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研究成果の概要（和文）：エクソソームとは、細胞から分泌される直径20～100nm 膜小胞である。また、エクソ
ソームは、そのエクソソームが分泌される細胞の形質を持っていると考えられており、細胞治療に代わる可能性
がある。
本研究では、マウス脊髄虚血再灌流障害モデルに対して、尾静脈投与したエクソソームが、腰椎に到達する可能
性があることを示した。この結果は、エクソソーム投与が、胸部大動脈瘤に対するステントグラフト内挿術で生
じる脊髄虚血再灌流障害を軽減させる方法の一つになる可能性を示したものである。

研究成果の概要（英文）：Exosomes are 20-100 nm membrane vesicles secreted from cells. It is thought 
that exosomes have the characteristics of the parent cell. there is a possibility of new treatment 
instead of cell therapy. 
This study showed that exosomes administered in the tail vein may reach the lumbar spine for mice 
model of spinal cord ischemia-reperfusion disorder. 
This result suggested that administration of exosomes might be one of methods to reduce spinal cord 
ischemia-reperfusion disorder occurred by stent graft for thoracic aortic aneurysm.

研究分野：血管外科

キーワード： エクソソーム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エクソソーム、細胞から分泌される直径20～100 nmの膜小胞であり、エクソソームを分泌する細胞の形質を持つ
と言われている。そのため、幹細胞由来のエクソソームは、新しい治療法になる可能性がある。
本研究結果では、静脈投与したエクソソームが、腰椎に到達することを示した。この結果は、エクソソーム投与
が、脊髄虚血再灌流障害を軽減させる方法の一つになる可能性を示す足掛かりとなるものである。

※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 
胸部大動脈瘤に対するステントグラフト内挿術は、脊髄虚血再灌流障害の為に約 3-8%の患者
に一過性または永久的な下肢麻痺が生じる。 
 近年、cell-free 再生医療として、間葉系幹細胞および CD34 陽性幹細胞が分泌するエクソソ
ームを用いた血管新生に関する研究が報告されている。エクソソームは全ての細胞から分泌さ
れる直径 20～100 nm の膜小胞であり、タンパク、mRNA、microRNA を内包しており、エクソソー
ムを分泌する親の細胞の形質を受け継いでいると言われている。 
 これまでに、動物モデルにおいて脊髄虚血再灌流障害に対する虚血プレコンディショニング
の有用性が報告されており、虚血プレコンディショニングでは、血中に動員される CD34 陽性幹
細胞が増加し、脊髄虚血再灌流障害を軽減させると考えられている。 
 そのため、研究代表者は、虚血プレコンディショニングで CD34 陽性幹細胞を血中に動員する
代わりに、CD34 陽性幹細胞が分泌するエクソソームを投与することで、脊髄虚血再灌流障害 
に対して、CD34 陽性幹細胞由来エクソソーム投与が、虚血プレコンディショニングと同等の効
果を持つ可能性があるのではないかと考えた。 
 しかし、研究開始当初、投与したエクソソームが、脊髄に到達するか否かということが未解明
であった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、投与したエクソソームが、脊髄に到達するか否かを、マウス脊髄虚血再灌流
障害モデルで証明することである。 
 本研究で、投与したエクソソームが、脊髄に到達することが証明されれば、エクソソーム投与
が、脊髄虚血再灌流障害を予防する画期的な方法に繋がる可能性がある。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ルシフェラーゼが内包されたエクソソームの作製 
 293T 細胞にルシフェラーゼをエクソソームに特異的に取り込ませるペプチド配列である" 
XPack "を持つ XPack MSCV-XP-Luciferase-EF1-Puro Expression Lentivector(SBI 社、
#XPAK732PA-1)、ウイルス粒子を作製する pPACKH1 Packaging Plasmid Mix (SBI 社、# LV500A-
1)を導入し、レンチウイルス液が作製された。 
 作製したウイルス液を 293T 細胞に与えて培養し、ルシフェラーゼが内包されたエクソソーム
を分泌する細胞株が作製された。 
 作製された細胞株が無血清培地で培養され、その培養上製を回収し、エクソソーム単離カラム
を使用して、エクソソームが単離された。 
 作製された細胞株が、ルシフェラーゼ発光することを確認するために、24-well plate に播種
れた細胞株にルシフェリンを添加し、IVIS imaging system でルシフェラーゼ発光が観察され
た。 
 
（２）エクソソームの濃度測定 
 単離されたエクソソームの濃度は、CD9 / CD63 ELISA キット (ヒト由来エクソソーム定量用) 
(コスモバイオ社、#EXH0102EL)を用いて測定された。 
 
（３）電子顕微鏡によるエクソソーム観察 
 単離されたエクソソームは、最終濃度が 2%パラフォルムアルデヒド + 2.5%グルタルアルデヒ
ド in リン酸バッファーで固定された。固定されたエクソソームはカラムを使用して洗浄され
た。試料台にカーボンテープを貼り、そのカーボンテープ上に洗浄後のエクソソームを含む溶液 
を載せ、溶液が蒸発するまで乾燥させた。更に、その試料台を真空状態に設置して、サンプルを 
完全に乾燥させた。試料台を電子顕微鏡 FEI Qunta3D FEG に設置して、エクソソームの形態が観
察された。 
 
（４）マウス脊髄虚血再灌流障害モデルに対するルシフェラーゼ内包エクソソームの投与 
 脊髄虚血再灌流障害モデルは、Balb/c マウスを気管内挿管、人工呼吸管理下に左開胸し、下
行大動脈を 10分間の結紮により作製された。閉胸後、ルシフェラーゼ内包エクソソーム 1ng/100 
l が、尾静脈から投与された。尾静脈投与して、10分後および 30 分後に、犠牲死させて、脊髄
の腰髄を摘出し、腰髄 L3を PBS 0.5mL が入っている 24-well plate に浸した。そして、腰髄 L3
が入っているウェルに 30 mg/mL ルシフェリンを 0.5mL 加え、IVIS imaging system でルシフェ
ラーゼ発光が観察された。 
 



 
４．研究成果 
 図１は、ルシフェラーゼを内包したエクソソーム
を電子顕微鏡で観察したものである。 
 また、黒色 bar のスケールは、500 nm である。細
胞株の培養上清からエクソソーム単離カラムを使用
して、単離されたエクソソームは、直径約 20～100 nm 
であることが確認された。 
 図 2は、IVIS imaging system による細胞株、およ
び、ルシフェラーゼ内包エクソソームを投与された
マウス脊髄虚血再灌流障害モデルの腰椎を観察した
ものである。 
 図 2A は、ルシフェラーゼが内包されたエクソソー
ムを分泌する細胞株を PBS に懸濁して播種したウェ
ルに、ルシフェリンを添加してルシフェラーゼを発
光させたものである。また、図 2Bは、ルシフェラー
ゼが内包されたエクソソームを分
泌する細胞株を無血清培地に懸濁
して播種したウェルに、ルシフェリ
ンを添加してルシフェラーゼを発
光させたものである。図 2C は、マ
ウス脊髄虚血再灌流障害モデルに
対してルシフェラーゼ内包エクソ
ソームを投与して 30分後に摘出し
た腰椎 L3 に、ルシフェリンを添加
してルシフェラーゼを発光させた
ものである。図 2Dは、マウス脊髄
虚血再灌流障害モデルに対してル
シフェラーゼ内包エクソソームを
投与して10分後に摘出した腰椎L3
に、ルシフェリンを添加してルシフェラーゼを発光させたものである。 
 この図 2の結果は、マウス脊髄虚血再灌流障害モデルに投与されたエクソソームが、腰椎に到
達していることを示唆している。 
 
 本研究結果は、静脈投与したエクソソームが脊髄に到達する可能性を示したものである。しか
し、今後、静脈投与したエクソソームが、脊髄虚血再灌流障害を軽減させるか否かを検討する必
要がある。今後の検討から、静脈投与したエクソソームが、脊髄虚血再灌流障害を軽減させる結
果を得ることが出来れば、胸部大動脈瘤に対するステントグラフト内挿術により生じる脊髄虚
血再灌流障害を軽減させるための方法の一つになる可能性がある。 
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