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研究成果の概要（和文）：低酸素刺激は骨髄間葉系幹細胞が分泌するエクソソームの量と性質を変化させること
が明らかとなった。低酸素条件で回収されたエクソソームは、内在性幹細胞の増殖、遊走、骨分化を亢進し血管
新生作用を強く発揮した。さらに抗炎症・組織治癒促進に寄与するマクロファージを誘導することで、骨再生を
促進する可能性が示唆された。同エクソソーム中には多くのmiRNAが含まれており、それらの中に有効成分があ
る可能性が考えられ同定解析をすすめている。

研究成果の概要（英文）：It has been revealed that hypoxic stimulation alters the quantity and 
characteristics of exosomes secreted by bone marrow mesenchymal stem cells. Exosomes collected under
 hypoxic conditions significantly promoted the proliferation, migration, and osteogenic 
differentiation of endogenous stem cells, as well as exhibited strong angiogenic effects. 
Furthermore, it was suggested that these exosomes might enhance bone regeneration by inducing 
macrophages that contribute to anti-inflammatory and tissue healing processes. These exosomes 
contain many miRNAs, and it is possible that the active components are among them, prompting further
 identification and analysis.

研究分野： 再生医療
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エクソソーム研究がすすむ癌研究の領域では低酸素という過酷な環境で培養することで癌細胞が分泌する液性因
子の性状が変化するといった報告がある。しかし、間葉系幹細胞が分泌するエクソソームに低酸素環境が与える
影響を十分に検証した報告は未だない。幹細胞の高い再生能をひきだす低酸素条件が明らかになれば、現在複数
の施設で行われている幹細胞移植の治療効果の水準を引き上げられる可能性がある。骨再生を促進させるエクソ
ソーム中のmiRNAを同定できれば幹細胞による骨再生機序の一端が明らかとなり、将来の幹細胞移植に代わる普
遍的な治療法、創薬へつながる可能性がある。

※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）虫歯や歯周病、外傷などで歯を失った患者の咬合回復治療のひとつとして歯槽骨にチタン
製人工歯根を埋入する歯科インプラント治療が行われる。しかし、先天的あるいは後天的に歯槽
骨が著しく吸収、欠損した症例では人工歯根埋入に必要な骨量が不足する。歯槽骨を造成すべく
自家骨移植が広く行われるがドナー部位の手術が必要で侵襲が大きい。そこで自家骨移植にか
わる新たな骨再生療法の開発が望まれている。 
（2）われわれの研究室を含め複数の施設で患者の腸骨より採取した骨髄間葉系幹細胞（MSC s）
を患者に移植する臨床研究が行われ良好な治療成績が報告されてきた。しかし、安全性の担保や
高い品質管理が必要で膨大なコストがかかることなどが課題で、幹細胞移植は十分に普及して
いない。また、移植された細胞は移植部位に長く生存していないことや、移植された細胞が分泌
する様々な液性因子が再生に大きく寄与していることが近年明らかとなってきた。 
（3）申請者らは幹細胞が分泌する液性因子に着目した。ヒト MSCs の無血清培養上清(MSC-
CM)をラット頭蓋骨骨欠損モデルや歯周組織欠損モデルに投与し、MSC-CM が良好な骨・歯周
組織再生能を有することを明らかにした。とくに骨再生に関しては幹細胞移植と同等の再生効
果であった。さらに当院生命倫理審査委員会の承認を得て世界で初めて MSC-CM を用いた臨床
研究を行い良好な治療成績をおさめている。MSC-CM はエクソソームなどの液性因子群からな
る混合物であるが、有効成分の同定および作用機序の解明には至っておらず、製剤化にむけてそ
れらの解明が求められている。 
（4）癌研究の領域において細胞にとって過酷な環境、とくに低酸素条件下で細胞を培養すると
細胞が分泌する液性因子組成が変化し、細胞増殖能などが高まる可能性が近年報告されている。
MSCs 分泌するエクソソーム(MSCs-Exo)においても低酸素条件下で培養回収した場合、組織再
生効果が高まるのではないかとの仮説をたてた。 

 
２．研究の目的 
（1）低酸素培養条件により再生効果が高
まる機序をあきらかにし、MSCs-Exo の
再生効果が最も高まる低酸素培養条件を
探索する。 
（2）骨再生促進に寄与する miRNA を探
索する。 
 
３．研究の方法 
（1）複数の低酸素培養条件で MSCs-Exo
を回収し細胞あたりの MSCs-Exo 分泌量
の変化を比較した。エクソソーム量は
Qubit® アッセイキットを用いてタンパ
ク質量を測定した。ナノトラッキングア
ッセイで粒径分布と純度を測定評価し
た。 
 
（2）21％酸素条件と 1％酸素条件で MSCs を培養しそこから回収した MSCs-Exo 内の核酸の相違
を検証すべく、マイクロアレイをして miRNA 発現プロファイリングを行った。 
 
（3）複数の低酸素培養条件を設定して MSCs-Exo を回収し、細胞に投与して MSCs-Exo の細胞動
態に与える影響を比較した。MSCs-Exo をヒトまたはラットの MSCs に投与して、細胞内への取り



込み効率、幹細胞の遊走や増殖に与える影響を調べた。細胞への取り込み効率に関しては、MSCs-
Exoを蛍光色素PKH26で標識して細胞に投与し共焦点蛍光顕微鏡で観察した。Transwell chamber 
migration assay で細胞遊走能を評価した。WST assay で増殖能を評価した。また RNA を回収し
Realtime RT-PCR を行い骨形成関連遺伝子、血管新生関連遺伝子の発現を評価した。MSCs-Exo を
ヒト臍帯静脈内皮細胞に投与して、血管新生能に与える影響を調べた。Tube formation assay
を行い、形成された管腔の長さや分岐の数を計測して血管新生能を評価した。 
 
（4）複数の低酸素培養条件を設定して MSCs-Exo を回収し、ラット頭蓋骨骨欠損モデルへ投与し
て骨再生能を比較した。 
Wistar/ST ラット 8 週齡雄にトレフィンバーを用いて頭蓋骨骨欠損を作成し MSCs-Exo をアテロ
コラーゲンスポンジ(テルダーミス®)に含侵させて欠損作成部位に投与した。対照群には PBS を
足場に含浸させて投与する。投与後 8 週にて検体を回収し評価した。μCT を撮影し X線学的に、
組織切片を作成して組織学的に骨形成量を評価した。川本法により凍結切片を作成し、骨再生機
序に関して免疫組織化学的に評価した。血管内皮細胞のマーカーCD31、ペリサイトのマーカー
（NG2）、M2 マクロファージのマーカー（CD163）それぞれの抗体を用いて、血管新生、マクロフ
ァージの動態を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）低酸素で刺激された幹細胞由来のエクソソーム 
低酸素が MSCs-Exo へあたえる影響を評価

した。21％と１％の酸素濃度で培養した

MSCｓからエクソソームを回収したとこ

ろ、１％で培養した場合の方が有意に回収

されるタンパク質量（エクソソーム量）が

多かった。2％酸素や 5％酸素の条件も検討

したが、1%酸素条件と比べ回収されるタン

パク質量（エクソソーム量）は少なかった。

1％で培養した場合、MSCs-Exo は透過型電

子顕微鏡で直径100nmの大きな球体として

観察された。ナノトラッキングアッセイを

行ったところ、1％条件の方が 21％酸素条

件と比べて大きな粒径にピークをむかえ

る分布を示した。これらの結果から、低酸

素で培養した場合、大きな粒径の小胞が分

泌されるようになり、分泌量も増加するこ

とが明らかとなった。 

 
（2）低酸素刺激によるエクソソーム中に
核酸におよぼす影響 
MSCs-Exo 中に含まれる核酸へ低酸素がお

よぼす影響を検証した。21％または 1％の

酸素条件で培養回収した MSCs-Exo から

RNA を抽出しマイクロアレイを行ったとこ

ろ、小胞内に含有している核酸のプロファ

イリングが異なっていた。血管新生に対す

る効果が報告されているmiRNAが含まれて

いる一方で、役割が未知な miRNA も多数認

めた。 

 

（3）低酸素刺激エクソソームが細胞動態にあたえる影響 
低酸素条件の MSCs-Exo が細胞動態にあたえる影響を検証した。1％と 21％酸素条件で回収した

MSCs-Exo を PKH26 で標識しヒト MSCs、ラットの MSCs に投与したが、取り込み効率に有意な差

はみられなかった。Transwell migration assay を行い細胞遊走能に与える影響を調べた。21％

酸素濃度の場合と比べて、1％酸素濃度の MSCs-Exo の方がラット MSCs およびヒト MSCs の遊走

細胞数が多かった。WST assay を行い細胞増殖能を評価したところ、21％酸素濃度の場合と比べ

て、1％酸素濃度の MSCs-Exo の方がラット MSCs およびヒト MSCs の細胞増殖能を促進した。Tube 

formation assay では 21％酸素濃度の場合と比べて、1％酸素濃度の MSCs-Exo の方が HUVECs の

管腔形成が亢進し、分岐部の数が増加した。2％酸素や 5％酸素の条件も検討したが、1%酸素条

件と比べヒト MSCs およびラット MSCs の細胞遊走、増殖能が低く、HUVEC の管腔形成能が低い結

果であった。1％酸素条件の MSCs-Exo をラット間葉系幹細胞に投与したところ 21%酸素条件と比



べて Runx2、Osteocalicin、Vegf、Angiogenin１の発現が上昇した。 

 

（4）低酸素刺激エクソソームが骨再生におよぼす影響 

1％酸素濃度および 21％酸素濃度

の MSCs-Exo をラット頭蓋骨骨欠損

モデルに投与して骨再生能を比較

した。Wistar/ST ラット 8 週齡雄

にトレフィンバーを用いて直径

5mm の頭蓋骨骨欠損を作成し、アテ

ロコラーゲンスポンジ(テルダーミ

ス)を足場としてエクソソームを欠

損作成部位に投与した。投与後 4 週

または 8 週にて検体を回収し、μ

CT を撮影し X 線学的に、組織切片

を作成して組織学的に骨形成量を

評価した。得られたμCT 画像から

新生骨形成率を算出したところ、投

与後 4 週、8 週いずれにおいても

1％酸素濃度条件の MSCs-Exo の方

が新生骨形成率がおおきかった。

2％酸素や 5％酸素の条件も検討したが、1%酸素条件と比べ新生骨形成率が低かった。また、組

織学的には 1％酸素濃度条件の群の方が、成熟した骨形成をみとめられ、Von Kossa 染色で石灰

化面積がおおきかった。いずれの群においても炎症性細胞浸潤はみられなかった。また、欠損断

端において、1％酸素濃度条件では血管内皮のマーカーCD31 による管腔構造をみとめその周囲近

傍にペリサイトマーカーNG2 の発現をみとめた。これは比較的成熟した血管が構築されている可

能性を示唆するものであった。低酸素条件下で培養された間葉系幹細胞から分泌されたエクソ

ソームは血管新生をうながし、骨再生を促進する可能性が示唆された。また、欠損断端において

CD163 陽性マクロファージの集積をみとめた。CD163 陽性マクロファージは抗炎症効果を発揮す

るマクロファージのサブタイプ M2 として考えられており、同エクソソーム、その中に含有され

ている miRNA などの核酸は抗炎症マクロファージを誘導する作用を有している可能性が考えら

れた。低酸素刺激が組織再生、修復に有利な環境を整備する因子の生成分泌を誘導する作用があ

る可能性が示唆された。 

 

低酸素刺激は骨髄間葉系幹細胞が分泌するエクソソームの量と性質を変化させることが明らか

となった。低酸素条件で回収されたエクソソームは、内在性幹細胞の増殖、遊走、骨分化を亢進

し血管新生作用を強く発揮した。さらに抗炎症・組織治癒促進に寄与するマクロファージを誘導

することで、骨再生を促進する可能性が示唆された。同エクソソーム中には多くの miRNA が含ま

れており、それらの中に有効成分がある可能性が考えられ同定解析をすすめている。 
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