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研究成果の概要（和文）：脂肪由来間葉系幹細胞（MSC）が分泌するエクソソームを主体とする細胞外小胞
（EV）は、培養条件によってサンプル中のエクソソーム含有量や粒子数、タンパク質の組成が大きく異なってい
ることが判明した。回収したEVサンプルの治療効果は、条件によっては、夾雑物の影響が大きく関与することが
わかり、純度の高いEVではビトロ実験において高い治療効果を認めた。高純度EVを用いて動物実験を行ったとこ
ろ、変形性膝関節症モデルマウスに対して軟骨変性抑制効果が確認できた。本研究により、臨床応用可能な安全
で効率的な手法でEVを回収する条件を確立させることができた。 

研究成果の概要（英文）：It was reported that adipose-derived mesenchymal stem cells (MSCs) secreted 
extracellular vesicles (EVs), which are mainly composed of exosomes and have some therapeutic 
effect. In this study, it was revealed that the amount of exosome, number of particles and protein 
composition in EV fractions was varied greatly depending on the culture conditions. The therapeutic 
effect of the collected EV samples was found to be greatly affected by other foreign substances 
depending on the conditions and EVs with high purity showed high therapeutic efficacy in vitro 
experiments. Also, high purity EVs showed that the effect of suppression for the cartilage 
degeneration in mice with knee osteoarthritis. This research established a safe and efficient 
extraction methods for EVs with highly therapeutic effect that can be applied clinical use.

研究分野： 再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
間葉系幹細胞（MSC）は、損傷組織の修復促進効果が知られており、再生医療・細胞治療における優れたソース
として注目を集めている。一方で、MSCが産生するエクソソームを主体とした細胞外小胞（EV）も、MSCと同様の
治療効果を示すことが示唆されているが、臨床グレードでの回収法についての詳細な議論はなされていない。本
研究では、MSC由来EVを臨床応用するにあたって、安全で効率的な手法でEVを回収する条件を確立させ、本手法
を用いて得られたEVが高い治療効果を有していることを明らかにした。本研究は、今後のEV臨床応用に向けた基
礎となる研究であり、得られた成果の社会的意義は非常に高いと考える。

※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 
エクソソームは細胞から分泌される大きさ 30～200nm 程度の、脂質二重膜構造をもつ小胞であ
る。近年の研究から、エクソソームが細胞間相互作用の媒体として重要な役割をもつことが分か
ってきた。タンパク質だけでなく microRNA（miRNA）、mRNA などの遺伝物質が、エクソソームの
授受を介して細胞間を移動することが示された。送達された分子はエクソソームを受け取った
細胞の形質を変化させ、種々の生命現象の制御に寄与する。一方、MSC は成体に存在する幹細胞
で、損傷組織の修復促進効果が知られており、再生医療・細胞治療における優れたソースとして
注目を集めているが、近年の研究から複数種類の疾患に対し MSC が産生するエクソソームを主
体とする細胞外小胞（MSC-EV）が MSC 自身と同様の治療効果を示すことが示唆され(Katsuda and 
Ochiya, StemCellRes. Ther.2015)、MSC-EV を用いた新規治療法の可能性も見えてきた。変形性
関節症（OA）においてもその例外ではなく、脂肪や滑膜由来の MSC の関節内注射による治療法の
臨床応用は現在世界的広がりを見せているが(McIntyre et al. Am J Sports Med. 2017, Chahla 
et al. JBJS Am. 2016)、近年の基礎研究において MSC-EV による関節破壊抑制効果が報告され
(Cosenza et al. Sci. Report 2017, Mao et al. Stem Cell Res Ther 2018, J. Cell Mol Med 
2018, Wang et al. Stem Cell Res Ther 2018)、新たな治療法としての可能性が示唆される。
その意味で、MSC-EV 治療の臨床応用に向け、安全でかつ効率的な治療用エクソソーム調製のた
めの MSC の培養条件の確立は急務である。ところが、これまでの研究では MSC エクソソーム投与
による治療効果のみが検証され、調製法によるエクソソームの質、量的変化、さらにはそれらを
用いた治療効果を比較した研究はない。つまり、MSC の培養条件を変えることによりエクソソー
ムの質と産生量がいかに変化するのかという命題は明らかにされていない。一方、エクソソーム
の安全性はその産生細胞である MSC の安全性により担保されるが、MSC の関節内注射治療の安全
性は Systemtic Review によって高いエビデンスをもって報告されている(Mc Intyre et al. Am 
J Sports Med. 2017, Chahla et al. JBJS Am. 2016)。従って、将来の臨床応用を考えた場合、
この MSC の高い安全性という長所を損なわない、つまり造腫瘍性等の有害な形質を MSC に持ち
込まないような培養法の調製に留意することが望ましい。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は MSC-EV による治療効果を最適化するために、ヒト脂肪組織由来 MSC の培養条件
の調整によりエクソソームを中心とした細胞外小胞の産生量や質がいかに変化するかを明らか
にすることである。培養条件に関しては将来の臨床応用を考慮し、細胞内への有害な形質導入の
リスクを避けるために、MSC への遺伝子導入による細胞の形態に変化を及ぼす刺激は除外した培
養条件の調整に絞ってその影響を解析する。 
 
３．研究の方法 
本研究では手術時に切除され、廃棄処分となる余剰な脂肪組織より分離、培養した(2-4 継代)MSC）
を用いた。培養条件の異なる細胞群間の比較研究を行う場合、同一組織サンプルから調製したも
のを用いた。種々の培養条件を選定し、各条件で得られたＥＶの定量や純度を測定した。ナノサ
イトにより粒子濃度の算出を行い、エクソソーム量は ELISA(CD9/63 測定キット、CSR 社)や
ExoScreen 法（Yoshioka, et al. Nat. Commun. 2014）を用いて測定し、タンパク質量によって
各群での補正を行った。ＥＶの回収法としては、臨床応用を見据えて、清潔操作が困難である超
遠心法では行わず、限外ろ過でのタンジェンシャルフローフィルトレーション（TFF）を行った。
各手法で得られた EV を軟骨細胞に添加し、増殖能、遊走能の亢進、アポトーシス抑制能、細胞
外基質合成能を評価した。また、最も純度の高い EV を用いてコラゲナーゼ誘発変形性膝関節症
マウスに対する EV 関節内注射による OA進行抑制効果を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）培養中の酸素分圧条件による EV 分泌量や効果についての検討 
開始当初の実験において、超遠心法にて MSC-EV が回収できるベースとなる条件を確認した（図
1）。このベースの条件を利用して、比較項目として、まず培養中の酸素分圧条件による違いを確
認した。通常酸素分圧(20% O2)で培養した場合と比較して、低酸素分圧条件（1% O2）にするこ
とで、EV の産生量が有意に増加した（図 2）。しかしながら、培養軟骨細胞に添加しても増殖能
に有意な差は見られなかった（図 3）。酸素分圧条件を変動させても、回収された EV サンプル中
には種々の夾雑物も認めていたことから、本研究期間において、純度高く回収できる方法の検討
を行うこととした。 
 
（2）臨床応用を見据えた方法での高純度 EV サンプルの回収手法の検討 
事前条件検討の末、最終的に比較する培養条件を 4 種に選定し、培養上清中の EV 量や、TFF に
て回収した EV サンプルを比較した。各サンプルにおいて、エクソソーム含有量や粒子数、タン
パク質の組成が大きく異なっていることがわかった。ビトロ実験においては、各培養条件から回



収した EVs を用いて軟骨細胞の増殖、遊走能の亢進やアポトーシス抑制能、細胞外基質合成能を
評価したところ、条件によっては、EV サンプル中に存在する夾雑物の影響が依然として大きく
関与することがわかり、純度の高い EV サンプルではコントロール群と比較して有意に高い治療
効果を認めた。各培養条件のうち最も高純度で回収できた EV サンプルを用いて動物実験を行っ
たところ、変形性膝関節症モデルマウスに EV サンプルを関節腔内投与することで軟骨変性抑制
効果が確認できた。本研究により、臨床応用可能な効率的な MSC-EV 回収において基礎となる至
適な培養条件を確定させることができた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1 超遠心法にて回収した MSC-EV の特徴 

粒子サイズの中央値は 108nm。EV フラクションにて
CD9/CD63/CD81 の発現が確認できた。EVs：EV フ
ラクション、Sup：EV フラクションを除いた超遠心

後の上清液、CM：超遠心前の培養上清液
（Conditioned medium）、Cell：細胞溶解液 

図２ 酸素分圧条件による EV 分泌量の検討 

ExoScreen 法にて培養上清中の CD9 発現小粒子のシ
グナル強度を測定した。24 時間、48 時間いずれのタ
イミングにおいても、低酸素分圧条件において単位細

胞あたりの分泌量の有意な増加を認めた。 

図３ 酸素分圧条件による増殖能の検討 

各条件で得られた EV を軟骨細胞に添加し、細胞増殖
に与える影響を検討した。コントロール群（PBS 添加
群）と比較していずれのタイミングにおいても有意な
上昇は認めたものの、分圧条件の異なる EV 間では、

有意差は認められなかった。 
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