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第 1 章 

背景と⽬的 
 
1.1 はじめに 

本稿においては、以下の通り⽤語を定義する。 
 
低酸素空気/低酸素環境：酸素濃度が 18%以下の空気/環境 
低酸素曝露：低酸素空気/環境への曝露 
組 織 低 酸 素 ： 特 定 の 器 官 ま た は そ の 局 所 に お い て 酸 素 消 費 が 酸 素 供 給
を上回った状態 
低酸素性⾎管バリア破綻：組織低酸素状態における⾎管バリアの破綻 
⾎管バリア：⾎液脳関⾨および⾎液網膜関⾨ 
 

ヒ ト は 呼 吸 活 動 に よ り ⼤ 気 中 か ら 酸 素 を 取 り 込 む こ と に よ っ て ⽣ 命
活動を維持している。脳は⽣命活動の中⼼を担う器官であるが、⼤気中
から⾎液中に取り込まれた酸素のうち約 20〜25%を消費しており、酸
素 の 不 ⾜ に よ り 最 も 重 篤 な 障 害 を 受 け る 器 官 の １ つ と し て も 知 ら れ て
いる(1, 2)。脳が組織低酸素状態に⾄る原因として、低酸素空気への曝
露 に よ る 酸 素 ⽋ 乏 症 が 考 え ら れ る 。 臨 床 的 に は 酸 素 ⽋ 乏 症 は 穀 物 倉 庫
や 汚 ⽔ タ ン ク 等 の 閉 所 で の 作 業 に 伴 っ て 発 症 す る こ と が 多 い が 、 こ の
他 に も 与 圧 機 能 を 有 さ な い 航 空 機 へ の 搭 乗 や ⾼ 所 地 域 で の 滞 在 な ど に
よ っ て も そ れ ぞ れ 特 有 の 酸 素 ⽋ 乏 症 状 が ⽣ じ る 。 ⾃ 衛 隊 に は 多 く の 職
種が有るが、その中には燃料や混合ガス製造に関わるもの、艦内作業の
よ う な 閉 所 で ⾏ わ れ る も の 、 ⼭ 岳 救 助 や 航 空 機 搭 乗 な ど 低 酸 素 曝 露 が
前 提 と な っ て い る も の な ど が あ り 、 ⼀ 般 ⼈ と ⽐ し て 低 酸 素 環 境 に 曝 露
される可能性が⾼い。しかしながら、これまで⾃衛隊衛⽣において低酸
素 曝 露 の 職 務 遂 ⾏ へ の 影 響 が 着 ⽬ さ れ る こ と は 少 な か っ た 。 な か で も
⾼ 所 地 域 で の 部 隊 活 動 は 航 空 機 搭 乗 以 上 の ⻑ 時 間 の 低 酸 素 曝 露 が 予 想
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されるにも関わらず、⾼⼭病予防に着⽬した研究は皆無である。筆者は
2015 年に⾃衛隊医官として初めて国際認定⼭岳医(DiMM; Diploma in 
Mountain Medicine)資 格 を 取 得 し た こ と も あ り 、 こ の 分 野 に 焦 点 を 当
てた研究を進めていきたいと考えている(3)。 

さて、脳が組織低酸素状態に陥る原因は低酸素曝露だけではない。⼼
肺 機 能 の 著 し い 低 下 に よ っ て も 脳 は 組 織 低 酸 素 状 態 に 陥 り 、 脳 浮 腫 な
どを発症する。さらに、脳は、脳梗塞や脳外傷などの疾患においても２
次的な組織低酸素状態を⽣じる。また、組織低酸素が問題となるのは脳
だけではない。網膜は⽣体で最も酸素消費が盛んな器官であり、重量当
たりの酸素消費量は脳の４倍にもなる と⾔われているため(4-6)、他器
官 と ⽐ 較 し て 容 易 に 組 織 低 酸 素 状 態 に ⾄ る 。 網 膜 は 発 ⽣ 学 的 に 脳 の ⼀
部と捉えることができ、脳と同様、組織低酸素は神経伝達機能の維持に
重⼤な影響を与えることが知られている。 

以 上 の よ う に 組 織 低 酸 素 状 態 が ⽣ じ る 原 因 は 様 々 だ が 、 組 織 低 酸 素
状 態 に 陥 っ た 脳 や 網 膜 で は ⾎ 管 バ リ ア が 破 綻 し 、 組 織 浮 腫 を ⽣ じ る こ
とは共通している(7-9)。脳や網膜における浮腫は⽣命予後を脅かし、
また⽣活の質（QOL; quality of life）を著しく低下させる重⼤な要因と
なるため、我々は低酸素性⾎管バリア破綻に着⽬した。 

低酸素性⾎管バリア破綻の発症機序として、低酸素誘導性因⼦（HIF; 
hypoxia-inducible factor）を介した炎症プロセスの活性化が知られてい
るが(10)、その際の⾎管バリアを構成する各細胞における細胞⽣物学的
な 動 態 に つ い て の 知 ⾒ は 乏 し い 。 こ れ ま で に 脳 お よ び 網 膜 に お け る 低
酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 の メ カ ニ ズ ム 解 明 の た め に 様 々 な 実 験 モ デ ル 動
物が確⽴されてきた(11)。しかし、そのほとんどが組織損傷や⾎管病変
に付随する特定の疾患に着⽬した実験モデル動物であった。実際には、
低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 は 酸 素 ⽋ 乏 症 や ⾼ ⼭ 病 を 含 め た 多 く の 疾 患 に
共 通 し た 基 本 的 病 態 で あ る に も 関 わ ら ず 、 正 常 ⾎ 管 に お け る 低 酸 素 曝
露による⾎管バリア破綻に関する報告は少ない。そこで我々は、低酸素
に 曝 露 し た 実 験 動 物 の 脳 お よ び 網 膜 を 詳 細 に 観 察 す る こ と 、 ま た ⾎ 管
バ リ ア の 構 成 細 胞 を 低 酸 素 環 境 で 培 養 し 解 析 す る こ と に よ り 、 未 だ 明
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ら か で は な い 神 経 組 織 に お け る 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 の メ カ ニ ズ ム
の ⼀ 端 を 明 ら か に す る こ と を ⽬ 指 し 研 究 に 取 り 組 ん だ 。 こ れ に よ り 本
研 究 が 低 酸 素 関 連 疾 患 に 関 す る 基 礎 的 理 解 の 深 化 に 貢 献 す る と 共 に 、
⾃衛隊衛⽣の向上の⼀助となることを願っている。 

 

1.2 脳と網膜における組織低酸素を来す病態 
脳 と 網 膜 は ⼈ 体 の う ち で 最 も 代 謝 が 活 発 な 組 織 で あ り 、 多 く の エ ネ

ルギーを必要とする(4-6)。これらの組織では酸素供給不⾜による組織
低 酸 素 を 来 た し や す く 、 そ の よ う な 低 酸 素 状 態 の 組 織 で は ⾎ 管 バ リ ア
の破綻が⽣じる(7-9)。 

脳 や 網 膜 が 組 織 低 酸 素 に 陥 る 原 因 と し て 、 低 酸 素 曝 露 に よ る 酸 素 ⽋
乏症がある。厚⽣労働省によると、平成 21 年から平成 30 年までの 10
年間における酸素⽋乏症による労働災害の死亡率は 63%以上（被災者
数 60 ⼈、死亡者数 36 ⼈）であり、全労働災害における死亡率（約 1%）
と⽐べると⾮常に⾼い。また、⾼⼭病の最も重篤な病態として⾼所脳浮
腫（HACE; high altitude cerebral edema）が知られている。⾼所に順応
していない⼈が登⼭活動などにより標⾼ 4000〜5000 m に⾄ると 0.5〜
1%が数時間から数⽇のうちに HACE を発症し⽣命の危機に陥る(12)。 

低 酸 素 曝 露 以 外 に も 様 々 な 病 態 で 組 織 低 酸 素 に ⾄ る こ と が 知 ら れ て
い る 。 脳 梗 塞 や 脳 出 ⾎ ま た は 網 膜 動 脈 閉 塞 症 な ど の 疾 患 で は 病 変 部 位
より末梢の⾎流が途絶えるため局所的な組織低酸素状態に陥る。また、
脳 外 傷 に お い て も 損 傷 部 位 に ⽣ じ る 炎 症 が 組 織 低 酸 素 状 態 を 惹 起 す る
ことが知られている。さらに、いかなる病態であれ⼼肺停⽌によって脳
は組織低酸素状態に⾄り、蘇⽣に成功したとしても、約 7 割は低酸素脳
症 で 死 に ⾄ る と ⾔ わ れ て い る (13)。 こ れ に 加 え 、 糖 尿 病 網 膜 症 （ DR; 
diabetic retinopathy ）、 加 齢 性 ⻩ 斑 変 性 （ AMD; age-related macular 
degeneration）、網膜静脈閉塞症（RVO; retinal vein occlusion）など多
く の 眼 科 疾 患 で は 局 所 的 な 組 織 低 酸 素 が 病 態 形 成 の 主 要 な 原 因 と な っ
て い る 。 こ れ ら の 眼 科 疾 患 に お い て 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に よ り ⻩
斑浮腫が⽣じた場合、中⼼視⼒が障害されるため QOL が著しく損なわ
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れる(14)。  
こ の よ う に 、 脳 お よ び 網 膜 に お け る 組 織 低 酸 素 は 多 岐 に わ た る 疾 患

で 認 め ら れ 、 い ず れ の 疾 患 に お い て も 後 述 す る 共 通 の 低 酸 素 応 答 に よ
り⾎管バリア破綻が⽣じる。 

 

1.3 HIF-VEGF 系を介した⾎管バリアの破綻 
細胞の低酸素応答には HIF が重要な役割を果たしている。HIF は、

肝がん細胞株 Hep3B において「低酸素依存的にエリスロポエチンを誘
導する因⼦」として 1992 年に Semenza らによって発⾒された(15)。そ
して 1995 年に HIF はαとβのヘテロ⼆量体からなることが報告され
(16, 17)、その後αサブユニットの種類により HIF-1〜3 が同定された
(18, 19)。通常環境では⽔酸化酵素 PHD（prolyl hydroxylase）が HIF
α の ２ ヶ 所 の プ ロ リ ン 残 基 を ⽔ 酸 化 す る 。 プ ロ リ ン 残 基 に ⽔ 酸 化 を 受
けた HIFαは pVHL（von Hippel Lindau 遺伝⼦産物）によりユビキチ
ン化され、プロテアソームで分解される。⼀⽅、低酸素環境では PHD
の働きが抑えられることにより HIFαは安定化し、HIFβとの⼆量体を
形 成 す る 。 こ れ が DNA 上 の 低 酸 素 応 答 性 領 域 (HRE; Hypoxia 
Responsive Element)に結合し 800 個以上の様々な遺伝⼦の発現を誘導
する(20, 21)（図 1）。 

HIF の 機 能 は 、 嫌 気 性 代 謝 へ の 切 り 替 え (22)、 活 性 酸 素 種 （ ROS; 
reactive oxygen species）発⽣の抑制(23)、細胞内 pH 調整(24)など多
岐 に わ た る が 、 ⾎ 管 内 ⽪ 細 胞 増 殖 因 ⼦ （ VEGF; vascular endothelial 
growth factor）の発現を誘導することで⾎管形成を亢進し最終的に酸素
環境を改善する作⽤も有する(25)。VEGF の主な機能は⾎管新⽣、⾎管
内 ⽪ 細 胞 の 増 殖 促 進 だ が 、 そ れ と 同 時 に 強 い ⾎ 管 透 過 性 亢 進 作 ⽤ も 持
つ た め 、 低 酸 素 状 態 の 組 織 で は 浮 腫 を 来 す 可 能 性 が あ る 。 VEGF に は
VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、VEGF-D、PIGF（placenta growth factor）
の ５ つ の フ ァ ミ リ ー が あ る が 、 ⾎ 管 内 ⽪ に 対 す る 作 ⽤ が 最 も 強 い の は
VEGF-A であるため(26)、本稿において VEGF は VEGF-A を表すもの
とする。 
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HIF に よ る 低 酸 素 応 答 と 炎 症 と が 密 接 な 関 係 に あ る こ と も 明 ら か に
な っ て い る 。 炎 症 細 胞 の 中 で も マ ク ロ フ ァ ー ジ や ミ ク ロ グ リ ア は 低 酸
素 部 位 に 集 積 し 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 産 ⽣ す る 性 質 が あ る が 、 こ の よ
うな炎症プロセスの活性化によっても⾎管透過性が亢進する(27)。炎症
局 所 で は ⾎ 流 の 途 絶 な ど に よ る 酸 素 供 給 の 低 下 に 加 え 、 細 胞 浸 潤 に よ
る酸素消費の増加が引き起こされ、組織低酸素状態が助⻑されるため、
HIF はますます安定する(28)。さらに、炎症反応に関わる転写因⼦であ
る核内因⼦κB（NF-κB; nuclear factor-kappa B）も HIF によって誘
導される。NF-κB は多くの炎症関連タンパクを誘導するが、これらの
タンパクに加え HIF もまた NF-κB によって誘導されるため、HIF と
NF-κB はポジティブフィードバックループを形成している(10, 29)。
さらに、HIF だけでなく VEGF にも炎症を誘導する作⽤があることが
知られている(30)。つまり、低酸素状態にある組織では、HIF、VEGF、
炎 症 性 サ イ ト カ イ ン が 互 い に 刺 激 し な が ら ⾎ 管 透 過 性 を 亢 進 さ せ て い
る。 

低 酸 素 に よ っ て ⾎ 管 透 過 性 亢 進 が ⽣ じ る 要 因 と し て 、 ⾎ 管 内 ⽪ 細 胞
のタイトジャンクション（TJ; tight junction）破綻が知られている。TJ
は 全 ⾝ の 上 ⽪ 細 胞 に 存 在 す る 細 胞 間 結 合 の １ つ で 、 様 々 な 分 ⼦ が 細 胞
間を通過することを防いでいる。脳と網膜においては、⾎管内⽪細胞の
TJ に加え、グリア細胞が⾎管を包み込むことで構成される⾎液脳関⾨
（BBB; blood-brain barrier）/⾎液網膜関⾨（iBRB; inner blood-retinal 
barrier）と呼ばれる⾎管バリア構造がそれぞれ存在する。これらの組織
においては、⾎管バリアにより組織の恒常性が厳密に保たれているが、
ひとたび低酸素性⾎管バリア破綻が⽣じると、命に関わるような、また
は著しい QOL 低下を引き起こすような重要な病態となり得る。 

BBB/iBRB については第２章で、TJ については第３章で詳述する。 
なお、網膜には outer BRB（oBRB）も存在するが、これは網膜⾊素

上⽪細胞の TJ によるバリアであり、⾎管バリアとは異なる機能・構造
を有するため本稿では oBRB については論じない。 
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1.4 低酸素性⾎管バリア破綻に関するこれまでの研究の概要 
低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 の メ カ ニ ズ ム に つ い て 詳 細 に 調 べ る こ と は 、

多 岐 に わ た る 疾 患 の 病 態 解 明 や 新 た な 治 療 戦 略 の 開 発 に お い て 重 要 で
あ ろ う 。 こ の ⽬ 的 達 成 の た め に こ れ ま で に 多 く の 実 験 モ デ ル 動 物 が 確
⽴された。 

脳 に お け る ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 を 来 す 実 験 モ デ ル 動 物 の １ つ に 凍 結 脳 損
傷モデルマウスがある。このモデルマウスでは、BBB 破綻を伴う脳浮
腫や炎症所⾒が認められた(31, 32)。また、流体衝撃による脳外傷モデ
ルマウスも主要な脳浮腫モデルの１つである。このモデルマウスでは、
炎症所⾒や⾎管基底膜の変性を伴う BBB 破綻が認められた(33, 34)。
さ ら に 様 々 な ⽅ 法 で 脳 出 ⾎ モ デ ル 動 物 が 作 成 さ れ 、 こ れ ら の モ デ ル 動
物を解析することで、活性化したグリア細胞による⼆次的な BBB 破綻
などが明らかになってきた(35, 36)。 

網 膜 で の ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 を 来 す 実 験 モ デ ル 動 物 も 数 多 く 報 告 さ れ て
いる。例えば、レーザーを⽤いた光凝固⾎栓による RVO モデルマウス
が確⽴され、⾎管からの漏出、重篤な浮腫、⾎管変異などの網膜病変が
認められた(37, 38)。また、⽣理⾷塩⽔を眼内に注⼊し眼圧を調節する
ことによる網膜梗塞再灌流モデルラットでは、網膜浮腫、TJ 破綻、⾊
素漏出が観察された(39)。さらに、様々な糖尿病モデルマウスで BRB
破綻による浮腫を含む網膜の変化が報告されている(40-42)。 

し か し な が ら 、 こ れ ら の 実 験 モ デ ル 動 物 で は ２ 次 的 な 病 態 と し て 組
織 低 酸 素 を 来 す た め 、 低 酸 素 曝 露 の 直 接 的 な 影 響 を 調 べ る に は 不 向 き
で あ る 。 低 酸 素 曝 露 に よ る 直 接 的 な ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に 関 す る 報 告 と し
て 、 実 験 動 物 を ７ ％ 酸 素 に ６ 時 間 曝 露 す る こ と に よ る 脳 で の ⾊ 素 漏 出
の増加や(43)、８％酸素に 24 時間曝露することによるフルオレセイン
イソチオシアネート（FITC; fluorescein-5-isothiocyanate）の脳での⾎
管からの漏出増加(44, 45)、などがあるが、報告数は少なく、メカニズ
ム の 詳 細 に 関 し て は 明 ら か で は な い 。 特 に 網 膜 に お け る 直 接 的 な 低 酸
素の影響に関する報告は限定的である。1969 年に初めて⾼所における
網膜浮腫が報告されてから(46, 47)、低酸素による網膜浮腫に関するい
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くつかの研究が⾏われた(48, 49)。近年では網膜における低酸素性⾎管
バリア破綻の細胞⽣物学的な研究も報告されている(50, 51)。特に Kaur
らは低酸素性の iBRB 障害では TJ 破壊およびアストロサイト/ミュラ
ー細胞⾜突起の腫脹を認めることを⽰した(50)。しかしながら、網膜の
層 構 造 に 着 ⽬ し 、 層 ご と の 低 酸 素 に よ る ⾎ 管 構 造 変 化 を ⽰ し た 研 究 例
は我々が知る限り無い。  

また、低酸素環境での培養細胞の TJ 破綻も多く報告されているが、
これらの報告では培養システム、細胞種、酸素濃度、解析⽅法などが⼤
きく異なるので実験結果を⼀般化することは難しい。しかし、内⽪細胞
の TJ 破綻は 1%程度の低酸素曝露開始後 30 分から 48 時間以内に⽣じ
ることは確からしい(52-55)。これらはいずれも内⽪細胞の単独培養に
よ る 報 告 だ が 、 実 際 の ⾎ 管 バ リ ア は 内 ⽪ 細 胞 だ け で な く 周 ⽪ 細 胞 や グ
リ ア 細 胞 な ど 種 々 の 細 胞 が 連 携 し て 機 能 を 維 持 し て い る た め 、 共 培 養
実験も⾏われている。特にアストロサイトは内⽪細胞の TJ 維持に重要
な役割を果たしていることが確かめられている(56, 57)。しかしながら、
低酸素環境でのアストロサイトの TJ への影響に関しては定まった⾒解
が得られていない。アストロサイトは低酸素環境で TJ タンパクの局在
を維持するなどして TJ を保護するという報告があるが(58-60)、⼀⽅、
VEGF や炎症性サイトカインを産⽣することで TJ 破綻に寄与するとい
う報告もある(7, 61, 62)。 

 

1.5 本研究の⽬的 
前 述 の 通 り 、 こ れ ま で に 低 酸 素 に 関 わ る 様 々 な 実 験 モ デ ル 動 物 が 確

⽴されてきた。しかしながら、正常⾎管における急性かつ直接的な低酸
素の影響に関する報告は少ない。なぜなら、これまでに報告された殆ど
の 実 験 モ デ ル 動 物 の 病 態 は 、 ⾎ 管 病 変 が 先 ⾏ す る ⼆ 次 的 な 低 酸 素 に よ
るものだからである。そこで我々は、野⽣型マウスを 6%酸素に 24 時
間 曝 露 す る こ と で 直 接 的 な 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 モ デ ル マ ウ ス を 作
成し、脳および網膜における⾎管バリア破綻について詳細に観察した。
特に網膜では各層における⾎管バリア破綻について評価した。また、炎
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症 プ ロ セ ス の 中 ⼼ と な る ミ ク ロ グ リ ア に 着 ⽬ し 、 低 酸 素 環 境 で の ミ ク
ロ グ リ ア の ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 へ の 関 与 に つ い て 報 告 す る 。 こ れ ら の 実 験
動物を⽤いた研究の詳細は第２章で論ずる。 

ま た 、 ⾎ 管 周 囲 の 細 胞 が 変 化 す る こ と に よ っ て ⾎ 管 バ リ ア 機 能 に 異
常 が ⽣ じ る と 考 え ら れ て い る に も 関 わ ら ず 、 ⾎ 管 バ リ ア 構 成 細 胞 間 で
の相互作⽤の詳細は未だ不明な点が多い。前述の通り、低酸素環境での
細 胞 培 養 実 験 は 多 数 報 告 さ れ て い る も の の 、 複 数 種 の ⾎ 管 バ リ ア 構 成
細 胞 を 共 培 養 す る こ と に よ る ⾎ 管 バ リ ア モ デ ル を ⽤ い た 低 酸 素 曝 露 実
験の報告は少なく、定まった⾒解も得られていない。そこで我々は、低
酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に お け る 各 細 胞 の 影 響 を 明 ら か に す る た め に 、
脳 ⾎ 管 内 ⽪ 細 胞 株 と 網 膜 ミ ュ ラ ー 細 胞 株 を ⽤ い て 、 ⾎ 管 バ リ ア を 模 し
た ２ 層 の 細 胞 シ ー ト （ 以 下 、「 ⾎ 管 バ リ ア を 模 し た ２ 層 の 細 胞 シ ー ト 」
を「バリア細胞シート」と記す）を作成し、これを低酸素環境で培養し
た。さらに、バリア細胞シートのミクログリアとの共培養や、炎症性サ
イ ト カ イ ン の １ つ で あ る interleukin（ IL） -1β の 培 地 へ の 添 加 を ⾏ っ
た。このような条件での TJ 構造およびバリア機能の変化を詳細に調べ
る こ と で 、 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に お け る 各 細 胞 の 影 響 を 明 ら か に
した。これらの培養細胞を⽤いた研究の詳細は第３章で論ずる。 

以 上 の 実 験 動 物 お よ び 培 養 細 胞 を ⽤ い た 実 験 に よ り 、 脳 お よ び 網 膜
に お け る 低 酸 素 曝 露 に よ る ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 メ カ ニ ズ ム の ⼀ 端 を 明 ら か
にすることが本研究の⽬的である。TJ を取り巻く細胞間の相互作⽤へ
の 理 解 を 深 め る こ と は 、 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 を 伴 う 多 く の 病 態 の
解 明 に 貢 献 し 、 ⾎ 管 バ リ ア 安 定 化 に 焦 点 を 当 て た 新 た な 細 胞 特 異 的 な
治療戦略の開発につながる可能性がある。また、これらの知⾒は、これ
ま で ⾃ 衛 隊 衛 ⽣ に お い て 注 ⽬ さ れ る こ と の 少 な か っ た ⾼ 所 医 学 の 基 盤
の構築に資するものである。 
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第２章  

実験動物における低酸素性⾎管バリア破綻 

 

第１節 イントロダクション 

2.1.1 ⾎管バリアの構造と機能 
脳 や 網 膜 に お い て 神 経 細 胞 の 興 奮 や 刺 激 伝 導 が 円 滑 に ⾏ わ れ る た め

には、神経系の細胞内外の環境を⼀定に保つ必要がある。このため、神
経 系 組 織 の 液 性 環 境 は ⾎ 液 か ら 厳 密 に 分 け ら れ て お り 、 ⾎ 中 に 存 在 す
る 物 質 が 容 易 に 神 経 系 組 織 へ 到 達 す る こ と を 防 い で い る 。 こ の バ リ ア
機能を担っているのが BBB/iBRB であり、毒物や外来微⽣物などが脳
や 網 膜 へ 侵 ⼊ す る の を 防 ぎ 、 組 織 の 恒 常 性 を 維 持 す る こ と に 寄 与 し て
いる(63, 64)。BBB/iBRB はバリアとして働くのみならず様々なトラン
ス ポ ー タ ー を 発 現 し て お り 、 神 経 系 に 有 害 な 薬 剤 の 汲 み 出 し や 必 要 な
栄養を神経組織に供給する役割も持っている(65)。しかし、どのように
バリア機能が維持されているのかに関しては未だ不明な点が多い。 
 
2.1.1a 基本構造 

BBB は⾎管内⽪細胞の TJ を中⼼に、アストロサイト、周⽪細胞、基
底膜から構成される。iBRB はこれらに加えミュラー細胞も構成に関わ
る 。 ⾎ 管 内 ⽪ 細 胞 と 周 ⽪ 細 胞 は 直 接 接 触 し て お り 基 底 膜 を 共 有 し て い
る(57, 63)。⾎管内⽪細胞と神経線維は２つの層で隔てられている。内
側 の 層 は 内 ⽪ 細 胞 の 基 底 側 に 存 在 す る 基 底 膜 で 、 外 側 の 層 は ⾎ 管 を 覆
うアストロサイトまたはミュラー細胞の⾜突起である(66, 67)。脳実質
における⾎管の 99%はアストロサイトの⾜突起に被覆されており(68)、
⼤ 部 分 の 神 経 線 維 は ⾎ 管 へ の 直 接 の コ ン タ ク ト は な く 、 ア ス ト ロ サ イ
ト⾜突起は⾎管と神経線維の共通領域を構成している(69)。これはアス
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ト ロ サ イ ト が ⽑ 細 ⾎ 管 レ ベ ル で の 物 質 輸 送 に 関 与 し て い る 可 能 性 を ⽰
す。すなわち BBB の脳内への不要な物質の制限と必要な物質の通過と
い う 関 ⾨ と し て の 機 能 は ア ス ト ロ サ イ ト が 担 っ て い る と 予 想 さ れ る 。
⼀⽅、網膜においてアストロサイトは表層に存在するため(70)、表層の
⾎ 管 の み が ア ス ト ロ サ イ ト ⾜ 突 起 に 覆 わ れ て い る 。 網 膜 に は ア ス ト ロ
サ イ ト の 他 に 組 織 特 異 的 グ リ ア 細 胞 で あ る ミ ュ ラ ー 細 胞 が 存 在 す る 。
ミ ュ ラ ー 細 胞 は 網 膜 の 厚 さ 全 体 に 広 が り 、 あ ら ゆ る 種 類 の 神 経 細 胞 体
と接すると共に、⾜突起が網膜⾎管を覆っている(71)。ミュラー細胞の
機能については不明な点も多いが、アストロサイトと同様、iBRB 維持
に重要な役割を担っていると考えられている（図 2-1）。  

 
2.1.1b アストロサイトと⾎管バリア 

BBB/iBRB のバリア機能は主に内⽪細胞に存在する TJ タンパクの発
現と局在化によって調整されるが（TJ については第３章で詳述する）、
これは BBB/iBRB 構成細胞が互いに協調することにより維持されてい
る。特にアストロサイトは古くから⾎管内⽪細胞の TJ タンパクを誘導
する上で重要な役割を果たしていることが知られている(72)。  

ア ス ト ロ サ イ ト は 脳 や 網 膜 表 層 に 存 在 す る グ リ ア 細 胞 の １ つ で 、 多
数 の 突 起 を 持 ち 、 こ れ ら の 突 起 の 間 に 近 傍 を ⾛ ⾏ す る 神 経 線 維 が 配 置
され、細胞ごとに⾃らの領域内の神経線維の構造を維持している。近年、
ア ス ト ロ サ イ ト は 神 経 線 維 を 構 造 ⾯ で ⽀ え る だ け で な く 、 神 経 伝 達 の
た め の エ ネ ル ギ ー や 基 質 の 供 給 を 通 じ て 神 経 機 能 の 維 持 に 関 与 し て い
ることがわかってきた(73, 74)。また、アストロサイト⾜突起と⾎管が
隣 接 し て い る こ と か ら ア ス ト ロ サ イ ト が ⾎ 管 バ リ ア 調 節 に 関 わ っ て い
ることが約 50 年前に予想されていた(75)。その後、多くの動物実験に
よ っ て ア ス ト ロ サ イ ト に よ る ⾎ 管 バ リ ア の 誘 導 と 調 節 が ⽰ さ れ て き た
(72, 76, 77)。また、アストロサイトと内⽪細胞の共培養によって経上
⽪電気抵抗（TEER; Trans-endothelial electrical resistance）（TEER に
つ い て は 第 ３ 章 で 詳 述 す る ） の 上 昇 や 低 分 ⼦ 量 ト レ ー サ ー の 透 過 性 低
下 を 認 め る こ と か ら 、 ア ス ト ロ サ イ ト に よ る バ リ ア 機 能 強 化 の 可 能 性
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が⽰された(58, 60, 78, 79)。現在は研究が進み、アストロサイトによる
バリア誘導は、内⽪細胞の TJ の数、⻑さ、複雑さの向上によること(80)、
また、クローディン、オクルディン、zonula occludens（ZO）タンパク
のような関連タンパク発現の調節(81, 82)および再分配によること(82, 
83)が明らかになってきた。さらに、アストロサイトは多くの伝達物質
の特異的な輸送体を発現すると共に(83, 84)、BBB 特異的酵素の局在調
節 に よ り ⾎ 管 バ リ ア の 関 ⾨ と し て の 機 能 を 担 っ て い る こ と (85, 86)が
報告されている。  

近年は、アストロサイトはどのように TJ タンパク、輸送体、酵素な
ど の 調 節 を ⾏ っ て い る の か の 解 明 に ⼒ が そ そ が れ て き た 。 ア ス ト ロ サ
イトは多くのペプチド, 成⻑因⼦、ケモカインを分泌することが知られ
ているが(87)、そのうちのいくつかはバリア機能を調節することがわか
っている。例えば、塩基性線維芽細胞増殖因⼦（bFGF; basic fibroblast 
growth factor）は細胞実験でバリア機能を向上させることが⽰されてい
る(88, 89)。bFGF をノックアウトした動物実験ではアルブミンの BBB
透 過 性 が 亢 進 し 、 ZO-1 と オ ク ル デ ィ ン の 発 現 が 低 下 し た (90)。 ま た 、
グリア細胞株由来神経栄養因⼦（GDNF; glial cell derived neurotrophic 
factor ）を⾎管内⽪細胞株に作⽤させると、クローディン-5 の遺伝⼦
発 現 お よ び タ ン パ ク 発 現 が 増 加 し 、 バ リ ア 機 能 が 向 上 し た 。 ⼀ ⽅ 、 抗
GDNF 中和抗体によってこれらが減少した(91)。 

ここに⽰した通り、ここ２０年で、⾎管バリア調節に関するアストロ
サ イ ト の 重 要 性 と バ リ ア 調 節 の メ カ ニ ズ ム に 対 す る 理 解 は 急 激 に 進 歩
している。しかし、複雑な分⼦⽣物学的パスウェイは未だ未解明の部分
が多い。 
 
2.1.1c ミュラー細胞と⾎管バリア 

ミュラー細胞はアストロサイトと同様、グリア細胞の１つだが、網膜
特異的に存在し、網膜の内境界膜（ILM; internal limiting membrane）
から視細胞層までの広範囲を１つの細胞体で覆っている(71)（網膜構造
の詳細は後述）。このような構造によって網膜の⽀持組織として機能し
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て い る と 考 え ら れ て い る が 、 そ れ 以 外 に も ア ス ト ロ サ イ ト と 同 じ よ う
に 様 々 な 機 能 を 有 す る こ と が 最 近 の 研 究 で 明 ら か に な っ て き た 。 例 え
ば、変性網膜の修復機能、神経細胞を標的とする神経栄養因⼦の分泌機
能、神経伝達物質の代謝機能などが着⽬されているが、⾎管バリア維持
機能に関しても報告されている(92)。アストロサイトは網膜の表層にし
か 存 在 し な い た め 、 網 膜 の 中 層 や 深 層 の ⾎ 管 は ア ス ト ロ サ イ ト で は な
くミュラー細胞の⾜突起によって覆われている。すなわち、これらの⾎
管 で は ア ス ト ロ サ イ ト の 代 わ り に ミ ュ ラ ー 細 胞 が ⾎ 管 バ リ ア 機 能 の 維
持を担っていると考えられる(8)。これらの裏付けとして、ラットの前
房にミュラー細胞を注射することによる⾎管バリア機能の向上や(93)、
ミュラー細胞が産⽣する GDNF による BRB 機能維持などが報告され
ている(94)。  
 

2.1.2 低酸素性⾎管バリア破綻のメカニズムの概要 
⾎ 管 バ リ ア は 前 述 の 通 り 数 種 類 の 細 胞 に よ っ て 構 成 さ れ て い る が 、

低 酸 素 は ⾎ 管 バ リ ア の 機 能 維 持 に 必 要 な こ れ ら の 構 造 を 破 壊 す る 主 要
な 要 因 と し て 知 ら れ て い る 。 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 は ⽔ や イ オ ン の
分配変化、炎症、酸化ストレス、浮腫、末梢免疫細胞の浸透、⾎液タン
パクの組織への漏出などの重⼤な引き⾦となる(57, 95)。 

 低酸素性⾎管バリア破綻のメカニズムは盛んに研究されており、多
く の 異 な る 分 ⼦ レ ベ ル で ⽣ じ て い る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。 特 に
TJ は低酸素性⾎管バリア破綻の主要な標的だと考えられている。低酸
素は TJ を構成するタンパク質であるクローディン、オクルディン、ZO-
1、の発現調節と再分配を⾏い、これにより TJ の機能が制御されてい
る(44, 96-99)。TJ タンパクの再分配はおそらくセリン、トレオニン、
チロシン残基のリン酸化によると考えられ、PKC（protein kinase C）、
ミオシン軽鎖キナーゼ、RhoA などを介して調節されている(100)。こ
の よ う な ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に は 活 性 化 し た ア ス ト ロ サ イ ト お よ び ミ ュ ラ
ー細胞が関わっていることが知られている(101, 102)。なお、アストロ
サイト/ミュラー細胞による低酸素環境での⾎管バリアへの影響は第３
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章で詳述する。 
 

2.1.3 低酸素によるミクログリアの活性化 
神 経 系 組 織 に お け る マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 と し て 知 ら れ る ミ ク ロ グ

リアは、抗原提⽰、異物に対する⾃然免疫応答、死細胞などの貪⾷、神
経 回 路 形 成 へ の 関 与 な ど 多 彩 な 役 割 を 持 ち 、 組 織 の 恒 常 性 維 持 に 重 要
な役割を担っている(103, 104)。正常時におけるミクログリアは⼩さな
細 胞 体 か ら 多 数 の 突 起 を 伸 ば し て い る 形 態 を し て お り 「 ラ ミ フ ァ イ ド
型」と呼ばれる。傷害、感染、低酸素などに反応してミクログリアは活
性化し、短縮した突起と肥⼤化した細胞体を有する「アメボイド型」と
な り 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を は じ め 様 々 な 液 性 因 ⼦ の 産 ⽣ 放 出 を 引 き
起こす(103)。このような活性化ミクログリアは神経系組織における病
態 メ カ ニ ズ ム に ⼤ き く 寄 与 し て お り 、 そ の 活 性 調 節 は 治 療 薬 開 発 に お
ける有望なターゲットとして注⽬されている(105-107)。 
 

2.1.4 マウス網膜の構造 
マウスの網膜層構造はヒトと同じく 10 層からなり、硝⼦体側（表層）

か ら 内 境 界 膜 、 神 経 線 維 層 （ NFL; nerve fiber layer）、 神 経 節 細 胞 層
（GCL; ganglion cell layer）、内網状層（IPL; inner plexiform layer）、
内顆粒層（INL; inner nuclear layer）、外網状層（OPL; outer plexiform 
layer）、外顆粒層（ONL; outer nuclear layer）、外境界膜、視細胞層、
網膜⾊素上⽪層である。網膜には５種類の神経細胞が確認されており、
そ れ ぞ れ 神 経 節 細 胞 層 に は 神 経 節 細 胞 、 内 顆 粒 層 に は ア マ ク リ ン 細 胞
と双極細胞、外顆粒層には双極細胞と視細胞の核がそれぞれ存在する。
また、内境界膜から視細胞層までを貫くようにミュラー細胞が、NFL に
はアストロサイトが存在し、それぞれ⾜突起を伸ばし、周囲の⾎管を覆
っている。さらに IPL と OPL を中⼼にミクログリアが存在する（図 2-
2a）。 

また、マウス網膜には解剖学的に３層の⾎管叢（VPL; vascular plexus 
layer）を認め、表層⾎管叢（superficial VPL; SVPL）は NFL と GCL
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に、中層⾎管叢（intermediate VPL; IVPL）は IPL と INL の境界に、
深層⾎管叢（deep VPL; DVPL）は IPL と OPL の境界にそれぞれ存在
する（図 2-2b）。 
 

2.1.5 本章の⽬的 
我々は、低酸素性⾎管バリア破綻モデルマウスを作成し、脳および網

膜 に お け る 低 酸 素 の ⾎ 管 バ リ ア へ の 影 響 に つ い て 形 態 学 的 変 化 を 含 め
て詳細に調べた。特に網膜においては、それぞれの VPL で⾎管を取り
囲むグリア細胞の種類（アストロサイトもしくはミュラー細胞）が異な
ることから、各 VPL で⾎管の低酸素刺激に対する感受性は異なると考
え、低酸素の⾎管バリアへの影響を各 VPL で⽐較した。 

ま た 、 デ キ サ メ タ ゾ ン は 低 酸 素 に よ る 中 枢 神 経 系 に お け る 組 織 の 浮
腫を、VEGF や炎症性サイトカインを抑制することにより軽減すること
が知られている(45, 108, 109)。そこで我々は、作成したモデルマウス
に お い て デ キ サ メ タ ゾ ン が 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 を 軽 減 す る か ど う
かを調べた。 

さ ら に 、 低 酸 素 に よ り ミ ク ロ グ リ ア が 活 性 化 す る こ と で ⾎ 管 バ リ ア
破綻を誘導することが知られている。そこで我々は、ミクログリア減少
モ デ ル マ ウ ス を 作 成 し 、 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に 関 す る ミ ク ロ グ リ
アの影響について調べた。 
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第２節 材料と⽅法 

2.2.1 実験動物 
 以 下 、 本 研 究 に お け る 全 て の 動 物 実 験 は 防 衛 医 科 ⼤ 学 校 倫 理 に 関 す
るガイドラインと ARVO Statement for Use Animals に則って実施した。
実験動物として野⽣型 C57BL/6 マウスを SLC（静岡）より購⼊した。
マウスは通常の概⽇リズム（明暗各 12 時間サイクル）の下で飼育され、
⾃由に⾷事と⽔を与えられた。実験動物はイソフルラン（Wako, ⼤阪）
の吸⼊⿇酔下で、過量のペントバルビタール（ソムノペンチル®; 共⽴
製薬, 東京）を腹腔内注射することで安楽死させた。全ての実験におい
て 8〜10 週齢の雄マウスのみを使⽤した。各実験では各群３〜８匹の
マウスを⽤いた。 
 
2.2.1a デキサメタゾン投与実験 

 マウスを以下の通り４つのグループに分けた。１）Air-PBS 群：空気
曝露＋リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔（PBS; Phosphate- buffered saline）腹腔
内注射、２）Air-Dex 群：空気曝露＋デキサメタゾン腹腔内注射、３）
Hypox-PBS 群：低酸素曝露+PBS 腹腔内注射、４）Hypox-Dex 群：低
酸素曝露＋デキサメタゾン腹腔内注射。それぞれの群において、100 μ
l の PBS もしくはデキサメタゾン（デカドロン®, Aspen Japan, 東京）
16.5 μg を腹腔内注射した後、室内の空気もしくは低酸素混合ガスに
24 時間曝露した。デキサメタゾンの投与量は脳浮腫に対するヒトへの
投与量を基準に決定した(110)。 
 
2.2.1b コロニー刺激因⼦１受容体阻害薬投与実験 

 マウスを以下の通り４つのグループに分けた。１）Air-cont 群：空気
曝露＋通常餌、２）Air-PLX 群：空気曝露＋PLX5622 含有餌、３）Hypox-
cont 群：低酸素曝露＋通常餌、４）Hypox-PLX 群：低酸素曝露＋PLX5622
含 有 餌 。 PLX 群 は 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 ⼦ １ 受 容 体 （ CSF1R; Colony 
stimulating factor 1 receptor）阻害薬（PLX5622, Chemgood LLC, VA, 
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USA)を餌に 1200 ppm 混⼊し９⽇間投与することでミクログリアを減
少させた。その際、薬剤を dimethyl sulfoxide（DMSO）に溶解させた
が、DMSO 濃度は 2%未満とし、cont 群の餌にも同濃度の DMSO を混
⼊した。餌投与開始後、９⽇⽬から 10 ⽇⽬にかけて室内の空気もしく
は低酸素混合ガスに 24 時間曝露した。 
 

2.2.2 低酸素曝露 
Hypox 群のマウスを、6%酸素 94%窒素混合ガスシリンダーに接続さ

れた透明なプラスチック性の常圧低酸素チャンバー（幅 25 cm×奥⾏き
26	 cm×⾼さ 23	 cm）内で 24 時間飼育することにより低酸素曝露を⾏
なった（図 2-3a）。なお、1 回につき 2〜4 匹のマウスに対し低酸素曝
露した。その間、Air 群のマウスは通常の室内空気で飼育した。低酸素
チャンバー内の酸素および⼆酸化炭素濃度は、2 時間ごとにガス検知管
（Gastec, 神奈川）（図 2-3b）により測定され、それぞれ 6.0-6.5%およ
び 0.1%以下に維持された（図 2-3c）。 
 

2.2.3 エバンスブルー⾊素漏出実験 
エバンスブルー⾊素（EB; Evans blue）が⾎清アルブミンと結合する

性質を利⽤して(111)、脳および網膜の⾎管からの漏出量を、既報(112)
を 参 考 に 測 定 し た 。 デ キ サ メ タ ゾ ン 投 与 実 験 に お け る 各 群 の マ ウ ス に
イ ソ フ ル ラ ン の 吸 ⼊ ⿇ 酔 下 で ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル （ 50 mg/kg） の 腹 腔
内注射を⾏い、空気もしくは低酸素曝露の 1 時間前に EB(20 mg/ml, 
0.15 ml; Sigma-Aldrich, MO,USA)を尾静脈注射した。空気もしくは低
酸素曝露直後に再び⿇酔をかけ、0.1〜0.2 ml の⾎液を左⼼室から採取
した。PBS を灌流した後、リン酸緩衝 1%パラホルムアルデヒド（PFA; 
paraformaldehyde）で灌流固定を⾏い、脳および網膜を摘出した。これ
らの組織の乾燥重量を測定した後、ジメチルフォルママイドに 75 ℃で
⼀晩処理することで EB を溶出した。18,800 G で 15 分間の遠⼼を⾏
い、上清の吸光度（740 nm-620 nm）を測定した。⾎液サンプルは 4000  
G で 15 分間の遠⼼を⾏い、上清を 1000 倍に希釈した後、同様に吸光
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度を測定した。組織 EB 量は EB スタンダード曲線を元に算出し、⾎管
透過性を以下の計算式を⽤いて定量化した。 
［組織 EB(μg)/組織重量(mg)］/［⾎液 EB 濃度(mg/ml)×循環時間］ 
 脳および網膜における EB ⾊素の⾎管からの漏出の様⼦を観察するた
めに、同様の⽅法で、各群のマウスに EB を尾静脈注射した。空気もし
く は 低 酸 素 曝 露 直 後 に 、 過 量 の ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル に よ る 深 ⿇ 酔 を ⾏
い、リン酸緩衝 4%PFA で灌流固定した。脳を採取し、⾁眼で⾊調の変
化を観察した。また、網膜を採取し、スライドガラス上で伸展標本を作
成し、蛍光顕微鏡(Keyence BZ-8000, ⼤阪)の Z スタック機能を⽤いて
観察した。 	

 

2.2.4 遺伝⼦の発現解析 
 空 気 ま た は 低 酸 素 曝 露 後 に 、 イ ソ フ ル ラ ン 吸 ⼊ お よ び 過 量 の ペ ン ト
バ ル ビ タ ー ル に よ る 深 ⿇ 酔 下 で 、 各 群 の マ ウ ス か ら 脳 お よ び 網 膜 を 採
取し、RNeasy Mini Kit（Qiagen, Venlo, Netherlands）を⽤いて全 RNA
を抽出した。続いて SuperScript Ⅱ Reverse Transcriptase Kit（Thermo 
Fisher Scientific, Massachusetts, USA）を⽤いて RNA に対応する cDNA
を 作 成 し た 。 使 ⽤ し た プ ロ ー ブ （ Applied Biosystems, Massachusetts, 
USA）は以下の通りである。VEGF (Vegfa, Mm00437304_m1)、tumor 
necrosis factor α (TNFα) (Tnf, Mm00443260_g1) 、 IL-1β (Il1b, 
Mm00434228_m1)、monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1) (Ccl2, 
Mm00441242_m1)（CSF1R 阻害薬投与実験においては IL-1βのみ測定
した）。また、18S rRNA（Rn18s, Mm03928990_g1）を内在性コントロ
ールとして⽤いた。 
7900HT Fast Real-Time PCR System （ Applied Biosystems, 
Massachusetts, USA）を⽤いてΔΔCT 法により逆転写ポリメラーゼ連
鎖反応（RT-PCR; reverse transcription- polymerase chain reaction）解
析を⾏なった。各因⼦の mRNA レベルは 18S rRNA を基準とした相対
発現量で⽰した。 
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2.2.5 ヘマトキシリン/エオジン染⾊ 
 空気または低酸素曝露後に、各群のマウスをイソフルラン吸⼊下、過
量のペントバルビタールによる深⿇酔下で、リン酸緩衝 4%PFA で灌流
固定した。脳および眼球を摘出し、眼球から⾓膜と⽔晶体を除去した後、
同じ固定液に 4℃で⼀晩浸漬固定した。次に標本をパラフィン包埋した
後、5 μm ないし 10 μm 厚の切⽚を作成し、ヘマトキシリン/エオジ
ン（HE; hematoxylin and eosin）染⾊と後述の免疫組織科学染⾊（IHC; 
immunohistochemistry）に供した。網膜各層の厚さを３箇所（視神経乳
頭から 250 μm、300 μm、400 μm）で測定し、これらの平均値をデ
キサメタゾン投与実験における各群で⽐較した。 
  

2.2.6 パラフィン切⽚の免疫組織化学染⾊ 
アストロサイト/ミュラー細胞はグリア細胞特有の中間径フィラメン

トタンパク質の１つである GFAP(glial fibrillary acidic protein)を発現
しており、環境の変化に応じて GFAP 強陽性を特徴した活性化を⽰す
た め 、 GFAP は 両 細 胞 の 活 性 化 マ ー カ ー と し て 広 く ⽤ い ら れ て い る
(113)。   

またミクログリアのマーカーとして ionized calcium binding adapter 
molecule 1（Iba-1）(114)、CD11b、CD45、CX3CR1、F4/80、CD68、
CD40 などが知られているが、活性化の有無に関わらず恒常的に発現し、
多 く の 研 究 で ミ ク ロ グ リ ア の 形 態 変 化 の 観 察 に 利 ⽤ さ れ て い る こ と か
ら、我々は Iba-1 をミクログリアのマーカーとして⽤いた。なお、Iba-
1 はアクチン構造再編成の調節に作⽤し、ミクログリアの細胞運動能を
制御する分⼦であることが知られている(115)。 

各群から得られたパラフィン切⽚を⽤いて、GFAP および Iba-1 を⽤
いた IHC を⾏なった。パラフィン切⽚をキシレンで脱パラフィンした
後、脱マスキング剤(Vector, CA, USA)に浸し、１分間オートクレーブ
（120 ℃）を⾏なった。冷却と PBS での洗浄の後、内因性ペルオキシ
ターゼ阻害剤（Dako, Golstrup, Denmark）と共に 15 分間、続いて 2.5%
ウマ⾎清と共に 45 分間、室温でインキュベートした。１次抗体反応は、
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抗 GFAP 抗体（Thermo Fisher Scientific, MA, USA）（1:250 希釈）お
よび抗 Iba-1 抗体（Wako,⼤阪）（1:1000 希釈）を４℃で⼀晩⾏った。
PBS で洗浄した後、スライドをペルオキシダーゼ結合ポリマー2 次抗体
（ImmPRESS reagent; Vector, CA, USA）と共に室温で 45 分間インキ
ュベートし、3,3ʼ-ジアミノベンゼンで発⾊させ、核をヘマトキシリンで
対⽐染⾊した。 
 

2.2.7 網膜伸展標本の免疫組織化学染⾊ 
 上 述 と 同 様 の ⽅ 法 で デ キ サ メ タ ゾ ン 投 与 実 験 に お け る 各 群 か ら 眼 球
を摘出し、網膜を採取した。網膜を 0.1% tween-20 含有 PBS（PBT）
で洗浄し、2.5%ウマ⾎清と共に 3 時間インキュベートした。1 次抗体
反応は、Iba-1 抗体（1:2000 希釈）を４ ℃で 3 ⽇間⾏なった。PBT で
洗浄した後、FITC 結合 2 次抗体(Vector)（1:200 希釈）と共に暗所で 1
時間インキュベートした。標本を PBT でよく洗浄した後、Fluoromount-
G（Southern Biotech, AL, USA）を乗せたスライドガラス上で伸展させ、
蛍光顕微鏡(Keyence BZ-8000)を⽤いて観察した。  
  

2.2.8 透過型電⼦顕微鏡観察とランタントレーサー実験 
 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 の 様 ⼦ を 画 像 で 確 認 す る た め に 、 ⾼ 電 ⼦ 密 度 の ラ ン
タ ン 塩 を ⾎ 管 内 ト レ ー サ ー と し て ⽤ い た 透 過 型 電 ⼦ 顕 微 鏡 （ TEM; 
transmission electron microscope）観察を⾏なった。 

空 気 ま た は 低 酸 素 曝 露 後 に 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 投 与 実 験 に お け る 各 群
の マ ウ ス を イ ソ フ ル ラ ン 吸 ⼊ 下 、 過 量 の ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル に よ る 深
⿇酔下で既報(116)を参考に灌流固定した。まず、1% NaNO3(2ml)を灌
流し、次に 10 ml のランタン溶液(20 mM La(NO3)3・6H2O、80 mM 
NaCl、 3.5 mM KCl、1.0 mM CaCl2、1.0 mM MgCl2、1.0 mM glucos；
pH 7.4)を 10 分かけて灌流した。続いて硫酸塩（43 mM Na2SO4、16 
mM NaHCO3、 10 mM sodium acetate、3.5 mM KCl、1.0 mM CaCl2、
1.0 mM glucose 、  1.6 mM Na2HPO4、 0.4 mM NaH2PO4, 、 33 mM 
sucrose；pH 7.4）を含む 10 ml の 2%グルタルアルデヒドおよび 2%PFA
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で灌流固定した。眼球を摘出し、⾓膜と⽔晶体を除去した後、同じ固定
液に 4℃で⼀晩浸漬固定した。次に 2%四酸化オスミウム⽔溶液中で 1.5
時間固定した。Epon812 に包埋した後、酢酸ウラニルで染⾊した超薄
切⽚を TEM（Type 1400plus; JOEL,東京）で観察した。 
 

2.2.9 眼底の観察 
 空 気 ま た は 低 酸 素 曝 露 後 に 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 投 与 実 験 に お け る 各 群
のマウスをイソフルラン吸⼊下、ペントバルビタール（50 mg/kg）の腹
腔内注射を⾏い、0.5%トロピカミド点眼（ミドリン-P®; 参天製薬, ⼤
阪）を⽤いて散瞳した。ヒドロキシエチルセルロースゲル（スコピゾル
®; 千 寿 製 薬 , ⼤ 阪 ） を 眼 に 点 ⼊ し 、 網 膜 イ メ ー ジ ン グ 顕 微 鏡 （ Micron 
Ⅳ®; Phoenix Research Laboratories, CA, USA）で眼底写真（FP; fundus 
photography）を撮影した。その後、FITC（100 mg/ml）（Fluorescite®; 
ノバルティスファーマ, 東京）を 0.05 ml 腹腔内注射し、蛍光眼底⾎管
造影（FFA; fluorescein fundus angiography）を施⾏した。FFA で得ら
れた画像を元に、視神経乳頭から等距離（視神経乳頭の直径の２倍）に
おける乳頭周囲の⾎管径（太い順に８本）を測定した。 
 

2.2.10 Iba-1 陽性細胞（ミクログリア）の数の測定 
空気または低酸素曝露後に、上述と同様の⽅法で CSF1R 阻害薬投与

実験における各群マウスから脳と網膜を採取し、Iba-1 の IHC を⾏な
った。１つの脳サンプル（右または左半球）から３つのエリア（海⾺周
辺、⼩脳、⼤脳⽩質）の画像を取得し、各画像内の Iba-1 陽性細胞の数
を測定した。 
 

2.2.11 統計解析 
全ての統計解析には jmp pro14（SAS institute inc., NC, USA）を使

⽤した。データは平均値±標準偏差で⽰した。平均値の⽐較は、対応の
な い ⼀ 元 配 置 分 散 分 析 に よ り 有 意 性 を 確 認 し た の ち 、 多 重 ⽐ 較 に は
Tukey 検定を⽤いた。有意⽔準は 5%未満とした。  
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第３節 結果 

2.3.1 低酸素による脳⾎管バリアの機能低下 
低 酸 素 に よ る 脳 の ⾎ 管 バ リ ア の 機 能 低 下 を 評 価 す る た め に 、 デ キ サ

メ タ ゾ ン 投 与 実 験 に お け る 各 群 に お い て EB 投 与 後 の 脳 の ⾁ 眼 的 観 察
および脳における EB 漏出量の測定を⾏なった。 
 
2.3.1a 脳の⾁眼的観察 

EB 投与後のマウスの脳の代表的な⾁眼的組織像を図 2-4a に⽰す。
Hypox-PBS 群では Air-PBS 群と⽐較して⾊調が変化し、これはデキサ
メタゾン投与によって抑制された。 
 
2.3.1b 脳の EB 漏出 

EB が⾎清アルブミンと結合する性質を利⽤することで、⾎管バリア
破 綻 を 検 知 で き る (111)。 バ リ ア 機 能 の 破 綻 し た ⾎ 管 で は ⾎ 管 内 の EB
結 合 ア ル ブ ミ ン が 周 囲 の 組 織 に 漏 出 す る が 、 正 常 の ⾎ 管 で は 漏 出 は ほ
とんど無く EB は灌流液により除去される。各群の脳 EB 漏出量を Air-
PBS 群と⽐較した結果を図 2-4b に⽰す。Hypox-PBS 群では有意に増
加し（p<0.01、1.36±0.24 倍）、Air-Dex 群（0.96±0.06 倍）および Hypox-
Dex 群（0.99±0.10 倍）では有意差は認められなかった。 
 

2.3.2 低酸素による脳の病理変化  
低 酸 素 に よ る 脳 の ⾎ 管 バ リ ア の 病 理 変 化 を 評 価 す る た め に 、 脳 ⾎ 管

の TEM 観察および BBB 構成細胞のアストロサイトのマーカーである
GFAP の染⾊を⾏なった。 
 
2.3.2a 脳⾎管の TEM 観察 

デ キ サ メ タ ゾ ン 投 与 実 験 に お け る 各 群 の マ ウ ス の 脳 に お け る 代 表 的
な⽑細⾎管の微細構造を図 2-5 に⽰す。Air-PBS 群および Air-Dex 群
では、明らかな異常所⾒は観察されなかった。Hypox-PBS 群では、ア
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ストロサイト⾜突起の空砲を伴う膨化（図 2-5a：＊）、⾎⼩板由来と考
え ら れ る ⼩ 胞 集 合 体 の ⾎ 管 内 ⽪ へ の 付 着 （ 図 2-5a: ⽮ 印 ） が 認 め ら れ
た 。 こ れ ら の 所 ⾒ は Hypox-Dex 群 で は 認 め ら れ な か っ た 。 さ ら に
Hypox-PBS 群では⾎管内⽪細胞の基底膜の肥厚が認められた（図 2-5b：
⽮頭）。また、アストロサイトのミトコンドリアに明らかな変化は認め
られなかった（図 2-5b：M）。  
 
2.3.2b 脳切⽚の HE 染⾊と GFAP 染⾊ 

デキサメタゾン投与実験における各群のマウスの脳（海⾺周辺部）の
代表的な組織像を図 2-6 に⽰す。HE 染⾊では各群で明らかな組織学的
変化は観察されなかった（図 2-6a）。GFAP 抗体を⽤いた IHC では、全
ての群で⾎管周囲の陽性領域が認められ、これは BBB を構成するアス
トロサイトの⾜突起を⽰していると考えられた。Hypox-PBS 群におい
ては他群と⽐較して GFAP の発現が強いことが弱拡⼤での観察で確認
された。また強拡⼤での観察によって、⽑細⾎管周囲において突起状の
GFAP 陽性領域の顕著な拡⼤が確認された（図 2-6b）。 
 

2.3.3 低酸素による網膜の病理変化 
低 酸 素 曝 露 に よ っ て 、 脳 ⾎ 管 と 同 等 の 変 化 が 網 膜 ⾎ 管 で も ⽣ じ て い

る こ と を 確 認 す る た め に 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 投 与 実 験 に お け る 各 群 の マ
ウスの網膜を観察した。 
 
2.3.3a 眼底写真 

低 酸 素 に よ る 網 膜 ⾎ 管 の 変 化 を ⽣ き た 状 態 で 確 認 す る た め に 眼 底 観
察を⾏なった。Air-PBS 群および Hypox-PBS 群のマウスの代表的な FP
および FFA の画像を図 2-7a に⽰す。Air-Dex 群および Hypox-Dex 群
はそれぞれ Air-PBS 群、Air-Dex 群と同様の所⾒を得られた。Hypox 群
において⾎管拡張が認められたが、全てのグループにおいて⽩斑、異常
⾎管、出⾎等の病理所⾒は認められなかった。 
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2.3.3b 網膜の⾎管径 

各群において網膜の⾎管径を測定したところ、Air-PBS 群と⽐較して
Hypox-PBS 群（1.35±0.01 倍, p<0.05）および Hypox-Dex 群（1.28±
0.08 倍, p<0.05）で有意な⾎管拡張が認められた（図 2-7b）。 
 
2.3.3c 網膜の病理切⽚ 

各群のマウス網膜の代表的な組織像を図 2-8a に⽰す。Air-PBS 群、
Air-Dex 群では異常な組織学的所⾒は観察されなかったが、Hypox-PBS
群では網膜表層に浮腫性変化が観察された（図 2-8a: ⽮印）。低酸素曝
露前にデキサメタゾンを投与した Hypox-Dex 群ではこのような所⾒は
認められなかった。NFL と GCL を合わせた厚さは Air-PBS 群（11.95
±0.71 μm）と⽐べ Hypox-PBS 群（16.39±3.92 μm）で有意に⼤き
かった（p<0.05）（図 2-8b）。 
 
2.3.3d 網膜切⽚の GFAP 染⾊ 

各群のマウス網膜の代表的な GFAP 抗体を⽤いた IHC 像を図 2-8c
に ⽰ す 。 全 て の 群 で 主 に NFL お よ び GCL に 陽 性 領 域 が 認 め ら れ 、
Hypox-PBS 群では、これに加え IPL および OPL にも陽性領域が認め
られた。さらに強拡⼤での観察により Hypox-PBS 群では他群と⽐べ網
膜表層における突起状の GFAP 陽性領域の顕著な拡⼤が観察された（図
2-8c: ⽮頭）。 
 

2.3.4 低酸素による網膜⾎管バリアの機能低下  
低 酸 素 に よ る 網 膜 の ⾎ 管 バ リ ア の 機 能 低 下 を 評 価 す る た め に 、 デ キ

サメタゾン投与実験における各群において、網膜での EB 漏出量の測定
および⾎管内トレーサー漏出の確認を⾏なった。 
 
2.3.4a 網膜の EB 漏出 

各群の網膜 EB 漏出量を Air-PBS 群と⽐較した結果を図 2-9a に⽰す。
網膜の EB 漏出量は Air-PBS 群（3.43±1.0 μl/g/h）、Air-Dex 群（3.18
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±0.95 μl/g/h）、Hypox-Dex（2.75±0.97 μl/g/h）と⽐較し、Hypox-
PBS 群（5.32±1.75 μl/g/h）で有意に⾼かった（p<0.05）。 
 
2.3.4b ランタントレーサー実験 

低 酸 素 に よ り 網 膜 の ⾎ 管 バ リ ア 機 能 が 低 下 し て い る 様 ⼦ を 画 像 で 確
認するために、ランタン塩を⾎管内トレーサーとして⽤いた TEM 観察
を⾏なった（図 2-9b）。 

各 群 に お い て 、 ラ ン タ ン 塩 の ⾎ 管 内 腔 へ の 沈 着 が 認 め ら れ た 。 Air-
PBS 群では、正常な TJ がランタン塩の細胞間隙通過を防いでいること
が確認できたが、⼀⽅、Hypox-PBS 群では、ランタン塩が TJ を通過
し、細胞間隙まで深く浸透していることが確認できた（図 2-9b: ⽮頭）。
このようなランタン塩の TJ 通過は Hypox-Dex 群では認められなかっ
た。 

また、全ての群において oBRB のランタン塩の透過は認められなか
った。 
 

2.3.5 低酸素による網膜⾎管バリアの各層での変化 
低 酸 素 に よ る 網 膜 の ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 の 詳 細 を 知 る た め に 、 デ キ サ メ

タ ゾ ン 投 与 実 験 に お け る 各 群 に お い て 、 漏 出 が ⽣ じ て い る 層 の 特 定 と
各 VPL における⾎管微細構造の観察を⾏なった。 
 
2.3.5a 層の特定 

⾎管から漏出した EB は灌流後にも局所に貯留していることから、漏
出が⽣じている層を特定した。図 2-10 に⽰す通り、Air-PBS 群では EB
は⾎管内に留まっているが、⼀⽅、Hypox-PBS 群では局所的な⾎管か
らの漏出が認められた（図 2-10: ⽮頭）。網膜全層での Z 軸解析を⾏な
ったところ、Hypox-PBS 群における EB 漏出は網膜表層で⽣じている
ことがわかった。 
 
2.3.5b 各層の⾎管微細構造 
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各群のマウス網膜における代表的な⾎管周囲の微細構造を VPL ごと
に図 2-10b に⽰す。Air-PBS 群では全ての VPL において異常な所⾒は
観察されなかったが、Hypox-PBS 群では、SVPL の⽑細⾎管において、
基底膜の肥厚（図 2-11a: ⽮頭）、アストロサイト⾜突起の空砲を伴う膨
化（図 2-11a: ＊）、⾎⼩板由来と考えられる⼩胞集合体の⾎管内⽪への
付着（図 2-11a: ⽮印）が認められた。これらの所⾒は IVPL、DVPL で
は認めず、また、Hypox-Dex 群においても、これらの所⾒は認められ
なかった。  
 
2.3.5c oBRB の観察 

低酸素による EB 漏出が iBRB だけでなく oBRB からも⽣じている可
能性があるため oBRB の微細構造を観察した。Hypox-PBS 群において
⾊素上⽪細胞の細胞間隙は広がっているものの TJ は保たれており、網
膜視細胞層の異常所⾒は認められなかった（図 2-11b）。 
 

2.3.6 低酸素によるミクログリアの活性化 
低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 へ の ミ ク ロ グ リ ア の 関 与 を 調 べ る た め に 、

デ キ サ メ タ ゾ ン 投 与 実 験 に お け る 各 群 に お い て 、 ミ ク ロ グ リ ア の 形 態
および炎症関連遺伝⼦の発現を調べた。 
 
2.3.6a 脳ミクログリアの形態変化  

脳でのミクログリアの形態を調べるために Iba-1 抗体を⽤いた IHC
を ⾏ な っ た 。 各 群 に お い て ミ ク ロ グ リ ア の 数 に 有 意 差 は 認 め ら れ な か
った。図 2-12a に⽰す通り、Air-PBS 群の全てのミクログリアが、複数
の 細 か く 枝 分 か れ し た 突 起 を 特 徴 し た ラ ミ フ ァ イ ド 型 ミ ク ロ グ リ ア で
あったのに対し、Hypox-PBS 群では突起の短縮と細胞体の肥⼤化を特
徴としたアメボイド型ミクログリアが多数認められた。Hypox-Dex 群
ではアメボイド型ミクログリアはほぼ認められなかった。 
 
2.3.6b 脳の遺伝⼦発現変化 
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 VEGF、TNFα、MCP1 の Air-PBS 群に対する相対的遺伝⼦発現量
は、Hypox-PBS 群（それぞれ 7.14±0.21 倍、4.67±0.23 倍、8.35±0.05
倍）において有意に⾼かった（p<0.05）。TNFα、MCP1 の Air-PBS 群
に対する相対遺伝⼦発現量は、Hypox-Dex 群において Hypox-PBS 群と
⽐較して有意に抑制された（図 2-12b）。 
 
2.3.6c 網膜ミクログリアの形態変化 

網 膜 で の ミ ク ロ グ リ ア の 形 態 を 調 べ る た め に Iba-1 抗 体 を ⽤ い た 網
膜伸展標本における IHC を⾏なった。各群においてミクログリアの数
に有意差は認められなかった。図 2-13a に⽰す通り、脳と同様、Air-PBS
群 の 全 て の ミ ク ロ グ リ ア が 、 複 数 の 細 か く 枝 分 か れ し た 突 起 を 特 徴 と
したラミファイド型ミクログリアであったのに対し、Hypox-PBS 群で
は 突 起 の 短 縮 と 細 胞 体 の 肥 ⼤ 化 を 特 徴 し た ア メ ボ イ ド 型 ミ ク ロ グ リ ア
を多数認め、Hypox-Dex 群ではアメボイド型ミクログリアはほぼ認め
られなかった。 
 
2.3.6d 網膜の遺伝⼦発現変化 

VEGF、TNFα、IL-1β、MCP1 の Air-PBS 群に対する相対的遺伝⼦
発現量は、Hypox-PBS 群（それぞれ 3.56±0.44 倍、2.29±0.35 倍、1.68
±0.68 倍、2.37±1.12 倍）において有意に⾼く（p<0.05）、Hypox-Dex
群（それぞれ 1.23±0.26 倍、0.64±0.14 倍、0.84±0.40 倍、1.04±0.83
倍）では Air-PBS 群と同等に抑えられていた（図 2-13b）。 

 
2.3.7 ミクログリア減少マウスを⽤いた実験 
 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に お け る ミ ク ロ グ リ ア の 影 響 を 明 確 に す る
ために、CSF1R 阻害薬である PLX5622 を⽤いてミクログリア減少マウ
スを作成し、病理学的変化、アストロサイト/ミュラー細胞の活性およ
び炎症性サイトカインの遺伝⼦発現を調べた。 
 
2.3.7a CSF1R 阻害薬投与によるミクログリアの減少 
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ミクログリアの減少を確認するために、各群の脳切⽚に対し Iba-1 抗
体を⽤いた IHC を⾏い、Iba-1 陽性細胞の数を測定した。脳の３つのエ
リア（海⾺周辺、⼩脳、⼤脳⽩質）において Iba-1 陽性細胞の数は有意
に減少した（図 2-14a）。 
 
2.3.7b 脳および網膜での遺伝⼦発現変化 

IL-1βの Air-PBS 群に対する他群の相対的遺伝⼦発現量は、Hypox-
cont 群（1.95±1.13 倍）において⾼い傾向にあり、Hypox-PLX 群（0.94
±0.2 倍）では Air-cont 群と同等に抑えられていたが、有意差は認めら
れなかった（図 2-14b）。 
 
2.3.7c 脳の Iba-1 および GFAP 染⾊ 

各群のマウスの脳の代表的な組織像を図 2-15a に⽰す。Iba-1 抗体を
⽤いた IHC では Air-PLX 群および Hypox-PLX 群で陽性細胞が減少し
た。GFAP 抗体を⽤いた IHC では、Air-cont 群および Air-PLX 群と⽐
較 し 、 Hypox-cont 群 で は ⾎ 管 周 囲 の 陽 性 領 域 の 拡 ⼤ が 認 め ら れ た 。
Hypox-PLX 群では Air 群と同等の陽性領域が認められた。 
 
2.3.7d 網膜の Iba-1 および GFAP 染⾊ 

各群のマウスの網膜の代表的な組織像を図 2-15b に⽰す。Iba-1 抗体
を⽤いた IHC では Air-PLX 群および Hypox-PLX 群で陽性細胞が減少
した。GFAP 抗体を⽤いた IHC では、全ての群で主に NFL および GCL
に陽性領域が認められた。Hypox-cont 群では、さらに IPL および OPL
にも陽性領域が認められ、SVPL における⾎管周囲の陽性領域が他群と
⽐べ広いことが観察された。また、拡⼤した GFAP 陽性領域には Iba-1
陽性細胞が存在することが確認された。 
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第 4 節 考察 

本 研 究 で は 、 脳 お よ び 網 膜 に お け る 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 の 詳 細
を 調 べ る た め に マ ウ ス を ⽤ い た 実 験 を ⾏ な っ た 。 ま ず 最 初 に 各 群 の マ
ウスに EB を投与し脳を観察したところ、Hypox-PBS 群では脳の⾊調
が⾁眼的に変化し、EB 漏出量が増加していた（図 2-4）。これは低酸素
に よ り 脳 の ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 が ⽣ じ 、 ア ル ブ ミ ン が 脳 実 質 に 漏 出 し た こ
と が 原 因 だ と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に ア ス
ト ロ サ イ ト が 関 与 す る こ と が い く つ か の 研 究 で ⽰ さ れ て い る 。 通 常 環
境ではアストロサイト⾜突起が⾎管を包み込むことで BBB 機能が維持
されているが(117, 118)、低酸素環境ではアストロサイトは⾎管バリア
を 破 綻 さ せ る よ う な 種 々 の サ イ ト カ イ ン を 放 出 す る こ と が 知 ら れ て い
る (61, 119)。 さ ら に 、 低 酸 素 環 境 で は ア ス ト ロ サ イ ト ⾜ 突 起 の 膨 化 が
起 こ り (50)、 こ れ が ⾎ 管 透 過 性 亢 進 に 関 与 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
(120)。そこで、本研究では、TEM を⽤いた脳⾎管周囲の微細構造の観
察を⾏なった。すると、Hypox-PBS 群の⾎管周囲でアストロサイト⾜
突起の空胞化と考えられる所⾒が認められた（図 2-5a）。次にアストロ
サイトの活性化マーカーである GFAP を染⾊したところ、Hypox-PBS
群では⾎管周囲の陽性領域が広がっていることが確認できた（図 2-6）。
これは、アストロサイト⾜突起の膨化を⽰す所⾒である。本研究で認め
ら れ た 脳 に お け る 低 酸 素 に よ る ア ス ト ロ サ イ ト の 変 化 は 低 酸 素 性 ⾎ 管
バリア機能低下の原因の１つだと考えられる。 

低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 が 問 題 と な る の は 脳 だ け で は な い 。 網 膜 は
発 ⽣ 学 的 に は 脳 の ⼀ 部 と 捉 え ら れ 、 両 者 と も 神 経 と ⾎ 管 が 密 接 に 関 係
す る 神 経 ⾎ 管 ユ ニ ッ ト を 形 成 し て い る た め 、 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 は 神 経 系
の 機 能 維 持 に 重 ⼤ な 影 響 を 与 え る こ と が 知 ら れ て い る 。 特 に 失 明 の 原
因となる DR や AMD などの疾患では低酸素性⾎管バリア破綻が病態
の 中 ⼼ を 成 す 。 網 膜 は 脳 と ⽐ べ ⾎ 管 ⾛ ⾏ な ど の 構 造 が 単 純 な た め ⾎ 管
バリアに関する研究が⾏いやすく、さらに、網膜は脳と違い、眼底鏡を
⽤ い る こ と で 実 験 動 物 を 殺 さ ず に 容 易 に 観 察 で き る と い う 点 で も 有 利
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であるため、中枢神経系の⾎管に関する研究で多く⽤いられる。そこで、
本研究では網膜における低酸素性⾎管バリア破綻についても調べた。 

まず、眼底観察を⾏なったところ、図 2-7 に⽰す通り、FP および FFA
で低酸素曝露による網膜⾎管の拡張が観察された。これまでに、⾼所滞
在 に よ る 網 膜 に お け る 動 静 脈 の ⾎ 管 拡 張 が 報 告 さ れ て お り (49, 121)、
本研究の結果はこれらの報告と⽭盾しない。脳においても、網膜と同様
に 低 酸 素 に よ る ⾎ 管 拡 張 が ⽣ じ て い る 可 能 性 が あ り 、 こ れ は 組 織 低 酸
素における脳圧亢進に寄与すると考えられる。また、ヒト(47)および実
験動物(122)において、数週間の低酸素曝露で網膜出⾎が報告されてい
る。本研究では⽩斑や出⾎は認めていないが、おそらく 24 時間の低酸
素曝露では⽩斑、微⼩動脈瘤、出⾎などの病理変化が⽣じるには⼗分な
時間ではないのだろう。次に、EB 投与実験を⾏なったところ、網膜⾎
管からの EB 漏出量も、脳⾎管と同様、低酸素曝露によって増加するこ
とが確かめられた。TEM による⾎管微細構造観察と GFAP の染⾊では、
Hypox-PBS 群 で ア ス ト ロ サ イ ト /ミ ュ ラ ー 細 胞 の ⾜ 突 起 の 膨 化 お よ び
GFAP 陽性領域の拡⼤が認められた。ここまでの結果は脳と同様である
が、網膜においてはこれらの結果に加え、各層で低酸素による⾎管バリ
ア へ の 影 響 が 異 な る こ と が ⽰ 唆 さ れ た た め 、 層 ご と の 低 酸 素 曝 露 の 影
響を⽐較した。 

その結果、低酸素曝露によって網膜表層（NFL および GCL）の浮腫性
変化と、これらの層の肥厚を認め、他の層では厚さの変化は認められな
かった（図 2-8a,b）。すなわち、網膜中層や深層から浮腫を⽣じる DR
や RVO と異なり、24 時間の低酸素曝露ではこれらの層での細胞外浮
腫は⽣じないことが明らかになった。さらに、Hypox-PBS 群において
GFAP 陽性領域は浮腫性変化と⼀致して網膜表層を中⼼に増加した（図
2-8c）。TEM で網膜微細構造を観察すると、網膜表層において⽑細⾎管
周 囲 を 取 り 囲 む 細 胞 （ ア ス ト ロ サ イ ト も し く は ミ ュ ラ ー 細 胞 だ と 思 わ
れる）の空胞化が認められたが（図 2-11a）、このような所⾒は網膜中
層および深層では認められなかった。これまでに、糖尿病モデル動物な
ど い く つ か の 実 験 動 物 で 網 膜 ⾎ 管 の 透 過 性 変 化 に つ い て 報 告 さ れ て い
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る(123, 124)。新⽣仔マウスにおいて低酸素曝露後の TJ タンパクの再
分配が透過性亢進に寄与しているとの報告があるが(51)、野⽣型成獣マ
ウ ス に お け る 低 酸 素 の 網 膜 ⾎ 管 バ リ ア に 対 す る 直 接 的 な 影 響 は 報 告 さ
れていない。野⽣型成獣マウスを⽤いた本研究では、低酸素曝露により
網膜表層のみでの⾎管からの漏出が確認された（図 2-10a）。また、図
2-10c で⽰した通り、Air-PBS 群においても oBRB の TJ は保たれてい
るように⾒える。oBRB は iBRB と⽐べ低酸素への耐性があることが知
られており(50, 125)、本研究の結果と⽭盾しない。すなわち、図 2-9a
に⽰した EB 漏出増加は、おそらく網膜表層の⾎管からの漏出が主な原
因だろう。さらに、⾼電⼦密度のランタン塩をトレーサーとした TEM
観察で、トレーサーの TJ を通過する様⼦が観察されたが、この所⾒は
Hypox-PBS 群の表層のみで認め、他の群、および中層・深層では認め
られなかった（図 2-9b）。これらの所⾒から、低酸素による iBRB 破綻
は網膜表層のみで⽣じていることが初めて明らかになった。また、この
モ デ ル マ ウ ス で ⽣ じ て い る 網 膜 表 層 の 浮 腫 は 、 ⻩ 斑 浮 腫 の 初 期 病 態 の
可能性がある。網膜表層の病態変化をより詳しく調べることは、低酸素
が関係する病態の診断および治療の発展に寄与するだろう。 

低 酸 素 に よ っ て 網 膜 表 層 の み で ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 が ⽣ じ る 理 由 と し て
ア ス ト ロ サ イ ト の 影 響 が 考 え ら れ る 。 ア ス ト ロ サ イ ト は 網 膜 表 層 に の
み存在することから(70)、SVPL ではアストロサイトが低酸素により活
性 化 お よ び 膨 化 し 、 表 層 の 浮 腫 性 変 化 を 引 き 起 こ し た と 考 え て ⽭ 盾 し
な い 。 こ れ は 網 膜 表 層 の ⾎ 管 バ リ ア は 他 の 層 と ⽐ べ て 低 酸 素 へ の 感 受
性が⾼いと⾔い換えることができるだろう。しかしながら、本研究では
IVPL や DVPL においても Hypox-PBS 群での GFAP 陽性領域の増加を
認 め て お り 、 こ れ は 表 層 に の み 存 在 す る ア ス ト ロ サ イ ト だ け で は な く
全 層 に 存 在 す る ミ ュ ラ ー 細 胞 も 活 性 化 し て い る こ と を ⽰ し て い る （ 図
2-8c）。これまでの報告では、アストロサイトとミュラー細胞の iBRB 維
持 へ の 役 割 の 違 い は 明 ら か に さ れ て い な い が 、 低 酸 素 に よ る バ リ ア 破
綻においてはアストロサイトの影響が⼤きい可能性が⽰唆された。 

本 研 究 で は 、 デ キ サ メ タ ゾ ン に よ り 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 が 抑 制
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さ れ た が 、 そ の メ カ ニ ズ ム と し て 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 阻 害 が 考 え ら
れる(126)。炎症性サイトカインは脳および網膜において主にミクログ
リアによって産⽣され、炎症プロセスを促進すると共に、HIF-1αおよ
び VEGF を活性化することで⾎管バリア破綻を促すことが知られてい
る(127-130)。そこで、本研究では、ミクログリアと炎症性サイトカイ
ンに焦点を当て観察を⾏なった。その結果、脳および網膜において低酸
素 曝 露 に よ る ミ ク ロ グ リ ア の 形 態 変 化 と 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 遺 伝 ⼦
発 現 の 増 加 お よ び デ キ サ メ タ ゾ ン に よ る 抑 制 効 果 が 観 察 さ れ た （ 脳 に
おいては IL-1βの遺伝⼦発現の変化は認められなかったが、これは脳
における IL-1βの発現量が極めて微量であり、本研究で⾏なった⽅法
で は 遺 伝 ⼦ 発 現 量 の 変 化 を 感 知 で き な か っ た こ と が 原 因 だ と 考 え ら れ
る）（図 2-12, 図 2-13）。炎症性サイトカインによる⾎管バリア破綻に
関する報告は多い。例えば、TNFαは VEGF 同様、内⽪細胞の透過性
を上げ(131)、脳浮腫形成の重要な役割を担っていることが報告されて
いる(132)。また、TNFαの硝⼦体注射により iBRB の破綻をきたすこ
とや(133)、IL-1βも iBRB 破綻に関与することが知られている(134)。
さらに、低酸素による TNFαや IL-1βの網膜での増加や、これによる
iBRB 破壊が報告されている(50, 135)。これらの炎症性サイトカインは
主 に ミ ク ロ グ リ ア に よ っ て 産 ⽣ さ れ た と 考 え ら れ る 。 ミ ク ロ グ リ ア は
脳 お よ び 網 膜 の 主 要 な 免 疫 担 当 細 胞 で 、 脳 の 恒 常 性 を モ ニ タ ー し て お
り、微⽣物の侵⼊や低酸素曝露などの刺激に直ちに反応し、炎症プロセ
スを促進させる（その影響は有益にも有害にもなる）(136, 137)。例え
ば、RVO モデル動物ではミクログリアの活性化を伴う iBRB 破綻が観
察された(138)。また、虚⾎再灌流モデル動物において、活性化ミクロ
グリアが産⽣する炎症性サイトカインを抑制すると BRB 破綻が軽減さ
れた(139)。これらの既報から、低酸素環境ではミクログリアが産⽣す
る 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン に よ っ て ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 が ⽣ じ る こ と が 理 解 で
きる。これに加え、低酸素により活性化したミクログリアは⾃ら炎症性
サ イ ト カ イ ン を 放 出 す る だ け で な く 、 ⾎ 管 バ リ ア 構 成 細 胞 で の VEGF
や炎症性サイトカイン産⽣を⾼めることが知られている(140)。つまり、
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本研究で観察された低酸素による GFAP 陽性細胞（アストロサイト/ミ
ュラー細胞）の活性化はミクログリアを介した現象の可能性がある。こ
の 仮 説 を ⽴ 証 す る た め に 細 胞 実 験 を ⾏ な っ た が 、 そ の 詳 細 は 第 ３ 章 で
論述する。  

デ キ サ メ タ ゾ ン は 脳 浮 腫 に 対 し て 最 も ⼀ 般 的 に 使 ⽤ さ れ る 副 腎 ⽪ 質
ステロイドである(126)。副腎⽪質ステロイドの主要な機能は炎症性サ
イ ト カ イ ン を 抑 制 す る こ と で あ る 。 副 腎 ⽪ 質 ス テ ロ イ ド に よ っ て 抑 制
される最も代表的なサイトカインの１つが MCP1 で、デキサメタゾン
によってミクログリアにおける MCP1 産⽣が抑制されることが知られ
ている(141)。さらに、低酸素に曝露したラットにおいて、MCP1 を阻
害 す る こ と で ⾎ 管 透 過 性 亢 進 が 抑 制 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る
(142)。また、デキサメタゾンは炎症性サイトカインを抑制するだけで
なく、HIF-1 の核内への移動を阻害することで、VEGF などの標的遺伝
⼦の転写を抑制することも知られている(143)。デキサメタゾンによっ
て脳のアストロサイトと周⽪細胞での VEGF 産⽣が減少し、⾎管透過
性亢進を抑制したとの報告がある(109)。また、糖尿病モデルラットの
網膜において、ステロイドによる VEGF の調節と BRB の安定化が知ら
れている(144)。我々は、これらの既報を⽀持する結果として、デキサ
メタゾンによる VEGF や炎症性サイトカインの発現抑制を確認したが、
これに加え、低酸素性のアストロサイト/ミュラー細胞⾜突起膨化がデ
キ サ メ タ ゾ ン 投 与 に よ っ て 抑 え ら れ る こ と も 合 わ せ て 確 認 し た 。 さ ら
に、我々は、デキサメタゾンは炎症プロセスの中⼼を担うミクログリア
の活性化を抑制することを明らかにした。つまり、低酸素環境において
ミ ク ロ グ リ ア の 活 性 化 を 抑 制 す る こ と が 、 ⾎ 管 バ リ ア 維 持 に 重 要 か も
しれない。 

この仮説を証明するために、CSF1R 阻害薬を⽤いてミクログリア減
少 モ デ ル マ ウ ス を 作 成 し 、 ミ ク ロ グ リ ア の 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 へ
の影響を調べた。作成した実験動物の数が少なかった為、⾎管バリア機
能 の 変 化 を 直 接 確 認 す る こ と は で き な か っ た 。 ミ ク ロ グ リ ア 減 少 に よ
る IL-1β 発 現 の 抑 制 傾 向 を 認 め た も の の 有 意 差 は 確 認 で き な か っ た
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（図 2-14）。ミクログリア減少モデルマウスにおいてはアストロサイト
/ミュラー細胞における GFAP 活性も抑制されていることが観察された
（図 2-15）。すなわち、ミクログリアは低酸素環境で炎症プロセスを促
進させると共に、アストロサイト/ミュラー細胞を活性化させることで
⾎管バリア破綻に寄与している可能性が⽰唆された。 
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第３章  

脳⾎管内⽪細胞における 

低酸素性タイトジャンクション破綻 

 

第１節 イントロダクション 

3.1.1 タイトジャンクション（TJ）構造 
3.1.1a 基本構造  

TJ は、1963 年に Farquhar と Palade が発表した３種類の細胞間接着
分⼦構造の１つで（図 3-1）、隣り合う上⽪細胞同⼠を膜状に密着させ
た 形 態 で 、 透 過 性 バ リ ア と し て 膜 の 内 側 と 外 側 を 隔 て る 機 能 を 有 す る
ことが報告された(145)。TJ を構成する最も代表的な分⼦がクローディ
ンとオクルディンである。クローディンは、哺乳動物においては 27 種
類 が 確 認 さ れ て お り 、 発 現 す る ク ロ ー デ ィ ン の 組 み 合 わ せ に よ り バ リ
アの特性が決定されると考えられている(146)。発現するクローディン
の 組 み 合 わ せ は 臓 器 や 細 胞 に よ っ て 異 な る が 、 ⾎ 管 内 ⽪ 細 胞 に お い て
は 、 主 に ク ロ ー デ ィ ン -5 が 発 現 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る (147-
158)（表１）。クローディン-5 ノックアウトマウスでは BBB が破綻し
て脳⾎管の透過性が著しく亢進し、⽣後 1 ⽇以内に致死となるなどの
報告があり(156)、クローディン-5 は BBB 機能に不可⽋な分⼦で、そ
の発現量が BBB のバリア強度を決定するというのが定説となっている。
ま た 、 オ ク ル デ ィ ン は そ の リ ン 酸 化 に よ っ て バ リ ア 機 能 を き め 細 か く
調節しているものと考えられている(159)。さらに、ZO タンパクがク
ロ ー デ ィ ン お よ び オ ク ル デ ィ ン に 結 合 し 細 胞 ⾻ 格 ア ク チ ン に 連 結 さ せ
る こ と で 細 胞 質 側 を 裏 打 ち し 、 様 々 な 分 ⼦ と 相 互 作 ⽤ を す る こ と が 知
られている(160)。ZO タンパクは３種類（ZO-1, ZO-2, ZO-3）が知ら



35 

れているが、その役割の違いはわかっていない。最も初期に同定された
ZO-1 は、TJ への濃縮が極めてよいことから TJ 形成のすぐれたマーカ
ーとして多くの研究で利⽤されている。  
  
3.1.1b 周囲の細胞との相互作⽤ 

TJ は流動的な構造で、タンパク相互作⽤によって細胞内での再分配、
発現量変化、翻訳後修飾が素早く⾏われる(161, 162)。また、第２章で
論じた通り、⾎管周囲の細胞も TJ 発現とバリア機能に影響を与えるこ
とが知られている。その例として、⾎管内⽪細胞は⾃発的に TJ を多く
は 発 現 し な い が ⾎ 管 周 囲 の ア ス ト ロ サ イ ト や 周 ⽪ 細 胞 な ど に よ っ て 誘
導されるなどの報告がある(161, 163, 164)。我々はその中でもアストロ
サ イ ト お よ び ミ ュ ラ ー 細 胞 に 着 ⽬ し て い る 。 な ぜ な ら こ れ ら の 細 胞 は
⾜突起で⾎管を覆うことで、神経線維の状態をモニターしながら TJ の
恒常性を維持していると考えられているからである。 
 

3.1.2 低酸素による TJ 破綻 
培養された内⽪細胞を低酸素に曝露すると、ZO-1 とクローディン-5

の タ ン パ ク 発 現 が 減 少 し 透 過 性 亢 進 が ⽣ じ た 、 な ど の 報 告 は あ る も の
の(165) (98)、低酸素による TJ 破綻に関する詳細なメカニズムは解明
されていない（本章第４節にて論じる）。最近の研究で、内⽪細胞だけ
でなく、⾎管周囲の細胞が TJ に影響を与えることが明らかになりつつ
ある。低酸素による VEGF の増加は TJ 破綻を引き起こす最も重要な要
因の１つであるが、VEGF はアストロサイト/ミュラー細胞などのグリ
ア 細 胞 で 多 く 産 ⽣ さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 細 胞 は 脳 お よ
び網膜で最もありふれたグリア細胞で TJ 維持に必須であるが(92, 166-
168)、脳や網膜における主要な VEGF 供給源としても知られているた
め(169)、低酸素による TJ 破綻に深く関与していることが⽰唆される。
さ ら に 、 低 酸 素 環 境 で は 活 性 化 し た ミ ク ロ グ リ ア が 炎 症 プ ロ セ ス を 促
進し、TJ 破綻を助⻑することが知られている。以下、低酸素環境での
各細胞の TJ への影響を論じる。 
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3.1.2a 低酸素環境でのアストロサイトと TJ 

アストロサイトは、動物実験において低酸素により活性化し、神経保
護 お よ び 神 経 障 害 に 関 わ る 多 く の 因 ⼦ を 放 出 す る こ と が 報 告 さ れ て い
る(7, 170-172)。ヒトアストロサイトにおける低酸素反応性遺伝⼦につ
いてマイクロアレイで解析したところ、1100 以上の遺伝⼦が活性化し、
これは抑制された遺伝⼦の 5 倍以上の数であった。特に、解糖と⾎管新
⽣に関わる遺伝⼦発現が増加した(173)。  

このように、低酸素により活性化したアストロサイトは TJ 保護と TJ
破綻の両⾯に関わることが知られているが、ここに TJ 保護に関する報
告 を い く つ か ⽰ す 。 ア ス ト ロ サ イ ト と 内 ⽪ 細 胞 の 共 培 養 で は 内 ⽪ 細 胞
の単培養と⽐べて、低酸素環境で抗酸化酵素が活性化し、酸化物質によ
る内⽪細胞の障害が軽減した(56, 57)。別の細胞実験でも、アストロサ
イ ト と 内 ⽪ 細 胞 の 共 培 養 に よ っ て 、 低 酸 素 環 境 下 で の 内 ⽪ 細 胞 の バ リ
ア機能が向上した(58-60)。これらの報告ではいずれも、アストロサイ
トは ZO-1 やクローディン-5 のような TJ 関連タンパクの局在を保護し
ていた(60, 83)。また、アストロサイト存在下では低酸素によるカドヘ
リン（細胞接着分⼦の１つ）の減少が部分的に改善した(174)。低酸素
処 理 し た ア ス ト ロ サ イ ト の 培 養 液 で 内 ⽪ 細 胞 を 処 理 す る と 、 内 ⽪ 細 胞
におけるオクルディンの発現が上昇した(175)。さらに、アストロサイ
ト と の 共 培 養 で 低 酸 素 で の 内 ⽪ 細 胞 の caspase3 活 性 を 和 ら げ た (58, 
176)。 
 ⼀⽅、低酸素により活性化したアストロサイトが TJ 破綻に関与する
こ と を ⽰ し た 報 告 も 多 い 。 ア ス ト ロ サ イ ト は 脳 に お け る 主 要 な VEGF
の源で、低酸素に反応しより多くの VEGF を誘導し放出する。VEGF は
強 ⼒ な ⾎ 管 新 ⽣ 分 ⼦ で あ る と 同 時 に ⾎ 管 透 過 性 を 強 く 誘 導 す る (45, 
55)。低酸素環境でのアストロサイトとの共培養はバリア保護作⽤を有
するにも関わらず、同時に VEGF シグナルの阻害もバリア機能維持に
貢 献 す る (83)。 こ の 結 果 を ⽀ 持 す る よ う に 、 ア ス ト ロ サ イ ト 由 来 の
VEGF は低酸素曝露(7)や脳の炎症(177)で BBB 破綻を引き起こすこと
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が報告されている。また、低酸素環境でのアストロサイトからの matrix 
metalloproteinase（ MMP） 分 泌 も バ リ ア 機 能 低 下 を 誘 導 す る こ と が 知
られている。MMP2,9,13 の活性上昇が低酸素でのアストロサイト培養
液で認められ、この上清で処理された内⽪細胞は MMP13 依存性に ZO-
1 の再分配とカドヘリンの破綻を誘導した(178)。さらに、アストロサ
イトは低酸素に反応して様々なサイトカインを放出する。例えば、IL-
1β は HIF-1 の 標 的 遺 伝 ⼦ の １ つ で (61)、 こ れ は ア ス ト ロ サ イ ト 内 で
VEGF 発 現 を NF-kB 依 存 的 に 活 性 化 し 、 ⾎ 管 安 定 化 因 ⼦ （ vessel-
stabilizing factor; SSeCKs）を減少させる(177)。また、HIF-1 依存的に
MCP-1 が ア ス ト ロ サ イ ト で 産 ⽣ さ れ る こ と も 報 告 さ れ て い る (179)。
MCP1 は炎症局所に⽩⾎球を呼び寄せる機能の他にも、Rho シグナル
を 通 じ て 内 ⽪ 細 胞 の 透 過 性 を 亢 進 さ せ る 機 能 を 有 す る こ と が ⽰ さ れ て
いる(62, 180)。 
 
3.1.2b 低酸素環境でのミュラー細胞と TJ 

ミ ュ ラ ー 細 胞 は 網 膜 組 織 に お け る グ リ ア 細 胞 の ⼀ 種 で あ り 、 そ の 機
能はアストロサイトと類似している(117)。すなわち、低酸素環境での
TJ への影響もアストロサイト同様、TJ 保護と TJ 破綻の両⾯を有する
と考えられる。低酸素環境下におけるミュラー細胞の TJ への影響に関
する直接的な報告は少ないが、ミュラー細胞由来の VEGF が低酸素関
連 網 膜 疾 患 に お い て 重 要 な 因 ⼦ と な っ て い る こ と が 明 ら か に な っ て き
た。DR、AMD, 未熟児網膜症（ROP; retinopathy of prematurity）など
の低酸素関連網膜疾患において、VEGF が⾎管からの漏出と網膜⾎管新
⽣の重要な役割を担うことが知られているが(181-185)、特にミュラー
細胞由来の VEGF は BRB 破壊の刺激として重要だということが報告さ
れている。例えば、VEGF の遺伝⼦発現およびタンパク発現は ROP モ
デルマウスにおいてミュラー細胞に限局していた(166)。また、ミュラ
ー細胞由来の VEGF が、ROP や DR における網膜⾎管新⽣と⾎管から
の 漏 出 の 主 要 な 要 因 か ど う か を 確 か め る 為 、 ミ ュ ラ ー 細 胞 特 異 的 に
VEGF をノックアウトしたマウスを作成したところ、通常酸素環境およ
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び ROP モデルマウスと糖尿病モデルマウスで⼤幅な VEGF 消失が認
められた(102, 167, 186, 187)。この結果はミュラー細胞が VEGF の主
要供給源である可能性を⽰唆している。ミュラー細胞由来 VEGF の⾎
管新⽣への関与を調べたところ、ミュラー細胞特異的 VEGF ノックア
ウト ROP モデルマウスでは⾎管新⽣が 40%減少し、⾎管からの漏出は
56%減 少 し た (167)。 同 様 に ミ ュ ラ ー 細 胞 特 異 的 VEGF ノ ッ ク ア ウ ト
DM モデルマウスでは⾎管からの漏出が 59%減少した(102)。また、ミ
ュラー細胞由来 VEGF は DR 関連タンパクの発現および修飾と炎症反
応 を 引 き 起 こ す こ と が わ か っ た 。 こ れ ら は ⾎ 管 か ら の 漏 出 や 網 膜 出 ⾎
といったより深刻な病態の引き⾦になる可能性がある(188-190)。さら
に、angiopoietin-like4 もまた低酸素によりミュラー細胞での産⽣が増
え、内⽪細胞におけるクローディン-5 の発現を減少させることで透過
性亢進に寄与することが知られている(191)。これに加え、最近の研究
で、ミュラー細胞はミクログリアと共培養することでより多くの VEGF
を産⽣することが報告された(192)。 
 
3.1.2c 低酸素環境でのミクログリアと TJ 

第２章で論じた通り、低酸素環境においてミクログリアは活性化し、
TNFα 、 IL-1β な ど の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 産 ⽣ す る こ と で ⾎ 管 バ リ
ア破綻に寄与すると考えられている(127-130)（本章第４節にて詳述）。
しかしながら、低酸素環境でこれらの細胞が TJ 構造およびバリア機能
にどのような影響を及ぼすかはわかっていない。 
 

3.1.3 本章の⽬的 
そこで我々は、低酸素性の TJ 破綻における各細胞の影響を明らかに

す る た め に 、 脳 ⾎ 管 内 ⽪ 細 胞 株 （ bEnd.3 ） と 網 膜 ミ ュ ラ ー 細 胞 株
（QMMuC-1）を⽤いて⾎管バリアを模した２層の細胞シート（バリア
細胞シート）を作成した。本研究ではバリア細胞シートを低酸素環境で
培養し、さらに、脳ミクログリア細胞株（BV2）と共培養した。また、
IL-1βをバリア細胞シートの培地に加えた。このような条件での TJ 構
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造 お よ び バ リ ア 機 能 の 変 化 を 詳 細 に 調 べ る こ と で 、 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ
ア 破 綻 に お け る 各 細 胞 の 影 響 を 明 ら か に す る こ と が 本 章 の ⽬ 的 で あ る 。 
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第２節 材料と⽅法 

3.2.1 細胞の単培養 
3.2.1a bEnd.3 

bEnd.3（マウス脳⾎管内⽪不死化細胞株）を American Type Culture 
Collection (Manassas, VA, USA) よ り 購 ⼊ し た 。 細 胞 は Dulbeccoʼs 
modified Eagleʼs medium (DMEM) に 450 mg/dl グ ル コ ー ス お よ び 
10%ウシ胎児⾎清（FCS; fetal calf serum）を添加した培養液中で、37  °C・
湿潤・ 95%空気・ 5%⼆酸化炭素の条件を満たすチャンバー内で培養 さ
れ 、 ３ ⽇ ご と に 培 地 交 換 が ⾏ わ れ た 。 80%コ ン フ ル エ ン ト に 達 し た ら
0.25%トリプシン/EDTA 溶液を⽤いて細胞を剥がし、１：５の割合で
継代した。 
 
3.2.1b BV2 

BV2（マウスミクログリア不死化細胞株）を American Type Culture 
Collection (Manassas, VA, USA)より購⼊した。この細胞は表現形、機
能 共 に ミ ク ロ グ リ ア の 特 徴 を ⽰ し 、 炎 症 に 関 す る 研 究 で 多 く ⽤ い ら れ
ている。細胞は DMEM に 10% FCS を添加した培養液中で、37  °C・湿
潤・95%空気・5%⼆酸化炭素の条件を満たすチャンバー内で培養され、
３⽇ごとに培地交換が⾏われた。1 週間に 2 回、0.1%トリプシン/EDTA
溶液/EDTA 溶液を⽤いて細胞を剥がし、１：10 の割合で継代した。 
 
3.2.1c QMMuC-1 

Queen's University Murine Müller glia Clone-1 (QMMuC-1、マウス
網膜ミュラー不死化細胞株)を使⽤した。この細胞は、初代培養ミュラ
ー 細 胞 と 同 様 の 性 質 を 持 ち 、 か つ 複 数 回 の 継 代 後 も そ の 性 質 は 保 持 さ
れることが確認されている(193)。細胞は DMEM に 10% FCS を添加
した培養液中で、37  °C・湿潤・95%空気・5%⼆酸化炭素の条件を満た
すチャンバー内で培養され、３⽇ごとに培地交換が⾏われた。80%コン
フルエントに達したら 0.1%トリプシン/EDTA 溶液を⽤いて細胞を剥
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がし、１：６の割合で継代した。 
 

3.2.2 バリア細胞シートの作成 
バリア細胞シートを bEnd.3 および QMMuC-1 を⽤いて作成した。

⾎管バリアの⾎管内側と⾎管外側を表現するために、0.4 μm の⼩孔を
持 つ カ ル チ ャ ー イ ン サ ー ト 半 透 膜 (Corning Inc., ME, USA)の 底 ⾯ に
QMMuC-1 (5.0  ×  104 細胞/cm2)を播種し、2 時間後に転倒させ、上⾯
に bEnd.3 (1.0  ×  105 cells/cm2)を播種した。QMMuC-1 と bEnd.3 はカ
ル チ ャ ー イ ン サ ー ト 半 透 膜 の ⼩ 孔 を 介 し て 連 絡 で き る 。 こ の モ デ ル は
DMEM に 10% FCS を添加した培養液中で作成された（図 3-2）。 
 

3.2.3 BV2 との共培養 
カルチャーインサート半透膜上で培養された bEnd.3 単層細胞シート

お よ び バ リ ア 細 胞 シ ー ト を BV2 培 養 中 の 培 養 液 に 浸 す こ と に よ り 、
BV2 との共培養を⾏い、24 時間後に各実験を開始した（図 3-2）。 
 

3.2.4 バリア機能評価 
カルチャーインサート半透膜上で作成された bEnd.3 単層細胞シート

お よ び バ リ ア 細 胞 シ ー ト の バ リ ア 機 能 を 以 下 の ３ つ の ⽅ 法 で 評 価 し た 。 
 
3.2.4a EB ⾊素の透過性 

EB ⾊素を⽤いてアルブミンに対するバリア機能の経時的変化を評価
した。bEnd.3 単層細胞シートが完成した後、DMEM+10%FCS に溶解
した EB(0.67 mg/mL)を膜の上側に添加した。低酸素で 2 時間あるいは
6 時間培養した後、膜の下側から培養液 100μL を採取し、620 nm に
対する吸光度を測定することで、膜を通過した EB の量を評価した。 
 
3.2.4b FITC の透過性 

FITC を⽤いてより詳細なバリア機能を評価した。bEnd.3 単層細胞
シ ー ト お よ び バ リ ア 細 胞 シ ー ト が 完 成 し た 後 、 DMEM に 溶 解 し た
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FITC(100 µg/mL)を膜の上側に添加した。低酸素で 6 時間培養した後、
膜の下側から培養液 100 μL を採取し、これに 492 nm の励起光を照
射し 520 nm の蛍光波⻑を測定することで膜を透過した FITC の量を評
価した。測定結果は、細胞を含まないカルチャーインサート半透膜での
結果と⽐較した。 
 
3.2.4c TEER 

上 ⽪ 細 胞 で は 、 タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン に よ っ て 頂 上 側 と 基 底 側 と の
間でイオンの透過が制限されているため、TEER（経上⽪電気抵抗）が
⽣じる。TEER は測定法も簡便なことから、透過性の指標として広く⽤
いられている(194)。  

TEER を、epithelial volt‒ohm meter (EVOM; LMS Co., 東京)を⽤い
て、膜が完成するまでは 24 時間ごとに、低酸素培養中は 2 時間ごとに
測 定 し た 。 測 定 結 果 か ら 細 胞 を 含 ま な い カ ル チ ャ ー イ ン サ ー ト 半 透 膜
での結果を減ずることで TEER の値を補正した。 
 

3.2.5 LDH 測定 
IL-1βの細胞障害性を調べるために、培養細胞から培養液中に放出さ

れ た Lactate dehydrogenase (LDH) を Cytotoxicity Detection Kit 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)を⽤いて測定した。結果はコント
ロールと⽐較することで評価した。 
 

3.2.6 低酸素培養 
温度コントロール可能で湿潤な低酸素チャンバー(Coy Laboratories, 

MI, USA)を⽤いて、細胞を 37 ℃、1%酸素で培養した。その際、1%酸
素 と 平 衡 状 態 と な っ た 培 養 液 を ⽤ い る こ と で 、 細 胞 を 瞬 時 に 低 酸 素 に
曝露した。また、これらの細胞に対して⽤いられた全ての試薬類は 1%
酸素と平衡状態とした。 
 

3.2.7 免疫細胞化学染⾊（ICC） 
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ウェルおよびカルチャーインサート半透膜上で培養された bEnd.3 を
1.5% PFA で 10 分 間 固 定 し た 後 、 免 疫 細 胞 化 学 染 ⾊ （ ICC; 
immunocytochemistry）を⾏なった。カルチャーインサート半透膜の場
合は、膜を切り取り、別のウェルに移した後、以後の⼿順を⾏なった。
PBT で洗浄の後、0.1% Triton x-100 で 10 分間処理し、1%ウシ⾎清ア
ルブミンと共に室温で 30 分間インキュベートした。１次抗体反応は、
抗 HIF-1α抗体（Invitrogen, CA, USA）（1:100 希釈）、抗 ZO-1 抗体
（Invitrogen）（1:250 希釈）および抗クローディン-5 抗体（Invitrogen）
（1:100 希釈）を４ ℃で⼀晩⾏った。PBT でよく洗浄した後、Alexa-
Fluor 546 もしくは 488 結合 2 次抗体（Invitrogen）（1:200 希釈）と共
に 室 温 で 1 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 核 を Vectashield medium-
containing DAPI (Vector Laboratories, Brulingame, CA, USA)で対⽐染
⾊し、共焦点レーザー顕微鏡 (Leica SP8, Wetzlar, Germany)を⽤いて
観察した。 
 

3.2.8 遺伝⼦の発現解析 
 サンプルとする細胞を 24 ウェルで培養した。共培養を⾏う場合は、
カ ル チ ャ ー イ ン サ ー ト 半 透 膜 上 で サ ン プ ル 以 外 の 細 胞 を 培 養 し 、 低 酸
素曝露の 24 時間前にサンプルを培養しているウェルに挿⼊することで
共培養を開始した。コントロール群についても同様の処置を⾏なった。
サンプル細胞の全 RNA を RNeasy Mini Kit（Qiagen, Venlo, Netherlands）
を ⽤ い て 抽 出 し 、 続 い て SuperScript Ⅱ  Reverse Transcriptase Kit
（Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA）を⽤いて RNA に対
応 す る cDNA を 作 成 し た 。 使 ⽤ し た プ ロ ー ブ （ Applied Biosystems, 
Massachusetts, USA ） は 以 下 の 通 り で あ る 。 VEGF (Vegfa, 
Mm00437304)、ZO-1(Tjp1, Mm00493699_m1)、クローディン-5(Cldn5, 
Mm00727012_s1) 、 GFAP(Gfap, Mm01253033) 、 IL-1 β (Il1b, 
Mm00434228) 、 TNF α (Tnfa, Mm00443258_m1) 。 ま た 、 18S rRNA
（ Rn18s, Mm03928990_g1 ） を 内 在 性 コ ン ト ロ ー ル と し て ⽤ い た 。
7900HT Fast Real-Time PCR System （ Applied Biosystems, 
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Massachusetts, USA）を⽤いてΔΔCT 法により定量 RT-PCR 解析を⾏
なった。各因⼦の mRNA レベルは 18S rRNA を基準とした相対発現量
で⽰した。 
 

3.2.9 IL-1βの培地への添加 
bEnd.3 を 24 ウェルで培養しコンフルエントを確認後、１）コントロ

ール群（通常培養）、２）IL-1β添加群（IL-1β（10 ng/ml）を培地に
添加）、の２群に分け、６時間培養した後、上述の⽅法で ZO-1 に対す
る ICC を⾏なった。 

 

3.2.10 ELISA（enzyme-linked immunosorbent assay）  
 培 地 中 の IL-1β お よ び VEGF の タ ン パ ク 濃 度 を そ れ ぞ れ IL-1β 
ELISA kit（ELISA MAX Deluxe Set, Biolegend, california, USA）およ
び VEGF ELISA kit(DuoSet, R&D Systems, Minnesota, USA)を⽤いて
測定した。 
 

3.2.11 統計解析 
全ての統計解析には jmp pro14 を使⽤した。データは平均値±標準

偏差で⽰した。平均値の⽐較は、対応のない⼀元配置分散分析により有
意性を確認したのち、多重⽐較には Tukey 検定を⽤いた。有意⽔準は
5%未満とした。 
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第３節 結果 

3.3.1 bEnd.3 単層細胞シートの観察 
脳 ⾎ 管 内 ⽪ 細 胞 の 低 酸 素 に よ る バ リ ア 破 綻 を 確 認 す る た め に 、

bEnd.3 単層細胞シートを⽤いて、通常環境および低酸素環境での TJ 構
造およびバリア機能を評価した。 
 
3.3.1a HIF-1α発現（bEnd.3 単層細胞シート） 

bEnd.3 単層細胞シートに対し、HIF-1α抗体を⽤いた ICC を⾏なっ
たところ、通常環境では陽性領域はほとんど認められなかったが、低酸
素曝露後 2 時間および 6 時間では核および細胞質での陽性領域が認め
られた（図 3-3a）。 

 
3.3.1b 低酸素曝露による TJ 構造の変化（bEnd.3 単層細胞シート） 

bEnd.3 単層細胞シートにおける TJ 構造を調べるために、通常環境
および低酸素曝露後 2 時間および 6 時間に TJ タンパク質の局在を観察
した。ZO-1 抗体およびクローディン-5 抗体を⽤いた ICC では、通常
環境では細胞境界に⼀致した陽性領域が認められた。⼀⽅、低酸素曝露
後 2 時間および 6 時間では陽性領域の細胞境界からの逸脱（図 3-3b: 
⽮印）および細胞質での蓄積（図 3-3b: ⽮尻）が認められたが、これら
の変化は微⼩であった。 
 
3.3.1c 低酸素曝露による TJ 機能の変化（bEnd.3 単層細胞シート） 

bEnd.3 単層細胞シートにおけるバリア機能を調べるために、通常環
境および低酸素曝露後 2 時間と 6 時間での EB 透過性、および低酸素曝
露後２時間ごとの TEER を測定した。bEnd.3 単層細胞シートでのアル
ブミン結合 EB の透過性は、6 時間の低酸素曝露による有意な変化は認
められず（図 3-3c）、また、TEER も有意な変化は認められなかった（図
3-3d）。 
 



46 

3.3.2 bEnd.3 単層細胞シートの BV2 との共培養 
脳 ⾎ 管 内 ⽪ 細 胞 の 低 酸 素 に よ る バ リ ア 破 綻 へ の ミ ク ロ グ リ ア の 影 響

を確認するために、bEnd.3 単培養群と bEnd.3+BV2 共培養群について、
通常環境と低酸素環境での TJ 構造およびバリア機能を評価した。 
 
3.3.2a 低酸素曝露による TJ 構造の変化（bEnd.3 単層細胞シート+BV2） 

bEnd.3 単層細胞シートにおける TJ 構造変化への BV2 の影響を調べ
るために、単培養群と共培養群における TJ タンパク質の局在を通常環
境および低酸素曝露後 6 時間で観察した。ZO-1 抗体を⽤いた ICC で
は、低酸素曝露前は両群（単培養群・共培養群）ともに細胞境界に⼀致
した陽性領域が認められた。低酸素曝露後 6 時間では両群ともに陽性
領域の細胞境界からの逸脱（図 3-4a: ⽮印）および細胞質での蓄積（図
3-4a: ⽮尻）が認められたが、共培養群においてその傾向は強く、部分
的には細胞境界が不明瞭であった（図 3-4a: ⽮頭）。 
 
3.3.2b 低酸素曝露による TJ 機能の変化（bEnd.3 単層細胞シート+BV2） 

bEnd.3 単層細胞シートにおけるバリア機能への BV2 の影響を調べ
るために、通常環境および低酸素曝露後 6 時間での FITC の透過性を
両群で測定し、通常環境での単培養群と⽐較した。FITC の透過性は、
通常環境では両群で有意差は認められなかったが、6 時間の低酸素曝露
後には共培養群（1.77±0.19 倍）が単培養群（1.22±0.02 倍）に⽐べ有
意に亢進した（p<0.05、図 3-4b）。 
 
3.3.2c 低 酸 素 曝 露 に よ る 遺 伝 ⼦ 発 現 の 変 化 （ bEnd.3 単 層 細 胞 シ ー ト

+BV2） 

bEnd.3 単層細胞シートにおける TJ 関連遺伝⼦発現への BV2 の影響
を調べるために、単培養群と共培養群での VEGF、ZO-1、クローディ
ン-5 の遺伝⼦発現を通常環境および低酸素曝露後 6 時間で⽐較した（図
3-5a）。bEnd.3 における VEGF の遺伝⼦発現は単培養群（3.67±0.38
倍）、共培養群（2.09±0.26 倍）ともに低酸素曝露により有意に増⼤し
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た（p<0.01）。ZO-1 およびクローディン-5 の遺伝⼦発現は単培養群で
は低酸素曝露による変化は認められなかった。⼀⽅、共培養群では低酸
素曝露による有意な減少が認められた（p<0.05、ZO-1: 0.42±0.10 倍、
クローディン-5: 0.41±0.05 倍）。 
 
3.3.2d 低 酸 素 曝 露 に よ り ミ ク ロ グ リ ア が 産 ⽣ す る 炎 症 性 サ イ ト カ イ

ンの遺伝⼦発現 

bEnd.3 と共培養した際の、BV2 における炎症性サイトカインの遺伝
⼦発現を調べたところ、IL-1β遺伝⼦の発現は低酸素曝露により有意な
増加が認められた（p<0.05、1.87±0.41 倍）。TNFα遺伝⼦の発現は変
化しなかった（図 3-5b）。 
 

3.3.3 bEnd.3 単層細胞シート培養液への IL-1β添加の影響 
脳⾎管内⽪細胞のバリア破綻への IL-1βの影響を確認するために、

コントロール群と IL-1β添加群について、TJ 構造およびバリア機能を
評価した。 
 

3.3.3a IL-1β添加による TJ 機能の変化（bEnd.3 単層細胞シート+IL-

1β） 

bEnd.3 単層細胞シートにおけるバリア機能への IL-1βの影響を調べ
るために、IL-1βの濃度を段階的に変化させた培養液中で bEnd.3 を培
養した。FITC の透過性を IL-1β無添加での培養と⽐較すると、IL-1β
濃度が 10 ng/ml での培養において透過性が最も亢進（1.13±0.01 倍）
した（図 3-6a）。この際、細胞障害の指標となる LDH 放出量に有意差
は認められなかった（図 3-6b）。以後の IL-1βを⽤いた実験ではこの濃
度を採⽤した。 

また、bEnd.3 単層細胞シートにおけるバリア機能への IL-1βの影響
を調べるために、IL-1β（10 ng/ml）を培地に添加してから２時間ごと
の TEER を測定し、IL-1β無添加群と⽐較した。TEER は IL-1β投与
から 2 時間後に有意に低下し、6 時間後まで有意な低下が続いた（図 3-
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6c）。 
 
3.3.3b IL-1β添加による TJ 構造の変化（bEnd.3 単層細胞シート+IL-

1β） 

bEnd.3 単層細胞シートにおける TJ 構造変化への IL-1βの影響を調
べるために、IL-1β（10 ng/ml）を培地に添加してから６時間後に ZO-
1 抗体を⽤いた ICC を⾏なった。コントロール群では ZO-1 は細胞境
界に⼀致した局在が認められた。⼀⽅、IL-1β投与群では ZO-1 が細胞
境界から逸脱し、細胞境界が不明瞭であった（図 3-6d）。 

 

3.3.4 バリア細胞シートの作成 
脳 ⾎ 管 内 ⽪ 細 胞 の バ リ ア 機 能 お よ び 低 酸 素 に よ る バ リ ア 破 綻 へ の グ

リ ア 細 胞 の 影 響 を 確 認 す る た め に 、 bEnd.3 単 層 細 胞 シ ー ト と 、
bEnd.3/QMMuC-1 の 共 培 養 で 作 成 し た ⾎ 管 バ リ ア を 模 し た ２ 層 の 細
胞シート（バリア細胞シート）について、通常環境と低酸素環境での TJ
構造およびバリア機能を評価した。 
 
3.3.4a 低酸素曝露による TJ 構造の変化（バリア細胞シート） 

１つのカルチャーインサート半透膜の各⾯で bEnd.3 と QMMuC-1
を そ れ ぞ れ 培 養 す る こ と で ⾎ 管 バ リ ア を 模 し た ２ 層 の 細 胞 シ ー ト （ バ
リア細胞シート）を作成した。バリア細胞シートの低酸素による TJ 構
造変化を調べるために、通常環境および低酸素曝露後 6 時間における
TJ タンパク質の局在を観察した（図 3-7a）。カルチャーインサート半透
膜の染⾊は通常のウェルの染⾊と⽐べ観察が困難であったものの、ZO-
1 抗体を⽤いた ICC で、通常環境では細胞境界に⼀致した陽性領域が
認められた。⼀⽅、低酸素曝露後 6 時間では陽性領域の細胞境界からの
逸脱（図 3-7a：⽮印）および細胞質での蓄積（図 3-7a：⽮尻）を認め、
部分的には細胞境界が不明瞭であった。 
 
3.3.4b 低酸素曝露による TJ 機能の変化（バリア細胞シート） 
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バリア細胞シートにおける TJ 機能を調べるために、通常環境および
低酸素曝露後 6 時間での FITC の透過性、および低酸素曝露後２時間
ごとの TEER を測定した。 

FITC の透過性を細胞の存在しない blank 膜と⽐較すると、QMMuC-
1 単層細胞シートでは通常環境（1.01±0.00 倍）および低酸素環境（0.98
±0.00 倍）において有意差は認められなかった。通常環境ではバリア
細胞シート（0.82±0.00 倍）は、bEnd.3 単層細胞シート（0.86±0.01
倍）と⽐べ有意にバリア機能が向上しているのに対し（p<0.05）、低酸
素環境ではバリア細胞シート（0.87±0.01 倍）は、bEnd.3 単層細胞シ
ート（0.84±0.00 倍）と⽐べ有意にバリア機能が抑制された（p<0.05）
（図 3-7b）。 

また、TEER では、バリア細胞シートは、通常環境では bEnd.3 単層
細 胞 シ ー ト と ⽐ べ 有 意 に バ リ ア 機 能 が 向 上 し て い る の に 対 し 、 低 酸 素
環境では有意な透過性亢進が認められた（図 3-7c）。 

 

3.3.5 バリア細胞シートの BV2 共培養および IL-1β添加 
⾎ 管 バ リ ア へ の ミ ク ロ グ リ ア お よ び 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 影 響 を 確

認するために、バリア細胞シートを BV2 と共培養し、または IL-1βを
培地に加え、バリア細胞シートの TJ 構造およびバリア機能を評価した。 
 
3.3.5a 低酸素曝露による TJ 構造の変化（バリア細胞シート+BV2） 

バリア細胞シートにおける BV2 および IL-1βの TJ 構造変化への影
響を調べるために、単培養群、共培養群、IL-1β添加群における TJ タ
ンパク質の局在を通常環境および低酸素曝露後 6 時間に観察した（図
3-8a）。カルチャーインサート半透膜の染⾊は通常のウェルの染⾊と⽐
べ観察が困難であったものの、ZO-1 抗体を⽤いた ICC で、通常環境で
は 単 培 養 群 、 共 培 養 群 に お い て 細 胞 境 界 に ⼀ 致 し た 陽 性 領 域 が 認 め ら
れた。⼀⽅、低酸素曝露後 6 時間では共培養群において陽性領域の細胞
境 界 か ら の 逸 脱 お よ び 細 胞 質 で の 蓄 積 を 認 め 、 部 分 的 に は 細 胞 境 界 が
不明瞭（図 3-8a：⽮印）であった。また、IL-1β投与群では、通常環境
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/低酸素曝露後６時間ともに細胞境界が不明瞭であった。 
  
3.3.5b 低酸素曝露による TJ 機能の変化（バリア細胞シート+BV2） 

バリア細胞シートにおけるバリア機能への BV2 の影響を調べるため
に、通常環境および低酸素曝露後 6 時間での FITC の透過性を単培養
群と共培養群で測定した。FITC の透過性は、通常環境では両群で有意
差 は 認 め ら れ な か っ た が 、 低 酸 素 曝 露 ６ 時 間 後 に は 共 培 養 群 が 単 培 養
群の 1.16±0.01 倍と有意に亢進した（p<0.05）。また、両環境で、IL-1
β添加によりバリア細胞シートの透過性が有意に亢進した（p<0.05、通
常環境：1.17±0.01 倍、低酸素環境：1.08±0.05 倍）（図 3-8b）。 
 
3.3.5c BV2 との共培養による IL-1β濃度の変化（バリア細胞シート

+BV2） 

BV2 と共培養することによる培地中の IL-1β濃度の変化を観察する
ために ELISA を⾏なった。通常環境（104.4±10.2 pg/ml）での共培養
と⽐較し、低酸素環境（297.2±32.6 pg/ml）で BV2 と共培養すると、
培地中の IL-1β量が有意に増加した(p<0.001、図 3-8c）。 
 

3.3.6 QMMuC-1 による VEGF 産⽣ 
ミュラー細胞の VEGF 産⽣へのミクログリアの影響を確認するため

に、QMMuC-1 単培養群と QMMuC-1/BV2 共培養群について、通常環
境および低酸素曝露後６時間での QMMuC-1 の VEGF 遺伝⼦発現を評
価した。またミュラー細胞の VEGF 産⽣への IL-1βの影響を確認する
ために、QMMuC-1 の培地に IL-1βを加え、通常環境および低酸素曝
露後６時間での培地中の VEGF 濃度を評価した。 
 
3.3.6a 遺伝⼦発現 

QMMuC-1 単培養での VEGF および GFAP の遺伝⼦発現を調べたと
こ ろ 、 両 遺 伝 ⼦ と も 低 酸 素 曝 露 に よ る 有 意 な 発 現 減 少 が 認 め ら れ た
（p<0.05、それぞれ 0.48±0.14 倍、0.08±0.06 倍）。BV2 と共培養した
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際の QMMuC-1 における VEGF および GFAP の遺伝⼦発現は、両遺伝
⼦ と も 低 酸 素 曝 露 に よ り 有 意 な 増 加 が 認 め ら れ た （ p<0.05、 そ れ ぞ れ
1.74±0.35 倍、9.35±2.96 倍、図 3-9a）。 
 
3.3.6b VEGF の濃度変化 

QMMuC-1 の培地に IL-1βを加え、通常環境および低酸素曝露後６
時間での培地中の VEGF 濃度の変化を観察するために ELISA を⾏なっ
た。通常環境（478.7±24.8 pg/ml）と⽐較し、低酸素環境（574.7±13.2 
pg/ml） で は 培 地 中 の VEGF は 増 加 す る 傾 向 が 認 め ら れ た 。 培 地 中 に
IL-1βを添加した場合は、通常環境（622.9±18.8 pg/ml）であっても培
地 中 の VEGF 濃 度 は 増 加 す る 傾 向 を ⽰ し 、 低 酸 素 環 境 （ 661.0±8.1 
pg/ml）ではさらに増加する傾向を認めたが、いずれも統計解析におい
て有意差は認められなかった。（図 3-9b）。 
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第 4 節 考察 

本研究では、低酸素による TJ の破綻におけるミクログリアの影響を
調べるために培養細胞株を⽤いた in vitro 実験を⾏なった。まず始めに
脳⾎管内⽪細胞株 bEnd.3 を低酸素環境で培養したところ、2 時間ない
し 6 時間の低酸素曝露により軽微な TJ の局在変化が認められた（図 3-
3a）。しかし、TJ バリア機能に変化は認められなかった（図 3-3b）。ま
た、TJ を構成する代表的なタンパク質である ZO-1 およびクローディ
ン-5 の bEnd.3 における遺伝⼦発現にも変化は認められなかった（図 3-
3c）。これまでに低酸素曝露による内⽪細胞単層細胞シートの TJ 構造
お よ び バ リ ア 機 能 の 変 化 に つ い て 報 告 さ れ て い る が 、 未 だ 定 ま っ た ⾒
解は得られていない。Ma らは、bEnd.3 を 1%酸素で 24 時間培養した
結果、ZO-1 とクローディン-5 の遺伝⼦発現およびタンパク発現が減少
し透過性が亢進したことを報告している(195)。また、Hao らは、ヒト
脳微⼩⾎管内⽪細胞株（hCMEC/D3）を 2%酸素で 24 時間培養した結
果、ZO-1 とオクルディンのタンパク発現が抑制され TEER が減少した
ことを報告している(196)。さらに Hu らは、マウス網膜微⼩⾎管内⽪
細胞株（mRMECs）を 1%酸素で 24 時間培養した結果、TEER が低下
したことを報告している(165)。これら３つの報告と我々の実験結果は
⼀ 致 し て い な い が 、 こ れ は 使 ⽤ し て い る 細 胞 が 異 な る こ と や 低 酸 素 曝
露時間が我々の実験よりも⻑いことが原因と思われる。しかし、我々の
実験と同様に bEnd.3 を 1%酸素で培養した実験において、低酸素曝露
後わずか 30 分でクローディン-5 の発現減少および TEER 低下を⽰し
た報告もある(197)。⼀⽅、ウシ脳微⼩⾎管内⽪細胞株（BBMEC）を 1%
酸素で 24 時間培養した結果、TJ 構造と透過性は変化しなかったとの
報告もある(97)。このように⾎管内⽪細胞の TJ に対する低酸素の影響
には様々な報告がある。 

しかし、⽣体内での TJ の恒常性は他の細胞からの影響を受けるため、
他の細胞と共培養しながら TJ に対する低酸素の影響を調べることが重
要であろう。特にミクログリアは低酸素環境で HIF 依存的に活性化し、
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IL-1βや TNFαなどの炎症性サイトカインを産⽣することで炎症プロ
セ ス を 発 動 す る こ と が 知 ら れ て い る (128-130, 198)。 脳 梗 塞 、 脳 腫 瘍 、
神経変性疾患などの病態では、ミクログリアの凝集を伴う BBB 破綻を
⽰すことや(199, 200)、BBB 破綻部位に凝集したミクログリアが⾎管内
⽪ 細 胞 を 貪 ⾷ す る こ と で さ ら な る ⾎ 管 か ら の 漏 出 を 招 く こ と が 報 告 さ
れている(201)。これらの報告は、低酸素が関連する病態においてミク
ロ グ リ ア が ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に 寄 与 し て い る 可 能 性 を ⽰ 唆 し て い る 。 し
かし、これらの報告の多くは実験動物を⽤いた研究であり、培養細胞を
⽤ い た ⾎ 管 バ リ ア を 構 成 す る 各 細 胞 と ミ ク ロ グ リ ア の 相 互 作 ⽤ に つ い
て の 詳 細 な 研 究 は 少 な い 。 LPS （ lipopolysaccharide） 刺 激 に よ り 活 性
化したミクログリアが内⽪細胞の TJ タンパクを減少させるなどの報告
はあるものの(202)、低酸素曝露により活性化したミクログリアによる
TJ への影響を調べた研究は我々の知る限り無い。本研究では、低酸素
環境において bEnd.3 を BV2 と共培養することで TJ 構造の破壊および
明らかなバリア機能低下が認められた（図 3-4）。さらに、ZO-1 および
クローディン-5 の bEnd.3 における遺伝⼦発現は、単培養では低酸素の
影 響 を 受 け な い が BV2 と の 共 培 養 で は 低 酸 素 に よ り 発 現 が 低 下 し た
（図 3-5a）。すなわち、低酸素曝露によって活性化したミクログリアが
⾎管内⽪細胞の TJ 破綻を引き起こしたと考えられる。 

ここまでの議論で、bEnd.3 のバリア機能低下は、低酸素環境で BV2
と 共 培 養 す る こ と に よ り ⽣ じ る こ と が 確 認 さ れ た が 、 こ の メ カ ニ ズ ム
を探るため、BV2 の低酸素による遺伝⼦発現変化を調べた。代表的な
炎症性サイトカインである TNFαと IL-1βについて解析したところ、
TNFα 遺 伝 ⼦ の 発 現 は 変 化 せ ず 、 IL-1β 遺 伝 ⼦ の 発 現 亢 進 が 認 め ら れ
た（図 3-5b）。そこで、bEnd.3 の TJ における IL-1βの影響を調べるた
めに、bEnd.3 の培地に IL-1βを添加し、TJ の構造および機能の変化を
観察した。その結果、TJ 構造の破壊およびバリア機能の低下が IL-1β
によって⽣じることが確認された（図 3-6）。すなわち、低酸素性⾎管
バリア破綻は、低酸素により活性化したミクログリアが産⽣する IL-1
βによって誘導された可能性が⽰された。 
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BBB および iBRB のバリア機能は⾎管内⽪細胞だけではなく⾎管周
囲のグリア細胞によって維持されることが知られている(63, 64)。そこ
で 、 ⾎ 管 内 ⽪ 細 胞 と 網 膜 の 代 表 的 な グ リ ア 細 胞 で あ る ミ ュ ラ ー 細 胞 を
１ つ の カ ル チ ャ ー イ ン サ ー ト 半 透 膜 の 各 ⾯ で そ れ ぞ れ 培 養 す る こ と で
バ リ ア 細 胞 シ ー ト を 作 成 し 、 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に お け る グ リ ア
細胞の影響を調べた。低酸素によるバリア細胞シートの TJ 構造の変化
を、ZO-1 を染⾊することで観察したが、カルチャーインサート半透膜
の染⾊は通常のウェルの染⾊と⽐べ、観察が困難であった。しかしなが
ら、6 時間の低酸素曝露による構造変化を認め、その度合いは bEnd.3
単層細胞シートよりも重度であることが観察された（図 3-7a）。また、
bEnd.3 単層細胞シート、QMMuC-1 単層細胞シート、バリア細胞シー
ト の 透 過 性 を 調 べ た と こ ろ 、 QMMuC-1 そ の も の に バ リ ア 機 能 が 無 い
こと、および通常環境では QMMuC-1 によって bEnd.3 のバリア機能
が増強されていることが⽰された。しかし、低酸素環境では、QMMuC-
1 と共培養することで、むしろ透過性が亢進していることが観察された
（図 3-7b, c）。bEnd.3 単層細胞シートと同様、バリア細胞シートは低
酸素環境において BV2 によってバリア機能低下を来すこと、また、IL-
1β の 添 加 に よ っ て 低 酸 素 環 境 だ け で な く 通 常 環 境 に お い て も 透 過 性
が亢進することが観察された（図 3-8b）。各群において培地中の IL-1β
の濃度を測定すると、低酸素環境で BV2 と共培養することで IL-1βの
濃度が増加していることが確認された（図 3-8c）。すなわち、低酸素に
よって活性化したミクログリアが産⽣する IL-1β、または活性化ミク
ログリアを介した内⽪細胞やミュラー細胞が産⽣する IL-1βが増加し
た可能性が⽰唆された。 

こ こ ま で の 議 論 を 総 合 す る と 、 本 来 は バ リ ア 機 能 を 補 強 し て い る ミ
ュ ラ ー 細 胞 が 低 酸 素 環 境 で は 逆 に バ リ ア 機 能 を 減 弱 さ せ て い る こ と が
わかった。このような現象が⽣じる主要な原因として、ミュラー細胞が
産⽣する VEGF が考えられたため、QMMuC-1 の VEGF 発現について
調べた。QMMuC-1 単培養では VEGF の遺伝⼦発現は低酸素により減
少したのに対し、BV2 と共培養することで低酸素での VEGF の遺伝⼦
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発現が亢進した（図 3-9a）。単培養では低酸素曝露により VEGF 遺伝⼦
発現が減少した理由はわからないが、同時に測定した GFAP の遺伝⼦
発 現 も 顕 著 に 減 少 し て い る こ と か ら 、 細 胞 全 体 の 活 性 が 低 下 し た 可 能
性が考えられた。VEGF のタンパク定量では、IL-1βを添加することで
通常環境でも VEGF が増加することが⽰された（図 3-9b）。これらの結
果から、ミュラー細胞は、低酸素により活性化したミクログリアが産⽣
する IL-1βによって VEGF 産⽣が誘導され、内⽪細胞の TJ 破綻を引
き起こした可能性が⽰唆された。  
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第４章 

まとめ 
4.1 研究成果のまとめ 

低 酸 素 に よ り 神 経 組 織 の ⾎ 管 バ リ ア が 破 綻 す る こ と は よ く 知 ら れ て
いる。近年、⾎管内⽪細胞だけでなく⾎管バリアを構成するアストロサ
イ ト や ミ ュ ラ ー 細 胞 が 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に 重 ⼤ な 影 響 を 与 え て
いることがわかってきた。さらに、低酸素によるミクログリアの活性化
が 炎 症 プ ロ セ ス を 促 進 さ せ る こ と で ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に 寄 与 す る こ と が
報 告 さ れ て い る 。 我 々 は 、 こ れ ら の 報 告 を 参 考 に マ ウ ス を ⽤ い た 研 究
（第２章）および培養細胞を⽤いた研究（第３章）を⾏い、さらなる知
⾒を得ることができた。 

マ ウ ス を ⽤ い た 研 究 で は 、 低 酸 素 曝 露 に よ っ て ⽣ じ た 全 ⾝ の 病 理 学
的 変 化 の う ち 、 脳 お よ び 網 膜 で の ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に つ い て 詳 細 な 観 察
を⾏なった。組織低酸素に関連する網膜疾患では多くの場合、浮腫は網
膜 の 中 層 や 深 層 で ⽣ じ る に も 関 わ ら ず 、 今 回 の 動 物 実 験 で の 直 接 的 な
低 酸 素 曝 露 で は 網 膜 の 浅 層 の み で ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 が ⽣ じ て い る こ と を
発⾒した。また、低酸素によるアストロサイト/ミュラー細胞の活性化
が⾎管バリア破綻に関与していることを確認した。これに加え、ミクロ
グリアの数を減少させることによって、低酸素性のアストロサイト/ミ
ュラー細胞の活性化の抑制が認められることを明らかにした。 

マ ウ ス に お け る 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 の 様 ⼦ を 観 察 し た 結 果 、 ⾎
管 バ リ ア 構 成 細 胞 の 相 互 作 ⽤ を 理 解 す る こ と の 重 要 性 を 認 識 し た 。 そ
こで、培養細胞を⽤いることで、⽣体内で⽣じている複雑な低酸素性⾎
管 バ リ ア 破 綻 の メ カ ニ ズ ム の 中 の 細 胞 相 互 作 ⽤ に 焦 点 を 当 て た 研 究 を
⾏った。その結果、低酸素による TJ 機能の低下は TJ 関連タンパクの
局在が変化することによって⽣じ、ミュラー細胞は通常環境では TJ の
機能強化に貢献しているが、低酸素環境では TJ 破壊に関与することが
確認された。我々はこれらに加え、低酸素環境においてミクログリア存
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在下ではミュラー細胞による TJ 破綻の影響はさらに⼤きくなることを
明らかにした。このようなミュラー細胞による TJ 破綻には、低酸素曝
露により活性化したミクログリアが産⽣する IL-1βが関与している可
能性が⽰唆された。 

これらの研究成果を総合した結果、低酸素性⾎管バリア破綻は、低酸
素曝露により活性化したミクログリアが産⽣する IL-1βなどの炎症性
サイトカインがアストロサイトやミュラー細胞における VEGF 産⽣を
促し、⾎管内⽪細胞の TJ タンパクの局在を変化させることで、バリア
機能を低下させていることが⽰唆された（図 4）。 
 

4.2 本研究による貢献 
本 研 究 は 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 の メ カ ニ ズ ム 解 明 の ⼀ 端 を 担 う も

のである。低酸素性⾎管バリア破綻は DR や AMD などの特定の疾患で
認 め ら れ る だ け で な く 、 脳 梗 塞 や 脳 損 傷 後 の ⼆ 次 性 の 病 態 と し て 広 く
認められる。さらに、低酸素性⾎管バリア破綻は⾼⼭病などの低酸素曝
露 に 起 因 す る 疾 患 に お い て も 、 組 織 浮 腫 を 形 成 す る こ と で 重 篤 な 機 能
障 害 を 引 き 起 こ す 。 こ れ ま で 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 を 来 た す 様 々 な
実 験 モ デ ル 動 物 が 確 ⽴ さ れ て き た が 、 そ の ほ と ん ど が 組 織 損 傷 や ⾎ 管
病 変 に 付 随 す る ２ 次 的 な 組 織 低 酸 素 を 呈 す る よ う な 、 特 定 の 疾 患 に 着
⽬した実験モデル動物であった。実際には、低酸素性⾎管バリア破綻は
酸 素 ⽋ 乏 症 や ⾼ ⼭ 病 を 含 め た 多 く の 疾 患 に 共 通 し た 基 本 的 病 態 で あ る
に も 関 わ ら ず 、 正 常 ⾎ 管 に お け る 低 酸 素 曝 露 に よ る ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に
関する報告は少ない。我々は、マウスを 6%酸素に曝露することで低酸
素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 モ デ ル マ ウ ス を 作 成 す る こ と に 成 功 し た 。 こ の モ
デ ル マ ウ ス で 認 め ら れ る 脳 や 網 膜 に お け る 病 理 変 化 は 低 酸 素 関 連 疾 患
や ⼆ 次 的 な 脳 浮 腫 に お け る 基 本 的 病 態 を 反 映 し て い る と 考 え ら れ る が 、
な か で も 数 時 間 か ら 数 ⽇ の ⾼ 所 に お け る 低 酸 素 曝 露 に よ っ て 発 症 す る
⾼所脳浮腫（HACE）の病態を最もよく反映していると考えられ、HACE
治療薬であるデキサメタゾンの効果も確認された。すなわち、本研究で
確 ⽴ し た 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 モ デ ル マ ウ ス の 解 析 を 進 め る こ と は 、
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低 酸 素 関 連 疾 患 に 対 す る 理 解 の 深 化 に 貢 献 す る だ け で な く 、 ⾼ 所 滞 在
を余儀なくされる⾃衛隊の活動への基礎的知⾒の⼀助となるだろう。 

また、本研究によってアストロサイト/ミュラー細胞およびミクログ
リ ア が 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 へ 強 く 関 与 し て い る こ と が 明 ら か に な
っ た 。 こ の 結 果 は こ れ ら の 細 胞 が 新 た な 治 療 標 的 と な り 得 る こ と を ⽰
している。網膜浮腫治療薬として⽤いられる抗 VEGF 製剤は⾎管バリ
ア破綻抑制効果が期待されるものの、VEGF は⾎管の恒常性維持に不可
⽋な因⼦であり、⻑期間の抗 VEGF 製剤の全⾝投与によって⾼⾎圧、
虚⾎性⼼疾患、脳梗塞、創傷治癒遅延など⽣命に関わる重篤な合併症の
発⽣が報告されている(203)。また、抗 VEGF 抗体の局所投与によって
も全⾝の副作⽤を呈する可能性があることや、抗 VEGF 療法５年⽬の
AMD の 36%で網膜の全層が薄くなることなども報告されている(204)。
これらの理由から、網膜全体において VEGF を抑制するのではなく、
VEGF 産⽣細胞を治療標的とすることで VEGF の⽣理的な必要量を維
持 し つ つ ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 抑 制 効 果 を ⽣ み 出 す 新 た な 治 療 戦 略 が 望 ま れ
ている。本研究の結果から、低酸素環境においてはミュラー細胞由来の
VEGF が⾎管バリア破綻に関与することが明らかになった。また、ミク
ログリアの数的抑制によってアストロサイト/ミュラー細胞の活性化が
抑制された。これらの結果から、アストロサイト/ミュラー細胞および
ミ ク ロ グ リ ア を 標 的 と し た 新 た な 治 療 戦 略 の 開 発 に つ な が る 可 能 性 が
ある。 
 

4.3 研究の限界と今後の課題 
本研究ではマウスを 6%酸素に 24 時間曝露したが、この酸素濃度で

は ヒ ト は 数 分 し か ⽣ 存 で き な い 。 つ ま り マ ウ ス と ヒ ト の 酸 素 ⽋ 乏 に 対
する耐性や感受性が異なることを考慮する必要があるだろう。また、ア
ストロサイトとミュラー細胞の⾎管バリア保護（もしくは破綻）に関す
る 役 割 の 違 い も わ か っ て い な い た め 、 本 研 究 に お け る 細 胞 実 験 で は 両
細胞を同等のものとみなし、ミュラー細胞を⽤いて実験を⾏なった。し
か し な が ら ミ ュ ラ ー 細 胞 は 網 膜 特 異 的 な グ リ ア 細 胞 で あ る た め 、 よ り
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⼀ 般 的 な グ リ ア 細 胞 で あ る ア ス ト ロ サ イ ト を ⽤ い る べ き だ ろ う 。 さ ら
に 、 本 稿 第 ２ 章 に お い て 網 膜 表 層 の み で ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 が ⽣ じ て い る
理 由 を ア ス ト ロ サ イ ト と ミ ュ ラ ー 細 胞 の 違 い で あ る と 仮 定 し て お り 、
第 ３ 章 で ⽰ し た ミ ュ ラ ー 細 胞 に 関 す る 実 験 結 果 を ア ス ト ロ サ イ ト に 単
純に置き換えて考えることはできない。また、周⽪細胞も⾎管バリア機
能 維 持 へ の 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と が 知 ら れ て い る が 、 本 研 究 で
は周⽪細胞を⽤いた実験は⾏なっていない。すなわち、低酸素性⾎管バ
リ ア 破 綻 の メ カ ニ ズ ム を さ ら に 詳 細 に 検 討 す る た め に は 、 よ り 多 く の
動物種や細胞種を⽤いた実験を⾏う必要がある。 

また、本研究では、低酸素性バリア破綻を引き起こす原因としてミク
ログリアが産⽣する IL-1βの関与が⽰唆されたが、他の炎症性サイト
カ イ ン の 影 響 も 否 定 で き な い 。 今 後 は 低 酸 素 性 ⾎ 管 バ リ ア 破 綻 に 対 し
真 に 影 響 ⼒ を 持 っ た 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 探 る べ く 、 各 種 サ イ ト カ イ
ンの抑制実験を含めた更なる研究が求められる。 

さらに、本研究では、ミクログリアを減少させることによりアストロ
サイト/ミュラー細胞の活性化が抑制されることを⽰したが、これによ
る ⾎ 管 バ リ ア 機 能 の 変 化 は 確 認 し て い な い 。 薬 剤 の 経 ⼝ 投 与 に よ る ミ
ク ロ グ リ ア 減 少 モ デ ル の 作 成 と 、 ⾎ 管 バ リ ア 機 能 評 価 を 含 め た 詳 し い
解析は、⾎管バリア破綻のメカニズム解明だけでなく、ミクログリアを
標的とした新たな治療戦略の可能性を探ることにも繋がるだろう。 

最 後 に 、 ⾃ 衛 隊 に は ⾼ 所 滞 在 や 航 空 機 搭 乗 な ど 低 酸 素 曝 露 が 前 提 と
な る 任 務 が 少 な か ら ず 存 在 す る た め 、 低 酸 素 曝 露 に よ る ⾎ 管 バ リ ア 破
綻に関するより臨床的な研究が求められる。特に、⾼所へ派遣される隊
員 の 選 別 に 関 す る 知 ⾒ や 、 そ れ ら の 隊 員 に 対 し て ⾏ う べ き 低 酸 素 性 ⾎
管 バ リ ア 破 綻 の 予 防 法 に 関 す る 研 究 が 今 後 の 課 題 と し て 残 さ れ て い る 。 
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略 語 

AMD; age-related macular degeneration 
BBB; blood-brain barrier 
bFGF; basic fibroblast growth factor 
BRB; blood-retinal barrier 
CSF1R; colony stimulating factor 1 receptor 
DM; diabetes mellitus 
DMEM; Dulbeccoʼs modified Eagleʼs medium  
DMSO; dimethyl sulfoxide 
DR; diabetic retinopathy 
DVPL; deep vascular plexus layer 
EB; Evans blue  
ELISA; enzyme-linked immunosorbent assay 
EVOM; epithelial volt‒ohm meter 
FCS; fetal calf serum 
FFA; fundus fluorescein angiography 
FITC; fluorescein-5-isothiocyanate 
FP; fundus photography 
GCL; ganglion cell layer 
GDNF; glial cell derived neurotrophic factor 
HACE; high altitude cerebral edema 
HE; hematoxylin and eosin 
HIF; hypoxic inducible factor 
HRE; hypoxia responsive element 
iBRB; inner blood-retinal barrier 
Iba-1; ionized calcium binding adapter molecule 1 
ICC; immunocytochemistry 
IHC; immunohistochemistry 
IL; interleukin 
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ILM; internal limiting membrane 
INL; inner nuclear layer 
IPL; inner plexiform layer 
IVPL; intermediate vascular plexus layer 
LDH; lactate dehydrogenase 
MCP1; monocyte chemoattractant protein 1  
MMP; matrix metalloproteinase 
NFL; nerve fiber layer 
NF-κB; nuclear factor kappa B 
oBRB; outer blood-retinal barrier 
ONL; outer nuclear layer 
OPL; outer plexiform layer 
PBS; phosphate- buffered saline 
PFA; paraformaldehyde 
PHD; prolyl hydroxylase 
QMMuC-1; Queen's University Murine Müller glia Clone-1 
QOL; quality of life 
ROP; retinopathy of prematurity 
ROS; reactive oxygen species 
RT-PCR; reverse transcription-polymerase chain reaction 
RVO; retinal vein occlusion 
SSeCKs; vessel-stabilizing factor 
SVPL; superficial vascular plexus layer 
TEER; trans-endothelial electrical resistance  
TEM; transmission electron microscope 
TJ; tight junction 
VEGF; vascular endothelial growth factor 
VHL; von Hippel Lindau 
VPL; vascular plexus layer 
ZO-1; zonula occludens-1  
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図1 低酸素誘導性因⼦（HIF）による低酸素応答
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核

通常環境 低酸素環境

HRE
標的遺伝⼦は発現しない

核

HIFによる低酸素応答の仕組みを⽰した模式図。通常環境では⽔酸化酵素PHDがHIFαの２ヶ所のプロリン残
基を⽔酸化する（①）。プロリン残基に⽔酸化を受けたHIFαはpVHLが結合することで（②）ユビキチン化さ
れ（③）、プロテアソームによって分解される（④）。⼀⽅、低酸素環境ではPHDの働きが抑えられること
によりHIFαは安定化し（①’）、HIFβとの２量体を形成する（②’）。これがDNA上の低酸素応答性領域
（HRE）に結合し標的遺伝⼦の発現を誘導する（③’）。

DNA

DNA

HIF; hypoxic inducible factor
PHD; prolyl hydroxylase
HRE; hypoxia responsive element
VHL; von Hippel Lindau
Ub; ubiquitin

①

②

③

①’

②’

③’
OH

OHHIFα
Ub

Ub
Ub

Ub
Ub
Ub

④

pVHL

86



⾎管腔

⾎管内⽪細胞

周⽪細胞

アストロサイト/ミュラー細胞

基底膜

図2-1 脳/網膜における⾎管バリア構造

ミクログリア

脳および網膜における⾎管バリア構造の模式図。脳における⾎管バリア構造は⾎管内⽪細胞のTJを中⼼
に、アストロサイト、周⽪細胞、基底膜から構成される。網膜ではこれらに加えミュラー細胞も構成に関
わる。⾎管内⽪細胞と周⽪細胞は直接接触しており基底膜を共有している。基底膜の外側はアストロサイ
トまたはミュラー細胞の⾜突起で覆われている。また、⾎管バリア機能の維持にミクログリアが重要な役
割を果たしていると考えられている。

タイトジャンクション（TJ）
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図2-2 マウスの網膜構造

b
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GCL
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表層⾎管叢（SVPL）

中層⾎管叢（IVPL）

深層⾎管叢（DVPL）
OPL

内境界膜（ILM ）
神経線維層（NFL）
神経節細胞層（GCL）
内網状層（IPL）

内顆粒層（INL）

外網状層（IPL）

外顆粒層（ONL）

外境界膜

視細胞層

網膜⾊素上⽪

a

神経節細胞

アマクリン細胞
ミクログリア

双極細胞

⽔平細胞

視細胞

⾊素上⽪細胞

ミュラー細胞

a. マウスの網膜構造の模式図。マウスの網膜はヒトと同じく10層からなり、神経細胞の他に、ミュラー細
胞、アストロサイトおよびミクログリアが存在する。

b. マウスの網膜⾎管叢（VPL）の模式図。マウス網膜の表層・中層・深層にそれぞれVPLが存在する。

アストロサイト

88



0

5

10

15

20

25

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

酸
素
濃
度

(%
)

0

5

10

15

20

25

0 5 10 15 20 30 35 40 45 50 55 60

酸
素
濃
度

(%
)

図2-3 低酸素曝露
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a c

低酸素チャンバー

a. 低酸素曝露に使⽤した低酸素チャンバー。マウスを、6%酸素94%窒素混合ガスシリンダーに接続され
た透明なプラスチック性の常圧低酸素チャンバー内で24時間飼育することにより低酸素曝露を⾏なっ
た。

b. 低酸素チャンバー内の酸素および⼆酸化炭素濃度の測定に使⽤したガス検知感。低酸素チャンバー内
の酸素および⼆酸化炭素濃度は２時間ごとにガス検知管により測定された。

c. 低酸素チャンバー内の酸素濃度の推移。低酸素チャンバー内の酸素濃度は実験開始から２時間以内に
約6%まで低下し、その後は6.0-6.5%に維持された。

b

6%
酸
素

+ 
94

%
窒
素
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図2-4 低酸素による脳⾎管バリアの機能低下
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a

b

EB
漏
出
量
の
相
対
変
化

†: p < 0.01

a. エバンスブルー（EB）投与後のマウス脳。Hypox-PBS群ではAir-PBS群と⽐較して⾊調が変化し、これ
はデキサメタゾン投与によって抑制された。

b. 脳でのEB漏出量の相対変化。各群の脳におけるEB漏出量をAir-PBS群と⽐較したところ、Hypox-PBS群
では有意に増加し、Air-Dex群およびHypox-Dex群では有意差は認められなかった。

０
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Air-PBS Hypox-PBS Hypox-Dex
a

L

L : ⾎管内腔
＊: アストロサイト⾜突起の空砲を伴う膨化

: ⾎管内腔の⼩胞集合体

b Air-PBS Hypox-PBS

⾎
管
内
⽪
細
胞
の

基
底
膜

ア
ス
ト
ロ
サ
イ
ト
の

ミ
ト
コ
ン
ド
リ
ア

M M

M

M

: 基底膜
M: ミトコンドリア

a. マウス脳における⽑細⾎管の微細構造。Air-PBS群およびAir-Dex群では、明らかな異常所⾒は観察され
なかった。Hypox-PBS群では、アストロサイト⾜突起の空砲を伴う膨化（＊）、⾎⼩板由来と考えられ
る⼩胞集合体の⾎管内⽪への付着（⽮印）が認められた。またこれらの所⾒はHypox-Dex群では認めら
れなかった。

b. マウス脳における基底膜およびミトコンドリアの微細構造。Hypox-PBS群では⾎管内⽪細胞の基底膜の
肥厚が認められた（⽮頭）。また、アストロサイトのミトコンドリアに明らかな変化は認められな
かった（M）。

図2-5 低酸素による脳⾎管の微細構造変化
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図2.3.2 低酸素による脳⾎管バリアの病理変化

Air-PBS Hypox-PBS Hypox-Dex
GF

AP
HE

50μm

50μm

5μm

a. マウス脳（海⾺周辺部）における病理切⽚。HE染⾊では各群で明らかな組織学的変化は観察されなかった。
b. マウス脳のパラフィン切⽚に対するGFAP抗体を⽤いたIHC。全ての群で⾎管周囲の陽性領域が認められた。

Hypox-PBS群においては他群と⽐較してGFAPの発現が強いことが弱拡⼤での観察で確認された。また強拡
⼤での観察によって、⽑細⾎管周囲において突起状のGFAP陽性領域の顕著な拡⼤が確認された。

図2-6 低酸素によるアストロサイトの活性化

b

a
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a

FF
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＊1.5

1.0
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＊

b

⾎
管
径
の
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対
変
化

＊: p < 0.05

Air-P
BS

Hypox-P
BS

Air-D
ex

Hypox-D
ex

a. マウスの眼底における眼底鏡（FP）および蛍光眼底造影（FFA）。Hypox群において⾎管拡張が認められ
たが、全てのグループにおいて⽩斑、異常⾎管、出⾎等の異常所⾒は認められなかった。

b. 網膜の⾎管径の相対変化。Air-PBS群と⽐較してHypox-PBS群およびHypox-Dex群で有意な⾎管拡張が認め
られた。

図2-7 低酸素による眼底変化
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図2-8 低酸素による網膜の病理変化

25μm2μm

a. マウス網膜の病理切⽚。Air-PBS群、Air-Dex群では異常な組織学的所⾒は観察されなかったが、Hypox-PBS
群では網膜表層の浮腫性変化が観察された（⽮印）。Hypox-Dex群ではこのような所⾒は認められなかっ
た。

b. 網膜表層の厚さの⽐較。NFLとGCLを合わせた厚さはAir-PBS群と⽐べHypox-PBS群で有意に⼤きかった。
c. マウス網膜のパラフィン切⽚に対するGFAP抗体を⽤いたIHC。全ての群で主にNFLおよびGCLに陽性領域が
認められ、Hypox-PBS群では、これに加えIPLおよびOPLにも陽性領域が認められた。さらに強拡⼤での観
察により、Hypox-PBS群では他群と⽐べ網膜表層における突起状のGFAP陽性領域の顕著な拡⼤（⽮頭）が
観察された。

25μm

b

＊: p < 0.05

：GFAP陽性領域の拡⼤

：浮腫性変化
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図2-9 低酸素による網膜⾎管バリアの機能低下
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a

＊: p < 0.05

a. 網膜におけるEB漏出量の⽐較。網膜におけるEB漏出量は他群に⽐して、Hypox-PBS群で有意に⾼かった。
b. ランタン塩を⾎管内トレーサーとして⽤いたTEM観察。各群において、ランタン塩の⾎管内腔への沈着
が認められた。Air-PBS群では、正常なTJがランタン塩の細胞間隙通過を防いでいることが確認できたが、
Hypox-PBS群では、ランタン塩がTJを通過し、細胞間隙まで深く浸透していた（三⾓）。このようなラン
タン塩のTJ通過はHypox-Dex群では認められなかった。

L: ⾎管内腔
EC: ⾎管内⽪細胞
BM: 基底膜
P: 周⽪細胞
：タイトジャンクション
：タイトジャンクションを通過したランタントレーサー
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図2-10 低酸素による網膜表層でのEB漏出

Air-PBS Hypox-PBS

浅層

深層

浅
層

深
層

：⾎管からのEB漏出
scale：50μm

マウス網膜におけるEB漏出の様⼦。⾎管から漏出したEBは灌流後にも局所に貯留していることから、漏
出が⽣じている層を特定した。Air-PBS群ではEBは⾎管内に留まっているが、Hypox-PBS群では局所的な⾎
管からの漏出が認められた（⽮頭）。網膜全層でのZ軸解析を⾏なったところ、Hypox-PBS群におけるEB漏
出は網膜表層で⽣じていた。
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図2-11 低酸素による網膜⽑細⾎管の各層での変化

L
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：基底膜の肥厚
：⾎管内腔の⼩胞集合体

scale： 2.0μm

a. マウス網膜における⽑細⾎管の微細構造。各群のマウス網膜における⾎管周囲の微細構造を⾎管叢（VPL）ごと
に観察したところ、Air-PBS群では全てのVPLにおいて異常な所⾒は観察されなかったが、Hypox-PBS群では、
SVPLの⽑細⾎管において、基底膜の肥厚（⽮頭）、アストロサイト⾜突起の空砲を伴う膨化（＊）、⾎⼩板由
来と考えられる⼩胞集合体の⾎管内⽪への付着（⽮印）が認められた。これらの所⾒はIVPL、DVPLでは認めず、
また、Hypox-Dex群においても、これらの所⾒は認められなかった。

b. マウス網膜におけるoBRBの微細構造。Hypox-PBS群において⾊素上⽪細胞（RPE）の細胞間隙は広がっているも
ののTJ（⽮印）は保たれていた。

RPE：⾊素上⽪細胞
P：視細胞
：タイトジャンクション

Air-PBS Hypox-PBSb

RPE

RPE

PP
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scale： 50μm

図2-12 脳での低酸素によるミクログリアの活性化

＊: p < 0.05
† : p < 0.01

a. マウス脳のパラフィン切⽚に対するIba-1抗体を⽤いたIHC。各群においてIba-1陽性細胞の数に変化は
認めなかった。Air-PBS群の全てのミクログリアが、複数の細かく枝分かれした突起を特徴したラミ
ファイド型ミクログリアであったのに対し、Hypox-PBS群では突起の短縮と細胞体の肥⼤化を特徴と
したアメボイド型ミクログリアが多数認められた。Hypox-Dex群ではアメボイド型ミクログリアはほ
ぼ認められなかった。

b. 脳における炎症性サイトカインの遺伝⼦発現。脳におけるVEGF、TNFα、MCP1の遺伝⼦発現量は
Hypox-PBS群で有意に⾼く、Hypox-Dex群では抑制された。
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図2-13 網膜での低酸素によるミクログリアの活性化
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scale： 50μm

a. マウス網膜の伸展標本に対するIba-1抗体を⽤いたIHC。各群においてIba-1陽性細胞の数に変化は認
めなかった。脳と同様、Air-PBS群の全てのミクログリアが、複数の細かく枝分かれした突起を特徴
したラミファイド型ミクログリアであったのに対し、Hypox-PBS群では突起の短縮と細胞体の肥⼤
化を特徴としたアメボイド型ミクログリアを多数認め、Hypox-Dex群ではアメボイド型ミクログリ
アはほぼ認められなかった。

b. 網膜における炎症性サイトカインの相対遺伝⼦発現量。VEGF、TNFα、IL-1β、MCP1の遺伝⼦発現量
は、Hypox-PBS群において有意に⾼く、Hypox-Dex群ではAir-PBS群と同等に抑えられた。
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a. CSF1R阻害剤（PLX）投与によるミクログリアの減少。各群の脳パラフィン切⽚に対しIba-1抗体を⽤
いたIHCを⾏い、Iba-1陽性細胞の数を測定した。脳の３つのエリア（海⾺周辺、⼩脳、⼤脳⽩質）に
おいてIba-1陽性細胞の数は有意に減少した。

b. 脳におけるIL-1βの遺伝⼦発現。Hypox-cont群において⾼い傾向であった。

図2-14 CSF1R阻害剤（PLX）投与によるミクログリア減少とIL-1β発現の変化
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Air-cont Air-PLX Hypox-cont Hypox-PLXb

Ib
a-

1
GF

AP

25μm

a. マウス脳（海⾺周辺部）の病理切⽚に対するIba-1抗体およびGFAP抗体を⽤いたIHC。Iba-1抗体を⽤い
たIHCでは、Air-PLX群およびHypox-PLX群で陽性細胞が減少した。GFAP抗体を⽤いたIHCでは、Air-cont
群およびAir-PLX群と⽐較し、Hypox-cont群では⾎管周囲の陽性領域の拡⼤が認められた。Hypo-PLX群
ではAir群と同等の陽性領域が認められた。

b. マウス網膜の病理切⽚に対するIba-1抗体およびGFAP抗体を⽤いたIHC。Iba-1抗体を⽤いたIHCでは、
Air-PLX群およびHypox-PLX群で陽性細胞が減少した。GFAP抗体を⽤いたIHCでは、全ての群で主にNFLお
よびGCLに陽性領域が認められた。Hypox-cont群では、さらにIPLおよびOPLにも陽性領域が認めら、
SVPLにおける⾎管周囲の陽性領域が他群と⽐べ広いことが観察された。

図2-15 ミクログリアの減少によるアストロサイト/ミュラー細胞の活性抑制

図2.3.7 CSF1R阻害剤投与によるミクログリア減少マウスを⽤
いた実験
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図3-1 タイトジャンクション（TJ）およびその他の細胞間接着分⼦構造

オクルディン

クローディン

ZO-1

ZO-1

基底膜

カドヘリン

上⽪細胞

タイトジャンクション（TJ）

接着結合

デスモソーム結合

アクチンフィラメント

ケラチンフィラメント

３種類の細胞間接着分⼦構造の模式図。上⽪細胞にはタイトジャンクション（TJ）、接着結合、デスモ
ソーム結合が存在する。その中でもTJは、透過性バリアとして膜の内側と外側を隔てる機能を有する。TJを構
成する最も代表的な分⼦がクローディンとオクルディンである。さらに、ZO-1がクローディンおよびオクル
ディンに結合し細胞⾻格アクチンに連結させることで細胞質側を裏打ちしている。
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番号 主な発現場所 参考⽂献

クローディン

-1 ⽪膚・肝臓 157
-2 膵臓 158
-3 肺・肝臓・腎臓 150
-4 肺・⼤腸 150
-5 ⾎管内⽪細胞 156
-6 胎児の全⾝ 149
-7 ⼤腸・咽頭・腎臓 148
-8 腎臓 147

-11 セルトリ細胞 155
-14 内⽿有⽑細胞 154
-18 胃・肺 152
-19 シュワン細胞 153

表１ 代表的なクローディンと主な発現部位

代表的なクローディンと主な発現部位。クローディンは、これまでに27種類が報告されており、発現する
クローディンの組み合わせによりバリアの特性が決定されると考えられている。代表的なクローディンの主
な発現部位を表に⽰した。⾎管内⽪細胞においては、主にクローディン-5が発現していることが報告されて
いる
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2h

⼀晩 3〜4⽇

3〜4⽇

6h

QMMuC-1

bEnd.3

BV2 1%酸素

バリア細胞シート

24h

バリア細胞シートとBV2（ミクログリア）を⽤いた実験の流れ。バリア細胞シートをbEnd.3（⾎管内⽪
細胞）およびQMMuC-1（ミュラー細胞）を⽤いて作成した。⾎管バリアの⾎管内側と⾎管外側を表現す
るために、0.4μmの⼩孔を持つカルチャーインサート半透膜の底⾯にQMMuC-1を播種し（①）、2時間後
に転倒させ（②）、上⾯にbEnd.3 を播種した（③）。3〜4⽇間培養することでバリア細胞シートを完成
させた（④）。また、カルチャーインサート半透膜上で培養されたbEnd.3単層細胞シートおよびバリア細
胞シートをBV2培養中の培養液に浸すことによりBV2との共培養を⾏い（⑤）、24時間後に各実験を開始
した（⑥）。

図3-2 バリア細胞シートの作成とBV2（ミクログリア）との共培養

①

②

③
④

⑤ ⑥

bEnd.3：マウス脳⾎管内⽪細胞株
QMMuC-1：マウス網膜ミュラー細胞株
BV2：マウス網膜ミクログリア株
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図3-3 bEnd.3（⾎管内⽪細胞）単層細胞シートの観察
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a

：陽性領域の細胞境界からの逸脱
：陽性領域の細胞質での蓄積

scale： 25μm bEnd.3単層細胞シート（通常環境）
bEnd.3単層細胞シート（低酸素環境）

通常環境 低酸素(6h)

d

a. bEnd.3単層細胞シートに対するHIF-1α抗体を⽤いたICC。通常環境では陽性領域はほとんど認められな
かったが、低酸素曝露後2時間および6時間では核および細胞質での陽性領域が認められた。

b. bEnd.3単層細胞シートに対するZO-1抗体およびクローディン-5抗体を⽤いたICC。通常環境および低酸素
曝露後2時間および6時間にTJタンパク質の局在を観察した。ZO-1抗体およびクローディン-5抗体を⽤いた
ICCでは、通常環境では細胞境界に⼀致した陽性領域が認められた。⼀⽅、低酸素曝露後2時間および6時
間では陽性領域の細胞境界からの逸脱（⽮印）および細胞質での蓄積（⽮尻）が認められたが、これら
の変化は微⼩であった。

c. bEnd.3単層細胞シートでのEBの透過性。６時間の低酸素曝露による有意な変化は認められなかった。
d. bEnd.3単層細胞シートでのTEER。６時間の低酸素曝露による有意な変化は認められなかった。
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図3-4 bEnd.3単層細胞シートのBV2（ミクログリア）との共培養によるTJの変化
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a. bEnd.3単層細胞シートに対するZO-1抗体を⽤いたICC。低酸素曝露前は両群（単培養群・共培養群）と
もに細胞境界に⼀致した陽性領域が認められた。低酸素曝露後6時間では両群ともに陽性領域の細胞
境界からの逸脱（⽮印）および細胞質での蓄積（⽮尻）が認められたが、共培養群においてその傾向
は強く、部分的には細胞境界が不明瞭であった（三⾓）。

b. bEnd.3単層細胞シートにおけるFITC透過性の相対変化。FITCの透過性は、通常環境では両群で有意差は
認められなかったが、6時間の低酸素曝露後には共培養群が単培養群に⽐べ有意に亢進した。

*

＊: p < 0.05
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a. bEnd.3におけるTJ関連遺伝⼦の発現変化。bEnd.3におけるVEGFの遺伝⼦発現は単培養群、共培養群ともに
低酸素曝露により有意に増⼤した。ZO-1およびクローディン-5の遺伝⼦発現は単培養群では低酸素曝露に
よる変化は認められなかった。⼀⽅、共培養群では低酸素曝露による有意な減少が認められた。

b. BV2における炎症関連遺伝⼦の発現変化。bEnd.3と共培養した際のBV2におけるIL-1β遺伝⼦の発現は低酸素
曝露により有意な増加が認められた。TNFα遺伝⼦の発現は変化しなかった。
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図3-5 bEnd.3のBV2（ミクログリア）との共培養による遺伝⼦発現変化

＊: p < 0.05
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図3-6 bEnd.3単層細胞シート培養液へのIL-1β添加
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a. bEnd.3単層細胞シートにおけるFITC透過性の相対変化。FITCの透過性をIL-1β無添加での培養と⽐較
すると、IL-1β濃度が10ng/mlでの培養において透過性が最も亢進した。

b. bEnd.3におけるLDH放出量の相対変化。IL-1β添加によるLDH放出量（細胞障害の指標）に有意な変
化は認めなった。

c. bEnd.3単層細胞シートにおけるTEERの変化。TEERはIL-1β投与から2時間後に有意に低下し、6時間後
まで有意な低下が続いた。

d. bEnd.3単層細胞シートに対するZO-1抗体を⽤いたICC。コントロール群ではZO-1は細胞境界に⼀致
した局在が認められた。⼀⽅、IL-1β投与群ではZO-1が細胞境界から逸脱し、細胞境界が不明瞭で
あった（三⾓）。

：細胞境界が不明瞭な部分

108

n=4 n=4

n=3



da
y1
da
y2
da
y3
da
y4
da
y5

Da
y6
(0h
) 2h 4h 6h

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

2.0

2.1

bEnd.3(normoxia)
bEnd.3(hypoxia)

BRB(normoxia)
BRB(hypoxia)

da
y1
da
y2
da
y3
da
y4
da
y5

Da
y6
(0h
) 2h 4h 6h

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

2.0

2.1

bEnd.3(normoxia)
bEnd.3(hypoxia)

BRB(normoxia)
BRB(hypoxia)

no c
ell

QMMuC
-1

bEnd
.3

bEnd.3
+Q

MMuC-1

no c
ell

QMMuC
-1

bEnd
.3

bEnd.3
+Q

MMuC-1
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

permeability of in vitro iBRB model

Normoxia Hypoxia(6h)

no c
ell

QMMuC
-1

bEnd
.3

bEnd.3
+Q

MMuC-1

no c
ell

QMMuC
-1

bEnd
.3

bEnd.3
+Q

MMuC-1
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

permeability of in vitro iBRB model

Normoxia Hypoxia(6h)

no c
ell

QMMuC
-1

bEnd
.3

bEnd.3
+Q

MMuC-1

no c
ell

QMMuC
-1

bEnd
.3

bEnd.3
+Q

MMuC-1
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

permeability of in vitro iBRB model

Normoxia Hypoxia(6h)

no c
ell

QMMuC
-1

bEnd
.3

bEnd.3
+Q

MMuC-1

no c
ell

QMMuC
-1

bEnd
.3

bEnd.3
+Q

MMuC-1
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

permeability of in vitro iBRB model

Normoxia Hypoxia(6h)

*
*
*

*

*
*

*

*

*

*

* * * *

† † † †
†

相
対
変
化

(/
bl

an
k)

FITC透過性 TEER

*: p < 0.05

図3-7 bEnd.3（⾎管内⽪細胞）とQMMuC-1（ミュラー細胞）の共培養によるバリア細胞シート
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*: p < 0.05 (バリア細胞シートvs bEnd.3単層細胞シート)
†: p < 0.05 (通常環境 vs 低酸素環境)

：陽性領域の細胞境界からの逸脱
：陽性領域の細胞質での蓄積
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a. バリア細胞シートに対するZO-1抗体を⽤いたICC。カルチャーインサート半透膜の染⾊は通常のウェルの
染⾊と⽐べ観察が困難であったものの、ZO-1抗体を⽤いたICCで、通常環境では細胞境界に⼀致した陽性領
域が認められた。⼀⽅、低酸素曝露後6時間では陽性領域の細胞境界からの逸脱および細胞質での蓄積を
認め、部分的には細胞境界が不明瞭であった。

b. バリア細胞シートにおけるFITC透過性の相対変化。FITCの透過性を細胞の存在しないblank膜と⽐較すると、
QMMuC-1単層細胞シートでは通常環境および低酸素環境において有意差は認められなかった。通常環境で
はバリア細胞シートは、bEnd.3単層細胞シートと⽐べ有意に透過性が低下しているのに対し、低酸素環境
ではバリア細胞シートは、bEnd.3単層細胞シートと⽐べ有意な透過性亢進を認めた。

c. バリア細胞シートにおけるTEERの相対変化。バリア細胞シートは通常環境ではbEnd.3単層細胞シートと⽐
べ有意にTEERが向上しているのに対し、低酸素環境では有意なTEER低下が認められた。

c
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bEnd.3単層細胞シート（低酸素環境）
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図3-8 バリア細胞シートのBV2との共培養およびIL-1β添加
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a. バリア細胞シートに対するZO-1抗体を⽤いたICC。カルチャーインサート半透膜の染⾊は通常のウェルの染⾊
と⽐べ観察が困難であったものの、ZO-1抗体を⽤いたICCで、通常環境では単培養群、共培養群において細胞
境界に⼀致した陽性領域が認められた。⼀⽅、低酸素曝露後6時間では共培養群において陽性領域の細胞境界
からの逸脱および細胞質での蓄積を認め、部分的には細胞境界が不明瞭であった。また、IL-1β投与群では、
通常環境/低酸素曝露後６時間ともに細胞境界が不明瞭であった。

b. バリア細胞シートにおけるFITC透過性の相対変化。FITCの透過性は、通常環境では両群で有意差は認められな
かったが、低酸素曝露６時間後には共培養群が単培養群と⽐べ有意に亢進した。また、両環境で、IL-1β添加
によりバリア細胞シートの透過性が有意に亢進した。

c. 培地中のIL-1β濃度の変化。通常環境での共培養と⽐較し、低酸素環境でBV2と共培養すると、培地中のIL-1β
量が有意に増加した。
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図3-9 QMMuC-1（ミュラー細胞）によるVEGF産⽣

＊: p < 0.05
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a. QMMuC-1におけるVEGFおよびGFAP遺伝⼦の発現変化。両遺伝⼦とも低酸素曝露による有意な発現減
少が認められた。BV2と共培養したした際のQMMuC-1におけるVEGFおよびGFAPの遺伝⼦発現は、両
遺伝⼦とも低酸素曝露により有意な増加が認められた。

b. 培地中のVEGF濃度の変化。QMMuC-1の培地にIL-1βを加え、通常環境および低酸素曝露後６時間での
培地中のVEGF濃度の変化を観察するためにELISAを⾏なった。通常環境と⽐較し、低酸素環境では培
地中のVEGFは増加が認められた。培地中にIL-1βを添加した場合は、通常環境であっても培地中の
VEGF濃度は増加し、低酸素環境ではさらに増加した。
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図4 低酸素性⾎管バリア破綻のメカニズム
低酸素性⾎管バリア破綻のメカニズムを⽰した模式図。低酸素性⾎管バリア破綻は、低酸素曝露により
活性化したミクログリア（①）がIL-1βなどの炎症性サイトカインを産⽣し（②）、これがアストロサイト
やミュラー細胞におけるVEGF産⽣を促すことで（③）、⾎管内⽪細胞のTJ関連タンパクの局在が変化し
（④）、バリア機能が低下する（⑤）ことが⽰唆された。
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