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研究成果の概要（和文）：近年、小胞体ストレスが様々な病気の発症要因となる可能性が報告されている。本研
究では、小胞体ストレスによって惹起される生体のストレス応答システムとその検知方法の解明について検討を
行った。私たちは、細胞内に比べて細胞外に分泌されるエクソソームに小胞体ストレスで上昇するspliced XBP1
が多くの割合で含まれていることを見出した。従って、エクソソームにspliced XBP1が格納されることでストレ
ス伝達に寄与している可能性が示唆されると同時にエクソソームのspliced XBP1を検出することで将来的には生
体のストレス状態をモニターできる可能性が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that endoplasmic reticulum stress may be involved in 
various diseases. In this study, we investigated the stress response system of the living body 
caused by endoplasmic reticulum stress and its detection. We found that exosomes secreted 
extracellularly contained a higher proportion of spliced form of XBP1 that is elevated by 
endoplasmic reticulum stress compared to intracellular compartment. Therefore, it is suggested that 
the storage of the spliced form of XBP1 in exosomes may contribute to stress transmission, and at 
the same time, it may be possible to monitor the stress state of the living body by detecting 
spliced form of XBP1 in exosomes in the future. 

研究分野：中枢神経薬理学

キーワード： 小胞体ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エクソソームは血液中にも分泌されることから、小胞体ストレス負荷された生体のエクソソームのspliced XBP1
を検出することで小胞体ストレスを検知できる可能性があることが示唆された。本発見の応用として、将来的に
は、未病や小胞体ストレスによる病気の発症を検知できる可能性が示唆された。私たちの実験結果は、培養細胞
レベルでの基礎的検討結果であり、今後これらの応用試験の検証を行なっていく必要がある。

※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。



1. 研究開始当初の背景  
様々なストレス負荷に対して、生体は恒常性維持機構を作動させることでホメオスタシス

を一定に保とうとする。しかし、生体がこれらのストレス負荷に対応できなくなり、恒常性

が維持できなくなった時、病気の発症に至る。したがって、この様なストレスによる生体の

応答機構を解明することで、病気の発症機構を明らかにすることができると考えられる。そ

こで本研究では、生体のストレス応答に共通に関わり、ストレス応答に根源的役割を担う「小

胞体」に着目することで、複雑な要因によって発症する様々な病気の発症機序を解明し、病

気の発症を事前に検知することを目指した。 

 

2. 研究の目的 
 生体はストレス環境下では、まず適応反応を引き起こし、ストレス負荷に対して対抗処置

機構を作動させる。本研究では、このようなストレス応答の一つとして、細胞内のタンパク

質の折り畳みを担うオルガネラである「小胞体」に着目した。小胞体ストレスとは「小胞体

内に折り畳み不完全なタンパク質が蓄積した状態」のことを言い、このようなストレスによ

る異常タンパク質の蓄積は細胞にとって不都合な状態となり、病気の発症に至る。（Science 

2011, 334:1081-1086）。実際に、申請者は、新規小胞体ストレス軽減薬が、小胞体ストレス

による肥満や生活習慣病に対して治療効果があることを見出しており、小胞体ストレスと病

気の発症は密接に関わると考えられる（EMBO Mol Med. 2014, 6:335-346）。そこで本研究で

は、「小胞体ストレス」に着目し、ストレス負荷時に「小胞体」を発信基地として惹起され

る「小胞体ストレス応答」を検知することでの病態検知・解明を目指した。現在、小胞体ス

トレスによって細胞外へ発せられる小胞体ストレスシグナル分泌システムについては不明な

点が多く残されている。そこで今回特に、小胞体ストレスにより細胞外に分泌される因子の

同定を試み、小胞体ストレスを検知すること目指した。 

本研究では細胞外に遊離される「小胞体ストレス応答シグナル」を血液レベルで検出する

方法（エクソソームや miRNA 解析を利用）が解明できれば、病態を未然に検知でき、さらに

その応答シグナルによる臓器間コミュニケーションが解明できれば、難病の発症機序解明に

も貢献できると考えた。そこで本研究では、ストレスによる細胞外分泌因子を明らかにする

ことで小胞体ストレス関連疾患の検知・発症機構解明を目指した。 

 

3. 研究の方法 
（1）マウスに小胞体ストレスを誘発させる（小胞体ストレス誘起試薬 tunicamycin 投与）こ

とにより血液中エクソソームに含まれるタンパク質の発現に関して nano LC-MS/MS 解析を行

いタンパク質の同定を行った。さらに、小胞体ストレス誘発試薬により血液中で発現変動する

miRNA の網羅的解析を行い、新規小胞体ストレスマーカーの探索を行った。 

 

（2）培養細胞から分泌されるエクソソームを単離し、エクソソーム中に含まれる小胞体関連

分子（XBP1、unspliced XBP1, spliced XBP1）の発現変動を RT-PCR 法で検討した。エクソソ

ームの単離は、ExoQuick-TC を用いて行い、回収の 24 時間前にはエクソソームを枯渇させた

FCS で細胞を培養した。小胞体ストレスセンサータンパク質である IRE1αを過剰発現させて

活性化させ、XBP1 のスプライシング反応を惹起させた時のエクソソーム中の小胞体関連分子

（XBP1、unspliced XBP1, spliced XBP1）の発現変動を検証した。 

 

 



4. 研究成果 
（1）  小胞体ストレス負荷したマウスの血液中において、発現変動のある因子の探索を試

みた。小胞体ストレス負荷は小胞体ストレス誘起試薬であるツニカマイシンを腹腔内

投与し小胞体ストレスを誘導させ、24 時間後の血液中において発現変動するタンパ

ク質を検討した。銀染色による解析の結果、いくつかの因子が小胞体ストレスによっ

て変動することが確かめられた。そこで、これらの候補因子について nano LC-MS/MS

解析を行いタンパク質の同定を行った。その後、本候補因子に関して、特異的抗体を

用いた解析を行ったが、再現性よく小胞体ストレスによって変動することが確認でき

なかった。 

次にツニカマイシンを腹腔内投与し小胞体ストレスを誘導させ、24 時間後の血液

中において発現変動するmiRNAのレベルを網羅解析スクリーニングシステムにて検討

した。その結果、いくつかの miRNA において小胞体ストレス誘起試薬の処理で誘導も

しくは抑制される可能性を示すデータが得られた。そこで今後、これらの因子の発現

について確認すべく、個別に設計した miRNA 用のプライマーを用いた qPCR アッセイ

による確認を行った。しかし、qPCR アッセイによる確認の結果、網羅解析スクリーニ

ングシステムで挙がってきた因子の再現性をうまく取ることができなかった。別ロッ

トの個体での検討やタイムコースなど小胞体ストレス誘起試薬の処理条件を変えて

の検討など、様々な検討を行ったが、網羅解析スクリーニングシステムで挙がってき

た因子の再現性をうまく取ることができなかった。 

 

（2）  培養細胞から分泌されるエクソソームにおける小胞体ストレス応答因子の発現を

検討した。マウスのすい臓由来細胞である MIN6 細胞のエクソソームにおける XBP1 の

発現を検討した。その結果、MIN6 細胞のエクソソームには XBP1 の mRNA が発現してお

り、XBP1 が取り込まれていることが明らかになった。さらに、MIN6 細胞のエクソソ

ームには、spliced XBP1 がより多く取り込まれることが明らかになった。そこで小胞

体ストレスセンサータンパク質である IRE1αを HEK293T 細胞に過剰発現させて活性

化させて、XBP1 のスプライシング反応を惹起させた時のエクソソーム中の unspliced 

XBP1 および spliced XBP1 の発現変動を検討した。その結果、エクソソーム中の XBP1

は細胞中の XBP1 より、多く spliced XBP1 が取り込まれることが明らかになった。 

 

まとめ 

マウス個体レベルでの in vivo 解析では、個体差などの要因でなかなか再現性よく

検出できる因子の同定には至ることができなかった。しかし、培養細胞を用いた検討

では、エクソソームに新たに、spliced XBP1 が含まれることが明らかになった。エク

ソソームは血液中にも存在している。従ってこれらのことより、小胞体ストレスによ

り血液中に分泌されたエクソソームに spliced XBP1 が多く含まれることでストレス

応答・ストレス伝播に関わる可能性もある。すなわち spliced XBP1 は細胞内におい

ては転写因子として作用してストレス応答に関わることから、分泌されたエクソソー

ム因子（spliced XBP1）が他の細胞に取り込まれてストレス応答を惹起している可能

性も考えられる。これらの検討事項は今後の課題と考えられる。本検討結果により、

血液因子による小胞体ストレス検知システム開発の基盤となる結果が提供できたと

考えられる。 
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