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緒緒  言言  

 
エクソソームとは、直径 40～200 nm ほどの細胞外小胞体であり、あらゆる細胞が分泌する。2000 年代後半に、   

エクソソーム内にタンパク質のみならず mRNA や miRNA などの核酸が含まれ、到達先の細胞内にそれらの情報を 

伝達することで、遺伝子発現などの細胞の機能を調節していることが分かってきた。以降、様々な分野における    

エクソソームの研究が飛躍的に発展した［1］。 
間葉系幹細胞（MSC）は、組織障害時の修復促進作用を持つ中胚葉系の幹細胞である。骨髄・脂肪・臍帯などに存在

する MSC は、再生医療や細胞治療の供給源として注目を集めている。これまで治療効果を有する因子としては、   

MSC 由来のサイトカイン、成長因子といったタンパク質性因子が考えられていた。しかし、近年 MSC から分泌    

されるエクソソームが様々な疾患（心筋梗塞や急性腎炎、アルツハイマー病など）に対する治療効果を持つことが   

明らかになり、新たな疾患治療薬として注目されている［2，3］。 
細胞の培養環境により分泌されるエクソソームの質や量が変化することが分かっている。言い換えれば、細胞は周囲

環境を感知し、それをコンディショニングするようにエクソソームを分泌しているとも言える。そのため、ASC 培養

の微小環境を操作することで、各疾患治療に最適なエクソソームを分泌するASCの培養法を確立できる可能性がある。 
我々は、今回、ASCを種々の低分子化合物下で培養し、血管新生とリンパ管新生を最も促す低分子化合物を同定し、

また、得られたエクソソーム中で血管新生およびリンパ管新生を最も促すmiRNAを同定したので、報告する。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．． 低低分分子子化化合合物物下下ででののAASSCCのの培培養養  
低分子化合物 W、X、Y、Z を用いて、ASC の培養を行った。ASC の培養には DMEM 培地および 10％FBS を   

用いた。各々の培養条件下でのPopulation Doubling Levelを計算すると、図1のようになった。 

 
 図1．各培養コンディションにおけるPopulation Doubling Level 

低分子化合物 X、W、WX、WY、WXY を加えたもので、Population 
Doubling Levelの上昇が認められた。 
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また、低分子化合物 X、W、WX、XY、WXY 以外では、ASC の形態の変形および老化度の著明な亢進から、      

細胞培養に適していないと考えられたため、以降の解析からは除外することとした。 
22．．PPrroolliiffeerraattiioonn  aassssaayy  
低分子化合物 X、W、WX、XY、WXY で培養された ASC の P2～6 までを用い、エクソソームの精製を行った。  

得られた培養上清を、2,000g で 10 分間遠心して、上清だけを回収し、濾過を行った。さらに 100,000 g で 1 時間    

10分超遠心を行い、上清をデキャンタにて破棄して、エクソソームの回収を行った（図2）。 

 
図2．得られたエクソソームの電子顕微鏡像 

直径100 nmほどのエクソソームが確認できた。 
 
得られたエクソソームを用いて Proliferation assay を行った。96 well プレートを用いて、1.5×10４ cells/well で 

ヒトリンパ管内皮細胞（LEC）を播種した。100μl の EGM-2-MV 培地で一晩培養した後、培地を EBM-2 のみ、      
EBM-2＋エクソソーム X、EBM-2＋エクソソーム W、EBM-2＋エクソソーム WX、EBM-2＋エクソソーム XY、   
EBM-2＋エクソソームWXYに変え、48時間培養した。その後10μlのWST-8 assay solutionを加え、4時間培養し、

450 nmの波長をマイクロプレートリーダーで測定し、結果は図3のようになった。 

 
図3．Proliferation assay  

EBM-2、およびEBM-2にExo-Xを加えたもの、Exo-Wを加えたもの、

Exo-WXを加えたもの、Exo-XYを加えたもの、Exo-WXYを加えたものを

比較すると、Exo-Xを加えたもので、増殖の亢進が認められた。 
One-way ANOVA、mean±SD、p＜0.05。 
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低分子化合物Xを加えた培地から得られたエクソソームは、他のエクソソームに比べて、有意にリンパ管内皮細胞の

増殖を促す、という結果が得られた。 
33．．mmiiRRNNAA  PPCCRR  aarrrraayy  
低分子化合物 X を培地に加えて得られたエクソソーム（ASC-Exo-X）と、通常のエクソソーム（ASC-Exo）の    

内容物を比較するため、miRNA PCR array を行った。ASC-Exo-X と ASC-Exo から miRNA を含む全 RNA を    

抽出し、miRCURY LNA RT Kit（Qiagen、Netherlands）を用いて逆転写を行った。得られた cDNAをKitの指示に   

従い、LightCycler 480 Instrument2を用いて real-time PCRを行った（図4）。 
 

 
図4．miRNA PCR array 

miRNA PCR arrayの結果、ASC-Exo-Xには、miR-AAA、BBB、CCC、DDD、

EEEが多く含まれることが分かった。 
 
この結果から、ASC-Exo-X は hsa-miR-AAA、BBB、CCC、DDD、EEE を多く含み、また文献の検索より、      

これらの miRNA が血管新生、リンパ管新生作用を持つことが分かった。以上より、低分子化合物 X 下で培養した   

上清中に含まれるエクソソームは hsa-miR-AAA、BBB、CCC、DDD、EEE をリンパ管内皮細胞に受け渡すことで、

リンパ管新生作用をもたらしていると考えられた。 
 

考考  察察  

  

ASCは分化可塑性、障害部位の栄養効果、炎症抑制効果、障害部位へのホーミング能などの多様な作用を持つが［4］、
その詳細なメカニズムは不明な点も多い。ASC はエクソソームというカプセルの中にどのようなメッセージを詰めて

いるのか、ということはこれまでよく分かっていなかった。今回の研究を通して、ASC はその培養条件によって、   

エクソソーム中に異なるmiRNAを詰め込み、疾患の治療に応用できる可能性が示唆された。 
エクソソームを使用した再生医療の利点に関して、細胞移植では体外で長期培養した際に染色体異常などのゲノム 

異常が生じうる可能性があるが、エクソソーム投与の場合は、このような問題を回避することができる。また、    

エクソソームのみを単離して使用することは、治療効果の調節を容易にし、他家由来で製造が可能であるといった   

利点があると言える。 
またエクソソーム投与の安全性に関して、ASC エクソソームは、実際に臨床投与されている報告もあり、安全性は

高いと考えられる［5］。今後は、ASC エクソソーム投与による治療効果と安全性の確立を目指し、製剤化による    

臨床応用へと発展させたい。 
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