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研究成果の概要（和文）： 運動に伴い骨格筋から分泌されるエクソソームの質的変動とその役割についての検
証を進めた。マウス骨格筋に対する電気刺激負荷による筋収縮モデルを用いて、血液中のエクソソームに含まれ
るmiRNAおよびmRNAの発現量の変化を網羅的に解析した結果、筋収縮によりmiR-1やmiR-133などの筋特異的
microRNAの発現量が増加することを明らかにした。また、マウス胎児脳海馬由来初代神経細胞にエクソソームを
添加することによる mRNA の差次的発現解析を実施した結果として、筋収縮を負荷したマウスの血液中エクソソ
ームは 132種類の mRNA の発現を変化させ、細胞増殖などの機能活性があることが示された。

研究成果の概要（英文）：  This study investigated the role of exosomes derived from skeletal muscle 
and characterize the quality following exercise. Skeletal muscles of mice were stimulated 
electronically or by exercise to release exosomes into blood and culture medium, and microRNA and 
mRNA expression levels were analyzed using a next generation sequencer. It was demonstrated that 
muscle contraction induced muscle specific microRNA such as miR-1 and miR-133. Also, these exosomes 
were added to primary culture cells from mouse brain hippocampus, and 132 kinds of mRNA associated 
with functional activity of cell growth were induced. Based on these findings, promising biomarker 
development is under investigation.
      

研究分野：スポーツ科学

キーワード： 運動　骨格筋　分子生物学的解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　骨格筋や腸由来のエクソソームは神経や免疫応答の細胞増殖に機能することや、カテキンの一つであるEGCGは
腸由来のエクソソームの粒子数の減少だけでなく、炎症応答を抑制することが示された。特徴的な変化として、
EGCG処理によってエクソソーム中の炎症性サイトカインの減少が確認された。肥満においては、炎症性サイトカ
インの血中濃度が上昇し、食事・運動療法で減少することが報告されている。これらの結果は、これまで緑茶、
とりわけEGCGの機能性として報告されてきた抗炎症作用や抗肥満効果を支持すると考えられる。緑茶と運動の併
用によって、抗肥満を含めた有益な健康作用が今後の研究によって示されることが期待される。
　

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、エクソソームとよばれる顆粒がさまざまな生理作用を有することが明らかにされ
た。申請者らの過去の基盤研究（A）の成果として、エクソソームに内包されるマイクロ RNA
（miRNA）が細胞外へ分泌され、周辺に存在する細胞や血流を介して遠隔の細胞に移動し、
標的細胞の遺伝子発現を制御することが分かった。すなわち、miRNA はホルモンやサイトカ
インと同様に細胞間情報伝達を担い、特定の組織において転写された miRNA が、組織液ある
いは血液を介して他の組織において遺伝子発現を制御している可能性が考えられた。 
運動や身体活動を担う骨格筋は総重量が生体の約 50％にも達し、骨格筋で転写される
miRNA を総量としてみた場合、骨格筋由来の分子は他の組織由来の分子に比べ多量に存在す
ると考えられる。実際に、血中分泌型 miRNA のプロファイリングをレジスタンス運動前後で
比較したところ、骨格筋において発現している複数の miRNA が検出された。また、運動誘発
性炎症モデルをマウスに適用したところ、いくつかの miRNA の発現動態が血中、骨格筋、肝
臓等の実質臓器で異なっていた。以上より、特定の組織で転写された miRNA が、単なる拡散
によって組織液あるいは血液に移動するのではなく、何らかの選択的な調節機序により複
数の臓器が miRNA ネットワークを形成していると想定される。 
そこで本研究では、血液や骨格筋の培養液などからエクソ ソームを単離・回収し、細胞
内代謝環境の変化や筋収縮刺激に伴うエクソソームの量的・質的変動を明らかにし、運動に
伴う骨格筋由来の生理活性因子による生体調節機構に新たな知見を得る。また、運動に伴う
エクソソームの変動を検証し、運動やストレスを反映する新規バイオマーカーとしての妥
当性を検討する。 
 
 
 
２．研究の目的 
食品成分の吸収を担う器官である腸の微小環境が、身体や脳の機能維持に強く関連する
ことが多く報告されている。その腸から他器官へのコミュニケーションの仲介役の一つと
して、細胞外の小胞であるエクソソームが近年注目されている。エクソソームは、生理的条
件に応答してさまざまな細胞から分泌される脂質二重膜の細胞外小胞である。エクソソー
ム内部には、miRNA や mRNA などの核酸やタンパク質等の細胞内成分が含まれており、細胞
間の情報伝達を担うとされている。腸においてもエクソソームの放出が確認されているも
のの、食品成分により制御される腸由来のエクソソームについては研究の発展途上である。
また、肌表面へのストレス刺激は、表皮下層にある真皮層の生理機能へ影響を与えることが
報告されており、エクソソームの介在が示唆されている。そこで本研究では、腸や肌由来の
エクソソーム内包物のプロファイリング解析から、食品成分やストレスが影響するエクソ
ソームの機能性変化について、包括的に解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、電気刺激による筋収縮および持久的運動の負荷により分泌されるエクソソ
ームの機能解析を行った。具体的には、安静マウスおよび電気刺激負荷マウス、持久的運動
負荷マウスから精製した血清エクソソームを骨格筋細胞および脳神経細胞に添加して、細
胞の増殖能や分化能の違いを検証した。さらに、持久的運動後に採取した血液および骨格筋
の培養上清からエクソソームを精製して、大規模並列シーケンサーを用いた各種 RNA の網
羅的発現解析を行い、運動ストレスを反映する新規バイオマーカーを探索した。 
また、腸由来のエクソソームの想定として、腸管上皮モデルである分化 Caco-2 細胞を用
い、緑茶の成分の一つである Epigallocatechin gallate (EGCG)が与えるエクソソームの機
能性変化を解析した。培養上清中のエクソソームは PSビーズによって精製し、ナノ粒子解
析システムによって粒子数や粒径を測定した。エクソソーム中のタンパク質発現は nanoLC-
MS/MS にて分析し、遺伝子発現は RNA-seq を用いて網羅的に解析した。また、肌由来のエク
ソソームの想定としてヒト表皮角化細胞 HaCaT 細胞を用い、ストレスホルモンの一種であ
るコルチゾールが与えるエクソソームの機能性変化を解析した。さらに、表皮角化細胞由来
のエクソソームを精製した後、ヒト皮膚線維芽細胞 NB1RGB へ投与し、遺伝子発現の変化を
RNA-seq を用いて網羅的に解析した。 
 
４．研究成果 
運動に伴い骨格筋から分泌されるエクソソームの質的な変動とその役割についての検証
を進めるために、マウス骨格筋に対する電気刺激負荷による筋収縮モデルを用いて、血液中
のエクソソームに含まれる miRNA および mRNA の発現量の変化を網羅的に解析した結果、筋



収縮により miR-1 や miR-133 などの筋特異的 miRNA の発現量が増加することを明らかにし
た。また、マウス胎児脳海馬由来初代神経細胞にエクソソームを添加することによる mRNA 
の差次的発現解析を実施した結果として、筋収縮を負荷したマウスの血液中エクソソーム
は 132 種類の mRNA の発現を変化させることを見出した。Gene Ontology 解析により発現
変動した mRNA は細胞増殖などの機能活性があることが示された。 
さらに、マウスから摘出した骨格筋を培養して、培養液中に分泌されるエクソソームの変
動について検証した。高脂肪食負荷による肥満モデルマウスに持久的走行運動トレーニン
グを負荷することで、miR-486b などの複数の miRNA の発現量が骨格筋分泌エクソソームで
変化することを明らかにした。また、異なる時間帯での運動トレーニングの影響を検討した
結果、明期と暗期の運動トレーニングでは miR-434 などの複数の miRNA の発現量に違いが
認められた 
一方、Caco-2 細胞由来のエクソソームを解析した結果、EGCG 処理によって、対照群と比
べ粒子数が 1/6 にまで減少し、粒径も 16%程度減少することが示された。食品成分がエクソ
ソームの性状に影響を与える可能性が示唆された。また、対照群と EGCG 処理群では、エク
ソソームの内包タンパク質の発現量に差異が認められた。分化 Caco-2 細胞由来のエクソソ
ーム全体では免疫応答や細胞増殖に関与したタンパク質が特に濃縮されていることが示さ
れた。一方で、EGCG 処理のエクソソーム内包タンパク質では、肌の恒常性維持や炎症抑制
作用などの機能が示唆された。以上の結果から、食品成分によって腸由来エクソソームの粒
子数や粒径、内包タンパク質が変化することが明らかとなった。 
 HaCaT 細胞由来のエクソソームの解析では、粒径や粒子数は、対照群とコルチゾール処理
群に顕著な差は見られなかった。一方で、エクソソーム内の miRNA およびタンパク質は、両
群間で多くの発現変動が認められた。発現変動した miRNA の標的遺伝子には、血管新生やコ
ラーゲン代謝、サイトカイン分泌など、皮膚の恒常性維持に関連する遺伝子が濃縮されてい
た。また、発現変動したタンパク質でも、上皮形成やサイトカインなどの皮膚に関連するタ
ンパク質が濃縮されていた。表皮角化細胞のコルチゾール処理は、その分泌エクソソーム中
の皮膚恒常性に関わる因子に影響を与えることが示唆された。さらに、HaCaT 細胞由来エク
ソソームを NB1RGB に投与したところ、サイトカインシグナルに関連する遺伝子の発現変動
が示された。表皮角化細胞由来のエクソソーム中のコルチゾール処理による皮膚恒常性に
関わる因子の成分変化は、特に、線維芽細胞のサイトカイン分泌の調節に影響を与える可能
性が考えられた。 
本研究において、腸由来エクソソーム自体は大きく免疫応答や細胞増殖に機能すること
や、茶カテキンの一つである EGCG は腸由来のエクソソームの粒子数の減少だけでなく、そ
の含有タンパク質の変化によって炎症応答を抑制することが示唆された。特徴的な変化と
して、EGCG 処理によってエクソソーム中の炎症性サイトカインであるマクロファージ遊走
阻止因子（MIF）の減少が確認された。肥満においては、炎症性サイトカインであるマクロ
ファージ遊走阻止因子（MIF）の血中濃度が上昇し、食事・運動療法で減少することが報告
されている。これらの結果は、これまで緑茶、とりわけ EGCG の機能性として報告されてき
た抗炎症作用や抗肥満効果を支持すると考えられる。緑茶と運動との併用によって、抗肥満
を含めた有益な健康作用が今後の研究によって示されることが期待される。 
 軽度の運動は、ストレスホルモンであるコルチゾールの分泌を減少させる一方で、過度な
運動はコルチゾールの分泌を亢進することが分かっており、身体へのストレスシグナルと
なると考えられている。本研究の結果から、コルチゾールの表皮への刺激は、エクソソーム
を介して肌の恒常性に影響を与えることが示唆されている。軽度の運動が、肌の健康維持に
機能することの一端を示す結果になると考えられる。 
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