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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞外小胞を介した骨芽細胞間ネットワークが、骨形成期を時空間的に
制御していると仮説を立て実験を行った。具体的には分化前期と分化後期の骨芽細胞から、それぞれ細胞外小胞
を回収し、骨芽細胞の分化や機能にどのような影響があるかを調べ、骨芽細胞の分化と機能に対する影響を調べ
たところ、分化前期と後期の小胞では違う機能を持つことを明らかにした。また細胞外小胞に含まれるmiRNAと
タンパク質について網羅的な解析を行い、その機能のメカニズムを探索した。本研究より骨芽細胞由来細胞外小
胞を介した骨芽細胞間ネットワークが、骨形成を制御していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Bone formation by osteoblasts is a long-lasting phase that may last several 
months and is tightly regulated during bone remodeling. Although the signaling and transcriptional 
regulation of osteoblast differentiation have been investigated, the controlling factors of these 
signaling remain elusive. We hypothesized the osteoblast network via extracellular vesicles 
regulates bone formation spatiotemporally. In this study, we focused on the function of 
osteoblast-derived extracellular vesicles and elucidated the different functions of extracellular 
vesicles between pre-osteoblast and mature osteoblasts. Furthermore, we conducted proteomics and 
RNA-sequencing analysis of extracellular vesicles from different phases of bone formation to extract
 the candidates of the controlling mechanism.  
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研究成果の学術的意義や社会的意義
この骨代謝サイクルを適切に回すことは健康に生きていく上で重要であり、その制御機構の解明は骨疾患治療法
開発において不可欠である。本研究では高解像二光子励起生体イメージング技術を用い、生体内骨組織において
細胞外小胞を介した骨芽細胞ネットワークがあることを発見し、このネットワークが骨形成期における骨芽細胞
間の時空間的な制御因子となっている可能性について明らかにした。本研究は、これまで局所制御が困難であっ
た骨代謝を時空間的に制御することで、将来的には、外傷を含めた骨代謝関連疾患のオーダーメード治療へ応用
することを目指している。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
骨代謝制御機構の解明は骨関連疾患の治療法開発において不可欠であり、これまで骨吸収から
骨形成への移行シグナルや、各々を担う破骨細胞や骨芽細胞の分化メカニズムについては様々
な分子が同定されてきた。一方で、骨芽細胞が集団を形成し一丸となって行う骨形成が、時空間
的にどのように制御され、次の骨吸収期へ移行するのか未だ不明な点が多い。 
また本申請者はこれまで、生体内において「細胞外小胞を介した骨芽細胞間ネットワーク」が存
在することを発見し、このネットワークを介して新たな骨形成を抑制し破骨細胞分化を誘導す
ることを明らかとしてきた。そしてこの「細胞外小胞を介した骨芽細胞間ネットワーク」は、骨
形成を抑制するのみではなく、数ヶ月にわたる骨形成を、はじまりから終わりまで、時空間的に
制御する機能を持つのではと仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究は、「細胞外小胞を介した骨芽細胞間ネットワーク」の骨形成期全体における骨代
謝制御機構を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 骨芽細胞由来細胞外小胞の機能評価： 
まず骨芽細胞培養系において、骨芽細胞の分化早期、分化後期の各段階における細胞外小胞を回
収する。それぞれ分化早期、分化後期の骨芽細胞と共培養し、骨芽細胞に対する小胞の機能を遺
伝子発現、石灰化能、破骨細胞分化誘導能に分けて解析した。この実験により、さまざまな分化
段階における骨芽細胞に対する骨芽細胞由来細胞外小胞の機能を明らかにした。 
 
(2) 構成因子の網羅的解析： 
一般的に細胞外小胞には様々なタンパク質や脂質、RNA が含まれており、それらが別の細胞に運
搬されることによって機能的変化や生理的変化を引き起こすことが知られている。分化早期と
分化後期の骨芽細胞からそれぞれ細胞外小胞を単離し、内包されているタンパクや small RNA に
ついて網羅的に解析し比較することで、細胞外小胞の機能を担う因子の検索を行った。先行研究
において、分化後期の骨芽細胞由来細胞外小胞に含まれる miRNA の網羅的発現解析を既に行な
っており（Uenaka et al., Nat Commun, 2022）、この結果と分化早期の骨芽細胞由来の細胞外小
胞の結果を比較した。 
 
(3) マウスモデルを用いた細胞外小胞の骨代謝への影響の検討： 
骨芽細胞由来細胞外小胞の構成因子の解析から明らかとなった候補遺伝子のノックアウトマウ
スを用意し、骨代謝への影響を評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 骨芽細胞由来細胞外小胞は分化の時期によって違う機能を持つ。 
骨芽細胞分化早期の細胞外小胞は、骨芽細胞分化を促進するのに対し（図 1）、分化後期由来の
細胞外小胞は、骨芽細胞分化を抑制した（図 2）。 
 
図１）骨芽細胞分化早期由来の細胞外小胞（SOV F1+F2）は、前骨芽細胞の Runx2, Sp7 の発現を
上昇させた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
図２）骨芽細胞分化後期由来の細胞外小胞（SOV F1+F2）は、成熟骨芽細胞の Runx2, Sp7 の発現
を抑制した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) 分化早期の細胞外小胞は miR21a-5p を多く含み、分化後期の細胞外小胞は miR-143-3p およ
び miR148a-3p を多く含む。 
 
分化早期と後期由来の骨芽細胞由来細胞外小胞を網羅的に解析したところ、下記３つの miRNA を
多く含んでいた。分化早期の細胞外小胞は miR21a-5p を多く含み、分化後期の細胞外小胞は miR-
143-3p および miR148a-3p を多く含むことが明らかになった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) MiR-21a および miR-148a のノックアウトマウスを作成し、マイクロ CT および骨形態計測を
用いて解析を行ったところ、12 週齢オスマウスにおいて、野生型マウスに比べいずれの遺伝子
ノックアウトマウスも骨量が有意に増加した。しかし、骨芽細胞のパラメーターについては、明
らかな差は認めなかった。 
 
(4) 考察 
骨芽細胞由来細胞外小胞は、分化前期と後期で骨芽細胞に対する作用が異なることが明らかと
なった。前期由来の小胞は、骨芽細胞の分化を促進し、後期由来の小胞は分化を抑制した。この
ことから、集団として働く骨芽細胞には、小胞を介して周囲の細胞と同調して分化するような機
能が備わっていることが考えられた。メカニズム解析として注目した miRNA のノックアウトマ
ウスでは、骨芽細胞に対する作用は明らかにならなかった。その原因として、いずれの miRNA も、
破骨細胞に対する分化促進作用が知られており、それらの影響が考えられる。今後コンディショ
ナルノックアウトマウスを作成し、骨芽細胞に対する作用について確かめる必要がある。今回は
メカニズムまでは明らかにできなかったが、骨芽細胞は細胞外小胞を分泌し、取り込むことで互
いに連絡を取り合い、長く続く骨形成期を時空間的に制御していることが考えられた。 
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