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研究成果の概要（和文）：本研究グループは、顎顔面骨の骨代謝調節における骨改造現象へのヘッジホッグ―
Gli1シグナルの関与を明らかにするため、遺伝子改変マウスとゲノムワイド解析を用いた研究を行った。まず、
Gli1-KOマウスを用いたマイクロCT解析の結果、野生型と比較して、頭蓋顔面骨形成の遅延が認められた。また
骨髄由来間質細胞を用いた解析の結果、Gli1-KOにより骨芽細胞分化が抑制されることを確認した。次に、ゲノ
ムワイド解析によりGli1の標的遺伝子群を網羅的に解析した結果、Gli1により制御される転写制御領域と機能的
な標的遺伝子を得た。以上よりGli1下流のこれらの因子が、骨改造現象へ関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, to clarify the involvement of Hedgehog-Gli1 axis in the 
regulation of bone metabolism in maxillofacial bone, we conducted an integrative study using mouse 
genetics and genome-wide analysis. First, micro-CT analysis in adult Gli1-KO mice revealed impaired 
craniofacial bone formation in Gli1-KO mice compared to wild-type mice. In vitro analysis using bone
 marrow-derived stromal cells confirmed the suppression of the osteoblast differentiation by 
Gli1-KO. A comprehensive genome-wide analysis revealed Gli1-mediated transcriptional regulatory 
regions and Gli1’s functional target genes. These results suggest that those Gli1’s downstream 
factors are involved in bone remodeling.

研究分野：歯科矯正学

キーワード： 歯科矯正学　ヘッジホッグ-Gli1
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
成体の骨組織は、骨基質の吸収と形成というダイナミックな現象（骨改造現象－骨リモデリング）により常に再
構築され、その形態と機能のホメオスタシスを維持している。本研究では、遺伝子改変技術とゲノムワイド解析
を駆使することで、ヘッジホッグ-Gli1経路の骨形成に対する作用を網羅的に研究した。ヘッジホッグシグナル
は骨形成と骨吸収を司る重要なシグナル因子であるため、本研究成果は、顎顔面骨の骨代謝調節の基礎的な知見
となるだけでなく、将来的に歯科矯正治療へ寄与する可能性を秘めている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
成体の骨組織は、骨基質の吸収と形成というダイナミックな現象（骨改造現象－骨リモデリン 

グ）により常に再構築され、その形態と機能のホメオスタシスを維持している。骨吸収を担う破 
骨細胞と骨形成を担う骨芽細胞が、骨組織に加わる種々の刺激に応答して、時間的・空間的に協 
調することで骨改造現象が起こる。骨改造現象に影響を与える重要な刺激の一つにメカニカル

ストレスが挙げられる。健常人の骨組織は常に適度なメカニカルストレスにさらされ、それによ

って適切な骨改造現象が行われることでホメオスタシスが維持されている。至適なメカニカル

ストレス条件下では、骨折治癒や骨延長時の骨形成などが促進されることが知られている。歯科

矯正治療による歯の移動も、メカニカルストレスに応答して促進された骨改造現象を積極的に

利用したものである。矯正力というメカニカルストレスに応答して、歯槽骨内においては圧迫側

の骨吸収と牽引側の骨形成が繰り返され、骨代謝回転が亢進した骨改造現象の結果として歯の

移動が達成される。このように、矯正力による歯槽骨の骨改造現象は歯科矯正治療の根幹をなす

生体現象であるものの、その分子メカニズムは未だ詳細に明らかにされていないのが現状であ

る。 
 本研究チームは、これまでヘッジホッグ（Hedgehog; Hh）シグナルに着目し、前述の骨発生の

みならず、成体の骨代謝における役割を解析し、重要な知見を発表してきた。Hh シグナルの下

流ではたらく転写因子 Gli の中で、活性型 Gli である Gli1 に着目して解析を進めたところ、Gli1 
ヘテロノックアウトマウスの長管骨は、骨形成と骨吸収のアンカップリングを伴う骨量低下を

呈することが明らかとなった（1）。本知見は、Gli1 が成体の骨改造現象に関与することを示し

ており、顎顔面骨の生理的な骨代謝調節、歯科矯正力作用時の歯槽骨の骨改造現象においても重

要な役割を果たすことを示唆するものである。しかし、これまでにこの点を検証した報告は存在

しなかった。 
 
２．研究の目的 
顎顔面骨の骨代謝調節と歯科矯正治療における骨改造現象への Gli1 の関与を明らかにするこ

とを目的とする。以下の 3 つのサブプロジェクトを有する。 
① 生理的条件下における Gli1+/-マウスの顎顔面骨代謝の解析 
② 次世代シーケンサーを用いた骨髄由来間質系細胞における Gli1 下流遺伝子と相互作用分

子の解析 
③ Gli1+/-マウス・Hh 作動薬投与マウスの実験的歯の移動モデルを用いた歯科矯正学的・分

子生物学的評価 
 
３．研究の方法 
① 生理的条件下における Gli1+/-マウスの顎顔面骨代謝の解析 
 Gli1+/-マウス (Gli1-KO)と野生型マウス(WT)の顎顔面骨について X 線撮影にて骨のサイズ、

形状をマクロ的に評価した。さらに Gli1-KO と WT マウスから間質系細胞を採取・培養して細

胞分化実験を行った。ヘッジホッグアゴニストを加えた骨芽細胞分化誘導培地で異なる期間培

養した細胞を用いて、アルカリフォスファターゼ染色による基質合成能と、Real time RT-PCR に
よる骨芽細胞分化マーカーの発現解析を行った。 
 
②次世代シーケンサーを用いた骨髄由来間質系細胞における Gli1 下流遺伝子と相互作用分子の

解析 
間質系細胞における Gli1 の転写制御機構の解析のため、次世代シーケンサーを用いたクロマ

チン免疫沈降 sequencing（ChIP-seq）を行い、Gli1 のゲノム結合領域の網羅的探索を行った。得

られたデータを、バイオインフォマティクス的手法（2）を用いて解析することで、Gli1 による

転写制御機構をゲノムワイドに検討した。得られた Gli1 結合領域と関連する遺伝子群の機能を

推定するため、Genomic Regions Enrichment of Annotations Tool (GREAT) 解析を行った。 
次に、Gli1-KO と WT 由来の間質系細胞の mRNA 発現の比較を、次世代シーケンサーを用い

た RNA sequencing（RNA-seq）により行った。さらに、ChIP-seq 解析と RNA-seq 解析の統合解析

により Gli1 の標的遺伝子候補を取得した。これらの候補領域における Gli1 の転写制御機構を明

らかにするため、レポータアッセイを行った。具体的には、転写制御領域の DNA 配列を合成し

た後、ルシフェラーゼレポータープラスドベクター（pGL4-MiniP-Luc2）にクローニングした。

ゲノム PCR により DNA 配列を増幅した後、サンガーシークエンスにより配列を確認した。そ

の後、大腸菌の大量培養を行い、実験に必要な量のプラスミド DNA を得た。プラスミド DNA
を線維芽細胞、間葉系細胞に導入した後、レポータ活性を確認した。 



 

 

また、得られた候補遺伝子の機能検証のため、各遺伝子の発現ベクターあるいは siRNA ベク

ターを作製した後、培養細胞に導入して骨芽細胞分化誘導効果に与える影響を検討した。さらに、

Gli1 のゲノム上での協働因子を明らかにするため、Gli1 ChIP-seq 解析で得られた Gli1 ゲノム結

合領域を用いて、de novo モチーフ解析を行った。本解析では、転写開始点から 500 bp 以上遠位

に位置する遠位エンハンサー候補領域の top 500 領域を用いて、MEME-ChIP プラットフォーム

を使用した。 
 

４．研究成果 
①生理的条件下における Gli1KO マウスの顎顔面骨代謝の解析 

8 週齢 Gli1-KO と WT マウスにおいて、Ｘ線撮影にて骨のサイズ、形状を評価した。その結

果、Gli1-KO において骨格形成の遅延が認められた。そこで、各遺伝型のマウスから採取した間

質系細胞を用いて骨芽細胞の分化能を評価した。その結果、培養７日間、１４日間いずれにおい

ても Gli1-KO において骨芽細胞分化マーカーの発現が減少した。また、７日間培養した細胞にお

いて、アルカリフォスファターゼ染色の染色性が Gli1-KO で減少した。 
 
②次世代シーケンサーを用いた骨髄由来間質系細胞における Gli1 下流遺伝子と相互作用分子の

解析 
 歯槽骨骨髄由来間質系細胞においては次世代シーケンサーを用いたクロマチン免疫沈降

sequencing（ChIP-seq）に必要な細胞数を確保することが困難であったため、同細胞と似た分化能

を有している複数の骨格系間葉系細胞を用いて ChIP-seq 解析を行い、Gli1 のゲノム結合領域の

網羅的探索を行った。特異的抗体を用いた免疫沈降の効率を最大限高めるため、Gli1 遺伝子と

3xFlag の融合ペプチドをコードする遺伝子の融合遺伝子を細胞に発現させ、抗 FLAG 抗体を用

いた ChIP-seq 解析を行った。得られたシークエンスデータの質を Fastqc ソフトウェアで確認し

た後、bowtie による mapping と cisgenome パッセージを用いたピークコーリングを含むバイオイ

ンフォマティクス的手法を用いて、Gli1 のゲノム DNA 結合領域を 33,414 か所同定した。 
Gli1 結合領域と関連する遺伝子の機能を推定するために、GREAT 解析を行った。その結果、

Gli1 結合領域は、幹細胞性の維持に関わる遺伝子群や骨芽細胞発生、頭蓋骨格形成に関連する遺

伝子群との強い関連が示唆された（図 A）。また、Gli1 ゲノム結合領域のゲノム DNA 上での分

布を解析したところ、最も近い遺伝子の転写開始点から 5 kb 以上離れた領域に位置することが

大部分であった（図 B）。 

モチーフ解析の結果、Gli1 ゲノム結合領域において、GLI のコンセンサスモチーフが最もエン

リッチしていた。次にエンリッチしていたモチーフは RREB1 であった。しかし、RREB1 モチー

フのさらなる解析の結果、Gli1 ゲノム結合領域において特異的なエンリッチを示す可能性は低

く、バックグランドのシグナルである可能性が示された。 
次に、Gli1 下流遺伝子の解析を行った。Gli1-DNA 結合プロファイルと、遺伝子発現プロファ

イル（WT および Gli1KO 細胞の RNA-seq 解析）の統合解析の結果、標的候補遺伝子を複数見出

した。これらの遺伝子の転写制御機構を明らかにするため、転写制御領域を有するレポータ遺伝

子を構築し、実験に用いた。その結果、骨芽細胞の分化に従って、レポータ活性が上昇すること

が明らかになった。一方、線維芽細胞においては、骨芽細胞と比較してレポータ活性は低かった。 
 次に、得られた候補遺伝子の機能検証を行った。その結果、検討した転写因子の一つについて、

ノックダウンにより骨芽細胞分化マーカーの発現が有意に減少することが明らかになった。効

果の認められた遺伝子について、Gain-of-function 解析を行ったところ、骨芽細胞分化マーカーの

上昇が確認された。 
 現在、得られた候補因子について、目的③Gli1+/-マウス・Hh 作動薬投与マウスの実験的歯の

移動モデルを用いた歯科矯正学的・分子生物学的評価のための準備を進めている。 
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