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研究成果の概要（和文）：Exosomeは種々の細胞から分泌される小胞であり、神経系においても新たな細胞間情報伝達
手段であると考えられている。しかし、特に刺激依存的なneuronal exosomeの伝播・情報伝達機構は全く明らかにされ
ていない。そこで、マウス初代神経培養からIP3刺激依存的に分泌されるexosomeから新規lncRNAsと蛋白質を網羅的に
同定した。さらに、Rpn1がexosomeを介したα-synucleinの伝播と伝播先のglia細胞での発現増強を誘導する分子であ
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Exosome is not only signal small vesicle which is utilized as cell-cell 
communication in various cells but also in neuronal cells. However, it remains unclear that the 
mechanisms by which neuronal exosomes are propagated within neuronal cells, particularly under 
IP3-stimulation. Novel lncRNAs (long non-coding RNAs) and proteins which were incorporated into 
IP3-stimulated exosomes were identified in mouse primary neurons. α-synuclein was efficiently 
incorporated into exosomes by Rpn1, and then efficiently transferred to glia cells via exosomes.

研究分野：神経科学一般
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１．研究開始当初の背景 

(1) レビ－小体型認知症は第二の認知症と

言われ、アルツハイマー病に次いで、約 20％の

割合を占める。病理所見は中脳黒質や橋の青

斑核にレビ－小体と呼ばれる封入体が観察され、

不明瞭ながら大脳でもみられる。このレビ－小体

の主要成分として同定されたのが、α-synuclein

蛋白質である（Spillantini et al, Nature, 1997）。し

かし、α-synuclein 封入体の蓄積やその分子作

用機序には不明な点が多い。よって、レビ－小

体型認知症の治療薬開発につながる基礎臨床

研究が必要であり、重要な因子の α-synucleinに

注目した。これまで α-synuclein 過剰発現細胞

株に Ca2+透過剤である ionomycin添加によっ

て放出される exosome内に α-synucleinが存在

する報告があった（Emmanouilidou et al, J 

Neurosci, 2010）。この exosome内に miRNAを

含む non-coding RNA（ncRNA）も内包されて

いるが、その機能解析は殆ど行われていなか

った。 

 

２．研究の目的 

「IP3－Ca2+signal→neuronal exosome→神経系

細胞間情報伝達」機構を明らかにする。 

 

(1) マウス初代神経細胞由来の neuronal 

exosome に内包する ncRNAs を同定し、

neuronal exosomeを介して放出され gliaを活

性化する ncRNA を同定し、その分子機序を

明らかにする。 

 

(2)多方面的アプローチとして、 IP3 刺激によ

りマウス neuronal exosome に内包される蛋白質

を同定し α-synucleinと挙動を共にする蛋白質の

機能解析を行う。 

３．研究の方法 

(1) 新規 ncRNA と蛋白質の探索；IP3刺激で

マウス neuronal exosomeに選択的に内包され

てくる ncRNA（lncRNAも含む）、蛋白質を次

世代シークエンス、質量分析でそれぞれ網羅

的に探索した。 

 

(2) Ｇlia 活性 ncRNA、蛋白質の選定；まずは

exosome を受け取ったマイクログリア細胞の活

性化を指標に、IP3刺激由来 exosomeに内包さ

れている蛋白質の同定を qPCRによって解析

した。 

 

(3) in vivoでの解析；Rpn1の Tgマウスを作製し

組織学的解析を行う。また、患者脳脊髄液中の

exosomeを精製し、内在する RNAを qPCRで

解析した。 

 

４．研究成果 

(1) 新規 lncRNAの同定； 

マウス初代神経細胞を大量に培養して、IP3

刺激を加えそこから放出される exosomeを回

収した。その後 RNA を精製し、bioanalyzer

で解析した結果、1000bp以下の短い RNAが

顕著に内包されていた。また、これらは RNase

処理後の exosome から回収されたことから、

実際に exosome内在性の RNAであった。 

 そこで、これらを次世代シークエンサーに

よって網羅的に解析した（図 1）。 

結果、アライメントできた lncRNA は非刺激

群（control）と IP3刺激群でそれぞれ 6794種

と 6787 種だった、またゲノム配列から予想

される lncRNA はそれぞれ 18834 種と 19714

種に上った。 

さらに、FDR ≤ 0.001 & |log2Ratio| ≥1の範

図 1.  neuronal exosome内の lncRNAs 



囲内で IP3刺激群と非刺激群の発現異差は図

2の通りで、刺激群で増加した lncRNAは 188

種で減少は 275種だった。 

 Log2Ratio の上位 32 種の内 94％は新規

lncRNA であり、全てクローニング完了し、

gila細胞活性化 lncRNA 

を同定中である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 多方面的アプローチから、先行した結果

で、IP3刺激由来 exosomeに内包される蛋白質

として Rpn1を同定した。Rpn1は刺激依存的

に α-synuclein RNAを exosomeにリクルートした。

こ の 機 能 は Rnp1 が exosome 内 で

Ribonucleoprotein 複合体（RNP complex）を形

成することが IP-qPCR（免疫沈降－定量PCR）な

どから明らかとなった。 

さらに、Rpn1 によって exosome が伝播した先

の glia 細胞（マイクログリア、オリゴデンドロサイ

ト）で α-synucleinの発現が増強された。 

また、Rpn1 の Tg マウスを作製し、脳内での

α-synuclein の発現を確認中であり、Rpn1 Tg に

おいて glia 細胞で α-synuclein の発現が増強さ

れうる傾向が観察されており 、現在、α

-synuclein Tg とのダブル Tgでも確認中である。 

 

一方、パーキンソン病患者由来脳脊髄液から

exosome を精製し RNA を抽出した結果、

α-synuclein RNAが対象群と比べて顕著に増加

していた。 

 

以上より、Rpn1 が α-synuclein に関して「IP3－

Ca2+signal→neuronal exosome→神経系細胞間

情報伝達」を担う重要な分子であることを強

く示唆された。 
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図 2.  neuronal exosome 内の
lncRNAs のうち IP3刺激群で増
加、減少したもの 
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