
東京医科歯科大学・大学院医歯学総合研究科・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０２

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

GPCR転写ネットワーク制御と骨再生を目指したRNA核酸医療への挑戦

Challenge to the RNA nucleotide medicine using the mechanism of GPCR network 
pathway for bone regeneration.

１０４３１９４１研究者番号：

渡　一平（WATARI, Ippei）

研究期間：

１６Ｋ１１７８１

年 月 日現在  元   ６ １４

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：マウス前骨芽細胞MC3T3-E1を培養した後、次世代シークエンサーを用いてRNA seqを
行い（paired-end、read長: 4000万）、得られたデータからFPKM 値を算出、既知および未知遺伝子と転写産物
についてそれぞれ検討を行った。同定された遺伝子は約32000個で、GPCRクラスBアゴニストであるGLP-1添加で
発現量が2倍以上に上昇した遺伝子は約4000個で、そのうち未知遺伝子は約1000個であった。一方、同定された
転写産物は約70000個で、GLP-1添加で発現量が2倍以上に上昇した転写産物は約19000個で、機能未知新規の転写
産物は約9000個であった。

研究成果の概要（英文）： Concerning MC3T3-E1 cell, RNA seq is performed using a next-generation 
sequencer (paired-end, read length: 40,000,000), and FPKM values were calculated, with known and 
unknown genes and transcript products. 
 Approximately 32000 genes were identified, and 4,000 genes whose expression level was increased 
more than twice by administration of the GLP-1. 1,000 gens were detected whose function were 
unknown. 
 On the other hand, the number of transcripts identified was about 70,000, the transcripts whose 
expression level increased by 2 times or more by administration of GLP-1 was about 19,000, and the 
transcript whose novel function was unknown was about 9,000.

研究分野： 歯科矯正学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題に結果、先行研究では報告されていない数多くの機能未知遺伝子や転写産物が骨再生に関与する可能
性が示された。今後、これらの中からより新規骨再生医療の標的となる遺伝子・転写産物を絞って、効果の高い
新規骨再生療法が開発されることが望まれる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
先天異常、外傷、歯周病、腫瘍摘出持の顎骨切除などに伴って欠損した顎骨・歯槽骨の再
生には、様々な方法が試みられているが、現時点では、骨形成促進因子を外来性に投与あ
るいは発現させ、骨形成を促すものがほとんどである。しかしこの場合、外来物の投与に
よる副作用や強制発現させた因子による持続的な影響が無視できないことが多く、臨床応
用に際して障壁となることが多い。そこで応募者は、内因性の骨形成抑制因子のネットワ
ークに着目し、最新の RNA 工学を応用して、限られた時間内で副作用なく効率的に顎骨・
歯槽骨を再生する方法を探ることを目的として本研究を行った。 
２．研究の目的 

7 回膜貫通型受容体である G タンパク質共役型受容体 (G-protein coupled receptor: GPCR)
には 6 つのファミリーが存在し、ロドプシン型の GPCR クラス A（GPCR-A）には血管の
石灰化に関わるプリン受容体が存在し、セクレチン型の GPCR クラス B（GPCR-B）には
PTH に代表される骨代謝制御に関わる受容体が数多く存在している。現在、各種疾患治療
薬の標的受容体として最も研究が展開されている『GPCR を介した安全かつ有効な新規骨
再生治療法の開発』を研究の全体構想として掲げ、『骨芽細胞に存在する GPCR の発現調
節機構を解明し、唾液腺を標的臓器として、骨形成に対して抑制的に作用する GPCR 遺伝
子をターゲットに最新の RNA 工学（次世代シークエンサーとバイオインフォマティクス
ツールの活用）を用いた骨再生核酸医療を探索する』ことが本研究の具体的な目標である。 
３．研究の方法 
本研究では、GPCR クラス B 受容体のアゴニストであり、上部消化管から分泌され膵臓
に働いてインスリン分泌促進作用を持つGLP-1が骨芽細胞に与える影響を詳細に検討する
目的で、網羅的な発現遺伝子/転写解析を行った。マウス前骨芽細胞 MC3T3-E1 を標準
αMEM培地、100 ng/ml BMP-2 添加培地および 100 nM GLP-1 添加培地にて 72 時間培養し
た後、RNA を抽出し、次世代シークエンサー（Hi Seq 2500, Illumina 社）を用いて RNA seq
を行った。シークエンス（paired-end、read 長: 4000 万）の結果から、各サンプルの発現量
FPKM (Fragments per kilo base of exon model per million mapped reads)値を算出し、既知およ
び未知遺伝子と転写産物についてそれぞれ発現量の比較検討を行った。本解析には ToPHat、
Bowtie2 および Genedata Expressionist を用いた。また、David を用いてヒートマップを作成
し、KEGG パスウェイ解析も行い、カルシウムシグナリングと II 型糖尿病に着目して、
GLP-1 投与後に発現量が上昇した遺伝子についてパスウェイ解析を行った。 
４．研究成果 
 GLP-1 添加により増加した、上位 150 の遺伝子についてヒートマップを作成した(Fig. 1)。 
上位 100 までは新規遺伝子のみで、上位 100－150 の中に、DNA 結合やタンパク結合、分
子機能や脂質輸送を担う遺伝子が含まれていた。同定された遺伝子の総数は約 32000 個で、
BMP2 添加により発現量が 2 倍以上に上昇した遺伝子は約 6000 個、GLP-1 添加により発現
量が 2 倍以上に上昇した遺伝子は約 4000 個であった。BMP-2 および GLP-1 添加に共通し
て増加した遺伝子は約 2500 個で、そのうち新規の遺伝子は約 1000 個であった。 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 1 BMP2、GLP-1 添加により発現が 2 倍以上に上昇した遺伝子（上位 150） 
一方、同定された転写産物の総数は約 70000 個で、BMP-2 添加において発現量が 2 倍以

上に上昇した転写産物は約 22000 個、GLP-1 添加において発現量が 2 倍以上に上昇した転
写産物は約 19000 個であった。BMP-2 および GLP-1 添加に共通して増加した転写産物は約
12000 個であり、新規の転写産物は約 9000 個であった。GLP-1 添加により 2 倍以上に増加
した遺伝子群について、DAVID を用いてパスウェイ解析を行った。calcium signaling pathway
で、赤い星印が GLP-1 添加により増加した遺伝子が含まれる位置で（Fig.2）、2 型糖尿病
の pathway に関しても、GLP-1 添加により増加した遺伝子群の関与が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.2 GLP-1 添加により増加した遺伝子が関与する pathway (Calcium signaling pathway) 
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