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研究成果の概要（和文）：歯髄細胞は高い細胞増殖能を有し、DMP-1遺伝子は硬組織形成時に歯髄細胞・象牙質
芽細胞が発現する遺伝子である。これら細胞同様にDMP-1遺伝子座からの転写が活発に行われている口腔上皮細
胞では、DMP-1 mRNAはスプライシングを受けることなくクロマチンに強局在をしていた。DMP-1発現抑制は細胞
増殖を抑制し、さらにはChIP-array解析により、細胞増殖抑制因子CDKN1BがDMP-1の発現抑制によりepigenetics
に発現上昇する遺伝子として同定された。歯髄細胞からもDMP-1が検出されることから、unspDMP-1は
epigeneticsに歯髄細胞機能を制御していると推定される。

研究成果の概要（英文）：Human dental pulp cells possess potent proliferative ability. DMP-1 
expression is induced during the odonto/osotegenic differentiation of human dental pulp cells. In 
oral epithelial cells, abundant RNA molecules are transcribed from DMP-1 gene locus and the 
transcribed RNA molecules remain unspliced and are predominantly localized in chromatin (unspliced 
DMP-1: unspDMP-1). Suppression of endogenous these RNA molecules resulted in the inhibition of cell 
growth. Further analysis utilizing Ch-IP analysis revealed that CDKN1B gene was epigenetically 
modified by unspDMP-1. As human dental pulp cells also expresses unspDMP-1, unspDMP-1 may possess 
pivotal roles for proliferation, migration, and differentiation in human dental pulp cells. 

研究分野： 保存治療系歯学

キーワード： 歯髄細胞　epigenetics　lncRNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯髄細胞は高い増殖能・硬組織形成分化能を持つのみでなく、歯髄組織は良質な幹細胞の供給源である。本研究
では歯髄・象牙質に高発現するDentain matrix protein-1 (DMP-1)遺伝子座から転写されるRNAがクロマチン動
態制御を担うchromatin associated RNAであることを明らかにした報告である。この新規転写産物発現制御によ
り歯髄組織から得られる細胞集団の増殖・分化等の細胞機能を制御すること、さらにはこの新規転写産物発現レ
ベルを指標とした新たな細胞集団を分離することにより、将来的には再生ソースとしての歯髄組織のさらなる有
用性開発に繋がると考えられる。



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

Dentin Matrix Protein-1 (DMP-1) は Dentin sialophosphoprotein (DSPP) と共に象牙芽細胞より分

泌され象牙質に沈着する非コラーゲン性タンパク質であり、Dmp-1 遺伝子欠損マウスは象牙質

形成不全症様の表現型を呈することから、DMP-1 は象牙質石灰化に必須の役割を果たすことが

知られている。さらにDMP-1 のC末端領域 (C-DMP-1) はDSPP のC末端領域 (Phosphophoryn : 

PP)と同様に integrin結合配列Arg-Gly-Asp(RGD) を持つが、C-DMP-1のRGDのみが integrin v3, 

v5 を介して高い細胞接着・遊走などを促進させる機能を持つ (Suzuki, et al., PLOs ONE, 2014)。

DMP-1 はその遺伝子名が表す通り DSPP と同様に歯髄・象牙質で同定され、正常組織では象牙

質および骨に高発現している (Suzuki, et al., Arch Oral Biol, 2012)。 

ヒト歯髄細胞および未分化細胞マーカーで歯髄より単離された歯髄幹細胞は、高い増殖能と分

化能を持つことから、再生医療の有用なソースとなることが近年相次いで報告されている

(Morad et al., Arch Oral Biol, 2013, Kwon et al., Sci Rep, 2015)。しかしながら、如何にして歯髄組

織・細胞がこのような特性を維持できるのかは未だ明らかとなっていない。 
２．研究の目的 
本研究計画では、歯髄細胞・象牙芽細胞同様に DMP-1 遺伝子座からの転写が活発に行われて

いる口腔上皮細胞を主に用いて DMP-1 遺伝子座の転写活性化による細胞増殖制御機序を明らか

にすることを目的とした。 

３．研究の方法 

(1) 細胞分画ならびにバイオインフォマティクス解析 

細胞分画法によりクロマチン局在 RNA (非翻訳 RNA) および核・細胞質 RNA（翻訳 RNA）

を精製し、DNase 処理後に qPCR および RNA-seq 解析を行った。RNA-seq およびバイオイン

フォマティクス解析は Macrogen Japan および Amelieff により行われた。 

(2) 細胞増殖能の検討 

96 well plate に細胞を播種し、siRNA 導入後の細胞数を crystal violet による染色にて定量し

た。さらに細胞周期については cell cycle phase determination kit を用いた細胞処理後にフロ

ーサイトメトリーにて解析を行った。 

(3) chromatin immunoprecipitation (ChIP) array 解析 

siRNA を導入した口腔上皮細胞を 1％ホルムアルデヒド溶液で固定し、H3lys27 (Cell Signaling 

Technologies), H3lys4 (Cell Signaling Technologies), SUZ12, mCherry および control IgG を用い

てそれぞれ免疫沈降を行った。得られた沈降 DNA サンプルを Epithect ChIp qPCR array を

用いて解析した。 

(4) RNA immunoprecipitation (RIP) 解析 

口腔上皮細胞に PP7-mCherry 発現ベクターを導入し抗生剤選択培養により安定発現株を樹立

した。樹立した安定発現細胞株に unspDMP1-24xPP7 またはコントロールベクターを一過性に導

入し、導入 24 時間後に 1％ホルムアルデヒド溶液で細胞を固定後 RNA ChIP-IT kit を用いて

unspDMP-1 の CDKN1B promoter 領域への直接的会合を検討した。 

４．研究成果 

歯髄・象牙芽細胞の硬組織形成分化過程において DMP-1 遺伝子座からの RNA の転写は促進

されるものの、非分化誘導時の発現レベルは高くない。我々は口腔扁平上皮由来細胞ならびに

組織において DMP-1 遺伝子座が活性化されていることを見出した。そのような背景から、本研

究計画では、まず口腔上皮由来細胞を用いて解析を行った。細胞分画法により total RNA をク

ロマチン画分（非翻訳 RNA）および核分画（翻訳 mRNA）に分離し、発現量を網羅的に RNA-seq



にて比較検討した。図 1 に示

すように DMP-1 遺伝子座か

ら転写される RNA はエクソ

ン領域のみならずイントロ

ン領域からも転写されてお

り、RNA の局在はクロマチ

ン有意であった (chro/nu = 

クロマチン/核 = 5.83)。一方、

コントロールとして用いた

オステオポンチンのコード遺伝子である SPP-1 遺伝子座からの RNA 転写はエクソン特異的か

つ chro/nu = -2.23 であることから、SPP-1 は転写後にスプライシングを受けて核質に出たのちに

細胞質に輸送され翻訳される一般的な mRNA の発現様式であった。これら結果から、DMP-1

遺伝子座から転写された RNA はスプライシングを受けずに核に留まって機能する chromatin 

associated RNA の一種であることが示唆された。 

続いて、この chromatin associated RNA (unspliced DMP-1: unspDMP1) に対する特異的 siRNA を

用いて発現抑制を行うと、2 種の細胞(Ca: Ca9-22 および Ho: Ho1-u-1)において、コントロール

群 (si-con) と比較して、

特異的 siRNA 導入群 

(si-D) で細胞増殖抑制

を認めた (図 2A)。また、

細胞周期を検討したと

ころ S 期の細胞比が特

異的 siRNA 導入群で有

意に減少していたこと

から ( 図 2B) 、この

chromatin associated RNA は細胞増殖に関与する遺伝子の発現調節領域における局所クロマチン

リモデリング

制御を介して

細胞の増殖を

促進させてい

ることが示唆

された。そこ

で、chromatin 

associated RNA の発現抑制により epigenetics にクロマチン構造変化をきたす細胞周期関連遺伝

子座を Ch-IP array で網羅的に探索したところ、特異的 siRNA 導入群において CDKN1B の転写

発現領域の epigenetic な活性化とそれに付随する CDKN1B 遺伝子の発現上昇を認めた (図 3)。

さらに、chromatin associated RNA に対する特異的 siRNA 導入細胞において、CDKN1B 発現を

CDKN1B に対する特異的 siRNA で抑制したところ、細胞増殖ならびに S 期細胞比率の回復が

認められたことから (図 4：次項)、この新規 chromatin associated RNA は、epigenetics に CDKN1B

の発現を抑制することで、結果として細胞増殖を促進していることが示唆された。 

続いて、バクテリオファージ由来 PP7 およびその特異結合配列 24xPP7 stem loop を用いた RNA

標識法により、chromatin associated RNA が CDKN1B 転写調節領域に結合するか否かを検討し



たところ、解析

し た 3 か 所 

(-1389 to -1307, 

-835 to -746, -415 

to -328 それぞ

れ転写開始点か

らの位置) にお

いて、コントロールとして用いた GATA6 転写調節領域と比較して有意な結合を認めた (図 5)。 

これら結果から本研究計画から DMP-1 遺伝子座には転写後にスプライシングを受けずにクロ

マチンに留まる RNA が存在することが明らかとなった。本研究では細胞増殖のみに焦点を絞

って解析を行ったが、

口腔上皮細胞と比較

して発現レベルは高

くないものの、培養

歯髄細胞においても

同様のRNAが転写さ

れていることから、

歯髄細胞の増殖・遊

走・分化などの細胞

機能への関与が推定

され、現在解析を進めている。 
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