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研究成果の概要（和文）：エクソソームは、タンパク質、脂質ならびにmRNA, miRNAを含有する細胞より分泌される膜
小胞であり、近年、幹細胞からもエクソソームが分泌されることが報告された。しかしながら、組織再生におけるエク
ソソームの役割は十分に理解されていない。
我々は、間葉系幹細胞（MSC）由来エクソソーム（MSC-exo）が線維芽細胞に取り込まれ、細胞分化を促進すること、MS
C培養上清による歯周組織再生効果がエクソソーム除去により現弱することを発見した。本研究成果は、MSC-exoにも組
織再生効果が期待され、細胞移植を伴わない簡便で安全な組織再生法の確立の可能性を示す重要な知見であると思われ
る。

研究成果の概要（英文）：Exosomes are membrane vesicles which contain protein, lipids, mRNA, and miRNA. It 
has been reported that exosomes are secreted from stem cells. However, the role of exosomes in tissue rege
neration is not elucidated.
   In this study we found that exosomes derived from mesenchymal stem cells (MSC-exo) being taken in by ce
lls, and promoted angiogenesis and cell differentiation, and also that periodontal regeneration caused by 
the MSC culture supernatant was depend on MSC-exo. Although regenerative therapy using stem cells has been
 considerable promise in preclinical studies, there are several issues to be solved such as tumorigenesis 
of transplanted stem cells. Our findings indicate the possibility of novel regenerative therapy without ce
ll transplantation.
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様 式

１．研究開始当初の背景
本邦において高齢者の約半数が歯周炎に罹
患している。また、歯周炎は進行すると口腔
機能と審美性が著しく損なわれるため効果
的な歯周組織再生法の開発が急務である。こ
れまでに骨髄、脂肪、歯根膜等の組織由来の
間葉系幹細胞（
が行われ一定の効果が報告さている。最近、
移植された
成するのではなく、
子が創傷治癒を促すと考えられるようにな
ってきている。しかしながらそのメカニズム
は明らかでない。
 エクソソームは、血液などの体液や幹細胞
の培養上清（
れ、細胞間でタンパク質、
（miRNA
るキャリアとしてその生物学的重要性が示
唆されている。しかしながら、間葉系幹細胞
による歯周組織再生におけるエクソソーム
の役割については報告がない。
 
２．研究の目的
 本研究の
た MSC
研究し、細胞移植を伴わない安全、低侵襲、
低コスト、簡便な歯周組織再生法の確立
るが、研究期間内に前臨床データの蓄積を行
う。具体的には、
１） MSC
法を確立する。

２） 歯周組織欠損モデルにエクソソームを
投与し、創傷治癒促進効果を血管新生、
骨形成の定量的評価と免疫組織学的評
価により確認を行う。

３） エクソソームに含まれる成分解析とエ
クソソームの細胞の形質変化に及ぼす
影響を検討する
 

３．研
１）創傷治癒促進効果を有するエクソソーム
の単離法の確立
エクソソームはヘテロな集団であることが
指摘されており、創傷治癒促進効果を有する
エクソソームの培養上清中からの抽出法を
選定することが研究遂行上不可欠である。ま
ず、当研究室で細胞移植の実績がある幹細胞
について電子顕微鏡にて腔内膜小胞を多く
有する幹細胞を確認する。つぎにこの幹細胞
を通法に従い培養し、
トに達した時点で
地に交換し
血清培地でさらに
回収する。
するために各種
果を確認する。効果の認められた
り１）超遠心法、２）
を用いる方法、３）フィルター（
ット）を利用する方法でエ
し、各種実験的疾患モデル（マウス下肢虚血
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１．研究開始当初の背景
本邦において高齢者の約半数が歯周炎に罹
患している。また、歯周炎は進行すると口腔
機能と審美性が著しく損なわれるため効果
的な歯周組織再生法の開発が急務である。こ
れまでに骨髄、脂肪、歯根膜等の組織由来の
間葉系幹細胞（MSC
が行われ一定の効果が報告さている。最近、
移植された MSC
成するのではなく、
子が創傷治癒を促すと考えられるようにな
ってきている。しかしながらそのメカニズム
は明らかでない。
エクソソームは、血液などの体液や幹細胞
の培養上清（MSC
れ、細胞間でタンパク質、

miRNA）など多様な分子を同時に運搬す
るキャリアとしてその生物学的重要性が示
唆されている。しかしながら、間葉系幹細胞
による歯周組織再生におけるエクソソーム
の役割については報告がない。

２．研究の目的 
本研究の最終目的は、エクソソームを介し
MSC による歯周
研究し、細胞移植を伴わない安全、低侵襲、
低コスト、簡便な歯周組織再生法の確立
るが、研究期間内に前臨床データの蓄積を行
う。具体的には、

MSC-CM 中からのエクソソームの単離
法を確立する。
歯周組織欠損モデルにエクソソームを
投与し、創傷治癒促進効果を血管新生、
骨形成の定量的評価と免疫組織学的評
価により確認を行う。
エクソソームに含まれる成分解析とエ
クソソームの細胞の形質変化に及ぼす
影響を検討する
 

３．研究の方法 
１）創傷治癒促進効果を有するエクソソーム
の単離法の確立 
エクソソームはヘテロな集団であることが
指摘されており、創傷治癒促進効果を有する
エクソソームの培養上清中からの抽出法を
選定することが研究遂行上不可欠である。ま
ず、当研究室で細胞移植の実績がある幹細胞
について電子顕微鏡にて腔内膜小胞を多く
有する幹細胞を確認する。つぎにこの幹細胞
を通法に従い培養し、
トに達した時点で
地に交換し 8-12 時間培養、
血清培地でさらに
回収する。MSC_CM
するために各種疾患モデルに投与しその効
果を確認する。効果の認められた
り１）超遠心法、２）
を用いる方法、３）フィルター（
ット）を利用する方法でエ
し、各種実験的疾患モデル（マウス下肢虚血

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）

１．研究開始当初の背景 
本邦において高齢者の約半数が歯周炎に罹
患している。また、歯周炎は進行すると口腔
機能と審美性が著しく損なわれるため効果
的な歯周組織再生法の開発が急務である。こ
れまでに骨髄、脂肪、歯根膜等の組織由来の

MSC）を用いた組織再生研究
が行われ一定の効果が報告さている。最近、

MSC 自体が分化し標的組織を形
成するのではなく、MSC が産生する液性因
子が創傷治癒を促すと考えられるようにな
ってきている。しかしながらそのメカニズム
は明らかでない。 
エクソソームは、血液などの体液や幹細胞

MSC-CM）中にも存在が確認さ
れ、細胞間でタンパク質、mRNA

）など多様な分子を同時に運搬す
るキャリアとしてその生物学的重要性が示
唆されている。しかしながら、間葉系幹細胞
による歯周組織再生におけるエクソソーム
の役割については報告がない。

 
目的は、エクソソームを介し
歯周組織再生のメカニズムを

研究し、細胞移植を伴わない安全、低侵襲、
低コスト、簡便な歯周組織再生法の確立
るが、研究期間内に前臨床データの蓄積を行
う。具体的には、 

中からのエクソソームの単離
法を確立する。 
歯周組織欠損モデルにエクソソームを
投与し、創傷治癒促進効果を血管新生、
骨形成の定量的評価と免疫組織学的評
価により確認を行う。 
エクソソームに含まれる成分解析とエ
クソソームの細胞の形質変化に及ぼす
影響を検討する。 

 
１）創傷治癒促進効果を有するエクソソーム

  
エクソソームはヘテロな集団であることが
指摘されており、創傷治癒促進効果を有する
エクソソームの培養上清中からの抽出法を
選定することが研究遂行上不可欠である。ま
ず、当研究室で細胞移植の実績がある幹細胞
について電子顕微鏡にて腔内膜小胞を多く
有する幹細胞を確認する。つぎにこの幹細胞
を通法に従い培養し、80-90％コンフルエン
トに達した時点で PBS にて洗浄し、無血清培

時間培養、PBS
血清培地でさらに 72 時間培養後、

MSC_CM の創傷治癒促進作用を確認
疾患モデルに投与しその効

果を確認する。効果の認められた
り１）超遠心法、２）CD63 抗体、
を用いる方法、３）フィルター（
ット）を利用する方法でエクソソームを抽出
し、各種実験的疾患モデル（マウス下肢虚血

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）

本邦において高齢者の約半数が歯周炎に罹
患している。また、歯周炎は進行すると口腔
機能と審美性が著しく損なわれるため効果
的な歯周組織再生法の開発が急務である。こ
れまでに骨髄、脂肪、歯根膜等の組織由来の

）を用いた組織再生研究
が行われ一定の効果が報告さている。最近、

自体が分化し標的組織を形
が産生する液性因

子が創傷治癒を促すと考えられるようにな
ってきている。しかしながらそのメカニズム

エクソソームは、血液などの体液や幹細胞
）中にも存在が確認さ

mRNA、microRNA
）など多様な分子を同時に運搬す

るキャリアとしてその生物学的重要性が示
唆されている。しかしながら、間葉系幹細胞
による歯周組織再生におけるエクソソーム
の役割については報告がない。 

目的は、エクソソームを介し
のメカニズムを

研究し、細胞移植を伴わない安全、低侵襲、
低コスト、簡便な歯周組織再生法の確立であ
るが、研究期間内に前臨床データの蓄積を行

中からのエクソソームの単離

歯周組織欠損モデルにエクソソームを
投与し、創傷治癒促進効果を血管新生、
骨形成の定量的評価と免疫組織学的評

 
エクソソームに含まれる成分解析とエ
クソソームの細胞の形質変化に及ぼす

１）創傷治癒促進効果を有するエクソソーム

エクソソームはヘテロな集団であることが
指摘されており、創傷治癒促進効果を有する
エクソソームの培養上清中からの抽出法を
選定することが研究遂行上不可欠である。ま
ず、当研究室で細胞移植の実績がある幹細胞
について電子顕微鏡にて腔内膜小胞を多く
有する幹細胞を確認する。つぎにこの幹細胞

％コンフルエン
にて洗浄し、無血清培
PBS にて洗浄、無

時間培養後、MSC_CM
の創傷治癒促進作用を確認
疾患モデルに投与しその効

果を確認する。効果の認められた MSC-CM
抗体、CD81 抗体

を用いる方法、３）フィルター（ExoMirTM

クソソームを抽出
し、各種実験的疾患モデル（マウス下肢虚血

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

本邦において高齢者の約半数が歯周炎に罹
患している。また、歯周炎は進行すると口腔
機能と審美性が著しく損なわれるため効果
的な歯周組織再生法の開発が急務である。こ
れまでに骨髄、脂肪、歯根膜等の組織由来の

）を用いた組織再生研究
が行われ一定の効果が報告さている。最近、

自体が分化し標的組織を形
が産生する液性因

子が創傷治癒を促すと考えられるようにな
ってきている。しかしながらそのメカニズム

エクソソームは、血液などの体液や幹細胞
）中にも存在が確認さ

microRNA
）など多様な分子を同時に運搬す

るキャリアとしてその生物学的重要性が示
唆されている。しかしながら、間葉系幹細胞
による歯周組織再生におけるエクソソーム

目的は、エクソソームを介し
のメカニズムを

研究し、細胞移植を伴わない安全、低侵襲、
であ

るが、研究期間内に前臨床データの蓄積を行

中からのエクソソームの単離

歯周組織欠損モデルにエクソソームを
投与し、創傷治癒促進効果を血管新生、
骨形成の定量的評価と免疫組織学的評

エクソソームに含まれる成分解析とエ
クソソームの細胞の形質変化に及ぼす

１）創傷治癒促進効果を有するエクソソーム

エクソソームはヘテロな集団であることが
指摘されており、創傷治癒促進効果を有する
エクソソームの培養上清中からの抽出法を
選定することが研究遂行上不可欠である。ま
ず、当研究室で細胞移植の実績がある幹細胞
について電子顕微鏡にて腔内膜小胞を多く
有する幹細胞を確認する。つぎにこの幹細胞

％コンフルエン
にて洗浄し、無血清培

にて洗浄、無
MSC_CM を

の創傷治癒促進作用を確認
疾患モデルに投与しその効

CM よ
抗体
TMキ

クソソームを抽出
し、各種実験的疾患モデル（マウス下肢虚血

モデル、マウス臀部褥創モデル、マウス頭
蓋骨骨欠損モデル）
で、オリジナル
癒促進効果を認めるエクソソーム
（MSC
治癒促進効果の判定には
流測定胞を用いる。

 
２）エクソソーム投与による歯周組織再生
効果の解析
MSC
与経路、投与時期、投与間隔により効果が
異なることが指摘されている。そこで、当
研究室で細胞移植の実績をもつ下顎歯周
組織欠損モデルおよびその評価法（図
を用いて
生効果について検討する。

 
欠損部の血管新生はレーザードップラー
を用いた血流測定ならびに
静注し
置で血管分布、血液還流を評価する。骨形
成は
光・定量トモグラフィ装置でハイロドキシ
アパタイト形成を定量し、微小石灰化・骨
リモデリング・骨形成・骨吸収を定量的に
モニタリングするとともに、
再生骨形態、骨量を評価する。歯周組織再
生は、組織切片を作製し免疫組織学的組織
学的評価を行う。
 
３）細胞の形質変化に対するエクソソーム
の効果検討
エクソソームはタンパク質、
を内包する、細胞膜断片（脂質二重膜）で
あり、細胞に融合し内部情報を伝搬する。
MSC
細胞に添加し受け手細胞（血管内皮細胞、
骨芽細胞、線維芽細胞）に移動したことを
蛍光顕微鏡にて確認する。
が確認された細胞の増殖、遊走、アポトー
シスをそれぞれ
healing
る
らに線維芽細胞（含む

µ

 

モデル、マウス臀部褥創モデル、マウス頭
蓋骨骨欠損モデル）
で、オリジナル
癒促進効果を認めるエクソソーム

MSC-EXO）の単離法を選定する。創傷
治癒促進効果の判定には
流測定胞を用いる。

２）エクソソーム投与による歯周組織再生
効果の解析 
MSC-CM の創傷治癒促進効果は、
与経路、投与時期、投与間隔により効果が
異なることが指摘されている。そこで、当
研究室で細胞移植の実績をもつ下顎歯周
組織欠損モデルおよびその評価法（図
を用いてMSC_EXO
生効果について検討する。

欠損部の血管新生はレーザードップラー
を用いた血流測定ならびに
静注し in vivo
置で血管分布、血液還流を評価する。骨形
成は OsteoSense
光・定量トモグラフィ装置でハイロドキシ
アパタイト形成を定量し、微小石灰化・骨
リモデリング・骨形成・骨吸収を定量的に
モニタリングするとともに、
再生骨形態、骨量を評価する。歯周組織再
生は、組織切片を作製し免疫組織学的組織
学的評価を行う。

３）細胞の形質変化に対するエクソソーム
の効果検討 
エクソソームはタンパク質、
を内包する、細胞膜断片（脂質二重膜）で
あり、細胞に融合し内部情報を伝搬する。
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