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研究成果の概要（和文）：オッセオインテグレーション獲得におけるmiRNAの関与を明らかにするために、チタ
ン、金、、ステンレス、ハイドロキシアパタイトのコーティングガラス上で培養されたMC3T3-E1のmiRNA発現を
比較検討した。 マイクロアレイ解析により、miR155-5p、miR7023-3pの発現が、ガラス、金およびステンレスと
比較して、チタン上で培養されたMC3T3-E1細胞で有意に増加した。 また、miR155-5pはMC3T3-E1細胞の骨形成分
化過程で発現増強を認めた。

研究成果の概要（英文）：To clarify the involvement of microRNA (miRNA) in the acquisition of 
osseointegration on titanium, here we compared the miRNA expression profiles of mouse 
osteoblast-like cells (MC3T3-E1) cultured on titanium-, gold-, and stainless steel-, HA-coating 
glass dishes by microarray analysis. The microarray analysis revealed that the expression of 
miR-155-5p and miR-7023-3p were significantly increased in MC3T3-E1 cells cultured on 
titanium-coating glass dishes, compared to non-coating, gold-, and stainless steel-coating glass 
dishes. Interestingly, miR155-5p was upregulated during osteogenic differentiation of MC3T3-E1 
cells. 

研究分野： 口腔外科学分野

キーワード： スパッタ法　マイクロアレイ解析　MC3T3-E1細胞　マイクロRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
miR155-5pは，オッセオインテグレーションの獲得に関与している可能性が示唆された。今後、miR155-5pを利用
したインプラント治療を行ったり、歯科のみならず、整形外科領域においても新規の骨補填材料の開発に寄与で
きると考えられる。

※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、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ハイドロキシアパタイトは，優れた骨伝導能を有し，骨と化学的に結合する（バイオインテ

グレーション）にもかかわらず，細胞が何を認識して骨伝導能を発揮するかは全く未解明であ
る。ハイドロキシアパタイトの高い骨伝導能に対する研究は，材料学的な立場からの研究が報 
告されているだけで，細胞が何を認識してハイドロキシアパタイトの骨伝導能が発揮されるか
についての情報は明らかになってない。 これまで，ハイドロキシアパタイトやチタン上で骨芽
細胞を培養し，骨分化マーカーを比較する研究は多数ある。しかし，表面形状を揃えていない
ため，その差が何に起因するかを解明できていない。すなわち，ハイドロキシアパタイトと他
の物質を比較する場合に，表面粗さや表面形状を変えずに，材質だけが異なる試料を用いるこ
とを発案する。 
 
２．研究の目的 
本研究では，表面粗さや表面形状は同じで，材質だけが異なる試料を用いて，骨芽細胞様細

胞（MC3T3-E1 細胞）の遺伝子と micro(mi)RNA の発現変化をマイクロアレイにて網羅的に
解析し，ハイドロキシアパタイトの骨伝導能の機序を細胞サイドから分子レベルで解明するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)チタン，金，ステンレス，ハイドロキシアパタイトをコーティングしたディッシュの作製  
スパッタ法を用いて，ガラスディッシュ（径 105mm フラットシャーレ，アズワン製，大阪

府，日本）を，チタン，金，ステンレス，ハイドロキシアパタイトでコーティングし，表面粗
さや表面形状がほぼ同一のディッシュを作製した（(株)協同インターナショナル，神奈川県，
日本）。 
(2)細胞培養とマイクロアレイ解析  

MC3T3-E1 細胞（RIKEN，埼玉県，日本）を 5 種類のディッシュ上で 6 時間培養し，3D Gene 
Mouse miRNA Oligo chip（（株）東レ、東京都，日本）を用いて， microRNA の発現を比較
検討した。 
(3)候補 microRNA の real-time PCR 法を用いた発現定量   
マイクロアレイ解析で候補となった microRNA の発現を，RT-PCR ABI PRISM 7000

（Applied Biosystems Japan Ltd，神奈川県，日本）と TaqMan®microRNA Assays を用いて
定量した [アッセイ ID：miR-155-5p (Assay ID：002571), RNU6B (Assay ID：001093)]。  
(4)MC3T3-E1 細胞の骨への分化  

MC3T3-E1 細胞を骨分化培地で分化培養し，アリザリンレッド染色と候補 microRNA であ
る miR-155-5p の発現定量を real-time PCR 法を用いて行った。さらに，骨分化におけるガラ
ス，金，チタン，ステンレスの発現定量を行った。 
(5)miR155-5p を強制発現させた細胞の作製と骨分化マーカーの発現定量  

MC3T3-E1 細胞に miR155-5p を強制発現させた細胞を作製し，骨分化マーカーの発現を定
量した。 
(6)統計的解析法  
得られたデータは Student,s t-test を用いて有意差検定を行い，p<0.05 を有意差ありとした。 

 
４．研究の結果 
(1)チタン，金，ステンレスでコーティングされたディッシュの表面形態と粗さ 
作製したディッシュの表面形態は走査電子顕微鏡「S-3400N」（日立ハイテクノロジーズ社，

東京都，日本）で観察し，表面粗さは 3D レーザーマイクロスコープ「VK-9700」（KEYENCE
社，大阪府，日本）で測定した． 
 
①表面形態 
チタン，ガラス，金，ステンレス，いずれも表面の形態は，ほぼ同一であった（図１）。 

 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

②表面粗さ 
コーティングしたディッシュを1cm×1cmに切断し，

それを 9 領域に分割して，表面粗さを計測した．チタ
ン，金，ステンレスの表面粗さに有意差はなかった 
（図２）。 
 
 
 
 
 
 
(2)ガラス，金，チタン，ステンレス上の MC3T3-E1 細胞における骨形成マーカーの発現 

MC3T3-E1 細胞をガラス，金，チタン，ステンレスのディッシュ上で骨形成分化培地を用い
て 21 日間培養した後，骨形成分化マーカーである Runx2，Col1a1，Alp，Bglap の発現をリ
アルタイム PCR で検索し
た 。 チ タ ン の み が
MC3T3-E1 細胞のすべて
の分化マーカーの発現を
増強した（図３）。 

n = 3. *P<0.01. 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)チタン上で培養された MC3T3-E1 細胞における miRNA 発現のマイクロアレイ解析 

MC3T3-E1 細胞をガラス，チタン，金，ステンレスのディッシュ上で 6 時間培養した後，マ
イクロアレイ分析にて miRNA の発現を検索した。チタンと比較して，他の金属コーティング
ガラスで 1.5 倍以上の発現上昇した 2miRNA および発現低下した 14miRNA が同定された。 



チタン上で培養した細胞では，
miR155-5p と miR7023-3p が発現
上昇していた（図４）。骨形成に
おける miR155-5p の関与が示さ
れた報告があったため，骨芽細胞
分化における miR155-5p の機能
についてさらに検索をすすめた。 
リアルタイム PCR での発現定

量においても，miR155-5p の発現
レベルは，他の金属と比較して
2.5倍発現が上昇していた（図５）。
n = 5. *P<0.01. 
 

 
 
 
 
 

(4)MC3T3-E1 細胞の骨への分化における miR155-5p の発現 
A. アリザリンレッド染色による MC3T3-E1 細胞の石灰化 
14 日目と 21 日目のディッシュで石灰化が確認された（図６）。 

B. 骨分化中における miR-155-5p の発現 
miR155-5p の発現レベルは、骨形成分化中の 7 日目と 21 日目にそれぞれ 4 倍，8 倍に上昇

していた（図７）。n=3。*P<0.01。 
 

 

 
(5)チタンとハイドロキシアパタイト上での miR-155-5p および骨分化マーカーの発現 

 MC3T3-E1 細胞をハイドロキシアパタイト，チタンのディ
ッシュ上で骨形成分化培地を用いて 6 時間間培養した後，骨形
成分化マーカーである Runx2，Col1a1，Alp，Bglap および
miR-155-5p の発現をリアルタイム PCR で検索した。
miR-155-5p では有意差はみられなかったが、ハイドロキシアパ
タイトですべての分化マーカーの発現を増強した（図８）。 

n = 3 



 
(6)miR-155-5p 過剰発現による骨分化マーカーの発現 

MC3T3 -E1 細胞は，トランスフェクションによって miR-155-5p を過剰発現させ，real-time 
PCR で発現量を検索した。すなわち，miR155-5p の発現ベクターを MC3T3-E1 細胞にトラン
スフェクトして，miR155-5p を過剰発現させた。miR-155-5p の発現レベルは，親細胞の 1.5
倍の発現がみられた。骨分化の初期マーカーである
Col1a1 および Runx2 の発現は，親細胞と比較して，
miR-155-5p 過剰発現細胞で 6 倍高かった。しかし，中期
マーカーである Alp の発現レベルに変化はなかった。後
期マーカーである Bglap の発現は，親細胞と比較して，
miR-155-5p 過剰発現細胞で 2.5 倍低かった。n = 4、* P 
<0.01 

 
 
 

 
以上のことより，miR155-5p は，ガラス，金およびステンレスと比較して，チタン上の

MC3T3-E1 細胞における骨芽細胞分化の促進因子として同定されました。 
miR155-5p は，オッセオインテグレーションに関与している可能性が考えられた。 
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