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研究成果の概要（和文）：血管透過性亢進は重症患者の予後を悪化させるため、動物実験などによる制御方法の
探索が必要である。本研究は、従来動物を犠死させる必要があった血管透過性評価の非侵襲的方法の開発と、そ
の亢進の制御方法の探索を目的とした。評価方法の開発では、蛍光イメージング測定システムで非侵襲的に評価
したマウスの足底蛍光度が、従来の肺血管透過性評価結果と同じ傾向を示し肺の蛍光度とも強く相関するため、
非侵襲的肺血管透過性評価に有用であることを明らかにした。制御方法の探索では、エリスロポエチンが敗血症
マウスの血管透過性亢進を制御しうる可能性を見出した。今後、さらなる薬剤や適切な使用方法の探索につき、
検討を重ねていく。

研究成果の概要（英文）：Animal study is helpful to investigate therapeutic approaches to control 
increased vascular permeability, which worsens clinical outcomes in critically ill patients. 
However, conventional technique to quantify vascular permeability requires sacrifice of animals. We 
aimed to develop a non-invasive technique to quantify vascular permeability in mouse models, and 
then, investigated new therapeutic approaches to control vascular permeability. First, we found 
footpad fluorescent intensity assessed by an in vivo fluorescent imaging system had a strong 
correlation to lung fluorescent intensity, and had a same trend of severity of lung vascular 
permeability assessed by a conventional technique. Thus, the footpad fluorescent intensity 
assessment can be use to a non-invasive technique to quantify lung vascular permeability. Next, we 
found the erythropoietin may control vascular permeability in septic mouse. Further studies are 
warranted to establish ways to control vascular permeability.

研究分野： 救急集中治療医学
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１．研究開始当初の背景 
 
血管透過性は種々の侵襲により亢進する。

過剰な血管透過性の亢進は輸液量の増加や
浮腫の増大を来たし、生命予後の悪化との関
連も示唆される。よって、過剰な血管透過性
の亢進の制御は、輸液量を減らし、生命予後
の改善につながる可能性がある。 

 
過去の研究では、複数の抗体や薬剤が、血

管透過性亢進を制御しうる可能性が報告さ
れている。しかしながら、未だ血管透過性亢
進を制御する治療法は確立していない。また、
血管透過性亢進を引き起こす侵襲は多様で
あるが。いずれの病態でも血管透過性亢進の
制御が治療効果を発揮するかは明らかにさ
れていない。 

 
これらの問題を克服するためには研究が

必要であり、動物実験はその一助となる。し
かし、従来の動物実験の血管透過性の評価で
は、動物から摘出した臓器から、事前に投与
した色素の漏出量を抽出する手法が用いら
れてきたが、これは動物を犠死せしめる必要
のある手法であるため、実験結果における個
体差の影響を除外することはできず、侵襲や
治療に対する経時的な変化を追うことも困
難であった。しかし最近では、生存マウスに
おいて、二光子顕微鏡で血管透過性を経時的
に評価しえたとする報告も見られ、in vivo 
imaging を用いることにより、同一個体での
変化を観察し、精度の高い実験結果を得られ
る可能性が報告されている。また最近、励起
波長の長い新規の蛍光試薬が開発され、蛍光
imaging の進歩も見られる。これらの手法を
用いることで、従来得られなかった精度の高
い研究結果を得られる可能性が考えられた。 

 
 
 
２．研究の目的 
 
今回、敗血症と出血性ショックという、血

管透過性の亢進を呈する 2種類のモデルマウ
スを用いて、①血管透過性亢進を定量評価し、
血管透過性を制御する方法を開発し、②それ
ぞれの病態において、血管透過性亢進の制御
方 法 の 有 効 性 ( 治 療 対 象 ・ therapeutic 
window など)を評価することを目的とした。 
 
 
 

３．研究の方法 
 
①非侵襲的血管透過性評価方法の開発 
 
・実験には、8-12 週の C57BL/6J マウスを用
いた。 
・血管透過性モデルとして、全身麻酔下に、
盲腸結紮穿孔による敗血症マウスモデル
(CLP モデル)と単開腹のみの sham、血管透過
性を抑制しうる薬剤である hydrocortisone 
(HC)を手術前に投与した、CLP + HC モデルを
作成した。 
・術後 3時間後に動物に麻酔をかけ、従来用
いられてきた血管透過性評価のための試薬
である Evans blue (EB)と、蛍光を評価する
ための近赤外線蛍光試薬の混合物を静注し
た。 
・静注から 2分後に、麻酔を維持したまま足
底の蛍光イメージを撮影し、同部位の蛍光度
についての定量評価を行った。また、一部の
マウスでは採血を行い、その血液の蛍光イメ
ージングと蛍光度の定量化を行った。血液は、
100µL を 96 well plate に滴下することで、
各マウスにおいて同量ずつの定量化を行っ
た。 
・試薬投与から60分後に再度麻酔を導入し、
2 回目の足底蛍光イメージングを行い、その
後採血をし、血液蛍光イメージングを行った。 
・さらに動物を犠死せしめた後、肺の摘出と、
蛍光イメージング、その蛍光度の評価を行っ
た。 
・摘出した肺は冷凍保存とし、後日 Formamide
内で homogenize し、EB の溶液中濃度を定量
化した。 
・上記実験により得られた、各モデルにおけ
る足底・血液・肺の蛍光度と肺の EB 漏出量
とを比較することで、足底蛍光度評価の非侵
襲的血管透過性評価への有用性につき検討
した。 
 
②薬剤による、血管透過性亢進の抑制効果の
検討 
 
・血管透過性亢進モデルには、CLP マウスを
用いた。 
・①で開発した、蛍光度測定による非侵襲的
血管透過性評価方法を用いて、血管透過性を
定量評価した。 
・一部のマウスでは、足底蛍光度のみを血管
透過性の指標とし、血管透過性の重症度と生
命転帰との関係について評価した。その他の
マウスでは2回目の血管透過性評価後に犠死



せしめ、肺の血管透過性などについても評価
を行った。 
・血管透過性亢進の制御に関係する可能性が
あるが、その抑制効果が明らかではない物質
(ヒスタミン阻害薬、カルバゾクロム、抗凝
固薬、N-アセチルシステイン、エリスロポエ
チン、ビタミン類など)をマウスに投与し、
その薬効について評価を行った。 
・薬剤の投与タイミングは、CLP 手術前、CLP
手術時、CLP 手術後とし、それぞれのタイミ
ングでの薬効について評価した。 
・薬剤を投与した CLP モデル と、コントロ
ールとしての溶媒のみを投与したCLPモデル
における、血管透過性の差について、比較検
討した。 
 
 
４．研究成果 
 
①非侵襲的血管透過性評価方法の開発 
 
・本実験では、CLP 群 10 匹、sham 群 11 匹、
CLP + HC 群 8 匹のマウスを用いた。 
・従来の血管透過性評価の指標である、肺の
EB 漏出量は sham、CLP + HC 群と比べ、CLP
群で有意に高値であった (CLP vs. sham, 
P=0.0012; CLP vs. CLP + HC, P=0.011)。 
・肺と足底の蛍光度も同様に、他の群と比べ
CLP 群で有意に高値であった (肺、CLP vs. 
sham, P<0.0001; CLP vs. CLP + HC, P<0.0001; 
足底、CLP vs. sham, P<0.0001; CLP vs. CLP 
+ HC, P=0.0004)。 
・肺と足底の蛍光度は、r=0.95 と非常に良く
相関した。 
・これらの結果より、足底の蛍光度は従来の
EB と同様に、血管透過性の重症度を評価可能
であり、さらに、肺の蛍光度を非侵襲的に評
価可能であると考えられた。 
 
上記結果により、蛍光イメージングによる足
底蛍光度評価は、非侵襲的肺血管透過性評価
に有用と考えられた。 
 
 
②薬剤による、血管透過性亢進の抑制効果の
検討 
 
・各種薬剤について検討した結果、CLP 手術
30分前にエリスロポエチンを投与したCLPモ
デル(n=18)と、生食を投与したモデル群
(n=18)の間では、足底の蛍光度、60 分時に摘
出した肺の蛍光度の両者において有意差を

認めた。 
・しかし、その他の薬剤の血管透過性抑制へ
の効果は明らかではなかった。 
・CLP 手術時や CLP 手術後のタイミングにエ
リスロポエチンを投与した場合は、足底や肺
の蛍光度に差は認めなかった。 
 
今後、さらなる薬剤や、適切な投与タイミン
グの探索のため、研究を進めていく。また、
敗血症モデルにおける血管透過性抑制方法
の確立を行った後、出血性ショックモデルと
の比較を行い、異なる病態における血管透過
性 亢 進 の 制 御 の 有 効 性 ( 治 療 対 象 ・
therapeutic window など)を評価する予定で
ある。 
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