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研究成果の概要（和文）：本研究は細胞が分泌する膜小胞であるエクソソームに着目し、エクソソームと石灰化
形成との関係について明らかにした。分泌される細胞自体の石灰化形成能の有無に関わらず、エクソソームには
石灰化核形成能があることを生化学的解析と電子顕微鏡観察から明らかにした。さらにエクソソームと骨芽細胞
が分泌する基質小胞の類似している点と異なる点を明らかにした。また、ラット間葉系幹細胞を骨分化誘導する
ことで生じる石灰化組織形成にエクソソームが寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Mineralized tissue formation is highly regulated by osteogenic cells in our 
body. In this project, we examined whether exosomes, which were secreted from cells, involved the 
mineralization process of osteogenic cells in vitro. We extracted exosomes from culture media of 
osteogenic and non-osteogenic cells. We found that exosomes had crystal nucleation ability in 
simulated boy fluid regardless of the type of cells. We further found that exosomes from mesenchymal
 stem cells contributed mineralized tissue formation. Thus, exosomes are biochemical extracellular 
regulators for mineralized tissue formation. 

研究分野：組織細胞工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は骨芽細胞が分泌する基質小胞はエクソソームの1グループであり、両者の違いが石灰化形成能ではなく
アルカリフォスファターゼ活性能であることを見出した。こうしたエクソソームと基質小胞の関係を示すことが
できた点が本研究の学術的意義である。また本研究の結果は、異所性石灰化形成において様々な細胞のエクソソ
ームが石灰化核になれることを示しており、こうしたプロセスを抑制することが異所性石灰化の発症抑制につな
がることを示している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 石灰化はリン酸カルシウムであるハイドロキシアパタイトの結晶形成であり、試験管内では
リン酸イオンとカルシウムイオンの過飽和溶液中で容易に形成される。しかしながら、生体内
では石灰化は高度に制御された過程であり、通常は発生時や骨リモデリング時といった、限ら
れた場所・タイミングでのみ生じる。ただし生体内であっても、動脈硬化や慢性腎炎、筋ジス
トロフィーなどの疾患時には、その合併症として血管や骨格筋などの組織で異所性の石灰化（本
来生じない組織での石灰化）が生じる。異所性石灰化は組織の炎症や脆弱を引き起こし、症状
の悪化に繋がる。こうした異所性石灰化は生体の有する石灰化制御機構の破綻によって生じる
と考えられる。 
 生体における骨石灰化の形成は、骨芽細胞によって分泌される基質小胞と呼ばれる細胞外小
胞から始まるとされる。基質小胞が起点となって微小な石灰化が形成され、周囲のコラーゲン
繊維を基質として石灰化が拡大する。そのため、骨芽細胞による基質小胞の分泌と基質小胞が
沈着する細胞外環境の形成が、骨石灰化の重要な工程になる。 
 研究代表者はこれまで、細胞培養系で形成される石灰化組織の研究を進めてきた。その過程
で、骨形成細胞の種類によって生体外で形成する石灰化組織の構造が異なること、特にラット
間葉系幹細胞が骨分化過程で形成する石灰化組織が生体内類似の構造を示すことを見出した。 
 こうした中で研究代表者は、エクソソームと呼ばれる細胞外小胞とこれまで骨芽細胞が分泌
するとされてきた基質小胞の抽出方法が同一であることから、両者の関係性について明らかに
する必要があると考えた。エクソソームは細胞から分泌される直径が 100 nmほどの細胞外小
胞であり、その内部はタンパク質だけでなく、mRNAや miRNAといった核酸が含まれる。エ
クソソームは血液、リンパ液、尿などの体液中に存在し、これら体液を介して離れた組織・器
官へと到達する。そのため、エクソソームはホルモンやサイトカインなどのリガンド分子とは
異なった細胞間情報伝達の担い手として研究が進められている。予備的に骨形成細胞から分泌
されるエクソソームを抽出したところ、エクソソームには基質小胞同様にアルカリフォスファ
ターゼ活性があること、擬似体液中で石灰化を生じることを見出した。このことは、骨形成細
胞のエクソソームが基質小胞と同様な機能を持つ可能性を示唆する。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、骨形成細胞による石灰化形成機構の解明を目的に、特に骨形成細胞およびその他
の細胞が分泌するエクソソームが石灰化とどのように関わるのか、細胞外に分泌されたエクソ
ソームはどのように石灰化を制御しうるのか、エクソソームは石灰化形成過程でも細胞間情報
伝達物質として機能するのかについて明らかにすることを目標とした（図 1）。 
 

 
図 1 本研究の当初の目的 

 
３．研究の方法 
 細胞はヒト骨肉腫細胞（Human osteosarcoma, HOS）、マウス骨芽前駆細胞 MC3T3-E1、ラ
ット間葉系幹細胞、ヒト子宮頸がん HeLa細胞を用いた。 
 エクソソームは細胞の培養上清から回収した。細胞はエクソソームフリーの血清で培養し、
その培養上清から市販のエクソソーム抽出キットによって抽出した。抽出されたエクソソーム
の濃度はタンパク質濃度で規格化した。また実際にエクソソームが抽出できているかは透過型
電子顕微鏡（TEM）で観察することで確認した。 
 エクソソームの石灰化核形成能は 1.5 倍濃縮の疑似体液中で石灰化が形成されるかで試験を
行った。また実際にエクソソームが核となって石灰化しているかは、エクソソームを基盤上に
固定し、石灰化したエクソソームを走査型電子顕微鏡（SEM）で直接観察することで確認した。 
 非特異的な細胞の石灰化は培養上清中に直接無機リン酸を添加することで誘導した。石灰化
の確認は、カルシウムイオンキレート蛍光分子であるカルセインを用いて蛍光顕微鏡で観察す
ることで行った。 
 
４．研究成果 
(1) エクソソームと基質小胞の関係性の解析 
 はじめに、HOS 細胞を用いてエクソソームと基質小胞の関係性の検証を行った。HOS 細胞



が作るエクソソームを可視化するため、エクソソーム特異的な膜タンパク質 CD63 に GFP を
融合させたタンパク質を発現するプラスミドを HOS 細胞に遺伝子導入し、さらにこの
CD63-GFP タンパク質を恒常的に発現する HOS-CD63-GFP 細胞を作製した。HOS 細胞にお
いて CD63-GFPは細胞内の核近傍に局在していた。また HOS-CD63-GFPを石灰化誘導条件で
培養したところ、石灰化の内部で GFP の蛍光を確認することができ、石灰化とエクソソーム
が直接関係しうることが推察された。そこでこの細胞からエクソソームを抽出したところ、確
かにエクソソーム抽出画分中に GFPの蛍光を確認することができた。また TEMによる観察で
は、脂質膜を有する小胞を確認することができた。エクソソームと基質小胞との関係を調べる
ため、基質小胞特異的に存在するアルカリフォスファターゼの活性を調べたところ、抽出され
たエクソソーム画分にはアルカリフォスファターゼ活性があった。さらに、基質小胞の機能的
特徴である石灰化核形成能をエクソソームが持つか擬似体液を用いて検証した。その結果、エ
クソソーム画分にも石灰化核形成能があることがわかった。実際にエクソソームが石灰化核に
なっているかを、エクソソームを電子顕微鏡観察用の基盤上に固定し、石灰化誘導行ったとこ
ろ、確かにエクソソームが石灰化していることを SEMで観察することに成功した。以上より、
HOS細胞から抽出されたエクソソームは、石灰化に対して基質小胞と同様の能力を有すること
がわかった。 
 
(2) 各種細胞エクソソームの石灰化解析 
 次に、MC3T3-E1や HeLa細胞からエクソソームを抽出し、これらの ALP活性ならびに石灰
化核形成能を調べた。未分化 MC3T3-E1細胞と HeLa細胞のいずれにおいても、抽出されたエ
クソソームで HOS 細胞エクソソームのようなアルカリフォスファターゼ活性は見られなかっ
た。このことは基質小胞を分泌する細胞のみでエクソソームが ALP活性を持ちうることを示唆
する。さらにこれら細胞抽出エクソソームの石灰化核形成能を調べたところ、未分化MC3T3-E1
細胞、HeLa 細胞のいずれのエクソソームにおいても、石灰化が生じた。さらに、このエクソ
ソームの石灰化は SEM でも直接確認することができた。つまり、これまで基質小胞のみが有
すると考えられてきた石灰化核形成能は、実は細胞が分泌するエクソソーム自体が有する機能
であり、基質小胞特異的な特徴はアルカリフォスファターゼ活性といった、石灰化の環境形成
に作用する酵素活性のみであることが見出された。 
 
(3) 細胞の非特異的石灰化 
 骨形成細胞に関わらず、細胞が分泌するエクソソームには石灰化核形成能があることが見出
されたため、エクソソームが沈着している細胞層には、石灰化核形成能があるのかについて検
討を行った。HOS細胞、未分化 MC3T3-E1細胞、HeLa細胞に無機リン酸を添加し、非特異的
な石灰化誘導を行った。その結果、HOS細胞、HeLa細胞では非特異的な石灰化が形成される
こと、MC3T3-E1細胞では非特異的な石灰化が形成されないことが明らかとなった。HOS細胞、
HeLa 細胞のエクソソームのみならず、MC3T3-E1 細胞のエクソソームにも石灰化核形成能は
あるため、MC3T3-E1細胞では積極的に非特異的な石灰化を抑制する機構があることが示唆さ
れた。また、HOS細胞と MC3T3-E1細胞では形成される石灰化の構造が異なっており、HOS
細胞では非特異的な石灰化同様の球状石灰化が形成されるが、MC3T3-E1細胞では大型の石灰
化物が形成される。非特異的な石灰化の抑制機構はこうした石灰化組織の構造の制御に関与し
ている可能性がある。 
 
(4) ラット間葉系幹細胞が形成する石灰化構造体に対するエクソソームの作用 
 ラット間葉系幹細胞を骨芽細胞分化誘導条件で培養すると、生体内の骨組織に類似した大型
の石灰化組織を形成する。この石灰化組織形成にエクソソームが関与するか検討を行った。ラ
ット間葉系幹細胞から抽出したエクソソームも他の細胞エクソソームと同様に石灰化核形成能
があった。また細胞層で非特異的な石灰化が生じるか検討したところ、非特異的な石灰化は生
じるが、HOS細胞や HeLa細胞に比べると非特異的な石灰化形成は抑制されていることがわか
った。次に、ラット間葉系幹細胞の形成する石灰化組織を SEM によって詳細に解析すると、
培養皿との界面にハイドロキシアパタイトの結晶からなる層が形成され、その上にコラーゲン
繊維と球状の石灰化からなる石灰化層が形成されていることがわかった。そこで、エクソソー
ムの分泌を阻害することが知られている GW4869を加えて培養したところ、ラット間葉系幹細
胞による石灰化形成は抑制されることがわかった。特に 2層目のコラーゲン繊維と球状石灰化
からなる石灰化層の形成が抑制されており、この球状の石灰化物がエクソソーム由来で生じて
いる可能性が高い。さらに、基質小胞の膜上で無機リン酸の輸送を行うリン酸トランスポータ
ーの阻害を行ったところ、ラット間葉系幹細胞による石灰化が完全に抑制された。このことは、
ラット間葉系幹細胞の石灰化にはリン酸トランスポーターが必要であること、またエクソソー
ムは特に 2層目の石灰化層の形成に寄与することがわかった。 
 
(5) その他の成果 
 本研究の実施にあたり、こうした成果以外にもその過程でいくつかの派生的な成果が得られ
たので簡単に紹介する。まず HOS 細胞などの細胞動態をコンピュータ上で再現するためのシ
ミュレーションを構築することができた。さらに、ラット間葉系幹細胞の石灰化形成過程にお



いて、細胞骨格であるアクチン線維が関与することを見出した。また、HOS細胞、HeLa細胞
以外のがん細胞の培養も行い、がん細胞の活性を抑制する天然成分の効果を見つけることがで
きた。 
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