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マイクロパーティクルの生体機能解明による血管病治療と創薬応用 

－膜小胞の動的臓器間ネットワーク解明と薬物送達システムへの応用－ 
 

1．研究の目的 

国民病化している糖尿病や脂質異常症等は、様々な臓器の代謝性機能不全の重積によって

生じ、その結果生じる血管合併症は、患者の quality of life (QOL) を著しく低下するばか

りでなく、医療費の増加の一因ともなっている。特に、糖尿病や脂質異常症から生じる血管

病時に、適切な病期・病態の新規治療薬の開発、予防方法の確立、血管障害・臓器機能不全

の重症度を把握するバイオマーカーの開発が望まれている。 

マイクロパーティクル(microparticle:MP)は、細胞外小胞(Extracellular vesicles: 

EVs , MP; 0.1〜1.0μm,エクソソーム;30〜100nm)のひとつで、様々な種類の細胞から放出さ

れる細胞膜粒子である。特に EVs の中で最も大きい粒子である MPは、大きいもので直径 1.0

μm あり、これは血小板(直径 2.0μm)の半分程度である。すなわち、MP は新しい血球系細胞

とも捉えられ、血小板のような種々の血管病に重要な役割をしている可能性が高い。このよ

うに MP は重要な生理機能を有しているが、生体内での放出機能・役割については、その抽出

方法、量的問題から、ほとんど明らかにされておらず、MPの生体内における臓器間の機能的

役割の解明が急務である。  

そこで、MP の生体内の機能について、肝臓、がん細胞、血球系細胞、内皮細胞由来の MPと

血管等の各臓器機能に焦点を絞り(図 1)、 

(1)疾患モデル動物を中心に、MP と各種細胞臓器機能の

相関性解析を進め、 

(2)各種培養細胞を用いた MP の糖鎖構造・内容物解析

を中心に、その放出・接着分子機序について臓器間

作用を合わせて解明する。 

(3)(1)(2)の実験を統合し、血管疾患モデル動物を使用

した MP、小胞の人為的改変、分布制御による各種

臓器間の同時機能解析、新規治療予防方法を開発、

ターゲットについて情報提供する。 

 

2．研究の計画 

(1) MP と血管・臓器機能における生体内相関性解析 

糖尿病マウスや高血圧ラット、アセトアセチル CoA 遺伝子欠損マウス、p57Kip2遺伝子(上

皮細胞周期抑制因子)欠損マウスから、MP 分取の条件設定の検討、抽出を進め、フローサイ

トメトリーにより、各々の抗原（脂肪細胞; CD9, CD63 等、血小板；CD42a, CD61 等）を用

いて起源細胞、構造異常を検討する。更に、申請者が確立している抽出方法とセルソーター

等も用いて、ウエスタンブロット、顕微鏡等を用いて、内容物、糖鎖構造、接着浸潤メカニ

ズムを解明する。 

 

(2) 培養細胞を用いた MP 放出機構、膜構造、細胞間シグナルの解明 

疾患モデル動物由来 MP を用い、血管平滑筋内皮細胞、脂肪細胞、肝細胞、単球、血小板

とのタンパク質相互作用、機能解析を検討する。特に、血管内皮細胞において機能的役割を

している NO 合成酵素、Akt、GRK2、 MAP-kinase, arrestin などを中心として、免疫沈降-

ウエスタンブロット法、二次元電気泳動を用いて明らかにする。また、各種培養細胞によっ

て産生された MP 構造解析、血管内皮細胞表面の糖タンパク質解析、放出機構と細胞間相互

作用の検討実験についても、これらの細胞組織などを血管細胞との共培養実験、阻害薬、抗

体薬、遺伝子導入等を用いて比較検討する。更に、白血病細胞の分化時に放出される MP と

レチノイン酸、レチノイン酸受容体などの核内受容体の関係が報告されており、がん細胞や

脂肪細胞の分化増殖研究からも、臓器間の MP の役割として解明する。 

 

 



3．研究の成果 

(1) 血管病モデルにおける血管機能解析と MP の関係について 

① MP 誘発物質であるメチルグリオキサール (MGO)、インドキシル硫酸は、PKC を介する

UDP 誘発収縮反応や ET-1 誘発収縮反応を増大させ、NO/cGMP シグナルの障害が関与する

可能性が示唆された。 

② 慢性 2 型糖尿病ラットにおける MP に含まれる細胞外核酸誘発収縮反応について検討し

たところ、OLETF 群において、ATP 誘発収縮反応の増大、UTP 誘発-収縮反応の減弱を

認めた。慢性高血圧症ラットにおけるウリジンヌクレオチド誘発収縮反応について検討

したところ、SHR 群において WKY 群と比較し、UDP 及び UTP 誘発収縮反応の増大が認め

られた。 

③ 酸化ストレス刺激を受けた MP は、Tool-like receptor 4 (TLR4)を介し、炎症を誘発す

る事が報告されている。そこで、糖尿病ラット、マウスの各部位の血管機能不全におけ

る、抗酸化ポリフェノール、TLR4 阻害薬慢性投与の検討を行ったところ、ポリフェノー

ルは大動脈において、TLR4 阻害薬は腸間膜動脈において、内皮機能を改善することを

明らかにした。 

 

(2) MP 放出機構、膜構造、細胞間シグナルの解明 

① ヒト血漿由来 MPが単球・マクロファージ、内皮細胞に与える影響を検討するため、ヒト

血漿に含まれる MP の精製を行った。ExoIntact2 Exosome isolation kit 及び exoEASY 

Maxi kit を用いて MPs の精製を行い、抗 CD9 抗体、抗 CD63 抗体を用いたウエスタンブ

ロットにより確認した。精製 MP を種々培養細胞を用いて解析を進めた結果、MP と共培

養した MM6-NFkB 細胞を PGN で刺激した後、レポーター解析において、MP と共培養した

細胞では応答性が低下していた。 

② 糖尿病マウス血中において、CD42a 血小板由来 MPの内容物スクリーニングにおいて、血

管内皮機能に影響を及ぼす ERK タンパク、G protein-coupled receptor kinase 2 (GRK2)

タンパク質や酸化リン脂質が多く含まれている事を明らかにした。 

③ マウス結腸がん細胞株について、糖鎖切断酵素ヘパラナーゼ存在下で培養することによ

り、MP を含む細胞外小胞の分泌量が数倍に上昇することを新たに見出した。更に、非存

在下で分泌された通常の細胞外小胞に比べ、CD63 の含有量が非常に高い、粒径が小さい、

不安定である、ゼータ電位の負の値が大きい、という特徴を有していることを明らかに

した。 

④ レチノイン酸 (RA) は血管病時の血液凝固障害を改善する作用も有している。そこで、

HL60細胞に RAを処理した時に放出される MPの精製実験を進め、MPの回収に成功した。

更に、RA処置により、経時的に量が上昇する MP種があること及び、α-アクチニンの量

も経時的に増加していることから、細胞の増殖・分化時、あるいは、細胞死の際に、α-

アクチニンを初めとする MP が放出されていると考えられた。 

⑤ マウスメラノーマ細胞株 B16F10 において、フォスファチジルセリン結合タンパクを用

いて MP を精製し、CD63 の発現により MP の存在を確認した。CD63 の発現を指標に、こ

の放出を増減する天然物/生薬エキスを探したが、現在までに詳細に検討すべき天然物

は見つかっていない。 

⑥ MP の分泌過程を可視化するプローブの作成を行うため、MP のマーカータンパク質とし

て頻用される CD63 の発現ベクターの下流に、蛍光タンパク質の中でも非常に明るいと

される venus の遺伝子を挿入した融合遺伝子を作製した。これをもとに結腸がん細胞株

colon 26 細胞において、venus の蛍光を発する細胞の構築に成功した。 

 

(3) 血管病モデルにおける MPs 作用機序および血管障害治療薬の検討 

糖尿病時の MP 放出増加、質的変化、ERK1/2活性が内皮機能障害に関係していることが明

らかとなったので、その阻害薬を糖尿病マウスに慢性投与し、血管病治療効果の検討を行っ

た。ERK1/2 阻害剤である PD98059 (PD) を in vivo 処置した糖尿病動物においては、血管

障害が改善された。更にその動物から抽出した MP 中のタンパクを測定したところ、正常動

物の MP と同程度の ERK1/2 活性および eNOS 発現を示すと共に、その MP においては、内

皮機能障害は認められなかった。以上のことから糖尿病時、MP に含まれる ERK1/2 が血管



内皮障害を惹起させることが示唆され、更に ERK 阻害薬の投与は、糖尿病性血管内皮障害、

MP の含有量、質的変化を改善し、糖尿病性血管障害の治療ターゲットとなることを提案し

た。 

 

4．研究の反省・考察 

以上より、糖尿病、高血圧性血管病と血小板由来 MP は密接に関係し、特に大動脈、腸間膜動

脈の内皮細胞機能において顕著作用することが明らかになった。また MP放出や接着機構とし

て、ヒト血漿由来 MP の抽出精製、ヘパラナーゼ、α-アクチニン等の分子種の同定も進み血管

病時やがん細胞との関連性について更に検討を進めている。特に、糖尿病時の血管病におい

て、MP に含まれる ERK1/2 が血管内皮障害を惹起させることを明らかにし、ERK 阻害薬の投

与、MP の質的改変は糖尿病性血管障害の治療ターゲットとなることを発表した。本成果は、論

文発表 13 報、学会発表 20 回行う事ができ、今後の MP研究、血管病の新規治療展開に期待で

きる。 
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