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研究成果の概要（和文）：エクソソーム治療は、患者さんに細胞を移植しない再生医療療法の一つとして注目さ
れているが、その研究のほとんどが、細胞が分泌するエクソソーム自体をそのまま患者さんに投与するものであ
る。本研究では、血管新生能を持つmicroRNAを見出し、そして、そのmicroRNAをエクソソームに内包させること
で、エクソソーム治療の効果を高めることができることをマウスモデルで証明した。

研究成果の概要（英文）：Development of most exosome treatment is on the premise that naive exosomes 
are injected. In this study, modified exosomes including angiogenic microRNAs induced angiogenesis 
compared to the control in mice models.  

研究分野： 再生医療

キーワード： 血管新生　エクソソーム

  ４版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
エクソソームは、cell-free治療法として注目されているが、エクソソームの特性をより高めることで、高い治
療効果が期待できる。本研究では、血管新生能を持つmicroRNAをエクソソームに内包させることで、細胞が分泌
するエクソソームをそのまま投与するよりも高い血管新生効果があることが確認された。本研究の結果は、将来
のエクソソーム治療の開発の一端を担う先進的なものであり、高い治療効果を提供できる可能性を秘めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 心不全および重症下肢虚血に対する細胞移植による血管新生療法の開発が世界中で実施され
ている。細胞移植による血管新生療法の治療効果は、移植された細胞が生体に生着して血管を作
るのではなく、移植された細胞が分泌する因子が生体の細胞を活性化させることで、生体の細胞
が血管を作ると考えられている。このような治療効果はパラクライン効果と呼ばれている。この
パラクライン効果をもたらす因子の中で重要であると考えられているのが、エクソソームであ
る。 
 エクソソームは細胞が分泌する直径約 20～120 nm の脂質二重膜からなる膜小胞であり、
DNA、RNA、タンパク等を内包している。エクソソームは、エクソソームを分泌する細胞の特
性を受け継いでいると考えられており、細胞移植により血管新生をもたらす幹細胞が分泌する
エクソソーム自体が血管新生をもたらす効果を持つことが動物モデルで報告されている。 
 これまでの幹細胞由来エクソソームが血管新生を誘導する機序解析から、幹細胞由来エクソ
ソームに内包されている microRNA が血管新生において重要であると報告されている。そして、
これまでのエクソソームによる血管新生療法の開発は、幹細胞由来エクソソームをそのまま投
与する方法であり、エクソソームの機能を増強させる方法は実施されていなかった。 
 我々は、血管新生能を持つ microRNA をエクソソームに人工的に内包させることで、これま
でよりも強力なエクソソーム投与による血管新生療法を開発できるのではないかと考えた。 
 我々は、これまでに、移植細胞を移植前に低酸素で培養することで、移植後の血管新生の治療
効果や移植細胞の生着率が向上する低酸素プレコンディショニング法を報告している。そこで、
幹細胞を低酸素で培養することで、その幹細胞が分泌するエクソソームに内包されている
microRNA の量が上昇する microRNA の中には、血管新生能を持つ microRNA があるのではな
いかと着想し、本研究を開始するに至った。 
 
 
２．研究の目的 
（１）低酸素培養した幹細胞が分泌するエクソソームに内包されている microRNA の解析 
 血管新生能が高いエクソソームを作製するために、血管新生能を持つ microRNA をエクソソ
ームに内包させる必要がある。幹細胞を低酸素および通常培養し、低酸素培養された幹細胞由来
エクソソームで内包量が上昇している microRNA、または、低酸素培養のみで内包が確認され
る microRNA を見出す。 
 
（２）低酸素培養でエクソソーム内包量が上昇した microRNA の血管新生能の解析 
 内皮細胞の細胞増殖アッセイおよびマウス下肢虚血モデルに、microRNA を内包させたエク
ソソームを添加培養および投与することで、低酸素培養でエクソソーム内包量が上昇した
microRNA の中から血管新生能を持つ microRNA を見出す。 
 
 
３．研究の方法 
（１）幹細胞の培養に適した無血清培地の選択 
 幹細胞としては歯髄幹細胞（LONZA 社）を選択した。エクソソームは FBS 等の血清に含まれて
いるため、歯髄幹細胞を KBM ADSC-4（コージンバイオ株式会社）で培養した。歯髄幹細胞を 96-
well plate に播種し、低酸素培養（33℃、5%CO2、2%O2）と通常培養（37℃、5%CO2、大気圧酸素
濃度）のインキュベータで培養し、播種して、1 日後、3 日後、5 日後、7 日後の細胞増殖能を
MTS 試薬（Promega 社）で確認した。490nm の吸光度を、ARVO X4 (PerkinElmer 社)で測定した。
歯髄幹細胞を KBM ADSC-4 で 7日間培養した時に、歯髄幹細胞が培養液中に分泌するエクソソー
ム濃度を CD9/CD63 Exosome ELISA Kit (コスモ・バイオ株式会社)で測定した。歯髄幹細胞を
KBM ADSC-4 で 7日間培養した時に、歯髄幹細胞が培養液中に分泌するエクソソームに内包され
ている VEGF (vascular endothelial growth factor：血管内皮細胞増殖因子) 濃度を VEGF ELISA 
kit(R&D Systems 社、# DVE00)で測定した。 
 
（２）microRNA 解析 
 7 日間低酸素培養した歯髄幹細胞および 7 日間通常培養した歯髄幹細胞から miRNeasy Micro 
Kit（Qiagens 社）を使用して microRNA を抽出し、miRNA Oligo chip（東レ株式会社）により
microRNA の発現を解析した。 
 
（３）microRNA を発現するプラスミド作製と microRNA 内包エクソソームの作製 
表 1 の No8 を除く microRNA をコードしている DNA 配列を 293T 細胞由来のゲノム DNA を鋳型

にして PCR で増幅させ、pmR-mCherry Vector（タカラバイオ株式会社）に導入することで、
microRNA を発現するプラスミドを作製した。作製したプラスミドを 293T 細胞に導入して無血清



培地で培養することで、293T 細胞が分泌するエクソソームに目的の microRNA を内包させた。 
 
（４）内皮細胞の細胞増殖アッセイ 
 ヒト大動脈内皮細胞（タカラバイオ株式会社）を 96-well plate に播種し、各ウェルにプラス
ミドで作製した microRNA 内包エクソソームを添加して培養後、ヒト大動脈内皮細胞の細胞増殖
を MTS 試薬で評価した。 
 
（５）microRNA mimic 内包エクソソームとマウス下肢虚血モデルに対する治療効果の検討 
合成された Scramble、miR-4485-3p、miR-765、miR-4284、miR-3678-3p の mimic（味の素バイ

オファーマサービス・株式会社ジーンデザイン）を 293T 細胞に導入して無血清培地で培養する
ことで、293T 細胞が分泌するエクソソームに目的の microRNA mimic を内包させた。 
 マウス左大腿動脈を結紮したマウス下肢虚血モデルを作製し、左大腿部に microRNA mimic 内
包エクソソームを筋肉注射して経時的に血流をドップラー（laser speckle perfusion imaging 
system、OMEGA ZONE、Omega Wave)で測定した。 
 
 
４．研究成果 
（１）歯髄幹細胞の無血清培地 ADSC-4 での培養 
 歯髄幹細胞は KBM ADCS-4 で培養可能であったが、7日間培養した時を比較すると、低酸素培
養による細胞増殖は、通常培養よりも低い結果であった（図 1）。歯髄幹細胞を 7 日間培養した
時の培養液中のエクソソーム濃度を測定すると、低酸素培養により歯髄幹細胞が分泌するエク
ソソーム量は、通常培養よりも低い結果であった（図 2）。次に、エクソソームに内包されてい
る VEGF 量を比較すると、低酸素培養により歯髄幹細胞が分泌するエクソソームに内包されてい
る VEGF 量は、通常培養よりも高い結果であった（図 3）。血管新生に重要な働きをする VEGF 量
が、低酸素培養によりエクソソーム内で上昇したことから、低酸素培養により歯髄幹細胞が分泌
するエクソソームには、血管新生能を持つ microRNA の内包量が上昇するのではないかと考えら
れた。 

（２）microRNA 解析 
 表 1 は解析結果である。No1～No5 の microRNA は、低酸素
培養した歯髄幹細胞が分泌するエクソソームが内包している
ことが認められた microRNA であり、通常培養した歯髄幹細胞
が分泌するエクソソームには内包されていなかった。No6～
No13 の microRNA は、通常培養と比較して、低酸素培養した
歯髄幹細胞が分泌するエクソソームに内包されている
microRNA 量が 2.5 倍以上上昇していた microRNA である。 
 
（３）内皮細胞の細胞増殖アッセイ 
 ヒト大動脈内皮細胞にプラスミドを用いて作製した
microRNA内包エクソソームを添加したところ、No6（miR-4485-
3p）、No7（miR-765）、No10（miR-4284）、No11（miR-3678-3p）
を内包したエクソソームは、Mock のプラスミドで作製したエ
クソソームを添加したコントロールと比べて、ヒト大動脈内
皮細胞の細胞増殖を促す結果であった（図 4）。 
 
（４）microRNA mimic 内包エクソソームとマウス下肢虚血モデルに対する治療効果の検討 
 マウス下肢虚血モデルに microRNA mimic 内包エクソソームを筋肉注射後に、経時的に血流を
測定していくと、Scramble 内包エクソソームと比較して、miR-765 内包エクソソームを投与され
たマウスでは血流量が有意に改善した。これは、エクソソームに内包させるのに適した血管新生
能 microRNA として miR-765 を見出したことを示唆する結果であった。 
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