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研究成果の概要（和文）：翻訳後修飾であるポリ(ADP-リボシル)化反応を担うParpファミリー1（Parp1）の細胞
内情報伝達への関与については多くの知見があるが、細胞間情報伝達における役割は解明されていない。Parp1
欠損型（Parp1-/-）ES細胞株を用い、細胞外に遊離されるエクソソーム中のsmall RNAを網羅的に解析した。
Parp1は、エクソソームmicroRNAを介して細胞間コミュニケーションに関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：While the functions of Parp1 in intracellular signaling have been 
extensively studied, its roles in intercellular signaling remain to be established. In the present 
study, we used the Parp1-/- embryonic stem (ES) cell line, 210-58 established from the wild-type 
(Parp1+/+) ES cell line, J1. To examine whether Parp1 has roles in differentiation, cell growth, 
cell death, and other physiological processes by regulating intercellular communications, we 
compared the properties of microRNAs in exosomes derived from Parp1-/- and Parp1+/+ ES cells. Parp1 
deficiency in ES cells led to inhibition of cell-cell communication, possibly by intercellular 
signal transduction, suggesting that Parp1 functions extracellularly by regulating exosomal 
microRNAs.

研究分野： 再生医学

キーワード： 再生医学　幹細胞　エクソソーム　microRNA　次世代シークエンス

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
翻訳後修飾であるポリ ADP-リボシル化を

担うポリ（ADP－リボース）合成酵素、ファ
ミリー1（Parp1）の細胞内情報伝達への関与
については多くの知見があるが、細胞間情報
伝達への関与および役割については解明さ
れていない。研究代表者らは、Parp1 のエク
ソン1領域のジーンターゲティングによりノ
ックアウトマウスを世界で最初に作製し、ま
た、野生型（Parp1+/+）ES 細胞株から Parp1
の両側アレルを破壊した欠損型（Parp1-/-）ES
細胞株を樹立した。 
microRNA（miRNA）など機能性small RNA は、

様々な細胞プロセスに関わっている。中でも
幹細胞から遊離するエクソソームに含まれ
る miRNA は、微小環境において幹細胞と周囲
の細胞とのコミュニケーションの役割を担
う。例えば、幹細胞が産生する因子が、活性
酸素により傷害を受けた細胞に働くことで、
心筋や脳の虚血再灌流傷害からの回復を促
進する（Stem Cell Res, 2013, Stem Cells, 
2013）。細胞外 miRNA は、生体の広範にわた
って供給されるが、その機能については未だ
不明な点が多い。その機能を解明することに
より、機能性 small RNA を用いた核酸医薬の
開発（miRNA 創薬）につながる可能性がある。
機能性small RNA の細胞外機能を解明する基
礎的研究は、次世代医薬創出に向けた社会的
ニーズがあり、発展性のある研究として期待
される。 
 
２．研究の目的 
多能性幹細胞から遊離する細胞外 small 

RNA の機能を解析して再生医療への応用を目
指す。多能性幹細胞が他の細胞と small RNA
を介してどのようにコミュニケーションを
図っているか、多能性幹細胞から遊離する細
胞外 small RNA を介する細胞間コミュニケー
ションへのParp1の関与を分子レベルで明ら
かにする。機能性 small RNA の中でも、多能
性幹細胞から遊離して細胞外で機能する
miRNA に着目して研究を行う。野生型
（Parp1+/+）ES 細胞株と独自に作製した両側
アレルを破壊した Parp1 欠損型（Parp1-/-）
ES 細胞株を用い、ES 細胞から遊離されるエ
クソソームに含まれるmiRNAを網羅的に解析
する。細胞外 miRNA 機能へ Parp1 がどのよう
に関与するかを調べ、miRNA 創薬の一翼を担
う基盤的研究を行う。 
 
３．研究の方法 
多能性幹細胞は、細胞外へエクソソーム

miRNA を遊離し、微小環境の細胞へ機能する
が，その過程で Parp1 の細胞間情報伝達を介
して何らかの役割を担うという仮説を検証
した。 
 
＜多能性幹細胞から遊離する細胞外miRNAの
解析＞ 
 

（１） 細胞培養 
野生型 ES 細胞株(Parp1+/+)、クローン名 J1

からヘテロ欠損 ES 細胞株(Parp1+/-)、クロー
ン名 210 を樹立し、210 からホモ欠損 ES 細胞
株(Parp1-/-)、クローン名 210-58 を樹立し、
各細胞株を保有している。各細胞はフィーダ
ーフリーのゼラチンコート培養皿上で、LIF
存在下で培養した。 
 
（２）エクソソームの単離 
細胞培養上清は 4℃、2,000 x g、30 分間

遠心し、上清をポアサイズ 0.22m のフィル
ターで前処理を行った。Total Exosome 
Isolation Reagent を用いて、エクソソーム
を単離した。 
 
（３）small RNA の検出 
単離したエクソソームから、トータル RNA

を精製した。TruSeq Small RNA Library 
Preparation Kit を用いて、ライブラリーを
構築した。シークエンスライブラリの調整の
ため、1本鎖 RNA を対象に、5’、3’両末端に
特異的なアダプター（アダプター配列＋イル
ミナのシークエンスに必要な配列を持つプ
ライマー）を付加し、アダプターを特異的に
認識するプライマーを用いてPCR増幅を行っ
た。アダプターダイマー等の短い断片を除去
するため、磁気ビーズによる精製を行った。
イルミナ社の次世代シークエンシングプラ
ットフォーム（HiSeq 1500）を用いて、次世
代シークエンス解析を行った。得られた 50bp
のシングルエンドリードに対して、マウスの
レファレンスゲノムへのアライメントを行
い、miRNAs, snRNAs, snoRNAs, tRNAs を含
む small RNA の分類を行った。 
 
＜バイオインフォマティクスによるmiRNA候
補の同定＞ 
 
（４）ターゲット遺伝子の予測解析 
TargetScan と microRNA.org の２つのデ

ータベースを用いて有意に変動するターゲ
ッ ト 遺 伝 子 の 予 測 解 析 を 行 っ た 。
hypergeometric distribution（超幾何分布）
を用いて、有意に変動する予測ターゲット遺
伝子を抽出した。 
 
（５）Gene ontology enrichment 解析と
pathway 解析 
予測ターゲット遺伝子に共通する生物学

的機能を見出すため、StrandNGS ver. 2.6 
software を用いて、Gene Ontology（遺伝子
の生物的プロセス、細胞の構成要素および分
子機能に着目して、遺伝子に付けられるアノ
テーション）enrichment 解析を行った。
MAPPFinder software を用いて、Pathway 解
析を行った。生物学的経路を視覚化するため、
ConPath Navigator を用いて、経路をマップ
に表示した。 
 



（６）miRNA の発現解析 
TaqMan advanced miRNA assays を用いて、

変動した miRNA の発現を定量した。Parp1 欠
損により発現が有意に 2倍以上、上昇または
下降する miRNA を抽出した。210-58 と J1 に
おける発現は、比較 Ct 法（Ct method）に
よる相対定量を行った。 
 
（７）ターゲット遺伝子 mRNA の発現解析 
ES 細胞から QIAshredder と RNeasy Mini 

Kit を用いて、トータル RNA を抽出、精製し
た。トータル RNA をテンプレートとして、 
SuperScript VILO Master Mix を用いて、
First-strand cDNAs を合成した。特異的 PCR 
プライマー は designed using a Perfect 
Real Time Support System により設計、合成
した。Power SYBR Green PCR Master Mix を
用いて、標的細胞におけるターゲット遺伝子
mRNA の発現を定量した。 
 
４．研究成果 
（１）エクソソーム small RNA の構成比 
次 世 代 シ ー ク エ ン ス 解 析 の 結 果 、

J1(Parp1+/+)および 210-58(Parp1-/-) ES 細胞
株のエクソソームより得られた 50bp のシン
グルエンドリード数は、各々、18,680,288 と
11,169,213 で あ っ た 。 miRNAs, snRNAs, 
snoRNAs, tRNAs, exonic RNAs, intric RNAs
を含む small RNA の構成比を調べた。miRNA
の割合は、各々、8.2% (J1)と 3.5% (210-58)
であった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 エクソソームの small RNA の構成比 
(A)J1(Parp1+/+)、(B)210-58(Parp1-/-) 

 
（２）エクソソーム miRNA のプロファイリン
グとターゲット遺伝子予測 
次世代シークエンス解析から得られたリ

ード配列情報を基に、miRNA のプロファイル
を行うため、リードのトリミング、リファレ
ンスゲノムへのアライメントを行った。リー
ドをカウント後、定量化を行い、Parp1 遺伝
子型により有意に発現変動しているmiRNAを、
Parp1 欠損による発現の上昇群と下降群に分
けて抽出した。Parp1欠損による上昇群は118
個、下降群は 211 個であった。２つのデータ
ベースを用いて有意に変動するターゲット
遺伝子の予測解析を行った結果、発現の上昇
している miRNA に対して 810 個、発現の下降
している miRNA に対して 716個のターゲット
遺伝子を候補として抽出した。 
 

（３）Parp1 欠損により有意に変動するシグ
ナル伝達経路 
 予測ターゲット遺伝子に共通する生物学
的経路をマップに表示してデータを視覚化
した。Pathway 解析の結果、miRNA 発現の上
昇群において、MAPK signaling pathway を含
む5つのpathwayを有意に抽出した(p< 0.05)。
一方、miRNA 発現の下降群においては、有意
な pathway は検出されなかった。Parp1 欠損
による有意に変動するターゲット遺伝子に
は、MAPK signaling pathway 上に存在する
Elk1, Map4k3, Map4k4, Mapk8 が含まれてい
た。これらの予測ターゲット遺伝子は、複数
の miRNAs(miR146a-5p,miR365-3p,miR98-5p, 
miR196b-5p,let-7a-5p,miR203-3p,let-7f-5p,
let-7i-5p,miR200c-3p,miR200a-3p,let-7d-5
p,let-7c-5p,miR212-3p) によって、制御され
る可能性が示唆された（表 1）。 
 
表 1 miRNA 発現の変動（210-58 vs J1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）予測ターゲット遺伝子に対する Gene 
Ontology enrichment 解析 
予測ターゲット遺伝子の生物学的機能を

見 出 す た め 、 Gene Ontology に よ る
enrichment 解析を行った。Elk1, Map4k3, 
Map4k4, Mapk8 には、9個の GO term(p< 0.05) 
が存在した(表 2)。 
 
表 2 予測ターゲット遺伝子の GO term 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
抽出された GO term より、miRNA の機能をあ
る程度推測できるため、その機能への Parp1  
 
GO enrichment 解析の結果、miRNA の機能
をある程度推測できるため、その機能への



Parp1 の関与を評価した。データベース
（http://amigo.geneontology.org/amigo）
の Inferred Tree View を用いて、GO term の
関連性を樹状図で表示すると、9個の GO term
の上流には、regulation of JNK cascade 
(GO:004632)、phosphorylation(GO:0016310)、
response to stress(GO:0006950)、protein 
serine/threonine kinase activity(GO:0004674)、
cell communication(GO:0007154)が存在した。
増殖やストレスに関連した細胞内シグナル
伝達と細胞間コミュニケーションに関する
生物学的機能へのParp1の関与が示唆された。
miRNA の発現が上昇している pathway では、
pathway 上のターゲット遺伝子が負に制御さ
れることが予測され、Parp1 欠損によりこれ
らの機能が抑制される可能性が示唆された。 
 
（５）miRNA の発現レベルの検証 
miRNA の発現解析の結果、Parp1 欠損によ

り miR365-3p、 let-7a-5p、 miR196b-5p、
miR203-3p、miR98-5p、miR146a-5p の発現が
有意に2倍以上増加していた。一方、200a-3p、
let-7c-5p、miR200c-3p の発現は 2 倍以上の
増加は確認されなかった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 miRNA の発現解析 

黒；J1(Parp1+/+)、白；210-58(Parp1-/-)由
来エクソソームmiRNAの相対的発現量を示
す。サンプル間の補正は、miR320-3p をリ
ファレンスとして用いた。5～6 個の
technical repliconに対する平均値±標準
誤差を示す。 

 
（６）ターゲット遺伝子の発現解析 
Parp1 欠損による有意に変動するターゲッ

ト遺伝子には、MAPK signaling pathway 上
に存在する Elk1, Map4k3, Map4k4, Mapk8が
含まれていた。miRNA の発現が上昇している
pathway 上にあるこれらターゲット遺伝子は
標的細胞である ES 細胞において、負に制御
される可能性があるため、ES 細胞において、
ターゲット遺伝子 mRNA の発現を定量し、評
価した。エクソソーム miRNA が送り込まれる
標的細胞である ES 細胞において Elk1, 
Map4k3, Map4k4, Mapk8 mRNAの発現レベルは、

Parp1 欠損により、各々、0.66, 0.71, 0.59, 
0.87 倍に減少していた。（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 ターゲット遺伝子 mRNA の発現解析 
黒；J1(Parp1+/+)、白；210-58(Parp1-/-)由
来 mRNA の相対的発現量を示す。サンプル
間の補正は、Gapdh をレファレンスとして
用いた。4個の technical replicon に対す
る平均値±標準誤差を示す。 

 
 210-58(Parp1-/-)から遊離したエクソソー
ムに包埋された miRNA が、標的細胞へ送り込
まれたときの、生物学的機能の１つとして
cell communication(GO:0007154)が明らかに
された。GO:0007154 の下流の term として
cell–cell signaling(GO:0007267)、signal 
transduction(GO:0007165)が位置していた。
Parp1 の細胞外機能として、エクソソーム
miRNA を介した細胞間コミュニケーションに
関与することができ、Parp1 が欠損するとこ
れらの機能が抑制されることが示唆された。 
 Parp1や翻訳後修飾であるポリADP-リボシ
ル化は、細胞内情報伝達へ関与することが報
告されている。本研究は、Parp1 が細胞内情
報伝達だけでなく、エクソソーム miRNA を介
した細胞外情報伝達にも関与し、細胞間コミ
ュニケーションを担う可能性を示した。
Parp1 が関与する細胞間コミュニケーション
に細胞外で介在するエクソソームmiRNAを具
体的に同定した。同定したエクソソーム
miRNA が、標的細胞の機能を実際にコントロ
ールできるかを今後確認する研究が必要で
ある。阻害薬が臨床応用されるなど、Parp1
やポリ ADP-リボシル化の制御が様々な疾患
の治療に試されているため、本研究により示
された Parp1 のエクソソーム miRNA を介した
細胞外機能のダイナミックスをさらに探求
していくことで、miRNA 創薬につながる可能
性が示唆された。本研究で得られた成果は、
国際学会において発表し、学術誌に報告した。 
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