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研究成果の概要（和文）：腸の虚血再灌流障害は腸由来のメディエーターを介して炎症反応を引き起こし、腸上
皮細胞から分泌されるエクソソームが全身性炎症に関与しています。我々の研究で、虚血刺激後のエクソソーム
内で脂質代謝関連タンパク質発現が増加し、miRNAレベルが変化し、不飽和脂肪酸含有リゾホスファチジルコリ
ン濃度が増加することを発見しました。これにより、虚血再灌流障害に関連するエクソソーム成分の変化がNF-
κB経路を含む炎症を活性化することが示唆されました。現在、単一細胞解析技術を用いて各細胞成分と炎症の
関係を調査しています。

研究成果の概要（英文）：Intestinal ischemia-reperfusion injury leads to proinflammatory responses 
via gut-derived mediators, and accumulating evidence suggests that exosomes secreted by intestinal 
epithelial cells are involved in the development of systemic inflammation. Our study elucidated the 
multiple changes that simultaneously occur in exosomes after ischemic stimulation. We found that 
lipid metabolism-related protein expression was upregulated, miRNA levels were slightly altered, and
 unsaturated fatty acid-containing lysophosphatidylcholine concentration increased after hypoxia and
 reoxygenation injury; this suggested that the changes in exosomal components associated with 
ischemia-reperfusion injury activate inflammation, including the NF-κB pathway. Based on the above,
 we are currently gathering data on the relation between each cell component and the provoked 
inflammation utilizing the techniques of single-cell analysis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の研究成果は腸管虚血が全身性の炎症をきたす病態の解明に寄与をしました。脂質解析、タンパク定量、
mRNAについて包括的な解析を行い、提示することにより本病態に関与するあらゆる仮説に対して有益な基礎的な
情報を提示しました。また、代謝ネットワークに関するin sillicoな解析を行うことにより、上記で得られたデ
ータの持つ意義について提示を行いました。以上のように個体レベルで起きる変化について得られた情報をより
詳細に解析するため細胞レベルでの変化を調べるための実験系を確立し、今後より詳細な病態解明に繋げる手法
を開発しました。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
腸管を虚血状態にしたのち再灌流すると腸間膜リンパ液に炎症を惹起するエクソソームが出現

し、その後臓器障害に至る事が知られている。外傷出血性ショック後、腸間膜リンパ液が急性肺

障害を始めとする全身性炎症を起こす事が知られているが、詳しい機序は未解明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 
腸間膜リンパ液中の細胞外小胞であるエクソソームが炎症の原因である事までは研究開始前ま

でに捉えられていたが、この際起きる詳細は全く未解明であったため、エクソソーム内、および

標的細胞、標的臓器に起きる変化を捉えることを本研究の目的とした。具体的にはエクソソーム

および標的臓器内で起きる代謝物質の変化を捉えること、そしてより詳細な病態を把握するこ

とを目的とし、シングルセル解析を行いラット虚血再還流モデルにて腸管上皮細胞がエクソソ

ームを放出する過程およびエクソソームを受け取った肺組織が臓器障害に至る過程を経時的に

調べる事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 分化したヒト腸管 Caco-2（ATCC HTB37）細胞を 5％CO2 と 95％空気（常酸素群）または 5％

O2、5％CO2、90％N2（低酸素群）に 6時間曝露した。その後、培地を交換し、各群を出血性ショ

ック中の再灌流期に類似した環境に置くために、常酸素環境（5％CO2 と 95％空気）で 24 時間培

養した。各群の条件付き培地を収集し、IEC 由来のエクソソームを分離した。次に、生物機能ア

ッセイを単球性 NF-κB レポーター細胞を用いて実施し、プロテオーム分析を高速液体クロマト

グラフィー・質量分析（HPLC–MS）を使用して行い、miRNA の定量化を qPCR で行った。 

 

(2) 上記で得られたデータを包括的に理解するため脂質解析、プロテオーム解析、miRNA 解析に

加えて GO 解析、タンパクネットワーク解析を施行することによりエクソソーム内容物総体とし

て起きている変化を捉えた。 

 

(3) 個体レベルで観察された変化を細胞レベルの変化としてより詳細に捉えるため細胞種毎に

虚血再還流刺激をおこし、起きる変化をシングルセル解析にて解析を行なった。 

 
 
４．研究成果 
 

(1) 図１にあるように、エクソソーム内で miRNA と脂質変化が起きていることが確認された。具

体的には hsa-miR-21-5p、hsa-miR-23a-3p、hsa-miR-124-3p、および hsa-miR-30d-5pの発現量

の変化が見られた。資質においては不飽和 LPC と遊離脂肪酸の量に変化が認められ、過去の研

究結果と整合する炎症を惹起すると考えられる脂質変化が起きている事が確認された。また図

２に示すように、複数のタンパクにおいて著しい発現量の変化が観察され、以上から虚血再還流

においてmiRNA,脂質、タンパク質のそれぞれに変化が起きており、複合的で複雑な相互作用の

上で炎症が惹起されている事が示唆された。 



 
 
(2) GO 解析、タンパクネットワーク解析の結果から、上記の結果からエクソソーム内で起きて
いる変化についての相互関係を解析した。また、これらの結果から好中球、単球、顆粒球の活性
が惹起されている事が in silico な実験系で調べることができた。 
 

 
 

(3) 個体レベルで観察された変化を細胞レベルの変化としてより詳細に捉えるため細胞種毎に

虚血再還流刺激を行なった上で single cell 解析を行なったが、エクソソームの採取量が微小

であり in vivo な実験系で変化を捉えることが困難であった。そこで、Caco-3 および Calu-3 細

胞による in vitro 系と in vivo で得られたリンパ液との相互作用を調べることにより上記実験

系に対応する病態の再現ができることが確認された。今後上記実験系にて single cell におけ

る解析結果からこれまでの実験成果と照合し、研究を進める予定である。 
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