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研究成果の概要（和文）：骨髄由来間葉系幹細胞の細胞外小胞に含まれるmiRNAを網羅的に解析した結果、特異
的に含まれるものを幾つか同定した。その中でもmiR-Xは細胞の老化を抑制（増殖率の増加、老化関連遺伝子の
発現低下）し、ラット骨髄壊死モデルでは創傷治癒効果を認めた。また、miR-Xの一部の配列がGene-Yの一部と
相補的であることから、Gene-Yの一部の配列を組み込んだルシフェラーゼベクターを製作した。ルシフェラーゼ
アッセイによりmiR-XがGene-Yの発現を抑制することが明らかとなった。
以上から、幹細胞由来の細胞外小胞に含まれるmiRNAは薬剤性顎骨壊死の予防に効果があることが示唆できた。

研究成果の概要（英文）：A comprehensive analysis of miRNAs in extracellular vesicles of bone 
marrow-derived mesenchymal stem cells identified several specific miRNAs. Among them, miR-X 
suppressed cellular senescence by inducing increased proliferation rate and decreased expression of 
senescence-related genes. In a rat bone marrow necrosis model, it showed a wound healing effect. 
Furthermore, because some sequences of miR-X are complementary to some sequences of Gene-Y, we 
constructed a luciferase vector incorporating some sequences of Gene-Y. Luciferase assays revealed 
that miR-X suppressed gene-Y expression.
These results suggest that miRNAs contained in extracellular vesicles derived from stem cells are 
effective in preventing drug-induced osteonecrosis of the jaw.

研究分野：薬剤性顎骨壊死
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研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤性顎骨壊死において、幹細胞由来の細胞外小胞（EVs）を治療に用いた研究は現在のところ２報なのだが、
さらにEVsの含有物であるmiRNAに着目し、治療に用いているものは報告されていない。MSC由来EVsに含まれる
miR-Xの細胞老化抑制効果の同定は、先端治療における無細胞療法の有用性を考えると、有意な成果である。今
後期待されるのは細胞全体を送達することなく治療を達成できるという考え方である。EVsは、そこに含まれる
物質(miRNA)を安定して輸送する細胞間通信ツールとして、治療標的細胞への薬物送達に利用が期待できるた
め、EVsおよびmiRNAについての研究を深める必要がある。

※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 
ビスフォスフォネート（BP）製剤は、癌の骨転移や骨粗鬆症の治療に広く使用されている。BP
製剤を長期間服用すると、稀に、BP関連顎骨壊死（BRONJ）が発症し、痛みや腫れ、持続的に
膿が出て悪臭などが生じ、患者の生活の質を著しく低下させる。しかし、その病態生理は不明の
ままで、適切な治療法や予防法は確立されていないのが現状である。 
近年、細胞から放出される細胞外小胞（EVs）は、タンパク質、脂質、および核酸などの情報
伝達物質の細胞間移行の手段として機能し、細胞間コミュニケーションにおいて重要な役割を
果たすことがわかってきた。間葉系幹細胞（MSC）由来の EVs（MSC-EVs）は、MSCの細胞
移植と同様の抗炎症作用や創傷の治癒促進効果が報告されているが、未だ不明な点も多い。 
研究代表者はこれまでに、EVsを使用した BRONJの治療を計画した。BP製剤の一つである
ゾレドロン酸により、幹細胞・骨芽細胞・線維芽細胞に老化現象が起こっていることを初めて明
らかにした。一方、EVsはこれらの細胞老化を抑制し、正常な創傷治癒と抗炎症、血管新生、骨
再生を導いた（Watanabe et al. JDR 2020）。 
すると、ゾレドロン酸以外の顎骨壊死が誘発される薬剤でも同様の細胞老化現象を引き起こす
のか、EVsがどのようにして老化抑制効果を示したのか、という 2つの疑問が浮かび上がった。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、 
⑴ ゾレドロン酸以外の顎骨壊死が誘発される薬剤（デノスマブや血管新生抑制作用を持つ抗
がん剤）も同様の細胞老化現象を引き起こすのか？ 

⑵ EVs 中に含まれる物質の中で、核酸の一つであるマイクロ RNA（miRNA）が、老化抑制
効果に寄与していないか？ 

以上に着目して、最終的には、 
⑶ 幹細胞由来細胞外小胞に含まれるmiRNAを用いて薬剤性顎骨壊死の予防に繋げる 
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
⑴ デノスマブが引き起こす顎骨壊死について 
① デノスマブ（ヒト型抗 RANKL モノクローナル抗体製剤）を用いて、薬剤性顎骨壊死モデ
ルを作成する。 
② デノスマブを細胞に投与し、細胞が老化現象を示すか（βガラクトシダーゼ陽性細胞数
の変化、細胞増殖率の変化、老化関連遺伝子発現の変化、炎症性サイトカインの発現変
化）を調べる。 

 
⑵ miRNAの老化抑制効果について 
① MSC-EVs に含まれているmiRNAの網羅的解析をする。 
② miRNAを細胞に投与して、細胞が老化現象を改善するか（βガラクトシダーゼ陽性細
胞数の変化、細胞増殖率の変化、老化関連遺伝子発現の変化、炎症性サイトカインの発
現変化）を調べる。 
③ miRNAを既存のラット BRONJモデルに投与して、BRONJを予防するか（抜歯部位
の治癒状況、CTによる骨の評価）。 

 
４．研究成果 
⑴ デノスマブが引き起こす顎骨壊死について 
① デノスマブ（ヒト型抗 RANKLモノクロー
ナル抗体製剤）を用いての薬剤性顎骨壊死
モデルの作成に取り掛かったが、モデル作
りは難航した。時間を要したが、抗 RANKL
抗体を投与後に上顎臼歯を抜歯してマウス
モデルを作成することに成功した。 

② デノスマブをマウスの骨髄細胞などに投与
し、それらの細胞が老化現象を示すかにつ
いて調べる予定であったが、モデル作りに
時間を要したため検討することが叶わず、
課題を残した。 

 
⑵ miRNAの老化抑制効果について 
① MSC-EVs に含まれている miRNAの網羅
的解析の結果、MSC-EVs に特異的に含ま

図 1 網羅的 miRNA の解析と

特異的なmiRNA 



れる 7つのmiRNAを同定した（図 1）。 
② そこで、ラット骨髄細胞に対し、ゾレドロン酸を投
与した群（ZOL）に 7つのmiRNA をそれぞれ投与
した際の増殖率、および投与後の遺伝子発現につい
て評価したところ、miR-Xが老化関連遺伝子（Gene-
Y）の発現抑制に関与していることが示された（図
2）。 

③ また、その miR-X をラット BRONJ モデルに投与
したところ、以前の研究で EVsを投与した時と同様
の創傷治癒効果が得られた（図 3）。 

④ さらに、この遺伝子 Gene-Y の一部を組み込んだル
シフェラーゼベクターを製作し、本当に miR-X が
Gene-Y に結合して遺伝子発現に関与しているかを、シフェラーゼアッセイにて調べ
た。miR-Xが Gene-Yの発現を抑制することが明らかとなった（図 4）。 
 

 
 
 
 

 
⑶ miRNAを用いた薬剤性顎骨壊死の予防法について 
 以上から、幹細胞由来の細胞外小胞に含まれる miRNA は薬剤性顎骨壊死の予防に効果があ
ることが示唆できた。薬剤性顎骨壊死において、幹細胞由来の EVs を治療に用いた研究は現在
のところ２報だけなのだが、さらに EVsの含有物である miRNAに着目し、治療に用いている
ものは報告されていない。そこで、この miR-Xについては特許出願申請を行なった。出願状況
については別に記載する。 
MSC 由来 EVs に含まれる miR-X の細胞老化抑制効果の同定は、先端治療における無細胞療
法の有用性を考えると、有意な成果である。今後期待されるのは細胞全体を送達することなく治
療を達成できるという考え方である。EVs は、そこに含まれる物質(miRNA)を安定して輸送す
る細胞間通信ツールとして、治療標的細胞への薬物送達に利用が期待できるため、今後も EVs
およびmiRNAについての研究を深める必要がある。 
 
 

図 2  老化関連遺伝子Gene-Yの

発現量 

図 3  miR-X を投与したラット

BRONJモデルの評価 

図 4 ルシフェラーゼアッセイによる

miR-Xの遺伝子発現抑制効果 
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