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研究成果の概要（和文）：正常及び炎症歯髄組織やラット象牙芽細胞様細胞(KN-3)においてMincle mRNAの発現
が認められた。NOD-1の特異的LigandであるiE-DAPの刺激により、p38 MAPK-AP-1シグナル伝達経路を介してKN-3
細胞にMincle mRNAの発現誘導が認められた。さらにiE-DAP刺激後に、Mincle特異的LigandであるTDMで2次刺激
した結果、CCL4 mRNA発現が有意に増強した。以上より、象牙芽細胞も細菌感染等により壊死に陥った死細胞の
認識機能を有し、歯髄炎の進行あるいは修復・治癒過程にMincleが関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Expression of Mincle mRNA was observed in normal and inflamed dental pulp 
tissues and rat odontoblast-like cells (KN-3). Induction of Mincle mRNA expression in KN-3 cells was
 observed via the p38 MAPK-AP-1 signaling pathway by stimulation with the NOD-1-specific ligand, 
iE-DAP. Furthermore, CCL4 mRNA expression was significantly induced in KN-3 cells by the secondary 
stimulation with the Mincle-specific ligand, TDM, after first stimulation with iE-DAP. These 
findings revealed that odontoblasts have a function of recognizing dead cells fallen into necrosis 
by bacterial infection and suggest that Mincle in dental pulp tissues play important roles in the 
progression or repair / healing process of pulpitis.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： Mincle　自然免疫　細菌感染　歯髄　象牙芽細胞　シグナル伝達経路

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌に対する防御機能を担う歯髄は、炎症反応が進行し、細菌感染が強度となると、最終的には歯髄除去療法に
より除去される。歯髄が除去された歯の予後は悪く、破折等により抜歯を余儀なくされ、歯の喪失を招く。よっ
て、細菌感染等により壊死に陥った細胞を認識するMincleが、歯髄炎の進行に大きく関与することを明らかにし
た本研究成果は、今後、Mincleを診断マーカーや標的分子とした新規の診断・治療薬の開発に繋がるものと考え
られ、歯髄温存し、歯の寿命を延ばすことにより、生活の質の向上にも導くことから、学術的意義に加えて、社
会的意義も大きいと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1) 歯髄は、細菌や様々な侵襲に対する防御機能を担うが、一方、炎症反応が進行・持続し、強

度となると、不可逆性変化が生じ、歯髄除去療法が行われる。無髄歯の予後は悪く、破折等によ

り抜歯を余儀なくされ、最終的に歯の喪失を招く。この負の連鎖を止める為に、歯髄炎の不可逆

性病態への進行過程やホメオスターシス・リモデリング機構を理解し、さらに不可逆性歯髄炎へ

の進行に関する診断マーカーを特定する事は、歯髄炎の予防や歯髄温存療法の確立に繋がり、歯

科界が果たすべき喫緊の大きな課題・責務であると考えられる。 

 

(2) 我々は、新規の歯髄炎治療や温存療法を開発する為に、歯髄炎の病態や発症メカニズムの解

明が必須と考え、齲蝕から歯髄炎への進行において、感染初期に働く自然免疫機構に着目し、分

子細胞生物学的解析を行ってきた(J Endod 2014, 2005, 2001, 1995, J Dent Res 2007, 2009, Oral 

Microbiol Immunol 2008, Jpn Dent Sci Rev 2011)。特に、歯髄自然免疫応答に関して、歯髄炎の進

行には NOD2 と TLR2 pathways の相互作用が重要となる事(J Dent Res 2009)や象牙芽細胞には

NOD1 が優位に発現し、炎症反応の増強に関与するケモカインの産生誘導機能とそのシグナル伝

達経路も明らかにし(BioMed Res Int 2016)、感染において歯髄最表層に存在する象牙芽細胞は、

歯髄内で線維芽細胞とは異なる役割を担う事を示した。しかし、可逆性歯髄炎は、細菌感染した

軟化象牙質除去や覆髄等の処置により炎症が緩解する事から、歯髄石灰化に加えて、各歯髄構成

細胞には、自然免疫に属する何らかの特有のホメオスターシス・リモデリング等に関する機構が

存在する可能性があると考えられるが、これに関与する TLR や NOD 以外の自然免疫関連受容

体は同定されておらず、その役割も不明のままである。 

 

(3) 近年、病原体感染や細胞傷害等の生体の危機を感知し、免疫応答を始動させて生体の防御に

重要な役割を果たす Mincle (Macrophage Inducible C-type Lectin)と呼ばれる新たな自然免疫受容

体が同定され、細菌等の非自己のみならず死細胞から放出される核内タンパク質 Spliceosome 

associated protein 130 (SAP130)を認識して安全と危険を識別し、生体を守る為の反応を促す機構

が備わっている(Nature Immunology 2008)ことが報告された。しかしながら、この危険を察知する

生体防御機構の組織修復・リモデリング等の詳細な役割や歯髄炎での発現とその役割は不明で

ある。 

 

(4) 現在、歯髄温存に関して、歯髄炎の可逆・不可逆の診断マーカーは無く、さらに歯髄組織の

ホメオスターシスや組織修復/リモデリング機構も解明されておらず、石灰化等の組織修復を促

進する薬剤・材料・方法も未だに開発されていない。現在の歯髄温存療法は、水酸化カルシウム

や MTA (Mineral Trioxide Aggregate)等を応用した覆髄法が主体で、歯髄の可逆/不可逆性変化の診

断に基づく治療はなされておらず、成功率や Minimal Intervention の概念を考慮すると、歯髄に

おける組織ダメージを認識する機構の解明とその診断・治療法の開発が今後の課題として残さ

れている。 

 

(5) そこで、感染やストレスによる生体組織のダメージを速やかに感知するセンサーである新た

な自然免疫受容体 Mincle に着目することにより、歯髄炎発症・進展機序を詳細に解明すると共

に、可逆/不可逆性歯髄炎の診断マーカーの同定と歯髄炎抑制や石灰化等の組織修復を促進する

新規材料や方法の開発に繋がるのではないかという発想を得た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、未だに診断基準がグレーゾーンとして残されたままである歯髄炎の不可逆性病態

の解明に関して、細菌感染等による歯髄の自然免疫機構に着目し、歯髄炎の進行過程あるいは組



織修復・再生の両観点から、新規の歯髄温存療法や石灰化等の組織リモデリング促進法の開発を

目的に、感染やストレス等による大量の細胞死や組織ダメージを危険として速やかに認識・感知

して免疫応答を始動させて生体の防御に重要な役割を果たす活性化受容体：Mincle の役割につ

いて、細胞生物学的及び分子生物学的に、その発現機構や局在に加え、歯髄構成細胞や免疫細胞

に及ぼす影響やその制御機構を解明する事を目的とする。これらの成果は、歯髄炎の進行過程や

歯髄組織における自然細胞死・ホメオスターシスやリモデリングに関わる機序の解明が期待で

きるのみならず、歯周病等の他の細菌 Biofilm 感染症や炎症に対する診断・治療法に関して、組

織ダメージ認識・組織修復/リモデリングという新たな視点からのアプローチとなり、新規標的

マーカーとして Mincle 及びそのシグナルを標的とした新たな診断・治療薬の開発に結び付く可

能性がある。 

 

３．研究の方法 

(1) 臨床歯髄サンプル及びラット象牙芽細胞様細胞(KN-3)における Mincle mRNA 発現解析：徳

島大学病院歯科を受診し、臨床的に便宜抜髄が必要となった正常歯髄、ならびに不可逆性歯髄炎

と診断され抜髄が必要となった歯髄を採取した。採取した歯髄組織は、NucleoSpin RNA XS を用

い mRNA を抽出し、逆転写後、Mincle mRNA の発現を RT-PCR にて解析した。なお、本研究は

徳島大学病院医学系研究倫理審査委員会の承認のもと（承認番号：No. 329-5）、被験患者に本研

究の内容を説明し同意を得たうえで行った。また、サブコンフルエントまで培養した KN-3 細胞 

(九州歯科大学、北村知昭教授・西原達次教授より恵与)から total RNA を抽出・精製し、Mincle 

mRNA の発現を RT-PCR にて解析した。 

 

(2) 象牙芽細胞様細胞や単球系細胞(THP-1)における Mincle 発現誘導因子の同定： Streptococci

の hlp 遺伝子をクローニング後、大腸菌で発現誘導させ rS-HLP を精製した。THP-1 細胞を

Streptococcus mutans 生菌・死菌ならびに LPS, Pam3CSK4 や Streptococci の hlp 遺伝子をクローニング

後、大腸菌で発現誘導させて精製した rS-HLP にて 4 時間刺激し、total RNA を抽出・精製後、Mincle

の mRNA 発現を real-time PCR 法にて解析した。さらに、KN-3 細胞を iE-DAP (1 or 10 g/ml)、MDP 

(1 or 10 g/ml)、Pam3CSK4 (0.1 or 1 g/ml)、E. coli LPS (0.1 or 1 g/ml)、iE-Lys (10 g/ml)、MDP-

LL (10 g/ml)あるいは TNF- (0.01 g/ml)で 4～24 時間刺激した後、total RNA を抽出・精製後、

Mincle の mRNA 発現 level を real-time PCR にて解析した。 

 

(3) ラット象牙芽細胞様細胞(KN-3)における iE-DAP 刺激による Mincle mRNA 発現誘導機序の

解析：MAP Kinases や AP-1 阻害剤により前処理した KN-3 を iE-DAP (10 g/ml)で 24 時間刺激し

た後、total RNA を抽出・精製し、Mincle の mRNA 発現 level を real-time PCR にて解析した。さ

らに、MAP Kinases や AP-1 阻害剤による前処理を行った場合の Mincle mRNA 発現 level も real-

time PCR にて解析した。 

 

(4) ヒト単球系細胞(THP-1)における rS-HLP 刺激による Mincle mRNA 発現誘導機序の解析：各

シグナル阻害剤で 1 時間前処理した THP-1 細胞を rS-HLP で 4 時間刺激した後、Mincle mRNA 発現

を real-time PCR 法にて解析し、さらに、シグナル分子のリン酸化をウエスタンブロット法にて確認した。  

 

(5) rS-HLP 刺激による THP-1 細胞における MINCLE 蛋白発現：チャンバースライドに播種した

THP-1 細胞を rS-HLP にて刺激後、免疫染色にて MINCLE 蛋白の発現を蛍光顕微鏡にて観察し



た。 

 

(6) Mincle 特異的 ligand 刺激による網羅的 mRNA 発現解析：Mincle 特異的 ligand である Trehalose 

dimycolate (TDM; 10 g/ml)で KN-3 細胞を 24 時間刺激し、RT2 Profiler PCR array (Rat Inflammatory 

Response and Autoimmunity: QIAGEN)にて炎症性 mediators の mRNA 発現 level を網羅的に解析し

た。 

 

(7) ラット象牙芽細胞様細胞(KN-3)におけるMincleの機能解析：自然免疫機構に関与するレセプ

ターの1つである NOD-1特異的LigandであるiE-DAP(10 g/ml)の刺激によりKN-3細胞において

発現増強されたMincleの機能解析を行うため、iE-DAP刺激後に、Mincle特異的Ligandである

trehalose dimycolate (TDM: 10 g/ml)で4時間刺激し、CCL4 mRNA発現levelをreal-time PCRにて解

析した。  

 

(8) ヒト単球系細胞(THP-1)におけるMincleの機能解析：上記項目(7)と同様に、歯髄炎症組織に

浸潤する単球系細胞におけるMincleの機能解析を行うため、rS-HLP刺激したTHP-1細胞をさら

にTDMで2次刺激後、CXCL1 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 1)/GRO; (growth-related protein )

の mRNA発現及び蛋白産生をそれぞれreal-time PCR及びELISAにて解析した。 

 

４．研究成果 

(1) 正常及び炎症歯髄サンプルともに、Mincle mRNAの

発現が認められた。また、ヒト培養歯髄細胞においては

Mincle mRNAの発現は認められなかったが、KN-3にお

いてMincle mRNA発現が認められた(図1)。 

 

 

 

 

(2) う蝕病原細菌 S. mutans 生菌刺激により、THP-1 細胞の Mincle mRNA 発現の増加が認められた

が、死菌での刺激においては Mincle mRNA の発現増加は認められなかった(図 2)。また、LPS, 

Pam3SCK4, rS-HLP 刺激によっても、THP-1 細胞の Mincle mRNA 発現は濃度依存的に優位に増加し

た(図 3)。さらに、KN-3 細胞において、自然免疫機構に関与するレセプターの 1 つである NOD-

1 に対する特異的 Ligand である iE-DAP や炎症性サイトカイン TNF-刺激で Mincle mRNA 発現

が増強し、その発現は経時的に増強した(図 4)。 

 



 

(3) KN-3において、iE-DAP刺激によるMincle mRNA発現誘導は、p38 MAPK inhibitor (10 M) や

AP-1 inhibitor (5 M) の前処理により有意に抑制されたが、ERK1/2、SAP/JNKやNF-kB特異的阻

害剤では抑制されなかった。 

 

(4) rS-HLP刺激によりTHP-1細胞におけるMincle mRNA発現誘導は、PI3K-Akt特異的阻害剤によ

り有意に抑制されたが、ERK1/2、P38 MAPKやSAP/JNKの特異的阻害剤では抑制されなかっ

た。さらに、ウエスタンブロット法においてrS-HLP刺激30分、60分後にAktのリン酸化の亢進が認められ

た 

 

 (5) rS-HLP 刺激した THP-1 細胞における Mincle 蛋白の産

生増強は、免疫蛍光染色により観察された。 

 

(6) TDM で KN-3 細胞を 24 時間刺激し、PCR array を用い

て炎症性 mediators の mRNA 発現 level を網羅的に解析し

た結果、CCL4 の mRNA 発現誘導が認められた(図 5)。 

 

(7) iE-DAP 刺激した KN-3 細胞をさらに TDM で 2 次刺激した結果、CCL4 mRNA 発現が有意に

増強した(図 6)。 

 

 

 

 

 

 

 

(8) rS-HLP刺激によりTHP-1細胞にMincleの発現が誘導されることを確認し、さらにTDMで2次

刺激した結果、CXCL1/GROの mRNA発現及び蛋白産生が有意に増強した(図7)。 
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