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研究成果の概要（和文）：イヌおよびヒト骨髄間葉系幹細胞由来エクソソームを用いた中枢神経損傷に対する新
規治療法の基盤技術の開発を目的に、骨髄間葉系細胞を無血清培地で培養し、得られた培養上清からカラムクロ
マトグフィーを用いて多量のエクソソームを含む分画を回収することに成功した。 さらにヒト骨髄間葉系幹細
胞の培養上清から2種類のエクソソームの分離に成功し、それぞれこれらのエクソソームには抗炎症作用が有す
ることが明らかとなった。今後これらの技術を用いた幹細胞由来エクソソームを用いた新たな中枢神経再生の治
療法の開発へつなげる予定である。

研究成果の概要（英文）：we developed that mesenchymal stem/stromal cells can be activated by 
incubation for 48 hours in a chemically defined and protein-free medium to produce stem cell-derived
 exosomes. We developed a scalable chromatographic protocol for isolating exosomes from canine and 
human mesenchymal stem/stromal cells. These exosomes reduced neuroinflammation as reflected by 
reductions in IL-1β. The results suggest that canine and human mesenchymal stem/stromal 
cells-derived exosomes can provide a novel therapy for central nervous system diseases. 

研究分野： 獣医神経病、再生医療
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  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、 培養上清中に存在するエクソソームに着目し、精製後に凍結保存することによって “
ready-to-use”を実現可能にした新たな再生医療の治療技術の提供が実現可能となった。本研究で得られた結果
を総合的に評価し、次のターゲットであるイヌの中枢神経損傷に対する臨床研究につなげていく予定である。イ
ヌの中枢神経損傷症例は自然発症疾患であり、ヒトのト ランスレーショナルリサーチモデルとして重要な役割
を担っている。本研究は伴侶動物の再生医 療を推進させるだけでなく、ヒト臨床応用への有効性を検討するた
めの信頼性の高い情報を提供することが可能となる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

近年、中枢神経損傷に対する再生医療の取り組みは世界的に盛んである。現在までに様々なアプ
ローチが試みられているが、成体に存在する間葉系幹細胞は損傷を受けた組織を修復および再生す
る際に重要な役割を担っていると考えられており、再生医療へ利用し得る細胞として注目されている。
申請者は、これまでにイヌ間葉系幹細胞（MSC）を用いて脊髄損傷の臨床研究を行い、その安全性お
よび有用性を報告してきた。中枢神経の修復および再生には、幹細胞から分泌される因子が深く関与
していると考えられる。最近の研究によって、幹細胞は様々な核酸（miRNA、mRNA）やタンパク質（栄
養因子、受容体）をエクソソームとして分泌することが明らかとなってきている。エクソソームは 100–200 
nm の小胞であり、細胞膜に覆われているため、小胞内の因子を安定化したまま輸送することが可能
であり、これらが再生医療の新たなツールとして期待されている。 

幹細胞由来の培養上清には神経修復、再生に寄与する因子を含むことが報告されているが、これら
の因子を臨床応用するためにはその因子を濃縮・精製する技術が必要不可欠である。このような背景
の中、本研究申請者は陰イオン交換クロマトグラフィーを用いてエクソソームを大量に濃縮する方法を
開発した。しかしながら、得られたサンプル内には細胞由来の不純物が含まれており、エクソソームに
も異なった表現型があることが予想される。 
 
 
２．研究の目的 

幹細胞由来エクソソームを用いた中枢神経損傷に対する新規治療法の基盤技術を獣医臨床で確立
することを目的に、 
⑴ タンパク不含培地を用いたイヌ MSC の培養条件を検討する。 
⑵ イヌおよびヒト MSC のタンパク不含培地における培養上清を用いて、エクソソームを大量に回収

する方法について検討する。 
⑶ 幹細胞由来エクソソームが持つ抗炎症効果を評価するための in vitro アッセイを確立する。 
 
 
３．研究の方法 
⑴ イヌ MSC のタンパク不含培地を用いた培養条件の検討 
イヌ MSC は通常の培地（10%FBS 含有 MEM 培地）から様々な培地（ゼノフリー培地１、ゼノフリー培

地２、タンパク不含培地）に変更し、フローサイトメトリーを用いて細胞の生存率を評価した。また、これ
らの培養上清中にエクソソームが含まれているかを評価するために、エクソソームのマーカーである
TSG101 の発現量をウエスタンブロット法で評価した。 
 
⑵ 幹細胞由来エクソソームの精製法の開発 
エクソソームの表面が負の電荷を有している特徴を利用して、上記で得られたイヌ MSC の培養上清

から陰イオン交換クロマトグラフィーを用いて、エクソソームが回収できるかについて検討した。各フラ
クションのタンパク質量を Bradford 法で測定し、TSG101 の発現量をウエスタンブロット法で評価した。  
また、溶出するバッファーの塩濃度を変えることによって、ヒト MSC 由来エクソソームをさらに分類で

きるか検討した。エクソソームマーカーである CD63、CD81 の発現をウエスタンブロット法で評価した。 
 

⑶ マウスミクログリア細胞株を用いた in vitro アッセイの確立 
エクソソームは主に生体内のマクロファージやミクログリアなどの細胞に作用し、炎症を抑制すること

が明らかとなってきている。現在のところ、マウスなどのモデルを用いてその有効性を評価しているが、
より簡便な in vitro アッセイが必要とされている。そこで、LPS 刺激を与えたマウスミクログリア細胞株
（BV-2）を用いて、MSC 由来エクソソームの抗炎症効果について炎症性サイトカイン（IL-1, TNF-）
の発現量をリアルタイム PCR によって評価した。 
 
 
４. 研究成果 
⑴ イヌ MSC のタンパク不含培養条件の検討 
 イヌ MSC は、通常の培養条件（10% FBS MEM 培地）から Chemical Defined Protein Free（CDPF）培
地に変更すると５０％近くの細胞が死滅することが明らかとなった（図１）。一方で、ヒト MSC では細胞
の生存が維持されることが申請者の過去の研究で明らかとなっており、動物種の違いによって異なる
ことが明らかとなった。そこで、申請者は、通常の培養からゼノフリー培地１、２に変更することによっ
て、イヌ MSC の生存を維持することに成功した（図２）。培地の変更による MSC の細胞表面に変化は
認められなかった（図３）。また、これらの培養上清中には幹細胞由来エクソソームが存在することが明
らかとなった。 
  さらにゼノフリー培地から CDPF 培地に変更することによって、上記で認められたイヌ MSC の死滅
を抑制することに成功した（図４）。また、これらの培養上清から幹細胞由来エクソソームを回収するこ
とに成功した。 
 



図１ イヌ MSC の顕微鏡写真  
a. 10% FBS MEM 培地条件下 b. CDPF 培地条件下．CDPF 条件下では多くの細胞が死滅し、浮遊し
ている。 
 

図２ 各条件下（a. 10% FBS MEM 培地 b. CDPF 培地 c. ゼノフリー培地１ d. ゼノフリー培地２）にお
けるイヌ MSC の生存率  
A. フローサイトメトリーのヒストグラム B. イヌ MSC の生存率 ゼノフリー培地１、２では、10%FBS 
MEM 培地と生存率に差は認められなかった。 
 

図３ イヌ MSC の培養上清中のエクソソーム 
ゼータサイザーによって、エクソソームの存在を確認した（a. ゼノフリー培地１、b. ゼノフリー培地２）。
また、エクソソームのマーカーである TSG101 の発現を確認した。 
 

図４ 培地変更後のイヌ MSC の生存率 



ゼノフリー培地から CDPF 培地に変更することによって、細胞の生存率を維持することができた。 
 
⑵ 幹細胞由来エクソソームの精製法の開発 
 上記の CDPF 培地の培養上清から陰イオンクロマトグラフィー法を用いて、イヌ MSC 由来エクソソー
ムの回収が可能であった（図５）。以上のことから、イヌ MSC においても大量にエクソソーム を回収す
る方法を開発した。 
 幹細胞由来エクソソームには、異なった表現型があると考えられており、その有効性についても違い
があると考えられている。そこで、イオン交換クロマトグラフィー法を用いて、塩の濃度の違いによって、
ヒト MSC の培養上清から２つの異なるエクソソームの分画の分離をおこなった。エクソソーム１は
CD63 陽性であるが、CD81 は陰性であった（図６）。一方、エクソソーム２は CD63, CD81 の発現が陽
性であった（図６）。以上のことから、塩の濃度の違いによって、２種類の異なるエクソソームの分離に

成功した。 
図５ カラムクロマトグラフィー法を用いたイヌ MSC 由来エクソソームの回収 
A. 各フラクションのタンパク量 B. 各フラクションの TSG101 の発現量 
 

図６ 陰イオンクロマトグラフィー法を用いたエクソソーム１と２の違い 
A. 銀染色 B. ウエスタンブロット（CD63、CD81） 
 
⑶ マウスミクログリア細胞株を用いた in vitro アッセイの確立 



 BV-2 を LPS で刺激することによって、炎症を惹起することを確認し、イヌ MSC 由来エクソソームを
添加することによって、炎症性サイトカインである IL−１や TNF-が抑制されることを明らかにした（図
７）。また、ヒト MSC 由来エクソソームも同様に炎症性サイトカインを抑制することが明らかとなった。以
上のことから、脳ミクログリアを用いた in vitro アッセイを作成することに成功した。 

図７ LPS によって刺激された BV-2 の炎症性サイトカインの発現量（A.IL-1 B.TNF-）
イヌ MSC 由来エクソソームが有意に炎症性サイトカインを抑制した。 
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