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研究成果の概要（和文）：　超小型ミニブタを用いて非侵襲的に高血圧および動脈硬化を呈するモデルの作製に
成功した。通常飼育群に比べて、本モデルにおける血中エキソソームのタンパク濃度は上昇した。残念ながら、
超小型ミニブタの購入・飼育コストが維持できず、マウスモデルでの解析を行った。
内皮一酸化窒素合成酵素を欠失したマウスとアポリポタンパク質Eをともに欠失したマウス（DKOマウス）を作製
した。このDKOマウスでは、通常食の投与にても高血圧症および脂質異常症を来すことがわかり、メタボリック
症候群・動脈硬化モデルとして有用であることが分かり、マウスの血液中のエキソソームの抽出・精製法を確立
した。

研究成果の概要（英文）：Metabolic syndrome (MetS) induces serious complications. We succeeded a 
noninvasive MetS model using an extremely small minipig. The protein level of serum exosomes in this
 model was increased, compared with that in normal diet group. Unfortunately, we viewed harshly the 
continuation of the analysis in this model. Therefore, we performed the analysis using a mouse 
model.
The deficient mice with neither endothelial nitric oxide synthase nor apolipoprotein E were used. 
The mice acutually expressed both hypertension and dyslipidemia by normal diet. We established the 
extraction and purification method from mouse serum exosomes.

研究分野：循環薬理学
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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 
(1) 社会の高齢化や食生活の欧米化に伴い、
高血圧・糖尿病・脂質異常症といった生活習
慣病は増え続けている。レニン・アンジオテ
ンシン・アルドステロン(RAA)系阻害薬（ACE
阻害薬･ARB･抗アルドステロン薬）、インスリ
ン抵抗性改善薬、脂質改善薬（HMG-CoA 還元
酵素阻害薬）など、画期的な薬剤が登場して
いるにもかかわらず、生活習慣病から狭心
症･心筋梗塞症、脳卒中、閉塞性動脈硬化症
等を発症する患者は依然として減っていな
い。一命を取り留めてもその後の日常生活動
作や生活の質を著しく低下させてしまうこ
とは少なくない。各疾患に対してそれぞれの
治療を行うことで、必然的に薬剤数は増え、
医療費高騰の一因になっている。こうした疾
患に共通して認められるのが内皮機能低
下・動脈効果である。持続的なストレスによ
り炎症反応が惹起され慢性化することで内
皮機能が障害・動脈硬化が促進し、心血管病
が発症すると考えられる。すなわち、各疾患
に対してだけでなく、臓器保護の視点から、
包括的治療が必要で、内皮機能低下の抑制、
動脈硬化の改善こそが心筋梗塞･脳卒中の発
症抑制に繋がる。 
(2) 高血圧・脂質異常症はいずれも内皮障
害・ 動脈硬化を引き起こすことが知られて
おり、高血圧・脂質異常症から臓器障害の発
症に至る過程には共通の機序があると考え
られる。申請者はこれまで、高血圧モデルや
血管障害モデルを用いて、心血管障害におけ
る細胞内情報伝達経路の解明や RAA 系、炎症
性サイトカインの関与などについて報告し
てきた(Circ Res 2001, Arterioscler Thromb 
Vasc Biol 2002, Circulation 2003, Circ Res 
2003, Gene Ther 2006)。また、心機能障害
時の心臓には炎症細胞浸潤があり、線維化を
起こし炎症像を認めることを報告した（J 
Pharmacol Sci 2004, Hypertens Res 2005）。
こうした病態モデルでは、血管周囲にも炎症
性細胞が浸潤しており、血管周囲の線維化も
認められた。すなわち、炎症性細胞の浸潤と
内皮細胞、心筋細胞との間には細胞間情報伝
達機構が存在し、内皮機能の低下、動脈硬化
の形成に関与していることが示唆される。近
年、分泌小胞「エキソソーム」が細胞間情報
伝達の担い手である可能性が示唆されてい
るが、心血管病における役割はまだ解明され
ていない。 
(3) 内皮障害･動脈硬化に関する疾患モデル
動物として、レプチン遺伝子の変異・欠損な
ど、遺伝的要因のみで発症するマウスやラッ
トが知られている。しかし、脂質代謝におい
ては、ラットやマウスといった「げっ歯類哺
乳動物」では低密度リポプロテイン(LDL)が
低値を示すため、血中コレステロールの上昇
にも関わらず動脈硬化は軽微である。さらに、
げっ歯類での動脈硬化病変には、ヒトの病変
に見られる線維性皮膜形成も認められない
ことが知られている。そのため、ヒトの病態

を十分には反映できていない可能性がある。
申請者は、ヒトと同様に血中 LDL 高値を示す
ブタに注目し、その中でも、ビーグル犬と同
等の大きさ（成体時体重約 10 kg）の超小型
ミニブタ（マイクロミニピッグ）を用いて、
非侵襲的な病態モデルの作製を行ってきた。
すでに、食餌のみでの動脈硬化モデルの作製
に成功し、報告した(業績 20, 23)。また、一
酸化窒素合成酵素(NOS)阻害薬混餌飼料によ
る高血圧モデル・内皮障害モデル作製にも成
功している(2012 年日本高血圧学会で発表、
投稿準備中)。そこで、高血圧および脂質異
常症をともに有する内皮障害･動脈硬化モデ
ルを用いて、炎症系細胞と内皮細胞、心筋細
胞との細胞間情報伝達機構を解析し、病態の
進展を抑制するための新たな治療標的を探
索する必要があるという考えに至った。 
 
２．研究の目的 
 RAA 系阻害薬やスタチンによる薬物療法を
行っても高血圧･脂質異常を伴う患者の心血
管病への移行を十分に抑制することは出来
ない。病態時には様々な細胞間情報伝達機構
が備わっていると考えられるが、その機序は
解明されていない。本研究では、高血圧と脂
質異常を併せ持つ疾患モデルにおいて、細 
胞間情報伝達分子、その中でも、自身の小胞
内に mRNA・マイクロ RNA・蛋白質・液性因子
を有して他の細胞の機能に影響を与えるこ
とが示唆されているエキソソームの役割に
焦点を当てて、解析を行う。病態に影響を及
ぼす炎症性細胞と内皮細胞・心筋細胞などの
臓器を形成する細胞との関連を明らかにす
るとともに、新たな治療標的分子を探索する。 
(1) 非侵襲的な内皮障害･動脈硬化モデルミ
ニブタの確立：本申請時点において、申請者
は既に NOS 阻害薬を含む高脂肪･コレステロ
ール食投与を開始しており、高血圧・脂質異
常症を呈する内皮障害・動脈硬化モデルを確
立し、マウスモデルとの相違を明らかにする。 
(2) 病態モデルにおける血中エキソソーム
の量的および質的な変化：病態時に血液中の
エキソソームの量的な変化およびエキソソ
ームの含有分子が異なっている（質的な変
化）ことを明らかにするとともに、病態の進
展に伴う変化を経時的に調べる。 
3. エキソソームに含まれる、病態に関与す
る物質の探索：エキソソームに含まれるマイ
クロ RNA およびタンパク質に注目し、病態の
進展に伴って変化する遺伝子・分子を調べ、
治療標的になり得る標的分子を探索する。 
4. 候補物質の細胞間相互作用に及ぼす役割 
血液中から精製したエキソソームを用いて、
培養細胞でその役割を調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) 内皮障害･動脈硬化モデルの評価 
 本研究は、2 つの病態モデルを作製して行
う。一つは、超小型ミニブタを用いた非侵襲
的モデルである。高脂肪・高コレステロール



含有食および一酸化窒素合成酵素阻害薬 Nω
-nitro-L-arginine methyl ester（L-NAME）
混餌飼料を投与し、食餌のみでのモデルを作
製する。高脂肪・高コレステロール含有量に
ついては既に報告済みである（業績20, 23）。
特殊飼料の投与前から 2週間毎に（最大 8週
間）採血および心機能評価、頸動脈の血流・
動脈硬化度を超音波装置（Toshiba Medical: 
Xario SSA-660A）にて評価する。投与期間終
了時には、病理組織染色と併せて大動脈の動
脈硬化度を Oil red O 染色で評価し、冠動脈
の血管弛緩反応を調べる。もう一つのモデル
として、ApoE 欠損マウスと内皮 NOS (eNOS)
欠損マウスを交配させたマウスを用いる。
ApoE 欠損マウスは動脈硬化を引き起こすこ
とが知られており、一方、eNOS 欠損マウスは
高血圧･内皮障害を呈することが知られてい
るが、両者ともに欠損したマウスでの研究報
告はごくわずかである。マウスでの動脈硬化
が不十分な場合は高脂肪食の投与を行う。約
4 週齢毎に心機能評価を行うとともに、採
血・臓器の摘出を行う。 
 申請者は、超小型ミニブタの飼育を行って
おり、飼育設備は整っている。扱い経験も十
分あり、総説も執筆している（業績 21）。遺
伝子改変マウスは両者とも既に入手済みで
あり、交配できる環境も整っている。超音波
装置での評価法も確立出来ている。 
 
(2) エキソソームの抽出・精製 
 エキソソームは成熟したエンドソーム中
で生成されて細胞外へ分泌される小胞
(30-100 µm)で、慢性炎症における細胞間情
報伝達に重要な役割を担っていると考えら
れている。エキソソームは炎症性細胞を含め、
様々な細胞から産生されると考えられてい
る。我々はすでに超遠心法および市販キット
(ExoQuick)を用いたエキソソームの抽出・精
製に成功している（図 4）。病態の進展に伴っ
てエキソソーム量やエキソソームに含まれ
る RNA、マイクロ RNA、タンパク質が変化す
ると考えられており、既に我々も予備的検討
で同様の結果を得ている。内皮障害･動脈硬
化の進展に関与するエキソソームの量的な
変化を明らかにするとともに、そのドナー細
胞を含めた質的な変化についても明らかに
することで、病態の進展に伴う臓器障害にお
けるエキソソームの関与を明らかにする。さ
らに、臓器障害に関与するエキソソームがど
の細胞から分泌されているかについて、各種
細胞の表面抗原マーカータンパク質の抗体
を用いて調べる。 
 
(3) エキソソーム中のマイクロ RNA 解析 
 近年、心血管病に関与するマイクロ RNA が
徐々に同定され、その多くは、遺伝子発現を
制御している。すなわち、マイクロ RNA が細
胞間情報伝達を担っている可能性が指摘さ
れている。また、エキソソーム中にマイクロ
RNA が含まれていることが明らかとなり、エ

キソソームがマイクロ RNA を介して細胞間･
臓器間の情報伝達を行っている可能性があ
る。そこで、抽出したエキソソーム中に含ま
れるマイクロ RNA 発現を調べ、病態の進展に
伴う発現変化を経時的に解析する。心肥大や
心不全におけるマイクロRNAの発現プロファ
イルの解析については少しずつ明らかとな
ってきているが、マイクロ RNA のエキソソー
ムを介した情報伝達経路についてはほとん
ど何もわかっていない。これまでの予備検討
で、エキソソームからのマイクロ RNA 抽出法
については確立出来ている。 
 
４．研究成果 
 超小型ミニブタ（マイクロミニピッグ）を
用いて、非侵襲的に高血圧および動脈硬化を
呈するメタボリック症候群モデルの作製に
成功した。具体的には、高脂肪・高コレステ
ロール含有食(HFCD)および一酸化窒素合成
酵素阻害薬 Nω-nitro-L-arginine methyl 
ester（L-NAME）混餌飼料を投与し、食餌の
みでのモデルを作製した。特殊飼料の投与前
から 2週間毎に最大 8週間まで採血および心
機能評価、頸動脈の血流・動脈硬化度を超音
波装置にて評価した。HFCD 投与により、血中
総コレステロール(TC)値および低密度リポ
タンパク質(LDL)値は投与 4 週間でそれぞれ
約 3倍および 4倍に上昇し、その後も高値で
持続した。L-NAME の投与は TC 値や LDL 値に
影響を与えなかった。L-NAME 投与群では投与
2 日後より血圧上昇が見られ、投与 4 週目以
降、心エコー検査で左室肥大を認めたが、8
週間で心機能の低下は認められなかった。
HFCD+L-NAME によりさらなる左室肥大を呈し
た。L-NAME 単独投与では大動脈の動脈硬化
は観察されなかったが、HFCD+L-NAME 投与は、
HFCD のみによる大動脈の動脈硬化を促進さ
せた。ブラジキニンによる血管弛緩反応は
L-NAME 投与により著明に低下しており、申請
者が想定したモデル作製法が確立できた。 
 HFCD 投餌、L-NAME 投与したマイクロミニ
ピッグから経時的に採血し、血液中のエキソ
ソームのタンパク濃度を測定したところ、通
常飼育ではタンパク濃度は大きく変わらな
かったが、HFCD 投餌、L-NAME 投与では次第
にそれらの濃度が上昇することが分かった。
引き続きマイクロミニピッグでの動脈硬化
モデルでの解析を予定したが、マイクロミニ
ピッグに購入・飼育コストが維持できず、申
請時に想定していたマウスモデルを用いる
こととした。 
 高血圧・内皮障害を来すことが知られてい
る内皮一酸化窒素合成酵素（eNOS）を欠失し
たマウスと動脈硬化を生じるアポリポタン
パク質 E（ApoE）を欠失したマウス（いずれ
もホモタイプ）を交配させ、eNOS/ApoE をと
もに欠失したマウス（Double KO (DKO)マウ
ス）を作製した。この DKO マウスは、通常食
の投与にても高血圧症および脂質異常症を
来すことがわかり、メタボリック症候群・動



脈硬化モデルとして有用であることが分か
った。実際、DKO マウスは高血圧を呈し、動
脈硬化を引き起こすことを確認した。現在、
血液からのエキソソーム精製に成功し、その
解析を進めている。 
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