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研究成果の概要（和文）：ラット歯髄組織に誘発した炎症により発現が増加したマイクロRNAの中からmiR-21に
着目し、歯髄炎におけるmiR-21の機能について検討を行った。lipopolysaccharides刺激によりヒト歯髄細胞に
おいてmiR-21発現は亢進するが、TNF receptor-associated factor 6、programmed cell death 4発現抑制を介
してmiR-21はNFkBシグナルを抑制する一方、miR-21はオステオポンティン発現を亢進した。miR-21が歯髄炎にお
いて炎症を制御し、硬組織再生を誘導する調整因子として機能している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：miR-21 was up-regulated in the inflamed rat dental pulp tissue, and 
lipopolysaccharides induced expression of miR-21 in the human dental pulp cells. miR-21 
down-regulated NFkB signaling via degradation of TNF receptor-associated factor (TRAF) 6 and 
programmed cell death (PDCD) 4. miR-21 also promoted osteopontin expression. miR-21 may control the 
progress of pulpal inflammation and modulate the hard tissue formation in the dental pulp tissue.

研究分野： 歯内療法学

キーワード： dental pulp cell　micro RNA　miR-21　NFkB signaling　inflammation　LPS　signaling cascade　di
fferentiation
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 う蝕に継発して歯髄炎が惹起された場合、
その歯髄炎が不可逆性であれば抜髄処置を
余儀なくされる。歯髄組織を失った歯は、歯
牙破折を起こしやすく、歯を喪失する機会が
増加する。口腔内に歯を保存する上で歯髄組
織の保全は重要な要件である。そのためには、
歯髄炎を制御し、健全な歯髄組織を回復する
ための手法の確立が望まれる。また、歯髄幹
細胞移植による歯髄再生療法の成否のカギ
となる因子の一つは炎症反応である。 
炎症はこれまで組織破壊にのみ加担すると
考えられてきたが、治癒機転のトリガーとも
なっていることが近年わかってきた(Karin 
M & Clevers H, Nature 529, 307–315, 2015)。
生体には、炎症反応の進行に伴い、炎症を終
息させ治癒に向かわせるシステムが具備さ
れており、炎症はいずれ消退し、治癒機転が
働くことにより破損した組織は修復され、組
織の恒常性が回復する。逆に炎症が消退しな
いのは、炎症と再生のクロストークに不備が
ある、あるいは破綻していることにより、炎
症が持続するのみならず治癒機転の誘導が
障害される。現在、国内・国外において、炎
症と再生のクロストークにおいて、miRNA
の機能が注目されている。 
 
２．研究の目的 
これまでに申請者らは歯髄炎および根尖性
歯周炎の発症メカニズムを探るため、ラット
に実験的歯髄炎および根尖性歯周炎を惹起
し、その病態について、組織学的および分子
生物学的に検討し報告を行った。炎症の進行
に伴い、好中球、マクロファージ、樹状細胞
様細胞といった自然免疫に関与する種々の
免疫担当細胞の浸潤が観察され、IL1、TNFa
といった炎症性メディエーター産生が亢進
することを明らかにし、メディエーターの一
つである NO 産生を担う iNOS を阻害すると、
炎 症 状 態 が 緩 和 す る こ と を 示 し た
(Kawashima N, et al.. J Dent Res, 84, 
762-767, 2005)。また、破骨細胞のにおいて
骨吸収に深く関与するカテプシン K を阻害
することで、骨吸収を阻害するのみならず炎
症を制御可能なことを明らかにした(Suzuki 
N, et al., J Endod, 41, 1474-9, 2015）。炎症を
特徴づけるのは炎症性メディエーターであ
ることは解明されたが、その制御をどのよう
にして行うのかは課題として残っている。こ
れまでの研究を発展させ、生体における炎症
と再生・治癒のクロストークに着目し、炎症
制御と組織再生を誘導するのが本研究課題
の目的である。 
 
３．研究の方法 

智歯から摘出した歯髄組織から単離した
ヒト歯髄細胞(n=5, 倫理審査番号： #948)を、
10%FBS 添加αMEM にて 35mm ディッシュ
上 で 培 養 し た 。 LPS （ 100ng/ml, E. Coli 
0111B4、Sigma Aldrich)を添加したヒト歯髄

細 胞 よ り microRNA を 抽 出 （ mirVana ™ 
miRNA Isolation Kit, Thermo Fisher 
Scientific ） し た 後 、 miR-21 お よ び
microRNAU6（miR-U6：ユニバーサルコン
トロール）に対する専用のプローブを用いて
逆転写を行い、さらに miR-21 および miR-U6
に特異的な Taqman Probe を用いた real-time 
PCR を 行 っ た （ TaqMan Universal PCR 
Master Mix, Thermo Fisher Scientific 、
CFX96, BioRad）。また、TNFa , TRAF6、
PDCD4 mRNA 発 現 を real-time PCR
（CFX96、BioRad）にて検討した。さらに、
NFκB 阻害薬として BAY11708 (Cayman)を
使用した。また NFκB p65、pNFκB p65 に
対する特異的抗体を用いた Western blotting
お よ び NFκB の 結 合 領 域 を 認 識 す る
pGL4.32[luc2P/NFkB-RE/Hygro] 
(pGL4_NFkBRE, Promega) を 用 い た
luciferase assay を行い NFkB シグナルの解析
を行った。miR-21 の機能を明らかにする目
的で、強制発現ベクター（pcDNA3-miR21, 
Addgene)を歯髄細胞にトランスフェクショ
ン （ TransIT-LT1 Transfection Reagent, 
Takara）した。 
 
４．研究成果 
(1) 炎症性サイトカインおよび miR-21 発現
動態：ヒト歯髄細胞において、LPS 刺激によ
り産生が誘導される炎症性サイトカイン
IL1a、IL1b、TNFa mRNA は 2 時間をピーク
とする発現動態を示した（図１）。また miR-21
もほぼ同様の発現動態を示した(図１)。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図１：ヒト歯髄細胞を LPS にて刺激したとこ
ろ、2 時間をピークとして炎症性サイトカイ
ンである IL1a、IL1b、TNFa の mRNA 発現
が亢進した。また miR-21 産生も LPS にて誘
導された。 
 

 



(2) NFκB シグナルカスケード：LPS 刺激さ
れた歯髄細胞においては、pNFκB p65 の発
現 が 増 加 し 、 pGL4_NFκBRE を 用 い た
luciferase 活性が顕著に増加することから、
LPS 刺激により歯髄細胞において NFκB シ
グナルが活性化していることが明らかにな
った。さらに、BAY-11708 を添加すると、炎
症性サイトカインのみならず miR-21 発現も
抑制された。すなわち、miR-21 の産生に
NFκB シグナルが深く関与していることが
明らかになった（図２）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２：ヒト歯髄細胞において LPS にて誘導さ
れ た miR-21 は 、 NFkB 阻 害 薬 で あ る
BAY-11708 添加により抑制された。 
 
(3) miR-21 強制発現：ヒト歯髄細胞において
microRNA21 を強制発現させると、 IL6、
TNFa と い っ た 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の
mRNA 発現が抑制された（図３）。また、
Toll-like receptor 4 シ グ ナ ル に 属 す る
TRAF6、Akt シグナルに属する PDCD4 の
mRNA 発現も抑制された（図 4）。さらに、
pNFκB p65 の発現および pGL4_NκBRE 
を用いた luciferase 活性も抑制された。以上
の結果から、miR-21 は TRAF6、PDCD4 発
現を抑制することにより、NFκB シグナルを
制御し、その結果として炎症性メディエータ
ー産生が抑制されたと推察される。以上の結
果より、ヒト歯髄細胞において LPS 刺激によ
り産生が誘導される miR-21 は、NFκB シグ
ナルを制御することで炎症性メディエータ
ー産生を抑制することが明らかになった。 

 
図３：ヒト歯髄細胞において、LPS 刺激によ
り誘導された TNFa および IL6mRNA 発現は、
miR-21 により抑制された。 
 
 
 
 
 
 

図 4：ヒト歯髄細胞において、LPS により誘
導された TRAF6 および PDCD4 の mRNA お
よびタンパク発現は、miR-21 により抑制さ
れた。 
 
(4)硬組織マーカー発現：ヒト歯髄細胞に
miR21 を強制発現させることにより、硬組織
マーカーの一つであるオステオポンティン
mRNA 発現の亢進が認められた。以上の結果
より、miR-21 はヒト歯髄細胞を硬組織形成
細胞へ分化誘導する可能性が示唆された。 
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