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研究成果の概要（和文）：微小血管内皮細胞由来細胞外小胞（MVEC-EV）表面にフィブロネクチン（FN）が存在
すること、EV表面のFNとオリゴデンドロサイト前駆細胞（OPC）表面のヘパラン硫酸プロテオグリカン（HSPG）
の結合を阻害することによりOPCでEVの取込が減少してOPCの生存・増殖が低下することを明らかにした。また、
MVEC-EV表面に血小板由来成長因子B（PDGF-B）が存在すること、PDGF-BはHSPGを介してEV表面に繋がれているこ
とを明らかにした。PDGF-Bに対する中和抗体がOPC増殖におけるEVの活性を低下させたことから、MVEC-EV表面の
PDGF-BがOPCの増殖を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：I found that fibronectin (FN) was abundant on the surface of extracellular 
vesicles derived from brain microvascular endothelial cells (MVEC-EVs) and that FN on EVs mediated 
their internalization into oligodendrocyte precursor cells (OPCs) by its binding to heparan sulfate 
proteoglycan (HSPG) on OPCs. OPC survival and proliferation promoted by EVs were attenuated by 
blocking the internalization of EVs into OPCs. Moreover, I also found that platelet-derived growth 
factor-B (PDGF-B) was on the surface of MVEC-EVs and that PDGF-B was tethered to the EV by HSPG. The
 neutralizing antibody against PDGF-B significantly reduced the promoting activity of MVEC-EVs on 
OPC proliferation, suggesting that PDGF-B on the surface of MVEC-EV promotes OPC proliferation.

研究分野： 神経科学

キーワード： 血管内皮細胞　細胞外小胞　エクソソーム　オリゴデンドロサイト前駆細胞　神経科学　再生医学　認
知症　脳白質障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
微小血管内皮細胞由来細胞外小胞の表面にフィブロネクチン、血小板由来成長因子PDGF-Bが存在すること、小胞
内にrno-miR-21-5pなどのマイクロRNAが含まれることを明らかにした。また、細胞外小胞表面のPDGF-BBがオリ
ゴデンドロサイト前駆細胞の増殖を促進することを明らかにした。これらの知見は、運動機能や認知機能の障害
に関わる白質病変の改善に向けた治療戦略の構築に有用であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) アルツハイマー病などの認知症を、まだ認知機能低下の顕在化していない前駆期に早期診
断、早期先制治療を実施し、認知症発症を防止することが国家的な課題となっている。これまで
のアルツハイマー型認知症の治療法に関する研究は、主としてアミロイドβ蛋白の蓄積や神経
原線維変化に注目してなされてきた。MRI 解析による大脳白質高信号はアルツハイマー型認知症
の発症前駆期からの急激な認知機能低下に関連する危険因子であるが、白質病変の改善に向け
た有効な治療法はない。 
(2) 研究代表者はこれまでに、白質虚血ラットモデルの梗塞域に脳微小血管内皮細胞を移植す
ることにより脱髄巣周辺のオリゴデンドロサイト前駆細胞のアポトーシスが抑制されて脱髄病
巣の縮小と再髄鞘化が促進されること（Puentes et al., 2012; Iijima et al., 2015）、脳微小
血管内皮細胞由来細胞外小胞が in vitro でオリゴデンドロサイト前駆細胞の生存・増殖を促進
すること（Kurachi et al., 2016）を明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
 上記のように脳微小血管内皮細胞由来の細胞外小胞がオリゴデンドロサイト前駆細胞の生存・
増殖を促進する活性をもつことから、この細胞外小胞に含まれる分子（タンパク質やマイクロ
RNA）を明らかにすることができれば、これらの分子を認知症前駆期における白質高信号の治
療に応用することができると考えられる。本研究では血管内皮細胞が分泌する細胞外小胞に含
まれるオリゴデンドロサイト前駆細胞の生存・増殖を促進する分子を同定し、この分子を利用し
た白質病巣の修復法を開発することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
 オリゴデンドロサイト前駆細胞は生後 2日齢 SD ラットの大脳皮質から immunopanning 法によ
り調製し、PDGF-AA を含む無血清培地により培養した。脳微小血管内皮細胞は成体 SD ラットの
大脳皮質から酵素処理および Percoll 密度勾配遠心法により調製し、2%FBS を含む内皮細胞増殖
培地により培養した。ラット線維芽細胞株 Rat-1 は 10%FBS を含む培地により培養した。 
(2) 細胞外小胞の回収 
 脳微小血管内皮細胞および Rat-1 細胞をエクソソーム除去済みの FBS を含む培地で培養した
後に培養上清を回収し、エクソソーム回収試薬を用いてそれぞれの細胞由来細胞外小胞を得た。 
(3) 質量分析 
 脳微小血管内皮細胞由来細胞外小胞（MVEC-EV）、Rat-1 由来細胞外小胞（Rat-1-EV）を SDS-
PAGE により分画、トリプシンでゲル内消化した。得られたペプチドを nanoLC MS/MS 解析した。 
(4) ELISA 
 一定量の EVタンパク質を含むサンプルを調製し、市販の Rat Fibronectin ELISA Kit (Abcam)
および Mouse & Rat PDGF-BB ELISA Kit (R&D systems)を推奨プロトコルに従って使用してサン
プル中のフィブロネクチン量および PDGF-BB 量を定量した。 
(5) 細胞死および BrdU アッセイ 
 OPC の細胞死は Hoechst33342 を用いた核染色により核凝縮（Pyknosis）した OPC の割合によ
り評価した。OPC の増殖は BrdU 取り込みにより評価した。OPC を BrdU で 4時間ラベルした後に
固定し、抗 BrdU 抗体を用いて染色して BrdU 陽性 OPC の割合を算出した。 
(6) ウエスタンブロット 
 各条件で処理した OPC に含まれるタンパク質を SDS-PAGE によって分離した後、タンパク質を
PVDF 膜に転写し、抗 PDGFRα抗体、抗リン酸化 PDGFRα 抗体、抗β-アクチン抗体を用いて各タ
ンパク質を検出した。 
 
４．研究成果 
(1) 脳微小血管内皮細胞由来細胞外小胞の表面に存在するフィブロネクチンはオリゴデンドロ

サイト前駆細胞における細胞外小胞の取り込みに関与する 
 脳微小血管内皮細胞由来細胞外小胞
（MVEC-EV）およびラット線維芽細胞株 Rat-
1 由来細胞外小胞（Rat-1-EV）の表面に存在
するタンパク質を質量分析により解析し、フ
ィブロネクチン（FN）が存在することを見出
した。ELISA 法により EV表面の FNを定量し
たところ、MVEC-EV 表面の FN は Rat-1-EV 表
面の FNよりも多かった（図 1）。MVEC-EV に比
べて Rat-1-EV はオリゴデンドロサイト前駆
細胞（OPC）の生存・増殖を促進する活性が低
い。この活性の差は MVEC-EV と Rat-1-EV に
おける FN 量の違いより生じている可能性が
示唆された。 
 MVEC-EV表面のFNとOPC表面のインテグリ

図1. MVEC-EV, 
Rat-1-EVにおける
フィブロネクチン
の量（(-)；処理
なし、HL-Tx；ヘ
パリチナーゼ処
理、TR-Tx；トリ
プシン処理）． 



ンの相互作用が EV による OPC 生存・増殖の促進に関与しているかを確かめるため、FNのインテ
グリン結合ドメインである RGD（アルギニン-グリシン-アスパラギン酸）配列を模したペプチド
を用いて FN-インテグリン相互作用を阻害した。OPC を RGD ペプチドで前処理することで OPC上
のインテグリンへの FN の結合がブロックされたが、OPC に対する EV の効果は変化しなかった。
この結果は、EV による OPC 生存・増殖の促進にはインテグリンを介したシグナル経路が関与し
ていないことを示唆する。 
 OPC での EV 取り込みにおける FN の関与を検討するため、OPC あるいは EV を様々な条件で処
理し、フローサイトメータを用いて OPC への EV の取り込みを測定した。OPC のヘパリチナーゼ
処理により EVの取り込みは減少した（図 2A）。EVの取り込みは、EVをヘパリチナーゼで処理す
ることによっても減少した（図 2B）。また、EVをヘパリチナーゼ処理することにより EVにおけ
る FN量の減少が認められたことから（図 1B）、FNの一部が EV の HSPG に結合していることが示

図2. フィブロネクチン(FN)とヘパラン硫酸プロテオグリカン(HSPG)の相互作用を
阻害することによりOPCにおけるMVEC-EVの取り込みが減少する．(A):OPCをヘパリ
チナーゼ処理、(B):MVEC-EVをヘパリチナーゼ処理、(C):MVEC-EVをヘパリン処理、
(D):OPCをフィブロネクチン処理、(E):OPCをGRDGSペプチドで処理． 

図3. フィブロネクチ
ン(FN)とヘパラン硫
酸プロテオグリカン
(HSPG)の相互作用を
阻害することによ
り、MVEC-EVがOPCの
生存・増殖を促進す
る活性は低下する．
(A-C):OPCの細胞死の
割合、(D-F):BrdU陽
性OPCの割合．
(A,D):OPCをヘパリチ
ナーゼ処理、
(B,E):MVEC-EVをヘパ
リチナーゼ処理、
(C,F):MVEC-EVをヘパ
リン処理． 



唆された。FN で前処理した OPC が EV の取り込
みを減少させたことから（図 2D）、EV上の FNが
取り込みに重要であることが示唆された。EVの
ヘパリン処理も OPC による EV の取り込みを抑
制した（図 2C）。対照的に、GRGDS ペプチドによ
る OPC の前処理は EV の取り込みを抑制しなか
った（図 2E）。これらの結果から、FN の一部が
EV 上の HSPG に結合していること、OPC による
EVの取り込みがOPC上の HSPGへのFNの結合に
よってもたらされていることが明らかになっ
た。 
 OPC による EV 取り込みの低下がもたらす OPC
の生存・増殖への影響を検討した。ヘパリチナ
ーゼ処理などにより EV の取り込みを低下させ
たところ、OPC の生存および増殖が抑制された
（図 3）。この結果から、OPC に対する EVの効果
は EV が OPC に取り込まれることにより生じて
いる可能性が示唆される。 
 
(2) 脳微小血管内皮細胞由来の細胞外小胞の表

面に存在する PDGF-B はオリゴデンドロサ
イト前駆細胞の増殖を促進する 

 MVEC-EV に比べて Rat-1-EV は OPC の生存・増
殖を促進する活性が低いことから、OPC の生存・
増殖の促進に関与する EV に含まれるタンパク
質を探索するため MVEC-EV および Rat-1-EV を
質量分析により解析、比較した。MVEC-EV に含
まれるタンパク質（1388 個）、Rat-1-EV に含ま
れるタンパク質（695 個）を同定した。このうち
MVEC-EV のみに含まれるタンパク
質は 869 個であり、この中で OPC
の生存・増殖促進に関連すること
が強く示唆される血小板由来成長
因子 PDGF-B を候補タンパク質と
して検討した。ELISA 法により
MVEC-EV 1μg あたり約 10pg の
PDGF-BB が検出されたが、Rat-1-
EV については検出限界レベルで
あった（図 4）。抗 PDGF-B 抗体を
用いた免疫電子顕微鏡観察により
MVEC-EV の膜表面に金コロイドの
付着が認められ、PDGF-B の存在が
確認された（図 5）。MVEC-EV をヘ
パリナーゼで処理したところ、EV
に含まれる PDGF-BB の量が低下し
た（図 6）。これらの結果から、
PDGF-BB は HSPG を介して EV 表面
に繋がれていることが明らかにな
った。 
 OPC に対する MVEC-EV に含まれ
る PDGF-BB の効果を検討するた
め、MVEC-EV を添加した OPC 培養
系に PDGF-BB に対する中和抗体を
加えたところ、抗体存在下で OPC
の増殖が有意に低下した（図
7A,B）。MVEC-EV に含まれる PDGF-
BBの刺激によるOPC膜面に存在す
る受容体 PDGFRαのリン酸化の変
化をウエスタンブロットにより確
認した。MVEC-EV の添加は OPC の
PDGFRαのリン酸化を亢進させた
が、PDGF-BB に対する中和抗体の
添加により PDGFRαのリン酸化は

図4. ELISAによる
MVEC-EVおよび
Rat-1-EVに含まれ
るPDGF-BBの定
量．（サンプル50 
μlあたり1 μgの
EVを含む．） 

図5.免疫電子顕微
鏡によるMVEC-EV
におけるPDGF-Bの
検出．(Scale 
bar, 200 nm) 

図6. ヘパリナー
ゼ処理により
MVEC-EVに含まれ
るPDGF-BB量は低
下した．（-:処理
なし、Hep:処理あ
り）． 

図7. PDGF-Bに対する中和抗体によりMVEC-EVのOPC増殖促進
活性は低下した． 
(A):各培養条件下におけるBrdU染色像（Scale bar, 50 
μm）．(B): BrdU陽性細胞の割合．(C): 中和抗体の添加によ
り受容体PDGFRαのリン酸化レベルが低下した． 



抑制された（図 7C）。これらの結果より、MVEC-EV に含まれる PDGF-BB が OPC の PDGFRαを刺激
することで OPC の増殖を促進することが示唆された。 
 
(3) 脳微小血管内皮細胞由来の細胞外小胞に含まれるマイクロ RNA の解析 
 EV に多く含まれているマイクロ RNA（microRNA）が OPC 生存・増殖の促進に関与していると考
えられることから、MVEC-EV および Rat-1-EV から miRNA を調製、microRNA 定量 PCR パネルによ
り解析した。また、MVEC-EV および Rat-1-EV に含まれる microRNA のライブラリーを構築して
microRNA-Seq解析により発現プロファイルを得た。MVEC-EVには rno-miR-21-5p, rno-miR-126a-
3p, rno-miR-26a-5p, rno-miR-23a-3p, rno-miR-181a-5p などの成熟 microRNA が、Rat-1-EV に
は rno-miR-21-5p, rno-miR-26a-5p, rno-miR-221-3p, rno-miR-99b-5p, rno-miR-27b-3p など
の成熟 microRNA が含まれていることを明らかにした。 
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