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研究成果の概要（和文）：我々は、軟食もしくは硬食を摂取させたラット咬筋のマイクロRNA (miRNA)-mRNAの発
現特性を知るため、miRNAとmRNAのマイクロアレイ解析と統合解析を行った。さらに、Gene Ontology (GO) 解析
を用いて血管形成と軟骨内骨化とに関連したmiRNAとmRNAを特定することにした。
 GO解析により、数種の血管形成要因と骨化関連遺伝子を含む12の遺伝子と8つのmiRNAとの相互関係が予測され
た。特に、rno-miR-19b-3pとrno-miR-181c-5pの潜在的標的として、それぞれ５つの血管形成と軟骨内骨化とに
関連したmRNAが特定された。

研究成果の概要（英文）：We performed microarray and integrated analyses of microRNA-mRNA expression 
profiles for masseter muscle in rats fed the soft or hard diets. In addition, we identified the 
miRNAs and mRNAs associated with the angiogenesis and endochondral ossification using Gene Ontology 
(GO) analysis. 
 GO analysis predicted interactions between 12 genes and 8 miRNAs, including some angiogenesis 
factors and ossification genes. In particular, 5 mRNAs associated with angiogenesis and endochondral
 ossification were identified as potential targets of rno-miR-19b-3p and rno-miR-181c-5p, 
respectively.  

研究分野： 小児歯科
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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。 
我々は、過去に成長期ラットの軟食摂取に

よる下顎骨の成長遅延が、すべて咬筋の付着
部位に発症することを明らかにした。近年、
筋と骨が体液性、または局所性に相互作用す
る機構に関する研究が盛んに行われており、
これまでに幾つかの遺伝子が発見されてい
る。そこで我々は、咬筋の遺伝子発現量の異
常による筋線維量の低下が、骨形成低下の原
因であると推察した。しかし、筋肉の発達や
萎縮のメカニズムについては未だ解明され
ていない部分が多い。さらに、硬組織の石灰
化と血管新生は切り離せない関係にあるが、
骨組織に近接する筋肉において骨形成と血
管形成の両方に携わる遺伝子やそれらを制
御するmiRNAについてはあまり知られていな
い。  
 

２．研究の目的 
我々は、血管新生および軟骨内骨化に関す

る遺伝子を制御するmiRNAが咬筋内に存在す
ると仮定し、硬食または軟食を摂取させたラ
ットの骨組織および咬筋組織の形態計測を
行うとともに、咬筋組織の miRNA と mRNA の
マイクロアレイ解析を行い、血管新生と軟骨
内骨化遺伝子を制御する新たなmiRNAを発見
することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1) 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 (HD; n = 5) 群
と粉末食(SD; n = 5) 群に分けて 8週間飼育
した。 
(2) 左側の咬筋浅層中央部を摘出し、通法
に従って 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、ImageJ software 
(National Institutes of Health)を用いて
筋線維の直径と横断面積を測定した。 
(3) 下顎骨を摘出後、軟エックス線撮影を
行い、ImageJ software を用いて下顎骨のセ
ファロ分析を行った。 
(4) microCT を用いて、下顎骨の骨梁構造の
解析を行った。 
(5) 2 群間の比較は、 student の t 検定を
用いて行った。 
(6) 同側の咬筋浅層中央部から速やかに
miRNA を含む全 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。 
(7) Student の t 検定で p 値が 0.05 未満か

つ Fold change が 1.5 倍以上または－1.5 倍
以下の miRNA と mRNA を抽出した。 
(8) 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、両方の
データベースとマイクロアレイ解析の結果
とが一致する遺伝子を抽出した。 
(9) 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。 
(10) 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/) 中 の Gene 
Ontology (GO)で機能解析を行い、 血管新生
または軟骨形成もしくは両方のタームに属
する遺伝子を抽出した。Cytoscape 3.5  
(http://www.cytoscape.org/)を使用して、
これらの条件を満たす miRNA-mRNA ペアの制
御ネットワークを構築した。 
 
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 1)。 

図１ 咬筋線維の直径と横断面積 

 
 (2) セファロ分析 
 図 2に示す Co-Gn、Co-I1、Go-Mn、Go1-Go2、
M1-M2 の長さが、SD 群のほうが HD 群に比べ
て有意に短かった（p < 0.001）。 

図２ セファログラムの計測点 

 
 (3) microCT 解析 
 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 (%)、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) 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 3)。 

 

 



図３ 下顎骨の microCT 画像 

 
(4) マイクロアレイ解析および統合解析 
 miRNAマイクロアレイ解析では、変動miRNA
として 39 のプローブが抽出され、mRNA のマ
イクロアレイ解析では、変動mRNAとして3400
のプローブが抽出された（図 4）。 

図４ ｍRNA の volcano plot 

 
2 種のデータベースを用いた統合解析で得

られた miRNA-mRNA のペアのうち、負の相関
関係が認められたペアは 289 であった。GO 解
析により、血管新生または軟骨形成もしくは
両方に関連する遺伝子を抽出した結果、すべ
て下方制御された 12種の標的 mRNA と 8種の
制御 miRNA が抽出され、全部で 20 の
miRNA-mRNA のペアが得られた。 
Connective tissue growth factor (Ctgf) 、

Sulfatase 1 (Sulf1) 、 Matrix 
metallopeptidase 14 (Mmp14)、 Cysteine 
rich angiogenic inducer 61 (Cyr61)は、血
管新生と軟骨形成の両方に関与していた。
Melanogenesis associated transcription 
factor (Mitf)は、4種の miRNA に制御されて
いた。これら 12 種の mRNA を制御する miRNA
と し て 8 種 が 抽 出 さ れ た が 、 特 に
rno-miR-19b-3p と rno-miR-181c-5p は、そ
れぞれ 5 種の mRNA を制御し、どちらも血管
新生と軟骨形成両方の作用を有する遺伝子
を制御していることが明らかとなった。 （表
１, 図 5）。  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1 血管新生または軟骨形成に関与するmiRNA-mRNA 

図５ Cytoscape による miRNA-mRNA ネットワーク 
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