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研究成果の概要（和文）：COPD病態に関与する刺激が血管内皮細胞のエクソソーム分泌に与える影響を調べた。
その結果、炎症刺激が血管内皮細胞のエクソソーム放出を促進し、さらにエクソソームの表面抗原を変化させて
いた。肺線維症モデルマウスの血清エクソソームを解析し、補正血清エクソソームmicroRNA-21-5pが有意に上昇
していた。IPF患者の補正血清エクソソームmicroRNA-21-5pは有意に増加しており、microRNA-21-5pが高い群で
は30ヶ月以内の死亡率が有意に高く独立した予後予測因子であることを示した。血清エクソソーム
microRNA-21-5pは特発性肺線維症患者の予後不良因子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Serum EV miR-21-5p was elevated in both the acute inflammatory phase (day 7)
 and the chronic fibrotic phase (day 28) in the mouse model. In the clinical setting, serum EV 
miR-21-5p was significantly higher in IPF patients than in healthy control subjects. The baseline 
serum EV miR-21-5p was correlated with the rate of decline in vital capacity over 6 months. 
Furthermore, serum EV miR-21-5p was independently associated with mortality during the following 30 
months, even after adjustment for other variables. In the survival analysis, IPF patients whose 
baseline serum EV miR-21-5p was high had a significantly poorer prognosis over 30 months. Our 
results suggest that serum EV miR-21-5p has potential as a prognostic biomarker for IPF.

研究分野：呼吸器内科学分野
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 慢性閉塞性肺疾患(COPD)はタバコ煙を主
とする有害物質を長期に吸入曝露すること
で生じた肺の炎症性疾患であり、2020 年には
全世界における死因の第3位に予測されるな
ど、世界的にも健康上の大きな脅威となって
いる。最近の観察研究により、COPD 患者の中
に肺機能が急速に低下する患者群や急性増
悪頻度が高い患者群が存在することが明ら
かになり、新しい発想に基づく治療管理法の
開発が急務とされている。 
近年、COPD は肺局所の炎症疾患だけではな
く、全身性の炎症性疾患と考えられてきてお
り(Barns PJ et al. Eur Respir J 2009; 33: 
1165)、病態機序の一つとして、慢性炎症に
よる肺および全身の血管傷害の存在が指摘
されている。申請者らも、血管内皮傷害の指
標 で あ る endothelial microparticles 
(EMPs)が COPD 患者にて有意に上昇している
ことを明らかにした (Takahashi T,  Koba- 
yashi S, Ota C, Yamada M, Yanai M, Kubo H. 
et al. Thorax 2012;67:1067)。 
 エクソソーム(exosome)は細胞内の小胞構
造体である多胞性エンドソームに由来する
分泌膜小胞であるが、最近、エクソソームの
構成成分（膜表面蛋白・microRNA など）が由
来する細胞の種類・および状態（炎症・癌化
など）によって大きく異なることが明らかに
なり、新たなバイオマーカー・細胞間のメッ
センジャーとして注目されている。そこで、
研究代表者は、炎症刺激により活性化した血
管内皮より放出される特異的エクソソーム
を検出することによって、新たな COPD 病態
マーカーを確立できないかと考えた。 
 活性化内皮特異的エクソソームを検出す
る方法として、研究代表者は研究分担者の開
発したExoScreen法(Yoshioka Y, Ochiya T et 
al. Nature Commun 2014;5:3591)に注目した。
ExoScreen法は AlphaLISA™システムを応用し
たエクソソーム定量解析ツールで、従来のウ
エスタンや ELISA 法と異なり、全エクソソー
ム量の測定だけでなく、エクソソーム共通マ
ーカーに対する抗体と特異的な抗原マーカ
ーに対する抗体を組み合わせることによっ
て、細胞種・病態特異的なエクソソームを検
出することを可能にした新規の解析方法で
ある。細胞上清の他に血清など体液検体から
のエクソソームの検出も可能であり、解析時
間についても 96 well assay plate の解析が
２時間程度で完遂することができ、臨床検体
解析に適したハイスループット解析法であ
る。 

研究代表者・分担者はヒト肺血管内皮培養
細胞を用いた先行実験を行った。ヒト肺血管
内皮培養細胞に炎症刺激として TNFαを添加
し、48 時間後の培養上清を回収した。TNFα
刺激により、培養上清中の全エクソソーム
(CD9 陽性エクソソーム)量が優位に増加した。
さらに、これまで炎症刺激により血管内皮細
胞膜表面に発現が上昇すると報告されてい
る活性化血管内皮マーカーの発現について
エクソソームを解析した所、無刺激では認め
なかった、活性化内皮マーカー(E-selectin, 
VCAM, ICAM-1)陽性エクソソームがTNFα刺激
後に出現・増加していた。以上の結果から、
ExoScreen 法により活性化内皮特異的エクソ
ソームの解析が可能であることが明らかに
なった。そこで申請者は ExoScreen 法を用い
た活性化内皮特異的エクソソーム解析によ
る COPD 病態マーカーの開発、および活性化
内皮特異的エクソソームの生物学的作用・
COPD 病態における役割解明を研究目的とし
た。 
 当該分野における本研究の学術的な特
色・独創的な点及び予想される結果と意義：
本研究は研究分担者が新規に開発した
ExoScreen 法による細胞種・病態特異的なエ
クソソーム解析技術を応用し、新規 COPD 病
態マーカーの開発を目的としており、方法論
も含め独創的な研究である。本マーカーを指
標の一つとして治療内容の変更・改善を早期
に実施することにより、COPD 患者の治療管理
を進歩させ、患者の予後を改善させることが
期待された。また、活性化内皮由来のエクソ
ソームの放出機構、構成成分、生物学的作用
を解析することにより COPD 病態との関連を
明らかにし、放出の抑制や構成成分に対する
阻害剤など、エクソソームの調整・介入によ
る新たな治療戦略の構築も期待された。さら
に、細胞や病態特異的なエクソソームを同
定・解析するという当研究手法は他疾患にも
応用可能な手法であり、本研究成果を他疾患
の診断・病態解析にも応用・発展させること
が十分に期待された。 
 
２．研究の目的 
(1)活性化内皮特異的エクソソーム解析によ
る新規 COPD 病態マーカー開発。 
(2)難治性肺疾患患者に対する新規病態マー
カーの開発 
３．研究の方法 
(1) 炎症刺激・酸化・ニトロ化ストレス下の
血管内皮細胞由来エクソソームの動態 
ヒト臍帯静脈内皮細胞、ヒト肺微小血管内



皮細胞に TNFα、H2O2、peroxynitrite を与
え、回収した上清中エクソソームを
ExoScreen 法により測定した。汎エクソソー
ムマーカー(CD9)、血管内皮マーカー(CD105)、
活性化血管内皮マーカー(E-selectin、
ICAM-1)を用い、汎、および細胞・病態特異
的エクソソームを ExoScreen 法にて測定
(Yoshioka Y, et al. Nature Commun 2014; 
5:3591)を行った。 
 
(2)  特発性肺線維症における血清エクソ
ソームの解析 
線維化病態を反映するエクソソーム
microRNA 候補を効率的に抽出するため、ヒト
IPF 患者よりも背景の均一であるブレオマイ
シン肺線維症モデルマウスを用いて解析し
た。ブレオマイシン投与後の血清エクソソー
ムより total RNA を抽出し、逆転写により
cDNA を合成後、microRNA PCR array により
血清エクソソーム microRNA の発現変化を網
羅的に解析した。その際、血清エクソソーム
総量により血清エクソソーム中の microRNA
総量が影響される可能性を考慮し、マウス血
清エクソソーム量をExoScreen法にて測定し
た。各時点の microRNA 量をエクソソーム量
で除した補正値 (補正血清エクソソーム
microRNA 量) を算出した。さらに、上記マウ
スの実験結果にて線維化病態のマーカーの
可能性が示唆されたエクソソーム microRNA
について、ヒト IPF 患者で検討を行った。44
名を前向きコホート研究に登録して 30 ヶ月
間追跡し、コホート登録時の血清エクソソー
ム microRNA 量および血清エクソソーム量を
測定し、補正血清エクソソーム microRNA 量
を算出し、IPF 患者の登録時の臨床指標、肺
活量の低下率および観察期間における予後
との関連を解析した。 
４．研究成果 
(1) 炎症刺激・酸化・ニトロ化ストレス下の
血管内皮細胞由来エクソソームの動態 
COPD 病態に関与する刺激が血管内皮細胞
のエクソソーム分泌に与える影響を調べた。
ヒト臍帯静脈内皮細胞、ヒト肺微小血管内皮
細胞に TNFα、H2O2、peroxynitrite を与え、
回収した上清中エクソソームをExoScreen法
により測定した。汎エクソソームマーカー
(CD9)、血管内皮マーカー(CD105)、活性化血
管内皮マーカー(E-selectin、ICAM-1)を用い、
汎、および細胞・病態特異的エクソソームを
測定した。非刺激下で両内皮細胞上清中に汎
および内皮マーカー陽性エクソソームを検
出したが、活性化内皮マーカー陽性エクソソ

ームは認めなかった。刺激下では TNFα投与
群で汎エクソソームが増加し、活性化内皮マ
ーカー陽性エクソソームを検出した（図 1）。
炎症刺激が血管内皮細胞のエクソソーム放
出を促進し、さらにエクソソームの表面抗原
を変化させると考えられた。 

 
(2) 特発性肺線維症における血清エクソソ
ーム microRNA-21-5p と予後の関連 
 特発性肺線維症(Idiopathic Pulmonary 
Fibrosis：IPF) は、慢性進行性の呼吸器疾
患であり、診断からの生存期間中央値が約 3
年であり、5 年生存率が 50%難治性呼吸器疾
患の一つである。IPF の診療の問題点の一つ
として、病状の進行速度は個人差が大きく、
適切な治療介入時期の決定が難しいことが
指摘されており、IPF の病態評価や予後予測
が可能なバイオマーカーの確立が望まれて
いる。microRNA は転写後の翻訳調節を通した
遺伝子発現の制御により、生理的な役割のみ
ならず、種々の疾患への関与が報告され、新
たな治療標的として注目されている。特発性
肺線維症を含めた肺線維化病態においても
動物モデルや患者の肺組織における
microRNA の発現の変化が報告されるなど、
microRNA の線維化病態における役割が現在
解析されている。最近、microRNA は本来 RNA
が存在しえないと考えられていたヒト体液
中にも存在することが判明し、その機序とし
て、細胞外小胞の一つであるエクソソーム
（exosome）に内包され安定的に存在してい
ることが明らかとなった。さらに、エクソソ
ームが microRNA を標的細胞へ運搬し、遺伝
子発現を制御することが示され、新たな細胞

 

図１：TNFα刺激後 24 時間後の肺血管内皮
細胞上清中のエクソソーム解析。TNF-αは
１ng/ml 以上の刺激において、総エクソソ
ームの放出量を上昇させていた。さらに、
E-セレクチン陽性エクソソームは定常状態
では同定されないが、TNF-α刺激下で上清
中に出現・増加していた。ICAM-1 陽性エク
ソソームも定常状態に比べ TNF-α 刺激に
より有意に上昇していた。VC: PBS コント
ロール, ND: 検出感度以下. 測定値は平
均 ± 標準誤差 (n = 6), *p<0.05 vs VC. 



間コミュニケーションツールとして注目さ
れている。エクソソームは生体内の多くの細
胞から血液をはじめとする体液中に放出さ
れ、内部に microRNA・mRNA・蛋白質などを含
有する。また細胞の状態・環境によりエクソ
ソームの構成成分が変化することが知られ
ている。これらの事実から、エクソソームお
よび microRNA を含むエクソソーム成分は、
各種疾患の病態を反映するバイオマーカー
の有力な候補と考えられた。これまで、IPF
患者肺組織では microRNA 発現プロファイル
が変化し、さらにある特定の microRNA が線
維化病態の進行に関与していることが報告
されている。一方、IPF をはじめ肺線維化病
態におけるエクソソームの動態については
内容物のmicroRNAも含めて知られていない。
そこで今回我々は、血清エクソソーム中の
microRNA プロファイルが線維症病態を反映
する特異的な変化を示す可能性を考え、血清
エクソソーム中の microRNA がバイオマーカ
ーや病態の予後予測因子になる可能性があ
るのではないかと考え特発性肺線維症患者
の血清エクソソーム中の microRNA の発現に
注目し、病態や予後を予測可能なバイオマー
カーの探索を試みた。                                                        
ブレオマイシン肺線維症モデルマウスの
血清エクソソーム microRNA の網羅的解析に
より、microRNA-21-5p および 155-5p が急性
期および慢性・線維化期の双方で有意に上昇
していた。さらに各時点のマウスをN=9とし、
この 2 つの microRNA について定量的 PCR に
て追加検討したところ、補正血清エクソソー
ム microRNA-21-5p のみ急性期から修復慢
性・線維化期における両時期で有意に上昇し
ていた。さらに、IPF 患者の補正血清エクソ
ソームmicroRNA-21-5pは健常対照群 (21名)
と比較して有意に増加しており、IPF 群では
コホート登録時の KL-6 やその後の肺活量の
低下と有意な相関を認めた(図２)。また、補
正血清エクソソーム microRNA-21-5p が高い
群では 30 ヶ月以内の死亡率が有意に高く、
独立した予後予測因子であることを示した。
一方、microRNA 測定値そのもの（無補正血清
エクソソーム microRNA-21-5p）は肺活量の低
下との相関はなかったが、高値群では 30 ヶ
月以内の死亡率が有意に高いことが示され
た(図３)。血清エクソソーム microRNA-21-5p
は特発性肺線維症患者の独立した予後不良
因子であることが示唆された。 
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図２：血清エクソソーム量で補正した
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ExoScreen 法により相対定量し、血清 1 ml
あ た り に 換 算 し た も の （ Signal 
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図３：観察開始時の補正血清エクソソーム
miR-21-5p のカットオフ値による特発性肺
線維症患者 2群の Kaplan-Meier 生存曲線。
実線は中央値(copies/SI) よりも高い群、
破線はそれよりも低い群を示す。カットオ
フより高い群は低い群と比較して 30 ヶ月
以内の死亡率が高い（p=0.01）。各群の点は
死亡以外の理由により観察打ち切りとなっ
た症例を示す。2 群間の予後の差の検定に
はログランク検定を用いた。 
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