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研究成果の概要（和文）：本研究は、骨芽細胞が分泌する基質小胞の骨・軟骨再生過程、骨代謝調節における作
用を明らかにすることを目的に行われた。本研究結果により、骨芽細胞由来の基質小胞の局所投与により骨・軟
骨形成の活性化を介して骨修復・再生を促進すること、および全身投与によりエストロゲン欠乏性の骨脆弱化を
抑制する可能性が示された。これらの成果は生体内における基質小胞の新たな生理的な役割の存在を示唆すると
ともに、基質小胞を利用した新規の骨修復・再生治療法および骨代謝異常治療薬の創出において重要な知見を供
するものと考える。

研究成果の概要（英文）：In this study, I aimed to elucidate the effects of matrix vesicles derived 
from osteoblasts on bone regeneration and the regulation of bone remodeling. The study revealed two 
therapeutic possibilities of matrix vesicles in bone regeneration. Firstly, local administration of 
matrix vesicles promoted bone regeneration by activating osteogenesis and chondrogenesis. Secondly, 
systemic administration of matrix vesicles restored bone fragility caused by estrogen deficiency. 
This study highlights the novel role of matrix vesicles in bone physiology and provides important 
insights for the development of medications for bone disorders and bone regeneration.

研究分野： 骨代謝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢化社会の進行を背景に骨代謝性疾患や骨再生能の低下を起因とした運動機能障害の改善が健康寿命延伸の
ための課題となっている。本研究により初めて明らかとなった基質小胞の骨修復・再生作用や骨脆弱化を抑制す
る作用は、これらの問題を解決するための糸口になる可能性がある。今後のさらなる研究により、基質小胞が有
する骨再生メカニズムを明らかにすることで、同メカニズムを利用した新規骨再生治療法および骨粗鬆症薬の開
発による健康長寿な社会の実現に貢献できると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
超高齢社会の進行を背景に、健康寿命の延伸が重要課題となっている。加齢や糖尿病、ステロ

イド治療を起因とした骨の脆弱化は、骨折を誘発するとともに骨再生能を低下させ、著しく運動
機能を低下させる。そのため、骨代謝疾患や骨障害において、骨再生を促進する治療法が求めら
れているが、現在骨形成を画期的に刺激できる治療法は数少ない。 
細胞外小胞（EVs）は、細胞から分泌される脂質膜小胞であり、産生細胞由来の脂質、タンパ

ク質、核酸により構成される。分泌された EVs は、他の細胞に送達されることで細胞間情報伝達
に関与し、細胞の恒常性維持や病態の発生に関与することが明らかとなっている。 
骨代謝・骨再生において、骨の石灰化は重要な過程の一つである。骨の石灰化を担う細胞は骨

芽細胞であるが、石灰化の実態は骨芽細胞が骨基質中に分泌する EVs の一種である基質小胞
（Matrix vesicles, MtVs）が担うと考えられている。MtVs は基質中に分泌されたのち、局所に
とどまり、その内部でハイドロキシアパタイト結晶を形成することで石灰化の起点となるとさ
れる。 
骨芽細胞が分泌する EVs の骨代謝制御を介した生理的役割については、EVs の一種であるエク

ソソームの研究が多数報告されている。エクソソームと MtVs は、脂質二重膜の外殻を有する点、
miRNA を内包する点で類似した特徴を有する一方で、「同細胞由来の MtVs とエクソソームの膜表
面タンパク質の組成が異なること」、「MtVs は骨基質との親和性が高い一方で、エクソソームは
骨基質との親和性が低いこと」「エクソソームの粒子径（50～200 nm）と比較して MtVs は幅広い
粒子径（20～2000 nm）を示すこと」など異なる点も多い。これらの違いから MtVs は、骨芽細胞
が産生するエクソソームとは異なる生理的作用を有する可能性が考えられる。しかし、MtVs の
石灰化過程以外における生理的、病態的役割は不明である。そのため、MtVs の未知の生理的、
病態的役割を明らかにすることができれば、MtVs を介する新しい骨代謝制御機構の発見や MtVs
を用いた新たな骨再生治療の創出につながることが期待できる。 
 
２．研究の目的 
  
本研究の目的は、マウスによる in vivo 実験と培養細

胞による in vitro の実験を組み合わせて、骨芽細胞が
分泌する MtVs が骨代謝、骨欠損後の骨・軟骨修復・再
生過程に及ぼす影響を明らかにすることである。そし
て、MtVs を介する新しい骨代謝制御機構の提唱および本
機構を標的とした革新的な骨再生治療戦略の創出を目
指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1) MtVs(CREVs)の単離 
マウス初代骨芽細胞またはマウス頭蓋骨由来骨芽細胞様株 MC3T3-E1 をアスコルビン酸とβ-

グリセロリン酸にて刺激することで細胞外基質内への MtVs の分泌を誘導した。コラゲナーゼ処
理により細胞外基質内から MtVs を分散し、得られた MtVs 含有液から段階遠心法により細胞や
Debris を取り除いた。0.22 µm フィルター処理したのち、超遠心法により MtVs を単離した。さ
らに MC3T3-E1 の MtVs は、密度勾配遠心を行うことで精製を行った。尚、本法により精製された
MtVs サンプルは、MtVs 以外の EVs が混在する可能性が排除できないことから Collagenase-
released EVs(CREVs)と称する。 
 
(2) CREVs の特性評価 
マウス初代骨芽細胞、および同細胞由来の CREVs よりタンパク質を抽出し、Western blot 法

により KDM1/LSD1、β-actin、CD9、 Annexin 5A の発現評価を行った。また、Nanosight を用い
て NTA 法を利用した粒子径評価および ALP 活性の測定を行った。 
 
(3) 骨修復に対する CREVs 局所投与効果の評価 
12 週齢の雄マウスの大腿骨に直径 0.8 mm の骨欠損を作製した。10 µgタンパク質相当量のマ

ウス初代骨芽細胞由来 CREVs を含浸した直径 1 mm のゼラチンハイドロゲルを骨欠損部局所に移
植した。7日後、骨欠損部の欠損部面積および新生骨量をマイクロ-CT 装置を使用して評価した。
さらに、骨修復メカニズムの解析として、CREVs 移植 7日後の骨組織を回収し、骨欠損部の組織
切片を作製し、HE 染色、アルシアンブルー染色、ALP、TRAP、F4/80、CD31、PDGFRα、SDF-1 の
免疫染色を行った。 
 



(4) エストロゲン欠乏性骨粗鬆症に対する CREVs 全身投与効果の評価 
エストロゲン欠乏性の骨粗鬆症モデルマウスとして 8 週齢の雌マウスより両側の卵巣を

摘出した。卵巣摘出 4週後より、60 µg/200 µLの MC3T3-E1 由来 CREVs を週に 1回尾静脈投
与した。4 週間の投与を行ったのち、マイクロ-CT 装置を使用して大腿骨の海綿骨密度、骨形
態指標を測定した。 
 

(5) CREVs の骨形成系細胞への作用評価 
CREVs添加時のBMP-2刺激したマウス間葉系幹細胞株(ST-2)およびマウス初代骨芽細胞の骨芽

細胞分化関連因子（ALP、Osterix、osteocalcin、Type I collagen）の遺伝子発現量を qRT-PCR
法により評価した。初代骨芽細胞においては、ALP 活性および石灰化能を評価した。 
 
(6) CREVs の骨吸収系細胞への作用評価 
骨髄細胞を CREVs 存在下で破骨細胞誘導し、TRAP 染色後に TRAP 陽性の多核細胞の形成数を測

定した。 
 

４．研究成果 
 
(1) CREVs の特性評価 
 単離した初代骨芽細胞由来 CREVs の粒子径は 50-200 nm であった。CREVs は、核および細胞質
マーカーであるKDM1/LSD1、β-actinを発現しない一方で、EVsおよびMtVsマーカーであるCD9、 
Annexin A5 を発現していた。また、CREVs は細胞ライセートと比較して有意に高い ALP 活性を示
しており、単離した CREVs は基質小胞を含むことが示唆された。 
 
(2) 骨修復に対する CREVs 局所投与の効果 
マイクロ-CT を用いて CREVs 局所投与 7 日後の骨欠損部を観察した結果、CREVs 投与群では

Vehicle 投与群と比較して有意に骨欠損部面積が低下し、骨欠損領域の BV/TV が増加した。これ
より、CREVs の局所投与は骨修復を促進することが明らかとなった。（図 2） 

 
(3) CREVs の骨修復促進メカニズム 
ALP の免疫染色により骨欠損部の ALP 陽

性細胞数を評価した結果、CREVs 投与 7 日
後の骨欠損部では、Vehicle 投与群と比較
して ALP 陽性細胞数が有意に増加してい
た。アルシアンブルー染色により骨欠損部
の軟骨形成を評価した結果、CREVs 投与 7
日後の骨欠損部では、Vehicle 投与群と比
較してアルシアンブルー染色エリアが有
意に増加していた。CREVs 投与 7 日後の骨
欠損部における TRAP、F4/80、CD31 免疫染
色による TRAP 陽性細胞数、F4/80 陽性細胞
数、CD31 陽性管腔数評価においては、CREVs
投与群とVehicle投与群の間に有意な差は
見られなかった。以上の結果から、CREVs 投
与による骨修復促進作用は、骨・軟骨形成
の促進によるものであることが示唆され
た。（図 3） 
 



また、骨欠損部周囲の HE 染色では、CREVs 投与部位に Vehicle 群では見られない特徴的な細
胞集積が観察された。間葉系幹細胞に発現する PDGFRαおよび SDF-1 により免疫染色を行った結
果、集積した細胞の多くが PDGFRαおよび SDF-1 陽性であった。以上の結果から、CREVs の骨・
軟骨形成促進作用には、骨欠損部付近への間葉系幹細胞の集積が関与していることが示唆され
た。(図 4) 

 
(4) エストロゲン欠乏性骨粗鬆症に対する CREVs 局所投与の効果 
 MC3T3-E1 細胞由来 CREVs を投与したエストロゲン欠乏性の骨粗鬆症モデルマウスでは、
Vehicle 投与群と比較して有意に骨密度、骨量、骨梁数が増加していた。これより CREVs の全身
投与は、エストロゲン欠乏性の骨脆弱化を抑制することが示された。 
 
(5) CREVs の骨形成系細胞への作用 
 マウス間葉系細胞株 ST-2 細胞の BMP-2 による骨芽細胞分化誘導に対する初代骨芽細胞由来
CREVs の影響を、骨芽細胞分化マーカーの発現により評価した結果、CREVs の添加により BMP-2
添加による Osterix、Osteocalcin の発現上昇が有意に抑制された。これより、MtVs は骨芽細胞
分化を抑制することが示された。また、CREVs がマウス初代骨芽細胞の ALP 活性および石灰化に
与える影響を評価した結果、CREVs の添加は ALP 活性および石灰化に影響を与えなかった。これ
らの結果より、in vivo における CREVs の骨形成促進作用は、CREVs の骨芽細胞系細胞に対する
直接的な作用でないことが示された。 
 
(6) CREVs の骨吸収系細胞への作用 
 マウス骨髄細胞の RANKL により破骨細胞分化誘導に対する MC3T3-E1 細胞由来 CREVs の影響
を、TRAP 陽性多核細胞の形成数により評価した結果、CREVs の添加により TRAP 陽性多核細胞数
が有意に減少した。この結果より、CREVs は直接的に破骨細胞の形成を抑制することが示された。 
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