
（60）

緒　　　　言

　現在、認知症の予備群である軽度認知障害（mild 

cognitive impairment; MCI）への積極的な運動介入
が実施され、一部の患者で改善効果が認められて
いる2）。これは運動によって、脳内血流量が増加
することで、神経新生が亢進することや神経炎症
が抑制されることが大きな要因と考えられている。
しかしながら、その詳細な分子メカニズムは、い
まだ明らかになっていない。
　MCIの発症には複合的な要因が絡んでいると
考えられるが、特に MCI患者のほとんどは高齢
者であることから、体内に蓄積した老化神経細胞
の関与は疑う余地がない。老化細胞は生体内で
「細胞老化」を起こして不可逆的に細胞増殖を停
止した細胞であり、さまざまな炎症性タンパク質
を分泌することが知られている。このような細胞
老化の表現型は SASP（senescence-associated secre-

tory phenotype）と呼ばれ、老化細胞から分泌され
た SASP因子は周囲の組織に慢性的な炎症を引き
起こすことから、あらゆる加齢性疾患の要因と

なっていることが示唆されている9）。運動介入に
よる MCIの改善メカニズムを詳細に解析するた
めには、この SASP 因子を考慮した神経細胞老化
と運動量／／筋肉量の連関性を評価する必要がある
ものの、血液脳関門の存在が障壁となり、基礎研
究が進んでいない。そこで我々は、この点を打破
できる強力なツールとして、Exosomeに注目した。
　Exosomeは細胞間コミュニケーションを担う分
子輸送担体として、体内のあらゆる場所に存在し、
血液脳関門をも透過することができる4,5）。更に普
段の生命活動のみならず、がんやアルツハイマー
病など疾患の発症・悪化を制御する3,6）。特に最近、
老化細胞から分泌された Exosomeがレシピエン
ト細胞のテロメア調節に寄与していることが示唆
されるなど、Exosomeが細胞老化の伝播について
も、極めて重要な働きをすることが明らかになり
つつある10）。そこで、本研究では神経細胞－骨格
筋芽細胞の MCIに関する情報伝達メカニズム解
析を目的に、強制的に老化させた L6ラット骨格
筋芽細胞由来の Exosomeが PC12ラット神経細胞
モデルに及ぼす影響と Exosomeの構成分子を分
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析した。

方　　　　法

Ａ．TGF-β（transforming growth factor β）を

活用した老化骨格筋芽細胞モデルの作成

　L6ラット骨格筋芽細胞はあらかじめ Exosomeを
除去した10％ウシ胎児血清を含有した Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium（L6培養液）で継代培養
した。 2 ng/mlの TGF-βを含む L6培養液で L6を
72時間培養し、細胞増殖抑制作用が確認できたも
のを老化骨格筋芽細胞モデル（老化 L6）とした。

Ｂ．老化 L6由来 Exosome の精製と基礎物性評

価

　老化 L6の培養上清を3000 × gで15分間遠心分
離してデブリスを除去した後、ポリマー沈殿法で
汎用される ExoQuick-TCを添加し 4 ℃で12時間
静置した。更に1500 × gで30分間遠心分離して
Exosomeのペレットを回収した。そして、精製し
た各 Exosomeのタンパク質量を micro BCA法に
より定量比較した。更に、各 Exosomeの粒子径
とゼータ電位をゼータサイザーにて解析し、比較
評価した。

Ｃ．老化 L6由来 Exosome が PC12ラット神経

細胞モデルの神経突起伸長に及ぼす影響

　コラーゲン処理した培養 dishに PC12を 5×104 

cells/well で播種し、24時間後に nerve growth 

factor （NGF）を含有した分化用 mediumへ置換し
た。更に、同時に老化 L6由来 Exosome（SASP-

Exo）、ならびに通常の L6由来 Exosome（L6-Exo）
を添加し、24時間培養した。神経突起の長さは
Motic analyzerにより計測した。

Ｄ．各種 Exosome を作用させた PC12に含ま

れる脂肪酸分子種の LC-MS/MS 比較解析

　Exosome溶液に10 mM酢酸アンモニウム溶液
とメタノール・クロロホルム溶液（メタノール：
クロロホルム＝ 1 : 2（v/v））を 1 mlずつ等量加
えて、ボルテックスミキサーで撹拌した。その後、
3000×gで30分間遠心分離し、水層とクロロホル
ム層の分離を確認して、クロロホルム層を回収し
た。更に、水層も除去し、残ったペレットに10 

mM酢酸アンモニウム溶液とメタノール・クロロ
ホルム溶液（メタノール：クロロホルム＝ 1 : 2

（v/v）））を再度、 1 ml ずつ等量加えて、上述の
抽出操作を繰り返した。すべてのクロロホルム層
を試験管にまとめて、窒素乾固し、メタノールで
再溶解した後、10000×gで15分間遠心分離した
上清を LC-MS/MS サンプルとした。LC-MS/MS

は ABSCIEX 社製 QTRAP5500システムを用いた。
プレカラムは大阪ソーダ社製 CAPCELL PAK 

C18UG120 ガードカットリッジ（2.0 mm I.D. × 10 

mm）、 分 析 カ ラ ム は 同 社 の CAPCELL PAK 

C18UG120（2.0 mm I.D. × 150 mm）を使用した。
解析対象とした脂肪酸分子種は C16:0/C18:0/

C18:1/C18:2/C20:4/C20:5/C22:6の 7 種とし、それ
ぞれ MRM モード（ESI ネガティブ）で解析し
た。その他、LCグラジエントや MRMトランジ
ションなど詳細な分析条件は筆者らがこれまで報
告してきた論文に準拠した1）。

Ｅ．統計解析

　図 2 Bに示す PC12の神経突起長の比較評価に
おいて、NGF+群と他群（NGF-, NGF+/SASP-Exo, 

NGF+/SASP-Exo/L6-Exo）の有意差は Dunnett’s 

testにより多重検定した。また、図 4に示す PC12

の遊離脂肪酸分子種プロファイル解析においても、
NGF+/SASP-Exo 群と他群（NGF-, NGF+, NGF+/

SASP-Exo/L6-Exo）の有意差は Dunnett’s testによ
り多重検定した。

結　　　　果

Ａ．SASP-Exo と L6-Exo の基礎物性解析

　精製した Exosomeがこれまでに報告のある性
状を維持していることを確認するために、SASP-

Exoと L6-Exoの粒子径とゼータ電位を測定した
（図 1）。その結果、100～300 nmの粒子径であり、

図 1．SASP-Exoの粒子径
Fig.1．Particle size of SASP-Exo.
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ゼータ電位は負電荷であった。
Ｂ．SASP-Exo が PC12ラット神経細胞モデル

の神経突起伸長に及ぼす影響

　老化した骨格筋芽細胞の細胞内情報を搭載した
Exosomeが、神経分化へどのような影響を及ぼす
か明らかにする目的で、分化誘導時に SASP-Exo

のみを添加した NGF+/SASP-Exo 群、SASP-Exo

と L6-Exo を共添加した NGF+/SASP-Exo/L6-Exo

群における PC12の神経突起伸長距離を比較評価
した（図 2）。その結果、NGF+/SASP-Exo 群は
NGF添加で誘導される神経突起伸長を著しく阻
害すること（Dunnett’s test : P < 0.05）が明らかに
なった。一方、NGF+/SASP-Exo/L6-Exo群はこの
神経突起伸長を阻害しなかった（Dunnett’s test : P 

> 0.05）。
Ｃ．各種 Exosome を作用させた PC12に含ま

れる脂肪酸分子種プロファイルの解析

　遊離脂肪酸は多くの細胞シグナルを惹起するア
ゴニストになり、生体応答に大きな影響を与える。
そこで、本検討では SASP-Exoが誘導した PC12

の神経分化阻害作用はどのようなメカニズムで引
き起こされたのかを推定するための基礎情報収集
を目的に、各種 Exosomeを作用させた PC12に含
まれる脂肪酸分子種プロファイルを LC-MS/MS

により同定・解析した。その結果、良好な MRM

クロマトグラムが得られ、精度高く分析すること
図 3．PC12の遊離脂肪酸MRMクロマトグラム

Fig.3．MRM chromatogram of free fatty acids in PC12 cells.
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図 2．SASP-Exoと L6-Exoによる PC12神経突起伸長への影響
Fig.2．Effects of SASP-Exo/L6-Exo on NGF induced neurite outgrouth of PC12 cells.

（A） PC12 cells treated with 50 ng/ml NGF together with SASP-Exo/L6-Exo. （B） The length of 
neurite extending from the cell was measured with Motic images plus. 
Data are shown as means and standard deviations （n = 3）. Differences between the NGF+ and 
target groups were compared using Dunnett’s test. *P < 0.05 （NGF+ vs NGF+/SASP-Exo）.
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ができた（図 3）。
　更に、各種脂肪酸分子種の存在比率を比較解析
した結果を図 4に示す。SASP-Exoを作用させた
PC12ではすべての脂肪酸種の存在量が減少して
いた（Dunnett’s test : P < 0.05）。一方で、SASP-

Exo と L6-Exo を同時に作用させた PC12では
C16: 0と C18: 0量の回復が認められた（Dunnett’s 

test : P < 0.05）。

考　　　　察

　かつては、成体の脳で神経細胞は再生しないと
されてきた。しかし、ヒトの成体脳でも神経幹細
胞による神経新生が確認され、現在は、脳に何ら
かの損傷が起こったときの代償機構として神経新
生機構が存在していると考えられている8）。更に、
アルツハイマー病やパーキンソン病等の神経変性
疾患、もしくはうつ病や統合失調症等の精神疾患
では、神経幹細胞の機能や神経新生が低下してい
ることが報告され、これらの疾患の病態への関与
が示唆されている7）。それゆえ、神経変性疾患や
精神疾患における神経新生障害が新たな治療標的
として注目されている。
　本検討では、老化した骨格筋芽細胞由来の
Exosomeが神経細胞の突起伸長を阻害することを
明らかにした。特に、老化していない骨格筋芽細
胞由来の Exosomeを共添加することで、この作

用が認められなかったことから、神経新生障害に
骨格筋芽細胞由来の Exosomeが大きく関与して
いることが示唆された。これまで、骨格筋由来の
Exosomeは神経新生の促進を誘導するという知見
は散見されていたが、その骨格筋芽細胞が老化す
ることで、神経新生に対する Exosomeが真逆に
なるという報告例は皆無である。更に、我々は上
記の作用が神経細胞内の遊離脂肪酸量の増減を
伴って起こることを示し、特に老化していない骨
格筋芽細胞の Exosomeは主要な飽和脂肪酸であ
るC16: 0とC18: 0量を回復させることが判明した。
C16: 0 と C18: 0 は脳内の最も主要な構成脂肪酸
であり、細胞膜構成成分として、細胞増殖時に必
須である。特に今回は in vitroで24時間という短
時間作用における脂肪酸種変動しか追えていない
ため、不飽和脂肪酸の変動をとらえきれなかった
可能性がある。ただ、少なくとも多くの脂肪酸種
が変動したということは骨格筋芽細胞由来の
Exosomeが脂肪酸合成酵素をはじめとした脂質関
連酵素群の発現を調節したことが推察される。本
検討では今後、これらの酵素群の変動実態を明ら
かにし、本メカニズムの解明につなげたい。
　『第36回若手研究者のための健康科学研究助成
成果報告書』pp.21～26においても川西範明博士
らが、レジスタンス運動は神経細胞の増殖に関連
する microRNA の循環 Exosome 内の発現量を増

図 4．SASP-Exoと L6-Exo を作用させた PC12の遊離脂肪酸分子種プロファイル
Fig.4．Free fatty acid profile of PC12 cells treated SASP-Exo and L6-Exo.

Free fatty acids extracted from exosomes were analyzed by LC-MS/MS. 
Data are shown as means and standard deviations （n = 3）. Differences between the NGF+/SASP-Exo 
and target groups were compared using Dunnett’s test. *P < 0.05 （NGF+/SASP-Exo vs NGF-, NGF+/
SASP-Exo vs NGF+, NGF+/SASP-Exo vs NGF+/SASP-Exo/L6-Exo）.
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加させることを報告し、運動トレーニングによる
うつ病の予防あるいは改善に循環 Exosomeが重
要な役割を担う可能性が示されたことを考慮する
と、骨格筋由来 Exosomeが MCIの原因となる脳
内の軽微な神経損傷を修復する指令を神経細胞に
伝達し、その結果、神経新生を伴って、脳機能を
改善している可能性が考えられる。将来的に骨格
筋由来 Exosomeがどのようなシグナルをどこに、
どれだけ伝えたのかを詳細に明らかにすることが
できれば、MCIのみならず、アルツハイマー型
認知症を含めた神経脱落が関連する神経変性疾患
や神経疾患の画期的な治療法開発につながること
が期待できる。

総　　　　括

　本研究により、老化した骨格筋芽細胞由来の
Exosomeは神経細胞分化を抑制し、その神経細胞
内のすべての脂肪酸種を減少させることが明らか
になった。更に、老化していない骨格筋芽細胞由
来の Exosomeはその神経細胞分化抑制を解消し、
一部の脂肪酸種量を回復させた。したがって、
MCI の発症・改善には、骨格筋芽細胞由来の
Exosomeが一部関与し、更に、その老化状態が影
響する可能性が示された。
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