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研究成果の概要（和文）：エクソソームはMSCs、軟骨細胞の増殖能、遊走能を共に増強した。エクソソームは半
月板の再生を認めた。さらにエクソソーム移植早期で関節内でMSCsの分裂がエクソソームにより増加していい
た。以上について日本整形外科基礎学会2019にて報告した。 MSCsと軟骨細胞の2種の細胞に対しエクソソームを
投与し、RNAを抽出し、RNAシークエンスにより非投与群と比較してRNA発現を解析した。2つのRNAシークエンス
の結果に対しバイオインフォマティクス解析を行い、エクソソームの組織再生に恒常的に強く作用する可能性の
ある候補因子を細胞内発現変動因子として同定した。以上について、現在国際誌に論文投稿中である。

研究成果の概要（英文）：Exosomes enhanced MSCs, chondrocyte proliferation and migration. Exosomes 
showed meniscal regeneration. In addition, exosomes increased MSCs division in joints early in 
exosome transplantation. The above was reported at the Japan Orthopedic Association 2019. Exosomes 
were administered to MSCs and chondrocytes, and RNA expression was analyzed by RNA sequencing 
compared with the non-administered group. Bioinformatics analysis was performed on the results of 
the two RNA sequences, and candidate factors that may constitutively and strongly act on exosome 
tissue regeneration were identified as intracellular expression variability factors. The above is 
currently being submitted to an international journal.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、半月板や軟骨を病態の主体とする変形性膝関節症に罹患者数は非常に多く、幹細胞を用いた再生治療は急
速に発展している。一方で、その作用機序に関しては不明な点が多く、更なる、再生医療の発展の障壁となって
いる。今回我々はその作用機序の一旦として、細胞から分泌されるエクソソームがホスト細胞の増殖能、走化性
を向上する事とその機序を証明し、国際学会発表、国際研究雑誌に成果を報告した。これらの知見は今後、変形
性膝関節症等で摩耗した軟骨、半月板を再生させる、幹細胞治療を増強するターゲットとなりうる。一方で、今
後の更なる研究が必要と考えれ、今後の重要な継続研究課題である。

※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 

現在、体性幹細胞、特にMSCsを使用した再生医療は急速に発展している。一方で、軟

骨、半月板は極めて再生能の低い組織として知られていたが、私たちはMSCsをもちいて

世界ではじめて軟骨と半月板を再生させることに成功した。以来、軟骨再生と半月板再生

に対する基礎的研究を報告してきた【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.】（図１）。これ

らの知見の積み重ねにより、昨年 8月から膝半月板損傷患者に対するMSCs移植による再

生治療の臨床試験を開始した【UMIN 000026383】。しかし、MSCs移植は免疫応答の観

点から自家移植で行われているため、自家MSCsの組織再生能の個体差による成績不良例

があることが課題となっている。 

近年、我々の報告を含め、MSCsからのパラクリン作用によるレシピエント細胞の組織再

生能力の活性化が組織再生において重要なファクターであると認識されている。そこで私

はmicroRNA等を内包して、細胞間のパラクリン作用において重要な役割を果たし、生物

製剤として使用可能なエクソソームに着目し先行実験をおこなった。MSCsからエクソソ

ームを抽出し、軟骨欠損部へ移植したところ、エクソソームにより軟骨組織は再生した。

（図２）この結果はMSCsによる軟骨再生へのエクソソームの寄与を示唆した【日本整形

外科基礎学会 2018】。そこでMSCsの個体差による成績不良例を根絶するために、MSCs

による軟骨再生におけるエクソソームの作用機序を解明し、その作用を増強する事により

MSCsによる軟骨再生を増強できるかは本領域の解明すべき核心的「問い」である 

 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は現在行われている間葉系幹細胞(Mesenchymal stem cells: MSCs)をもちい

た軟骨再生医療におけるエクソソームの作用機構を解明し、エクソソームの作用を増強す

る事によりMSCsをもちいた再生医療での個体差による成績不良例を根絶する事である。

私たちの過去の研究では同一個体のMSCsでも由来組織（骨髄・滑膜・筋肉・脂肪）が異

なると、移植後の組織再生能が異なっていた【Cell Tissue Res.2008 Sekiya et al.】。ま

た、エクソソームは由来細胞の違いにより異なるmicroRNAが含有されている事が知られ

ている。しかし、エクソソームの含有物の差異に着目してレシピエントの再生に関わる作

用を解析した報告はない。上述のように本研究は我々のMSCsを用いた半月板再生の成功

と自家MSCsの個体差による成績不良例という負の経験を原点としている。その実験中に

得られた、移植MSCsのパラクリン作用の重要性、由来細胞の差異によるMSCsの軟骨

再生能の差異という、我々独自の知見を基盤とし、現在の由来細胞の差異によるエクソソ

ームの含有物の差異とういう知見を併せた研究課題である。 
 
 
３．研究の方法 

滑膜由来MSCsの培養液上清から Amicon Ultra Filter Unitを用いてMSC-EVs を精製

した。マウス半月板前節切除モデルを作成し、MSC-EVsまたは PBS関節内注射を施行し

術後１週、3週における組織学的な検討を行った。軟骨細胞とMSCsに対しMSC-EVsま

たは PBSを添加し、増殖能を CCK-8、遊走能を Trans well、発現変動遺伝子（DEG）を

RNA-seqを用いて評価した。RNA-seqにより同定された CXCL5/6の主要な受容体である



CXCR2のアンタゴニスト(SB265610)を用いて軟骨細胞における増殖能、遊走能のMSC-

EVs作用阻害実験を行った。 
 
４．研究成果 

マウス半月板切除モデルではMSC-EVs群で１週の PCNA陽性細胞が増加し、3週の

Modified Pauli's Scoreで有意な半月板修復を認めた。軟骨細胞、MSCsの増殖能、遊走

能はMSC-EVs群において有意に上昇を認めた。RNA-seqではMSC-EVs投与によって軟

骨細胞で 168個、MSCsで 43個の DEGが同定され、軟骨細胞の DEGについて KEGG

解析を行うとケモカインに関係する遺伝子セットが最も有意に上昇を認めた。この遺伝子

セットと軟骨細胞、MSCsと共通する DEGを比較すると CXCL5/6がMSC-EVsの作用

として特異的に上昇していた。CXCR2アンタゴニスト投与によってMSC-EVsによる軟

骨細胞の増殖および遊走能の上昇は阻害された 
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