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研究成果の概要（和文）： 

TNF-α、および非ステロイド性消炎鎮痛薬のヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)へのアポトー

シス誘導、毒性、タイトジャンクションの変化について検討した。ウエスタンブロットによる

Claudin-5、Occludin 発現の変化、経上皮内皮電気抵抗値（TER）測定による細胞透過性の変化

により TNF-αのタイトジャンクションへの影響を評価した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We examined induction of apoptosis, cytotoxicity, and change of tight junction due to 

TNF - α and non-steroidal anti-inflammatory drugs in model of Influenza virus 

encephalopathy using with human umbilical vein vascular endothelial cell (HUVEC). 

We evaluated influence of TNF – α to tight junction of HUVEC by western blot for Claudin-5 

and Occludin, and by measurement of trans-endothelial epithelium endodermis electric 

resistance (TER) for alteration of cell permeability. 
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１． 研究開始当初の背景 

我々はこれまで、インフルエンザ脳症の病
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髄液検体を採取し、各種サイトカイン（炎症

マーカー）接着分子（血管内皮活性化マーカ

ー）、チトクローム C（アポトーシスマーカー）

濃度を測定してきた。その結果、インフルエ

ンザウイルス感染にともない惹起された高

サイトカイン血症が血管内皮細胞を活性化

し、血管障害をきたしてインフルエンザ脳症

を発症することを明らかにした（Morita et 

al. Brain & Development,2005）。さらに、

血清中チトクローム C が死亡例と高度後遺

症例の急性期で高値であり、髄液チトクロー

ム C が大脳に萎縮をきたした後遺症例の回

復期において高値であったことから、最重症

例の病態形成には血管内皮細胞のアポトー

シスが、回復期の脳萎縮には神経細胞のアポ

トーシスが関与すると推定した（Hosoya et 

al. Pediatric Infections Disease 

Journal,2005）。 

現在、インフルエンザ脳症に対しステロイ

ドパルス療法や大量ガンマグロブリン療法

が試みられているが、これらの治療によって

も死亡および高度後遺症例が 20－30%にみら

れる。さらに有効な治療法の開発が望まれる

が、インフルエンザ脳症のモデルがないため、

薬剤の有効性を評価するのが困難な状況に

ある。 

 

２． 研究の目的 

インフルエンザ脳症の病態モデルを in 

vitro において再現し、薬剤による病態の改

善あるいは増悪を定量的に解析して、有効な

予防・治療薬開発の基礎にする。 

 

３． 研究の方法 

本研究への協力の同意が得られた、当施設

で出生した児より臍帯を提供して頂き、唐崎

らの論文(J UOEH, 18(4): 281-285, 1996)を

参考に HUVEC を単離培養した。 

TNF-αを用い HUVEC にアポトーシス誘導し、

さらに消炎鎮痛剤添加し、アポトーシスおよ

び細胞毒性を APOPercentage 法、MTT 法でそ

れぞれ評価した。 

一方、TNF-αの HUVEC のタイトジャンクシ

ョンを構成する蛋白（ZO-1、Claudin-4、

Claudin-5、Claudin-12、Occludin）発現へ

の影響について m-RNA レベル、蛋白レベルで

検討した。さらに、細胞リアルタイムモニタ

リングシステム(cellZscope○R )により、経上

皮内皮電気抵抗値（TER）を経時的に測定し、

TNF-α細胞タイトジャンクションへの影響

（細胞透過性）を検討した。 

 

４．研究成果 

①TNF-αの HUVECにおけるアポトーシス誘導。 

  TNF-α(10pg/ml～100ng/ml)を培養液に

添加し、24 時間後に APOPercentage 法による

アポトーシスの評価では、TNF-αは濃度依存

的にアポトーシスを誘導し、以後の実験の

TNF-α至適濃度を 10ng/ml に決定した。 

 

②各種消炎鎮痛剤の TNF-α存在下での HUVEC

への影響。 

消炎鎮痛剤としてメフェナム酸、ジクロフ

ェナックナトリウム、イブプロフェン、イン

ドメタシン、アセトアミノフェンを用い、

TNF-α(10ng/ml)存在下での HUVEC への細胞

毒性を MTT 法で評価した。薬剤濃度 250M、

125M での検討ではイブプロフェン、アセト

アミノフェンはともに細胞毒性は認められ

なかったが、メフェナム酸は TNF-αの存在に

より細胞毒性が増強された。ジクロフェナッ

クナトリウム、インドメタシンは 125M では

毒性を示さなかったが、250M では細胞毒性

を示した。   

 

③10%FCS 含培地での TNF-αの HUVEC におけ



るタイトジャンクション蛋白 m-RNA発現へ

の影響。 

TNF-α(１，10pg/ml)を培養液に添加し、

HUVEC のタイトジャンクション蛋白の経時的

変化（time 0, 0.5, 4, 6, 8, 24 時間）をリ

アルタイム RT-PCR を用い m-RNA レベルで検

討した。Claudin-12 以外のタイトジャンクシ

ョン蛋白は TNF-α添加後４時間に発現のピ

ークが認められた。いかなる条件でも time 0

に比較し発現の低下は認められなかった。 

 

④2%FCS 含培地での TNF-αの HUVEC における

Claudin-5、Occuludin 発現への影響。 

TNF-α(0.1，１，10pg/ml)を培養液に添加

し、HUVEC の Claudin-5、Occludin の経時的

変化（6, 12, 24 時間）をウェスタンブロッ

トで検討した。両蛋白共に添加後６時間では

発現に変化は認められなかったが、添加後 12

時間では、Claudin-5 は濃度依存的に発現の

低下が認められた。添加後 24 時間では、両

蛋白共に濃度依存的に発現の低下が認めら

れた。 

 

⑤ 細胞リアルタイムモニタリングシステ

ムによる細胞タイトジャンクションの評価。 

血管内皮細胞を専用プレート（トランスウ

ェル○R）で培養し、cellZscope○Rを用い、経上

皮内皮電気抵抗値（TER）を経時的に測定し、

細胞タイトジャンクションへの影響（細胞透

過性）を検討した。HUVEC 培養開始後 60 時間

より、TER 値が上昇し、90 時間後に TER 値は

プラトーに達しタイトジャンクションの形

成を機能的に確認した。HUVEC 培養開始後 120

分に TNF-α(100pg/ml、1ng/ml、10ng/ml)を

培養液に添加し、TER を継時的に測定した。

TNF-αいずれの濃度でも、添加後 10 時間後

より TER値が低下し細胞透過性の亢進が確認

された。100pg/ml では添加後約 24 時間で細

胞透過性は添加前のレベルに回復したが、

1ng/ml、10ng/ml では添加後 30 時間でも細胞

透過性の回復は認められなかった。 
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