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研究成果の概要（和文）：細胞から分泌されるエクソソーム由来の機能性RNAは、細胞の多様な機能に関与する
バイオマーカーとして注目されている。エクソソーム由来miRNAが幹細胞に与える影響について、組織幹細胞で
ある歯髄幹細胞を用いた解析を行った。多様な細胞の機能に関わるポリADP-リボシル化はエクソソーム産生にも
関与する。そこで、歯髄幹細胞のポリ(ADP-リボ-ス)合成酵素（PARP1）活性をゲノム編集、あるいは阻害薬によ
り抑制し、エクソソーム由来miRNAの網羅的発現解析と細胞機能の解析を行った。これらの解析から、歯髄幹細
胞においてPARP1がエクソソームを介して細胞老化の制御に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Functional RNAs in exosomes secreted from cells participate in a variety of 
cell functions and are expected as biomarkers. Poly ADP-ribosylation is a post-translational 
modification that controls major functional and biological processes in cells, including production 
of exosomes. To determine the effect of poly ADP-ribosylation on functional RNAs in exosomes 
secreted from dental pulp stem cells and its ramifications on downstream signal transduction, we 
knocked down poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) in dental pulp stem cells using genome editing or
 inhibitors and performed an exhaustive analysis of the expression of microRNAs derived from the 
exosomes and the resulting alterations in cell functions. We found that PARP1 could potentially 
control senescence mediated by their exosomes in dental pulp stem cells.

研究分野： 再生医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
組織幹細胞である歯髄幹細胞は「再生医療等製品」として臨床への応用が期待されている。しかしながら、長期
にわたり継代培養を続けると、細胞老化によって増殖能や分化能が低下するという問題点がある。ポリADP-リボ
シル化は翻訳後修飾の重要なファクターであり、老化に深く関与していると考えられている。本研究では、
PARP1が歯髄幹細胞で産生されるエクソソームに含まれる機能性RNAを制御することで、細胞老化をコントロール
している可能性を見出した。PARP1がエクソソーム機能性RNAを介した細胞老化に関与することを示した本研究
は、老化に関わる新たなメカニズムの解明に発展することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）細胞から遊離して循環するエクソソーム機能性 RNA（分泌型 miRNA）は、多様な疾患の非
侵襲的な診断バイオマーカーとして注目されている。liquid biopsy への臨床応用が期待され、
分泌型 miRNA の解明には、社会的ニーズがある。分泌型 miRNA は、細胞外に放出されるホルモ
ンのように働き、生体機能の微調整役を担うため、その異常は疾病の発症や進行と関連するこ
とが予測される。これらの学術的背景を踏まえて、分泌型 miRNA が標的細胞へ入り細胞機能に
どのような変化を与えるかという学術的「問い」が存在した。 
 
（２）これまでの研究で、多能性幹細胞であるマウス胚性幹細胞（ES細胞）で Parp1 両側アレ
ルに遺伝子操作したクローン株を用いて、培養上清からエクソソームを抽出し、分泌型 miRNA
の次世代シークエンス解析を行った。Parp1 欠損により small RNAs の構成が変化すること、細
胞外に分泌されたエクソソーム miRNA が標的細胞の細胞死を抑制する可能性を示した。 
 
（３）PARP1 はタンパク質の翻訳後修飾であるポリ ADP‐リボシル化を担う酵素である。リン酸
化など他の翻訳後修飾と同様に、ポリ ADP‐リボシル化は細胞内情報伝達に関与するが、ポリ
ADP‐リボシル化の細胞外での情報伝達や細胞間コミュニケーションへの関与については明ら
かにされていない。主に細胞内情報伝達を担うとされている PARP1 の細胞外での働きに着目す
る点で学術的独自性があった。 
 
２．研究の目的 
細胞外に分泌される脂質二重膜からなる微小な小胞であるエクソソームは、細胞間の情報伝

達に関与する。研究代表者はこれまでに、翻訳後修飾であるポリ ADP-リボシル化反応を担う
Parp ファミリー1（Parp1）が細胞間情報伝達に及ぼす機能的意義について、Parp1 欠損型マウ
ス ES細胞株を用いた研究を行い、Parp1 が細胞外に遊離されるエクソソーム中の分泌型 miRNA
を介した細胞外情報伝達にも関与し、細胞間コミュニケーションをコントロールする可能性に
ついて報告した。一方、間葉系幹細胞（MSC）が分泌するエクソソームを介した機能については、
多くの研究がなされている。MSC は組織幹細胞として再生医療の有用なソースとなるが、MSC
由来エクソソームも再生医療における有用性が示され、注目されている。ヒト歯髄幹細胞（DPSC）
は抜歯した歯髄から得られ、骨、軟骨、脂肪への分化能や高い増殖能を有するといった、MSC
と類似した性質を持つことが知られている。DPSC が発現する PARP1 が、DPSC 由来エクソソーム
を介してどのような細胞機能に関与するかについては十分な解明はなされていない。本研究は、
これまでの研究を包括的に発展させ、ヒト DPSC の PARP1 が、エクソソームに含まれる分泌型
miRNA に与える影響と、それによる細胞外情報伝達および標的細胞の細胞機能に与える変化に
ついて調べる。DPSC 由来分泌型 miRNA の細胞外機能に関する研究を通じて、機能性 RNA 創薬へ
展開するための基礎的研究を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）DPSC の幹細胞特性の解析 
ヒト DPSC（Lonza）を使用した。DPSC の幹細胞特性を明らかにするため、in vitro における

細胞増殖の解析、フローサイトメトリーによる細胞表面マーカーの発現解析および骨細胞、脂
肪細胞への分化能の評価を行った。 
 
（２）DPSC の PARP1 ゲノム編集と培養上清中エクソソーム miRNA の解析 
DPSC における PARP1 の発現をノックアウトするため、CRISPR-Cas9 システムを用いたゲノム

編集を試みた。PARP1 のエクソン部分に crRNA をデザインし、tracrRNA とハイブリダイゼーシ
ョンさせたのち、エレクトロポレーション法を用いて、Cas9 タンパク質とともに DPSC へ導入
した。限界希釈法によってゲノム編集細胞のシングルセル化を試みたが、PARP1 ノックアウト
細胞のシングルセル化に成功しなかったため、シングルセル化せずに解析を進めた。PARP1 ノ
ックアウトの効率は、得られた細胞のポリ ADP-リボース（PAR）合成反応を指標とし、PARP1
を最も効率よくノックアウトすることができた crRNA を選択した。さらに、得られた細胞は、
免疫蛍光染色でも PARP1 の発現が低下していることを確認した。この細胞を拡大培養し、培養
上清から exoRNeasySerum/Plasma Maxi Kit を用いてエクソソームを単離し、RNA を抽出した。
QIAseq miRNA Library Kit を用いてライブラリを調製し、次世代シークエンス解析を行った。
有意に発現変動した miRNA に対しデータベースを用いたターゲット遺伝子の予測解析を行い、
ターゲット遺伝子に共通する生物学的機能を見出すため、Gene Ontology（GO）のエンリッチメ
ント解析を行った。 
 
 
 



（３）PARP 阻害薬を用いた DPSC の細胞機能の解析 
PARP 阻害薬 olaparib（AZD2281）添加による DPSC の細胞増殖能や細胞周期解析のほか、細胞

老化マーカー(CDKN2A/P16, CDKN1A/P21)および細胞老化関連分泌形質 Senescence-associated 
secretory phenotype（SASP）因子である TGFB2/TGF-beta2 の発現解析を行った。また、抗
TGF-beta 抗体（1D11）の添加実験を行い、PARP 阻害により促進される細胞老化における細胞情
報伝達と TGFB2 発現との関係について調べた。 
 
４．研究成果 
（１）DPSC の特性を明らかにするため、in vitro における細
胞増殖、細胞表面マーカーの発現および分化能の解析を行っ
た。DPSC は初代培養細胞であり、当初良好な細胞増殖を示し
たが、MSC と同様に継代培養を繰り返すことにより細胞増殖の
低下が認められた（図 1）。DPSC において、MSC マーカーは発
現していたが、血球・造血幹細胞マーカーの発現は認められ
なかった。ヒト骨髄、骨由来の MSC では CD271(+)SSEA-4(+)
細胞の存在が報告されているが、DPSCではCD271(+)SSEA-4(+)
細胞は認めなかった。一方、CD271(+)または SSEA-4(+)細胞は
わずかに存在した。MSC マーカーを発現し、MSC と同様に骨分
化能および脂肪分化能を有していることから、対数増殖期の
DPSC は MSC と同様の増殖能、分化能を有していることが確認
された。 
 
（２）PARP1 のエクソン部分に
4 種類の crRNA をデザインし、
CRISPR-Cas9システムを用いた
ゲノム編集を試み、PARP1 ノッ
クアウト細胞を得た（図 2A）。
PAR合成反応を指標にPARP1活
性を測定し、各 crRNA を導入し
た細胞から最も高いノックア
ウト効率を持つクローンを選
択した。免疫蛍光染色でも
PARP1の発現が認められないこ
とを確認し、PARP1 ノックアウ
ト細胞とした（図 2B）。 

 

 
（３）拡大培養を行い、培養上清から得られたエクソソーム由来 miRNA について、次世代シー
クエンス解析を行った。得られた 75bp のシングルエンドリードは、ヒトのレファレンスゲノム
へアライメントを行った。検出された 2494 個の全 miRNA リストを作成し、アノテーションを付
与した。ノックアウト細胞のエクソソーム miRNA で、有意に発現上昇している 163 個、発現下
降している 171 個を抽出した。ノックアウト細胞で 2倍以上の発現上昇がみられ、かつ高いリ
ードカウントを持つ miRNA
を 10 個抽出した。MIR-4532
と MIR-520d-3pを除くmiRNA
は、細胞増殖との関与が報告
されていた。（図 3）。さらに、
GO エンリッチメント解析を
行った結果、細胞老化への関
与が示唆されるGO Termが抽
出された。ノックアウト細胞
はコントロール細胞に比べ
細胞増殖が抑制されており、
PARP1 ノックアウトによっ
て増加する分泌型 miRNA は
DPSC の細胞老化を促してい
る可能性が示唆された。 
 

図 3 次世代シークエンス解析 
ノックアウト細胞で 2倍以上の発現上昇がみられ、かつ高い
リードカウントを持つ miRNA を抽出した。 

図 2  CRISPR-Cas9 システムを用いた PARP1 ゲノム編集 
（A）4 種類の crRNA による PARP1 活性の比較（B） PARP1 ノックアウト細胞の免疫染色 
ファロイジンによる細胞内アクチンフィラメントと PARP1 の免疫染色を示す。ノックアウト
細胞では PARP1 の発現が認められなかった。 

B A 

図 1 DPSC の細胞増殖能 



（４）ゲノム編集により PARP1 をノックアウ
トした DPSC は増殖能力が著しく低下したた
め、AZD2281 を用いた解析を行った。PARP1
と細胞老化との関連が次世代シークエンス
解析によって示唆されたことから、PARP 阻害
による DPSC の細胞老化への影響を調べた。
DPSC において、1～10μM AZD2281 存在下で、
濃度依存性に PARP1活性が抑制されることを
確認した。DPSC は AZD2281 濃度依存的に細胞
増殖活性の低下を認め、G0/G1 期細胞の割合
の減少と G2/M 期細胞の割合の増加が認めら
れた（図 4）。老化細胞では、分裂期の回避に
より4倍体の細胞で細胞周期停止すると報告
されており、DPSC は AZD2281 による PARP 阻
害によって細胞増殖が低下し、細胞老化が惹
起されていることが示唆された。 

 
（５）細胞老化マーカー（CDKN2A/P16, 
CDKN1A/P21）の発現は上昇する傾向が認めら
れた（図 5）。次世代シークエンス解析の結果
から、PARP１を阻害すると TGF-beta シグナ
ル経路が亢進することが示唆された。間葉系
細胞において TGFB2/TGF-beta2 は SASP 因子
として細胞老化に関わることが報告されて
いるので、DPSC における TGFB2 の発現解析を
行った。DPSC において、AZD2281 添加により
PARP を阻害すると、TGFB2 の有意な発現上昇
が認められた（図 5）。 

 
 

 
（６）抗 TGF-beta 抗体（1D11）を添加し、TGF-beta を阻害す
ると、PARP1 阻害により誘導される細胞増殖抑制が解除される
傾向にあった（図 6）。これらの結果から、DPSC における PARP1
阻害により誘導される細胞老化に、TGFB2 の発現上昇が関与し
ていることが示唆された。 
 

 
 
本研究では、歯髄幹細胞において PARP1 の欠失や活性阻害によって、細胞老化に関連するエ

クソソーム miRNA の産生により、TGFB2 に代表される SASP 因子が誘導されることを明らかにし
た。PARP1 が歯髄幹細胞で産生されるエクソソームに含まれる機能性 RNA を制御することで、
細胞老化をコントロールしている可能性を見出した。PARP1 がエクソソーム機能性 RNA を介し
た細胞老化に関与することを示した本研究は、老化に関わる新たなメカニズムの解明に発展す
ることが期待される。 
 

図 5 PARP 阻害薬による mRNA 発現変化 
DPSC に AZD2281 を添加しても PARP1 の発現は変化しなかった。TGFB2/TGF-beta2 は AZD2281
濃度依存的に有意な発現上昇を認めた。*p<0.05, **p<0.01 

図 4 PARP 阻害薬による細胞周期への影響 
DPSC に AZD2281 を添加し、PI 染色による  
細胞周期解析を行った。 

図 6 抗 TGF-beta 抗体による細胞増殖活性低下の抑制効果 
DPSC に AZD2281 存在下で細胞増殖活性が低下した細胞に
1D11 を添加し、5 日後の播種細胞数に対する細胞数を測定
した。 
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