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研究成果の概要（和文）：本研究は、エクソソームが、組織修復および移植治療に効果のある間葉系幹細胞（MSC）か
ら分泌されることが組織再生に重要であるという新たなメカニズムの解明を目的とした。エクソソーム構成分子のKOマ
ウスを用いた損傷モデルでは、組織修復が遅延するが、MSCエクソソームの局所投与によりその遅延から回復すること
や細胞分化の促進や血管新生を介して目的組織修復を促進させた。このメカニズムの一つとして、組織再生関連のサイ
トカインだけでなくMSCエクソソーム中のmiRNAの関与が示唆された。以上のことから本研究によりmiRNAを含んだエク
ソソームによる組織再生の新たな機構の解明と臨床応用への可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Paracrine signaling by bone-marrow-derived mesenchymal stem cells (MSCs) plays a 
major role in tissue repair. We focused on exosomes, which are extracellular vesicles as a novel 
additional modulator of cell-to-cell communication and tissue regeneration. To address this, we examined 
the role of exosomes in the healing process in injury models of deficient mice, a strain which is known 
to reduce levels and/or function of exosomes. The retardation of tissue repair in deficient mice was 
rescued by the injection of MSC-exosomes. MSC-exosomes promoted cell differentiation such as myogenesis 
and angiogenesis in vitro, and tissue regeneration in tissue injury models. The levels of the tissue 
repair related-cytokines in MSC-exosomes were low, suggesting that, tissue repair may be in part mediated 
by other MSC-exosome components, such as miRNAs. We conclude that MSC-exosomes are a novel factor of MSC 
paracrine signaling with an important role in the tissue repair process.

研究分野： 整形外科学、再生医療
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1. 研究開始当初の背景 
これまで幹細胞移植による組織再生機構は、
主に目的細胞への直接的な分化を期待して
きたが、幹細胞移植による組織再生機構は、
未だよく理解されていない。これまでの結果
からも移植効果は、目的細胞への直接的な分
化というよりも幹細胞からの分泌物（成長因
子など）による血管形成、組織幹細胞の誘導
や分化促進といった再生環境改善効果によ
るものが大きいと考えている。興味深いこと
に、近年、その分泌物の中でも“エクソソー
ムのようなエンドソーム由来の小胞顆粒（30
〜200nm）”が組織再生に関与していることが
示唆されはじめている。これまで小胞顆粒は、
不要物の排除などが主な役割であると考え
られていた。しかし近年、microRNA (miRNA) 
が、この“エクソソーム”に包まれて細胞よ
り分泌され、体液中を循環することで標的細
胞内へ取り込まれ遺伝子発現を制御するい
わば細胞間を行きかい相互作用するサイト
カインのような新たな機能があることが明
らかになり、種々な生体内現象に関与してい
ることが予想されている。 
 
２．研究の目的 
 組織再生には、損傷部位もしくは移植幹細
胞などから分泌される新規細胞間コミュニ
ケーション因子として microRNA を含むエク
ソソームが重要な因子であるという仮説を
証明する。そのために 1) エクソソーム分泌
不全ノックアウトマウスを用いたエクソソ
ームによる組織再生への関与を明らかにす
る 2) エクソソームによる血管形成や細胞
分化促進などの組織再生能を決定 3）エク
ソソーム中の miRNA をプロファイルし、その
miRNA による効果なのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)テトラスパニンノックアウト（KO）マウ
スを用いた解析 
エクソソームによる幹細胞ホーミング能な
どを含めた組織再生能への関与を明らかに
するために、エクソソームの構成分子であり
膜タンパクであるテトラスパニン CD9 ノッ
クアウト（KO）マウスを用いて解析を行った。 
① KO マウス細胞のエクソソーム解析 
野生型と CD9 KO マウス細胞由来のエクソソ
ームをウェスタンブロット法によりエクソ
ソームマーカーを解析した。また、粒子サイ
ズおよび粒子数の解析を行った。 
② KO マウスにおける骨折治癒過程の解析 
野生型マウスと KO マウスを用いて骨折モデ
ルを作製し、自然骨折治癒過程を解析した。 
 
(2) MSC 由来エクソソームの細胞への影響 
骨髄由来間葉系幹細胞（MSC）は、軟骨をは
じめ多くの細胞に分化することが知られて
おり、細胞移植治療に用いられる細胞である。
この移植効果は、細胞分化による組織再生と
いうよりも、MSC より分泌されるサイトカイ

ンなどの因子によると考えられている。そこ
で MSC より分泌するエクソソームは、治療効
果があるのではないかと考えた。 
① 細胞分化への影響 
MSC 由来エクソソームが、筋分化に対してど
のような効果を示すのかを筋芽細胞株 C2C12
細胞を用いて評価を行った。同様に軟骨前駆
細胞株 ATDC5 を用いて評価を行った。 
② 血管新生への影響 
MSC 由来エクソソームが、血管新生に対して
どのような効果を示すのかを血管内皮細胞
（HUVEC）を用いて遊走能および管腔形成能
を評価した。 
 
(3) MSC 由来エクソソームによる組織再生
効果 
①  MSC の培養上清よりエクソソームを単離
し、筋損傷モデルマウスの損傷部位に局所投
与することで筋再生に対する効果を組織学
的に評価した。 
② 野生型および KO マウスに骨折モデルを
作製し、MSC エクソソームをマウスの骨折部
位に局所投与することで組織再生に対する
効果をマイクロ CT などによる形態解析およ
び組織学的な評価を行った。 
③ 骨肉腫細胞株由来エクソソームによる
組織再生効果の検討 
 
(4) MSC 由来エクソソームの解析 
エクソソーム中に存在する何が組織再生に
関与しているのかを明らかにするために、エ
クソソーム中のサイトカインおよびmiRNAに
注目した。 
① 超遠心法より分離したエクソソームの解
析 
無血清培養液下の MSC の培養上清、培養上清
中より超遠心法により沈殿したエクソソー
ム層、それ以外の上清層中に含まれる粒子を
電子顕微鏡やウェスタンブロット法により
エクソソームマーカーを解析した。 
② エクソソーム中のサイトカインの解析
MSC の培養上清中、培養上清中より超遠心法
により沈殿したエクソソーム層、それ以外の
上清層中に含まれるサイトカインを BioPlex
システム(BioRad)により測定した。 
③ エクソソームに含まれる miRNA 
エクソソームは、培養上清より単離し、
smallRNA を精製した。エクソソーム中の
miRNA は、nCounter システムを用いてプロフ
ァイリングを行った。 
 
(5) エクソソームフォーム miRNA 
目的 miRNAを過剰に含有するエクソソームは
より目的機能を有するエクソソームになる
と考え以下の実験を行った。 
① エクソソームフォーム miRNA の取得 
目的の合成miRNAをリポフェクション法によ
り過剰導入しMSCの培養上清を超遠心法によ
りエクソソーム層とそれ以外の上清に分離
し、この 3種類のサンプルより small RNA を



精製し、各層における導入 miRNA の量をリア
ルタイム PCR により測定した。 
② エクソソームフォームmiRNAの細胞への
取り込み 
培養上清およびエクソソーム層とエクソソ
ーム除いた上清を各々細胞へ添加し、細胞へ
の取込み及びその機能について解析した。 
 
４．研究成果 
 本研究は、分泌 miRNA などを含む“エクソ
ソーム”が、組織修復およびこれまで治療効
果のあることが知られているMSCなど移植幹
細胞による組織再生効果に重要な役割があ
るという新たなメカニズムの解明を目的と
した。 
 MSC は培養上清中にエクソソームを分泌し
ており、このエクソソームは筋芽細胞
（C2C12）や軟骨前駆細胞（ATDC5）の分化を
促進したが、エクソソームを除いた培養上清
中では分化促進効果を減少させた。また、こ
のエクソソームは、血管内皮内皮細胞におい
て細胞遊走能および管腔形成能を促進させ
た。筋損傷マウスへの MSC 由来エクソソーム
の投与は、筋再生を促進させた。このエクソ
ソーム中には、筋再生関連のサイトカインな
どはエクソソームを除いた培養上清中比べ
て極めて低濃度であった。そこで、エクソソ
ーム中のmiRNAをプロファイリングした結果、
豊富に含まれていた miRNA を C2C12、血管内
皮細胞に導入したところ筋分化および血管
新生の促進効果を示した。また、野生型マウ
スとエクソソームの構成分子であるCD9のKO
マウスを用いた骨折モデルを作製し、解析を
行った。CD9 KO マウスの骨折モデルは、野生
型に比べて骨折治癒が遅延するが、MSC エク
ソソームの局所投与によりその遅延から回
復することが明らかになった。CD9 KO マウス
細胞由来のエクソソームを解析した結果、エ
クソソームの分泌低下というよりも CD9 KO
によるエクソソームの機能低下によること
が示唆された。さらに、野生型マウスへの MSC
エクソソームの投与も、骨折治癒を促進する
ことが示された。一方、MSC 以外の骨肉腫細
胞株由来エクソソームの投与による回復効
果は示さなかった。MSC エクソソームによる
治癒促進のメカニズムの一つとして、骨折治
癒関連サイトカインとして知られている
SDF-1 や MCP-1 などはエクソソーム中に低濃
度であるにも関わらず治癒促進効果がみら
れたことから、サイトカインだけでなくその
他の分子の関与が考えられた。実際、関連サ
イトカインには大きな違いがなかったMSCと
骨肉腫細胞株由来エクソソームでは、miRNA
のプロファイルに違いがあることから miRNA
の関与が示唆された（現在投稿中）。これら
の結果から、組織修復・再生には、miRNA を
含むエクソソームが新たな組織再生因子と
して重要であることが示された。 
 また、MSC へ目的合成 miRNA を導入すると、
その培養上清中に目的 miRNA を多く含んだ

エクソソームとして取得でくることを明ら
かにした。そして、このエクソソームフォー
ムの miRNA は、培養細胞に添加するだけで容
易に導入され、そして機能した。そこで、こ
の目的 miRNA を過剰に含有する MSCエクソソ
ームを運動器の損傷モデルマウスに局所投
与したところ、組織再生効果がさらに高まる
結果を得ており、現在詳細を解析中である。
以上のことから本研究によりMSC由来のエク
ソソームによる組織再生機構の新たな解明
と目的miRNAを多く含んだエクソソームによ
る新たな治療法の可能性が示された。 
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