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研究成果の概要（和文）：タバコの主流煙に含まれるニコチンをヒト血管平滑筋細胞に暴露することで、動脈硬
化疾患モデル細胞を構築した。このヒト疾患モデル細胞を用いて、血管平滑筋細胞の収縮型から遊走・増殖型へ
の形質転換に関わる分子の同定を血管平滑筋細胞が分泌するエクソソームに着目して行った。血管平滑筋細胞か
ら分泌されるエクソソームの培養上清からの単離法を確立した。このエクソソームに含まれるマイクロRNAやペ
プチドを解析したところ、特徴的なマイクロRNAやペプチドがいくつか同定された。今後はそれらの中から疾患
バイオマーカーとなる候補を探すとともに、食品成分から動脈硬化の予防となる化合物の探索に応用する。

研究成果の概要（英文）：We constructed the model cell of arteriosclerosis by exposing human vascular
 smooth muscle cells to the nicotine contained in the mainstream of cigarette smoke. Using this 
human disease model cell, the identification of molecules involved in the transformation of vascular
 smooth muscle cells from contraction type to migration/proliferation type was carried out focusing 
on exosomes secreted from the vascular smooth muscle cells. At first, we established an isolation 
method of exosomes secreted from vascular smooth muscle cells from the culture supernatant. 
Secondary, we analyzed the micro RNAs and peptides contained in this exosome. As a result, we found 
some characteristic microRNAs and peptides. In the future, we would like to search for candidates 
for disease biomarkers among them and apply them to search for compounds that prevent 
arteriosclerosis from food ingredients.

研究分野：分子栄養学

キーワード： 喫煙　ニコチン　アテローム性動脈硬化症　血管平滑筋細胞　形質転換　オミックス研究　マイクロＲ
ＮＡ　ヒト疾患モデル細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者は、喫煙において、タバコの主流煙に含まれるニコチンがアテローム性動脈硬化症の危険因子であ
り、このニコチンが血管平滑筋細胞を収縮型から増殖型に形質転換することでアテローム形成を促すことを明ら
かにした。近年、細胞が分泌するエクソソームと呼ばれる小胞に含まれる分子ががんの早期発見のための疾患バ
イオマーカーとして世界中で注目されている。我々は独自に構築したアテローム性動脈硬化症ヒト疾患モデル細
胞を用いて、分泌されるエクソソームが運搬する分子をバイオマーカーとして利用し、動脈硬化性疾患に対して
改善効果が期待されている機能性食品成分の科学的根拠を調べることで一次予防に貢献できると考えている。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、我が国においては深刻な高齢化社会を迎えており、さらに食生活の欧米化がもたらす生活習
慣の変化により、脳血管障害、閉塞性動脈硬化症などの動脈硬化性疾患が増加している。特にアテロ
ーム性動脈硬化症の患者は、のちに冠動脈性心疾患や脳卒中を起こすことが多く、その予防と治療が
重要な課題となっている。このアテローム性動脈硬化症の起因の一つとして血管平滑筋細胞の収縮型
細胞から遊走・増殖型細胞への形質転換が注目されている。 
血管平滑筋細胞は血管の中膜を形成し、通常は血管収縮や弾力性などに寄与しているが、ニコチン
やストレスなどの外因により血管平滑筋細胞は形質転換を引き起こし、収縮能のない脱分化した増殖・
遊走型細胞に変化する。それらはまるで癌細胞のように活発に増殖を繰り返しながら中膜から内膜へと
遊走し、コレステロールを蓄積したマクロファージと共に血管内膜に蓄積しながら、動脈内膜に肥厚を形
成する。最終的には患部は動脈硬化症により狭窄やがて閉塞する。 
研究代表者は嗜好品のタバコの煙に含まれるニコチンがどの様なメカニズムで血管平滑筋細胞に直
接作用し、形質転換を引き起こすかをオミックス研究によりその分子機構を明らかにしてきた
（Atherosclerosis, 2014、J. Pharmacol. Sci., 2011）。そして、ヒト血管平滑筋細胞のオミックス研究にお
いて動脈硬化性疾患に血管平滑筋細胞の形質転換機構の調節因子としての小さなマイクロRNAが関
与していることを発見した。 
 
２．研究の目的 
 
ヒト血管平滑筋細胞（HuSMC）にニコチンを暴露させ、遊走・増殖型へと形質転換した血管平滑筋細
胞の培養上清に特異的に含まれるマイクロ RNAの網羅的遺伝子解析から、細胞遊走能を促進させる 4 
種類の miRNA を発見した。さらに、これらの miRNA が、がん細胞をはじめとする様々な細胞から細胞
外に分泌されるエクソソームと呼ばれる細胞外小胞体にも含まれる可能性が浮上した。そこで、HuSMC
にニコチンを暴露することで、動脈硬化性疾患で見られるヒト疾患モデル細胞を構築した。この細胞が
分泌するエクソソームから、１）正常な収縮型の細胞が遊走・増殖型へに形質転換する分子機構の解明
と２）エクソソームに含まれる新規バイオマーカーの探索から血管病を予防する食品成分のスクリーニン
グを目指した応用研究に発展させることを目的として研究を遂行した。 
 
３．研究の方法 
 
（１） 培養上清からのエクソソームの単離 
 
エクソソームの単離方法には（1）超遠心法、（2）エクソソーム共沈試薬、（3）特異的抗体アフィニティ
ーカラム、（4）ヘパリンアフィニティーカラム法がある。（1）は古くから行われている方法であるが得られ
るエクソソームの純度が悪く、（3）は得られるエクソソームの純度は高いが費用対効果が悪い。そこで、
培養上清のように希釈されているエクソソームを濃縮しながら精製する手法として、限外濾過と（2）エク
ソソーム共沈試薬あるいは（4）ヘパリンアフィニティーカラム法の組み合わせで、効率よくエクソソームを
濃縮する方法の検討を行った。 



 
 （２）エクソソームに含まれるペプチドのプロテオーム解析 
 
分化・収縮型のHuSMCにニコチンを暴露し、5日間培
養した培養上清から濃縮したエクソソームを (1)で確立し
た方法で Invitrogen 社の Total Exosome Isolation 
solution を用いて、エクソソームの沈澱として単離した。
ニコチン暴露とコントロールの２つの細胞で濃縮・単離し
たエクソソームは TritonX-100 で脱膜し、8 M 尿素で溶
解後、還元・アルキル化処理を行った。プロテアーゼによ
る切断は 37℃でトリプシンとリシルエンドペプチダーゼに
て２４時間行った。切断したペプチドはジーエルサイエン
ス社のモノリス C18 スピンカラム（MonoSpin® C18）にて
脱塩・濃縮後、リン酸化ペプチドを解析することも踏まえ
て、Sciex QTRAP® 4500 LC/MS/MSにてポジティブモ
ードとネガティブモードの両方で質量スペクトルデータを
取得した。得られた質量スペクトルデータは Sciex 社の
ProteinPilot ソフトウェアを用いて、PMF (Peptide Mass 
Fingerprint)解析を行い、エクソソームに含有しているペ
プチドの同定を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）培養上清からのエクソソームの単離法の確立 
 
培養上清に含まれるエクソソームは血漿などのサンプルと比較すると薄まっており濃縮過程を従来の
超遠心法などと比較し検討した。その結果、図１で示すようなプロトコールを確立した。具体的には２ステ
ップの遠心により細胞デブリスを取り除き、0.22μm のポアサイズのディスクフィルターを通過させた濾液
を Amicon® Ultra 遠心式限外ろ過フィルターユニット（ＭＷＣＯ:100K)で濃縮した。４０ ｍＬあったエク
ソソームを含む濾液はこの時点で数 mL まで濃縮された。エクソソームの濃度は簡易的に NanoDrop 
spectrophotometer を用いて 280nm の吸収波長から推定した。純度は抗ＣＤ６３抗体を用いたウェスタ
ンブロッティング法により決定した。ヘパリンアフィニティーカラムを用いたエクソソームの単離精製法が
報告された（Sci. Rep. 2015 19;5: 10266.）ので、この論文の方法に従い、培養上清から濃縮したエクソ
ソームを単離したが様々なタンパク質の混入があり、その後の質量分析には使用できなかった。そこで、
Invitrogen 社の Total Exosome Isolation solution を用いて濃縮したエクソソームを単離したところ良
好な結果が得られた。本研究では図１で示したエクソソームの共沈剤を用いた方法により濃縮・単離し
たエクソソームをマイクロ RNA およびプロテオーム解析に使用した。 
 
（２）エクソソームのプロテオーム解析 
 
HuSMC にニコチンを暴露したものとコントール細胞をそれぞれ５日間培養した培養上清から単離した
エクソソームを TritonX-100 で脱膜し、８Ｍ 尿素でタンパク質を可溶化した。図２で示すように、上記の
方法で述べたショットガン法により得られたペプチドはQTrap4500 LC/MS/MSにより質量スペクトルデー
タを取得した。ProteinPilot の PMF 検索でコントロールの細胞から分泌されたエクソソームからは３９種
類のペプチドが、ニコチンを暴露した細胞から分泌されたエクソソームからは３０種類のペプチドが同定
された。そのうちニコチン暴露で特異的に同定された９種類のペプチドにはミオシン９、１１および１４のよ
うな非常に特殊なタンパク質が含まれていた。図３ではラットの大動脈血管平滑筋細胞株を用いて同様
の方法で行ったプロテオーム解析で得られたデータも示している。現在、網羅的遺伝子解析で得られた
マイクロ RNA のデータとあわせて、バイオマーカーとなる候補の検証を引き続き行っている。 
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