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研究成果の概要（和文）：miRNAアレイにて、1265種類のmiRNAについて発現を検索したところ、アペールマウス
（Ap）および野生型マウス（Ct）の冠状縫合部において511種類のmiRNA発現が確認された。Ctと比較してApにお
いて19種類のmiRNA発現が有意に亢進し、5種類のmiRNA発現が抑制されていた。リアルタイムPCRにより、Ctと比
較して、Ap（n=3）においてmmu-miR-182-5p、mmu-miR-206-3pの有為に高い発現が確認され、mmu-miR-133a-3pの
発現が高い傾向にあった。これらmiRNAは頭蓋縫合早期癒合症の発症に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We detected 511 kinds of miRNA in the calvarial coronal suture of Apert 
syndrome model mouse at E15.5 by the miRNA array. Significantly higher expression of 19 kinds of 
miRNA in the calvarial tissue of Apert model mouse as compared with that of wild type. On the other 
hand, 5 kinds of miRNA was significantly decreased in the calvarial tissue of Apert model mouse as 
compared with that of wild type. By qPCR analysis, mmu-miR-182-5p、mmu-miR-206-3p were significantly
 higher in the calvarial tissue of Apert model mouse as compared with that of wild type. These 
results suggested that mmu-miR-182-5p、mmu-miR-206-3p would have some role in the establishment of 
craniosynostosis in the Apert syndrome model mouse.

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： 頭蓋骨縫合癒合症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
頭蓋冠縫合部の発生過程におけるmiRNAの発現およびその機能は全く不明であったが、本研究により500種類以上
のmiRNAが発生中の頭蓋冠縫合部に発現することが明らかとなり、何らかの役割を果たす可能性が示唆された。
これにより、顎顔面領域に形態異常を呈する先天性骨代謝疾患に対し、新たな創薬ターゲットを探索し、新規治
療法の開発基盤となることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膜性骨化によって形成される頭蓋骨同士を結合する線維性組織である縫合部は、成長の場と

して重要な役割を果たす。成長期において頭蓋骨骨断端に骨添加と同時に、脳の成長に応じて
骨表面における骨吸収・骨形成があいまって、頭蓋内容積を増大させるように頭蓋骨は外側へ
と位置を変化させる。胎生期を含め成長期以前の早期に、縫合部の早期癒合を発症する頭蓋冠
縫合部早期癒合症（以下 cs）においては、これら機能は著しく阻害され、頭蓋顎顔面領域の変
形をきたし、骨格性下顎前突、開咬、重度の叢生等の発症が惹起される。このように、cs の病
態は矯正歯科臨床と深く関わり、cs 患者に対する歯科矯正治療には健康保険が適用されている
が、形態・機能・審美の改善には外科的矯正治療が必要となる場合も多く、非侵襲的かつ病態
成立機構に根ざした治療法の確立が世界的に強く期待されている。研究代表者らはこれまでに、
cs を主徴とする Apert 症候群患者由来の骨芽細胞様細胞を用いて、本疾患の病態成立機構に骨
芽細胞の分化亢進が関与する事を in vitro 実験系で示し 1)、Apert 型変異を含む可溶型 FGFR2
が新規治療法の開発に寄与する可能性を in vitro / in vivo 両面の研究で報告してきた 2-4)。さ
らに、cs を呈する Grieg cephalopolysyndactyly 症候群のモデルマウス（Gli3Xt-J/Xt-J）を用
いて、cs の発症機序にヘッジホッグシグナリングが深く関与すること、また FGF2 浸潤ビーズ
による治療効果を初めて報告し 5)、Gli3Xt-J/Xt-J と骨関連転写因子 Run2 ノックアウトマウ
ス（Runx2-/-）とを交配させて得られた個体（Gli3Xt-J/Xt-J;Runx2-/-）では cs の発症が抑制
されること、その抑制機序に転写因子 Dlx5 および Runx2-typeII isoform の発現低下が関与す
る事を報告している 6)。近年、miRNA という新しい遺伝子発現調節機構が内軟骨性骨化にお
いて重要な役割を果たすことが個体レベルで証明されているが、頭蓋骨やその縫合部の発生、
成長発育とその異常に対する miRNA の機能は全く不明である。研究代表者らのこれまでの研
究成果をふまえ、miRNA の分子機構と膜性骨化および頭蓋骨縫合部発生・成長、疾患との関
わりを明らかにすることは、cs をはじめとする顎顔面領域に形態異常を呈する先天性骨代謝疾
患に対し、新たな創薬ターゲットを探索し、新規治療法の開発基盤となることが期待される。 
 
２．研究の目的 
 真核生物に広く保存されている microRNA（miRNA）はゲノム上に多数存在し、タンパク
質をコードしない小分子 RNA である。miRNA が個体発生、形態形成、細胞死、細胞増殖等様々
な生命現象を制御していることが明らかとなることで、新たな遺伝子発現調節ネットワークの
存在が注目され、miRNA の機能異常と疾患との関わりも報告されている。先天性骨系統疾患
の一つである頭蓋冠縫合部早期癒合症は、近年その原因遺伝子が報告されているが、明らかと
されている遺伝子は極一部に過ぎない。頭蓋冠縫合部の発生には様々の遺伝子発現が時間的・
空間的に制御されているが、その発現調節機構の詳細は不明である。本研究は、頭蓋冠縫合部
の発生、およびその関連疾患の発症機序に関与する miRNA を同定し、その機能解析を行うこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 Apert 症候群モデルマウス(Ap)および同腹野生型（Ct）マウス（E15.5～E17.5）頭蓋冠より
冠状縫合部を摘出し、当該部位における miRNA および mRNA を抽出し、miRNA アレイ、DNA アレ
イにて疾患特異的 mRNA, miRNA の抽出を行う。これをもとに、クラスター解析、パスウェイ解
析、特定機能遺伝子群の抽出を行う。疾患特異的 miRNA については縫合部における発現をリア
ルタイム PCR 法にて確認する。 
 
４．研究成果 
 1265 種類の miRNA について発現を検索したところ、Ap および Ct の冠状縫合部において 511
種類の miRNA 発現が確認された。Ctと比較して Ap において 19種類の miRNA 発現が有意に亢進
し、5種類の miRNA 発現が抑制されていた。リアルタイム PCR により、Ct と比較して、Ap（n=3）
において mmu-miR-182-5p、mmu-miR-206-3p の有為に高い発現が確認され、mmu-miR-133a-3p の
発現が高い傾向にあった。頭蓋冠縫合部の発生過程における miRNA の発現およびその機能は全
く不明であったが、本研究により 500 種類以上の miRNA が発生中の頭蓋冠縫合部に発現するこ
とが明らかとなり、何らかの役割を果たす可能性が示唆された。今後の展望として、得られた
結果より、in vivo において Ap と Ct の間に有為な差が認められた miRNA を骨組織特異的に強
制発現するトランスジェニックマウス（以下 miRNA-Tg マウス）を以下のように作製する。Type 
I collagen プロモーターを有する発現ベクターに目的マウス miRNA 前駆体（pre-miRNA）cDNA
（Genscript 社に合成依頼予定）を適切な制限酵素 site にクローニングし、TypeI col-premiRNA
ベクターを構築する。当該ベクターをマウス頭蓋冠由来骨芽細胞株 MC3T3E1 細胞に
Lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いて transfection し、本ベクターによる目的 miRNA
発現について、特異的プライマーを用いたリアルタイム PCR により確認する。確認後、TypeI col 
promoter-premiRNA-poly A を直鎖化・精製し、前核期受精卵（C57BL/6J）に injection、仮親
への胚移植を経て、F0マウスを得る。F0 マウスの尾部組織からゲノム DNA を抽出し、genotyping 
PCR を行う。目的 miRNA の発現量が高い系を２～３系統抽出し、野生型マウスとの交配により
F1 マウスを得る。得られた miRNA-Tg マウス胎児（E15.5～E18.5）における頭蓋骨のマイクロ
CT を撮影し、骨塩量の計測、および形態学的検討を加える。また、顎顔面当該領域の透明骨格



標本の作製を行い、骨・軟骨の形態学的な解析を行う。胎児頭部の凍結切片を作製し、HE染色
にて頭蓋顎顔面領域の組織発生の違いについて検討を加える。平成 28年度に得られた発現調節
遺伝子について WISH・ISH 法により検索し、個体レベルで miRNA が影響を与える因子について
より詳細に検討することを予定している。 
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