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要旨 
【背景と目的】 

脊髄損傷（SCI）は運動、感覚、自律神経機能に障害を引き起こし、治療法が

限られている。間葉系幹細胞（MSC）の治療効果が注目され、静脈内に移植さ

れた MSC が動物モデルで運動機能回復に効果を示すが、投与細胞は主に肺と肝

臓に蓄積し、脊髄にはほとんど到達しない。これは、MSC の放出する栄養因

子、サイトカイン、エクソソームが局所および全身の炎症を低減し、脊髄回復

に寄与するためと考えられる。特に注目されるのが、エクソソームであり、こ

れらは DNA、mRNA、miRNA、タンパク質などを含み、標的細胞に治療効果をもた

らす。エクソソームは優れた低温保存能力と低い免疫原性を持ち、幹細胞の代

替として有望視されている。しかし、好中球へのエクソソームの影響は十分に

研究されていない。最近の証拠では、好中球細胞外トラップ（NETs）が局所の

炎症環境を悪化させ、SCI後の神経回復を妨げることが示されている。本研究

の目的は、羊膜由来 MSC（AMSC）エクソソームの静脈内投与が SCI に与える影

響を、特に好中球との相互作用および NETsの形成に焦点を当てて調査するこ

とである。 

【材料と方法】 

・羊膜由来間葉系幹細胞（AMSC）エクソソームの培養と分離 

カネカ社（大阪、日本）から提供されたヒト羊膜由来間葉系幹細胞（AMSC）を

培養し、上清を得た後、差分遠心法を用いてエクソソームを分離した。 

・脊髄損傷モデルとエクソソーム投与 

9 週齢の雌の Sprague-Dawley ラットを用いた。背側椎弓切除術（T6-7）を行

い、クリップで脊髄を 1分間圧迫し、脊髄損傷モデルを作成した。損傷後 24

時間で BBB スコアを評価し、翌日スコアが 0でなかったラットは除外した。

PBS で調整した AMSC 由来エクソソーム（100μg）を尾静脈より 3日間投与し

た。術後 4週間にわたり、1週間ごとに BBB スコアを評価した。 

・組織学的解析 

脊髄損傷後 28 日目にラットを深麻酔し、4%パラホルムアルデヒドで灌流した

後、脊髄を摘出した。摘出した脊髄をパラフィンに包埋して 10μm の縦断面に

切片化した。Kluver-Barrera 染色を用いて損傷体積を評価し、抗ミエロペルオ

キシダーゼ抗体を用いて好中球浸潤を評価した。また、免疫蛍光染色により、

損傷後 3 日目の NETs 形成を評価した。 

・好中球と NETs 形成の in vitro 評価 

C57BL/6 マウスの末梢血から好中球を分離した。好中球をエクソソームと共培

養し、ヒストン H3 および MPOを染色して NETs 形成を評価した。エクソソーム
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の好中球への取り込みは、タイムラプス蛍光イメージングを用いて評価した。

また、フローサイトメトリーを用いて好中球中の NETs 形成を評価した。 

 

・エクソソームの生体内分布 

PET/CTを用いてエクソソームの生体内分布を評価した。64Cuで標識されたエ

クソソームをラットに尾静脈投与し、24 時間後に臓器を摘出し、ガンマカウン

ターで放射能を測定した。PET/CTイメージングも実施し、エクソソームの分布

を視覚化した。 

【結果】 

・静脈内エクソソーム投与によるマウスの脊髄損傷（SCI）の改善 

 エクソソームを投与された動物は、PBS を投与された動物と比べて、投与開始

後 1週間から有意に良好な神経回復を示した。Kluver-Barrera 染色により、

SCI後 4週間で収集された脊髄組織の損傷体積がエクソソーム治療群で有意に

低いことが確認された。SCI後 4週間の損傷周辺部位では、MPO 陽性好中球の

浸潤がエクソソーム治療群で有意に減少していた。さらに、早期の好中球浸潤

と NETs 形成が SCI後 3 日目のセクションで検査され、免疫蛍光イメージング

により、CitH3陽性細胞および MPO 陽性細胞がエクソソーム治療群で有意に減

少していることが示された。 

・エクソソームによる NETs 形成のインビトロ分析 

標識されたエクソソームは、共培養約 10 分後に好中球の核周囲に蓄積し始め

ることが観察された。次に、好中球を LPS で活性化し、エクソソームと共培養

したところ、CitH3 および MPO 陽性の好中球の数は、PBS群と比較してエクソ

ソーム治療群で有意に減少した。さらに、フローサイトメトリー（FACS）分析

により、エクソソーム投与後に CitH3陽性 Ly6G+好中球が有意に減少している

ことが確認された。エクソソームが NETs 形成に及ぼす機能的メカニズムを解

明するために、好中球に miR-125a-3p mimicおよび inhibitorでエレクトロポ

レーションし、LPS で活性化し、エクソソームと共培養したところ、miR-125a-

3p mimicはこの NETs抑制効果をより強化した。さらに、miR-125a-3p 

inhibitorの追加により NETs抑制の効果が消失した。 

・エクソソームの生体内分布 

64Cu標識エクソソームの PETイメージングにより、投与 1時間後に肝臓および

脾臓に多量に蓄積することが示された。この傾向は、投与 24 時間後の組織検

出データでも確認された。興味深いことに、正常なラットに比べて SCI モデル

の脊髄でエクソソームの存在が有意に高いことが示された。これにより、炎症

部位でのエクソソームの蓄積の可能性が示唆された。 
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【考察】 

静脈内に移植された AMSC 由来エクソソームは、NETs 形成を抑制することで好

中球の活性化を軽減し、運動機能の回復をもたらす。この効果はエクソソーム

に含まれる miR-125a-3pによるものである。生体内分布解析では、エクソソー

ムの大部分が肝臓と脾臓に蓄積し、損傷を受けた脊髄にも顕著な量が観察され

た。 

炎症は SCI直後に発生し、数時間以内にミクログリアが活性化され、1～3 日の

間に好中球が損傷部位に浸潤し、1週間後にマクロファージの浸潤がピークに

達する。最初に損傷部位に動員される好中球の非活性化を制御することが SCI

の炎症連鎖を軽減するために重要であると考えられる。 

投与タイミングと回数は重要であり、本研究では SCI後 3 日間連続でエクソソ

ームを投与した。この方法は、エクソソームの短い半減期を考慮し、好中球の

活性化期間を十分にカバーするために必要とされる。 

本研究は、NETs レベルの減少と一致して運動機能の改善を観察し、NETsと SCI

による二次炎症の強い相互関係を示した。エクソソームが NETs 形成を軽減す

るメカニズムを理解することは、その機能を向上させるために重要であるが、

これらのメカニズムは完全には理解されていない。 

エクソソームの生体内分布に関する我々の調査では、エクソソームが主に肝臓

と脾臓に分布し、損傷を受けた脊髄にも一定量が観察された。エクソソームの

全身分布に関する知識は不完全であり、本研究のデータはこの理解に重要な貢

献をする。 

【結論】 

AMSC 由来のエクソソームは、miR-125a-3pを介して好中球の NETs 形成を抑制

することにより、脊髄損傷の軽減に重要な役割を果たす。生体内分布解析で

は、エクソソームの大部分が肝臓と脾臓に集中していることが示されている。 
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略語表 
本文中および図中で使用した略語は以下の通りです 

 

AMSC  amnion derived mesenchymal stem cell 
LPS   lipopolysaccharide 
MPO   myeloperoxidase 
MSC   mesenchymal stem cell 
NETs  neutrophil extracellular traps 
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緒言 
脊髄損傷（SCI）は、脊髄が機械的損傷を受けることで発生し、運動機能、感

覚機能、自律機能に様々な程度の障害を引き起こす。この状態は非常に複雑で

壊滅的であり、現在の治療法は限られている。年間発生率は 100万人あたり 40

〜80 人である(Bickenbach et al, 2014)。近年の研究は、間葉系幹細胞

（MSC）の治療的利用の可能性を探ることに焦点を当てている(Yamazaki et 

al, 2020a)。我々の研究グループを含む他の研究者たちは、損傷後間もなく静

脈内移植された MSC が動物モデルにおいて運動機能を効果的に回復させること

を観察した。それにもかかわらず、移植された細胞は主に肺や肝臓に蓄積し、

損傷を受けた脊髄には検出されないことが多い(Takamiya et al, 2022 ; Paul 

et al, 2009 ; Shin et al, 2013)。これは、幹細胞の傍受効果に起因し、細

胞から放出される栄養因子、サイトカイン、エクソソームが局所および全身の

炎症を抑制し、結果的に損傷した脊髄の救済に寄与するためである(Hwang et 

al, 2023 ; Trzeciak et al, 1986)。これらのアプローチの中で、幹細胞由来

のエクソソームが注目を集めている。エクソソームは 40〜200 nm のナノサイ

ズの小胞であり、二重脂質層膜に包まれ、DNA、mRNA、マイクロ RNA（miRNA）、

タンパク質など多様な分子を内包している(Kosaka et al, 2010)。これらの分

子は標的細胞に転送され、神経疾患の緩和に治療的利益をもたらす(Valadi et 

al, 2007 ; Tkach et al, 2016 ; Mathieu et al, 2019)。エクソソームの卓

越した凍結保存能力と低い免疫原性は、MSC に代わる有望な選択肢として MSC

由来エクソソームの使用が考えられた。以前の報告では、MSC 由来エクソソー

ムがマクロファージとミクログリアの表現型を炎症促進（M1）状態から抗炎症

（M2）状態にシフトさせることによって脊髄に影響を及ぼし、アストロサイト

のグリオーシスを抑制し、血管新生および神経新生を促進することが示されて

いる(Lu et al, 2023 ; Shao et al, 2023a ; Gao et al, 2023 ; Lai et al, 

2022 ; Shao et al, 2023b ; He et al, 2022)。しかし、損傷後最も早く血流

から脊髄に動員され、炎症の悪化を引き起こす好中球に対するエクソソームの

影響はあまり研究されていない。最近の研究では、活性化好中球から放出され

る細胞外 DNA成分で構成される好中球細胞外トラップ（NETs）が局所炎症環境

を悪化させ、脊髄損傷後の神経回復を妨げることを示唆している(Shafqat et 

al, 2023 ; Chen et al, 2022)。NETs 形成の制御は重要な治療介入の一つと考

えられている。 これらの状況を踏まえ、我々の研究は、脊髄損傷に対する羊

膜由来 MSC（AMSC）エクソソームの静脈内投与の効果を、特に好中球との相互

作用および NETsの形成に焦点を当てて調査することを目的としている。 
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方法 

動物実験プロトコルは北海道大学大学院医学研究科の動物実験倫理委員会によ

って承認された（承認番号：17-0065）。すべての実験手順は、機関の動物実

験ガイドラインおよび日本学術会議の動物実験の適正実施に関するガイドライ

ンに従って行われた。 

AMSC エクソソームの培養と分離 

カネカ株式会社（大阪、日本）から提供されたヒト AMSCバイアルを解凍し、

濃度 2.0×10⁵細胞/mLで培地に播種した。細胞は 37℃で 5日間培養され、その

後、血清不使用の細胞培養培地（MEMα、12561056、ThermoFisher）に交換

し、2日間培養してエクソソーム含有の培地上清を得た。エクソソームの分離

には、以前に記載された差動遠心法を軽微に修正して使用した(Yuyama et al, 

2020 ; Yamazaki et al, 2020b)。最初に、上清を 2,000×gで 10 分間、

10,000×gで 30 分間連続遠心して、死細胞および細胞破片を除去した。次に、

上清を 100,000×gで 70 分間超遠心し、エクソソームに対応する小胞を含むペ

レットを得た。分離されたエクソソームのサイズと形態は、透過型電子顕微鏡

（TEM、H-7100、日立、日本）およびナノ粒子トラッキング解析（Videodrop、

Myriade、フランス）を用いて確認した。さらに、特定のエクソソーム表面マ

ーカーを識別するためにウェスタンブロッティングを実施した。これには、CD 

9（1:500、014-27763、富士フイルム和光、日本）、CD 63（1:500、012-

27063、富士フイルム和光、日本）、およびカルネキシン（1:500、ab22595、

Abcam、米国）が含まれる。 

SCI モデルとエクソソームの投与 

9 週齢、体重 200-233gの雌の Sprague-Dawley ラットを CLEA Japan, Inc.（日

本）から取得した。ラット脊髄損傷モデルは、以前に記載された方法に従って

確立した(Takamiya et al, 2022 ; Yamazaki et al, 2020 ; Yamazaki et al, 

2021)。簡易的に述べると、ラットにイソフルランガス麻酔下で背側椎弓切除

術（T6-7）を施行した。椎弓切除術直後に、改良動脈瘤クリップ（07-943-

30、ミズホ、日本）を用いて脊髄を硬膜外で 1分間挟み、脊髄損傷を作成した

(Seki, 2008)。術後ケアとして、ラットが自力で排尿を回復するまで 1日に 2-

3 回膀胱を手動で排尿させた。脊髄損傷後 24 時間で Basso-Beattie-Bresnahan

（BBB）スコアを評価し(Basso, 1995)、BBB スコアがゼロでないラットを研究
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から除外した。手技を確立した後、まずパイロット実験として、1mLの PBS で

調整した AMSC 5×105個投与群、AMSC 由来エクソソーム 100μg単回投与群、

AMSC 由来エクソソーム 3日間投与群(100μg相当)、PBS 1ml投与群に分け比較

検討した（N=3）。パイロット実験の結果を確認し、本実験として、1mLの PBS

で調整した AMSC 由来エクソソーム 3日間投与群（100μg相当）または 1mLの

PBS 投与群に分け、それぞれ尾静脈経由で投与した。BBB スコアは、手術後 4

週間にわたり 1週間ごとに評価された。 

組織学的解析 

免疫組織化学を用いて、損傷した脊髄の体積、好中球浸潤、および脊髄での

NETs 形成を、以前に報告された方法に従い、3日目および 28 日目に評価した

(Takamiya et al, 2022 ; Yamazaki et al, 2020 ; Yamazaki et al, 2021)。

犠牲日に、ラットは深い麻酔をかけた後、PBS と 4％パラホルムアルデヒド

（PFA）で経心灌流されました。脊髄は摘出され、4％PFA で 24 時間固定後、パ

ラフィンに包埋し、クライオスタットミクロトーム（LEICA RM2125 RTS、

Leica Biosystems、ドイツ）を用いて 10μm厚の連続縦断切片に切断した。

Kluver-Barrera 染色（Luxol fast blue 染色不使用）を行い、SCIから 28 日後

の損傷脊髄の体積を評価した。病変体積を計算するために次の式を使用した：

病変体積（mm²）＝ πD²（H₁ + H₂）/6、ここで H₁は病変の中心から吻側端ま

での長さ、H₂は病変の中心から尾側端までの長さ、Dは病変中心の直径である

(Takamiya et al, 2022 ; Yamazaki et al, 2020 ; Yamazaki et al, 2021)。

28 日目の好中球浸潤は抗ミエロペルオキシダーゼ抗体（1:1000、ab208670、

Abcam、米国）を用いて評価し、Histofine Simple Stain MAX-PO（ニチレイバ

イオサイエンス株式会社、東京、日本）を 30 分間使用し、3,3’-ジアミノベ

ンジジン（DAB）（Simple Stain DAB Solution、ニチレイバイオサイエンス株

式会社、日本）を 3分間反応させた。損傷病変の周辺（損傷中心から吻側およ

び尾側 5mm）から画像を撮影した。非重複領域 5箇所を選択し、陽性細胞を自

動細胞カウントソフトウェア（BZ-X Analyzer、キーエンス、日本）を使用し

て半定量的にカウントした。NETsの評価のために、免疫蛍光染色を 3日目の標

本に対して実施した(Uozumi et al, 2020 ; Masuda, 2016 ; Kawabori, 

2015)。簡易的に述べると、PFA固定を行わずに脊髄を採取し、直ちに OCT化合

物に包埋し、新鮮凍結切片を縦断面でクライオ切片した。脊髄切片は、マウス

抗ヒストン H3（シトルリン R2+R8+R17）（1:100、Ab5103、Abcam、米国）およ

び抗マウス/ラット MPO-FITC（1:200、LS-C140180、LSBio、米国）と 4℃で一

晩インキュベートした。その後、Alexa Fluor 594山羊抗マウス（1:500、ライ

フテクノロジーズ、米国）を適用した。細胞核の視覚化には DAPIまたは
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Hoechstを含むマウント剤を使用した。MPO 陽性好中球および CitH3陽性 NETs

の数、ならびに統合 CitH3 の Hoechst 比を評価した。 

 

好中球および NETs 形成のインビトロ評価 

好中球は、10週齢の C57BL/6 マウスの心臓穿刺により得られた全血から製造者

のプロトコルに従って分離した（Neutrophil Isolation KIT、Cayman 

Chemical、米国）。分離された好中球の品質は、Ly6Gの発現によるフローサイ

トメトリー（FACS）でさらに確認した（60-5931-U100、Tonbo Sciences、日

本）。まずエクソソームが好中球によって取り込まれるか確認するために、エ

クソソームを ExoSparkler Exosome Membrane Labeling Kit (343-09661, 

Dojindo, 日本) で染色し、LPS で活性化させた好中球と共培養した。インビト

ロ好中球での NETs 形成を評価するために、分離した好中球を 5×10⁵細胞の濃

度に調整し、合計 400μLの細胞懸濁液を 4 well chamber slideで 37℃で 30

分間インキュベートした。その後、100μg/25μLの濃度のエクソソームまたは

25μLの PBS、および 400μLのリポ多糖（LPS）を 100μg/mLの濃度で細胞に

添加し、37℃で 3.5 時間インキュベートした(Li, 2017)。インキュベーション

後、細胞を洗浄し、固定バッファー300μLで 15分間固定した。0.1％NP-40 を

300μL添加し、細胞を透過させるために室温で 10 分間インキュベートした。

NETs 形成の評価のために、免疫蛍光染色を前述の方法に従って実施した。 

好中球の NET 形成を評価するために、さらにフローサイトメトリーを行っ

た。マウス抗原に特異的な蛍光色素標識モノクローナル抗体またはビオチン化

モノクローナル抗体を以下のように列挙した： PE-Ly6G（クローン 1A8、BD 

Pharmingen）、PerCP cy5.5-CD11b（クローン M1/70、eBioscience）、MPO-

FITC、CitH3。二次試薬は Alexa Fluor 594ヤギ抗マウス（Invitro- gen, 

Carlsbad, CA, USA）を用いた。好中球をエクソソーム（100μg/25μL）また

は PBS（25μL）と 3.5 時間共インキュベートし、その後 37℃の標準条件下で

1μg/mLの LPS で 24 時間活性化した。染色した細胞懸濁液のマルチパラメトリ

ー解析は、FACS Aria IIIセルソーター（BD）と FACS Divaソフトウェア

（https://www.bdbiosciences.com/en-us/products/software/instrument- 

software/bd-facsdiva-software）（BD）を用いて行った。NETを発現する好中

球は、CitH3+Ly6G+CD11b+ゲーティング戦略に基づいて同定され、続いてエク

ソソーム処理群と PBS処理群間で比較された。 
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好中球の NET 形成に対するエクソソームの治療メカニズムを解明するため、

エクソソーム miRNA の評価を行った。文献検索と株式会社カネカから提供され

た miRNA-125a-3p(miR-125a-3p)が AMSC で豊富に発現しているという信頼でき

るデータに基づき、候補分子として miR-125a-3pを選択した。miR-125a-3p ミ

ミックと阻害剤（has-miR-125a-3p, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, 

USA）のエレクトロポレーションは、メーカーの推奨に従って行った。C57BL/6

マウスから単離した好中球は、Ca2+と Mg2+を含まない PBS で 2 回洗浄し、

2×106個に調整した。上清を除去した後、90μLの Rバッファー（Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を加え、電圧 1720V、パルス幅

10ms、miR-125a-3p模倣体 20mM と miR-125a-3p阻害体 100mM の合計 2 パルスで

エレクトロポレーションを行った。その後、細胞を 0.5 mLを入れた 1.5 mL マ

イクロチューブに播種した。12時間後、エクソソームをエクソソーム群、miR-

125a-3p mimicをエレクトロポレーションした群（mimic 群）、miR-125a-3p 

inhibitorをエレクトロポレーションした群（inhibitor 群）に添加した。対

照群は、エクソソームも miR も補充しなかった。その後、全群を 100μg/mLの

LPS で刺激した。24 時間のインターバルの後、DAPI陽性細胞集団中の CitH3陽

性細胞を定量するために、前述の免疫蛍光染色を行った。 

生体内分布 

静脈内投与したエクソソームの生体内分布を評価するために、動物用ポジト

ロン断層撮影/コンピュータ断層撮影（PET/CT）を利用した。64Cuの同位体プ

レ標識法は、若干の修正を加えて、既述の方法で行った(Shi et al, 2019)。

まず、エクソソームの溶液を 0.1M Na2CO3緩衝液（pH10）に置換し、PD-

SpinTrap G-25カラム（Cytiva、東京、日本）を用いた。別途、p-SCN-Bn-NOTA

（Macrocyclics, Plano, TX, USA）を 0.1M酢酸緩衝液（pH6.0）に溶解し、

64CuCl2（138MBq, PDRadiopharma Inc. 反応中の p-SCN-Bn-NOTA濃度は 190μM

（106.4 mg/L）であり、このステップの放射化学収率は薄層クロマトグラフィ

ーで測定したところ 89％であった。次に、64Cu-SCN-NOTA（12.5μg）を 0.1M 

Na2CO3緩衝液（pH 10）に溶解したエクソソーム（526μg）と 37◦C で 3時間イ

ンキュベートした。最後に、反応混合物を PD-SpinTrap G-25カラムで 3回精

製し、過剰の 64Cu-SCN-NOTA およびその他の低分子不純物を除去した。このゲ

ルろ過の際、反応緩衝液を PBS に置換した。精製後の 64Cu-NOTA-エクソソーム

の放射化学的純度は、薄層クロマトグラフィーによる測定で 90.8%であった。

減衰補正なしの放射化学的収率は全体で 8.1%であった。薄層クロマトグラフィ

ー分析はすべて iTLC-SG プレート（Agilent Technologies, Palo Alto, CA, 

USA）を用いて行い、現像溶媒は 50mM EDTA（pH 5.5）であった。薄層クロマト
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グラフィー上の放射能はオートラジオグラフィー（Fla-7000、富士フイルム、

日本）により定量した。この薄層クロマトグラフィーシステムにおいて、

64Cu-NOTA-エクソソーム、64Cu-SCN-NOTA、および[64Cu]CuCl2（現像中に EDTA

と錯体を形成）の Rf値は、それぞれ 0.0、0.5-0.8、および 0.9-1.0 であっ

た。64Cu-NOTA-エクソソームの生体内分布を正常ラット及び脊髄損傷モデルラ

ット（9 週齢 Sprague-Dawley）で評価した。脊髄損傷モデルラットについて

は、手術の翌日に実験を行った。64Cu-NOTA エクソソーム（100kBq、27μg）を

尾静脈からラットに注射した。注射後 24 時間でラットを犠牲にし、目的の臓

器を摘出して重量を測定した。これらの臓器の放射能はガンマカウンター

（2480 Wizard 2 gamma counter、PerkinElmer、Waltham、MA、USA）で測定し

た。64Cu-NOTA エクソソームの取り込み値は、臓器 1グラムあたりの注入線

量％（％ID/g）で表した。PET/CTイメージングは、Inveon前臨床小動物用マ

ルチモダリティ PET/CT システム（Siemens Medical Solutions, Knoxville, 

TN, USA）を用いて脊髄損傷モデルラット（n = 1）で実施した。64Cu-NOTA エ

クソソームの PET画像は、64Cu-NOTA エクソソーム（8.8MBq、149μgのエクソ

ソーム）投与後 60～80 分かけて取得した。PET スキャンに続いて CT画像を取

得した。画像取得中、ラットは 2.0～2.5％イソフルランで麻酔された。PETお

よび CTデータは、それぞれ Feldkamp法および 3D-OSEM（2反復、18MAP反復）

を用いて再構成した。PETおよび CT画像は、Inveon research workplace 

software v. 4.1（Siemens Medical Solutions, Knoxville, TN, USA）を用い

て解析した。 

 

統計解析 

すべてのデータは GraphPad Prism 9（GraphPad Software、米国）を使用して

解析した。実験群間の統計的有意差は、Two-way ANOVA および Tukeyの多重比

較検定を用いて評価した。各実験のサンプルサイズ（n）は、各図の説明に記

載されている。データは平均±標準誤差（SEM）として示し、p値<0.05を有意

とした。 
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結果 
・エクソソームの特性評価 

TEM画像から、エクソソームは平均直径約 80nm で一貫した形状を示すことが明

らかになった（図 1A）。ナノ粒子アナライザーによるサイズ分布データでもこ

れが裏付けられた（図 1B）。ウェスタンブロット解析では、エクソソーム特異

的マーカーである CD9および CD63 の発現レベルが AMSC懸濁液と比較して高い

ことが示された。一方で、エクソソーム中で低発現するマーカーであるカルネ

キシンの発現はエクソソーム中で減少していた（図 1C）。これらの結果から、

AMSC 由来のサンプルにエクソソームが存在することが確認された。 

 

図 1 AMSC 由来エクソソーム  

(A) 電子顕微鏡写真は、約 100nm の直径を持つ円形の形態を示す小胞を示す。 

(B) サイズ分布のヒストグラムは、ナノ粒子アナライザーによって得られ

たもので、エクソソームのサイズは 70nmから 300nm の範囲にあり、ピー

クは 180nm であった。 (C) ウエスタンブロット検出では、エクソソーム
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が CD9および CD63 を発現している一方で、AMSC と比較してカルネキシン

の検出はほとんど認めなかった。 

・静脈内エクソソーム投与による SCI 損傷の軽減 

パイロット実験の結果、エクソソーム投与群、AMSC 投与群は PBS 投与群と比

較し、神経回復が優れていることが示された。また、エクソソーム単回投与群

と比較し、3日間投与群の方が、神経回復が優れていた（図 2A）。Kluver-

Barrera 染色も同様で、エクソソーム複数回投与群が最も損傷体積が小さかっ

た（図 2B）。エクソソーム複数回投与群の方がより生理的環境に近似している

と考え、本実験は複数回投与群で検討する方針とした。 

 

 

図 2 パイロット実験 (A)エクソソームおよび AMSC を投与された動物は、PBS

を投与された動物と比較して、神経回復が向上した。エクソソーム複数回投与

群(exo multiple)が最も神経回復効果が認められた。 (B) SCI後 4週間の脊髄

の損傷体積。 
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本実験でもエクソソームを投与された動物は、PBS を投与された動物と比較し

て神経回復が有意に優れていることが示された（図 3A）。この回復は投与後 1

週間から始まった。Kluver-Barrera 染色により、SCI後 4週間で収集された脊

髄組織の損傷体積がエクソソーム治療群で有意に低いことが明らかになった

（p = 0.006）（図 3B、C）。 

 

図 3 エクソソーム投与は神経機能を改善し、損傷した病変を減少させた。(A) 

エクソソームを投与された動物は、PBS を投与された動物と比較して、1週間

後から著しく神経回復が向上した。 (B) SCI後 4週間の脊髄の Kluver-

Barrera 染色。脊髄の損傷の程度を赤い点線の領域で示した（スケールバー = 

200 μm）。 (C) エクソソーム治療群は、PBS群と比較して損傷病変の体積が

著しく縮小した（p = 0.0061）。 * p < 0.05、** p < 0.01。 
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SCI後 4週間の損傷周辺領域では、エクソソーム治療群で MPO 陽性好中球の浸

潤が顕著に減少していた（p = 0.037）（図 4A、B）。 

 

 

図 4 エクソソーム投与により好中球の浸潤が抑制される。 (A) SCI後 4週間

の脊髄における好中球の浸潤は、抗 MPO 抗体を用いて評価された。 (B) 脊髄

内の MPO 陽性細胞の数は、PBS群と比較してエクソソーム治療群で著しく減少

した（スケールバー = 20 μm, p = 0.037）。 * p < 0.05。 
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さらに、早期の好中球浸潤および NETs 形成を 3日目の切片で調べた。免疫蛍

光画像では、エクソソーム治療群で CitH3陽性細胞および MPO 陽性細胞が有意

に減少していることが示された（図 5A、B）（それぞれ p = 0.023、p = 

0.047）。この現象は、エクソソーム治療群での核周辺ヒストンの統合による

NETsの減少によってさらに確認された（p = 0.003、図 5C、D）。 

 

図 5 エクソソームは脊髄での NET 形成を改善した。 (A, B) 免疫蛍光法により

評価された NETs（CitH3）と活性化好中球（MPO）の量は、エクソソーム治療後

に脊髄で大幅に減少した（スケールバー = 50 μm, 各々 p = 0.0231, p = 

0.0466）。 (C, D) NETsの存在は超解像顕微鏡でさらに評価された。PBS群で

は CitH3 が核の周囲に放出されていた（スケールバー = 20 μm, p = 

0.0027）。 * p < 0.05, ** p < 0.01。 
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・好中球での NETs 形成に対するエクソソームのインビトロ評価 

好中球へのエクソソーム取り込みを確認するため、ExoSparkler Exosome 

Membrane Labeling Kitで染色したエクソソームと好中球を共培養した。共培

養 10 分後に好中球内にエクソソームが集積しており、好中球内にエクソソー

ムが取り込まれていることが想定された。(図 6) 

 

図 6 エクソソームの好中球内取り込み。好中球の核（青）周囲にエクソソー

ム（赤）が集積している様子が確認できた。 
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好中球を LPS で活性化し、エクソソームと共培養した。CitH3 および MPO 陽性

の好中球の数は、PBS群と比較してエクソソーム治療群で有意に減少した（図

7A、B）。この所見はフローサイトメトリー（FACS）解析でも確認され、エク

ソソーム投与後の CitH3陽性 Ly6G+好中球が有意に減少した（p = 0.002）（図

7C、D）。 

 

図 7 マウス好中球における NET 形成の in vitro分析。 (A, B) エクソソーム

で処理された好中球では、CitH3形成が有意に減少した（スケールバー = 50 

μm, p = 0.0101）。 (C, D) フローサイトメトリー分析でも、エクソソーム

処理群で NETsを発現する細胞の減少が示された（p = 0.0019）。 * p < 

0.05, ** p < 0.01。 
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好中球細胞外トラップ（NETs）形成におけるエクソソームの機能メカニズムを

解明するために、好中球を miR-125a-3p ミミックおよび阻害剤でエレクトロポ

レーションし、リポ多糖（LPS）活性化後の NETs 形成を評価した。エクソソー

ム投与は NETs 形成を効果的に抑制し、miR-125a-3pエレクトロポレーションは

この治療効果をわずかに増強した。さらに、miR-125a-3p阻害剤を添加するこ

とで、エクソソーム投与の影響が完全に逆転し、エクソソーム内にカプセル化

された miR-125a-3pが NETs 形成において重要な役割を果たしていることが強

調された。(図 8) 

 

図 8 miR-125a-3pはマウス好中球の NET 形成を抑制する。エクソソーム投与に

より、LPS 投与後の NET 形成が抑制され、miR-125a-3p mimicは治療効果を強

化した。エクソソームの効果は miR-125a-3p inhibitorによって完全に逆転し

た（スケールバー = 50 μm）。** p < 0.01。 
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・エクソソームの生体内分布 

注射 1時間後の 64Cu標識エクソソームの PETイメージングにより、肝臓およ

び脾臓への顕著な蓄積が明らかになった（図 9A）。注射 24 時間後の組織検出

による生体内分布データでも、同様に肝臓および脾臓への蓄積傾向が示された

（図 9B）。興味深いことに、エクソソームは通常のラットと比較して SCI モデ

ルの脊髄で有意に高いことが判明した（図 9C）。この結果は、炎症部位でのエ

クソソーム蓄積の可能性を示唆している。 

 

図 9 64Cu標識エクソソームは主に肝臓と脾臓に局在した。(B) 臓器放射能活性

分析により、肝臓、脾臓、および腎臓にエクソソームが大量に蓄積し、脊髄に

はごく一部のみ集積していた。(C) SCI モデルでは、正常な動物と比較して脊

髄でのエクソソーム蓄積が有意に増加した。このグラフの Y軸の値が(B)のも

のと比較してかなり小さかった（p = 0.0234）。** p < 0.01。 
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考察 

本研究では、静脈内移植された AMSC 由来のエクソソームが、NETs 形成を抑制

することによって好中球の活性化を効果的に抑え、運動機能の回復をもたらす

ことを示した。この効果の根底にある分子メカニズムは、エクソソームに含ま

れる miR-125a-3pによって引き起こされることが明らかになった。PETを用い

た生体内分布解析により、エクソソームの大部分が肝臓と脾臓に蓄積し、損傷

した脊髄にも顕著な量が観察された。 

本研究は、以前の研究に基づいており、その研究では AMSC を静脈内投与する

ことで脊髄損傷に対して有意な機能回復が見られた。しかし、AMSC 自体は損傷

した脊髄内には検出されなかった（Takamiya et al, 2022）。幹細胞治療の治

療メカニズムにおいて、幹細胞から放出されるエクソソームが重要な役割を果

たしていると考えられており、脊髄損傷において多くの実験が進行中である

(Zhang et al, 2019 ; Liu et al, 2021 ; Herbert et al, 2022)。これらの

メカニズムは、損傷の軽減と神経・血管新生の促進という 2つのパターンに分

類される。エクソソームの早期投与を取り入れた研究の多くは、抗アポトーシ

ス、血脊髄関門の保持、および免疫調節を含む損傷の軽減に焦点を当ててい

る。免疫調節はしばしばマクロファージの非活性化を伴うが、好中球の非活性

化におけるエクソソームの治療的役割はほとんど探求されていない(Hu et al, 

2013)。この研究の少なさの根本的な理由は、好中球の ex-vivo 培養がミクロ

グリアやマクロファージと比べて難しいためかもしれない。炎症は脊髄損傷直

後に現れ、最初の数時間でミクログリアが活性化され、その後 1～3 日以内に

損傷した脊髄に好中球が浸潤し、最初の損傷から約 1週間でマクロファージの

ピーク浸潤に至る。損傷した脊髄に最初に誘導される非居住細胞として、好中

球の非活性化を制御することが、SCI における炎症のカスケードを軽減するた

めに極めて重要であると考えられる(Fleming et al, 2006 ; Hellenbrand et 

al, 2021 ; Stirling and Yong, 2008)。 

投与のタイミングに加えて、投与回数も重要である。本報告では、SCI後 3 日

間連続でエクソソームを投与したが、これは MSCからのエクソソーム分泌の自

然なパターンを模倣している(Matsushita et al, 2015)。これは、3日間に分

割してエクソソームを投与することで、同じ期間に全量を一度に投与するより

も優れた機能改善が見られた中崎らの研究と一致している(Nakazaki et al, 

2021)。エクソソームの非常に短い半減期が報告されているため(Riau et al, 
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2019)、好中球の活性化期間を適切にカバーするためには複数回の投与が必要

と考えられる。 

SCI モデルにおける NETs 形成の機能的役割に関するデータは限られているが、

蓄積された証拠は、NETs 形成が直接的な神経損傷、ミクログリアの活性化、お

よび反応性神経膠症の誘導などのさまざまな経路を通じて中枢神経系疾患を悪

化させるという概念を支持している(Shafqat et al, 2023 ; Chen et al, 

2022)。Fengらは以前、NETs 形成が炎症を促進し、血液脳関門（BBB）を破壊

することにより、SCI後の二次損傷を悪化させることを報告し、DNaseを用い

た NETsの分解が脊髄損傷後の運動機能の向上につながることを示した(Feng 

et al, 2021)。これらの発見と一致して、我々の現在の研究でも、NETs レベル

の低下に伴う運動機能の改善が観察され、NETsと脊髄損傷に起因する二次的炎

症との強い相互関係が強調された。 

エクソソームが NETs 形成を軽減するメカニズムを理解することは、その機能

を向上させるために重要であるが、これらのメカニズムは完全には理解されて

いない。タイムラプスイメージングは、エクソソームが好中球の核周囲に集ま

ることを示しており、好中球に活性分子を届ける可能性を示唆している。本研

究では、炎症に関与し、AMSC で豊富に発現していることがよく知られている

miR-125a-3pをエクソソームの治療分子として選択した。その結果、miR-125a-

3p阻害剤はエクソソームの NETs抑制効果を打ち消し、その抗炎症プロセスに

おける役割を確認した。これらの発見は、miR-125a-3pがトール様受容体 4

（TLR4）を介した NF-κB シグナル伝達経路を標的とすることで NETsを抑制す

ることを報告した Jinらの研究と一致している(Jin et al, 2023)。さらに、

TLR4/JNK シグナルも好中球による NETs 形成に関与していることが報告されて

いる(Wang et al, 2023)。それにもかかわらず、miR-125a-3pは、インターフ

ェロン調節因子 5（IRF5）を介してミクログリアの表現型を変化させることに

も関与している。MSC 由来エクソソームにおける miR-125a-3pのノックダウン

は、脊髄組織における IRF5の発現を増加させた(Chang et al, 2021)。miR-

125a-3pは複数のメカニズムを介して作用している可能性があり、その抗炎症

メカニズムを包括的に解明するためにはさらなる評価が必要である。さらに、

MSC 由来エクソソームは C5b-9 アセンブリの抑制を通じて NETs 形成を軽減する

ことが報告されている(Loh et al, 2022)。miR-125a-3pを含まない他の経路も

このプロセスに寄与している可能性がある。 

さらに、本研究ではエクソソームが主に肝臓と脾臓に分布し、損傷した脊髄に

も顕著な量が観察されることが明らかになった。以前の報告では、脾臓と損傷
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した脊髄にエクソソームが存在することが記録されているが、体全体での分布

に関する包括的な知識はまだ不完全である(Lankford et al, 2018 ; Guo et 

al, 2019)。本研究で提示されたデータは、この理解に大きく貢献している。

循環するラットの血液から得られた好中球は、NETs 形成が低いことが観察さ

れ、これは好中球が蓄積される脾臓でのエクソソームの蓄積と一致している。

以前の報告によると、損傷した脊髄に蓄積されたエクソソームは、ミクログリ

アを直接非活性化する効果があり、最終的に機能回復につながることが示され

ている(Guo et al, 2019)。局所および全身の炎症が重要な役割を果たす急性

期に、損傷した脊髄にエクソソームが存在することは、さらなる調査が必要で

ある。 

我々の研究にはいくつかの制限がある。まず、エクソソームの内容物を包括的

に分析して、潜在的な治療候補を特定することができなかった。これには、タ

ンパク質、mRNA、miRNA、その他の未知の分子を含むさまざまな要素が機能回

復に寄与している可能性があり、これらの異なる分子の役割を一度に調査する

のは非常に困難である。次に、エクソソームが好中球に対して作用する正確な

臓器を検出することができなかった。我々はそれが脾臓であると仮定している

が、循環する好中球も一つの選択肢である。第三に、好中球の炎症パラメータ

ー（局所のサイトカイン発現など）を調査しなかった。エクソソーム群で後期

（28 日）に好中球の蓄積が少なく、SCI 損傷が減少したことは、炎症性サイト

カインの発現が低いことを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 24 

結論 

・ AMSC 由来のエクソソームは脊髄損傷後の運動機能を回復させた 

・ AMSC 由来のエクソソーム投与により脊髄への好中球の浸潤が抑制され、好

中球の NETs 形成を抑制した 

・ AMSC 由来のエクソソームは in Vitroでも NETs抑制効果を認めた 

・ miR-125a-3pがエクソソームの NETs抑制効果に重要な役割を果たす。 

・ 生体内分布解析では、エクソソームの大部分が肝臓と脾臓に集中している

ことが示された 

・ これらの発見により間葉系幹細胞由来のエクソソームの役割として、新し

い知見を得るととも、脊髄損傷後の治療メカニズムへの理解を一歩進める

ことができた 

・ 一方でエクソソーム内の含有物質について、包括的な解明にはいたってお

らず、さらなる研究が必要である 
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