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研究成果の概要（和文）：痛み伝達物質サブスタンスP（SP）による血管内膜アルブミン透過性の調節機構を解明する
ため本研究は計画された．血液凝固因子トロンビンは内膜透過性を増加した．SPは内膜透過性を単独では増加しなかっ
たがトロンビンによる透過性増加を亢進した．血管内凝固は周術期に宿命的な現象だが，その結果として発生するトロ
ンビンによる透過性亢進は抗トロンビン活性をもつ試薬でブロックすることができた．ニューロキニン1受容体NK1R阻
害薬もこの透過性亢進を抑制したが，その効果はSPがなくとも発揮された．内皮細胞はヘモキニン遺伝子を発現してお
り，これとNK1Rを介した情報伝達が内皮細胞機能を自己調整していることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to clarify the mechanisms for perioperative modulation 
of albumin permeability across endothelial cell monolayers. The expression of mRNA for full-length 
neurokinin-1 receptor NK1R in endothelial cells was confirmed although the level of expression was very 
low. The level of mRNA for truncated NK1R was much higher and constitutive. A NK1R ligand substance P 
(SP), failed to modulate the albumin permeability when it was solely applied, while it accelerated the 
permeability in combination with fresh frozen plasma (FFP). The increase in the albumin permeability by 
FFP was potently blocked by reagents with anti-thrombin activities (heparin or urinastatin). A NK1R 
antagonist Spantide reduced the FFP-provoked albumin permeability even in the absence of SP added. 
Endothelial cells expressed the mRNA for hemokinin (TAC4), indicating that hemokinin/NK1R pathway may be 
involved in the autocrine regulation for endothelial cell functions.

研究分野：周術期管理医学，麻酔科学，疼痛治療

キーワード： 血管内皮細胞　血管透過性　ニューロキニン１受容体　サブスタンスP　ヘモキニン　バリアント受容体

  １版
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１．研究開始当初の背景 

外科的侵襲によって惹起される血管内膜

透過性の亢進は，創部周囲組織へ体液を貯留

させるため，過剰な周術期輸液やナトリウム

負荷の要因となる．術後患者の早期回復を目

的として近年提唱されている周術期管理プ

ロトコル（Enhanced R ecovery A fter Surgery 
Protocol）では過剰な輸液負荷を避けること
が推奨されている 1)．それゆえ血管内膜透過

性を修飾する分子機構を解明し，それに関連

するバイオマーカーを発見することが出来

れば，体液貯留を起こしやすい患者を特定し，

周術期輸液管理を最適化するための治療オ

プションを新たに提示することが可能とな

るであろう． 

血管透過性を亢進する分子機構のひとつ

として末梢神経が放出するサブスタンス Pが
惹起する神経原性炎症・神経原性浮腫が知ら

れている．サブスタンス P の特異的受容体で
あるニューロキニン１受容体（N K 1R）は，
脊髄後角に存在して痛み情報を中枢へ伝達

するばかりでなく，末梢組織（血管平滑筋や

血管内皮細胞など）にも発現し，サブスタン

ス Pが惹起する血管の拡張や透過性の亢進な
どに関与する 2)．N K 1R の遺伝情報は 5 つの
エクソンにコードされているが，すべてのエ

クソンから遺伝情報が転写されて発現する

完全長（full-length）m R N A のほかにも，一
部の情報が欠落した（truncated）m R N A が
スプライスバリアントとして自然発生する

ことが知られている 3)．後者の truncated 
m R N A から翻訳される N K 1R は単球などの
免疫細胞に構成的に発現している 3)．この受

容体は，神経細胞に発現している完全長受容

体と比較して，サブスタンス P 刺激に対する
反応閾値が高いことが知られている 2)． 

しかしながら，単球に分化刺激などを加え

て活性化させると完全長受容体が新たに発

現し，サブスタンス P 刺激に対する促通が起
こり，より低い濃度で細胞の興奮が発生する
4)．研究代表者らは，全血中に完全長 N K 1R
の m R N A が検出された個体では，白血球の
存在下にサブスタンス P依存性の血栓形成が
促進されることを確認し，この m R N A を血
栓発症リスクのバイオマーカーとして提唱

した 5)． 

研究代表者らは研究開始当初，血液中で検

出された完全長 N K 1R の m R N A は血液中の
細胞に由来するとの立場を取っていた．しか

し，細胞から発生するマイクロパーティクル

等の小胞が m R N A を運搬するキャリアとし
て重要な役割を持つとした知見が蓄積した

ことにより 6)，血管内皮細胞も全血中で検出

される完全長 N K 1R の m R N A の発生源であ
るとした概念を血管内血液凝固や血管透過

性亢進といった周術期病態生理を説明する

ためのスキームに取り入れることとした．す

なわち，血管内皮細胞の N K 1R スプライスバ
リアント発現プロフィールが，血栓形成性や

神経原性浮腫の発生に関する個体差を説明

しうるとの仮説に従って研究計画を再構築

することとした． 

血管内皮細胞は単球と同様に外因系凝固

の惹起物質である組織因子（tissue factor, 
TF）を発現することが知られている．マイク
ロパーティクル等の細胞由来小胞に TF が発
現した場合，その小胞周囲で血液凝固が進行

し，トロンビンが発生する．トロンビンはさ

らに血管内皮細胞に作用し，血管透過性を亢

進する． 

これらのことから，血管内膜透過性を測定

するための実験系を構築し，凝固活性を持つ

小胞（procoagulant vesicle, PV）を血管内皮
細胞から発生させる刺激を加えた際に，この

実験系に同時に加えた介入処置によって起

こる変化を観察することで，血管内凝固によ

って惹起される血管内膜透過性亢進に対す

る PV 発生や N K 1R を介した経路の役割や重
要性を検討することとした． 

 
２．研究の目的 

リポ多糖（LPS）は血管内皮細胞から PV
を発生させる既知の物質のひとつである．

LPS で血管内皮細胞を刺激した際に PV が発
生することを確認し，そのことに対する

N K 1R 阻害薬の影響を検討する．ヒト新鮮凍
結血漿（FFP）を血管内皮細胞に作用させる
ことで血管内膜透過性が亢進するか，また，

その現象に LPS が修飾をくわえるかについ
て検討する．このような，血管内皮細胞付近

で血液凝固が発生した際に惹起される内膜

透過性亢進を制御しうる試薬を特定する． 

 
３．研究の方法 



細胞培養 
ヒト単球系セルライン TH P-1 ならびにヒ
ト臍帯静脈血管内皮細胞由来セルライン

EA .hy926はD Sファーマバイオメディカル株
式会社から購入し，それぞれ推奨された方法

に従い培養を継続した． 

血管内膜透過性の測定 
細胞単層膜の透過性を評価することを目

的として製造されているセルカルチャーイ

ンサート（メルク社製）のポリエチレンテレ

フタレート膜上に EA .hy926 を密集状態まで
単層培養した．インサートを R PM I1640培養
液で三回洗浄した後，同培養液を満たした 12
穴プレートに装填した．各種試薬の他，イソ

チオシアン酸フルオレセイン（FITC）で標識
されたアルブミンをインサート内に加えた．

一定時間が経過した後，プレートの培養液

（インサート外）を一部採取し，インサート

内側から漏れ出した FITC アルブミンを蛍光
プレートリーダーで定量評価した． 

PV発⽣の定量的測定 
24穴細胞培養用プレートに，血管内膜透過
性を評価する方法と同様な条件で EA .hy926
を播種した．倒立顕微鏡で細胞が密集状態ま

で増殖していることを確認し，プレート内を

R PM I1640 で三回洗浄した後，実験を開始し
た．各種試薬で細胞を刺激し，一定時間が経

過した後，規定された量の細胞培養液を試験

管に回収した．この試験管に細胞定量用蛍光

ビーズを加え，培養液中に含まれる PV をフ
ローサイトメトリーを使用して定量的に解

析した． 

PVの凝固活性の定性的確認 7) 
PV が含まれる試験管に FFP と FITC 標識
フィブリノーゲンをそれぞれ終濃度 0.5 vol%
となるように加え，一定時間反応させた．

FITC 標識フィブリノーゲンは既報の方法に
従い作成した 8)．PV に FITC に由来する蛍光
が検出され，その蛍光強度が抗凝固薬である

ヘパリンの添加により抑制された場合，PV
が実際に凝固活性を持つと考えることが出

来る． 

フローサイトメトリー 
細胞培養上清を回収した試験管内に含ま

れる 1×104個の微粒子をフローサイトメータ
ー（Becton D ickinson (BD )社製，FA C S C anto 

II flow  cytom eter）を用いて解析した．必要
に応じて蛍光標識された特異的抗体を試料

に加えたが，溶液中の試料と定量用ビーズの

容量が常に一定となるように留意した．BD  
FA C S D IVA  softw areで測定データの一次解
析を行った後， K aluza flow  cytom etry 
analysis softw are (ver. 1.2, Beckm an C oulter, 
Brea, C A )を利用して詳細な解析を加えた． 

統計学的解析 
統計学的有意差を検定するために分散分

析を行った．群間の比較が必要な場合は

Bonferroniの補正を加えた t検定を施行した
（P < 0.05）． 

 
４．研究成果 

血管内皮細胞（EA .hy926）を 24 穴細胞培
養用プレートに密集状態となるまで単層培

養した．実験開始直前にプレート内の培養皿

を新しい培養液（R PM I1640）で三回洗浄し
た．培養液には必要に応じて N K 1R 阻害薬
Spantide (～1 µM )と LPS (100 ng/m l)を加え
た．刺激開始から一定時間経過したところで

培養上清を採取し，TF 活性を持つ PV の発生
量をフローサイトメトリーで測定した．また

同じ条件で培養し，同じ時間経過で刺激物質

を負荷した血管内皮細胞から total R N A を抽
出し，本研究に関連する遺伝子の m R N A 発
現量を評価した． 

3時間の LPS刺激は内皮細胞培養上清中の
TF 陽性 PV を有意に増加した．Spantide（10 
nM  – 1 µM ）はその増加を有意に抑制した．
血管内皮細胞は SP の前駆物質タンパク質の
遺伝子（TA C 1）を発現していなかったが，
別の N K 1R リガンドであるヘモキニンの遺
伝子（TA C 4）を構成的に発現していた． 

単球系細胞TH P-1からもtotal R N A を抽出
し，N K 1R 関連遺伝子の発現について検討し
た．EA .hy926 は，われわれが血栓発症リス
クのバイオマーカー5)として提唱している

full-length N K 1R の m R N A を極めてわずか
ではあるが構成的に発現していた．一方，

TH P-1 はこの m R N A を構成的に発現してい
なかった．しかし LPS で 2 時間以上 TH P-1
を刺激すると full-length N K 1R の m R N A の
発現が検出された． 

血管内皮細胞をセルカルチャーインサー

ト内腔側底面のポリエチレンテレフタレー



ト膜上に密集した単層状態となるまで培養

した．同インサートを培養液で三回洗浄し，

新しい培養液で満たした 12 穴細胞培養プレ
ートにセットした．細胞に刺激物質を負荷す

る場合はインサート内腔側に添加した．血管

内膜透過性を評価する場合は，内腔側に FITC
標識アルブミン（100 µg/ml）を加えた．その
蛍光標識されたアルブミンの管腔外側への

漏出を経時的に測定し，血管内膜透過性の指

標とした． 

薬物による負荷を行っていない内皮細胞

単層膜において，FITC 標識アルブミンの管
腔外側溶液への蓄積は，測定開始後 3時間以
上に渡って直線的に増加したことから，今回

作成した実験系において，血管内皮単層膜透

過性機能は測定開始後，少なくとも 3時間は
保たれると考えられた． 

内皮細胞単層膜の内腔側に LPS （100 
ng/m l）と SP（1 µM ）, Spantide（1 µM ）を
添加した（すべて終濃度で表示）．これらの

試薬で血管内皮細胞を 3時間負荷しても，血
管内膜透過性は影響を受けなかった．またこ

れらの試薬を負荷した状況下に，新鮮凍結血

漿（FFP）を内腔側に終濃度 0.5 vol% となる
ように添加した．FFP 添加後 15分で SP を負
荷した内皮細胞単層膜の透過性が有意に亢

進した．測定開始後 15分の SP による透過性
亢進の後を追うように SP 負荷を行っていな
い単層膜の透過性も亢進しはじめ，30分後の
内膜透過性に両者間の有意差は認められな

かった．Spantideを負荷した単層膜はこれら
二つの群と比較して内膜透過性が有意に低

かった．このことから FFP 添加（すなわち凝
固因子添加）による内膜透過性亢進に対する

N K 1R 阻害薬の抑制作用は，環境中に外因性
の SP を添加しなくても認められることが確
認された． 

しかしながら Spantide は FFP による透過
性亢進を完全にブロックするまでの効果を

示さなかった．一方血管内皮細胞を血液凝固

反応の結果発生するトロンビンの阻害薬で

あるヘパリン（10 unit/m l）や複数の血液凝
固因子に対して阻害作用を持つセリンプロ

テアーゼ阻害薬であるウリナスタチン（100 
unit/m l）で前負荷した後に FFP を添加する
と，FFP による内膜透過性の亢進は強力にブ
ロックされた． 

これらの結果をまとめると，(1) LPSによる
血管内皮細胞刺激は比較的短時間（3 時間以
内）のうちに TF 活性を有する PV を有意に
発生させたが，LPS単独刺激は内膜透過性に
影響を与えなかった．(2) N K 1R 阻害薬は LPS
による PV 発生を抑制した．この現象は環境
に SP を加えなくても認められた．一方，血
管内皮細胞は N K 1R リガンドのひとつであ
るヘモキニンの遺伝子(Tac4)を構成的に発現
していたことから，ヘモキニンと N K 1R によ
る自己調節機能（autocrine regulation）が血
管内皮細胞の PV 発生機能に影響を与えてい
ることが示唆された．(3) 血管内皮細胞単層
膜に FFP を負荷すると，内膜透過性は亢進し
たが，SP はこの透過性亢進を加速した．(4) 
LPS単独負荷による透過性亢進は認められな
かった．さらに LPS が FFP 負荷による内膜
透過性増加作用をさらに促進する効果は認

められなかった． 

今回の実験で，LPSによる 3時間程度の血
管内皮細胞刺激は，同細胞から TF を多量に
発現した PV の発生を増加することが確認さ
れている．研究代表者は，この TF 発現 PV
が血管内凝固の核となり，そこから発生する

トロンビンが血管内皮細胞を刺激して血管

透過性を亢進するといったスキームを想定

して研究を開始した．トロンビンの発生源で

ある FFP で血管内皮細胞を刺激すると内膜
透過性は有意に亢進し，複数のトロンビン阻

害薬（ヘパリンやウリナスタチン）が FFP 惹
起性の透過性亢進を抑制したことから，周術

期には宿命的に発生する血管内凝固すなわ

ちトロンビン産生が血管内膜透過性を亢進

することについては，今回，実験的に証明す

ることができた．しかし PV 発生増加を通し
て実験環境内でトロンビンの発生を増加す

ると考えられる LPS が内膜透過性を亢進し
ていない． 

血液凝固はセリンプロテアーゼによる限

定的蛋白分解が連鎖的に進行しポリマー化

したフィブリンが発生する反応であるが，ホ

スファチジルセリンなどのリン脂質の存在

下にその反応速度は爆発的に増加するとさ

れている 6)．PV はアポトーシス発生と類似し
た状況で発生するため，PV 表面は TF のみな
らずホスファチジルセリンが発現している．

すなわち PV 存在下に発生する血管内凝固は
血管内で均等に起こり始めるのではなく，PV



を核としたミクロな環境で発生し始める 6,7)．

LPS 刺激により TF を発現した PV が内皮細
胞から切り出されていく現象は，血管内凝固

を促進するといった生体にとって負の側面

を持つが，PV 切り出しにより内皮細胞から
離れた場所でトロンビンの発生を惹起する

ことにより，血管内トロンビン発生に伴う血

管内膜透過性の亢進を抑止するといった生

体保護的な側面も併せ持つ可能性が示唆さ

れた． 

以下に研究成果をまとめてみる．血管内皮

細胞はわずかではあるがfull-length N K 1R の
m R N A を発現しており，刺激に応じて TF 活
性を有する PV を発生させる．この PV が実
際に凝固活性を持つことはフローサイトメ

トリーで確認されているため，全血中に同

m R N A が検出されることは，内皮細胞由来の
PV の発生を反映している可能性が示唆され
た．神経原性浮腫の原因として知られている

SP は，少なくとも今回の実験系では単独で血
管内膜透過性を亢進するほどの強い刺激物

質ではないことが示された．SP は血管内凝固
の結果発生するトロンビンと共同して透過

性を亢進することが示された．今回の実験系

に置いて，N K 1R 阻害薬は驚くべきことに外
因系 SP の添加に関係なく PV 発生や内膜透
過性を抑制することが示された．今回の研究

により，血管内皮細胞が N K 1R リガンドのひ
とつであるヘモキニンの遺伝子を構成的に

発現していることが示されたことから，両者

を介した情報伝達経路が内皮細胞の活性を

自己調整（autocrine regulation）している可
能性が示唆された． 
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