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要旨 

【背景と⽬的】低酸素虚⾎性脳障害は、⼼停⽌、窒息、溺⽔などによる全脳
虚⾎後に⽣じる病態である。特に⼼肺停⽌後における低酸素虚⾎性脳障害で
は、海⾺などの選択的脆弱領域において神経細胞死が⽣じ重篤な⾼次脳機能
障害を引き起こすため、神経学的な予後は不良である。現在、介⼊⽅法は限
られており新たな治療法の開発が急務となっている病態である。幹細胞療法
は、さまざまな機序による神経保護作⽤により中枢神経疾患への応⽤が検討
されており、その作⽤メカニズムとしてエクソソームが注⽬されている。エ
クソソームは⽣体内において細胞間の情報伝達物質として⽣理的に存在す
る構造体であり、脂質⼆重膜の内部にマイクロ RNA、メッセンジャーRNA、
DNA、タンパク質、脂質など多様な⽣理活性物質を内包し、標的細胞に到
達して作⽤を発揮する。間葉系幹細胞由来エクソソームの疾患治療への応⽤
が進められており、中枢神経疾患に対する治療効果も報告されている。投与
⽅法として、従来の静脈投与に替わって経⿐投与が中枢神経系への有望な送
達経路として注⽬されている。本研究では間葉系幹細胞由来エクソソームを
経⿐投与し、低酸素虚⾎性脳障害に対する治療効果を検討した。 
 
【材料と⽅法】ヒト⽺膜由来間葉系幹細胞を培養し、その培養上清から超遠
⼼法によりエクソソームを回収した。透過型電⼦顕微鏡、微粒⼦解析装置、
および Western blotによりエクソソームの特性の確認および測定を⾏った。
動物モデルとして Sprague-Dawley ラットを⽤い、外科的に 4⾎管閉塞モデ
ルを作製し低酸素虚⾎性脳障害を誘導した。治療群には 3×10⁸ 個のエクソ
ソームを、対照群には 20 μLの PBSをそれぞれ低酸素虚⾎性脳障害後 7⽇
間連⽇で経⿐的に投与した。神経⾏動機能の評価には 8 ⽅向放射状迷路を
⽤い、短期および⻑期的な空間記憶を評価した。また、エクソソームの脳内
分布を確認するため、蛍光標識したエクソソームを経⿐投与し、投与後 1 時
間・3 時間・24 時間の時点で標本を作成して観察・測定を⾏った。神経細
胞障害に対する組織学的評価として、TUNEL 染⾊、Fluoro-Jade C 染⾊お
よびニッスル染⾊を実施した。さらに、神経障害の背景に存在する炎症の評
価のためマイクログリアのマーカーである Iba1、および炎症性サイトカイ
ンである IL-1β、IL-6、TNF-α に対する免疫蛍光染⾊を⾏った。加えて、
エクソソームがマイクログリアに作⽤して炎症を抑制する機序の裏付けと
して、マウスマイクログリア BV2 細胞を⽤いた in vitro 実験を⾏った。 
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【結果】抽出されたエクソソームは、電⼦顕微鏡観察において直径約 100 nm
の球状構造を⽰し、粒径分布では約 110 nm に最頻値を有する集団であり、
エクソソーム特異的マーカーである CD63 および CD9 の発現が確認され
た。8 ⽅向放射状迷路を⽤いた神経⾏動機能評価では、エクソソームを経⿐
投与されたラットでは低酸素虚⾎性脳障害後 10 ⽇⽬から 14 ⽇⽬にかけて
短期記憶の著明な改善が認められ、さらに 28 ⽇⽬の評価における⻑期記憶
の有意な改善が観察された。蛍光標識したエクソソームを経⿐投与したラッ
トでは、投与後 1 時間で嗅神経において蛍光シグナルの強い分布が確認さ
れ、3 時間および 24 時間後には、脳の他部位における蛍光の集積が増加し
ていた。免疫組織化学染⾊の結果、虚⾎に対して脆弱な海⾺ CA1 領域では、
エクソソーム投与群において神経細胞のアポトーシス、壊死、変性の所⾒が
対照群と⽐較して有意に少なく、神経細胞の⽣存率が向上していた。また、
同領域ではマイクログリアの活性化が抑制され、炎症性サイトカインの発現
も低下していた。マウス BV2 マイクログリア細胞を⽤いた in vitro 実験に
おいては、リポポリサッカライド刺激によって誘導される IL-6 および TNF-
α の分泌がエクソソーム添加によって有意に抑制された。 
 
【考察】本研究において、間葉系幹細胞由来エクソソームは低酸素虚⾎性脳
障害を負ったラットの海⾺領域において、マイクログリア由来の炎症を緩和
し、神経細胞のアポトーシス・壊死・変性などの神経障害を軽減することに
より、神経⾏動機能の改善をもたらした。今回評価した短期・⻑期記憶を含
む⾼次脳機能障害は、低酸素虚⾎性障害後の患者において最も重篤な後遺症
の⼀つであり、主たる原因の⼀つが海⾺ CA1 領域の損傷と考えられている。
本研究では、エクソソーム投与により海⾺ CA1 領域の神経細胞⽣存率が向
上し、それに伴って短期・⻑期記憶機能の改善が認められた。これらの所⾒
は、これまでに報告されている知⾒と⼀致するものである。間葉系幹細胞由
来エクソソームの神経保護作⽤については、抗アポトーシス作⽤、アストロ
サイトやマイクログリアの不活性化、⾎液脳関⾨の保護、神経再⽣促進、シ
ナプス形成促進など、複数のメカニズムが報告されている。本研究では特に、
マイクログリア活性の調節を介した抗炎症作⽤および抗アポトーシス作⽤
が神経保護効果の⼀因であることが⽰唆された。さらに本研究では、間葉系
幹細胞由来エクソソームを経⿐投与したところ、投与 1 時間後には嗅神経
への集積が確認され、その後 24 時間まで脳内での蓄積が増加することが⽰
された。これまで、エクソソームの中枢神経への送達法としては、静脈内投
与や脳内・髄腔内投与が主に⽤いられてきたが、静脈内投与では脳内到達率
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が極めて低く（0.00〜0.01 %）、⼤部分が肝臓や肺などの臓器に蓄積してし
まうため、効率性に課題がある。また、脳内や髄腔内への直接投与は侵襲性
が⾼く臨床応⽤には制限がある。⼀⽅、経⿐投与は⾮侵襲的かつ中枢神経系
への送達効率が⾼い投与法として注⽬されている。エクソソームは⾮常に⼩
型の粒⼦であるため、⿐腔に投与されると嗅神経あるいは三叉神経を経由し
て脳内へ移⾏することができるとされており、本研究の結果もこれらの機序
と⼀致するものであった。実際、動物モデルにおいては種々の中枢神経疾患
へのエクソソーム経⿐投与の有効性が報告されており、海外ではすでに臨床
試験が進⾏している事例もある。なお、本実験では蛍光標識キットを⽤いて
エクソソームの脳内分布を観察した。この⽅法は簡便である⼀⽅、脳内に移
⾏したエクソソームの粒⼦数など定量的な評価が困難である点は、本研究の
限界の⼀つと考えられる。また、マイクログリアの抑制や炎症制御による神
経保護作⽤が⽰唆されたが、実際に効果を発揮していたエクソソーム内の⽣
理活性物質の同定には⾄っておらず、今後はマイクロアレイ解析やリアルタ
イム PCR を⽤いた詳細な検討が必要である。さらに、本研究では障害後 28
⽇間における神経⾏動機能の改善が確認されたが、より⻑期的な観察を通じ
た効果の持続性の検討が、今後の研究課題として重要であると考える。 
 
【結論】本研究により、間葉系幹細胞由来エクソソームがマイクログリア活
性の調節および炎症反応の緩和を介して低酸素虚⾎性脳障害後の神経損傷
を軽減し、神経機能障害を改善することが⽰された。これらの知⾒は、将来
的にエクソソームが低酸素虚⾎性脳障害に対する新たな治療選択肢となり
得る可能性を⽰唆しており、さらなる検討が期待される。また、経⿐投与さ
れたエクソソームが嗅神経に集積し、主に嗅覚路を介して時間経過とともに
脳内に拡散していくことが⽰唆された。本投与経路は⾮侵襲的かつ中枢神経
系への送達効率にも優れることから、今後の中枢神経疾患に対する有望な治
療戦略として位置づけられる可能性がある。 
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本⽂中および図中で使⽤した略語は以下の通りである。 
 
ELISA  enzyme-linked immuno-sorbent assay 
HIBI  hypoxic-ischemic brain injury 
LPS   lipopolysaccharide 
MSC   mesenchymal stem cell 
PBS    phosphate-buffered saline 
ROI    region of interest 
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緒⾔ 

 
 低酸素虚⾎性脳障害（hypoxic-ischemic brain injury：HIBI）は、脳への
酸素供給が不⼗分なために起こる病態である。脳への酸素供給が著しく低
下すると、脳のあらゆる細胞が損傷を受け、⻑期的な神経学的影響や死に
⾄ることさえある。HIBIは、⼼停⽌、窒息、溺⽔、重度の呼吸困難など
様々な状況に伴って⽣じてくる。⽶国では年間推定 36 万〜55 万⼈が⼼停
⽌後に HIBIを経験している(Hosseini et al, 2020)。現在、低体温療法は⼼
停⽌患者に対する唯⼀の有効な治療法であるが、その有効性は限られてお
り⽣存率は 20〜30 ％、職場復帰率はわずか 9％である(Hosseini et al, 
2020; Geocadin et al, 2017; Perkins et al, 2021) 。極めて神経学的機能予後
が不良な病態であることから、新規の治療⽅法の開発が急がれている。 

幹細胞療法は、その潜在的な神経回復作⽤と免疫調節作⽤により、HIBI
の有望な治療選択肢として検討されてきた(Liu et al, 2023) 。最近の幹細
胞研究の進歩により、幹細胞治療の重要な治療メカニズムのひとつがエク
ソソームであることが明らかになってきた。 

エクソソームは脂質⼆重膜層からなる径 40-200 nm程度の細胞外⼩胞の
⼀種で、内部に脂質、タンパク質、マイクロ RNA、メッセンジャー
RNA、DNA などを含有しており細胞間伝達の担い⼿として⽣体内に⽣理
的に存在し、標的となる細胞に到達して⽣理作⽤を発揮する(Kosaka et al, 
2010; Valadi et al, 2019; Tkach et al, 2016; Mathieu et al, 2019) 。 

間葉系幹細胞（Mesenchyal stem cell: MSC）由来のエクソソームは MSC
同様に中枢神経疾患を含め様々な疾患に対する治療有効性を発揮すること
が⽰唆されており、また冷凍による⾼い保存性能と低い免疫原性から有望
な細胞外マトリックスとして注⽬されている。現⾏治療に替わる HIBIの
新規治療⽅法の選択肢として検討されうる。 

さらに、エクソソームの投与経路としては経静脈路による全⾝投与、局所
投与などが⼀般的に利⽤されているが(Choi et al, 2022; Kawabori et al, 
2012)、中枢神経系に効率的にエクソソームを送達する⽅法として近年経
⿐投与の有効性が⽰唆されている。経⿐投与は⾎液脳関⾨を回避しエクソ
ソームを中枢神経系へ直接送達可能な⼿法として、特に中枢神経疾患の治
療において有望視されている。 
局所脳虚⾎、外傷性脳損傷、変性疾患、機能性疾患など様々な中枢神経疾
患に対する MSC由来エクソソーム経⿐投与の有効性が報告されている
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が、HIBIに関する報告はこれまでになされておらず、実験的裏付けも得ら
れていない。 
本研究では、HIBI モデルラットを⽤いて MSC由来エクソソームを経⿐的
に投与し、その神経機能改善効果を検討した。 
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⽅法 
 
本研究では、7〜8 週齢で体重 220-250 gの雄 Sprague-Dawley ラット
（CLEA社, 東京, ⽇本）を使⽤した。ラットは 22±2 ℃、12 時間明暗
サイクルの環境下で⾃由摂餌・⾃由飲⽔状態で飼育された。動物実験プロ
トコールは北海道⼤学動物実験委員会の承認(承認番号 17-0065)を受け、
全ての実験⼿順は「北海道⼤学動物実験に関する規定」、⽇本学術会議
「動物実験施設指針」および「動物実験適正実施指針」に準拠して実施さ
れた。 

 エクソソームのソースとなる⽺膜間葉系幹細胞はカネカ社(⼤阪, ⽇本)
から提供された(Takamiya et al, 2022)。この細胞を解凍し、1.4 × 104  
cells/mLの濃度で培地(カネカ, ⼤阪, ⽇本)に播種し 72 時間培養した
[12]。さらに培地を無⾎清細胞培養培地（MEMα, 12561056, Thermo 
Fisher Scientific, Massachusetts, ⽶国）に交換して 48時間培養し、エクソ
ソームを含有する培地上清を得た。エクソソームの抽出には超遠⼼法を利
⽤した。上清を 2000 ×gで 10 分間遠⼼した後に 10,000 ×gで 30 分間遠
⼼(CR21F, ⽇⽴, 東京, ⽇本)し、死細胞や細胞残屑を除去した。その後、
上清を 100,000 ×gで 70 分間超遠⼼(CP-70MX, ⽇⽴, 東京, ⽇本)し、エ
クソソームを 50 μLのリン酸緩衝⽣理⾷塩⽔(phosphate-buffered 
saline :PBS)で回収した(Yuyama et al, 2019; Yuyama et al, 2020)。回収され
たエクソソームの形態と粒⼦径は、透過型電⼦顕微鏡（H-7100, ⽇⽴, 東
京, ⽇本）およびナノ粒⼦分析装置（Videodrop, Myriade, Parris, フラン
ス）で確認した。原料となる⽺膜間葉系幹細胞および抽出したエクソソー
ムに対してそれぞれ Westernblotを⾏い、CD9（1:500、014-27763、富⼠
フイルム、和光、⽇本）、CD63（1:500、012-27063、富⼠フイルム、和
光、⽇本）、カルネキシン（1:500、ab22595、Abcam、ケンブリッジ、英
国）を評価した。Westernblot 解析にあたり、各サンプルはホモジナイズ
後に蛋⽩抽出・定量を⾏い、⾮還元条件で調整した。電気泳動後、転写、
ブロッキングを経て⼀次抗体と反応させ、化学発光法により検出した。⼆
次抗体は、CD9, CD63に対しては Anti-Mouse IgG, HRP-Linked Whole 
Ab Sheep (1:10000, NA-931-100UL, Cytiva, 東京, ⽇本)、カルネキシンに
対しては Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked Whole Ab Donkey (1:10000, NA-
934-100UL, Cytiva, 東京, ⽇本)を使⽤した。 
HIBI モデルラットは外科的に両側椎⾻動脈、両側総頸動脈を遮断する 4

⾎管閉塞法で作製した(Lu et al, 2016)。全ての⼿術⼿順は⿇酔下(2-5 %イ
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ソフルラン, 30% 酸素,  70% ⼀酸化⼆窒素)にヒートパッドを⽤いてラッ
トの体温を 36.5-37.5 度に維持した状態で⾏った。まず⿇酔を導⼊し、ラ
ットを腹臥位で固定して後⽅アプローチで両側の椎⾻動脈を熱凝固により
閉塞した上で切断し閉創、⿇酔から覚醒させた。24 時間後に再び⿇酔導
⼊し、両側総頸動脈を⾎管クリップ(JAN 0883475951578, Charmant, 富
⼭, ⽇本)で⼀時遮断後に再開通することで⼀過性の全脳虚⾎を誘導した。
パイロット実験として両側総頸動脈の⼀時遮断時間を 10 分、20 分、30 
分としてモデルラットを作成し、より実験に適したモデルを検討した。
Sham 群では⿇酔下に両側椎⾻動脈、両側頸動脈の露出を⾏うのみで遮断
を⾏わなかった。翌⽇まで⽣存した動物をその後の実験に⽤いた。3 ⽇⽬
までに体重が 25 %以上減少した動物は福祉を考慮して実験から除外し、⿇
酔下に安楽死させた。 
動物はエクソソーム投与群と PBS投与群の 2群に無作為に割り付けられ

た。初回の投与は両側総頸動脈⼀時遮断からの再灌流直後に⾏った。エク
ソソームの投与 30 分前に各⿐腔に 100 単位のヒアルロニダーゼ(ナカラ
イテスク, 京都, ⽇本)を 5 μLの PBSに溶解したものを投与し⿐腔内を洗
浄した。これによってエクソソームの⿐粘膜からの吸収が痂⽪によって阻
害されないようにした(Thomi et al, 2019)。エクソソーム群には 3×108粒
⼦のエクソソームを PBSで計 20 μLに調整し⿐腔あたり 10 μLずつマイク
ロピペット(アズワン, ⼤阪, ⽇本)と 10uLピペットチップ(アズワン, ⼤
阪, ⽇本)を⽤いて投与した。PBS 群には各⿐腔 10 μLずつの PBSを投与
した。その後、エクソソームの嗅球への移⾏を促進するために 10 分間背
臥位で安静とした。同様の⼿順でエクソソームもしくは PBSでの投与をそ
れぞれ 7⽇間連続で⾏った。ラットへのヒアルロニダーゼ、エクソソー
ム、PBS経⿐投与は全て⿇酔下に実施した。 

神経機能・⾏動機能評価には、Morris⽔迷路試験、8 ⽅向放射状迷路、
tape removal test、Open Field testなどを⽤いて予備実験を実施したが、
環境調整や本実験における結果の解釈には 8 ⽅向放射状迷路が最も適して
いると判断し採⽤した。8 ⽅向放射状迷路での⾏動機能評価に際して、ラ
ットは HIBI後 5⽇⽬から 9 ⽇⽬にわたって徐々に⾃由体重の 85%の体重
を⽬標に摂⾷制限を⾏った(Kurizina et al, 2020)。この間、ラットは 8 ⽅
向放射状迷路(RR-10, シンファクトリー, 福岡, ⽇本)および報酬となるペ
レット(45mg BioServ, Frenchtown, New Jersey州, ⽶国) への馴化として 1 
⽇ 10 分間 8 本のアーム全てにペレットを設置した 8 ⽅向放射状迷路内を
⾃由に探索させた。HIBI後 10 ⽇⽬から 14 ⽇⽬の 5 ⽇間でトレーニング
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セッションを実施した。8 本のアームのうち 3本のアームにペレットを設
置し、全てのペレットを回収するか 3 分間経過するまで探索させた。トレ
ーニングセッションの間、各ラットに対してペレットを設置するアーム位
置を固定とし、1⽇ 3 回施⾏した。3 分間でのペレットの獲得率、全ての
ペレットを回収するまでに要した移動距離、すでにペレットを⾷べたアー
ムに誤って再度エントリーする作業記憶エラー、ペレットが設置されてい
ないアームにエントリーする参照記憶エラーを記録・解析した。トレーニ
ングセッション最終⽇(HIBI後 14 ⽇⽬)から 14 ⽇後(HIBI後 28 ⽇⽬)に
同様の試⾏を再度⾏い、⻑期記憶障害と学習記憶の保持を評価した。全て
の試⾏ごとに迷路は 70 %エタノールで清拭消毒し、1 クール毎に迷路を回
転させることで迷路⾃体の汚れや匂いによる内部⼿がかりを利⽤せず外部
の⾵景とアームの位置関係からなる外部⼿がかりのみを利⽤してペレット
の探索を⾏うことができるようにした。 

エクソソームの標識は Exosparkler Exosome Membrane Labeling kit-
green(同仁化学研究所, 熊本, ⽇本)を⽤いて製造元の指⽰通りに⾏った。
具体的には、PBSで 100 μL に調整したエクソソームに Protein Dye stock 
solution 2 μL を加えてボルテックスで撹拌後に 37 ℃で 30 分間インキュベ
ートした。フィルトレーションチューブに移し替え、室温で 3000 xG で 5 
分間遠⼼した後に PBS100 μL を加えて室温で 3000 xG で 5分間遠⼼した。
もう⼀度 PBS100 μL を加えて 3000 xG で 5分間遠⼼し、さらに残存する溶
液がなくなるまで、3000 xG, 5 分間の遠⼼を繰り返した。PBS50 μL をフィ
ルトレーションチューブに加え、フィルター上の未反応⾊素にピペットチ
ップの先端が触れないように注意深くピペッティングして標識されたエク
ソソームを回収した。この⽅法で標識したエクソソームの経⿐投与後 1 時
間、3 時間、24 時間後にラットを犠牲にした。深⿇酔下に PBS、続いて
4 %パラホルムアルデヒドで経⼼臓灌流してから脳を取り出した。脳は
4 %パラホルムアルデヒドで 24 時間固定した後パラフィン包埋し 4 μmの
冠状切⽚に切り出した(Kawabori et al, 2013)。標識エクソソームの脳内分
布確認のために嗅神経(bregma から 15 mm前⽅)、嗅索(bregma から 5 
mm前⽅)、線条体(bregma 上)、中脳(bregma から 7 mm後⽅)レベルでの
切⽚を作成し、各切⽚に 4 つの⾮重複関⼼領域(ROI)を設定した。標識エ
クソソームを⽰す蛍光シグナルは蛍光顕微鏡の⾃動細胞/⾯積カウンター
(BZ-X analyzer, キーエンス, ⼤阪, ⽇本)で測定した。各領域の⾃家蛍光シ
グナルの影響を除外するため、各領域の対照群となる標本で計測された蛍
光を差し引いた。 



 11 

海⾺の神経細胞損傷を評価するために免疫組織化学染⾊を⾏った。神経細
胞のアポトーシスと神経変性の抑制におけるエクソソームの効果を評価す
るために TUNEL 染⾊（ApopTag Fluorescein In situ Apoptosis Detection 
Kit, S7110, Merck, Darmstadt, Germany）および Fluoro-Jade C 染⾊
（Biosensis, South Australia, Australia）を HIBI後 3 ⽇⽬の標本で実施し
た。神経細胞の形態評価として、急性期（HIBI後 3 ⽇⽬）および慢性期
（HIBI後 28 ⽇⽬）にニッスル染⾊（0.1 ％クレシルバイオレット溶液；
武藤薬品⼯業, 東京, ⽇本）を⽤いて評価した。活性化したマイクログリ
アに対するエクソソームの効果を評価するため、Iba1染⾊（1:1500, 019-
19741, 和光, 東京, ⽇本）を⾏った。(Ikenari et al, 2020; Wang et al, 
2019; Yamazaki et al, 2020)。Iba1染⾊の⼆次抗体は Alexa Fluor® 488 
(1:500, ab15077,abcam, , ⽇本)を⽤いて蛍光染⾊を⾏った。 

 
神経細胞の炎症は HIBI後 7 ⽇⽬の切⽚を IL-1β（1:500, ab283818, 

Abcam, Cambridge, UK）、IL-6（1:200, bs-0379R, Bioss Inc.）、TNF-α
(1:1000, ab307164,  Abcam, Cambridge, UK )で染⾊を⾏い評価した。⼆
次抗体はいずれも Alexa Fluor® 488(1:500, ab15077, abcam, Cambridge, 
UK)を⽤いて蛍光染⾊を⾏った。海⾺領域に 5つの重複しない ROIを設定
し、陽性シグナル数、⾯積、または蛍光シグナルを⾃動細胞／⾯積カウン
ター（BZ-X Analyzer, 株式会社キーエンス, ⼤阪, ⽇本）を⽤いて測定し
た。 

エクソソームのマイクログリア活性制御作⽤、炎症抑制作⽤を評価するた
めに in vitroでマイクログリア炎症アッセイを実施した。マウス BV2 マイ
クログリア(Elabscience, Texas州, ⽶国）を 10 ％FBSと 1 ％ペニシリン/
ストレプトマイシンを添加した MEMα で培養した。BV2 マイクログリア
細胞（2×104 個/ウェル）を MEMα を⼊れた 96ウェルプレートに播種し
た。播種 24 時間後、BV2 細胞を 10 μg/mLのリポ多糖
（lipopolysaccharide: LPS）で刺激して細胞⽣存率を評価し、0.1 μg/mLの
LPSで刺激して IL-6 と TNF-α 産⽣を評価した。細胞⽣存率は CCK-8キ
ット（同仁化学研究所, 熊本, ⽇本）を⽤いて測定し、IL-6 と TNF-α の
レベルは酵素結合免疫吸着測定（enzyme linked immuno-sorbent assay: 
ELISA）キット(R&D System, Minnesota, ⽶国)を⽤いて上清中の濃度を測
定した。 
得られたデータは平均値±標準誤差で表した。統計解析は JMP Pro 14ソ
フトウェア（SAS Institute, North Carolina州, ⽶国）を⽤いた。サンプル
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サイズは、我々の過去の実験から⽐較可能な実験に基づいて選択した。⼀
元配置分散分析では、平均値を⽐較するために 2群から 10と 10のサンプ
ルサイズを得た。合計 20⼈のサンプルは、有意⽔準 0.05 の F検定を⽤い
て、平均が等しいという選択肢に対して、平均間の差を検出する検出⼒
100 ％を達成する。平均値のばらつきの⼤きさは標準偏差で表され、0.77
であった。グループ内の共通標準偏差は 1.00とした。検出⼒の計算には
PASS 14.0.9（PASS Software by NCSS, LLC, Kaysville, UT, USA）を⽤い
た。2つの異なる群間の統計的⽐較は t検定を⽤いて⾏い、3 群間の差は 1
要因分散分析（ANOVA）後に Turkey's HSD 検定を⽤いて検討した。p < 
0.05 の確率値を統計的に有意とみなした。 
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結果 
・動物福祉 

エクソソーム群と PBS 群の死亡率に統計的な差はなかった。しかし、本実
験期間中にエクソソーム群では 3 匹、PBS 群では 2 匹のラットが体重減少
のため安楽死させられた。 
 
・パイロット実験 
⼀過性全脳虚⾎時間(10 分間、20 分間、30 分間)を検討したパイロット

実験において、両側総頸動脈を 10 分間遮断した場合には全脳虚⾎による脳
機能障害が軽度であり、sham 群と差が得られなかった。20 分間遮断の場合
には術中死亡が増加したが客観的に評価可能な脳機能障害が⾒られた。30
分間遮断の場合には死亡率が極めて⾼度であり動物福祉および実験の遂⾏
に実務的な問題が⽣じると想定されたことから、20 分間遮断モデルをその
後の本実験に⽤いることとした。20 分遮断したモデルでの術中死亡率は
31.8 %であった。 
 
・エクソソーム確認、計測 
透過型電⼦顕微鏡での観察像はエクソソームの⼀貫した形態を⽰し、平均
直径は約 100 nmであった（図 1A）。さらにナノ粒⼦分析装置を⽤いて解析
されたサイズ分布プロファイルでは 70〜400 nmの範囲に 110 nmのピーク
があることが⽰された（図 1B）。Western blotを⾏うと、AMSC懸濁液と⽐
較してエクソソームの特異的マーカーとして認識されている CD9 と CD63
の発現レベルが上昇していることが⽰された。逆に、エクソソームでの発現
が低いマーカーであるカルネキシンの発現は AMSC で⾼度に発現しエクソ
ソームでは減少していた。（図 1C）。これらの結果は、AMSC由来のサンプ
ルにエクソソームが存在することを裏付けているものと考えた。 
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図 1. A:透過型電⼦顕微鏡でエクソソームを観察した像では、丸みを帯びた
直径 100 nm前後の球状の粒⼦が確認された。図中のバーは 100 nmを⽰す。
B:微粒⼦解析装置で粒⼦径を計測すると、110 nm前後に最頻値を有するこ
とが確認された。C: Western blot により、エクソソームに特異的な表⾯膜
抗原である CD63 、CD9 が陽性であり、カルネキシンの発現は AMSC と
⽐較して減弱していた。 
 
・MSC 由来エクソソーム経⿐投与により短期記憶・⻑期記憶障害が改善 

8 ⽅向放射状迷路を⽤いた空間記憶課題では、エクソソームを経⿐投与さ
れたラットは PBS を投与された動物に⽐べ、Accuracy（ペレットが置かれ
たアームへの正しいエントリー数／アームへの全エントリー数）が優れてい
た（図 2）。この差は、トレーニングセッションの 5 ⽇⽬(HIBI後 14 ⽇⽬)
に明らかとなり、そこから 14 ⽇後（HIBI後 28 ⽇⽬）にも保持された。同
様の傾向は Travel distance(ペレットを全て獲得するか 3 分経過するまでの
移動距離)でも観察され、エクソソーム投与群では試⾏を重ねるごとにペレ
ットを全て得るための移動距離が短縮しトレーニングセッションの 5 ⽇⽬
で明らかな差となり、14 ⽇後にも保持された。ペレットを設置されていな
いアームに誤って侵⼊する Reference errorはエクソソーム投与群でトレー
ニングセッション 5 ⽇⽬で有意差を持って少なく、14 ⽇後でより顕著であ
った。既に⾃⾝でペレットを⾷べたアームへの再進⼊を⽰す working error
もエクソソーム群で少ない傾向があり、その差は 28 ⽇⽬で有意であった。
これらの結果は、MSC 由来エクソソーム経⿐投与により HIBI ラットに⽣
じている短期および⻑期の記憶障害を改善したことを⽰唆している。 
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図 2. Accuracy(正しくペレットを獲得した数/全てのアームへのエントリ

ー回数)：いずれの群もトレーニングセッションの開始時では正答率が低い
が、エクソソーム群では回数を重ねる毎に向上し、5 ⽇⽬では PBS に群と
明らかな差が⽣じた。この差は 14 ⽇後に実施した試⾏でも保持された。
Travel distance(全てのペレットを獲得するか 3 分間経過するまでに移動し
た距離)：エクソソーム群では試⾏を重ねるごとに距離が短縮し、より効率
的にペレットを獲得できるようになり、PBS 群と差を⽣じた。Reference 
error(ペレットが設置されていないアームへのエントリー数)：エクソソー
ム群ではトレーニングを重ねるにつれてエラー数が減少し、PBS 群と差が
⽣じた。これは 14 ⽇後に実施した試⾏でも同様であった。Working error(既
にペレットを獲得済みのアームへの再エントリー)：エクソソーム群でエラ
ー数が少ない傾向がみられた。PBS 群との差はトレーニングセッション終
了 14 ⽇後の時点でより明らかであった。 

 
・経⿐投与されたエクソソームの脳内分布 
嗅神経、嗅索、線条体および中脳におけるエクソソームの分布を蛍光イメ

ージングを⽤いて評価した（図 3）。蛍光標識したエクソソームを経⿐投与
して 1 時間後にはエクソソームと考えられる蛍光シグナルが嗅神経で多く
観察された（約 250 シグナル/mm2）。嗅索、線条体、中脳でも、嗅神経よ
りは少ないものの蛍光シグナルが認められ、これらの領域のシグナルは⼀貫
して投与 3 時間後で 1 時間後時点よりも増加し、投与 24 時間後ではより
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増加していた。すなわち、経⿐投与された MSC 由来エクソソームは HIBI
ラットにおいて、嗅神経路を経由して脳内に拡散していった可能性が⽰唆さ
れた。 

 
図 3. 蛍光標識した MSC由来エクソソームを経⿐投与後 1 時間、3 時間、

24 時間後の脳の各部位での蛍光シグナルを測定した。投与 1 時間後の時点
で嗅神経では相当の蛍光シグナルの集積を認めた。脳の他の部位では、3 時
間後、24 時間後と時間経過とともに蛍光シグナルの集積が増加していった。 

 
・MSC 由来エクソソームは CA1 領域の神経障害を軽減した 
海⾺、特に CA1 領域は記憶障害に重要な役割を果たすことが知られてお

り、HIBI によって⼤いに影響を受ける。エクソソーム経⿐投与の機能的メ
カニズムを調べるため、神経細胞のアポトーシスと神経変性について評価し
た。HIBI後 7⽇⽬に犠牲にしたラット標本の TUNEL 染⾊では、PBS投与
群で全脳性に TUNEL 陽性を⽰す細胞が散在しており、虚⾎に脆弱とされ
る CA1 領域では特に顕著であった。（図 4A）。これに対してエクソソーム群
では TUNEL 陽性を⽰す細胞の出現は少なかった。蛍光シグナルを測定す
ると PBS 群との差は明らかであった。神経の変性や壊死を評価するために
⾏った Fluoro-Jade-C 染⾊では、PBS 群の海⾺ CA1 領域に陽性を⽰す細胞
が豊富に⾒られたが、エクソソーム投与群では陽性細胞の出現は限局的であ
った。(図 4B)これらのことから、MSC 由来エクソソーム経⿐投与により
HIBI後の CA1 領域の神経細胞のアポトーシス、壊死、変性が抑えられたこ
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とが⽰唆されたと考えた。 

 
図 4. A: TUNEL 染⾊によりアポトーシスを評価した。PBS 群では散在性に
陽性細胞が⾒られ、特に CA1 に顕著であった。対してエクソソーム群では
陽性細胞は少なく、測定すると PBS 群との差は明らかであった。B: Fluoro-
Jade-C 染⾊を⾏うと PBS 群群で CA1 領域に陽性細胞が多数出現していた
のに対し、エクソソーム群では陽性細胞は少なかった。 
 
・MSC 由来エクソソーム経⿐投与は CA1 神経細胞の⽣存率を向上させた 
HIBI後の神経細胞の評価のためにニッスル染⾊を実施した。ニッスル染⾊

により、PBS 群では CA1 領域錐体細胞の構造が破綻し凝集した核が乱れて
配列しているのが確認されたが、エクソソーム群では細胞形態・配列が保た
れている状態であった。この観察は急性期だけでなく、HIBI 後 14 ⽇⽬と
28 ⽇⽬に観察された亜急性期〜慢性期でも明らかであった（図 5）。これら
の結果は、MSC 由来エクソソーム経⿐投与が海⾺の神経細胞⽣存率を回復
させ、神経機能障害の軽減に寄与した可能性を⽰す。 
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図 5. A: HIBI後 14 ⽇⽬の時点で、PBS 群では CA1 の錐体細胞の構造・配
列が破綻しているのに対して、エクソソーム投与群では保たれていることが
確認された。B: HIBI後 28 ⽇⽬では PBS投与群では CA1錐体細胞の構造・
配列の変化がより進んでいたが、エクソソーム群ではこれが保たれたままで
あったためその差がより明⽩となった。 
 
・MSC 由来エクソソーム経⿐投与によりマイクログリアの活性化が抑え
られた 

神経炎症は神経障害の原因となる機序のうち極めて重要な要素であること
から、海⾺におけるマイクログリアの活性を調べた。マイクログリアに特異
的な Iba1 染⾊を⾏うと、PBS 群では海⾺ CA1 領域においてマイクログリ
アの増殖とアメーバ状に膨張した活性型マイクログリアへの形質転換がと
思われる所⾒が⾒られたが、エクソソーム群ではこの変化が有意に抑制され
た（図 6、上段と左下）。さらに、蛍光標識したエクソソームを投与した個
体のサンプルに Iba1染⾊を⾏い観察すると、Iba1陽性を⽰すマイクログリ
アとエクソソームの蛍光シグナルが共局在することが確認された。これらの
ことから、エクソソームはマイクログリアに作⽤しこの活性化を制御した可
能性が⽰唆された（図 6、右下）。 
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図 6. 神経炎症の評価のために、マイクログリアに特異的な Iba1染⾊を⾏

った。PBS 群ではアメーバ状に腫⼤した活性化マイクログリアが多数出現
していたが、エクソソーム投与群ではそのような変化が少なかった(上段左
右、下段左)。蛍光標識をしたエクソソーム(緑)を経⿐投与したラット標本
を Iba1(⾚)染⾊したものの共焦点画像では、マイクログリアとエクソソー
ムの共局在が確認された。 

 
・MSC 由来エクソソーム投与により、炎症性サイトカインの発現が抑制

された 
エクソソームの抗炎症作⽤をさらに調べるために、炎症性サイトカインを
評価した。その結果、エクソソームを経⿐投与されたラットは PBS を経⿐
投与されたラットと⽐較して海⾺における IL-1β、IL-6 および TNF-α い
ずれも発現量が少ない傾向がみられた（図 7）。これらの知⾒は、AMSC 由
来エクソソームの経⿐投与がマイクログリア由来の神経炎症の緩和に働い
たことを⽰唆していると考えた 
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図 7. IL-1β(上段)、IL-6(中段)、TNF-α(下段)の蛍光免疫染⾊を⾏い、計
測した。いずれも PBS 投与群(左)と⽐較してエクソソーム投与群(右)で発
現が少ない傾向が⾒られた。 

 
・エクソソームは BV2 細胞に作⽤し炎症性サイトカイン発現を抑制した 
マウス由来マイクログリア BV2 細胞を⽤いた in vitro モデルでマイクログ
リアに対するエクソソームの抗炎症作⽤をさらに検討した。LPS の投与は
対照群と⽐較して BV2 細胞の⽣存率を有意に低下させたが、エクソソーム
の添加は⽣存率を顕著に逆転させた（図 8A）。さらに、IL-6産⽣は LPS 刺
激により有意に上昇したが、エクソソーム投与はその発現を逆転させること
に成功した（図 8B）。TNF-α についても同様の傾向が観察された（図 8C）。
これらのデータは、エクソソームが BV2 細胞に作⽤し抗炎症作⽤を発揮し
たことを⽰しているものと考えられた。 
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図 8. エクソソームによるマイクログリア活性調節、炎症抑制効果の検討の
ため、マウス BV2 マイクログリア細胞を⽤いた In-Vitro assay を⾏った。
A: マイクログリア⾃体の⽣存率は LPS 刺激により低下したが、エクソソー
ムを投与することで改善した。B: IL-6 の発現量は LPS 刺激を⾏わないとほ
とんど⾒られなかったが、LPS 刺激により⼤幅に増⼤し、エクソソーム添加
により減少に転じた。C: TNF-αの発現量も、LPS 刺激で増⼤したがエクソ
ソームを加えることで減少傾向が⾒られた。 
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考察 
 
本研究では、AMSC 由来のエクソソームを経⿐的に投与すると、1 時間後

にはエクソソームが嗅神経に集積し、その後 24 時間まで継続的に脳内に増
加していくことが⽰された。さらに、エクソソームの作⽤によりマイクログ
リア由来の炎症を緩和し神経障害を軽減することで、結果として神経機能の
改善が得られることが⽰唆された。 
短期・⻑期記憶障害を含む⾼次脳機能障害は、HIBI から⽣還した患者にと

って最も重⼤な後遺症であり、海⾺の CA1 領域の損傷がこれらの症状の原
因と考えられている(Zook et al, 2022; Moulaert et al, 2009; Yang et al, 2020; 
Byron-Alhassan et al, 2020, Tortora et al, 2023; Tanaka et al, 2022; Saccaro 
et al, 2021)。急性障害の結果としての虚⾎性障害に対する CA1 神経細胞の
脆弱性に加えて、最近の報告ではマイクログリアにより誘導される炎症反応
も最初の障害から 2-3 ⽇後に⽣じてくる遅発性神経細胞死に寄与する可能
性がある (Bartsch et al, 2015)。したがって、神経認知機能を改善するための
レスキューターゲットの⼀つとして海⾺における遅発性神経細胞死が注⽬
されている。海⾺への前駆細胞の神経細胞移植と、Klf4、Sox2、Oct4、c-Myc
の再プログラム因⼦による神経新⽣が⾼次脳機能の回復に寄与したという
報告から認知機能における海⾺修復の重要性が強調されている (Meyer et 
al, 2020; Wi et al, 2016; Nakano et al, 2016)。 
 本実験では MSC 由来のエクソソームは海⾺ CA1 領域の神経損傷を抑制
することに成功した。MSC 由来エクソソームの神経保護作⽤としては、抗
アポトーシス作⽤、アストロサイト/マイクログリアの不活性化、⾎液脳関
⾨の保全、神経新⽣、シナプス形成など、複数の治療メカニズムが報告され
ている。その中でもマイクログリアの不活性化は近年注⽬されている。Chen
らは、脂肪由来 MSC に内包された Circular RNA SCMH1 がミクログリア
の M2極性化を達成することを報告し、他の研究者は、循環 RNAリボソー
ムタンパク質 S5（circ-Rps5）またはマイクロ RNA-233-3pが M2極性化の
原因であることを報告している(Chen et al, 2023; Zhao et al, 2020; Yang et 
al, 2022)。これらのデータは、本実験で得られたエクソソームが海⾺の神経
細胞損傷を軽減し、神経認知機能障害を緩和する可能性があるという結果と
⼀致していた。他のメカニズムも報告されている。Chenらは、エクソソー
ムの静脈内移植により、2′、3′-環状ヌクレオチド 3′-ホスホジエステラ
ーゼをカプセル化したエクソソームによって神経新⽣と神経細胞新⽣が達
成されることを⽰し、Nakanoらは、アストロサイトと神経細胞におけるミ
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トコンドリアの形態異常がエクソソーム移植によって改善され、その結果認
知機能が回復することを⽰した(Nakano et al, 2016; Chen et al, 2020)。エク
ソソームの正確な分⼦メカニズムを完全に解明するには、さらなる評価が必
要であるが、海⾺損傷に対するエクソソームの回復可能性は研究する価値が
ある。 
 中枢神経へのエクソソームの送達路としては、いくつかの投与経路がこれ
まで検討されてきた。静脈内投与は脳内／髄腔内投与に⽐べて侵襲が少ない
という利点があるが、静脈内に投与されたエクソソームのほとんどが肝臓、
肺、脾臓に蓄積し、その結果脳に到達するのは約 0.00〜0.01 ％に留まり、
脳への到達という点では効率性に課題があった(Choi et al, 2022) 。近年の
報告では⿐腔内投与が中枢神経へのより低侵襲かつ効果的な送達経路とし
て認識されつつある (Herma et al, 2021; Tolomeo et al, 2023)。静脈内投与
の場合、投与から 24 時間後には投与されたエクソソームのいずれも脳内で
検出されないと報告されるのとは対照的に、⿐腔内投与では多量のエクソソ
ームが脳内に検出されることが知られている(Betzer et al, 2017)。エクソソ
ームは 100-200 nmと⾮常に⼩さいことから、⿐腔内に投与すると嗅球や三
叉神経を介して脳内に送達される。⿐腔内投与には細胞内輸送、細胞外輸送
という 2つの異なる輸送形態が関与していることが報告されている(Dhuria 
et al, 2010)。細胞内輸送には、嗅覚ニューロンまたは三叉神経ニューロンの
嗅覚感覚ニューロンへのエンドサイトーシスが関与し、次いで軸索に沿って
篩状板を通って嗅球、または直接⼤脳へ輸送される。アルツハイマー病モデ
ルマウスに経⿐的に送達された PKH 標識 MSC 由来エクソソームの⼤部分
は、嗅球または⼤脳⽪質に直接輸送されることが⽰されたという報告もある。
エクソソームはさらに、篩状板を通過して⽷球体に集中し、その後、僧帽細
胞へと進⾏し、その後、脳深部へと輸送されることが報告されている (Ma 
et al, 2020)。細胞外経路には、⾎管周囲の輸送系が関与している。エクソソ
ームは⿐粘膜の⾎管を通って前膜の薄層で全⾝循環に⼊るか、あるいは嗅覚
被膜細胞を通って脳脊髄液に⼊り、その後中枢神経系の⾎管に到達する。エ
クソソームは⾎液脳関⾨を通過することができるため、受容体を介した細胞
外輸送やエンドサイトーシスによって脳の炎症部位に到達することが可能
となる。これらの理論と⼀致するように、われわれは嗅球で⼤量の標識エク
ソソームを発⾒した。これは、Betzer らが経⿐投与したエクソソームを追
跡するために⾦ナノ粒⼦を利⽤し、投与後 24 時間まで脳内の粒⼦数が継続
的に増加し、そのほとんどが炎症部位周辺に集積することを⾒出した別の報
告と⼀致している(Betzer et al, 2017)。エクソソームの障害部位へのホーミ
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ング機構が炎症主導型であるという報告を考慮すると、この⽅法は強い炎症
を引き起こす急性脳疾患への治療アプローチとして理想的である。エクソソ
ームの経⿐投与は、虚⾎性脳梗塞、外傷性脳損傷、周産期脳梗塞、脳出⾎、
脳卒中など、さまざまな神経疾患モデルに有効であることが動物実験レベル
では報告されている(Gotoh et al, 2024)。さらに、国外では MSC由来のエ
クソソーム経⿐投与を⽤いた 3 つの臨床試験が進⾏中であり、それぞれて
んかん（NCT：05886205）、アルツハイマー病（NCS04388982）、早産（NCT：
05490173）を対象疾患としている。これらの結果が明らかになることで、
よりヒトへの臨床応⽤を含めた適応可能性の検討がより進むものと考える。 

投与されたエクソソームの脳内での分布を正確に追跡する⽅法は、投与経
路の検討の上で重要な課題である。本研究で著者らは、市販のエクソソーム
標識キットを利⽤した。PHK 親油性⾊素は、露出した脂質⼆重層に脂肪族
領域をインターカレートすることで得られる⾼い蛍光性と安定性のため脳
内のエクソソームの分布を観察・追跡するために⼀般的に採⽤されているが、
これらの⾊素はナノ粒⼦を形成する可能性があり、偽陽性シグナルを引き起
こしたりエクソソームのサイズを変化させたりする可能性があり、それによ
って細胞への取り込みや⽣体内分布に影響を及ぼす可能性がある(Dehghani 
et al, 2020; Puzar et al, 2018)。 本研究で使⽤した⾊素は凝集が少なく、エ
クソソームの特性への影響が最⼩限であることが報告されており、エクソソ
ームの動態をより正確に観察することが可能である(Holthaus, 1988)。 

本研究には考慮すべきいくつかの限界がある。第⼀に、脳内に移⾏したエ
クソソームの正確な数は定量できなかった。エクソソームを市販の蛍光⾊素
で標識したが、これは頭蓋⾻を透過する波⻑が短い。蛍光シグナルを切⽚間
で⽐較することはできるが、エクソソームの総数を定量的に測定することは
できない。脳内でのエクソソームの正確な粒⼦数の分布・局在を明らかにす
るには、同位体標識などの定量化可能な⽅法を⽤いる必要がある。第⼆に、
マイクログリアの活性化を抑制するエクソソーム内の⽣理活性物質を特定
することができなかった。mir760-3p、342-3p、330-3p などの miRNA は、
マイクログリアの不活性化に寄与することが報告されている(Wang et al, 
2023; Upadhya et al, 2020; Tanaka et al, 2023)。我々の研究室の以前の報告
でも、mir125a-3p が好中球の不活性化を通じて抗炎症作⽤を⽰すことが⽰
されている(Morishima et al, 2024)。治療効果の評価には、マイクロアレイ
とリアルタイム PCR が必要である。第 3 に、我々は 28 ⽇間以上の神経学
的障害を追跡することができなかった。機能回復についてさらに深く検討し
理解するためには、より⻑い期間モニターすることが重要であると考える。 
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結論 
 

① 本研究から得られた新知⾒ 
・間葉系幹細胞由来エクソソームは、マイクログリア活性の調整と
炎症緩和により HIBI 後の CA1 領域の神経障害を軽減しこれが低酸
素虚⾎性脳障害後の神経機能障害を改善することに寄与したことが
⽰された 
・経⿐投与されたエクソソームが嗅神経路を介して脳内に拡散して
いったことが、簡便なエクソソーム膜標識蛍光キットを⽤いて⽰さ
れた。 
 

② 新知⾒の意義 
まず、有効な介⼊⽅法が極めて限られており神経学的機能予後が不良
である HIBIの病態に対して新たに現実的な治療選択肢の候補が提⽰
されたという点に意義があると考える。 
また、間葉系幹細胞由来エクソソームがマイクログリア活性の調節を
介して抗炎症作⽤を呈することは他の疾患に対する研究では報告が
あるものの、HIBI においても神経保護、神経機能改善に働いたとい
う知⾒は HIBIに対する今後の治療法研究において有望な⽅向性を⽰
唆するものであり、本実験で⽤いた間葉系幹細胞由来エクソソーム以
外を⽤いた HIBI治療⽅法の研究や病態の理解にも寄与しうるという
意義があるものと考える。 
さらに、経⿐投与された間葉系幹細胞由来エクソソームが嗅神経に⾼
集積を⽰したあと経時的に脳全体に拡散していったことが市販のキ
ットを⽤いて簡便な標識⽅法、測定⽅法で観察されたという点にも意
義がある。 
同位体標識などの⼿法を⽤いずとも簡易的にエクソソームの⽣体内
分布を把握する⼿法であることが⽰されたためである。 
 

③ 本研究で得られた新知⾒から今後どのような研究が展開されうるか 
まず、HIBI に対する治療という観点から⾔うと、今回 HIBI に対し
て治療有効性が⽰された間葉系幹細胞由来エクソソームがマイクロ
グリアや神経細胞に作⽤した経路や機序を追求することで、さらに
効率的で有効な治療⽅法の開発に寄与するものと考える。 
エクソソームは内部に核酸、蛋⽩質、脂質など⽣理活性物質を豊富に
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含んでおり、これのうちいずれが主に作⽤したかを特定することで
新たな治療薬開発につながる可能性がある。 
また、経⿐投与が中枢神経疾患に対するエクソソームの投与経路と
して有望であるという知⾒が⼀つ積み重なったことで、HIBI以外の
神経難病治療においても間葉系幹細胞由来エクソソームの経⿐投与
が有効な治療⽅法の選択肢として検討されうる。 
 

④ 今後の課題 
 本実験では間葉系幹細胞由来エクソソームが内含する⽣理活性物
質のうち、いずれが主に作⽤したかの特定に⾄らなかった。今後マイ
クロアレイやリアルタイム PCR を⽤いてさらなる検討の余地が残っ
ているものと考える。 
 今回は Sprague-Dawley ラットを⽤いた実験でエクソソーム経⿐
投与の有望性が⽰されたが、ラットの嗅神経はヒトと⽐較して⾮常
に発達しており、ヒトを対象としたときに経⿐投与したエクソソー
ムの吸収率や脳内への移⾏率が治療有効性を⽰す程度に得られるか
という点には懸念が残る。今回は経⿐投与されたエクソソームの脳
内移⾏を簡便な⽅法で観察することに成功したが、脳内に到達した
エクソソームの粒⼦数の定量化には⾄っていない。今後は、同位体標
識など定量可能な⽅法でエクソソームの脳内移⾏率を把握すること
が、ヒトを対象とした際の投与量の設定などに際した課題であると
考える。 
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