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要 旨

近年， 多系統萎縮症 (multiple system atrophy; MSA) の診断バイ オ マ ー カ ー として， 患者血
液や脳脊髄液中のマイ ク ロ R NA (micro RNA; miR NA) が報告されている． しかし， 早期診断
の為には， 罹患細胞の細胞死による副次的な変化を除外する必要がある． そ こで， 罹患細胞が
細胞死に至る前の病態を反映した miRNA を解析する試料として， エ ク ソ ソ ー ム (exosome) に
着 目した． エ ク ソ ソ ー ム は， 細胞外小胞 (small extracellular vesicle; sEV) の 1 種であり， 内
部の物質は分泌細胞の環境を反映する． MSA では， 主にオ リ ゴデン ド ロサイトにて a シ ヌ ク
レ イン陽性の細胞質内封人体を認めることから， ま ず， この病態を反映する細胞モ デルを作成
し， そ の細胞由来の エ ク ソ ソ ー ム 内に特徴的な miR NA が存在するか否かを検証することを 目
的とした

ヒ トオ リ ゴデン ド ロサイト系 培養細胞において， a シ ヌ クレ イン遺伝fと線維化 a シ ヌ ク
レイン蛍 白 を共導入し， a シ ヌ クレ イン陽性細胞質内封人体を形成した． そ の際の細胞培養培
地から， 超遠心法を用いてエ ク ソ ソ ー ム を含 む sEV 分両を分離した． a シ ヌ クレ イン陽性封
人体形成の有無の 2 群において， sEV 分画から抽出したエ ク ソ ソ ー ム R NA について， マイ ク
ロア レ イにより， 2,578 種類の miR NA の発現量を解析した． 両群のいずれかで発現を認めた

miRNA は 1,036 種類あり， 両群間で発現量に統計学的有意差を認めた miR NA は 117 種類であ
った これらを用い階層 ク ラ ス タ ー 分析を行ったとこ ろ ， a シ ヌ クレ イン陽性封人体形成の有
無に分類できた ま た， a シ ヌ クレ イン陽性細胞質内封人体形成時に， 2 倍以上の発現変化を
認めた miR NA は 29 種類あり， 28 種類が増加， 1 種類が減少していた． この内， MSA 患者体
液 中 で発現変化が報告されており， 挙動が一致していたのは， 発現が増加した hsa-miR -663a
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のみ であった． さらに， MSA 患者において発 現 が低下 するgamma aminobutyric ac id  A 

receptor associated protein に対するmiRNA 2 種類 をはじ め ， オ ー ト フ ァ ジ 一 障害 や a シ ヌ
ク レイ ンのミ ス フォー ルデ ィ ングとの関与 が示唆されるmiRNA の増加など， MSA 病態 の解明
につ ながる可能性 のあるmiRNA の変化を見出 した．

本研究では， ヒ ト オ リ ゴデンド ロ サ イ ト 系培養細胞 において ， a シ ヌ ク レイ ン陽性細胞内封
人 体 形成時 に， エ ク ソ ソ ー ム 内 に特異的なmiRNA 発現 プ ロ フ ァ イ ルがあることを見 出 した．
この変化は， 今後， ヒ ト 患者組織 や体液検 体 にて検証 する必要 がある． また， 本研究 において
確立したエ ク ソ ソ ー ム の分離およびエ ク ソ ソ ー ム RNA の抽出 手技は， 様々な検 体 に応用 が可
能であり， MSA 以 外 の神経変性疾患も対象としうる． この手技を用い， 疾患特異的な診断バ
イ オ マ ー カ ー の開発 や病態解明 を進め ていく ことが期待される．

キ ー ワ ー ド ： 多 系統萎縮症， a シ ヌ ク レ イ ン ， エ ク ソ ソ ー ム ， マ イ ク ロ RNA, バ イ オ マ
ー カ ー

緒 呂

多 系統萎縮症 (multiple system atrophy ; MSA) 

は， 中年期 以降 に発症し ， 小脳性 運動失調， パ ー

キ ン ソ ニ ズ ム ， 自 律神経障害を 主徴とする孤発性

の神経変性疾患であ る見 発症後6 - 8 年程度 で臥

床状態 とな り ， 突然死 を 来すこ とも あ る予後不 良
の疾患であ る四 有効な治療法 は な く ， 治療法 の
確立が課題であ る． 神経変性疾患の治療とし て は，

変性 し た組織 の再生 は 困難 であ り ， 進 行 を 妨 げ る
治療方法が期待 さ れる． こ の よう な治療薬 の治験

の成功 には， 早期診断 に寄与する， または神経変
性 の進 行 を 鋭敏 に捉 え るバ イ オ マ ー カ ー の開発が
不可欠 であ る．

診 断バ イ オ マ ー カ ー と し て ， 近年， マ イ ク ロ
RNA (micro RNA ; miRNA) が注 H さ れて い る．
miRNA は 20 - 25 塩 基 程 度 の ノ ン コ ー デ ィ ン グ

RNA であ り ， 遺伝子 の転写後発現調節 に関わ っ

て い る． miRNA は 細 胞 内 外 の環境変化 に応 じ て
変化 し ， 組織 ， 細胞毎 に異 な るこ とか ら， 診断バ

イ オ マ ー カ ー とし て 研究が進 め られて おり丸 特

にがん の早期診断 におい て 実用化 さ れて い るり

MSA でも 患者 血 清 や 脳 脊 髄液中 の miRNA に
注 目 し た研 究が報 告 さ れて い る 5) - 8) ． 実 際 ，
MSA と， パ ー キ ン ソ ニ ズ ム を 来す進 行性核上性
麻痺 や パ ー キ ン ソ ン 病 との間 におい て miRNA の

発現 の違 いが報告 さ れて い る 5) 8) 9) ． し か し ， バ

イ オ マ ー カ ー の既報 では ， 血清や脳脊髄液な ど の

cel l - free RNA と呼 ば れる RNA 中 の miRNA を
評価 し て い る． Cell - free RNA は罹患細胞 の崩壊

な ど の結果放出 さ れた副次 的 な 変化 であ る可能性
があ り ， 早期診断 には適 し て い な い ． よって ， 早

期診断 の為 には， 罹患細胞が細胞死 にい たる前 に，
その病態 を 直接 的 に反 映 し た試料 で miRNA 変化
を 解析する事が望 まし い ．

著者 は， 罹患細胞 の細胞内環境 を 反映する試料
と し て ， エ ク ソ ソ ー ム (exosome) に着目 し た．
ェ ク ソ ソ ー ム は， 直 径 約 100nm の 細 胞 外 小 胞
(small extracel lular vesicles ; sEV) のひ とつ で，

ほ ぼすべ て の細胞が分泌する10) （図 I A) ． また，
エ ク ソ ソ ー ム は ド ナ ー 細胞由来 の， 膜蛋 白 ， 細胞
内 蛋 白 ， DNA, mRNA, miRNA な ど を 含 有 し ，
ド ナ ー 細 胞 の細 胞 内 環境 を 反 映 し て い る （図 I

B) ． こ の こ とか ら， miRNA を 含 む エ ク ソ ソ ー ム
含有物質 は， がんや 自 己免疫性疾患な ど の診断バ

イ オ マ ー カ ー とし て 注 目 さ れて い る4) 1 1 ) ． 著者 は，
MSA でも ， 脳 脊髄液や 血液中 の エ ク ソ ソ ー ム を
解析するこ とにより， 低侵襲 的 に， 罹患細胞 の細
胞内環境 を 知 るこ とが出 来 ると考 え た．

MSA では ， 主にオ リ ゴデ ン ドロサイ ト に a シ ヌ ク
レイ ン陽 性 の細 胞 質 内 封入 体 (gl ial cytoplasmic 

inclusion ; GCI) を 認 め る1 2) ． 著者 は ， こ の状態
で変化するオ リ ゴデン ド ロ サ イ ト 内 の miRNAが，
M SA の病 態 を 反 映 し たバ イ オ マ ー カ ーとな る可能
性があ ると考 え た さ らに患者 で低 侵 襲 的 にこ れ
を 解 析 するため には ， エ ク ソ ソ ー ム 内 の miRNA
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図 l エ ク ソ ソ ー ム の特性 （模式図）
(A) エ ク ソ ソ ー ム の合成経路． ド ナ ー 細胞の膜蛋 白 を 巻 き 込 ん だ エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ り ， 初 期 エ ン ド ソ ー ム が

形 成 さ れ， エ ン ド ソ ー ム ）I莫 が 内 側 に く び れ て 腔 内 小 胞 が 形 成 さ れ る ． や が て ， 腔 内 小 胞 を 多 数 含 む 多 胞 体
(mu l t i ves i cu lar  body : MVB) が 形成 さ れ， こ の MVB が ド ナ ー 細胞膜 と 融合 し ， 細 胞 外 に 分泌 さ れ た 腔 内 小 胞 が エ ク
ソ ソ ー ム で あ る ．

( B) エ ク ソ ソ ー ム の 診断パ イ オ マ ー カ ー と し て の 可能性． エ ク ソ ソ ー ム の 合成経路か ら ， ド ナ ー 細 胞 に 由 来す る 膜
蛋 白 ， 細胞 内 蛋 白 や 各種核酸 を 含 む． そ の た め ， 罹患細胞 に 由 来 す る エ ク ソ ソ ー ム に は， 疾患 を 反 映 し た 新規抗原 や
病 的 蛋 白 ， 発現 プ ロ フ ァ イ ル の 変化 し た 核酸 が 含 ま れ る ．

の 解 析 が 有 用と考 え た 本仮 説 を 検 証するた め に，

本研究 では， ま ず エ ク ソ ソ ー ム 内 に M SA 病 態 に

応 じ た 特 異 的な m i RNA 発現 プ ロ フ ァ イ ル が 存 在

する か 否 か を ， 細 胞 モ デ ル 系 で検証する こ と を 目

的 と し た ． 具 体 的 に は， a シ ヌ ク レ イ ン 陽 性 細

胞質 内封 入 体 を 形成 し た ヒ ト オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ

ト 系 培 養細 胞 由 来 の エ ク ソ ソ ー ム 内 の mi RNA 発

現 プ ロ フ ァ イ ル を 検 討 し た

材料 と 方法

1 . 培養細胞
ヒ ト グ リ ア （ オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト ） 初代培養

細 胞と ヒ ト 横紋 筋 肉腫 の ハ イ ブ リ ッ ド 細胞株で あ

る M03. 1 3 細 胞 (CELLut ions Biosystems Inc, 

Canada) を 使 用 し た 細 胞 培 蓑 は， エ ク ソ ソ ー

ム 除 去 済 の 1 0% ウ シ 胎 仔 血 清 (SYSTEM

BIOSCIENCES,  USA) を 添 加 し た， L- グ ル タ

ミ ン ， ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 含 有 ダ ル ベ ッ コ 改変
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イー グル培地 (Fujifilm, Japan) で行った ．
a シ ヌ クレイ ン陽 性細胞 質 内封 入体形成は，

a シ ヌ クレイ ン凝 集ア ッセ イキ ット (Cosmo 

Bio, Japan, Cat.No. SYNO l ) を用いて， 既 報 13)

に 従 い条件を検討した ． 同キ ットより， a シヌ
クレイ ン遺伝 子 (SNCA) 発現ベ ク ター として
pCMV-SNCA (A TUM, USA) と， 凝 集 シー ドと
して， リ コ ンビ ナ ント a シヌ クレイン蛋 白 に 振
盪 を加えて作 成された 線維化 a シヌ クレインを
用いた ． こ れ らを組 み合わせ ， 未処理 線維化
a シ ヌ クレイン（終濃度 1 .25 µg/ml} のみ導入，
a シヌ クレイン遺伝 子のみ導入， a シ ヌ クレイ
ン遺伝 子と線維化 a シヌ クレインの共 導人の， 4

つの条件に よるトランスフェ クシ ョ ン操作 を加え
た M03 . 13 細胞 を作 成した ．

トランスフェ ク シ ョ ン後， 3 日 間 M03. 13 細胞
を培養 した 培養 上清 をエ ク ソ ソ ームサ ンプル用に
回収 した また M03 . 13 細胞 は， 免疫染色 および
免疫 ブロット用に 回収 した ． M03.13 細胞 からの
蛋 白 回収 のた め， 100 µI のリ ン酸緩衝 生理食塩水
(Phosphate buffered saline : PBS) で再懸濁 し，
等量 の 2% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 含有試
料用緩衝液 ( X 2) (Fujifilm, Japan) で溶 解した ．
この試料 を 5 分間煮沸 し， 細胞ライセ イト免疫 ブ
ロットサ ンプルとした ．

2. エ ク ソ ソ ー ム の分離 及び免疫 ブ ロ ッ ト サ ン
プル調製， RNA 抽 出

エ ク ソ ソ ー ムを含む sEV の分離は， 超遠 心法
に より行った ． 最初に ， 回収 した細胞培養培地を
2 ,000g, 1 0 分の疎 遠 心を行い， 細胞 成分が含 ま
れない上清 のみを回収 した ． 次に ， Ultrafree-MC,

GV 0 .22  µm (Merck  M illlip ore, U SA) を用 い
0 .22  µm のフィ ルター濾過を行い， 微細な細胞片を
除去 した ． この上清 を， Exocap -Ultracentrifuge/ 
Storage Booster (MBL, Japan) を 使 用 し て，
1 00,000g, 70 分の超遠 心を 2 回 行い， sEV を 分
離した ． 200 µI の細胞 培 養 培 地に 由来 する sEV
を 20 µ1 の PBS で再懸濁 し， 等量 の 2% SDS 含
有 試 料 用緩衝液 ( X 2) で溶 解した ． この試料 を
95 ℃ 5 分間煮沸 し， エ ク ソ ソ ー ム免疫 プロット

サ ンプルとした ． また ， sEV の一部を電 子顕微
鏡 で観察 した ． さらに ， 同 sEV から， miRNeasy
micro kit (QIAGEN, USA) を用いてエ ク ソ ソ ー

ム内RNA (exosomal RNA : exRNA) を抽 出した ．
抽 出した exRNA はTape Station 2200 (Agilent, 

USA) に より定量 し， マイクロアレイに よる解析
に使用した ．

3. 免疫染色
トランスフェ ク シ ョ ン操作 3 日 後， 培養 上清 回

収 後の M03. 13 細胞 を， 4% パラホ ルムアルデ ヒ
ドに て 1 5 分間固 定 した ． 0.2% Triton X -100 に
より 1 5 分間の透過処 理を行った 後， 1 % ヒ ッ ジ
血清に て1 時間のブロッキ ング を行った ． 一次抗
体として a シヌ クレインの C 末端 である 1 3 1 番
目 から 140 番 目 のア ミ ノ 酸 を認識 するラビ ット
ポリクロー ナル抗 a シヌ クレイン抗 体 (Cosmo 

Bio, Japan, Cat. No. TIP -SN -P09, 500 倍 希 釈 ）
を 4℃ で 1 5 時 間反 応 した ． 0.2% Tween 20 を含
む PBS で2 回 1 5 分間洗 浄 した 後， 二 次 抗 体と
して抗ラビ ットAlexa Fluor Plus 488 (Thermo 
Fisher Scientific, USA, Cat. No. A3273 1 ,  500 倍
希釈） を用いて1 時間インキ ュ ベ ー トした ． 再度
洗 浄 の 後， 倒 立 型 顕 微 鏡 IX83 (OLYMPUS, 
Japan) に より観察 した ．

4. 免疫 ブ ロ ッ ト 解析
細胞ライセ イト， およびエ クソ ソ ーム免疫 ブロ

ットサ ンプルは 1 ウェ ルあた り 5 uL をアプライ
し， Tris-glycine SDS ポリアクリルア ミ ドゲル電
気泳 動 を行い， ポ リ フッ化ビ ニ リ デ ン (PVDF)
膜に 転写 した ．

細胞ライセ イト免疫 ブロットでは， a シヌ ク
レイン蛋 白 の検 出を高めるた めに ， 既 報 14) に 従
って， 転写 後の PVDF 膜 を 0.4％パラホルムアル
デ ヒ ドに て1 時間固定した その後， 一次抗 体と
して， a シヌ クレインの 1 3 1 番 目 から 140 番 目
のア ミ ノ 酸 を認識 するラビ ットポリクロー ナル抗
a シ ヌ クレイ ン抗 体 (Cosmo -Bio, Japan, Cat. 

No. TIP -SN -P09, 1 ,000 倍希釈 ）， 129 番 目 のセ
リ ン残基がリ ン酸化された a シヌ クレイン蛋 白
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を認識するマ ウ ス モ ノクロ ー ナル抗 リ ン 酸 化 a シ ヌ
ク レ イ ン 抗 体 (Fujifilm , Japan, Cat. No. 0 1 5 -

25191 ,  1000 倍 希 釈 ） を用 いて 4℃ で 15 時 間 反 応
させ た ． ロ ー ディ ン グ コ ン ト ロ ー ルとして マ ウ ス モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 GAPDH 抗 体 (Proteintch group, 

USA,  Cat .  No .  60004 - 1 - Ig, 10 ,000 倍希釈 ） を

用 し ヽ た ．
エ ク ソ ソ ー ム 免疫 ブロ ッ ト は ， エ ク ソ ソ ー ム 表

面 マ ー カ ー と し て マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 CD9
抗 体 (MBL, Japan, Cat. No. MEXOO l -3 ,  20,000 

倍 希 釈 ）， マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 CD63 抗 体
(MBL, Japan,  C a t .  N o .  MEX002 - 3 ,  5 ,000 倍希

釈 ） ， マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 CD81 抗体 (MBL,
Japan, Cat. No. MEX003 -3 ,  5 ,000 倍希釈 ）， エ ク
ソ ソ ー ム 陰性 マ ー カ ー とし て ラ ビ ッ ト モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 カ ル ネ キ シ ン 抗 体 (abeam, UK, ab92573, 
1 0,000 倍 希 釈 ） を用 い た ． 一次抗体 は 4℃ で 1 5

時間反応 させ た ．

い ずれの免疫 ブロ ッ ト におい て も ， 一次抗体反
応、 後， 0 . 1% tween20 を 含 む PBS で 洗 浄 後，

horseradish peroxidase (HRP) 標識抗 マ ウ ス も し

くは 抗ラ ビッ ト ニ 次 抗 体 を室 温 で 1 時 間 反 応 させ
た ． イ モ ビ ロ ン ウ ェ ス タ ン 化 学発 光 HRP 基 質
(Merck Milllipore, USA) にて得 ら れた バ ン ド シ
グナル を Amersham Imager 680 (GE healthcare, 

USA) を用 い て 検 出 ・ 数値化 し た ．

5. 電子顕微鏡観察
ェク ソ ソ ー ム の形態学的評価 のた め ， 電子顕微

鏡 による観察 を行 っ た ． sEV を 4% PFA によ り
固 定 し ， コ ロ ジ オ ン 貼付 グ リ ッ ド 上 に吸 着し た ．
エ ク ソ ソ ー ム 表面 マ ー カ ー につ い て ， マ ウ ス モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 CD9 抗 体 (MBL, Japan, Cat. No. 
MEXOO l -3 ,  100 倍希釈 ）， マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 CD63 抗 体 (MBL, Japan, Cat. No. MEX002 -
3, 100 倍 希 釈 ）， マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 CD81
抗体 (MBL, Japan, Cat .  No. MEX003 -3,  100 倍
希釈 ）， および 1 5nm 金 コ ロ イ ド 粒子標識抗 マ ウ

ス 抗体 (BBI solutions, UK, 100 倍希釈 ） を用 い
て ， 3 種類 の標識 を行 っ た ． それぞれ透過型電子
顕微鏡 HT7700 (Hitachi, Japan) を用 い て ， 加速

電圧 75kV により 観察 し た ．

6. RNA 発現解析
各 々 5 回 独立 し た 系 で導 人 を行 い ， a シ ヌ ク

レ イ ン 遺伝子 と線維化 a シ ヌ ク レ イ ン を共導入
し た M03. 1 3 細 胞 と， a シ ヌ ク レ イ ン 遺伝 子 の

み を導入 し た M03.13 細 胞 から ， 細 胞 培 養 培 地 を
回 収 し た 1 検体 あ た り 計 10ml の培養培 地 を処 理
して得られた exRNA をト ー タル RNA 量 で各 180ng

用 意 し た ． これを a シ ヌク レ イ ン 陽性封人体形成の
有 無 による2 群 とし て ， FlashTag ™ Biotin HSR 

RNA Labeling Kit  (Thermo Fisher Scientific , 
USA) を用 い て RNA 検 体 の ラ ベ リ ン グ を行 い ，

GeneChip TM miRNA 4 .0  Array (Thermo Fisher 
Scientific , USA) により miRNA の発現解析 を実

施 し た ．

7. 統計解析
免疫 ブロ ッ ト による蛋 白 発現量 につ い て の統計

解析 には ， EZR version 1 .41 (The R Foundation 

for Statistical Computing) を使 用 し 1 5) ， 各 群 の
蛍 白 量 は one-way ANOV A で比 較 し ， post -hoc

解 析 は Turkey で行 っ た ． miRNA 発 現 の統 計 解
析 は ， Transcriptome Analysis Console (TAC) ソ
フ ト ウ ェ ア (Thermo Fisher Scientific , USA) を

用 い ， 両 群 の miRNA 発 現 は ， one-way A NOVA 

で比較 し た ． miRNA の個別 の標 的 RNA の検索 は ，
TargetScanH um an 7 . 2  (http ://www. targetscan .  

org/vert_72/) を用 い た ． い ずれの統 計 も ， p <
0.05 を統計学的有意 と判定 し た ．

結 果

a — シ ヌ ク レ イ ン 陽性封入体の形成
ヒ ト グ リ ア系培養 細 胞 であ るM 0 3 . 1 3 細 胞 にて ，

a シ ヌ ク レ イ ン 陽 性 封入 体 の形成を試 み た 1 3) ． 抗

a シ ヌ ク レ イ ン 抗体 による免 疫 染 色 にて 細 胞 質 内
封入体形成の有無 を， 蛍 光 顕 微 鏡 を用 いて H 視 に
て 検 討 し た ． 線 維 化 a シ ヌ ク レ イ ン の導 入 のみ で

は a シ ヌク レ イ ン 陽性 細 胞 質 内 封入体形成 は 認 め
なか っ た ． し か し ， a シ ヌ ク レ イ ン 遺伝 子 導 人 に
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て a シ ヌ ク レ イ ン 陽 性 の 細 胞 質 内 封 入 体 を 認 め

た （ 図 2 A) ， さ ら に a シ ヌ ク レ イ ン 遺 伝 子 と 線

維 化 a シ ヌ ク レ イ ン 蛋 白 を 同 時 に 導 入 し た 細 胞

で は， a シ ヌ ク レ イ ン 陽 性 細 胞 質 内 封 入 体 を ，

よ り 明 瞭 に 認 めた （ 図 2 A) ． 封 入 体形成 a シ ヌ

ク レ イ ン は リ ン 酸 化するた め， リ ン 酸 化 a ‘ン ヌ

ク レ イ ン の 定 最 に よ り a シ ヌ ク レ イ ン 陽性 細 胞

質 内 封 入 体 形 成 率 を 比 較 検 討 し た ． a シ ヌ ク レ
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に 導 入 し た細 胞で， リ ン 酸 化 a シ ヌ ク レ イ ン は

著 明 に 増 加 した （ 図 2 B, C) ． 同 条 件 下で は a シ

ヌ ク レ イ ン 蛋 白 の 増 加も認 めた （ 図 2 B, C) 

細胞培養培地 か ら の エ ク ソ ソ ー ム の分離

培 養 培 地 か ら ， 超 遠心法で 回 収 し た sEV 分 画

に， エ ク ソ ソ ー ム が含 ま れ て い る か 検 討 し た 1 6) .
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図 2 a シ ヌ ク レ イ ン 発現評価
未処理， 線維 化 a シ ヌ ク レ イ ン 蛋 白 の み 甜 入 ， a シ ヌ ク レ イ ン 迫伝 子 の み 甜 入 ， a シ ヌ ク レ イ ン 迫伝 子 と 繊 維 化

a シ ヌ ク レ イ ン 蛋 白 の 共 甜 入 の 4 種類の 条 件 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 操作 を 行 っ た M 03. 1 3 細 胞 に つ い て の 蛋 白
発 現 a Syn ( a  -Synuc l e i n  ; a シ ヌ ク レ イ ン ） ， F a Syn (Febr i l e  a Syn ; 線維 化 a シ ヌ ク レ イ ン 蛋 白 ）

(A) 各操 作 3 日 後 の M 03. 1 3 細 胞 の 免 疫 染 色 ． 未処理 お よ び線維化 a シ ヌ ク レ イ ン の み 甜 入 の M 03. 1 3 細 胞 で は
明 ら か な 封 入 体形 成 は 認 め ら れ な か っ た ． a シ ヌ ク レ イ ン 追伝 子 の み の 甜 入 で わ ず か に 封 入 体 は 認め ら れ た が ， 線維
化 a シ ヌ ク レ イ ン を 共甜 入 す る と ， よ り 明 瞭 な 封 入 体形成 を 来 し た ． Bar = 100 µm.  

(B) 各操作 3 日 間 後 の 細 胞 ラ イ セ イ ト の 免疫 ブ ロ ッ ト ． a シ ヌ ク レ イ ン は 未処理の M03. 1 3 細 胞 で も 検 出 さ れ た が ，
線維 化 a シ ヌ ク レ イ ン の み の 甜 入 で は 発現増 加 は 認 め な か っ た ． a シ ヌ ク レ イ ン 追伝 子 の み 甜 入 し た 場 合 に は 発現
増 加 を 認 め ， さ ら に ， 線維 化 a シ ヌ ク レ イ ン を 共甜 入 し た 場 合 に ， a シ ヌ ク レ イ ン の 発 現 は さ ら に 増 加 し た リ ン
酸 化 a シ ヌ ク レ イ ン は， 未処理 お よ び線維 化 a シ ヌ ク レ イ ン の み 甜 入 の M03. 1 3 細 胞 で は 検 出 さ れ ず， a シ ヌ ク レ
イ ン 迫伝 子 の み の 報 入 で は わ ず か に 検 出 さ れ た さ ら に 線維 化 a シ ヌ ク レ イ ン を 共犯 入 す る と 発現 が 増 加 し た ．

(C) 免疫 ブ ロ ッ ト デ ー タ の 半定拭解析． 各 シ グ ナ ル 値 を GA P D H の シ グ ナ ル 値 で 除 し た も の を 解析 に 用 い た ． a シ
ヌ ク レ イ ン ， リ ン 酸 化 a シ ヌ ク レ イ ン と も に ， a シ ヌ ク レ イ ン 追伝 子 と 線維 化 a シ ヌ ク レ イ ン を 共 甜 入 し た 場合 に ，
そ の 他 の 操作 と比較 し て ， 統計学 的 有 意 な 発現増加 を 認め た そ の 他操作 間 で 発現の統計学 的 有 意 差 は 認め な か っ た ．
デ ー タ は 平均 土 標準誤差で示す． N=3.
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ま ず， エ ク ソ ソ ー ム 表 面 マ ー カ ー で あ る C D9,

CD63,  C D 8 1 を 対 象 と し た 免 疫 ブ ロ ッ ト に よ り

評価 し た 条 件 と し て 未 処 理， 線 維 化 a シ ヌ ク

レ イ ン 蛋 白 のみ 導 入， a シ ヌ ク レ イ ン 遺 伝 子 の

み 導 人， a シ ヌ ク レ イ ン 遺伝 子 と 線 維 化 a シ ヌ

ク レ イ ン の共 導 入 と い う ， 4 種 類 で sEV を 分 離

し 比 較 し た い ず れ の 条 件 に お い て も CD9,

CD63,  C D 8 1 を 認め， エ ク ソ ソ ー ム 収 量 に 統 計

学 的 有 意 差 は 認 め な か っ た （ 図 3 A, B) ． 一 方，

エ ク ソ ソ ー ム 陰性 マ ー カ ー で あ る カ ル ネ キ シ ン は

認 め な か っ た 最 後 に 免疫電 子 顕 微 鏡 法 に よ る

確認を行 っ た エ ク ソ ソ ー ム 表 面 マ ー カ ー で あ る
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図 3 エ ク ソ ソ ー ム 回 収評価
4 種類の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 操作後の M03. 1 3 細胞の培掟 上消か ら 分離 し た sEV 分 画 中 の エ ク ソ ソ ー ム の評価 ．

(A) s E V 分 画 か ら 調製 し た エ ク ソ ソ ー ム サ ン プル に 対す る 免疫 ブ ロ ッ ト ． エ ク ソ ソ ー ム 表 面 マ ー カ ー で あ る C D9,
C D63, C D8 1 は 検 出 さ れ， 一 方， 陰性 マ ー カ ー で あ る カ ル ネ キ シ ン は検 出 で き な か っ た ． カ ル ネ キ シ ン 発現の陽性 コ
ン ト ロ ー ル と し て 使用 し た 細 胞 ラ イ セ イ ト で は カ ル ネ キ シ ン に つ い て ， パ ン ド が 検 出 さ れ た ．

(B) 免疫 ブ ロ ッ ト デ ー タ の半定最解析 ． 未処理の場合の シ グ ナ ル 値 と の 相対値で評価 し た ． 4 種 類の ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 操作の い ず れ に お い て も ， 蛋 白 発現搬に統計学 的有意差 は 認 め な か っ た デ ー タ は 平均 士 標準誤差 で示す．
N=3. N .S .  = No  S ign i f i cance. 

(C) s E V 分 画の電 子顕 微鋭像． 抗 C D9 抗体， 抗 C D63 抗体， 抗 C D81 抗 体 お よ び金 コ ロ イ ド （ 画 像 での黒 い 点 ）

CD9 CD8 1 

で標識 さ れ る ， 径約 1 00nm 前 後 の 膜 を 有 す る 小胞構造が確認 さ れ た ． Bar = 1 00nm, 



68 新潟医学会雑誌 第 1 34 巻

CD9, CD63, CD81 の そ れ ぞ れで 標 識 さ れ る

1 00nm 程度 の小胞構造 を認 めた （ 図 3 C).

エ ク ソ ソ ー ム 中 の m i R N A 発現解析， 機能評価
a シ ヌ クレ イ ン 陽性細 胞質内 封 入 体が形 成 さ

れた際 の miRNA の 変 化 を検 討 するために， a
シ ヌ クレ イ ン 遺 伝子 と 線 維 化 a シ ヌ クレ イ ン を

共 導入し た細 胞 と ， a シ ヌ クレ イ ン 逍 伝子 のみ

を導 入 し た細 胞 を比 較 した 各 々 5 回 独立 した

導入を行 い， 各 培 養 培 地 よ り超 遠 心 法にて回 収
した sEV 分画 からexRNA を回 収 し ， 2,578 種類
の miRNA の発 現量 を解析 した 両 群 の いず れか
においてマ イ クロアレ イ の シ グ ナ ルが確 認 で き
た miRNA は 1 ,036 種類で あ った そ の中 で 発 現

量 に両 群 間で 有 意 な差 を認 め た miRNA は 1 1 7

種 類 で あ っ た これら 1 1 7 種 類 の miRNA の 発

A

 

mi RNA 
シ グナ ル

1 0  

5 . 2  
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現量 によ って， 階層 クラ ス タ ー 分析行 ったと ころ ，
a シ ヌ クレ イ ン 陽性 の細 胞質内封入体 形成 の有
無 に よ り 2 群 に区 別 さ れ た （ 図 4 A)． ま た，
miRNA は， 発 現量 で ほ ぼ 4 群 に大 別 された こ

の内 a シ ヌ クレ イ ン 陽性細 胞質内 封入体形成の
有無 によ り， 2 倍以 上 の発 現変 化 を認 めた miRNA

は 2 9 種 類 であった そ のうち2 8 種 類 が a シ ヌ ク
レ イ ン 陽性 封入体を形成した場 合 に発 現が増 加 し ，

1 種 類 が減 少 していた （ 図 4 B)（表 l ).

発 現 に有意差 があ った 1 1 7 種 類 の miRNA につ

い て， TargetScanHuman 7 .2 を 用 い て 文 献 的 に
MSA 病 態への関与が示 唆 される 1 5 種 類 の RNA

への結合性 を検索 した （ 表 2 )1 7) 1 8) ． そ の結果，
hsa-miR - 4484 (Fold change 3 . 1 5, P = 0 .0103)と

hsa -miR -2392  (Fo l d  c h ange 1 . 46 ,  P = 0 . 0 1 75) 

が， 共 に， gamma aminobu tyric acid A (GABA) 
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図4 マ イ ク ロ ア レ イ 解析結果
(A) a シ ヌ ク レ イ ン 陽性封入体形成の有無による 2 群のエ ク ソ ソ ー ム 内 m i RNA 発現 ． 両群間の発現に有意差を認

めた m i RNA 1 1 7 種類について， 階層 ク ラ ス タ ー 分析を行った結果を示す． m i RNA の発現 プ ロ フ ァ イ ルは比較群 ごと
に躾約 さ れ た また， こ の 1 1 7 種類の m i RNAは， 全体に封入体形成に伴 っ て発現が増加する傾向にあ り ， また， 発
現蘇でほ ぼ 4 群に大別 さ れた （図 中①～④) ．

(B) m i RNA 発現のボ ル ケ ー ノ プ ロ ッ ト． a シ ヌ ク レ イ ン 陽性封入体形成の有無によ り ， 統計学的有意差を も っ て，
2 倍以上の発現変化を認めたエ ク ソ ソ ー ム 内 m i RNA は 29 種類あ っ た うち 28 種類が a シ ヌ ク レ イ ン 封 入体形成に
伴い発現が増加 （赤） ， 1 種類が減少していた （緑） ．
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表 l マ イ ク ロ ア レ イ 解析 に よ る miRNA 発現変化

a シ ヌ ク レ イ ン 陽性封人体 Fold 
形成 に 伴 う 発現変化

miRNA 
Change 

滅少 hsa - miR-29c -5p - 2.08 
増加 hsa -miR-4530 6.54 

hsa -miR - 663a 4.75 

hsa-miR-4516 4.55 

hsa - miR-1908-5p 3.76 
hsa -miR - 4497 3.5 
hsa -miR-1469 3.46 
hsa - miR-4484 3.15 

hsa - miR- 6088 2.97 
hsa-miR-6800-5p 2.94 

hsa - miR-4508 2.92 

hsa - miR-3196 2.85 
hsa - miR- 6724-5p 2.8 

hsa - miR -7704 2.79 

hsa -miR -6789-Sp 2.7 
hsa - miR-1237-Sp 2.64 

hsa-miR-6125 2.6 
hsa - miR- 6816 - Sp 2.55 

hsa - miR -762 2.48 

hsa-miR-4687-3p 2.47 
hsa - miR-1915-3p 2.44 
hsa-miR-6869-Sp 2.34 

hsa -miR-6090 2.29 
hsa - miR-8072 2.17 

hsa - miR- 6883- Sp 2.12 

hsa - miR- 6087 2.11 

hsa - miR- 6729- Sp 2.05 

hsa - miR-3960 2.04 

hsa-miR-6749 - Sp 2.01 

＇ 
P - value : 患者体液 中 の変化や機能報告

0.0332 i 片頭痛発作 時 に 増加
0.0003 i ALS 患者血消中 で減少
0.0005 i MSA 患者血清中 で増加

ALS - FUS 患者由来の
リ ン パ芽球細胞内 で減少
FTD 患者血漿中 で減少
小胞体 ス ト レ ス に よ り 産生九進

0.0006 ALS 患者血漿 sEV で変化 な し
ALS 患者血清 中 で は減少

0.0006 
0.0007 ALS 患者血清 中 で減少
0.0009 ALS 患者血清 中 で減少
〇.0103

ALS 患者血漿 sEV 中 で増加
0.0073 
0.0164 

: ALS 患者血清中 で減少0.0001 
, AD 患者血清 中 で変化 な し

マ ン ガ ン 中毒 モ デル の
神経培養細胞内で増加

0.0004 家族性 ALS 患者血清中 で減少
0.0009 

0.0023 
マ ン ガ ン 中毒 モ デル の
神経培養細胞内 で増加

0.0112 
0.0039 
0.0027 
0.0023 

0.0048 
ミ ト コ ン ド リ ア 中 miR -762 の
増加が ア ポ ト ー シ ス を 調整

0.0102 
0.003 ALS 患者血清 中 で減少

0.0029 
0.0047 
0.0043 
0.0454 

0.0084 
マ ン ガ ン 中毒 モ デル の
神経培養細胞内 で増加
海馬硬化症側頭葉組織で増加

0.0031 

0.0035 ALS 患者血清中 で減少
AD 患者血清 中 で変化な し

0.0279 

69 

文献

19) 
20) , 21) 

5) 

22) 

23) 
24) 
25) 
20) 

20) , 21) 
20) , 21) 

25) 

20) , 21) 

26) 

20) 

26) 

27) 

21) 

26) 

28) 

20) , 21) 

a シ ヌ ク レ イ ン 陽性封入体形成 に 伴い， 統計学的有意差 を も っ て ， 2 倍以上の 発現変化 を 認め た 29 種類の miRNA,
お よ びそ れ ら の既報に お け る 神経患者体液中 の変化や機能， 性質 を 示す．

ALS (amyotrophic lateral sclerosis ; 筋萎縮性側索硬化症） ， AD (Alzheimer's disease ; ア ル ッ ハ イ マ ー 病） ， FUS
(fused in sarcoma : 家族性 ALS (ALS6) の責任遺伝子） ， FTD (frontotemporal dementia ; 前頭側頭型認知症）
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表 2 miRNA の標的遺伝子検索

遺伝子 文献

検索対象
SNCA, COQ2, MAPT, JLJB, TNF, GBA, FBX047, EDNJ. SHC2. 

17) , 18)  
SLCJA4, SNRPN, NMD3, MAPJLC3A, GABARAP, GABARAPL2 

↓ 

GABARAP 
結合可能性 あ り

(hsa -miR-4484, hsa -miR- 2392) 

a シ ヌ ク レ イ ン 陽性封入体形成 に 伴 い ， 統計学的有意差を も って， 発現変化を認めた 1 1 7 種類の miRNA に つ いて ，
TargetScanHuman7.2 を用 いて文献的 に MSA 病態への関与が示唆 さ れる 15 種類の RNA への結合性を検索 した． Hsa
- miR - 4484 と hsa -m iR- 2392 に ， GABARAP RNA への結合可能性 が示 さ れたが ， そ の他 ， COQ2, MAPT や SNCA
RNA など への結合可能性を示す miRNA は認めなかった．

receptor associated protein (GABARAP) 蛋 白 を

コ ー ド する RNA へ の結合可能性が示 された． 一

方 ， COQ2, MAPT や SNCA RNA へ の結合可能
性 を示す miRNA は認め なかっ た （表 2 ) .

考 察

著 者 は， a シ ヌ ク レ イ ン 陽性細胞質 内封入体
を形成 し たヒ ト オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 系培養細胞

由来 のエ ク ソ ソ ー ム 内 miRNA 発現 プロ フ ァ イ ル

を検討 し た． その結果 ， 封人体形成細胞由来 のエ

ク ソ ソ ー ム 内 に特異的 な miRNA 発現 プロ フ ァ イ
ル を見 出 し た． こ の事 実は， MSA でも ， a シ ヌ
ク レ イ ン 陽性細胞質 内封入体 を形成 し たオ リ ゴデ
ン ド ロ サ イ ト 由来 のエク ソ ソ ー ム には， 特異的 な
miRNA 発 現 プロ フ ァ イ ルがあ る可能性 を示唆す

る． こ れは ， オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 由来 のエク ソ
ソ ー ム 内 の miRNAが， 本症のバ イ オ マ ー カ ー と

し て有用 であ るとする著者 の仮説を支持する． 今
後 ， 実際 の ヒ ト 罹 患 組 織 にて 今 回 見 出 し た
miRNA の変化 を検証 し ， その後 に， ヒ ト 生体試

料 由来 エ ク ソ ソ ー ム 内 miRNA の検証 に進 む必要

があ る．
今 回 同 定 し た， 統計学的有意差 をも っ て， 2 倍

以上 の発現変 化 を認 め た miRNA は 29 種 類 であ
っ た． こ れら には， 筋萎縮性側索硬化症患者 由来
試料 で変化が報告 されてい るも のが多 く含 まれた
（表 1 ) 5) 19) - 28) ． し か し ， 多 くは ， 疾患で減少 し

て お り ， その挙動が今 回 の 結 果 とは一 致 せ ず ，

こ れら の生 理 的 意 義 は不 明 であ る． 一方 ， MSA

患者検体 での変 化が報告 され， かつ 本研究 で統
計学的有意差 を認め たmiRNA は 4 種類 であ っ た．

（表 3 ) 5) 7) 8) ． し か し ， こ の 内 ， 既報 と挙動が一

致 し ， 増 加 し たも の は hsa - mi R - 663a のみ であ

っ た こ の miRNA は ， 小胞体 ス ト レ ス により 増
加 し ， こ の点 から も a シ ヌ ク レ イ ン 陽性細胞質
内封人体 の形成を反 映 し てい る可能性があ る29) ,

し か し ， 小胞体 ス ト レ ス により 増加するの であ れ

ば ， 疾患特異性 には欠 ける可能性があ り ， 他 の封
人体形成モ デル や神経変性疾患との比較が必須 で
あ る． また3 種類の miRNA, hsa - miR- 4508 (Fold 

change 2.92, P = 0.0001 ) , hsa - miR-92a - 3p (Fold 

change 2.79, P = 0 .0023) , hsa -m iR- 6087 (Fold 

change 2 . 1 1 ,  P = 0.0084) は ， ’ マ ン ガ ン 負荷下 の神

経培養細胞 におい て増 加 すると報告 されてい る
（表1) ． 興 味 深 い 事 に， マ ン ガ ン 暴 露 は a シ ヌ

ク レ イ ン 蛋 白 の ミ ス フ ォ ー ル ディ ン グ を生 じ る30) ．
よっ て， こ れら の m i R NA の変化 は ， a シ ヌ ク レ
イ ン 蛋 白 の ミ ス フ ォ ー ル ディ ン グ を反 映 し てい る可
能性があ る．

次 に， 同定された miRNA の標的遺伝子 につ い て，
MSA 病態へ の関与が示唆される15 種類 の RNA に
つ い て検 討 し ， 2 種 類 の miRNA, hsa-miR-4484 

とhsa- miR-2392 におい て， GABARAP 蛋 白 をコ
ー ド するRNA へ 結 合 する可 能 性が示 された．

GABARAP は MSA 患者 剖 検 組 織 で発 現 減 少が
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表 3 MSA 体液中 miRNA 発現との比較

本研究での検出 既報

a シ ヌ ク レ イ ン 陽性封入
miRNA 

Fold 
P - value 

MSA 患者体液中の 発現変化 参考文献体形成に伴 う 発現変化 Change 発現変化 合致

増加 hsa - miR - 663a 4.75 0.0005 増加 （血清） ゜ 5) 

hsa -miR- 1 49 - 3p 1 .9  0.0024 減少 （血清） 5) 

hsa -m iR- 4270 1 .65 0.0025 減少 （血清） 5) 

hsa - miR - 92a -3p 1 .46 0.0292 増加 （血清） 7) 
減少 （脳脊髄液） 8) 

本研究において検 出 さ れた miRNA の う ち ， a シ ヌ ク レ イ ン 陽性封入体形成に伴 う 発現変化に統計学的有意差を認
め， かつ， MSA 患者体液中での変化に既報の あ る 4 種類を提示する． 0にて示す， 本研究の結果と発現変化と既報
の患者体液中での挙動が合致 した も のは， 発現が増加 していた hsa - miR-663a のみで あ っ た．

報告されており， これら の miRNA の増加 との関 連

が推 察 さ れる18). GABARAP は 抑 制 系 神 経伝達

に重要 なGABふ 受容体 の 泣 サ ブユ ニッ ト に結合
し， シ ナ プ ス 膜 へ の輸 送 を調 節 する叫 さ ら に，
GABARAP は オ ー ト ファ ジ ー におい て必 要 とされ

る32)． オ ー トファ ジ ー は細胞内 の老廃物， 異常蛍 白
や 障 害オル ガ ネ ラ の主要 な除 去機 構 であ り， 恒常
性 の維持 に重要 であ る33)． M SA でも ， こ のオ ー ト
ファジ 一 障害の可能性が示 唆 されてい る1 8)． よって，
こ れら の miRNA の増 加 に伴 う GABARAP 発 現

減少 は MSA 病 態 機 序 に直接 関 与 し てい る可能性
があ る．

本研究 の限界 とし ては， 次 の様 な点があ げ ら れ
る． 1 つ 目 は， マ イ ク ロ ア レ イ チ ッ プ に搭載 さ れ

てい ない 未 知 の miRNA や miRNA 以 外 の RNA

の変化が評価 でき ない点であ る． 2 つ 目 は ， 本研
究 で作成 し た封入体が MSA で認め る封入体を正

確 に反 映 し てい ない 可 能 性が あ る点 で あ る．
MSA の封入体 の主要構成蛋 白 は a シ ヌ ク レ イ ン

であ るが， そのほ か 30 種 ほ ど の蛋 白 を含ん でい
る34) ． さ ら に， 同 じ a シ ヌ ク レ イ ン の異常蓄積
を来すパ ー キ ン ソ ン 病 や レ ビ ー 小体型認知症と
は ， a シ ヌ ク レ イ ン の構 造 に差 異があ る35) ． 今
回 用 い たモ デル細胞系が， MSA で認め ら れる a

シ ヌ ク レ イ ン 陽性細胞質 内封入体 の生化学的特性

を反映 し てい ない 可能性があ る． また， 今 回 ， 標

的遺伝子 の検索や機能評価 は ， 発現変化 の 大 き な

miRNA を対象 と し た． し か し ， より発現変化 の

小 さ い も の でも ， 神 経系細胞 に影響が重 大 であ る
miRNA や， 病 態 に強 く関 与す る miRNAが存在

し う る． さ ら に， 今 回 の結果 は ， 既報 の MSA 罹

患組織 での miRNA の 発 現 変 化 17) の 多 くを再現

し えなか ったが， こ の要 因 とし て， オ リ ゴ デ ン ド

ロ サ イ ト だ けでは なく， 他 の細胞種 の影響 も 考え
ら れる． こ れら の問題点をふ まえ， ヒ ト 罹患組織

での検証が必要 であ る．
著 者 は ， オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 系 培 養 細 胞 中

で a シ ヌ ク レ イ ン 蛋 白 による細胞質封入体 を形

成 し ， そ の 際 の エ ク ソ ソ ー ム内 miRNA 発 現 プ

ロ フ ァ イ ル の変 化 を見 出 し た． 今後は ， ヒ ト 患
者 組 織 や 脳 脊 髄 液 な ど 体 液 由来 の exRNA にて
検 証 す る必 要が あ る． さ ら に， こ の 同 定 し た
miRNA に関わ る遺伝 子 や その蛋 白 の MSA の病
態機序へ の 関 与 につ い て検 討 す る必 要があ る．
本研究 におい て確立 し た， 安 定 し たエ ク ソ ソ ー

ムの 分 離 および exRNA の抽 出 の 手技 は 様 々 な

検体 に応用が可能 であ る． さ ら に， MSA 以 外 の
神 経変性疾患 を 対 象 とす る こ と も 可 能 であ り ，
神 経変性疾患の疾患特 異 的 な診 断 バ イ オ マ ー カ
ー の 開発 や 病 態 解 明 を進 め てい くこ とが期 待 さ
れる．
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患者体液検体にも応用 可能なエ ク ソ ソ ー ムの分

離 お よ び exRNA の抽 出手技を確立し， a シ ヌ ク

レ イ ン 陽性細胞質 内封入体形成に伴 う ， ヒ ト オ リ

ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 系培養細胞由来のエ ク ソ ソ ー ム

内 miRN A 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の変化を 見 出 した．

こ の変化は， M SA の診断バ イ オ マ ー カ ー の候補

と なる だ け でな く ， MSA の病 態 解 明， さら には

神経変性疾患にお け る神経変性機序の解明 にも有

用であると考えられる．
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