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研究成果の概要（和文）：髄液中の粒子を、粒子径計測器を用いて測定したところ、exosome の

粒子径に近似する粒子が 3.4~108~1.1×1011/ml の密度で存在していた。一方 exosome 中に存在

すると考えられる miRNA を electropherogram にて検討し、平均 857pg/ul の RNA と考えられる

シグナルが検出され、mirna アレイチップ解析では 200 種類以上の miRNA が同定された。また

髄液については exosome の表面抗原を認識する IgM 型抗体をクロスリンカーとして exosome を

濃縮できる可能性が示唆された。これらのことから髄液中の exosome に存在する miRNA を神経

疾患の新規指標として活用できるものと考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：We analyzed particles (average diameter ~ 100 nm) in cerebrospinal 

fluid (CSF) by nanopore-based particle detection system and detected around billion 

particles per ml of CSF. Electropherograms demonstrated RNA presumably derived from 

exosomes in CSF with average of ~900pg/ul and analysis using miRNA array chip could 

identify more than 200 species of miRNAs. We also explored the possibility of IgM type 

antibody for superficial antigens on exosome as cross-linker that can precipitate exosomes 

of CSF. These results indicate that miRNAs reside in exosome of CSF are novel candidate 

for biomarkers of neurological disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
代表研究者が所属する研究室では、ヒト海馬
に関する分子病理学的検討の過程で、
ESCRT （ endosomal sorting complex 
required for transport）パスウェイに関与す

る分子 CHMP2B が、アルツハイマー病患者
の海馬に高頻度に出現する顆粒空胞変性と
称される構造物の特異的なマーカーである
こ と を 、 世 界 に 先 駆 け て 見 い だ し た
（ Yamazaki et al. Neuroscience letter 

機関番号：１５４０１ 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2011～2012 

課題番号：２３７９０９９３ 

研究課題名（和文）ｅｘｏｓｏｍｅは髄液のバイオマーカーになりうるか 

                     

研究課題名（英文）Evaluation of exosomes in cerebrospinal fluid  

 

研究代表者 

上野 弘貴（UENO HIROKI） 

    広島大学・病院・病院助教 

 研究者番号：３０４５７２３８ 



 

 

2010）。CHMP2B などの ESCRT パスウェイ
に関連する分子群は、酵母の細胞内構造物で
ある multivesicular bodies (MVB)の構成タ
ンパクとして解析されてきたものである。
MVB と顆粒空胞変性は形態学的に相同であ
り、構成タンパクとして CHMP2B を共有し
ていることは、顆粒空胞変性が MVB に由来
する構造物であることを示唆する。MVB に
ついては最終的にリソソームと結合して分
解に至る経路（Filimonenko M et al. J Cell 
Biol. 2007 ;179(3):485-500）と、細胞膜と結
合して内包する小胞（vesicle）を細胞外に放
出する経路（上図右）とが知られており、後
者の vesicle はとくに exosome と呼ばれてい
る。exosome は一般的なウイルス粒子とサイ
ズが同程度の脂質二重膜から成る分泌性の
vesicle である。粒子径が小さいためこれまで
存在が明らかでなかったが、現在あらゆる体
液中に豊富に存在することが明らかになっ
ている。最近急速に解析が進んでいる
miRNAのキャリアの一つが exosomeであり、
各種体液中の exosome は新規バイオマーカ
ーを提供する試料と成り得るものである。脳
内に MVB に類似する病理学的変化を見いだ
したことから、髄液中の exosome が放出され
ている可能性が高いと考えた。 
 
（ 上 図 、 左 下 図 ； 顆 粒 空 胞 変 性 は

multivesicular bodies;MVB（右下図）に存
在する CHMP2B が陽性であることから
multivesicular bodies が肥大したものが顆
粒空胞変性の本態と考えられた。Exosome
は MVB に内包される vesicle が細胞外に放
出されたものと考えられている） 
 
 
２．研究の目的 
本研究では神経疾患の診断に重要であるも
のの十分な疾患情報を得ることが困難であ
った髄液に関して、その中に含まれる
exosome を新たな解析対象とすることによ
り髄液の診断価値をさらに高くすることを
目的としたものである。特に体液中の
miRNAの大多数は exosome 中に含まれてい
ると考えられており exosome の回収を通じ

て多種類の miRNA に関する生体情報をバイ
オマーカーとすることができるのかを検討
する。 
 
３．研究の方法 
１）exosome 濃度の測定 
血球分分画を遠心分離した後の髄液中の粒
子（粒子径 50~10,000nm）を、電気抵抗ナ
ノパルス法で個々にカウントするナノパー
ティクル計測器 qNano を用いて計測した。 
 
２）髄液中 RNA の測定 
髄液中のRNAをelectropherogramにて解析
し、RNA 長に対する RNA の相対量を明らか
にするとともに塩基数が小さい small RNA
（miRNA）の検出を試みた。 
 
３）mirna アレイチップ解析 
東レの mirna アレイチップ(miRBASE v9.1)を
用いて髄液中の miRNA を網羅的に解析した。 
 
４）IgM 抗体を用いた exosome の回収 
phosphatidylinositol(4,5)bisphosphate
（PIP2）に対する IgM 抗体を用いて exosome
間をクロスリンクさせることにより、沈降係
数を大きくする。これにより通常の遠心条件
で exosome を回収できるかを検討する。 
 
４．研究成果 
 髄液中の微小粒子を、粒子径計測器を用い
て測定したところ、平均粒子径 99.6~121.5nm
の粒子が 3.4~108~1.1×1011/ml の密度で存在
していた。またその粒度分布は exosome のそ
れと一致するものであった。 

（図；髄液を exosome counter にて粒度分布
を調べた結果。他の体液中の exosome と同様
の分布を呈しており 80nm 付近にピークを認
める） 
 一方 exosome 中に存在すると考えられる
RNA を electropherogram にて検討し、平均
857pg/ulのmiRNAと考えられるシグナルが検
出された。ただし泳動のピークは多峰性であ
り、多くが18Sにピークを有し、約３割のcase
において一部のピークが miRNA に相当する
25nt 付近に検出された。次に mirna アレイチ



 

 

ップにて髄液中の miRNAの網羅的な解析を行
った。 

（図；miRNA を相対量の多いものから順に表
示。横軸は順位） 
チップでは 221 種の miRNA が検出され、この
うち 18 種は原液では測定限界を超える高濃
度であった（前図）。 
 以上のことから髄液中には一定量の
exosome が存在し、その中に含まれる複数の
miRNA は現在の一般的なアレイチップで充分
検出可能であることが明らかになった。 
 予備的な検討では従来の exosome分画回収
方法に則り髄液を 2,000g、10,000g、100,000g
で段階的に遠心し、exosome を回収できるこ
とを見出していたが、超遠心を要することか
らルーチンでの検討が困難であった。われわ
れは exosome を内包する multivesicular 
bodies に 由 来 す る 顆 粒 空 胞 変 性 が
phosphatidylinositol(4,5)bisphosphate
（PIP2）に対する抗体で特異的に標識される
ことを見出していることから、５価の IgM 型
抗 PIP2 抗体（2C11）で exosome をクロスリ
ンク可能であると推定し、実際の髄液を用い
て検証した。 
（下図；アルツハイマー病患者の海馬を IgM
型抗 PIP2 抗体（2C11）で免疫染色し、顆粒
空胞変性の intraluminal vesicle が特異的
に染色された。Exosome はこの intraluminal 
vesicle が細胞外に放出されたものと考えら
れていることから PIP2 は exosome の膜構成

成分の一つと考えられる） 
PIP2 抗体 10λ添加後にインキュベートし

15,000ｇで遠心した沈殿物を CD63 に対する
抗体で western blot したところ、コントロ
ールではバンドを認めなかったが、コントロ
ール群でバンドが検出された。 
 

（左図；PIP2に対する IgM
型抗体(2C11)を用いた髄
液の免疫沈降の実験左の
レーンは髄液中に2C11を
加えて exosome のクロス
リンクを図り、遠心後に
exosome のマーカーであ
る CD63 に対する抗体で
western blot したもの。
右はコントロール。抗体
依存的に exosome が沈降
したと考えられる。） 

  
 
 
2C11 抗体をクロスリンカーとして髄液中の
exosome を濃縮できる可能性が示唆された。 
 
 
 これまで髄液検査の検査データとしては、
髄液（総）蛋白、（髄液中）細胞数の他、オ
リゴクローナルバンド、ミエリンベーシック
プロテインなど項目が限られている。最近で
は髄液中のタウやプリオン蛋白に関する定
量的な評価が行われるようになってきてい
るが、網羅的な解析は未だ困難である。 
 今回の検討で髄液中に多量の exosomeが存
在し、それに由来すると考えられる miRNA が
回収できることが明らかになった。疾患ごと
に増減する miRNAの同定には至っていないが、
今後疾患特異的な miRNAのレパートリーを同
定することにより診断の一助となることが
期待される。 
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