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研究成果の概要（和文）：種々の難治性神経系疾患では、組織低酸素状態を誘因とする血液脳関門、血液網膜関門の破
綻が起こり、病態悪化の要因となる。しかし、これら血管バリアー破綻機構の詳細は解明されていない。本研究では、
低酸素状態における神経系血管バリアー破綻機構についてin vitroおよびin vivo実験系を用いて解析を行った。結果
として、低酸素状態における血管バリアー破綻の責任因子として、血管内皮細胞に発現するM1およびM2を特定した。（
特許取得申請中のため、M1, M2と称する）

研究成果の概要（英文）： Tissue hypoxia is known to accelerate the progression of intractable neural disea
ses through the breakdown of neural vascular barrier including the blood-brain barrier and the inner blood
-retinal barrier. However, the mechanisms underlying the hypoxia-induced breakdown of vascular barrier rem
ain unclarified. Here, using the in vitro and in vivo models of neural vascular barrier, we have specified
 two molecules, M1 and M2, as the indispensable molecules for hypoxia-induced breakdown of neural vascular
 barrier, and therefore the candidate molecules for new therapeutic targets of intractable neural diseases
.   
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
脳、網膜などの神経組織は、組織特異的
に分化した血管系の有するバリアー機能に
より他組織から区画化され、神経細胞が正常
に機能するための至適組織微小環境が維持
されている。糖尿病網膜症、虚血性脳疾患を
はじめとした種々の難治性神経疾患では、血
管バリアー機能が破綻し病態悪化の大きな
要因となることが知られている。しかしなが
ら、神経系血管バリアー機能の破綻機構につ
いては全容解明には至っていない。 
神経系血管バリアーの本体は血管内皮細
胞間に形成される複雑なタイトジャンクシ
ョン網である。タイトジャンクションを構成
する分子として occludin, claudins, junction 
adhesion molecules (JAM)などの膜貫通蛋白が
知られている。それらのなかでも、27種類の
分子からなる遺伝子ファミリーを形成する
claudins はタイトジャンクション形成に必須
な分子である。脳血管内皮細胞では claudin-1、
claudin-3、claudin-5、claudin-12 の発現が報告
されているが、ノックアウトマウスを用いた
解析により、神経系血管バリアー機能に
claudin-5が重要な役割を果たすことが報告さ
れた。 
我々は、糖尿病網膜症や虚血性脳疾患な
どの難治性神経疾患における神経系血管バ
リアー破綻の誘因として、病変部組織に存在
する低酸素状態に着目し、組織低酸素刺激が
血管バリアーを破綻させる機構について解
析を進めてきた。これまで、我々はマウス脳
血管内皮細胞 bEND.3 を用い、低酸素刺激に
より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すること、この
claudin-5の発現変化、特に細胞膜からの消失
に依存して、bEND.3 細胞層のバリアー機能
障害が起きることを示した。これらの
claudin-5の発現変化が、遺伝子転写後の段階
で制御されていることも明らかにした。一方、
低酸素環境下に飼育したマウスを用いた in 
vivo実験系でも詳細な解析を行った。マウス
を低酸素環境下（7~9%酸素濃度）で 7日間飼
育することにより、低酸素代謝状態にある網
膜組織を解析したところ、in vivoにおいても
in vitro と同様に、血管内皮細胞における
claudin-5発現変化、特に細胞膜からの消失に
相関して網膜血管の低分子量分子に対する
透過性が亢進することを明らかにし報告し
た(Am J Pathol 170: 1389-1397, 2007)。 
以上の知見に基づき、神経系難治疾患に
おける血管バリアー破綻機構の解明に向け、
本研究計画では、低酸素刺激下の血管内皮細
胞における claudin-5 発現変化に焦点を絞っ
た解析を行った。 

 
２． 研究の目的 
これまでの我々の研究成果から、「組織

低酸素状態 → 血管内皮細胞の細胞膜から
の claudin-5 消失 → 血管バリアー機能破綻 
→ 難治性神経疾患の病態悪化」というカス

ケードが示された。そこで本研究では、低酸
素状態下の血管内皮細胞における claudin-5
の発現変化の制御機構に焦点を絞って解析
を行い、糖尿病網膜症・虚血性脳疾患などの
難治性神経疾患の病態解明とともに新規治
療法開発のための標的分子を特定すること
を目的とした。具体的には、特異的タンパク
質分解系である ubiquitin-proteasome系および
種々の生理的・病的状態への関与が報告され
ている metalloproteinase 活性分子を中心に解
析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養：マウス脳血管内皮細胞 bEND.3
細胞（ATCC より購入）を正常酸素濃度下
（20%O2, 5%CO2）あるいは低酸素濃度下
（1%O2, 5%CO2, 30min）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。 
 
(2) 細胞層の電気抵抗(TEER)値測定：bEND.3
細胞を 0.4mmの孔を有する cell insert上にて
confluent状態で培養し、細胞層の TEER値を
Millicell ERS Voltohmmeter (Millipore)を用い
て測定した。 
 
(3) 細胞膜に発現する claudin-5 の解析：
bEND.3細胞を PBSで洗浄後、100% methanol
で 5 分間、室温にて固定した。その後、10%
正常ヤギ血清で室温 30分処理を行い、Rabbit 
Anti-Claudin-5 Polyclonal Antibody (1:25 
dilution; Zymed)と一晩、4℃にて反応させた。
その後、Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG 
Antibody ( Life Technologies )を二次抗体とし
て、1 時間、室温にて反応させた。染色した
細胞を共焦点レーザー顕微鏡  (Zeiss LSM 
Pascal)を用い観察した。細胞膜に発現した
claudin-5を定量するため、蛍光免疫染色した
細胞を焦点レーザー顕微鏡で撮影し、細胞膜
に発現する claudin-5 の蛍光強度を測定し定
量化した。 
 
(4) RNA抽出および Reverse Transcription- 
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)：Confluent
状態後 7日目の bEND.3細胞から RNase Plus 
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いて、
total RNAを抽出した。0.1μg total RNAから
StrataScript First Strand Synthesis System 
(STRAT AGENE, Cedar Greek, TX, USA)を使
用し、cDNAを合成した。（特許出願中のため、
プライマーの配列を公表しない）。PCR 産物
を Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent 
Technologies, Germany)を用いて可視化した。 
 
(5) Small interfering RNA (siRNA)の導入：
Confluent 状態後 5 日目の bEND.3 細胞に、
Lipofectamine RNAiMAX を 用 い siRNA 
(20nM; Invitrogen：特許出願中のため、配列を
公表しない)を導入した。陽性対照として



GAPDH siRNA、陰性対照として non-silence 
siRNAを bEND.3細胞に導入した。siRNA導
入 48時間後に、total RNAを抽出し、StepOne
リアルタイム PCRシステムにて、標的分子の
発現抑制の評価を行った。 
 
(6) 動物実験：7～10週齢の C57BL/6Jマウス
を、正常酸素環境下（大気下）あるいは低酸
素環境下（4～7%）に 36時間～48時間飼育
した。低酸素環境下での飼育には酸素濃度調
節可能な飼育装置を使用した。飼育後、速や
かに眼球を摘出、網膜伸展標本を作製し、網
膜血管における claudin-5発現、網膜血管の透
過性について解析した。低酸素環境下に飼育
したマウス網膜の低酸素状態の確認は、腹腔
内に pimonidazole hydrochloride (60 mg/kg; 
ChemiconInternational)の腹腔内投与により行
った。  
 
(7) マウス硝子体内への siRNA投与：マウス
を 10%のソムノペンチルで麻酔し、片眼の硝
子体内に標的分子に対する siRNA を投与し、
反対側の硝子体内にnon-silence siRNAを投与
した。マウスが麻酔から覚醒した後、正常酸
素環境下または低酸素環境下で飼育した。 
 
(8) マウス網膜の血管透過性評価：siRNA を
マウス硝子体内に投与した後、マウスを正常
酸素環境下あるいは低酸素環境下に 2日飼育
した。 2 日後、マウスの左心室内に
FITC-dextran (10 kDa)および Hoechst stain 
H33252 (534Da)をトレーサーとして投与し、
網膜伸展標本を作製し、焦点レーザー顕微鏡
下に観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 正常酸素環境下および低酸素環境下の神
経系血管内皮細胞膜における claudin-5 発現
調節機構について 
 これまでの我々の研究により、正常酸素環
境下において bEND細胞を confluent状態で 7
日間培養すると、claudin-5が細胞膜に局在し、
bEND.3細胞層にバリアー機能が誘導される。
その後、低酸素刺激を加えると、遺伝子転写
後の制御機構により、細胞膜に発現した
claudin-5が減少し、細胞層のバリアー機能が
障害されることが示されている。そこで、本
研究では、この低酸素刺激下における細胞膜
からの claudin-5 消失機構について詳細な解
析を行った。bEND.3細胞に低酸素刺激（1%、
30 分間）を加えると細胞膜の claudin-5 が速
やかに減少し、細胞層のバリアーが障害され
た。細胞膜からの claudin-5消失が、細胞の全
claudin-5タンパク質量の減少を伴っているこ
とから、タンパク質分解系の関与が示唆され
た 。 タ ン パ ク 質 分 解 系 と し て 、
ubiquitin-proteasome 系と metalloproteinase 活
性分子の関与について検討した。 
タンパク質翻訳阻害剤 cycloheximide 

(CHX)の存在下では、正常酸素環境下におい

ても細胞膜の claudin-5 が減少したが、
ubiquitin-proteasome 系阻害剤 MG-132 を添加
することにより、その減少は完全に抑制され
た（図 1a, b）。また、CHX非存在下では、正
常酸素環境下の細胞膜における claudin-5 分
子量が増加する傾向がみられた（図 1a, b）。
一方、低酸素環境下では、CHX存在下の細胞
膜からの claudin-5消失は、正常酸素環境下に
比して亢進していること、その低酸素環境下
での亢進は、MG-132 添加によっても阻害さ
れないことが示された（図 1a, b）。以上の結
果から、ubiquitin-proteasome は正常酸素環境
下における claudin-5の turnoverに関与し、低
酸素環境下では、ubiquitin-proteasome 以外の
タンパク質分解系が誘導される可能性が考
えられた。そこで、低酸素環境下における細
胞 膜 か ら の claudin-5 消 失 へ の
metalloproteinase 活性の関与について検討し
た。正常酸素環境下においては、CHX存在下
の細胞膜からの claudin-5 消失には、
metalloproteinase系阻害剤 X（特許出願中のた
め、実在の分子名を仮に Xと称する）の添加
は有意な影響を及ぼさなかった（図 1c, d）。
一方、X添加により、低酸素刺激による細胞
膜からの claudin-5消失は、CHX存在下・CHX
非存在下ともに、正常酸素環境下のレベルま
で回復した（図 1c, d）。以上の結果から、
metalloproteinase 系は低酸素環境下での細胞
膜からの claudin-5 消失に関与することが示
唆された。 

 
 
 
  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1．低酸素刺激による claudin-5発現変化 
に対するMG-132 (a, b)および 
X (c, d)の作用。 [免疫染色および 
細胞膜の claudin-5分子の定量。NS: 
 not significant,* P<0.01, ** P<0.05, 
 t-test] 

 
(2) 低酸素環境下の細胞膜からの claudin-5消
失におけるM1およびM2の関与について 
 bEND.3細胞に発現するmetalloproteinase活
性を有する分子の発現状況を検索し、低酸素
環境下における細胞膜からの claudin-5 消失
の責任因子候補を絞り込んだ。候補分子の発
現を特異的に阻害する siRNAを bEND.3細胞
に導入した。図 2aに示すように、M1または
M2特異的 siRNAを導入した細胞では低酸素
環境下での細胞膜からの claudin-5 消失が抑
制された。さらに、M1 または M2 特異的
siRNAを導入した細胞層では、低酸素環境下
でのバリアー機能障害も抑制された（図 2b）。 
                
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2．低酸素刺激による claudin-5発現変化 
に対するM1またはM2の siRNAの効

果 。 [a. 免 疫 染 色 (NC siRNA: 
Non-silencing siRNA)；b. bEND.3単細胞
層の電気抵抗。* P<0.05, t-test.] 

 
(3) 低酸素環境下に飼育したマウスの硝子体
内へのM1またはM2特異的 siRNA投与によ
る網膜血管透過性亢進阻害について 
 In vitro 実験系にて得られた(1)(2)の知見に
ついて、in vivo実験系を用いた解析を行った。
正常酸素状態または低酸素状態の網膜組織
を用いた。マウスの硝子体内に M1 または
M2 特異的 siRNA、および陰性対照として
non-silence siRNAを投与した後、正常酸素環
境下または低酸素環境下に 2 日間飼育した。
まず、網膜組織が低酸素状態であるか否かに
ついて、低酸素代謝マーカーpimonidazole 
hydrochloride で評価したところ、低酸素環境
下にて飼育したマウスの網膜組織に
pimonidazole の有意な取り込みが確認され
（図 3a）、網膜組織が低酸素代謝状態である
ことが示された。続いて、これらのマウスの
網膜血管における claudin-5分子の発現・局在
および網膜血管透過性を解析した。
Non-silence siRNA投与マウス眼では、蛍光免
疫染色において、正常酸素環境下にある網膜
血管の内皮細胞の細胞膜には claudin-5 の連
続性・直線状シグナルが得られたのに対し、
低酸素環境下にある網膜血管内皮細胞の細
胞膜では、claudin-5シグナルは減弱し不連続
性であった（図 3b）。しかし、M1またはM2
特異的 siRNA投与マウス眼では、低酸素環境
下にある網膜血管内皮細胞の細胞膜におい
ても claudin-5シグナルは連続性・直線状であ
り、正常酸素環境下の網膜血管との差は認め
られなかった（図 3b）。さらに、それらの網
膜組織における血管透過性について、dextran 
(10kDa)および Hoechst attain H33258 (534Da)
をトレーサーとして解析を行った。その結果、
Non-silence siRNA投与マウス眼では、正常酸
素環境下にある網膜組織に比較し、低酸素環
境下にある網膜組織では Hoechst attain 
H33258 に対する血管透過性が有意に亢進す
ることが示された（図 3c）。この低酸素環境
下における網膜血管の透過性亢進は、M1 ま
たはM2特異的 siRNAの硝子体内投与により、
有意に抑制された（図 3c）。一方、正常酸素
環境下および低酸素環境下ともに、
FITC-dextran の血管外への漏れは観察されな
かった（図 3c.）。 
 
 本研究計画において、組織低酸素状態を誘
因とした神経系血管バリアー破綻に必須な
分子として M1および M2を特定した。さら
に、siRNA を用いた解析により、M1 または
M2 の特異的発現抑制により、低酸素状態を
誘因とする神経系血管バリアー破綻が阻害
されることが示された。本研究成果は、難治
性神経疾患に対する新たな治療法開発の標
的分子としての M1および M2の有用性を示
唆する意義ある成果と考えられ、トランスレ



ーショナルリサーチとしての展開が期待さ
れる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3．低酸素状態にあるマウス網膜における

M1 または M2 の siRNA の効果。[a.
は pimonidazole (green)および CD31 
(red)に対する免疫染色; b.は claudin-5
に対する免疫染色; c.は Hoechst attain 
H33258 (blue)および dextran (red)に対
する透過性の実験。 NC siRNA: 
Non-silencing siRNA] 
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