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研究成果の概要（和文）：MicroRNA(miRNA) はノンコーディングRNAで、組織特異的に標的遺伝子のmRNAに結合
して、その翻訳を阻害または直接分解する機能をもつ。筋と骨は、血液などを介した体液性または局所性に相互
作用するといわれている。我々は、マイクロアレイ解析と統合解析を用いて、咀嚼力低下によって発現が変動し
たラット咬筋中の血管新生および骨形成・石灰化関連遺伝子とそれらの制御miRNAを明らかにすることにした。
その結果、咀嚼嚼能力の低下により咬筋のmiR-181c-5p、miR-218a-5p、miR-335が、数種の標的血管新生および
骨形成・石灰化関連遺伝子の発現を抑制している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNA) are class of evolutionally conserver small  non-cording 
RNAs shown to predominantly negatively regulate gene expression by promoting degradation or 
suppressing translating of target mRNAs. It has been reported that muscle and bone interact locally 
or humorally via blood. Additionally, it has been reported that arteriosclerosis progresses by 
actively calcifying blood vessels in a process similar to bone formation. In this study, we 
elucidated angiogenesis and bone formation / ossification-related genes and their regulatory miRNAs 
in the masseter muscle whose expression were altered due to decreased masticatory performance. 
As a results of microarray analysis and integrated analysis, we found that miR-181c-5p, miR-218a-5p,
 and miR-335 in the rat masseter muscle simultaneously suppressed the expression of several target 
angiogenesis and bone formation / calcification-related genes due to decreased masticatory 
performance. 

研究分野：小児歯科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
2006年の樹立以降、再生医療界を席巻しているiPS細胞は、誘導にウイルスベクターを用いるため一部がん遺伝
子の発現亢進や内在性のがん遺伝子抑制遺伝子を傷害する可能性がある。ところが、miRNAを用いてリプログラ
ミングを行うと、腫瘍形成能のない多能性幹細胞が誘導できることが報告されている。したがって本研究におい
て見出された新規のmicroRNAは、将来、動脈硬化や治療や筋-骨の異常をきたす疾患の拡散医薬として治療に応
用できる可能性が期待できる。

※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 
MicroRNA(miRNA) は 22-25 塩基のノンコーディング RNA で、組織特異的に標的遺伝子の mRNA
に結合して、その翻訳を阻害または直接分解する機能をもつ。近年、 様々な疾患の miRNA 発現
解析が盛んに行われ、疾患特異的に発現する miRNA が特定されていることから、我々は、咀嚼力
低下によって変動発現する咬筋の遺伝子も特定の miRNA によって制御されている可能性が高い
と考えた。筋と骨は、血液などを介した体液性または局所性に相互作用するといわれており、咀
嚼能力の低下により、骨の成長発育が抑制されることはよく知られている。また、老化、肥満、
慢性腎臓病などが原因で形成される動脈硬化は、 酸化ストレスや慢性炎症が原因で、骨形成と
類似したプロセスで能動的に血管を石灰化していくことで発症・進展することが報告されてい
る(Reaven et al., Diabetologia, 2005)。したがって、筋、血管新生、骨形成・骨化は非常に
密接な関連性があることが推測される。しかし、筋肉の血管新生および骨形成・骨化関連遺伝子
とこれらを標的とした miRNA に関する情報は, 極めて少ない。 
 そこで我々は、マイクロアレイ解析と統合解析を用いて、咀嚼力低下によって変動する咬筋中
の血管新生および骨形成・石灰化関連遺伝子とそれらの制御 miRNA を明らかにすることにした。  
  
２．研究の目的 
 本研究の目的は、「筋組織には血管新生および骨形成・骨化関連遺伝子の発現を制御する miRNA
が存在する」という仮説のもとに、血管新生および骨形成・骨化関連遺伝子を標的とする miRNA
を同定し、in vivo、in vitro の両方向からその機能を解析することである。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、九州歯科大学研究倫理委員
会の承認を得て行った（13-20)。生後３ 
週齢の雄ラット 10 匹を固形食群 (HD; n 
= ５)と粉末食群 (SD; n = ５)に分けて
８週間飼育した。 
(1) 筋線維の形態計測 
飼育後、左側の咬筋を摘出･固定し、 HE 染
色標本を各サンプルから３枚ずつ作製し
た。すべての標本から無作為に 100 個の
筋線維を抽出し、 Image J (NIH website)
を用いて筋線維の直径と横断面積を測定
した。測定後、student の t 検定を用いて
２群間の比較を行った。 
(2) セファロ分析とマイクロ CT による
骨の形態計測解析 
セファロ分析とマイクロ CTを使用して
下顎骨の評価を行った。測定後、 student
の t検定を用いて２群間の比較を行った。 
(3) マイクロアレイ解析 
咬筋浅層部の全 RNA を抽出し、 Rat miRNA Microarray 8x15K Rel21.0 と SurePrint G3 Rat 
GE Microarray 8x660K ver2 (Agilent Technologies, Santa Clara, California,  USA)を使用
して miRNA と mRNA のマイクロアレイ解析を行った。 
(4) 階層クラスタリング解析 
階 層 ク ラ ス タ リ ン グ (Cluster 3.0; http://bonsai.ims.u-
tokyo.ac.jp/~mdehoon/software/cluster) を 行 い 、 Java Tree view 
(http://sourceforge.net/projects/jtreeview で結果を表示し、変動傾向が同じ miRNA 群を抽
出した。 
(5) 機能解析と統合解析 
t 検定で p値が 0.05 未満、log2(Fold change; SD 群の平均シグナル値/HD 群の平均シグナル
値) が 0.5以上または-0.5以下の miRNAと mRNAを抽出し、変動 miRNAと変動mRNAと定義した。 
変動 miRNA の 標的遺伝子を、２種類のオンライン ･データベース (TargetScan; 
http://www.targetscan.org/, miRDB; http://mirdb.org/miRDB/)で検索し、マイクロアレイ解
析で得られた変動 mRNA と一致する遺伝子を抽出した。 
標的遺伝子の生物学的機能を、オンラオンソフトウェア、The Database for Annotation, 
Visualization and Integrated Discovery (DAVID; https://david-d.ncifcrf.gov/)の Gene 
Ontology (GO)で、骨代謝または血管新生に関連する遺伝子のみを抽出した。 
制御-標的関係にある miRNA-mRNA のシグナル値から Pearson の積率相関係数を求め、負の相関
関係を示したペアを抽出した。 

 
図１ 統合解析のプロトコール 



 

 
図２ miRNA のヒートマップ 

HD:固形食群, SD：粉末食群. 数値は log2対数に変換.右図は,

左図の拡大像. 緑色は低シグナル, 赤色は高シグナルを示

す. 上段は, SD 群で発現が有意に上昇した miRNA 群. 

表１ SD 群で発現が上昇した miRNA 

 



４．研究成果 
(1) 筋線維の形態計測 
 SD群の筋線維の直径と横断面積はHD群
に比べて有意に低値を示した(p < 0.01；
図３)。 
 
(2) セファロ分析 
 下顎骨の長さ、高さおよび幅が、SD 群
のほうが HD 群に比べて有意に短かった 
（p < 0.001）。 
 
(3) マイクロ CT 解析 
 SD群とHD群における皮質骨幅の平均値
±標準偏差は、318.77±17.55 (μm)と
437.26±21.08 (μm) 、SD 群と HD群にお
ける海綿骨量の平均値±標準偏差は、それ
ぞれ 21.24±2.68 (%)と 27.19±3.99 
(%)で 、どちらも SD 群のほうが HD 群に
比べて有意に低値を示した (p < 0.05; 
図４)。 
 
(4) マイクロアレイ解析統合解析 
 miRNA マイクロアレイ解析では、17種の
変動 miRNA が抽出された（図２, 表１）。
mRNA のマイクロアレイ解析では、変動
mRNA として 1460 の遺伝子が抽出された
（図４）。粉末食によって有意に発現が上
昇した遺伝子は 341 種、粉末食によって発
現が低下した遺伝子は 1119 種であった。 
 
(5)機能解析 
Gene Ontology による機能解析の結果、
粉末食により有意に発現が低下した遺伝
子のなかから 31 種の血管新生に関与する
遺伝子と 16 種の骨形成および石灰化に関
与する遺伝子が抽出された（表２）。 
粉末食により有意に発現が増加した遺
伝子には、アポトーシスとタンパク質のユ
ビキチン化修飾に関与する変動遺伝子が、
それぞれ 14 種と７種検出された。ユビキ
チン-プロテオアソーム系のなかで、ユビ
キチン結合酵素と予測される遺伝子が１
種 (Ube2l3)とユビキチンリガーゼと予測
される遺伝子が６種 (Wwp1, Park2, 
Rrchy1, Rnf11l1, Tceb1, Rbx1)検出され
た。USP13 は、脱ユビキチン化酵素で、 
Dyrk2 は、ユビキチンリガーゼの集合を促
進する足場としての役目をもつといわれ
ている (Maddika S, Chen J. Nat Cell 
Biol, 2009)。 
 
(6)統合解析 
統合解析の結果、SD 群の発現レベルが
有意に上昇した miR-139-5p、miR-181c-
5p、miR-218a-5p、miR-335 と有意に発現
レベルが低下した６種の骨形成および血
管新生遺伝子との相互関係が予測された
（表４）。 
 
 
 
 

図５ mRNA シグナル値の volcano plot  

Log2(Fold change)≥0.5または≤-0.5, p 値<0.05 を有意差ありとした. 

数値は log2対数に変換. 

表２ Gene Ontology による機能解析 

 
図４ 下顎第一臼歯近心根部のマイクロ CT 解析 

 平均値±標準偏差. *, p<0.05. 

図３ ラット咬筋線維の組織像（上段）と直径と横断面積 （下段）  

平均値±標準偏差. *, ｐ<0.01. ラット咬筋浅層部筋線維の直径

（左）と横断面積（右）  



miR-181c-5p は 4種の遺伝子を標的とし、そのう
ち Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 
member 2 (Rassf2)、Cysteine rich angiogenic 
inducer 61 (Cyr61)、は、骨形成または骨化に関
与 し て い た 。 Matrix metallopeptidase 14  
(Mmp14)は、骨化、骨形成、血管新生に関与してい
た。miR-218a-5p は,３種の遺伝子を標的とし、
Melanogenesis associated transcription factor 
(Mitf)が骨形成に、prospero homeobox 1 (Prox1)
が血管新生に関与していた。Rock1 は、Rho キナー
ゼのひとつで、低分子量 GTP 結合タンパク質 Rho
の標的タンパクであり、 平滑筋の収縮、各種細胞
の形態制御、遊走、遺伝子発現制御などの生理機能
に関与することが知られている。骨代謝関連では、メカニカルストレスが, 特定の microRNA の
発現を抑制し、 RhoA-ROCK pathway を活性させることで、骨形成を誘導することが報告されて
いることから(Li J et al., Bone, 2015) 、筋細胞に対するメカニカルストレスの減弱化が、
Rock1 を標的とした miR-218a-5p、miR-139-5p、miR-335 の発現を上昇させ、骨形成を抑制した
可能性も考えられる（図６）。 
 
粉末食摂取により発現レベルが有意に上昇した４種の miRNA のうち、miR-181c-5p は４種の骨
形成関連、または血管新生遺伝子を標的とし, その発現を抑制することが明らかとなった。Mmp14
と Cyr61 は、骨・ 軟骨形成および血管新生の両方に関与することが知られている。さらに、Rassf2
は、破骨細胞の分化の制御にも関連があるとされ、筋、血管形成、石灰化、骨形成との間で重要
な役割を担っている可能性が示唆された。したがって、咀嚼能力の低下により咬筋内で発現量が
上昇した miR-181c-5p は、骨代謝関連遺伝子の発現を低下させ、軟骨細胞, 骨芽細胞, 破骨細
胞の分化に影響を与える可能性が示唆された（図７）。 
 
以上より、咀嚼能力の低下によ
り咬筋の miR-181c-5p、miR-218a-
5p, miR-335 が、数種の標的血管
新生および骨形成・骨化関連遺伝
子の発現を抑制している可能性
が示唆された。 
 
 
 

 
図６ miRNA と標的遺伝子の関係 

 
図７ miR-181c-5p の骨代謝への影響 

表４ miRNA と骨形成または血管新生関連の標的mRNA
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