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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、MSC、あるいはMSC由来exosome（MSC-ex）自体へ骨形成性遺伝子の
導入を試みることで、骨誘導性MSC-exを作製し、それを搭載した遺伝子活性化基質（GAM）による骨再生を検討
することにある。現在までに、MSC-exへの遺伝子導入の特性付与条件は明らかでないが、BMP4遺伝子導入MSCの
産生するMSC-exの骨芽細胞分化への促進効果がin vitroにて一部示唆されたため、現在、それを搭載したGAMに
よる骨再生の有効性をin vivoにて評価しているところである。

研究成果の概要（英文）：Therapeutic method for in vivo stem cell or gene delivery has not been 
established on bone engineering though its potential usefulness has been suggested. In this study, 
we focused on the esosomes that were derived from osteogenic gene transduced mesenchymal stem cells 
(MSCs). As experiments, osteogenic MSC-exosomes (MSC-ex) were harvested from cultured mouse bone 
marrow-MSCs after BMP2/4 gene transfer using plasmid vector. Then, we confirmed the character and 
the osteogenic induction ability of osteogenic MSC-ex in culture. As results, the expression of 
BMP2/4 mRNAs in osteogenic MSC-ex was significantly up-regulated, and its osteogenic induction 
ability was recognized when MSC-ex was added to the MSCs in culture. Therefore, we are currently 
carrying out in vivo experiments for clarifying the usefulness of GAM combined with osteogenic 
MSC-ex. 

研究分野： 口腔外科学・再生医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
歯槽骨・顎骨欠損の再生は重要な課題であ

るが、現在のところ、外科的侵襲を要し、採
取量に限界のある自家骨移植に代わる有効
な方法は無い。申請者らは、現在までに人工
骨材料に骨誘導能を付与するために、骨形成
蛋白質（BMP）を応用した骨再生を試みてき
た（Yoshida et al. 2013 etc.）。その中で、老齢
高等動物の大きな骨欠損を確実に再生する
には、成長因子単独の移植ではなく、それに
応答する細胞の添加が有効であることを明
らかにした（Seto et al. 2006 etc.）。その後、我々
は培養骨芽様細胞を用いた歯槽骨再生の第 I
相臨床研究にて、一定の成果を得たものの、
培養MSCの増殖・分化能に個体差が大きく、
培養操作に多大な労力と経費を要すること
を明らかにした（Kagami et al. 2014 etc.）。更
に、初代培養MSCは高い可塑性を有するが、
移植の必要細胞数を確保するために培養を
重ねると、急速に可塑性を失うことも見出し
た（Agata et al. 2010）。一方で、最近 MSC の
培養上清中に組織再生に寄与する成長因子
や exosome 群が含有されることが明らかにな
り、骨再生においてもその有用性が示唆され
ている（Osugi et al. 2012 etc.）。そのため、細
胞そのものでなく MSC が分泌したパラクラ
イン因子を応用した骨再生法の開発が進展
している。 
近年癌を始めとした様々な疾患において、

核酸医薬研究が注目されている。特に
micro(mi)RNA の生理学的及び疾患における
機能の重要性が明らかになってきてからは、
それを応用した核酸医薬研究が進展してい
る。しかしながら、核酸は血液中の酵素によ
って容易に分解されるため、その生体への応
用にはデリバリー技術の開発が重要である。
その中で、分泌型 miRNA や機能性タンパク
質を内包する exosome が、標的細胞へ核酸を
デリバリーするキャリアーとして注目され
ている。 Exosome は、細胞が分泌する
50-100nm 程度の 2 重脂質膜小胞体で、細胞間
分子輸送に関与するため、消化酵素が存在す
る血漿・血清中でも安定である。一方で、
Exosome の機能は概ねそれを産生した細胞の
性質を反映し（Katuda et al. 2013）、培養刺激
や遺伝子導入など産生細胞に対して付加的
な前処理を与えることで、目的とする機能を
搭載できる。さらに、最近では exosome その
ものに核酸を導入することで、治療目的に応
じて機能を改変できることも示唆されてい
る（Alvarez-Erviti et al. 2011 etc.）。 
そこで、申請者らは、骨再生に機能する

MSC の分泌する exosome に着目し、それに元
来内包されている骨誘導性の機能分子に加
えて、BMP2 遺伝子といった特定の骨形成性
遺伝子を搭載させ、それらを生体局所へ送達
することを考えた。即ち、申請者らが従来か
ら着目してきた骨誘導性を発揮する遺伝子
活性化基質（gen-activated matrix; GAM）の開
発において、骨再生局所への遺伝子デリバリ

ーのベクターとして、exosome が効率的に機
能する可能性がある。 
 
 
２． 研究の目的 
本研究の目的は、骨形成性遺伝子を人工的

に搭載させた骨誘導性 exosome を人工骨材料
に含有させた遺伝子活性化基質（ gene 
activated matrix; GAM）を作製し、その人工骨
としての有用性を評価することにある。即ち、
骨形成性遺伝子を生体骨欠損部に直接デリ
バリーすることで効果的に骨再生を誘導す
る新規 GAM の開発に、間葉系幹細胞（MSC）
由来 exosome（MSC-ex）を遺伝子送達体とし
て応用することで、局所における遺伝子導入
効率の増幅を図る。 
 
 
３． 研究の方法 
（１） 骨髄 MSC の分離・培養： 
野生型 C57BL/6 マウス（8 週齢）の大腿骨

より採取した骨髄をフラッシュアウトし、遠
心操作より骨髄細胞を採取する。次に、CD45
陰性の細胞群を磁気ビーズにて抽出する。抽
出は、Mouse Mesenchymal Stem/Progenitor Cell 
Enrichment Kit （STEMCELL 社）にて、簡便
に出来る。抽出した細胞は、接着培養（bFGF
添加 10%FBS 含有 DMEM 培地）を行ない、
MSC の精製と細胞数の確保のため、3 継代し
て実験に使用する。マウス骨髄 MSC の表現
型（positive; CD29, Sca-1／negative; CD11b, 
45）の発現を Flow cytometry にて解析してお
く。 
 
（２） 骨髄 MSC に対する骨芽細胞分化誘

導：   
骨髄 MSC を 80% confluent になるまで増殖

させた後、骨芽細胞分化培地（ascorbic-acid + 
β-Glycerophospate + dexamethasone ） に
recombinant (r) BMP2 を添加して培養を行な
う。誘導培地に交換して、分化が成熟してく
る 15 日目までの試料について、3 日毎に細胞
数と Alkaline Phosphatase（ALP）活性の計測
を行なう。これまでの我々の研究から、ALP
活性がピークを示す時期での移植が新生骨
の誘導に優れていると思われるため、その時
期を中心に遺伝子発現の変動を解析する。具
体的には、mRNA と miRNA の抽出・精製を
行ない、発現プロファイルを qPCR Array に
て網羅的に解析する。Day0 における発現プロ
ファイルと比較して、発現レベルに大きな変
動のあった mRNA, miRNA 群を確認する。分
化誘導後の MSC-ex は、ALP 活性がピークを
示す時期の細胞に対して、一度培養上清を除
いた上で洗浄後、無血清培地で 48 時間培養
を継続した上清から回収する。 
 
（３） 骨髄MSCに対するBMP2の遺伝子導

入：  
BMP2 をコードする pDNA （ pAcGFP- 



BMP2）を使用して、Neon Transfection System
によるエレクトロポレーション法にて遺伝
子導入を行なう（20μg pDNA を 5x105 cells/ml
懸濁液 100μl に混和）。さらに、その導入効率
が低い場合を考慮し、今回は本学で開発され
た自己組織化ナノデバイスを応用した遺伝
子導入も併せて実施した。培養は 10%FBS 含
有 DMEM 培地で行なうが、導入の確認は、
培養皿における GFP の発現で観察できる。培
養は 2～3 日程度で 80% confluent になる密度
で細胞を播種し、confluent に達した細胞につ
いて、前項と同様の方法で mRNA と miRNA
の発現プロファイルを確認する。遺伝子導入
後の骨誘導性 MSC-ex は、導入後の細胞が
80% confluent に達した後、一度培養上清を除
いた上で洗浄後、無血清培地で 48 時間培養
を継続した上清から回収する。 
 
（４） MSC-ex の回収とその特性解析：    

MSC-ex の単離は、上記 2-3) で回収した培
養上清から超遠心法にて行なう。具体的には、
まず回収した培養上清を超遠心（100,000g・
70 分間）し、チューブ下層液体を回収する。
続いて、0.22μm フィルターにて細胞片や微細
な浮遊物を除いた上で、再度超遠心を 30% 
sucrose-D2O 溶液を用いて行ない、上清吸引
後に PBS に懸濁して MSC-ex を回収する。通
常、1x107個の細胞培養上清から 2-4x109個の
exosome が回収できる。回収後は、懸濁液中
の MSC-ex の存在を、exosome 特異的表面抗
原（CD9, 63, 81）の発現によって Flow 
cytometry を使用して解析を行ない、確認する。
又、透過型電子顕微鏡により形態の観察や
Western Blot による exosome が内包するタン
パク質の解析なども適宜行なう。続いて、単
離した骨誘導性 MSC-ex から mRNA や
miRNA を抽出・精製し、発現プロファイルを
解析する。miRNA の抽出は、骨分化誘導時の
細胞中の miRNA の抽出時と同じく、mirVana 
miRNA Isolation Kit（Ambion）を用いて行な
い、発現プロファイルの解析も上記と同様に
行なえる。そして、MSC-ex が内包している
遺伝子発現プロファイルについて、回収時点
での産生細胞のプロファイルと比較し、確認
をしておく。 
 
（５） 骨髄 MSC-ex に対する BMP2 の直接

遺伝子導入 ：  
3 継代目の細胞が 80% confluent になるま

で増殖させた後、一度培養上清を除いた上で
洗浄後、無血清培地で 48 時間培養を継続し
た上清から骨髄 MSC-ex を単離する。その後、
骨髄 MSC-ex に BMP2 をコードする pDNA
（pAcGFP-BMP2）を使用して、exosome 用導
入 試 薬 Exo-Fect™ Exosome Transfection 
Reagent にて導入を行なう（5～10μg pDNA を
1x106 exosome 懸濁液 150μl に混和）。導入効
率については、混和する pDNA 濃度を振って
検討する。導入後の骨誘導性 MSC-ex は、上
記と同様に内包される mRNA や miRNA の発

現プロファイル解析を行なう。 
 
（６） 骨分化誘導性 MSC-ex の機能解析：    
通常の骨髄 MSC の培養に骨分化誘導後

MSC-ex、あるいは 2 種の骨誘導性 MSC-ex を
添加することで、MSC-ex の in vitro における
機能性を調べる。具体的には、骨髄 MSC を
60% confluent になるまで通常培養した後に、
濃度を振って MSC-ex を培地に添加する。添
加12～48時間後に細胞のMSC-exの取り込み
効率を確認し、その後培養を継続した後、ALP
活性や Osteocalcin 産生量の計測により骨芽
細胞分化の程度を評価する。 
 
（７） GAM の作製：   
骨誘導性 MSC-ex（1x106, 1x107, or 1x108 

exosomes）と β-TCP 顆粒（20mg）をコラーゲ
ン溶液（200μl）に混和し、凍結乾燥すること
を基質作製の基本とする。コラーゲンについ
ては、in vivo への核酸導入用の atelocollagen
を使用する。凍結乾燥後の exosome について
は、4℃で長期間機能を維持したまま保存で
きることが知られている。GAM に搭載する
exosome 量については、まず上記の 3 つの量
で骨再生効果を評価した後、それに含有され
る pDNA 量の相対的な量も考慮して、最適化
していく。 
 
（８） 頭蓋骨欠損モデルへの移植：    
野生型マウス（C57BL/6）、及びラット

（F344）の頭蓋に作製した critical defect（径
5 mm）に対して GAM の移植を行ない、遺伝
子送達効率と骨組織形成能を評価する。移植
後は、経時的に高速 μCT を撮影することで、
同一個体での硬組織形成を評価すると共に、
試料を 1, 4, 6, 8 週にて回収し、組織学・免疫
組織学的に骨形成を評価する。尚、Exosome
は GAM 作製直前に PHK26 で標識し、移植後
1 週でのホスト細胞への取り込みを移植標本
全層にわたり共焦点レーザーを使用して蛍
光発色を観察する。又、BMP2 遺伝子を産生
細胞や exosome に導入した試料については、
細胞への遺伝子送達効率を GFP の抗体染色
により観察できる。又、標本から塩酸グアニ
ジンを用いて GFP を含む蛋白質を抽出し、蛍
光分光光度計により遺伝子導入効率を定量
的に評価する。 
 
 
４．研究成果 
（１） MSC-ex の回収と特性解析： 
  培養中に rBMP2 を培地に添加、もしくは
BMP2 遺伝子の導入を行なった MSC の培養
上清から骨誘導性 MSC-ex を単離し、それぞ
れの特性を無処理のMSCの上清由来MSC-ex
と比較した。回収した exosome の電顕による
粒子確認像を下図（図 1）に示す。さらに、
回収された exosome は、CD63, CD81 の発現
解析にて陽性が確認された。 
 
 



（図 1）φ50～100 ㎚の Exosome 電顕像 
 
 
 
 
 
 
 
次に、BMP2/4（pAcGFP-BMP2）を遺伝子

導入し、80% confluent に達するまで培養した
MSCから回収した骨誘導性MSC-exの特性解
析を実施したところ、導入した BMP2/4 の
mRNA の発現は、コントロールベクター
（pAcGFP）を導入した MSC-ex における発現
と比較して顕著に上昇をしていた（図 2）。こ
の発現上昇率は、骨分化誘導培養による誘導
後の MSC から回収した MSC-ex と比較して
も顕著であった。培養中に導入した遺伝子の
特性が産生された exosome に反映されている
ことが示唆された。さらに、MSC を 80% 
confluentに達するまで通常培養を行なった後
に回収した MSC-ex に直接遺伝子導入を試み
た。しかしながら、現在までに遺伝子導入の
条件設定の最適化にまで至っておらず、直接
導入を施すことによる MSC-ex の特性変化は
明確でない。そのため、今後は引き続き、こ
の条件設定を試みていく予定である。 
 

（図 2）導入後に培養した MSC と、その上清
から回収された MSC-ex における BMP2 mRNA
発現の比較 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２） in vitro における骨誘導性 MSC-ex の

機能解析： 
MSC に BMP4 遺伝子を導入後に回収した

骨誘導性 MSC-ex を添加した培地を 60% 
confluent に達した MSC に添加し、継続培養
したところ、培養後 5 日後の時点で通常の培
養 MSC から回収した MSC-ex を添加した場
合と比較して、Alkaline Phosphatasen の活性や 
骨芽細胞分化関連遺伝子（osteocalcin など）
の発現上昇を認めた。in vitro においては MSC
の骨芽細胞分化に関して、骨誘導性 MSC-ex
の添加による一定の誘導促進効果が示唆さ
れた。そのため、この骨誘導性 MSC を搭載
した GAM の骨誘導効果について、生体局所
にて観察することとした。 
 
（３） 骨誘導性MSC-exを搭載したGAMの

骨再生効果： 
MSC に BMP4 遺伝子を導入後に回収した

骨誘導性MSC-exを搭載したGAMを作製後、
マウスの頭蓋骨欠損部に移植を試みた。また、

異種動物への移植モデルとしてラットへの
移植も一部試みた。その結果、マウス移植後
4 週の時点にて、GAM 基質内に新生骨の形成
が一部見出された。そのため、現在さらに詳
細に条件設定を行うべく、まず搭載する
MSC-ex の用量について検討を実施している
ところである。 
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