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研究成果の概要（和文）：SHEDは表面抗原によりいくつかのタイプに分類され、中でもCD146陽性細胞は血管内
皮細胞との相互作用により再生組織の血管新生を促進することが示唆され、骨再生に重要な役割を果たすと考え
られた。得られたSHED由来エクソソームの粒子径は60-90 nmであり、培養液に添加することにより骨髄由来未分
化間葉幹細胞(BMSC)の石灰化能が亢進することが明らかとなった。また、本作用はMAPK経路を介していることが
示唆された。DPSCs由来エクソソームはSHED由来と同様にBMSCの石灰化能を亢進させる傾向が認められたが、
DPSCs由来とSHED由来エクソソームの間に有意な差は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：SHED is classified into several types based on surface antigens, among them,
 CD146-positive cells are suggested to promote angiogenesis in regenerated tissue through 
interaction with vascular endothelial cells, and are suggested to play an important role in bone 
regeneration. The particle size of the obtained SHED-derived exosome was 60-90 nm, and it was 
revealed that adding it to the culture medium enhanced the calcification ability of bone 
marrow-derived mesenchymal stem cells (BMSCs). It was also suggested that this effect is mediated by
 the MAPK pathway. Although DPSCs-derived exosome tended to enhance the calcification ability of 
BMSCs as well as SHED-derived exosome, no significant difference was observed between DPSCs- and 
SHED- derived exosomes.

研究分野：歯科矯正学

キーワード： エクソソーム　再生医療　乳歯歯髄由来幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、乳歯歯髄由来未分化間葉系幹細胞(SHED)から産生されるエクソソームが分離され、骨髄由来未分
化間葉幹細胞に対する骨誘導能が明らかとなった。口唇裂・口蓋裂における顎裂部の骨再生医療へのSHED由来エ
クソソームの臨床応用の可能性が示されたことは、骨移植などの現行治療に比較して低侵襲の治療の達成につな
がることから、社会的意義があると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

（１）口唇裂・口蓋裂（CL/P）は、胎生期における顔面突起の癒合不全に起因する顎裂を特徴とする多

因子性の疾患である。顎裂部閉鎖のために二次顎裂部腸骨移植術が広く行われてきたが、腸骨採取

後の疼痛や歩行障害、長期の入院など、とりわけ学童期の患者に大きな負担を伴う。そこで、移骨採取

の侵襲を低減する方策として、未分化間葉系幹細胞（MSCs）を用いた骨再生誘導が考えられる。我々

は、歯槽骨再生に最適化した独自の CAP担体を研究し、これと組み合わせる幹細胞として骨髄幹細胞

（BMSCs）、永久歯歯髄幹細胞（DPSCs）および乳歯歯髄由来未分化間葉系幹細胞（SHED）を比較検

討し、いずれも歯槽骨再生に有効と判定された。しかし、生体内での移植細胞の動態制御は困難であ

り、移植細胞の多くは移植部位から早期に消失することが判明した。ビーグル犬顎骨欠損部に移植した

BMSCs は移植後 15 日で約 30％にまで減少したが、半年でほぼ完全な骨再生が確認された。再生骨

の骨小窩中の骨細胞のうち、移植した BMSCs 由来細胞の割合は 5.7％に過ぎず、残りの移植細胞の

骨再生への関与が不明であった。骨再生過程の幹細胞の役割としては、自ら骨芽細胞に分化して骨を

形成することに加えて、生理活性物質の産生や抗免疫作用などにより、母体に存在する各種細胞の誘

導、分化、増殖の活性化を促し組織再生に関与することが示唆されてきた。最近の検討では、無血清

の SHED 培養上清のラット頭蓋冠骨欠損部への投与により骨再生が認められたことから、骨再生誘導

には液性成分による周辺細胞へのパラクライン作用が重要な役割を果たすことが示された。直近の研

究では、MSCs が産生する液性成分は、細胞由来により明確に異なることが明らかになった。しかしなが

ら、BMSCs、DPSCs に比較して SHED は増殖能と骨誘導能が有意に高いにもかかわらず、IGF-1 や

bFGF など骨形成関連液性因子の産生は、BMSCs よりも少なかった。一方、SHED は血管誘導能が高

い CD146 陽性細胞が約 70%を占めるものの、VEGF 産生の優位性は見られなかった。このように、幹

細胞から他の細胞への作用を生理活性物質だけで説明することは難しい。 

 

（２）エクソソームは、細胞から分泌される直径 50〜150 nm の細胞外微小胞の一種であり、蛋白質や

mRNAの他、400種類以上のマイクロ RNA(miRNA）を内包する。受容細胞にエンドサイトーシスなどで

取り込まれることにより、内包成分が作用を発揮すると考えられ、新たな細胞間情報伝達機構として注

目されている。エクソソームは、骨基質や体液中に広く存在し、ある細胞から分泌されると、インテグリン

等を介した機構により指向性を持って受容細胞に取り込まれて機能する。その作用は内包成分に依存

すると考えられ、特に miRNAが注目されている。分泌型 miRNAは、エクソソームに内包されることによ

り組織中の安定した移動が可能となる。その発現プロファイルは由来細胞の種類や状態により異なるが、

MSCsの創傷治癒能力への関与が示唆されている。しかし、エクソソームのMSCsの骨芽細胞分化への

影響や骨再生医療への適用の可能性は未解明であり、これが本研究課題の核心をなす学術的「問い」

である。 

 

 

２．研究の目的 

MSCs から他の細胞への情報伝達機構としてのエクソソームの果たす役割を解明することであ

る。BMSCs, DPSCs, SHED のエクソソームの機能を骨形成関連の機能に焦点を絞って比較検

討する。 

 

 



３．研究の方法 

（１）SHEDを抜去乳歯歯髄、DPSCsを矯正歯科治療に伴う便宜抜去永久歯、BMSCsを CLP患

者における腸骨移植時の余剰骨髄組織から単離・培養し、stemnessを確認するとともに、細胞表

フローサイトメーターを用い、幹細胞表面マーカーを検出する。幹細胞表面マーカーによって特

徴づけられた SHED および DPSCs の細胞増殖や移動、形態変化等を評価する。さらに、SHED

および DPSCs それぞれを骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞に分化誘導し、各分化マーカーの発現

を解析する。 

 

（２）幹細胞表面マーカーによって特徴づけられた SHEDおよび DPSCs由来エクソソームの骨

再生に関連する培養細胞に対する作用を比較検討する。SHED および DPSCs の培養上清を遠

心式限界ろ過フィルターで５倍濃縮後、Total Exosome Isolation Reagentを用い、SHEDおよ

び DPSCsよりエクソソームを抽出した。走査型プローブ顕微鏡を用いて、表面性状を観察した。

BCAプロテインアッセイを用いてエクソソームを定量した後、SHEDおよび DPSCs由来エクソ

ソームを BMSCs に添加した。BMSCs の細胞増殖能について、培養開始より４日目において

BrdUを用いて比較検討を行った。また、骨分化誘導を行った BMSCs に SHEDおよび DPSCs由

来エクソソームをそれぞれ添加し、培養開始より 21日目において、アリザリンレッド染色を用

いて石灰化沈着の比較検討を行った。BMSCs 培養 2日目において Total RNAを抽出し、BMP2, 

ALP, AKT1, MAPK1 の遺伝子発現について定量リアルタイム PCR 法による比較検討を行った。 

 

 

４．研究成果 

（１）MSCs のエクソソームが内包する miRNA は、MSCs の由来組織や分化段階等により発現

プロファイルが変化し、分子生物学的特性に重要な影響を及ぼすと考えられる。そこで、SHED

の確実な単離、培養のための詳細な検討を行った。その結果、乳歯歯髄から単離された細胞は、

表面抗原によっていくつかのタイプに分類されることが明らかとなった。フローサイトメトリ

ーによりソートされた細胞の特徴を検討した結果、CD146 陽性細胞には、特に骨形成に有利な

条件が備わっていることが、骨代謝関連の遺伝子発現の解析などにより示唆された。骨再生に影

響する因子として、血管内皮細胞へのシグナル伝達の関与が示唆された。すなわち、CD146陽性

細胞は、血管内皮細胞との相互作用により再生組織の血管新生を促進することが示唆され、骨再

生に重要な役割を果たすと考えられた。  

 

（２）特徴的な SHED の機能発現のメカニズムの一つと推察されるエクソソームの解析を行っ

た。SHED培養上清からの SHED由来エクソソームの分離条件を確立するとともに、その性質

について検討した。その結果、SHED から産生されるエクソソームの分離条件を確立し、その

解析ができるようになった。走査型プローブ顕微鏡を用いて表面性状および大きさを観察した

ところ、SHED由来エクソソームの粒子径は 60-90 nmであった。また、SHED由来エクソソ

ームを培養液中に添加することにより骨髄由来 MSCs の石灰化能を亢進させることが明らかと

なった。また、本作用はMAPK経路を介していることが示唆された。 

 

（３）SHED由来エクソソームの特異的な機能を解明するために、永久歯歯髄由来の DPSCsか

らエクソソームを分離し、両者の機能的な差異を明らかにすることとした。その結果、SHED由

来エクソソーム群と DPSCs 由来エクソソーム群では、それぞれコントロール群と比較して有意



に細胞増殖能の亢進が認められたが、両者間に有意な差異は認められなかった。また、骨形成関

連遺伝子発現の検討では、SHED由来エクソソーム添加群と DPSCs由来エクソソーム添加群に

おける BMP2 および AKT1 遺伝子発現レベルは、コントロール群と比較して有意差は認められ

なかったが、MAPK1および ALPの遺伝子発現レベルはコントロール群より有意に亢進した。し

かしながら、SHED由来エクソソーム添加群と DPSCs由来エクソソーム添加群との間に有意差

は認められなかった。アリザリンレッド染色による石灰化の比較では、SHED 由来エクソソー

ム添加群と DPSCs 由来エクソソーム添加群ではコントロール群と比較して石灰化沈着物の亢進

が認められた。以上の結果から、SHEDあるいは DPSCs由来エクソソームは、PI3K/Akt シグナ

ルではなく MAPK シグナルを活性化させることにより、細胞の増殖および分化能を亢進させる

可能性が考えられた。 

 

今後より詳細な比較検討を進めることにより、骨再生誘導に最適な機能を有するエクソソーム

を特定することができると考えられる。  
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