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研究成果の概要：神経組織の微小環境は、血管が形成するバリアー機能により至適状態に維持

されるが、糖尿病網膜症・虚血性脳疾患などの疾患では、局所の低酸素状態により血管バリア

ー機能が障害され病態を悪化させる。本研究では、低酸素刺激下の脳血管内皮細胞における

tight junction 構成分子 claudin-5 の発現変化が血管バリアー機能障害の主因であり、その発

現制御に ubiquitin-proteasome 系が関与していることを示唆する研究成果が得られた。 
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１．研究開始当初の背景 

中枢神経系の血管は組織特異的な分化を
示し、血液脳関門・血液網膜関門などのバ
リアー機能を有する。このバリアー機能に
より中枢神経系の至適な組織微小環境が維
持され、神経細胞が正常に機能できる。一
方、糖尿病網膜症・虚血性脳疾患などの疾
患では、血管のバリアー機能が破綻し病態
悪化の大きな要因となる。しかしながら、
中枢神経系の血管におけるバリアー機能の
誘導あるいは破綻機構については、国内・
国外において多くの研究が行われてきたに
もかかわらず、いまだその全容解明には至
っていない。我々は、糖尿病網膜症・虚血

性脳疾患などの疾患における血管バリアー
機能の破綻に組織低酸素状態が大きな誘因
として関与していることに注目し、病的状
態における血管バリアー機能破綻について、
組織低酸素状態 → 血管バリアー機能破綻 
→ 病態悪化という視点から解析を進め、糖
尿病網膜症などの難治性疾患に対する新た
な治療戦略のターゲットの特定を試みてい
る。 
我々はこれまで、個体発生過程および

種々の疾患(糖尿病網膜症、他)にみられる
血管の新生・分化機構を、基礎生物学的側
面とともに臨床病理学的側面の双方から解
析を行ってきた。まず、個体発生過程にお
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いて血管新生を惹起する因子として局所組
織の低酸素状態に着目、組織低酸素状態に
よる血管新生因子 vascular endothelial 
growth factor (VEGF)の発現誘導に焦点を
あてた解析を行った。そして、ヒト VEGF 遺
伝子上に低酸素反応性エンハンサーを特定
して世界に先駆け報告し、さらにエンハン
サーへの結合因子が転写因子 hypoxia- 
inducibe factor 1 (HIF-1)と AP1 であるこ
とも明らかにした[J Biol Chem 270:19761-19766, 1995、Biochem J 

327:419-423, 1997]。網膜血管の新生と血管バリアー
機能破綻が病態の本態である糖尿病網膜症
について、我々は糖尿病網膜症患者から手
術的に切除された血管新生病変(線維血管
性組織)の解析を行い、VEGF、特に isoform 
VEGF165の産生亢進が網膜グリア細胞に起こ
ることにより誘導される血管新生活性と、
網膜グリア細胞における MT1-MMP 産生亢進
の結果として MMP-2 の活性化が起こり誘導
される細胞外マトリックス分解活性が、血
管新生病変の形成機構に重要であることを
示した[Invest Ophthalmol Vis Sci 41:1649-1656, 2000；Invest Ophthalmol Vis Sci 

44:2163-2170, 2003]。糖尿病網膜症と同様に、関節リ
ウマチ・肺高血圧症の病的血管病変形成に
おいても、病変部局所での VEGF、特に
isoform VEGF165の産生亢進が key step とな
ることを、臨床検体の解析を通じて明らか
にした[J Pathol 191:426-433, 2000；Pathol Int 50:472-479, 2000]。また、
糖尿病網膜症や関節リウマチの血管新生病
変部の細胞に HIF-1 の局在を見出し、病変
形成における組織低酸素状態の関与を強く
示唆する所見と考えた。さらに、それらの
研究成果に基づき、糖尿病網膜症の病態を
in vitro 系にて解析を進めるため、家兎網
膜からグリア細胞を単離・培養する系を確
立し解析を進めた。その結果、低酸素状態
下の網膜グリア細胞において VEGF165と
MT1-MMP の産生亢進が起こることが証明さ
れた[Invest Ophthalmol Vis Sci 46:3817-3824, 2005]。即ち、糖尿病
網膜症患者の網膜に存在する組織低酸素状
態がこれら責任因子の産生誘導を通じて血
管新生病変の形成に関与すること示す知見
を得ている。また、この網膜グリア細胞に
おけるMT1-MMPの産生誘導がVEGF165を介し
た間接的なものであることも明らかにした
[Invest Ophthalmol Vis Sci 46:3817-3824, 2005]。 
中枢神経系血管におけるバリアー機能誘

導機構の解明に向けた研究として、我々は、
ニワトリ－ウズラ胎児間異種移植系を用い
た実験系を確立し解析を始め、個体発生過
程におけるバリアー機能誘導が局所組織の
微小環境に依存することを明らかにした
[Neurosci Lett 209:149-152, 1996]。そして、糖尿病網膜症・
虚血性脳疾患において血管バリアー機能を
破綻させ病態を悪化させる誘因として、患
者の網膜・脳組織に存在する低酸素状態と
いう組織微小環境の変化に注目し解析を進

めた。また、tight junction 構成蛋白質
claudin family の一つである claudin-5 の
ノックアウトマウスにおいて中枢神経系血
管のバリアー機能が障害されるとの報告が
なされたため、病的状態での血管バリアー
機能破綻にも claudin-5 が重要な役割を演
ずるとの仮説を立て解析を行った。そして、
マウス脳血管由来の内皮細胞株 bEND.3 を
用い、低酸素刺激により血管内皮細胞での
claudin-5 の発現と細胞膜への局在が低下
すること、その claudin-5 の発現・局在変
化に依存して bEND.3 細胞層の電気抵抗値
の低下(バリアー機能の低下)が起こること
を示した。また、低酸素状態にある in vivo
中枢神経組織として、低酸素環境下(7-9%
酸素濃度、7日間)に飼育したマウス
(C57BL/6J)の網膜組織を用い解析したとこ
ろ、in vivo においても in vitro と同様、
血管内皮細胞における claudin-5 の発現と
細胞膜への局在が低下し、この claudin-5
発現変化が血管の低分子量物質に対する透
過性亢進と相関することを明らかにした。
低分子量物質に対する選択的な透過性亢進
所見は、claudin-5 ノックアウトマウスの
中枢神経系血管の形質と同質であり、低酸
素状態下での血管バリアー機能破綻におけ
る claudin-5 発現変化の重要性を示す興味
深い知見と考えた。また、これらの
claudin-5 発現変化が転写後の段階
(post-transcriptional)で制御されている
ことも明らかにした[Am J Pathol 170:1389-1397, 2007]。また、
この claudin-5 発現変化における
ubiquitin-proteasome 系の関与を示唆する
研究成果も得られ、本研究計画の立案に至
った。 

 
２．研究の目的 

以上に記載した我々の研究成果は、血管
新生・血管バリアー機能破綻といった血管
病変が本態となる疾患(糖尿病網膜症など)
において、血管新生や血管バリアー機能破
綻をきたす誘因として組織低酸素状態が重
要であること、claudin-5 が中枢神経系血
管のバリアー機能破綻において中心的役割
を演ずる分子であることを示している。特
に、血管バリアー機能破綻については、「組
織低酸素状態 → 血管内皮細胞における
claudin-5 の発現変化 → 血管バリアー機
能破綻 → 病態悪化」というカスケードの
重要性を示す知見と考えている。これらの
知見に立脚し、本研究計画では、低酸素状
態下の血管内皮細胞における claudin-5 の
発現動態変化の制御機構に焦点を絞った解
析を行い、糖尿病網膜症・虚血性脳疾患な
どの難治性疾患に対する新たな治療戦略の
確立のためのターゲット分子を特定するこ
とを目的とした。具体的には、ユビキチン



 

 

－プロテアソーム系をはじめとした蛋白質
分解系の関与を中心に解析した。 

 
３．研究の方法 
(1)細胞培養：マウス脳血管由来の内皮細胞
bEND.3 細胞 (ATCC より購入)および遺伝子
導入後 bEND．3 細胞 (下記(2)を参照)を、
ubiquitin-proteasome 系阻害剤 MG-132 の
存在下・非存在下、正常酸素濃度下(20％ O2, 
5％ CO2)あるいは低酸素濃度下(1％ O2, 
5％ CO2)に培養した。培養液はDMEM/10% FBS
を用いた。低酸素濃度下での培養には
oxygen-regulated incubator (Astec)を用
いた。低酸素刺激実験を行う際には、刺激
開始 24 時間前に培養液を無血清の状態に
した。 

 
(2)遺伝子導入：Claudin-5 分子の C末端に
GFP タグを付加した蛋白質〔CL5-GFP〕の発
現コンストラクト〔pEGFP-N1-CL5-GFP〕、お
よびubiquitin分子のN末端にFLAGタグを
付加した蛋白質〔FLAG-Ub〕の発現コンスト
ラクト〔pcDNA3.1-FLAG-Ub〕を作製した。
これらのコンストラクトの bEND．3 細胞へ
の導入には、FuGENE® HD Transfection 
Reagent (Roche Applied Science)を用いた。
bEND．3 細胞に pEGFP-N1-CL5-GFP と
pcDNA3.1-FLAG-Ub を導入し 48 時間後に、
種々の条件（MG-132 存在下・非存在下、正
常酸素濃度下・低酸素濃度下）にての培養
を開始した。pEGFP-N1-CL5-GFP については、
bEND．3 細胞への導入後、CL5-GFP を恒常
的に発現するクローン〔bEND．3/ CL5-GFP
細胞〕を選択した。 

 
(3)免疫細胞化学的検索：培養 bEND．3 細胞
を 100% methanol で 5 分間、室温にて固定
後、5% 正常ブタ血清にて 30 分間、室温に
て処理した。その後、細胞を polyclonal 
antibody against claudin-5 (1/25 
dilution；Zymed)と一晩、4˚C にて反応さ
せた。続いて、FITC-conjugated swine 
polyclonal antibody against rabbit 
immunoglobulins (DakoCytomation Denmark 
A/S)と 6 時間、室温にて反応させた後、染
色細胞は共焦点レーザー顕微鏡(Zeiss LSM 
510 META, Carl Zeiss)を用い観察した。 

 
(4)Western blotting：培養 bEND.3 細胞蛋
白質抽出液を調整した。Lysis buffer とし
ては、10% Triton X-100, 0.2% SDS, 1 mM 
sodium vanadate, 10 mM sodium fluoride, 
1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 2 
μg/ml of leupeptin, 1 μg/ml of pepstatin
を含む PBS 溶液を用いた。抽出液(20 μg 
protein)を 12.5% SDS-PAGE にて電気泳動し、
polyvinylidene difluoride membrane 

(ATTO)に写した。Block Ace (Dainippon 
Pharmaceutical) にて非特異的結合を阻害
後、polyclonal antibody against 
claudin-5 (1/250 dilution；Zymed)あるい
は polyclonal antibody against β-actin 
(1/5000 dilution; Abcam) と１時間、室温
にて反応させた。続いて二次抗体
horseradish peroxidase-conjugated 
anti-rabbit IgG (1/15000 dilution; 
Amersham Biosciences Corp.)と 30 分、室
温にて反応させた後、Chemiluminescence 
reagent ECL Western Blotting Detection 
Reagents (Amersham Biosciences Corp.)
にて発色反応を行った。検出されたバンド
濃度の定量化には、NIH Image 1.41 program 
(available at ftp from 
zippy.nimh.nih.gov/or from 
http://rsb.info.nih.gov/nih-image; 

developed by Wayne Rasband, National 
Institutes of Health, Bethesda, MD)を用
いた。Claudin-5 バンド濃度はβ-actin バン
ド濃度にて標準化した。 

 
(5)免疫沈降：細胞蛋白質抽出液をProtein G 
Sepharose Beads と 45 分間、4℃にて反応
させ非特異的結合を阻害した後、
polyclonal antibody against GFP (1/200 
dilution; Living Colors® A.V. 
Full-Length A.v. Polyclonal Antibody; 
Clontech)を加え、2時間、4℃にてインキ
ュベーションした。そして、Protein G 
Sepharose Beads を加え overnight、4℃に
て反応後、遠心し Beads を洗浄、2x sample 
buffer を加え 5分間、95℃反応させた。反
応後、12.5% SDS-PAGE にて電気泳動し、
monoclonal antibody against FLAG (1/500 
dilution; SIGMA)にて blotting を行った。
二次抗体としては、horseradish 
peroxidase-conjugated anti-mouse IgG 
(1/10000 dilution; DakoCytomation)を用
いた。 (詳細は Western blotting の項を
参照)。 

 
４．研究成果 

 (1)低酸素下の bEND．3 細胞における
claudin-5 発現制御への ubiquitin- 
proteasome 系の関与 

   これまでの我々の研究により、
confluent 状態に達した bEND．3 細胞を
さらに 7日間、正常酸素濃度下に培養す
ると、claudin-5 の発現が細胞膜に局在
するとともに、bEND．3 細胞層にバリア
ー機能が誘導されること、そして低酸素
刺激を加えると、転写後の制御機構によ
り細胞膜から claudin-5 が消失し、bEND．
3 細胞層バリアー機能が障害されること
が示されている[Am J Pathol 170:1389-1397, 2007]。そこで、



 

 

この bEND．3 細胞における claudin-5 発
現変化に ubiquitin-proteasome 系が関
与しているかについて、ubiquitin- 
proteasome 系の阻害剤である MG-132 を
用いて検索した。その結果、MG-132 の存
在により低酸素刺激による細胞膜からの
claudin-5 の消失が抑制されるとともに、
細胞の全 claudin-5 蛋白質量の低下も阻
害されることが示された(図１)。即ち、
低酸素刺激による claudin-5 発現変化を
転写後の段階で制御する機構として、
ubiquitin-proteasome 系が関与している
ことが示唆された。また、わずかではあ
るが、MG-132 の存在により、正常酸素下
の bEND．3 細胞においても、claudin-5
分子の細胞膜への局在が亢進している傾
向がみられ、ubiquitin-proteasome 系が
生理的状態における claudin-5 分子の
turnover を制御している系である可能性
を示す知見と考えている。 

 

 
 (図１) 低酸素刺激による claudin-5 発現変化に対する  

MG-132 の作用〔免疫染色および Western blotting〕 

 
(2)Claudin-5 分子の ubiquitin 化について 
  続いて、bEND．3 細胞において、claudin-5
分子が ubiquitin 化を受けるか否か、また、
その ubiquitin 化が酸素濃度に依存するか
否かについて検索した。C末端に GFP タグ
を付加したclaudin-5、およびN末端にFLAG
タグを付加した ubiquitin を発現するコン
ストラクト(pEGFP-N1-CL5-GFP、pcDNA3.1- 
FLAG-Ub)を、bEND．3 細胞に導入し、正常
酸素濃度下および低酸素濃度下に培養した
(図２)。 

 

   
(図２) Claudin-5 分子の ubiquitin 化についての解析 

 

  正常酸素濃度下および低酸素濃度下の
bEND．3 細胞から調整した蛋白質抽出液に
ついて、Western blotting(図３)にて
claudin-5 分子を検出するとともに、免疫
沈降(抗 GFP 抗体にて免疫沈降、抗 FLAG 抗
体にて blotting)(図４)にて claudin-5 分
子の ubiquitin 化について検索した。その
結果、高 claudin-5 抗体と反応する高分子
量のバンドが検出され(図３)、免疫沈降に
て高 FLAG 抗体と反応する高分子量
CL5-GFP 分子が検出された(図４)。
Claudin-5 分子が ubiquitin 化修飾を受け
ることが示唆されるが、現時点では、
claudin-5 分子自体の ubiquitin 化、
claudin-5 分子と複合体を形成する分子の
ubiquitin 化のいずれの可能性も考えられ、
今後の更なる解析が必要である。 

 

 
(図３) Claudin-5 (内因性 claudin-5 および外来性 CL5-GFP)

〔Western blotting〕 
 

(図４) CL5-GFP 分子の修飾〔免疫沈降 (IP:GFP、WB:FLAG)〕 

 
(3)CL5-GFP 発現 bEND．3 細胞の樹立 
  中枢神経系血管のバリアー機能は、内皮

細胞間に tight junction が複雑な strand
網を形成することに依存する。そこで我々
は、claudin-5 分子が細胞膜へ局在した後、
複雑な tight junction strand 形成へと至
る機構の解明を視野に入れ、tight 
junction 構築を strand レベルで、リアル
タイムにモニターできる系を確立すべく
研究を進めている。 

 



 

 

pEGFP-N1-CL5-GFP を bEND．3 細胞へ導入
し、CL5-GFP を恒常的に発現する細胞クロ
ーン〔bEND．3/ CL5-GFP 細胞〕を選択した。
Confluent 状態において、CL5-GFP 蛋白質
の細胞膜への局在が確認され(図５)、現在、
このクローンを用いて、tight junction 
strand の動的制御機構の解析を進めてい
る。 

 

 
(図５) bEND．3/ CL5-GFP 細胞クローンにおける CL5-GFP 癒合

蛋白質の局在 
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