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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　軟骨細胞へ分化中の脂肪由来幹細胞由来のエキソソームを有効成分として含む軟骨細胞
への分化誘導または軟骨組織再生用組成物であって、
　前記軟骨細胞へ分化中の脂肪由来幹細胞は、前軟骨凝縮（ｐｒｅｃａｒｔｉｌａｇｅ　
ｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ）が現れる時期から軟骨細胞に分化した状態になる直前までの
時期の細胞を意味する、軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生組成物。
【請求項２】
　前記脂肪由来幹細胞は、ヒトまたは動物由来の幹細胞である、請求項１に記載の軟骨細
胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物。
【請求項３】
　請求項１または請求項２に記載の組成物を含む軟骨細胞への分化誘導用培地組成物。
【請求項４】
　前記培地組成物は、エキソソームが１～１００μｇ／ｍＬの濃度で含まれるものである
、請求項３に記載の軟骨細胞への分化誘導用培地組成物。
【請求項５】
　請求項１または請求項２に記載の組成物を含む軟骨組織再生用注射剤。
【請求項６】
　前記注射剤は、エキソソームが１～１０００μｇ／ｍＬの濃度で含まれるものである、
請求項５に記載の軟骨組織再生用注射剤。
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【請求項７】
　請求項１または請求項２に記載の組成物を含む軟骨疾患治療用薬剤学的組成物。
 
 
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソームを有効成分として含む
軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物、前記組成物を含む軟骨細胞への分化
誘導用培地組成物、軟骨組織再生用注射剤、軟骨疾患治療用薬剤学的組成物および軟骨疾
患の治療方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
軟骨組織の特性上、広い範囲が損傷した場合、自然治癒による組織再生が難しいので、人
工関節、関節軟骨成形術、微細穿孔術などの外科的手術による治療が行われてきた。しか
し、従来の方法は、切開による傷痕が残り、耐久性に劣る繊維軟骨への再生であり、困難
な施術方法に比べて治療効果が劣るという問題点を有している。したがって、手術過程が
簡便で迅速な治療効果を出すハイドロゲルを用いた注射剤であり、ヒアルロン酸のアルキ
レンジアミン架橋物ハイドロゲルを用いた関節内投与用注射液（特許文献１）、コラーゲ
ンとヒアルロン酸が含まれる軟骨組織修復用組成物（特許文献２）、クロドロン酸および
ヒアルロン酸を含む骨関節炎の治療用薬学的製剤（特許文献３）などが開発された。しか
し、前記方法は、一時的な痛みの軽減はできるが、軟骨組織への再生誘導には不十分な点
があるため、軟骨組織への分化を助ける有効因子が必要である。
【０００３】
　現在、細胞を用いた治療法の場合、体外で培養された細胞を再び欠損部位に移植して軟
骨組織の再生を誘導する方法として、自家軟骨細胞（特許文献４）、臍帯由来幹細胞（特
許文献５）などを用いた治療方法が開発された。しかし、自家軟骨細胞治療剤の場合、損
傷した部位が大きいとき、患者から採取して培養された細胞だけでは治療には限界があり
、移植手術までに基本的に２度にわたる手術による患者の苦痛と経済的負担が大きい。幹
細胞治療の場合、一般的に、臍帯血、脂肪組織、滑膜、筋肉などの幹細胞を用いた細胞治
療が行われているが、採取部位に応じた細胞数と分化能の差異、体外培養時の細胞の脱分
化による細胞表現型の変化、体内移植後の軟骨細胞への低い分化率と、細胞肥厚と関連す
る遺伝子発現により細胞死滅とともに血管の浸透誘発から軟骨細胞の石灰化をもたらすと
いう問題点がある。
【０００４】
　このように、従来技術では、患者から得られた軟骨細胞や成体幹細胞を体外で培養し、
ハイドロゲルに分散させた後、再び欠損部位に移植する方法で治療を行った。直接細胞を
注入するため、正常の軟骨に近い組織を再生させることができるが、細胞を得るための不
可欠な手術過程と体外培養工程の難しさ、損傷組織部位の大きさによる細胞数の限界、体
内における低い分化率の問題点を有している。また、一度の投与では、一時的な痛みの減
少と関節の運動性を増加させることはできるが、最終的に損傷した軟骨組織の再生には困
難があった。
【０００５】
　そこで、本発明者らは、従来の問題を解決するために、軟骨細胞に分化される幹細胞か
らエキソソームのみを分離し、分離したエキソソームを含む組成物の軟骨再生効果を確認
して、本発明を完成した。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
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【特許文献１】韓国公開特許第２０１３－００２８０１２号公報
【特許文献２】韓国登録特許第１２７９８１２号公報
【特許文献３】韓国公開特許第２００８－００８２６５７号公報
【特許文献４】韓国公開特許第２０１３－００７２９８３号公報
【特許文献５】韓国公開特許第２０１３－０００９６５１号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
本発明の目的は、軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソームを有効成分として
含む軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物を提供することである。
【０００８】
　本発明の他の目的は、前記軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物を含む軟
骨細胞への分化誘導用培地組成物を提供することである。
【０００９】
　本発明のさらなる目的は、前記軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物を含
む軟骨組織再生用注射剤を提供することである。
【００１０】
　本発明のさらなる目的は、前記軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物を含
む軟骨疾患治療用薬剤学的組成物を提供することである。
【００１１】
　本発明のさらなる目的は、前記軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物の治
療的に有効な量を哺乳動物に投与する段階を含む軟骨疾患の治療方法を提供することであ
る。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
前記のような目的を達成するために、本発明の一実施例は、軟骨細胞に分化されている幹
細胞由来のエキソソームを有効成分として含む軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生
用組成物を提供する。
【００１３】
　本発明で使用される用語、「軟骨細胞に分化されている幹細胞」とは、図１のように軟
骨細胞に分化中の幹細胞を意味する。これから、軟骨細胞の遺伝情報、タンパク質、成長
因子を含有しているエキソソームを分離することができる。
【００１４】
　具体的には、幹細胞が軟骨細胞に分化するとき、細胞の形状および特性が変化するが、
このときエキソソームを分離するのである。したがって、通常の幹細胞からエキソソーム
を分離することと異なるとみることができる。
【００１５】
　本発明で使用される用語、「エキソソーム（ｅｘｏｓｏｍｅ）」とは、様々な種類の細
胞から分泌される膜構造の小胞体で、他の細胞および組織に結合して膜の構成要素、タン
パク質、ＲＮＡを伝達するなど、様々な役割をすることが知られている。
【００１６】
　前記軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソームは、幹細胞の基本的な特性を
有することができ、軟骨分化の際の重要な成長因子、様々な生体活性タンパク質および遺
伝子情報などを含有することができる。
【００１７】
　前記エキソソームは、当業界に知られているエキソソーム分離方法を用いて製造するこ
とができ、例えば、
　１）幹細胞を増殖する段階；
　２）前記増殖された幹細胞を軟骨細胞に分化させる段階；および
　３）軟骨細胞に分化されている幹細胞からエキソソームを分離および精製する段階；を
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含む方法を用いることができる。
【００１８】
　前記「軟骨細胞への分化誘導」とは、幹細胞（ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ）が軟骨細胞に分化
（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ）されるように誘導することを意味することができる
。
【００１９】
　前記「軟骨組織再生」とは、損傷した軟骨組織を復元したり、または不足している軟骨
組織の生成を誘導して軟骨組織を再生（ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ）することを意味する
ことができる。
【００２０】
　前記軟骨細胞に分化されている幹細胞は、軟骨細胞に分化可能な成体幹細胞であっても
よい。
【００２１】
　前記軟骨細胞に分化可能な成体幹細胞は、骨髄幹細胞、臍帯血幹細胞または脂肪由来幹
細胞であってよく、例えば、脂肪由来幹細胞であってもよい。
【００２２】
　前記骨髄幹細胞、臍帯血幹細胞または脂肪由来幹細胞は、ヒト、動物または植物由来の
幹細胞であってもよい。
【００２３】
　本発明による軟骨再生用組成物は、効果的な軟骨再生のための効能物質として軟骨細胞
に分化する幹細胞由来のエキソソームを使用するという点で従来技術と差別性がある。分
離、精製されたエキソソームに担持された細胞の増殖および分化に関する様々な成長因子
によって効果的に持続可能な軟骨組織の再生がなされ、従来の自家軟骨細胞や成体幹細胞
の体外細胞培養の問題点、繊維軟骨への再生、または細胞死滅による組織の石灰化などの
問題を解決することができる。
【００２４】
　本発明による軟骨細胞に分化される期間中に分離された幹細胞由来のエキソソームは、
幹細胞の特性を有するだけでなく、軟骨細胞への分化に関する活性因子だけを効果的に伝
達し、副作用を最小化しながら、既存の幹細胞を用いた治療のような効果を期待すること
ができる。
【００２５】
　本発明による軟骨細胞に分化される期間中に分離された幹細胞由来のエキソソームは細
胞から分泌される生体膜小胞体である。また、細胞膜と類似の脂質構造を持っているので
、体内に注入されたとき周りの細胞への吸収率に優れ、効能物質の迅速な伝達に軟骨組織
の効果的な再生誘導が可能である。
【００２６】
　本発明の他の具体例は、前記軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物を含む
軟骨細胞への分化誘導用培地組成物を提供する。
【００２７】
　前記培地組成物は、エキソソームが１～１００μｇ／ｍＬの濃度、具体的には１～６０
μｇ／ｍＬの濃度、例えば５０μｇ／ｍＬの濃度で含まれてもよいが、これに限定されな
い。
【００２８】
　前記軟骨細胞への分化誘導用培地組成物は、幹細胞を軟骨細胞に分化させるためにデキ
サメタゾン（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ）、インスリン（ｉｎｓｕｌｉｎ）、アスコル
ビン酸（ａｓｃｏｒｂａｔｅ）、軟骨形成成長因子であるＩＧＦ（Ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉ
ｋｅ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ）、およびＴＧＦ－β１（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒβ１）などの分化誘導物質をさらに含むことができるが、
これに限定されない。
【００２９】
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　本発明のさらなる具体例は、前記軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物を
含む軟骨組織再生用注射剤を提供する。
【００３０】
　前記注射剤は、リン酸緩衝食塩水（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉ
ｎｅ、ＰＢＳ）をさらに含むことができる。すなわち、前記注射剤は、リン酸緩衝食塩水
に軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物を担持して使用することができる。
【００３１】
　前記注射剤は、リン酸緩衝食塩水の代わりにハイドロゲルを含むことができる。
【００３２】
　前記ハイドロゲルは、ヒアルロン酸、ゼラチン、アルギン酸塩、キトサン、フィブリン
、エラスチン、コラーゲン、およびメチルセルロースから構成された群から選択されたい
ずれか１つ以上であってもよく、具体的にヒアルロン酸ハイドロゲルであってもよいが、
これに限定されない。
【００３３】
　前記注射剤は、エキソソームが１～１０００μｇ／ｍＬの濃度、具体的には１０～９０
０μｇ／ｍＬの濃度で、より具体的には１０～８００μｇ／ｍＬの濃度、例えば５００μ
ｇ／ｍＬの濃度で含まれてもよいが、これに限定されない。
【００３４】
　前記注射剤は、ラット、マウス、家畜、人間などの哺乳動物の軟骨などの損傷部位に注
射して投与することができる。
【００３５】
　本発明による軟骨再生用組成物は、注射剤組成物として体内注入が容易であるため、手
術時間とコストの面で経済的であり、これにより患者の苦痛、後遺症と経済的負担を軽減
してくれる。また、幹細胞が軟骨細胞に分化されるとき分離されたエキソソームには細胞
外基質誘導体、細胞の増殖および分化に関連する様々の成長因子が含まれており、損傷し
た軟骨組織の効果的な再生誘導が可能である。したがって、一度の施術で長期的な効果を
期待することができ、持続的な効果を得るために周期的に施術をしなければならなかった
既存の問題点を克服することができる。
【００３６】
　本発明のさらなる具体例は、前記軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物を
含む軟骨疾患治療用薬剤学的組成物を提供する。
【００３７】
　本明細書で使用される用語、「軟骨疾患」は、軟骨組織の損傷に由来する軟骨疾患であ
ってもよく、具体的には骨関節炎、変形性関節症、軟骨形成異常症、退行性関節炎、リウ
マチ性関節炎、骨軟化症、繊維性骨炎および無形成骨疾患から構成される群から選択され
たものであってもよいが、これらに限定されない。
【００３８】
　本明細書で使用される用語、「軟骨疾患の治療」は、軟骨疾患治療用組成物を関節内注
射して、損傷した軟骨を再生することにより、軟骨組織の損傷が治療されることを意味す
ることができる。
【００３９】
　前記具体例による薬学的組成物は、経口または非経口の様々な剤形であってもよい。製
剤化する場合には、通常使用される充填剤、増量剤、結合剤、湿潤剤、崩解剤、界面活性
剤などの希釈剤または賦形剤を使用して調製される。経口投与のための固形製剤には、錠
剤、丸剤、散剤、顆粒剤、カプセル剤などが含まれ、このような固形製剤は、一つ以上の
化合物に少なくとも一つ以上の賦形剤、例えば、澱粉、炭酸カルシウム、スクロース（ｓ
ｕｃｒｏｓｅ）またはラクトース（ｌａｃｔｏｓｅ）、ゼラチンなどを混ぜて調製される
。また、単純な賦形剤以外にステアリン酸マグネシウム、タルクなどの潤滑剤も使用され
る。経口投与のための液状製剤としては、懸濁剤、内用液剤、乳剤、シロップ剤などが該
当するが、よく使用される単純希釈剤である水、リキッドパラフィン以外に様々な賦形剤
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、例えば湿潤剤、甘味剤、芳香剤、保存剤などが含まれてもよい。非経口投与のための製
剤には、滅菌された水溶液、非水性溶剤、懸濁剤、乳剤、凍結乾燥製剤、坐剤が含まれる
。
【００４０】
　前記具体例による薬学的組成物は、非水性溶剤、懸濁溶剤としてはプロピレングリコー
ル（ｐｒｏｐｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ）、ポリエチレングリコール、オリーブオイルの
ような植物性油、オレイン酸エチルのような注射可能なエステルなどが使用されてもよい
。坐剤の基剤としては、ウイテプゾール（ｗｉｔｅｐｓｏｌ）、マクロゴール、ツイン（
ｔｗｅｅｎ）６１、カカオ脂、ラウリン脂、グリセロゼラチンなどが使用されてもよい。
【００４１】
　前記具体例による薬学的組成物の投与形態は、それらの薬学的に許容可能な塩の形態で
も使用することができ、また、単独で、または他の薬学的活性化合物と結合だけでなく、
適切な集合で使用することができる。前記塩としては、薬学的に許容されるものであれば
特に限定されず、例えば、塩酸、硫酸、硝酸、リン酸、フッ化水素酸、臭化水素酸、ギ酸
、酢酸、酒石酸、乳酸、クエン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、メタンスルホン酸
、ベンゼンスルホン酸、トルエンスルホン酸、ナフタレンスルホン酸などを使用すること
ができる。
【００４２】
　前記具体例による薬学的組成物は、目的とするところにより、非経口投与や経口投与す
ることができ、一日に体重１ｋｇあたり０．１～５００ｍｇ、１～１００ｍｇの量で投与
されるように１～数回に分けて投与することができる。特定患者への投与量は、患者の体
重、年齢、性別、健康状態、食事、投与時間、投与方法、排泄率、疾患の重症度等により
変化されてもよい。
【００４３】
　前記具体例による薬学的組成物は、それぞれ通常の方法によって散剤、顆粒剤、錠剤、
カプセル剤、懸濁液、エマルジョン、シロップ、エアロゾルなどの経口型剤形、軟膏、ク
リームなどの外用剤、坐剤、および滅菌注射溶液などをはじめ、薬剤学的製剤に適したい
かなる形態でも剤形化して使用することができる。
【００４４】
　前記具体例による薬学的組成物は、ラット、マウス、家畜、人間などの哺乳動物に非経
口、経口などの多様な経路で投与することができ、投与のすべての方式は予想されうるが
、好ましくは、経口、直腸または静脈、筋肉、皮下、子宮内膜または脳血管内（ｉｎｔｒ
ａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ）注射によって投与することができる。
【００４５】
　前記具体例による薬学的組成物は、幹細胞を軟骨細胞に分化させるためにデキサメタゾ
ン（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ）、インスリン（ｉｎｓｕｌｉｎ）、アスコルビン酸（
ａｓｃｏｒｂａｔｅ）、軟骨形成成長因子であるＩＧＦ（Ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅ　Ｇ
ｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ）およびＴＧＦ－β１（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ　Ｇｒｏｗ
ｔｈ　Ｆａｃｔｏｒβ１）などの分化誘導物質をさらに含むことができるが、これに限定
されない。
【００４６】
　本発明のさらなる具体例は、前記軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物の
治療的に有効な量を哺乳動物に投与する段階を含む軟骨疾患の治療方法を提供する。
【００４７】
　前記組成物は、前記軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物を含む軟骨疾患
治療用薬剤学的組成物であるか、前記軟骨細胞への分化誘導または軟骨組織再生用組成物
を含む軟骨再生注射剤であってもよい。したがって、前記軟骨疾患治療用薬剤学的組成物
または軟骨再生注射剤について記載された内容は、治療方法にも同様に適用することがで
きる。
【００４８】
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　前記哺乳動物は、軟骨疾患を患っている哺乳動物であってよく、例えば、軟骨疾患を患
っているラット、マウス、家畜、人間などであってもよい。
【００４９】
　前記「治療的に有効な量」とは、哺乳動物において軟骨疾患治療的反応を示すのに十分
な組成物の量を意味する。
【００５０】
　前記投与形態は、非経口投与と経口投与の形態を含むが、例えば、哺乳動物の軟骨など
の損傷部位に注射して投与することができる。
【００５１】
　本発明の一実施例において、増殖する幹細胞由来のエキソソーム（ＡＳＣ－ＥＸＯ）お
よび軟骨細胞に分化する幹細胞由来のエキソソーム（Ｃｈｏｎｄｒｏ－ＥＸＯ）のサイズ
を確認した結果、それぞれの平均サイズが約８８．１７ｎｍ、８３．６ｎｍであることを
確認することができた（図３ａ～図３ｄ）。
【００５２】
　本発明の他の一実施例において、幹細胞を軟骨細胞に分化させる実験で、本発明による
軟骨細胞に分化される幹細胞由来のエキソソーム（Ｃｈｏｎｄｒｏ－ＥＸＯ）を含有する
培地組成物を処理した結果、本発明によるエキソソーム処理時の２１日目から陽性対照群
と類似のレベルで細胞間に凝縮現象が現れ、軟骨特異的基質の発現を確認することができ
た。しかし、増殖する幹細胞由来のエキソソーム（ＡＳＣ－ＥＸＯ）および陰性対照群で
は、このような分化特徴が発見されず、二つのグループの場合、増殖のみ行われることを
確認した（図５および６）。
【００５３】
　本発明のさらなる一実施例において、本発明による軟骨細胞に分化される幹細胞由来の
エキソソーム（Ｃｈｏｎｄｒｏ－ＥＸＯ）を含む組成物は、生体内注入時の軟骨組織の再
生効果に優れていることを確認した（図７および８）。
【発明の効果】
【００５４】
本発明の具体例による軟骨細胞への分化誘導または軟骨再生用組成物は、軟骨細胞に分化
する幹細胞由来のエキソソームを有効因子として含んでいる。幹細胞の分化過程で分泌さ
れるエキソソームは、幹細胞の細胞増殖、再生に関連する遺伝子、タンパク質だけでなく
軟骨細胞の分化に関連する成長因子を含有しており、損傷した軟骨組織の再生誘導に優れ
ている。また、既存の細胞治療剤の副作用を最小限に抑えながら、細胞由来の伝達体とし
て安定的かつ迅速に効能物質を細胞内に伝達することができる。したがって、軟骨疾患の
予防および治療のための注射剤組成物による簡単な施術で患者の苦痛を軽減するだけでな
く、施術後に継続的かつ効果的な軟骨疾患の治療が可能である。
【図面の簡単な説明】
【００５５】
【図１】軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソームとその応用に対する模式図
である。
【図２】軟骨細胞に分化されている幹細胞からエキソソームが分離される時期のもので、
軟骨細胞に分化されている幹細胞の形態変化の観察、およびアルシアンブルー染色（ａｌ
ｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　ｓｔａｉｎｉｎｇ）による軟骨特異的基質の合成を確認した図であ
る。
【図３ａ】軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソーム（Ｃｈｏｎｄｒｏ－Ｅｘ
ｏ）と増殖する幹細胞由来のエキソソーム（ＡＳＣ－Ｅｘｏ）の特性に対する図であり、
Ｃｈｏｎｄｒｏ－Ｅｘｏの構造および形状（透過電子顕微鏡、ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
　ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）。
【図３ｂ】軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソーム（Ｃｈｏｎｄｒｏ－Ｅｘ
ｏ）と増殖する幹細胞由来のエキソソーム（ＡＳＣ－Ｅｘｏ）の特性に対する図であり、
Ｃｈｏｎｄｒｏ－Ｅｘｏのサイズ（ナノ粒子分析器、ｄｙｎａｍｉｃ　ｌｉｇｈｔ　ｓｃ
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ａｔｔｅｒｉｎｇ）。
【図３ｃ】軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソーム（Ｃｈｏｎｄｒｏ－Ｅｘ
ｏ）と増殖する幹細胞由来のエキソソーム（ＡＳＣ－Ｅｘｏ）の特性に対する図であり、
ＡＳＣ－Ｅｘｏの構造および形状（透過電子顕微鏡、ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ　ｅｌｅ
ｃｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）。
【図３ｄ】軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソーム（Ｃｈｏｎｄｒｏ－Ｅｘ
ｏ）と増殖する幹細胞由来のエキソソーム（ＡＳＣ－Ｅｘｏ）の特性に対する図であり、
ＡＳＣ－Ｅｘｏのサイズ（ナノ粒子分析器、ｄｙｎａｍｉｃ　ｌｉｇｈｔ　ｓｃａｔｔｅ
ｒｉｎｇ）。
【図４】軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソームのエキソソーム膜表面マー
カー（Ｅｘｏ－ＣｈｅｃｋＴＭ　ｅｘｏｓｏｍｅ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ａｒｒａｙｓ）で
ある。
【図５】ヒト脂肪由来幹細胞を軟骨細胞に分化誘導した結果である；　ＧＭ：幹細胞培養
培地（ｇｒｏｗｔｈ　ｍｅｄｉｕｍ）、ＡＳＣ－ＥＸＯ：増殖している幹細胞由来のエキ
ソソーム、Ｃｈｏｎｄｒｏ－ＥＸＯ：軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソー
ム、ＤＭ：軟骨細胞への分化培地（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉｕｍ）、
点線表示：細胞間に凝縮現象が起きた部分。
【図６】ヒト脂肪由来幹細胞を軟骨細胞に分化誘導２１日後に分析した結果である；Ａ：
アルシアンブルー染色（ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　ｓｔａｉｎｉｎｇ）による軟骨特異的
基質である酸性粘液多糖類（ａｃｉｄｉｃ　ｍｕｃｏｓｕｂｓｔａｎｃｅ　ａｎｄ　ａｃ
ｉｄｉｃ　ｍｕｃｉｎ）の合成確認、Ｂ：サフラニンＯ染色（ｓａｆｒａｎｉｎ－ｏ　ｓ
ｔａｉｎｉｎｇ）による軟骨特異的基質であるプロテオグリカン（ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃ
ａｎ）の合成確認、ＧＭ：幹細胞培養培地（ｇｒｏｗｔｈ　ｍｅｄｉｕｍ）、Ｃｈｏｎｄ
ｒｏ－ＥＸＯ：軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソーム、ＤＭ：軟骨細胞へ
の分化培地（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉｕｍ）。
【図７】骨関節炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ）モデルマウスの関節腔内に軟骨細胞
に分化されている幹細胞由来のエキソソーム（Ｃｈｏｎｄｒｏ－ＥＸＯ）と対照群として
リン酸緩衝食塩水（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ、ＰＢＳ）を
注入した後、軟骨組織の再生程度を正常の軟骨（Ｎｏｒｍａｌ　ｃａｒｔｉｌａｇｅ）と
比較確認するために、サフラニンＯ染色（ｓａｆｒａｎｉｎ－ｏ　ｓｔａｉｎｉｎｇ）を
実施した結果である（ｋｎｅｅ　ｊｏｉｎｔ、１００ｘ）；Ｔ：脛骨（ｔｉｂｉａ）、Ｆ
：大腿骨（ｆｅｍｕｒ）。
【図８】表１に基づいて骨関節炎の誘発の程度を示したマンキンスコア（Ｍａｎｋｉｎ　
ｓｃｏｒｅ）をグラフで表した図である；ＰＢＳ：リン酸緩衝食塩水（陰性対照群）、Ｃ
ｈｏｎｄｒｏ－ＥＸＯ：軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソーム、Ｆｅｍｏ
ｒａｌ　ｃｏｎｄｙｌｅ：大腿顆、Ｔｉｂｉａｌ　ｐｌａｔｅａｕ：脛骨プラトー。
【発明を実施するための形態】
【００５６】
以下、本発明を下記の実施例でより詳細に記述する。ただし、下記の実施例は、本発明の
内容を例示するものに過ぎず、本発明の権利範囲を制限したり限定するものではない。本
発明の詳細な説明および実施例から、本発明が属する技術分野の通常の技術者が容易に類
推することができるものは、本発明の権利範囲に属するものと解釈される。
【００５７】
＜実施例１＞軟骨細胞に分化されている幹細胞からエキソソームの分離
　軟骨細胞に分化されている幹細胞からエキソソームを分離するために、ヒト脂肪由来幹
細胞を一般培養培地［１０％ウシ胎児血清、１％ペニシリン／ストレプトマイシンを含有
するＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ　ｈｉ
ｇｈ　ｇｌｕｃｏｓｅ）］で８０～９０％程度増殖させた後、分化培地［５％ウシ胎児血
清、１％ペニシリン／ストレプトマイシン、１００ｎＭ デキサメタゾン（ｄｅｘａｍｅ
ｔｈａｓｏｎｅ）、０．１５ｍＭ アスコルビン酸（ａｓｃｏｒｂｉｃ　ａｃｉｄ）、１
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Ｘ　ＩＴＳ（Ｉｎｓｕｌｉｎ－Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ－Ｓｏｄｉｕｍ　ｓｅｌｅｎｉｔ
ｅ）、１０ｎｇ／ｍＬ　ＴＧＦ－β１（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａ
ｃｔｏｒ β１）を含有するＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌ
ｅ　Ｍｅｄｉｕｍ　ｈｉｇｈ　ｇｌｕｃｏｓｅ）］に交換し、合計５週間培養することに
より、軟骨細胞への分化を誘導した。
【００５８】
　分化培地に交換した後、エキソソームを分離する前に、幹細胞を無血清培地でありなが
らフェノールレッド（ｐｈｅｎｏｌ　ｒｅｄ）がないＤＭＥＭ培地に交換して２４時間維
持した後、細胞培養上清を回収した。回収した細胞培養上清を３００ｘｇで１０分間遠心
分離して細胞を除去し、２，０００ｘｇで３０分間遠心分離して細胞の分泌物を除去した
。その後、分子量３，０００のフィルターが装着された遠心分離チューブ（ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｃｕｔ　ｏｆｆ＝３０００、ａｍｉｃｏｎ　ｔｕｂｅ）を用いて
、５，０００ｘｇで６０分間遠心分離をして濃縮した。濃縮後、得られた上清は、エキソ
ソーム分離試薬（ｅｘｏｓｏｍｅ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｒｅａｇｅｎｔ）と１：０．５
の割合で混合し、４℃で１日保管した。その後、１０，０００ｘｇで６０分間遠心分離を
介してエキソソームの沈殿物を得た後、０．２２μｍフィルター（ｅｘｏｓｏｍｅ　ｓｐ
ｉｎ　ｃｏｌｕｍｎ）を介して濾過し、リン酸緩衝食塩水（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｂｕｆ
ｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ、ＰＢＳ）で洗浄した。洗浄したエキソソーム沈殿物は、１０
，０００ｘｇで６０分間遠心分離した後、ＰＢＳに再懸濁した。上清を回収した後、再び
分化培地を添加して、幹細胞の軟骨細胞分化を誘導し、このような過程を５週まで繰り返
した。分化培地交換２週後から、軟骨細胞に分化時に観察される細胞間凝縮現象が現れ始
めて５週後には、コロニーが生成されることを確認した（図２）。したがって、細胞の形
状の変化が確実に現れる分化誘導後２週後から５週までの期間中に回収した上清からエキ
ソソームを分離した。
【００５９】
＜比較例１＞増殖する幹細胞からエキソソームの分離
　軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソームの効能を比較するために増殖する
ヒト脂肪由来幹細胞からエキソソーム（Ａｄｉｐｏｓｅ　ｔｉｓｓｕｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ
　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ、ＡＳＣ－ＥＸＯ）を分離して比較群として使用した。具体的には
、分化培地を使用しないことを除いては、実施例１と同じ方法を実行して増殖するヒト脂
肪由来幹細胞からエキソソームを分離した。
【００６０】
＜実施例２＞エキソソームの顕微鏡分析
　実施例１の軟骨細胞に分化されている幹細胞から分離されたエキソソームと増殖する幹
細胞から分離されたエキソソームを透過電子顕微鏡（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ　ｅｌｅ
ｃｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）とナノ粒子分析器（ｄｙｎａｍｉｃ　ｌｉｇｈｔ　
ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ）を使用して大きさおよび形状を確認し、特定のタンパク質の発現
有無を示すエキソソームアンチボディアレイ（Ｅｘｏ－ＣｈｅｃｋＴＭ　ｅｘｏｓｏｍｅ
　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ａｒｒａｙｓ）を用いて、エキソソーム膜表面タンパク質を確認し
た。
【００６１】
　その結果、分離されたエキソソームの形状を透過電子顕微鏡で確認することができ（図
３ａおよび３ｃ）、それぞれの大きさは平均で約８３．６ｎｍ（Ｃｈｏｎｄｒｏ－ＥＸＯ
）、８７．１７ｎｍ（ＡＳＣ－ＥＸＯ）であることを確認した（図３ｂおよび３ｄ）。
【００６２】
　また、エキソソームアンチボディアレイを用いて、エキソソーム膜表面マーカーとして
知られている（ＣＤ６３、ＣＤ８１、ＡＬＩＸ、ＦＬＯＴ１、ＩＣＡＭ１、ＥｐＣａｍ、
ＡＮＸＡ５およびＴＳＧ１０１）エキソソーム特異的マーカーの発現を抗体反応を介して
確認した（図４）。
【００６３】
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＜実施例３＞エキソソームを用いた軟骨細胞分化誘導
　エキソソームを用いて、ヒト脂肪由来幹細胞の軟骨細胞への分化を誘導するために、増
殖している幹細胞由来のエキソソーム（ＡＣＳ－ＥＸＯ）を含む培地組成物と、軟骨細胞
に分化されている幹細胞由来のエキソソーム（Ｃｈｏｎｄｒｏ－ＥＸＯ）を含む培地組成
物を用いた。前記培地組成物は、１０μｇ／ｍＬの濃度のエキソソームを幹細胞培養培地
［５％ウシ胎児血清、１％ペニシリン／ストレプトマイシンを含有するＤＭＥＭ（Ｄｕｌ
ｂｅｃｃｏ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ　ｈｉｇｈ　ｇｌｕｃｏｓｅ
）］に追加して使用した。
【００６４】
　陰性対照群（Ｇｒｏｗｔｈ　ｍｅｄｉｕｍ、ＧＭ）として幹細胞培養培地［５％ウシ胎
児血清、１％ペニシリン／ストレプトマイシンを含有するＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ　
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ　ｈｉｇｈ　ｇｌｕｃｏｓｅ）］を使用し
、陽性対照群（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉｕｍ、ＤＭ）としては、軟骨
細胞への分化培地［５％ウシ胎児血清、１％ペニシリン／ストレプトマイシン、１００ｎ
Ｍ デキサメタゾン（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ）、０．１５ｍＭ アスコルビン酸、１
Ｘ　ＩＴＳ（Ｉｎｓｕｌｉｎ－Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ－Ｓｏｄｉｕｍ　ｓｅｌｅｎｉｔ
ｅ）、１０ｎｇ／ｍＬ　ＴＧＦ－β１（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａ
ｃｔｏｒ β１）を含有するＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌ
ｅ　Ｍｅｄｉｕｍ　ｈｉｇｈ　ｇｌｕｃｏｓｅ）］を使用した。
【００６５】
　前記培地組成物は、３日に１回、３５日間交換し、軟骨細胞に分化が誘導された幹細胞
に対して顕微鏡を用いて細胞の形状の変化を確認した。
【００６６】
　その結果、軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソーム（Ｃｈｏｎｄｒｏ－Ｅ
ＸＯ）を処理した細胞で２１日目から陽性対照群と類似するレベルで細胞間凝縮現象（ｐ
ｒｅｃａｒｔｉｌａｇｅ　ｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ）が表れることを確認することがで
き、陰性対照群（ＧＭ）と、増殖する幹細胞由来のエキソソーム（ＡＳＣ－ＥＸＯ）を処
理したグループでは、細胞間凝縮現象が起こらず増殖のみ行われることが確認できた（図
５）。
【００６７】
＜実施例４＞エキソソームを用いた軟骨細胞分化能の分析
　エキソソームを用いた幹細胞の軟骨細胞への分化誘導を確認するために、軟骨細胞に分
化されている幹細胞由来のエキソソーム（Ｃｈｏｎｄｒｏ－ＥＸＯ）を含む培地組成物を
用いた。前記培地組成物は、軟骨細胞に分化される幹細胞由来のエキソソームを５、１０
、３０、５０μｇ／ｍＬの濃度で幹細胞培養培地［５％ウシ胎児血清、１％ペニシリン／
ストレプトマイシンを含有するＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇ
ｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ　ｈｉｇｈ　ｇｌｕｃｏｓｅ）］に追加して使用した。
【００６８】
　陰性対照群として幹細胞培養培地［５％ウシ胎児血清、１％ペニシリン／ストレプトマ
イシンを含有するＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄ
ｉｕｍ　ｈｉｇｈ　ｇｌｕｃｏｓｅ）］を使用し、陽性対照群としては軟骨細胞への分化
培地［５％ウシ胎児血清、１％ペニシリン／ストレプトマイシン、１００ｎＭ デキサメ
タゾン（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ）、０．１５ｍＭ アスコルビン酸、１Ｘ　ＩＴＳ
（Ｉｎｓｕｌｉｎ－Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ－Ｓｏｄｉｕｍ　ｓｅｌｅｎｉｔｅ）、１０
ｎｇ／ｍＬ　ＴＧＦ－β１（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ 
β１）を含有するＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄ
ｉｕｍ　ｈｉｇｈ　ｇｌｕｃｏｓｅ）］を使用した。
【００６９】
　その後、２１日間培地組成物を３日に１回ずつ交換し、軟骨細胞に分化された幹細胞に
ついてアルシアンブルー染色（ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　ｓｔａｉｎｉｎｇ）、サフラニ
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ンＯ染色（ｓａｆｒａｎｉｎ－ｏ　ｓｔａｉｎｉｎｇ）を用いて、細胞の分化がなされる
か否かを分析した。
【００７０】
　その結果、軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソーム（Ｃｈｏｎｄｒｏ－Ｅ
ＸＯ）を処理時、軟骨細胞の特異的細胞外基質（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｍａｔｒ
ｉｘ）が生成されたことを確認できた。アルシアンブルー染色（ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ
　ｓｔａｉｎｉｎｇ）は、軟骨特異的基質のうち酸性粘液多糖類（ａｃｉｄｉｃ　ｍｕｃ
ｏｓｕｂｓｔａｎｃｅ　ａｎｄ　ａｃｉｄｉｃ　ｍｕｃｉｎ）を青に染色させ（図６のＡ
）、サフラニンＯ染色（ｓａｆｒａｎｉｎ－ｏ　ｓｔａｉｎｉｎｇ）は軟骨特異的基質の
うちプロテオグリカン（ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ）に赤く染色される（図６のＢ）。
【００７１】
　また、エキソソームを幹細胞に濃度別に処理したとき、それぞれの染色により軟骨特異
的基質が生成されたことを確認することができ、低濃度（５μｇ／ｍＬ）のエキソソーム
が含まれた培地でも幹細胞が軟骨細胞に分化されたことを確認した。
【００７２】
　したがって、軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソームは幹細胞から軟骨細
胞への分化誘導効果に優れていることが確認できた。
【００７３】
＜実施例５＞軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソームを用いた生体内（ｉｎ
　ｖｉｖｏ）軟骨再生の評価
　骨関節炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ）モデルに通常使用されるＤＭＭ（Ｄｅｓｔ
ａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｅｄｉａｌ　ｍｅｎｉｓｃｕｓ）関節炎誘発
モデルマウス（ｍｏｕｓｅ）を用いて、軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソ
ームの実際の生体内軟骨組織再生効果を確認した。
【００７４】
　具体的には、マウスの膝周辺をきれいに脱毛した後、手術ツールを用いて、膝蓋骨の側
面に沿って膝関節の部分を１ｃｍ程度切開した。関節包（ｊｏｉｎｔ　ｃａｐｓｕｌｅ）
の部分を露出させて切開した後、内側半月板（ｍｅｄｉａｌ　ｍｅｎｉｓｃｕｓ）に連結
されている内側靭帯（ｍｅｄｉａｌ　ｍｅｎｉｓｃｏｔｉｂｉａｌ　ｌｉｇａｍｅｎｔ）
を切り取り、関節包（ｊｏｉｎｔ　ｃａｐｓｕｌｅ）と皮膚を順番に閉じた後、縫合糸で
仕上げた。
【００７５】
　手術後、骨関節炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ）が進行する５週目から１０週目ま
でエキソソームが含まれた組成物を週に１回ずつ関節腔内に注射した。エキソソーム組成
物は、実施例１の軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソームをリン酸緩衝食塩
水（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ、ＰＢＳ）に担持して製造し
た。前記エキソソーム組成物は、エキソソームの最終濃度が５００μｇ／ｍＬであり、マ
ウスの関節腔内に６μＬずつ（マウス１匹基準 ３μｇ／６μＬ）注入した。陰性対照群
としては、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）を使用した。１１週後、サフラニンＯ染色（ｓａ
ｆｒａｎｉｎ－ｏ　ｓｔａｉｎｉｎｇ）を用いて、軟骨組織が再生するか否かを確認した
。
【００７６】
　その結果、陰性対照群に比べて軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソームが
含まれた組成物の処理時に、軟骨特異的基質が多く合成され、軟骨表面（ｓｕｐｅｒｆｉ
ｃｉａｌ　ｚｏｎｅ）の損傷がなく自然軟骨と類似に再生されたことを確認した。再生さ
れた軟骨は、赤色に染色された。したがって、軟骨細胞に分化される幹細胞由来のエキソ
ソームが含まれた組成物は、軟骨組織の再生効果に優れていることを確認した（図７）。
【００７７】
　また、骨関節炎を評価する基本的な組織病理学的観察であるマンキンスコア（Ｍａｎｋ
ｉｎ　ｓｃｏｒｅ）を用いて、骨関節炎の際に誘発される軟骨の表面の損傷、軟骨細胞、
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して点数を付与した。点数が高いほど骨関節炎の誘発程度、すなわち、軟骨の損傷程度が
高いことを示し、マンキンスコアの結果を下記表１および表２に示した。
【００７８】
【表１】

大腿顆（Ｆｅｍｏｒａｌ　ｃｏｎｄｙｌｅ）
【００７９】
【表２】

脛骨プラトー（Ｔｉｂｉａｌ　ｐｌａｔｅａｕ）
【００８０】
　前記表の結果から分かるように、軟骨細胞に分化されている幹細胞由来のエキソソーム
を含む組成物を注入したとき、軟骨の表面損傷および細胞過多性（ｈｙｐｅｒｃｅｌｌｕ
ｌａｒｉｔｙ）が低く、軟骨特異的基質の合成が高いと判断されてマンキンスコア（Ｍａ
ｎｋｉｎ　ｓｃｏｒｅ）の減少が認められた（表１、表２および図８）。
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