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研究成果の概要（和文）： 

胎生期のマウス下顎頭を用いたマイクロアレイ解析により、経時的に顕著な発現の減尐を示す
microRNA-200a に注目した。miR-200a の阻害剤および mimic を導入実験により、miR-200a

は下顎頭軟骨において増殖を促進し、軟骨細胞分化を抑制することがわかった。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
We focused on miR-200a by microarray analysis of developing mandibular condylar cartilage 

(MCC) in mouse. Transfection experiments of miR-200a inhibitor or mimic were performed and 

demonstrated that miR-200a contributes to chondrogenesis in developing MCC through the control 

of proliferation and differentiation in MCC cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 

(1)下顎頭軟骨(Mandibular condylar 

cartilag; MCC)の形成 

歯科矯正学においては、下顎骨の成長発

育において重要な役割を果たすMCCの機

能や細胞分化のメカニズムについて多

くの研究が行われてきた。これまで申請

者らは、機械的刺激による軟骨細胞の分

化制御のメカニズムや、成長期から成熟期に

至る MCC における種々の細胞外基質、その分

解酵素、ならびに、その阻害分子の遺伝子発

現やタンパクの局在について数多くの報告

を行ってきた。 

(2)microRNA(miRNA)と軟骨分化  

1990 年代後半、タンパク質をコードしない

RNA (non-coding RNA)が、遺伝子の転写後の

発現調節に関与することが示された。特に
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miRNA は、標的 RNA の翻訳を阻害するこ

と、あるいは、直接、標的 RNA の分解に

寄与することが知られており、ヒトでは

タンパク質をコードする遺伝子の 30%以

上 が miRNA に そ の 発 現 を

post-transcriptional に制御されてい

ると推測されている。このように、

microRNA は個体の発生過程や細胞の分

化に必須の役割を果たしていることが

知られるようになった。哺乳動物の発

生・分化においては脂質形成に関わる

miR-143や、筋形成などに関わるmiR-181

などのような miRNA が報告されており、

組織発生・分化への深い関与が指摘され

ているが、200 種類以上確認されている

miRNA のうちのいくつかを除き、ほとん

どのmiRNAの分子機能は明らかになって

いない。 

 

２．研究の目的 

(1) 下顎頭軟骨組織における miRNA の

発現に関する基礎的情報が全く存在し

ない MCC における種々の遺伝子発現を

post-transcriptional に 制 御 す る 

miRNA の発現データベースを作成する。 

(2)MCC の発生期に伴い、顕著な発現変動

を示す miRNA について、その機能を解明

する。 

 

３．研究の方法 

(1)マイクロアレイによる大規模発現解

析 

胎齢 14, 16 および 18 日のマウス下顎頭

軟骨より total RNA を採取し、それぞれ

の細胞層に特異的あるいは共通の 

miRNA の発現が認められるかを検討した。 

 

(2)miRNA の選択 

マイクロアレイの解析結果より、下顎頭

軟骨の発生に深く関与すると思われる

miRNA を選択する。 

 

(3)miRNA の機能解析 

①器官培養実験 

胎生 14 日の下顎頭軟骨にエレクトロポ

レーション法によりターゲットとする

miRNA の阻害剤および mimic を導入した。

無血清DMEM培地により器官培養を行い、

培養３日目に固定後、Ⅰ、Ⅱ、X 型コラ

ーゲンおよび PCNA (Proliferating Cell 

Nuclear Antigen) の免疫組織学的検討を行

った。 

②単層培養実験 

また、下顎頭軟骨より分離した細胞とマウス

軟骨前駆細胞(ATDC5)を単層培養し、ターゲ

ットとする miRNA の阻害剤および mimic を導

入後、Cell Counting Kit-8 (Dojindo)を用

いて増殖実験を行った。 

③ATDC5 細胞の高密度培養実験 

ターゲットとする miRNA の阻害剤および

mimic を導入した ATDC５の高密度培養におけ

る軟骨形成能を検討した。 

 

４．研究成果 

 

(1)mRNA のマイクロアレイ解析 

miRNA の成長・加齢に伴う経時的発現パター

ンの変化を messenger RNA (mRNA) の発現パ

ターンと比較しながら検討した。 

下顎頭軟骨の形成につれ、Dlx1、5、および 6、

および Pitx2 について経時的変動が認めら

れた。軟骨細胞の分化指標となる II 型コラ

ーゲン、および Sox9 および、Dlx1、5、お

よび 6、および Pitx2 について解析を加えた。

この解析により、マウス下顎頭軟骨において

胎齢 16 日齢に Pitx2 の mRNA の発現上昇が認

められ、胎齢 18 日齢に Dlx1、Dlx6 の mRNA

の発現上昇が認められた。 

 

(2)miRNA のマイクロアレイ解析とターゲッ

トとする miRNA の抽出 

マイクロアレイ解析より、下顎頭軟骨の発生

に伴い、顕著な発現変動を示す miRNA を抽出

したところ、miRNA-200 ファミリーに顕著な

発現の減尐がみとめられた。そのなかでも、

miR-200a について発現解析を進めることと

した。 

 

(3)miRNA の機能解析 

①器官培養実験 

miR-200a の機能解析の為に胎生期マウス下

顎頭軟骨の器官培養を行った。miRNA Mimics

および阻害剤を用い、miR-200a を過剰発現さ

せた状態を観察し、さらに阻害剤を用い

miR-200a が阻害された状態を観察すること

で下顎頭軟骨に対する miR-200a の機能解析

を行った。 

Hematoxylin and Eosin (H&E)染色と免疫組



 

 

織学的検討により、miR-200a 阻害群では、

軟骨中心部でのX型コラーゲン陽性の肥

大軟骨層が拡大した。一方、mimic 導入

群の中心部には未分化線維性組織の侵

入が認められた（図１）。また、PCNA の

陽性細胞率は miR-200a mimic 導入群に

おいて有意に増加を示した。 

②単層培養実験 

下顎頭由来細胞の単層培養においても、

miR-200a mimic 導入群で細胞増殖活性

が高いことが確認された。 

③ATDC5 細胞の高密度培養実験 

miR-200a mimicを導入したATDC5の高密

度培養において、アルシアンブルー陽性

軟骨ノジュール形成が抑制された。 

 

以上の結果より、胎生期 MCC において、

miR-200a は増殖を促進し、軟骨分化を抑

制することが示唆された。 
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H&E 染色。 

A1:対照群,  A2: miR-200a 阻害剤導入群,  

A3: miR-200a mimic 導入群 
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