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図1．炭酸アパタイトナノ粒子によるエクソソームの利用効率の改善
ルシフェラーゼ搭載エクソソームを取り込んだ初代培養肝細胞
のルシフェラーゼ活性を、培養上清中に添加したエクソソーム
の総ルシフェラーゼ活性に対する相対値として示す。

「傷害肝の修復・再生を促進する新規治療法の開発」

【研究概要】

　コラーゲンをはじめとする細胞外マトリックスは、組織や臓器の形態保持や創傷治癒・組織修復において重要な役割を演じている。しかし

ながら、各種の細胞ストレスにより慢性炎症が惹起されると組織に過剰のマトリックス成分が沈着し、諸臓器の線維化が引き起こされる。臓器

線維症は多くの生活習慣病に合併し、癌の発生母地としても重要な病因的意義を有する。例えば、肝臓病学の分野ではメタボリック症候群の

肝臓表現型である非アルコール性脂肪肝炎の患者が急増し、高率に肝硬変･肝癌へ進展することから、ウイルス性肝炎に替わる新たな問題

となっている。また、糖尿病性腎症や慢性糸球体腎炎による腎線維化は透析患者数の増加と医療費の高騰を招き、医学的な重要課題であ

るとともに医療経済的問題を招いた。さらに、肺線維症は原因不明の特発性肺線維症のみならず、抗癌剤・放射線治療の副作用や環境中

有害物質によってももたらされるなど、社会的関心も高い。

　本研究プロジェクトは、各種の細胞ストレスが引き起こす臓器線維症の発症と進展機序の解明に系統的かつ臓器横断的に取り組み、新た

な診断・治療法の開発に向けての分子基盤を構築することを目的とする。これまでの研究により、傷害肝細胞の修復と再生を促す新規のエク

ソソーム内包分子として Opioid growth factor receptor-like 1 (OGFRL1) を同定し、産学連携の元で特許出願を行った。また、エクソソー

ム指向性タグを有するXPackベクターにOGFRL1 cDNAをクローニングし、OGFRL1搭載エクソソームの in vitroでの高産生系の確立にも成

功した。これらの研究成果を受けて、2021年度はOGFRL1搭載エクソソームの表面に新たな修飾を施し、投与効果の向上とともに副作用の

軽減を目指した。その結果、炭酸アパタイトナノ粒子を用いた修飾がエクソソームの細胞への取り込みやサイトゾルへの移行など、利用効率

を改善させることを見出した。また、エクソソーム表面にガラクトース側鎖を用いた修飾を行うことで、肝細胞への指向性を向上させることも明

らかにした。

【研究成果】

1）モニタリング用エクソソームの作製：

エクソソームの利用効率や細胞内局在を評価するため、ルシフェラーゼ

または mCherry/EGFP 融合タンパク質を内包するモニタリング用エクソ

ソームを作製した。ルシフェラーゼ発現プラスミドを導入した HEK293T

細胞から分泌されたエクソソームには、導入24時間後をピークにルシフェ

ラーゼ活性が確認された。また、mCherry/EGFP 発現プラスミドを導入

した HEK293T 細胞の細胞質と培養上清中のエクソソーム分画には、両

蛍光の共局在が確認された。

2）炭酸アパタイトナノ粒子修飾による利用効率の改善：

上記のルシフェラーゼ搭載エクソソームに対して炭酸アパタイトナノ粒子

による修飾を行い、マウス初代肝細胞の培養上清に添加もしくはマウスに

静脈投与した。その結果、未修飾のルシフェラーゼ搭載エクソソームを

培養上清に加えた場合に比して、炭酸アパタイトナノ粒子による修飾はルシフェラーゼ活性を有意に増加させた（図 1）。また、初代培養肝細

胞にmCherry/EGFP搭載エクソソームを添加した検討では、炭酸アパタイトナノ粒子による修飾は未修飾のエクソソームを投与した場合に比

してmCherry/EGFPを共発現するエクソソームを増加させ、エクソソーム内包物質がリソソームに移行する前にサイトゾルへと脱出することが

示唆された（図 2）。さらに、ルシフェラーゼ搭載エクソソームをマウスに静脈投与すると、3 時間後の肝組織におけるルシフェラーゼ活性は

炭酸アパタイトナノ粒子を用いた修飾により有意に増加した。

3）ガラクトース鎖修飾による肝細胞指向性の向上：

肝実質細胞への指向性を付加するため、ポリ -L- リジン主鎖にガラクトース側鎖を結合させた Plys-LA を用いてエクソソームの修飾を行い、

共焦点レーザー顕微鏡を用いてその効果を in vitroならびに in vivoにおいて検討した。その結果、初代培養肝細胞に取り込まれたエクソソー

ム数は、Plys-LA 修飾により増加した。また、マウスに静脈投与を行った検討では、未修飾エクソソームの大部分が F4/80陽性のクッパー細

胞内に観察されたのに対して、Plys-LA修飾は肝実質細胞に取り込まれるエクソソーム数を有意に増加させた（図3）。
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図２．炭酸アパタイトナノ粒子によるエクソソームのサイトゾルへの移行
mCherry/EGFP 搭載エクソソームを未修飾（A）もしくは炭酸アパ
タイトナノ粒子と混合（B）した上で、初代肝細胞の培養上清中に
添加した。上段の写真中の白枠を拡大して、リソソームマーカーで
ある Lamp1 の免疫蛍光染色とともに下段に示す。

図３．ガラクトース鎖修飾による肝細胞指向性の向上
蛍光標識したエクソソームを未標識（Control）、ガラクトース鎖修
飾（Plys-LA）、あ る い は N- ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 修 飾
（Plys-GlcNac）を行った上で、マウスに静脈投与した。3 時間後に
摘出した肝組織中において、全肝実質細胞に対するエクソソームを
取り込んだ肝実質細胞の割合を示す。N.S., not significant.

【今後の展望】

　エクソソームは、標的細胞に治療分子を送達する天然のキャリアーとしての利用が注目されている。しかしながら、エクソソームの細胞内取り

込み効率の低さや、エクソソーム内包物質のサイトゾル放出性の低さによる効果の減弱、さらには標的細胞以外への送達による副作用の懸念

など、DDS キャリアーとしての利用には未だ多くの課題が残されている。今回の検討により、エクソソーム表面に修飾を行うことで、利用効率の改

善とともに肝細胞への指向性が付加された。これらの所見は、線維肝組織の肝細胞に対して再生促進因子を送達する新たなエクソソーム治療

の開発に繋がる可能性を示すものである。


