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研究成果の概要（和文）：筋肉、脂肪、滑膜、骨髄からMSCsを単離し各組織由来の細胞外微粒子を精製できた。
軟骨細胞、間葉系幹細胞の増殖能は筋肉、脂肪、滑膜、骨髄由来の間葉系幹細胞の細胞外微粒子投与群のいずれ
においてもコントロール群に比較し有意に上昇(P＜0.05）していた。各細胞外微粒子投与群間での有意な差は認
めなかった。軟骨細胞の遊走能も同様に全ての細胞外微粒子投与群で有意に上昇(P＜0.05）を認めたが、各細胞
外微粒子投与群間での有意な差はなかった。軟骨分化能関しては細胞外微粒子による変化はなかった。マウス軟
骨欠損モデルの組織学的評価においては細胞外微粒子群においてコントロールに比較し有意に向上していた。

研究成果の概要（英文）：MSCs could be isolated from muscle, fat, synovium, and bone marrow, and 
extracellular microparticles derived from each tissue could be purified. The proliferative capacity 
of chondrocytes and mesenchymal stem cells was significantly increased (P <0.05) in all of the 
extracellular microparticle administration group of muscle, adipose, synovial membrane, and bone 
marrow-derived mesenchymal stem cells as compared with the control group. No significant difference 
was observed between the extracellular microparticle administration groups. The migration ability of
 chondrocytes was also significantly increased (P <0.05) in all extracellular particle-administered 
groups. There was no change in cartilage differentiation potential due to extracellular 
microparticles. In the histological evaluation of the mouse cartilage defect model, there was a 
significant improvement in the extracellular microparticle group compared with the control.

研究分野： 組織再生

キーワード： 細胞外微粒子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
硬組織の再生能を示した細胞外微粒子はMSCsから多く分泌され由来細胞により内容物が異なり、再生能が異なる
と示唆された。本研究では筋肉、脂肪、滑膜、骨髄からMSCsを単離し培養上清から各組織由来の細胞外微粒子を
精製できた。初めて間葉系幹細胞と軟骨細胞に各細胞外微粒子を添加した群と、PBSを添加した群をコントロー
ル群を比較した。
いずれの細胞外微粒子も軟骨細胞と間葉系幹細胞の増殖能と遊走能を向上させた。一方、各細胞外微粒子投与群
間での有意な差は認めなかった。軟骨分化能関しては細胞外微粒子による変化はなかった。マウス軟骨再生能は
細胞外微粒子群においてコントロールに比較し有意に向上していた。

※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 

 

顎関節症は開口時痛、開口障害、咀嚼困難、また頭痛等を惹起する。病態としては咀嚼筋障害、

関節包・靱帯障害、関節円板障害、変形性関節症が挙げられる。疫学的調査により東京都内就労

者では約 20％に治療を要する開口時痛を認めた(口腔保健協会 2007)。そして、診察を受けた方

の 40％が関節円板損傷、30％が変形性関節症を呈する(Manfredini et al Med Oral Patol Oral 

Cir Bucal. 2007 12(4):E292-8.)。しかしながら、治療法としては NSAIDs 或いはマウスピース

を含めた対処療法しかなく、再生医療を含めた新たな治療法の開発が急務とされている。関節円

板と同様の線維軟骨より構成されている組織として膝半月板が挙げれらる。我々は MSCs 移植

により、世界で初めて膝半月板の再生に成功した(Muneta et al Stem Cells. 2009 Apr;27(4):878-87, 

Katagiri et al Biochem Biophys Res Commun. 2013 Jun 14;435(4):603-9.)。これらの知見の積み重ね

を基に、膝半月板損傷患者に対する MSCs 移植治療の臨床試験をおこなっている。一方、顎関節

では組織にかかる単位面積当たりの圧力が膝半月板よりも 1 桁大きく、MSCs を用いた顎関節関

節円板の再生の動物実験の試みが報告されているが、当教室を含め良好な結果を得られていな

かった。 

細胞外微粒子は microRNA、mRNA、タンパクを含む核酸物質を内包し、細胞間情報伝達

において重要な役割を果たす事が知られている。再生医療においても移植 MSCs の分泌する細

胞外微粒子が組織再生において、レシピエント側の組織再生能力の活性化に重要なファクター

となっていると認識されだしている(Phinney DG et al. Stem Cells. 2017 35(4):851-858)。これは我々

の分泌された液性因子の重要性示した知見と適合する。しかし、細胞外微粒子を用いた顎関節再

生の報告は無く、顎関節円板の再生が可能かは不明である。また滑膜、歯肉、歯周靱帯、歯髄、

骨髄由来の MSCs において分化能、軟骨再生能が異なる事を示した(Otabe et al Cell Med. 2012 Aug 

10;4(1):13-21)。一方細胞外微粒子中には、その分泌細胞の違いにより異なる核酸物質が含有され

ているが、その異なる含有物によるレシピエントの再生に関わる作用の差異の報告はなかった。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は異なる組織由来の MSC の細胞外微粒子のホスト細胞への効果の比較検討する

事と評価方法の確立しているマウス軟骨欠損モデルに対し、週一回の細胞外微粒子関節内注射

した群を細胞外微粒子群、PBS を注射した群をコントロール群として術後 3 週における組織学

的な比較検討する事である。 

 

３．研究の方法 

滑膜、筋肉、脂肪、骨髄 MSCs 由来の細胞外微粒子に対するホスト細胞の応答の評価(増殖補助

能、遊走補助能、分化補助能)を以下の方法で評価した。 

骨髄 MSCs、軟骨細胞に対し、異なる細胞由来 MSCs 細胞外微粒子を一定濃度でそれぞれ添加し、



増殖補助能、遊走補助能、分化補助能を評価する。 

 増殖補助能の検討 

細胞外微粒子フリーのメディウムまた 2 × 10^10 個/mL となるように各細胞外微粒子を添加し

たメディウムを用いて、MSCs、軟骨細胞の培養を行い、細胞数を Cell Counting Kit-8 assay 

(CCK-8; Dojindo, Kyushu Island, Japan)を用いて経時的に計測した。 

 遊走補助能の検討 

トランスウェル、インサート上面に MSCs、軟骨細胞をまき、プレートウェルに各細胞外微粒子

添加メディウムを満たす。4 時間後フォルマリンで固定し、DAPI で核染色し遊走した細胞数をカ

ウントした。 

 軟骨分化補助能の検討 

MSCs を軟骨分化溶液で満たした 15ml チューブにいれ 15 分遠心、各細胞外微粒子を添加、3 週

間培養。軟骨分化溶液と各細胞外微粒子は 5日ごとに変える。3週後検体採取、組織を作成。サ

フラニン O染色、コラーゲン type1 免疫染色にて軟骨分化を評価する。 

期待される結果は軟骨分化補助能が有意に優れているエクソソームを同定する事である。 

 

４．研究成果 

軟骨細胞、間葉系幹細胞の増殖能は筋肉、脂肪、滑膜、骨髄由来の間葉系幹細胞の細胞外微粒子

投与群のいずれにおいてもコントロール群に比較し有意に上昇(P＜0.05）していた。各細胞外微

粒子投与群間での有意な差は認めなかった。軟骨細胞の遊走能も同様に全ての細胞外微粒子投

与群で有意に上昇(P＜0.05）を認めたが、各細胞外微粒子投与群間での有意な差はなかった。一

方、間葉系幹細胞の遊走能は Control 群に比較し向上する傾向はあったが有意な差は認めなか

った。軟骨分化能関しては細胞外微粒子による変化はなかった。マウス軟骨欠損モデルの組織学

的評価においては細胞外微粒子群においてコントロールに比較し有意に向上していた。 
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