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研究成果の概要（和文）：炎症性物質であるLPSをヒト歯髄組織から採取した歯髄細胞に加えた際、発現が上昇
するmicroRNAについて、miRNAアレイにて網羅的解析を行い、炎症性サイトカイン産生制御に関わるmiRNAをスク
リーニングした結果、miR-146bが候補として浮上した。その後の研究によって、miR-146bは炎症性刺激によって
発現が上昇し、ターゲット解析により炎症抑制に関わる可能性が高いことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：aA miRNA array was used to comprehensively analyze microRNAs which 
expression increased by LPS stimulation, an inflammatory substance, in human dental pulp cells. As a
 result of screening miRNAs involved in the regulation of inflammatory cytokine production, miR-146b
 emerged as a candidate. Subsequent studies suggested that miR-146b was upregulated by inflammatory 
stimuli and that target analysis was more likely to be involved in inflammatory regulation.

研究分野：歯髄生物学分野

キーワード： 歯髄炎　miRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、歯髄炎におけるmiRNAの動態を包括的に解析し、miRNAの炎症および治癒・再生プロセスに対す
る調節機能の解明を進めることができた。生体内では複数のmiRNAがクラスターとして機能し、複雑な遺伝子発
現を同時に制御し、生体ネットワーク全体の正常化に関与すると考えられるため、炎症で発現が促進される
miRNAの動態や機能の解明を進めることで、炎症と組織再生のクロストークの仕組みの解明につながると期待で
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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
歯髄の炎症は、体内の他の結合組織と同様、メディエーターのバランスで制御されており、炎
症性メディエーターの過剰産生で組織破壊がもたらされるが、IL-10などの抗炎症メディエータ
ーによるネガティブフィードバックも考えられている。また、歯髄に特有の修復機転である修復
象牙質形成は軽度の炎症に応答して促進される（Thomas MV et al., J Dent Res. 2011; 90: 1052-
61）。これらの観点から、炎症と再生のクロストークおよび組織修復バランスの回復が、歯髄疾
患の新規治療法創成の基礎となる知見として注目を集めている。 
近年、様々な生物学的機能を制御する仕組みとして、miRNAによる制御機構が注目されている。
miRNAはそれぞれの標的mRNAに結合し、その発現を抑制することが知られており、炎症反応
においては、miR-21やmiR-146a/b、miR-155などの産生が誘導され、炎症プロセスに関わるシ
グナルの調節を介して炎症反応を制御することが報告されている（Roy S, Sen CK, Physiol 
Genomics. 2011; 43: 557-65.）。これまでに申請者らは、miR-21が LPS刺激された歯髄細胞で
IL-1a, IL-6, TNFなどの炎症性メディエーターの産生を制御することを明らかにした。しかし、
歯髄炎でどのようなmiRNAがいかなる機序で炎症制御や組織修復に関わっているのかについて
は、さらなる解明が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、歯髄炎におけるmiRNAの動態を包括的に解析し、miRNAの炎症および治癒・再生
プロセスに対する調節機能を解明することを目的とする。 
 炎症が組織破壊を促進する反応であることは論を待たないが、治癒機転のトリガーとの側面
も備えていることが近年着目されている。したがって、治癒機転を誘導する炎症性因子をスクリ
ーニングし、その因子を有効に利用することで、効率的な治癒の誘導が可能と考えられる。本研
究の究極の目的は、生体に生来備わる組織修復過程を活用した覆髄剤の開発と位置付けられる
が、これは生体為害性の低い治療法として有用と思われる。 
申請者らのこれまでの研究結果は、miR-21が複数の遺伝子発現を制御することにより、炎症抑
制と修復象牙質形成に関与する可能性を示唆している。しかし、炎症性細胞浸潤の抑制や象牙芽
細胞分化促進などの修復機転がmiR-21単独の作用で展開されるとは考えづらい。むしろ、複数
のmiRNAがクラスターとして機能し、複雑な遺伝子発現を同時に制御し、生体ネットワーク全
体の正常化に関与すると予想される。したがって、炎症で発現が促進されるmiRNAの動態や機
能を包括的に検討することで、炎症と組織再生のクロストークの仕組みの解明につながると期
待できるが、歯髄炎におけるmiRNAの発現動態と炎症及び治癒・再生プロセスへの調節機能に
関して網羅的解析を行った研究は未だない。 
 
３．研究の方法 
hDPCs の分離・培養：ヒト歯髄組織から単離した hDPCs を 10%FBS 添加 MEM を使用し、
5%CO2、37˚Cで培養した（倫理審査承認番号 D2014-039）。LPSは 100 ng/mlで添加した。 
miRNA Array：LPS刺激および非刺激 hDPCsより抽出した RNAを Affymetrix GeneChip miRNA 
4.0 Array (Thermo Fisher Scientific) 、Microarray Data Analysis Tool Ver. 3.2 (Filgen, Nagoya, 
Japan)を使用して分析した。 
RT-qPCR：LPS刺激および非刺激 hDPCsより抽出した RNAより cDNAを合成し、特異的なプ
ライマーを用いてリアルタイム PCRを行った。nuclear factor-kappa B（NFκB）シグナルの阻
害には caffeic acid phenethyl ester (CAPE; 5 µM)を使用した。 
Pathway解析：パスウェイデータとして 
「WikiPathways (http://www.wikipathways.org/index.php/WikiPathways)」を使用し、「MicroArray 
Data Analysis Tool Ver3.2 (Filgen, Inc)」で解析を行った。 
  



４．研究成果 
 

 
LPS刺激ヒト歯髄細胞におけるmiRNA Arrayで、
30以上のmiRNAが同定された。 
炎症に伴って発現が増加し、 
炎症のネガティブフィードバックに関わる 
といわれるmiR-146bに着目した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

LPS 刺激後 12 時間で miR-146b の発現上昇を認め
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
LPS刺激によるmiR-146bの発現上昇はNFκB阻害
薬（CAPE）によって阻害された 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
miR-146bが関連すると思われるパスウェイリスト 

Hs_Ectoderm_Differentiation_WP2858_105577 
Hs_PI3K-AKT-mTOR_-_VitD3_Signalling_WP4141_98518 
Hs_Heart_Development_WP1591_105613 
Hs_Exercise-induced_Circadian_Regulation_WP410_105590 
Hs_ApoE_and_miR-146_in_inflammation_and_atherosclerosis_WP3926_105530 
Hs_Interleukin-1_Induced_Activation_of_NF-kappa-B_WP3656_101835 
Hs_Toll-like_Receptor_Signaling_WP3858_89945 
Hs_Mesodermal_Commitment_Pathway_WP2857_105645 
Hs_T-Cell_antigen_Receptor_(TCR)_Signaling_Pathway_WP69_103503 
Hs_Epithelial_to_mesenchymal_transition_in_colorectal_cancer_WP4239_105464 
Hs_Bone_Morphogenic_Protein_(BMP)_Signalling_and_Regulation_WP1425_105545 
Hs_Cancer_immunotherapy_by_CTLA4_blockade_WP4582_104340 
Hs_Melatonin_metabolism_and_effects_WP3298_105644 
Hs_MECP2_and_Associated_Rett_Syndrome_WP3584_105641 
Hs_Endoderm_Differentiation_WP2853_105583 
Hs_Canonical_and_Non-Canonical_TGF-B_signaling_WP3874_105549 
Hs_Platelet-mediated interactions with vascular and circulating cells_WP4478_103756 
Hs_Simplified_Depiction_of_MYD88_Distinct_Input-Output_Pathway_WP3877_89291 
Hs_Hepatitis_B_infection_WP4666_105200 
Hs_Energy_Metabolism_WP1541_105585 
Hs_Regulation_of_Microtubule_Cytoskeleton_WP2038_105148 

miR-146bは TRAF6、IRAK1、RELAを標的にし、NFκBシグナルや TLRシグナルに関与し、炎
症反応を制御する可能性が示唆された。 
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MicroRNA -146b downregulates proinflammatory cytokine expression in LPS-stimulated human pulp cells.
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