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研究成果の概要（和文）：生体内の血管内皮・上皮により構成されるさまざまなバリア機能が周術期に動的に変化する
酸素代謝によりいかなる修飾を受けるかを低酸素応答のマスター転写因子低酸素誘導性因子1(hypoxia-inducible fact
or 1)の活性化との関連でタイトジャンクションを構成する接着分子に着目して解析した。
ENaC,Na+-K+-ATPase, AQP5に加えタイトジャンクションの構成蛋白質、HMGB1, RAGEの発現が半定量的RT-PCR法を用い
た検出実験系、転写因子HIF-1・NF-kB活性化の解析法を確立して低酸素環境ではHIF-1の活性化に依存した発現上昇が
観察されることを確認した。

研究成果の概要（英文）：The respiratory epithelium forms an important barrier against inhaled pollutants 
and microorganisms, and its barrier function is often compromised during hypoxic insults. Epithelial 
activation of hypoxia- inducible factor-1 (HIF-1) represents one feature of airway inflammation, but the 
functional importance of HIF-1 within the respiratory epithelium is largely unknown. We evaluated the 
impact of HIF-1 activation on loss of epithelial barrier function during hypoxic insults.
Using several types of cell lines, we confirmed that expression of various adhesion molecules were 
modulated under hypoxic conditions in an HIF-1-dependent manner and that a critical involvement of HIF-1 
in dysregulation of epithelial barrier function during hypoxic and inflammatory insults.

研究分野：麻酔科学
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１．研究開始当初の背景 
さまざまな病態の患者の周術期管理中に肺

水腫，腸管浮腫，脳浮腫などの合併症が生じ

る。これらは体液の血管から組織間質への移

動により生じる病態である。 

脳，肺胞上皮，腸管上にはそれぞれ臓器の機

能と密接にむすびついた特有の関門，ジャン

クションが存在して血管内と組織間隙との

間のバリアとなっている。中枢神経の血液脳

関門，肺胞の血液空気関門，腸管の消化管バ

リアと呼ばれて従来からの研究対象となっ

てきた。 

これらのバリアの本体は上皮を形成する細

胞同士のまたは細胞と細胞外マトリックス

でに存在する様々な接着分子で構成される

それぞれそれぞれ密着結合(tight junction) 接

着結合（adherence junction）と呼ばれる接着

装置である。 

こうした毛細血管内皮細胞の機能はリンパ

球やマクロファージや神経膠細胞から放出

されるサイトカインによってコントロール

され得る。このため、例えば，脳炎や髄膜炎

のときは血液脳関門の機能は低下する事が

すでに知られている。つまりこれらのバリア

機能は生体内に惹起された炎症に強く影響

されることが知られている。 

一方生体内の酸素代謝と炎症反応の関連が

近年研究者の興味を集めていて酸素代謝の

破綻と炎症反応の進展との強い関連につい

ての知見が蓄積されてきているが両者を結

ぶ分子基盤への探究は未だ不十分である。ま

た生体内の局所酸素代謝バランスの観点か

ら周術期の患者の生体内で発生している生

体内バリア機能を概観するという視点は従

来なかった。 

 

２．研究の目的 

生体内の血管内皮・上皮により構成されるさ

まざまなバリア機能が周術期に動的に変化

する酸素代謝によりいかなる修飾を受ける

かを低酸素応答のマスター転写因子低酸素

誘導性因子 1 (hypoxia-inducible factor 1)の活

性化との関連でタイトジャンクションを構

成する接着分子に着目して解析し，さらに分

子生物学・細胞生物学的に理解してよりよい

周術期管理につなげてくことが本課題の目

的であった。 

内皮細胞，細胞外マトリックスと支持細胞

で構成される生体内バリア機能がそれを取

り巻く酸素環境とそれに関連した炎症反応

によりどのように修飾されるのかについて

以下の具体的な 3項目に沿ってあきらかにす

る計画を策定した。 

(1) 血液脳関門，肺胞，血管内皮，腎臓の

バリア機能を評価する実験系を培養細胞を

用いてまた実験小動物で構築する。-樹立細胞

株，初代培養細胞を適宜用いて定法に基づい

てバリアを構築する。実験小動物を用いた検

討では特に肺胞上皮バリア機能の検討に特

化した解析を行う。 

(2) 実験系を用いて酸素分圧を含む局所酸

素代謝とそれにより活性化される HIF-1がバ

リア機能に与える影響を検討する。-実験系を

さまざまな酸素分圧の気体に暴露してバリ

ア機能の変化を観察する。この際，常酸素分

圧下で HIF-1の活性剤または阻害剤を用いて

この変化における HIF-1の関与についての情

報を得る。 

(3) 背景に存在する接着分子の機能に着目

して分子生物学的に検討して背景に存在す

る分子機序を探る。-実験計画で詳述する接着

分子，血管新生に関わる諸因子の発現につい

て検討する。これらの検討結果により HIF-1

を介しての生体内バリア機能の調節機構を

解明する。 

 

３．研究の方法 

分子生物学的な手法と細胞生物学的な手法

で分子動態を検討した。 

検討した細胞、分子は以下に表で示した。 



 

 

４．研究成果 

本課題の目的にそって研究を遂行して以下

の研究成果を得た。 

(1) 培養細胞を用いた実験系に置いて肺胞上

皮を含む上皮系の細胞において水分輸送、タ

イトジャンクション機能関連の蛋白質の発

現に対して培養環境の酸素分圧が及ぼす影

響の検討 - ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞由来

の樹立細胞株 A549細胞を用いて

ENaC,Na+-K+-ATPase, Aquaporinとくに

AQP5に加えタイトジャンクションの構成蛋

白質(Occudin, Claudin, ZO-1のサブタイプ)、

HMGB1, RAGEの発現の半定量的 RT-PCR

法を用いた検出実験系、転写因子 HIF-1・

NF-kB活性化の解析法を確立して低酸素環

境では HIF-1の活性化に依存した発現上昇が

観察されることを確認した。 

(2) 細胞を用いて再構成したバリアを用いた

検討 -バリア機能の評価を経上皮電気抵抗

(transepithelial electric resistance: TER)測定，

蛍光物質 FITCと結合したデキストラン

(FITC-dextran)，またはアルブミン

(FITC-albumin)の透過性を測定することによ

り行った。初年度に樹立に失敗した実験系で

あったが腸管上皮 Caco2細胞を用いた細胞

バリアの構築に成功した。低酸素暴露、また

は薬理学的 HIF-1活性化がバリア機能を抑

制する事が示された。 

(3) In vivo実験系 -再拡張性肺水腫を再現す

る実験系の樹立に至らなかった。 

ラットでの片肺換気モデル(肺胞虚脱モデル)

の構築 ラットに気管挿管して片肺換気モデ

ル(肺胞虚脱モデル)の構築には成功したが確

実に肺水腫を作出には至らなかった。 
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