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研究成果の概要（和文）：ヘパラン硫酸プロテオグライカン (HSPG)とエクソソームが、骨芽細胞において果た
す機能とメカニズムを解明する目的で本研究を行なった。分化誘導の有・無の条件下で培養した骨芽細胞より、
密度勾配遠心法によってエクソソームを分離/精製し、キャラクタリゼーションを行った。その結果、前骨芽細
胞に特異的に存在するHSPG等のタンパク質を同定した。骨芽細胞由来の蛍光標識エクソソームの細胞内取り込み
をリアルタイムで観察できるモデルを確立し、細胞内取り込みにおけるHSPGの役割を評価することができた。本
研究で得られた知見により、顎骨・歯槽骨等の効率的な再生治療を成功させる分子基盤の確立が期待される。

研究成果の概要（英文）：Exosomes are secreted by various cell types and proposed to transfer 
proteins and RNA between cells. Exosomes may also play a role in bone tissue engineering. Biology of
 exosomes from various cancer cell lines, has been studied, but knowledge about exosomes from 
osteoblastic cells is sparse. We aimed at characterization of exosomes derived from osteoblastic 
cells and study a role of HSPG in their uptake. Using ultracentrifugation technique, we successfully
 isolated and characterized exosomes from various osteoblastic cell lines. The exosomes secreted 
from differentiated osteoblasts differed in their cargo from exosomes secreted under normal 
conditions. We also observed time-dependent uptake of fluorescently labeled exosomes by osteoblastic
 cells and investigated involvement of HSPG in their uptake. Further functional analysis using 
exosomes isolated from osteoblastic cell lines under various culture conditions will allow a better 
understanding of the role of HSPGs in exosome biology. 

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年、歯科領域において、様々な疾患の
理由となって失われた顎骨や歯槽骨の骨再
生が重要なテーマとして扱われている。有効
な骨再生のためには、骨吸収と骨形成の適切
なバランスによる骨リモデリングが重要で
ある。細胞表面および細胞外マトリックスの
主要な活性分子の一つであるヘパラン硫酸
プロテオグライカン (HSPG) は、様々な細胞
外分子（ヘパリン結合性成長因子、サイトカ
インなど）と相互作用することが知られてお
り、その中でも特に骨再構築に関与する多く
の分子（BMP-2, TGF-βなど）と相互作用する
ことが知られている。このことから、HSPG
は破骨細胞および骨芽細胞、両方に影響を及
ぼすということが示唆されている。HSPG は
細胞表面から細胞内へのその分子の取り込
みにも関与すると言われている。具体的には、
増殖因子、サイトカイン、リポタンパク質、
核酸、病原体などが HSPG 依存的にエンド
サイトーシスされ、これらの細胞に対する作
用や細胞内輸送を調節していると考えられ
ている。 
 
(2) エクソソームは脂質二重膜を持つ小胞
で、細胞から分泌され、他の細胞に取り込ま
れる事で、細胞間の情報伝達や分子の転送に
重要な役割を果たしている。エクソソームは
細胞間でタンパク質や miRNA を転送する働
きを持っていると考えられており、組織再生
プロセスの過程で重要な役割を果たしてい
る事が報告されている。最近、HSPG がこの
エクソソームの取り込みに関与している可
能性が示唆された。最近の報告では、エクソ
ソームの持つ情報伝達の機能の一つとして
骨形成を促進する働きを持つ可能性が強く
示唆されている。 
 
(3) これまでに、様々な細胞や組織から調製
されたエクソソームに関するデータベース
が構築されており、4,000 以上のタンパク質
と 700 種類の miRNA が登録されているが、
破骨細胞や骨芽細胞由来のエクソソームに
関する情報はまだ存在していなかった。さら
に、エクソソームの細胞内への取り込みのメ
カニズムは未だ解明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、近年歯槽骨再生に重要な役
割を果たしている事が示唆されているヘパ
ラン硫酸プロテオグライカン (HSPG) とエ
クソソームに着目し、それらが骨芽細胞およ
び破骨細胞において果たす機能とメカニズ
ムを解明する事である。まず、最初の手掛か
りとして、骨雅細胞由来のエクソソームを探
索することが効率的であると判断して、本研
究では、以下の 2つ具体的目標を設定した。 
 
(1) 骨芽細胞由来のエクソソームのキャラ
クタリゼーション 

 
(2) 骨芽細胞が発現しているHSPGの同定及
び、骨芽細胞由来のエクソソームの取り
込みにおける HSPGの作用 

 
３．研究の方法 
(1) 密度勾配遠心法に基づいたエクソソー
ム精製方法を用いて、グリセロリルリン酸及
びアスコルビン酸有り・無し（分化誘導有
り・無し）の状態で培養した前骨芽細胞
(MC3T3-E1、ST2 及び KUSA-A1 細胞) から
エクソソームの調製し、生化学的（イムノブ
ロット法）を用いて、エクソソームのキャラ
クタリゼーションを行った。 
 
(2) 密度勾配遠心法を用いて、エクソソーム
の取り込みときに細胞内に形成される HSPG
を含む小胞を調整し、液体クロマトグラフィ
ー質量分析法 (LC/MS法) を用いて、小胞の
タンパク成分の同定を行った。 
 
(3) PHK蛍光標識法を用いて、通常条件及び
分化誘導条件下で培養した前骨芽細胞
(MC3T3-E1)由来エクソソームの膜を蛍光標
識し、蛍光標識エクソソームの取り込みを共
焦点顕微鏡で観察した。 

 
(4) 生化学的手法を用いて、骨芽細胞が発現
している HSPGを同定した。HSPGの合成酵
素に対する siRNAを用いて、HSPGをノック
ダウンした時の蛍光標識エクソソームの取
り込みを共焦点顕微鏡で観察し、エクソソー
ムの取り込みにおけるHSPGの役割の評価を
行った。 

 
４．研究成果 
(1) 前骨芽細胞由来のエクソソームのキャ
ラクタリゼーションを行うためには、高純度
のエクソソームの調整が重要と考えられる。
実際、同じ細胞からエクソソームを調整して
も、精製方法もしくは細胞培養条件によって、
全く異なる解析結果が得られる事が最近の
報告によって明らかとなっている。そこで、
エクソソームの精製方法の条件検討を行い、
OptiPrep 密度勾配遠心法に基づいた前骨芽
細胞由来のエクソソームの精製方法を確立
した。結果、精度の高いプロトコールを確立
することができた。次に、種々の前骨芽細胞
(MC3T3-E1、ST2及び KUSA-A1細胞)に分化
誘導因子を処置して分化させ、前骨芽細胞由
来エクソソームを精製し、生化学的を用いて、
エクソソームのキャラクタリゼーションを
行った。様々なエクソソームのマーカー分子
として CD63、TSG101、ALIX、Hsp70、Annexin2、
Flottilin-2などの検出条件を検討・確立し、各
細胞における発現及びエクソソームにおけ
る局在を調べた。結果、前骨芽細胞のエクソ
ソームのマーカータンパク質が明らかにな
った。さらに、前骨芽細胞のエクソソームに
局在している HSPGの同定をおこなった。ま



ずヘパラン硫酸鎖を特異的に認識する 3G10
抗体を用いたイムノブロット解析の結果か
ら細胞には複数異なる分子量を持つHSPGが
存在することが示唆された。さらに、分化誘
導有り･無しの状態で培養した前骨芽細胞由
来のエクソソームの HSPG量が異なった（(図
1)。 
 

 
図１前骨芽細胞のエクソソームに局在し
ている HSPGの同定。N：ネガティブコン
トロール、E：エクソソーム、通：通常条
件下で培養した細胞由来のサンプル、
分：分化誘導条件下で培養した細胞由来
のサンプル。 

 
 
よって、通常状態と骨形成因子で活性化させ
た状態の前骨芽細胞由来のエクソソームの
性質が異なることが示唆された。これまでに、
様々な細胞から精製されたエクソソームの
キャラクタリゼーションの報告があったが、
前骨芽細胞におけるエクソソームのキャラ
クタリゼーションははじめてであり、本課題
で網羅的に行ったことで、新たなエクソソー
ムに関する基礎知識を得た。 
 
(2) 研究を推進する上で有益な情報として、
細胞内に形成される小胞の分離方法を確立
し、液体クロマトグラフィー質量分析法 
(LC/MS 法) を用いて小胞のキャラクタリゼ
ーションを行った。細胞内に形成される
HSPGを含む小胞に Rab11、annexinなど、30
個以上の小胞輸送に関与するタンパク質を
検出することができた。 
 
(3) 通常条件及び分化誘導条件下で培養し
た前骨芽細胞 (MC3T3-E1) 由来のエクソソ

ーム膜を蛍光標識 (PHK67) することで可視
化させた。その蛍光標識されたエクソソーム
を用いて、細胞内取り込みをリアルタイムで
観察を行った。可視化されたエクソソームは
時間の依存的に細胞内に取り込まれること
を確認された。よって、細胞内取り込みをリ
アルタイムで観察できるモデルを確立した。
そのモデルを用いて、エクソソームの取り込
みに及ぼすHSPGの効果を共焦点顕微鏡で観
察を行った。評価においては、HSPG の生合
成に関与する酵素に対する siRNA を用いる
ことで、細胞へのエクソソームの取り込みに
HSPG が与える影響を調べた。HSPG がエク
ソソームの取り込みの調節に関与している
事が示唆された。現在、分子生物学的方法を
用いて HSPGが、エクソソームの取り込みの
制御に果たしている役割を明らかにする実
験を進めている。この関与を解明することで
HSPG によるエクソソームの制御メカニズム
を見出すことができると考えられる。 

 
(4) 現在、再生医療の領域における骨再生の
アプローチとして、自家骨移植や骨誘導再生
法などの治療方法が一般に用いられている
が、これら手法は患者自身の骨の一部を摘出
して利用するため健康面や時間的な負担が
大きいことが問題となっている。最近、歯槽
骨再生の領域において、患者自身の骨髄由来
幹細胞を用いた治療技術が開発されている
が、得られる細胞には個体差があり、効果的
な処置 (治療) をする上で改善の余地がある。 
近年、エクソソームに関連した研究は、機能
の解析などが活発に進められており、潜在的
治療薬の開発をする上で注目を浴びている。
しかし、その研究は未だ限定的である。エク
ソソームに関連した研究としては、これまで
に癌治療やその診断に焦点が当てられてい
るが、本研究で取り組む歯の移動と骨再生に
重要な役割を果たすHSPGによるエクソソー
ムの制御メカニズムを見出すことで、顎骨や
歯槽骨を再生に効果的なエクソソームを作
成することが可能となり、効率的な新たな治
療戦略を提供することが期待さる。本研究に
よってもたらされる知見は、顎骨・歯槽骨等
の効率的な再生治療のソリューションを提
供することが期待される。 
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