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研究成果の概要（和文）：腔内圧（眼内圧や尿路内圧等）の上昇は神経変性や粘膜変性を惹起する。その閾値は
30 cm水柱程度と比較的低値であり一定である。細胞にこの程度の圧を負荷できるtwo-chamber培養装置を新規に
考案した。初代培養神経細胞は30 cm水柱以上の圧負荷で軸索変性を来すことがわかった。この際には軸索の細
胞膜上に存在するIgCAM型接着分子CADM1の細胞外切断が亢進し、その細胞側産物の蓄積が変性誘因の１つであっ
た。一方、円柱状の上皮細胞では30 cm水柱以上の圧負荷で形状は扁平化するとともに、増殖が抑制されること
がわかった。本研究は軽微な圧負荷が病変を形成するに至る病態生理の解明に寄与するものである。

研究成果の概要（英文）：Elevation of intraluminal, such as intraocular and intra-renal pelvic, 
pressure causes neuronal and mucosal degeneration. The threshold is fairly low and constant, 
approximately 30 cmH2O. A new two-chamber culture system was devised wherein cells were cultured on 
a semipermeable membrane and subjected to increased medium height (water pressure up to 60 cmH2O). 
Primary cultured mouse neurons were found to fall into axonal degeneration when loaded with 30 cmH2O
 or more, in association with increased ectodomain shedding of CADM1, an IgCAM member expressed on 
neuritic cell membrane. The cell-side remnant produced by shedding appeared to be involved in axonal
 degeneration. Columnar epithelial cells were flattened and growth suppressed when loaded with 30 
cmH2O or more. This work contributes to our understanding the pathophysiology of the development of 
degenerative lesions caused by low static pressure burden.

研究分野： 病変解析の実験病理学、接着分子の病態学
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１．研究開始当初の背景 
生体内のある種の組織や細胞には健常時に
おいて一定の内圧が付加されている。その内
圧が何らかの機序で上昇すると、種々の疾患
や病態が生じる。その際に生じる病変には共
通性があり、病理組織所見の基本は細胞変性
（アポトーシスを含む）である。代表的な例
を次表に掲げる。興味深いことに、これらの
疾患や病態の発症原因となる内圧力の上昇
には一定の閾値があり、その閾値は疾患や病
態に関わらず、概ね一定で約 30 cm 水柱（＝
0.03 気圧＝30 ヘクトパスカル）である。こ
の圧力は、日常的に経験される高気圧と低気
圧との気圧差程度であ
り、ヒトの体表面での感
覚からすると、“非常に
弱い力”である。にもか
かわらず、30 cm 水柱程
度の圧力が細胞変性の
原因となるのである。研
究者は、この現象を解析
するための培養装置を
単純な発想により考案
した（図）。本装置は開
放系の two-chmbae 培
養系より成り、培養液
の水柱（高さ 30~50 
cm）が 1.0 microm 穴
あき透過膜の上に水漏
れなく垂直に連結され
ており､透過膜上で培
養した細胞に対して
30~50 cm 水柱の圧力
が静的に数日間付加さ
れる。 
一方研究者は、病的な

細胞変性・アポトーシス
に IgCAM 型の接着分子
CADM1（cell adhesion 

図 水柱下培養装置(上)とその構造模式図(下) 

 
molecule 1）が関与することを見出した。肺
気腫の肺胞上皮、及び２型糖尿病の膵島β細
胞では、CADM1 細胞外領域の酵素的切断
（shedding）が亢進し、その結果細胞内に産
生される断片（αCTF）が肺胞上皮とβ細胞
のアポトーシスを誘導する（Thorax, 2014; 
Plos One, 2014）。また、CADM1 は中枢及び末
梢の神経細胞軸索に広く発現しており、マウ
ス後根神経節細胞を用いた予備的実験にお
いて、30～40 cm 水柱の圧付加で CADM1 の
shedding 亢進が認められた。 
 

２．研究の目的 
眼内圧の上昇は緑内障の原因となり、網膜

神経節細胞のアポトーシスを惹起する。人工
陽圧換気時に気道内圧が上昇すると肺胞上
皮が変性に陥る。これらの病態を惹起する内
圧には共通の閾値があり、概ね 30 cm 水柱（＝
0.03 気圧）程度で、日常感覚からすると非常
に軽微である。本研究課題では、培養液水柱
の下で培養する装置を開発し、30 cm 水柱相
当の圧力に対して種々の上皮細胞や神経細
胞がどのように応答するのかを分子レベル
で解析する。肺気腫における肺胞上皮変性誘
導因子 CADM1（IgCAM 型接着分子）に注目す
るとともに、圧力上昇に伴う遺伝子・蛋白発
現の変化を網羅的に解析することにより、軽
微な圧が病変形成に至る分子基盤の全容解
明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）培養液の水柱（高さ 30～50 cm）が 0.4 
microm 穴あき透過膜の上に水漏れなく垂直
に立つ培養装置を作製し、透過膜上で培養し
た細胞に対して 30～50 cm 水柱の圧力が静的
に数日間付加される培養系を樹立する。 
（２）種々の上皮細胞（肺胞上皮や消化管腺
上皮）や神経細胞（網膜神経節細胞や後根神
経節細胞）を透過膜上で培養し、圧付加によ
って細胞数や増殖速度、アポトーシスや神経
突起変性の頻度、CADM1 などの接着分子や神
経特異的分子の細胞内局在などがどのよう
に変化するか調べる。 
（３）CADM1 については、圧付加によって細
胞外ドメイン shedding が亢進し、全長型が
減少することを示し、shedding の阻害によっ
て細胞変性・アポトーシスを抑制できるか検
討する。 
（４）圧付加による遺伝子・蛋白発現の変化
を DNA マイクロアレイとプロテオミクス
（2D-DIGE と LC-MS/MS）により網羅的に解析
し、細胞変性の分子経路を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）新規に考案した装置が培養系として有
用であるかの検定を行った｡ 
①機械的検定：水柱の高さが数日～1 週間程
度保持されるか検討した。水柱液面の低下は
1日当たり2ミリ以下にとどまっていた｡実質



的な水漏れはなく､透過膜通過による液面低
下と考えられ､少なくとも数日間はほぼ一定
の外圧力下での培養が可能と判断さた｡ 
②化学的検定：C02ｲﾝｷｭﾍﾞｰﾀｰ内に設置した後
翌日に透過膜直上の培養液について､O2 ･ 
CO2 分圧､pH を測定し､標準的な培養液の基準
値とほぼ同等であるとわかった｡ 
③生物学的検定：オートクレーブを適切に行
うことにより､3 日間の培養にて雑菌のコン
タミネーションは観察されなかった｡ 
 
（２）本装置を用いて､静的圧力に対する各
種細胞の応答性を解析した｡ 
① 上 皮細胞 の 応答： 種 々の上 皮 細 胞
(NCI-H441､RLE-6TN､Caco2､MDCK など)を 0.1 
microm 穴あき透過膜付き培養インサートに
播種し､30～50 cm 水柱下で 3 日間培養した｡
細胞は扁平化し､細胞倍加時間は延長した｡ 
②神経細胞の応答：1.0 microm 穴あき透過膜
付き培養インサート内で､マウス後根神経節
細胞を神経増殖因子 NTF存在下に 2日間培養
し､神経突起のネットワークを形成させた後､
30～50 cm水柱下で 3日間培養した｡神経突起
の密度が減少し､個々の突起は細くなった｡ 
 
（３）圧負荷による神経変性の分子機序を解
析した。 
①マウス後根神経節細胞の神経突起ネット
ワークを 30～50 cm 水柱下で 3日間培養する
と、接着分子 CADM1（別名 SynCAM）の細胞外
切断 shedding が亢進し、その細胞側産物で
ある C末断片（αCTF）が増加した。 
②αCTF は神経突起上にドット状に検出され、
分子凝集が疑われた。 
③αCTF を強制発現させると圧負荷と同様の
所見が得られたので、αCTF の凝集現象が神
経変性の原因であると考えられた。 
 
（４）遺伝子・蛋白発現を比較解析した。 
圧負荷群と非圧負荷群間でプロテオミクス
やマイクロアレイによる蛋白発現・遺伝子発
現の網羅的比較解析を行った。その結果、神
経 損 傷後の 細 胞内シ グ ナル制 御 因 子
collapsin response mediator protein 4 
(CRMP4, or Dihydropyrimidinase-like 3)、
分裂期チェックポイント蛋白 Bub3、接着分子
vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM1)、
中間系フィラメント cytokeratin 14 等、機
能的に興味深い分子がノミネートされた。こ
れらの候補分子について、MDCK、RLE-6TN 等
の細胞での発現検討を行ったが、細胞種に依
存せず普遍的に圧負荷に応答する分子を同
定するには至らなかった。 
 
（なお、本水柱下培養装置は、平成 27 年 4
月に特許申請し、現在審査請求中です。） 
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