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研究成果の概要（和文）：エクソソームは様々な細胞が放出する膜小胞で、分泌細胞と標的細胞の間で蛋白質や
RNAなどを受け渡す媒体である。特に脳神経系においてエクソソームは種々の細胞から放出されるが、私達は神
経細胞から放出されたエクソソームが、脳内の免疫細胞であるミクログリアに補体成分C3を発現させることによ
り、神経軸索・シナプスの剪定を促進することを見出した。また、エクソソームの膜表面に露出しているリン脂
質ホスファチジルセリンと特異的に結合するTim4蛋白質を用いることで、高純度なエクソソームを再現性よく回
収する方法の開発に成功し、従来の方法では同定できなかった数多くのエクソソーム上の蛋白質やRNAの同定を
可能にした。

研究成果の概要（英文）：Exosomes are membrane vesicles released by various cells and are thought to 
deliver proteins, RNAs, etc. between secretory cells and target cells. In particular, exosomes are 
released from various cells in the cerebral nervous system (CNS), but we have found that exosomes 
released from neurons promote pruning of neuronal dendrites and synapses by inducing complement C3 
in the target microglia, immune cells in CNS. In addition, we succeeded in developing a novel method
 for isolating highly purified exosomes with high reproducibility by using Tim4 protein that 
specifically binds to the phospholipid phosphatidylserine exposed on the surface of exosomes, which 
lead to the identification of many proteins and RNAs on exosomes that had never been identified by 
the conventional isolation methods.

研究分野：免疫学、神経免疫学、細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
近年、免疫細胞や神経細胞など多くの細胞が
エクソソームと呼ばれる直径 30-100nmの小
型膜小胞を放出することにより、離れた細胞
まで情報を伝達する機構が注目されている。
エクソソームは脂質二重膜に囲まれた膜小
胞で、分泌細胞由来の膜蛋白質と細胞質成分
で構成され、分泌細胞と標的細胞の間で蛋白
質や脂質を交換する重要なメッセンジャー
であると考えられているが、その生理機能は
ほとんど明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
エクソソームには生体内抗原や抗原ペプチ
ド/MHC複合体が含まれており、細胞間での
抗原情報の交換や免疫細胞の活性化など
様々な免疫応答を制御する可能性が示され
ている。更にエクソソームの内側には、分泌
細胞由来のmRNAやmicroRNAが存在する
ことが明らかとなり、細胞間の遺伝情報伝達
や腫瘍細胞による免疫抑制誘導に関与する
と考えられている。ところが、これらの実験
では培養上清から精製し濃縮されたエクソ
ソームが用いられており、このような現象が
生体内で本当に起きているのかは未だに分
かっていない。そこで本研究では、(1)生体
内におけるエクソソームの生理機能と標的
細胞を解明するとともに、(2)今後のエクソ
ソーム研究に有用なエクソソームの高純度
精製法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)脳神経系には、神経細胞やアストロサイ
ト、オリゴデンドロサイト、ミクログリアな
どの様々な細胞が存在するが、いずれの細胞
もエクソソームを放出する。私達は、これら
の細胞が放出したエクソソームが、いずれの
場合でも脳内の免疫細胞であるミクログリ
アを主な標的細胞にしていることを見出し
た。ミクログリアは、神経軸索や神経シナプ
スの刈り込み（剪定）を行うことで、発生過
程における神経回路網の再構築のみならず、
学習や記憶などに関わる脳の可塑性に関与
していると考えられているが、エクソソーム
がミクログリアの刈り込み能を制御するか
どうかは不明である。そこで、まず培養細胞
系でこの過程の再構築を試みる。未分化の
PC12 細胞（神経細胞系の培養細胞株）を神
経成長因子（NGF）存在下の無血清培地で培
養すると、軸索が伸長しシナプス様の構造を
形成する。その後、培地から NGF を抜くと
軸索変性が引き起こされる。NGF を抜いた
無血清培地では軸索変性だけでなく細胞も
死滅するが、血清入りの培地に置換すると、
軸索変性のみが生じ、細胞は生存して再び増
殖する。そこでこの系を用いて、PC12 細胞
とミクログリア細胞株（MG6）を共培養し、
MG6 細胞に変性軸索を貪食させることで、
軸索剪定を引き起こさせる。次に、神経細胞
由来のエクソソームを MG6 細胞に加えるこ

とで、MG6 細胞の軸索剪定能にどのような
影響を及ぼすかを検討する。 
 
(2) 現在エクソソームの精製には、超遠心法
や PEG 沈殿法などによる濃縮が行われてい
るが、これらの方法は不純物も一緒に濃縮す
る為、エクソソームの蛋白質や RNA の解析
には不適当であり、高純度に精製する方法が
求められている。エクソソームの脂質二重膜
では膜リン脂質ホスファチジルセリン(PS)
が外側に露出しており、PS 受容体である
Tim4が特異的に結合する。そこで、Tim4の
細胞外領域にヒト抗体 Fc 領域を結合した融
合蛋白質を作成し Protein Aビーズと架橋す
る事により、エクソソームのアフィニティ
ー・ビーズを作製する。Tim4 の結合はカル
シウム依存的である為、結合したエクソソー
ムは EDTAにより溶出可能である。この方法
を用いて、マクロファージや脂肪細胞が放出
するエクソソームを培養上清から精製し、蛋
白質や RNA を質量分析や RNA シークエン
ス、マイクロアレイにより同定する。 
 
４．研究成果 
(1)生体内で軸索やシナプスの剪定は神経活
動依存的に生じることが知られている為、塩
化カリウム刺激で PC12細胞から放出される
エクソソームの効果を検討した。すると、こ
のエクソソームをあらかじめ取り込んだ
MG6 細胞は、軸索剪定能が亢進することが
分かった。そこで、DNA マイクロアレイを
用いて、エクソソームによって MG6 細胞に
発現誘導された遺伝子を探索したところ、補
体成分である C3 が顕著に誘導された。実際
に、抗 C3 阻害抗体を MG6 細胞に作用させ
ると、エクソソームによる軸索剪定能の亢進
を阻害した。以上の結果から、神経細胞から
放出されたエクソソームが、脳内の免疫細胞
であるミクログリアに補体成分 C3 を発現さ
せることによって、軸索・シナプス剪定を促
進することが明らかになった。以前より、発
生過程のシナプス競合において、勝者が敗者
を淘汰する為に、punishment signalを放出
すると考えられているが、本研究によりその
実体は、神経活動依存的に放出されたエクソ
ソームではないかという可能性を示した。 
 
(2)Tim4アフィニティー法を用いて、ヒト白
血病細胞から放出されたエクソソームを精
製し、その純度を超遠心法や PEG 沈殿法に
より精製したエクソソームと比較したとこ
ろ、Tim4 アフィニティー法は他の方法に比
べ 10～100 倍以上に高純度なエクソソーム
を再現性よく回収できることが明らかとな
った。その結果、これまで同定することがで
きなかったエクソソーム上の蛋白質や RNA
を数多く同定することが可能となった。以上
の結果から、Tim4 アフィニティー法の有用
性が示され、エクソソームを簡易かつ高純度
に精製する方法の開発に成功した。 
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