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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 ま た は

e x o s o m e s )は 脂 質 二 重 膜 で 構 成 さ れ る 分 泌 小 胞 の 一 種 で あ る 。 そ

の 直 径 は 約 5 0 ~ 1 5 0  n m で 、 タ ン パ ク 質 や m R N A ,  m i c r o R N A ( m i R ) ,  

D N A な ど の 機 能 性 分 子 を 含 む 。 エ ン ド サ イ ト ー シ ス ま た は 膜 融

合 を 介 し て 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 。 実 際 、 血 液 凝 固 や 幹 細 胞 浸 潤 、 神 経 伝 達 な ど の 生 理 的

な 機 能 の み な ら ず 、 が ん や 中 枢 神 経 系 障 害 、 心 血 管 疾 患 な ど の

病 態 制 御 に s E V が 関 与 す る こ と が 近 年 報 告 さ れ て い る 。  

ヒ ト 全 身 性 高 血 圧 症 は 心 疾 患 や 脳 卒 中 、 腎 不 全 な ど の 危 険 因

子 と な る 重 篤 な 疾 患 で あ る が 、 そ の 約 9 0％ は 原 因 不 明 の 本 態 性

高 血 圧 症 で あ る 。 本 態 性 高 血 圧 症 の 病 態 解 明 と 治 療 ・ 診 断 法 の

開 発 に は モ デ ル 動 物 と し て 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 )が 一 般 的 に 用 い ら れ て い る 。 S H R に お け

る 高 血 圧 発 症 ・ 進 展 に 対 す る 決 定 的 な 原 因 は 未 だ 不 明 で あ る 。

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 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 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 が 報 告 さ れ て い る こ と か ら 、 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 。 こ の 仮 説 を 検 証

す る 為 に 本 研 究 は 、 ラ ッ ト 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 。  

 

第 一 章  ラ ッ ト 血 漿 s EV が 血 圧 に 及 ぼ す 影 響  



 

 

S H R は 生 後 徐 々 に 血 圧 が 上 昇 し 7 週 齢 以 降 に 収 縮 期 血 圧 が 1 3 0  

m m H g を 超 え る 高 血 圧 を 呈 す る 。 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 )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 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 っ て E V を 単 離 し 粒 子 径 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 。 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 を 週 1 回 腹 腔 内 投 与 (計

6 週 間 )し て 血 圧 を 測 定 し た 。 結 果 、 S H R 血 漿 s E V 投 与 に よ り

W K Y の 収 縮 期 血 圧 が 有 意 に 上 昇 し 、 W K Y 血 漿 s E V 投 与 に よ り

S H R に お け る 収 縮 期 血 圧 の 上 昇 が 有 意 に 抑 制 さ れ た 。 ま た W K Y

血 漿 s E V を 投 与 し た S H R の 摘 出 腸 間 膜 動 脈 に お け る

p r o s t a g l a n d i n  F 2 α 誘 導 性 の 収 縮 が S H R 血 漿 s E V の 投 与 と 比 較 し

て 有 意 に 減 弱 し た 。 S H R 血 漿 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 K Y 血 漿 s E V の 投 与 と 比

較 し て 有 意 に 亢 進 し た 。 一 方 、 W K Y 血 漿 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 H R 血 漿 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 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 ( B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  C o m m u n . ,  2 0 1 8 )。  

 

第 二 章  最 適 な ラ ッ ト 血 漿 s EV 単 離 方 法 の 探 索  

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 で あ っ た 。 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 。 超 遠 心 法 以 外 に も 様 々 な 単 離 方 法 が

存 在 す る が 、 と り わ け ポ リ マ ー の 一 種 で あ る 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 方 法 は ヒ ト 細 胞 及 び 血 漿 由 来 s E V の 単 離 に 有 用 で

あ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 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 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 、 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 検 討 し た 。 U C 法 、 P E G に よ る 沈 降 後

に 超 遠 心 法 ( P E G - U C 法 )及 び P E G に よ る 沈 降 の み ( P E G 法 )の 3 つ

の 方 法 を 比 較 し た 。 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 。 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 大

型 E V の 夾 雑 が 少 な か っ た ）。 抗 凝 固 薬 は 、 h e p a r i n、

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 及 び 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 の

3 つ を 比 較 し た 結 果 、 s E V の 純 度 と 収 率 に お い て 差 は 認 め ら れ な

か っ た 。 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 ( I n t .  J .  M o l .  S c i . ,  

2 0 1 9 )。  

 

第 三 章  血 漿 s EV が 血 管 平 滑 筋 細 胞 の 機 能 に 及 ぼ す 影 響  

高 血 圧 発 症 ・ 進 展 に は 、 血 管 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 と 遊 走 に よ る

血 管 壁 の 構 造 変 化 が 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 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 K Y 及 び S H R 血 漿 s E V



 

 

が 血 管 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 と 遊 走 能 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た 。 最

初 に W K Y と S H R 血 漿 s E V の 粒 子 濃 度 と 粒 度 分 布 を 検 討 し た

が 、 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 一 方 、 s E V マ ー カ ー の C D 8 1 タ ン パ

ク 質 発 現 量 が S H R 血 漿 s E V で W K Y 血 漿 s E V と 比 較 し て 有 意 に

低 か っ た 。 こ の W K Y 及 び S H R 血 漿 s E V を ラ ッ ト 血 管 平 滑 筋 細

胞 に 処 置 ( 4 8 時 間 )し た と こ ろ 、 共 に 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ て 増 殖

と 遊 走 能 が 溶 媒 処 置 と 比 較 し て 有 意 に 亢 進 し た が 、 そ の 作 用 に

差 は な か っ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 W K Y 及 び S H R 血 漿 s E V に よ る

血 圧 制 御 に 血 管 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 ・ 遊 走 能 に 及 ぼ す 影 響 は 関 与

し な い こ と が 示 唆 さ れ た ( J .  Ve t .  M e d .  S c i . ,  i n  p r e s s )。  

 

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 。 そ し て 、 ラ ッ ト 血 漿 s E V に よ る 血 圧 制 御 に は 、 そ の 血 管 平

滑 筋 細 胞 の 増 殖 ・ 遊 走 能 に 及 ぼ す 影 響 は 関 与 し な い こ と を 明 ら

か に し た 。 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 を 詳 細

に 検 討 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 高 血 圧 症 の 治 療 ・ 診 断 法 の 開 発 が 期 待 さ れ る 。  

 


