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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
虚血刺激により誘導された幹細胞由来微小胞を有効成分で含むことを特徴とする神経生成
促進用組成物。
【請求項２】
前記虚血刺激は、幹細胞を虚血個体の脳組織抽出物で処理することを特徴とする請求項１
に記載の神経生成促進用組成物。
【請求項３】
前記幹細胞由来微小胞は、ＣＤ１０５陽性及びアネキシンＶ陰性微小胞であることを特徴
とする請求項１に記載の神経生成促進用組成物。
【請求項４】
前記幹細胞は、誘導多能性幹細胞(ｉＰＳ：ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓ
ｔｅｍ ｃｅｌｌ)、成体幹細胞、胚芽幹細胞、中間葉幹細胞、脂肪幹細胞、造血母細胞、
臍帯血幹細胞で構成された群から選択された１種以上であることを特徴とする請求項１に
記載の神経生成促進用組成物。
【請求項５】
前記幹細胞由来微小胞は、神経細胞の生成及び移動を促進させることを特徴とする請求項
１に記載の神経生成促進用組成物。
【請求項６】
前記幹細胞由来微小胞は、血管内皮細胞の血管生成を促進することを特徴とする請求項１
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に記載の神経生成促進用組成物。
【請求項７】
虚血刺激により誘導された幹細胞由来微小胞を有効成分で含むことを特徴とする神経生成
促進用薬学的組成物。
【請求項８】
前記虚血刺激は、幹細胞を虚血個体の脳組織抽出物で処理することを特徴とする請求項７
に記載の神経生成促進用薬学的組成物。
【請求項９】
前記幹細胞は、誘導多能性幹細胞(ｉＰＳ：ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓ
ｔｅｍ ｃｅｌｌ)、成体幹細胞、胚芽幹細胞、中間葉幹細胞、脂肪幹細胞、造血母細胞、
臍帯血幹細胞で構成された群から選択された１種以上であることを特徴とする請求項７に
記載の神経生成促進用薬学的組成物。
【請求項１０】
虚血刺激により誘導された幹細胞由来微小胞を有効成分で含むことを特徴とする退行性神
経疾患の予防または治療用薬学的組成物。
【請求項１１】
前記退行性神経疾患は、虚血性脳卒中、脳梗塞、神経外傷、パーキンソン病、アルツハイ
マー病、ルーゲーリック病及び癲癇で構成された群から選択された１種以上であることを
特徴とする請求項１０に記載の退行性神経疾患の予防または治療用薬学的組成物。
【請求項１２】
神経損傷が発病したヒトを除外した個体に虚血刺激により誘導された幹細胞由来微小胞を
処理する段階を含むことを特徴とする神経損傷治療方法。
【請求項１３】
前記神経損傷は、物理的損傷または退行性神経疾患による神経損傷であることを特徴とす
る請求項１２に記載の神経損傷治療方法。
【請求項１４】
前記物理的損傷は、脳外傷、脊髓損傷、脳梗塞、脳出血及び神経外傷からなる群より選択
された１種以上であることを特徴とする請求項１３に記載の神経損傷治療方法。
【請求項１５】
前記退行性神経疾患は、虚血性脳卒中、脳梗塞、神経外傷、パーキンソン病、アルツハイ
マー病、ルーゲーリック病及び癲癇で構成された群から選択された１種以上であることを
特徴とする請求項１３に記載の神経損傷治療方法。
【請求項１６】
前記ヒトを除外した個体は、ラット、アカギツネ、スカンク、狸、犬、オオカミ、マング
ース、コヨーテ、フェレット、及び猫からなる群より選択された１種以上であることを特
徴とする請求項１２に記載の神経損傷治療方法。
【請求項１７】
前記幹細胞由来微小胞は、神経細胞の生成及び移動を促進させることを特徴とする請求項
１２に記載の神経損傷治療方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、幹細胞由来微小胞を含む神経生成促進用組成物及び神経生成促進方法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　最近、幹細胞治療に対して脳梗塞、外傷性神経損傷、筋骨格系疾患など多様な疾患にお
いて多様な前臨床、臨床研究が試みされている。しかし、現在の技術的な水準は単純な幹
細胞の抽出及び培養/増殖とこれを注入する程度に関する研究しか行われていないで、最
近までの臨床研究結果、このような幹細胞治療はまだ明確な効果を示していないと知られ
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た。効果を増進するための多様な遺伝子組換え幹細胞に対する研究が進行されているが、
遺伝子を利用した細胞治療は倫理的な問題のため人体への適用が不可能である限界点があ
る。
　また、幹細胞を利用する方法を臨床に適用するためにはいくつかの問題点がある。１．
細胞治療剤の場合、幹細胞が組職に生着した後に腫瘍塊が形成される危険がある。２．幹
細胞の場合、サイズが相対的に大きいため、動脈閉塞を誘発して脳梗塞をもたらす可能性
がある。３．幹細胞の場合、急性期のように脳－血管壁が開けた状態では脳内へ移動が容
易であるが、慢性期では大きいサイズのため移動に制限を受ける。４．細胞治療剤は、希
望する特性を有する特化された細胞を形成する幹細胞を誘導することに限界がある。
一方、微小胞を利用した治療法は、幹細胞自体を利用する細胞治療法と差別化される方法
で最近注目を引いている。通常的に微小胞とは、直径０.１～１μｍ以下の小さい小胞と
して、刺激により内皮細胞、血小板などの細胞膜の一部が血中に離れたきたことを意味す
るが、幹細胞から来由された微小胞は、受容体及びタンパク質だけではなく核成分を含ん
でいるので、細胞間コミュニケーション役目をすると知られている。また、前記微小胞は
、幹細胞に比べて動物血清を相対的に少なく含んでいるので、動物血清感染による症状(
ｚｏｏｎｏｓｉｓ)の危険性も排除することができる。このような微小胞の特性を考慮す
るとき、微小胞を利用した細胞治療方法は既存の幹細胞治療法の限界を克服することがで
きる新しいパラダイム(ｐａｒａｄｉａｍ)になることで期待される。
　したがって、このような幹細胞から来由された微小胞を幹細胞の代わりを使用しようと
する研究が活発に進行されている。例えば、国際特許公開ＷＯ１０/０７０１４１号公報
には、脂肪幹細胞由来微小胞の生成方法、前記生成された微小胞の免疫疾患、アレルギー
反応、炎症性疾患の治療効果などに対して開示されており、韓国特許公開第２０１０-１
２２０８７号公報には、中間葉幹細胞により分泌され、一つ以上の中間葉幹細胞の生物学
的特性を含む粒子及び前記粒子を心臓保護用治療剤として使用する技術が開示されている
。
　しかし、現在まで幹細胞由来微小胞に対する研究成果が多くなくて、各種疾患の治療用
途として使用できる幹細胞を全て微小胞に代替することはできない。特に、微小胞と神経
細胞生成促進効果との相関関係に対しても報告されたことがない。
したがって、幹細胞由来微小胞を利用して神経細胞生成を促進することができたら、これ
を神経損傷と関連された疾患の治療に使用することができる長所があるので、幹細胞由来
微小胞と神経細胞との相関関係に対する研究が切実に必要である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】国際特許公開ＷＯ１０/０７０１４１号公報
【特許文献２】韓国特許公開第２０１０-１２２０８７号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明者らは、幹細胞由来微小胞と神経細胞との相関関係に関して研究するうち、幹細
胞由来微小胞が神経細胞の生成及び移動を促進して血管内皮細胞での血管生成を促進する
効果が優秀であることを確認して、本発明を完成した。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　前記目的を達成するために本発明は、幹細胞由来微小胞を有効成分で含む神経生成促進
用組成物を提供する。
　また、本発明は、幹細胞由来微小胞を神経幹細胞に加える段階を含む神経生成促進方法
を提供する。
また、本発明は、幹細胞由来微小胞を有効成分で含む退行性神経疾患の予防または治療用
薬学的組成物を提供する。
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　また、本発明は、神経損傷が発病したヒトを除外した個体に幹細胞由来微小胞を処理す
る段階を含む神経損傷治療方法を提供する。
【発明の効果】
【０００６】
　本発明による幹細胞由来微小胞は、神経の生成及び神経の移動を促進し、血管内皮細胞
での血管生成を促進することができるので、神経の損傷を治療する優れた効果がある。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１】図１は、ＣＤ１０５陽性/アネキシンＶ陰性、ＣＸＣＲ４陽性/アネキシンＶ陰性
微小胞の血中水準を脳病変が小さい患者(Ａ)、脳病変が大きい患者(Ｂ)で比較した結果、
及びＣＤ１０５陽性とＣＤ９０陽性との関係(Ｃ)を示した図である。
【図２】図２は、ＣＤ１０５陽性/アネキシンＶ陰性である幹細胞由来微小胞(Ａ)、ＣＤ
１０５陽性/ＣＸＣＲ４陽性/アネキシンＶ陰性微小胞(Ｂ)、ＳＤＦ－１α(Ｃ)と脳病変の
サイズ(ＤＷＩ)、ＮＩＨＳＳ、脳梗塞発病後の経過時間との相関関係を示した図である。
【図３】図３は、ＫｎＤＥＭＥ(ノックアウトＤＥＭＥ)、ＳＴＳ １００ｎＭ(スタウロス
ポリンＡ処理群)、２０％虚血脳抽出物(ＢＥ(ｗｈｏｌｅ))及び２０％虚血血清(ｓｅｒｕ
ｍ)で処理した骨髓由来中間葉幹細胞での幹細胞由来微小胞の数をＣＤ１０５とアネキシ
ンＶを利用したフローサイトメトリーで確認した結果を示した図である。
【図４】図４は、虚血刺激を通じて得られた幹細胞由来微小胞を神経細胞に処理(１、３
、１０、３０μｇ/ｍｌ)するか、対照群で３０μｍＮＭＤＡを処理して、神経細胞の壊死
有無をＬＤＨ分析を通じて確認した結果を示した図である。
【図５】図５は、虚血刺激を与えないで得られた微小胞(Ａ)または虚血刺激を通じて得ら
れた幹細胞由来微小胞(Ｂ)を神経幹細胞に処理した後、神経生成能力を光学顕微鏡及び共
焦点顕微鏡で確認した結果を示した図である。
【図６】図６は、虚血刺激を通じて得られた微小胞を処理(１、３、１０、３０μｇ/ｍ)
した後、血管内皮細胞の血管生成能力を蛍光顕微鏡で確認した結果を示した図である。
【図７】図７は、虚血刺激を通じて得られた微小胞を虚血性脳卒中を誘導したラットの脳
室に注入した後、神経前駆細胞の移動距離を蛍光染色を通じて確認した結果(Ａ)及びこれ
を数値化した結果(Ｂ)を示した図である。
【図８】図８は、虚血刺激を通じて得られた幹細胞由来の微小胞を虚血性脳卒中を誘導し
たラットの脳室に注入した後、血管内皮細胞の微細血管生成を蛍光染色を通じて確認した
結果(Ａ)及びこれを数値化した結果(Ｂ)を示した図である(Ｃｏｎｔｒａ: ｃｏｎｔｒａ
ｌａｔｅｒａｌ, ｉｐｓｉ: ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ, ｓｈａｍ：正常対照群)。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
　本発明は、幹細胞由来微小胞を有効成分で含む神経生成促進用組成物を提供する。
また、本発明は、幹細胞由来微小胞を神経幹細胞に加える段階を含む神経生成促進方法を
提供する。
　本発明の「幹細胞由来微小胞」とは、幹細胞から来由され、受容体、タンパク質を含ん
で、直径０.１～１μｍ以下のサイズを有する小さい小胞を意味する。
　前記幹細胞由来微小胞は、虚血刺激を通じて誘導された微小胞であり、前記虚血刺激は
、好ましくは、虚血前処理(ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ)刺激で
ある。前記虚血性前処理刺激は、 虚血を誘発する環境に幹細胞を露出させたりまたは虚
血個体の脳組織抽出物を幹細胞に処理して行われる。
　前記の虚血個体の脳組織抽出物は虚血症状を示す個体の脳から得られた抽出物である。
前記の虚血症状の一例は虚血性脳卒中仕できる。
【０００９】
　前記幹細胞由来微小胞では、特別にこれに限定されなるものではないが、中間葉幹細胞
に特異性を示すＣＤ１０５陽性微小胞、アネキシンＶ(ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ)陰性微小胞な
どを含むことができる。
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　この時、前記微小胞の根源になる幹細胞は、種類が限定されるものではないが、一例で
、誘導多能性幹細胞(ｉＰＳ：ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌ
ｌ)、成体幹細胞、胚芽幹細胞、中間葉幹細胞、脂肪幹細胞、造血母細胞、臍帯血幹細胞
の中でいずれの一つであり、好ましくは、中間葉幹細胞である。
　本発明による幹細胞由来微小胞は、神経細胞の生成及び移動を促進させることができ、
血管内皮細胞での血管生成を促進させることができる。
　また、本発明は、幹細胞由来微小胞を有効成分で含む退行性神経疾患の予防または治療
用薬学的組成物を提供する。
　本発明による幹細胞由来微小胞は、神経の生成及び神経の移動を促進し、血管内皮細胞
での血管生成を促進することができるので、神経損傷の治療においてすぐれた効果がある
。したがって、本発明による幹細胞由来微小胞は、退行性神経疾患の予防または治療に有
用に使用することができる。
　前記退行性神経疾患は、神経損傷により誘発される多様な疾患を種類に制限なしに含む
意味で、一例で、虚血性脳卒中、脳梗塞、神経外傷、パーキンソン病、アルツハイモ、ル
ゲリック病及び癲癇の中でいずれの一つである。
【００１０】
　本発明の幹細胞由来微小胞を有効成分で含む退行性神経疾患の予防または治療用薬学的
組成物は、幹細胞由来微小胞の外に本発明が目的とする主効果を損傷させない範囲内で、
好ましくは、主効果に上昇効果を与えることができる他の成分などを含むことができる。
また、本発明の薬学的組成物は、投与のために前記記載した有効成分の外に追加で薬学的
に許容可能な担体、賦形剤及び希釈剤をさらに含むことができる。例えば、担体、賦形剤
及び希釈剤では、ラクトース、デキストロース、スクロース、ソルビトール、マンニトー
ル、キシリトール、エリスリトール、マルチトール、澱粉、アカシアゴム、アルジネート
、ゼラチン、カルシウムホスフェート、カルシウムシリケート、セルロース、メチルセル
ロース、未晶質セルロース、ポリビニールピロリドン、水、ヒドロキシ安息香酸メチル、
ヒドロキシ安息香酸プロピル、タルク、マグネシウムステアレート、鉱物油からなる群よ
り選択されることができる。
【００１１】
　本発明の薬学的組成物は、公知の方法によって多様な非経口または経口投与用形態で製
造することができる。非経口投与用剤形の代表的なものでは、注射用剤形で等張性水溶液
または懸濁液が好ましい。注射用剤形は、適切な分散剤または湿潤剤及び懸濁化剤を用い
て当業界に公知された技術によって製造することができる。例えば、各成分を食塩水また
は緩衝液に溶解させて注射用に剤形化することができる。
【００１２】
　経口投与のための固形製剤には、錠剤、丸剤、散剤、料粒剤、カプセル剤などが含まれ
、このような固形製剤は、前記有効成分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、スクロースまたはラクトース、ゼラチンなどを混合して調剤される。ま
た、単純な賦形剤以外にもマグネシウムステアレート、タルクのような滑剤も使用するこ
とができる。
【００１３】
　前記幹細胞由来微小胞では、特別にこれに限定されなるものではないが、中間葉幹細胞
に特異性を示すＣＤ１０５陽性微小胞、アネキシンＶ(ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ)陰性微小胞な
どを含むことができる。
　この時、前記微小胞の根源になる幹細胞は、種類が限定されるものではないが、一例で
、誘導多能性幹細胞(ｉＰＳ：ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌ
ｌ)、成体幹細胞、胚芽幹細胞、中間葉幹細胞、脂肪幹細胞、造血母細胞、臍帯血幹細胞
の中でいずれの一つであり、好ましくは、中間葉幹細胞である。
　本発明による幹細胞由来微小胞は、神経細胞の生成及び移動を促進させることができ、
血管内皮細胞での血管生成を促進させることができる。
　また、本発明は、幹細胞由来微小胞を有効成分で含む退行性神経疾患の予防または治療
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用薬学的組成物を提供する。
　本発明による幹細胞由来微小胞は、神経の生成及び神経の移動を促進し、血管内皮細胞
での血管生成を促進することができるので、神経損傷の治療においてすぐれた効果がある
。したがって、本発明による幹細胞由来微小胞は、退行性神経疾患の予防または治療に有
用に使用することができる。
　前記退行性神経疾患は、神経損傷により誘発される多様な疾患を種類に制限なしに含む
意味で、一例で、虚血性脳卒中、脳梗塞、神経外傷、パーキンソン病、アルツハイマー、
ルーゲーリック病及び癲癇の中でいずれの一つである。
【００１４】
　本発明の薬学的組成物の有効投与量は、患者の年齢、性別、体重によって変わることが
できるが、１００μｇ/ｋｇ～１ｍｇ/ｋｇで投与することができ、好ましくは、２００μ
ｇ/ｋｇ～５００μｇ/ｋｇで投与することができる。
　本発明の組成物は、退行性神経疾患の予防または治療のために単独で、または手術、化
学的治療、放射性治療、ホルモン治療、薬物治療及び生物学的反応調節剤を用いる方法と
併用して使用することができる。
　また、本発明は、神経損傷が発病したヒトを除外した個体に幹細胞由来微小胞を処理す
る段階を含む神経損傷治療方法を提供する。
　前記幹細胞由来微小胞の処理により、神経細胞の生成及び移動が促進され、血管内皮細
胞での血管生成が促進され、神経損傷を効果的に治療することができる。
【００１５】
　本発明の用語「神経損傷」とは、物理的要因または退行性神経疾患により神経が損傷さ
れる症状を意味する。前記物理的要因による神経損傷は、特別にその種類に限定されるも
のではないが、脳外傷、脊髓損傷、脳梗塞、脳出血、神経外傷などを挙げることがあり、
前記退行性神経疾患による神経損傷は、特別にその種類に限定されるものではないが、虚
血性脳卒中、脳梗塞、神経外傷、パーキンソン病、アルツハイモ、ルゲリック病及び癲癇
などの退行性神経疾患による神経損傷などを挙げることができる。
　前記ヒトを除外した個体は、これに限定されるものではないが、好ましくは、ラット、
アカギツネ、スカンク、狸、ムジナ、犬、オオカミ、モングース、コヨーテ、フェレット
、犬及び猫である。
【実施例】
【００１６】
　以下、本発明を製造例及び実施例により詳しく説明する。しかし、下記製造例及び実施
例は本発明を例示することに過ぎず、本発明の内容が下記製造例及び実施例により限定さ
れるものではない。
【００１７】
実施例１．幹細胞由来微小胞の血清内水準の比較
脳梗塞患者からクエン酸(ｃｉｔｒａｔｅ)血清を得て１９,８００ｇ、１０℃の条件で１
０分間遠心分離して幹細胞由来微小胞を収得した。前記収得した幹細胞由来微小胞を２０
μｌのＰＢＳに顕濁した後、フローサイトメトリー分析(ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ
 ａｎａｌｙｓｉｓ)を利用して、幹細胞由来微小胞(ＣＤ１０５陽性/アネキシンＶ陰性)
とＳＤＦ－１受容体ＣＸＣＲ４を発現する微小胞(ＣＸＣＲ４陽性/アネキシンＶ陰性)の
血中水準を脳病変が小さい患者(ＤＷＩｖｏｌｕｍｅ １０ｃｃ未満)と大きい患者(ＤＷＩ
 ｖｏｌｕｍｅ １０ｃｃ以上)の間で比較した。ＣＤ１０５陽性細胞の場合、ＣＤ９０陽
性が現われる二重陽性であるか否かを確認した。前記実験結果を図１に示した。
　図１に示したように、脳梗塞後の脳病変が大きい患者(Ｂ)が脳病変が小さい患者(Ａ)よ
りＣＤ１０５陽性細胞及びＣＸＣＲ４陽性細胞がさらに多いことを確認した。これを通じ
て、脳梗塞後の脳病変が大きい患者では、幹細胞由来微小胞とＳＤＦ－１走化性により移
動することができる微小胞の数が増加することが分かる。また、ＣＤ１０５陽性細胞の場
合、大部分ＣＤ９０二重陽性であることを確認(Ｃ)した。これを通じて、ＣＤ１０５陽性
微小胞が幹細胞由来の微小胞であることを検証した。
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　一方、脳梗塞患者の臨床記録を土台で、脳病変の大きさを示す拡散強調画像(ＤＷＩ：
ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｉｍａｇｅ)、ＮＩＨＳＳ(ＮａｔｉｏｎａｌＩｎ
ｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｔｒｏｋｅ Ｓｃａｌｅ)と脳梗塞発病後の経過
時間による幹細胞由来微小胞(ＣＤ１０５陽性/アネキシンＶ陰性微小胞)、ＳＤＦ－１受
容体であるＣＸＣＲ４を発現する微小胞(ＣＸＣＲ４陽性/アネキシンＶ陰性微小胞)及び
ＳＤＦ－１αとの関係を分析した。前記実験結果を図２に示した。
　図２に示したように、ＣＤ１０５陽性/アネキシンＶ陰性である幹細胞由来微小胞は、
脳病変のサイズ(ＤＷＩ)が大きくて、ＮＩＨＳＳ数値が高いほど増加する傾向を示し(Ａ)
、ＣＤ１０５陽性/ＣＸＣＲ４陽性/アネキシンＶ陰性である微小胞は、ＮＩＨＳＳ数値が
高いほど増加して脳梗塞発病後の経過時間が長くなることによって減少する傾向を示した
(Ｂ)。これを通じて、脳梗塞重症度がひどいほど運動性が高い幹細胞の血中数値が増加す
ることを微小胞を通じて検証した。これは発病後に時間が経過すれば、内在的幹細胞の発
生が減少できることを示すことである。一方、ＳＤＦ－１αの血中濃度は、脳病変が大き
いほど減少し、発病後に経過時間が長いほど増加した(Ｃ)した。
【００１８】
実施例２．骨髓由来幹細胞から微小胞の分離
２.１ 中間葉幹細胞の採取及び培養
　ラットの大腿骨から骨髓を採取して培養を通じて骨髓由来中間葉幹細胞を収得した。前
記収得した中間葉幹細胞をＴ７５フラスコに１×１０５ｃｅｌｌ/ｍｌの濃度で５％ＣＯ

２及び３７℃で培養し、全体面積の８０％以上伸びた時継代培養した。前記継代培養は、
バッジを除去してＰＢＳで１回以上やわらかく洗浄した後にＴｒｙｐＬＥ(Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ)を入れて、３７℃培養機で約１分培養して、１０％ＦＢＳ(Ｆｅｔａｌ ｂｏｖ
ｉｎｅ ｓｅｒｕｍ)を含んだバッジに入れて反応を中和した後、細胞を集めて１,３００
ｇ、５分間遠心分離して実行した。細胞沈殿物をＦＢＳを含むバッジに再顕濁して細胞数
を計算して培養した。４～６世代細胞を実験に使用した。バッジは、１０％ＦＢＳ、１％
ペニシリン /ストレプトマイシンを含んだ低濃度グルコースＤＭＥＭを使用した。
２.２虚血刺激のための刺激物の準備
　シロネズミに中脳動脈梗塞を誘発させてから損傷された脳半球組職を１５０ｍｇ/ｍｌ
の濃度でＤＭＥＭバッジとともに粉送した後、１０,０００ｇで１０分間遠心分離して上
清液を取って虚血－脳組織抽出物(ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｒａｉｎ ｅｘｔｒａｃｔ)を収得
した。前記収得した虚血－脳組織抽出物を同量で分注して－７０℃で保管した。幹細胞に
加える虚血刺激のために、ＤＭＥＭに２０％虚血－脳組織抽出物が含まれるように顕濁し
て、２０％虚血脳組職抽出物または２０％虚血血清を含む虚血刺激のための刺激物を準備
した。
２.３筋細胞由来微小胞の分離及び分析
　前記２.１で準備した骨髓由来中間葉幹細胞を１０％ＦＢＳを含むＤＭＥＭバッジがあ
る６０ｍｍ培養皿で培養した。培養皿に前記２.２で準備された虚血刺激のための刺激物 
(２０％虚血脳抽出物または２０％虚血血清)を加えた後、培養物から培養上清液を収得し
た。培養上清液を低速で遠心分離(２,５００ｇ、１０℃、１０分)して前記培養上清液か
ら不純物を除去した後、これを再び高速で遠心分離(１４,５００ｇ、１０℃、４５分)し
て幹細胞から来由された微小胞を収得した。前記収得した各微小胞の数を下記の数式に適
用して算出し、前記各微小胞で現われるＣＤ１０５とアネキシンＶ発現程度をフローサイ
トメトリー(ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ)を利用して分析した。
微小胞の数(ｎ/Ｌ)＝Ｎ x (全体微小胞懸濁液の量/抗体反応に使用した微小胞の量) x (
フローサイトメトリー分析用微小胞希釈液の全体量/フローサイトメトリーの分析に使用
した量) x (１０６/全体血清の量)
　ＣＤ１０５とアネキシンＶの発現程度は、微小胞が中間葉幹細胞から来由されたかを確
認するための標識子として使われた。対照群では、ノックアウト(ｋｎｏｃｋｏｕｔ)ＤＭ
ＥＭまたはスタウロスポリンＡ(ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎ Ａ)を処理した骨髓由来中間
葉幹細胞から収得した微小胞を使用した。前記実験結果を図３に示した。
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　図３に示したように、対照群であるＫｎ ＤＥＭＥ(ノックアウトＤＥＭＥ)、ＳＴＳ １
００ｎＭ(スタウロスポリンＡ)処理群及び２０％虚血血清処理群(２０％Ｓｅｒｕｍ)は、
骨髓由来中間葉幹細胞から収得した微小胞の量が増加しなかったが、虚血脳組職抽出物を
処理した処理群(２０％ＢＥ(Ｗｈｏｌｅ))は、微小胞の量が大きく増加することが確認で
きた。したがって、微小胞の分泌量を増加させるためには虚血脳組職抽出物を使用するこ
とが好ましいことを確認した。
２.４筋細胞来由微小胞の安全性検査
　虚血前処理を通じて得た微小胞を培養中の神経細胞に処理する場合、これによって細胞
死が誘発されるかを確認した。虚血前処理を通じて得た微小胞(１、３、１０、３０μｇ/
ｍｌ)あるいは３０μｌＮＭＤＡ(良性対照群)を神経細胞培養に処理した後、２４時間後
にＬＤＨ分析を通じて神経細胞死が起きたかを確認した。前記実験結果を図４に示した。
図４に示したように、預血前処理を通じて得た微小胞は、神経細胞死を起こさなかったが
、ＮＭＤＡを処理した群では、６０％以上神経細胞死が起きることを確認した。したがっ
て、虚血前処理を通じて得た微小胞は、神経幹細胞死を誘発しなくて安全性が認められる
物質であることが分かる。
【００１９】
　本発明の用語「神経損傷」とは、物理的要因または退行性神経疾患により神経が損傷さ
れる症状を意味する。前記物理的要因による神経損傷は、特別にその種類に限定されるも
のではないが、脳外傷、脊髓損傷、脳梗塞、脳出血、神経外傷などを挙げることがあり、
前記退行性神経疾患による神経損傷は、特別にその種類に限定されるものではないが、虚
血性脳卒中、脳梗塞、神経外傷、パーキンソン病、アルツハイマー、ルーゲーリック病及
び癲癇などの退行性神経疾患による神経損傷などを挙げることができる。
　前記ヒトを除外した個体は、これに限定されるものではないが、好ましくは、ラット、
アカギツネ、スカンク、狸、ムジナ、犬、オオカミ、マングース、コヨーテ、フェレット
、犬及び猫である。
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