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研究成果の概要（和文）：エクソソームは高い治療効果があると期待されているが、投与方法により、エクソソ
ームを経静脈投与した場合、投与されたエクソソームがマクロファージなどの単球に貪食されるため、エクソソ
ームの治療効果が減弱する可能性が示唆されている。本研究では、単球の貪食回避のために、Don't eat me 
signalの一つであるCD47をエクソソームに持たせることで、エクソソームが単球の貪食から回避できる可能性が
あることを示した。

研究成果の概要（英文）：Naive exosomes may be phagocytosed by macrophages when administered 
intravenously. This study suggested that engineered exosomes with CD47 might avoid phagocytosis by 
macrophage . 

研究分野：再生医療

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
エクソソーム治療はcell-free再生医療の一つとして注目されている。エクソソームを局所投与する場合はあま
り問題にならないが、エクソソームを経静脈投与で治療する場合、投与されたエクソソームが単球などに貪食さ
れることで、治療効果が減弱すると考えられている。本研究では、単球の貪食回避の機能を持つCD47分子をエク
ソソームに持たせると、エクソソームは単球の貪食から回避することができる結果が得られた。そのため、本研
究は、エクソソームの経静脈投与による治療法を実現させることに寄与する可能性がある。

※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 
 細胞移植による再生医療が実臨床で実施されている。細胞移植による生体の機能改善のメカ
ニズムは 2つに大別される。一つ目は、移植した細胞が生体に生着して、機能を補う働きをする
ことで、生体の機能が改善すること。二つ目は、移植した細胞が分泌する因子が、生体の細胞を
活性化させることで、細胞が増殖して生体の機能が改善すること。上記の二つ目を期待した細胞
移植が、現在の大部分の細胞移植による再生医療である。 
 細胞が分泌する因子として、サイトカイン、ケモカイン、エクソソームなどがあり、これらの
中でも、エクソソームが重要な因子であることを示す多くの報告がなされている。その為、近年、
移植細胞が分泌するエクソソームを培養液から精製し、その精製したエクソソームを細胞の代
わりに移植することで生体の機能を改善させることを目的とした cell-free 再生医療が盛んに
研究されている。 
 エクソソームは直径約 30～120 nm の脂質二重膜からなる細胞外小胞の一つであり、エクソソ
ームを分泌する細胞由来の DNA、RNA、タンパクを内包している。そして、エクソソームは、エク
ソソームを分泌する細胞の形質を持っていると考えられており、細胞移植で血管新生を誘導す
る幹細胞の場合、その幹細胞由来のエクソソームも、血管新生を誘導することが報告されている。 
 エクソソームを局所投与する治療法と比べて、エクソソームを経静脈投与で治療する方法を
考えた時に課題となるのが、マクロファージなどの単球によるエクソソームの貪食である。マク
ロファージの貪食を回避するために、Don’t eat me signal を持つ CD47 をエクソソームの膜表
面に提示させる方法が考えられている。また、エクソソーム内にタンパクを内包させるためのシ
グナル配列や、エクソソームの膜表面にタンパクを提示させるためのシグナル配列も報告され
ている。 
 本研究では、エクソソームを経静脈投与で治療する方法を確立する為に、CD47 をエクソソー
ムに持たせるための、CD47 陽性エクソソームの作製方法を検討することにした。 
 
 
２．研究の目的 
 治療に用いられるエクソソームは、通常の細胞由来のエクソソームである naïve exosomesを
そのまま治療薬として使用する方法と、細胞に遺伝子などを導入し、その細胞由来のエクソソー
ムを改変している engineered exosomes を治療薬として使用する方法が考えられている。本研
究で検討する CD47 陽性エクソソームは engineered exosomes に該当する。本研究の目的は、
engineered exosomes を作製するにあたり、最適な CD47 陽性エクソソームの作製方法を検討す
ることである。 
 
 
３．研究の方法 
 図 1に示すようなタンパクを発現するプラスミドを作製した。それらのプラスミドを 293T 細
胞に導入し、無血清培地で培養することで、培養液中に示すエクソソームを作製した（図 2）。 
CD5 および CD100 は、エクソソームを改変するために付加させるタンパクとして使用した。 
 

（１）CD47 を付加したエクソソームの単球の貪食回避の効果の検討① 
 図 2 の B のエクソソームを作製するために、CD5 および CD47 を発現するプラスミドをそれぞ
れ等量ずつ 293T 細胞に導入することで、エクソソームを作製した。この実験では図 2の Aのエ
クソソームを作製するために、CD5 を発現するプラスミドおよび Mock のプラスミドを等量ずつ
293T 細胞に導入することで、エクソソームを作製した。 
 24-well plate にヒト単球細胞 THP-1 を播種し、そのウェルにエクソソーム Aおよびエクソソ
ーム Bを添加して 12 時間培養した。ウェルから培養液を回収し、その培養液中に存在するエク
ソソームを CD5 に対する抗体を用いてウェスタンブロッティングした。 
 
（２）CD47 を付加したエクソソームの単球の貪食回避の効果の検討② 



 図 2 の C および Dのエクソソームを作製するために、293T 細胞に導入する CD100 および CD47
を発現するプラスミドまたは Mock のプラスミドの濃度を変えて、エクソソームを作製した。 
以下に 293T 細胞に導入したプラスミドの割合を示す。 
 a：CD100：CD47：Mock = 5:0.5:4.5 
 b：CD100：CD47：Mock = 5:2.5:2.5 
 c：CD100：CD47：Mock = 5:5:0 
 d：CD100：CD47：Mock = 5:0:5 
 24-well plate にヒト単球細胞 THP-1 を播種し、そのウェルに上記 a～dのプラスミドの割合
で作製したエクソソーム Cおよびエクソソーム Dを添加して 12時間培養した。ウェルから培養
液を回収し、その培養液中に存在するエクソソームを CD100 に対する抗体を用いてウェスタン
ブロッティングした。 
 
（３）CD47 を付加したエクソソームの単球の貪食回避の効果の検討③ 
 図 4 の C および Dのエクソソームを作製するために、293T 細胞に導入する CD100 および CD47
を発現するプラスミドまたは Mock のプラスミドの濃度を変えて、エクソソームを作製した。 
以下に 293T 細胞に導入したプラスミドの割合を示す。 
 e：CD100：CD47：Mock = 5:5:0 
 f：CD100：CD47：Mock = 5:2.5:2.5 
 g：CD100：CD47：Mock = 5:2:3 
 h：CD100：CD47：Mock = 5:1.5:3.5 
 i：CD100：CD47：Mock = 5:0:5 
 24-well plate にヒト単球細胞 THP-1 を播種し、そのウェルに上記 a～dのプラスミドの割合
で作製したエクソソーム Cおよびエクソソーム Dを添加して 12時間培養した。ウェルから培養
液を回収し、その培養液中に存在するエクソソームを CD100 に対する抗体を用いてウェスタン
ブロッティングした。また、作製したエクソソーム Cおよびエクソソーム Dに対してエクソソー
ムのマーカーである CD63 に対する抗体を用いてウェスタンブロッティングした。 
 
 
４．研究成果 
（１）CD47 を付加したエクソソームの単球の貪食回避の効果の検討① 
 図 3 のウェスタンブロッティングの結果では、エクソソーム B の CD5 のタンパク量は、エク
ソソーム Aの CD5 のタンパク量よりも多いことが示唆された。この結果は、エクソソームに CD47
を付加すると、単球の貪食から回避される可能性があると考えられた。 
 
（２）CD47 を付加したエクソソームの単球の貪食回避の効果の検討② 
 図 4のウェスタンブロッティングの結果では、エクソソーム Dの CD100 のタンパク量は、bと
c のプラスミドの割合で作製した場合、同じであることが示唆された。しかし、aのプラスミド
の割合でエクソソームに CD47 を付加することを試みた場合、単球の貪食から回避される効果は
減少すると考えられた。 
 
（３）CD47 を付加したエクソソームの単球の貪食回避の効果の検討③ 
 図 5 のウェスタンブロッティングの結果では、h のプラスミドの割合でエクソソームに CD47
を付加することを試みた場合、単球の貪食から回避される効果は減少すると考えられた。 
 
 本研究の結果から、CD47 を発現するプラスミドを細胞に導入して engineered exosomes を作
製する場合、細胞に導入するプラスミドの中で、CD47 を発現するプラスミドの割合は 2 割以上
であれば、単球の貪食から回避される効果が得られる可能性があることが示唆された。 
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