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研究成果の概要（和文）：メカニカルストレスを付与した歯根膜細胞から抽出されたエクソソームに含包される
miRNA発現量を解析すると、メカニカルストレスを付与しない歯根膜細胞由来エクソソームと比較し
has-miR-146a、has-miR-125a-5pの発現上昇が確認された。一方、has-miR-126-3pの発現に変化は見られなかっ
た。hsa-miR-125a-5p mimicを導入した歯根膜細胞いおいてhsa-miR-125a-5pの遺伝子発現上昇が確認された。ま
た、mimic導入細胞由来エクソソームにおいてもhsa-miR-125a-5pの遺伝子発現上昇が確認された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the expression levels of miRNAs contained in exosomes extracted 
from mechanically stressed periodontal ligament cells. Compared to periodontal ligament cell-derived
 exosomes without mechanical stress, mechanically stressed periodontal ligament cell-derived 
exosomes showed increased gene expression of has-miR-146a and has-miR-125a-5p. In contrast, no 
difference in expression of has-miR-126-3p was observed. hsa-miR-125a-5p mimic-transfected 
periodontal ligament cells showed increased gene expression of hsa-miR-125a-5p. In addition, the 
upregulation of hsa-miR-125a-5p gene expression was also observed in exosomes derived from 
mimic-transfected cells.

研究分野：歯周病学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病における炎症の制御において、抗炎症型M2マクロファージが炎症を収束させ、組織を治癒に向かわせるこ
とが注目されている。申請者らはこれまでに抗炎症作用を有するメカニカルストレス応答性歯根膜細胞エクソソ
ームを見出しているが、本研究では同エクソソームに含まれると推測されるM2マクロファージ分化誘導性micro 
RNAを同定し、それらを高濃度に含包させたエクソソームを用いたDDSへの基盤を構築することを目指した。本研
究を通して得られた知見はM2マクロファージ分化誘導機構の解明や、メカニカルストレスを応用した生体細胞由
来エクソソームを用いた炎症制御に対する創薬の開発に貢献することが期待される。

※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 
 歯周病は、歯周病原性細菌により引き起こされる歯周組織の炎症性疾患である。その炎症の場
において、マクロファージは自然免疫の中心として機能する。近年、炎症を強く惹起する炎症型
M1 マクロファージとは異なる細胞型の抗炎症型 M2マクロファージが注目され、過剰な炎症反応
の制御や組織修復・創傷治癒に関与し、組織の恒常性を維持することが知られている。歯周病治
療の分野においても、効果的な組織再生療法のために炎症制御と創傷治癒の促進が必要であり、
M2 マクロファージの誘導を主軸とした炎症制御技術の開発が求められている。 
 エクソソームは直径 50∼200 nm の細胞外小胞であり、生体内のあらゆる細胞から分泌され、細
胞間コミュニケーションに関与している。エクソソームにはタンパク質や、マイクロRNA (miRNA) 
等の核酸が内包されており、特に miRNA はエクソソームを介した生体反応の中心的な役割を担
うとされる。申請者らは、伸展刺激を受容した歯根膜線維芽細胞はエクソソームの分泌が増強す
ることを見出すとともに (Front. Immunol. 2019)、無刺激細胞由来のエクソソームと比べ強い
抗炎症活性を有することを発見した。このことから、メカニカルストレス(MS)を付与した歯根膜
細胞から分泌されるエクソソームには、抗炎症型 M2 マクロファージへの分化誘導に寄与する有
用な miRNA が含包していることが示唆される。そこで、メカニカルストレス(MS)により誘導され
た抗炎症性 miRNA を同定し、それらを高濃度に含包させたエクソソームを合成することにより、
将来的な DDS への応用が期待できると考えられる。 
 
 
 
２．研究の目的 
 メカニカルストレス(MS)を付与された歯根膜線維芽細胞由来エクソソームが内包する抗炎症
性 miRNA を同定し、有効 miRNA 含有エクソソームを用いた DDS を展開するための基盤を構築す
ることである。 
 
 
 
３．研究の方法 
 ヒト歯根膜細胞に周期的伸展装置 STB-140 (Strex Co.)を用いてメカニカルストレス(MS)を
24 時間付与し、得られた細胞上清から ExoQuick-TC(System Biosciences.)を用いてエクソソー
ムを抽出した。培地はエクソソーム除去済み 10% FBS 添加αMEM を用いた。 
  MSを付与したヒト歯根膜細胞および、細胞上清から抽出したエクソソームからRNAを抽出し、
has-miR-146a、has-miR-125a-5p、has-miR-126-3p の発現を qRT-PCR にて解析した。 
 6 well plate に播種したヒト歯根膜細胞に hsa-miR-125a-5p mimic(mirVana™ miRNA mimic)、
mirVana miRNA Negative Control を Lipofectamine RNAiMAX を用いて導入した。導入 24時間
後、エクソソーム除去済み 10%FBS 添加αMEM に培地交換し、さらに 24 時間培養したヒト歯根膜
細胞および細胞上清から抽出したエクソソームから RNA を抽出し、has-miR-125a-5p 発現を qRT-
PCR にて解析した。 
 
 
 
４．研究成果 
 歯根膜細胞において発現する miRNA に関して現在までに多くの報告がなされているが、本研
究ではその中でも抗炎症に関与するとされる has-miR-146a、has-miR-125a-5p、has-miR-126-3p
に注目し解析を進めた。 
 メカニカルストレス(MS)を付与した歯根膜細胞から抽出されたエクソソームに含包される
miRNA発現量を解析すると、MSを付与しない歯根膜細胞由来エクソソームと比較しhas-miR-146a、
has-miR-125a-5p の発現上昇が確認された。一方、has-miR-126-3p の発現に変化は見られなかっ
た（図 1）。 

 
  
 



 MS による発現上昇がみられた 2つの miRNA のうち、抗炎症性 M2 マクロファージの分化促進に
関与するとされる has-miR-125a-5p の mimic を歯根膜細胞に導入し、エクソソームの改変が可
能か解析を行った。hsa-miR-125a-5p mimic を導入した歯根膜細胞において hsa-miR-125a-5p の
遺伝子発現上昇がみられた（図 2a）。また、mimic 導入細胞由来エクソソームにおいても hsa-
miR-125a-5p の遺伝子発現上昇がみられた（図 2b）。 

 
 これらの結果から、メカニカルストレスは、歯根膜細胞由来エクソソームにおける抗炎症性
miRNA、has-miR-146a、has-miR-125a-5p の発現上昇に寄与し、炎症の場において抗炎症型 M2 マ
クロファージ分化誘導をターゲットとした DDS への応用が期待できることが示唆された。一方
で、miRNA mimic を用いた高濃度抗炎症性 miRNA 含包エクソソーム作製に関しては、期待したほ
どの導入効率が得られなかった。今後は導入試薬や濃度設定当の検討を継続し、将来的な治療応
用への基盤構築を進める予定である。 
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