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研究成果の概要（和文）：RNA結合タンパク質は、mRNA の安定性を調節する。その1つのHuRは、様々な炎症性疾
患の進行に関与している。IL-6は、HuRによって制御され、歯周炎でも上昇する。本研究では、歯周炎の進行に
おける HuR の関与を検討した。歯周炎組織の免疫染色で、HuRの強い染色が認められ、培養歯肉上皮細胞では、
歯周病原性細菌P. gingivalis刺激で増加し、IL-6も上昇した。マウス歯周炎モデルにおいてHuR 阻害剤である
ケルセチンの投与によって、IL-6 のHuRによる増強を阻害した結果、骨吸収を阻害した。これらからHuR が 
IL-6 を制御した結果、炎症反応を調節することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：RNA-binding proteins regulate mRNA stability by binding to mRNA. HuR is 
involved in the progression of inflammatory diseases. IL-6 is a major inflammatory cytokine 
regulated by HuR binding to mRNA. Periodontitis is also an inflammatory disease caused by IL-6. The 
involvement of HuR in the progression of PD was assessed using in vitro and in vivo experiments. 
Immunohistochemistry of inflamed periodontal tissue showed strong staining of HuR. HuR mRNA and 
protein level was increased by Porphyromonas gingivalis (Pg) Luciferase activity was increased in 
HuR-over-expressing OBA-9. Down-regulation of HuR by siRNA resulted in a decrease in mRNA expression
 and production of IL-6. In contrast, the over-expression of HuR increased IL-6 mRNA expression and 
production in OBA-9. The HuR inhibitor, quercetin, suppressed bone resorption in ligature-induced 
periodontitis model mice as a result of down-regulation of IL-6. These results show that HuR 
modulates inflammatory responses by regulating IL-6.

研究分野： 歯周治療学

キーワード： 歯周炎　RNA結合タンパク質　歯周病源細菌　ケルセチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題の成果から、歯周炎を始めとする炎症性の疾患（関節リウマチ、糖尿病、炎症性腸疾患）の炎症増悪
メカニズムとしてmRNAをターゲットとした新規治験が得られた。mRNAは新型コロナウィルスに対するワクチンに
利用されるなど限界広く一般にも知られている分子であるが、ケルセチンのような阻害薬を応用することで、炎
症性疾患の治療に有効である可能性が示唆された。歯周炎は国民の８０％が罹患している国民病であり、高齢者
はセルフケアが難しく、今後歯周炎予防にこのようなmRNA抑制をターゲットにしたものが開発可能であると考え
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。
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１．研究開始当初の背景 

歯周炎は、歯周病原性細菌 Pg をはじめとする細菌感染に対する生体の防御反応の結果引き起

こされる慢性炎症性疾患でサイトカインネットワークが過剰な免疫応答を惹起している。また

関節リウマチ（RA）は、関節の破壊をきたす炎症性疾患で、シトルリン化タンパク質(CP)の増加

とそれに対する自己抗体（抗 CCP 抗体）が関節、血清中に増加し、その結果、過剰な免疫応答が

組織破壊を引き起こす。RA の原因遺伝子に関する解析（GWAS 解析）から臨床で用いられる分子

標的薬のターゲットとなっている IL-6 や TNF-α 以外にも IL-10、INF-γ、GM-CSF のようなサイ

トカインや制御性 T細胞（Treg）が関与していることが明らかになり、新たな標的分子として創

薬分野で情報が応用されている。臨床研究等から歯周炎と RA は密接に関係しており、サイトカ

インを介した慢性炎症が双方向的に影響していることが示唆されている（J Periodontol. 2013 

Dec;84(12)）。増悪メカニズムは複数の可能性が考えられるが、その中でも、関節破壊に関与す

る骨髄由来単球系細胞表面に破骨細胞活性化因子 RANKL のレセプター（RANK）が強発現してお

り、炎症で誘導された RANKL によって、高頻度で破骨細胞への分化が進んでいることに着目し

た。また、その RANKL 産生には様々なサイトカインが関与しているが、臨床的にも、動物実験で

も IL-6 が強く誘導されている。そこで、本研究課題では IL-6 に着目した。IL-6 は歯周組織、

関節組織構成細胞から炎症時に産生される主要な炎症性サイトカインである。central dogma に

おいて、DNA から mRNA の転写に始まり、立体的なタンパク質構造が完成するまでは様々なステ

ップが必要である。しかし、in vitro の実験系で、mRNA とタンパク量には相関が認められない

ことが多く、その原因として mRNA 安定性に関与するメカニズムが報告されている。mRNA に結合

して、mRNA の分解を促進するタンパクとしては、TTP、TIA-1、TIAA、Regnase-1、そして CCR4-

NOT complex が同定され、mRNA の安定化に関与するタンパクは、HuR が報告されている（BMC Pulm 

Med. 2016 May 23;16(1):84.）。これらのタンパク質は mRNA 3’末端の特異的領域に結合し、

mRNA の分解、安定化（分解抑制）に関与する。しかし、mRNA の安定化が in vivo で引き起こさ

れているのか不明な点が多く、これらのタンパク質群が今後新規治療対象として有効である可

能性が高い。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、歯周炎が関節リウマチ（RA）増悪に与える因子を明らかにするために、①歯

周病原細菌P. gingivalisによって誘導されたmRNA結合タンパクHuRによるIL-6 mRNAの安定化が

IL-6分泌量を増加させ、歯周炎、RA両方の疾患の病態形成に関与していることを明らかにす

る、②HuR増加によって誘導されたIL-6が分泌促進させる破骨細胞活性化因子sRANKLが引き起こ

す、関節組織や、歯周組織の破骨細胞活性化にも着目する。特にRA患者で上昇するシトルリン

化タンパクとこれに結合する抗CCP抗体から生成される免疫複合体が骨破壊に影響することを明

らかにすることである。①については、IL-6 mRNA活性化をluciferase assayで評価する系を用

いて不死化歯肉上皮細胞株OBA-9でP. gingivalis刺激、サイトカイン刺激でHuRがmRNAレベル、

タンパクレベルで誘導されることを確認する。また、細胞にHuRを強制発現させることで、HuR

がmRNA末端に結合し、IL-6 mRNA分解を抑制していることをmRNA、タンパクレベルで検討する。

さらに歯周炎患者の組織を免疫染色することで、HuRが炎症部位に特異的に発現していることを

確認する。②についてはRAモデルマウスを確立し、患者由来B細胞より単離したmRNAからin 

vitroで合成した抗CCPモノクローナル抗体（確立済）を用いた実験系で検討する。 



 

３．研究の方法 

以下の実験を計画した。 

計画①HuR を介した IL-6 mRNA 安定化メカニズムを in vitro 実験系で明らかにする。 

不死化歯肉上皮細胞株 OBA-9 を用いて、P. gingivalis 刺激時の炎症性サイトカイン IL-6 と HuR 

mRNA の誘導を定量的 PCR で確認する。また、ルシフェラーゼレポータシステムで IL-6 上流の活

性化領域を検出する計を確立しており、細胞内で上昇した HuR の影響を検討する。更に HuR につ

いて siRNA を用いて抑制させることで IL-6 産生量への影響を検討する。 

計画②HuR を介した IL-6 mRNA 安定化の RA 発症への影響を in vivo で明らかにする。 

ラミナリン誘導関節炎誘導マウスに P.gingivali 感染させ、歯周炎、関節炎を発症させ、歯周組

織、関節組織、血中での HuR 量を mRNA、タンパクレベルで検討する。また HuR 抑制剤ケルセチ

ンで IL-6 を介した歯周炎、関節炎の症状へどのような影響があるのか検討する。 

計画③歯周組織で PgCP と抗 CCP 抗体で構成される免疫複合体が増加することを明らかにする。 

Pg 由来 peptidyl arginine deamidase(PAD)で生成された CP の局在、抗 CCP 抗体の局在、両者

からなる免疫複合体の局在を計画②のマウスで組織学的に検討するｌ 

計画④CP、抗 CCP 抗体で構成される IC の破骨細胞分化への関与を in vitro で明らかにする。

In vitro で PgCP を ACPA で免疫複合体を作製施肥、マウス骨髄由来単球系細胞で破骨細胞分化

実験を行い、IC が破骨細胞分化へ与える影響を検討する。 

 

４．研究成果 

計画①について、 

IL-6 mRNA 3’末端を組み込んだルシフェラーゼシステムを確立し、歯周病源細菌 P. gingivalis

で刺激した歯肉上皮細胞での反応を検討したところ、細胞内で増加した HuR が IL-6 mRNA の安

定化を促進していることが明らかになった。 

計画②について 

関節リウマチ用モデルマウスで P.gingivalis を口腔感染させるとともに、HuR 阻害剤であるケ

ルセチンを口腔投与した。６週間後の歯槽骨吸収と、関節炎スコアはケルセチン投与群で有意に

低下した。 

計画③について 

計画②のマウスの歯周組織中の ACPA、CP、IC 量を ELISA をで測定したところ、Pg 口腔感染群は

ACPA、CP、IC 量を量の増加が認められた。また組織像でも同様の傾向が得られた。 

計画④について 

マウス大腿骨由来単球計細胞にｓRANKL と M-CSF 添加した破骨細胞分化実験に ACPA を添加し、

その影響を観察した。ACPA 添加により、破骨細胞分化が促進された。 
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