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研究成果の概要（和文）：歯肉上皮細胞における網羅的なRNA発現をRNA-seqにて解析したところ、Dentin 
Matrix Protein-1 (DMP-1) 遺伝子座のプロモーター領域の相補鎖に新規長鎖非翻訳RNAを同定した。siRNAおよ
び過剰発現系を用いた解析により、この新規長鎖非翻訳RNAはEGF kinase activityの抑制により細胞遊走能を抑
制していることが明らかとなった。PP7バクテリオファージによるRNA免疫沈降法を用いた分子基盤解析では、こ
の新規長鎖非翻訳RNAは、核内輸送されたEGFRと結合しEGFR-STA3結合依存性のSTAT3活性を阻害していることが
明らかとした。

研究成果の概要（英文）：By analyzing comprehensive RNA expression of gingival epithelial cells, 
promoter associated antisense long non-coding RNA (pan-lncRNA) was identified in DMP-1 gene locus. 
Loss of function assay by siRNA transfection and gain of function assay by over-expression showed 
that this pan-lncRNA was able to inhibit cellular migration ability by inhibiting EGF kinase 
activity. RNA immunoprecipitation assay with PP7 bacterial phage system reveled that this pan-lncRNA
 directly associated with nuclear-translocated EGFR to suppress STAT3 activity in EGFR-STAT3 
complex.

研究分野： 歯学

キーワード： 歯周病　歯周組織　lncRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性歯周炎は微生物要因・環境要因が占める割合が高い慢性疾患であるとされる。宿主側の歯周炎に対する感受
性の違いを規定する多様な修飾因子が知られているが、主要なエピジェネティクス調整因子の一つである、タン
パク質をコードしない長鎖非翻訳RNAの重要性は明らかとなっていない。本研究で同定した新規長鎖非翻訳RNAは
歯肉上皮細胞や線維芽細胞では発現を認める一方で、歯根膜線維芽細胞での発現は認めなかった。このような背
景から、この新規長鎖非翻訳RNAは歯周組織における歯肉組織と歯根膜幹細胞を含む間葉系細胞の選択的遊走能
制御による効果的な歯周病治療ならびに歯周組織再生法の開発において有意義な制御因子となり得る。

※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 
慢性歯周炎は微生物要因・環境要因が占める割合が高い慢性疾患であるとされる。しかしなが

ら、不十分なプラークコントロール、縁上・縁下歯石の多量沈着など劣悪な口腔内環境を長期に

放置しても明らかな歯周組織破壊を生じない患者が一定数いることは、宿主側に歯周炎に対す

る感受性の違いを規定する因子が存在することを示唆している。そのような背景から、宿主要因

の探索を目的として、これまでに慢性歯周炎患者に特異的な遺伝子多型を網羅的に探索する試

みがなされているものの、決定的な変異は見つかっていない。近年、DNA 配列（ジェネティク

ス）変異のみならず、DNA 配列の変異を伴わない遺伝子発現（エピジェネティクス）変化の蓄

積が 1 型糖尿病発症の原因であることが報告され (Paul DS et al., Nat. Commun., 2016)、慢性歯

周炎においても、長期的な微生物要因・環境要因による刺激が歯周組織にエピジェネティクスな

変異を蓄積し、その発症に関与していると推定される。そこで、本研究では、主要なエピジェネ

ティクス調整因子であるものの、これまで歯周炎との関連性が報告されていない、タンパク質を

コードしない長鎖 RNA (long non-coding RNA: lncRNA) に焦点をあてる。 

lncRNA の発現には組織特異性があり、受容刺激によりその発現量が増減することなどは 

mRNA と共通している。一方で、lncRNA はタンパク質をコードしないことから、micro RNA 

(miRNA) などと共に non-coding RNA に分類される。lncRNA は、転写された標的 mRNA を分

解することで機能する miRNA とは異なり、クロマチンから転写された後に、近傍および遠隔の

標的局所クロマチンに作用し、クロマチン立体構造の再構成を介して様々な標的遺伝子の転写

を制御する (Kopp F and Mendell JT, Cell, 2018)。lncRNA の総数や組織特異性などの全体像は、

mRNA と違い未だ十分に明らかにされていない。ヒトにおける慢性歯周炎発症においても、こ

のような lncRNA を介した複数遺伝子の発現抑制が歯周組織破綻の引き金となり歯周組織関連

遺伝子の発現を包括的に制御している可能性、さらには、歯周病成立過程や歯周病治癒過程にお

いて歯周組織構成細胞の細胞機能を制御している可能性がある。 

 
２．研究の目的 
本研究計画では、歯周組織構成細胞において機能する lncRNA を同定し、その作用機序を解

明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
歯肉上皮細胞として HSC-2 および Ca9-22 細胞を、歯根膜細胞として LONZA 社から購入した

ヒト歯髄線維芽細胞を実験に使用した。全ゲノム上の転写活性化領域の探索には、先行研究で解

析した Ca9-22 細胞のクロマチン画分 RNA と核質画分 RNA から得られる RNA-seq raw data を

使用した。得られた FASTQ ファイルを Trim galore によるアダプタートリミングにかけた後にゲ

ノムアノテーションを行った。DEseq2 による正規化ステップを内含する HOMER の

getDifferentialPeaksReplicates.pl コマンドにて、クロマチン画分と核質画分 RNA 解析サンプルの発

現量相対比較を行った。細胞遊走能の解析は siRNA, panRNA-DMP-1 過剰発現あるいは EGF 

kinase inhibitor で前処理した Ca9-22 細胞と HSC-2 細胞を Boyden chamber 上段に播種し、翌日に

下方に遊走している細胞を固定後にクリスタルバイオレットで染色し同定した。遊走細胞数は

顕微鏡下でカウントした。RNA 半減期の定量は、Ca9-22 細胞を RNA 合成阻害剤であるアマニ

チンで処理後 0 時間から 12 時間までの各タイムポイントで total RNA を回収し、各タイムポイ

ントにおける相対的な RNA 発現量を、0 時間後を 100％として算出した。RNA 免疫沈降法によ

る panRNA-DMP-1 と EGFR の相互作用解析には，PP7 バクテリオファージ system を利用した。



PP7-mCherry の fusion protein を安定発現する Ca9-22 細胞に panRNA-DMP-1-24xPP7 を過剰発現

させた後に、anti-mCherry 抗体を用いて核酸-タンパク質複合体を細胞から単離した。得られた

沈降物を SDS-PAGE に展開し、PVDF 膜へ転写後 anti-EGFR 抗体で EGFR の沈降有無を解析し

た。対照群としては、panRNA-DMP-1-24xPP7 を発現しない PP7-mCherry の fusion protein を安定

発現する Ca9-22 細胞を使用した。 

 
４．研究成果 

Ca9-22 細胞における網羅的な RNA 発現を RNA-seq にて解析したところ、Dentin Matrix Protein-

1 (DMP-1) 遺伝子座のプロモーター領域から RNA が転写されていることが明らかとなった。一

方で、近傍遺伝子座である Dentin sialophosphoprotein (DSPP) や Bone sialoprotein(BSP), Osteopontin 

(OPN) などのプロモーター領域では RNA の転写が見られなかった。続いて、この転写活性が高

い DMP-1 プロモーター領域における lncRNA を同定するため、5` and 3 ̀ RACE 法により lncRNA

の全長クローニングを行った。nested primers を使用した 5` and 3` 末端同定用の PCR 反応の結

果、DMP-1 遺伝子座プロモーター領域の相補鎖に 3,462 bp からなるタンパク質をコードしない

lncRNA を同定した。DMP-1 遺伝子座のエクソン-イントロン領域の主鎖からは、細胞遊走を制

御する lncRNA が転写されていることを先行研究で明らかとしている。本研究で同定した DMP-

1 promoter antisense lncRNA (panRNA-DMP-1) は相補鎖に存在していることから新規の lncRNA

であることが明らかとなった。さらに、panRNA-DMP-1 の半減期を解析したところ、アマニチン

処理後 3 時間で約 60％,  6 時間後で約 20%に減少しており、短い半減期を持つ転写因子をコー

ドする遺伝子である ID-1 や c-myc よりは長く、長い半減期を持つ house keeping 遺伝子である

GUSB, ACTB や HPRT と比較すると短かいことが明らかとなった。一般的に lncRNA は mRNA と

比較して短い半減期を持つことが知られているが、panRNA-DMP-1 は mRNA の平均的な半減期

を持つ lncRNA であることが示された。 

 続いて、panRNA-DMP-1 の細胞機能におよぼす影響を特異的 siRNA による発現抑制により解析

したところ、EGF依存性の細胞遊走は 2種の異なる特異的 siRNAにより共に有意に促進された。

さらに、panRNA-DMP-1 特異的な siRNA で処理した HSC-2 細胞ならびに Ca9-22 細胞が示す高

い遊走能は EGF の kinase inhibitor である PD153035 処理により完全に抑制されたことから、

panRNA-DMP-1 は EGF kinase activity の抑制により細胞遊走能を抑制していることが明らかとな

った。さらに、EGF 刺激後の panRNA-DMP-1 の細胞内局在を解析したところ、panRNA-DMP-1

は EGF 刺激により核やクロマチン画分での発現が上昇する一方で、細胞質画分における発現量

に変化が無かったことから、panRNA-DMP-1 は核内、特に著明な発現上昇を認めた核質におい

て機能していることが示唆された。さらには、panRNA-DMP-1 を過剰発現させた細胞では細胞

遊走能が抑制された。PP7 バクテリオファージによる RNA 免疫沈降法により、panRNA-DMP-1

は核内輸送された EGFR と結合し EGFR-STA3 結合依存性の STAT3 活性を阻害していることが

明らかとなった。 

本研究で同定した panRNA-DMP-1 は歯肉上皮細胞や歯肉線維芽細胞では発現を認める一方で、

歯根膜線維芽細胞での発現は認めなかった。このような背景から、panRNA-DMP-1 は、歯肉組織

と歯根膜幹細胞を含む間葉系細胞の選択的遊走能制御による効果的な歯周病治療治療法ならび

に歯周組織再生法の開発において有意義な制御因子となり得る。 
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