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研究成果の概要（和文）：マウス下顎頭軟骨発生期のosteo-chondroprogenitor cell細胞分化に関わるマイクロRNAと
して、肩関節とのマイクロアレイ解析の比較により、miRNA(miR)-200aとその標的遺伝子候補としてDistal-less homeo
box (Dlx) 5を抽出した。軟骨前駆細胞株ATDC5へのmiR-200a 導入によりDlx5タンパク発現が減少した。また、レポー
ターアッセイによりDlx5がmiR-200aの直接のターゲットであることを示した。以上より、下顎頭軟骨発生期のOPCPにお
いて、miR-200aはDlx5を標的遺伝子として軟骨分化の制御を行っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Microarray analysis using osteo-chondroprogenitor cells, putative mesenchymal 
stem cells in mandibular condylar cartilage and those in the primary cartilages in shoulder joint during 
embryonic stages has revealed that microRNA-200a (miR-200a) is one of the candidate microRNA which 
regulates the differentiation of secondary cartilage. We found that Dlx5 is a candidate target gene for 
miR-200a by microarray analysis. Reporter assay revealed that miR-200a inhibited the promoter activities 
of Dlx-5. Further, miR-200a reduced the production of Dlx5 protein in ATDC5 cells. Thus, it has been 
suggested that miR-200a regulates the differentiation of mandibular condylar cartilage cells through 
inhibition of Dlx5 production.
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１．研究開始当初の背景 
 歯科矯正学においては、下顎骨の成長の場
として重要な役割を果たす下顎頭軟骨の機
能や細胞分化の分子メカニズムについて数
多くの研究が行われてきた。下顎頭軟骨は二
次軟骨として発生し、一次軟骨である長管骨
の成長板軟骨と関節軟骨の両方の機能を同
時に果たすユニークな組織として知られて
いる。下顎頭軟骨の細胞分化は、一次軟骨に
は 存 在 し な い 二 次 軟 骨 特 有 の
osteo-chondroprogenitor cell (OCPC)の増
殖と分化によって起こることが知られてい
る。この OCPC は、間葉幹細胞としての性質
を保持していると考えられるが、その形質の
保持にどのような分子メカニズムが関連し
ているかは分かっていない。 
 一方、近年、miRNA を含む非翻訳領域の短
鎖RNAが遺伝子発現からタンパクへの翻訳ま
での過程において、mRNA の分解や発現制御に
重要な役割を果たしていることが知られる
ようになり、個体発生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。しかしながら、国際的に見ても下顎
頭軟骨細胞の分化過程におけるmiRNAの発現
パターンや、その機能に関する報告は皆無と
いっても過言ではない。 

 
２．研究の目的 
 下顎頭軟骨と OCPC を持たない一次軟骨に
おける miRNA の発現とを系統的に比較し、
OCPC の分化を制御する分子メカニズムに関
わるmiRNAの役割を解明することを目的とし
て研究を行った。OCPC の未分化な形質の維
持やその後の軟骨細胞の分化に miRNA が関
与していることを示す。 
 
３．研究の方法 
（1）肩関節軟骨と下顎頭軟骨との比較 
①マイクロアレイによる解析 
E14, 16 および 18 のマウス肩関節軟骨の成
長・加齢に伴う miRNA および messenger RNA 

(mRNA)経時的発現の変化について、以前行
った同じ時期の下顎頭軟骨における発現
と比較し、下顎頭軟骨特異的に発現が認め
られる miRNA を抽出した。 
（2）ターゲット遺伝子の探索と解析 
①マウス下顎頭軟骨形成において
miR-200aがOCPC分化におけるの軟骨分
化を制御する可能性が考えられたため、
miR-200a の標的遺伝子を軟骨分化制御因
子の中から、データベースおよび文献を用
いて検索、抽出した。同時に下顎頭軟骨原
基における遺伝子発現パターンをデータ
ベースにより解析し、Dlx5 (distal-less 
homeobox 5)に注目することとした。まず、
通常の下顎頭形成における Dlx5 遺伝子お
よび Dlx5 タンパクの発現を確認するため、
E14 および E16 において in situ 
hybridization 法および免疫組織化学染色
法を実施した。 
②マウス軟骨前駆細胞株 ATDC5の単層培
養を行い、miR-200aの導入実験を行った。
導入翌日にタンパクを回収し、ウエスタン
ブロッティングによる解析を行った。また、
導入翌日に回収した RNA を用いて、逆転
写、RT−PCR解析を行った。 
③Dlx5 が miR-200a の直接のターゲット
であるかを調べるために、レポーターアッ
セイを行った。Dlx5遺伝子の 3’-UTR配列
をホタルルシフェラーゼ遺伝子の下流に
クローニングしたベクターを ATDC5に導
入し、 さらにmiR-200aを導入した。 
 
４．研究成果 
（1）肩関節軟骨と下顎頭軟骨との比較 
①E14, 16および18のマウス肩関節軟骨の
成長・加齢に伴う miRNA および messenger 
RNA (mRNA)経時的発現の変化について、以
前行った同じ時期の下顎頭軟骨における
発現と比較し、下顎頭軟骨特異的に発現が
認められる miRNA を抽出したところ、
miR-200 ファミリーが抽出された。
miR-200a は、以前の研究により、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ことから、OCPC
における miR-200a の軟骨分化制御機構に
ついてさらに検討することとした。 
（2）miR-200aのターゲット遺伝子の探索
と解析 
①免疫組織化学染色法および In situ 
hybridization 法を用いた検討により、
Dlx5は E14では下顎頭原基で弱く発現が
認められ、E16では下顎頭軟骨の増殖細胞
層および前肥大細胞層に強く発現が認め
られ、miR-200aが E14から E16にかけて
発現が減少することとは対照的であった。 
②マウス軟骨前駆細胞株 ATDC5の単層培

図１．下顎頭軟骨の分化過程における OCPC 



養を行い、miR-200a の導入実験を行った。
導入翌日にタンパクを回収し、ウエスタンブ
ロッティングによる解析を行った結果、有意
に miR-200a 導入群において Dlx5 タンパク
量の減少が見られた。導入翌日に回収した
RNAを用いて、逆転写および RT−PCR解析
を行ったところ、Dlx5遺伝子発現に減少傾向
が認められたが有意差はなかった。 
③Dlx5遺伝子の 3’-UTR配列を組み込んだ
ベクターをもちいてレポーターアッセイを
行ったところ、ルシフェラーゼ発現が有意に
減少した。Dlx5遺伝子の 3’-UTR配列に一部
変異を導入したベクターを用いた際には、ル
シフェラーゼ発現の減少は認められなかっ
た。 
 以上のことから、マウス下顎頭軟骨発生期
の OPCPにおいて、miR-200aは Dlx5を標
的遺伝子として軟骨分化の制御を行ってい
ることが示唆された。 
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