA および DHA はどの

種類の mRNA 発現に対して有意に作用しな

かった(Figure 2)。LPS 刺激且つ n-3 PUFAs

未添加の場合、H1R、VEGF、および IL-6 値

は増加した(Figure 2A/2E/2F)。EPA は LPS

刺激によるH1R-mRNAおよびIL-6 mRNA誘導

を有意に減弱させた(Figure 2A/2F)。DHA

は LPS 刺激による IL-6 mRNA 誘導を有意に

減弱させた(Figure 2F)。 

 

−EPA は LPS 刺激により減少した

VE-cadherin発現を減弱させる− 

 単層形成したHMVEC-LにおけるAJの状態

を調査するために、VE-cadherin に対し免

疫蛍光染色をおこなった。LPS 未投与では

VE-cadherin は細胞間隙に限局し、DHA およ

び EPA によってもその局在に変化は無い

(Figure 3A-3C)。LPS 刺激により、

VE-cadherin は部分的に崩壊する(Figure 

3D)。DHA および EPA 投与は VE-cadherin の

崩壊を減少させた(Figure 3E/3F) 

 



 本研究では DHA もしくは EPA による前処

置は、LPS 刺激下での肺毛細血管透過性を

減少させることを示した。しかし非炎症下

での DHA による透過性亢進機序は明らかに

されていない。その機序に関しては、更な

る検討が必要であろう。 

 n-3 PUFAs は TJ タンパクを変化させるこ

とで、炎症存在下での血管上皮防御障害を

改善させることが知られている。本研究で

も DHA と EPA は LPS 刺激下での透過性を軽

減させた。一方で、DHA と EPA の両者とも

に ZO-1 や occuludin の mRNA 発現に変化を

与えなかった。 

 血管内皮細胞は VE-cadherin を接着分子

として特異的に発現し、AJ は血管内皮透過

性の主要調節因子である。DHA や EPA は LPS

刺激による VE-cadherin の崩壊を減少させ、

EPA は同条件下での H1R mRNA 発現増加を有

意に減少させる。ヒスタミンは血管内皮透

過性亢進を惹起し、β-catenin と

VE-cadherinのようなAJタンパクの一時的

もしくは不可逆性の崩壊を誘導する。故に、

肺血管内皮細胞においては、DHA や EPA は

TJ よりも AJ により強く作用するのかも知

れない。 

 n-3 PUFAs は、IL-6 発現の重要な調節因

子である NF-κBを調節する。LPS 刺激下に

おける HMVEC-L において、IL-6 発現を減少

させたDHAやEPAの抗炎症作用を確認した。

IL-6 は血管内皮透過性を増強させること

から、IL-6 の減少は DHA や EPA が HMVEC-L

透過性を抑制する理由を説明している可能

性がある。故に、EPA 処置後の H1R mRNA 減

少は IL-6 発現に影響した可能性がある。以

上の結果を鑑みれば、ICU 入室重症患者、

特に急性肺傷害を有する患者に対し、n-3 

PUFAs 特に EPA は、新たな治療戦略を有す

る可能性を秘めていると言えよう。今後は

in vivo における効果の評価、効果的な EPA

投与方法・経路などが検討課題である。 
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