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研究成果の概要（和文）：多くの神経変性疾患は、タンパク質の凝集・蓄積が原因となって発症する。以前、著
者らは分子シャペロンのエクソソーム分泌・伝播を介した新しい生体内防御機構の存在を明らかにし、その活性
化による細胞非自律的な神経変性抑制効果を報告した。そこで本研究では、エクソソームを介した生体内防御機
構に着目し、その分子機序解明と神経変性疾患における変容解析を行った。その結果、シャペロン分泌を制御す
る細胞内因子を同定した。また、神経変性疾患で変動するエクソソーム分子を同定した。以上から、エクソソー
ムを介した生体防御機構の一端が解明されるとともに、神経変性疾患の診断バイオマーカー候補分子が得られ
た。

研究成果の概要（英文）：Protein misfolding and aggregation are associated with the onset and 
progression of many neurodegenerative diseases. Previously we reported that secretion and 
transmission of molecular chaperones via exosomes, one of the extracellular vesicles (EVs), suppress
 neurodegeneration in a non-cell autonomous manner, contributing to maintenance of organismal 
protein homeostasis. To elucidate the molecular mechanisms, here we performed comprehensive analysis
 of EV contents using the cellular and animal models of the polyglutamine diseases, one of the 
neurodegenerative diseases. We found that a cellular factor is responsible for secretion of 
molecular chaperones via EVs. We also found that several EV proteins are altered in the disease 
models, some of which are confirmed in patients. Our data provide not only insight into the 
mechanism of EV-mediated secretion of chaperones but also a promising platform for the development 
of EV-based biomarkers for the neurodegenerative diseases.

研究分野：分子生物学

キーワード： 神経変性疾患　エクソソーム　プロテオスターシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、エクソソームを介した細胞非自律的プロテオスターシス維持機構の分子機序の一端が明らかとな
った。また、神経変性疾患におけるエクソソーム分泌の変容が明らかとなり、病態機序との関連が示唆された。
さらに、ポリグルタミン病における血液エクソソームタンパク質の変容が網羅的に明らかとなり、神経変性疾患
の病態診断バイオマーカー候補分子が同定された。

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



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 神経変性疾患は、脳や脊髄の神経細胞が徐々に変性・脱落することで、物忘れが多くなったり、
手足がうまく動かせなくなったりする病気の総称である。例えばアルツハイマー病、パーキンソ
ン病、筋萎縮性側索硬化症、ポリグルタミン病（ハンチントン病や一部の脊髄小脳失調症）など
がよく知られている。根本的な治療法は開発されていない。神経変性疾患は、一般に高齢で発症
することが多いが、近年の高齢者人口の増加に伴い、患者数が増加傾向にある。とりわけ世界に
先駆けて超高齢社会を迎えた我が国においては、患者数の増加に伴う介護者の負担や医療費の
増大などの社会負担が深刻な国民的問題となりつつある。神経変性疾患の病態機序の解明とそ
れに基づく治療法・診断法の開発が求められている。 
 多くの神経変性疾患では、異常なタンパク質の凝集や蓄積が疾患の発症や進行に深く関与す
ると言われている。アルツハイマー病におけるアミロイドβやタウ、パーキンソン病におけるα
シヌクレイン、筋萎縮性側索硬化症における TDP-43、ポリグルタミン病における異常伸長ポリ
グルタミンタンパク質などのタンパク質は、いずれも構造安定性に乏しく、容易に異常な構造へ
と変移（ミスフォールディング）して凝集し、神経細胞内（もしくは細胞外）に蓄積する。異常
構造へと変移したタンパク質は、それ自身の生理機能を失ったり、あるいは他の生理活性分子を
巻き込んで凝集したりすることで、神経細胞の活動や生存に負の影響を与え、最終的に神経機能
障害や細胞死を引き起こすと考えられている。 
 近年、このタンパク質凝集を引き起こす要因として、遺伝子変異による原因タンパク質自身の
凝集性獲得に加え、タンパク質凝集を抑制する生体内防御機構＝タンパク質恒常性維持機構（プ
ロテオスターシス維持機構）の機能不全が指摘されている。プロテオスターシス維持機構は、分
子シャペロンを中心とするタンパク質の品質管理機構であるが、神経変性疾患では分子シャペ
ロンの発現量低下や凝集体との共凝集による著しい機能喪失が報告されていることから、生体
が備える凝集処理機構の機能低下が共通して神経変性病態に促進的に関与していると考えられ
る。特に、遺伝子変異を持たない野生型の原因タンパク質がやはり凝集蓄積する孤発性神経変性
疾患の多くにおいては、タンパク質の凝集性を規定する生体内プロテオスターシス維持機構の
変容が重要な役割を担うと考えられる。一方、遺伝子発現や薬剤投与によりシャペロン発現量を
逆に増大させると、タンパク質凝集が抑制されて病態が改善することから、生体が備えるプロテ
オスターシス維持機構は病態機序のみならず、治療法開発のための創薬標的としても重要であ
る。これらのことから、生体が備えるプロテオスターシス維持機構の全容を解明し、疾患におけ
る変容を詳細に明らかにすることは、神経変性疾患の病態解明のみならず、診断法や治療法開発
に重要な知見を提供することが期待できる。 
 このような背景のもと、我々はこれまで生体内プロテオスターシス維持機構の解明を目指し
て研究を進めてきた。その結果、熱ショックタンパク質 Hsp70 や Hsp40 などの分子シャペロン
がエクソソームと呼ばれる細胞外小胞により分泌され、他の細胞に伝播してタンパク質凝集を
抑制するという細胞非自律的なプロテオスターシス維持機構を明らかにした（図１）（Takeuchi, 
PNAS 2015）。生体内プロテオスターシスは、個々の細胞で独立に維持されるだけでなく、個体
全体でも細胞間・組織間ネットワークを介して適切に維持されると考えられ、後者の仕組みにエ
クソソーム伝播が重要な役割を担う可能性が示された。注目すべきことに、シャペロン分泌はシ
ャペロン発現量に相関して変動することから、神経変性疾患では従来考えられてきた組織内シ
ャペロンシステムの変容に加え、エクソソームを介した防御機構も同時に変容し、個体全体で凝
集をうまく処理できない状況に陥っている可能性がある。 
 エクソソームは、細胞が分
泌する直径 50〜200nm 程度
の膜小胞であり、血液や脳脊
髄液、尿などの細胞外液中に
豊富に存在する。エクソソー
ム内には、タンパク質や核酸、
脂質、代謝物などといった細
胞内容物を含む。したがって、
病態と関連するエクソソーム
変動因子を同定できれば、生
体内防御機構の変容から疾患
状態を間接的に捉える病態診
断バイオマーカーとして利用
できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景から、本研究では細胞非自律的なプロテオスターシス維持機構について、エクソソ
ーム分泌・伝播に着目してその分子機序解明を行うとともに、神経変性疾患でこれがどのように

図 1 エクソソームを介したプロテオスターシス維持 



 

 

変容しているかを明らかにすることを目的とした。神経変性疾患におけるエクソソーム分泌や
伝播の変容が明らかとなれば、疾患状態を生体内プロテオスターシスの変容として間接的に捉
える病態診断バイオマーカーへの展開が期待できる。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、神経変性疾患のひとつであるポリグルタミン病に着目した。ポリグルタミン病は、
グルタミンをコードする CAG リピートの異常伸長という単一遺伝子変異により発症する遺伝性
疾患であり、アルツハイマー病などの他の神経変性疾患と比較して発症や病態進行における環
境要因（非遺伝性要因）の寄与が少ないため、実験モデルの構築が容易であり、分子生物学的解
析に優れるという特長を有している。実際、ポリグルタミン病は、特定の遺伝子変異の導入によ
りヒト疾患病態を再現するノックインマウスや霊長類モデルがすでに樹立されており、これを
解析することでヒト病態に近い結果が期待できる。ポリグルタミン病モデル細胞およびモデル
ショウジョウバエを用い、エクソソームを介した細胞非自律的プロテオスターシス維持機構の
分子機序解明を行った。また、ポリグルタミン病モデルマウスおよびモデルマーモセットを用い、
ポリグルタミン病におけるエクソソーム分泌変容を詳細に解析した。 
 
４．研究成果 
(1)エクソソームを介した細胞非自律的プロテオスターシス維持機構の機序解明 
 以前申請者は、分子シャペロンがエクソソームを介して分泌され、他の細胞に伝播してタンパ
ク質凝集を抑制するという、本研究の基盤となる細胞非自律的なプロテオスターシス維持機構
を報告したが、未だ詳細な分子機序は不明なままである。そこで本研究では、エクソソームを介
したシャペロンの分泌制御機構について解析を行った。その結果、1）エクソソーム分泌および
シャペロン分泌が熱ストレス負荷により
増大すること（図２A-D）、2）熱ストレス
負荷による分泌増大効果は、熱ショック転
写因子 HSF1 の欠損により、ほぼ見られな
くなることが明らかとなった（図２E）。ま
た、3）熱ストレス条件下における分子シャ
ペロンのエクソソーム分泌を制御するタ
ンパク質 Xを同定した。一般に、細胞が熱
ストレスにさらされると、細胞内タンパク
質の凝集を防ぐべく、HSF1 依存的に熱ショ
ックタンパク質の発現が一過性誘導され
ることがよく知られている（熱ストレス応
答）。上記の結果は、エクソソームを介した
シャペロン分泌が、HSF1によって制御され
る熱ストレス応答の一部である可能性を
示している。熱ストレス条件下では、熱シ
ョックタンパク質の発現誘導という細胞
内イベントに加え、個体レベルでは、エク
ソソームを介したシャペロン分泌も増大
し、これが他の細胞に対して保護的に働く
という個体レベルのストレス応答機構が
存在するのではないかと考えられる。 
 
(2)エクソソームを介したプロテオスターシス維持機構の神経変性疾患における変容解析 
①神経変性疾患におけるエクソソーム分泌量の変容解析 
 神経変性疾患におけるエクソソーム分泌・伝播の変容を明らかにし、新たな視点からの病態理
解、診断バイオマーカー開発を行った。この目的において、ポリグルタミン病モデル細胞を樹立
した。これらの細胞の培地を回収し、超遠心法によりエクソソーム画分を精製した。エクソソー
ム粒子数および粒子径の測定は、ナノ粒子解析装置 NanoSightを用いて行った。実験の結果、異
常伸長ポリグルタミンタンパク質を発現する細胞の培地から得られたエクソソーム画分中には、
コントロール細胞と比較して、エクソソームに相当する粒子径の粒子がより多く検出された。一
方、両者の細胞から分泌される粒子径に違いは見られなかった。ポリグルタミン病のノックイン
マウスの血液エクソソームについて、上記と同様にナノ粒子解析を行ったところ、野生型マウス
の血液エクソソームと比較して、エクソソームと思われる粒子数の増加が確認された。以上の結
果から、凝集性ポリグルタミンタンパク質の発現によりエクソソーム分泌が亢進することが示
唆された。 
 
②神経変性疾患におけるエクソソーム内容物の変容解析 
 ポリグルタミン病におけるエクソソーム内容物の変容について解析を行った。この目的にお
いて、ポリグルタミン病の霊長類モデルであるトランスジェニックマーモセット（TG マーモセ

図２ 熱ストレス下におけるエクソソーム分泌増加 



 

 

ット）を用いた。TGマーモセットお
よび対照群として野生型マーモセッ
ト（WTマーモセット）から経時的に
採血し、血液エクソソーム画分を精
製した。この画分に対し、LC-MS/MS
解析を行った。その結果、合計でお
よそ 2,500 種程度のエクソソームタ
ンパク質を同定した（図３A）。WTマ
ーモセットと比較して、TGマーモセ
ットで 2倍以上の増減が見られるタ
ンパク質について調べたところ、月
齢によらず一貫して増加または減少
する血液エクソソームタンパク質を
複数同定した（図３B-C）。また、TG
マーモセットにおいて疾患の進行と
ともに変動する血液エクソソームタ
ンパク質を複数同定した。これらの
タンパク質について、ポリグルタミ
ン病の患者血液検体にて検討を行っ
たところ、一部のタンパク質につい
て病態と相関して変動することが確
認された。 
 
(3)血液検体の違いがエクソソーム研究に与える影響 
 上記の血液由来エクソソーム研究を進めるにあたり、エクソソームの準備条件について事前
検討を行った。一般に血液を対象として実験を行う場合、血清もしくは血漿のどちらか一方を選
択して用いることが多いが、その両者がエクソソーム研究において同等であるかは不明である。
そこで野生型マウスの血液から血清および血漿由来エクソソームを精製し、比較検討を行った。
その結果、血清由来エクソソーム画分中には、血漿由来エクソソーム画分中よりも粒子数が多く
検出された（図４A-C）。この
違いをもたらす原因を探るた
め、両者のタンパク質組成に
ついて検討した結果、血清由
来エクソソーム画分には血小
板関連因子がより多く検出さ
れることが分かった。血液凝
固の際に血小板からマイクロ
ベジクル（もしくはマイクロ
パーティクル）と呼ばれる細
胞外小胞が多量に放出される
ことが報告されていることか
ら、血清中にはこのような小
胞が混入している可能性が明
らかになった（投稿中）。 
 
 本研究により、エクソソームを介した分子シャペロンの分泌が熱ストレス下に亢進すること、
およびこれを制御する細胞内因子が明らかになった。これは、熱ストレスに対する生体応答反応
の一部として、エクソソームを介した細胞非自律的プロテオスターシス維持機構が個体レベル
で重要な役割を担う可能性を示唆するものである。また、ポリグルタミン病モデル細胞の解析か
ら、疾患状態におけるエクソソーム分泌の亢進が示唆された。さらに、ポリグルタミン病モデル
動物の解析から、疾患における血液中エクソソームのタンパク質組成の変容が示唆された。一部
のエクソソーム分子については、ヒト患者でも変容が確認されたため、バイオマーカー候補とし
てさらなる検証を進めていく。 
 

図３ ポリグルタミン病における血液エクソソームの 
タンパク質解析 

図４ 血清由来エクソソームと血漿由来エクソソームの違い 
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