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研究成果の概要（和文）：ヒト重症下肢虚血の周辺組織と非虚血組織における遺伝子発現解析から、CD72は、非
虚血組織に比べて、虚血周辺組織において、発現が高い結果が得られた。マウス下肢虚血モデルにおいても、
CD72は、健側組織に比べて、虚血組織において、発現が高い結果が得られた。CD72に対するリガンドであるCD5
およびCD100を膜表面に持つルシフェラーゼ内包エクソソームを、マウス下肢虚血モデルに尾静脈投与すると、
虚血組織周辺においてルシフェラーゼ発光が確認された。

研究成果の概要（英文）：Expression level of CD72 mRNA was higher in tissues around ischemia 
collected from patients with severe lower limb ischemia compared to non-ischemic tissue. In mice 
model, expression level of CD72 mRNA was higher in ischemia tissues compared to healthy side  
tissue. Luciferase-encapsulated exosomes with CD5 or CD100 as CD72 ligands were injected into mice 
model by administration of the tail vein. Luciferase luminescence was detected in tissues around 
ischemia.

研究分野： 心臓血管外科、再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、エクソソームの特性を活かす方法として、虚血周辺組織に発現する細胞表面抗原分子に対するリガ
ンドを持つエクソソームを経静脈投与により、そのエクソソームが虚血周辺組織に集積するか否かを検討したも
のである。本研究では、動物モデルにおいて、虚血周辺組織に発現する細胞表面抗原分子に対するリガンドを持
つエクソソームは、経静脈投与により、虚血周辺組織に集積する可能性があることを示した。この本研究結果
は、血管新生能を持つエクソソームを筋肉注射ではなく、経静脈投与により、虚血組織の血管新生を誘導する治
療法に繋がる可能性がある。

※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 
 重症下肢虚血治療の第一選択は、ステントを使用した血管内治療やバイパス手術であるが、症
例によっては、それらの血行再建手術を実施できない患者も存在する。重症下肢虚血患者におい
ては、虚血部位の血流を改善させない限り肢切断は免れない。そのため、末梢組織の虚血部位の
血管新生を促す方法として、細胞移植治療が実施されてきた。 
 エクソソームとは、細胞から分泌される脂質二重膜の膜小胞であり、直径は約 20～100 nm で
ある。エクソソームは、エクソソームを分泌する細胞由来のタンパクや核酸が内包されており、
エクソソームは、エクソソームを分泌する細胞の形質を受け継いでいると考えられている。その
ため、血管新生を誘導する目的で移植される細胞から分泌されるエクソソームは、血管新生能を
有していると考えられる。これまでに、動物モデルにおいて、筋肉注射された幹細胞由来エクソ
ソームは、血管新生を誘導することが報告されている。 
 我々は、エクソソームの特性を活かす方法として、虚血組織または虚血周辺組織で発現される
細胞表面抗原分子に対するリガンドをエクソソームに持たせることで、経静脈投与されたエク
ソソームが、虚血組織または虚血周辺組織に集積し、血管新生を誘導させることができるのでは
ないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、経静脈投与で虚血組織に特異的に集積するエクソソームを開発することを目的と

する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 重症下肢虚血患者由来虚血組織および非虚血組織からの RNA 抽出 
重症下肢虚血組織、虚血組織周辺および非虚血組織（切断した箇所近傍）が採取され、その組

織は RNAlater RNA Stabilization Reagent（キアゲン社）に浸けられ、-80℃で凍結保存された。
その組織から RNeasy Mini Kit（キアゲン社）を用いて組織から total RNA が抽出された。 
 
(2) PCR array 解析による重症下肢虚血組織に特異的に発現している細胞表面抗原の同定 
4 名の患者由来の重症下肢虚血組織、虚血組織周辺および非虚血組織から抽出された mRNA の

発現レベルを PCR array（キアゲン社）Angiogenesis（# PAHS-024Z）、Cell Surface Markers（# 
PAHS-055Z）、Chemokines & Receptors（# PAHS-022Z）で解析し、重症下肢虚血組織および虚血
組織周辺組織に特異的に発現している細胞表面抗原分子および発現レベルが高い細胞表面抗原
分子を同定した。 
 
(3) マウス下肢虚血モデルの大腿部組織における遺伝子発現解析 
 Balb/c マウスの左大腿動脈を結紮し、マウス下肢虚血モデルが作製された。左大腿動脈を結
紮して、1 日後、4 日後、7 日後に犠牲死後に、左右の大腿部組織が摘出され、RNAlater RNA 
Stabilization Reagent（キアゲン社）に浸けられて保存された。その組織から RNeasy Mini Kit
を用いて組織から total RNA が抽出さ、qPCR 解析が実施された。 
 
(4) 虚血組織特異的に発現する細胞表面抗原分子に対するリガンドを有するルシフェラーゼ内

包エクソソーム作製 
 ルシフェラーゼを内包させたエクソソームを作製するために、XPack MSCV-XP-Luciferase-EF1
α-Puro Expression Lentivector (SBI 社、# XPAK732PA-1)と pPACKH1 Packaging Plasmid Mix 
(SBI 社、# LV500A-1)を 293T 細胞に導入し、ウイルス液が作製された。そのウイルス液を、歯
髄幹細胞に与えて培養することで、ルシフェラーゼ内包エクソソームを分泌する歯髄幹細胞が
作製された。 
 虚血組織周辺組織で高レベルに発現している細胞表面抗原分子に対するリガンドの遺伝子を、
エクソソーム膜を標的とするペプチド配列である"XStamp"を有する XStamp cloning and 
expression lentivector MSCV-Leader-MCS-C1C2-EF1α-Puro (SBI 社、# XSTP710PA-1)に挿入し
たベクターとpPACKH1 Packaging Plasmid Mixを 293T細胞に導入し、ウイルス液が作製された。
そのウイルス液を、ルシフェラーゼ内包エクソソームを分泌する歯髄幹細胞に与えて培養する
ことで、この歯髄幹細胞から分泌されるエクソソームは、ルシフェラーゼを内包し、虚血組織特
異的に発現する細胞表面抗原分子に対するリガンドを有した。 
 
(5) 重症下肢虚血モデルを用いた虚血組織におけるエクソソームの集積解析 
 上記(4)で作製した虚血組織特異的に発現する細胞表面抗原分子に対するリガンドを有するル
シフェラーゼ内包エクソソームを、左大腿動脈を結紮して 6日後の Balb/c マウス下肢虚血モデ



ルに尾静脈投与して 24時間後に、D-Luciferin が腹腔内投与され、ルシフェラーゼ発光が IVIS 
imaging system (パーキンエルマー社)で検出された。 
 
 
４．研究成果 
 PCRアレイの結果をキアゲン社の専用サイトで解析した
結果が、図 1である。CD72 は、非虚血組織に比べて、虚血
周辺組織において発現が高くなっている結果が得られた。 
 Balb/c マウス下肢虚血モデルにおいて、健側組織であ
る右大腿部組織および虚血組織である左大腿部組織での
CD72 の発現を qPCR で解析すると、CD72 は、健側組織に比
べて、虚血組織において発現が高くなっている結果が得ら
れた(図 2)。 
 ルシフェラーゼが内包された CD72 のリガンドである
CD5 および CD100 を膜表面に持つエクソソームを、Balb/c
マウス下肢虚血モデルに尾静脈投与して 24 時間後にルシ
フェラーゼ発光を解析すると、左大腿動脈を結紮した周辺
組織にルシフェラーゼの発光が確認された。 
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