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研究成果の概要（和文）：血清中に含まれるEMPsは、川崎病患者を予測するだけでなく、血管内皮細胞障害や血
管炎の重症度を反映しており、川崎病急性期におけるCAL形成を予測する鋭 敏なバイオマーカーとなる。さら
に、微小粒子内に含まれる特異的なmicroRNA(hsa-miR-145-5p, hsa-miR-320a)は炎症性サイトカインの遺伝子発
現を調整し、川 崎病の病因やCAL形成機序に重要な役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：EMPs could serve as a sensitive marker for characterizing the severity of 
endothelial damage and vasculitis in acute KD. Moreover, these specific miRs, hsa-miR-145-5p and 
hsa-miR-320a, may participate in modulation of inflammatory cytokine expression levels, and may 
contribute to pathogenesis of vasculitis in acute KD. Our novel findings might offer a new clinical 
approach for the treatment of KD. Further efforts are needed to develop the highly efficient 
molecular targeting therapies for KD.

研究分野： 川崎病

キーワード： 川崎病　血管内皮微小粒子　血管炎
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１．研究開始当初の背景 

 川崎病は乳幼児に好発する原因不明の急

性熱性疾患であり、主たる病態は全身の自己

免疫性血管炎であり、特に冠動脈の血管内皮

障害を引き起こす。初期治療として行われる免

疫グロブリン大量(IVIG)療法に不応の患者も

未だに 20-30%存在し、後遺症として約 3%に冠

動脈病変の合併が認められる。小林らは、未

治療の川崎病患者を層別化し、スコアの高い

ハイリスクな患者だけを対象として IVIG単独療

法と IVIG＋ステロイドの併用療法を比べる大

規模なランダム化比較試験(RAISE Study)を行

い、ステロイド併用療法の優位性を証明した。

これらの論文により免疫グロブリン不応例の予

測が臨床研究にも有用であることが示された。

しかし、冠動脈瘤発症を予測するバイオマー

カーは未だに確立されていない。 

 一方、微量粒子(microparticles(MPs))は、各

種サイトカインによる細胞の活性化、シェアスト

レスや低酸素などの生理学的刺激やアポトー

シスにより血管内皮細胞、血小板や白血球な

どの血球細胞などから血中に放出される。MPs

は長い間不活発な破片として扱われてきたが、

現在は生物学の重要な細胞間のシグナル伝

達物質として評価されつつある。EMPs のうち

血管内皮細胞より放出されるものを endothelial 

microparticles(EMPs)と呼ばれる。 

血中に存在する EMPs が高血圧、冠動脈疾患、

糖尿病、慢性腎不全などの心血管合併症を

有する患者において上昇することが報告され

ており、EMPs が血管内皮機能や血管リモデリ

ング、アポトーシスの指標となる可能性が示唆

される。EMPs 存在下ではラット大動脈におけ

る血管内皮依存性血管拡張作用が減弱し、

NO 産生も減少すると報告され、EMPs 自体が

血管内皮機構を障害する可能性も示唆される。

このように、EMPs は炎症性病態で血中に増加

するとされるが、どの部位の血管から産生され

るか、どのようなメカニズムによって血管内皮

細胞から出芽し放出されるか、それ自身がど

のような生物活性を有するか未解明な部分が

多い。そこで、我々は、血管に対する EMPs の

作用を明らかにするために以下の実験を行い

新たな知見を得ている。 

A) 培養血管内皮細胞に TNF-α、IL-1β、

IFN-γ、LPS にて刺激することで、EMPs

の効率的な産生系が確立し、刺激直後

から EMPs 産生が確認されたことより、

non-genomic な反応であることが強く推察

された（未発表）。 

B) TNF-α、IL-1β、IFN-γ、LPS による炎

症惹起によって、EMPs に含まれる

miRNA 組成が大きく変化することが明ら

かになった（未発表）。  

C) EMPs を加えることにより、周皮細胞が

Vimentin 陽性となり、合成型(未分化型)

に変化する可能性が示唆された（未発

表）。  

D) 川崎病患者において、初期治療前の血

清中の EMPs は増加が見られた。また冠

動脈病変を伴っている症例においてその

傾向は顕著であった（未発表）。 

E) 川崎病急性期における流血中の末梢血

単核球細胞において miR の動態を解析

し、5 種の miR（miR-93、miR-877、

miR-92b、miR-182、 miR-296-5p）が同

定された。このうち miR-93 は VEGFAの

発現を調節し、川崎病冠動脈病変にお

ける重要なシグナル伝達系を担っている

可能性が考えられた（未発表）。 

これまでの川崎病の我々の研究成果からと

EMPs の未発表の知見から、川崎病急性期に

おける血管炎において、EMPs が情報伝達の

役割を担い、血管炎及び血管障害に重要な

役割を果たしているのではないかと考えた。つ

まり、EMPs に焦点を当て、川崎病血管炎を明

らかにすることを本研究の目的とする。 
 
２．研究の目的 

 本研究の目的は、川崎病血管炎を明らかに

するために EMPs の役割を明らかにすることで

ある。そのために、(1)フローサイトメトリーを用

いEMPsを測定し、川崎病におけるEMPsの動

態を明らかにする、(2)-ⅰ)EMPs のマイクロア

レイを行うことで EMPs の同定を行う、(2)-ⅱ)川

崎病患者の剖検例の冠動脈を同定した EMPs

にて病理組織学的に検討し EMPs の局在を明

らかにする、(3) -ⅰ)川崎病患者由来 iPS 内皮

細胞を作製の上、(3)-ⅱ)刺激実験とノックダウ

ン実験を行い機能解析することで、EMPs と内

皮細胞の関連を明らかにすることを目的とす

る。 
 
３．研究の方法 

① 川崎病急性期患者のサンプルの採取と

EMPs 濃度の測定 



対象は、免疫グロブリン大量療法(IVIG)

が行われた川崎病患者とする。IVIG の反

応性から 2 群に分類し、IVIG 反応群は投

与後 48 時間以内に解熱するものとする。

発症から1ヶ月後において、心エコー上、

Zscore を用い冠動脈が＋2SD 以上拡張

をきたす群を冠動脈病変群とする。患者

の末梢血は、IVIG 投与前、投与直後、発

症 2 週間後、4 週間後に採取する。採取

した血液を血漿と血液細胞に分離し、血

液細胞は iPS 細胞作製のために、血清は

EMPs 測定、刺激実験およびサイトカイン

の測定に用いる。 

川崎病急性期における EMPs 濃度の測

定を行い、炎症の程度と冠動脈病変の有

無により相関があるか検討する。IVIG 投

与前、投与直後、発症 2 週間後、4 週間

後のEMPs濃度をCD31＋/CD41-,CD31

＋/annexinⅤ＋, CD144＋

/CD42-,CD105＋,CD106＋で染色しフ

ローサイトメトリー法を用いて測定し、I 冠

動脈病変群と非冠動脈病変群の比較検

討を行い、血管炎の重症度と EMPs の相

関を明らかにする。 

② マイクロアレイによる EMPs の同定 

まず、採取した血漿を遠心し、そこから

RNA isolation kit を使用し total RNA を抽

出する。 続いて、単離した total RNA か

ら miRNA の遺伝子発現の解析を施行す

る。解析には GeneChip system with the 

Human Genome U133 Plus 2.0 Array お

よびGene Chip miRNA Array (Affymetrix, 

Santa Clara, CA)を使用し、EMPs に含ま

れる miRNA を同定する。 

③ 川崎病患者の剖検例における冠動脈の

病理組織学的解析 

冠動脈病変を有している川崎病患者の

剖検例において、免疫染色を行う。内膜、

中膜、外膜と平滑筋層に分けて、炎症細

胞の局在と EMPs の局在を明らかにし、

EMPs の川崎病患者における局在を明ら

かにする。 
 
４．研究成果 

① 急性期川崎病における EMPs の推移 

微粒子中に含まれる EMPs の割合は、

IVIG 治療前の川崎病患者において

（1.27±0.16%、mean±SD）、コントロール

(有熱者 0.09±0.03%、健常人

0.08±0.03%)に対し優位の増加を認めた

(p<0.0001)(図 1)。NCAL 群では Stage-2

で EMPs の割合は急激に減少するのに対

して、CAL 群では急上昇を示し、2 群間で

EMPs の推移に明らかな相違を認めた

(p<0.01) (図 2)。さらに、EMPs 割合の最大

値と左右の冠動脈径の Z score との間に

強い相関係数を認めた(右冠動

脈:R=0.512,左冠動脈:R=0.488)。 

② 特異的な microRNA の同定 

次に、CAL 群の EMPs の推移を基に、

NCAL 群と比較して有意に Stage-2 で高

値を示し Stage-3 で正常化する CAL 群特

有の microRNA を抽出した。CAL 群にお

いて、Stage-1 から Stage-2 で発現が 2 倍

以上に変化し、かつ Stage-3 で正常化し

た 16 種類の microRNA を特定した(図 4)。

また、has-miR-145-5pはCAL群において

Stage-1 で発現量が最高値を示し、

Stage-2 まで高値を継続し、Stage-3 で正

常化するため、今回の検討に加えた。この

CAL 群に特異的な 17 種類の microRNA

と、各々がターゲットとする mRNA に対し

てコンピューター解析を行い、好中球の遊

走に重要な炎症性サイトカインと最終的に

G-CSF に影響する 2 種類の

microRNA(hsa-miR-145-5p, 

hsa-miR-320a)が同定された。 

③ microRNA のトランスフェクション実験 

THP-1 単球細胞に対して、この 2 種類の

microRNA のトランスフェクションを行った。

まず予備実験として、positive 

control(hsa-miR-1)を THP-1 細胞内にトラ

ンスフェクションし、3 時間後に target とな

る protein tyrosine kinase 9 の mRNA の抑

制が最大になることを確認した(図 6-1)。

続いて、2 種類の

microRNA(hsa-miR-145-5p, 

hsa-miR-320a)を THP-1 細胞にトランスフ

ェクションし、hsa-miR-320a は IL-18 の

mRNA を 78%抑制し、hsa-miR-145-5p は

IL-6 の mRNA を 54%抑制かつ IL-18 の

mRNA を 47%抑制することを証明した(図

6-2)。 
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