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要旨 

 

【背景と目的】  

動脈瘤破裂により発症するくも膜下出血に対しては、動脈瘤の再破裂を予防す

る開頭クリッピング術や、コイル塞栓術などの治療が確立し、くも膜下出血の

合併症である脳血管攣縮の発症予防、もしくは発症時の薬物療法なども確立し

ている。しかし、くも膜下出血による早期脳損傷は、現在有効な治療法がな

く、機能的転帰の改善が数十年にわたって改善していない。くも膜下出血の機

能的改善をするためには、くも膜下出血後におきる神経炎症を抑制することが

新たな治療目標として期待される。 

近年の研究では、間葉系幹細胞から放出されるエクソソームが、神経疾患にお

ける神経細胞のアポトーシスと神経炎症を効果的に抑制する治療効果が示唆さ

れている。そのため、くも膜下出血後におきる神経炎症を抑制する治療として

エクソソームの投与が有望である。エクソソームの投与法に関しては一般に静

脈内投与が選択されることが多いが、静脈内投与に伴う全身希釈の課題から、

経鼻投与が新たなアプローチとして有力な選択肢ではないかと考えた。本研究

では、くも膜下出血動物モデルにおいて、経鼻投与した間葉系幹細胞由来のエ

クソソームの効果を研究し、その作用機序を研究した。 

また径が 100nm 程度のエクソソームでは PKH26 などによる染色物質で標識を

行うことが一般的であった。これらの標識では生体内での移行を確認すること

ができず、また脳部位全体での定量評価が難しかった。そこで経鼻投与された

エクソソームの生体内分布と脳部位ごとのエクソソームの分布を調べるため

に、本研究ではエクソソームを 64 Cu による標識を行い、経鼻投与されたエク

ソソームの動態をＰＥＴ／ＣＴイメージングおよびオートラジオグラフィーで

追跡した。 

【対象と方法】 

羊膜由来間葉系幹細胞の細胞上清を超遠心分離にてエクソソームを単離した。

8 週齢の Sprague-Dawley ラットで自己血視交叉前槽注入によりくも膜下出血モ

デルラット作成した。このくも膜下出血モデルラットに、200 μL の PBS に溶解

した合計 1.2 × 10 10 個のエクソソーム粒子を、受傷直後および 24 時間後に鼻腔

内投与した群をエクソソーム投与群とした。比較として、くも膜下出血モデル

ラットに同量の PBS を投与した群を PBS 投与群とした。両群において受傷後 7

日まで神経機能を評価し、抗アポトーシス効果および抗炎症効果を評価するた

め、NeuN 染色、Nissl 染色、TUNEL 染色、および Iba 1 染色による免疫組織学

的評価を行った。またホモジナイズした脳抽出物中の IL-6 濃度を ELISA 法に

より測定した。くも膜下出血ラットの血液脳関門の破綻と、エクソソームの経

鼻投与による血液脳関門破綻の抑制効果を調べるために、エヴァンスブルー染

色と脳水分量の測定を行った。 
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エクソソームの抗炎症効果を In vivo で評価するため、初代グリア細胞および初

代ミクログリア細胞、BV2 ミクログリア細胞株を用いて、LPS 刺激に対するエ

クソソームの炎症抑制効果の in vitro 解析を実施した。 

また経鼻投与したエクソソームの頭蓋内分布を調べるために PKH26 標識エク

ソソームを使用し頭蓋内の分布も評価した。エクソソームの生体内分布を 64 

Cu 標識エクソソームの PET/CT イメージングを行い評価し、脳部位の分布を定

量化するためにオートラジオグラフィーを用いて評価した。 

 

【結果】  

エクソソーム投与群は、PBS 投与群と比較して、多動性が著しく改善した。エ

クソソーム投与群では、海馬 CA1 領域および大脳皮質においてアポトーシス細

胞が減少し、神経細胞の生存率が上昇した。またエクソソーム投与群で特に海

馬 CA1 領域の神経炎症が抑制された。くも膜下出血ラットの脳組織ホモジェネ

ート中の IL-6 濃度を ELISA で測定したところ、エクソソーム投与群では PBS

群と比較して有意に減少していた。エクソソーム投与群では PBS 投与群と比

べ、エヴァンスブルーの漏出が少なく脳水分量も少ないことから、エクソソー

ムの経鼻投与により血液脳関門の破綻が抑制されていることが示唆された。こ

れらの結果はエクソソームの経鼻投与がくも膜下出血後の神経炎症を抑制し、

神経アポトーシスを抑制するという機序を支持するものであった。 

また In vitro 解析では LPS 刺激に対する初代グリア細胞の生存率と炎症反応を

エクソソームが抑制し、初代ミクログリア細胞および BV2 ミクログリア細胞の

炎症反応もエクソソーム投与で抑制された。これらの結果はエクソソームの強

力な炎症抑制効果を示すものであった。 

PET/CT イメージングおよびオートラジオグラフィーにより、エクソソームは

経鼻投与 3 時間で嗅球に移行されることが確認され、主に嗅球と大脳に移行し

ていることが明らかになった。さらに、三叉神経と脳幹にもエクソソームが観

察された。PKH26 標識エクソソームはミクログリアおよび血管内皮細胞と共局

在していた。これらの結果から嗅球、三叉神経周囲の血管にエクソソームが分

布し頭蓋内へ移行するのではないかと考えられる結果であった。 

 

【考察】 

本研究では、間葉系幹細胞由来のエクソソームを経鼻投与することで神経炎症

が抑制され、くも膜下出血後の海馬 CA1 領域や皮質の細胞死が抑制されること

を示した。過去の研究と同じくエクソソームの強力な神経炎症抑制作用がその

機序になることが示唆された。エクソソームの経鼻投与は静脈内投与と比較し

て脳内で有意に多く存在することが明らかになっており、脳への薬物送達の有

望な経路としてますます認識されている。くも膜下出血以外の神経疾患に対す

る間葉系幹細胞由来のエクソソーム経鼻投与に関する研究は存在したが、くも
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膜下出血に対するエクソソームの経鼻投与が神経機能の改善や神経炎症の抑制

をすることを示したのは、本研究が初めての報告である。 

経鼻投与されたエクソソームが頭蓋内に分布する経路は、嗅覚感覚ニューロン

または三叉神経ニューロンへのエンドサイトーシスを介する細胞内経路と、血

管周囲輸送システムを介する細胞外経路という 2 つの異なる経路が関与するこ

とが報告されている。嗅神経と大脳の血管内皮細胞内に標識されたエクソソー

ムが大量に存在し、この細胞外経路による輸送が示唆される。金ナノ粒子など

の手法で頭蓋内のエクソソーム移行を示した研究は存在したが、PET/CT やオ

ートラジオグラフィーを使用して定量的および脳神経を含めてエクソソームの

分布を示した研究は本研究がはじめてである。今回の研究により、核標識した

エクソソームの PET/CT やオートラジオグラフィーにより In vivo や Ex vivo で

のエクソソームの分布が定量的・経時的および詳細に観察できることが示唆さ

れ、今後のエクソソーム研究への応用が期待される。 

 

【結論】 

間葉系幹細胞由来のエクソソームの経鼻投与がくも膜下出血による神経炎症の

抑制を介して海馬 CA1 領域の神経アポトーシスを抑制することが示唆され、く

も膜下出血における認知機能障害を改善しうることが示唆された。経鼻投与さ

れたエクソソームは嗅神経や三叉神経および周囲の血管を介し、頭蓋内の血管

内皮やミクログリアにとりこまれ、脳全体に移行し、神経炎症を抑制されるこ

とが示唆された。核標識したエクソソームの PET/CT やオートラジオグラフィ

ーによりエクソソームの分布が定量的・経時的および詳細に観察されうること

が示唆された。 
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略語集 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

CCK-8  Cell Counting Kit-8 

CD    Cluster of Differentiation 

DAPI   4',6-diamidino-2-phenylindole 

DNA   deoxyribonucleic acid 

ELISA  Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 

FBS   Fetal Bovine Serum 

Iba-1    ionized calcium-binding adapter molecule 1 

ICAM 1  Intercellular adhesion molecule 1 

IL-6   Interleukin-6 

LPS   Lipopolysaccharide 

mRNA  messenger RNA 

PBS    Phosphate-buffered saline 

PET/CT Positron Emission Tomography/ Computed Tomography 

RNA   Ribonucleic acid 

TNF-α  tumor necrosis factor-α 
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緒言 

 

動脈瘤破裂によって引き起こされるくも膜下出血は、年間 1 万人に 1 人が罹患

する重大な疾患である(Feigin et al., 2009)。早期に外科的介入を行い、術後に集

中管理を行ったとしても、くも膜下出血患者の死亡率は 35％と依然高いままで

ある(Neifert et al., 2021)。さらに、くも膜下出血生存者のおよそ 3 分の 1 の患者

は、記憶障害や気分障害などの認知機能障害を経験し、日常生活に大きな影響

を及ぼす(Taufique et al., 2016)。医療の進歩にもかかわらず、くも膜下出血患者

の予後は数十年にわたって改善されておらず、革新的な治療法の開発が緊急に

必要であることが浮き彫りになっている。動脈瘤破裂直後に起こる一次性脳損

傷は完全には回避することは困難と考えられるが、くも膜下出血後数日以内に

発症する微小循環障害、血液脳関門の崩壊、神経炎症、脳浮腫、酸化カスケー

ド、神経細胞のアポトーシスからなる二次性脳損傷（早期脳損傷とも呼ばれ

る）は、有望な治療目標として大きな注目を集めている(Lauzier et al., 2023)。 

間葉系幹細胞は、神経疾患の薬剤候補として広く研究されており、現在多くの

臨床試験が進行中である(Kawabori et al., 2020) (Kawabori et al., 2024)。間葉系幹

細胞の高い免疫調節効果と神経分化能力は非常に有望ではあるが、凍結保存は

幹細胞の死と損傷を引き起こし、有効性を減らし、臨床使用を妨げる可能性が

ある(Marquez-Curtis and Elliott, 2024)。最近の研究により、間葉系幹細胞由来の

エクソソームは間葉系幹細胞の重要な治療メカニズムである可能性があること

が明らかになり、有望な代替候補と考えられている(Mathieu et al., 2019) (Tkach 

and Thery, 2016) (Valadi et al., 2007)。40～200 nm のナノサイズの小胞であるエク

ソソームは幹細胞から放出され、培養液の上清から採取することができる。培

養液の上清は一定期間、損傷を受けずに保存できる。エクソソームは DNA、

mRNA、マイクロ RNA、タンパク質など、無数の分子を内包しており(Kosaka et 

al., 2010)、これらの分子を標的細胞に導入することで、神経疾患の治療効果を

もたらす(Mathieu et al., 2019) (Tkach and Thery, 2016) (Valadi et al., 2007)。エクソ

ソームの非常に高い抗炎症効果に関しては、これまで当教室の研究でも示唆さ

れており(Morishima et al., 2024) (Ikeda et al., 2024)、脳全体に神経炎症が及ぶく

も膜下出血では、エクソソームの治療効果が強く期待できるのではないかと考

えた。実際、静脈内投与された間葉系幹細胞由来のエクソソームは、抗アポト

ーシスおよび抗炎症効果を通じて、くも膜下出血による神経学的損傷を改善す

ると報告されている(Lai et al., 2020) (Liu et al., 2021) (Xiong et al., 2020) (Zhao et 

al., 2019)。  

エクソソームの治療効果を最大限に高めるには、十分な量のエクソソームを脳

に送達することが極めて重要である。投与時の塞栓性合併症が危惧される動脈

内投与や出血性合併症が危惧される脳室内投与に比べて、静脈内投与は侵襲性

が低いと考えられているが、投与されたエクソソームが肝臓、肺、脾臓などの
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臓器に取り込まれ、脳へのエクソソームの蓄積量は 0.00～0.01 %と非常に少な

いことが報告されている(Choi et al., 2022)。そのような状況で、鼻腔内投与は、

エクソソームを脳に送達する簡便かつ効率的な方法であるため、臨床応用にむ

けて非常に有望な治療法になりうると考えた。エクソソームは嗅神経や三叉神

経の細胞内もしくは細胞外経路を通って脳に移行し、神経疾患を軽減すること

が報告されている(Dhuria et al., 2010)。しかし、このアプローチの有効性はくも

膜下出血モデルでは評価されていない。 そこで、間葉系幹細胞由来エクソソ

ームの鼻腔内投与がくも膜下出血に続く神経機能障害を改善できるかどうかを

研究し、その基礎となる機序を解明することを試みた。 

  



8 

 

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動物実験倫理委員会の承

認を得た（承認番号：17-0065）。すべての実験手順は、「動物実験に関する施設

ガイドライン」、日本学術会議の「動物実験の適正な実施に関するガイドライ

ン」および「北海道大学動物実験に関する規定」に従って実施した。 

 

間葉系幹細胞由来エクソソームの分離について 

Kaneka Corporation（大阪府、日本）から提供されたヒト羊膜由来間葉系幹細胞

のバイアルを解凍し、2.0 × 10⁵細胞/mL の濃度で培地中に播種し、5 日間培養し

た。その後、培地を血清不含細胞培養培地（MEMα、12561056、

ThermoFisher）に置き換え、2 日間培養してエクソソーム含有培地上清を得た。

エクソソームの分離には、以前に報告された方法に従い、超遠心分離法を採用

した(Ikeda et al., 2024)。エクソソームの分離に関しては当教室で研究実績があ

り当研究での先行研究を要しなかった。まず、上清を 2,000 × g で 10 分間、次

いで 10,000 × g で 30 分間の連続遠心分離を行い、死細胞と細胞残渣を除去し

た。その後、上清を 100,000 x g で 70 分間超遠心分離し、エクソソームに対応

する小さな小胞からなる沈殿物を形成した。分離し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、Hitachi、日本）およびナノ粒子追

跡分析（Videodrop、Myriade、フランス）により確認した。 

さらに、ウェスタンブロッティングを用いて、得られたエクソソームの表面マ

ーカーを同定した。6.3x10⁹個のエクソソームが含まれた 420µl のエクソソーム

抽出液を氷冷した 500µl の RIPA 混合液に溶解し、4°C で 10 分間、12,000 g で

遠心分離・上清回収を 2 回行った。BCA Protein Assay Kit（Thermo、米国）に

てタンパク質含有量を定量した。タンパク質サンプル（15µg/15µl）に

NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X) （Thermo、米国）を 5µｌ加え、70℃10 分加

熱した。NuPAGE® Bis-Tris Precast Gel（Thermo、米国）を使用し 200V 定電圧

で約 35 分電気泳動した。2％ECL Prime blocking agent にて Blocking した後、一

次抗体を加えて 4℃で一晩インキュベーションした。一次抗体は抗 CD9 マウス

モノクローナル抗体 (1:500、014-27763、富士フイルム和光、日本）、抗 CD63

マウスモノクローナル抗体(1:500、012-27063、富士フイルム和光、日本）抗カ

ルネキシン抗体(1:500、ab22595、Abcam、米国）を使用した。抗 CD9 マウスモ

ノクローナル抗体、抗 CD63 マウスモノクローナル抗体に対する二次抗体は抗

マウス IgG 抗体(NA931-100UL、Cytiva、米国)を使用した。抗カルネキシン抗

体に対する二次抗体は抗ウサギ IgG 次抗体 (NA934-100UL、Cytiva、米国) を

使用した。二次抗体とともに室温で 1 時間インキュベートした後、Clarity 

Wester ECL Substrate（BIO RAD、米国）を使用してシグナルを検出し、

ChemiDoc Touch イメージングシステム（BIO RAD、米国）で取得した。 
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くも膜下出血モデルと経鼻エクソソーム投与について 

生後 8 週齢、体重 290～320 g の雄の Sprague-Dawley ラット（CLEA Japan、 

Inc.日本）を用いて、以前に報告された方法に若干の改変を加えてくも膜下出

血実験モデルを作成した(Prunell et al., 2002)。改変に関しては自己血を逆流なく

行う工夫など要したもので、特に先行研究にあたるものなどはなかった。 

ラットの体重を測定し、イソフルランガス麻酔を施した後、定位フレーム内で

腹臥位にした。頭皮の正中切開後、ブレグマの前方 7.5 mm、正中線から右 1 

mm の位置に 1 mm の穿頭孔をあけた。大腿静脈から新鮮に採取した自己血

（500 μL）を、矢状面で 30°傾斜させた 27 ゲージ点眼針（Nipro, 日本）を用い

て、視交叉前槽に 1 分かけて注入した。ラットはランダムにエクソソーム投与

群と PBS 投与群の 2 群に分けられ、それぞれ 200 μL の PBS、または 200 μL の

PBS に溶解した 1.2 × 10 10 個のエクソソームを投与した。エクソソームは以前

に報告された方法に従って経鼻投与された(Thomi et al., 2019, Ikeda et al., 2024)。

全身麻酔後、ヒアルロニダーゼ（各鼻孔に 100 U/5 μL）で 30 分間鼻腔内洗浄し

た後、200 μL ピペットチップを装着したマイクロピペットを用いて、各鼻孔に

100 μL のエクソソーム溶液または PBS を経鼻投与した。エクソソームが嗅神経

に吸収されやすくするため、動物は 30 分以上仰臥位にした。エクソソーム

は、くも膜下直後 (0 日目) と翌日 (1 日目) の 2 回、同様の手法・用量を用

いて投与した。 

 

神経機能検査について 

当初 Water maze 試験による神経機能評価を予定していたが、くも膜下出血モデ

ルラットで水泳不能になるラットが存在することなどから予備試験の段階で

Water maze 試験を中止した。 

正常なラットは環境に適応し、探索行動を減らすが、脳に損傷のあるラットは

不安の欠如と空間認知・記憶障害のために探索行動が増加することを利用し、

認知機能のモニタリングには、以前に報告されたものに若干の修正を加えたオ

ープンフィールドテストを採用した(Blednov et al., 2002) (Smolensky et al., 2019) 

(Sukhanova et al., 2019)。若干の修正に関しては当教室にある設備にある設備を

使用したことによるものである。ラットを円形アリーナの中央に 3 分間置い

た。アリーナは灰色で、直径 147 cm、壁の高さは 45 cm であった (室町機械

株式会社、東京、日本)。テストは、くも膜下出血後 1 日目、3 日目、7 日目

に 1 日 3 回繰り返した。アリーナでの行動はビデオ録画し、Smart 3.0 コンピ

ューター化ビデオ追跡システム (Panlab、スペイン) を使用して評価した。中央

ゾーンは、アリーナの周囲の 15 cm 近位に位置する円形領域として区切られ

た。アリーナ内を移動した総距離、中央ゾーンに入った回数、および中央ゾー

ンでの休憩時間を計算した。 
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組織学的分析について 

ラットを深く麻酔し、以前に報告された方法に従い、PBS による経心腔灌流 

followed by 4%パラホルムアルデヒド（PFA）による灌流行ったのち断頭した。 

脳は摘出後、4% PFA で 24 時間固定し、パラフィン包埋後、クライオスタット

ミクロトーム（LEICA RM2125 RTS、Leica Biosystems、ドイツ）を使用して

4μm の厚さの冠状切片に切断した(Kawabori et al., 2012) (Kawabori et al., 2015)。

続いて、NeuN 染色、Nissl 染色、TUNEL 染色、および Iba 1 染色を実施して、

それぞれ海馬および皮質におけるニューロン生存、ニューロンアポトーシス、

および神経炎症を評価した(Ikeda et al., 2024) (Takamiya et al., 2022b)。海馬 CA1

領域内や皮質の陽性シグナルの数または陽性細胞が占める領域の割合は、自動

細胞/領域カウンター（BZ-X Analyzer、Keyence Co., 大阪、日本）を使用して測

定した。臨床症状の問題となるくも膜下出血の後遺症である記憶障害において

強く関心をむけるべき領域であると考察したことにより、今回の研究では海馬

CA１領域を評価した。また一般的にくも膜下出血の動物モデルで評価される皮

質に関しても評価することとした。 

 

Ex-vivo 分析について 

くも膜下出血後の血液脳関門の透過性への影響および、血液脳関門の透過性に

対する間葉系幹細胞由来のエクソソームの効果を評価するために、エヴァンス

ブルー染色を行った(Wang et al., 2020)。くも膜下出血 3 日後に、2% のエヴァ

ンスブルー色素（5ml/kg、富士フイルム和光、東京）を左大腿静脈に注入し

た。本研究にあたり、エヴァンスブルーを全量大腿静脈に注入するために手技

の徹底を行うため、手技の練習が必要であったが先行研究は必要なかった。 

注入 24 時間後に脳を採取した。右前頭葉の針跡が結果に影響を与える可能性

があるため、嗅神経から 0~7mm の左前頭葉をその後の分析用に採取した。サ

ンプルを 50% トリクロロ酢酸溶液で均質化し、15000G で 30 分間遠心分離

した。上清をエタノールに加え、体積比 1:3 に希釈した。24 時間インキュベ

ートした後、エヴァンスブルーの吸光度を 620 nm で測定した。結果は、脳組

織 1 グラムあたりのエヴァンスブルー染料の光学密度として定量化した。 

また同様にくも膜下出血後の血液脳関門の透過性への影響および、血液脳関門

の透過性に対する間葉系幹細胞由来のエクソソームの効果を評価するために、

脳水分量も評価することとした(Shen et al., 2020)。くも膜下出血の 3 日後に脳を

素早く摘出し、大脳を小脳と脳幹から分離した。摘出した直後に大脳の重量を

直ちに測定し、その後 100℃で 24 時間乾燥させた後に乾燥重量を得た。脳水分

量は[(摘出直後の脳重量 − 乾燥脳重量)/摘出直後の脳重量] × 100 % の式で計

算した。 

脳炎症は、ELISA を用いて、ホモジナイズした脳抽出物中の IL-6 濃度を定量す
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ることで評価した。この方法は、以前の報告に若干の改変を加えたものであっ

た(Arakawa et al., 2023) (Takamiya et al., 2022a)。脳はくも膜下出血発症 3 日後に

摘出され、脳組織抽出物中の IL-6 濃度は、Rat IL-6 Quantikine ELISA Kit（R&D 

Systems）を用いて測定した。 

 

抗神経炎症効果の in vitro 評価 

くも膜下出血のエクソソームの抗神経炎症効果を研究するためにマウスの初代

混合グリア細胞を採取し LPS 刺激に対するエクソソームの神経炎症抑制効果に

ついて研究することとした。マウスを利用したことは、文献狩猟するにあたり

ラットよりマウスが手法確立していることと、ラットの新生児が入手困難であ

ったことによる。 

マウスの初代混合グリア細胞（豊富なアストロサイトを含む）および一次ミク

ログリア細胞を、以前に報告された方法に従って収集した(Ishibashi et al., 2024) 

(Karino et al., 2023) (Tsuboi and Gotoh, 2021)。混合グリア細胞の取得には、安楽

死させた新生児 BALB/cCrSlc マウス（P1-3、雄雌）を使用した。新皮質組織

は、酵素溶液、分散溶液、分離溶液から構成される Neuron Dissociation 

Solutions（富士フイルム和光、日本）で細胞分離を行った。組織に 2.5 mL の酵

素溶液を加え、37°C で 30 分間培養した。分散溶液を室温で 150 × g で 4 分間遠

心分離し、得られた上清を除去した。沈殿物に分散溶液 2.5 mL を加え、マイク

ロピペットを使用して優しく攪拌した。細胞懸濁液の下層に分離溶液 2.5 mL を

加え、室温で 160 × g で 5 分間遠心分離し、上清を除去した。回収した細胞

を、B-27（最終 B-27 濃度 2%）と GlutaMAX™ I Supplement（最終濃度 0.5 

mM）を添加した Neurobasal™ Plus Medium（ThermoFisher Scientific， MA， 

USA）に再懸濁し、ポリエチレンイミンでコーティングされた 24 ウェル培養

プレート（1×10⁶細胞/ウェル）に播種した。翌日に培地を交換して死細胞を除

去し、最終濃度が 5 µM になるように Ara-C を追加した。培地は 2~3 日ごとに

交換し、培養は 14 日間継続した。 

初代混合グリア細胞を 1×10 6 個/ウェルの密度で 24 ウェルプレートに播種し、

100 ng/mL の LPS およびエクソソーム（9.2×10 8 個）または生理食塩水を添加

して 24 時間培養した。LPS 刺激を受けた混合グリア細胞の生存率を分析するた

め、Cell Counting Kit-8（CCK-8）アッセイ（Dojindo、熊本、日本）を製造元の

プロトコルに従って実施した。同様に、エクソソームの抗炎症効果を調べるた

め、ＰＢＳまたはエクソソームを LP 投与後の細胞に添加し、ELISA により IL-

6 と TNF-α の濃度を測定した。吸光度はマイクロプレートリーダー（Multiskan 

SkyHigh；ThermoFisher Scientific、MA、米国）を用いて 450 nm の波長で測定

した。 

また In vivo でくも膜下出血ラットにて、間葉系幹細胞エクソソームの経鼻投与

により特に海馬ＣＡ１領域周囲のミクログリアの増生が抑制されたことから、
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In vitro での再現を試み、エクソソームの神経炎症抑制効果について研究するこ

ととした。初代混合グリア細胞を採取と同様に文献で方法が確立しているマウ

スを用いた(Karino et al., 2023)。ミクログリアは、生後 3 日以内の BALB/c CrSlc

マウスから分離した。7 日齢以内の BALB/c CrSlc マウスを断頭し、脳を氷冷ハ

ンクス平衡塩溶液に浸した。脳は Neural Tissue Dissociation Kit （P）（Miltenyi 

Biotec）を使用して酵素的に消化した。0.2 mM EDTA と 2% FBS を含む PBS で

再懸濁後、MACS システム（Miltenyi Biotec）を使用して CD11b 発現を陽性選

択した。ミクログリアを 3 日間培養し、96 ウェルプレートに 5×10⁴細胞/ウェル

密度で播種し、100 ng/ml LPS および/またはエクソソーム（4.6×10⁸粒子）を 24

時間添加した。細胞培養液を回収し、ELISA（M6000B-1、MTA00B、R&D 

Systems， Inc）を用いて IL-6 および TNF-α の濃度を測定し、刺激に対する神

経炎症反応を評価した。吸光度はマイクロプレートリーダー（Multiskan 

SkyHigh；ThermoFisher Scientific， MA， USA）を用いて 450 nm の波長で測

定した。 

また上記の研究に関しては工程が複雑であることから再現性も考慮し、入手が

比較的容易な BV2 ミクログリア細胞による同様の研究も行った。BV2 ミクロ

グリア細胞を 96 ウェルプレートに 2 × 10 4 細胞/ウェルの密度で播種し、100 

ng/mL LPS で刺激し、同時にエクソソーム（2.8 × 10 9 粒子/ウェル）を 24 時間

共培養した。その後、初代混合グリア細胞での研究と同様に Cell Counting Kit-8

（CCK-8）アッセイを使用して細胞生存率を評価した。また、細胞培地を採取

し、ELISA（M6000B-1、MTA00B、R&D systems、Inc）で IL-6 および TNF-α 

濃度を評価し、LPS 刺激に対する神経炎症反応を評価した。 

 

 

PKH26 標識エクソソーム投与による頭蓋内分布評価について 

PKH26 染色（PKH26GL、Sigma Aldrich、米国）にてエクソソームを標識した。 

PKH 26 にて標識したエクソソームの頭蓋内分布を、グリオキサール固定を使用

した蛍光イメージングにより、鼻腔内投与から 3 時間後の動物で評価した

(Konno et al., 2023)。 

エクソソームの免疫組織化学は、共焦点顕微鏡と超解像度イメージングを用い

て実施された。画像は、Nikon Eclipse Ti2-E 顕微鏡（ニコン、東京、日本）に、

テレダイネ・フォトメトリクス（ツーソン、アリゾナ州、米国）製の PRIME 

BSI back-illuminated scientific complementary metal oxide semiconductor カメラ、

PlanApo 10×/0.45 または 60×/1. 2 の対物レンズ、TI2-CTRE 顕微鏡コントロー

ラー（ニコン）、TI2-S-SE-E motorized stage（ニコン）を使用して撮影した。細

胞は、FF01-391/477/549/639/741 励起フィルター（Semrock、米国ニューヨーク

州ロチェスター）を介して、CELESTA ライトエンジン（Lumencor、米国オレ

ゴン州ノースウェスト・グリーンブライアー・パークウェイ・ビーバートン）
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で励起した。発光フィルターは、DAPI に対しては FF02-438/24、PKH 標識エ

クソソームには FF01-595/31 を選択した。イメージング分析全体を通して、

FF421/491/567/659/776-Di01 ダイクロイックミラー（Semrock）を使用した。共

焦点および超解像画像は、X-Light V3（CrestOptics、ローマ、イタリア）スピニ

ングディスク共焦点ユニットおよび DeepSIM（CrestOptics）を使用して取得し

た。顕微鏡および周辺機器は、VisiView（Visitron Systems、プフハイム、ドイ

ツ）を使用して制御した。 

PKH26 標識エクソソーム投与群と PBS 投与群の両方において、PKH26 陽性エ

クソソームに囲まれた核の割合を定量化した。PKH26 標識エクソソームの細胞

内取り込みをさらに調べるため、海馬 CA1 領域において抗 ICAM-1 抗体および

抗 Iba1 抗体を用いた共免疫組織化学染色を行い、それぞれ内皮細胞およびミク

ログリア／マクロファージを同定した。 

 

鼻腔内投与後のエクソソームの生体内分布について 

鼻腔内に投与されたエクソソームが頭蓋内に移行するかについて検討するため

に 64 Cu -SCN-NOTA にて標識したエクソソームを用いて PET/CT imaging およ

びオートラジオグラフィーにて評価することとした。 

エクソソーム溶液を PD-SpinTrap G-25 カラム（Cytiva、東京、日本）を用いて

0.1 M Na2CO3 緩衝液（pH 10）に置換した。これとは別に、p-SCN-Bn-NOTA

（Macrocyclics、米国テキサス州プラノ）を 0.1 M 酢酸緩衝液（pH 6.0）に溶解

し、64 CuCl2 （138 MBq、PDRadiopharma Inc.、東京、日本）とともに室温で

20 分間インキュベートして 64 Cu -SCN-NOTA を調製した。64 Cu-SCN-NOTA

（12.5μg）を 0.1M Na 2 CO 3 緩衝液（pH 10）に溶解したエクソソーム

（331.2μg）とともに、37℃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、余分な 64 Cu-SCN-NOTA とその他の

低分子量不純物を除去した。このゲルろ過時に、反応緩衝液を PBS に置き換え

た。精製後の 64 Cu-NOTA エクソソームの放射化学純度は、薄層クロマトグラ

フィーで測定し、薄層クロマトグラフィー上の放射活性は、オートラジオグラ

フィー（Fla-7000、富士フイルム、日本）で定量した。この結果標識エクソソ

ーム(4.8 MBq、エクソソーム 77.8 μg、200 μL)が得られた。 

 くも膜下出血翌日、標識エクソソーム(4.8 MBq、エクソソーム 77.8 μg、200 

μL)を経鼻投与した( n  = 1)。投与後 55～65 分および 175～185 分に PET 画像

を取得した。CT 画像は PET スキャン後に取得した。 PInveon preclinical small-

animal multimodality PET/CT system  (Siemens Medical Solutions、米国テネシー

州ノックスビル)を使用して実施し、PET/CT 融合画像は、Inveon 研究職場ソフ

トウェア v.4.1（Siemens Medical Solutions、米国テネシー州ノックスビル）を用

いて生成された。 

続いて、同様の手法により得られた 64 Cu-NOTA-エクソソームを使用し、オー
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トラジオグラフィーを用いて、鼻腔内投与後に脳に送達されたエクソソームの

数を定量化した。くも膜下出血翌日、64 Cu-NOTA-エクソソーム（1.9 MBq、エ

クソソーム 15 μg、100 μL）を経鼻投与し（n  = 3）、投与 3 時間後にラットを

断頭した。ラットの脳を 2 mm ごとに冠状切片に切断し、視神経、嗅神経、三

叉神経も採取した。これらの切片のオートラジオグラムは、phosphor imaging 

plates（BAS-TR 2025、富士フイルム、東京、日本）および LAS7000（富士フイ

ルム）を用いて取得した。放射能は Multi Gauge V 3.0（富士フイルム）を用い

て定量した。 

 

統計解析 

すべての評価は盲検化して行った。統計解析は JMP Pro 14 ソフトウェア（SAS 

Institute Inc.、米国ノースカロライナ州）を用いて実施した。サンプルサイズ

は、過去の実験における類似実験に基づいて選択した。2 つの異なるグループ

間の統計的比較は t 検定または Wilcoxon 検定を用いて行われ、3 つのグループ

間の差は 1 要因分散分析（Analysis of Variance）と Tukey's Honestly Significant 

Difference 検定を用いて検証した。P  < 0.05 の確率値が統計的に有意であると

判断した。 
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結果 

 

エクソソームの特性について 

透過型電子顕微鏡にてエクソソームが平均直径約 90nm の均一な形状を呈して

いることが明らかになった（図 1）。 

得られたエクソソームはナノ粒子分析装置によるサイズ分布データによって

150nm 程度の径で分布していることがわかった（図 2）。 

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 の発現レベルが上昇していることが示された。一方、小胞体マーカー特

異的なマーカーであるカルネキシンの発現はほとんどみられなかった（図

３）。これらの結果から、間葉系幹細胞由来の上清した溶液を超遠心分離した

今回のサンプル中にエクソソームが確実に存在することがわかった。 

 

 

 

 

 

 

神経機能評価について 

合計 106 匹のラットを in vivo 評価に使用した。エクソソーム投与群と PBS 投

与群の死亡率は、それぞれ 21%と 21%で同等であった。すべてのラットはくも

膜下出血誘発の翌日までに死亡した。 

PBS 投与群は、総移動距離（図 4）、中心領域に入る頻度（図 5）、および 7 日

目に中心領域で滞在した時間の割合（図 6）の顕著な増加を示した（* p  < 

0.05）。これは探索行動の増加を示し、その原因として不安の欠如と空間認知・

記憶障害が起きたことを示唆すると考察した。対照的に、エクソソーム投与群

は、7 日目に探索行動の増加が有意に抑制された。 

図 1 透過型電子顕微鏡に

よるエクソソームの観察 

直径約 100 nm のエクソソ

ームが観察された 

図 2 ナノ粒子分析装置に

よるサイズ分布 

エクソソームの径は 80～

300 nm の範囲にあり、ピ

ークは 150 nm であった 

図 3 エクソソームの 

ウェスタンブロット解析 

エクソソーム特異的マーカ

ーである CD9 と CD63 発

現が上昇していた 
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これらの知見は、エクソソーム治療が、不安の欠如と空間認知・記憶障害に関

連する多動行動を軽減することを示唆していると考えられる。 

 

ニューロン細胞のアポトーシスと生存ニューロンについて 

くも膜下出血により不安の欠如と空間認知・記憶

障害を呈し、またエクソソーム投与により改善し

たことが示唆された in vivo のオープンフィール

ドテストの結果を受けて、くも膜下出血で注目す

べき海馬 CA1 領域と、脳皮質の組織学的解析と

を行った。 

海馬 CA1 領域では TUNEL 染色で観察されたアポ

トーシス細胞数は PBS 投与群で豊富にみられた

のに対し、エクソソーム投与群では有意に減少し

ていた（図 7）。またアポトーシスを反映して、

NeuN 染色で観察された生存神経細胞数は、エク

ソソーム投与群では PBS 投与群と比較して有意に

維持されていた（図 8）。 

さらに、皮質損傷を評価するために、Nissl 染色を

用いて皮質神経細胞数を定量した。エクソソーム

投与群では、PBS 投与群と比較して皮質細胞数の

減少が有意に抑制されていた（図 9）。 

図 7～9 において図中の Bar＝20μm、 

図 4 オープンフィールド

テストの総移動距離（m） 

PBS 投与群は Day7 に顕著

な増加を示し、エクソソー

ム投与群では増加が抑えら

れた 

図 5 オープンフィールド

テストの中心に入る回数

（回） PBS 投与群は

Day7 に顕著な増加を示

し、エクソソーム投与群で

は増加が抑えられた 

図 6 中心領域で過ごした

時間の割合（％） PBS

投与群は Day7 に顕著な増

加を示しエクソソーム投与

群では増加が抑えられた 

図 7 TUNEL 染色(海馬) 

PBS 投与群と比較して、

海馬 CA1 領域のアポトー

シス細胞数は、エクソソー

ム投与群では有意に減少し

ていた 
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図中の＊＊は p  < 0.01 を示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ミクログリア活性について 

くも膜下出血後のアポトーシスに関して神

経炎症の関連性を明らかにするために、Iba-

1 染色によるミクログリアの評価および

ELSIA による IL-6 濃度の測定を行った。 

その結果、Iba-1 染色により活性化ミクログ

リア／マクロファージが示され、活性化ミ

クログリア／マクロファージもエクソソー

ム群で有意に減少していることが明らかに

なった（図 10） 

図 8  NeuN 染色(海馬) 

PBS 投与群と比較して、CA1

領域の生存ニューロンは、エ

クソソーム投与群で有意に維

持されていた 

海馬 CA1 領域の生存ニュー

ロンは、エクソソーム群で有

意に維持されていた 

図 9  Nissl 染色(皮質) 

PBS 投与群と比較して、

皮質ニューロン細胞は、エ

クソソーム投与群で有意に

維持されていた 

図 10  Iba-1 染色 

PBS 投与群と比較して、活性化ミク

ログリア／マクロファージがエクソ

ソーム投与群で有意に減少していた 
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また、くも膜下出血ラットの脳組織ホモジェネー

ト中の IL-6 濃度を ELISA で測定したところ、エ

クソソーム投与群では PBS 投与群と比較して有

意に減少しており、エクソソーム投与が脳の神経

炎症を減弱させることが示唆された（図 11）。 

 

図 10 において図中の Bar＝20μm、** p  < 0.01

を示している。 

図 11 において＊は p  < 0.05 を示している。 

 

 

 

 

血液脳関門の評価について 

くも膜下出血ラットに対するエクソソームの経

鼻投与が神経炎症を抑制していることが示唆され

たため、血液脳関門の破綻について抑制をしてい

るかも評価することとした。脳水分量分析で

は、エクソソーム投与群では PBS 投与群と比較

して有意に減少しており、エクソソーム処理がく

も膜下出血後の血液脳関門破綻を抑制させたこ

とが示唆された（図 12）。 

さらに、くも膜下出血モデルにおいて、エ

クソソーム投与群では PBS 投与群と比較し

てエヴァンスブルーの血管外漏出が有意に

減少しており、血液脳関門破綻が抑制され

たことが示唆された（図 13）。 

図 12，13 の＊＊は p < 0.01 を示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 11  ELISA による IL-6 濃

度測定 

PBS 投与群と比較して、エク

ソソーム投与群で IL-6 濃度が

有意に減少していた 

図 12  脳水分量分析 

PBS 投与群と比較して、エクソソー

ム投与群で脳水分量が有意に減少し

ていた 

図 13  エヴァンスブルー分析 

PBS 投与群と比較して、エクソソー

ム投与群でエヴァンスブルーの血管

外漏出が有意に減少していた 
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間葉系幹細胞由来エクソソームの抗炎症効果の In vitro 研究について 

エクソソームの神経炎症抑制効果を調べるために、PBS もしくはエクソソーム

を、 LPS 刺激した培養細胞に投与しインキュベートする研究を行った。周産

期マウスの脳から得られたアストロサイトを豊富に含む初代混合グリア細胞、

周産期マウスの脳から得られた初代ミクログリア細胞、およびミクログリア細

胞株 BV-2 細胞の 3 つの異なる細胞により同様の実験系を行った。 

混合グリア細胞培養では、LPS 刺激により TNF-a および IL-6 の産生がとも

にアップレギュレーションされ、エクソソーム投与により著しく減少した。

CCK-8 により、エクソソーム投与により LPS 投与後の混合グリア細胞の生存

率が逆転したことが示された (図 14 ) 。LPS 刺激による TNF-a および IL-6

の産生とエクソソーム投与による TNF-a および IL-6 産生抑制効果は、初代ミ

クログリア細胞（図 15）およびミクログリア細胞株 BV2 細胞（図 16）におい

ても観察された。図 14-16 の＊＊は p < 0.01 を示している。 

これらの結果は、間葉系幹細胞由来のエクソソームの強力な抗炎症効果を示し

ている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14 LPS 刺激を受けた初代混合グリア細胞への LPS 投与とエクソソーム投与後の、

ELISA（TNF-α,IL-6）および CCK-8 による評価 

LPS 刺激により TNF-α および IL-6 の産生が上昇し、エクソソーム投与により有意に減少

した 

また、エクソソーム投与は LPS 投与後の混合グリア細胞の生存率を回復させたことが明

らかになった 
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図 15 LPS 刺激を受けた初代ミクログリア細胞への LPS 投与とエクソソーム投与後の、

ELISA（TNF-α,IL-6）による評価 

LPS 刺激により TNF-α および IL-6 の産生が上昇し、エクソソーム投与により有意に減少

した 

 

図 16 LPS 刺激を受けた BV2 ミクログリア細胞への LPS 投与とエクソソーム投与後

の、ELISA（TNF-α,IL-6）による評価 

LPS 刺激により TNF-α および IL-6 の産生が上昇し、エクソソーム投与により有意に減少

した 
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経鼻投与されたエクソソームの生体内分布について 

エクソソームの経鼻投与によりくも膜下出

血の神経炎症が抑制されることが示唆され

たため、エクソソームが確実に頭蓋内に分

布していることを可視化することを試みる

ために PET/CT による研究を行った。 

PET/CT により、64 Cu -SCN-NOTA で

標識されたエクソソームは投与後 1 時間で

主に鼻腔で観察されたことが明らかにな

った（図 17）。エクソソームは投与後 3 時

間で鼻腔と嗅球に観察された（図 17 矢

印）。しかし、64 Cu で標識されたエクソ

ソームはエクソソームを含む液体が飲み

込まれた食道でも観察された（図 17 矢

頭）。 

 

頭蓋内のエクソソームの分布の

詳細を調べるために、経鼻投与

後 3 時間の 64 Cu-NOTA-エク

ソソームの ex vivo オートラジオ

グラフィーを別途実施した（図

18）。最も高い放射能は嗅球で認

められ、約 1×10 5 個のエクソソ

ーム粒子が観察された（図 19）。特に損傷側の大

脳でもエクソソームの蓄積が高かった。一方、

視神経への放射能の蓄積はほとんど見られなか

った。興味深いことに、三叉神経と脳幹にも放

射能が観察されており、これは経鼻投与におけ

る代替吸収経路となる可能性があることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 17  PET/CT 

64 Cu で標識されたエクソソームは投与後

1 時間で主に鼻腔に観察され、投与後 3 時

間では鼻腔と嗅球に観察された（矢印） 

食道でも、一定量の 64 Cu で標識された

エクソソームが観察された（矢頭） 

図 18  オートラジオグラフィー

の定性画像 
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また、PKH26 染色を用いてエクソソームの脳内分布も解析した。定量分析の

結果、嗅神経内に PKH-26 陽性細胞が有意に存在することが明らかになり、嗅

神経細胞の約 7.3%が PKH-26 の取り込みを示した（図 20）。図 20 の＊＊は p 

< 0.01 を示している。 

PKH26 標識エクソソームは、血管内皮細胞およびミクログリア内に同定され

た（図 21）。 

 

 

 

図 19  オートラジオグラフィー

によるエクソソーム分布の定量化

結果 

64 Cu で標識されたエクソソームは

投与後 3 時間で嗅球に多く観察さ

れた 

大脳にも蓄積がみられ、脳幹や三

叉神経にも観察された 

図 20 PKH26 で標識したエクソソ

ームの脳内分布画像（上）とその

定量解析結果（下） 

嗅神経の常在細胞の約 7％が

PKH26 シグナルを示した 
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図 21 PKH26 と ICAM1

（上）、PKH26 と Iba-1

（下）の共免疫組織化学

染色 

PKH26 標識エクソソーム

は大脳の血管内皮細胞お

よびミクログリア内にも

取り込まれていたことが

示唆された 
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考察 

 

本研究では、間葉系幹細胞由来のエクソソームを経鼻投与することで神経炎症

が軽減され、くも膜下出血後の空間認知記憶障害が抑制されることを示した。

エクソソームは嗅神経と三叉神経を介してくも膜下出血による損傷脳に吸収さ

れ、ミクログリア細胞と内皮細胞に取り込まれたことが示唆された。 

短期および長期の記憶障害を含む認知機能障害は、くも膜下出血を乗り越え生

存した患者にとって最も重大な後遺症である。ヒトと動物モデルの両方におい

て、海馬 CA1 領域の損傷がこれらの症状の原因であると考えられている(Han 

et al., 2014) (Sasaki et al., 2016) (Takata et al., 2008)。 

CA1 ニューロンが急性損傷に対して本質的に脆弱であることに加え、最近のエ

ビデンスでは、ミクログリアの炎症反応も神経細胞死に寄与し、最初の損傷か

ら 1～3 日後に起こる可能性が示唆されている(Chen et al., 2023a, Chen et al., 

2023b) (Fang et al., 2024)。間葉系幹細胞由来のエクソソームは、さまざまな

神経疾患において海馬損傷を軽減することが示されている。その機序としては

抗アポトーシス作用、アストロサイトおよびミクログリアの不活性化、血液脳

関門の完全性の維持、神経新生の促進、シナプス形成の促進など、複数の機序

が報告されている(Chen et al., 2023b) (Yang et al., 2022) (Zhao et al., 2020)。

我々の研究結果は過去の報告と一致しており、エクソソームがグリア細胞やミ

クログリアに対して強力な抗炎症作用を発揮し、CA1 損傷を回復させることを

示唆している。また、エクソソーム群において皮質ニューロンが維持されてい

ることも明らかになった。これらはくも膜下出血患者の認知機能の維持にも寄

与する可能性がある。 

 

経鼻投与は、脳への薬物送達の有望な経路としてますます認識されている。経

鼻投与と静脈内投与における間葉系幹細胞由来エクソソームの有効性を比較し

た研究もいくつかある。興味深いことに、ほとんどの研究で、経鼻投与後のエ

クソソームは静脈内移植後と比較して脳内で有意に多く存在することが明らか

になっている(Betzer et al., 2017) (Bonafede et al., 2020) (Ioannides et al., 

2020) (Liang et al., 2020) (Perets et al., 2018) (Tolomeo et al., 2023)。静脈内移

植されたエクソソームは肝臓や脾臓に蓄積する傾向があるが、鼻腔内投与され

たエクソソームは主に脳に集中することが示唆されている(Liang et al., 2020)。

本研究でも脳にエクソソームが分布しており過去の報告と一致した結果となっ

ている。過去の報告では IRDye® 800CW という蛍光物質により標識したエク

ソソームの鼻腔内投与により、投与後 30 分ほどで脳全体でエクソソームを検

出できたとの報告がされている(Thomi et al., 2019)。しかし本研究ではＰＥＴ

／ＣＴによる評価でエクソソームは経鼻投与 1 時間後には頭蓋内分布すること

が確認できず、3 時間後に嗅球に分布することが示唆された。過去の研究はＥx 
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vivo での研究であり、ＰＥＴ／ＣＴの評価のエクソソームの検出閾値は Ex vivo

の評価と比べ劣っている可能性はある。 

経鼻投与には、細胞内経路と細胞外経路という 2 つの異なる経路が関与するこ

とが報告されている(Dhuria et al., 2010)。細胞内経路は、嗅覚感覚ニューロン

または三叉神経ニューロンへのエンドサイトーシスに続き、軸索に沿って篩骨

板を通って嗅神経または直接橋へとニューロン内輸送される。以前の研究で

は、アルツハイマー病のマウスモデルに経鼻投与された PKH26 標識間葉系幹

細胞由来エクソソームの大部分が、未熟な嗅覚感覚ニューロン層に蓄積し、そ

の後、脳の深部領域へと輸送されることが示唆されている(Ma et al., 2020)。た

だし、軸索輸送やニューロン内の輸送に関して詳細な機序を明らかにするよう

な研究は狩猟しえる限りみつからなかった。一方、細胞外経路には、鼻粘膜下

の毛細血管への吸収を介して全身循環に入る血管内経路や、嗅神経細胞周囲の

細胞間溝から脳脊髄液に入り脳間質腔、脳室周囲腔に入り込む込む経路や、同

様の機序で脳脊髄液に入った後、脳のリンパ系として機能している血管周囲腔

に分布し、脳動脈の拍動による起こる血管周囲ポンプ作用によって脳全体に分

布する経路が考えられる(Dhuria et al., 2010)。細胞外経路に関しても細胞間

溝、血管内、血管周囲腔、脳間質腔、脳室周囲腔いずれの分布に関しても詳細

な機序を明らかにした研究を狩猟できなかった。細胞内経路・細胞外経路とも

にエクソソームの分布経路に関しては今後の知見の蓄積が期待される。 

本研究では、嗅球の強く集積と大脳の血管壁に標識されたエクソソームが大量

に存在した経緯から、細胞外経路よる輸送が示唆される。さらに、エクソソー

ムがミクログリアに取り込まれることが観察できたが、これは Betzer らの研究

結果と一致している(Betzer et al., 2017)。Betzer らは、金ナノ粒子を使用して

鼻腔内投与されたエクソソームを追跡し、移植後 24 時間まで、特に炎症部位

の周囲でエクソソームの蓄積が継続的に増加することを観察し、本研究ではそ

の結果と一致した。  エクソソームの蓄積が炎症によって引き起こされること

を考えると、鼻腔内投与は炎症を特徴とする急性脳疾患を緩和するのに理想的

な方法である可能性がある。( Rohden et al., 2021 )。 

これまでくも膜下出血に対するエクソソームの経鼻投与の研究は存在しなかっ

た。本研究がくも膜下出血に対するエクソソームの経鼻投与が神経機能の改善

や神経炎症の抑制をすることを示した初めての報告である。また先に述べたよ

うに金ナノ粒子などで頭蓋内のエクソソーム移行を示した研究は存在したが、

PET/CT やオートラジオグラフィーを使用して定量的および脳神経を含めてエ

クソソームの分布を示した研究は本研究がはじめてである。今回の研究によ

り、In vivo や Ex vivo でのエクソソームの頭蓋内分布が定量的・経時的および

詳細に観察できることが示唆され、今後のエクソソーム研究への応用が期待さ

れる。 
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本稿には考慮すべき限界がいくつかある。第一に、エクソソームが消化管や他

の臓器から吸収され、全身循環を経て神経炎症やアポトーシスを抑制した可能

性が排除できない。PET/CT にて食道に一定量のエクソソームが検出されたた

ためである。投与された液体の総量が多すぎた可能性があり、十分な吸収のた

めに量と投与時間・投与期間を最適化する必要がある。第二に、本研究はエク

ソソームが早期脳損傷に及ぼす影響に焦点を当てていたため、7 日間を超える

神経学的障害を追跡することはできなかった。しかしながら、機能回復をより

包括的に理解するには、より長期的なモニタリングが不可欠である。第三に、

抗炎症効果をもたらすエクソソームの具体的な内容を完全に解明することはで

きなかった。microRNA の一種である microRNA125a-3p は好中球の活性化を

抑制し、抗炎症に寄与することが以前に報告されている(Morishima et al., 

2024)。本研究では、エクソソーム内の microRNA などの含有物の、ミクログ

リアの不活性化等に対して効果を研究するまでには至らなかった。作用機序を

完全に解明するには、さらなる実験が必要である。  
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結論 

 

本研究全体から得られた新知見 

・くも膜下出血の動物モデルで、エクソソームの経鼻投与が海馬 CA1 領域の

神経細胞死の抑制や、神経炎症の抑制に寄与することを初めて示した。 

・経鼻投与されたエクソソームが嗅球内に観察されることを PET/CT により初

めて示した。 

・経鼻投与されたエクソソームが嗅球のみならず三叉神経や脳幹、および大脳

にも検出されることをオートラジオグラフィーで初めて示した。 

新知見の意義 

海馬 CA1 領域の神経細胞死を抑制したことから、くも膜下出血を乗り越え生

存した患者にとって最も重大な後遺症である認知機能障害に対し、くも膜下出

血早期における間葉系幹細胞由来のエクソソームの経鼻投与が新たな治療選択

肢になる可能性がある。また本研究では生体内でのエクソソームの頭蓋内移行

性の定量的な評価に PET/CT が非常に有用であることを示唆した。またオー

トラジオグラフィーにより脳や脳神経のエクソソームの分布がより詳細に把握

することができることが示唆されたため、エクソソームの頭蓋内分布の機序が

より詳細になるための手法としてオートラジオグラフィーが有用であることが

示唆された。これらが神経疾患に対するエクソソーム研究が今後進歩するため

の大きな福音になる可能性がある。 

今後の研究の展望 

本研究では、間葉系幹細胞由来のエクソソーム、特に羊膜由来の間葉系幹細胞

由来のエクソソームの神経炎症抑制効果が示唆されており、microRNA などの

エクソソーム含有物に注目した、その分子機序が同定されることを期待する。 

PET/CT やオートラジオグラフィー、および PKH26 などの標識物質を使用する

ことで定量的にエクソソームの頭蓋内分布が測定可能なため、より頭蓋内移行

性が高いエクソソームの開発の研究が進むことを期待する。 

今後の課題 

本研究では、神経炎症抑制効果を十分に発揮するためのエクソソームの適切な

投与回数や間隔、用量などを明らかにはしていないため、これらが今後の課題

になると思われる。 

またヒトへのエクソソーム投与を臨床応用する際には、今回の研究により採取

したエクソソーム量よりもはるかに大きな量の採取が必要になると思われる。

品質を維持したまま大量にエクソソームを採取する手法の確立などが課題にな

ると思われる。 
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