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研究成果の概要（和文）：Ex-siRNAFgfr2S252Wの構築はエキソソーム単離キットを用いてマウス血清からエキソ
ソームを単離精製し、マウスFgfr2点変異特異的siRNAをsRNA-into-Exome kitを用いてエクソソーム内に導入し
た。胎生期野生型マウスおよびcraniosynostosisを発症するApert症候群モデルマウス頭蓋冠縫合部を発生段階
毎に摘出し、組織より骨芽細胞を分離培養した。Ex-siRNAFgfr2S252Wの投与を行い、Apert疾患モデルマウス頭
蓋冠縫合部にて発生時期特異的に有為な発現上昇および低下を示すmRNAおよびMAPK経路因子リン酸化について解
析した。

研究成果の概要（英文）：To construct Ex-siRNAFgfr2S252W, exosomes were isolated and purified from 
mouse serum using an exosome isolation kit, and siRNA specific for the mouse Fgfr2 point mutation 
was introduced into the exosomes using the sRNA-into-Exome kit. The craniofacial sutures of 
embryonic wild-type mice and Apert syndrome model mice developing craniosynostosis were harvested at
 each developmental stage, and osteoblasts were isolated from the tissues and cultured. The mRNA and
 MAPK pathway factor phosphorylation that were specifically up-regulated and down-regulated in the 
cranial coronal sutures of Apert disease model mice were analyzed.

研究分野：歯科矯正学

キーワード： 頭蓋縫合部早期癒合症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
得られる結果は、広く先天性疾患を対象としたsiRNA創薬の発展へと波及することが期待される。

※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 
 

生体内のあらゆる細胞が分泌し血中を循環するナノ分泌顆粒をエクソソームと呼ぶ。癌をはじ

めとする様々な疾患のバイオマーカーとして注目を集める一方、生体に備わった分子輸送機構

であり、新規ドラッグデリバリーシステム（DDS）の候補とされている。様々な核酸医薬のなか

でも、低分子干渉 RNA（siRNA）は標的配列に高い特異性を示すが、生体内での安定性が低く創

薬研究が進まなかったが、2018 年に世界初の PEG リポソーム輸送型 siRNA 医薬品が米国 FDA で

承認された。一方、頭蓋骨縫合癒合症を主徴とするアペール症候群は、FGFR2 の機能獲得型点突

然変異によるアミノ酸置換により発症する。本研究は、アペール症候群モデルマウス点変異特異

的 siRNA をエクソソームにより輸送し、マウス頭蓋顎顔面縫合発生に対する影響を in vitro お

よび in vivo にて解析することを目的とした。得られる結果は、広く先天性疾患を対象とした

siRNA 創薬の発展へと波及することが期待される。 

 
２．研究の目的 
 

研究期間内の目標を以下の 4項目とした。 

① siRNAのエクソソームへの内包（Ex-siRNAFgfr2S252W） 

② In vitro細胞培養系におけるEx-siRNAFgfr2S252Wの機能解析 

③ In vitroマウス頭蓋骨器官培養系におけるEx-siRNAFgfr2S252Wの機能解析 

④ In vivoマウス胎児発生におけるEx-siRNAFgfr2S252Wの応用展開 

 
３．研究の方法 
 
Ex-siRNAFgfr2S252W の構築は、まず PureExo エクソソーム単離キットを用いてマウス血清から
エクソソームを単離精製し、マウスFgfr2エクソン7に存在する点変異特異的siRNAをExoFectin 
sRNA-into-Exome kit (Electro)を用いてエクソソーム内に導入する。胎生期（E15.5～E18.5）
野生型マウスおよび当分野で飼育中の craniosynostosis を発症する Apert 症候群モデルマウス
頭蓋冠縫合部を発生段階毎に摘出し、組織より骨芽細胞を分離培養する。Ex-siRNAFgfr2S252W の
投与を行い、Apert 疾患モデルマウス頭蓋冠縫合部にて発生時期特異的に有為な発現上昇および
低下を示す mRNA および MAPK 経路因子リン酸化について解析する。また、冠状縫合の器官培養系
に Ex-siRNAFgfr2S252W を添加、whole mount in situ hybridization および IHC にて解析する。
また、細胞増殖、分化、細胞死の観点から解析を行う。最終的には妊娠アペールマウスに Ex-
siRNAFgfr2S252W を尾静脈投与し、胎児への移行の確認後、胎児頭蓋骨発生、形態形成の解析を
行う。 
 
４．研究成果 
 
現在までに、野生型マウス siRNA のエクソソームの単離を行い、単離効率の最適化を行った。ま
た、エクソソーム単離の確認のため、エクソソーム特異的バイオマーカーの発現をウェスタンブ
ロット法にて確認した。また、蛍光色素で標識した siRNAFgfrS252W をエクソソームに内包させ、
培養細胞に作用させると、細胞質内に取り込まれることを蛍光顕微鏡にて確認できた。In vitro
細胞培養系における Ex-siRNAFgfr2S252W の機能解析を目的として、培養細胞に導入したところ、
骨芽細胞分化マーカーである Runx2 mRNAの発現低下と Erk1/2のリン酸化の低下をそれぞれ RT-
qPCR 法、Western blot 法にて確認した。 
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