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研究成果の概要（和文）：心房細動における、細胞外核酸・細胞外小胞を介した細胞間コミュニケーションと心
房細動の病態の進展についての検討を行った。心房筋細胞に高頻度興奮刺激を与えると、培地中に特異的な細胞
外小胞が放出され、これが脂肪細胞の炎症反応を惹起すること、マクロファージの存在下においてその反応が促
進されることを明らかにした。
さらに、細胞外小胞を簡便に評価するため、細胞外小胞の抽出過程を行わずに血漿から直接粒子径と粒子数を定
量する手法を開発した。この手法を応用して、心房細動・多発期外収縮などの不整脈疾患において、末梢血中の
細胞外小胞が増加することと、それぞれが血管内皮細胞などにあたえる変化が異なることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated the intercellular communication mediated by extracellular 
nucleic acids and extracellular vesicles in atrial fibrillation (AF), and assess its relation to the
 progression of AF. When atrial myocytes had high -frequency electrical stimulation, specific 
extracellular vesicles were released into the culture medium, which induced an inflammatory response
 in adipocytes. We also demonstrated that this response was enhanced in the presence of macrophages.
Furthermore, we developed a method to directly quantify the particle size and particle number of 
extracellular vesicles in plasma without the process of vesicle extraction. Applying this method, we
 revealed an increase in extracellular vesicles in peripheral blood in arrhythmias such as atrial 
fibrillation and premature ventricular contractions. We also found that these vesicles induced 
distinct changes in target cells, such as vascular endothelial cells.

研究分野：循環器内科学

キーワード： 心房細動　細胞外核酸　細胞外小胞　cell-free DNA　バイオマーカ
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心房細動は本邦で診断されている患者数が90万人、発症しているが診断にはいたっていないと推定される患者数
を合わせると約200万人になる。心房細動の最大の合併症は心原性脳塞栓であり、日本の寝たきりの約20%が心原
性脳塞栓という報告もあることから、心房細動の病態の解明や早期介入への知見は非常に社会的意義の高いもの
といえる。
また本研究では、心房筋から放出される細胞外核酸や細胞外小胞に着目した研究であり、なぜ多くの不整脈疾患
の中で心房細動のみが多彩な全身性合併症を生じるのか、という問いに答えるもので、学術的意義も高い。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

心房細動(AF)は最も頻度の高い持続性不整脈であり、本邦での診断されている患者数は約 80

万人、無症状などで診断されていない患者数を含めると少なくとも 150 万人と推定されている。

AFは、脳梗塞の合併等により患者QOLを著しく低下させることが大きな社会問題となっている。

加齢・心不全・糖尿病・メタボリック症候群によって発症頻度が増加することから、高齢化社会

を迎えたわが国では特にその治療戦略の確立が急務である。 

 

AF の発症および進展の上では、心房の組織的変化(線維化)と電気的変化を特徴とする心房リ

モデリングが重要である。心房リモデリングは当初、AF が発症することにより生じ、さらに AF

を悪化させる方向に進む、”AF begets AF”として提唱された。しかし、その後の研究により、

高血圧や心不全による圧負荷、および糖

尿病やメタボリック症候群といった背景

疾患によって心房リモデリングは AF 発

症前から進行していると考えられるよう

になった（図 1上段）。 

AF の管理および治療の問題点は、AFそ

のものではなく、心原性脳梗塞をはじめ

とする全身性合併症である。このため、

AF と診断されると、CHADS2スコアなどの

疫学研究より算出された脳梗塞リスク評

価を行い、抗凝固療法を開始する。しか

し、AF の約 3分の 1は無症状であり、AF

と診断される前に脳梗塞を発症すること

があり、大きな問題となる。前述のよう

に、心房リモデリングが発作性 AFの発症前から進行しているという事実は、AFに伴う全身性合

併症に関しても AF の発症以前から潜在的に病態が進行していることも想定されるが、この点に

ついては未だ解明されていない（図 1下段）。 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、ATP、マイクロ RNA、ミトコンドリア cfDNA といった細胞外核酸、および exosome

や apoptotic body といった細胞外小胞に着目し、それらを介した心房筋細胞と他の細胞の相互

作用を検討することを目的とする。細胞外核酸・小胞が心房内でパラクライン作用として心房リ

モデリングを進展させるメカニズム、および全身の他の細胞に作用して全身性合併症を進展さ

せるメカニズム、の解明を第一の目的とする。さらに、細胞外核酸・小胞をバイオマーカーとし

て臨床診断に役立てることを第二の目的とする。 

AF における全身性合併症については、頻拍による心拍出量低下や、脈の不規則性によるシェ

アストレスなどが原因と考えられている。しかし、上記の現象は他の不整脈でも生じうるもので

あり、AF だけが全身炎症を合併し、高率に重篤な全身性合併症を来すことは説明できない。本

研究は、細胞外核酸・小胞という、AF の病態で特異的に放出される液性因子が全身性合併症を

惹起するという視点の研究である。 
 
 
 



３．研究の方法 

 

A 心房筋細胞刺激下で放出された細胞外核酸・小胞放出を介した、細胞間コミュニケーション

の解明 

 マウス心房筋細胞（HL-1）を 6ウェルプレートに培養し、マウス線維芽細胞（3T3L1）より分

化した脂肪細胞、マクロファージ細胞株(RAW264)をトランスウェルを用いて非接触系で共培養

した。HL-1 細胞に 10Hz の高頻度電気刺激を与え、共培養後に脂肪細胞中の炎症性サイトカイン

を定量 RT-PCR で評価した。また HL-1 細胞に高頻度電気刺激を与え、培地中に放出された細胞外

小胞(細胞外小胞)を沈澱凝集法により抽出し、レーザー回折散乱法により粒子径と粒子数を測

定した。さらに、抽出された細胞外小胞を脂肪細胞やマクロファージに添加して炎症性サイトカ

インの発現を定量評価した。 

 

B 血漿中の細胞外小胞を直接定量する手法の確立と、心房細動症例における血中細胞外小胞の

評価 

細胞外小胞の粒子径と個数を評価する方法としてはナノ粒子追跡分析(NTA)が広く行われてい

るが、定量値の再現性が低いことや、サンプル前処理が必要で臨床検体の測定に直接応用するこ

とが困難という欠点がある。我々は、レーザー回析散乱法 (LD)を利用して、より簡便かつ定量

的な細胞外小胞の測定を行い、血漿を直接定量測定する検査法の確立を試みた。濃度および粒子

径が既知であるリポソームの希釈系列溶液をそれぞれ測定し、NTA と LD 間での結果の相同性を

評価した。細胞培養の培地および血漿から細胞外小胞抽出試薬を用いて細胞外小胞を分離し、LD

で行った。試薬を用いて血漿から細胞外小胞を分離した後、LD で定量を行った。 

 さらに、高脂肪食の摂取前後に得た血漿中の細胞外小胞を LD で測定し、さらに血漿から分

離したカイロミクロンの測定を行って比較検討した。さらに、心房細動患者と健常者からそれぞ

れ採取した血漿を用いて LD により細胞外小胞を測定し、粒子径と濃度を比較した。 

 

 

 

４．研究成果 

 

A 心房筋細胞刺激下で放出された細胞外核酸・小胞放出を介した、細胞間コミュニケーション

の解明 

 

A  HL-1 細胞を脂肪細胞と共培養して高頻度刺激を与えると、脂肪細胞における炎症性サイト

カインの発現が上昇した。また、HL-1 細胞に対して高頻度刺激を行うと、培地中への細胞外小

胞の放出が増加した。高頻度刺激によって放出された細胞外小胞を脂肪細胞に添加すると、共培

養時と同様に炎症性サイトカインの発現増加が観察された。このマクロファージを加えた 3 者

の共培養系で HL-1 細胞に高頻度刺激を行うと、脂肪細胞の炎症性サイトカインの発現はさらに

上昇した。 

心房筋細胞は高頻度刺激によって脂肪細胞の炎症を誘導し、心房筋細胞から放出された細胞外

小胞がその反応に関与していた。共培養におけるマクロファージの存在はこの炎症反応を増強

した。心房細動では、心房筋細胞が心外膜脂肪の炎症を促進すると考えられた。 

 



 

B 血漿中の細胞外小胞を直接定量する手法の確立と、心房細動症例における血中細胞外小胞の

評価 

リポソームの粒子径測定では、NTA では予測値に対する誤差が 14.9%であり、LDでは 2.29%で

あった。希釈系列における直線性評価では、NTA は r=0.998, LD では r=0.997 であった。培地お

よび血漿から抽出した細胞外小胞を LD で測定すると、粒子径分布は約 100nm にピークをもち 89

～178nm であった。細胞外小胞抽出を行わず血漿を直接 LD で計測すると、抽出した細胞外小胞

と同様の粒子径分布であった。 

 空腹時採血、食後採血における血漿を LD で評価すると、100nm 径の粒子には差がなかったが

食後には約 200nm の粒子が増加していた。血漿より分離したカイロミクロンがこの粒子径に合

致し、食後の血漿ではカイロミクロン混入が細胞外小胞定量に影響を与えたと思われた。AF 患

者と健常者の空腹時採血検体からから得られた血漿中細胞外小胞を測定すると、統計的には有

意ではなかったが AF患者で血漿中細胞外小胞が増加していた。 

 LD は NTA 同等の定量性を持ち、抽出工程を経ずに血漿を直接定量することが可能と考えられ

た。血漿からの細胞外小胞直接測定にはカイロミクロンの混入を避けることが必要であった。ま

た、AF 患者は健常者よりも血漿中細胞外小胞濃度が増加していた。以上より、LD での血漿中細

胞外小胞の測定が AFを含む疾患のバイオマーカーとして有効な可能性が示唆された。 
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