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研究成果の概要（和文）：ヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVECs)に炎症性刺激を加えると濃度依存性にEMPsが増加し
た。敗血症患者の血中EMPsは非敗血症患者に比較し、有意に増加していており、血管内皮傷害を反映していた。
また、PECAM+EMPsおよびVE-cadherin+EMPsは敗血症性ショック患者で敗血症患者より有意に増加していた。
HUVECsに血管透過性を変化させると、PECAM+EMPsおよびVE-cadherin+EMPsは血管透過性の変化に一致し放出が変
化し、PECAM+EMPsおよびVE-cadherin+EMPsは敗血症における血管透過性の指標になり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Inflammatory stimulation to human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) 
increased EMPs in a concentration-dependent manner. The circulating EMPs in patients with sepsis 
were significantly increased compared to non-septic patients, reflecting vascular endothelial 
injury. In addition, PECAM + EMPs and VE-cadherin + EMPs were significantly increased in septic 
shock patients compared to septic patients. When vascular permeability is changed to HUVECs by 
permeability modifying agents, PECAM + EMPs and VE-cadherin + EMPs were consistent with changes in 
vascular permeability and their release was altered, so that PECAM + EMPs and VE-cadherin + EMPs 
might be novel indicators of vascular permeability in sepsis.

研究分野：集中治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症において血管内皮傷害は、病態形成に積極的に関与し、かつ血管内皮傷害は臓器傷害の主因となる。本課
題により、内皮由来微小粒子（EMPs）は敗血症の血管内皮傷害マーカーとなり得ることをが示された。特に
PECAM+EMPsやVE-cadherin+EMPsは、敗血症での血管透過性亢進の指標にもなり得るもので、今後の敗血症の新た
な病態マーカーとなり得るものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

敗血症は、感染症に対する制御不能な宿主反応に起因した生命を脅かす臓器障害である。世界

的な敗血症治療ガイドラインである Surviving Sepsis Campaign Guidelines の普及に伴い、敗

血症に対する治療は進歩を遂げたが、死亡率は 30〜40%と依然として高く、世界的に大きな健康

問題となっている。 

 血管内皮は、接着分子発現の増加、凝固反応促進、炎症生サイトカインの放出などにより、積

極的に敗血症の病態形成に関与する。血管内皮傷害による血管透過性亢進に伴う微小循環不全

は、臓器障害の主たる原因と考えられる。しかし、現時点で敗血症における血管内皮傷害を適切

に評価する方法は確立されておらず、内皮傷害に基づく治療管理は行われていない。 

 内皮微小粒子 (EMPs: endotheial micropaeticles)は、内皮細胞から傷害、活性化、apoptosis

の際に放出される膜小胞であり、虚血性心疾患や糖尿病、COPD などで上昇し、その内皮傷害を

反映する。敗血症においても EMPs は内皮傷害を反映するマーカーとして期待される。さらに、

炎症により誘導される E-selectin や VCAM などの接着分子、内皮細胞間隙に存在し透過性の調

節に関与する VE-cadherin に着目して EMPs のサブクラス解析を行えば、敗血症の病態形成に複

雑に関与する内皮の病態生理、血管透過性のレベルなどを把握できると考えた。 

 また、近年では EMPs が細胞間伝達に関与すると考えられており、敗血症においても EMPs が病

態形成または抑制に何らかの形で関与していることが推測される。しかし、現時点では、敗血症

の EMPs の動態・生理学的作用は不明な点が多く、その解明が期待されている。 

 

２．研究の目的 

本課題では、敗血症における EMPs の動態および EMPs の病態生理学的作用を解明し、血管内皮

傷害に着目した新たな敗血症の病態マーカーを開発することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 敗血症患者における EMPs の動態の解明 

敗血症患者の circulating-EMPs の動態を検証するために、前向き観察研究を行なった。これは

東北大学大学院医学系研究科の倫理委員会の承認を得て行なっている（2018-1-353）。2016 年 2

月から 2018 年 11 月までに敗血症と診断されて東北大学病院の ICU へ入院した成人患者、また

はコントロール群として定期の頭頸部手術を受けて術後 ICU に入室する成人非敗血症患者を対

象としている。敗血症の診断は Spsis-3 に準ずる。敗血症患者には ICU 入室時に、本人もしくは

近親者から同意書を取得した。非敗血症患者は定期手術の術前訪問の際に本人から同意書を得

た。対象敗血症患者は ICU 入室時, 第 2,3,5,7 病日に、非敗血症患者は入室時、第 2,3,5 病日に

末梢血採血を行ない、血漿 (platelet poor plasma: PPP)を精製した。PPP は末梢血を 3000g x 

5 分遠心し、引き続き 2000g x 20 分遠心し精製した。分注後、速やかに-80 度で保管した。 

対象患者の PPP 中の各種 EMPs をフローサイトメーターで測定し、EMPs のサブクラス解析を行

う。測定した EMPs は PECAM+EMPs, VE-cadherin+EMPs, E-slectin+EMPs, ICAM-1+EMPs, VCAM-

1+EMPs である。 

 

(2)炎症性刺激による EMPs の放出の特性 

培養したヒト臍帯静脈内皮細胞（human umbilical vein endothelial cells: HUVECs）に TNF-



α 1, 5, 25 (ng/ml)の刺激を 24 時間加え、刺激後に回収した内皮細胞の細胞膜上の PECAM, VE-

cadherin, E-selectin, ICAM-1, VCAM-1 発の現を検証した。また細胞培養液を回収し、超遠心

処理を施して MPs を沈降させ、MPs 含有液を精製した。この MPs 含有液中の PECAM+EMPs, VE-

cadherin+EMPs, E-slectin+EMPs, ICAM-1+EMPs, VCAM-1+EMPs 数をフローサイトメトリーで測定

した。 

EMPs 放出と細胞死との関連を検証するために、汎カスパーゼ阻害剤である Z-VAD-FMK による全

処理を行なった。培養した HIVECs に Z-VAD-FMK (50μM)の前処理を 1時間加えたのちに、TNF-

α 5(ng/ml)を加え、24 時間後に HUVECs、培養液を回収し、HUVECs の各種内皮抗原の発現、各

種 EMPs の放出を検証した。 

 

(3)血管透過性と EMPs の関係性の検証 

 炎症性刺激を加えることで血管内皮細胞の透過性が亢進する。炎症性刺激による血管透過性

亢進と EMPs の関係性を検証した。angiopoietin (250 ng/ml), VEGF (100 ng/ml), PGI2 (500 

ng/ml)などの血管透過性修飾因子による前処置を 1時間加えたのちに、TNF-α (5 ng/ml)の炎

症性刺激を 24 時間加え、血管透過性と放出される各種 EMPs の変化を測定した。血管透過性は

dextran assay と trans endothelial electronic resistance (TEER)試験で測定した。HUVECs

は gelatin でコーティングした trans-well(Corning 3470: pore-seize 0.4μm, 0.33 cm2 / 

well)で培養した。HUVECs は第 5-6 継代細胞を用いて、1nsert-well に 1.0x10^6 cells/100 μL 

で播種した。72h 後に HUVECs の monolayer が形成されたことを確認し、上述の前処理および刺

激を加えた。培養液を除去した後に、上部チャンバーに FITC 標識デキストラン 100μL を、下

部チャンバーに FITC 非標識デキストラン 500 μLをそれぞれ加えた。デキストランを加えて１

時間後に、底部チャンバーに入れた medium を回収し、マイクロプレートリーダー(Spectra Max 

M2e; Molecular DEVICES, San Jose, CA, USA)で蛍光強度を測定した。FITC デキストランの濃

度を算出し、透過性を評価した。TEER 試験は非侵襲的に内皮細胞の monolayer の電気抵抗値を

測定することで血管透過性を評価しうる検査である。TEER 値は電気抵抗測定装置である EVOM2

と（EVOM2, World Precision Instruments）Endohm-6 チャンバーを用いて測定した。 

 

４．研究成果 

(1) EMPs は敗血症で有意に増加する 

30 名の敗血症患者、42名の敗血症性ショック患者、30名の非敗血症患者がエントリーされた。

PECAM+EMPs, VE-cadherin+EMPs, E-selectin+EMPs, ICAM1+EMPs は day1 から day5 まで敗血症患

者および敗血症性ショック患者は非敗血症患者より有意に増加していた。VCAM1+EMPs も敗血症

性ショックでは day1 から day5 まで非敗血症患者より有意に増加していたが、敗血症患者では

非敗血症患者に比較し有意に増加はしていなかった。今回測定したあらゆるタイプの EMP はサ

ブタイプにかかわらず、敗血症患者では増加していた。(Figure.1) 

 

(2) PECAM+EMPs および VE-cadherin+EMPs は敗血症性ショック患者で上昇する 

 PECAM+EMPs および VE-cadherin+EMPs は、敗血症性ショック患者で敗血症患者より有意に高か

った (figure.1)。PECAM や VE-cadherin は恒常的に内皮細胞間隙に存在し、細胞間接着や透過

性の調節に関与する因子である。一方で、E-selectin や ICAM-1, VCAM-1 は普段はほとんど発現

していない、または弱くしか発現していないが、炎症により発現が誘導・増強され、白血球など

の免疫担当細胞を血管内皮細胞に接着・結合に貢献する。炎症により誘導される接着分子を発現



するEMPsに着目すると、Day1の E-selectin+EMPs 数, day2の ICAM+EMPs数, day5 の VCAM1+EMPs

数のみ、敗血症性ショック群で敗血症群よりも有意に増加していた。それ以外では、敗血症性シ

ョック患者と敗血症患者間で有意な差は認められなかった。 

 

(3) TNF-αは濃度依存性に HUVECs からの EMPs 放出を増加させる 

 HUVEC に TNF-αの刺激を加えることで、今回測定した全てのタイプの EMPs は濃度依存性に増

加した。ただし、TNF-a 刺激による細胞膜上の内皮抗原の発現の変化の違いにより、EMPs の増加

の程度は異なった。 

E-selectin, ICAM1, VCAM1 などの接着分子は TNF-a の炎症性刺激により細胞膜上の発現が濃度

依存性に増強され、接着分子を発現する EMPs は、細胞膜上の接着分子の発現に連動し、その放

出は指数関数的に増加した。接着分子を発現する EMPs の増加と細胞膜上の接着分子の発現に極

めて強い相関があった。一方で、PECAM や VE-cadherin などは炎症による発現増強は認めず、

PECAM の発現は有意に低下した。PECAM+EMPs や VE-cadherin+EMP の放出は、濃度依存性に線形に

増加し、その増加は接着分子を発現する EMPs より軽度であった。PECAM+EMPs と PECAM 発現の間

には強い負の相関が、VE-cadherin+EMPsとVE-cadherinの間には相関関係が認められなかった。

(Figure.2) 

 

(4) Z-VAD-FMK の前処置は TNF-αによる EMPs 放出を抑制した 

 汎カスパーゼ阻害剤であるZ-VAD-FMKの前処置により、TNF-αによるHUVECsからのPECAM+EMPs, 

VE-cadherin+EMPs, E-slectin+EMPs, ICAM-1+EMPs, VCAM-1+EMPs の放出を抑制した (figure.3)。

TNF-αによる EMPs 放出にはカスパーゼの関与が示唆された。 



 

(5) 透過性修飾因子による血管透過性の変化 

血管透過性修飾因子による前処理、続く TNF-a の刺激による HUVECs の血管透過性の変化を検

証した。Angiopoietin-1 および PGI2 の前処置は、TNF-a による FITC 標識デキストランの透過亢

進を抑制した。一方で VEGF の前処理は TNF-αによる透過亢進を増強させた(Figure*)。また、

Angiopoietin-1 および PGI2 は TNF-a による TEER

の減少を抑制した。一方で VEGF の前処置は、TEER

値を有意に低下させた。(Figure.4)。 

以上より、angiopoietin-1 と PGI2 は TNF-αによる

血管透過性亢進を抑制させ、VEGF は増強させた。 

 

(6) 血管透過性修飾因子による pre-treatment の EMPs 放出への影響 

 血管透過性を抑制した Angiopoietin-1 および PGI2 による前処理では、TNF-αによる

PECAM+EMPs および VE-cadherin+EMPs の放出増加を有意に抑制した。一方で血管透過性亢進を促

進させたVEGFの前処置では、PECAM+EMPsおよびVE-cadherin+EMPsの放出を有意に増加させた。 

また、Angiopoietin-1, PGI2, VEGF の前処理によって、TNF-αによる HUVECs の血管透過性亢

進を変化させても、HUVECs からの E-

slectin+EMPs, ICAM1+EMPs, 

VCAM1+EMPs の放出は変化しなかっ

た。以上より、PECAM+EMPs および

VE-cadherin+EMPs が、炎症性刺激に

伴う血管透過性亢進を反映すること

が示唆された。 

 

敗血症において血管内皮傷害の新たなマーカーとして、EMPs に着目し検証をした。炎症性刺激

により血管内皮細胞から EMPs の放出が促進される。臨床研究においても、敗血症患者の PPP 中

の各種 EMPs は非敗血症患者で有意に増加していた。特に PECAM+EMPs や VE-cadherin+EMPs は敗

血症患者で有意に増加していた。また、血管内皮細胞で血管透過性を変化させると、

PECAM+EMPs や VE-cadherin+EMPs は血管透過性の変化に伴って増減し、血管透過性の指標にな

り得ることが示唆された。今後はこれら EMPs の生理学的作用についての検証を進めていく。 
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