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研究成果の概要（和文）：収縮能を有する筋管の培養上清および抽出エクソソームを、骨髄由来マクロファージ
に添加する実験系で、筋由来エクソソームの自然免疫に対する制御効果を検討した。
Myotube培養上清および筋エクソソーム添加によってマクロファージM1極性（炎症促進性）抑制効果が確認され
た。myotubeに対する超音波照射によって筋エクソソームの放出が2倍促進され、myotubeへの超音波刺激が培養
上清によるマクロファージのM1極性抑制効果を強めることがわかった。その効果は培養上清からエクソソームを
欠乏させることによって消失することがわかった。骨格筋による抗炎症作用はエクソソームを介して発揮される
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The effect of muscle-derived exosomes on innate immunity was investigated by
 the experimental system treating bone marrow-derived macrophages with the supernatant of cultured 
myotubes or extracted exosomes from the media.
M1 polarity (pro-inflammatory) of macrophages was downregulated by the addition of myotube 
supernatant or muscle exosomes. Ultrasound irradiation to myotubes doubled the release of muscle 
exosomes, and the ultrasound stimulation of the myotube enhanced the inhibitory effect of myotube 
supernatant on M1 polarity of macrophages. In addition, the effect of ultrasound was canceled by 
depleting exosomes from the culture supernatant.
This study suggested that the anti-inflammatory effect of skeletal muscle was exerted via exosomes.

研究分野：リハビリテーション科学

キーワード： 骨格筋　マクロファージ　物理療法　免疫代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、骨格筋から分泌されるエクソソームがマクロファージによる過剰炎症反応を制御することを見出し
た。このことは、生体内に存在する器官を疾病治療的に活用する基盤を構築した。さらに、骨格筋に対する物理
刺激によって、筋障害なく筋エクソソームの効果を高めることとが確認され、具体的な治療戦略を打ち出すこと
ができた。特に病原性微生物による感染では、過剰な炎症反応が呼吸器等の生命維持に必要な臓器の機能を顕著
に低下させ、持続する炎症が損傷臓器の修復反応を遅延化させるため、重篤な後遺症をもたらし、ときには生命
を脅かす。本研究では、それらを予防、あるいは重症化させない保存的手段の開発基盤を構築した。

※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 
 
炎症は細菌や異物を除く必要不可欠な生体反応である一方、臓器や器官を傷害する。病態急性
期の過剰炎症反応は炎症局所の臓器機能低下をもたらし、脂質異常症等による慢性炎症では血
中の炎症性メディエーターが高まり、動脈硬化や代謝障害をもたらす。そのため、炎症を是正す
る手段が従来より求められている。近年、その key factor としてマクロファージの「極性（polarity）」
の制御が注目されている。マクロファージは、炎症反応を高める M1 type と抗炎症的に組織修
復を促す M2 type の極性に分類される。M1 マクロファージは解糖系を盛んに働かせて炎症を
亢進させる特徴がある。一方、M2 マクロファージは、クエン酸回路の酸化的リン酸化過程によ
ってグルコースや脂肪酸を代謝し ATP を産生する。M1 type 同様、M2 マクロファージもこの
代謝活動によりその極性を強める。このような、細胞内の代謝動態による免疫細胞の作用変化を
“Immunometabolism”といい、代謝をターゲットとするリハビリテーションの新たな基盤的概念と
いえる。 
 近年、運動による骨格筋刺激が遠隔臓器に対して抗炎症作用を示すことなどが報告され、骨格
筋が抗炎症作用をもたらす内分泌器官として注目されている。そして、骨格筋から産生される因
子は多岐に渡り、様々な作用を示す。したがって、骨格筋から放出される因子によってマクロフ
ァージ内の代謝動態が変化し、極性を制御できる可能性がある。そして、骨格筋は物理刺激によ
ってその代謝動態を変化させるため、物理療法によって筋分泌因子の効果制御できる可能性が
ある。骨格筋刺激には、運動や電気刺激による筋収縮、超音波等の振動波による機械的刺激など
様々な物理療法戦略があり、我々は高強度パルス超音波が照射された培養筋管（myotube）の培
養上清でマクロファージ細胞株を培養すると、LPS による炎症性サイトカイン産生が抑制され
る所見を得た。このようにして、筋を刺激する物理的手段の抗炎症性や極性への影響を検証し、
有効性が見出された手段で因子分析を行うことで、骨格筋の内分泌器官としての活用方法が明
らかになると考えられた。 
 
２．研究の目的 
マクロファージ極性を制御する骨格筋分泌因子を検出し、その誘発刺激方法を創出する。 

 
３．研究の方法 
共同研究施設であるハーバード大学公衆衛生
大学院 Tiffany Horng研究室の実験方法を習得し、
マウス骨髄由来マクロファージの初代培養方法、
マクロファージ内代謝動態分析方法（代謝フラッ
クス解析）、細胞外小胞抽出・解析方法を確立し
た。 

 
＜共培養系の確立＞ 
培養筋管（myotube）とマクロファージの共培養
系を確立した。C2C12筋芽細胞をコンフルエント
まで増殖させ、2％horse serum 含有 DMEM にて
myotubeへの分化誘導を行った。分化したmyotube
（図 1）では電気刺激によって筋収縮が惹起され、
筋繊維として分化していることが確認された。マ
ウス骨髄由来マクロファージ（BMDM）をマウス
骨髄から初代培養した。myotube の培養上清を
BMDM に添加し、BMDM の反応を解析した。さ
らに、骨格筋から放出される細胞外小胞の効果を
検証するため、myotube 培養上清から超遠心を用
いて細胞外小胞を抽出し、ナノトラッキングシス
テムで定量した。CD63を用いた flowcytometry解
析によって細胞外小胞のエクソソームマーカー陽
性率を解析し、筋エクソソームの BMDM への添加実験系
を行った。 
 
＜myotube放出因子のマクロファージ極性に対する影響＞ 
筋培養上清、および筋エクソソームが BMDM の極性変
化に与える影響を検討した。M1極性解析には誘発刺激とし
てリポポリサッカライド（LPS）を添加した上でM1gene発
現を解析した。 

図 1 C2C12 筋芽細胞から分化した筋
管（myotubes） 

図 2 myotubeに対する超音波照射 

図 3 myotubeに対する電気刺激 



 
＜マクロファージ極性制御の機序検討＞ 
骨格筋エクソソームによる極性抑制効果の機序を検討するため、エクソソームのメタボロミ
クス（LC-MSMS、CE-TOFMS）を実施した。 
 
＜myotube物理刺激方法＞ 
滅菌下で培養筋繊維に超音波刺激（図 2）、電気刺激（図 3）を行う実験系を確立し、刺激実験
を行った。超音波は 20%パスルモード、音響周波数 1MHz、繰返し周波数 100Hz、強度を 1.0-3.0 
W/cm2で実験した。 
 
４．研究成果 
1. BMDMに対する筋培養上清添加の効果 

Myotube培養上清を BMDMに添加したところ、M1gene (IL-1B、IL-6、TNF-a)における LPS誘
導発現が有意に抑制された（p<0.05）。 
 
2. 筋培養上清内のエクソソーム検出 
筋培養上清から超遠心法で細胞外小胞を抽出し、flowcytometryにて CD63（エクソソームマー
カー）陽性率を解析したところ、陽性率が 80%以上であることが確認され、培養上清内の細胞外
小胞がエクソソームであることが示された。 
 
3. BMDMに対する筋エクソソーム添加の効果 
抽出されたエクソソームを BMDMに添加したところ、培養上清と同様にM1geneの LPS誘導
発現が有意に抑制された（p<0.05）。 
 
4. エクソソーム除去培地による機序検討 

Myotube 培養上清からエクソソーム抽出試薬を用いてエクソソームを欠乏させ、その M1gene
発現に与える影響を分析したところ、エクソソームの欠乏によって、筋培養上清のM1gene発現
抑制効果が消失することがわかり（p<0.05）、筋培養上清の抑制効果がエクソソームに依拠する
ことが明らかになった。 
 
5. エクソソーム内代謝産物解析 

LC-MSMSによって、筋エクソソーム内に免疫制御性の解糖系・クエン酸回路の代謝産物（乳
酸、コハク酸、イタコン酸等）が検出された。エクソソームの PBS 洗浄により、多くの代謝産
物含有量が減少する中、コハク酸が高濃度で維持されることがわかり（CE-TOFMS）、エクソソ
ーム添加の効果にコハク酸が関与している可能性が示唆された。 
 
6. 物理療法によるエクソソーム放出促進効果 
超音波および電気刺激によるエクソソーム放出促進効果を検証したところ、5分間の高強度パ
ルスモード超音波、および電気刺激による持続的単縮運動によって、myotubeからのエクソソー
ム放出が 2倍高まることがわかった（p<0.05）。どちらの刺激でも、筋繊維障害は生じなかった。  
 
7. 筋超音波刺激によるマクロファージ極性制御効果の促進 

Myotubeの培養上清の M1gene抑制効果について、myotubeに超音波を照射する超音波群と、
myotubeに超音波を照射しない対照群で効果を比較したところ、超音波群で抑制効果が有意に高
まることがわかった（p<0.05）。同時に、この促進効果は、培養上清からエクソソームを欠乏さ
せることによって消失することがわかり（p<0.05）、エクソソーム放出誘導を介した超音波の
M1gene抑制効果の強化が明らかになった。 
 
8. 動物、ヒト血液からのエクソソーム抽出技術の確立 
動物・ヒト骨格筋への超音波や電気刺激によるエクソソーム放出促進およびそれによるマク
ロファージ極性制御効果を検証するため、血漿からのエクソソーム抽出を試み、PBS希釈した血
漿から超遠心法にてエクソソームが抽出されることを確認した。動物への超音波刺激を実施し、
血中エクソソーム濃度上昇と、脾臓マクロファージの極性解析、抽出エクソソームを BMDMへ
添加する実験準備を完了した。 
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