
1.はじめに

ヒト幹細胞培養液には様々な機能性が期待されているが、その
一つがシワの改善である。ヒト幹細胞培養液はEGFやFGFなど
成長因子を含有しており、それらがリガンドとなって細胞のレ
セプタに結合することで、コラーゲンやヒアルロン酸など細胞
外マトリックスの生成促進や、細胞増殖を促すことでターン
オーバーを促進し、シワの改善に貢献していると考えられてい
る。
近年、ヒト幹細胞培養液の成分としてエクソソームが注目を集
めている。弊社が行なった実験では、ヒト幹細胞培養液からエク
ソソームを分離しさまざまな機能性の検証を行うと、ヒト幹細
胞培養液の持つ機能の多くをエクソソーム単独でも持っている
ことが確認されている。特殊な出発培地や培養法により、弊社の
ヒト幹細胞培養液はエクソソームを多く含有していることもあ
り、ヒト幹細胞培養液の機能性において、エクソソームは重要な
役割を担っていると考えている。
また、エクソソームは化粧品のみならず、医療領域でも盛んに研
究が行われている。弊社のハイブリッドエクソソームは従来の
ヒト幹細胞培養液のリポソームと幹細胞が分泌したエクソソー
ムを融合した化粧品原料で、医療領域のドラッグデリバリーの
研究から技術を応用したもの。このハイブリッドエクソソーム
によって、シワに対する効果を検証し、良好な結果を得たので報
告する

2.エクソソーム

エクソソームは50～150nmほどの細胞が分泌する小胞
extracellular vesicle: EVの1つで、80年代に発見されて以来、
長い間細胞内の不要な物質の廃棄手段いわゆる“細胞のゴミ袋”
と考えられてきたが、2007年に内包されているmiRNAがレシ
ピエント細胞の機能制御に関与していることが報告され、近年
では細胞と細胞の間を繋ぐコミュニケーション手段、つまり“情
報カプセル”としての研究が進んでいる1）。その情報を読み解
くことで疾病の診断に活用しようとする目的や、エクソソーム
自体を治療のツールに用いるための研究も行われている。例え
ば間葉系幹細胞が分泌するエクソソームには、創傷治癒に関連
する情報が多く含まれていることが報告されている2)。こうし
た機能は化粧品の用途としても盛んに研究が行われており、エ
クソソームは塗布した後皮膚に浸透し、コラーゲンやエラスチ
ンの合成を促進することが示唆されている3）。

2-1.エクソソームを分泌させる幹細胞の培養

幹細胞から分泌されるエクソソームは、培養される幹細胞が過
密になると量が低下し、細胞の継代が進むと活性が低下する。ま
た培養液中から頻繁にエクソソームを回収すると分泌量が増加
する4）。2次元培養と3次元培養で比較すると、3次元培養で培
養された幹細胞由来のエクソソームの方がラットの外傷性脳損
傷に対しての機能を大幅に回復させた5）。
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このように幹細胞の状態や培養方法によってエクソソームの収
量や活性は変化する。
弊社はDMEM培地に独自の改良を加えた特殊な出発培地を用
いて、幹細胞にはあまり使われないローリングボトル培養に
よってヒト幹細胞培養液の製造を行なっている。ローリングボ
トル培養の最大のメリットは、回転することが幹細胞への刺激
となり、サイトカインやエクソソームの分泌量が増加するとい
うことである。幹細胞数や培養期間など条件を揃えて、ローリン
グボトルと一般的に使用されるフラスコによる培養でエクソ
ソームの分泌量を比較してみた。エクソソームに特有のマー
カータンパク質CD63をFITCによって標識した抗CD63抗体
を用いて、FACS分析によって定量すると、ローリングボトルで
はエクソソームの量が約10倍となっている（図1）。また、弊社
の出発培地とDMEMを用いて、同じローリングボトルで培養し
比較すると、弊社の培地ではエクソソームの含有量は30倍とい
う結果を得た。
ローリングボトルや独自の培地による培養に加え、成長因子の
分泌量を向上させるため、低酸素状態にすることなど生体を模
倣した刺激も行なっている6）。

（図1）抗C D 63抗体によってエクソソームのマーカータンパ
クC D63を定量
通常のフラスコによる培養と比較してローリングボトルによる
培養では約10倍のC D 63の測定結果となった。

2-2.エクソソームのin vitroデータ

培養によって得られたエクソソームを単離して線維芽細胞の増
殖やコラーゲンの生成、ケラチノサイトの増殖や遊走などにつ
い てin vitroで の 試 験 を 行 な っ て お り、そ の 結 果 は
FRAGRANCE JOURNAL 2019年12月号に掲載していただい
ているので割愛するが、いずれも良好な結果を得ている。
単純比較はできないが、これらの結果は様々な成長因子を含有

するヒト幹細胞培養液『RemyStem』と同等の内容であり、弊社
はこの結果をもとにエクソソームがヒト幹細胞培養液における
重要な構成成分であると考えている。
また、ヒト幹細胞培養液にはないエクソソーム独自の効果も検
証されている。ヒト線維芽細胞に紫外線を照射し、人為的に光老
化の状態を誘導し、エクソソームを添加すると、線維芽細胞が分
泌する老化マーカー SA-β-ガラクトシダーゼの発現が減少し、
形質も通常の状態に戻り、細胞分裂を再開する。一方でエクソ
ソームに含有されているmiRNAを阻害すると、SA-β-ガラク
トシダーゼの減少は観察されなかった。この結果から光老化し
た線維芽細胞を機能回復させたのはエクソソームに内包されて
いるmiRNAによることが示唆された。弊社の培養条件によっ
て幹細胞が分泌するエクソソームには、これらの効果があるこ
とが確認されている。

3.ヒト幹細胞培養液の浸透

ヒト幹細胞培養液が線維芽細胞の増殖を促進、細胞外マトリッ
クスを生成、皮膚の弾力性などを改善することはよく知られて
おり、そこに関与しているサイトカインはEGF、bFGF、TGF-β、
VEGFなどである7）。ただ、一般的には500Daを超える分子は
容易に浸透しないので新油性成分による修飾や、マイクロニー
ドリング、エレクトロポレーション、フラクショナルレーザーな
どによる侵入経路の確保が必要になる。弊社のヒト幹細胞培養
液は、上市以来、化粧品用途のものについてはリポソームを推奨
してきた。

3-1.リポソーム
リポソームはナノスケールの脂質二重膜構造を持った小胞で、
ヒトの細胞膜の構造を模したもの。近年注目を集めるDDSの一
つである。リポソームの調整には超音波処理、エクストルー
ダー、エタノール注入法、逆相蒸発、超臨界流体技術など、いくつ
かの方法が知られているが8）、弊社のヒト幹細胞培養液は

（図1）抗C D 63抗体によってエクソソームのマーカータンパクC D63を定量
通常のフラスコによる培養と比較してローリングボトルによる培養では
約10倍のC D 63の測定結果となった。



マイクロ流体デバイスを用いて脂質2重膜を形成している。
ヒト幹細胞培養液をリポソームに内包させても、基本的にサイ
ズは変わらないが、生体適合性に優れた構造となるため9)、皮膚
に浸透しやすくなると考えられる。弊社のリポソームは生体内
利用率の高い100nm前後に調整されている。

3-2.ハイブリッドエクソソーム
弊社のハイブリッドエクソソーム『RemyEV-3』は、ヒト幹細胞
培養液のデリバリーを向上させるために開発された化粧品原料
である。ヒト幹細胞培養液のリポソームと幹細胞が分泌するエ
クソソームの脂質二重膜を融合し、リポソームの内包物をエク
ソソームの内部に充填した化粧品原料（図２）。エクソソームの
表面に発現しているタンパク質によって、ヒト幹細胞培養液の
細胞への選択的取り込みを目的としている。エクソソームの細
胞への取り込みには不明な点も多く、エクソソームに発現して
いるテトラスパニンがレシピエント細胞の選択に寄与している

という報告もあるが10）、レシピエント細胞側の取り込み能力
に依存しているという報告もある11）。
エクソソームをドラッグデリバリーのキャリアとして使用する
ための手法としては、エクソソームを分泌する細胞を修飾しエ
クソソームの機能を改変し治療に活用するような研究、エクソ
ソームに直接薬剤を搭載させDDSに活用する研究などが行わ
れている12)。こうしたDDS研究の一つがハイブリッドエクソ
ソームで、『RemyEV-3』は凍結融解法13）などの技術を応用し
て、大量生産に向いたマイクロ流体技術を用いてヒト幹細胞培
養液のリポソームとヒト幹細胞のエクソソームの膜を融合させ
ている。この操作を行うことで、もともと持っているエクソソー
ムの表面のタンパク質や内部の情報はそのままに、リポソーム
の中のヒト幹細胞培養液がエクソソームに内包される（図3、4）。

（図2）RemyEV-3の全成分表

（図3）ハイブリッドエクソソームの概念



（図5）ヒト線維芽細胞HDFに対するRemyEV-3のコラーゲン生成効果

4.ハイブリッドエクソソームのin vitroデータ

ヒトによる検証を行う前に、線維芽細胞に対するタイプⅠコ
ラーゲンの生成に対してハイブリッドエクソソーム
『RemyEV-3』の効果を検証した。
無血清培地で培養しているヒト線維芽細胞HDFに対して、
『RemyEV-3』を5、10、20、30％の濃度になるよう添加し、コラー
ゲンの生成量を測定した。その結果が（図5）である。コントロー
ルと比較して、コラーゲンの生成量は増加する。5～20％までは
濃度依存的にコラーゲンの生成量は増加するが、30％では20％
と比較して、コラーゲンの生成量は減少している。
弊社のヒト幹細胞培養液『RemyStem』の同様の実験結果と比
較すると、『RemyStem』は50％の濃度まで濃度依存的にコラー
ゲンの生成量は増加し、コラーゲンの生成量自体も同じ濃度で
比較すると『RemyStem』の方が多い。これは培養液中に有効成
分が含有されている『RemyStem』に対して、『RemyEV-3』はそ
れらに加えリポソーム製造時に使用された水添レシチンとその
他の化合物を含んでいる。
高濃度ではこれらが細胞毒性や細胞生理学的副作用を引き起こ
すことがあり、細胞に直接試料処理するin vitro試験の特性上、
『RemyEV-3』などのリポソーム原料について30%以上の濃度で
は結果分析に困難があることが理由と考えられる。

5.ハイブリッドエクソソームのシワに対しての効果

『RemyEV-3』のヒトの目元のシワに対しての効果を検証した。
試験は2020年2月10日から2020年4月10日に行われ、被験者
は平均年齢52.67歳±4.99歳の女性25人で、うち４名がドロッ
プアウトし、最終的には21名で試験を終了した。被験者の年齢
構成は40代4人、50代17人となっている。『RemyEV-3』を5％
含有するクリームを朝夕１日２回、洗顔後500円硬貨大の量を
顔全体に肌のキメに沿って塗布した後、軽く叩いて吸収させた。
測定は被検製品使用前、使用から２週間・４週間後に行なった。
また、目元のシワ以外にも肌の明るさの改善や、被験者へのアン
ケート、皮膚の異常反応などについても調査を行なった。

（図４）実際のexosome、liposome、hybrid exosomeの電子顕微鏡写真



（図6）RemyEV-3を1日２回4週間使用した時の目の周りのシワの測定結果

5-1.Antera3D

皮膚の画像診断は化粧品の効果を客観的に判断できるため、医
療機関のみならず化粧品業界でも広く利用されている。
近年、ハンディタイプで持ち運び可能、簡便な操作でありなが
ら、信頼性の高い皮膚の局所分析、評価ができるAntera3D
（Miravex Limited、ダブリン、アイルランド）という機種が販売
されている。可視光スペクトルの大部分にまたがる7つの異な
る波長のLED光源の下で複数の画像を撮影し、そのデータを元
に3Dで皮膚を再構築するため、従来機よりもシワの測定に感度
が高いという報告もある14）。今回はこのAntera3Dを用いて、
『RemyEV-3』のシワに対する評価を行なった。

5-2.結果

シワの全体的な長さ、深さ、幅、最大の深さについての経過は（図
6）の通りとなっている。シワの全長については被検製品使用前
と比較して、使用２週間後、４週間後では統計的有意なレベル

（p<0.001）で減少し、それぞれ10.590%、13.951%の減少を確認
した。シワの深さについては使用２週間・４週間でそれぞれ
4.966%、7.623%（p<0.05）浅くなった。最大の深さに関しては、
使用２週間では有意差は出なかったが、４週間で9.395%
(p<0.01)減少した。
幅については使用２週間・４週間でそれぞれ4.055%、3.853%
（p＜0.05）減少した。解析についてはWilcoxonsignedranktest
を用いてHolm-Bonferroni Methodにてp値の補正を行なって
いる。21名の症例のうち２例の（図7）を示す。大きなシワが改
善していることが確認できるが、周囲の皮膚状態が改善してい
ることも観察できる。
ドロップアウト４例は試験と因果関係のない個人的理由による
もので、試験期間を通じて有害事象は観察されなかった。
また、頬の部分の皮膚の明るさについても有意差を持って改善
した。



6.おわりに
『RemyEV-3』はその性質上in vitroの試験を行うことが難し
かったが、今回ヒトに対して5％含有のクリームを、４週間の塗
布のみで有意差のある結果を得ることができた。この結果から
『RemyEV-3』は目の周辺のシワを改善する効果があることが示
唆された。塗布のみで4週間という試験期間は比較的短いと考
えられるが、『RemyEV-3』は有意差のある結果を得た。このこと
は『RemyEV-3』やエクソソームについて、化粧品素材としての
大きな可能性を示していると考える。エクソソームは細胞の状
態や培養条件によって、収量や活性が変化する。弊社は化粧品原
料として同一ドナーの幹細胞を用い、特殊な出発培地によって、
同一条件で培養を行い、活性のあるエクソソームを得ている。今
後は皮膚の透過や細胞への取り込みなどについての試験などを
行い、『RemyEV-3』の化粧品原料としての機能性のさらなる検
証を行いたい。
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Abstract: Exosomes, which are important constituents of 
human stem cell conditioned culture medium, are expected 
not only as cosmetics but also as pharmaceuticals, and are 
being actively researched. Research on drug delivery 
systems using Exosome includes a technology called hybrid 
exosome that fuses liposomes that artificially imitate cell 
membranes with exosomes that are secreted from cells. 
Hybrid exosome is a technology that expresses exosome 
proteins on the surface of liposomes and selectively 
incorporates them into cells. A summary result was obtained 
for wrinkles on the outer corners of the human eye by using 
a hybrid exosome in which human stem cell conditioned 
medium was encapsulated in liposome and fused with 
exosome.

Keyword： Human stem cell conditioned media, liposome, 
exosome, hybrid exosome, drug delivery systems
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