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Establishment of evaluating the endothelial cell injury by TNF-αin 

学位論文題名 Ivitro with implicaぬdthe pathophysiology ofvirus-associa旬dacute 

encephalopathy _ 

[背景]ウイルス関連急性脳症(以下急性脳症)はワイfレス感染後に意識レベル低下

やけいれんなどの中枢神経症状を伴って急激に発症する、ウイ/レス感染症の中でも最

も予後不良な合併症である。重症例では、血清中の炎症性サイトカインが高値となり、

血管透過性が充進し、脳浮腫を呈する。しかし、同症における血管内皮細胞障害につ

いての詳細な機序は不明である。本研究では本症の病態解明・治療法開発を目指し、

in vitl"oでの炎症性サイトカインによる血管内皮細胞障害評価モデルを作成するため、

炎症性サイトカインの一つで、ある TNF-(lを用い、血管内皮細胞障害の動的、機能的な

評価方法を確立することを目的とした。

[方法]本研究は福島県立医科大学倫理委員会の承認を受けて行った。書面で承諾が

得られた妊婦の予定帝王切開時に得られた瞬帯からヒト勝帯静脈内皮細胞 (HUVEC:

Human Umbilical Vein Endothelial Cell)を単離した。 HUVECをTRANSWELVD

を用いて単層に培養し、段階希釈した TNF-(l(2500， 500， 100 pg/mL，およびコント

ローノレ)を添加後一定時間培養した。血管透過性変化の動的評価のために経内皮細胞

電気抵抗値 (TER: Tl'ansendothelial cell Electrical Resistance)を測定した。各

TNF-a濃度における TERを連続3日間測定し、 TERの動的な変化を電気生理学的に

解析した。また、物質の透過性を機能的に評価するために FITC標識デキストランを

用いた溶質透過性試験を行い経時的な血管透過性変化を測定した。さらに、血管透過

性制御に関与するタイトジヤンクジョン蛋自の一つ、claudin-5の局在変化を蛍光免疫

染色により観察した。

[結果]TNF-a添加後、 12時聞から 24時間をピークにTERは一過性に低下し、そ

の後上昇を認めた。 TER低下の程度や回復までに要する時聞はTNF-a濃度依存的で

あった。また溶質透過性試験でも、 TNF司凪濃度依存性に FITC標識デキストランの透

過性が完進したのちに透過性の回復を認めた。さらに、claudin-5の蛍光免疫染色では、

添加後四時間において TNF-a濃度依存的な claudin-5の非局在化を認めたのち、そ

の局在の回復を認めた。 TER測定、溶質透過性試験における透過性充進状態の時間帯

に一致したタイトジヤンクションの局在変化を認めた。

[結論]TER測定法と溶質透過性試験によってTNF-a濃度依寄的な血管内皮細胞障

害作用を動的、機能的に評価する系を擁立した。本評価系はTNF-(l濃度および時間経
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過による血管透過性変化を評価することが可能で、急性脳症における炎症性サイトカ

イン濃度依存的な重症度と血管透過性充進状態を反映しており、急性脳症のさらなる

病態解明や血管透過性に着目した治療戦略の開発に有用である。

※日本語で記殺すること。 1200字以内にまとめること。




