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Ⅰ．緒言 

疾病や外傷などによって損傷を受けた組織・臓器の機能を回復する治療

法としては、損傷部位に細胞・組織を移植する再生医療が注目され、研究・

臨床応用が進んでいる。間葉系幹細胞(Mesenchymal stem cells: MSCs)は、

再生医療への応用が期待される細胞の一つで、免疫調節作用、障害された

組織への集積性、組織再生に有効な液性因子であるサイトカイン、細胞外

小胞(Extracellular vesicles: EVs)等の産生能が認められ、様々な疾患を

対象に臨床研究が進められている。歯科領域においては、顎骨、歯周組織、

歯髄組織の損傷に対して骨髄、脂肪、歯髄等を由来とする MSCsを用いた臨

床研究が進められている。MSCsの治療効果の一因には、MSCsが放出する液

性因子の一部である EVsが免疫調節作用や組織再生作用に重要な役割を担

っていることが最近の研究から明らかとなっている。EVsは、核酸、タンパ

ク質、脂質を内包しており、レシピエント細胞内へ取り込まれることで作

用することから、EVsを組織再生への治療に応用することは MSCsを用いた

治療効果を促進させるものとして期待されている。 

近年、歯髄から分離される MSCsは、歯髄幹細胞(dental pulp stem cells: 

DPSCs)として再生医療の分野では研究が行われている。さらに、DPSCsから

分泌される歯髄幹細胞由来細胞外小胞(dental pulp stem cells-derived 

extracellular vesicles: DPSC-EVs)は、骨欠損の疾患に有効性を示すと報

告されている。しかし、骨髄や脂肪組織に由来する MSCsからの EVsと比較
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して報告が少なく、その特性等について未だ不明な点が多い。 

そこで本研究では、DPSC-EVsが DPSCsの骨組織再生促進効果の一因であ

るとの仮説を立て、DPSC-EVsの骨組織再生への有効性を明らかとするため

に、ラット頭頂骨欠損モデルを構築して、骨組織形成能について検討した。 

 

Ⅱ．実験材料および方法 

１．DPSCsの分離および培養 

DPSCsは６週齢雄性Sprague-Dawley（SD）ラット下顎中切歯より採取した

歯髄組織に、トリプシンコラゲナーゼを用いて酵素処理を行い、分離、培

養した。位相差顕微鏡により紡錘形のDPSCsを確認した。実験には第３-６

継代のDPSCsを使用した。本実験は、愛知学院大学歯学部動物実験委員会の

承認を受けて実施している。（承認番号AGUD437-2） 

   

２．DPSCsの同定 

フローサイトメトリーを用いて、DPSCsの表面抗原解析を行った。脂肪・

骨分化誘導を行い、脂肪分化を oil red O 染色および FABP-4 染色により、

骨分化を ALP染色および osteocalcin蛍光免疫染色により確認した。 

 

３．DPSC-EVsの抽出 

DPSC-EVs は、DPSCs を無血清培地にて 48 時間培養した上清に対して 0.5
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倍量の Total Exosome Isolation Reagent を添加し、遠心分離を行い、抽

出した。 

 

４．DPSC-EVsの同定 

 DPSC-EVsの形態を透過型電子顕微鏡を用いて観察し、DPSC-EVsに含まれ

るタンパク質を Western blot法により検出した。 

 

５．ラット頭頂骨欠損部への DPSC-EVs投与および DPSCs移植の方法 

11 週齢雄性 SD ラットの頭頂骨両側に直径 4.6 mm の骨欠損部を形成し、

右側を移植側、左側を対照側とした。移植側には、足場材料として collagen

（Col）、β-tricalcium phosphate（β-TCP）、hydroxyapatite（HA）を移

植後、DPSC-EVs（0.0615µg/µl）を投与または DPSCs（１ x 106個/ml）を移

植とした。対照側には、生理食塩水の投与もしくは Col、β-TCP または HA

の移植とした。 

 

６．マイクロ CTによる形態計測と定量分析 

ラット頭頂骨欠損部の移植側に DPSC-EVs/足場材料、および DPSCs/足場

材料を移植し、対照側に生理食塩水を投与または足場材料を単体で移植し

た。術後４週に、マイクロ CTを用いてラット頭頂骨欠損部の断層撮影を行

った。構築した三次元画像から TRI/3DBONEソフトウェアを使用して不透過



（ 論 文 内 容 の 要 旨 ）  
No.     4    

 

愛知学院大学 

像領域の体積を算出した。 

 

７．ラット頭頂骨欠損部の組織観察 

ラット頭頂骨欠損部の移植側に DPSC-EVs/足場材料を移植し、対照側に

生理食塩水を投与または足場材料を単体で移植した。術後 16週に、ラット

頭頂骨に対し、川本の方法を参考に凍結切片を作製した。切片は

hematoxylin-eosin（HE)染色、酵素抗体法による Osteocalcin 免疫染色を

行い、光学顕微鏡にて観察した。 

 

８．統計処理 

各データの処理は一元配置分散分析を使用し比較検討した。有意水準は

５％とした。 

 

Ⅲ．結果 

１． DPSCsの同定 

DPSCsにおける表面抗原の発現は、幹細胞マーカーであるCD29、CD49dお

よびCD90に対して陽性であり、造血幹細胞マーカーであるCD34およびCD45

に対して陰性を示した。 

 また、oil red O染色およびFABP-4免疫染色においてDPSCsの脂肪分化が

認められ、ALP染色およびosteocalcin免疫染色においてDPSCsの骨分化が認
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められた。 

 

２．DPSC-EVsの同定 

透過型電子顕微鏡を用いた観察により、DPSC-EVsが直径約 100 nmの円形

の形態を示すことを認めた。 

Western blot法を用いて、CD9およびα-tublinの発現が認められた。 

 

３．マイクロCTによる形態計測および定量分析 

術後４週に硬組織形成の観察を行った。移植側において、DPSC-EVs/Col

および DPSCs/Col は骨欠損部辺縁および骨欠損内部に不透過像を認めた。

DPSC-EVs/β-TCP、DPSC-EVs/HA、DPSCs/β-TCPおよび DPSCs/HAは、骨欠損

内部に顆粒状の不透過像、骨欠損部辺縁に不透過像を認めた。 

対照側については、生理食塩水および Col 単体移植において骨欠損部辺

縁に不透過像を認めた。β-TCP単体移植および HA単体移植は骨欠損内部に

顆粒状の不透過像、骨欠損部辺縁に不透過像を認めた。 

マイクロ CT における不透過像の定量分析より、DPSCs/Col および

DPSC-EVs/Col において新たに形成された不透過像体積は、生理食塩水と比

較し、有意に増加した（*P <0.05, **P <0.01）。DPSC-EVs/Col は DPSCs/Col と

の比較において、有意差を認めなかった。DPSC-EVs/Col と Col 単体との間

には有意差は認められないものの、不透過像体積の増加が確認された。 
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４．ラット頭頂骨欠損部の組織観察 

術後16週にHE染色を行い、組織の観察を行った。移植側においては、

DPSC-EVs/Colは骨欠損部辺縁および骨欠損内部に新生骨の形成を認めた。

DPSC-EVs/β-TCPは、β-TCP顆粒の吸収および骨欠損部辺縁に新生骨を認め

た。 DPSC-EVs/HAは、骨欠損内部にHA顆粒および骨欠損部辺縁に新生骨を

認めた。 

対照側については、Col単体移植では骨辺縁部とその周囲に新生骨の形成

を認めた。β-TCP単体移植ではβ-TCP顆粒の吸収および骨欠損辺縁部に新

生骨を認めた。HA単体移植では骨欠損内部にHA顆粒および骨欠損辺縁部に

新生骨を認めた。生理食塩水では線維性結合組織の形成を認めた。炎症反

応はどの群においても観察されなかった。 

術後16週にOsteocalcin免疫染色を行った。DPSC-EVs/Colでは骨欠損部辺

縁および骨欠損内部に新生骨の形成を認めた。Col単体移植では骨欠損部辺

縁とその周囲において新生骨の形成を認めた。β-TCP単体移植およびHA単

体移植においては、骨欠損部辺縁に新生骨の形成を認めた。生理食塩水で

は骨欠損内部において新生骨の形成は認められなかった。 

 

Ⅳ．考察 

本研究では、DPSCs の骨組織形成作用の一因には DPSC-EVs が関与してい

ることが明らかとなった。術後 4週のマイクロ CTおよび定量解析の結果か
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ら、DPSC-EVs/Col は骨欠損部位において DPSCs/Col と同等の効果が認めら

れ、DPSC-EVsの有効性が示唆された。 

また、マイクロ CT による三次元構築画像および HE 染色組織像では、

DPSC-EVs に Col、β-TCP、HA を組み合わせた全ての移植において、ラット

頭頂骨欠損部に新生骨の形成を認めた。DPSC-EVs/Col 移植においては骨欠

損部の内部においても新生骨が認められ、DPSC-EVs と Col を併用すること

で、Col が DPSC-EVs の作用を持続させ、骨欠損部周囲の幹細胞の生着を促

し、β-TCPおよび HAには認められなかった骨欠損内部からの骨組織再生を

促進したと考えられる。 

今後、DPSC-EVsの詳細な作用機序については、組織学的分析と in vitro

実験系による細胞内シグナル伝達系の分析により明らかとなるものと考え

ている。 

 

Ⅴ．結論 

術後4週のマイクロCTおよび定量解析の結果から、DPSC-EVs/Colは骨欠損

部位においてDPSCs/Colと同等の効果が認められた。また、術後16週の組織

観察より、DPSC-EVs/Colは足場材料であるCol単体移植と比較して新生骨の

形成が認められた。これらの結果より、DPSCsの骨組織形成作用の一因には

DPSC-EVsが関与していることを示すものであり、DPSC-EVsを応用した骨組

織再生治療への有効性が示唆された。 


