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研究成果の概要（和文）：1）肺血管の生体内観察と抗白血球抗体による白血球の凝集 抗白血球抗体により白血
球は肺血管表面に凝集する。直ちに肺胞内の水分量が増加し、肺水腫を形成することが生体内で観察された。
2）培養血管内皮層を用いたglycocalyxによる血管透過性の検討 単なるglycocalyxの破壊では血管透過性の亢進
は起こらないが、炎症反応を開始する遺伝子の誘導が起こっていることが確認された。glycocalyxは各受容体の
活性化を抑制していることが示唆された。 ３）抗白血球抗体を用いた肺血管透過性亢進におけるマクロファー
ジの役割　肺水腫の形成にはマクロファージが重要な役割を果たしていることが示された。

研究成果の概要（英文）：1)Intra-vital observation of pulmonary microcirculation and leukocyte 
aggregation induced by anti-leukocyte antibody It was observed under intra-vital microscope that 
lung edema developed immediately after leukocyte aggregation triggered by cognate leukocyte 
antibody. 2)The role of glycocalyx on the vascular permeability Digestion of glycocalyx per se could
 not increase endothelial permeability, however, the genetic response leading to inflammation 
commenced. Thus, glycocalyx is suggested to play an important role to insulate receptors on the 
endothelium from the luminal content. 3)The role of macrophage on pulmonary vascular permeability It
 was confirmed that lung edema induced by leukocyte aggregation needs participation of macrophage.

研究分野：体液管理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血管内皮障害と微小循環障害は様々な病態の進行に大きく関与する。この病態の進行には微小構造物であるグリ
コカリックスが鍵を握っていることが想定されてきた。本研究ではグリコカリックスを生体内で観察することを
可能とし、特に観察が難しい肺血管での生体内観察を可能とし、肺水腫の成立過程を示すことができた。さらに
研究を進め、グリコカリックスの機能を検討した。その結果、グリコカリックスは構造物として血管の透過性を
抑制するのではなく、細胞内シグナリングを抑制することで血管透過性の調節に関与することを示唆する結果を
得た。今後、重症病態である肺水腫等を含めた様々な病態の解明および治療法開発への応用が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
重症病態では、血管透過性が亢進するため血管内の容量管理に苦慮する。本来、血管は内
皮を構成する構造物により密閉性が保たれているが、敗血症等の病態ではこの構造物が崩
壊し、血管透過性が亢進していく。血圧を保ち、臓器灌流量を維持するためには血管収縮
薬と容量負荷が必要になるが、血管透過性が亢進した病態では容量負荷は効率的な昇圧効
果が望めず、むしろ間質浮腫を助長するために臓器血流にはむしろ悪化する可能性を含ん
でいる。血管透過性の亢進に介入するには血管内皮の機能を理解し、その修復を考慮しな
ければならない。血管内皮細胞間には水も含めた血管内容物を漏洩させない装置があり、
内皮表面は糖とタンパクからなる glycocalyx（GCX）層で被覆されている。敗血症ではこ
の GCX が崩壊し、それに伴い大きな分子量の血管内の物質が漏洩するのが観察されてい
る。GCXの崩壊は血管透過性亢進と密接に関連するが、必ずしも十分条件ではなく、血管
内皮間の junction の機能と制御を考えなくては、血管透過性亢進のメカニズムを解明する
ことはできない。すなわち、血管内皮保護層である GCX が障害を受けた後の血管内皮へ
のシグナル伝達と tight junctionの変化のメカニズムの解明が必要である。GCXは単なる血
管内皮表層のスイッチをカバーしているだけの構造物であるか、あるいは機能的な意義が
あるか今後のさらなる研究が待たれる。現在、臨床では重症病態の予後予測マーカーとし
て GCX の崩壊産物の血中濃度の推移をモニターする研究も進められている。あるいは各
種薬物を用いた GCXの保護についての研究も試みられている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、各種重症病態を悪化させる因子である血管透過性亢進の機序を明らかにし、
臨床的に介入できるメカニズムを提案することを目的とする。すでに血管透過性亢進が病
態の特徴である敗血症では実験モデルも確立され、多くの研究がなされており、白血球の
活性化に伴う血管内皮への凝集、GCX層の崩壊、間質の浮腫が同時に観察されている。し
かし、それぞれの因果関係は明らかではない。本研究では特に GCX の崩壊に注目し、一
連の病態進行の流れの中で主要な役割を果たしているのかを明らかにし、薬理学的な介入
ができるかを検討する。 

 

３．研究の方法 

1）肺血管の生体内観察と抗白血球抗体による白血球の凝集とは血管外水分量の測定 

GCXは可視化が困難であるが、本研究室と国立保健医療科学院で開発してきた生体内観察
法を用いて生体内で発現している GCX の崩壊と血管透過性亢進の病態を再現し、白血球
の活性化と血管外への水の漏出の時間経過を明らかにする。特に病態の進行が急激で治療
法が確立していない敗血症に伴う肺水腫の病態生理を明らかにするために肺血管での生体
内観察法を開発する。 

血管透過性亢進の病態の再現は敗血症モデルを用いることができるが、白血球の活性化と
透過性亢進を再現するには抗白血球抗体を用いても再現することができる。本研究では抗
白血球抗体を用いて急速に起きる肺水腫の発現を観察する。 

2）培養血管内皮層を用いた glycocalyxによる血管透過性の調節機能の検討 

GCXの崩壊は血管透過性の亢進に先行して観察されているが GCXは構造物として血管内
皮の密閉性を保っているのか、あるいは何らかの生物学的な機能を発揮しているかは明ら
かではない。GCXを酵素により取り除き、血管透過性の亢進が起こるかを観察する。さら



に血管内皮の遺伝子応答を見ることにより GCXの細胞生物学的役割を検討する。 

３）抗白血球抗体を用いた肺血管透過性亢進におけるマクロファージ の役割 

抗白血球抗体を用いる白血球活性化モデルでは肺水腫を実験的に再現することができるが、
その病態の成立にはいくつかのステップがある。マクロファージが最終的には肺胞内に侵
入し、肺水腫の形成に関与していると考えられる。実験的にマクロファージを除き、肺水
腫の発生が抑えられるかを検討することにより、病態の進行に介入できるメカニズムを検
討した。 

 

４．研究成果 

1）肺血管の生体内観察と抗白血球抗体による白血球の凝集とは血管外水分量の測定 

 抗白血球抗体の投与により白血球は肺血管表面に結合し、集積する。直ちに肺胞内の水分
量が増加し、肺水腫を形成することが生体内観察により示された。現 在、Journal of Intensive 

Careに投稿中である。 

2）培養血管内皮層を用いた glycocalyxによる血管透過性の調節機能の検討 

 HUVEC(Human umbilical vascular endothelial )を用いて GCXを酵素により紹介したモデル
を作成し、血管透過性の変化を TEER(Trans Endothelial Electrical Resistance)を用いて分析し 

た。単なる GCX の酵素的な破壊では血管透過性の亢進はみられなかった。しかし、遺伝
子解析によりいくつかの炎症反応を開始する遺伝子の誘導が起こっ ていることが観察さ
れた。このことから GCX という構造物自体は血管透過性には大きな影響を与えているの
ではなく、血管内皮細胞表層にある各受容体の 活性化を抑制していることが示唆された。
現在、Anesthesia & Analgesiaに投稿中である。 

３）抗白血球抗体を用いた肺血管透過性亢進におけるマクロファージ の役割 

 抗白血球抗体による肺水腫モデルを作成し、肺血管外水分量の増加及び GCX層の喪失を
観察した。その結果、肺血管において GCXの喪失が 認められ、同時に肺血管外水分量の
増加が観察された。この病態の成立におけるマクロファージの関与を知るために
chlodronateを用いてマクロファージを排除 したモデルをつくり観察した。その結果、肺水
腫の形成は抑制されることが示された。白血球の活性化に伴う肺水腫の形成にはマクロフ
ァージが重要な役割を果 たしていることが示された。本論文は現在投稿準備中である。 
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