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研究成果の概要（和文）：歯周病で破壊された歯周組織を健康な状態に戻すには、歯根と歯ぐきの間にできた深
い溝（歯周ポケット）をなくし、両者を強固に結合させることが必要である。その重要な役割をもつセメント質
の形成に有効に作用する物質を見出すことを目的としている。本研究では、エクソソームという生体由来の因子
にセメント質の形成を誘導する作用があることを検証したところ、このエクソソームには歯周組織を一定の状態
に維持しようとする活性があることが確認された。これらの成果は歯周組織再生理論の進展につながるものであ
る。

研究成果の概要（英文）：To restore healthy periodontal tissues destroyed by periodontal disease, it 
is necessary to eliminate the deep grooves (periodontal pockets) that have formed between the root 
and the gums and to firmly bind them together. The aim is to find a substance that effectively acts 
on the formation of cementum, which has its important role. In this study, we examined the ability 
of exosomes, a biogenic factor, to induce the formation of cementum, confirming that these exosomes 
have the ability to maintain periodontal tissue in a constant state. These results will lead to the 
development of periodontal tissue regeneration therapy.

研究分野：歯周病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯ぐきの内側にある歯根膜という組織には幹細胞が存在することが明らかとされている。これまでこの細胞の増
殖と分化の制御に基づいた歯周組織再生療法が開発され、現在すでに臨床に広く用いられている。しかしなが
ら、未だ制限された適応症例や十分とはいえない予知性などの多くの問題点が残されている。本研究は、ヒトの
生体由来の因子であるエクソソームという物質に焦点を当てて解析を行ったところ、歯周組織の恒常性の維持、
すなわち歯ぐきの健康を常に維持しようとする活性を同エクソソームに見出したものであり、今後の歯周組織再
生理論の進展につながるものである。

※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、Ｚ－１９（共通） 

 

１．研究開始当初の背景 

歯周組織再生療法は,間葉系幹細胞を歯周組織欠損部に補充する細胞療法（Cell-based therapy）

や歯根膜に内在する歯根膜幹細胞をターゲットとし成長因子を用いたサイトカイン療法などの

研究開発が進んでいる。特に,細胞療法は大きな歯周組織欠損に対して有効であり,その高い再

生効果は,国内外で広く認識されている。しかしながら,細胞療法の実用化には幹細胞採取にお

ける生体侵襲,幹細胞の品質管理に対する費用対効果など解決すべき課題が多く残されている。  

最近,細胞療法による治療効果は,補充した幹細胞から分泌されるパラクライン因子がその本体

であるいうエビデンスが広く受け入れられている。なかでもエクソソームと呼ばれる膜小胞が

着目されている。これまでに骨髄や脂肪組織由来間葉系幹細胞から抽出されたエクソソームは,

骨の再生に大きな効力を発揮することから,新たな治療法への利用が期待されている。一方,エ

クソソームに内包されている情報伝達物質のプロファイルは,細胞の由来する組織によって異な

ることが知られていることから,歯周組織の修復・再生を考えた場合,歯根膜幹細胞エクソソー

ムは,骨髄や脂肪組織幹細胞のそれを越えるポテンシャルを有するものと推測できる。しかしな

がら,歯根膜由来幹細胞からエクソソームの分泌を示す報告を始め，同細胞からのエクソソーム

を用いた研究報告は非常に限られていた。 

われわれのこれまでの一連の研究で歯根膜由来細胞にメカニカルシグナルを与えることにより

エクソソームの分泌が増強することを見出してきた。歯根と歯周組織の強固な付着に最も重要

な役割を果たすセメント質を形成するセメント芽細胞の分化において,WNT シグナルは必須のシ

グナルであることを明らかにしてきた。 

これらの事実から,メカノシグナルとセメント芽細胞への運命決定因子である WNT シグナルの

コンビネーション刺激を歯根膜細胞に付与することで,エクソソーム内の情報伝達物質のプロフ

ァイリングの改変を誘導し，歯周組織再生あるいは歯根膜組織の恒常性維持に最適化されたエ

クソソームを生成できるのではないかという学術的な問いに至った。 

 

２．研究の目的 

WNT・メカノシグナルによって歯根膜細胞エクソソームの機能を歯周組織再生に最適化し，同エ

クソソームを応用した歯周組織再生誘導技術の開発につなげる。さらに同エクソソームに内包

された情報伝達物質を同定することにより歯根膜組織の恒常性維持の分子メカニズムの解明に

つなげる。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞：健全な抜去第三大臼歯より歯根膜を採取し，通法に従い歯根膜由来細胞を分離・培

養した。専用培地を用いて骨芽細胞,脂肪細胞,軟骨芽細胞に誘導し，その多分化能を確認

した。動物由来細胞として，歯根膜系細胞としてマウス由来不死化セメント芽細胞および

マウス由来不死化歯小嚢細胞、骨芽系細胞 MC3T3 細胞、破骨系細胞として RAW264.7 細胞

を実験に使用した。 

(2) エクソソーム の単離：これまでの先行研究を参考とし，Wnt およびメカニカル刺激 48 時

間後の細胞培養上清から PureExo®単離キットを用いてエクソソームを精製し、組織学的特

性評価を行った。  

(3) エクソソームによる骨芽細胞系および破骨細胞系の分化誘導に与える機能解析：それぞれ



の培養系実験モデルを用いて，リアルタイム PCR 法，ウェスタンブロット法，酵素法など

により解析を行った。  

 

 

４．研究成果 

 

ヒト歯根膜細胞およびマウス由来歯根膜系細胞から分泌されるエクソソームについて、WNT 刺激

及びメカノシグナル刺激がどのような影響を及ぼすか検討した。100 ng/ml リコンビナント

WNT3A あるいは WNT アゴニスト化合物、LiCl を用い、48 時間後に細胞培養上清を回収した。

PureExo 単離キットを用いてエクソソームの回収し、定量測定を行なったところ、ヒト歯根膜細

胞およびマウス由来細胞の両者ともに，エクソソーム分泌量に関しては WNT 刺激の有無による

有意差は認められなかった。以降の実験にはマウスセメント芽細胞株 OCCM-30 由来エクソソー

ムに焦点を当てて実験を行った。 

 

セメント芽細胞由来エクソソームの特性評価： 

マウスセメント芽細胞株 OCCM-30 細胞の培養上清におけるエクソソーム の特性評価を調べる目

的で，透過型電子顕微鏡（TEM）による解析を行ったところ，下図に示すように，カップ型の形

態と直径約 100 nm の丸い膜小胞，

すなわち典型的なエクソソームの

形状が確認された。さらに，エクソ

ソームを，ナノ粒子追跡分析（NTA）

を用いて解析したところ，右下図

に示すように，直径の平均最頻値

は 181 ± 24.8 nm とした単一ピー

クを有する NAT プロファイルを示

し，これはエクソソーム の特性的なサイズ範囲と一致

していた。エクソソーム を用いた Western blot 解析

により，エクソソームマーカーである，Flotillin-1，

Alix，CD63，および TSG101 の発現が確認された。 

 

セメント芽細胞由来エクソソームは破骨細胞系の分化

誘導を増強する：： 

エクソソームを用いてマウス由来前骨芽細胞 MC3T3 を刺激培養し，ALP 活性を指標に分化度を調

べたところ、分化誘導活性は認められなかった。一方、マウス破骨細胞前駆細胞株 RAW264.7 細

胞を，リコンビナント receptor activator of nuclear factor-κB ligand（rRANKL）刺激によ

り破骨細胞へ分化させる実験系を用いて，エクソソームの影響を調べたところ、予想に反して、

エクソソームは，酒石酸耐性酸性ホスファターゼ（TRAP）活性陽性細胞の形成を増強した。 

 

セメント芽細胞由来エクソソームは単球に取り込まれる： 

RAW264.7 細胞によるエクソソームの細胞内取り込みについて調べるために， PKH67 で標識した

エクソソームを，RAW264.7 細胞とともに培養した後，免疫蛍光顕微鏡解析を行ったところ，エ

クソソーム の添加後 6 時間で約 22％のエクソソーム が RAW264.7 細胞に検出され，24 時間後



ではさらに約 78％に増加した。アクチン重合阻害剤である Cytochalasin D の前処理により、蛍

光発色を示す細胞はほとんど観察されなかったことから、エクソソーム は RAW 264.7 細胞表面

への付着によるものではなく，細胞内に取り込まれていることを示すものである 

 

セメント芽細胞由来エクソソームは RANKL 誘導性破骨細胞関連分子を増強する： 

RAW264.7 細胞をエクソソームの存在下で rRANKL とともに培養し，破骨細胞関連分子，すなわち

Nfatc1，Ctsk，Oscar，Acp5，Dc-stamp，および Oc-stamp の遺伝子発現レベルをリアルタイム PCR

法を用いて解析したところ，セメント芽細胞エクソソーム の添加により，これらすべての遺伝

子の発現が増強された。その増強作用は，Western blot 法による解析により，CtsK および Nfatc1

のタンパク質レベルにおいても確認された。 

 

セメント芽細胞由来の培養上清はエクソソームによる破骨細胞分化増強作用を抑制する： 

セメント芽細胞から産生される可溶性因子全体が RANKL 誘導性破骨細胞形成に与える影響につ

いて検討した。セメント芽細胞の培養上清は，細胞外小胞に加え，可溶性タンパク質，遊離核酸，

脂質などの様々な可溶性因子を含んでいる。そこで，セメント芽細胞の培養上清の存在下で，

RAW264.7 細胞を rRANKL で刺激培養し，TRAP 染色法と破骨細胞関連遺伝子に対するリアルタイ

ム PCR 法で破骨細胞形成を解析したところ，TRAP 陽性多核破骨細胞はほとんど検出されず，ま

たrRANKL処置群と比較してNfatc1とAcp5の発現が有意に低い値を示した。これらの結果から，

セメント芽細胞から分泌される可溶性因子には，エクソソーム による RANKL 誘導性破骨細胞分

化の増強効果を阻害する活性があることが示唆された。 

 

 以上のこれらの知見は，歯周組織の破壊・再生および恒常性維持のメカニズムにおける，セメ

ント芽細胞エクソソーム の重要性を理解する上で有用であるだけでなく，エクソソームによる

破骨細胞増強活性を制御する調節機構を見い出すことは，骨・セメント質の再生および吸収に対

する治療的開発にもつながると考えられる。本研究成果は，セメント芽細胞が分泌するエクソソ

ームの生物活性に関する最初の報告であり，セメント芽細胞と破骨細胞間の新しいクロストー

クの解明に寄与するものである。 
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