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研究成果の概要（和文）：miRNAマイクロアレイの結果、炎症歯肉でmiR-223の発現が増加したため、miR-223発現プラ
スミドをヒト歯肉線維芽細胞(HGF)に導入後、IL-1βとTNFαで刺激し、IKKαの発現を検索した。TNFαmRNA量は、IL-1
β、TNFα刺激で約20倍増加し、miR-223発現下で両者で刺激すると、さらに増加した。IL-1βmRNA量は、IL-1β、TNF
α刺激で約400または90倍増加し、miR-223発現下でIL-1β刺激で約2倍増加し、TNFα刺激で減少した。miR-223発現で
、IKKα発現は減少したため、miR-223はIKKαを阻害し、NFκB活性を促進すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNAs) can bind to target mRNAs through partial complementarity and 
regulate many genes. To determine the effects of miR-223 on the expressions of IL-1β and IL-6, HGF were 
stimulated by IL-1β (1 ng/mL) or TNFα (10 ng/mL) and transfected with a miR-223 expression plasmid. 
Levels of mRNA for IL-1β, IL-6, inhibitor of kappa-B kinase α (IKKα) and mitogen-activated protein 
kinase phosphatase-5 (MKP-5) were measured by real-time PCR, and levels IL-1β, IL-6 and IKKα protein 
were determined by enzyme-linked immunosorbent assay and Western blotting. Expression of IL-1β and IL-6 
mRNAs was induced by IL-1β and TNFα and further increased by miR-223 overexpression. IL-1β and TNFα 
induced the expression of IL-1β and IL-6 mRNAs, and this was reduced by miR-223 inhibitor. 
Overexpression of miR-223 decreased the levels of IKKα protein and MKP-5 mRNA in HGF. These findings 
indicate that miR-223 might control the inflammatory response via IKKα and MKP-5 in periodontal tissue.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 歯周病のリスク因子である、細菌、宿主、
環境因子は、複雑に絡みあい歯周炎の発症と
進行に関与する。MicroRNA(miRNA)は、長さ
約 22塩基の 1本鎖 RNAで、標的遺伝子の発
現を抑制するノンコーディングRNAであり、
発生、形態形成、細胞増殖、ガン、炎症等の
疾患に関与する。 
 
(2) Toll-like receptor 4 (TLR4)遺伝子の 3’側非
翻訳領域(3’-UTR)の一塩基多型が、miRNAの
結合を介して TLR4の発現量と歯周炎の発症
に関連することを以前に報告した (J Biol 
Chem 284; 25163-25172, 2012)。本研究では、
炎症時に増加または減少する miRNA の同定
とそのメカニズムを解明するために、炎症歯
肉と健康歯肉で発現する遺伝子と miRNA を
解析し、in situ ハイブリダイゼイションと免
疫組織化学を併用して、炎症の発症に関与す
る遺伝子と miRNAを同定する。 
 
２．研究の目的 
(1)歯周炎の発症と進行に関与する miRNA の
同定とそのメカニズムを解明するために、炎
症歯肉と健康歯肉で発現する遺伝子の違い
をマイクロアレイで検索し、炎症歯肉を使用
した in situ ハイブリダイゼイションと免疫
組織化学の結果から、歯周炎発症と進行に重
要な遺伝子と miRNA を同定することを目的
とする。 
 
(2) miR-223は、ガン、炎症や自己免疫性疾患
等に関与し、miR-150 の過剰発現は、リウマ
チ、シェーグレン症候群、全身性エリテマト
ーデス等の自己免疫性疾患に関与する。また、
2 型糖尿病マウスの血管平滑筋細胞で、
miR-200b の発現が増加することから、
miR-200bが炎症に関与すると考えられる。以
上のことから、上記 3 種類の miRNA は、歯
周病への関与が示唆される。 
 
(3) 炎症歯肉と非炎症歯肉を使用した再度の
miRNA マイクロアレイ解析と、同じ全 RNA
を使用した DNA マイクロアレイを行い、炎
症歯肉組織におけるmiRNAとmiRNAに関連
した遺伝子を同時に解析する。また、リアル
タイム PCR でこれらの遺伝子発現を定量的
に解析する。歯周外科手術時に切除除去した
炎症性歯肉中の miRNAの発現を in situハイ
ブリダイゼイション(ISH)で、miRNA の作用
で発現が変化する関連タンパク質発現を免
疫組織化学で検索することで、miRNAおよび
miRNA の作用で発現が変化する遺伝子また
はタンパク質の歯肉組織中での局在および
発現する細胞等が明らかになると思われる。 
 
３．研究の方法 
(1) 中等度～重度慢性歯周炎患者のフラップ
手術時に切除除去する炎症性歯肉（歯肉上皮
および歯肉結合組織を含む）と、デンタルイ

ンプラント 1次または 2次手術時に切除除去
する炎症のほとんど無い歯肉（非炎症性歯
肉）から低分子 RNAを含む全 RNAを抽出す
る。炎症性歯肉と正常に近い非炎症性歯肉で
の miRNA 発現量の違いを Agilent Human 
miRNAマイクロアレイにて比較検討する。次
に、miRNAマイクロアレイと同じ全 RNAを
使用して、炎症性歯肉と非炎症性歯肉での遺
伝子発現の違いを Agilent Human Gene 
Expression DNA マイクロアレイで解析する。
miRNAマイクロアレイおよびDNAマイクロ
アレイの結果は、GeneSpring GXソフトウエ
アを用いてデータ解析を行う。miRNAマイク
ロアレイと DNA マイクロアレイの分析結果
を基盤に、遺伝子ネットワーク、情報伝達系
の関連性について IPAを用いて歯周炎と関連
する遺伝子ネットワーク、情報伝達系を解析
し、さらに、両マイクロアレイの結果を IPA
を用いて関連遺伝子発現、情報伝達系の検索
を実施する。 
 
(2) miRNAマイクロアレイの結果から、歯周
炎で発現増加または減少した miRNA に関し
て、miRNA リアルタイム PCR を用いて、
miRNAの発現変化を定量的に検索する。同様
に DNA マイクロアレイの分析結果から、歯
周炎で発現上昇または低下した遺伝子に関
して、リアルタイム PCRを用いて、遺伝子発
現変化を定量的に検索する。miRNAマイクロ
アレイとリアルタイム PCR の結果が一致し
たことを確認後、炎症性歯肉で有意に増加ま
たは減少した miRNAの Precursor配列を設計
し、GeneCopoeia 社の miExpress Precursor 
miRNA Expression plasmid（pEZX-MR04）に
ライゲーションにより挿入する. 
 
(3) 培養歯肉線維芽細胞(HGF)または歯肉上
皮細胞に、miRNA の Precursor 配列を挿入し
ないコントロールプラスミドと、上記の
miRNA マイクロアレイとリアルタイム PCR
の結果から同定した miRNAの Precursor配列
を挿入した miRNA 発現プラスミドを遺伝子
導入試薬を使用して細胞に導入し、さらに炎
症性サイトカイン(IL-1β、TNF-α、IL-6 等)で
刺激することで、炎症歯肉組織内の環境を再
現する。 
 
(4) miR-223発現プラスミドをHGFに導入し、
IL-1β (1 ng/ml)またはTNF-α (10 ng/ml)で24時
間刺激後、全 RNA およびタンパク質を抽出
した。炎症性サイトカインである IL-1β およ
び IL-6、miR-223 の標的遺伝子である IκB 
kinase α (IKKα) お よ び mitogen-activated 
protein kinase phosphatase 5 (MKP-5)の遺伝子
発現レベルをリアルタイム PCRで、タンパク
質発現レベルを ELISAまたはWestern blot法
で検索した。 
 
４．研究成果 
(1) 歯周外科手術時に切除除去した炎症性歯



肉とインプラント手術時に切除した非炎症
性歯肉から全 RNA を抽出し、両歯肉組織で
のmiRNAの発現量の違いをmiRNAマイクロ
アレイで解析した。炎症性歯肉で最も発現が
増加した 3つの miRNAは、miR-150、miR-223
および miR-200b であった。一方、最も発現
が減少した 3 つの miRNA は、miR-379、
miR-199a-5pおよび miR-214であった。 
 
(2) HGFを IL-1βまたは TNF-αで刺激すると、
IL-1βと IL-6の mRNA量は増加し、miR-223
を過剰発現させると、IL-1βと IL-6の mRNA
量はさらに増加した。HGFでの IL-1βと IL-6
の mRNA量は、IL-1βまたは TNF-α刺激で増
加し、miR-223 インヒビターを導入すると、
IL-1β および IL-6 の mRNA 量は減少した。
HGFを IL-1β刺激しmiR-223を過剰発現させ
ると、IL-1βおよび IL-6タンパク質の顕著な
増加が認められた。 
miR-223の標的遺伝子であるMKP-5のmRNA
量は、miR-223 を過剰発現させると減少した
が、IKKαの mRNA量は、miR-223を過剰発
現しても変化しなかった。しかし、Western 
blot の結果から、miR-223 を過剰発現させる
と IKKαのタンパク量は減少した。 

 
(3) 以上の結果から、miR-223は IKKαの発現
を、mRNAの分解ではなく、翻訳阻害のプロ
セスで発現を抑制すると考えられた。IL-1β
と TNF-α刺激で増加した IL-1βおよび IL-6の
発現が、miR-223 の作用でさらに増加したの
は、miR-223がNF-κBの活性を抑制する IKKα
とMAPKの p38の活性を抑制するMKP-5を
阻害したためと考えられた。 
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