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研究成果の概要（和文）：　脳血管内皮細胞を用い、炎症惹起物質を作用させることによってin vitroで効率の良いen
dothelial microparticles (EMP)の産生方法の確立を行うとともに、EMP含有物質の同定を目的として研究を行った。
本研究の結果、炎症血管内皮細胞から、効率よくEMPが産生されることが明らかとなった。また、EMPにはmiRNAが包含
されていた。ペリサイトに対してEMPを作用させたところ、有意にVEGF-Bの発現が上昇していた。EMPは、ペリサイトに
作用し細胞の状態を変化させる活性を有することが示された。また、その活性本体はEMPに含有されるmiRNAであること
が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：We studied endothelial microparticles (EMPs) produced from inflamed endothelial ce
lls in vitro. EMPs incorporation study was performed, and mRNA and protein expression levels were analyzed
 using pericytes by the action of the EMPs. Here we show that EMPs contained inflammatory specific miRNA. 
EMPs incorporated pericytes were altered their transcription and protein expression levels. We have shown 
that target cells of EMPs are pericytes, suggesting EMPs and miRNA included in the EMPs are new therapeuti
c target of the various inflammatory diseases.
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１．研究開始当初の背景 

我々が構築したマウス全身炎症モデル
(敗血症/全身性炎症反応症候群(systemic 
inflammatory response syndrome; SIRS)モ
デル)では、肺、心臓、腎臓を含む主要臓器
不全および血管内皮細胞傷害を合併し、生
命予後が非常に悪いうえに有効な治療法
が少ない中で、細胞炎症シグナリングカスケ
ードで主要な役割を果たす分子である
NFB、FADD に対する siRNA 等を用いた
遺伝子治療が有効であることを明らかにし
てきた。しかしながら、炎症を遷延化させる
機構すべてが明らかになったわけではなく、
炎症性サイトカイン以外に炎症遷延化と耐
糖能に影響を与える新規炎症カスケード作
用物質が存在する可能性あるのではないか
と考えられた。新規炎症カスケード作用物
質を検討している過程で、上記炎症性疾患
モデルにおいて endothelial microparticles 
(EMP)の血中含有量が増加することを発見
した。 
 
 
２．研究の目的 

我々は、マウス全身炎症モデルで、細胞
炎症シグナリングカスケードで主要な役割を
果たす分子である NFB、FADD に対する
siRNA 等を用いた遺伝子治療が有効であ
ることを明らかにしてきた。しかしながら、炎
症を遷延化させる機構すべてが明らかにな
ったわけではなく、炎症遷延化に影響を与
える新規炎症カスケード作用物質が存在す
る 可 能 性 を 考 え た 。 Endothelial 
microparticles (EMP)は、炎症性疾患に伴
い血中に増加することが報告されている血
管内皮細胞由来の小胞である。本研究では、
炎症惹起モデルにおける EMP 含有
miRNA の組成変化の詳細な解析とともに、
ターゲット細胞への作用を解明することを目
的とする。 
 
 
３．研究の方法 

本研究では、血管内皮細胞培養系にお
いて炎症惹起物質を作用させ endothelial 
microparticles (EMP)の最も効率の良い産
生系の開発と測定方法を確立するとともに。
血管内皮細胞培養系炎症惹起モデルにお
ける EMP 含有 miRNA の組成変化の詳細
な解析とともに、炎症惹起によって激烈に発
現増加する miRNA のターゲット mRNA を
明らかにし、さらにはターゲット細胞への作
用を解明することを目的として研究を行っ
た。 
 
 
４．研究成果 

本研究結果、in vitro で炎症惹起させた
血 管 内 皮 細 胞 由 来 の endothelial 
microparticles (EMP)には、多数の炎症関
連 miRNA が包含されており、炎症の強度
に正の相関を示すものが見出された。それ
ら miRNA のターゲット解析の結果と EMP
の出芽様式を詳細に解析した結果から、ペ
リサイト／血管平滑筋細胞が標的細胞であ
る可能性が考えられた。 

EMPに包含されており、血管内皮細胞の
炎症強度に相関する miRNA のひとつに焦
点を当てて解析した。異なる 3 アルゴリズム
で in silico解析を行った結果、その miRNA
のターゲット mRNA は Yy1 のみであった。
この miRNA は、ヒトを含めて哺乳類におい
て、種を超えて保存性が高いことも in silico
解析から明らかとなった。さらに、ヒト由来
mRNA に対する in silico 解析から、この
miRNA のターゲット mRNA は YY1 である
ことが強く示唆された。 

Yy1 をノックダウンした細胞では、VEGF 
family の発現増加が観察されるとの報告が
ある。そこで、血管内皮細胞に炎症性物質
を作用させた後、培養液から EMP を分画し、
ヒト由来脳血管ペリサイトに作用させた。2日
後、脳血管ペリサイトから mRNA を抽出し、
VEGF ファミリーに属する Vegfa, Vegfb, 
Vegfc, Plgfの発現を real-time PCRで確認
した。その結果、EMP 非作用群と比較して
EMP 作用群で有意に Vegfb の発現が亢進
していた。そこで、VEGF-B タンパク質の発
現を western blotting で確認したところ、
EMP非作用群と比較して EMP作用群で有
意に VEGF-B タンパク質の発現が上昇して
いた(図)。このようなことから、炎症性 EMP
はペリサイト／血管平滑筋細胞に対し作用
し、YY1 の発現を調整し、VEGF-B の発現
を増加させる働きを有する可能性が示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果から、炎症状態における

EMP の動態は病態生理学的観点から今後
注目されるべき事象であり、EMP をターゲッ
トとした治療や診断の開発が、種々の炎症
性疾患に対して有用であることが強く示唆さ
れる。 

 

図. VEGF-B蛋白質の発現を western blotting

で確認した. 
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