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研究成果の概要（和文）：　本研究では、種々の病態バイオマーカーとして期待されている循環血中の細胞外小
胞（Extracellular Vesicles：EVs）の質的・量的な変動の生理的意義の解明を目的としており、病態形成時の
マクロファージの形質変化に着目した。その結果、血中EVsは、血液を介して全身のマクロファージの形質変化
を誘導しており、種々の病態形成に起因するEVsに含まれるmiRNAカーゴ等の変化が、マクロファージの感染防御
を規定することが示唆された。また、その血中EVsの変化は、EVsの産生源である血小板の質的・動的変動に影響
されることが考えられた。

研究成果の概要（英文）： In this study, we aimed to elucidate the physiological significance of 
qualitative and quantitative fluctuations of extracellular vesicles (EVs) in circulating blood, 
which are expected as biomarkers for various pathological conditions, and focused on the changes in 
the phenotype of macrophages. The results suggested that blood EVs induce phenotypic changes in 
macrophages via blood, and changes in miRNA cargo of EVs, which caused by the formation of various 
pathological conditions, regulate macrophage infection protection. In addition, it was considered 
that the changes in blood EVs were affected by the qualitative and quantitative fluctuations of 
platelets, which are the sources of EVs.

研究分野： 免疫学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、生体恒常性の維持に重要な役割を担うマクロファージの形質変化を通して、EVsの評価ならびに
EVs含有miRNA中の病態マーカーの探索を行なった。本研究で得られた知見は、NASHのみならずマクロファージの
異常に起因する多くの病態形成の理解に繋がると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
血液凝固や血栓形成過程において中心的な役割を果たす血小板の機能異常は、凝固系への影

響のみならず、心筋梗塞や脳梗塞の病因となる動脈硬化病変の形成などを引き起こす。また、血
小板は免疫細胞とも密接に関連しており、病原体の構造を識別する Toll 様受容体を用いた感染
防御や、免疫細胞の遊走や活性化に関与する。このように、血小板は多彩な機能を示す細胞であ
ることから、血小板の異常や活性化の程度、数の増減などの血小板動態は、血液を介して全身の
細胞・組織に影響を与えると考えられる（Fig. 1）。 
近年、病態のバイオマーカーとして期待されている循環血中の細胞外小胞（Extracellular 

Vesicles：EVs）の大部分は、血小板由来マイクロパーティクル（PMP）であることが明らかにさ
れている（Clin. Chem., 59: 1166-1174, 2013）。また、PMP の量的な変動は血小板動態と関連性が
あり、心筋梗塞や脳梗塞、糖尿
病などでは、血小板の活性化に
伴い血中の PMP が増加する。
つまり、血小板由来マイクロパ
ーティクル（PMP）を含む循環
血中 EVs の質的・量的な変動
は、病態形成と密接な関連性が
あり、『EVs の質的・量的な変動』
の生理的意義を見出すことは、
多くの疾病の予防・治療の両面
において重要である。しかしな
がら、種々の病態における EVs
変動の生理的意義については
未だ不明な点が多い。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、『EVs の質的・量的な変動』によるマクロファージ機能修飾メカニズムを解

明することで、EVs 変動の生理的意義を明らかにし、新規病態バイオマーカーとしての利用基盤
を構築することである。 
 
３．研究の方法 
（1）EVs の調製 
本研究では、マウス血漿ならびにトロンビンで刺激した血小板の放出物より EVs を精製し、

各実験に用いた。心採血により得られた雌性 BALB/c マウス（7 週齢）の ACD 加血より、定法
に従い血漿ならびに精製血小板を調製した。得られた血漿は、0.8 µm フィルター処理を行なっ
た後に exoEasy（QIAGEN）ならびに VIVASPIN（Cytiva）を用いて Plasma EVs を含む画分を得
た（4 mL の血漿より PBS に置換した最終量 150 µL として調製）。また、精製血小板は、1 x 109 
cells/mL に調製後、0.5 U/mL トロンビン存在下にて 37℃、15 分間の刺激を行い、その上清より
同様の方法にて PMP を精製した。 
 
（2）骨髄由来マクロファージ（Bone marrow-derived macrophages：BMDMs）の調製 
 本研究では、EVs のマクロファージに対する影響を解析するため、EVs 非存在下にて BMDMs
の誘導を行なった。雌性 BALB/c マウス（7 週齢）の骨髄細胞を、20 ng/mL マウス M-CSF 存在
下にて AIM V Medium を用いて 6 日間培養した。その後、24 時間の M-CSF starvation を行いたも
のを BMDMs とした。得られた同マクロファージは、フローサイトメトリーにて 99%以上が
CD11b+、F4/80+であることを確認し、また、FBS 存在下にて誘導を行なった BMDMs と同様に、
LPS 等の刺激に対して正常に応答することを確認した。 
 
（3）非アルコール性脂肪肝炎（Non-alcoholic steatohepatitis：NASH）モデルマウスの作製 
コリン欠乏メチオニンン低減高脂肪食である CDAHFD（Ａ06071302; choline-deficient, L-amino 

acid-defined, high-fat diet）（RESEARCH DIETS）を用いて、雌性 BALB/c マウス（6 週齢）を 6 週
間自由給餌にて飼育した。また、コントロールマウスとして、A06071314 を自由給餌したものを
作製した。 

 
４．研究成果 
（1）EVs のマクロファージ機能への影響 
 BALB/c マウスの血漿より調製した Plasma EVs を含む画分をナノサイト解析に供した結果、
50 nm から 450 nm にかけての粒子径分布が得られ（Fig. 2A）、平均粒子径は 162 ± 3.6 nm（Fig. 

Fig. 1 生体内における血小板の役割 



2B）、総粒子濃度は 1.76 ± 0.07 x 1010 particles/mL で
あった（Fig. 2C）。また、走査電子顕微鏡（SEM）解
析において、エクソソームおよびマイクロパーティ
クルに相当するサイズの粒子（それぞれ 30〜150 nm
および 100〜1,000 nm）が観察された（Fig. 2D）。 
 
 次に、EVs のマクロファージ機能への影響の解析
を目的に、Plasma EVs 存在化にて BMDMs を 24 時
間培養後、Clariom S マイクロアレイを用いた網羅的
遺伝子発現解析を行なった。その結果、コントロー
ル BMDMs と比較して、EVs-BMDMs において 2 倍
以上もしくは 2 倍以下に発現が変動した遺伝子とし
て、発現増加遺伝子 70 個ならびに発現減少遺伝子
214 個を得た（Fig. 3）。 
さらに、見出した同発現変動遺伝子を用いて、エ

ンリッチメント解析（GO 解析ならびに Pathway 解
析）を行ったところ、いずれの解析結果についても
感染防御に関わる経路 X がエンリッチ
されていた（未掲載データ）。そこで、
EVs-BMDMsを刺激Aを用いて刺激し、
ELISA、RT-qPCR およびウエスタンブ
ロットを用いて、経路 X の変化を検討
したところ、コントロール BMDMs に
比較して、EVs-BMDMs では有意に経
路 X に変化が認められ、その最終産物
である分子 B および C の産生量が劇的
に増加することを見出した。一方で、血
中 EVs の多くは血小板由来であること
が広く知られているが、刺激 A による
分子 B および C の産生量の著増は、本
研究の対象としている EVs のみなら
ず、PMP によっても同様に認められた
（未掲載データ）。 

 
（2）NASH モデルマウスにおける Plasma EVs の miRNA カーゴの変化 
生体内のマクロファージは、組織や臓器特異的な分布を示し、取り巻く微小環境により性質や

形態が大きく異なることが知られている。生体内における血中 EVs との恒常的な相互作用が推
定されるマクロファージとして、脾臓や肝臓に局在するマクロファージが挙げられる。本研究で
は、肝臓に局在するマクロファージであるクッパー細胞を想定し、非アルコール性脂肪肝炎
（NASH）発症時における血中 EVs の変化と、それに伴うマクロファージの形質変化に焦点を当
てた。 

 
CDAHFD を摂取さ

せることで作製した
NASH モデルマウス
では、CDAHFD 摂取
1 週目より肝重量の
顕著な増加（Fig. 4A, 
4B, 4C）、ならびに肝
障害マーカーAST、
ALT の値の有意な上
昇が認められ（Fig. 
4D, 4E）、肝線維化関
連遺伝子の発現も有
意に増加していたこ
とから（未掲載デー
タ）、CDAHFD 摂取 6
週 目 の マ ウ ス を
NASH モデルマウス
として各実験に用いた。 

 

Fig. 4 NASH モデルマウスの解析 

Fig. 2 Plasma EVs の解析 

Fig. 3 Plasma EVs のマクロファージへの影響 



まず、作製した NASH モデルマ
ウス由来 Plasma EVs を精製後、ヒ
ト miRNA との相同性が認められ
る保存性が高い miRNA について、
TaqMan Advanced miRNA Human 
Serum/Plasma （ Thermo Fisher 
Scientific）を用いて miRNA カーゴ
の網羅的比較解析を行なった。そ
の結果、コントロールマウス由来
Plasma EVs と比較して、NASH モ
デルマウス由来 Plasma EVs では、
23 個の miRNA が 10 倍以上の発現
増加を示し、また、8 個の miRNA
が 10 倍以上の発現減少を示した
（Fig. 5）。このうちのいくつかは、
ヒ ト お よ び マ ウ ス の
NAFLD/NASH との関連が既に報
告されていたが、その残りの多く
は、新規に NASH との関連を見出した miRNA であった。本研究では、CDAHFD 摂取 6 週後の
時点にて解析を行なったが、今後、経時的な miRNA の発現変動を追うことで、NASH 病態バイ
オマーカーとしての利用基盤の構築に資すると考えられる。 
 
（3）NASH モデルマウスにおける Plasma EVs の質的変化がマクロファージに与える影響 

NASH モデルマウス由来 Plasma EVs 存在下にて BMDMs を 24 時間培養後、Clariom S マイク
ロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析を行なった。その結果、コントロールマウス由来 Plasma 
EVs 存在下にて培養した BMDMs と比較して、NASH モデルマウス由来 Plasma EVs 存在下にて
培養した BMDMs では、65 個の遺伝子が 2 倍以上に増加し、31 個の遺伝子が 2 倍以下に減少し
ていた（Fig. 6A）。そこで次に、NASH モデルマウスにおいて認められる miRNA カーゴの変化
（Fig. 5）を用いて、miRNA-mRNA 相互作用の解析を進めたところ、NASH 形成時のマクロファ
ージでは、Plasma EVs に含まれる複数の miRNA の発現減少が遺伝子 Y の発現抑制を引き起こ
していることが示唆された（Fig. 6B）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
以上の結果より、血中 EVs は、血液を介して全身のマクロファージの形質変化を誘導してお

り、種々の病態形成に起因する EVs に含まれる miRNA カーゴ等の変化が、マクロファージの感
染防御を規定することが示唆された。また、その血中 EVs の変化は、EVs の産生源である血小
板の質的・動的変動に影響されることが考えられた。 

Fig. 5 NASH モデルマウス由来 
Plasma EVs の miRNA カーゴの解析 

Fig. 6 NASH モデルマウスにおける 
miRNA-mRNA 相互作用の解析 
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