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研究成果の概要（和文）：本研究では、分泌型microRNA(miRNA)および運搬体であるエキソゾームに着目し、出
血性ショック後遠隔臓器障害の発生に、腸管からリンパ液中に産生されるmiRNAおよびエキソゾームが関与する
のかを検討した。本研究より、ラット腸管リンパ液中にmiRNAが存在することが確認された。miRNAは想定されて
いたエキソゾームのみならず非のう胞分画からも検出され、エキソゾーム以外の方法でも遠隔臓器へ運ばれる可
能性が示唆された。腸間膜リンパ管より注入したエキソゾームは肺に有意に集積しており、腸管より産生された
miRNAを内包するエキソゾームは肺を主要標的臓器とすることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Gut ischemia following hemorrhagic shock elaborates inflammatory mediators 
into the mesenteric lymph which result in subsequent distant organ injury. However, it is not clear 
how the mediators are transported to distant organs while maintaining their bioactivity. This study 
focused on secreted microRNAs (miRNAs) and exosomes as carriers of miRNAs to determine that exosome 
encapsulated miRNAs produced in mesenteric lymph are involved in the development of distant organ 
injury. miRNAs were present in rat mesenteric lymph and were found in the exosomes, as expected, but
 were also detected in the non-vesicle-associated fraction, suggesting that miRNAs may have 
alternative way to be transported other than the exosome-associated forms. Rat intestine epithelial 
cell line ICE6-derived exosomes injected from the mesenteric lymphatics were significantly 
accumulated in the lung, indicating that the lung was the primary target for exosomes encapsulating 
miRNAs produced from the intestine.

研究分野：救急医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
出血性ショック後に生じる多臓器不全による死亡率は依然高いままであり、その発生機序は未だ解明されていな
い。本研究結果において、腸管からリンパ液中に産生されるmiRNAはエキソゾームに内包される形で主要標的器
官である肺へと運ばれ、組織内に取り込まれることが明らかとなった。本研究結果は、出血性ショック後急性肺
障害をはじめとする遠隔臓器障害発生の病態解明に新たな展開をもたらすと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

外傷初期診療の進歩にもかかわらず、出血性ショック後に生じる多臓器不全による死亡

率は依然高いままであり、その発生機序は未だ解明されていない。これまでの研究により、

出血性ショック後に生じる遠隔臓器障害の発生には、臓器低灌流、特に腸管血流の低下が深

く関わっていることが示されている1)-3)。我々は出血性ショック後に虚血腸管から産生され、

肺・体循環へと流れ込むショック後腸管リンパ液中に、ホスホリパーゼＡ２等の脂質メディ

エータを含む炎症性メディエータが存在すること、これらの炎症性メディエータは好中球

および血管内皮細胞を活性化すること、また、腸管リンパ液の持つ生理活性はショックの深

度・期間に相関すること4)、生理活性は動物種によらず保たれていることを報告してきた5)。

出血性ショック後に生じる肺障害が腸間膜リンパ管を離断することにより抑制されたとの

Deitchらの報告6)も、炎症性メディエータの主要運搬経路として門脈ではなく腸管リンパ

液に注目することになった理由である。これらの結果よ

り、ショック後リンパ液には蛋白・脂質メディエータや

DAMPsなどのDanger Signals等が含まれ、複数の因子が

生理活性発現に関与しており、好中球の活性化を介して

遠隔臓器障害を生じると考えられる（右図1）。しかし、

これらの因子が遠隔臓器障害を生じるためには、生理活

性を保ったまま安定して遠隔まで運ばれる必要がある

が、いずれも不安定であるこれらの因子がいかに安定性

を保ったまま遠隔標的細胞まで運ばれるかの説明には

これまで至っていなかった。 

そこで出血性ショック後の遠隔臓器障害発生機序を説明するため、近年細胞間情報

伝達物質として注目されている分泌型microRNA(miRNA)、およびその運搬体であるエキ

ソゾームに着目した。miRNAは22塩基程度の蛋白に翻訳されないノンコーディングRNA

であり、標的mRNAの3’UTRに結合することによりmRNAの翻訳の阻害と切断という2つの

プロセスにより標的となる複数の遺伝子を制御している。miRNAは通常細胞内に存在す

るが、エキソゾームに封入される形で細胞外に分泌され、体液内のヌクレアーゼによ

り分解されることなく安定して遠隔臓器の細胞まで移動でき、標的細胞内で機能を発

揮する。エキソゾームはあらゆる体液で確認されており、癌の発症･転移、様々な疾患

との関連が報告されている。しかし、腸管リンパ液に分泌されるmiRNA、およびリンパ

液内でのエキソゾームの存在ならびにその動態に関してはこれまで研究が行われてい

ない。分泌細胞の環境変化（ex.腸管の虚血再灌流）が、エキソゾームに封入されたmiRNA 

の発現変化という形で標的細胞（肺などの遠隔臓器）に伝達され、標的細胞にたどり着

いたmiRNAが細胞内へ移動してその活性を発揮するという方法は、生理活性物質そのも

のを介した情報伝達に比べ、遠隔へ安定した情報を伝える方法として有利であると考

えられ、腸管虚血→腸管リンパ液を介した情報伝達→遠隔臓器障害をうまく説明でき

る可能性がある。 

２．研究の目的 

出血性ショック後に生じる遠隔臓器障害の発生に、虚血腸管からエキソゾームに内包さ

れる形でリンパ液中に産生される miRNA が関与するのかを明らかとするため、①腸管から

分泌され遠隔標的組織内で炎症反応を調節する miRNA が腸管リンパ液中に存在するのか、

また②腸管由来のエキソゾームが miRNA を封入し、安定したまま遠隔標的組織まで到達す

るのか、を検討した。 



 
 
３．研究の方法 

研究Ⅰ 腸管から分泌される miRNA が腸管リンパ液中に存在するのかを明らかとするた

め、正常ラットを用いて腸管リンパ液および血液を採取し、miRNA プロファイリングを比

較した。 

（ラット腸管リンパ液・血液の採取） オス Sprague-Dawley ratを使用。ペントバルビタ

ール(50mg/kg)＋キシラジン（10mg/kg）腹腔内投与にて麻酔した後、腹部正中切開をおき、

右図 2 のごとく上腸間膜動脈根部に沿って走行する腸間膜

リンパ管に 0.02 inch シリコンチューブをカニュレーショ

ンし、冷水槽内に留置した EDTA 添加ヌクレアーゼフリーマ

イクロチューブ内に腸管リンパ液を経時的に採取した。採

取したリンパ液は直ちに遠心し細胞成分を除去した。同様

に大腿静脈に留置したカニューレより採血を行い、血漿を

分離した。本研究は日本医科大学動物実験管理委員会の承

認を得て行った。 

（Total RNAの抽出）リンパ液および血漿に ISOGEN-LSを添加し遠心後、RNA水層を取り出

し、isopropanol および共沈剤とともに再度遠心し Total RNAを抽出した。 

（miRNA のプロファイリング）：抽出された RNAを TaqMan MicroRNA Assay Rodent Panels 

(A and B, ver.3.0,)を用いて 7900HT Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher 

Scientific)にて測定し、miRNAのプロファイリングを行った。 

研究Ⅱ 腸管リンパ液中の miRNA がエキソゾーム内に存在するのかを明らかにするため、

腸管リンパ液を超遠心し、各細胞内小器官分画を回収した後、それぞれの分画内の miRNA 
(miR-150) の含有量を realtime PCR にて定量解析した。 

 Pellet A : 2,000 x g 10 min, 4℃    分画内容 cells, nuclei 

 Pellet B : 20,000 x g 30 min, 4℃   分画内容 mitochondria, lysosomes, peroxisomes 

Pellet C : 100,000 x g 70 min, 4℃  分画内容 exosomes, microsomes 

Pellet D : 150,000 x g 180 min, 4℃ 分画内容 ribosomes, large macromolecules 

研究Ⅲ 腸管由来のエキソゾームが、安定したまま遠隔標的組織まで安定して到達し、組織

内に取り込まれるのかを検討した。まずラット腸管上皮細胞 ICE-6 にラットで発現してい

ない線虫 miRNA (cel-miR- 238-3p)を導入し、その培養上清液から cel-miR- 238-3p を含有した

エキソゾームを作成した。作成したエキソゾームをラット腸間膜リンパ管より注入し、30 分

後に血管内を生理食塩水にて十分灌流し、摘出した臓器（肺、肝臓、脾臓、腎臓）より RNA
を抽出後、realtime PCR にて各臓器内の cel-miR- 238-3p の取り込みを定量解析した。 
 
４．研究成果 

研究Ⅰ 正常ラット腸管リンパ液および血漿中の miRNA を RT-qPCR based array を用いて

解析を行った結果、array に搭載された 375 種類の miRNA のうち、腸間膜リンパ液中には

287 種類の miRNA が検出された。そのうち 256 種は血漿中にも認められたが、31 種は腸管

リンパ液中のみで検出された。血漿中のみに検出された miRNA は 11 種であった。腸管リ

ンパ液と血漿における miRNA 発現の比較において、19 種の miRNA は血漿に比べ腸管リン

パ液中で有意に多く発現していた。一方、2 種の miRNA は血漿に有意に多く発現がみられ



た（表１）。 

研究 Ⅱ 上記方法のごとく腸管リンパ液を超遠心し、各細胞内

小器官分画中の miRNA(miR-150) の含有量を realtime PCR にて

定量解析した。予想されていたようにエキソゾームを含む Pellet 
C 分画中に miRNA は検出された（図３）。更に細胞基質を含む

Pellet D および最終上清中にも miRNA は検出された。この結果

より、これまで考えられていたとおり miRNA はエキソゾーム

内に存在するが、エキソゾームに内包される以外のかたちでリ

ンパ液中 miRNA は存在しうる可能性が考えられた。 

研究Ⅲ 上記方法のごとく、ラットで発現していない線虫

miRNA (cel-miR- 238-3p)をマーカーとして導入したラット腸管

上皮細胞 ICE-6 を作成し、その培養上清液から cel-miR- 238-3p
を含有したエキソゾームを作成した。抽出した腸管由来エキソ

ゾームをラット腸間膜リンパ管より注入し、遠隔臓器内への取

り込みを解析したところ、図４のごとく肺、肝臓、腎臓、脾臓の

いずれからも cel-miR- 238-3p が検出されたが、肺において他の

臓器に比べ有意に多くの取り込みが認められた。本結果より腸

管由来エキソゾームは肺を主要標的臓器とし、内包する miRNA
を運搬することが確認された。 

 本研究より、ラット腸間膜リンパ液中に miRNA が存在するこ

とが確認された。また、多くのリンパ液 miRNA は血漿 miRNA
に比べ高発現していることが示された。細胞外 miRNA はこれま

で考えられていたようにエキソゾームの豊富な小胞体層内に存

在していたが、小胞成分を取り除いた非囊胞分画からも検出され、エキソゾームに内包され

る以外の方法でも遠隔臓器へ運ばれる可能性が示唆された。腸管上皮細胞由来エキソゾー

ムを腸間膜リンパ管より注入し、体内動態を解析した結果からは、腸管由来エキソゾームは

肺に最も集積しており、腸管より産生された miRNA がエキソゾームを介して肺に運ばれ、

肺障害の発生に関与している可能性が示唆された。現在、出血性ショックモデルにおいても

同様の解析を進めている。本研究結果は、出血性ショック後急性肺障害をはじめとする遠隔

臓器障害発生の病態解明に新たな展開をもたらすと考えられる。 
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