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研究成果の概要（和文）：正常間葉系幹細胞由来の細胞外小胞は腱線維芽細胞への増殖促進能や遊走促進能を有
すことが明らかとなり，モデルマウスを用いた検証でもアキレス腱修復を促進することが明らかとなった．一方
で老化した間葉系幹細胞由来の細胞外小胞は正常細胞由来のものと比較し，これらの修復促進能が低下してい
た．そこでレクチンアレーを用いて小胞表面の糖鎖を評価したところ，フコース特異的糖鎖であるTJA-Ⅱが正常
細胞由来細胞外小胞で有意に高発現していた．つまり，表面糖鎖を指標として細胞外小胞の治療促進能が評価で
きる可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：It was clarified that extracellular vesicles derived from normal mesenchymal
 stem cells have the ability to promote proliferation and migration to tendon fibroblasts, and 
verification using model mice also revealed that they promote Achilles tendon repair. rice field. On
 the other hand, extracellular vesicles derived from senescence mesenchymal stem cells had lower 
ability to promote repair than those derived from normal cells. Therefore, when the glycans on the 
surface of the vesicles were evaluated using a lectin array, TJA-II, which is a fucose-specific 
glycans, was significantly highly expressed in extracellular vesicles derived from normal cells. In 
other words, it was suggested that the quality of extracellular vesicles could be evaluated using 
surface glycans.

研究分野： 整形外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞外小胞の臨床応用へ向けての大きな課題が、細胞外小胞の組織修復促進能（いわゆる質)を評価する方法
と、高い質を持つ細胞外小胞を単離する方法である。本研究では小胞表面の糖鎖を評価することで小胞の質を評
価できる可能性を示唆した。本法は内容物ではなく小胞表面の糖鎖を測定することで質を直接評価きる点に優位
性がある。さらに糖鎖を利用したカラムなどを開発することで、効率的に高品質な細胞外小胞のみを単離できる
方法を確立でき、細胞外小胞の臨床応用に向けて貢献できる可能性がある。

※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 
 腱損傷はスポーツ外傷の一つであるアキレス腱断裂、膝蓋腱断裂や、加齢性の関節変形に起因
する手指伸筋腱断裂、外傷性の手指屈筋腱断裂など、患者年齢や受傷機転は多岐にわたる、非常
に頻度の多い運動器疾患である。治療はギプス等による外固定と、腱縫合等による手術に大別さ
れる。腱損傷治療の主な合併症は修復腱の初期強度不足による再断裂、腱の異所性骨化や腱と周
囲組織間の癒着である。再断裂を起こした腱は初回手術より侵襲度や難易度の高い手術を必要
とする。一方再断裂を避けるため長期間固定を行うと腱の癒着を生じ、十分な可動域が得られず
機能障害が遺残することがある。この相反する二つの合併症を克服するため、無理な力がかから
ないよう細心の注意を払いながらできるだけ早期にリハビリテーションを開始することが必要
となる。その結果、腱損傷治療は長期のリハビリテーション入院を必要とし、多くのコストを必
要とするだけでなく多大な社会的損失を生み出している。そのため、腱の修復を促進させるよう
な革新的な治療が望まれている。  
近年、幹細胞が分泌する液性因子の中の細胞外小胞が、新たな組織再生因子として注目されて

いる。細胞外小胞にはサイトカインなどのタンパクに加えて micro RNA や messenger RNA な
どの核酸が内包されており、細胞間の情報伝達因子と考えられている。これまでに幹細胞由来の
細胞外小胞による肝臓、腎臓、血管修復促進効果が報告されており、運動器領域でも骨癒合促進
や軟骨修復促進効果が報告されている。申請者らもこれまで間葉系幹細胞由来の細胞外小胞に
よる骨癒合促進効果や筋修復促進効果を報告し、さらに標的 micro RNA の内包化技術に関して
報告してきた。 
臨床応用に向けては、これまでに MSC 移植治療が様々な疾患に対して効果を示しているが、一
方で使用する MSC によって治療効果（MSC の質）がばらつくことが問題となっており、MSC
表面に発現している糖鎖を指標とすることで修復能を評価できる方法が報告された 
（Glycobiology, 2006）。 細胞外小胞の臨床応用に関しても同様に質を評価する方法が必要とさ
れている。 
 
２．研究の目的 
 本研究は間葉系幹細胞由来の細胞外小胞が腱修復を促進するか、そして老化した幹細胞由来
の細胞外小胞も同様に腱修復を促進するか、さらに腱修復促進効果の違いを小胞表面の糖鎖発
現で評価できるか、を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ヒト間葉系幹細胞(MSC)の継代数 5(P5 MSC)、継代数 12(P12 MSC)とそれぞれから超遠心法に
より回収した細胞外小胞(P5 EV, P12 EV)を使用した。まず使用した MSC の性質を確認後、MSC-
EV)の粒子数と粒子径を測定した。マウス尾腱、アキレス腱、膝蓋腱から採取した腱線維芽細胞
を使用して、腱線維芽細胞への細胞外小胞の取り込み、腱線維芽細胞の遊走試験、増殖試験を行
った。さらにマウスアキレス腱切離モデルを使用して細胞外小胞の腱修復促進能を評価した。 
 最後に、それぞれの MSC と EV の表面に発現している糖鎖パターンを評価し、EV の組織修復促
進能との関連性を調査した。 
 
４．研究成果 
 はじめに P5 MSC と P12 MSC の特性を調べたところ、P12 MSC は P5 MSC と比較して増殖能が低
下していた。さらに細胞老化試験を行った結果、SA-β gal 陽性細胞を P12 MSC で多く認め、老
化マーカーである CKDN1aA、CKDN2A の発現が多かった。以上より P12 MSC は細胞老化が進んだ細
胞であることが明らかになった。 
 そこで正常細胞である P5 MSC と老化細胞である P12 MSC から分泌される EVを調べたところ、
分泌された粒子数や粒子径に
差はなかった。さらに、腱線維
芽細胞への取り込み効率も、
両 EV で差はなかった。以上よ
り正常細胞と老化細胞で分泌
される EVと、腱線維芽細胞へ
の取り込みに差が無いことが
明らかになったが、取り込ま
れた後の機能に差があるかを
確かめるため、腱線維芽細胞
に P5 EV と P12 EV をそれぞれ
添加したところ、P5 EV は腱線
維芽細胞への増殖促進能と遊
走促進能があることが明らか



になった。一方で P12 EV はそれら
の促進能が低下していた。 
 以上より、EV は細胞増殖能、遊
走能を促進することで腱修復を促
進することが示唆されたが、実際に
腱修復を促進するのか、マウスアキ
レス腱切離モデルを用いて検証し
た。アキレス腱切離翌日に、切離部
に P5 EV、P12 EV、P5 MSC、P12 MSC
と対象群として PBS を経皮的に局
所注射し、さらに切離後 1週で再投
与を行った。その結果、P5 MSC、P5 
EV 投与群は切離後 4 週で外観上太
い組織で修復されていた。さらに切離後 1週では組織染色でコラーゲン沈着量が多く、切離後 4
週の組織染色による腱修復スコアも有意に高かった。一方で修復組織周囲の軟骨化は抑制され
ていた。さらに詳細な評価をすべく切離後 4 週で透過型電子顕微鏡による修復組織評価を行っ
たところ、より太い線維で修復されていることが明らかになった。一方で P12 MSC、P12 EV 投与
群はこれらの修復が進んでいなかっただけでなく、修復組織周囲の軟骨化も抑制できていなか
った。以上より、正常細胞(P5 MSC)とそこから分泌される細胞外小胞（P5 EV）は軟骨化抑制を
含めた良好なアキレス腱修復を促進するが、老化細胞(P12 MSC)と細胞外小胞(P12 EV)は修復促
進能が低下していることが明らかになった。 
 最後に、これらの組織修復能の差を評価できないか、使用した P5 MSC、P12 MSC、P5 EV、P12 
EV の表面糖鎖をレクチンアレーにより評価した。その結果、継代数に比例して発現量が変化す
る糖鎖(TJA-Ⅱ)があることが明らかになった。一方で P5 MSC と P5 EV、P12 MSC と P12 EV では
糖鎖発現パターンが異なることが明らかになった。つまり、EV の質を評価するには分泌元の細
胞ではなく、糖鎖そのものを評価する必要性が示唆された。 
 以上の結果から、骨髄間葉系幹細胞由来の細胞外小胞は腱修復を促進するが、一方で老化した
骨髄間葉系幹細胞由来の細胞外小胞は修復促進能が低下していることが明らかとなり、その修
復促進能(いわゆる質)は細胞外小胞表面に発現している糖鎖で評価することができる可能性が
示唆された。 
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