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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒト脱分化脂肪細胞(DFAT)が分泌する脂質小胞（エクソソーム）の解析
を行い、その治療効果を検討した。その結果、DFATから分泌されるエクソソーム中には、細胞間情報伝達を担う
マイクロRNAが豊富に含まれ、そのプロファイルは脂肪組織由来幹細胞(ASC)に類似していた。DFAT由来エクソソ
ームは、Tリンパ球の増殖を抑制し、制御性T細胞への分化促進作用を示した。またDFAT由来エクソソームは、椎
間板髄核細胞の増殖を促進し、軟骨再生に係わる転写因子SOX9の発現を増加させた。DFAT由来エクソソームはT
リンパ球の異常を伴う自己免疫疾患や変形性脊椎症に対し治療効果をもつことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we examined the characteristics and therapeutic 
potential of dedifferentiated fat (DFAT) cell-derived exosomes.  As results, we found that DFAT 
cell-derived exosomes contained a variety of microRNAs that are thought to play important roles in 
intercellular communications. The expression profile of microRNAs in DFAT cell-derived exosomes was 
very similar to that in adipose-derived stem cell (ASC)-derived exosomes. DFAT cell-derived exosomes
 inhibited proliferation of T lymphocytes and promoted differentiation of naive T cells into 
regulatory T cells. In addition, DFAT cell-derived exosomes stimulated proliferation of nucleus 
pulposus cells of intervertebral disc and increased expression of SOX9, a critical transcription 
factor for chondrogenesis. These results suggest that DFAT cell-derived exosomes have therapeutic 
potential for T cell-mediated autoimmune disorders and intervertebral disc degeneration.

研究分野：再生医学　血管生物学
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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、ある種の細胞から分泌される脂質小
胞（エクソソーム）がマイクロ RNA(miRNA)
や機能性タンパク質を多く含み、細胞間情報
伝達に重要な役割を果たしていることが明
らかにされた【図】(文献１)。エクソソーム
は脂質二重膜構造を有し体液中でも安定で
あることが知られ、がんなどの疾患に対する
バイオマーカーとしての有用性のほか、核酸
やタンパク質のデリバリーシステム(DDS)と
しての応用も期待されている。	

図．エクソソームを介する細胞間情報伝達 
	
	 最近、エクソソームが間葉系幹細胞
(mesenchymal	stem	cell,	MSC)から豊富に分
泌され、種々の治療効果を示すことが報告さ
れている(文献 2,	3)。研究代表者らは、成熟
脂肪細胞を脱分化培養することにより得ら
れ る 細 胞 群 （ 脱 分 化 脂 肪 細 胞 ：
dedifferentiated	fat	cell,	DFAT）が MSC
に類似した多分化能を獲得することを明ら
かにした(文献 4)。DFAT は少量の脂肪組織か
らドナー年齢に関係なく調製できるため、患
者から安定的にエクソソームを調整する細
胞ソースとして期待できる。	
 
２．	研究の目的	  
	 本研究では同一ドナーに由来する皮下脂
肪、骨髄脂肪から DFAT を調製し、その培養
上清に含まれる種々の液性因子やエクソソ
ームのプロファイルを網羅的に解析し、骨髄
MSC や脂肪組織由来幹細胞(adipose-derived	
stem	cell,	ASC)と比較する。また各種培養
細胞（血管内皮細胞、単球・マクロファージ、
T	リンパ球、椎間板髄核細胞など）に DFAT
や ASC に由来するエクソソームを添加し、細
胞への取り込みや、細胞増殖、細胞形質、細
胞機能に及ぼす効果を比較検討する。上記の
検討により、DFAT に由来するエクソソームの
治療特性や DDS としての有用性を検証する。
これらの研究を通じて DFAT 由来培養上清や
エクソソームを用いた再生医療の可能性を
明らかにする。	
 
３．研究の方法 
(1)DFAT、骨髄 MSC、ASC のセレクトーム解析	
	 医学部付属病院にて人工関節置換術を受
ける患者を対象に、皮下脂肪組織および骨髄
組織（骨髄液）の提供を受ける。皮下脂肪組
織から皮下脂肪由来 DFAT および ASC を調製
する。また骨髄液からは骨髄脂肪由来 DFAT

および骨髄 MSC を調製する。それぞれの細胞
の培養上清を採取し、マルチプレックスサス
ペンションアレイや質量分析計(LC-MS/MS)
を用いて培養上清中の分泌タンパク質を網
羅的に解析する。またターゲットとする主要
タンパク質(IL-6、IL-10、MCP-1、SDF-1、IGF-1、
VEGF、HGF、Leptin など)は ELISA 法を用いて
定量解析を行う。		
	
(2)DFAT、骨髄 MSC、ASC に由来するエクソソ
ームの解析	
	 上記細胞の培養上清からエクソソーム濃
縮試薬を用い、エクソソームを単離する。走
査電子顕微鏡でその形態を観察するととも
に、タンパク質を抽出後、電気泳動を行いウ
エスタンブロッティング法にてエクソソー
ムのバイオマーカー(CD63、CD9、CD81、HSP70)
を検出する。単離したエクソソームから
total	RNA を抽出し、含有するマイクロ RNA
のプロファイルを miRNA アレイやリアルタイ
ム RT-PCR 法を用いて解析する。バイオイン
フォマティクスを用いた統合的解析法によ
り、それぞれの細胞に特徴的なマイクロ RNA
の同定を試みる。	
	
(3)DFAT 由来エクソソームの培養細胞に及ぼ
す影響	
①培養血管内皮細胞に及ぼす影響	
	 培養ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)に
皮下脂肪由来 DFAT、ASC から調製したエクソ
ソームを添加し、細胞増殖能、細胞遊走能、
管腔形成能の変化について定量解析を行う。
エクソソームの HUVEC への取り込みは、PKH67
ラベルしたエクソソームを培養液中に添加
し、24 時間後に共焦点レーザー顕微鏡を用い
て解析する。	
	
②培養単球・マクロファージに及ぼす影響	
	 ヒト末梢血から調整した培養ヒト単球・マ
クロファージに PKH ラベルした DFAT、ASC 由
来エクソソームを添加し、細胞への取り込み
能を検討する。またそれぞれの細胞に由来す
るエクソソームを培養マクロファージに添
加し、72 時間後に炎症性メディエーターの産
生変化や M1 フェノタイプと M2 フェノタイプ
の割合の変化をフローサイトメーターを用
いて検討する。	
	
③	T リンパ球に及ぼす影響	
	 ヒト末梢血から単離した T リンパ球に PKH
ラベルした DFAT、ASC 由来エクソソームを添
加し、細胞への取り込み能を検討する。また
それぞれの細胞に由来するエクソソームを
ヒト T 細胞に添加し、T 細胞の増殖や各種 T
細胞サブセット(制御性 T 細胞、Th17 細胞な
ど)への分化に対する影響をフローサイトメ
ーターを用いて解析する。	
	
④	椎間板髄核細胞に及ぼす影響	
	 ウサギ椎間板から単離調整した培養髄核



細胞に PKH67 でラベルした DFAT、ASC 由来エ
クソソームを添加し、細胞への取り込み能を
検討する。皮下脂肪由来 DFAT、ASC に由来す
るエクソソームを培養髄核細胞に添加し、細
胞増殖能や II 型コラーゲン、各種プロテオ
グリカンの産生能の変化をリアルタイム
RT-PCR 法などを用いて評価する。	
	
４．研究成果	
(1)DFAT、骨髄 MSC、ASC のセレクトーム解析	
	 人工関節置換術を受ける患者を対象に皮
下脂肪組織、骨髄液の提供を受け、皮下脂肪
組織から皮下脂肪由来 DFAT および ASC を調
製し、骨髄液から骨髄脂肪由来 DFAT および
骨髄 MSC を調製した。それぞれの細胞の培養
上清を採取し、分泌されたサイトカインを網
羅的に解析した。その結果、検討した４種類
の細胞ともに分泌量の多いサイトカインと
して MCP-1、IL-6、IL-8、GRO、TIMP-1、TIMP-2
などが同定された。ELISA 法にて定量解析し
た結果、皮下脂肪由来 DFAT では、ASC や骨髄
MSC に比べ、HGF、SDF-1、VEGF、Leptin	の発
現が高い傾向にあることが明らかになった。
特に VEGF および Leptin の発現は低酸素刺激
下に 24 時間培養した皮下脂肪由来 DFAT で有
意に発現増加することが明らかになった。	
	
(2)DFAT、骨髄 MSC、ASC に由来するエクソソ
ームの解析	
	 上記細胞の培養上清よりエクソソーム濃
縮試薬を用いてエクソソームを単離した。電
子顕微鏡観察にて直径約 50-100	nm のエクソ
ソームに特徴的な脂質小胞を認め、またウエ
スタンブロッティング法により、エクソソー
ムマーカーである CD63 の発現を確認した。
また単離したエクソソームから total	RNA を
抽出し、マイクロ RNA が高濃度に含有されて
いることをバイオアナライザーにて確認し
た。同一ドナーに由来する DFAT および ASC
の培養上清よりエクソソームを単離後、
Total	RNA を抽出し、エクソソーム中のマイ
クロ RNA のプロファイルを miRNA アレイを用
いて解析した(n	=	4)。その結果、DFAT 由来
エクソソーム、ASC 由来エクソソームともに
200 個以上のマイクロ RNA が検出され、両者
は再現性よく近似したマイクロ RNA 発現プロ
ファイルを示すことが明らかになった。ASC
由来エクソソームに検出されず、DFAT 由来エ
クソソームのみに検出されるマイクロ RNA が
６個同定された。一方、ASC 由来エクソソー
ムのみに検出されるマイクロ RNA は同定され
なかった。以上の結果より、DFAT 由来エクソ
ソームは ASC 由来エクソソームに類似したマ
イクロ RNA プロファイルを示し、さらに DFAT
に特有のマイクロ RNA も存在することが示さ
れた。	
	
(3)DFAT 由来エクソソームの培養細胞に及ぼ
す影響	
①培養血管内皮細胞に及ぼす影響	

PKH67 で蛍光標識した DFAT、ASC 由来エクソ
ソームのヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)
への取り込みを検討した。その結果、両細胞
に由来するエクソソームはどちらも HUVEC に
取り込まれることが確認できた。DFAT と
HUVEC を共培養すると、HUVEC の増殖、遊走、
管腔形成が促進されたが、DFAT 由来エクソソ
ーム添加では、これらの明らかな促進効果は
認められなかった。	
	
②培養単球・マクロファージに及ぼす影響	
	 PKH67 で蛍光標識した DFAT、ASC 由来エク
ソソームのヒト培養単球・マクロファージへ
の取り込みを検討した。その結果、DFAT、ASC
由来エクソソームのこれらの細胞への取り
込みは検出できなかった。またエクソソーム
添加による培養単球・マクロファージの炎症
性メディエーターの発現変化は認められな
かった。	
	
③	T リンパ球に及ぼす影響	
	 PKH67 で蛍光標識した DFAT、ASC 由来エク
ソソームのヒト末梢血リンパ球への取り込
みを検討した。その結果、DFAT、ASC 由来エ
クソソームは共にリンパ球への取り込みが
認められた。末梢血 T リンパ球や臍帯血ナイ
ーブ T 細胞に対し DFAT 及び ASC 由来エクソ
ソームを添加し、リンパ球増殖反応や各種 T
細胞へのサブセット分化に対する効果を検
討した。その結果、DFAT 及び ASC 由来エクソ
ソームは、用量依存性に T リンパ球の増殖抑
制を示し、さらに臍帯血ナイーブ T 細胞から
制御性 T細胞への分化効率を有意に促進させ
た。DFAT 及び ASC 由来エクソソームはリンパ
球増殖抑制や制御性 T細胞への分化促進を介
して免疫制御に関与する可能性が示唆され
た。	
	
④	椎間板髄核細胞に及ぼす影響	
	 PKH67 で蛍光標識した DFAT、ASC 由来エク
ソソームを用いてウサギ椎間板髄核細胞へ
の取り込みを検討した。その結果、DFAT 及び
ASC 由来エクソソームは共に効率よく髄核細
胞へ取り込まれることが明らかになった。次
に DFAT 及び ASC 由来エクソソームを髄核細
胞に添加し、髄核細胞の増殖能や遺伝子発現
に及ぼす影響を評価した。その結果、DFAT 及
び ASC 由来エクソソーム添加により、髄核細
胞の増殖が有意に促進され、II 型コラーゲン
やアグリカンの発現に係わる転写因子 SOX9
や、椎間板細胞外基質を構成するバーシカン
や I型コラーゲンの遺伝子発現が有意に増加
することが明らかになった。以上の結果より、
DFAT及びASC由来エクソソームは髄核細胞に
対し、変性抑制的に作用することが示唆され
た。	
	
	上記結果より、DFAT から分泌されるエクソ
ソーム中には、細胞間情報伝達を担うマイク
ロ RNA が豊富に含まれ、そのプロファイルは



ASC に類似していることが明らかになった。
DFAT由来エクソソームおよびASC由来エクソ
ソームは、T リンパ球の増殖を抑制し、制御
性 T 細胞への分化促進作用を示した。また
DFAT由来エクソソームおよびASC由来エクソ
ソームは、椎間板髄核細胞の増殖を促進し、
軟骨再生に係わる転写因子 SOX9 の発現を増
加させた。近年、ASC 由来エクソソームは種々
の病態に対して治療効果を示すことが報告
されている(文献 5,	6)。本研究結果から DFAT
由来エクソソームも ASC 由来エクソソームと
同等の治療特性を有することが示唆された。
特に DFAT 由来エクソソームは T リンパ球の
異常を伴う自己免疫疾患や、髄核細胞の変性
をその主病態とする変形性脊椎症に対し高
い治療効果が期待できる。	
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