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　前課題（R6 SB-1-8）において、脊髄損傷（SCI）に対する
骨髄間葉系幹細胞由来細胞外小胞（MSC-EV）静注療法
とリハビリテーション併用療法が、単独療法を上回る運動機
能回復を示すことを明らかにした。しかし、この相乗効果を
支える分子基盤は未解明であった。本研究では、リハビ
リテーションによって循環血中に誘導される細胞外小胞
（Reha-EV）に着目し、①Reha-EV/MSC-EV内包タンパク
質・miRNAの網羅的同定、②Reha-EV/MSC-EVの標的
細胞への生物活性評価、③前課題で得たMSC-EVデータ
との統合解析によるMSC-EVとReha-EVの相互作用経路
の同定と検証を行い、併用療法の相乗機序を解明すること
を目的とした。

　以下の3つの解析を実施した。
【計画1: EV内包分子プロファイリング】ラットMSCを無血清
培地で培養し、Tangential Flow Filtration（TFF）濃
縮後、サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）にてMSC-EVを
精製した。またラットにトレッドミルリハビリを負荷し、血漿から
SECにてReha-EVを精製した。安静ラット血漿由来EV

（PSEV）をコントロールとし、LC-MS/MSによるプロテオーム
解析およびmiRNA-seq（miRDeep2）によるmiRnome解
析を実施した。

【計画2: 標的細胞機能評価】(i) ラット骨髄由来初代培養
M2マクロファージにMSC-EVまたはPSEVを添加し、RNA-
seqにて遺伝子発現変動を解析した。(ii ) ラット初代培養
神経細胞にH2O2酸化ストレスを負荷後、MSC-EVまたは
PSEVを投与しRNA-seqを実施した。(iii) SCIラット病変部
からFACSにてマクロファージ/ミクログリアをソーティングし、
in vivo RNA-seqを実施した。差次発現解析はDESeq2を
用いた。

【計画3: 統合オミクス解析】DESeq2で同定したDEGおよ
びmiRNA標的予測（multiMiR）に対し、clusterProfiler

（GO/KEGG ORA・GSEA）、ReactomePAによるパスウェイ
解析を実施し、MSC-EVとReha-EVが共通・相補的に制
御する分子経路を同定した。さらにSCIモデルラットでのin 
vivo検証（BBBスコア、免疫組織化学、Western blot）を
行った。

【計画1の成果】Reha-EVのプロテオーム解析では、PSEV
との比較において、神経可塑性に直接関与するタンパク質
の有意な変動は乏しかった。一方、miRNA-seqでは7種の
miRNAが同定された。それらmicroRNAの標的にはシナ
プスリモデリング関連遺伝子が含まれ、Reha-EVの生物学
的機能はタンパク質ではなくmiRNAカーゴが主として担っ
ていることが示された。MSC-EVのプロテオーム解析では
129タンパク質が有意に変動し（FDR<0.05）、ECM構成分
子、免疫調節因子、ECMリモデリング酵素が濃縮されてい
た。miRNA-seqでは45種のmiRNAが濃縮され、神経可
塑性関連経路を広範に制御することが判明した。重要な発
見として、両EVで共通して上昇するmiRNAが存在し、特
に神経可塑性に関わる分子に両EV由来の複数miRNA
から収束的に抑制されることが示された。

【計画2の成果】(i) In vitro M2マクロファージ実験では、
MSC-EV添加により1,564遺伝子が上昇、1,445遺伝子が
低下した。MSC-EV濃縮miRNAの標的遺伝子と実際に
発現低下した遺伝子の重複解析から101遺伝子が直接的
miRNA標的として同定され、Col1a1, Col5a1-3, Fn1等
のECM関連遺伝子が含まれていた。すなわち、MSC-EV
はmiRNAを介してM2マクロファージの線維化プログラムを
直接的に抑制することが明らかとなった。(ii) 神経細胞の
H2O2酸化ストレスモデルでは、PSEV群で91遺伝子が有
意な変化を示したのに対し、MSC-EV投与群ではわずか11
遺伝子にまで回復し、損傷の約88%が正常化するという顕
著な効果が認められた。MSC-EVの最も特徴的な作用とし
て、鉄ホメオスタシス制御を介した抗フェロトーシス効果が挙
げられた。加えて、I型インターフェロン応答遺伝子群の活性
化による損傷細胞のクリアランス促進、細胞生存促進、さら
にH2O2で停止した細胞周期遺伝子の回復が認められた。
(iii) SCIラット病変部のin vivoマクロファージ/ミクログリア
RNA-seqでは、PSEV群と比較し、MSC-EV群で抗炎症性
代謝リプログラミング、脱髄抑制、炎症性シグナルの抑制が
確認された。

【計画3の成果】統合オミクス解析の結果、MSC-EVは神
経可塑性・再生に関わるPathwayを広範に制御するのみ
ならず、マクロファージを介した線維化抑制や免疫調整によ
り損傷部の微小環境を大きく改変し、神経再生が起こりや
すい環境を整えていることが明らかとなった。一方、Reha-
EVはmiRNAを介して、シナプスリモデリングに大きく関与し
ていることが示された。両EVを通じて神経可塑性に関わる
Pathwayが計5つの共通miRNAから収束的に抑制され、
この経路の最大活性化による軸索再生促進が最大の共
通接点として同定された。さらにSCIモデルのin vivo検証
では、損傷70日後の免疫組織化学において、MSC-EV投
与群の病変部周囲に集積するマクロファージに発現する
Fibronectinの量がPSEV群と比較して明らかに減少して
おり(図1参照)、病変部全体のFibronectin及びCollagen 
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　本研究ではMSC-EVの治療メカニズムとReha-EVの分
子プロファイルを解明したが、Reha-EVの神経細胞への
直接作用やin vivoでの検証は未完了である。今後はシン
グル核RNA-seqや空間トランスクリプトーム解析を導入し、
MSC-EVおよびReha-EVが作用するニューロンやマクロフ
ァージ/ミクログリアの亜型を同定し、各亜型における分子学
的変化を高解像度で解明する。また、Reha-EVやMSC-EV
によって誘導される神経可塑性をウイルスベクター（AAV等）
による神経回路トレーシングを用いてin vivoで可視化・検証
することが必要である。一方、臨床応用に向けた基盤となる
基礎データは本研究で概ね整いつつある。今後は、ニプロ
株式会社との連携のもと、MSC-EVの量産体制の構築、
ソース細胞（自家/他家MSC）の選定と品質管理基準の策
定を進め、臨床研究への橋渡しを加速させる。

今後の展望

I沈着もWestern blotにて有意な減少が確認された。これ
らの結果はin vitroで示されたMSC-EVによるマクロファー
ジの抗線維化リプログラミングがin vivoでも機能しているこ
とを裏付けるものであり、MSC-EV群では最も顕著な瘢痕
減少と運動機能回復（BBBスコア）が認められた。

図 1. SCI 後 70 日における病変部周囲の CD206 陽性 M2 マクロファージ（赤）と Fibronectin（FN1; 緑）の免疫組織化学染色。
PSEV 群（a–a2*）では、病変部周囲に集積する CD206 陽性マクロファージと FN1 が広範に共局在し、顕著な FN1 沈着が
認められた。一方、MSC-EV 群（b–b2*）では、CD206 陽性マクロファージは存在するものの FN1 の発現・沈着が明らか
に減少しており、MSC-EV がマクロファージによる FN1 産生を抑制し線維性瘢痕形成を軽減することが示された。下段は上
段白枠部の高倍率像。スケールバー : 上段 500 μ m、下段 50 μ m。


