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研究成果の概要（和文）：脳内でミクログリアから放出される細胞外小胞(エクソソーム)は、アルツハイマー病
病原因子タウなど含有し神経細胞へ送達することで病理形成に関与することが示唆されているが、その神経細胞
ターゲッティング機構は不明であった。本研究ではミクログリア由来エクソソームに多く発現するシアル酸を含
む特定の糖タンパク質糖鎖構造が神経細胞へのターゲティングに寄与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In brains, the exosomes, a type of extracellular vesicles, released from 
microglia contain tau protein, a pathogenic agent of Alzheimer's disease, and transport them into 
neurons, contributing pathogenesis of the disease. However, the molecular mechanism for exosome 
targeting to neurons remains unclear. In this study, I found that a specific sialic acid-containing 
sugar chain of glycoprotein was involved in the transport of microglia-derived exosomes to neurons.

研究分野： 神経化学

キーワード： エクソソーム　ミクログリア　ニューロン　糖鎖　アルツハイマー病　アミロイドbeta
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞外小胞の神経細胞間移行はアルツハイマー病のタウ病理をはじめとして神経変性疾患の病理形成に関与して
いるとの報告がある。本研究で明らかとなった細胞外小胞の神経ターゲティング因子候補は現在根本治療法のな
いアルツハイマー病の病理形成機構の解明につながる成果であり、アルツハイマー病の予防・治療法開発に応用
できる可能性がある。また当該糖鎖含有人工リポソームの作製は新たな脳神経をターゲットとしたドラッグデリ
バリーシステム開発への応用も考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 細胞外小胞エクソソームは，様々な細胞から放出され，その内包分子や表面結合分子を標的細
胞へ送達する。中枢神経系においても，神経細胞やグリア細胞間のエクソソーム依存的な分子輸
送によって，ミエリン形成や神経突起伸長などの細胞機能が調節されている。また，エクソソー
ムは，複数の神経変性疾患の原因分子を含有し，これら病因分子の分解や脳内伝播を媒介するこ
とで病理形成に関与する可能性が報告されている。 
  私はこれまでに，神経細胞由来エクソソームが，アルツハイマー病(AD)原因分子のアミロ
イド ßタンパク(Aß)の分解を促進することを報告した(Yuyama et al, JBC, 2012, 2014, FEBS 
Lett., 2015)。Aßは，神経細胞由来エクソソームの表面に結合した状態でミクログリアへ運ばれ，
取り込まれ分解を受ける。エクソソームのミクログリアへの標的化，及び取り込みは，エクソソ
ーム表面膜のホスファチジルセリン(PS)が，ミクログリアの PS 受容体によって認識されて遂行
される。また，別の AD 病原タンパク質であるタウもエクソソームに含有され，細胞間輸送され
る。タウを輸送するのはミクログリア由来エクソソームで，神経細胞へ送達することで，タウの
脳内伝播(病理拡散)を媒介する。しかし，エクソソームの神経細胞へのターゲッティング機構に
関しては，神経細胞には PS 受容体が発現していないことから，現在のところ不明である。本研
究では，エクソソームの神経細胞標的化メカニズムを明らかにする目的で，ミクログリア由来エ
クソソーム表面膜上に発現する標的化責任分子を探索した。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題の目的は，エクソソームの神経細胞標的化機構の解明である。本課題の成果は，脳
内におけるエクソソーム依存性細胞間伝達の基礎的知見となるとともに，アルツハイマー病の
タウ病理伝播の機構解明に繋がることも期待できる。また，神経細胞標的化に関与する分子の同
定は，人工リポソーム等の(脳神経疾患を対象とした)ドラッグデリバリーのキャリア開発に応用
できる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
・蛍光標識エクソソームによる神経細胞取り込み解析 − 神経細胞及びミクログリア由来の株細
胞 BV-2，N2a，ラット初代ミクログリア及びマウス初代神経細胞を用いて，培養上清中から単
離したエクソソームの神経細胞への標的化 (取り込み)能力を解析した。エクソソームは，蛍光
色素 PKH により標識した。また野生型マウス(C57BL/6)海馬実質へ脳定位装置を用いて PKH
標識 BV-2 エクソソームをインジェクションし，３時間後還流固定後に脳切片を作成し，免疫組
織染色により NeuN 陽性ニューロン及び Iba1 陽性ミクログリアとの共局在率を解析した。 
・ルシフェラーゼ含有エクソソームによる神経細胞取り込みの解析 − 神経細胞への取り込みが
エクソソームと細胞の膜融合を伴うか検討するため，ルシフェラーゼを内包するエクソソーム
を産生するミクログリアを作製し，解析した(エクソソームが神経細胞へ取り込まれた場合，神
経細胞内へ移行するルシフェラーゼ発光を観察)。 
 
４．研究成果 
 エクソソームはその大半が，PS によってミクログリア(末梢組織ではマクロファージ)に標的
化し取り込まれる。ミクログリア由来エクソソームも同様にミクログリアに再取り込みされや
すく，神経細胞への取り込み活性は非常に弱い。この事は神経細胞標的化機構の解析を困難にし
ているが，私は培養細胞を用いた実験で，「神経細胞標的化能力が亢進したミクログリア由来エ
クソソーム」を見出した。リ
ポ多糖(LPS)，アミロイド ß
タンパク質(Aß)1-42 存在化
でミクログリア由来細胞株
BV2 から産生されたエクソ
ソームを培養上清中から超
遠心法で回収した。このエ
クソソームを PKH 蛍光色
素で標識した後，同量を神
経細胞株 N2a の培養液中に
添加した。24 時間後に N2a
細胞へ取り込まれたエクソ
ソームを蛍光観察したとこ
ろ，未処理ミクログリア由
来エクソソームと比較し
て，LPS，Aß処理ミクログ
リア由来エクソソームは N2a
細胞への取り込み量が顕著に
増加した(図 1)。これは初代ミ
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クログリア由来エクソソームでも同様の結果であった。LPS，Aß処理によってミクログリア由
来エクソソームの神経細胞への標的化能が上昇していると考えられる。また神経細胞標的化に
寄与するエクソソーム表面分子を探索する目的で，まず LPS，Aß処理 BV-2 細胞由来エクソソ
ームをあらかじめトリプシンによるタンパク質分解能，シアリダーゼによるシアル酸分解を行
った後，神経細胞に対する取り込み実験を行った。その結果トリプシン処理エクソソームの取り
込み量は変化しなかったが，シアル酸処理エクソソームの取り込みは顕著に抑制された(図 1)。
このことから神経細胞の標的化には，エクソソーム表面に発現するシアル酸を含む糖鎖構造が
関与していることが示唆された。 
 
 そこで BV-2 由来エクソソームに発現し LPS や Aß 処理で発現量が増加する糖鎖構造を探索
したところ，糖タンパク質糖鎖の糖鎖 A が，細胞膜と比較してエクソソーム膜に濃縮しており，
さらに LPS，Aß 処理で発現が顕著に増加することがわかった(図 2)。初代培養ミクログリア由
来のエクソソームにも同様に高発現しており，LPS，Aß処理でさらに発現量が増加した。糖鎖
A は，末端にシアル酸の結合した糖タンパク質糖鎖で，脳細胞に普遍的に発現するが，ミクログ
リアで特に発現が高い。またこれまでの報告から，高齢のアルツハイマー病モデルマウス(APP
遺伝子導入マウス)やアルツハイマー病患者脳での発現増加が示されている。 
 次に BV-2 由来エクソソームを神経細胞に添加する際に，糖鎖 A に対する抗体を混合してか
ら処理する実験を行った。その結果，normal IgG 処理群と比較して抗糖鎖 A 抗体処理群では神
経細胞に取り込まれるエクソソーム量が顕著に減少した(図 2)。また糖鎖 A 合成酵素発現を
siRNA を用いてノックダウンした BV-2 細胞由来エクソソームにおいても N2a への取り込み量
が有意に減少した。ミクログリア由来エクソソームの神経細胞への標的化には糖鎖 A が関与し
ていると考えられる。 

  
 最後に，BV-2 由来エクソソームをマウス脳へインジェクションし，神経細胞への取り込みを
免疫組織化学により解析した。野生型マウス海馬へ，未処理，LPS，Aß 処理 BV-2 細胞由来の
エクソソームを蛍光標識しマイクロシリンジを用いて注入した。３時間放置した後還流固定し
て脳切片を作成し，NeuN 陽性ニューロン及び Iba1 陽性ミクログリアとの共局在率を解析した。
その結果，各処理 BV-2 由来エクソソームの大半はミクログリアとの共局在が観察されたが，未
処理 BV-2 由来エクソソームと比較して，LPS，Aß処理 BV-2 由来エクソソームは神経細胞との
共局在率が有意に上昇した。さらに LPS 処理 BV-2 由来エクソソームと糖鎖 A 抗体をあらかじ
めインキュベートした後，インジェクションした場合，神経細胞との共局在率が減少した。また
糖鎖 A 合成酵素をノックダウンした BV-2 由来のエクソソームをインジェクションした場合も
神経細胞との共局在率が減少した。マウス脳内においてもミクログリア由来エクソソームの神
経細胞への標的化に糖鎖 A が関与していると考えられる。 
 本研究の結果からミクログリア由来エクソソームの神経細胞標的化にエクソソーム表面タン
パクに結合する特定の糖鎖構造が関与することが示された。エクソソーム含有分子の神経細胞
への伝播が病理形成に関与していることが示唆されるアルツハイマー病において，この糖鎖発
現量の変化等がどの様に関与しているか将来の課題である。また神経細胞における糖鎖 A を介
した受容，取り込み機構についても不明であり今後さらなる解析が必要である。また本研究では
実施できなかった糖鎖 A 含有人工リポソームの作製は新たな脳神経をターゲットとしたドラッ
グデリバリーシステム開発への応用も考えられる。 
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図1. BV-2由来エクソソームのN2a細胞への取り込みにおける糖鎖Aの関与
(A) 糖鎖A抗体によるウエスタンブロット像、(B、C) 糖鎖A抗体による蛍光標識エクソソーム
取り込み量の解析
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