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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、歯周組織構成細胞のDNA超らせん高次構造とスーパーエンハンサー
の役割を検討し、炎症性サイトカイン遺伝子の包括的な転写制御機構の解明に挑んだ。その結果、老化ヒト歯根
膜細胞（HPDL）において、Pol IIを標的とするmicroRNA-34aの発現増加を認めた。そして、炎症性サイトカイン
の産生にとり、DNAのねじれとスーパーエンハンサーの形成が重要であることがDNAトポイソメラーゼI、BRD4、
PTEFbの特異的阻害から明らかとなった。また、ATACシークエンス法により、老化HPDLの炎症性サイトカイン遺
伝子の上流領域のユークロマチン活性の増加を確認した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the roles of higher-order structure of DNA superhelixes and 
the super-enhancers to elucidate the comprehensive transcriptional regulation mechanism of 
inflammatory cytokine genes in periodontal ligament cells. We found that increased expression of 
microRNA-34a, which targets Pol II, in senescent human periodontal ligament cells (HPDL). Moreover, 
we found that DNA twisting and super-enhancer formation are important for the production of 
pro-inflammatory cytokines in senescent HPDL by specific inhibition of DNA topoisomerase I, BRD4 and
 PTEFb. ATAC sequencing also confirmed the increased euchromatin activity in the upstream region of 
inflammatory cytokine genes in senescent HPDL.

研究分野：歯周病学　
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DNAのメチル化、ヒストン修飾のエピゲノムの概念では、基礎疾患を有する高齢者にみられるサイトカインスト
ームのような急性炎症につながる病態のゲノムレベルの理解は困難である。本研究では、老化歯周組織細胞の炎
症性サイトカインの調節、制御において、DNA超らせん高次構造とスーパーエンハンサーが重要であることを示
した。これは、クロマチン構造と転写因子のゲノム領域への結合を制御することにより、炎症性サイトカインス
トームを抑制することが可能であることを示唆する。これらの結果は、免疫の低下した高齢者の重篤な歯周病を
対象とした新規の歯周病予防・治療法開発にとり有用な分子基盤となるものである。

※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 

成人病のような加齢性疾患の発症・病態形成には環境要因の寄与が大きく、DNA のメチル化、

ヒストン修飾という、エピジェネティックなゲノム DNA の修飾制御が明らかとされている。しか

しながら、エピゲノムに基づいた概念では、基礎疾患のある高齢者において発症する重篤な歯周
病や全身性の急性炎症をゲノムレベルで理解することは困難である。近年、遺伝子転写に重要な

分子機構として、クロマチンの高次構造が注目されている。その好例として、DNA 超らせんのね

じれや、遺伝子転写開始点から離れて位置する複数のエンハンサー領域の局所的なクラスター

であるスーパーエンハンサーの形成が挙げられる。DNA トポイソメラーゼ I(TopI)が、転写開始

領域上流の DNA 超らせんのねじれを解消することにより、巨大なタンパク質複合体である mRNA

転写を担う酵素、RNA ポリメラーゼ II (PolII )や転写因子のプロモーター領域への結合のみな

らず、離れて位置するエンハンサー領域へのアクセスを促進することが明らかとなりつつある。

我々は、次世代型シーケンサーを用いた RNA シークエンス (RNA-seq.)と統合バイオインフォマ

ティクス解析による探索を行い、炎症サイトカインを高産生するヒト老化歯根膜細胞に特有な
microRNA である hsa-miR-34a がその標的遺伝子 Pol II mRNA の発現を制御するという、興味深

い結果を得た。最近、新しい概念として、「相分離―スーパーエンハンサー制御モデルが提唱さ

れている。これは、転写調節因子の巨大なタンパク複合体と DNA の形成により生じたタンパクの

濃縮が、油滴のような液―液相分離を誘導し、 物理や化学現象の一つである相分離がスーパー

エンハンサー領域の複数の遺伝子転写を調節する、との分子生物学と物理化学の融合となる理

論である。これらより、申請者は、「DNA のねじれの制御」による遺伝子転写の調節は、エピゲ

ノムより強力であると推察した。また、生物学的老化が炎症サイトカイン遺伝子の転写開始点近

傍の DNA 超らせんのねじれの高次構造とスーパーエンハンサー/転写因子複合体のナノ空間にお

ける相互関係に歪みを及ぼしている可能性が考えられた。  

 
２．研究の目的 

本研究では、これらの仮説を確固たるものとするとともに、歯周組織構成細胞や免疫担当細胞
の DNA 超らせんの高次構造とスーパーエンハンサーの役割を明らかにすることで、炎症性サイ

トカイン遺伝子の包括的な転写制御機構を解明する。そして、クロマチン構造や相分離の制御に

基づいた超エピゲノムの新規歯周治療を創成し、従来の医学では制御困難である炎症性サイト
カインストームを克服することで、免疫の低下した高齢者の重篤な歯周病の治療法開発の分子
基盤を構築する。  

3. 研究の方法 

本研究では、DNA のねじれやスーパーエンハンサーへの影響が大きい炎症関連遺伝子の包括制

御を明らかにし、歯周組織の急性炎症の病態をゲノムレベルで解析した。 

1) 細胞老化を誘導した歯周組織構成細胞や免疫細胞の DNA トポイソメラーゼ Iを特異的阻害剤

(カンプトテシン;CPT)処理し、感染微生物、Porphyromonas.gingivalis LPS、Poly(I:C) 刺激に

対する炎症性サイトカインの産生応答を解析し、DNA のねじれが炎症性サイトカイン遺伝子の転

写調節に及ぼす影響を検討する。同機構におけるクロマチンの転写調節因子 (アセチル化ヒス



トンに結合する転写調節因子;ブロモドメインタンパク；BRD4、転写伸展因子 PTEFb)の役割をそ

れぞれの特異阻害剤(+JQ1、I-BET151)処理により、炎症性サイトカインの産生応答を比較し、検

討する。 2) そして、1) 実験条件下の細胞を用いて、Pol II、Top I、アセチル化ヒストン、

BRD4 抗体 を用いたクロマチン IP-RNA-seq.を実施し、得られたデータを ChIP-Atlas ソフトに

て解析することで炎症性サイトカイン遺伝子座への結合を評価する。3) 次に、高週齢マウスの

in vivo 歯周病評価モデルに、Top1 特異阻害剤;CPT を前投与後に Porphyromonas. gingivalis 

もしくは LPS 腹腔投与で菌血症を誘導し、歯周病の病態形成 ならびに全身状態を評価する。4) 

また、スーパーエンハンサー領域における、クロマチンタンパクと核酸の混みあった濃縮物、液

―液相分離の形成を化学的に阻害し、(pH、イオン、温度調節もしくはポリマー阻害剤 1,6-

Hexanediol 処理)を行い、共焦点イメージングによる GFP-BRD4 標識化クラスターの観察と炎症

性サイトカイン産生を検討する。  

４．研究成果 

研究開始にあたり、炎症生サイトカイン IL-6/8 を高産生する、細胞老化の亢進した歯周組織

構成細胞株のスクリーニングを実施し、産生能の異なる細胞株を樹立した。そして、IL-1beta、

LPS の共刺激に対す老化歯根膜細胞は、炎症生サイトカインの高産生を示したが、DNA 超らせん

構造の維持に重要な DNA トポイソメラーゼ I、BRD4、転写伸展因子 PTEFb 転写調節因子の特異

的阻害剤処理により抑制された。ゲノム解析の手法として、クロマチン IP を必要としない、転

写が活性化されたユークロマチン領域に対する ATAC シークエンス法を用いた解析を行った。老

化歯根膜細胞株と正常歯根膜細胞株のライブラリーを作成し、次世代シークエンス

(Novaseq6000)を用いて、リード長 150bp、ペアエンド、53.3M リードペアで解析した結果、K-

means Heatmap 解析において差があることが明らかとなった。今後、IL-6、IL-8 のプロモーター

上流領域を ISV ゲノムブラウザを用いて、より詳細なオー プンクロマチン領域の可視化、評価

を行う予定である。高週齢マウスならびに P.g を投与した高血糖 ob/ob マウスで in vivo 歯周

病評価モデルを構築し、菌血症を誘導することで歯周病の病態形成と血液マーカーならびに肝

機能状態の計測系を樹立した。ヒストン脱アセチル化作用のある NMN の腹腔投与により、マウス

歯周組織の活性酸素種の変化がみられたことから、カンプトテンシンが歯周組織と全身に及ぼ

す効果を評価した。スーパーエンハンサー領域における、液相分離の形成をポリマー阻害剤にて

化学的に阻害し、共焦点イメージングによる GFP-BRD4 標識化クラスター（スーパーエンハンサ

ー）の観察を行ったが、GFP-BRD4 の遺伝子導入率が低く検出が困難であったため、高感度細胞

免疫染色による検出を試みる予定である。COVID-19 感染拡大防止の観点から、研究施設のある

大阪大学において活動制限がなされたため、当初の研究計画を修正して対応したが、一部の研究

計画、とりわけ動物実験については遅れが生じたが、採取した試料の解析を継続する予定である。  
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