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ABSTRACT

Increased vascular permeability is one of the characteristics of diabetic patients. The

endothehal cells regulate the vascular permeability. We studied the vascular permeability

using albumin. We intended to make a model of albumin transcytosis, and to reveal the

mechanism of glucose-induced albumin transcytosis. Endothelial cells were cultured on

collagen-coated microporous filter to make an endothelial cell monolayer on the filter. This

monolayer was placed between the upper well and the lower one. To estimate albumin

transcytosis from the upper wells (luminal sides) to the lower wells (basolateral sides), we

added Evans'blue dye labeled albumin (EBA) in the upper wells and measured the amount

of EBA in the lower wells. The amounts of EBA in the lower wells increased with the hours

of incubation at 37 ℃, but not at 4 ℃　Two or 3 days'incubation with high glucose con-

centration (20.5 mM) increased the amounts of EBA in the lower wells significantly. Incu-

bation with phorbol myristate acetate (PMA) also increased the amounts of EBA in the

lower wells. This may suggest that high glucose levels increased albumin transcytosis

through the activation of protein kinase C. This glucose-induced albumin transcytosis may

explain in part, the increased vascular permeability in diabetic patients. Ryukyu Med. J. ,
17(2)89-94, 1997
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緒　　言

糖尿病では血管透過性が増加している.これに伴う血祭蛋白の

血管外漏出や沈着が,糖尿病の主要な合併症である細小血管症

に密接に関与する.臨床では,長期雁息例のみならず発症初期

や前糖尿病状態においても,毛細血管の基底膜肥厚やアルブミン

透過(transcapillary escape rate of albumin: TER)の増

加がある.糖代謝状態を改善することによりこのTERが改善す
る.この糖代謝改善により　TERが改善するものを　functional

microangiopathyという1.3)実験でも,糖尿病ラット脳血管

で罷病期間が長くなるにつれ血清アルブミンの血管透過性が先進

することが明らかにされてきた4. 5)血管の物質透過性の調節は,

主として内皮細胞による.内皮細胞における物質透過は主に2つ
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に分けられる.即ち, 1)小胞を介し,細胞内を移行する

transcytosis,および2 )細胞間隙を移行するjunctional trans-

portである6).アルブミンは,内皮細胞膜表面に存在するre-

ceptorに結合し　　transcytosisにより管腔側(luminal

side)から基底膜側(basolateral side)へ輸送されると考えら
れている9, 10)

一方,高濃度グルコースにより生ずる変化として,グルコー

スからのde novo synthesisによるdiacylglycerol (DAG)

の産生克進, proteinkinase C (PKC)の活性化", sorbitol

pathwayの活性化14)などが知られている.これらの変化がア

ルブミンのtranscytosisに影響を及ぼす可能性が考えられる
が,詳細は未だ明らかではない.

本研究では, in vitroにおけるアルブミン透過を観察する
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Fig. 1 A: Endothelial cells were cultured in EMEM containingFBS and heparin on the collagen-coated polycarbonate fil-
ter for 7 days, when they were attached to the bottom of the well, and reached con fluent monolayer. B: At day
7, the endothehal cell monolayers were washed with EMEM, and thenjincubated with 5.5mM glucose (normal glu-

cose), 20.5mM glucose (high glucose), or 5.5mM glucose+15mM mannitol (high mannitol) for 24, 48, 72 h. Some

monolayers were incubated with PMA for 10 min. C: After the incubation, the moヮolayers were washed with
EMEM. Then, 0.58mM EBA was added in the upper well to estimate EBA transcytosis in the presence of 5.5mM
glucose. The amounts of EBA in the lower wells and upper ones were measured at 1, 2, and 3 h at 37 or 4℃.

ために,培養単層血管内皮細胞(endothelial cell monolayer)
をはさんで,上・下の両室からなる装置を用いた.これは上

室をIuminal side,下室をbasolateral side　とみなすこと

で,物質の透過を定量的に測定することができる15.16)まず,

上皇側にEvans'blue dyeでラベルしたアルブミンを加え,

アルブミン透過量の細胞の有無,温度による変化を検討した.

次に,高濃度グルコース培地でのincubationによるアルブミ

ン透過への影響をみた.また, PKCのactivatorである

phorbol myristate acetate (PMA)で　endothelial cell

monolayerをincubate L,アルブミン透過の変化をみた.

材料および方法

Endothelial cell monolayerの作成(Fig. 1A)

0.3′"mの孔を有するpolycaronate filter　径8mm)にて

底面を覆われたウェル(Intercell①, Kurabo Co. Ltd., Japan)
を実験に用いた. Filterの上面をtype Iコラーゲン(0.25%,

Koken Co., Japan)でコートし紫外線にて一晩滅菌した後,

ヒューマンサイエンス振興財団より入手した正常ウシ頚動脈由来

血管内皮細胞株171 (HH; JCRB 0099)を, 10%ウシ胎仔血清

(Whittaker Byproducts, USA)およびハs/N-'JンNa (100/*g

/ml; Novo Nordisk, Denmark)を添加したEagle's mini-

mum essential medium (EMEM; Cosmo Bio. Co. Ltd.,

Japan)にて, 37℃, 5% C02の環境下で培養した.内皮細

胞はほぼ1週間でconfluentに達し,典型的な敷石状構造を示

した(Fig. 2).

1-1LrlL--

Incubation {Fig. IB)

培養単層血管内皮細胞をEMEMにて2度洗浄した後, 5.5m

mol/Lグルコース(normal glucose: control), 20.5mmol/L

グルコース(high glucose群), 15mmol/Lマンニトール十5.5

mmol/Lグルコース(high mannitol群)の各濃度に調製し
た培養液に変更し,各々24, 48, 72時間incubation Lた.

PKC incubationは以下のように行った.内皮細胞を培養
してconfluentに達した後,培養液を除去し, EMEMで2

Fig. 2 Phase-contrast microscopy of con fluent endothehal

cell monolayer on day 7. Endothelial cells were seeded

on the collagen-coated polycarbonate filter and cultured

in EMEM containing 10% FBS and heparin at 37℃, 5%

C02. Endothelial cells reached con fluent monolayer

after 5 days culture. They showed typical cobblestone

appearance (x 200).

度洗浄後, l04から10-6mol/Lまでの各濃度のphorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA; Sigma, USA)を含むHanks'

balanced salt solution (HBSS)にて10分間incubation L

た. Incubation終了後再びEMEMで2度洗浄し,下記の

方法でEBAの透過量を測定した(Fig. 1C).

EBA透過量の定量(Fig. 1 C)

アルブミンの5e量のために, Evans'blue dyeにてアルブミ

ンを標識した.これをEvans'blue-albumin complex (EBA)
と呼ぶ. Evans'bluedye (Sigma, USA)をHBSSで溶解し

て1.16mmol/L　とした.これとHBSSで溶解した8%ウシ

血清アルブミン(FractionV, Sigma, USA)溶液を等量ず
つ混和(終濃度0.58 mmol/L)した後,約2時間撹拝してEB

Aを作成した18)
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Fig. 3 Barrier function of endothelial cell monolayer on
the collagen-coated filter. The movement of EBA from
the upper wells to the lower ones were studied for 1, 2,
and 3h. The amounts of EBA in the lower well are"less
with endothelial cells (・) than without them (○) at 37

℃　Each pointis the mean±SEM of 4 determinations.

EBA透過量の測定のため,上述のウェルを24穴プレート

(Falcon 3047, Becton Dickinson Co., USA)に懸架した.

ウェル側.即ち上皇をIuminal side　として0.58mmol/L

EBA 400,"1を加え,プレート側,即ち下室は　basolateral

side　としてHBSSのみ600/^1を加えた.なお,実験中は

恒温漕中で実験装置を37あるいは4℃に維持し, magnetic
stirrerにて下室を常に撹拝した. 1から3時間目まで1時間

毎に,上室からは50/"1,下室からは200/"1ずつサンプリ

ングし,マイクロプレートリーダー(KP500, Kurabo Co.

Ltd., Japan)を用いて620nmにおける吸光度を測定した.

あらかじめ求めた標準直線より両室のEBA濃度を得て,こ

の値より上室から下室へのEBA透過量を算出した.尚,透

過量は各ウェルあたりの絶対値(nmol/ veil)で表現した.

統計学的検定

各データはmean±SEMで示した.統計学的検定につい

ては, 2群間の検定の場合はStudentの対応のないt検定,

3群ないしそれ以上の場合には分散分析(Analysis of vari-
anee: ANOVA)を用い検討した. P<0.05　を有意の違いが

あると判定した.

Hi t

Endothelial cellの有無によるEBA透過量の差

Fig. 1に従ってnormal glucose (5.5mM)で72時間in-
cubation Lた後, EBA透過量を測定した.コラーゲンをコー

トしたフィルターを通して上皇から下室へのEBA透過量は,

細胞のない場合, 1時間で14.9±1.6, 2時間で47.4±2.7, 3

時間で73.5±2.6nmol/wellであった(Fig. 3, ○).一方,
このフィルター上に血管内皮細胞を単層培養し.下室のEBA
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Fig. 4 Theeffectsof37℃ arid 4 ℃ on thealbumin transcytosis
measurement. The amounts of EBA in the lower wells

at37℃ (・) were more than those牢4℃ (○). Each
point is the mean±SEM of 4 determinations.

J

を測定すると, EBAはわずかに認められるに過ぎなかった

(Fig. 3,・).下室のEBAは細胞のない時に比べて有意に
少なかった.このことは血管内皮細胞にはbarrier function

があることを示している.

EBA透過量測定時の温度の影響

EndotheliaL cell monolayerを通しての, EBA transcytosis
`測定時の温度(37, 4℃)のEBA透過量への影響をみた.

Fig. 1に従って37および4 ℃の両条件下にてEBAの透過量を

測定した(Fig. 4). 4℃に比べて較べて,37℃では1,2, 3時
間で有意に下室のEBAは多かった.

高濃度グルコースincubationのEBA透過量への影響

Glucose濃度のEBA transcytosisに及ぼす影響をみた.

Fig. 1に従ってhigh glucoseで24, 48, 72時間incubateL
た後に, 37℃でのEBA透過量を測定すると, 0時間では6.

1士0.4 nmol/well, 24時間では5.8±0.3 nmol/well, 48時

間では7.7±0.7 nmol/well, 72時間では11.6±2.0 nmol/well

と, 48時間以降ではincubationが長くなるに従い,透過量

の増加を示した(Fig. 5-A).しかし　normal glucoseおよ

ぴhigh mannitol群ではこのようなincubation periodに応

じた透過量の増加は認められなかった.なお, high mannitol

群の72時間目で透過量が若干増加していたが,有意な増加で
はなかった.

一方, normal glucose群high glucose群, high mannitol
群で24, 48, 72時間incubate Lた後に4℃でのEBA透過量

を測定した場合, high glucose'群では各incubation period

に与る影響　normal glucoseでの4℃における透過量共に

差を認めなかった. High mannitol群でも同様の結果であっ

た(Fig. 5-B).
以上,血管内皮細胞を通しでのアルブミン透過性の増加は

グルコースにより引き起こされている.この現象は37℃では
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Fig. 5 Effect of high glucose incubation on the amounts of EBA in the lower wells.
A: Endothelial cell monolayers were incubated with high glucose (20.5 mM;・),
high mannitol (5.5mM glucose+15mM mannitol;蝣) or normal glucose (○) for 24,
48 and72h, asindicated inFig. 1. Then, the amounts of EBA in the lower well at 1,
2 and 3 h at 37℃ were measured ; EBA at 2 h were illustrated. After 48 and 72 h in-
cubation, the amounts of EBA in the lower well with high glucose incubation were
more than those with high mannitol or normal glucose. B: Endothehal cell
monolayers were incubated with high glucose, high mannitol or normal glucose for
24, 48 and 72 h. Then, the amounts of EBA at 4℃ were measured. The amounts of

EBA were not significantly different in each group. Each point is the mean±SEM of
4 determinations.

10-10　109　　1 0-8　　1 0-7　　10-6

Control PMA (mo】凡)

Fig. 6 Effect of PMA in the incubation (Fig. IB) on the
EBA transcytosis on the amounts of EBA in the lower

well (Fig. 1C). Endothelial cell monolayers were incu-
bated with PMA at indicated doses for 10 min, as inch-

cated in Fig. IB and washed twice. Then, the amounts
of EBA in the lower wells during 2 h at 37℃ were meas-
ured. Each bar is the mean±SEM of 4 determinations.

みられたが, 4℃では認められなかった.

PKCの影響

Fig. 1でのincubation時のPMAの, EBA transcytosis
に及ぼす影響をみた. PKCのアルブミン透過性に対する影響

を検討するため,単層血管内皮細胞をPKCのactivatorで

あるPMAにて10分間incubation L, EBA透過量の2時間

値をみた(Fig. 6).各PMA濃度での透過量はそれぞれPMA
を高濃度にするに従い増加した(P<0.05; Fig. 6). Ca2十

ionophoreであるIonomycineについても　EBA透過への
影響を検討したが,コントロールに比較して明らかな透過量

の変化は認められなかった.

考　　察

糖尿病においてはアルブミン透過性が克進している.この

アルブミン透過性をin vitro　にて定量するモデルを作製し

た.このモデルはendothelial cell monolayerをはさんで,
上室をIuminal side,下室をbasolateral side　としてアル

ブミンの透過を定量的に測定することが可能であった.

このモデルを用いて,アルブミンを　Evans' blue dyeで
ラベルすることによりアルブミン透過を定量した.アルブミ

ンは4℃に比べ37℃では透過量が増加した.高濃度グルコー

スでの培養により,さらにアルブミン透過量が増加する.こ

の透過性克進はPKC系を介する可能性があると考えられた.

今回,アルブミンのラベリングに用いたEvans' blue dye

は, Patterson　らの検討によれば,アルブミンとの結合前後
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でその吸光度(620nm)が変化せず,その結合能もusJ-アルブ

ミンと比較して強いIa)従来,同様の研究においてはRIで

ラベルしたIigandを用いて測定することが多く,扱いに慎

重を要した. Evans'blue dyeを用いてもRIと同様の感度
を有しており,透過量の定量に対して非常に有用であると考

えられた.

培養内皮細胞は,光顕による観察では生体内と同様に阜層

構造を維持している(Fig. 2).高濃度グルコースあるいは高
濃度マンニトール培養液で72時間目まで培養しても明らかな

形態上の変化は認められなかった.さらにFig. 3で示した

ように,細胞の存在により明らかに下室へのEBA透過量が減

少していることから,バリアーとしての機能を維持している

ものと考えられた.アルブミンの血管透過性に関してはこれ

までにいくつかの報告がある. In Situにおける電顕での観察

では9・lO),金コロイドでラベルしたアルブミンを血管内へ注入

すると.そのほとんど全てはvesicular transport　により血
管外へ輸送されており,細胞間隙からの漏出はほとんど認め

られなかった. In vitro　での研究でも,アルブミンは

transcytosisにより輸送されていること,特異的なアルブミ

ン結合蛋白が存在すること8・1和),などが報告されている.我々

の結果において, EBAの透過が温度依存性,即ちエネルギー

依存性を示したことは,アルブミンがエネルギー依存性に輸

送されることを示唆する.

糖尿病では血管透過性が増加している.高血糖状態での血管

内皮細胞内の変化としては, 1 ) sorbitol pathwayの律速段階
であるaldose reductaseの活性克進による細胞内sorbitol

の蓄積　2) de novo synthesis　による　diacyl glycerol
(DAG)の合成克進,それに引き続くPKCの活性化1ト　　3)

糖尿病状態に伴う酸化的ストレスの増加22-24)サ　などが認められ

ている.しかし,これらと血管透過性,特にtranscytosis
への影響に関してはこれまでほとんど報告がなかった.今回

の研究において,内皮細胞を高濃度グルコースの培地でincu-

bateすることによりアルブミンの透過量が増加すること,同

じ浸透圧の高濃度マンニトール培地ではこのような変化は起

こらないことより,糖尿病における血管透過性の増加は高濃

度グルコースにより特異的に引き起こされていると考えられ

た.高濃度グルコース群でも4℃ではEBA　透過量の変化を

認めなかったことから,この透過量の増加は細胞間隙の関大

など,細胞間透過によるものではなく, transcytosisの先進
によるものと考えられた.

さらに, PMAにより高濃度グルコース培養と同様なEBA

透過の増加を示したことより,アルブミン　transcytosis　に

関してPKCが関与している可能性が示唆された.これまで

の,血管透過性とPKCの関連についてのin vitro　におけ

る検討では, PKCによる細胞形態の変化25)や細胞間接着の関

大26)により細胞間透過が増加する可能性が指摘されているが,

transcytosisについて検討した成績はない.我々の成績から
は,高濃度グルコースによるincubation　では48時間以上で

増加してきたこと", Caz+ ionophoreによる透過性の増加を
認めなかったことより,グルコースからのDAGの産生増加

を介したPKCの活性克進により,細胞内輸送が克進する可

能性も考えられた.
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