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研究成果の概要（和文）：細胞から分泌されるエクソソームは由来する細胞の特徴を反映することから、新たな
タイプのバイオマーカー、細胞間情報伝達手段として注目されている。本研究では、マウス凍結脳からのエクソ
ソーム単離法を改良した後に、ヒトの凍結脳からエクソソームを単離できること、脳エクソソームにはニューロ
ン・グリア細胞由来のエクソソームが含まれていること、アルツハイマー病患者の脳エクソソームにはアミロイ
ドβが存在することを確認し、ヒト脳におけるエクソソーム研究の基盤を確立した。

研究成果の概要（英文）：Exosomes that are secreted from cells reflect the molecular signature of 
cells from which they are derived. Therefore, exosomes are considered to be a novel type of 
biomarker as well as tool for intercellular communication. In the present study, we first improved 
the isolation method of exosomes from mouse frozen brain tissues. Then, we found that (1) exosomes 
can be isolated from human brain tissues, (2) brain exosomes consist of those derived from neuron 
and glial cells, and (3) brain exosomes isolated from the brain of Alzheimer’s disease patients 
contain amyloid beta, providing the basis for exosome research in human brain.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
  エクソソームは、エンドサイトーシスによ
り細胞内に取り込まれた膜小胞がさらに陥
入することにより形成される直径 40-150 nm
の膜小胞であり、エクソソームを含む多小胞
体のエキソサイトーシスによって細胞外に
分泌される。エクソソームの表面には細胞膜
タンパクが発現し、中には細胞質タンパク・
microRNA（miRNA）が含まれる。エクソソー
ムは元の細胞の特徴を反映し、血液・尿等の
体液中に存在することから、体液中エクソソ
ームは新たなタイプのバイオマーカーとし
て期待されている。さらに、エクソソーム中
のタンパク・miRNA が移入されると細胞機能
が変化することから、エクソソームは細胞間
情報伝達手段としても注目されている。  
我々は、これまでに PSMA（前立腺特異的膜

抗原）に対する抗体を用いることにより前立
腺細胞由来エクソソームを血液から単離・検
出できること、ドセタキセル耐性前立腺がん
細胞由来エクソソームで発現が増加してい
るタンパクとして Integrin 4、Vinculin、
P-gp 等を報告している。 
脳に関連するエクソソームの研究として

は、ニューロン由来のエクソソームに APP が
含まれること、エクソソームがニューロン・
グリア間の情報伝達に関与すること等が報
告されていたが、ヒトの脳におけるエクソソ
ームの役割は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、高齢者ブレインバンクに登録

されている認知症症例の剖検凍結脳組織か
らエクソソームを単離した後に、ニューロ
ン・グリア由来のエクソソームを単離し、認
知症における脳内エクソソームのバイオマ
ーカー・治療標的としての可能性を明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）既報の方法（J Biol Chem. 2012, 287, 
43108-43115、以下従来法とする）と改良法
（後述）に基づきマウス脳組織を処理した後、
超遠心法と密度勾配遠心法により脳組織か
らエクソソームを単離した。 
 
（2）単離したマウス脳エクソソームにおけ
るエクソソームマーカーおよびニューロ
ン・ミクログリア・アストロサイト・オリゴ
デンドロサイトマーカーの発現をウエスタ
ンブロット解析により検討し、電顕による形
態観察を行った。 
 
（3）高齢者ブレインバンクから提供された
ヒト凍結脳組織から改良法を用いて脳エク
ソソーム単離を行い、マウス同様にエクソソ
ームマーカーおよびニューロン・ミクログリ

ア・アストロサイト・オリゴデンドロサイト
マーカーの発現を検討した。 
 
（4）神経病理所見のない症例とアルツハイ
マー病症例の脳から単離したエクソソーム
についてアミロイドβのウエスタンブロッ
ト解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
（1）脳エクソソーム単離法の最適化 
従来法（図 1）で単離したエクソソームにつ
いてエクソソームマーカーのウエスタンブ
ロット解析を行った。その結果、Flotillin-2
以外のエクソソームマーカーはほとんど検
出されなかった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 従来法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 従来法により調製したエクソソームに
おけるエクソソームマーカーの検出 
 
 
そこで、脳組織の処理方法の改良を試みた。
その結果、消化酵素をパパインからコラゲナ
ーゼに変更することによりFlotillin-2以外
のエクソソームマーカーを検出することが
可能となった（図 3、4）。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 改良法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 使用する消化酵素によるエクソソーム
マーカー検出の差異 
 
 
（2）改良法により単離したエクソソームの
解析 
改良法により単離したエクソソームにおい
てエクソソームマーカー(図 5)およびニュー
ロン・ミクログリア・アストロサイト・オリ
ゴデンドロサイトマーカー(図 6)のウエスタ
ンブロット解析を行い、各種マーカーが検出
されることを確認した。また、フラクション
ｂ・ｃ・ｄについて電子顕微鏡観察を行い、
40-150 nm とされるエクソソームと同程度の
大きさの粒子を確認した(図 7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 改良法により調製したエクソソームに
おけるエクソソームマーカーの検出 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 改良法により調製したエクソソームに
おけるニューロン・グリアマーカーの検出 
ニューロン：NCAM-L1, GAP43, Tublin3、オ
リゴデンドロサイト：MAG, MBP、アストロサ
イト：GLAST、ミクログリア：CD11b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 改良法により調製したエクソソームの
電子顕微鏡による形態観察 
 
 
（3）ヒト凍結脳からのエクソソームの単離 
改良法でマウス脳と同様にヒト凍結脳から
エクソソームの単離が可能であるかを検証
した。その結果、エクソソームマーカー（図
8）、ニューロン・グリアマーカー（図 9）が
ともに検出され、ヒト凍結脳からもエクソソ
ームの単離が可能であることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 ヒト脳より単離したエクソソームにお
けるエクソソームマーカーの検出 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9 ヒト脳より単離したエクソソームにお
けるニューロン・グリアマーカーの検出 
 
 
（4）アルツハイマー病患者脳からのエクソ
ソームの単離とアミロイドβの検出 
 
アルツハイマー病患者の脳エクソソームに
アミロイドβが存在しているかどうかの検
証を行った。神経病理所見のない症例（コン
トロール）とアルツハイマー病症例の脳から
エクソソームを単離し、アミロイドβの検出
を行った結果、アルツハイマー病患者由来の
脳エクソソームのみでアミロイドβが検出
された（図 10）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10 アルツハイマー病患者脳由来エクソ
ソームにおけるアミロイドβの検出 
 
 

以上の結果から、ヒトの凍結脳からエクソソ
ームを単離できること、脳エクソソームには
ニューロン・グリア細胞由来のエクソソーム
が含まれていること、アルツハイマー病患者
の脳エクソソームにはアミロイドβが存在
することを確認し、ヒト脳におけるエクソソ
ーム研究の基盤を確立した。今後、ニューロ
ン・グリア由来エクソソームを単離し、さら
に詳細な解析を行う予定である。 
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