
高知大学・教育研究部医療学系基礎医学部門・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６４０１

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

ヒト臍帯血移植による脳性麻痺治療のメカニズム解明に向けたエクソソームの役割の検討

The elucidation of the role of human umbilical cord blood cells derived-exosomes
 in therapy for cerebral palsy

９０４０６１８２研究者番号：

津田　雅之（Tsuda, Masayuki）

研究期間：

１５Ｋ０９７１６

平成 年 月 日現在３０   ６ １１

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：脳性麻痺に対する治療として自己臍帯血細胞の移植がなされているが、移植した臍帯
血細胞が、脳の細胞とどのように相互作用し、機能回復させているのかは明らかにされていない。われわれは、
臍帯血細胞がエクソソームを介して、脳の細胞に作用していると考えた。エクソソームの神経保護作用を評価す
るため、脳虚血のin vitroモデルとして低酸素低グルコース負荷処理をしたSH-SY5Y細胞を用いた。エクソソー
ムは臍帯血細胞を正常または低酸素虚血脳症モデルマウスの脳組織抽出液に暴露した後に回収された。脳障害部
位の抽出液に暴露されたエクソソームは、細胞の生存率を増加させ、アポトーシスによる細胞死を抑えることを
見出した。

研究成果の概要（英文）：Human umbilical cord blood (HUCB) cells are currently being used for 
autologous transplantation in the treatment of patients with cerebral palsy. However, it is unknown 
how HUCB cells, as a model of cell-based therapy, interact with brain parenchymal cells, and promote
 functional recovery.  We hypothesized that HUBC cells communicate with parenchymal cells via 
exosomes. To investigate to the neuroprotective effects of HUCB cells derived-exosomes, we used the 
in vitro oxygen-glucose deprivation (OGD) model in SH-SY5Y cells. HUCB cells were exposed to the 
cerebral tissue extracts from mice subjected to hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE). After 48hr 
culture, the exosome fractions were isolated and added to OGD SH-SY5Y cells culture. We found that 
HUCB cells derived-exosomes exposed HIE brain extracts significantly increased the viability of and 
attenuated the apoptosis of SH-SY5Y cells.

研究分野：再生医学
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１．研究開始当初の背景 
本学医学部附属病院において、脳性麻痺治

療に向けた臍帯血幹細胞移植治療研究が

2011 年 11 月に厚生労働省により承認（「小児

脳性麻痺に対する自己臍帯血幹細胞輸血の

治療研究」）され、臨床研究が始まった。こ

の治療法は効果が認められるものの、そのメ

カニズムの詳細は不明である。われわれは治

療効果メカニズムの解明とより効果の高い

治療法の開発を目指して、トランスレーショ

ナルリサーチを行っている。 

われわれは脳性麻痺モデルとして学術的

に汎用されている新生児低酸素虚血性脳障

害モデル作製法を改良することにより独自

のモデルを開発した（Wang F et al. J Matern 

Fetal Neonatal Med. 2015）。生後 9 日齢の

NOD/SCID（免疫不全）マウスを用いてモデル

を作製し、脳損傷 3週間後にヒト臍帯血由来

単核細胞を移植すると、改善効果が認められ

た。 

脳虚血などの脳損傷における細胞移植に

よる治癒メカニズムとして、①神経再生作用、

②液性因子による神経保護作用、③血管新生

作用、④炎症抑制作用、⑤内在性の神経幹細

胞の賦活化などの複数の可能性が考えられ

る。われわれは、モデルマウスを用いた実験

で、損傷部位に局在した移植臍帯血単核細胞

が内在性の神経幹細胞を賦活化し、分化した

神経前駆細胞を増殖させながら損傷部位に

向けて誘導していることを見出した。 

 
２．研究の目的 
脳性麻痺に対する新規治療法として、本学

医学部附属病院において日本初の脳性麻痺治

療に向けた臍帯血幹細胞移植治療を開始した。

有効性は認められているものの、作用メカニ

ズムは十分に明らかにされていない。本研究

では、臍帯血由来単核細胞から分泌されるエ

クソソームに着目し、そのエクソソームに脳

障害を改善する効果があるかどうかを確かめ

る。さらに、エクソソームの役割を明らかに

することで、より効果的な脳性麻痺治療を目

指す。 

 
３．研究の方法 
臍帯血由来単核細胞から分泌されたエク

ソソームが脳性麻痺の治療効果を示すかど

うかを確かめるため、神経細胞を用いた in 

vitro の系で評価した。ヒト神経芽腫細胞株

SH-SY5Y 細胞に低酸素低グルコース

（Oxygen-Glucose Deprivation：OGD）に

よる負荷を与えた後、臍帯血由来単核細胞の

培養上清から超遠心法により回収したエク

ソソーム画分を培地に添加し、神経保護作用

を評価した。さらに、脳障害部位の組織抽出

液を臍帯血由来単核細胞の培養液に添加す

ることで、障害部位に由来する刺激を与えた。

刺激によるエクソソームの神経保護効果の

違いを比較した。 
 
４．研究成果 

ヒト臍帯血由来単核細胞をエクソソーム

不含の血清入培地で 48 時間培養し、その培

養上清からエクソソーム画分を回収した。回

収したエクソソームは、western blot 法によ

るマーカー（CD9, CD63, CD81 など）発現、

電子顕微鏡による観察により確認した。単離

したエクソソームによる神経保護作用の評

価には、脳虚血の in vitro モデルを用いた。

低酸素低グルコース負荷（OGD）処理した神

経芽種細胞株 SH-SY5Y に、単離したエクソソ

ームを添加した後、TUNEL 染色や PI 染色など

により、細胞障害、細胞死を観察した。 

エクソソーム画分の回収においては、ヒト

臍帯血由来単核細胞の培養液からだけではな

く、脳の障害部位に由来する刺激を単核細胞

に与え、その培養液からもエクソソーム画分

を回収した。具体的には、われわれの作製し

た脳性麻痺モデルマウスから脳を採取し、脳

抽出物を培養液に添加した（培養液の1/10量）。

正常マウスの脳抽出物添加や無添加群を対象

とし、神経保護作用について比較した。刺激



は、脳性麻痺モデルマウスを作製後、1日、3

日、1週間、3週間で脳障害部位から調整した

組織抽出液を単核細胞の培養液に加えること

によって行った。回収したこれらのエクソソ

ームをOGD処置したSHSY5Y細胞の培養液に添

加48時間後、細胞障害や細胞死を観察した。

その結果、刺激を与えた群は未刺激群や正常

脳抽出液で刺激した対照群に比べて、細胞死

が抑えられた。また、脳障害後1日と3日目か

らの脳組織抽出液で刺激した単核細胞から得

られたエクソソームで抑制効果が高かった。

この結果は、臍帯血細胞を標的疾患の刺激に

暴露することで、目的の治療効果をもつ分子

をより多く含むエクソソームを産生させられ

る可能性を示唆しており、脳性麻痺治療の改

善につながる成果である。 
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