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研究成果の概要（和文）：歯肉幹細胞は採取が容易で免疫制御能に優れ、エクソソーム分泌量が多いという特性
を有する。本研究では、歯肉幹細胞由来エクソソームがCD73を介してM2マクロファージを誘導することで抗炎症
作用および組織修復に貢献する一方、エクソソーム内包miR-1260bは、小胞体ストレス応答の制御を介して歯槽
骨吸収抑制効果を有することを確認した。これらの知見は歯肉幹細胞由来エクソソームを応用した新規歯周炎治
療の分子基盤となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Among the somatic mesenchymal stem cells (MSCs),ginvival tissue-derived MSCs
 (GMSCs) are easily accessible and characterized by their prominent immunomodulatory and  exosome 
productive capacities. In this project, we reviealed that GMSCs-derived exosomal CD73 is critical 
for M2 macrophage polarization which contribute to anti-iflammation and tissue repair. We further 
identified that exosomal miR-1260b inhibits periodontal bone loss by targeting ATF6β mediated 
regulation of ER stress.These findings are of considerable therapeutic significance to understand 
the cellular and molecular mechanisms of GMSC-derived exosomes in periodontitis.

研究分野： 歯周病学

キーワード： 歯肉幹細胞　エクソソーム　M2マクロファージ　CD73　miR-1260b　ERストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
間葉系幹細胞による治療効果には、分泌されるエクソソームと呼ばれる細胞外小胞が重要であることが明らかと
なりつつある。本研究では、歯科治療で生じた廃棄歯肉からヒト歯肉幹細胞を単離し、そのエクソソームを用い
た歯周炎治療のための基盤研究を行った。本研究により、歯肉幹細胞由来エクソソームに含有される分子が、い
かなる機序で歯周炎で損傷を受けた組織で抗炎症作用および歯槽骨吸収抑制効果を生じるかを解明した。これら
の知見は歯科にとどまらない、幹細胞医療発展への貢献が期待できる。

※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 
細胞治療の代表的ソースである間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cells: MSCs）について，

MSCs から分泌されるエクソソームが中心的役割を果たし, 内包される miRNA（microRNA）を介し
た遺伝子発現制御が治療効果に重要であることが明らかとなりつつある。 
近年，歯科治療で生じる廃棄組織から採取した MSCs が再生医療の重要な細胞源と成り得るも

のとして脚光を浴びている。MSCs は骨髄や脂肪のみならず，口腔内でも歯髄, 歯肉, 歯根膜な
ど多数の部位で確認されており, これらの口腔内から採取された MSC は高い増殖能と分化能を
有することが報告されている。歯肉幹細胞（gingival tissue-derived MSCs：GMSCs）は申請者
の共同研究グループが 2009 年に歯肉組織から単離した。 
歯周炎の発症・進行には，歯周組織に浸潤したマクロファージの機能が深く関わっており，歯

周炎の各ステージにおいて異なる表現型で存在する。マクロファージは，炎症誘導型の M1 マク
ロファージと創傷治癒型の M2 マクロファージの 2 つの表現系に大別される。 歯周組織破壊に
は M1 マクロファージが関与し， M2 マクロファージは，IL-10 や TGF-βなどの抗炎症性サイト
カイン産生および病原体のクリアランス（スカベンジング）を促進することで，炎症応答を収束
させ組織修復へと転換していくフェーズにおいて中心的役割を担っている。そのため, 歯周組
織再生の成功には M2 マクロファアージ誘導が不可欠であると考えられる。 
申請者は GMSCs が分泌するエクソソームによる M2 マクロファアージ誘導を介した著明な抗炎

症・創傷治癒促進効果を確認していたが、その詳細な分子基盤は未だ不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、GMSCs 由来エクソソーム miRNA を新たな核酸創薬ターゲットとした新規歯周治療の

分子基盤を確立することを目的とした。申請者は予備実験で、GMSCs への TNF-α刺激によるネガ
ティブフィードバック機構により、GMSCs 由来エクソソームによる抗炎症性（M2）マクロファー
ジの誘導を促進することを確認した。すなわち、GMSC 由来エクソソームに自然免疫を担う細胞
に対して抗炎症効果を発揮すると考えられたが、歯周炎における歯槽骨吸収に対する影響は不
明である。そこで本研究では、GMSC 由来エクソソームの抗炎症効果と歯槽骨吸収の確認とその
分子機構の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では GMSCs 由来エクソソームによる歯周炎モデル治癒機構について、M2 マクロファー
ジ誘導および歯周炎モデルでの骨吸収抑制効果に重要な分子の同定のため、以下の検証を行っ
た。 
(1) 歯周炎における GMSCs 由来エクソソームによる抗炎症機構 
① GMSCs 由来エクソソームによる歯槽骨吸収抑制効果 
マウス絹糸結紮誘導性歯周炎モデルを用いて、GMSCs エクソソームの歯肉への局所投与による

歯槽骨吸収抑制効果について検証した。 
② 歯根膜細胞を介した破骨細胞分化制御に及ぼす影響 
歯周組織における破骨細胞分化因子（RANKL）および破骨細胞形成抑制因子（OPG）による

RANKL/OPG 比は歯槽骨吸収の指標として広く認知されており, 歯根膜細胞（periodontal 
ligament cells：PDLCs）が密接に関与している。 そこで GMSCs 由来エクソソームが、PDLCs に
おける RANKL/OPG 比に及ぼす影響について検証した。 
③ TNF-α刺激誘導性のエクソソーム由来 miRNA による骨吸収抑制機構の解明 
九州大学病院歯周病科における患者３名から単離した GMSCs について、それぞれ TNF-α刺激

有無に分けての培養上清からエクソソームを精製し、エクソソーム内包 miRNA についてマイク
ロアレイ解析を行った。候補 miRNA を PDLCs に遺伝子導入し、RANKL 発現抑制効果について検証
した。 
(2) GMSCs 由来エクソソームによる M2 マクロファージ誘導機構の解明 
近年, M2 マクロファージの IL-4/13 刺激以外の誘導経路について、アデノシン（ADO）および

その受容体を介した分化経路が報告されている。ADO は抗炎症分子であり, 炎症反応を誘導する
アデノシン三リン酸（ATP）から細胞膜酵素 CD39/CD73 による脱リン酸化カスケードを経て産生
されるが、CD73 は代表的な MSC 陽性マーカーとして GMSCs にも恒常的に発現している。申請者
は GMSCs への TNF-α刺激により CD73mRNA の発現が亢進することに着目し、エクソソームにおけ
る CD73 発現が M2 マクロファアージに関与しているかについて検証を行った。 
① GMSCs 由来エクソソームによる CD73 を介した M2 マクロファアージ誘導経路の検証 
 GMSCs 由来エクソソームにおける CD73 の発現について、TNF-α刺激の有無で比較した。 
② GMSCs における CD73 発現増強刺激および誘導シグナルの検証 
(2)-①のような炎症刺激によるネガティブフィードバック機構は、MSC の治療効果を改善する

ための効果的な戦略として報告されつつあるが、詳細な分子基盤は不明点が多い。さらに複数の
サイトカイン刺激による併用効果の報告は少ないうえ、IFN-γより強力な 1 型インターフェロ



ンであるIFN-α刺激の報告はなかった。そこでTNF-αとIFN-αによる共刺激で前処理したGMSCs
由来エクソソーム（Exo-TNF/IFN）の M2 マクロファージに対する誘導に対する相乗効果と、その
分子機構解明のための検証を行った。 
③ CD73 発現亢進 GMSCs 由来エクソソームによる M2 マクロファージ誘導増強効果の検証 
 ヒト単球由来マクロファージへ無刺激、TNF-α/INF-α（単独および共刺激）GMSCs 由来エク
ソソームを添加し、M2 マクロファージマーカーの発現状況をフローサイトメトリーで検証した。 
(3) GMSCs 由来エクソソーム（Exo-TNF）内包 miRNA による骨吸収抑制機構の解明 
① (1)-③で同定した miRNA の標的遺伝子の検証 
 miR-1260b の標的遺伝子を Database で再検証し、小胞体（endplasmic reticulum：ER）スト
レス関連遺伝子である ATF6βが、Wnt5a よりも上位の miR-1260b 標的遺伝子であったことに着
目し、歯周組織破壊における ER ストレスの影響についても検討した。 
② マウス歯周炎モデルにおける候補 miRNA 単独での歯槽骨吸収抑制効果 
 マウス歯周炎モデルへ miR-1260b mimic および ATF6β-siRNA（siATF6β）の局所注入による
歯槽骨吸収抑制効果をμCT 撮影で検証した。 
③ 候補 miRNA が破骨細胞分化に及ぼす影響の検証 
 PDLCs へ ER ストレス誘導剤であるツニカマイシン（tunicamycin; TNM）刺激よる RANKL 誘導
について確認後、miR-1260b mimic 導入による ATF6β発現制御の影響について検証した。また、
ヒト CD14 陽性単球を用いた破骨細胞誘導系で、TNM 刺激下の PDLC 培養上清を添加することで
破骨細胞分化能について検証した(TRAP 染色、Pit formation assay)。 
 
４．研究成果 
(1) 歯周炎における GMSCs 由来エクソソームによる抗炎症機構 
① GMSCs 由来エクソソームによる歯槽骨吸収抑制効果 
マウス歯周炎モデルへのエクソソー

ム注入（Exo-Ctrl）により、歯槽骨吸収
の抑制が認められたが、TNF-α刺激後
エクソソーム群（Exo-TNF）ではさらに
骨吸収抑制効果の改善が確認された
（右図）。 
また結紮周囲組織像においても, TRAP
陽性破骨細胞数の減少が認められた。 
② 歯根膜細胞を介した破骨細胞分化

制御に及ぼす影響 
PDLCs への LPS 刺激により RANKL/OPG

比は上昇したが、Exo-Ctrl 刺激で抑制
され、Exo-TNF ではさらに減少した。        (Nakao et al., Acta Biomater,2021 より改変) 
 
③ TNF-α刺激誘導性のエクソソーム由来 miRNA による骨吸収抑制機構の解明 
マイクロアレイ解析から、TNF-α刺激誘導性エクソソーム（Exo-TNF）内包 miRNA として、miR-

1260b を同定した。miRNA 標的遺伝子の Database 解析から、miR-1260b の上位標的遺伝子である
Wnt5a に注目した。Wnt5a は RANKL 発現を誘導することが報告されているが、PDLCs においても
RANKL 発現がリコンビナント Wnt5a 刺激で亢進し、Wnt5a ノックダウンにより阻害されることを
確認した。PDLCs への miR-1260b 導入によ
り Wnt5a 発現が抑制されたことから, 
miR-1260b は Wnt5a の抑制を介して RANKL
発現阻害に関与してことが示唆された。さ
らに RANKL 発現シグナルについて検証し
た結果、Exo-TNF および miR-1260b により
JNK シグナルの特異的阻害が確認された。 
以上より, TNF-α誘導性 miR-1260b は

Wnt5a および JNK シグナルの阻害を介し
て、PDLCs における RANKL 発現を抑制する
ことが明らかとなった（右図）。 
(2) GMSCs 由来エクソソームによる M2 マクロファージ誘導機構の解明 
① GMSCs 由来エクソソームによる CD73 を介した M2 マクロファアージ誘導経路の検証 
GMSCs 由来エクソソームには無刺激でも CD73 が恒常的に発現しており、TNF-α刺激によりそ

の発現が増強することを発見した。一方, エクソソームを CD73 中和抗体で処理すると M2 マク
ロファージ誘導が有意に阻害された。すなわち、GMSCs への TNF-α刺激により誘導されるエクソ
ソーム CD73 が M2 マクロファージ誘導に重要であることが明らかとなった。 
② GMSCs における CD73 発現増強刺激および誘導シグナルの検証 
 GMSCs への TNF-α/IFN-α共刺激により、Exo-TNF/IFN における CD73 発現が有意に亢進した。
GMSCs への TNF-α/IFN-α共刺激による CD73 発現誘導は、mTOR の活性化による HIF-1αの発現



誘導を伴う核移行を介して制御されることを確認した。さらに、GMSCs への TNF-α/IFN-α共刺
激により、転写因子 ID3、LXR を介した CD5L mRNA の発現亢進が確認されたが、そのほとんどが
直接分泌されることなくエクソソーム含有蛋白として GMSCs より放出されることが示唆された。 
③ CD73 発現亢進 GMSCs 由来エクソソームによる M2 マクロファージ誘導増強効果の検証 
TNF-α/IFN-α共刺激 GMSCs 由来（Exo-TNF/IFN）は、無刺激（Exo-Ctrl）および TNF-α、IFN-

αでの単独刺激 GMSCs 由来エクソソーム（Exo-
TNF, Eso-IFN）と比較し、炎症性 M1 マクロフ
ァージを抗炎症 M2 マクロファージへの分化
転換能が促進されることが確認された。さらに
TNF-α/IFN-α共刺激で誘導される CD5L につ
いて、リコンビナント CD5L 刺激による M2 マク
ロファージ誘導が確認された一方、CD5L をノ
ックダウンした Exo-TNF/IFN では、M2 マクロ
ファージの誘導能が阻害された。 
以上より、Exo-TNF/IFN は、内包される

CD73/CD5L の発現促進を介して相乗的に M2 マ
クロファージ誘導能が増強されることが明ら
かとなった（右図）。             (Watanabe et al., Sci Rep, 2022 より改変)                                     
(3) GMSCs 由来エクソソーム（Exo-TNF）内包 miRNA による骨吸収抑制機構の解明 
① (1)-③で同定した miRNA の標的遺伝子の検証 
マウス歯周炎モデルにおいて、歯周組織における ATF6βの発現亢進を免疫組織化学染色で確認
した。 
② マウス歯周炎モデルにおける候補 miRNA 単独での歯槽骨吸収抑制効果 
 マウス歯周炎モデルの歯肉へ miR-
1260b を局所投与した結果、歯周組織
における ATF6β発現低下および歯槽
骨吸収抑制効果を確認した。さらに
ATF6β-siRNA（siATF6β）の局所注入
によっても、歯槽骨吸収が抑制され
た（右図:Hayashi et al., Front 
Cell Dev Biol, 2022 より改変)。 
③ 候補 miRNA が破骨細胞分化に 

及ぼす影響の検証 
 PDLCs の培養系において miR-1260b
を導入すると、ATF6βmRNA の発現が抑制された。TNM 刺激により ER ストレスを誘導させた PDLCs
では、miR-1260b を導入することで ATF6βの核移行が抑制された。PDLCs では TNM 刺激により
RANKL の発現が誘導されたが、ATF6βのノックダウンにより RANKL の発現が顕著に減少した。単
球からの破骨細胞誘導系において、TNM 刺激下の PDLC 培養上清を添加したところ、破骨細胞の
分化ならびに骨吸収能が促進されたが、miR-1260b 導入または siATF6β処理により抑制された。 
 以上の結果から、miR-1260b が歯根膜細胞における ER ストレス応答を介して破骨細胞分化を
抑制することで、歯槽骨吸収抑制効果を有することが明らかとなった。 
 
【総括】本課題における研究成果(1)～(3)から、GMSCs 由来エクソソームの CD73 による M2 マク
ロファージ誘導効果および内包される miR-1260b による歯槽骨吸収抑制効果を確認した。GMSCs
由来エクソソームによる新規歯周炎治療に向けた分子基盤のまとめを以下に示す。 

  



５．主な発表論文等

〔雑誌論文〕　計6件（うち査読付論文　5件／うち国際共著　1件／うちオープンアクセス　5件）

2022年

2022年

2023年

2022年

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

10.1038/s41598-022-17692-0

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Extracellular vesicles derived from GMSCs stimulated with TNF-α and IFN-α promote M2
macrophage polarization via enhanced CD73 and CD5L expression

Scientific Reports 13344

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 １．著者名  ４．巻
Watanabe Yukari、Fukuda Takao、Hayashi Chikako、Nakao Yuki、Toyoda Masaaki、Kawakami Kentaro、
Shinjo Takanori、Iwashita Misaki、Yamato Hiroaki、Yotsumoto Karen、Taketomi Takaharu、Uchiumi
Takeshi、Sanui Terukazu、Nishimura Fusanori

12

10.1016/j.abb.2022.109501

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
miR-582-5p targets Skp1 and regulates NF-κB signaling-mediated inflammation

Archives of Biochemistry and Biophysics 109501～109501

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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