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研究成果の概要（和文）：microRNA (miRs)は様々な疾患の病態マーカーとしての可能性がある。本研究では脳特異的
なmiRsの機能解析とそれがニューロン間でシグナルを伝達する可能性を検討した。BDNF刺激によりcortexから放出され
るエクソソーム含有のmiRsを定量解析した結果、測定を試みたmiRs(miR1, 124a, 132、等)では全て検出限界以下の値
を示したが、BDNF刺激後いくつかの種類のmiRsが検出された。一方、これまでほとんど報告のなかったグリア細胞にお
いてはbFGFがmiR-134を増加させ、その反応を介してグルタミン酸回収能力を増強させるなどの作用を有することを論
文報告した。

研究成果の概要（英文）：It has been suggested that changed blood level of miRs is beneficial biomarker of 
diseases including brain dysfunction. In this study, we examined function of brain-specific miRs in the 
neuronal and glial system, and a possibility of miR transmission among cells. We found that upregulation 
of several brain-specific miRs in exosome released from cultured cortical neurons after application of 
BDNF, which is essential growth factor for neural function in the central nervous system neurons. On the 
other hand, bFGF, which is involved in glial survival and differentiation, increased the levels of 
miR-134. Furthermore, we found that the bFGF/miR-134 system is important for maturation of astroglia, 
including upregulation of glutamate transporter.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 小 さ な non-coding RNA で あ る
microRNAs(以下 miRs)は、ターゲット遺伝子
の発現を抑制することで、細胞における機能
の制御をすると考えられている。また、がん
や、アルツハイマー病などの脳疾患の発症や
病態と、各種の miRs 発現の変化が関係して
いる可能性、すなわち病態マーカーとして有
用性にも注目が集まっている。 
 
(2) 最近、脳における miRの機能に関心が集
まってきており、申請者らも、中枢ニューロ
ンの生存維持や神経伝達機能の発揮に重要
な働きをする脳由来神経栄養因子(BDNF)に
は、miR-132 の発現誘導を介して、シナプス
関連蛋白質を増加させる機能があることな
ど を 報 告 し て い た (Numakawa et al., 
Neurochem Int. 2011)。これは、ニューロン
に特異的に発現している miRが、そのニュー
ロン内において、神経伝達制御に寄与する遺
伝子の発現を変化させることを介して、神経
機能を制御する、という前提に基づいている。
他の研究グループによる miR 研究において
も、これまでの解析ではやはり、miRのター
ゲット遺伝子の発見は重要であり、力がそそ
がれている。 
 
(3) 興味深いことに、連携研究者である橋戸
らは、Duchenne型筋ジストロフィーにおい
て、特定の miRの量的変化が、病気のマー
カーとなり得る可能性を報告した(Mizuno 
et al., PLoS One 2011)。これは、特定の組織
から、特異的な miRs が能動的に放出され
ている可能性を示していた。 
 
２．研究の目的 
 
(1) miRsは、細胞内においてターゲット遺伝
子の発現の抑制などを介して、細胞機能を制
御しているとされる。しかし、特定のmiRが、
組織特異的に発現分布しており、病気により
その発現量が変化するという知見の蓄積、さ
らには血液中において miR の検出がなされ
ることなどを勘案すると、miRは組織間を移
動して、別の細胞にも影響を与える可能性が
ある。そのため、本研究では、miRがエクソ
ソームに包まれて細胞外に放出される可能
性を、特に培養した中枢ニューロンを用いて
解析する。 
 
(2)脳に豊富に存在する神経栄養因子である
BDNFの発現量や、その機能的変化は、うつ
病など、精神疾患の発症や病態と関係すると
考えられている。そのため、BDNFと、ニュ
ーロン間で伝搬するmiRの関係は興味深く、
ニューロン間の伝達（コミュニケーション）
手段の一つである可能性もある。そこで本研
究では、シナプス可塑性に重要な BDNF で
刺激することにより、特定のmiRの発現の変
化が引き起こされる可能性と、エクソソーム

を介してニューロン間を伝播する可能性の
解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 生後 1－2 日齢のラット大脳皮質より初

代培養ニューロンを作成し、3 日間血清培地

(HS; Horse serum.,およびFBS; Fetal bovine 

serum.,それぞれ 5％)にて培養を行った。その

後、血清中に含まれるエクソソームの寄与を

除外するため、無血清培地 (Neurobasal, 

2%B27, 2%L-glutamine)に置換し、培養を継

続した。同様に、グリア細胞の影響を観察す

るため、大脳皮質より採取したアストログリ

アの純粋培養を行った(Numakawa et al., 

BBRC 2015)。 
 
(2) BDNF刺激を実施する場合、無血清培地
に交換後 3日目に、最終濃度 100ng/mlで投
与を行った。その後、24時間後に培地上清お
よび細胞を回収した。さらに、別の栄養因子
の働きの寄与を考え、塩基性線維芽細胞増殖
因子(bFGF)の miR 発現への作用も解析した。 
 
(3) エクソソームの定量するために、ナノ粒
子解析装置を用いた。まず、培地上清を遠心
後にフィルターろ過し（0.02マイクロメート
ル）、細胞片や、エクソソームとされている
40－100nm よりも大きな分泌小胞の除去を
行った。その後、超遠心(100,000xg, 70 min, 
4℃)によってエクソソームの単離を行った。
この単離したエクソソームは、PBSでの洗浄
後、再び PBSに懸濁してカウントを行った。
また、エクソソームの細胞間の移動を検出す
るため、エクソソームマーカー蛋白質と考え
られている CD63に GFPを融合させたコン
ストラクトを用いた。コンストラクトの培養
ニューロンへの導入には、リポフェクション
法を用い、導入の確認には蛍光顕微鏡による
観察、および CD63蛋白質の検出を行った。 
 
(4) 単離エクソソームまたは回収した細胞の
発現するmiRは、リアルタイム PCRによる
定量を行った。また、分泌に関わる蛋白質の
発現確認には、ウエスタン法を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 培養大脳皮質ニューロンを、BDNF で刺
激し、その後、細胞外に放出されたエクソソ
ームを回収し、その数における変化の解析を
試みた。しかし、24時間の BDNF刺激におい
て、実際にエクソソーム数をカウントする場
合、およびエクソソームマーカーである
CD63 の蛋白量の含有量を測定した場合のい
ずれにおいても、BDNF刺激による変化は観
察されなかった。細胞ライセ―トにおける



CD63 発現量にも顕著な差は観察されなかっ
た。 
 
(2)単離したエクソソームから RNA を抽出し、
これまでの知見で、精神・神経疾患発症との
関連が示唆されている miR1, 9, 16, 124a, 132、
134、および 206などのリアルタイム PCRに
よる定量を試みた。しかし、BDNFの無添加
群（コントロール）では、これらの miRの検
出が出来なかった。一方で、BDNFを添加し
た群では、上記の miRのうち、少なくとも 3
種類の検出に成功した（未発表）。このこと
は、BDNFはエクソソームの放出量には変化
を与えないが、内容物の量(特異的な miRsの
量)に影響を与える可能性を示している。 
 
(2) 離れた位置に存在するニューロン間にお
いて、miRがエクソソームを介して伝搬する
可能性を検証するため、培養ニューロンに
CD63/GFP を発現させた。さらに、ニューロ
ンの活動を変化させることで知られる BDNF
刺激も行った。培養 4－5 日目の細胞に対し
て、CD63/GFP の導入を行うと、エクソソー
ムの産生に関与する多胞性エンドソームと
思われるような蛍光ラベルされた小胞が観
察された。この蛍光小胞は、細胞体や樹状突
起において見出された。その後、BDNF刺激
を行い、細胞外へ放出されたエクソソームを
回収し、GFPを認識する抗体で検出を試みた。
しかし、導入効率が 20 パーセント以下と低
いためか、外来 CD63/GFPの検出には至らな
かった。また、CD63/GFP を導入したニュー
ロンでは、顕著な神経細胞死が誘導される傾
向が見出され、これも刺激依存的な細胞外エ
クソソームの検出を困難にしている可能性
があった。今後は、細胞の生存には影響しな
い他のエクソソームマーカーを指標にして、
同様の実験を行うなどの検討が必要である。 
 
(3) 脳においての miRの機能解析は、そのほ
とんどがニューロンを主眼においたもので
ある。アルツハイマー病などの神経変性疾患
と、脳特異的な miRの発現変化なども注目さ
れるが、ニューロンではなくアストログリア
由来の miR の変化が病態と関連している可
能性もある。既に我々は、大脳皮質ニューロ
ンにおいて、BDNF が miR-132 を増加させ、
それはBDNFによるシナプス増加作用に密接
に関係することなどを報告している
(Numakawa et al., Neurochem Int. 2011)。一
方で、グリア細胞では BDNFの受容体やそれ
の下流シグナルの活性が誘導されず、miRの
発現にも効果がないことを確かめている。と
ころが、別の神経栄養因子である bFGF には
アストログリアにおけるmiR-132の発現を増
加させることが明らかになったため
(Numakawa et al., Neurosci lett. 2011)、新た
にグリア細胞における miRs の働きも重要で
あると思われた。そこで、アストロサイトを
純粋培養し、bFGF添加における miR発現変

動と、その果たす役割について解析した。そ
の結果、bFGF(100 ng/ml, 24hours)は、測定を
行ったmiR-132およびmiR-134の発現を有意
に増加させたが、その増加の割合は、miR-134
においてさらに顕著であった。その miR-134
増加は用量依存的であり、bFGF 受容体の寄
与を示唆していた。 
アストロサイトでは、bFGF 以外にも生理的
活性が報告されている栄養因子は多数存在
する。しかし、我々の実験系では、BDNFの
みならず、解析を試みた IGF-1, EGF, GDNF
の投与におけるmiR-134の増加は観察されな
かった。これは、bFGF/miR-134には、特異的
な機能がある可能性を示唆していた。そこで、
これまでほとんど未知であった、アストログ
リア細胞におけるmiR-134の機能を解析する
ことにした。 
最初に、bFGF で誘導される細胞内シグナル
を 観 察 す る と 、 ERK (Extracellular 
Signal-regulated Kinase) や PI3K 
(Phosphoinositide 3-kinase)/Akt シグナルの活
性化が確認できた。これらのシグナル阻害剤
を bFGF と同時に投与すると、miR-134 の産
生が著しく抑制された。一方で、miR-134 を
細胞に強制発現させても、内在性の ERK や
PI3K/Akt シグナルの活性化に変化がなかっ
た。すなわち、bFGF は、受容体を活性化さ
せた後、ERK および PI3K/Akt シグナル活性
化を介して、miR-134 を増加させる可能性が
ある。興味深いことに、miR-134 の強制発現
後、アストロサイトのマーカーである GFAP
蛋白質や、グルタミン酸トランスポーターの
発現増加を発見した。アストログリアの細胞
機能として、細胞外の興奮性神経伝達物質で
あるグルタミン酸の除去効果がよく知られ
ている。そこで、bFGF投与、または miR-132
を強制発現させたアストログリアの培養外
液のグルタミン酸を定量したところ、予想通
り、有意な濃度の減少が観察された。以上の
実験結果は、bFGF には miR-134 の産生を利
用してアストログリア細胞の成熟を促進す
る可能性を示していた (Numakawa et al., 
BBRC, 2015) 
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