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Ⅰ .  緒 論  

 

ヒ ト 全 身 性 高 血 圧 症 は 、 全 身 血 圧 の 上 昇 を 主 症 状 と す る 進

行 性 の 慢 性 疾 患 で あ る 。 米 国 の ガ イ ド ラ イ ン に よ る と 、 成 人 に

お け る 収 縮 期 血 圧 ( s y s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e :  S B P )が 1 3 0  m m H g 以 上

ま た は 拡 張 期 血 圧 が 8 0  m m  H g 以 上 と 定 義 さ れ る [ 9 7 ]。 全 世 界 で

約 1 1 億 人 に 上 る 患 者 (世 界 保 健 機 関 2 0 1 9 年 )を 擁 す る 全 身 性 高 血

圧 症 は 、 心 疾 患 や 脳 卒 中 、 腎 不 全 の 危 険 因 子 と な る 重 大 な 基 礎

疾 患 で あ る こ と か ら 血 圧 の 低 下 を 目 的 と し た 治 療 が 必 要 と な る

[ 2 7 ,  2 8 ,  5 8 ,  6 0 ]。 全 身 性 高 血 圧 症 の 一 部 (約 1 0 % )は 腎 動 脈 の 狭

窄 、 原 発 性 ア ル ド ス テ ロ ン 症 や 褐 色 脂 肪 種 な ど に 続 発 す る 二 次

性 高 血 圧 症 だ が 、 大 部 分 (約 9 0 % )は 原 因 不 明 の 本 態 性 高 血 圧 症 で

あ る 。 ヒ ト 本 態 性 高 血 圧 症 の 治 療 に は t h i a z i d e 系 利 尿 薬 、

a n g i o t e n s i n 変 換 酵 素 阻 害 薬 、 a n g i o t e n s i n  I I 受 容 体 拮 抗 薬 や カ ル

シ ウ ム チ ャ ネ ル 阻 害 薬 な ど が 一 般 的 に 用 い ら れ て い る 。 し か し

降 圧 の 目 標 値 に 達 成 し た の は 治 療 を 行 っ た 高 血 圧 症 患 者 の お よ

そ 5 3 %に 留 ま り 、 降 圧 薬 を 3 つ 以 上 組 み 合 わ せ た 場 合 で も お よ

そ 1 2 %の 患 者 で 治 療 反 応 性 が 認 め ら れ な い (治 療 抵 抗 性 )こ と が 大

規 模 な 疫 学 調 査 に よ り 示 さ れ て い る [ 4 2 ]。 そ こ で 新 た な 治 療 薬 の

候 補 と し て a n g i o t e n s i n  I I 受 容 体 - n e p r i l y s i n 共 阻 害 薬 、 可 溶 性 グ

ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 刺 激 薬 や ミ ネ ラ ル コ ル チ コ イ ド 受 容 体 拮 抗

薬 な ど が 期 待 さ れ て い る が [ 4 ]、 現 在 ま で 承 認 に は 至 っ て い な

い 。 血 管 緊 張 性 の 増 大 、 動 脈 壁 の 硬 化 、 免 疫 系 及 び 脳 内 血 管 運

動 中 枢 の 異 常 な 活 性 化 や r e n i n - a n g i o t e n s i n 系 の 亢 進 は 全 身 血 圧 の

上 昇 を 引 き 起 こ す [ 2 3 ,  3 4 ,  3 9 ,  7 2 ]。 ま た 年 齢 、 性 別 、 食 事 (食 塩
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や 脂 肪 )、 喫 煙 、 ス ト レ ス 、 生 活 習 慣 や 遺 伝 子 変 異 も 高 血 圧 の 発

症 ・ 進 展 に 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る [ 1 6 ,  2 3 ,  7 5 ]。 し か

し 、 本 態 性 高 血 圧 の 発 症 メ カ ニ ズ ム に は 未 だ 明 ら か に さ れ て い

な い 部 分 が 多 く 、 そ の 全 貌 解 明 が 強 く 待 ち 望 ま れ て い る 。  

小 型 細 胞 外 小 胞 ( s m a l l  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s :  s E V )は 脂 質 二

重 膜 で 構 成 さ れ 、 直 径 が 約 5 0 ~ 1 5 0  n m で 密 度 が 1 . 1 3 ~ 1 . 1 9  g / m l の

分 泌 小 胞 で あ る [ 6 1 ,  8 8 ]。 s E V は 細 胞 内 の 後 期 エ ン ド ソ ー ム 膜 が

内 部 に 陥 入 す る こ と で 形 成 さ れ 、 後 期 エ ン ド ソ ー ム と 細 胞 膜 の

融 合 に よ り 細 胞 外 に 放 出 さ れ る 。 s E V は 内 部 に タ ン パ ク 質 、

D N A、 m R N A、 m i c r o R N A ( m i R )、 脂 質 や 代 謝 産 物 と い っ た 多 様 な

機 能 性 分 子 を 含 み 、 外 部 の 消 化 酵 素 か ら こ れ ら の 分 子 を 保 護 し

て い る [ 6 ,  2 0 ,  9 4 ]。 細 胞 外 に 存 在 す る s E V は エ ン ド サ イ ト ー シ ス

(ピ ノ サ イ ト ー シ ス や フ ァ ゴ ト ー シ ス な ど )に よ り 細 胞 内 に 取 り 込

ま れ る か 、 膜 融 合 を 介 し て 内 包 す る 分 子 を 細 胞 内 に 輸 送 す る 。

ま た 、 s E V 表 面 の タ ン パ ク 質 は 細 胞 膜 上 の 受 容 体 と 結 合 す る こ と

で 細 胞 内 シ グ ナ ル を 活 性 化 す る 。 よ っ て s E V は 、 新 た な 細 胞 間

情 報 伝 達 物 質 と し て 注 目 さ れ て い る 。 実 際 、 血 液 凝 固 [ 4 4 ]、 幹 細

胞 浸 潤 [ 6 9 ]や 神 経 伝 達 [ 1 0 4 ]な ど の 生 理 的 な 機 能 の み な ら ず 、 が

ん [ 5 ,  9 6 ]、 中 枢 神 経 障 害 [ 1 5 ,  3 3 ]や 免 疫 系 疾 患 [ 8 7 ]な ど の 病 態 制

御 に 関 わ る こ と が 近 年 相 次 い で 報 告 さ れ て お り 、 疾 患 バ イ オ マ

ー カ ー や ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー シ ス テ ム に 対 す る s E V の 応 用 が 期

待 さ れ て い る 。 ま た 、 心 臓 前 駆 細 胞 や 間 葉 系 幹 細 胞 由 来 の s E V

は 心 筋 梗 塞 後 の 心 機 能 を 改 善 す る [ 9 ,  4 3 ]。 植 物 ア ル カ ロ イ ド の モ

ノ ク ロ タ リ ン 誘 導 性 肺 高 血 圧 症 モ デ ル マ ウ ス の 血 漿 s E V は 肺 動

脈 狭 窄 を 惹 起 し 右 心 機 能 を 低 下 さ せ る [ 2 ]。 A n g i o t e n s i n  I I 誘 導 性
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高 血 圧 症 モ デ ル ラ ッ ト の 血 清 s E V に お け る m i R - 1 7 - 3 p 発 現 は 対

照 群 と 比 較 し て 減 少 し て い る [ 6 4 ]と い っ た 報 告 が あ る 。 こ の よ う

に 心 血 管 疾 患 の 病 態 に お い て も s E V の 関 与 が 示 唆 さ れ て い る 。

さ ら に は 、 高 血 圧 症 の 基 礎 疾 患 で あ る 肥 満 症 患 者 の 血 漿 s E V 濃

度 は 健 常 者 と 比 較 し て 増 加 し て お り [ 2 5 ]、 高 脂 肪 食 を 給 餌 し た 肥

満 症 モ デ ル マ ウ ス 由 来 の 血 漿 s E V は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 亢 進 す

る [ 1 7 ]。 心 血 管 疾 患 に 対 し て 保 護 的 に 働 く ア デ ィ ポ サ イ ト カ イ ン

の １ つ で あ る a d i p o n e c t i n 量 が 、 肥 満 及 び Ⅱ 型 糖 尿 病 モ デ ル

( o b / o b )マ ウ ス の 血 清 s E V に お い て 減 少 す る [ 7 4 ]。 受 動 喫 煙 曝 露

モ デ ル マ ウ ス の 肺 動 脈 血 管 内 皮 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る s E V は 肺 動

脈 平 滑 筋 細 胞 の 収 縮 を 増 強 す る [ 1 0 7 ]と い っ た 報 告 が あ る 。 以 上

の よ う に 、 肥 満 症 や 糖 尿 病 を は じ め と す る 高 血 圧 症 の 基 礎 疾 患

で あ る 生 活 習 慣 病 の 病 態 に お い て も s E V の 関 与 が 示 唆 さ れ て い

る 。 し か し 、 本 態 性 高 血 圧 症 に お け る s E V の 役 割 は こ れ ま で ほ

と ん ど 明 ら か に な っ て お ら ず 、 本 研 究 で は 本 態 性 高 血 圧 の 発

症 ・ 進 展 に も s E V が 関 わ る と の 仮 説 を 立 て た 。 そ し て こ の 仮 説

を 検 証 す る た め に 、 本 態 性 高 血 圧 症 の 病 態 解 明 と 治 療 及 び 診 断

法 の 開 発 に 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ て き た 自 然 発 症 高 血 圧 ラ ッ ト

( s p o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  r a t s :  S H R )の 血 漿 s E V が 、 血 圧 を 制 御

す る か と そ の 機 序 を 検 討 し た 。 S H R は 生 後 徐 々 に 血 圧 が 上 昇 し 7

週 齢 以 降 に S B P が 1 3 0  m m H g を 超 え る 高 血 圧 を 呈 す る 。 S H R の

血 圧 上 昇 の 決 定 的 な 原 因 も ヒ ト 本 態 性 高 血 圧 症 と 同 様 に 未 だ 明

ら か で は な い [ 2 4 ]。 本 研 究 の 第 一 章 で は 、 S H R と そ の 正 常 対 照 系

統 で あ る Wi s t a r  K y o t o  r a t s  ( W K Y )に お け る 血 圧 制 御 と 心 臓 ・ 血 管

の 機 能 と 構 造 に 血 漿 s E V が 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た 。 次 に 血 漿
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s E V に 含 ま れ る 分 子 群 の 発 現 動 態 や 機 能 を 詳 細 に 評 価 す る 為 に

は 、 よ り 収 率 と 純 度 の 高 い s E V 単 離 方 法 の 探 索 が 必 要 で あ る と

考 え ら れ た た め 、 第 二 章 で は 正 常 W i s t a r ラ ッ ト 血 漿 s E V の 単 離

方 法 の 改 善 を 目 的 と し た 基 礎 的 な 検 討 を 行 っ た 。 第 一 章 と 第 二

章 の 結 果 を 踏 ま え て 、 第 三 章 で は W K Y 及 び S H R 血 漿 s E V が 高

血 圧 の 発 症 ・ 進 展 に 関 わ る 血 管 平 滑 筋 細 胞 ( s m o o t h  m u s c l e  c e l l :  

S M C )の 機 能 (遊 走 及 び 増 殖 能 )に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た 。  
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I I .  第 一 章  ラ ッ ト 血 漿 s E V が 血 圧 に 及 ぼ す 影 響  

 

1 .  緒 言  

s E V は 様 々 な 分 子 を 内 包 し 、 細 胞 間 情 報 伝 達 を 担 う 機 能 性 粒

子 で あ る 。 モ ノ ク ロ タ リ ン 誘 導 性 肺 高 血 圧 症 モ デ ル マ ウ ス の 血

漿 s E V は 、 正 常 マ ウ ス に お い て 肺 動 脈 狭 窄 を 惹 起 し 右 心 機 能 を

低 下 さ せ る [ 2 ]。 A n g i o t e n s i n  I I 誘 導 性 の 全 身 性 高 血 圧 症 モ デ ル ラ

ッ ト に お い て 、 血 清 s E V に お け る m i R - 1 7 - 3 p 発 現 が 対 照 群 と 比

較 し て 減 少 す る こ と が 原 因 で 炎 症 性 の i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  

m o l e c u l e - 1 と p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r  i n h i b i t o r - 1 発 現 が 亢 進 し 血 管

内 皮 障 害 (高 血 圧 症 の 初 期 病 変 )が 誘 導 さ れ る [ 6 4 ]。 ま た 肥 満 症

[ 1 7 ,  2 5 ]や 糖 尿 病 [ 7 4 ]を は じ め と す る 高 血 圧 症 の 基 礎 疾 患 と な る

生 活 習 慣 病 の 病 態 に お け る s E V の 関 与 が 示 唆 さ れ て い る 。 し か

し な が ら 、 本 態 性 高 血 圧 症 に お け る s E V の 役 割 は ほ と ん ど 明 ら

か に さ れ て い な い 。 そ こ で 第 一 章 で は 、 W K Y 及 び S H R に お い て

血 漿 s E V が 全 身 血 圧 を 制 御 す る か を 検 討 し た 。  
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2 .  材 料 及 び 方 法  

 

2 - 1 .  動 物 実 験  

 動 物 の 飼 育 と 取 り 扱 い は 北 里 大 学 動 物 実 験 倫 理 委 員 会 の 承

認 後 (承 認 番 号 1 7 - 1 2 5 ,  1 8 - 0 1 6 )、 北 里 大 学 動 物 実 験 委 員 会 が 規 定

し た ガ イ ド ラ イ ン を 遵 守 し て 行 っ た 。 実 験 に は 雄 性 W K Y 及 び

S H R  ( 4 ~ 1 0 週 齢 )  ( H o s h i n o  l a b o r a t o r y  a n i m a l s ,  I b a r a k i ,  J a p a n )を 使

用 し た 。 ラ ッ ト は 本 学 部 5 号 館 2 階 の 小 動 物 飼 育 室 に お い て 、

固 形 飼 料  ( C E - 2 ,  C L E A J a p a n ,  To k y o ,  J a p a n )を 給 餌 し 自 由 飲 水 で

飼 育 し た 。  

 

2 - 2 .  s E V の 単 離  

超 遠 心 法 ( U l t r a c e n t r i f u g a t i o n :  U C 法 )に よ り ラ ッ ト 血 漿 か ら

s E V を 単 離 し た [ 8 ,  3 7 ,  4 9 ]。 イ ソ フ ル ラ ン ( 3 . 5 % )麻 酔 下 の 雄 性

W K Y 及 び S H R  ( 5 ~ 1 0 週 齢 )か ら 心 臓 採 血 に よ り 血 液 を 採 取 し た 。

採 取 し た 血 液 を 抗 凝 固 薬 の h e p a r i n  ( AY P h a r m a c e u t i c a l s ,  To k y o ,  

J a p a n )と 混 合 し た 後 (最 終 濃 度 2  U / m l )、 マ イ ク ロ 冷 却 遠 心 分 離 機

( m o d e l  3 7 4 0 ,  K u b o t a ,  To k y o ,  J a p a n )で 遠 心 分 離 ( 1 5 0 0  x  g ,  室 温 ,  1 0  

m i n )し 血 漿 を 分 離 し た 。 血 漿 は 液 体 窒 素 中 で 急 速 に 凍 結 し 、 使 用

ま で 保 存 ( - 8 0  ℃ )し た 。 解 凍 ( 3 7  ℃ ,  5  m i n )し た 血 漿 は 、 S W  5 5 T i

ス ウ ィ ン グ ロ ー タ ー を 搭 載 し た O p t i m a  X L - 8 0  K 超 遠 心 分 離 機

( B e c k m a n  C o u l t e r ,  M i a m i ,  F L ,  U S A )を 用 い て 遠 心 分 離 ( 1 0 0 0 0  r p m  

=  9 4 8 1  x  g ,  4  ℃ ,  3 0  m i n )し 夾 雑 物 を 除 去 し た 。 遠 心 後 の 上 清 を 新

た な 滅 菌 済 み チ ュ ー ブ に 移 し 超 遠 心 分 離 ( 4 1 6 0 0  r p m  =  1 6 4 0 7 1  x  g ,  

4  ℃ ,  3 5  m i n )し た 。 沈 殿 を 滅 菌 し た リ ン 酸 緩 衝 液 ( p h o s p h a t e -
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b u f f e r e d  s a l i n e :  P B S )に 懸 濁 し 、 再 度 超 遠 心 分 離 を 行 っ た ( 4 1 6 0 0  

r p m  =  1 6 4 0 7 1  x  g ,  4  ℃ ,  3 5  m i n )。 こ の 沈 殿 を 滅 菌 P B S に 懸 濁

し 、 s E V と し て 腹 腔 内 投 与 に 用 い た 。  

 

2 - 3 .  s E V の 粒 度 分 布  

s E V の粒度分布は、 q N A N O  G o l d  ( I Z O N  S c i e n c e ,  C h r i s t c h u r c h ,  

N e w  Z e a l a n d )を用いて電気抵抗ナノパルス ( t u n a b l e  r e s i s t i v e  p u l s e  

s e n s i n g :  T R P S )法により測定した。ストレッチを 4 6 . 5  m m に設定した N P 1 0 0

ナノポアを q N A N O  G o l d に装着し取り扱い説明書に従って s E V の検出頻度

と電気抵抗値を測定し、標準粒子 (直径が 1 1 0  n m のカルボキシポリスチレン

粒子 )で校正して粒度分布表を作成した (図 1 A )。  

 

2 - 4 .  s E V の長期投与と組織の採材  

 以下に示す 4 つの s E V 投与群に分けた：W K Y 血漿 s E V  ( W s E V )を

投与した W K Y [ W  ( W ) ] ,  S H R 血漿 s E V  ( S s E V )を投与した W K Y [ W  

( S ) ] ,  S s E V を投与した S H R  [ S  ( S ) ] ,  W s E V を投与した S H R  [ S  ( W ) ]。 4

群それぞれに s E V を週 1 回、 6 週間 ( 5 ~ 1 0 週齢 )にわたり腹腔内投与した。

血漿を採取した W K Y 及び S H R と、 s E V を投与した W K Y 及び S H R は同じ

週齢に合わせた。各週齢において、同じ容量の血漿 ( 5 ~ 7 週齢時：約 2 0 0  μ l ,  

8 ~ 1 0 週齢時 :約 3 0 0  μ l )から単離した s E V をそれぞれ投与した。投与終了後

に u r e t h a n e  ( 1 . 5  g / k g ,  腹腔内投与 )  ( S i g m a - A l d r i c h ,  S t .  L o u i s ,  M O ,  

U S A )深麻酔下で放血による安楽殺を行い、心臓、胸部大動脈と上腸間膜動脈

主部を摘出した。心臓は左右の心室と心房に分離して重量を測定した。 T r i s -

b u f f e r e d  s a l i n e  ( T B S )で組織を洗浄後、心臓と大動脈は 4 %  

p a r a f o r m a l d e h y d e  ( Wa k o ,  O s a k a ,  J a p a n )で固定 ( 4  ℃ ,  1 晩 )した。固定し
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た組織を P a t h o p r e p  5 6 8  ( Wa k o )に包埋して形態学的解析に使用した。摘出

腸間膜動脈は張力測定に用いた。  

 

2 - 5 .  S B P、心拍数と体重の測定  

 7 週間 ( 4 ~ 1 0 週齢 )にわたり週 1 回、意識下の S B P と心拍数をテイル

カフ法 ( S o f t r o n ,  To k y o ,  J a p a n )により測定した [ 6 3 ,  9 2 ]。体重測定も同様に

7 週間にわたり週 1 回行った。  

 

2 - 6 .  形態学的解析  

 回転式ミクロトーム ( P R - 5 0 ,  Ya m a t o  K o h k i ,  S a i t a m a ,  J a p a n )を用い

て包埋した大動脈と左心室組織の薄切切片 ( 2 又は 4  μ m )を作製した。大動脈

の薄切切片は h e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n 染色とコラーゲン量の解析のために

p i c r o s i r i u s  r e d 染色を行った。また左心室組織におけるコラーゲン量の解析

のために、 p i c r o s i r i u s  r e d 染色と a z a n 染色を行った。染色した組織切片は

顕微鏡用デジタルカメラ ( D P 7 4 ,  O l y m p u s ,  To k y o ,  J a p a n )を装着した光学顕

微鏡 ( B X - 5 1 ,  O l y m p u s )で観察・撮影し、 c e l l S e n s  s t a n d a r d ソフトウェア

( v e r .  1 . 1 8 ,  O l y m p u s )により画像を取得した (各サンプル 3 か所 )。画像は

I m a g e  J ソフトウェア ( v e r .  1 . 8 0 _ 1 1 2 ,  R a s b a n d ,  W. S . ,  U . S .  N a t i o n a l  

I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h ,  B e t h e s d a ,  M a r y l a n d ,  U S A ,  

h t t p : / / i m a g e j . n i h . g o v / i j / ,  1 9 9 7 – 2 0 1 4 )により解析した [ 3 8 ]。大動脈中膜壁

厚とコラーゲン発現量及び、左心室血管周囲における線維化の解析では、 1 サ

ンプルあたり 3 枚の画像から平均値を算出した。  

 

2 - 7 .  摘出血管の収縮張力測定  

 ラットを u r e t h a n  ( 1 . 5  m g / k g ,  腹腔内投与 )で深麻酔し、放血により安
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楽殺した。上腸間膜動脈主部を摘出し、直径が約 1  m m、長さが約 2  m m のリ

ング状標本を作製した。標本を正常栄養液 [ ( m M ) :  1 3 6 . 9  N a C l ,  5 . 4  K C l ,  

1 . 5  C a C l 2 ,  1 . 0  M g C l 2 ,  2 3 . 8  N a H C O 3 ,  5 . 5  g l u c o s e ,  a n d  0 . 0 0 1  

e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c i d  ( E D TA )  ( S i g m a - A l d r i c h ) ]中に静置し

た。N a C l を同じ濃度の K C l で置換することにより等張性高濃度 K +液 ( h i g h -

K + ;  7 2 . 7  m M  K C l )を作製した。収縮張力は張力トランスデューサー ( N i h o n  

K o h d e n ,  To k y o ,  J a p a n )を用いて等尺性に測定し、 P o w e r L a b システム ( A D  

i n s t r u m e n t s ,  D u n e d i n ,  N e w  Z e a l a n d )を用いてデータを取得した。

P r o s t a g l a n d i n  F 2 α  ( P G F 2 α :  1 0 0  n M ~ 3 0  µ M )  ( C AY M A N  C H E M I C A L ,  

A n n  A r b o r ,  M I ,  U S A ) ,  n o r a d r e n a l i n  ( N A :  1  n M - 3 0  µ M )  ( S i g m a -

A l d r i c h )または 5 - h y d r o x y t r y p t a m i n e  ( 5 - H T:  1  n M - 3 0  μ M )  ( S i g m a -

A l d r i c h )を累積投与することにより収縮の濃度反応曲線を求めた。収縮張力

は標本の湿重量で補正した ( g / m g  w e t  w e i g h t )  [ 6 3 ,  9 2 ]。  

 

2 . 8 .  統計学的解析  

 データは平均値±標準誤差 [ m e a n s  ±  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  m e a n  

( S E M ) ]で示した。多群間の検定には、繰り返しのある一元配置分散分析

( o n e - w a y  r e p e a t e d  m e a s u r e s  A N O VA )を行い有意差が認められた場合に

B o n f e r r o n i 法による多重比較を用いた。 2 群間の検定には S t u d e n t の t -

t e s t を用いた。濃度反応曲線における多群間の検定には、繰り返しのある二元

配置分散分析 ( t w o - w a y  r e p e a t e d  m e a s u r e s  A N O VA )を行い有意差が認め

られた場合に B o n f e r r o n i 法による多重比較を用いた。危険率 (P )が 5％未満

の場合に有意差ありと判断した。  
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3 .  実験結果  

 

3 - 1 .  血漿 s E V の粒度分布  

 これまでに報告されている s E V の直径は約 5 0 ~ 1 5 0  n m である [ 6 1 ,  

8 8 ]。W K Y 及び S H R の血漿 E V は共に 1 0 0 ~ 1 5 0  n m をピークとする粒度分

布を示し、 s E V であることが確認された (図 1 A ,  n  =  5 )。また W s E V と S s E V

の間で粒子濃度に有意な差は認められなかった (図 1 B ,  n  =  5 )。  

 

3 - 2 .  血漿 s E V が S B P、心拍数と体重に及ぼす影響  

 W K Y 及び S H R に W s E V 及び S s E V を週 1 回、 6 週間にわたり腹

腔内投与した。 1 0 週齢時において、W  ( S )群の S B P が W  ( W )群と比較して

有意に上昇した (図 2 A ,  n  =  6 ,  P  <  0 . 0 5 )。また 7 ~ 1 0 週齢時において、W  

( S )群の S B P 上昇値 (ΔS B P )は W  ( W )群と比較して有意に高かった (図 2 B ,  

n  =  6 ,  P  <  0 . 0 5  a t  7 -  a n d  9 - w e e k - o l d ,  P  <  0 . 0 1  a t  8 -  a n d  1 0 - w e e k -

o l d )。S  ( S )群と S  ( W )群の間で S B P に有意な差は認められなかったが (図

2 A ,  n  =  6 )、 8 週齢時において S  ( W )群のΔS B P が S  ( S )群と比較して有意

に低かった (図 2 B ,  n  =  6 ,  P  <  0 . 0 5 )。W  ( W )群と W  ( S )群の間、及び S  

( S )群と S  ( W )群の間で心拍数と体重に有意な差は認められなかった (図 2 C ,  

D ,  n  =  6 )。  

 

3 - 3 .  血漿 s E V が胸部大動脈の組織構造に及ぼす影響  

 血漿 s E V による血圧変化の機序を明らかにするために、血漿 s E V が

胸部大動脈の組織構造に及ぼす影響を検討した。 S  ( S )群の中膜壁厚は W  

( W )群と比較して有意に増加した (図 3 A ,  n  =  6 ,  P  <  0 . 0 5 )。しかし W  ( W )群

と W  ( S )群の間、及び S  ( S )群と S  ( W )群の間で中膜壁厚に有意な差は認め
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られなかった ( n  =  6 )。次に血漿 s E V が胸部大動脈におけるコラーゲン発現量

に及ぼす影響を検討した。これまでの報告と一致して [ 5 4 ]、S  ( S )群の大動脈

におけるコラーゲン発現量は W  ( W )群と比較して有意に低下した (図 3 B ,  n  =  

6 ,  P  <  0 . 0 1 )。また W  ( S )群の大動脈におけるコラーゲン発現量は W  ( W )群

と比較して有意に低下した ( n  =  6 ,  P  <  0 . 0 1 )。S  ( W )群の大動脈におけるコラ

ーゲン発現量は S  ( S )群と比較して有意に増加した ( n  =  6 ,  P  <  0 . 0 5 )。  

 

3 - 4 .  血漿 s E V が摘出腸間膜動脈の収縮に及ぼす影響  

 血漿 s E V が摘出腸間膜動脈における h i g h - K +  ( 7 2 . 7  m M ) ,  P G F 2 α  

( 1 0 0  n M ~ 3 0  μ M ) ,  N A ( 1  n M ~ 3 0  μ M )及び 5 - H T  ( 1  n M ~ 3 0  μ M )誘導性

収縮に及ぼす影響を検討した。全ての投与群の間で h i g h - K +誘導性の絶対収

縮に有意な差は認められなかった (図 4 A ,  n  =  6 )。S  ( S )群で P G F 2 α 誘導性

収縮が W  ( W )群と比較して有意に増強した (図 4 B ,  n  =  6 ,  P  <  0 . 0 5  a t  1 0  

μ M ,  P  <  0 . 0 1  a t  3 0  μ M )。また S  ( W )群で P G F 2 α 誘導性収縮が S  ( S )群と

比較して有意に減弱した ( n  =  6 ,  P  <  0 . 0 5  a t  1 0  a n d  3 0  μ M )。W  ( W )群と

W  ( S )群の間で有意な差は認められなかった ( n  =  6 )。全ての投与群の間で

N A 誘導性収縮に有意な差は認められなかった (図 4 C ,  n  = 6 )。S  ( S )群で 5 -

H T 誘導性収縮が W  ( W )群と比較して有意に増強した (図 4 D ,  n  =  6 ,  P  <  

0 . 0 5  a t  3  μ M ,  P  <  0 . 0 1  a t  1 0  a n d  3 0  μ M )。しかし W  ( W )群と W  ( S )群の

間、及び S  ( S )群と S  ( W )群の間で 5 - H T 誘導性収縮に有意な差は認められ

なかった (図 4 D ,  n  =  6 )。  

 

3 - 5 .  血漿 s E V が心臓の重量と組織構造に及ぼす影響  

 S  ( S )群における左心室及び全心室の重量は W  ( W )群と比較して有

意に増加した ( Ta b l e  1 ,  n  =  6 ,  P  <  0 . 0 1 )。W  ( S )群における左心室及び全
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心室の重量は W  ( W )群と比較して有意に増加した ( n  =  6 ,  P  <  0 . 0 1 )。S  ( S )

群と S  ( W )群の間で左心室及び全心室の重量に有意な差は認められなかった

( n  =  6 )。次に組織学的解析により、血漿 s E V が心臓の組織構造に及ぼす影

響を検討した。 S  ( S )群の左心室における血管周囲の線維化は W  ( W )群と比

較して有意に亢進した (図 5 A ,  n  =  6 ,  P  <  0 . 0 1 )。W  ( S )群の左心室における

血管周囲の線維化は W  ( W )群と比較して有意に亢進した ( n  =  6 ,  P  <  

0 . 0 5 )。また S  ( W )群の左心室における血管周囲の線維化は S  ( S )群と比較し

て有意に低下した ( n  =  6 ,  P  <  0 . 0 5 )。左心室における間質の線維化は、全て

の投与群で観察されなかった (図 5 B ,  n  =  6 )。  
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Ta b l e  1 .  E f f e c t s  o f  p l a s m a  s m a l l  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  ( s E V )  o n  h e a r t  

w e i g h t  i n  Wi s t a r  K y o t o  r a t s  ( W K Y )  a n d  s p o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  

r a t s  ( S H R ) .  

 

 

 

H e a r t  w a s  i s o l a t e d  f r o m  W K Y a n d  S H R  ( 1 0 - w e e k - o l d )  t r e a t e d  w i t h  

p l a s m a  s E V  w e e k l y  f o r  6  w e e k s  a n d  d i s s e c t e d  i n t o  r i g h t  a n d  l e f t  

v e n t r i c l e .  We t  w e i g h t  w a s  m e a s u r e d  ( n  =  6 )  a n d  n o r m a l i z e d  t o  t a i l  

l e n g t h  ( m g / c m ) .  W  ( W ) :  W K Y t r e a t e d  w i t h  p l a s m a  s E V  i s o l a t e d  f r o m  

W K Y.  W  ( S ) :  W K Y t r e a t e d  w i t h  p l a s m a  s E V  i s o l a t e d  f r o m  S H R .   

S  ( S ) :  S H R  t r e a t e d  w i t h  p l a s m a  s E V  i s o l a t e d  f r o m  S H R .  S  ( W ) :  S H R  

t r e a t e d  w i t h  p l a s m a  s E V  i s o l a t e d  f r o m  W K Y.  * *  P  <  0 . 0 1  v s .  W  ( W ) .  

  

 W (W) W (S) S (S) S (W) 

Right ventricle (mg/cm) 8.95 ± 0.44 9.37 ± 0.67 9.34 ± 0.22 9.58 ± 0.40 

Left ventricle (mg/cm) 39.98 ± 1.25 42.45 ± 1.02** 50.93 ± 1.12** 51.02 ± 0.65** 

Ventricle (mg/cm) 48.92 ± 1.11 51.52 ± 1.61** 60.26 ± 1.09** 60.61 ± 0.96** 

Total heart (mg/cm) 53.58 ± 1.20 56.40 ± 1.61 64.01 ± 1.02** 64.42 ± 1.09** 
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F i g .  1 .  S i z e  a n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  p l a s m a  s m a l l  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  

( s E V )  d e r i v e d  f r o m  Wi s t a r  K y o t o  r a t s  ( W K Y )  a n d  s p o n t a n e o u s l y  

h y p e r t e n s i v e  r a t s  ( S H R ) .   

 

s E V  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  p l a s m a  i n  m a l e  W K Y a n d  S H R  ( 4 ~ 9 - w e e k -

o l d )  b y  a n  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ( U C )  m e t h o d  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  

s t e r i l i z e d  p h o s p h a t e - b u f f e r e d  s a l i n e .  s E V- s i z e  d i s t r i b u t i o n  a n d  - t o t a l  

c o n c e n t r a t i o n  w e r e  m e a s u r e d  b y  a  t u n a b l e  r e s i s t i v e  p u l s e  s e n s i n g  

( T R P S )  a n a l y s e s  u s i n g  a  q N A N O  G o l d  i n s t r u m e n t  ( n  =  5 ) .  ( A )  B a r  

g r a p h  r e p r e s e n t s  t h e  p a r t i c l e - s i z e  ( n m )  d i s t r i b u t i o n  f o r  s E V  c o n t a i n e d  

i n  1  m l  p l a s m a .  ( B )  To t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  s E V  c o n t a i n e d  i n  1  m l  

p l a s m a  w a s  s h o w n .  R e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n s  ±  s t a n d a r d  e r r o r  

o f  t h e  m e a n  ( S E M ) .   

W s E V:  p l a s m a  s E V  i s o l a t e d  f r o m  W K Y.  S s E V:  p l a s m a  s E V  i s o l a t e d  

f r o m  S H R .  
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F i g .  2 .  E f f e c t s  o f  p l a s m a  s E V  o n  s y s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  ( S B P ) ,  h e a r t  

r a t e  ( H R ) ,  a n d  b o d y  w e i g h t  ( B W ) .  

 

H R  a n d  S B P  i n  m a l e  W K Y a n d  S H R  ( 5 ~ 1 0 - w e e k - o l d )  t r e a t e d  w i t h  

W s E V  o r  S s E V  ( i s o l a t e d  f r o m  5 ~ 1 0 w e e k - o l d  r a t s ,  n  =  6 )  w e r e  

m e a s u r e d  b y  a  t a i l - c u f f  s y s t e m  o n c e  a  w e e k .  s E V  w e r e  

i n t r a p e r i t o n e a l l y  a d m i n i s t r a t e d  t o  W K Y  a n d  S H R  w e e k l y  f o r  6  w e e k s .  

R e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n s  ±  S E M .  W  ( W ) :  W K Y  t r e a t e d  w i t h  

W s E V.  W  ( S ) :  W K Y  t r e a t e d  w i t h  S s E V.  S  ( S ) :  S H R  t r e a t e d  w i t h  S s E V.  

S  ( W ) :  S H R  t r e a t e d  w i t h  W s E V.  Δ S B P :  c h a n g e  i n  S B P  f r o m  e a c h  S B P  

a t  4 - w e e k - o l d .  b .  p .  m . :  b e a t s  p e r  m i n u t e .   

*  P  <  0 . 0 5 ,  * *  P  <  0 . 0 1  v s .  W  ( W ) ;  #  P  <  0 . 0 5  v s .  S  ( S ) .  
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F i g .  3 .  E f f e c t s  o f  p l a s m a  s E V  o n  w a l l  t h i c k n e s s  a n d  m e d i a l  c o l l a g e n  

a b u n d a n c e  o f  t h o r a c i c  a o r t a  i n  W K Y a n d  S H R .  

 

( A )  R e p r e s e n t a t i v e  h e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n  s t a i n e d  s e c t i o n s  ( 4  µ m )  f o r  

t h o r a c i c  a o r t a  i s o l a t e d  f r o m  W K Y a n d  S H R  ( 1 0 - w e e k - o l d )  t r e a t e d  

w i t h  p l a s m a  s E V  w e e k l y  f o r  6  w e e k s  w e r e  s h o w n  ( n  =  6 ) .  M e d i a l  w a l l  

t h i c k n e s s  o f  a o r t a  w a s  c a l c u l a t e d  a n d  s h o w n  a s  m e a n s  ±  S E M  ( d o t  

p l o t  g r a p h ) .  ( B )  R e p r e s e n t a t i v e  p i c r o s i r i u s  r e d  s t a i n e d  s e c t i o n s  ( 4  

µ m )  f o r  t h o r a c i c  a o r t a  f r o m  W K Y a n d  S H R  ( 1 0 - w e e k - o l d )  t r e a t e d  w i t h  

p l a s m a  s E V  w e e k l y  f o r  6  w e e k s  w e r e  s h o w n  ( n  =  6 ) .  C o l l a g e n  w a s  

s t a i n e d  i n  r e d .  T h e  i n t e n s i t y  o f  r e d  r e g i o n  w a s  c a l c u l a t e d  a s  c o l l a g e n  
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a b u n d a n c e ,  n o r m a l i z e d  t o  p e r i m e t e r  o f  a o r t a ,  a n d  s h o w n  a s  m e a n s  ±  

S E M  ( d o t  p l o t  g r a p h ) .  S c a l e  b a r :  5 0  µ m .   

*  P  <  0 . 0 5 ,  * *  P  <  0 . 0 1  v s .  W  ( W ) ;  #  P  <  0 . 0 5  v s .  S  ( S ) .   
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F i g .  4 .  E f f e c t s  o f  p l a s m a  s E V  o n  c o n t r a c t i o n  i n d u c e d  b y  h i g h - K + ,  

p r o s t a g l a n d i n  F 2 α  ( P G F 2 α ) ,  n o r a d r e n a l i n  ( N A )  o r  5 - h y d r o x y t r y p t a m i n e  

( 5 - H T )  i n  m e s e n t e r i c  a r t e r y  f r o m  W K Y a n d  S H R .   

 

T h e  m a i n  b r a n c h e s  o f  s u p e r i o r  m e s e n t e r i c  a r t e r i e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  

W K Y a n d  S H R  ( 1 0 - w e e k - o l d )  t r e a t e d  w i t h  p l a s m a  s E V  w e e k l y  f o r  6  

w e e k s  ( n  =  6 ) .  P G F 2 α  ( 1 0 0  n M ~ 3 0  µ M ) ,  N A ( 1  n M ~ 3 0  µ M )  o r  5 - H T  ( 1  

n M ~ 3 0  µ M )  w a s  c u m u l a t i v e l y  a d d e d .  C o n t r a c t i o n  w a s  n o r m a l i z e d  t o  

a r t e r i a l  w e t  w e i g h t  ( g / m g )  a n d  s h o w n  a s  m e a n s  ±  S E M .   

*  P  <  0 . 0 5 ,  * *  P  <  0 . 0 1  v s .  W  ( W ) ;  #  P  <  0 . 0 5  v s .  S  ( S ) .   
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F i g .  5 .  E f f e c t s  o f  p l a s m a  s E V  o n  p e r i v a s c u l a r  a n d  i n t e r s t i t i a l  f i b r o s i s  

i n  l e f t  v e n t r i c l e s  f r o m  W K Y a n d  S H R .   

 

( A )  R e p r e s e n t a t i v e  a z a n  s t a i n e d  s e c t i o n s  ( 2  µ m )  f o r  l e f t  v e n t r i c l e s  

f r o m  W K Y a n d  S H R  ( 1 0 - w e e k - o l d )  t r e a t e d  w i t h  p l a s m a  s E V  w e e k l y  

f o r  6  w e e k s  w e r e  s h o w n  ( n  =  6 ) .  F i b r o s i s  r e g i o n  w a s  s t a i n e d  i n  b l u e .  

T h e  i n t e n s i t y  o f  b l u e  a r e a s  i n  p e r i v a s c u l a r  r e g i o n s  o f  l e f t  v e n t r i c l e s  

w a s  c a l c u l a t e d ,  n o r m a l i z e d  t o  p e r i m e t e r  o f  t h e  v a s c u l a t u r e ,  a n d  

s h o w n  a s  m e a n s  ±  S E M  ( d o t  p l o t  g r a p h ) .  ( B )  R e p r e s e n t a t i v e  

p i c r o s i r i u s  r e d  s t a i n e d  s e c t i o n s  ( 2  µ m )  f r o m  W K Y  a n d  S H R  ( 1 0 - w e e k -

o l d )  t r e a t e d  w i t h  s E V  w e e k l y  f o r  6  w e e k s  w e r e  s h o w n  ( n  =  6 ) .  
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C o l l a g e n  w a s  s t a i n e d  i n  r e d .  S c a l e  b a r :  1 0 0  µ m .   

*  P  <  0 . 0 5 ,  * *  P  <  0 . 0 1  v s .  W  ( W ) ;  #  P  <  0 . 0 5  v s .  S  ( S ) .  
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4 .  考察  

第一章では血漿 s E V がラットの全身血圧に及ぼす影響を検討し、以

下に示す結果を得た。 1 )  W s E V と S s E V の間で粒度分布と粒子濃度に差は

認められなかった。 2 )  S s E V 投与により W K Y の S B P が有意に上昇し、

W s E V 投与により S H R における S B P の上昇が部分的に抑制された。 3 )  

S s E V 投与により W K Y における大動脈のコラーゲン発現が有意に低下し、

W s E V 投与により S H R における大動脈のコラーゲン発現が有意に増加した。

4 )  W s E V 投与によ り S H R の摘出腸間膜動脈における P G F 2 α 誘導性

収縮の増強が抑制された 。 5 )  S s E V 投与によ り W K Y における左心室

の重量が増加した 。 6 )  S s E V 投与によ り W K Y の左心室における血管

周囲の線維化が増加し 、W s E V 投与によ り S H R の左心室における血管

周囲の線維化が低下した 。以上の結果から 、W K Y 及び S H R の血漿

s E V は血圧を制御し 、心血管系の機能 と組織構造に影響を及ぼすこ と

が初めて明らか とな った 。  

s E V の単離には 、 U C 法、密度勾配遠心法、サ イズ排除ク ロ

マ ト グ ラフ ィーなど 、様々な方法が用いられる [ 2 2 ,  3 7 ,  9 9 ,  1 0 1 ] 。血漿

s E V の濃度は 1 . 0  x  1 0 8 ~ 1 . 0  x  1 0 1 2  p a r t i c l e s / m l と 報告によ りば

らつきがある [ 8 ,  1 1 ,  5 6 ,  9 5 ] 。 本研究は U C 法で単離した血漿 s E V

の濃度は 8 . 0 ~ 1 0 . 0  x  1 0 9  p a r t i c l e s / m l である こ と を示し た (図

1 B ) 。 s E V の収量はその由来動物種 、生体の状態 、単離方法や技術に

よ り異なるが 、本研究と他の報告で s E V 収量に明らかな差は認め られな

かった 。  

これ までの報告では 、 s E V の総タンパク質量を揃えて生体に

投与している ものが多い [ 9 ,  6 4 ,  1 0 5 ] 。 し か し U C 法で単離した血漿

s E V には血漿中のタンパク質が混入する [ 5 0 ] 。 そ のため本研究では血
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漿量 ( m l )を基準と し て s E V を投与した 。具体的には 、 1 匹につき総血

漿量の約 1 / 2 0 か ら単離した s E V を投与した 。 また腹腔内投与した

s E V は血流を介して多 くの臓器に分布する とい う報告があ るため 、本研

究では s E V を腹腔内投与した [ 8 3 ,  9 8 ] 。 し か し今回投与した s E V 量

は血中の s E V 量と比較して十分ではない可能性がある 。そのため今後

は 、 よ り高濃度の s E V を投与する こ とで 、血圧に対する濃度依存的な

s E V の作用が認め られるかを確認する必要がある 。  

高血圧症において大動脈ではコ ラーゲンの産生と蓄積が起 こ

る [ 1 2 ,  7 1 ] 。 一方 S H R の大動脈においてはコ ラーゲン発現量が減少す

る こ と が報告 されてお り [ 5 4 ] 、 本研究においても同様の結果が得られた

(図 3 B ) 。 S H R の大動脈における コ ラーゲン発現量と血圧の関係は不明

だが 、 s E V が直接コ ラーゲン量に影響を及ぼした可能性も考え られる

[ 5 5 ,  6 4 ] 。  

本研究は S H R の摘出腸間膜動脈における P G F 2 α 誘導性収

縮の増強が W s E V 投与によ り減弱する こ と を明 らかにし た (図 4 B ) 。

W s E V は h i g h - K + 誘導性収縮や他のアゴニス ト誘導性収縮には影響を

及ぼさなかった こ と か ら 、W s E V が P G F 2 α 受容体 ( F P R ) と その下流シ

グナルを構成する分子に作用する こ と が示唆され る 。 s E V は m i R やタ

ンパク質などの輸送を介して細胞内タンパク質の発現と活性を制御する

こ とか ら [ 5 9 ,  7 6 ,  7 8 ] 、W s E V は S M C において P G F 2 α / F P R シグナ

ルを抑制する分子を含む可能性が考えられる 。  

S H R の心臓では血管周囲と間質の線維化が認め られる [ 1 3 ,  

2 1 ,  1 0 2 ] 。本研究においても S H R の左心室において血管周囲で線維

化が亢進していた 。 しか し 、間質では線維化が認められなかった (図 5 A ,  

B ) 。 こ の理由と して 、本研究 と以前の報告では実験に使用した ラ ッ ト の週
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齢が違 う こ と が考え られる 。高血圧症では t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  

f a c t o r - β  ( T G F - β )や m o n o c y t e  c h e m o t a c t i c  p r o t e i n - 1 と い った

サイ ト カ イ ンの産生が亢進し 、 これに よ り心臓における線維芽細胞の増殖

と線維化が起こる [ 4 0 ,  5 1 ] 。 こ の こ と か ら W K Y と S H R において s E V

の投与による血圧の変化が線維芽細胞の機能を制御する こ と を介して 、

左心室における血管周囲の線維化に影響を及ぼした可能性が考え られ

る 。一方 、 ヒ ト心臓前駆細胞由来 s E V は血管新生を促進し線維化を減

弱する こ とで虚血再灌流障害モデルラ ッ トの心不全を改善する こ と が報

告されてい る [ 1 ] 。 し たがって W s E V 及び S s E V が心臓の線維化を直

接的に制御する こ と可能性も考え られる 。  

本研究では血漿 s E V が心血管系に影響を及ぼすこ と を明 ら

かにし たが 、 この原因となる血漿 s E V に含まれる分子は明らかにしなか

った 。最近 、次世代シーケンシング技術を用いて 、 S H R の血漿 s E V に

おける m i R の網羅的な解析が行われた [ 4 8 ] 。 そ の結果 、 T G F - β ま た

は m i t o g e n - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  ( M A P K ) 経路を構成する分

子の発現を抑制する こ とで血圧を間接的に制御する m i R の存在が示唆

された 。 ま た S H R の血漿 s E V において m i R - 2 0 6 発現が顕著に減少

していた 。 m i R - 2 0 6 は低酸素飼育ラ ッ トの血清中において も発現が減

少し [ 1 0 3 ] 、 肺動脈 S M C の遊走と増殖能を抑制する こ と が報告されて

いる [ 3 5 ] 。一方 、本態性高血圧症に関連する s E V に含まれる タ ンパ ク

質の網羅的な解析は未だ行われていない 。  

結論と して 、本章では W s E V 及び S s E V が全身血圧を制御

し これに血管と心臓における機能的及び構造的変化が伴 う こ と を初めて

明らかにし た [ 6 8 ] 。 し か し この詳細な機序は明らかにしなかった 。  
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I I I .  第二章  最適なラ ッ ト血漿 s E V 単離方法の探索  

 

1 .  諸言  

 第一章で血漿 s E V がラットの全身血圧を制御することを示したが、そ

の機序は明らかにしなかった。血漿 s E V に含まれる分子の発現や機能を詳細

に評価する為には、より収率と純度が高い s E V 単離方法の探索が必要である

と考えられた。 s E V の単離方法として、第一章で用いた U C 法のほかに、密度

勾配遠心法、サイズ排除クロマトグラフィーやアフィニティー精製などが一般的

に用いられている [ 2 2 ,  3 7 ,  9 9 ,  1 0 1 ]。しかしこれらの方法では十分な純度と収

量が得られないため、モジュール型デバイスによるサイズ排除クロマトグラフィ

ー [ 4 7 ]やマイクロ流体デバイスによる音響単離法 [ 4 5 ,  1 0 0 ]などの新たな s E V

単離方法が近年開発されている。とりわけ p o l y e t h y l e n e - g l y c o l  ( P E G )を用

いた沈降法がヒト培養細胞由来 s E V 及び血漿 s E V の単離に有用で簡便であ

ることが報告されている [ 7 7 ]。そこで第二章では、正常 Wi s t a r ラット血漿 s E V

の単離に P E G を用いた方法が応用可能であるかの基礎的検討を行った。さら

に、ヒト血漿 s E V の性質に抗凝固薬が影響を及ぼすことが示唆されているため

[ 3 6 ]、Wi s t a r ラット血漿 s E V に及ぼす抗凝固薬の影響も併せて検討した。  
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2 .  材料及び方法  

 

2 - 1 .  動物実験  

 動物の飼育と取り扱いは北里大学動物実験倫理委員会の承認後 (承認

番号 1 8 - 0 1 0 ,  1 9 - 0 2 3 )、北里大学動物実験委員会が規定したガイドラインを

遵守して行った。実験には、雄性 Wi s t a r ラット ( 5 ~ 1 0 週齢 )  ( C L E A J a p a n )を

使用した。ラットは本学部 5 号館 2 階の小動物飼育室において、固形飼料

( C E - 2 ,  C L E A J a p a n )を給餌し自由飲水で飼育した。U r e t h a n  ( 1 . 5  m g / k g ,

腹腔内投与 )  ( S i g m a - A l d r i c h )深麻酔下で、 2 0 G 針 ( J M S ,  H i r o s h i m a ,  

J a p a n )を装着し抗凝固薬の h e p a r i n  ( 1 0 0 0  U / m l )  ( AY P h a r m a c e u t i c a l s ) ,  

E D TA ( 1 0 0  m g / m l )  ( S i g m a - A l d r i c h )または a c i d  c i t r a t e  d e x t r o s e  

b u f f e r  ( A C D ;  0 . 2 3  m g / m l  t r i - s o d i u m  c i t r a t e  d i h y d r a t e ,  0 . 1 4  m g / m l  

c i t r i c  a c i d ,  0 . 2  m g / m l  g l u c o s e )で内部をコーティングした 5  m l シリンジ

( J M S )を用いて後大静脈から血液を採取した。採取した血液と h e p a r i n  (最終

濃度 1  U / m l ) ,  E D TA (最終濃度 1  m g / m l )または A C D  (最終濃度 1 3 % )を

混和した後、マイクロ冷却遠心分離機 ( m o d e l  3 7 4 0 ,  K u b o t a )で遠心分離

( 1 0 0 0  x  g ,  室温 ,  1 0  m i n )し血漿を分離した。血漿は液体窒素中で急速に凍

結し、使用まで保存 ( - 8 0  ℃ )した。  

 

2 - 2 .  s E V の単離  

 s E V 単離方法の概要は図に示した (図 6 )。血漿を解凍 ( 3 7  ℃ ,  5  

m i n )し、最初に遠心分離 ( 1 0 0 0 0  x  g ,  4  ℃ ,  1 0  m i n )により l a r g e  E V を沈

殿させた。この沈殿は l a r g e  E V としてウエスタンブロッティングによる解析に

使用した。上清を 3 等分し、それぞれ U C 法、P E G による沈降の後に U C  

( P E G - U C 法 )または P E G による沈降のみ ( P E G 法 )の 3 種類の方法による
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s E V の単離に用いた。U C 法は以下に示す通りに行った。まず、上清を S W  

5 5 T i スウィングローターを搭載した O p t i m a  X L - 8 0  K 超遠心分離機

( B e c k m a n  C o u l t e r )を用いて超遠心分離 ( 4 1 6 0 0  r p m  =  1 6 4 0 7 1  x  g ,  4  ℃ ,  

3 5  m i n )した。沈殿を滅菌 P B S に懸濁し、再度超遠心分離を行った ( 4 1 6 0 0  

r p m  =  1 6 4 0 7 1  x  g ,  4  ℃ ,  3 5  m i n )。この沈殿を滅菌 P B S に懸濁し、以下の

実験に用いた。 P E G - U C 法と P E G 法は以前の報告を参考にした [ 7 7 ]。P E G -

U C 法では、 l a r g e  E V を除去した上清に 1 6 %  w / v  P E G  (分子量 6 0 0 0 ,  

Wa k o )と 1  M  N a C l を含む P E G 溶液を等量加えて転倒混和 ( 4  ℃ ,  一晩 )し

た。遠心分離 ( 2 5 0 0  x  g ,  4  ℃ ,  1 5  m i n )し、上清を除去した。沈殿を滅菌

P B S で激しく懸濁 (室温 ,  3 0  m i n )し、超遠心分離 ( 4 1 6 0 0  r p m  =  1 6 4 0 7 1  x  

g ,  4  ℃ ,  3 5  m i n )した。沈殿を滅菌 P B S に懸濁し、以下の実験に用いた。

P E G 法では、 l a r g e  E V を除去した上清に P E G 溶液を等量加えて転倒混和

( 4  ℃ ,  一晩 )した。遠心分離 ( 2 5 0 0  x  g ,  4  ℃ ,  1 5  m i n )し、上清を除去した。

沈殿を滅菌 P B S で激しく懸濁 (室温 ,  3 0  m i n )し、以下の実験に用いた。  

 

2 - 3 .  s E V の粒度分布  

 s E V の粒度分布は、 q N A N O  G o l d  ( I Z O N  S c i e n c e )を用いて T R P S

法により測定した。ストレッチを 4 6 . 0 ~ 4 7 . 0  m m に設定した N P 1 5 0 ナノポアを

q N A N O  G o l d に装着した。ナノポアへの s E V の吸着を抑制するために、

T R P S  R e a g e n t  K i t  ( I Z O N  s c i e n c e )でナノポアをコーティングした。第一章

2 - 3 に準じ、E V の粒度分布を測定し粒度分布表を作成した (図 7 A ,  8 A )。  

 

2 - 4 .  血小板の単離  

 U r e t h a n  ( 1 . 5  m g / k g ,  腹腔内投与 )  ( S i g m a - A l d r i c h )深麻酔下で、

後大静脈から血液を採取した。血液の採取には 2 0 G 針を装着し h e p a r i n  
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( 1 0 0 0  U / m l )で内部をコーティングした 5  m l シリンジを用いた。血液凝固を阻

害するために、採取した血液と A C D  (最終濃度 1 3 % )を混和した。等量の

Ty r o d e 液 [ 0 . 0 4 4  m g / m l  N a H 2 P O 4 ,  8  m g / m l  N a C l ,  0 . 2  m g / m l  K C l ,  

2 . 5 2  m g / m l  4 - ( 2 - h y d r o x y e t h y l ) - 1 - p i p e r a z i n e e t h a n e s u l f o n i c  a c i d ,  1  

m g / m l  N a H C O 3 ,  0 . 2 0  m g / m l  M g C l 2 ・ 6 H 2 O ,  1  m g / m l  g l u c o s e ]とピペッテ

ィングにより混和した後、マイクロ冷却遠心分離機で遠心分離 ( 2 0 0  x  g ,  室温 ,  

1 0  m i n )した。上清を回収し、遠心分離 ( 8 0 0  x  g ,  室温 ,  1 0  m i n )した。この沈

殿を血小板としてウエスタンブロッティングによる解析に使用した。  

 

2 - 5 .  タンパク質発現解析  

 血漿 s E V、 l a r g e  E V、血漿及び血小板から r a d i o -

i m m u n o p r e c i p i t a t i o n  a s s a y  ( R I PA )  b u f f e r  [ 2 0  m M  T r i s - H C l  ( p H 7 . 5 ) ,  

1 5 0  m M  N a C l ,  1 0  m M  M g C l 2 ,  1 %  T r i t o n - X ,  0 . 5 %  s o d i u m  

d e o x y c h o l a t e ,  0 . 1 %  s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e ,  1 %  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  

m i x t u r e ,  a n d  1 %  p h o s p h a t a s e  i n h i b i t o r  m i x t u r e  ( N a c a l a i  Te s q u e ,  

K y o t o ,  J a p a n ) ]を用いてタンパク質を抽出した ( 4  ℃ ,  1 0  m i n )。サンプル中

のタンパク質濃度は b i c i n c h o n i n i c  a c i d  ( B C A )  a s s a y  ( P i e r c e ,  

R o c k f o r d ,  I L ,  U S A )により定量した。等量のタンパク質 ( 3 . 5 ~ 1 0  μ g )を S D S -

PA G E で分離した ( 7 . 5 ~ 1 4 % ,  8 0 ~ 1 2 0 V,  1 . 5  h )後、ニトロセルロース膜 ( P a l l  

C o r p o r a t i o n ,  A n n  A r b o r ,  M I ,  U S A )に転写した ( 4 0 0  m h ,  1 . 5  h )。等量の

タンパク質が転写されているかを確認するために、転写膜を 0 . 1 %  P o n c e a u -

S / 5 %  酢酸で染色 (室温、 5  m i n )し、 1 %酢酸 (室温、 5  m i n )で 3 回洗浄した。

洗浄後、AT T O  l i g h t  c a p t u r e  s y s t e m  ( AT T O ,  To k y o ,  J a p a n )を用いて可

視光下で撮影した。C S  a n a l y z e r  3 . 0  s o f t w a r e  ( AT T O )を用いて各レーンに

おける全てのバンドの強度を測定し、総タンパク質量とした。転写膜を 0 . 5 %ス
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キムミルク ( Wa k o )でブロッキング (室温、 1  h )した後、一次抗体 [ 0 . 1 %  Tw e e n  

2 0 を添加した T r i s - b u f f e r e d  s a l i n e  ( T B S - T )で 5 0 0 倍希釈 ]を反応させた

( 4  ℃ ,  一晩 )。転写膜に結合した一次抗体は H R P 標識二次抗体 ( T B S - T で

1 0 0 0 0 倍希釈、室温、 1  h )と E Z - E C L  s y s t e m  ( B i o l o g i c a l  I n d u s t r i e s ,  

K i b b u t z  B e i t - H e s m e k ,  I s r a e l )を用いて可視化した。可視化したバンドは

C S  a n a l y z e r  3 . 0  s o f t w a r e を用いて定量・解析した。以下に示す抗体をウエ

スタンブロッティングに用いた。抗 C D 8 1  ( E X O A B - C D 8 1 A - 1 )及び C D 6 3 ウ

サギ抗体 ( E X O A B - C D 6 3 A - 1 ,  S y s t e m  B i o s c i e n c e s ,  P a l o  A l t o ,  C A ,  

U S A )。抗 C D 9 マウス抗体 ( # 6 0 2 3 2 ,  P r o t e i n t e c h ,  R o s e m o n t ,  I L ,  U S A )。

抗 α - a c t i n i n - 4  ( s c - 3 9 3 4 9 5 ) ,  a l b u m i n  ( s c - 2 7 1 6 0 5 ) ,  i n t e g r i n  α I I b  ( s c -

2 1 7 7 3 )及び G P V I マウス抗体 ( s c - 3 9 0 4 1 0 ,  S a n t a  C r u z  B i o t e c h ,  S a n t a  

C r u z ,  C A ,  U S A )。H R P 標識抗ウサギ I g G ヤギ二次抗体 ( E X O A B - H R P,  

S y s t e m  B i o s c i e n c e s )及び H R P 標識抗マウス I g G ヒツジ二次抗体 ( N A 9 3 1 ,  

G E  H e a l t h C a r e ,  C h i c a g o ,  I L ,  U S A ) 。  

 

2 - 6 .  電子顕微鏡観察  

 P E G - U C 法により単離した血漿 s E V を 2 %  p a r a f o r m a l d e h y d e  

( Wa k o )で固定した ( 4  ℃ ,  3 0  m i n )。固定した s E V を親水化した C u グリッド

にマウントした (室温 ,  5  m i n )。余分な s E V をろ紙で吸い取って除去し、グリッ

ドを蒸留水で洗浄した ( 2 回 ,室温 ,  5  m i n )。リンタングステン酸溶液をグリッド

にマウントし静置した (室温 ,  3  m i n )。余分なリンタングステン酸溶液をろ紙で

吸い取って除去し、グリッドを完全に乾燥させた (室温 )。加速電圧を 8 0  k V に

設定した透過電子顕微鏡 ( H T- 7 6 5 0 ,  H i t a c h i  H i g h - Te c h n o l o g i e s ,  To k y o ,  

J a p a n )を用いて s E V の観察と撮影を行った。  

 



29 

 

2 - 7 .  統計学的解析  

 データは平均値±標準誤差 ( S E M )で示した。多群間の検定には、

M a n n - W h i t n e y の U 法を用いて有意差が認められた場合に K r u s k a l -

Wa l l i s 法による多重比較を用いた。 2 群間の検定には M a n n - W h i t n e y の U

法を用いた。危険率 (P )が 5％未満の場合に有意差ありと判断した。  
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F i g .  6 .  S c h e m e  o f  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e s  f o r  s E V  f r o m  r a t  p l a s m a .   

 

B l o o d  s a m p l e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  m a l e  Wi s t a r  r a t s  ( 7 ~ 9 - w e e k - o l d )  

v i a  a n  i n f e r i o r  v e n a  c a v a  u n d e r  a  d e e p  a n e s t h e t i z a t i o n  w i t h  u r e t h a n e  

( 1 . 5  g / k g ,  i .  p . ) .  E t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c i d  ( E D TA ,  1  m g / m l ) -

a n t i c o a g u l a t e d  b l o o d  s a m p l e s  w e r e  s e p a r a t e d  i n t o  p l a s m a  b y  

c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 0 0 0  ×  g ,  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  1 0  m i n ) .  T h e  p l a s m a  

s a m p l e  d e r i v e d  f r o m  o n e  Wi s t a r  r a t  w a s  d i v i d e d  e q u a l l y  i n t o  t h r e e  

i s o l a t i o n  m e t h o d  g r o u p s  i n c l u d i n g  t h e  U C  m e t h o d ,  p r e c i p i t a t i o n  

w i t h  p o l y e t h y l e n e - g l y c o l  a n d  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ( P E G - U C )  m e t h o d ,  

o r  p r e c i p i t a t i o n  w i t h  p o l y e t h y l e n e - g l y c o l  ( P E G )  m e t h o d  a f t e r  
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d e p l e t i o n  o f  l a r g e  E V  b y  c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 0 0 0 0  ×  g ,  4  ˚ C ,  1 0  m i n ) .  

P B S :  p h o s p h a t e - b u f f e r e d  s a l i n e .  
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3 .  実験結果  

 

3 - 1 .  3 種類の方法で単離した血漿 s E V の粒度分布  

 3 種類の方法で単離した E V の粒度分布を比較した。いずれの方法に

おいても、単離した E V は直径 1 0 0 ~ 1 5 0  n m をピークとする粒度分布を示し、

s E V であることが確認された (図 7 A ,  n  =  4 )。粒子濃度は P E G 法で最も高

く、U C 法で最も低かった (図 7 B ,  n  =  4 ,  5 . 4 3  ±  1 . 1 2  x  1 0 1 0  

p a r t i c l e s / m l  i n  P E G  >  1 . 6 3  ±  0 . 3 4  x  1 0 1 0  p a r t i c l e s / m l  i n  P E G - U C  

> >  4 . 1 7  ±  1 . 1 2  x  1 0 8  p a r t i c l e s / m l  i n  U C )。粒子径の平均値は、 P E G -

U C 法で U C 法と比較して有意に小さかった (図 7 C ,  n  =  4 ,  1 1 8 . 8  ±  4 . 8  

n m  i n  P E G - U C ,  P  <  0 . 0 5  v s .  1 5 0 . 8  ±  5 . 5  n m  i n  U C )。最頻粒子径 (最

も数の多い粒子の直径 )は、U C 法及び P E G - U C 法で P E G 法と比較して有意

に小さかった (図 7 D ,  n  =  4 ,  1 0 1 . 0  ±  0 . 9  n m  i n  U C  o r  9 6 . 5  ±  1 . 6  n m  

i n  P E G - U C ,  P  <  0 . 0 5  v s .  1 1 0 . 0  ±  0 . 8  n m  i n  P E G )。直径が 1 5 0  n m 以

下の粒子濃度の割合は、 P E G - U C 法及び P E G 法で U C 法と比較して有意に

高かった (図 7 E ,  n  =  4 ,  8 9 . 3  ±  3 . 6 %  i n  P E G - U C  o r  8 6 . 0  ±  2 . 3 %  i n  

P E G ,  P  <  0 . 0 5  v s .  6 5 . 8 %  ±  3 . 0 %  i n  U C )。  

 

3 - 2 .  3 種類の方法で単離した血漿 s E V のタンパク質量とマーカータンパク質

発現  

 次に、単離した s E V におけるタンパク質発現を解析した。血漿 s E V の

タンパク質量は、 P E G - U C 法で P E G 法と比較して有意に少なく (図 8 A ,  n  =  

4 ,  0 . 2 8  ±  0 . 0 4  m g / m l  i n  P E G - U C ,  P  <  0 . 0 1  v s .  6 . 0 2  ±  0 . 5 2  m g / m l  

i n  P E G )、U C 法では B C A 法による検出限界以下であった。タンパク質量で

補正した血漿 s E V の粒子濃度は、 P E G - U C 法で P E G 法と比較して有意に高
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かった (図 8 B ,  n  =  4 ,  5 . 8 8  ±  2 . 4 2  x  1 0 1 0  p a r t i c l e s / m g  i n  P E G - U C ,  P  

<  0 . 0 5  v s .  0 . 9 1  ±  0 . 3 7  x  1 0 1 0  p a r t i c l e s / m g  i n  P E G )。 s E V マーカーの

C D 8 1  [ 8 9 ]  (予想される分子量は ~ 2 6  k D a )タンパク質は、 P E G - U C 法によっ

て単離した s E V で P E G 法と比較して有意に高発現していた (図 8 C ,  n  =  4 ,  

P  <  0 . 0 5 )。また、予想される C D 8 1 の分子量より大きい位置 ( ~ 3 0  k D a )にも

バンドが検出された。 s E V マーカーの C D 9  [ 8 9 ]タンパク質も、P E G - U C 法に

よって単離した s E V で P E G 法と比較して有意に高発現していた (図 8 D ,  n  =  

4 ,  P  <  0 . 0 5 )。しかし s E V マーカーの C D 6 3  [ 8 9 ]  ( ~ 4 0 ~ 6 0  k D a )タンパク質

の発現量は、 P E G - U C 法によって単離した s E V で P E G 法と比較して有意に

低かった (図 8 E ,  n  =  4 ,  P  <  0 . 0 5 )。また、予想される C D 6 3 の分子量より小

さい位置 ( ~ 3 0  k D a )にもバンドが検出された。L a r g e  E V マーカーの α -

a c t i n i n - 4 と血漿 a l b u m i n タンパク質発現量は、 P E G - U C 法によって単離し

た s E V で P E G 法と比較して有意に低かった  ( α - a c t i n i n - 4 :  図 8 F,  n  =  4 ,  

P  <  0 . 0 5 ;  a l b u m i n :  図 8 G ,  n  =  4 ,  P  <  0 . 0 5 )。  

 

3 - 3 .  抗凝固薬が血漿 s E V の粒度分布に及ぼす影響  

 3 種類の抗凝固薬で処理した血漿から P E G - U C 法により単離した

s E V の粒度分布を比較した。どの抗凝固薬でも、単離した s E V は直径

1 0 0 ~ 1 5 0  n m をピークとする粒度分布を示した (図 9 A ,  n  =  4 )。また、全ての

抗凝固薬の間で粒子濃度、平均粒子径、最頻粒子径及び直径が 1 5 0  n m 以

下の粒子の割合に有意な差は認められなかった (図 9 B - E ,  n  =  4 )。  

 

3 - 4 .  抗凝固薬が血漿 s E V のタンパク質量とマーカータンパク質発現に及ぼ

す影響  

 A C D で処理した血漿 s E V のタンパク質量は、E D TA 血漿と比較して
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有意に高かった (図 1 0 A ,  n  =  4 ,  0 . 4 2  ±  0 . 0 3  m g / m l  i n  A C D ,  P  <  0 . 0 5  

v s .  0 . 2 9  ±  0 . 0 2  m g / m l  i n  E D TA )。全ての抗凝固薬の間で、タンパク質量

で補正した血漿 s E V の粒子濃度に有意な差は認められなかった (図 1 0 B ,  n  

=  4 )。全ての抗凝固薬の間で血漿 s E V における s E V マーカー ( C D 8 1 ,  C D 9

及び C D 6 3 )タンパク質の発現量に有意な差は認められなかった (図 1 0 C - E ,  n  

=  4 )。いずれの抗凝固薬で分離した血漿 s E V においても α - a c t i n i n - 4 タンパ

ク質はほとんど発現していなかった (図 1 0 F,  n  =  4 )。一方、A C D 血漿 s E V に

おける a l b u m i n タンパク質の発現量は、 h e p a r i n 及び E D TA 血漿と比較して

有意に低かった (図 1 0 G ,  n  =  4 ,  0 . 5 5  ±  0 . 1 9 - f o l d  r e l a t i v e  t o  h e p a r i n ,  

P  <  0 . 0 5 )。また抗凝固薬が血小板の活性化に及ぼす影響を検討したところ、

いずれの抗凝固薬で分離した血漿 s E V においても血小板マーカータンパク質

の発現は確認されなかった (図 1 1 )。  

 

3 - 5 .  P E G - U C 法により単離した血漿 s E V の電子顕微鏡観察  

 電子顕微鏡による観察により、 h e p a r i n 血漿から P E G - U C 法で単離し

た E V は s E V に特徴的な粒子サイズと典型的なキャップ構造を示すことが確

認された (図 1 2 )。  
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F i g .  7 .  C o n c e n t r a t i o n  a n d  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  p l a s m a  s E V  i s o l a t e d  

b y  t h r e e  ( U C ,  P E G - U C  o r  P E G )  m e t h o d s .  

 

s E V  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  E D TA ( 1  m g / m l ) - a n t i c o a g u l a t e d  p l a s m a  o f  

m a l e  Wi s t a r  r a t s  ( 7 ~ 9 - w e e k - o l d )  b y  t h e  t h r e e  m e t h o d s  a s  d e s c r i b e d  

i n  F i g .  6 .  C o n c e n t r a t i o n  a n d  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  s E V  w e r e  m e a s u r e d  

b y  a  T R P S  m e t h o d  u s i n g  a  q N A N O  G o l d  i n s t r u m e n t .  ( A )  

C o n c e n t r a t i o n  a n d  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  p l a s m a  s E V  w e r e  s h o w n .  T h e  

c o n c e n t r a t i o n  w a s  n o r m a l i z e d  t o  t h e  s t a r t i n g  v o l u m e  o f  p l a s m a  

( p a r t i c l e s / m l ) .  ( B )  To t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  p l a s m a  s E V  w a s  s h o w n  

( p a r t i c l e s / m l ) .  ( C ,  D )  M e a n  a n d  m o d e  ( m o s t  f r e q u e n t )  d i a m e t e r s  o f  

p l a s m a  s E V  w e r e  s h o w n .  ( E )  T h e  p e r c e n t a g e  o f  p a r t i c l e s  w i t h  a  

d i a m e t e r  o f  s m a l l e r  t h a n  1 5 0  n m  i n  t o t a l  p a r t i c l e s  o f  p l a s m a  s E V  
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w a s  s h o w n .  R e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n s  ±  S E M  i n  b a r  g r a p h s  ( n  

=  4 ) .  

  P  <  0 . 0 5  v s .  U C ,    P  <  0 . 0 5  v s .  P E G .  
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F i g .  8 .  To t a l  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  a n d  e x p r e s s i o n  o f  m a r k e r  

p r o t e i n s  f o r  s E V  ( C D 8 1 ,  C D 9 ,  a n d  C D 6 3 ) ,  l a r g e  E V  ( α - a c t i n i n - 4 ) ,  o r  

p l a s m a  ( a l b u m i n )  i n  s E V  i s o l a t e d  b y  t h e  d i f f e r e n t  m e t h o d s  a s  

d e s c r i b e d  i n  F i g .  6 .   

 

To t a l  p r o t e i n  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  p l a s m a  s E V  o f  m a l e  Wi s t a r  r a t s  

( 7 ~ 9 - w e e k - o l d )  u s i n g  r a d i o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n  a s s a y  ( R I PA )  

b u f f e r .  ( A )  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  w a s  m e a s u r e d  b y  a  

b i c i n c h o n i n i c  a c i d  ( B C A )  a s s a y  a n d  n o r m a l i z e d  t o  t h e  s t a r t i n g  

v o l u m e  o f  p l a s m a  ( m g / m l ) .  ( B )  T h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  p l a s m a  

s E V  n o r m a l i z e d  t o  e a c h  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  s h o w n  

( p a r t i c l e s / m g ) .  ( C - G )  E x p r e s s i o n  o f  m a r k e r  p r o t e i n s  i n  p l a s m a  s E V  

w a s  d e t e r m i n e d  b y  We s t e r n  b l o t t i n g  u s i n g  a n  a n t i b o d y  t o  C D 8 1 ,  

C D 9 ,  C D 6 3 ,  α - a c t i n i n - 4 ,  o r  a l b u m i n .  T h e  a r r o w s  i n d i c a t e d  t h e  b a n d s  
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f o r  C D 8 1  ( C )  a n d  C D 6 3  ( E )  t h a t  w e  m e a s u r e d  f o r  q u a n t i t a t i v e  

a n a l y s e s .  D a t a  w e r e  s h o w n  a s  f o l d  i n c r e a s e  r e l a t i v e  t o  t h e  

e x p r e s s i o n  l e v e l  i n  s E V  i s o l a t e d  b y  t h e  P E G - U C  m e t h o d  ( C :  C D 8 1 ,  

D :  C D 9 ,  E :  C D 6 3 ,  F :  α - a c t i n i n - 4 )  o r  p l a s m a  ( G :  a l b u m i n ) .  R e s u l t s  

w e r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n s  ±  S E M  i n  b a r  g r a p h s  ( n  =  4 ) .    P  <  0 . 0 5  

v s .  p l a s m a ,    P  <  0 . 0 5  v s .  P E G .  
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F i g .  9 .  E f f e c t s  o f  a n t i c o a g u l a n t s  o n  c o n c e n t r a t i o n  a n d  s i z e  

d i s t r i b u t i o n  o f  p l a s m a  s E V.  

 

s E V  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  h e p a r i n  ( 1  U / m l ) - ,  E D TA ( 1  m g / m l ) - ,  o r  

a c i d  c i t r a t e  d e x t r o s e  b u f f e r  ( A C D ,  1 3 % ) - a n t i c o a g u l a t e d  p l a s m a  o f  

Wi s t a r  r a t s  ( 5 ~ 1 0 - w e e k - o l d )  b y  t h e  P E G - U C  m e t h o d .  C o n c e n t r a t i o n  

a n d  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  s E V  w e r e  m e a s u r e d  b y  a  T R P S  m e t h o d  u s i n g  

a  q N A N O  G o l d  i n s t r u m e n t .  ( A )  C o n c e n t r a t i o n  a n d  s i z e  d i s t r i b u t i o n  

o f  p l a s m a  s E V  w e r e  s h o w n  ( p a r t i c l e s / m l ) .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  w a s  

n o r m a l i z e d  t o  t h e  s t a r t i n g  v o l u m e  o f  p l a s m a .  ( B )  T h e  t o t a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  p l a s m a  s E V  w a s  s h o w n  ( p a r t i c l e s / m l ) .  ( C ,  D )  M e a n  

a n d  m o d e  ( m o s t  f r e q u e n t )  d i a m e t e r s  o f  p l a s m a  s E V  w e r e  s h o w n .  ( E )  
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T h e  p e r c e n t a g e  o f  p a r t i c l e s  w i t h  a  d i a m e t e r  o f  s m a l l e r  t h a n  1 5 0  n m  

i n  t o t a l  p a r t i c l e s  o f  p l a s m a  s E V  w a s  s h o w n .  R e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  

a s  m e a n s  ±  S E M  i n  b a r  g r a p h s  ( n  =  4 ) .  
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F i g .  1 0 .  E f f e c t s  o f  a n t i c o a g u l a n t s  o n  t o t a l  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  a n d  

e x p r e s s i o n  o f  m a r k e r  p r o t e i n s  f o r  s E V,  l a r g e  E V,  o r  p l a s m a  i n  s E V.   

 

To t a l  p r o t e i n  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  s E V  i s o l a t e d  f r o m  h e p a r i n  ( 1  

U / m l ) - ,  E D TA ( 1  m g / m l ) - ,  o r  A C D  ( 1 3 % ) - a n t i c o a g u l a t e d  p l a s m a  o f  

Wi s t a r  r a t s  ( 5 ~ 1 0 - w e e k - o l d )  b y  t h e  P E G - U C  m e t h o d  u s i n g  R I PA 

b u f f e r .  ( A )  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  w a s  m e a s u r e d  b y  a  B C A 

a s s a y  a n d  n o r m a l i z e d  t o  t h e  s t a r t i n g  v o l u m e  o f  p l a s m a  ( m g / m l ) .  ( B )  

T h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  p l a s m a  s E V  n o r m a l i z e d  t o  e a c h  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  w a s  s h o w n  ( p a r t i c l e s / m g ) .  ( C - G )  E x p r e s s i o n  o f  

m a r k e r  p r o t e i n s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  We s t e r n  b l o t t i n g  u s i n g  a n  

a n t i b o d y  t o  C D 8 1 ,  C D 9 ,  C D 6 3 ,  α - a c t i n i n - 4 ,  o r  a l b u m i n .  T h e  a r r o w s  

i n d i c a t e d  t h e  b a n d s  f o r  C D 8 1  ( C )  a n d  C D 6 3  ( E )  t h a t  w e  m e a s u r e d  

f o r  q u a n t i t a t i v e  a n a l y s e s .  D a t a  w e r e  s h o w n  a s  f o l d  i n c r e a s e  r e l a t i v e  
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t o  t h e  e x p r e s s i o n  l e v e l  i n  s E V  d e r i v e d  f r o m  t h e  h e p a r i n -

a n t i c o a g u l a t e d  p l a s m a .  R e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n s  ±  S E M  i n  

b a r  g r a p h s  ( n  =  4 ) .   

  P  <  0 . 0 5  v s .  h e p a r i n ,    P  <  0 . 0 5  v s .  E D TA .  
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F i g .  1 1 .  E x p r e s s i o n  o f  m a r k e r  p r o t e i n s  f o r  p l a t e l e t  ( i n t e g r i n  α I I b  

a n d  G P V I )  i n  s E V  f r o m  r a t  p l a s m a .   

 

To t a l  p r o t e i n  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  s E V  i s o l a t e d  f r o m  h e p a r i n  ( 1  

U / m l ) - ,  E D TA ( 1  m g / m l ) - ,  o r  A C D  ( 1 3 % ) - a n t i c o a g u l a t e d  p l a s m a  o f  

n o r m a l  Wi s t a r  r a t s  ( 5 ~ 1 0 - w e e k - o l d )  b y  t h e  P E G - U C  m e t h o d .  T h e  

e x p r e s s i o n  o f  p r o t e i n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  We s t e r n  b l o t t i n g  u s i n g  a n  

a n t i b o d y  t o  i n t e g r i n  α I I b  a n d  G P V I  ( a  p l a t e l e t  m a r k e r ) ,  o r  C D 6 3 .  

P r o t e i n  e x t r a c t  o f  Wi s t a r  r a t  p l a t e l e t  w a s  l o a d e d  a s  a  p o s i t i v e  

c o n t r o l  f o r  e x p r e s s i o n  o f  p l a t e l e t  m a r k e r  p r o t e i n s .  R e p r e s e n t a t i v e  

i m a g e s  w e r e  s h o w n  ( n  =  4 ) .  C D 6 3  b l o t  i n  t h i s  f i g u r e  w a s  f r o m  t h e  

s a m e  o r i g i n  a s  s h o w n  i n  F i g .  1 0 E .  
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F i g .  1 2 .  M i c r o s c o p i c  e v a l u a t i o n  o f  s E V  b y  u s i n g  a  t r a n s m i s s i o n  

e l e c t r o n i c  m i c r o s c o p e  ( T E M ) .   

 

s E V  i s o l a t e d  f r o m  h e p a r i n  ( 1  U / m l ) - a n t i c o a g u l a t e d  p l a s m a  o f  Wi s t a r  

r a t s  ( 6 - w e e k - o l d )  b y  t h e  P E G - U C  m e t h o d  w e r e  f i x e d  w i t h  2 %  

p a r a f o r m a l d e h y d e .  T h e  f i x e d  s E V  w e r e  s t a i n e d  w i t h  p h o s p h o t u n g s t i c  

a c i d  o n  a  c a r b o n - c o a t e d  c o p p e r  g r i d  a n d  o b s e r v e d  b y  u s i n g  T E M  ( 8 0  

k V,  ×  1 5 0 0 0 ) .  S c a l e  b a r :  1 0 0  n m .  
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4 .  考察  

 第二章では P E G による沈降がラット血漿からの s E V 単離に有用であ

るかと、抗凝固薬が血漿 s E V の性質に及ぼす影響を検討し、以下に示す結果

を得た。 1 )  P E G と超遠心分離を組み合わせた方法 ( P E G - U C 法 )が、収率と

純度の点でラット血漿からの s E V 単離に最適であった。 2 )抗凝固薬が血漿

s E V に及ぼす影響はほとんど認められなかった。  

 これまでの報告 [ 7 7 ]と一致して、 P E G 法で単離した血漿 s E V の粒子

濃度は高い一方で、U C 法では極めて低かった (図 7 B ,  P E G  >  P E G - U C  > >  

U C )。この理由として、超遠心分離により s E V の回収率が低下する [ 3 0 ]ことが

考えられる。さらに超遠心分離によって s E V が凝集することも知られており

[ 4 6 ]、本研究において U C 法で粒子径の大きな s E V が多かった (図 7 A ,  C ,  

E )のはそのためだと考えられる。一方、夾雑物である l a r g e  E V のマーカーで

ある α - a c t i n i n - 4 と血漿 a l b u m i n タンパク質の発現量は、P E G - U C 法で

P E G 法と比較して有意に低かった (図 8 F,  G )。このことから、超遠心分離によ

る洗浄が夾雑物の除去と純度の向上という点においては効果的であることが示

唆される [ 5 2 ,  7 7 ]。  

 市販の製品の中にはポリマーにより s E V を沈降させて単離するものが

あり、P E G 法と同様にポリマーが溶液全体の水溶性を低下させることで s E V を

沈降させるという原理に基づいている [ 7 7 ]。そしてこれらの製品においても凝

集タンパク質が夾雑物として混入することが報告されている [ 7 0 ,  8 2 ]。そのた

め、超遠心分離による洗浄過程を追加することで夾雑物を除去できる [ 5 2 ]。ラ

ット血漿からの s E V の単離法を探索した本研究においてもこのこと (超遠心分

離による夾雑物の除去 )が実証されたが、本研究で見出した P E G - U C 法の方

が市販製品と比較してコストの面でもより優れていると考えられる。  

 全ての抗凝固薬の間で血漿 s E V の粒子濃度に有意な差は認められな
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かった (図 9 B )。一方 E D TA 血漿から単離した s E V の粒子濃度は、他の抗凝

固薬と比較して高いことがこれまでに報告されている [ 3 6 ]。しかしこの報告で

は、凍結融解した s E V の粒子濃度と粒子径を測定している。凍結融解は s E V

の粒度分布に影響を及ぼす [ 1 9 ,  5 3 ]ため、本研究における結果と異なってい

たものと考えられる。また全ての抗凝固薬の間で直径 1 5 0  n m 以下の粒子数

の割合に有意な差は認められなかった (図 9 E )。一方 A C D 血漿の l a r g e  E V

は h e p a r i n 血漿と比較して多いことがフローサイトメトリーによる測定で明らか

になっている [ 2 9 ,  3 1 ,  3 6 ]。しかし、これらの報告では s E V は検出されていな

い。本研究では s E V も検出可能な T R P S 法を用いているため、より正確な

s E V の粒度分布を示しているものと考えられる。  

 A C D 血漿から単離した s E V のタンパク質量は E D TA 血漿と比較して

有意に高かったが、血漿 a l b u m i n タンパク質の発現量は他の抗凝固薬と比較

して有意に低くかった (図 1 0 A ,  G )。このことから、A C D は a l b u m i n 以外の血

漿タンパク質を凝集させる、または s E V に吸着させる作用を持つことが示唆さ

れる。これを支持するように、血漿 a l b u m i n の添加により s E V と他の物質の吸

着が抑制されるという報告がある [ 1 0 1 ]。以上から、抗凝固薬が血漿 s E V とタ

ンパク質の結合に何らかの影響を及ぼしている可能性がある。  

 C D 8 1 ,  C D 9 及び C D 6 3 タンパク質は s E V マーカーとして一般的に

広く用いられている [ 8 9 ]。本研究において、血漿 s E V における C D 8 1 と C D 9

タンパク質の発現量は P E G - U C 法で P E G 法と比較して有意に高かった (図

8 C ,  D )。一方、C D 6 3 タンパク質の発現量は P E G - U C 法で P E G 法と比較し

て有意に低かった (図 8 E )。この理由として、 s E V マーカータンパク質の発現様

式は、 s E V の由来細胞、生体の病態や単離方法によって変化する [ 3 2 ,  7 9 ,  

1 0 8 ]ことが影響していると考えられる。また、C D 8 1 ,  C D 9 及び C D 6 3 が s E V

に搭載される経路はそれぞれ異なることも報告されている [ 3 ,  6 5 ]。  
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 結論として、本章ではラット血漿から P E G による沈降の後、超遠心分

離を行う方法は夾雑物の少ない s E V を高収率で単離できることを初めて明ら

かにした。また抗凝固薬の影響はほとんど認められなかった [ 6 6 ]。以上の結果

は高血圧症のみならず糖尿病や肥満などの疾患モデルラットにおける血中

s E V の役割解明において貢献するものと考えられる。  
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I V .  第 三 章  血 漿 s E V が 血 管 平 滑 筋 細 胞 の 機 能 に 及 ぼ す

影 響  

 

1 .  諸 言  

 高 血 圧 発 症 ・ 進 展 に は 、 S M C の 遊 走 と 増 殖 に よ る 血 管 壁

の 構 造 変 化 が 重 要 な 役 割 を 果 た す [ 1 4 ,  9 1 ]。 S H R の 血 管 外 膜 線 維

芽 細 胞 由 来 s E V や ヒ ト 冠 動 脈 疾 患 患 者 の 血 漿 s E V は S M C の 遊 走

を 促 進 す る こ と が 報 告 さ れ て い る [ 6 2 ,  9 0 ]。 L i p o p o l y s a c c h a r i d e 処

置 に よ り 肺 動 脈 内 皮 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る s E V は S M C の 増 殖 を 促

進 す る  [ 1 0 6 ]。 ま た 網 羅 的 な 解 析 に よ り 、 W K Y と S H R の 血 漿

s E V に お け る m i R の 発 現 動 態 が 異 な る こ と が 報 告 さ れ て い る

[ 4 8 ]。 そ こ で 第 三 章 で は 、 第 一 章 で 明 ら か に し た 血 漿 s E V に よ る

血 圧 制 御 の 機 序 を 探 索 す る た め に 、 P E G - U C 法 に よ っ て 単 離 し た

W s E V 及 び S s E V が S M C の 遊 走 と 増 殖 能 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し

た 。  
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2 .  材 料 及 び 方 法  

 

2 - 1 .  動 物 実 験  

 動 物 の 飼 育 と 取 り 扱 い は 北 里 大 学 動 物 実 験 倫 理 委 員 会 の 承

認 後 (承 認 番 号 1 8 - 0 1 6 ,  1 9 - 0 2 3 ,  1 9 - 0 2 7 )、 北 里 大 学 動 物 実 験 委 員 会

が 規 定 し た ガ イ ド ラ イ ン を 遵 守 し て 行 っ た 。 実 験 に は 雄 性 W K Y,  

S H R  ( H o s h i n o  L a b o r a t o r y  A n i m a l s )及 び 正 常 Wi s t a r ラ ッ ト ( C L E A 

J a p a n )を 使 用 し た 。 ラ ッ ト は 本 学 部 5 号 館 2 階 の 小 動 物 飼 育 室 に

お い て 、 固 形 飼 料 ( C E - 2 ,  C L E A J a p a n )を 給 餌 し 自 由 飲 水 で 飼 育 し

た 。  

 

2 - 2 .  s E V の 単 離  

 W K Y 及 び S H R  ( 6 週 齢 )に u r e t h a n  ( 1 . 5  m g / k g )  ( S i g m a -

A l d r i c h )を 腹 腔 内 投 与 し 深 麻 酔 し た 。 2 0 G 針 ( J M S )を 装 着 し

h e p a r i n  ( 1 0 0 0  U / m l )  ( AY P h a r m a c e u t i c a l s )で 内 部 を コ ー テ ィ ン グ し

た 5  m l シ リ ン ジ ( J M S )を 用 い て 後 大 静 脈 か ら 血 液 を 採 取 し た 。 採

取 し た 血 液 と h e p a r i n  (最 終 濃 度 1  U / m l )を 混 和 し た 後 、 マ イ ク ロ

冷 却 遠 心 分 離 機 ( m o d e l  3 7 4 0 ,  K u b o t a )で 遠 心 分 離 ( 1 0 0 0  x  g ,室 温 ,  

1 0  m i n )し 血 漿 を 分 離 し た 。 血 漿 は 液 体 窒 素 中 で 急 速 に 凍 結 し 、

使 用 ま で 保 存 ( - 8 0  ℃ )し た 。 血 漿 を 解 凍 ( 3 7  ℃ ,  5  m i n )し 、 最 初 に

遠 心 分 離 ( 1 0 0 0 0  x  g ,  4  ℃ ,  1 0  m i n )に よ り l a r g e  E V を 沈 殿 さ せ て

除 去 し た 。 そ の 後 は 第 二 章 2 - 2 に 準 じ 、 P E G - U C 法 に よ り s E V を

単 離 し た 。  
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2 - 3 .  s E V の 粒 度 分 布  

 第 二 章 2 - 3 に 準 じ 、 E V の 粒 度 分 布 を 測 定 し 粒 度 分 布 表 を

作 成 し た (図 1 3 A ,  B )。  

 

2 - 4 .  タンパク質発現解析  

 血 漿 s E V に お け る タ ン パ ク 質 発 現 の 解 析 は 第 二 章 2 - 5 に 準

じ 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 以 下 に 示 す 抗 体 を 用 い て

行 っ た 。 抗 C D 6 3  ( E X O A B - C D 6 3 A - 1 )及 び C D 8 1 ウ サ ギ 抗 体

( E X O A B - C D 8 1 - 1 ,  S y s t e m  B i o s c i e n c e s )。 抗 γ - a c t i n マ ウ ス 抗 体

( 0 1 7 - 2 4 5 5 1 ,  Wa k o )。 抗 a l b u m i n マ ウ ス 抗 体 ( s c - 2 7 0 1 6 5 ,  S a n t a  

C r u z )。 H R P 標 識 抗 ウ サ ギ I g G ヤ ギ 二 次 抗 体 ( E X O A B - H R P,  S y s t e m  

B i o s c i e n c e s )及 び H R P 標 識 抗 マ ウ ス I g G ヒ ツ ジ 抗 体 ( N A 9 3 1 ,  G E  

H e a l t h c a r e )。  

 

2 - 5 .  ラ ッ ト 胸 部 大 動 脈 由 来 S M C の 単 離  

 以 前 に 報 告 さ れ た 方 法 [ 4 1 ]を 参 考 に 、 正 常 Wi s t a r ラ ッ ト の

胸 部 大 動 脈 か ら 酵 素 法 に よ り 初 代 培 養 ラ ッ ト 大 動 脈 S M C  ( r a t  

a o r t i c  S M C :  R A S M )を 単 離 し た 。 ラ ッ ト は u r e t h a n  ( 1 . 5  g / k g ,  腹 腔

内 投 与 )深 麻 酔 下 で 放 血 に よ り 安 楽 殺 し た 。 滅 菌 下 で 胸 部 大 動 脈

を 摘 出 し た 。 氷 冷 し た H a n k ’s  B a l a n c e d  S a l t  S o l u t i o n  ( - )  ( Wa k o )中

で 血 管 周 囲 の 脂 肪 組 織 を 除 去 し 、 長 さ が 1 ~ 2  m m の リ ン グ 状 に 血

管 を 切 断 し た 。 内 皮 と 外 膜 を 除 去 す る た め に 、 c o l l a g e n a s e  ( 3 . 5  

m g / m l )を 含 む M 1 9 9 培 地 ( Wa k o )中 で 反 応 ( 3 7  ℃ ,  1 5  m i n )さ せ た 。

ピ ペ ッ テ ィ ン グ 後 、 再 度 c o l l a g e n a s e  ( 3 . 5  m g / m l )を 含 む M 1 9 9 培

地 中 で 酵 素 反 応 に よ り 消 化 し た ( 3 7  ℃ ,  3 0  m i n )。 ピ ペ ッ テ ィ ン グ
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に よ り 組 織 を 分 散 さ せ 、 遠 心 分 離 ( 2 0 0  x  g ,  5  m i n ,  4  ℃ )し た 。 上

清 を 除 去 し 、 滅 菌 T B S で 2 倍 希 釈 し た t r y p s i n / 1  m M  E D TA 溶 液

( 2 . 5  g / l )  ( N a c a l a i  Te s q u e )に 沈 殿 を 懸 濁 し 反 応 ( 3 7  ℃ ,  3 0  m i n )さ せ

た 。 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 組 織 を 分 散 さ せ 、 t r y p s i n  n e u t r a l i z e r  

s o l u t i o n  ( T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c ,  Wa l t h a m ,  M A ,  U S A )と 混 和 し 酵

素 反 応 を 止 め た 。 遠 心 分 離 ( 2 0 0  x  g ,  4  ℃ ,  5  m i n )し 、 上 清 を 除 去

し た 。 沈 殿 し た 細 胞 を 2 0 %ウ シ 胎 児 血 清 ( F e t a l  b o v i n e  s e r u m :  

F B S ,  G i b c o ,  N e w  Yo r k ,  N Y,  U S A )を 含 む D u l b e c c o ’s  M o d i f i e d  

E a g l e ’s  M e d i u m  ( D M E M ,  Wa k o )中 に 懸 濁 し 、 3 5  m m 培 養 d i s h に 播

種 し た 。 以 降 は 1 0 %  F B S を 含 む D M E M 中 で 細 胞 を 培 養 ( 3 7  ℃ ,  

5 %  C O 2 )し 、 コ ン フ ル エ ン ト 直 前 に 継 代 を 行 っ た 。 継 代 数 4 ~ 1 0

の 細 胞 を 以 下 の 実 験 に 用 い た 。  

 

2 - 6 .  細 胞 遊 走 能 の 測 定  

 B o y d e n  c h a m b e r  a s s a y に よ り R A S M の 遊 走 能 を 測 定 し た

[ 8 5 ,  9 3 ]。 前 処 理 と し て 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 膜 ( C o s t a r ,  C a m b r i d g e ,  

M A ,  U S A )を 2 %ゼ ラ チ ン 溶 液 ( Wa k o )で コ ー テ ィ ン グ ( 3 7  ℃ ,  3 0  

m i n )し た 。 U p p e r  c h a m b e r に 5 . 0  x  1 0 4 個 の 細 胞 を 播 種 し 、 W s E V

及 び S s E V  ( 0 . 1 ,  0 . 3 ,  1 . 0  x  1 0 8  p a r t i c l e s / m l )ま た は 溶 媒 の 滅 菌 P B S  

( C o n t )を 4 8 時 間 処 置 し た 。 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 膜 を 通 過 し 遊 走 し

た R A S M を 1 0 0 %  m e t h a n o l で 固 定 (室 温 ,  1 5  m i n )し 、 蒸 留 水 で 1 5

倍 希 釈 し た ギ ム ザ 染 色 液 ( N a c a l a i  Te s q u e )で 染 色 (室 温 ,  2 0  m i n )し

た 。 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 膜 を 通 過 し な か っ た R A S M を 綿 棒 で 除 去

し た 後 、 C C D カ メ ラ ( T r u e  C h r o m e  I I  P l u s ,  T U C S E N ,  F u j i a n ,  

C h i n a )を 装 着 し た 位 相 差 顕 微 鏡 ( C K X 3 1 ,  O l y m p u s )で 遊 走 し た 細 胞



52 

 

を 観 察 ・ 撮 影 し た ( 1 0 0 倍 の 視 野 で 1 サ ン プ ル に つ き 3 箇 所 )。 遊

走 細 胞 数 を 計 測 し 、 C o n t に 対 す る 比 率 を 棒 グ ラ フ で 示 し た 。  

 

2 - 7 .  細 胞 増 殖 能 の 測 定  

 B r o m o d e o x y u r i d i n e  ( B r d U )  i n c o r p o r a t i o n  a s s a y  k i t  ( E x a l p h a  

B i o l o g i c a l s ,  S h i r l e y,  M A ,  U S A )を 用 い て B r d U 取 り 込 み を 測 定 す

る こ と に よ り R A S M 増 殖 能 を 検 討 し た [ 8 5 ,  9 3 ]。 4 . 0  x  1 0 3 個 の 細

胞 を 9 6 - w e l l 培 養 プ レ ー ト に 播 種 し 、 W s E V,  S s E V  ( 0 . 1 ,  0 . 3 ,  1 . 0  x  

1 0 8  p a r t i c l e s / m l )ま た は 滅 菌 P B S  ( C o n t )を 4 8 時 間 処 置 し た 。 B r d U

は s E V ま た は P B S 存 在 下 で 3 6 時 間 処 置 し た 。 処 置 後 、 f i x i n g  

s o l u t i o n で 細 胞 を 固 定 (室 温 、 3 0  m i n )し 、 w a s h  b u f f e r で 3 回 洗 浄

し た 。 抗 B r d U マ ウ ス 抗 体 を 反 応 (室 温 、 3 0  m i n )さ せ た 後 、 H R P

標 識 抗 マ ウ ス I g G ヤ ギ 抗 体 ( 2 0 0 0 倍 希 釈 、 室 温 、 3 0  m i n )を 反 応 さ

せ た 。 Te t r a - m e t h y l  b e n z i d i n e  ( T M B )で 発 色 (室 温 、 3 0  m i n )さ せ 、

s t o p  s o l u t i o n を 混 和 し て 発 色 を 停 止 さ せ た 。 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ

ー ダ ー ( T r i s t a r 3  L B 9 4 1 ,  B e r t h o l d  Te c h n o l o g i e s ,  B a d  Wi l d b a d ,  

G e r m a n y )を 用 い て 吸 光 度 ( 4 5 0  n m - 5 6 0  n m の 差 )を 測 定 し 、 C o n t に

対 す る 比 率 を 棒 グ ラ フ で 示 し た 。  

 

2 - 8 .  s E V の 取 り 込 み  

 緑 色 蛍 光 色 素 の P K H 6 7  ( S i g m a - A l d r i c h )で 標 識 し た W s E V

及 び S s E V を 処 置 し て 、 R A S M に お け る s E V の 取 り 込 み を 検 討 し

た 。 W s E V 及 び S s E V を P K H 6 7  ( 4  μ M )と 反 応 (室 温 ,  3  m i n )さ せ た

後 、 1 0 %ウ シ 血 清 a l b u m i n  ( N a c a l a i  Te s q u e )を 含 む 滅 菌 P B S を 等 量

加 え て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 余 分 な 色 素 を 除 去 す る た め に 、 ス ク
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ロ ー ス ( 0 . 9 7 1  M )を 底 に 入 れ た チ ュ ー ブ に s E V- P K H 6 7 溶 液 を 入 れ

て 超 遠 心 分 離 ( 4 1 6 0 0  r p m  =  1 6 4 0 7 1  x  g ,  4  ℃ ,  3 5  m i n )し た 。 上 清

を 除 去 し 、 沈 殿 を 滅 菌 P B S に 懸 濁 し た 。 P K H 6 7 標 識 s E V  ( 1 . 0  x  

1 0 8  p a r t i c l e s / m l )又 は P K H 6 7 に 反 応 さ せ た P B S  ( C o n t )を R A S M に

2 時 間 処 置 し た 。 処 置 後 、 4 %  p a r a f o r m a l d e h y d e  ( Wa k o )で 固 定

( 4  ℃ ,  1 0  m i n )し 、 4 ' , 6 - d i a m i d i n o - 2 - p h e n y l i n d o l e  ( D A P I )  ( D A P I ,  

D o j i n d o  L a b o r a t o r i e s ,  K u m a m o t o ,  J a p a n )で 核 染 色 (室 温 ,  1 0  m i n )し

た 。 顕 微 鏡 用 デ ジ タ ル カ メ ラ ( D P 7 4 ,  O l y m p u s )を 装 着 し た 光 学 顕

微 鏡 ( B X - 5 1 ,  O l y m p u s )で 観 察 ・ 撮 影 し 、 c e l l S e n s  s t a n d a r d ソ フ ト

ウ ェ ア ( v e r .  1 . 1 8 ,  O l y m p u s )に よ り 画 像 を 取 得 し た 。 画 像 は I m a g e  

J ソ フ ト ウ ェ ア ( v e r .  1 . 8 0 _ 1 1 2 ,  N a t i o n a l  I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h )に よ り

解 析 し た 。  

 

2 - 9 .  統 計 学 的 解 析  

 デ ー タ は 平 均 値  ±  標 準 誤 差 ( S E M )で 示 し た 。 多 群 間 の 検

定 に は 、 繰 り 返 し の あ る 一 元 配 置 分 散 分 析 ( A N O VA )を 行 い 有 意

差 が 認 め ら れ た 場 合 に B o n f e r r o n i 法 に よ る 多 重 比 較 を 用 い た 。 2

群 間 の 検 定 に は S t u d e n t の t - t e s t を 用 い た 。 危 険 率 (P )が 5％ 未 満

の 場 合 に 有 意 差 あ り と 判 断 し た 。  
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3 .  実 験 結 果  

 

3 - 1 .  血 漿 s E V の 粒 度 分 布  

 こ れ ま で に 報 告 さ れ て い る s E V の 直 径 は 約 5 0 ~ 1 5 0  n m で

あ る [ 6 1 ,  8 8 ]。 P E G - U C 法 に よ り 単 離 し た W K Y 及 び S H R の 血 漿

E V は 共 に 1 0 0 ~ 1 5 0  n m を ピ ー ク と す る 粒 度 分 布 を 示 し 、 s E V で あ

る こ と が 確 認 さ れ た (図 1 3 A ,  B ,  n  =  3 )。 ま た W s E V と S s E V の 間

で 、 粒 子 濃 度 、 平 均 粒 子 径 及 び 直 径 が 1 5 0  n m 以 下 の 粒 子 濃 度 の

割 合 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た (図 1 3 C - E ,  n  =  3 )。  

 

3 - 2 .  血 漿 s E V の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 発 現  

 次 に 、 単 離 し た s E V に お け る タ ン パ ク 質 発 現 を 検 討 し

た 。 s E V マ ー カ ー の C D 6 3  [ 8 9 ]タ ン パ ク 質 発 現 は 、 W s E V と S s E V

と の 間 で 差 が 認 め ら れ な か っ た (図 1 4 A ,  n  =  3 )。 一 方 s E V マ ー カ

ー の C D 8 1 タ ン パ ク 質 発 現 量 は 、 S s E V で W s E V と 比 較 し て 有 意

に 低 か っ た (図 1 4 B ,  n  =  3 ,  P  <  0 . 0 5 )。 W s E V 及 び S s E V に お い

て 、 l a r g e  E V マ ー カ ー の γ - a c t i n と 血 漿 a l b u m i n タ ン パ ク 質 発 現

量 は 、 そ れ ぞ れ の ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル (単 離 l a r g e  

E V 及 び 血 漿 )と 比 較 し て 有 意 に 低 か っ た (図 1 4 C ,  D ,  n  =  3 ,  P  <  

0 . 0 1 )。  

 

3 - 3 .  血 漿 s E V が S M C の 遊 走 と 増 殖 能 に 及 ぼ す 影 響  

 W s E V 及 び S s E V が R A S M の 細 胞 機 能 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討

し た 。 W s E V  ( 0 . 3 ,  1 . 0  x  1 0 8  p a r t i c l e s / m l ,  4 8  h )及 び S s E V  ( 1 . 0  x  

1 0 8  p a r t i c l e s / m l ,  4 8  h )処 置 は R A S M の 遊 走 を 有 意 に 促 進 し た (図
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1 5 A ,  n  =  3 ,  0 . 3  x  1 0 8  p a r t i c l e s / m l  W s E V  a n d  1 . 0  x  1 0 8  p a r t i c l e / m l  

S s E V,  P  <  0 . 0 5  v s .  C o n t ;  1 . 0  x  1 0 8  p a r t i c l e s / m l  W s E V,  P  <  0 . 0 1  v s .  

C o n t )。 ま た 、 W s E V  ( 1 . 0  x  1 0 8  p a r t i c l e s / m l ,  4 8  h )及 び S s E V  ( 1 . 0  x  

1 0 8  p a r t i c l e s / m l ,  4 8  h )処 置 は R A S M の 増 殖 を 有 意 に 促 進 し た (図

1 5 B ,  n  =  6 ,  P  <  0 . 0 1  v s .  C o n t )。 W s E V と S s E V の 間 で 遊 走 ・ 増 殖

能 に 差 は 認 め ら れ な か っ た 。  

 

3 - 4 .  s E V の 取 り 込 み  

 s E V は フ ァ ゴ サ イ ト ー シ ス 、 ピ ノ サ イ ト ー シ ス や 膜 融 合 に

よ り 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る こ と で 細 胞 機 能 を 調 節 し て い る [ 5 9 ,  

7 6 ,  7 8 ]。 そ こ で s E V の 取 り 込 み を 検 討 す る た め に 、 緑 色 蛍 光 色

素 の P K H 6 7 で 標 識 し た W s E V と S s E V を R A S M に 処 置 し た 。

W s E V  ( 1 . 0  x  1 0 8  p a r t i c l e s / m l )と S s E V  ( 1 . 0  x  1 0 8  p a r t i c l e s / m l )は い

ず れ も 処 置 2 時 間 後 に R A S M に 取 り 込 ま れ た (図 1 6 ,  n  =  3 )。

W s E V と S s E V の 間 で 取 り 込 み 量 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ

た 。  
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F i g .  1 3 .  C o n c e n t r a t i o n  a n d  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  s E V  i n  p l a s m a  o f  

W K Y a n d  S H R .   

 

s E V  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  h e p a r i n  ( 1  U / m l ) - a n t i c o a g u l a t e d  p l a s m a  i n  

m a l e  W K Y ( 6 - w e e k - o l d )  a n d  S H R  ( 6 - w e e k - o l d )  b y  t h e  P E G - U C  

m e t h o d .  C o n c e n t r a t i o n  a n d  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  i s o l a t e d  s E V  

w e r e  m e a s u r e d  b y  a  T R P S  m e t h o d  u s i n g  a  q N A N O  G o l d  i n s t r u m e n t .  

( A ,  B )  C o n c e n t r a t i o n  a n d  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  W s E V  ( A )  a n d  S s E V  

( b )  w e r e  s h o w n .  ( C )  To t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  W s E V  a n d  S s E V  w a s  

s h o w n  ( p a r t i c l e s / m l ) .  ( D )  M e a n  d i a m e t e r  o f  W s E V  a n d  S s E V  w a s  

s h o w n .  ( E )  T h e  p e r c e n t a g e  o f  p a r t i c l e s  w i t h  a  d i a m e t e r  o f  s m a l l e r  

t h a n  1 5 0  n m  i n  t o t a l  p a r t i c l e s  o f  W s E V  a n d  S s E V  w a s  s h o w n .  

R e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n s  ±  S E M  i n  b a r  g r a p h s  ( n  =  3 ) .  

 



57 

 

 

F i g .  1 4 .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  m a r k e r  p r o t e i n s  f o r  s E V  ( C D 6 3  a n d  

C D 8 1 ) ,  l a r g e  E V  ( γ - a c t i n ) ,  o r  p l a s m a  ( a l b u m i n )  i n  W s E V  a n d  S s E V.   

 

To t a l  p r o t e i n  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  W s E V  a n d  S s E V  u s i n g  R I PA b u f f e r .  

E x p r e s s i o n  o f  m a r k e r  p r o t e i n s  i n  p l a s m a  s E V  w a s  e x a m i n e d  b y  

We s t e r n  b l o t t i n g  u s i n g  a n  a n t i b o d y  t o  C D 6 3 ,  C D 8 1 ,  γ - a c t i n ,  o r  

a l b u m i n .  T h e  l a r g e  E V  i s o l a t e d  f r o m  p l a s m a  o f  n o r m a l  m a l e  Wi s t a r  

r a t  ( 8 - w e e k - o l d )  b y  c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 0 0 0 0  x  g ,  1 0  m i n ,  4  ° C )  a n d  

t h e  p l a s m a  o f  Wi s t a r  r a t  ( 8 - w e e k - o l d )  w e r e  l o a d e d  a s  p o s i t i v e  

c o n t r o l .  D a t a  w e r e  s h o w n  a s  f o l d  i n c r e a s e  r e l a t i v e  t o  t h e  e x p r e s s i o n  

l e v e l  i n  W s E V  ( C D 6 3  a n d  C D 8 1 ) ,  l a r g e  E V  ( γ - a c t i n ) ,  o r  p l a s m a  



58 

 

( a l b u m i n ) .  R e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n s  ±  S E M  i n  b a r  g r a p h s  ( n  

=  3 ) .   

  P  <  0 . 0 5  v s .  W s E V,     P  <  0 . 0 1  v s .  L a r g e  E V,  † †  P  <  0 . 0 1  v s .  

P l a s m a .  
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F i g .  1 5 .  E f f e c t s  o f  W s E V  a n d  S s E V  o n  m i g r a t i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n  

i n  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s .   

 

( A )  M i g r a t i o n  o f  p r i m a r y  r a t  a o r t i c  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  ( R A S M )  

w a s  d e t e r m i n e d  b y  a  b o y d e n  c h a m b e r  a s s a y.  R A S M  w e r e  t r e a t e d  f o r  

4 8  h  w i t h  W s E V,  S s E V  ( 0 . 1 ,  0 . 3  o r  1 . 0  x  1 0 8  p a r t i c l e s / m l ) ,  o r  P B S ,  

a  v e h i c l e  ( C o n t ) .  T h e  m i g r a t e d  R A S M  w h i c h  w e r e  s t a i n e d  w i t h  

G i e m s a  w e r e  o b s e r v e d  u s i n g  a  p h a s e - c o n t r a s t  m i c r o s c o p e .  D a t a  w e r e  

s h o w n  a s  f o l d  i n c r e a s e  r e l a t i v e  t o  t h e  m i g r a t e d  c e l l  n u m b e r  i n  C o n t .  

R e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n s  ±  S E M  ( n  =  3 )  i n  b a r  g r a p h .  S c a l e  

b a r :  1 0 0  μ m .  *  P  <  0 . 0 5 ,  * *  P  <  0 . 0 1  v s .  C o n t .  ( B )  P r o l i f e r a t i o n  o f  

R A S M  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a  b r o m o d e o x y u r i d i n e  ( B r d U )  

i n c o r p o r a t i o n  a s s a y.  R A S M  w e r e  s t i m u l a t e d  f o r  4 8  h  w i t h  W s E V,  

S s E V  ( 0 . 1 ,  0 . 3  o r  1 . 0  x  1 0 8  p a r t i c l e s / m l )  o r  P B S  ( C o n t ) .  I n  t h e  
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p r e s e n c e  o f  s E V  o r  P B S ,  R A S M  w e r e  t r e a t e d  w i t h  B r d U  f o r  3 6  h .  

I n c o r p o r a t i o n  o f  B r d U  w a s  m e a s u r e d  b y  a n  i m m u n o s t a i n i n g  w i t h  a n  

a n t i - B r d U  a n t i b o d y.  D a t a  w e r e  s h o w n  a s  f o l d  i n c r e a s e  r e l a t i v e  t o  

C o n t .  R e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n s  ±  S E M  ( n  =  6 )  i n  b a r  g r a p h .  

   P  <  0 . 0 1  v s .  C o n t .  
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F i g .  1 6 .  U p t a k e  o f  W s E V  a n d  S s E V  i n t o  c e l l s .  

 

R A S M  w e r e  t r e a t e d  w i t h  W s E V  o r  S s E V  ( 1 . 0  x  1 0 8  p a r t i c l e s / m l ,  2  h )  

w h i c h  w e r e  l a b e l e d  w i t h  P K H 6 7  g r e e n  f l u o r e s c e n c e  d y e  ( 4  μ M ) .  F o r  

n e g a t i v e  c o n t r o l  ( C o n t ) ,  R A S M  w e r e  t r e a t e d  w i t h  v e h i c l e  ( P B S )  

r e a c t e d  w i t h  P K H 6 7  b y  t h e  s a m e  p r o c e d u r e  a s  W s E V  a n d  S s E V.  

A f t e r  t h e  c e l l s  w e r e  f i x e d  w i t h  4 %  p a r a f o r m a l d e h y d e ,  t h e  n u c l e i  

w e r e  s t a i n e d  w i t h  4 ’ ,  6 - d i a m i d i n o - 2 - p h e n y l i n d o l e  ( D A P I ) ,  w h i c h  

w e r e  o b s e r v e d  b y  a  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y.  T h e  g r e e n  

f l u o r e s c e n c e  d e n s i t y  ( i n t e n s i t y  x  a r e a )  i n  t h e  c e l l s  r e l a t i v e  t o  W s E V  

w a s  s h o w n  a s  m e a n s  ±  S E M  ( n  =  3 )  i n  b a r  g r a p h .  G r e e n :  P K H 6 7 ;  

B l u e :  D A P I .  S c a l e  b a r :  1 0 0  μ m .   
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4 .  考 察  

 第 三 章 で は 、 W s E V 及 び S s E V が S M C の 細 胞 機 能 (遊 走 と

増 殖 能 )に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し 、 以 下 に 示 す 結 果 を 得 た 。 1 )  

W s E V と S s E V と の 間 で 粒 度 分 布 に 差 は 認 め ら れ な か っ た が 、

S s E V に お け る C D 8 1 タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が W s E V と 比 較 し て 低

か っ た 。 2 )  W s E V と S s E V は い ず れ も R A S M に 取 り 込 ま れ て 、 遊

走 と 増 殖 を 同 程 度 促 進 し た 。  

 本 研 究 で 単 離 し た W s E V と S s E V の 粒 子 濃 度 は 1 . 0 ~ 1 . 5  x  

1 0 1 0  p a r t i c l e s / m l で あ っ た (図 1 3 C )。 W K Y と S H R の 血 漿 s E V 濃 度

は こ れ ま で に 報 告 さ れ て い な い が 、 S p r a g u e - D a w l e y ラ ッ ト [ 5 6 ,  

8 4 ,  8 6 ] ,  Wi s t a r  [ 8 ]及 び F i s h e r  3 4 4  [ 1 1 ]ラ ッ ト の 血 漿 s E V 濃 度 は

1 . 0  x  1 0 8 ~ 1 0 1 2  p a r t i c l e s / m l で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 こ の こ

と か ら 、 本 研 究 の W s E V 及 び S s E V 粒 子 濃 度 は こ れ ま で の 報 告 の

範 囲 内 で あ り 、 適 切 に s E V の 単 離 が 行 わ れ た も の と 判 断 で き

る 。 ま た こ れ ま で の 報 告 で 培 養 細 胞 に 処 置 さ れ た s E V の 濃 度 は

1 . 0  x  1 0 5 ~ 1 0 9  p a r t i c l e s / m l で あ る [ 7 ,  1 8 ,  1 0 7 ]。 本 研 究 で R A S M に

処 置 し た W s E V 及 び S s E V の 濃 度 は 1 . 0  x  1 0 7 ~ 1 0 8  p a r t i c l e s / m l  (図

1 5 ,  1 6 )で あ る こ と か ら 、 妥 当 な 処 置 濃 度 で あ る と 考 え ら れ る 。  

 s E V の 表 面 に は テ ト ラ ス パ ニ ン ( C D 9 ,  C D 6 3 ,  C D 8 1 )、 主 要

組 織 適 合 抗 原 複 合 体 や イ ン テ グ リ ン な ど の 様 々 な タ ン パ ク 質 が

発 現 し て お り 、 由 来 す る 細 胞 の 種 類 に よ っ て s E V 表 面 に お け る

発 現 動 態 が 異 な る [ 6 1 ,  8 8 ]。 本 研 究 に お い て C D 8 1 タ ン パ ク 質 の

発 現 量 は S s E V で W s E V と 比 較 し て 有 意 に 低 か っ た (図 1 4 )。 こ の

こ と か ら 、 S s E V と W s E V で 由 来 組 織 又 は 細 胞 が 異 な る こ と が 示

唆 さ れ る 。 ま た s E V 表 面 の タ ン パ ク 質 は 細 胞 に お け る 取 り 込 み
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に も 関 わ る 。 実 際 、 p r o t e i n a s e  K で s E V 表 面 タ ン パ ク 質 を 分 解 す

る と ヒ ト 卵 巣 が ん 細 胞 に お け る 取 り 込 み 量 が 減 少 す る こ と が 報

告 さ れ て い る [ 2 6 ]。 ま た 抗 C D 9 及 び C D 8 1 抗 体 共 処 置 は 、 s E V 処

置 に よ っ て 増 強 さ れ る H I V- 1 の ヒ ト リ ン パ 芽 球 腫 細 胞 へ の 感 染

を 抑 制 す る [ 8 1 ]。 し か し W s E V と S s E V の 間 で R A S M へ の 取 り 込

み 量 に 差 が 認 め ら れ な か っ た こ と か ら (図 1 6 )、 C D 8 1 は W s E V 及

び S s E V の R A S M に お け る 取 り 込 み に は 関 与 し な い こ と が 示 唆 さ

れ る 。  

 W s E V と S s E V は R A S M の 遊 走 と 増 殖 を 促 進 し た (図 1 5 )。

ま た S p l a g u e - D a w l e y ラ ッ ト の 血 漿 s E V  も 細 胞 遊 走 を 促 進 す る

[ 8 6 ]こ と が 報 告 さ れ て お り 、 血 中 s E V は 由 来 動 物 種 に 関 わ ら ず 細

胞 遊 走 能 を 促 進 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 ま た 、 W s E V と S s E V は

R A S M の 遊 走 と 増 殖 を 同 程 度 促 進 し た 。 こ の こ と か ら 、 W s E V と

S s E V の R A S M に 対 す る 作 用 は 病 理 的 と い う よ り も 生 理 的 な も の

で あ る と 考 え ら れ る 。 一 方 、 第 一 章 で は S s E V が W K Y の S B P を

上 昇 さ せ 、 W s E V が S H R の S B P を 低 下 さ せ る こ と を 明 ら か に し

た 。 よ っ て W s E V と S s E V は 、 S M C 以 外 で 全 身 血 圧 の 調 節 に 関 わ

る 他 の 組 織 (中 枢 神 経 系 、 心 臓 、 腎 臓 や 血 管 内 皮 )  [ 1 0 ,  5 7 ,  7 3 ,  8 0 ]

へ の 作 用 を 介 し て 血 圧 を 制 御 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。  

 結 論 と し て 、 本 章 で は W K Y 及 び S H R 血 漿 s E V が S M C に

取 り 込 ま れ 遊 走 と 増 殖 を 促 進 す る こ と が 初 め て 明 ら か に な っ た

[ 6 7 ]。 血 漿 s E V が 本 態 性 高 血 圧 症 の 病 態 を 制 御 す る メ カ ニ ズ ム を

解 明 す る た め に 、 今 後 さ ら な る 検 討 が 必 要 で あ る 。  
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V.  総括  

 

【背景】  

ヒト全身性高血圧症は全身血圧の上昇を主症状とする進行性の慢性疾

患であり、心疾患や脳卒中、腎不全などの危険因子となる [ 2 7 ,  2 8 ,  5 8 ,  6 0 ]。

年齢、性別、食事や生活習慣といった様々な要因が高血圧の発症・進展に関

わるとされる [ 1 6 ,  2 3 ,  7 5 ]。しかし、高血圧症の約 9 0％は原因不明の本態性

高血圧症であり、病態の全貌解明が強く待ち望まれている。  

s E V は脂質二重膜で構成され、直径が約 5 0 ~ 1 5 0  n m で密度が

1 . 1 3 ~ 1 . 1 9  g / m l の分泌小胞である [ 6 1 ,  8 8 ]。内部にタンパク質、D N A、

m R N A、m i R といった多様な機能性分子を含む s E V は、細胞内に取り込まれ

ることで内包する分子を輸送するほか、細胞膜上の受容体との結合を介して細

胞内シグナルを活性化することから細胞間情報伝達の一端を担うと考えられて

いる [ 6 ,  2 0 ,  7 8 ]。実際、血液凝固 [ 4 4 ]、幹細胞浸潤 [ 6 9 ]や神経伝達 [ 1 0 4 ]な

どの生理的な機能のみならず、がん [ 5 ,  9 6 ]、中枢神経障害 [ 1 5 ,  3 3 ]や免疫系

疾患 [ 8 7 ]などの病態制御にも関わる。また近年、肺高血圧症モデルマウスの血

漿 s E V が正常マウスの右心室を肥大させること [ 2 ]や a n g i o t e n s i n  I I 誘導性

高血圧症モデルラットの血清 s E V の m i R の発現プロファイルが対照群と比較

して変化していること [ 6 4 ]が報告されており、心血管疾患において s E V が何ら

かの役割を果たすことが示唆されている。しかし、本態性高血圧症における

s E V の役割はこれまでほとんど明らかになっておらず、本研究では本態性高血

圧の発症・進展にも s E V が関わるとの仮説を立てた。そしてこの仮説を検証す

るために、本態性高血圧症の病態解明と治療及び診断法の開発に最も頻繁に

用いられてきた S H R の血漿 s E V が血圧を制御するかとその機序を検討した。  
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【方法および結果】  

(第一章 )  

S H R は生後徐々に血圧が上昇し 7 週齢以降に S B P が 1 3 0  m m H g を超

える高血圧を呈する。S H R の血圧上昇の決定的な原因もヒト本態性高血圧症

と同様に未だ不明である [ 2 4 ]。第一章では、 S H R とその正常対照系統である

W K Y の血圧制御に血漿 s E V が関わるかを検討した。最初に W K Y 及び

S H R の血漿から U C 法によって E V を単離し粒度分布を測定したところ、共に

直径 1 0 0 ~ 1 5 0  n m をピークとする分布を示したことから s E V であることが確認

された (図 1 )。また、W s E V と S s E V の間で粒子濃度に差は認められなかっ

た。 5 ~ 1 0 週齢の W K Y と S H R に同週齢のラットから単離した s E V  ( W s E V

及び S s E V )を週 1 回腹腔内投与 (計 6 週間 )して S B P を測定した。結果、

S s E V 投与により W K Y の S B P が有意に上昇し、W s E V 投与により S H R に

おける S B P の上昇が部分的に抑制された (図 2 A ,  B )。また W s E V を投与し

た S H R の摘出腸間膜動脈における P G F 2 α 誘導性の収縮が S s E V の投与と

比較して有意に減弱した (図 4 B )。S s E V を投与した W K Y の摘出心室組織の

重量と左心室血管周囲の線維化が W s E V の投与と比較して有意に亢進した

(表 1 ,図 5 A )。一方、W s E V を投与した S H R の左心室血管周囲の線維化は

S s E V の投与と比較して有意に減弱した。以上の結果から、W s E V 及び S s E V

は血圧を制御し、心血管系の機能と組織構造に影響を及ぼすことが初めて明ら

かとなった [ 6 8 ]。  

 

(第二章 )  

第一章で血漿 s E V が血圧を制御することを明らかにしたが、その機序は不

明のままである。血漿 s E V に含まれる分子の発現動態や機能を詳細に評価す

る為には、より収率と純度の高い s E V 単離方法の探索が必要であると考えら
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れた。U C 法以外にもサイズ排除クロマトグラフィー法や s E V に特異的なタン

パク質を標的とする抗体を用いたアフィニティー精製法といった様々な単離方

法がある [ 2 2 ,  3 7 ,  9 9 ,  1 0 1 ]が、とりわけポリマーの一種である P E G を用いた

方法はヒト培養細胞由来 s E V 及び血漿 s E V の単離に有用で簡便であること

が報告されている [ 7 7 ]。そこで第二章では、正常 Wi s t a r ラット血漿 s E V の単

離に P E G を用いた方法が応用できるか基礎的な検討を行った。さらに、ヒト血

漿 s E V の性質に抗凝固薬が影響を及ぼすことが示唆されている [ 3 6 ]ため、

Wi s t a r ラット血漿 s E V に及ぼす抗凝固薬の影響も併せて検討した。U C 法、

P E G - U C 法及び P E G 法の 3 つの方法を比較した (図 6 )。結果、 s E V の収率

は U C 法で極めて低く、 P E G 法と比べて P E G - U C 法では低いものの十分で

あった ( P E G 法> P E G - U C 法> > U C 法 :図 7 B )。 s E V の純度は P E G - U C 法が

P E G 法と比べて高かった (タンパク質や l a r g e  E V の夾雑が少なかった ) (図

8 B - G )。抗凝固薬は、 h e p a r i n、E D TA、A C D の 3 つを比較した結果、 s E V

の純度と収率において大きな差は認められなかった (図 9 ,  1 0 )。以上の結果か

ら、ラット血漿からの s E V の単離において純度と収率の点から P E G - U C 法が

最適であることと、抗凝固薬は影響しないことが初めて明らかとなった [ 6 6 ]。  

 

(第三章 )  

高血圧発症・進展には、S M C の遊走と増殖による血管壁の構造変化

が重要な役割を果たす [ 1 4 ,  9 1 ]。そこで第三章では、第一章で明らかにした血

漿 s E V による血圧制御の機序を探索するために、 P E G - U C 法によって単離し

た W s E V 及び S s E V が S M C の遊走と増殖能に及ぼす影響を検討した。最

初に W s E V 及び S s E V の粒度分布を測定したが、濃度と粒子径において差

は認められなかった (図 1 3 )。W s E V と S s E V のどちらにおいても、 s E V マー

カーの C D 6 3 タンパク質は高発現していたが、 l a r g e  E V マーカーの γ - a c t i n
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や血漿 a l b u m i n タンパク質の発現は極めて低かった (図 1 4 A ,  C ,  D )。一方

で、 s E V マーカーである C D 8 1 タンパク質発現量は S s E V で W s E V と比較し

て有意に低いという差が認められた (図 1 4 B )。この W s E V 及び S s E V を

R A S M に処置 ( 4 8 時間 )したところ、共に細胞内に取り込まれて遊走と増殖が

溶媒処置と比較して有意に亢進したが、その作用の程度に差は認められなかっ

た (図 1 5 ,  1 6 )。以上の結果から、W s E V 及び S s E V は共に生理活性を有する

が、第一章で明らかにしたその血圧制御作用に S M C の遊走・増殖能に及ぼ

す影響は関与しないことが示唆された [ 6 7 ]。  

 

【結論】  

本研究は、W K Y 及び S H R の血漿 s E V が血圧制御に関わることを初

めて明らかにした。またこの機序を詳細に解析するための最適なラット血漿

s E V 単離方法として P E G - U C 法を見出した。この P E G - U C 法で単離した

W K Y 及び S H R の血漿 s E V は共に S M C の遊走・増殖を同程度亢進した。

このことから、血漿 s E V による血圧制御は少なくともその S M C に対する遊走・

増殖作用を介したものではないことが示唆された。したがって今後は、血漿

s E V が血圧制御に関わる他の細胞や臓器 (血管内皮細胞や中枢神経系、心

臓、腎臓 )に及ぼす影響や、W s E V と S s E V に含まれるタンパク質を含む分子

の網羅的な発現プロファイルを解析する必要がある。これらの研究により、 s E V

をターゲットとした新たな本態性高血圧症の治療及び診断法の開発に繋がるこ

とが期待される (図 1 7 )。  
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F i g .  1 7 .  S u m m a r y  o f  t h e  r e s u l t s  i n  t h i s  t h e s i s .  

 

I t  h a s  b e e n  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  d e t e r m i n e d  t h a t  p l a s m a  s E V  r e g u a l t e  

s y s t e m i c  b l o o d  p r e s s u r e  i n  W K Y a n d  S H R  ( I ) .  F o r  t h e  d e t a i l e d  

a n a l y s e s  d e t e r m i n i n g  t h e  m o l e c u l e s  a n d  f u c t i o n s  w h i c h  p l a s m a  s E V  

t a r g e t ,  a n  o p t i m a l  i s o l a t i o n  m e t h o d  o f  s E V  f r o m  r a t  p l a s m a  h a s  b e e n  

d e v e l o p e d  ( P E G - U C  m e t h o d )  ( I I ) .  W s E V  a n d  S s E V  a r e  i n t e r n a l i z e d  

a n d  s t i m u l a t e  t h e  m i g r a t i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n  o f  S M C  w i t h  a  s i m i l a r  

p o t e n c y,  s u g g e s t i n g  t h a t  W s E V  a n d  S s E V  m i g h t  r e g u l a t e  b l o o d  

p r e s s u r e  v i a  t h e  a c t i o n s  o n  o t h e r  t i s s u e s  t h a n  v a s c u l a r  S M C  ( I I I ) .  

F u t u r e  r e s e a r c h  i n c l u d e s  t h e  e f f e c t s  o f  s E V  o n  c e n t r a l  n e r v o u s  

s y s t e m ,  h e a r t ,  k i d n e y,  a n d  v a s c u l a r  e n d o t h e l i u m ,  w h i c h  p o t e n t i a l l y  

c o n t r i b u t e  t o  c o n t r o l  s y s t e m i c  b l o o d  p r e s s u r e .   
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8 .  B a r a n y a i ,  T . ,  H e r c z e g ,  K . ,  O n ó d i ,  Z . ,  V o s z k a ,  I . ,  M ó d o s ,  K . ,  

M a r t o n ,  N . ,  N a g y ,  G . ,  M ä g e r ,  I . ,  W o o d ,  M .  J . ,  E l  A n d a l o u s s i ,  

S . ,  P á l i n k á s ,  Z . ,  K u m a r ,  V . ,  N a g y ,  P . ,  K i t t e l ,  Á . ,  B u z á s ,  E .  I . ,  

F e r d i n a n d y ,  P .  a n d  G i r i c z ,  Z .  2 0 1 5 .  I s o l a t i o n  o f  e x o s o m e s  f r o m  

b l o o d  p l a s m a :  Q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  c o m p a r i s o n  o f  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n d  s i z e  e x c l u s i o n  c h r o m a t o g r a p h y  

m e t h o d s .  P L o S  O n e .  1 0 :  1 – 1 3 .  

9 .  B a r i l e ,  L . ,  L i o n e t t i ,  V . ,  C e r v i o ,  E . ,  M a t t e u c c i ,  M . ,  

G h e r g h i c e a n u ,  M . ,  P o p e s c u ,  L .  M . ,  T o r r e ,  T . ,  S i c l a r i ,  F . ,  

M o c c e t t i ,  T .  a n d  V a s s a l l i ,  G .  2 0 1 4 .  E x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  f r o m  

h u m a n  c a r d i a c  p r o g e n i t o r  c e l l s  i n h i b i t  c a r d i o m y o c y t e  

a p o p t o s i s  a n d  i m p r o v e  c a r d i a c  f u n c t i o n  a f t e r m y o c a r d i a l  

i n f a r c t i o n .  C a r d i o v a s c .  R e s .  1 0 3 :  5 3 0 – 5 4 1 .  

1 0 .  B a s t i n g ,  T .  a n d  L a z a r t i g u e s ,  E .  2 0 1 7 .  D O C A - S a l t  

H y p e r t e n s i o n :  a n  U p d a t e .  C u r r .  H y p e r t e n s .  R e p .  1 9 :  e 0 1 4 5 6 8 6 .  

1 1 .  B e n i n s o n ,  L .  A . ,  B r o w n ,  P .  N . ,  L o u g h r i d g e ,  A .  B . ,  S a l u d e s ,  J .  

P . ,  M a s l a n i k ,  T . ,  H i l l s ,  A .  K . ,  W o o d w o r t h ,  T . ,  C r a i g ,  W . ,  Y i n ,  

H .  a n d  F l e s h n e r ,  M .  2 0 1 4 .  A c u t e  s t r e s s o r  e x p o s u r e  m o d i f i e s  

p l a s m a  e x o s o m e - a s s o c i a t e d  h e a t  s h o c k  p r o t e i n  7 2  ( H s p 7 2 )  a n d  

m i c r o R N A  ( m i R - 1 4 2 - 5 p  a n d  m i R - 2 0 3 ) .  P L o S  O n e .  9 :  e 1 0 8 7 4 8 .  
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1 2 .  B e r i l l i s ,  P .  2 0 1 3 .  T h e  R o l e  o f  C o l l a g e n  i n  t h e  A o r t a ’ s  

S t r u c t u r e .  O p e n  C i r c .  V a s c .  J .  6 :  1 – 8 .  

1 3 .  B r i l l a ,  C .  G . ,  M a t s u b a r a ,  L .  a n d  W e b e r ,  K .  T .  1 9 9 6 .  A d v a n c e d  

h y p e r t e n s i v e  h e a r t  d i s e a s e  i n  s p o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  r a t s :  

L i s i n o p r i l - m e d i a t e d  r e g r e s s i o n  o f  m y o c a r d i a l  f i b r o s i s .  

H y p e r t e n s i o n .  2 8 :  2 6 9 – 2 7 5 .  

1 4 .  B r o w n ,  I .  A .  M . ,  D i e d e r i c h ,  L . ,  G o o d ,  M .  E . ,  D e L a l i o ,  L .  J . ,  

M u r p h y ,  S .  A . ,  C o r t e s e - K r o t t ,  M .  M . ,  H a l l ,  J .  L . ,  L e ,  T .  H .  a n d  

I s a k s o n ,  B .  E .  2 0 1 8 .  V a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  r e m o d e l i n g  i n  

c o n d u c t i v e  a n d  r e s i s t a n c e  a r t e r i e s  i n  h y p e r t e n s i o n .  

A r t e r i o s c l e r .  T h r o m b .  V a s c .  B i o l .  3 8 :  1 9 6 9 – 1 9 8 5 .  

1 5 .  C a n d e l a r i o ,  K .  M .  a n d  S t e i n d l e r ,  D .  A .  2 0 1 4 .  T h e  r o l e  o f  

e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  i n  t h e  p r o g r e s s i o n  o f  n e u r o d e g e n e r a t i v e  

d i s e a s e  a n d  c a n c e r .  T r e n d s  M o l .  M e d .  2 0 :  3 6 8 – 3 7 4 .  

1 6 .  C a r r e t e r o ,  O .  A .  a n d  O p a r i l ,  S .  2 0 0 0 .  E s s e n t i a l  h y p e r t e n s i o n .  

P a r t  I :  D e f i n i t i o n  a n d  e t i o l o g y .  C i r c u l a t i o n .  1 0 1 :  3 2 9 – 3 3 5 .  

1 7 .  C a s t a ñ o ,  C . ,  K a l k o ,  S . ,  N o v i a l s ,  A .  a n d  P á r r i z a s ,  M .  2 0 1 8 .  

O b e s i t y - a s s o c i a t e d  e x o s o m a l  m i R N A s  m o d u l a t e  g l u c o s e  a n d  

l i p i d  m e t a b o l i s m  i n  m i c e .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U .  S .  A .  1 1 5 :  

1 2 1 5 8 – 1 2 1 6 3 .  

1 8 .  C h a t t e r j e e ,  V . ,  Y a n g ,  X . ,  M a ,  Y . ,  C h a ,  B . ,  M e e g a n ,  J .  E . ,  W u ,  

M .  a n d  Y u a n ,  S .  Y .  2 0 1 9 .  E n d o t h e l i a l  m i c r o v e s i c l e s  c a r r y i n g  

S r c - r i c h  c a r g o  i m p a i r  a d h e r e n s  j u n c t i o n  i n t e g r i t y  a n d  

c y t o s k e l e t o n  h o m e o s t a s i s .  C a r d i o v a s c .  R e s .  7 ( 1 0 ) :  e 4 6 8 0 8 .  

1 9 .  C h e n g ,  Y . ,  Z e n g ,  Q . ,  H a n ,  Q .  a n d  X i a ,  W .  2 0 1 9 .  E f f e c t  o f  p H ,  
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t e m p e r a t u r e  a n d  f r e e z i n g - t h a w i n g  o n  q u a n t i t y  c h a n g e s  a n d  

c e l l u l a r  u p t a k e  o f  e x o s o m e s .  P r o t e i n  C e l l .  1 0 ( 4 ) :  2 9 5 - 2 9 9 .  

2 0 .  C h o i ,  D .  S . ,  K i m ,  D .  K . ,  K i m ,  Y .  K .  a n d  G h o ,  Y .  S .  2 0 1 3 .  

P r o t e o m i c s ,  t r a n s c r i p t o m i c s  a n d  l i p i d o m i c s  o f  e x o s o m e s  a n d  

e c t o s o m e s .  P r o t e o m i c s .  1 3 :  1 5 5 4 – 1 5 7 1 .  

2 1 .  C o n r a d ,  C .  H . ,  B r o o k s ,  W .  W . ,  H a y e s ,  J .  A . ,  S e n ,  S . ,  R o b i n s o n ,  

K .  G .  a n d  B i n g ,  O .  H .  L .  1 9 9 5 .  M y o c a r d i a l  f i b r o s i s  a n d  

s t i f f n e s s  w i t h  h y p e r t r o p h y  a n d  h e a r t  f a i l u r e  i n  t h e  

s p o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  r a t .  C i r c u l a t i o n .  9 1 :  1 6 1 – 1 7 0 .  

2 2 .  C o u m a n s ,  F .  A .  W . ,  B r i s s o n ,  A .  R . ,  B u z a s ,  E .  I . ,  D i g n a t -

G e o r g e ,  F . ,  D r e e s ,  E .  E .  E . ,  E l - A n d a l o u s s i ,  S . ,  E m a n u e l i ,  C . ,  

G a s e c k a ,  A . ,  H e n d r i x ,  A . ,  H i l l ,  A .  F . ,  L a c r o i x ,  R . ,  L e e ,  Y . ,  

V a n  L e e u w e n ,  T .  G . ,  M a c k m a n ,  N . ,  M ä g e r ,  I . ,  N o l a n ,  J .  P . ,  

V a n  D e r  P o l ,  E . ,  P e g t e l ,  D .  M . ,  S a h o o ,  S . ,  S i l j a n d e r ,  P .  R .  M . ,  

S t u r k ,  G . ,  D e  W e v e r ,  O .  a n d  N i e u w l a n d ,  R .  2 0 1 7 .  

M e t h o d o l o g i c a l  g u i d e l i n e s  t o  s t u d y  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s .  

C i r c .  R e s .  1 2 0 :  1 6 3 2 – 1 6 4 8 .  

2 3 .  D i c k s o n ,  M .  E .  a n d  S i g m u n d ,  C .  D .  2 0 0 6 .  G e n e t i c  b a s i s  o f  

h y p e r t e n s i o n :  R e v i s i t i n g  a n g i o t e n s i n o g e n .  H y p e r t e n s i o n .  4 8 :  

1 4 – 2 0 .  

2 4 .  D o g g r e l l ,  S .  A .  a n d  B r o w n ,  L .  1 9 9 8 .  R a t  m o d e l s  o f  

h y p e r t e n s i o n ,  c a r d i a c  h y p e r t r o p h y  a n d  f a i l u r e .  C a r d i o v a s c .  

R e s .  3 9 :  8 9 – 1 0 5 .  

2 5 .  E g u c h i ,  A . ,  L a z i c ,  M . ,  A r m a n d o ,  A .  M . ,  P h i l l i p s ,  S .  A . ,  

K a t e b i a n ,  R . ,  M a r a k a ,  S . ,  Q u e h e n b e r g e r ,  O . ,  S e a r s ,  D .  D .  a n d  
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F e l d s t e i n ,  A .  E .  2 0 1 6 .  C i r c u l a t i n g  a d i p o c y t e - d e r i v e d  

e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  a r e  n o v e l  m a r k e r s  o f  m e t a b o l i c  s t r e s s .  J .  

M o l .  M e d .  9 4 :  1 2 4 1 – 1 2 5 3 .  

2 6 .  E s c r e v e n t e ,  C . ,  K e l l e r ,  S . ,  A l t e v o g t ,  P .  a n d  C o s t a ,  J .  2 0 1 1 .  

I n t e r a c t i o n  a n d  u p t a k e  o f  e x o s o m e s  b y  o v a r i a n  c a n c e r  c e l l s .  

B M C  C a n c e r .  1 1 :  1 0 8 .  

2 7 .  E t t e h a d ,  D . ,  E m d i n ,  C .  A . ,  K i r a n ,  A . ,  A n d e r s o n ,  S .  G . ,  

C a l l e n d e r ,  T . ,  E m b e r s o n ,  J . ,  C h a l m e r s ,  J . ,  R o d g e r s ,  A .  a n d  

R a h i m i ,  K .  2 0 1 6 .  B l o o d  p r e s s u r e  l o w e r i n g  f o r  p r e v e n t i o n  o f  

c a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e  a n d  d e a t h :  A  s y s t e m a t i c  r e v i e w  a n d  

m e t a - a n a l y s i s .  L a n c e t .  3 8 7 :  9 5 7 – 9 6 7 .  

2 8 .  F a r a c o ,  G .  a n d  I a d e c o l a ,  C .  2 0 1 3 .  H y p e r t e n s i o n :  A  h a r b i n g e r  

o f  s t r o k e  a n d  d e m e n t i a .  H y p e r t e n s i o n .  6 2 :  8 1 0 – 8 1 7 .  

2 9 .  F e n d l ,  B . ,  W e i s s ,  R . ,  F i s c h e r ,  M .  B . ,  S p i t t l e r ,  A .  a n d  W e b e r ,  

V .  2 0 1 6 .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  i n  w h o l e  

b l o o d :  I n f l u e n c e  o f  p r e - a n a l y t i c a l  p a r a m e t e r s  a n d  v i s u a l i z a t i o n  

o f  v e s i c l e - c e l l  i n t e r a c t i o n s  u s i n g  i m a g i n g  f l o w  c y t o m e t r y .  

B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  C o m m u n .  4 7 8 :  1 6 8 – 1 7 3 .  

3 0 .  G u p t a ,  S . ,  R a w a t ,  S . ,  A r o r a ,  V . ,  K o t t a r a t h ,  S .  K . ,  D i n d a ,  A .  

K . ,  V a i s h n a v ,  P .  K . ,  N a y a k ,  B .  a n d  M o h a n t y ,  S .  2 0 1 8 .  A n  

i m p r o v i s e d  o n e - s t e p  s u c r o s e  c u s h i o n  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

m e t h o d  f o r  e x o s o m e  i s o l a t i o n  f r o m  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  o f  

m e s e n c h y m a l  s t e m  c e l l s .  S t e m  C e l l  R e s .  T h e r .  9 :  1 8 0 .  

3 1 .  G y ö r g y ,  B . ,  P á l ó c z i ,  K . ,  K o v á c s ,  A . ,  B a r a b á s ,  E . ,  B e k o ,  G . ,  

V á r n a i ,  K . ,  P á l l i n g e r ,  É . ,  S z a b ó - T a y l o r ,  K . ,  S z a b ó ,  T .  G . ,  
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K i s s ,  A .  A . ,  F a l u s ,  A .  a n d  B u z á s ,  E .  I .  2 0 1 4 .  I m p r o v e d  

c i r c u l a t i n g  m i c r o p a r t i c l e  a n a l y s i s  i n  a c i d - c i t r a t e  d e x t r o s e  

( A C D )  a n t i c o a g u l a n t  t u b e .  T h r o m b .  R e s .  1 3 3 :  2 8 5 – 2 9 2 .  

3 2 .  H e l w a ,  I . ,  C a i ,  J . ,  D r e w r y ,  M .  D . ,  Z i m m e r m a n ,  A . ,  D i n k i n s ,  M .  

B . ,  K h a l e d ,  M .  L . ,  S e r e m w e ,  M . ,  D i s m u k e ,  W .  M . ,  B i e b e r i c h ,  

E . ,  S t a m e r ,  W .  D . ,  H a m r i c k ,  M .  W .  a n d  L i u ,  Y .  2 0 1 7 .  A  

c o m p a r a t i v e  s t u d y  o f  s e r u m  e x o s o m e  i s o l a t i o n  u s i n g  

d i f f e r e n t i a l  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h r e e  c o m m e r c i a l  r e a g e n t s .  

P L o S  O n e .  1 2 :  1 – 2 2 .  

3 3 .  H o w i t t ,  J .  a n d  H i l l ,  A .  F .  2 0 1 6 .  E x o s o m e s  i n  t h e  p a t h o l o g y  o f  

n e u r o d e g e n e r a t i v e  d i s e a s e s .  J .  B i o l .  C h e m .  2 9 1 :  2 6 5 8 9 – 2 6 5 9 7 .  

3 4 .  J a f r i ,  S .  a n d  O r m i s t o n ,  M .  L .  2 0 1 7 .  I m m u n e  r e g u l a t i o n  o f  

s y s t e m i c  h y p e r t e n s i o n ,  p u l m o n a r y  a r t e r i a l  h y p e r t e n s i o n ,  a n d  

p r e e c l a m p s i a :  S h a r e d  d i s e a s e  m e c h a n i s m s  a n d  t r a n s l a t i o n a l  

o p p o r t u n i t i e s .  A m .  J .  P h y s i o l .  -  R e g u l .  I n t e g r .  C o m p .  P h y s i o l .  

3 1 3 :  R 6 9 3 – R 7 0 5 .  

3 5 .  J a l a l i ,  S . ,  R a m a n a t h a n ,  G .  K . ,  P a r t h a s a r a t h y ,  P .  T . ,  A l j u b r a n ,  

S . ,  G a l a m ,  L . ,  Y u n u s ,  A . ,  G a r c i a ,  S . ,  C o x ,  R .  R . ,  L o c k e y ,  R .  F .  

a n d  K o l l i p u t i ,  N .  2 0 1 2 .  M i r - 2 0 6  R e g u l a t e s  P u l m o n a r y  A r t e r y  

S m o o t h  M u s c l e  C e l l  P r o l i f e r a t i o n  a n d  D i f f e r e n t i a t i o n .  P L o S  

O n e .  7 :  e 4 6 8 0 8 .  

3 6 .  J a m a l y ,  S . ,  R a m b e r g ,  C . ,  O l s e n ,  R . ,  L a t y s h e v a ,  N . ,  W e b s t e r ,  

P . ,  S o v e r s h a e v ,  T . ,  B r æ k k a n ,  S .  K .  a n d  H a n s e n ,  J .  B .  2 0 1 8 .  

I m p a c t  o f  p r e a n a l y t i c a l  c o n d i t i o n s  o n  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  

a n d  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  u s i n g  
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N a n o p a r t i c l e  T r a c k i n g  A n a l y s i s .  S c i .  R e p .  8 :  1 7 2 1 6 .  

3 7 .  K a l r a ,  H . ,  A d d a ,  C .  G . ,  L i e m ,  M . ,  A n g ,  C .  S . ,  M e c h l e r ,  A . ,  

S i m p s o n ,  R .  J . ,  H u l e t t ,  M .  D .  a n d  M a t h i v a n a n ,  S .  2 0 1 3 .  

C o m p a r a t i v e  p r o t e o m i c s  e v a l u a t i o n  o f  p l a s m a  e x o s o m e  

i s o l a t i o n  t e c h n i q u e s  a n d  a s s e s s m e n t  o f  t h e  s t a b i l i t y  o f  

e x o s o m e s  i n  n o r m a l  h u m a n  b l o o d  p l a s m a .  P r o t e o m i c s .  1 3 :  

3 3 5 4 – 3 3 6 4 .  

3 8 .  K a z a m a ,  K . ,  O k a d a ,  M .  a n d  Y a m a w a k i ,  H .  2 0 1 4 .  A  n o v e l  

a d i p o c y t o k i n e ,  o m e n t i n ,  i n h i b i t s  p l a t e l e t - d e r i v e d  g r o w t h  

f a c t o r - B B - i n d u c e d  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  m i g r a t i o n  

t h r o u g h  a n t i o x i d a t i v e  m e c h a n i s m .  A m .  J .  P h y s i o l .  -  H e a r .  C i r c .  

P h y s i o l .  3 0 6 :  1 7 1 4 – 1 7 1 9 .  

3 9 .  K i s h i ,  T .  2 0 1 3 .  R e g u l a t i o n  o f  t h e  s y m p a t h e t i c  n e r v o u s  s y s t e m  

b y  n i t r i c  o x i d e  a n d  o x i d a t i v e  s t r e s s  i n  t h e  r o s t r a l  v e n t r o l a t e r a l  

m e d u l l a :  2 0 1 2  A c a d e m i c  C o n f e r e n c e  A w a r d  f r o m  t h e  J a p a n e s e  

S o c i e t y  o f  H y p e r t e n s i o n .  H y p e r t e n s .  R e s .  3 6 :  8 4 5 – 8 5 1 .  

4 0 .  K u w a h a r a ,  F . ,  K a i ,  H . ,  T o k u d a ,  K . ,  T a k e y a ,  M . ,  T a k e s h i t a ,  A . ,  

E g a s h i r a ,  K .  a n d  I m a i z u m i ,  T .  2 0 0 4 .  H y p e r t e n s i v e  M y o c a r d i a l  

F i b r o s i s  a n d  D i a s t o l i c  D y s f u n c t i o n :  A n o t h e r  M o d e l  o f  

I n f l a m m a t i o n ?  H y p e r t e n s i o n .  4 3 :  7 3 9 – 7 4 5 .  

4 1 .  K w a r t l e r ,  C . ,  Z h o u ,  P . ,  K u a n g ,  S . - Q . ,  D u a n ,  X . - Y . ,  G o n g ,  L .  

a n d  M i l e w i c z ,  D .  2 0 1 6 .  V a s c u l a r  S m o o t h  M u s c l e  C e l l  I s o l a t i o n  

a n d  C u l t u r e  f r o m  M o u s e  A o r t a .  B i o - P r o t o c o l .  6 :  e 2 0 4 5 .  

4 2 .  D e  L a  S i e r r a ,  A . ,  S e g u r a ,  J . ,  B a n e g a s ,  J .  R . ,  G o r o s t i d i ,  M . ,  D e  

L a  C r u z ,  J .  J . ,  A r m a r i o ,  P . ,  O l i v e r a s ,  A .  a n d  R u i l o p e ,  L .  M .  
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2 0 1 1 .  C l i n i c a l  f e a t u r e s  o f  8 2 9 5  p a t i e n t s  w i t h  r e s i s t a n t  

h y p e r t e n s i o n  c l a s s i f i e d  o n  t h e  b a s i s  o f  a m b u l a t o r y  b l o o d  

p r e s s u r e  m o n i t o r i n g .  H y p e r t e n s i o n .  5 7 :  8 9 8 – 9 0 2 .  

4 3 .  L a i ,  R .  C . ,  A r s l a n ,  F . ,  L e e ,  M .  M . ,  S z e ,  N .  S .  K . ,  C h o o ,  A . ,  

C h e n ,  T .  S . ,  S a l t o - T e l l e z ,  M . ,  T i m m e r s ,  L . ,  L e e ,  C .  N . ,  E l  

O a k l e y ,  R .  M . ,  P a s t e r k a m p ,  G . ,  d e  K l e i j n ,  D .  P .  V  a n d  L i m ,  S .  

K .  2 0 1 0 .  E x o s o m e  s e c r e t e d  b y  M S C  r e d u c e s  m y o c a r d i a l  

i s c h e m i a / r e p e r f u s i o n  i n j u r y .  S t e m  C e l l  R e s .  4 :  2 1 4 – 2 2 2 .  

4 4 .  L a k h t e r ,  A .  J .  a n d  S i m s ,  E .  K .  2 0 1 5 .  M i n i r e v i e w :  E m e r g i n g  

r o l e s  f o r  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  i n  d i a b e t e s  a n d  r e l a t e d  

m e t a b o l i c  d i s o r d e r s .  M o l .  E n d o c r i n o l .  2 9 :  1 5 3 5 – 1 5 4 8 .  

4 5 .  L e e ,  K . ,  S h a o ,  H . ,  W e i s s l e d e r ,  R .  a n d  L e e ,  H .  2 0 1 5 .  A c o u s t i c  

p u r i f i c a t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  m i c r o v e s i c l e s .  A C S  N a n o .  9 :  

2 3 2 1 – 2 3 2 7 .  

4 6 .  L i n a r e s ,  R . ,  T a n ,  S . ,  G o u n o u ,  C . ,  A r r a u d ,  N .  a n d  B r i s s o n ,  A .  

R .  2 0 1 5 .  H i g h - s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  i n d u c e s  a g g r e g a t i o n  o f  

e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s .  J .  E x t r a c e l l .  V e s i c l e s .  4 ( 1 ) :  2 9 5 0 9 .  

4 7 .  L i u ,  F . ,  V e r m e s h ,  O . ,  M a n i ,  V . ,  G e ,  T .  J . ,  M a d s e n ,  S .  J . ,  

S a b o u r ,  A . ,  H s u ,  E .  C . ,  G o w r i s h a n k a r ,  G . ,  K a n a d a ,  M . ,  J o k e r s t ,  

J .  V . ,  S i e r r a ,  R .  G . ,  C h a n g ,  E . ,  L a u ,  K . ,  S r i d h a r ,  K . ,  

B e r m u d e z ,  A . ,  P i t t e r i ,  S .  J . ,  S t o y a n o v a ,  T . ,  S i n c l a i r ,  R . ,  N a i r ,  

V .  S . ,  G a m b h i r ,  S .  S .  a n d  D e m i r c i ,  U .  2 0 1 7 .  T h e  E x o s o m e  

T o t a l  I s o l a t i o n  C h i p .  A C S  N a n o .  1 1 :  1 0 7 1 2 – 1 0 7 2 3 .  

4 8 .  L i u ,  X . ,  Y u a n ,  W . ,  Y a n g ,  L . ,  L i ,  J .  a n d  C a i ,  J .  2 0 1 9 .  m i R N A  

P r o f i l i n g  o f  E x o s o m e s  f r o m  S p o n t a n e o u s  H y p e r t e n s i v e  R a t s  
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U s i n g  N e x t - G e n e r a t i o n  S e q u e n c i n g .  J .  C a r d i o v a s c .  T r a n s l .  

R e s .  1 2 :  7 5 – 8 3 .  

4 9 .  L i v s h i t s ,  M .  A . ,  K h o m y a k o v a ,  E . ,  E v t u s h e n k o ,  E .  G . ,  L a z a r e v ,  

V .  N . ,  K u l e m i n ,  N .  A . ,  S e m i n a ,  S .  E . ,  G e n e r o z o v ,  E .  V .  a n d  

G o v o r u n ,  V .  M .  2 0 1 5 .  I s o l a t i o n  o f  e x o s o m e s  b y  d i f f e r e n t i a l  

c e n t r i f u g a t i o n :  T h e o r e t i c a l  a n a l y s i s  o f  a  c o m m o n l y  u s e d  

p r o t o c o l .  S c i .  R e p .  5 :  1 7 3 1 9 .  

5 0 .  L o b b ,  R .  J . ,  B e c k e r ,  M . ,  W e n ,  S .  W . ,  W o n g ,  C .  S .  F . ,  

W i e g m a n s ,  A .  P . ,  L e i m g r u b e r ,  A .  a n d  M ö l l e r ,  A .  2 0 1 5 .  

O p t i m i z e d  e x o s o m e  i s o l a t i o n  p r o t o c o l  f o r  c e l l  c u l t u r e  

s u p e r n a t a n t  a n d  h u m a n  p l a s m a .  J .  E x t r a c e l l .  V e s i c l e s .  4 :  

2 7 0 3 1 .  

5 1 .  L ó p e z ,  B . ,  G o n z á l e z ,  A . ,  V a r o ,  N . ,  L a v i a d e s ,  C . ,  Q u e r e j e t a ,  R .  

a n d  D í e z ,  J .  2 0 0 1 .  B i o c h e m i c a l  a s s e s s m e n t  o f  m y o c a r d i a l  

f i b r o s i s  i n  h y p e r t e n s i v e  h e a r t  d i s e a s e .  H y p e r t e n s i o n .  3 8 ( 5 ) :  

1 2 2 2 - 1 2 2 6 .  

5 2 .  L u d w i g ,  A .  K . ,  D e  M i r o s c h e d j i ,  K . ,  D o e p p n e r ,  T .  R . ,  B ö r g e r ,  

V . ,  R u e s i n g ,  J . ,  R e b m a n n ,  V . ,  D u r s t ,  S . ,  J a n s e n ,  S . ,  B r e m e r ,  

M . ,  B e h r m a n n ,  E . ,  S i n g e r ,  B .  B . ,  J a s t r o w ,  H . ,  K u h l m a n n ,  J .  D . ,  

E l  M a g r a o u i ,  F . ,  M e y e r ,  H .  E . ,  H e r m a n n ,  D .  M . ,  O p a l k a ,  B . ,  

R a u n s e r ,  S . ,  E p p l e ,  M . ,  H o r n ,  P .  A .  a n d  G i e b e l ,  B .  2 0 1 8 .  

P r e c i p i t a t i o n  w i t h  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l  f o l l o w e d  b y  w a s h i n g  

a n d  p e l l e t i n g  b y  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  e n r i c h e s  e x t r a c e l l u l a r  

v e s i c l e s  f r o m  t i s s u e  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  i n  s m a l l  a n d  l a r g e  

s c a l e s .  J .  E x t r a c e l l .  V e s i c l e s .  7 :  1 5 2 8 1 0 9 .  
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5 3 .  M a r o t o ,  R . ,  Z h a o ,  Y . ,  J a m a l u d d i n ,  M . ,  P o p o v ,  V .  L . ,  W a n g ,  H . ,  

K a l u b o w i l a g e ,  M . ,  Z h a n g ,  Y . ,  L u i s i ,  J . ,  S u n ,  H . ,  C u l b e r t s o n ,  

C .  T . ,  B o s s m a n n ,  S .  H . ,  M o t a m e d i ,  M .  a n d  B r a s i e r ,  A .  R .  2 0 1 7 .  

E f f e c t s  o f  s t o r a g e  t e m p e r a t u r e  o n  a i r w a y  e x o s o m e  i n t e g r i t y  f o r  

d i a g n o s t i c  a n d  f u n c t i o n a l  a n a l y s e s .  J .  E x t r a c e l l .  V e s i c l e s .  6 :  

1 3 5 9 4 7 8 .  

5 4 .  M a r q u e ,  V . ,  K i e f f e r ,  P . ,  A t k i n s o n ,  J .  a n d  L a r t a u d - I d j o u a d i e n e ,  

I .  1 9 9 9 .  E l a s t i c  p r o p e r t i e s  a n d  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  a o r t i c  w a l l  

i n  o l d  s p o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  r a t s .  H y p e r t e n s .  ( D a l l a s ,  

T e x .   1 9 7 9 ) .  3 4 :  4 1 5 – 2 2 .  

5 5 .  M a r t i n e z - P i n n a ,  R . ,  d e  P e r e d o ,  A .  G . ,  M o n s a r r a t ,  B . ,  B u r l e t -

S c h i l t z ,  O .  a n d  M a r t i n - V e n t u r a ,  J .  L .  2 0 1 4 .  L a b e l - f r e e  

q u a n t i t a t i v e  p r o t e o m i c  a n a l y s i s  o f  h u m a n  p l a s m a - d e r i v e d  

m i c r o v e s i c l e s  t o  f i n d  p r o t e i n  s i g n a t u r e s  o f  a b d o m i n a l  a o r t i c  

a n e u r y s m s .  P r o t e o m i c s  -  C l i n .  A p p l .  8 :  6 2 0 – 6 2 5 .  

5 6 .  M i n g h u a ,  W . ,  Z h i j i a n ,  G . ,  C h a h u a ,  H . ,  Q i a n g ,  L . ,  M i n x u a n ,  X . ,  

L u q i a o ,  W . ,  W e i f a n g ,  Z . ,  P e n g ,  L . ,  B i m i n g ,  Z . ,  L i n g l i n g ,  Y . ,  

Z h e n z h e n ,  W . ,  J i a n q i n g ,  X . ,  H u i h u i ,  B . ,  X i a o z h o n g ,  W .  a n d  

X i a o s h u ,  C .  2 0 1 8 .  P l a s m a  e x o s o m e s  i n d u c e d  b y  r e m o t e  

i s c h a e m i c  p r e c o n d i t i o n i n g  a t t e n u a t e  m y o c a r d i a l  

i s c h a e m i a / r e p e r f u s i o n  i n j u r y  b y  t r a n s f e r r i n g  M I R - 2 4  a r t i c l e .  

C e l l  D e a t h  D i s .  9 :  3 2 0 .  

5 7 .  M o r d i ,  I . ,  M o r d i ,  N . ,  D e l l e s ,  C .  a n d  T z e m o s ,  N .  2 0 1 6 .  

E n d o t h e l i a l  d y s f u n c t i o n  i n  h u m a n  e s s e n t i a l  h y p e r t e n s i o n .  J .  

H y p e r t e n s .  3 4 :  1 4 6 4 – 1 4 7 2 .  
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5 8 .  M o r t a d a ,  I .  2 0 1 7 .  H y p e r b i l i r u b i n e m i a ,  H y p e r t e n s i o n ,  a n d  C K D :  

t h e  L i n k s .  C u r r .  H y p e r t e n s .  R e p .  1 9 :  3 – 7 .  

5 9 .  M u l c a h y ,  L .  A . ,  P i n k ,  R .  C .  a n d  C a r t e r ,  D .  R .  F .  2 0 1 4 .  R o u t e s  

a n d  m e c h a n i s m s  o f  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e  u p t a k e .  J .  E x t r a c e l l .  

V e s i c l e s .  3 :  1 – 1 4 .  

6 0 .  M u r r a y ,  C .  J .  L .  a n d  L o p e z ,  A .  D .  2 0 1 3 .  M e a s u r i n g  t h e  g l o b a l  

b u r d e n  o f  d i s e a s e .  N .  E n g l .  J .  M e d .  3 6 9 :  4 4 8 – 4 5 7 .  

6 1 .  v a n  N i e l ,  G . ,  D ’ A n g e l o ,  G .  a n d  R a p o s o ,  G .  2 0 1 8 .  S h e d d i n g  

l i g h t  o n  t h e  c e l l  b i o l o g y  o f  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s .  N a t .  R e v .  

M o l .  C e l l  B i o l .  1 9 :  2 1 3 – 2 2 8 .  

6 2 .  N i u ,  C . ,  W a n g ,  X . ,  Z h a o ,  M . ,  C a i ,  T . ,  L i u ,  P . ,  L i ,  J . ,  W i l l a r d ,  

B . ,  Z u ,  L . ,  Z h o u ,  E . ,  L i ,  Y . ,  P a n ,  B . ,  Y a n g ,  F .  a n d  Z h e n g ,  L .  

2 0 1 6 .  M a c r o p h a g e  f o a m  c e l l - d e r i v e d  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  

p r o m o t e  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  m i g r a t i o n  a n d  a d h e s i o n .  

J .  A m .  H e a r t  A s s o c .  5 :  e 0 0 4 0 9 9 .  

6 3 .  O k a m u r a ,  Y . ,  O t a n i ,  K . ,  S e k i g u c h i ,  A . ,  K o g a n e ,  T . ,  K a k u d a ,  

C . ,  S a k a m o t o ,  Y . ,  K o d a m a ,  T . ,  O k a d a ,  M .  a n d  Y a m a w a k i ,  H .  

2 0 1 7 .  V a s c u l o - p r o t e c t i v e  e f f e c t  o f  B M S - 3 0 9 4 0 3  i s  i n d e p e n d e n t  

o f  i t s  s p e c i f i c  i n h i b i t i o n  o f  f a t t y  a c i d - b i n d i n g  p r o t e i n  4 .  

P f l u g e r s  A r c h .  E u r .  J .  P h y s i o l .  4 6 9 :  1 1 7 7 – 1 1 8 8 .  

6 4 .  O s a d a - O k a ,  M . ,  S h i o t a ,  M . ,  I z u m i ,  Y . ,  N i s h i y a m a ,  M . ,  T a n a k a ,  

M . ,  Y a m a g u c h i ,  T . ,  S a k u r a i ,  E . ,  M i u r a ,  K .  a n d  I w a o ,  H .  2 0 1 7 .  

M a c r o p h a g e - d e r i v e d  e x o s o m e s  i n d u c e  i n f l a m m a t o r y  f a c t o r s  i n  

e n d o t h e l i a l  c e l l s  u n d e r  h y p e r t e n s i v e  c o n d i t i o n s .  H y p e r t e n s .  

R e s .  4 0 :  3 5 3 – 3 6 0 .  
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6 5 .  O s t r o w s k i ,  M . ,  C a r m o ,  N .  B . ,  K r u m e i c h ,  S . ,  F a n g e t ,  I . ,  

R a p o s o ,  G . ,  S a v i n a ,  A . ,  M o i t a ,  C .  F . ,  S c h a u e r ,  K . ,  H u m e ,  A .  

N . ,  F r e i t a s ,  R .  P . ,  G o u d ,  B . ,  B e n a r o c h ,  P . ,  H a c o h e n ,  N . ,  

F u k u d a ,  M . ,  D e s n o s ,  C . ,  S e a b r a ,  M .  C . ,  D a r c h e n ,  F . ,  

A m i g o r e n a ,  S . ,  M o i t a ,  L .  F .  a n d  T h e r y ,  C .  2 0 1 0 .  R a b 2 7 a  a n d  

R a b 2 7 b  c o n t r o l  d i f f e r e n t  s t e p s  o f  t h e  e x o s o m e  s e c r e t i o n  

p a t h w a y .  N a t .  C e l l  B i o l .  1 2 :  1 9 – 3 0 .  

6 6 .  O t a n i ,  K . ,  F u j i o k a ,  Y . ,  O k a d a ,  M .  a n d  Y a m a w a k i ,  H .  2 0 1 9 .  

O p t i m a l  i s o l a t i o n  m e t h o d  o f  s m a l l  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  f r o m  

r a t  p l a s m a .  I n t .  J .  M o l .  S c i .  2 0 :  4 7 8 0 .  

6 7 .  O t a n i ,  K . ,  Y o k o y a ,  M . ,  F u j i o k a ,  Y . ,  O k a d a ,  M .  a n d  Y a m a w a k i ,  

H .  2 0 1 9 .  S m a l l  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  f r o m  r a t  p l a s m a  p r o m o t e  

m i g r a t i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n  o f  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s .  

[ i n  p r e s s ]  

6 8 .  O t a n i ,  K . ,  Y o k o y a ,  M . ,  K o d a m a ,  T . ,  H o r i ,  K . ,  M a t s u m o t o ,  K . ,  

O k a d a ,  M .  a n d  Y a m a w a k i ,  H .  2 0 1 8 .  P l a s m a  e x o s o m e s  r e g u l a t e  

s y s t e m i c  b l o o d  p r e s s u r e  i n  r a t s .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  

C o m m u n .  5 0 3 :  7 7 6 – 7 8 3 .  

6 9 .  P a r k ,  K .  S . ,  B a n d e i r a ,  E . ,  S h e l k e ,  G .  V . ,  L ä s s e r ,  C .  a n d  

L ö t v a l l ,  J .  2 0 1 9 .  E n h a n c e m e n t  o f  t h e r a p e u t i c  p o t e n t i a l  o f  

m e s e n c h y m a l  s t e m  c e l l - d e r i v e d  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s .  S t e m  

C e l l  R e s .  T h e r .  1 0 :  1 – 1 5 .  

7 0 .  P a t e l ,  G .  K . ,  K h a n ,  M .  A . ,  Z u b a i r ,  H . ,  S r i v a s t a v a ,  S .  K . ,  

K h u s h m a n ,  M . ,  S i n g h ,  S .  a n d  S i n g h ,  A .  P .  2 0 1 9 .  C o m p a r a t i v e  

a n a l y s i s  o f  e x o s o m e  i s o l a t i o n  m e t h o d s  u s i n g  c u l t u r e  
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s u p e r n a t a n t  f o r  o p t i m u m  y i e l d ,  p u r i t y  a n d  d o w n s t r e a m  

a p p l i c a t i o n s .  S c i .  R e p .  9 :  5 3 3 5 .  

7 1 .  P a y n e ,  R .  A . ,  W i l k i n s o n ,  I .  B .  a n d  W e b b ,  D .  J .  2 0 1 0 .  A r t e r i a l  

s t i f f n e s s  a n d  h y p e r t e n s i o n :  E m e r g i n g  c o n c e p t s .  H y p e r t e n s i o n .  

5 5 ( 1 ) :  9 - 1 4 .  

7 2 .  P e r e i r a ,  T . ,  M a l d o n a d o ,  J . ,  P e r e i r a ,  L .  a n d  C o n d e ,  J .  2 0 1 3 .  

A o r t i c  s t i f f n e s s  i s  a n  i n d e p e n d e n t  p r e d i c t o r  o f  s t r o k e  i n  

h y p e r t e n s i v e  p a t i e n t s .  A r q .  B r a s .  C a r d i o l .  1 0 0 :  4 3 7 – 4 4 3 .  

7 3 .  P h i l l i p s ,  M .  I .  a n d  S u m n e r s ,  C .  1 9 9 8 .  A n g i o t e n s i n  I I  i n  c e n t r a l  

n e r v o u s  s y s t e m  p h y s i o l o g y .  R e g u l .  P e p t .  7 8 ( 1 - 3 ) : 1 - 1 1 .  

7 4 .  P h o o n s a w a t ,  W . ,  A o k i - Y o s h i d a ,  A . ,  T s u r u t a ,  T .  a n d  S o n o y a m a ,  

K .  2 0 1 4 .  A d i p o n e c t i n  i s  p a r t i a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  e x o s o m e s  i n  

m o u s e  s e r u m .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  C o m m u n .  4 4 8 :  2 6 1 – 2 6 6 .  

7 5 .  P o u l t e r ,  N .  R . ,  P r a b h a k a r a n ,  D .  a n d  C a u l f i e l d ,  M .  2 0 1 5 .  

H y p e r t e n s i o n .  L a n c e t .  3 8 6 :  8 0 1 – 8 1 2 .  

7 6 .  R a p o s o ,  G .  a n d  S t o o r v o g e l ,  W .  2 0 1 3 .  E x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s :  

E x o s o m e s ,  m i c r o v e s i c l e s ,  a n d  f r i e n d s .  J .  C e l l  B i o l .  2 0 0 :  3 7 3 –

3 8 3 .  

7 7 .  R i d e r ,  M .  A . ,  H u r w i t z ,  S .  N .  a n d  M e c k e s ,  D .  G .  2 0 1 6 .  

E x t r a P E G :  A  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l - b a s e d  m e t h o d  f o r  e n r i c h m e n t  

o f  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s .  S c i .  R e p .  6 :  2 3 9 7 8 .  

7 8 .  R o d r i g u e s ,  M .  L . ,  N i m r i c h t e r ,  L . ,  O l i v e i r a ,  D .  L . ,  N o s a n c h u k ,  

J .  D .  a n d  C a s a d e v a l l ,  A .  2 0 0 8 .  V e s i c u l a r  t r a n s - c e l l  w a l l  

T r a n s p o r t  i n  f u n g i :  A  m e c h a n i s m  f o r  t h e  d e l i v e r y  o f  v i r u l e n c e -

a s s o c i a t e d  m a c r o m o l e c u l e s ?  L i p i d  I n s i g h t s .  2  1 :  2 7 – 4 0 .  
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7 9 .  S a n d f e l d - P a u l s e n ,  B . ,  A g g e r h o l m - P e d e r s e n ,  N . ,  B æ k ,  R . ,  

J a k o b s e n ,  K .  R . ,  M e l d g a a r d ,  P . ,  F o l k e r s e n ,  B .  H . ,  R a s m u s s e n ,  

T .  R . ,  V a r m i n g ,  K . ,  J ø r g e n s e n ,  M .  M .  a n d  S o r e n s e n ,  B .  S .  

2 0 1 6 .  E x o s o m a l  p r o t e i n s  a s  p r o g n o s t i c  b i o m a r k e r s  i n  n o n - s m a l l  

c e l l  l u n g  c a n c e r .  M o l .  O n c o l .  1 0 :  1 5 9 5 .  

8 0 .  S e r a v a l l e ,  G .  a n d  G r a s s i ,  G .  2 0 1 7 .  O b e s i t y  a n d  h y p e r t e n s i o n .  

P h a r m a c o l .  R e s .  1 2 2 :  1 – 7 .  

8 1 .  S i m s ,  B . ,  F a r r o w ,  A .  L . ,  W i l l i a m s ,  S .  D . ,  B a n s a l ,  A . ,  

K r e n d e l c h t c h i k o v ,  A .  a n d  M a t t h e w s ,  Q .  L .  2 0 1 8 .  T e t r a s p a n i n  

b l o c k a g e  r e d u c e s  e x o s o m e - m e d i a t e d  H I V - 1  e n t r y .  A r c h .  V i r o l .  

1 6 3 :  1 6 8 3 – 1 6 8 9 .  

8 2 .  S k o t t v o l l ,  F .  S . ,  B e r g ,  H .  E . ,  B j ø r s e t h ,  K . ,  L u n d ,  K . ,  R o o s ,  N . ,  

B e k h r a d n i a ,  S . ,  T h i e d e ,  B . ,  S a n d b e r g ,  C . ,  V i k - M o ,  E .  O . ,  

R o b e r g - L a r s e n ,  H . ,  N y s t r ö m ,  B . ,  L u n d a n e s ,  E .  a n d  W i l s o n ,  S .  

R .  2 0 1 9 .  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  v e r s u s  k i t  e x o s o m e  i s o l a t i o n :  

N a n o L C - M S  a n d  o t h e r  t o o l s  r e v e a l  s i m i l a r  p e r f o r m a n c e  

b i o m a r k e r s ,  b u t  a l s o  c o n t a m i n a t i o n s .  F u t u r .  S c i .  O A .  5 :  

F S O 3 5 9 .  

8 3 .  S m y t h ,  T . ,  K u l l b e r g ,  M . ,  M a l i k ,  N . ,  S m i t h - J o n e s ,  P . ,  G r a n e r ,  

M .  W .  a n d  A n c h o r d o q u y ,  T .  J .  2 0 1 5 .  B i o d i s t r i b u t i o n  a n d  

d e l i v e r y  e f f i c i e n c y  o f  u n m o d i f i e d  t u m o r - d e r i v e d  e x o s o m e s .  J .  

C o n t r o l .  R e l e a s e .  1 9 9 :  1 4 5 – 1 5 5 .  

8 4 .  S o s a n y a ,  N .  M . ,  K u m a r ,  R . ,  C l i f f o r d ,  J .  L . ,  C h a v e z ,  R . ,  

D i m i t r o v ,  G . ,  S r i n i v a s a n ,  S . ,  G a u t a m ,  A . ,  T r e v i n o ,  A .  V . ,  

W i l l i a m s ,  M . ,  H a m m a m i e h ,  R . ,  C h e p p u d i r a ,  B .  P . ,  C h r i s t y ,  R .  
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J .  a n d  C r i m m i n s ,  S .  L .  2 0 1 9 .  I d e n t i f y i n g  P l a s m a  D e r i v e d  

E x t r a c e l l u l a r  V e s i c l e  ( E V )  C o n t a i n e d  B i o m a r k e r s  i n  t h e  

D e v e l o p m e n t  o f  C h r o n i c  N e u r o p a t h i c  P a i n .  J .  P a i n .  [ E p u b  

a h e a d  o f  p r i n t ] .  

8 5 .  S u g i y a m a ,  A . ,  H i r a n o ,  Y . ,  O k a d a ,  M .  a n d  Y a m a w a k i ,  H .  2 0 1 8 .  

E n d o s t a t i n  s t i m u l a t e s  p r o l i f e r a t i o n  a n d  m i g r a t i o n  o f  

m y o f i b r o b l a s t s  i s o l a t e d  f r o m  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n  m o d e l  r a t s .  

I n t .  J .  M o l .  S c i .  1 9 :  E 7 4 1 .  

8 6 .  T a k o v ,  K . ,  Y e l l o n ,  D .  M .  a n d  D a v i d s o n ,  S .  M .  2 0 1 9 .  

C o m p a r i s o n  o f  s m a l l  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  i s o l a t e d  f r o m  

p l a s m a  b y  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  o r  s i z e - e x c l u s i o n  

c h r o m a t o g r a p h y :  y i e l d ,  p u r i t y  a n d  f u n c t i o n a l  p o t e n t i a l .  J .  

E x t r a c e l l .  V e s i c l e s .  8 :  1 5 6 0 8 0 9 .  

8 7 .  T a n ,  L . ,  W u ,  H . ,  L i u ,  Y . ,  Z h a o ,  M . ,  L i ,  D .  a n d  L u ,  Q .  2 0 1 6 .  

R e c e n t  a d v a n c e s  o f  e x o s o m e s  i n  i m m u n e  m o d u l a t i o n  a n d  

a u t o i m m u n e  d i s e a s e s .  A u t o i m m u n i t y .  4 9 :  3 5 7 – 3 6 5 .  

8 8 .  T h é r y ,  C . ,  O s t r o w s k i ,  M .  a n d  S e g u r a ,  E .  2 0 0 9 .  M e m b r a n e  

v e s i c l e s  a s  c o n v e y o r s  o f  i m m u n e  r e s p o n s e s .  N a t .  R e v .  

I m m u n o l .  9 ( 8 ) :  5 8 1 - 5 9 3 .  

8 9 .  T h é r y ,  C . ,  W i t w e r ,  K .  W . ,  A i k a w a ,  E . ,  A l c a r a z ,  M .  J . ,  

A n d e r s o n ,  J .  D . ,  A n d r i a n t s i t o h a i n a ,  R . ,  A n t o n i o u ,  A . ,  A r a b ,  T . ,  

A r c h e r ,  F . ,  A t k i n - S m i t h ,  G .  K . ,  A y r e ,  D .  C . ,  B a c h ,  J .  M . ,  

B a c h u r s k i ,  D . ,  B a h a r v a n d ,  H . ,  B a l a j ,  L . ,  B a l d a c c h i n o ,  S . ,  

B a u e r ,  N .  N . ,  B a x t e r ,  A .  A . ,  B e b a w y ,  M . ,  B e c k h a m ,  C . ,  B e d i n a  

Z a v e c ,  A . ,  B e n m o u s s a ,  A . ,  B e r a r d i ,  A .  C . ,  B e r g e s e ,  P . ,  



85 

 

B i e l s k a ,  E . ,  B l e n k i r o n ,  C . ,  B o b i s - W o z o w i c z ,  S . ,  B o i l a r d ,  E . ,  

B o i r e a u ,  W . ,  B o n g i o v a n n i ,  A . ,  B o r r à s ,  F .  E . ,  B o s c h ,  S . ,  

B o u l a n g e r ,  C .  M . ,  B r e a k e f i e l d ,  X . ,  B r e g l i o ,  A .  M . ,  B r e n n a n ,  

M . ,  B r i g s t o c k ,  D .  R . ,  B r i s s o n ,  A . ,  B r o e k m a n ,  M .  L .  D . ,  

B r o m b e r g ,  J .  F . ,  B r y l - G ó r e c k a ,  P . ,  B u c h ,  S . ,  B u c k ,  A .  H . ,  

B u r g e r ,  D . ,  B u s a t t o ,  S . ,  B u s c h m a n n ,  D . ,  B u s s o l a t i ,  B . ,  B u z á s ,  

E .  I . ,  B y r d ,  J .  B . ,  C a m u s s i ,  G . ,  C a r t e r ,  D .  R .  F . ,  C a r u s o ,  S . ,  

C h a m l e y ,  L .  W . ,  C h a n g ,  Y .  T . ,  C h a u d h u r i ,  A .  D . ,  C h e n ,  C . ,  

C h e n ,  S . ,  C h e n g ,  L . ,  C h i n ,  A .  R . ,  C l a y t o n ,  A . ,  C l e r i c i ,  S .  P . ,  

C o c k s ,  A . ,  C o c u c c i ,  E . ,  C o f f e y ,  R .  J . ,  C o r d e i r o - d a - S i l v a ,  A . ,  

C o u c h ,  Y . ,  C o u m a n s ,  F .  A .  W . ,  C o y l e ,  B . ,  C r e s c i t e l l i ,  R . ,  

C r i a d o ,  M .  F . ,  D ’ S o u z a - S c h o r e y ,  C . ,  D a s ,  S . ,  d e  C a n d i a ,  P . ,  D e  

S a n t a n a ,  E .  F . ,  D e  W e v e r ,  O . ,  d e l  P o r t i l l o ,  H .  A . ,  D e m a r e t ,  T . ,  

D e v i l l e ,  S . ,  D e v i t t ,  A . ,  D h o n d t ,  B . ,  D i  V i z i o ,  D . ,  D i e t e r i c h ,  L .  

C . ,  D o l o ,  V . ,  D o m i n g u e z  R u b i o ,  A .  P . ,  D o m i n i c i ,  M . ,  D o u r a d o ,  

M .  R . ,  D r i e d o n k s ,  T .  A .  P . ,  D u a r t e ,  F .  V . ,  D u n c a n ,  H .  M . ,  

E i c h e n b e r g e r ,  R .  M . ,  E k s t r ö m ,  K . ,  E L  A n d a l o u s s i ,  S . ,  E l i e -

C a i l l e ,  C . ,  E r d b r ü g g e r ,  U . ,  F a l c ó n - P é r e z ,  J .  M . ,  F a t i m a ,  F . ,  

F i s h ,  J .  E . ,  F l o r e s - B e l l v e r ,  M . ,  F ö r s ö n i t s ,  A . ,  F r e l e t - B a r r a n d ,  

A . ,  F r i c k e ,  F . ,  F u h r m a n n ,  G . ,  G a b r i e l s s o n ,  S . ,  G á m e z - V a l e r o ,  

A . ,  G a r d i n e r ,  C . ,  G ä r t n e r ,  K . ,  G a u d i n ,  R . ,  G h o ,  Y .  S . ,  G i e b e l ,  

B . ,  G i l b e r t ,  C . ,  G i m o n a ,  M . ,  G i u s t i ,  I . ,  G o b e r d h a n ,  D .  C .  I . ,  

G ö r g e n s ,  A . ,  G o r s k i ,  S .  M . ,  G r e e n i n g ,  D .  W . ,  G r o s s ,  J .  C . ,  

G u a l e r z i ,  A . ,  G u p t a ,  G .  N . ,  G u s t a f s o n ,  D . ,  H a n d b e r g ,  A . ,  

H a r a s z t i ,  R .  A . ,  H a r r i s o n ,  P . ,  H e g y e s i ,  H . ,  H e n d r i x ,  A . ,  H i l l ,  
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A .  F . ,  H o c h b e r g ,  F .  H . ,  H o f f m a n n ,  K .  F . ,  H o l d e r ,  B . ,  

H o l t h o f e r ,  H . ,  H o s s e i n k h a n i ,  B . ,  H u ,  G . ,  H u a n g ,  Y . ,  H u b e r ,  V . ,  

H u n t ,  S . ,  I b r a h i m ,  A .  G .  E . ,  I k e z u ,  T . ,  I n a l ,  J .  M . ,  I s i n ,  M . ,  

I v a n o v a ,  A . ,  J a c k s o n ,  H .  K . ,  J a c o b s e n ,  S . ,  J a y ,  S .  M . ,  

J a y a c h a n d r a n ,  M . ,  J e n s t e r ,  G . ,  J i a n g ,  L . ,  J o h n s o n ,  S .  M . ,  

J o n e s ,  J .  C . ,  J o n g ,  A . ,  J o v a n o v i c - T a l i s m a n ,  T . ,  J u n g ,  S . ,  

K a l l u r i ,  R . ,  K a n o ,  S .  i c h i ,  K a u r ,  S . ,  K a w a m u r a ,  Y . ,  K e l l e r ,  E .  

T . ,  K h a m a r i ,  D . ,  K h o m y a k o v a ,  E . ,  K h v o r o v a ,  A . ,  K i e r u l f ,  P . ,  

K i m ,  K .  P . ,  K i s l i n g e r ,  T . ,  K l i n g e b o r n ,  M . ,  K l i n k e ,  D .  J . ,  

K o r n e k ,  M . ,  K o s a n o v i ć ,  M .  M . ,  K o v á c s ,  Á .  F . ,  K r ä m e r - A l b e r s ,  

E .  M . ,  K r a s e m a n n ,  S . ,  K r a u s e ,  M . ,  K u r o c h k i n ,  I .  V . ,  K u s u m a ,  

G .  D . ,  K u y p e r s ,  S . ,  L a i t i n e n ,  S . ,  L a n g e v i n ,  S .  M . ,  L a n g u i n o ,  L .  

R . ,  L a n n i g a n ,  J . ,  L ä s s e r ,  C . ,  L a u r e n t ,  L .  C . ,  L a v i e u ,  G . ,  

L á z a r o - I b á ñ e z ,  E . ,  L e  L a y ,  S . ,  L e e ,  M .  S . ,  L e e ,  Y .  X .  F . ,  

L e m o s ,  D .  S . ,  L e n a s s i ,  M . ,  L e s z c z y n s k a ,  A . ,  L i ,  I .  T .  S . ,  L i a o ,  

K . ,  L i b r e g t s ,  S .  F . ,  L i g e t i ,  E . ,  L i m ,  R . ,  L i m ,  S .  K . ,  L i n ē ,  A . ,  

L i n n e m a n n s t ö n s ,  K . ,  L l o r e n t e ,  A . ,  L o m b a r d ,  C .  A . ,  

L o r e n o w i c z ,  M .  J . ,  L ö r i n c z ,  Á .  M . ,  L ö t v a l l ,  J . ,  L o v e t t ,  J . ,  

L o w r y ,  M .  C . ,  L o y e r ,  X . ,  L u ,  Q . ,  L u k o m s k a ,  B . ,  L u n a v a t ,  T .  

R . ,  M a a s ,  S .  L .  N . ,  M a l h i ,  H . ,  M a r c i l l a ,  A . ,  M a r i a n i ,  J . ,  

M a r i s c a l ,  J . ,  M a r t e n s - U z u n o v a ,  E .  S . ,  M a r t i n - J a u l a r ,  L . ,  

M a r t i n e z ,  M .  C . ,  M a r t i n s ,  V .  R . ,  M a t h i e u ,  M . ,  M a t h i v a n a n ,  S . ,  

M a u g e r i ,  M . ,  M c G i n n i s ,  L .  K . ,  M c V e y ,  M .  J . ,  M e c k e s ,  D .  G . ,  

M e e h a n ,  K .  L . ,  M e r t e n s ,  I . ,  M i n c i a c c h i ,  V .  R . ,  M ö l l e r ,  A . ,  

M ø l l e r  J ø r g e n s e n ,  M . ,  M o r a l e s - K a s t r e s a n a ,  A . ,  M o r h a y i m ,  J . ,  
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M u l l i e r ,  F . ,  M u r a c a ,  M . ,  M u s a n t e ,  L . ,  M u s s a c k ,  V . ,  M u t h ,  D .  

C . ,  M y b u r g h ,  K .  H . ,  N a j r a n a ,  T . ,  N a w a z ,  M . ,  N a z a r e n k o ,  I . ,  

N e j s u m ,  P . ,  N e r i ,  C . ,  N e r i ,  T . ,  N i e u w l a n d ,  R . ,  N i m r i c h t e r ,  L . ,  

N o l a n ,  J .  P . ,  N o l t e - ’ t  H o e n ,  E .  N .  M . ,  N o r e n  H o o t e n ,  N . ,  

O ’ D r i s c o l l ,  L . ,  O ’ G r a d y ,  T . ,  O ’ L o g h l e n ,  A . ,  O c h i y a ,  T . ,  

O l i v i e r ,  M . ,  O r t i z ,  A . ,  O r t i z ,  L .  A . ,  O s t e i k o e t x e a ,  X . ,  

O s t e g a a r d ,  O . ,  O s t r o w s k i ,  M . ,  P a r k ,  J . ,  P e g t e l ,  D .  M . ,  P e i n a d o ,  

H . ,  P e r u t ,  F . ,  P f a f f l ,  M .  W . ,  P h i n n e y ,  D .  G . ,  P i e t e r s ,  B .  C .  H . ,  

P i n k ,  R .  C . ,  P i s e t s k y ,  D .  S . ,  P o g g e  v o n  S t r a n d m a n n ,  E . ,  

P o l a k o v i c o v a ,  I . ,  P o o n ,  I .  K .  H . ,  P o w e l l ,  B .  H . ,  P r a d a ,  I . ,  

P u l l i a m ,  L . ,  Q u e s e n b e r r y ,  P . ,  R a d e g h i e r i ,  A . ,  R a f f a i ,  R .  L . ,  

R a i m o n d o ,  S . ,  R a k ,  J . ,  R a m i r e z ,  M .  I . ,  R a p o s o ,  G . ,  R a y y a n ,  M .  

S . ,  R e g e v - R u d z k i ,  N . ,  R i c k l e f s ,  F .  L . ,  R o b b i n s ,  P .  D . ,  R o b e r t s ,  

D .  D . ,  R o d r i g u e s ,  S .  C . ,  R o h d e ,  E . ,  R o m e ,  S . ,  R o u s c h o p ,  K .  M .  

A . ,  R u g h e t t i ,  A . ,  R u s s e l l ,  A .  E . ,  S a á ,  P . ,  S a h o o ,  S . ,  S a l a s -

H u e n u l e o ,  E . ,  S á n c h e z ,  C . ,  S a u g s t a d ,  J .  A . ,  S a u l ,  M .  J . ,  

S c h i f f e l e r s ,  R .  M . ,  S c h n e i d e r ,  R . ,  S c h ø y e n ,  T .  H . ,  S c o t t ,  A . ,  

S h a h a j ,  E . ,  S h a r m a ,  S . ,  S h a t n y e v a ,  O . ,  S h e k a r i ,  F . ,  S h e l k e ,  G .  

V . ,  S h e t t y ,  A .  K . ,  S h i b a ,  K . ,  S i l j a n d e r ,  P .  R .  M . ,  S i l v a ,  A .  M . ,  

S k o w r o n e k ,  A . ,  S n y d e r ,  O .  L . ,  S o a r e s ,  R .  P . ,  S ó d a r ,  B .  W . ,  

S o e k m a d j i ,  C . ,  S o t i l l o ,  J . ,  S t a h l ,  P .  D . ,  S t o o r v o g e l ,  W . ,  S t o t t ,  

S .  L . ,  S t r a s s e r ,  E .  F . ,  S w i f t ,  S . ,  T a h a r a ,  H . ,  T e w a r i ,  M . ,  

T i m m s ,  K . ,  T i w a r i ,  S . ,  T i x e i r a ,  R . ,  T k a c h ,  M . ,  T o h ,  W .  S . ,  

T o m a s i n i ,  R . ,  T o r r e c i l h a s ,  A .  C . ,  T o s a r ,  J .  P . ,  T o x a v i d i s ,  V . ,  

U r b a n e l l i ,  L . ,  V a d e r ,  P . ,  v a n  B a l k o m ,  B .  W .  M . ,  v a n  d e r  G r e i n ,  
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S .  G . ,  V a n  D e u n ,  J . ,  v a n  H e r w i j n e n ,  M .  J .  C . ,  V a n  K e u r e n -

J e n s e n ,  K . ,  v a n  N i e l ,  G . ,  v a n  R o y e n ,  M .  E . ,  v a n  W i j n e n ,  A .  J . ,  

V a s c o n c e l o s ,  M .  H . ,  V e c h e t t i ,  I .  J . ,  V e i t ,  T .  D . ,  V e l l a ,  L .  J . ,  

V e l o t ,  É . ,  V e r w e i j ,  F .  J . ,  V e s t a d ,  B . ,  V i ñ a s ,  J .  L . ,  V i s n o v i t z ,  

T . ,  V u k m a n ,  K .  V . ,  W a h l g r e n ,  J . ,  W a t s o n ,  D .  C . ,  W a u b e n ,  M .  

H .  M . ,  W e a v e r ,  A . ,  W e b b e r ,  J .  P . ,  W e b e r ,  V . ,  W e h m a n ,  A .  M . ,  

W e i s s ,  D .  J . ,  W e l s h ,  J .  A . ,  W e n d t ,  S . ,  W h e e l o c k ,  A .  M . ,  

W i e n e r ,  Z . ,  W i t t e ,  L . ,  W o l f r a m ,  J . ,  X a g o r a r i ,  A . ,  X a n d e r ,  P . ,  

X u ,  J . ,  Y a n ,  X . ,  Y á ñ e z - M ó ,  M . ,  Y i n ,  H . ,  Y u a n a ,  Y . ,  Z a p p u l l i ,  

V . ,  Z a r u b o v a ,  J . ,  Ž ė k a s ,  V . ,  Z h a n g ,  J .  y e ,  Z h a o ,  Z . ,  Z h e n g ,  L . ,  

Z h e u t l i n ,  A .  R . ,  Z i c k l e r ,  A .  M . ,  Z i m m e r m a n n ,  P . ,  Z i v k o v i c ,  A .  

M . ,  Z o c c o ,  D .  a n d  Z u b a - S u r m a ,  E .  K .  2 0 1 8 .  M i n i m a l  

i n f o r m a t i o n  f o r  s t u d i e s  o f  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  2 0 1 8  

( M I S E V 2 0 1 8 ) :  a  p o s i t i o n  s t a t e m e n t  o f  t h e  I n t e r n a t i o n a l  

S o c i e t y  f o r  E x t r a c e l l u l a r  V e s i c l e s  a n d  u p d a t e  o f  t h e  

M I S E V 2 0 1 4  g u i d e l i n e s .  J .  E x t r a c e l l .  V e s i c l e s .  7 :  1 5 3 5 7 5 0 .  

9 0 .  T o n g ,  Y . ,  Y e ,  C . ,  R e n ,  X .  S . ,  Q i u ,  Y . ,  Z a n g ,  Y .  H . ,  X i o n g ,  X .  

Q . ,  W a n g ,  J .  J . ,  C h e n ,  Q . ,  L i ,  Y .  H . ,  K a n g ,  Y .  M .  a n d  Z h u ,  G .  

Q .  2 0 1 8 .  E x o s o m e - m e d i a t e d  t r a n s f e r  o f  A C E  ( a n g i o t e n s i n -

c o n v e r t i n g  e n z y m e )  f r o m  a d v e n t i t i a l  f i b r o b l a s t s  o f  

s p o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  r a t s  p r o m o t e s  v a s c u l a r  s m o o t h  

m u s c l e  c e l l  m i g r a t i o n .  H y p e r t e n s i o n .  7 2 :  8 8 1 – 8 8 8 .  

9 1 .  T o u y z ,  R .  M . ,  A l v e s - L o p e s ,  R . ,  R i o s ,  F .  J . ,  C a m a r g o ,  L .  L . ,  

A n a g n o s t o p o u l o u ,  A . ,  A r n e r ,  A .  a n d  M o n t e z a n o ,  A .  C .  2 0 1 8 .  

V a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c o n t r a c t i o n  i n  h y p e r t e n s i o n .  
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C a r d i o v a s c .  R e s .  1 1 4 :  5 2 9 – 5 3 9 .  

9 2 .  U s u i ,  T . ,  O k a d a ,  M . ,  H a r a ,  Y .  a n d  Y a m a w a k i ,  H .  2 0 1 2 .  D e a t h -

a s s o c i a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  3  m e d i a t e s  v a s c u l a r  i n f l a m m a t i o n  

a n d  d e v e l o p m e n t  o f  h y p e r t e n s i o n  i n  s p o n t a n e o u s l y  

h y p e r t e n s i v e  r a t s .  H y p e r t e n s i o n .  6 0 :  1 0 3 1 – 1 0 3 9 .  

9 3 .  U s u i ,  T . ,  S a k a t s u m e ,  T . ,  N i j i m a ,  R . ,  O t a n i ,  K . ,  K a z a m a ,  K . ,  

M o r i t a ,  T . ,  K a m e s h i m a ,  S . ,  O k a d a ,  M .  a n d  Y a m a w a k i ,  H .  2 0 1 4 .  

D e a t h - a s s o c i a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  3  m e d i a t e s  v a s c u l a r  s t r u c t u r a l  

r e m o d e l l i n g  v i a  s t i m u l a t i n g  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  

a n d  m i g r a t i o n .  C l i n .  S c i .  1 2 7 :  5 3 9 – 5 4 8 .  

9 4 .  V a l a d i ,  H . ,  E k s t r ö m ,  K . ,  B o s s i o s ,  A . ,  S j ö s t r a n d ,  M . ,  L e e ,  J .  J .  

a n d  L ö t v a l l ,  J .  O .  2 0 0 7 .  E x o s o m e - m e d i a t e d  t r a n s f e r  o f  m R N A s  

a n d  m i c r o R N A s  i s  a  n o v e l  m e c h a n i s m  o f  g e n e t i c  e x c h a n g e  

b e t w e e n  c e l l s .  N a t .  C e l l  B i o l .  9 :  6 5 4 – 6 5 9 .  

9 5 .  V i c e n c i o ,  J .  M . ,  Y e l l o n ,  D .  M . ,  S i v a r a m a n ,  V . ,  D a s ,  D . ,  B o i -

D o k u ,  C . ,  A r j u n ,  S . ,  Z h e n g ,  Y . ,  R i q u e l m e ,  J .  A . ,  K e a r n e y ,  J . ,  

S h a r m a ,  V . ,  M u l t h o f f ,  G . ,  H a l l ,  A .  R .  a n d  D a v i d s o n ,  S .  M .  

2 0 1 5 .  P l a s m a  e x o s o m e s  p r o t e c t  t h e  m y o c a r d i u m  f r o m  i s c h e m i a -

r e p e r f u s i o n  i n j u r y .  J .  A m .  C o l l .  C a r d i o l .  6 5 :  1 5 2 5 – 1 5 3 6 .  

9 6 .  W e i d l e ,  U .  H . ,  B i r z e l e ,  F . ,  K o l l m o r g e n ,  G .  a n d  R ü g e r ,  R .  2 0 1 7 .  

T h e  m u l t i p l e  r o l e s  o f  e x o s o m e s  i n  m e t a s t a s i s .  C a n c e r  

G e n o m i c s  a n d  P r o t e o m i c s .  1 4 :  1 – 1 5 .  

9 7 .  W h e l t o n ,  P .  K . ,  C a r e y ,  R .  M . ,  A r o n o w ,  W .  S . ,  C a s e y ,  D .  E . ,  

C o l l i n s ,  K .  J . ,  D e n n i s o n  H i m m e l f a r b ,  C . ,  D e P a l m a ,  S .  M . ,  

G i d d i n g ,  S . ,  J a m e r s o n ,  K .  A . ,  J o n e s ,  D .  W . ,  M a c L a u g h l i n ,  E .  
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J . ,  M u n t n e r ,  P . ,  O v b i a g e l e ,  B . ,  S m i t h ,  S .  C . ,  S p e n c e r ,  C .  C . ,  

S t a f f o r d ,  R .  S . ,  T a l e r ,  S .  J . ,  T h o m a s ,  R .  J . ,  W i l l i a m s ,  K .  A . ,  

W i l l i a m s o n ,  J .  D .  a n d  W r i g h t ,  J .  T .  2 0 1 8 .  2 0 1 7  

A C C / A H A / A A P A / A B C / A C P M / A G S / A P h A / A S H / A S P C / N M A / P C N

A  G u i d e l i n e  f o r  t h e  P r e v e n t i o n ,  D e t e c t i o n ,  E v a l u a t i o n ,  a n d  

M a n a g e m e n t  o f  H i g h  B l o o d  P r e s s u r e  i n  A d u l t s :  A  R e p o r t  o f  t h e  

A m e r i c a n  C o l l e g e  o f  C a r d i o l o g y / A m e r i c a n  H e a r t  A s s o c i a t i o n  

T a s k  F o r c e  o n  C l i n i c a l  P r .  J .  A m .  C o l l .  C a r d i o l .  7 1 :  e 1 2 7 –

e 2 4 8 .  

9 8 .  W i k l a n d e r ,  O .  P .  B . ,  N o r d i n ,  J .  Z . ,  O ’ L o u g h l i n ,  A . ,  

G u s t a f s s o n ,  Y . ,  C o r s o ,  G . ,  M ? ? g e r ,  I . ,  V a d e r ,  P . ,  L e e ,  Y . ,  

S o r k ,  H . ,  S e o w ,  Y . ,  H e l d r i n g ,  N . ,  A l v a r e z - E r v i t i ,  L . ,  E d v a r d  

S m i t h ,  C .  I . ,  L e  B l a n c ,  K . ,  M a c c h i a r i n i ,  P . ,  J u n g e b l u t h ,  P . ,  

W o o d ,  M .  J .  A .  a n d  E l  A n d a l o u s s i ,  S .  2 0 1 5 .  E x t r a c e l l u l a r  

v e s i c l e  i n  v i v o  b i o d i s t r i b u t i o n  i s  d e t e r m i n e d  b y  c e l l  s o u r c e ,  

r o u t e  o f  a d m i n i s t r a t i o n  a n d  t a r g e t i n g .  J  E x t r a c e l l  V e s i c l e s .  J .  

E x t r a c e l l .  V e s i c l e s .  4 :  1 – 1 3 .  

9 9 .  W i t w e r ,  K .  W . ,  B u z á s ,  E .  I . ,  B e m i s ,  L .  T . ,  B o r a ,  A . ,  L ä s s e r ,  

C . ,  L ö t v a l l ,  J . ,  N o l t e - ’ t  H o e n ,  E .  N . ,  P i p e r ,  M .  G . ,  S i v a r a m a n ,  

S . ,  S k o g ,  J . ,  T h é r y ,  C . ,  W a u b e n ,  M .  H .  a n d  H o c h b e r g ,  F .  2 0 1 3 .  

S t a n d a r d i z a t i o n  o f  s a m p l e  c o l l e c t i o n ,  i s o l a t i o n  a n d  a n a l y s i s  

m e t h o d s  i n  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e  r e s e a r c h .  J .  E x t r a c e l l .  

V e s i c l e s .  2 :  1 – 2 5 .  

1 0 0 .  W u ,  M . ,  O u y a n g ,  Y . ,  W a n g ,  Z . ,  Z h a n g ,  R . ,  H u a n g ,  P .  H . ,  C h e n ,  

C . ,  L i ,  H . ,  L i ,  P . ,  Q u i n n ,  D . ,  D a o ,  M . ,  S u r e s h ,  S . ,  S a d o v s k y ,  
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Y .  a n d  H u a n g ,  T .  J .  2 0 1 7 .  I s o l a t i o n  o f  e x o s o m e s  f r o m  w h o l e  

b l o o d  b y  i n t e g r a t i n g  a c o u s t i c s  a n d  m i c r o f l u i d i c s .  P r o c .  N a t l .  

A c a d .  S c i .  U .  S .  A .  1 1 4 :  1 0 5 8 4 – 1 0 5 8 9 .  

1 0 1 .  Y a m a s h i t a ,  T . ,  T a k a h a s h i ,  Y . ,  N i s h i k a w a ,  M .  a n d  T a k a k u r a ,  Y .  

2 0 1 6 .  E f f e c t  o f  e x o s o m e  i s o l a t i o n  m e t h o d s  o n  p h y s i c o c h e m i c a l  

p r o p e r t i e s  o f  e x o s o m e s  a n d  c l e a r a n c e  o f  e x o s o m e s  f r o m  t h e  

b l o o d  c i r c u l a t i o n .  E u r .  J .  P h a r m .  B i o p h a r m .  9 8 :  1 – 8 .  

1 0 2 .  Y u ,  H .  C .  M . ,  B u r r e l l ,  L .  M . ,  B l a c k ,  M .  J . ,  W u ,  L .  L . ,  D i l l e y ,  

R .  J . ,  C o o p e r ,  M .  E .  a n d  J o h n s t o n ,  C .  I .  1 9 9 8 .  S a l t  i n d u c e s  

m y o c a r d i a l  a n d  r e n a l  f i b r o s i s  i n  n o r m o t e n s i v e  a n d  

h y p e r t e n s i v e  r a t s .  C i r c u l a t i o n .  9 8 :  2 6 2 1 – 2 6 2 8 .  

1 0 3 .  Y u e ,  J . ,  G u a n ,  J . ,  W a n g ,  X . ,  Z h a n g ,  L . ,  Y a n g ,  Z . ,  A o ,  Q . ,  

D e n g ,  Y . ,  Z h u ,  P .  a n d  W a n g ,  G .  2 0 1 3 .  M i c r o R N A - 2 0 6  i s  

i n v o l v e d  i n  h y p o x i a - i n d u c e d  p u l m o n a r y  h y p e r t e n s i o n  t h r o u g h  

t a r g e t i n g  o f  t h e  H I F - 1 α / F h l - 1  p a t h w a y .  L a b .  I n v e s t i g .  9 3 :  7 4 8 –

7 5 9 .  

1 0 4 .  Y u y a m a ,  K .  a n d  I g a r a s h i ,  Y .  2 0 1 6 .  P h y s i o l o g i c a l  a n d  

p a t h o l o g i c a l  r o l e s  o f  e x o s o m e s  i n  t h e  n e r v o u s  s y s t e m .  B i o m o l .  

C o n c e p t s .  7 :  5 3 – 6 8 .  

1 0 5 .  Z h a n g ,  Y . ,  C h o p p ,  M . ,  M e n g ,  Y . ,  K a t a k o w s k i ,  M . ,  X i n ,  H . ,  

M a h m o o d ,  A .  a n d  X i o n g ,  Y .  2 0 1 5 .  E f f e c t  o f  e x o s o m e s  d e r i v e d  

f r o m  m u l t i p l u r i p o t e n t  m e s e n c h y m a l  s t r o m a l  c e l l s  o n  f u n c t i o n a l  

r e c o v e r y  a n d  n e u r o v a s c u l a r  p l a s t i c i t y  i n  r a t s  a f t e r  t r a u m a t i c  

b r a i n  i n j u r y .  J .  N e u r o s u r g .  1 2 2 :  8 5 6 – 8 6 7 .  

1 0 6 .  Z h a o ,  L . ,  L u o ,  H . ,  L i ,  X . ,  L i ,  T . ,  H e ,  J . ,  Q i ,  Q . ,  L i u ,  Y .  a n d  
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Y u ,  Z .  2 0 1 7 .  E x o s o m e s  D e r i v e d  f r o m  H u m a n  P u l m o n a r y  A r t e r y  

E n d o t h e l i a l  C e l l s  S h i f t  t h e  B a l a n c e  b e t w e e n  P r o l i f e r a t i o n  a n d  

A p o p t o s i s  o f  S m o o t h  M u s c l e  C e l l s .  C a r d i o l .  1 3 7 :  4 3 – 5 3 .  

1 0 7 .  Z h u ,  L . ,  X i a o ,  R . ,  Z h a n g ,  X . ,  L a n g ,  Y . ,  L i u ,  F . ,  Y u ,  Z . ,  Z h a n g ,  

J . ,  S u ,  Y . ,  L u ,  Y . ,  W a n g ,  T . ,  L u o ,  S . ,  W a n g ,  J . ,  L i u ,  M .  L . ,  

D u p u i s ,  J . ,  J i n g ,  Z .  C . ,  L i ,  T . ,  X i o n g ,  W .  a n d  H u ,  Q .  2 0 1 9 .  

S p e r m i n e  o n  e n d o t h e l i a l  e x t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  m e d i a t e s  

s m o k i n g - i n d u c e d  p u l m o n a r y  h y p e r t e n s i o n  p a r t i a l l y  t h r o u g h  

c a l c i u m - s e n s i n g  r e c e p t o r .  A r t e r i o s c l e r .  T h r o m b .  V a s c .  B i o l .  

3 9 :  4 8 2 – 4 9 5 .  

1 0 8 .  Z h u ,  Y . ,  W a n g ,  Y . ,  Z h a o ,  B . ,  N i u ,  X . ,  H u ,  B . ,  L i ,  Q . ,  Z h a n g ,  

J . ,  D i n g ,  J . ,  C h e n ,  Y .  a n d  W a n g ,  Y .  2 0 1 7 .  C o m p a r i s o n  o f  

e x o s o m e s  s e c r e t e d  b y  i n d u c e d  p l u r i p o t e n t  s t e m  c e l l - d e r i v e d  

m e s e n c h y m a l  s t e m  c e l l s  a n d  s y n o v i a l  m e m b r a n e - d e r i v e d  

m e s e n c h y m a l  s t e m  c e l l s  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  o s t e o a r t h r i t i s .  

S t e m  C e l l  R e s .  T h e r .  8 :  6 4 .  

 

 

 


