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研究成果の概要（和文）：乳歯歯髄より単離培養した間葉系幹細胞(MSC)の培養上清から抽出したエクソソーム
をSHED-EXs、永久歯歯髄より単離したMSCの培養上清から単離したエクソソームをDPSC-EXsとし、実験に用い
た。骨髄由来間葉系幹細胞(BMSC)およびヒト骨芽細胞(HCO)にSHED-ExoおよびDPSC-EXsを添加することにより、
細胞数の増加が認められた。また、骨分化誘導したBMSCおよびHCOにSHED-EXsおよびDPSC-EXsを添加し、アリザ
リンレッド染色により定量評価を行った結果、エクソソームの添加により、骨分化の亢進が認められた。

研究成果の概要（英文）：Exosomes extracted from the culture supernatant of mesenchymal stem cells 
(MSCs) isolated and cultured from the dental pulp of deciduous teeth were called SHED-EXs, and 
exosomes isolated from the culture supernatant of MSCs isolated from the pulp of permanent teeth 
were called DPSC-EXs. It was used for.  An increase in cell number was observed by adding SHED-Exo 
and DPSC-EXs to bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMSCs) and human osteoblasts (HCO). 
Furthermore, when SHED-EXs and DPSC-EXs were added to BMSCs and HCOs that had been induced to 
undergo osteogenic differentiation, and quantitative evaluation was performed using alizarin red 
staining, it was found that the addition of exosomes enhanced osteogenic differentiation. 

研究分野： 矯正歯科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脱落あるいは便宜的に抜去する乳歯あるいは永久歯より、採取される歯髄は、従来行われてきた腸骨より採取す
る骨髄を用いるよりも低侵襲である。また、その培養上清より抽出した、エクソソームの骨形成への関与につい
て解明した点において、本研究の学術的意義は高い。miRNAおよび細胞増殖、ALPやMAPKを介して、骨形成を促進
させることを明らかとした。今後さらに、エクソソームを臨床応用し患者の負担が軽減され、低侵襲で良好な骨
再生療法を確立する、社会的観点から重要な意義がある。

※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 
 口唇口蓋裂(CLP)は、頭蓋顎顔面領域において最も高い発症率を示す先天性疾患である。顎裂
を有する患者において、顎裂部への腸骨海綿骨移植が広く行われている。しかしながら、腸骨採
取時の外科的侵襲は患者にとって大きな負担となり、腸骨採取後の疼痛や歩行障害などの問題
が伴う。腸骨採取に伴う侵襲を低減しながら骨再生を達成する方法として、これまで我々は BMSC、
SHED の移植により、骨の再生を確認している。近年、MSC が分泌する生理活性物質のパラクライ
ン作用が注目され、幹細胞の培養上清 (MSC-CM) の組織再生誘導作用が報告されている。そこ
で、SHED-CM が骨再生に及ぼす影響について検討を重ねてきた。SHED-CM 移植は、優れた血管新
生能と骨再生作用を有していることを解明した。また、SHED-CM に含まれるタンパク質の定量解
析を行った。SHED-CM は血管新生因子、骨代謝因子、神経栄養因子などが多く含有している事も
明らかとなった。近年、MSC-CM の液性因子として、細胞外小胞 (エクソソーム) の役割が報告
されている。エクソソームについて、注目が集まっており、心筋梗塞の改善や骨格筋の修復など、
再生医療分野において多くの有効性が報告されている。本研究で用いる SHED のエクソソームに
関する報告は少なく、エクソソームの含有する microRNA や mRNA、タンパク質が組織再生に深
く関与することが推察されるものの、詳細な作用機序は明らかにされておらず、未だ不明な点が
多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、SHED より抽出したエクソソームを用い、生理活性作用および骨再生におけるメ
カニズムについて調べることで、移植に最適な環境について検討し、さらなる良好な骨再生を試
みる。それを CLP 患者に応用し、低侵襲かつ良好な骨再生療法を確立することを最終的な目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 [実験 1] SHED-EXs および DPSC-EXs の抽出および成分の比較 
乳歯および永久歯から SHED および DPSC を単離する。各 MSC-CM より Total Exosome Isolation 
試薬を用いて各 MSC-EXs を精製する。得られたサンプルがエクソソームであることを確認する
ため、Western Blotting にて CD9 および CD81 のタンパク発現の確認を行った。また、走査型プ
ローブ顕微鏡(SEM; SPM-9700HT)にてその表面性状および粒径の計測を行った。3D-Gene®マイク
ロ RNA チップ(東レ)にて、miRNA 発現について網羅的にクラスター解析を行った。 
 
[実験 2] BMSC および HCO に対して各 MSC-EXs 抽出成分が細胞増殖・基質代謝能に及ぼす影響 
各 EXs を骨髄由来間葉系幹細胞(BMSC)およびヒト骨芽細胞(HCO)に添加し、細胞増殖能および骨
分化能について検討する。細胞増殖能については BrdU を用いて、検討を行った。骨分化能につ
いては、60%コンフルエントになった時点で、骨分化メディウムに交換し、3 日おきにメディウ
ムを交換した。Alizarin 染色を行い、定量評価を行った。 
 
[実験 3] SHED—EXs および DPSC-EXs の有効成分の解明 
 BMSCs および HCO が 80%コンフルになった時点で各 EXs を添加し、その変化について Total RNA 
を抽出し、BMP2, ALP, AKT1, MAPK1 の遺伝子発現について定量リアルタイム PCR 法による比
較検討を行った。 
 また、蛍光イメージャー (Odyssey®)と western blot ゲル転写装置 (iBlot® 2Gel Transfer 
Device) およびプロセシング装置 (iBind)を用い western blot 解析によりエクソソームマー
カーについて検証する。更に、ELISA にて ALP のタンパク発現について調査を行った。 
 
４．研究成果 
① Western Blotting にて CD9 および CD81 のバンドを確認した(Fig 1a)。SEM にて粒径の計測
を行ったところ、40-90 nm の大きさであった(Fig 1b)。これらのことより、抽出された粒子が
エクソソームであることを確認した。 
 

 



 また、3D-Gene®マイクロ RNA チップによる網羅的 miRNA の解析を行った結果、Metascape によ
る濃縮分析では、「miRNA による遺伝子サイレンシング」、「アミロイド前駆体タンパク質生合成
プロセスの調節」、「血管関連平滑筋細胞移動の調節」、「前立腺癌シグナル伝達経路の miRNA 調
節」および「遺伝子」経路を示した。これらの中で、「miRNA による遺伝子サイレンシング」経路
が 87%と最も濃縮されていた（図 1c）。経路プロセス濃縮分析において重要性の高い遺伝子は、
相互ネットワークを形成した（図 1d）。「血管関連平滑筋細胞移動の調節」経路には、miR448、
miR451A、miR638、および miR665 が含まれていた。2倍以上変化した miRNA 発現に基づくクラ
スタリング分析を図 1e に示す。 SHED-Exo では、miR4454、miR1260b、miR7977、miR7975、miR6765-
3p、miR375-5p、および miR-1260a の遺伝子発現が、DPSC-Exo および BMSC-Exo の 2 倍以上アッ
プレギュレートされた。DPSC-Exo では、miR1246、miR6895-5p、miR4486、miR4429、miR1290、
miR4732-5p および miR6778-5p の遺伝子発現が、SHED-Exo および BMSC-Exo の 2 倍以上アップレ
ギュレートされた。 

 
 
②BMSCに各EXsを添加することにより、コントロールと比較して有意に細胞が増加した(Fig2a)。
HCO に対して各 EXs を添加することにより、25μg/ml まで濃度依存性に細胞増殖能が増加する
ことが明らかとなった(Fig2b)。 
 

 
 また、アリザリンレッド染色により、SHED-EXs および DPSC-EXs 添加群において濃染され、骨
分化誘導の亢進が認められた。HCO に DPSC-EXs を添加した群では有意な濃染は認められなかっ
た。 

 
 
③BMSC に SHED-EXs および DPSC-EXs を添加し、遺伝子発現解析をおこなった結果、BMP2,Akt1 の
3 群間で有意差は認められなかった。ALP,MAPK1 の遺伝子発現量はコントロール群と比較して
SHED-EXs および DPSC-EXs 群の方が有意に高かった。 



 
 HCOに SHED-EXsおよびDPSC-EXsを添加した群においてALPの明らかなバンドの発現が認めら
れた。また、ELISA にて ALP のタンパク発現を確認した結果、SHED-EXs 添加により、有意な上昇
が認められた。 
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