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研究成果の概要（和文）：炎症歯周組織でのODAMの転写調節機構とmiRNAの影響を解明するため、歯肉上皮
Ca9-22細胞をTNF-α(10 ng/ml)またはIL-1β(1 ng/ml)で刺激するとODAMmRNAとタンパク質量の増加が認められ
-480塩基対上流までのODAM遺伝子プロモーターを含むLUCコンストラクトの活性が上昇した。miR-200b発現プラ
スミドをCa9-22細胞に導入し、TNF-αで刺激すると，ODAM遺伝子発現は増加し、miR-200bの過剰発現により抑制
された。miR-200bの標的であるIKKβの遺伝子およびタンパク発現量は、TNF-α刺激で増加し、miR-200bの過剰
発現で減少した。

研究成果の概要（英文）：ODAM is specifically expressed in maturation stage ameloblasts and 
junctional epithelium. To elucidate the mechanism of transcriptional regulation of ODAM gene and the
 effect of miRNA on ODAM gene expression, human gingival epithelial Ca9-22 cells were stimulated 
with TNF-α (10 ng/ml) or IL-1β (1 ng). TNF-α and IL-1β increased ODAM mRNA and protein levels, 
and the luciferase activities of -480ODAMLUC construct containing the ODAM gene promoter from the 
transcription start site to -480 base pairs upstream was increased, and the activities were 
suppressed by tyrosine kinase, MEK1/2 and PI3 kinase inhibitors. Stimulation with IL-1β or TNF-α 
increased the binding of nuclear proteins to the YY1 and C/EBP response elements and regulate the 
transcription of ODAM. When miR-200b expression plasmid was transfected into Ca9-22 cells and 
stimulated with TNF-α for 12 h, ODAM gene expression was increased and suppressed by overexpression
 of miR-200b.

研究分野： 歯周病

キーワード： 歯周病　歯周組織　接合上皮　ODAM　炎症　TNF-α　IL-1β　miRNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ODAMは接合上皮と歯面の接着に関与すると考えられる。歯肉上皮細胞をIL-1βまたはTNF-αで刺激すると、
C/EBPβとYY1転写因子を介してODAM遺伝子発現が促進された。miRNAは遺伝子発現を抑制する。miRNAマイクロア
レイでの解析の結果、炎症歯肉でmiR-200bとmiR-223の発現上昇が認められた。ODAMに結合配列を持つmiR-200b
とmiR-223を歯肉上皮細胞に導入し、IL-1βまたはTNF-αで刺激することで、ODAMの転写調節がどの様に変化
し、歯周病の発症進行への新たな歯周病の治療および予防法の確立に役立てることができれば、社会的意義があ
ると考える。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

(1) ODAM は接合上皮特異的に発現することから、接合上皮と歯面の接着への関与が示

唆されているが、ODAM の組織学的分布に着目した報告がほとんどであった。そこで

炎症性刺激に着目し、IL-1β または TNF-α による歯肉上皮細胞での ODAM 遺伝子の転

写調節メカニズムを報告した。 

(2) 近年では、miRNA が歯周病に関連した研究も増加しつつあるが、歯周病の発症にど

のように関与するのかを解析した報告はまだない。本研究は、ODAM と miRNA を歯周

病の発症メカニズムを新たな視点から解き明かすために重要な 2 つの要素として捉え、

その関連性を検証しようとする点で、学術的独自性が強い。さらに、両者の関連を知る

ことで、新規の歯周病の治療および予防法の開発につながる考察が期待できる。 
 
２．研究の目的 

(1) 接合上皮特異的に発現するタンパク質である ODAM はこれまでの研究において、

上皮性付着への関与が示唆され、炎症性歯肉で発現が増加することが明らかとなってい

る。本研究では、miRNA 発現ベクターを導入した歯肉上皮細胞を TNF-α または IL-1β

で刺激し、炎症時の細胞環境を再現することで、炎症性歯肉で発現が増加する miR-200b

および miR-223 による ODAM 遺伝子発現調節機構を解析し、炎症時の接合上皮におけ

る動態を解明することを目的とする。 

(2) 本研究の成果を踏まえ、炎症環境が ODAM 遺伝子発現調節を介して、接合上皮の

バリア機能に及ぼす影響についても考察を行い、歯周病発症のメカニズムを解き明かす

一端とする。 
 
３．研究の方法 

(1)  Ca9-22 ヒト歯肉上皮細胞を TNF-α または IL-1β で刺激し、炎症性歯肉で発現増加

を認めた miR-200b、miR-223 をそれぞれ定量 PCR にて解析する。 

(2) miRNA 発現ベクターあるいは miRNA インヒビターを導入した、ヒト歯肉上皮細胞

を TNF-α または IL-1β で刺激することで、炎症時の細胞環境を再現し、ODAM mRNA

およびタンパク質発現量の変化を、定量 PCR およびウエスタンブロットで解析する。

さらに、同条件下での細胞質内における ODAM タンパク質発現と局在を免疫蛍光染色

にて観察する。 

(3) ヒト ODAM 遺伝子の 3’非翻訳領域(UTR)への miR-200b、miR-223 の結合を検証する

ため、ヒト歯肉上皮細胞に miRNA 発現ベクターと、ヒト ODAM 遺伝子 3’-UTR を挿入

したコンストラクトを導入し、ルシフェラーゼアッセイを行う。 

(4) miRNA 発現ベクターを導入したヒト歯肉上皮細胞を用い、TNF-αおよび IL-1βに誘

導されるシグナル伝達経路中に存在する miR-200b、miR-223 の標的遺伝子の mRNA お

よびタンパク発現量について、定量 PCR およびウエスタンブロットにて解析する。 

 
４．研究成果 

(1) MicroRNA（miRNA)は、長さ約 22 塩基の一本鎖ノンコーディング RNA で、標的 mRNA

の 3’末端非翻訳領域（3’- UTR）に結合し翻訳を抑制する。炎症と非炎症性歯肉を用いた

miRNA マイクロアレイの結果、炎症歯肉で miR-200b および miR-223 の発現が上昇すること

報告した Odontogenic ameloblast-associated protein（ODAM）は，成熟期エナメル芽細胞と歯



肉接合上皮特異的に発現するタンパク質で，接合上皮と歯面の接着への関与が示唆されて

いる。炎症歯周組織での ODAMの転写調節機構と遺伝子発現に対するmiRNAの影響を解

明するため、ヒト歯肉上皮細胞（Ca9-22 細胞）を TNF-α（10 ng/ml）または IL-1β（1 ng）で刺激

した際 ODAMの遺伝子発現の変化を解析した。 

(2) Ca9-22細胞を TNF-αまたは IL-1βで刺激するとODAMの mRNAおよびタンパク質量の

増加が認められ，転写開始点から-480塩基対上流までの ODAM遺伝子プロモーターを含む

LUC コンストラクトの活性が上昇し、チロシン kinase、MEK1/2および PI3 kinase阻害剤により

LUC活性は抑制された。 

(3) IL-1βまたは TNF-αで刺激すると ODAM遺伝子プロモーター中の YY1および C/EBP結

合配列への核内タンパク質の結合が増加したことから，IL-1β と TNF-α 刺激により誘導された

転写因子が YY1 および C/EBP 配列に結合し，ODAM の転写を調節していると考えられた。

(4) Ca9-22細胞を TNF-α（10 ng/ml）で刺激した際の ODAM遺伝子発現に対する miR-200b

の影響を解析した。miR-200b発現プラスミドを Ca9-22細胞に導入後、TNF-α（10 ng/ml）で 12

時間刺激すると，TNF-α刺激で ODAM遺伝子発現は増加するが、miR-200bの発現により抑

制された。miR-200b 発現プラスミドの代わりに、miR-200b インヒビターを Ca9-22 細胞に導入

すると、TNF-α 刺激で増加した ODAM 遺伝子発現が、miR-200b インヒビターによりさらに増

加した。miR-200bの標的である IKKβの遺伝子およびタンパク発現を検索した。Ca9-22細胞

での IKKβ mRNA とタンパク発現量は、TNF-α 刺激で増加し、miR-200b の過剰発現で減少

した。以上の結果から miR- 200b は IKKβ の発現を抑制し ODAM mRNA とタンパク発現量

を調節していると考えられた。 
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