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研究成果の概要（和文）：様々な治療薬の開発にも関わらず慢性心不全患者は減っていない。本研究では心リモデリン
グでのエクソソームを介した細胞間コミュニケーション機構を解析した。高血圧性心肥大モデル動物の血清ではマクロ
ファージ(Mφ)由来のエクソソームが増加していた。また、アンジオテンシンII刺激したTHP-1-Mφ由来エクソソームは
、冠動脈内皮細胞のJNKおよびp38 MAPKのリン酸化を亢進させ、内皮細胞傷害のマーカーのintracellular adhesion mo
lecule-1を誘導した。本研究により、高血圧による血管内皮細胞傷害にMφ由来エクソソームによる炎症作用を引き起
こしている可能性が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Hypertension is one of the most important cardiovascular risk factors, and 
results in macrophage infiltration into the tissues. Here, we investigated the role of exosome, one of 
extracellular vesicles, in the inflammatory pathways of endothelial cells (ECs) under hypertensive 
conditions.
Exosomes were purified by ultracentrifugation. The exosomes isolated from angiotensin II-infused rat 
serum abundantly contained macrophage marker proteins, CD68 and CD45. Moreover, exosomes from 
hypertensive rat serum immediately activated intracellular signals such as c-jun N-terminal kinase and 
p38 mitogen-activated protein kinase, and upregulated the expression of intracellular adhesion molecule-1 
in ECs. Interestingly, exosomes from THP-1-derived macrophages stimulated by Angiotensin II also 
activated these signaling pathways in ECs.
These results suggest that macrophage-derived exosomes under hypertensive conditions activate the 
inflammatory pathway in ECs, leading to cardiovascular remodeling.
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１． 研究開始当初の背景 
組織への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により組織のリモデリング
と機能障害が起こることが知られている。心不全
は、血行力学的負荷や虚血や遺伝子異常により炎
症反応が慢性化することにより心機能障害が起こ
り、心筋細胞肥大や間質線維化などの心筋組織の
リモデリングが生じることによる。しかし、レニ
ン・アンジオテンシン系阻害薬などによる薬物療
法により心不全の進行を完全に抑制することは出
来ない。その原因は慢性炎症時の細胞間のコミュ
ニケーションに係わる液性因子（アンジオテンシ
ン II（AngII）、サイトカイン、増殖因子）の作用
を抑制する従来の方法では不十分であることによ
る。 

 
２．研究の目的 
本研究では、細胞間のコミュニケーションに係

わるもう一つの重要な要素であるエクソソーム
（mRNA、microRNA、液性因子を含有する膜顆
粒で、細胞の機能に影響を与える）に焦点を当て、
病態の形成に深くかかわることが知られているマ
クロファージ（Mφ）と心筋細胞または間質系細胞
との細胞間で働く因子を同定し、その役割を明ら
かにする。すなわち、心リモデリングでのエクソ
ソームによる細胞間コミュニケーション機構を解
析することにより、心不全の病態解明と治療標的
を探る。 

 
３．研究の方法 
３－１ 高血圧モデル動物の作製 

Wistar雄性ラット（8週齢）に浸透圧ポンプで
Ang II（200 ng/kg/min）を3または7日間持続
投与した。また、一酸化窒素合成酵素阻害剤
NG-nitro- L-arginine methyl ester（L-NAME; 1 
mg/mL）を含有する飲用水を3または7日間摂取
させた。 

C57BL/6雄性マウス（8－9週齢）に浸透圧ポ
ンプでAng II（1,000 ng/kg/min）を14日間持続
投与した。 
３－２ THP-1 Mφの培養 
 ヒト白血病骨髄由来単球（THP-1）は、100 nM 
phorbol 12-Myristate 13-acetate存在下で24時
間培養してMφと分化させ、さらに新鮮な培養液
で24時間培養後、ウシ由来エクソソーム不含ウシ
血清（10%）を含む培地でAngIIまたは低酸素下
で培養し、培養液に含まれるエクソソームを回収
した。 
３－３ 心筋梗塞による心不全モデルの作製 
ラット冠動脈の結紮により心筋梗塞を作製し、4

週間後に非処置群と遠隔臓器の虚血コンディショ
ニング（RIC）処置群の2群に分けた。RIC処置
は乳児用止血バンドを用いて、ラットの両側後肢
に5分間の虚血と5分間の開放を繰り返し5クー
ル、毎日、4週間行った。 
３－４ エクソソームの精製 
 細胞培養液またはmurine血清を2,000 gで30

分間遠心後、その上清を10,000 gで30分間遠心
した。上清を0.22 μmフィルター濾過後、100,000 
gで180分間超遠心し、エクソソームを精製した。 

 
４．研究成果 
４－１ AngII持続投与ラットの心組織 
 AngII 投与 3 および 7 日目の収縮期血圧は
174±20および191±22 mmHgであり、コントロ
ール（126±6 mmHg）に比べ有意に上昇した。さ
らに、7日目の左心質量（g/体重（g））は、2.3±0.1
であり、コントロール（2.1±0.1）に比べ有意に増
大した。また、7 日目の心組織には、炎症性細胞
の浸潤（HE染色）および線維化（Sirius red染色）
が観察され、これらは抗 ED1（rat CD68）抗体
の染色部位と一致した。以上の結果より、高血圧
による心組織の線維化には浸潤Mφが関与してい
る可能性が示唆された。 
４－２ AngII または低酸素刺激下のMφ 由来エ
クソソーム 
 心組織の炎症部位に浸潤するMφの役割を明ら
かにするため、ヒトTHP-1由来Mφを100 ng/ml 
AngII存在下で24時間培養した。また、炎症部位
が低酸素状態になることがよく知られているため、
低酸素（1% O2、5% CO2）で24時間培養した。
低酸素由来エクソソーム中のタンパク量は、他の
エクソソームに比べて増加傾向を示したが、3 種
類のMφ由来エクソソームの大きさは同じだった。
また、全てのTHP-1由来エクソソームには、Mφ
マーカータンパク質のCD68およびCD45が検出
された。よって、Mφ由来エクソソームには、CD68
およびCD45の発現する可能性が示唆された。さ
らに、LC-MS解析の結果、AngIIよび低酸素由来
エクソソームには、コントロール由来エクソソー
ムとは異なるタンパク質が存在した。低酸素由来
エクソソームには、glycolysisおよびDNA repair
に関するタンパク質が多く、AngII 由来エクソソ
ームには、cellular protein metabolic processなら
びに apoptosis regulation に関するものが検出さ
れた。よって、Mφ 由来エクソソームは、刺激に
よって異なるタンパク質を含むエクソソームを分
泌することが示唆された。 
４－３ 高血圧モデル murine 血清エクソソーム
のMφマーカータンパク質 
 THP-1由来MφのエクソソームにMφマーカー
タンパク質が同定されたため、AngII 投与高血圧
モデルラットの血中エクソソームにこれらが発現
するかをWestern blot法によって確認した。ED1
およびCD45は、コントロールに比べAngII投与
7 日目のラット血清由来エクソソームに多く検出
された。さらに、L-NAME を 3 または 7 日間投
与した高血圧ラットの血清エクソソームは、タン
パク質量の増大に加えて、ED1およびCD45の発
現量がコントロールラットよりも高かった。一方、
AngII 投与 14 日後のマウスの血圧は、上昇し
（AngII：137±21 mmHg、コントロール：109±6 
mmHg）、また左心室重量（g/体重（g））もまた増
大した（AngII：5.4±0.4、コントロール3.6±0.4）。



さらに、CD68 およびCD45 タンパク質は、コン
トロールに比べAngIIマウス血清由来エクソソー
ムで高い発現を示した。以上の結果より、高血圧
ラットおよびマウスの血清エクソソームには、Mφ
由来エクソソームが増大する可能性が示唆された。 
４－４ Mφ 由来エクソソームによる血管内皮細
胞 in vitro解析 

THP-1 由来エクソソームをヒト冠動脈血管内
皮細胞（HCAEC）の培養液に添加して、リン酸
化シグナルを評価した。AngII 由来エクソソーム
は、5 分後に p38 mitogen-activated protein 
kinaseのリン酸化を引き起こした。また、このエ
クソソームは、15分で, c-jun N-terminal kinase
および Akt のリン酸化を引き起こし、リン酸化
Aktの発現は180分間高かった。さらに、血管内
皮細胞の炎症マーカーintracellular adhesion 
molecule 1 （ICAM1）の発現は、コントロール
由来エクソソームに比べてAngIIまたは低酸素由
来エクソソーム添加24時間後に増大した。 
４－５ ラット血清由来エクソソームによる炎症
作用 
Mφ 由来エクソソームは、血管内皮細胞の炎症

反応を引き起こしたことから、ラット血清エクソ
ソームを用いて HCAEC への影響を評価した。
AngII投与3および7日後のラット血清由来エク
ソソームは、添加後5～15分でp38MAPK、JNK、
およびAktのリン酸化を引き起こし、24時間後に
は ICAM1 の発現を増大した。以上の結果は、高
血圧ラット血清由来エクソソーム中のMφ由来エ
クソソームが、血管内皮細胞の炎症作用を引き起
こした可能性が示された。 
４－６ラベル化エクソソームのマウス in vivo 解
析 
 蛍光物質PKH26でラベル化したTHP-1 Mφ由
来エクソソームを作製し、ラベル化エクソソーム
と血管内皮細胞との細胞間相互作用を検討した。
THP-1由来ラベル化エクソソームは、培養液に添
加後 3 時間にはほぼ全ての細胞内に取り込まれた。
そこで、正常マウスの尾静脈から iv投与後のラッ
ト由来エクソソームの挙動ならびに血圧や心機能
を経時的にモニタリングした。しかし、エクソソ
ームにより血圧は変化しなかった。また、心組織
のパラフィン固定切片を作製し、蛍光エクソソー
ムの検出を試みた。しかし、エクソソームの存在
を捉えることはできず、また心組織に炎症像は見
られなかった。また、マウス冠動脈より浸透圧ポ
ンプを用いてマウス血清由来ラベル化エクソソー
ムを投与したが、血圧および心組織に変化はなか
った。 
４－７ 慢性心不全状態に対する RIC 処置の血清
中エクソソームを介した効果 

RIC は心筋に虚血耐性を付与し、心筋梗塞後の
虚血再灌流傷害を軽減することが知られている。
RIC 処置は血圧や心拍数には影響しなかったが、
左室収縮機能障害および拡張機能障害の増悪を有
意に抑制した。心筋梗塞に起因する梗塞境界領域
の間質の線維化は、RIC処置により有意に抑制さ

れた。組織の線維化を負に制御することで知られ
る、microRNA-29a（miR-29a）はRIC群の梗塞
境界領域と血清エクソソームで高発現していた。
さらに、インスリン様成長因子1受容体もRIC処
置により、心筋と血清エクソソームでの発現が増
加しており、虚血処置に晒された後肢の骨格筋に
おいて増加を認めた。そこで、低酸素下で培養し
たマウス骨格筋細胞（C2C12）の培養上清中のエ
クソソームを解析した。miR-29a発現は、低酸素
培養により増加した。さらに、IGF-1R は、低酸
素培養下で増加した。以上の結果は、骨格筋由来
エクソソームに含まれるmiR-29aは、心筋梗塞後
の心組織線維化の進行を抑制する可能性が示唆さ
れた。 
本研究で、循環器疾患に対するエクソソームの

役割の一端を明らかにした。引き続き、詳細な役
割について検討を行っている。 
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