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緒　言

　炎症は免疫関連細胞を始めとする多数の細胞が関係した生体応答であり、細胞間での情報伝達が重要である。マクロ
ファージは、炎症において重要な役割を果たす細胞であり、抗炎症治療法の開発における主要な標的細胞である。マク
ロファージは刺激の種類に応じて、炎症を促進する M1 マクロファージか、抗炎症作用を有する M2 マクロファージに
分化する。従って、マクロファージを標的とする抗炎症治療法を開発する場合、M1 マクロファージの機能を抑制する
ことが重要である。
　エキソソームは種々の細胞から分泌されるタンパク質や核酸を内包する膜小胞であり、エキソソームを取り込んだ細
胞にその内容物を送達する細胞間物質輸送機構の一つである。近年、エキソソームの機能解明を目的とした研究が盛ん
に行われており、炎症に関しては間葉系幹細胞由来エキソソームによる抗炎症作用が報告されており、エキソソームに
内包される microRNA やタンパク質がその抗炎症作用の活性本体であることが報告されている。また、エキソソーム
の性質は産生する細胞に由来することが知られていることから、抗炎症能を示す細胞である M2 マクロファージが産生
するエキソソームは抗炎症能を有しうることが期待できる。従って、このような性質を有するエキソソームを抗炎症物
質のキャリアとすることで、相加効果を発揮するのではないかと期待できる。私はこれまでに、エキソソームを利用し
たドラッグデリバリーシステムの開発にはエキソソームの体内動態制御法の確立が必須と考え、これを実現するための
第一段階としてエキソソーム体内動態の定量的解析に取り組んできた。これまでに、エキソソーム移行性タンパク質
lactadherin（LA）とレポータータンパク質との融合タンパク質を利用したエキソソーム標識法を新たに開発し、これ
を利用したエキソソーム体内動態の定量的解析法の開発に成功した１）。その結果、静脈内投与されたエキソソームは、
その産生細胞の由来を問わずマクロファージに取り込まれることを見出した２）。マクロファージは炎症治療における
主たる標的細胞の一つであることから、この結果はエキソソームを利用したマクロファージへの抗炎症物質の薬物送達
キャリアの開発の可能性を示すものであると考えられた。以上の背景から、抗炎症作用が期待できる M2 マクロファー
ジあるいは間葉系幹細胞由来エキソソームを用いた抗炎症治療法の開発の可能性について検討を行った。

方法、結果および考察

１．間葉系幹細胞からのエキソソーム回収
　雄性の ICR マウス（7 週齢）より精巣上体脂肪組織を回収し、コラゲナーゼ処理を行った後、接着細胞を回収するこ
とで脂肪由来幹細胞（ASC）を回収し、間葉系幹細胞として用いることとした。回収した ASC を脂肪細胞分化誘導培
地あるいは骨細胞分化誘導培地で培養したところ、それぞれ脂肪細胞および骨細胞へと分化することを確認できたこと
から、回収した ASC は分化能を有する間葉系幹細胞であることを確認した。別途、幹細胞表面抗原特異的抗体を用い
て免疫染色を施したのち、フローサイトメトリーにより幹細胞特異的表面抗原を有していることも確認した。そこで、
回収した ASC を 1.2×106 cells/dish の細胞数で 5 枚の 15 cm dish に播種し、エキソソーム回収用培地を加えて 24 時
間培養後の培養上清より、超遠心沈降法にてエキソソームの回収を試みた。回収したエキソソームの総量はブラッドフ
ォード法でタンパク質量を定量することで見積もった。その結果、回収できるエキソソーム量は非常に少なく、回収回
ごとに回収量のばらつきも大きく、時には 1.5μg 以下のエキソソームしか回収できないこともあった。以上のような
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結果より ASC より回収されるエキソソームを用いた検討の実施は困難であると考え、間葉系幹細胞由来のエキソソー
ムを用いた検討は行わないこととした。

２．M1 および M2 に分化したマクロファージからのエキソソーム回収
　マウスマクロファージ様細胞株 RAW264.7（RAW）細胞をモデルのマクロファージとして選択し検討に用いた。
RAW 細胞をリポ多糖（LPS）およびインターフェロン-γ（IFNγ）存在下で培養することで M1 に、インターロイキ
ン 4（IL-4）存在下で培養することで M2 へと分化させた。それぞれ M1 および M2 へと分化していることをマーカー
遺伝子の mRNA 発現レベルを測定することで確認した（図 1）。

図 1． RAW 細胞の M1 および M2 への分化の確認　　　　　

　
　通常状態の RAW 細胞、M2 へと分化させた RAW 細胞、および M1 へと分化させた RAW 細胞よりエキソソームを
回収した。それぞれ、Normal exo、M2 exo、M1 exo と表記することとする。
　回収したエキソソームを RAW 細胞に添加し、その分化状態に与える影響の評価を目的として、M1 および M2 のマ
ーカー遺伝子の mRNA 発現レベルを定量した。その結果、いずれのエキソソームも RAW 細胞をどちらかというと
M1 へと傾けることが明らかとなった（図 2）。

図 2． RAW 細胞へのエキソソーム添加による影響　　　　　

　続けて、RAW 細胞にエキソソームを添加した後、LPS で刺激後の腫瘍壊死因子（TNF）-α 産生量を指標にその抗
炎症能を評価したところ、種類を問わずエキソソームの添加による TNF-α 産生の抑制効果は確認されなかった。一方
で、M1 exo は免疫活性化能を示しうる可能性が示唆されたことから、免疫賦活化剤としての利用の可能性について検
証を行うことした。
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　モデルの抗原提示細胞としてマウス樹状細胞株 DC2.4 細胞を選択し、これに Normal exo あるいは M1 exo を添加後
の炎症性サイトカインであるインターロイキン（IL）-6 産生量を指標にその免疫賦活化能を評価した。その結果、
Normal exo の添加ではほとんど IL-6 は産生されなかった一方で、M1 exo を添加することで有意な IL-6 産生が認めら
れた（図 3）。

図 3． エキソソームを添加後の DC2.4 細胞からの IL-6 産生

　そこで、モデル抗原として卵白アルブミン（OVA）を選択し、DC2.4 細胞による OVA の抗原提示能について OVA
クラス I 抗原反応性 T 細胞ハイブリドーマ、CD8 OVA1.3 細胞からの IL-2 産生を指標に DC2.4 細胞による抗原提示能
について評価を行った。その結果、M1 exo を OVA とともに DC2.4 細胞に添加することで、CD8 OVA1.3 細胞からの
IL-2 産生が大幅に増加した（図 4）。

図 4． エキソソームを添加した DC2.4 細胞と CD8 OVA1.3 細胞との共培養後の上清中 IL-2 濃度

　これは、M1 exo が免疫賦活化剤として機能したために、DC2.4 細胞による OVA の抗原提示能が増強された結果を
示すものと考えられる。
　以上、本研究では、M1 へと分化したマクロファージから産生されるエキソソームが免疫賦活化作用を有しており、
抗原提示細胞による抗原提示能を増強可能であることを明らかとした。本研究で得られた知見はエキソソームを利用
した免疫療法の開発に有用な知見をもたらすものと期待する。
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