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研究成果の概要（和文）：　近年，mRNAの非翻訳領域にmicroRNAやRNA結合タンパク質が結合し，mRNAの分解や
翻訳を制御していることが報告されている。一方，歯科治療過程で破棄される歯嚢には間葉系幹細胞が存在し，
歯嚢細胞は骨芽細胞や神経系細胞へ分化することから，骨再生医療の細胞源として注目されている。本申請で
は，歯嚢細胞の骨芽細胞分化・石灰化，神経系細胞への分化に関与するmicroRNAおよびRNA結合タンパク質を検
索し，その標的遺伝子を検索した。さらに，滑膜細胞のcolony stimulating factor発現にIL-1βとTNF-αの相
乗作用にRNA結合タンパク質の関与についても検討した。

研究成果の概要（英文）： Post-transcriptional gene regulation such as mRNA processing, stability, 
and translation are controlled by microRNA (miRNA) and RNA binding proteins that predominantly bind 
to specific elements located in the untranslated regions (UTRs) of target mRNAs. miRNA binding to 
partially complementary site 3’-UTR of target mRNA. Several RNA binding proteins can interact with 
AU-rich elements.
The dental follicle contains stem cells and/or progenitor cells of the periodontium. Human dental 
follicle cells (hDFCs) have the ability to differentiation for osteoblasts and neural cells. hDFCs 
have great potential for utilized in regenerative cell therapy. In this study, we investigated miRNA
 and RNA binding proteins in hDFCs during differentiation for osteogenic or neural cells. 
In addition, we examined that the IL-1β and TNF-α synergistic effect on GM-CSF and G-CSF 
expression in synovial cells are involved mRNA stability by RNA binding protein and AU-rich element 
in their mRNA 3’-UTR.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 歯嚢由来細胞　骨芽細胞分化　神経系細胞分化　RNA結合タンパク質　microRNA　トランスクリプトーム
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 

	 １．研究開始当初の背景 
	 近年，タンパク質翻訳には  microRNA  
(miRNA)や RNA 結合タンパク質による複
雑な制御が行われていることが明らかとな
ってきた。miRNAは，mRNA 3’末端非翻訳
領域の自身と相補性を有する領域に，また
mRNA結合タンパク質は，AU-rich element 
や Poly A 領域に結合することによって，
mRNAの安定性や分解，翻訳の制御に寄与し
ていることが報告されている。また，miRNA
や RNA 結合タンパク質は発生や分化，病態
形成に関与すると示唆されている。 
	 歯嚢は，歯嚢は歯科治療過程で破棄される
組織である。歯嚢組織には間葉系幹細胞が存
在し，骨芽細胞，脂肪細胞や神経細胞へと分
化することが明らかとなっている。歯嚢細胞
は，骨髄由来間葉系幹細胞比べて増殖がよく，
基礎研究用細胞および再生医療用細胞とし
て有用と示唆される。廃棄される組織から再
生医療用細胞を採取でることは，患者の身体
的負担を軽減できる。  
 
２．研究の目的 
	 歯嚢から分離した歯嚢細胞を，骨芽細胞お
よび神経系細胞へ分化誘導を行い，歯嚢細胞
の骨芽細胞や神経系細胞への分化に関与す
る miRNA および RNA 結合タンパク質を検
索するとともに，その標的となる mRNA に
ついても検索することを目的とする。さらに，
滑膜細胞の colony stimulating factor 産生
において，IL-1βと TNF-αの相乗効果に RNA
結合タンパク質が関与している可能性につ
いても検討する。 
 
(1) miRNA発現解析 
	 歯嚢細胞の骨芽細胞分化過程で発現変動
する miRNAを検索する。 
 
(2) RIP Assay 
	 歯嚢細胞の骨芽細胞分化過程で発現変動
した miRNA を歯嚢細胞に遺伝子導入し，
Ago-RNA 複合体について RIP-Chip Assay
によって検討する。 
 
(3) 神経系細胞への分化誘導 
	 歯嚢細胞を神経系細胞へ分化誘導を行い，
神経系細胞への分化に関与する RNA 結合タ
ンパク質を検索する。 
 
(4) CFSs産生における RNA結合タンパク質
の関与 
	 IL-1βおよび TNF-αによる顎関節滑膜細胞
の colony stimulating factor (CSF)産生に
RNA 結合タンパク質が関与する可能性につ
いても検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 歯嚢細胞の分離・培養 
	 埋伏歯の抜歯の際に採取した歯嚢を
collagenase/dispase処理し，歯嚢細胞を分離，

初代培養および継代培養を行った。 
 
(2) 歯嚢細胞の骨芽細胞への分化誘導 
	 歯嚢細胞を骨芽細胞誘導培地（OIM;  
mesenchymal stem cell osteogenic 
induction medium)で培養を行った。 
 
(3) 歯嚢細胞の神経系細胞への分化誘導 
	 歯嚢細胞を B-27，b-FGF，EGF 添加無血
清 DMEM で培養し，Neurosphere 形成後，
神経細胞分化誘導培地で培養を行った。 
 
(4) 歯嚢細胞の細胞学的性質 
	 歯嚢細胞の細胞表層マーカーは免疫染色
法を用いて調べた。 
 
(5) 遺伝子発現 
	 歯嚢細胞から miRNeasy kit または
RNeasy kitを用いて total RNAを抽出した。
遺伝子発現は，real time-PCR法を用いて，
遺伝子の発現量を測定した。 
 
(6) タンパク質量の測定 
	 タンパク質量を Western-blot 法または
ELISA kitを用いて調べた。 
 
(7) microRNAマイクロアレイ解析 
	 歯嚢細胞を骨芽細胞誘導培地または増殖
培地で培養後，Agilent human miRNA Rel. 
12.0 arrayを用いて，microRNA発現量を測
定した。 
	 歯嚢細胞を骨芽細胞分化過程で発現変動
した miRNA の標的候補遺伝子を miRNA 
Database， Ingenuity Pathway Analysis 
(IPA) miRNA Target Filterを用いて標的候
補遺伝子の絞り込みを行った。 
 
(8) microRNA 遺伝子導入 
	 歯嚢細胞に HiPerFect Transfection 試薬
を用いて miRNA遺伝子導入を行った。 
 
(9) RIP-Chip Assay 
	 miR-204 を遺伝子導入した歯嚢細胞およ
び導入していない歯嚢細胞を骨芽細胞誘導
培地で培養して細胞を可溶化後，Ago2 抗体
で免疫沈降して RIP-Chip Assayを行った。 
 
(10) 滑膜細胞の分離・培養 
	 顎関節内視鏡洗浄療法の時に採取した顎
関節滑膜組織から out growth 法を用いてヒ
ト顎関節滑膜細胞（滑膜細胞）を分離し，初
代および継代培養を行った。滑膜細胞に
IL-1βおよび TNF-αを作用させた。 
	 
４．研究成果	 
(1) 歯嚢細胞の骨芽細胞分化 
	 歯嚢細胞を骨芽細胞分化誘導培地で培養
するとアルカリホスファターゼ (ALP) 活性
の上昇し，アリザリン染色によって石灰化す
ることが認められた。 



 
アリザリン染色および ALP活性 

 
 
 
 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
(2) miRNAマイクロアレイ解析	 
	 歯嚢細胞の骨芽細胞分化・石灰化に関与す
る miRNAの検索を目的に，ALP活性の上昇
する骨芽細胞誘導培地で培養 7 日について, 
miRNAマイクロアレイ解析を行った。 

 
	 
	 
	 	 	 	 	 
	 
	 	 
	 
	 
	 

	 960 miRNA 中,	 歯嚢細胞で発現が認めら
れたのは,	 307 miRNA であった。骨芽細胞
誘導培地で培養した時，増殖培地に比べ	 ２
倍以上発現上昇したのは 33 miRNA,	 1/2以
下に発現減少したのは 35 miRNAであった。	 
	 歯嚢細胞の骨芽細胞分化過程において発
現減少した miR-204の標的候補遺伝子には，	 
骨芽細胞分化マーカーの ALP, Runx2, 
SPARC	 （オステオネクチン）が認められた。
また，miR-29 も骨芽細胞分化過程において
発現減少しており，タイプ１コラーゲンを始
めとして数種のコラーゲン，SPARC	 （オス
テオネクチン）を標的候補遺伝子としている
ことが認められた．	 
	 
(3) miRNA-204の影響	 
	 歯嚢細胞の骨芽細胞分化過程における
miR-204の影響を調べるために,	 miR-204
またはNegative Controlを培養0日目およ
び 3日目に遺伝子導入し,	 骨芽細胞誘導培
地で培養した。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
 

	 miR-204 導入によってアルカリホスファ
ターゼ活性の減少を認めた。	 
	 
 
 

miR-204 導入によって,オステオネクチン
Runx2のタンパク質産生は減少を認めた。	 	 
	 
(4) RIP-Chip Assay 
	 骨 芽 細胞誘導培地で培養７日目に
miR-204 を遺伝子導入した歯嚢細胞および
遺伝子導入しない歯嚢細胞で RIP-Chip 
Assayを行ったところ，miR-204を遺伝子導
入した系では 145.6 ng, 遺伝子導入していな
い系では 65.7 ng の RNA を得た。miR-204
を導入すると Ago2 結合 RNA 量が増加する
ことが示唆された。よって，miR-204導入に
よって，RICEに取り込まれ Argonauteと結
合し，翻訳および安定性が制御される mRNA
が増加したと示唆された。 
 
(5) miR-29の影響 
	 歯嚢細胞の骨芽細胞分化過程における
miR-29 の影響を調べるために,歯嚢細胞に
miR-29abcを遺伝子導入し，骨芽細胞誘導培
地で培養後，ELISA法でタイプ１コラーゲン
産生を，アリザリン染色を用いて石灰化能を
調べた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

	 歯嚢細胞に miR-29abc を遺伝子導入した
ところ，タイプ Iコラーゲン産生は減少した。 

 
歯嚢細胞に miR-29a, b, cを遺伝子導入し

たところ，石灰化の遅延が認められた。最も
miR-29bが石灰化を抑制した。 
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	 歯嚢細胞に miR-29b を遺伝子導入して，
DNAマイクロアレイ解析を行った。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

	 miR-29b, negative control を導入した歯
嚢細胞，導入なし歯嚢細胞を骨芽細胞誘導培
地で７日間培養を行い, DNA マイクロアレ
イ解析を行った. 各サンプル間で発現が 3 倍
以上, 1/3 以下になった遺伝子を発現変動し
た遺伝子とした .  遺伝子導入なしまたは
negative control を導入した細胞と比較し, 
miR-29b を導入した細胞で発現変動した遺
伝子群のうち , 遺伝子導入なしと比較し
negative control 導入で発現変動した遺伝子
を除いた遺伝子群を, miR-29bによって発現
変動した遺伝子とした. miR-29bによって発
現変動した遺伝子は, 約 54,000遺伝子中 880
遺伝子であった.  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

	 miR-29b によって発現減少した遺伝子が
多く認められた。Type 1 collagen α  1 
(Col1A1) および Type 1 collagen α  2 
(Col1A2), Osteonectin (SPARC) 等細胞外基
質が多く認められた。 
 
(6) 歯嚢細胞の神経系細胞への分化誘導 
	 歯嚢細胞を神経細胞誘導培地で培養を行
った。(a) 培養０日，(b) 培養 3日，(c) 培養
７日。神経細胞誘導培地で培養 3日目から神
経細胞様の形態を示す細胞が認められた。 
 

 
 

	 神経細胞マーカーの免疫染色を行った。 

	 	 nestin      β-III tubrin      S100 
 
	 歯嚢細胞は，神経幹細胞マーカーのネスチ
ンや神経細胞マーカーのβ-III チューブリン
および S100 タンパク質を発現していること
が認められた。 

 
 

 
 

	 歯嚢細胞を神経細胞分化誘導培地で培養
を行うと，神経幹細胞マーカーのネスチンの
遺伝子発現は減少した。一方，神経細胞マー
カーのβ-IIIチューブリンは発現が上昇した。 
RNA 結合タンパク質で，神経前駆細胞マー
カーのムサシ-1, -2 発現は，著しい上昇が認
められた。 

	  
	  
 
 
 
 
 
	 

Neuroshpere形成後，神経細胞誘導培地で
培養を行うと，Neuroshpere形成させない時
に比べ神経細胞様細胞が多く認められた。 
 

 
	  

 
 
 

 
 

	 Neuroshpere 形成後，RNA 結合タンパク
質で，神経前駆細胞マーカーのムサシ-1, -2
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Figure 3: Gene expression of neural markers in hDFCs during one-step neuronal induction. Gene expression was compared in hDFCs
between the undi(erentiated condition and 3 days a)er one-step neuronal induction. Values represent means ± SD (! = 3). ∗∗" < 0.01.

(a) (b)

(c) (d)

Figure 4: Neurosphere generation of hDFCs. (a) A +oating cell sphere of hDFCs cultured in serum-free medium with FGF, EGF, and B27
supplement for 3 days. (b).e cells spread out from the neurosphere that adhered to the /bronectin-coated dish on day 0 of culture in NDM.
(c).e cells extended from the neurosphere on day 3 of culture in NDM. (d).e cells extended from the neurosphere on day 7 of culture in
NDM. Scale bars (a, b) = 100 #m and (c, d) = 50#m. Arrows indicate neural-like cells with branched dendrites and refractile cell bodies.
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Figure 6: Analysis of gene expression of neural markers a(er neurosphere formation in hDFCs isolated from two patients. Gene expression
was examined in hDFCs in monolayer culture and the neurosphere. Values represent the means ± SD (! = 3). ∗" < 0.05, ∗∗" < 0.01.
compared to the monolayer culture in hDFCs. )ese results
suggested that sphere formation induces commitment of
hDFCs toward the neural lineage.

We also examined the gene expression of neural markers
during neuronal di*erentiation when the cells were cultured
in NDM on +bronectin-coated culture dishes a(er formation
of cell spheres. )e expression of nestin was decreased
during neurogenic di*erentiation, whereas the expression of
Musashi-1 and Musashi-2 peaked on day 1. We suggest that
the stem cell marker nestin may be expressed during the
early phase of neuronal di*erentiation compared to the
progenitor marker Musashi and that progenitor cells were
increased a(er 1 day of neuronal di*erentiation. Previous
reports have shown that the expression of nestin decreases
in stem/progenitor cells during neuronal di*erentiation [18].
Musashi-1 is expressed during early neuronal development

of neural stem/progenitor cell cultures from mouse brain
and human umbilical cord blood cells. To the best of our
knowledge, no comparison analysis has been performed of
expression of nestin andMusashi during neuronal di*erenti-
ation.

)e expression of MAP2, GFAP, MBP, and SOX10 was
upregulated in hDFCs during neuronal di*erentiation via
neurospheres, and the expression of #-III-tubulin was down-
regulated in this study. #-III-tubulin, a phosphorylated tubu-
lin that is considered a neural-speci+c marker, is expressed
during the initial stages of brain development [27]. In our
study, expression of #-III-tubulin was slightly upregulated
in porcine neural progenitor cells treated with ciliary neu-
rotrophic factor compared to standard proliferation condi-
tions and then slightly downregulated for 3 days compared to
1day in ciliary neurotrophic factor.MAP2, a neuronalmarker,
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Figure 6: Analysis of gene expression of neural markers a(er neurosphere formation in hDFCs isolated from two patients. Gene expression
was examined in hDFCs in monolayer culture and the neurosphere. Values represent the means ± SD (! = 3). ∗" < 0.05, ∗∗" < 0.01.
compared to the monolayer culture in hDFCs. )ese results
suggested that sphere formation induces commitment of
hDFCs toward the neural lineage.

We also examined the gene expression of neural markers
during neuronal di*erentiation when the cells were cultured
in NDM on +bronectin-coated culture dishes a(er formation
of cell spheres. )e expression of nestin was decreased
during neurogenic di*erentiation, whereas the expression of
Musashi-1 and Musashi-2 peaked on day 1. We suggest that
the stem cell marker nestin may be expressed during the
early phase of neuronal di*erentiation compared to the
progenitor marker Musashi and that progenitor cells were
increased a(er 1 day of neuronal di*erentiation. Previous
reports have shown that the expression of nestin decreases
in stem/progenitor cells during neuronal di*erentiation [18].
Musashi-1 is expressed during early neuronal development

of neural stem/progenitor cell cultures from mouse brain
and human umbilical cord blood cells. To the best of our
knowledge, no comparison analysis has been performed of
expression of nestin andMusashi during neuronal di*erenti-
ation.

)e expression of MAP2, GFAP, MBP, and SOX10 was
upregulated in hDFCs during neuronal di*erentiation via
neurospheres, and the expression of #-III-tubulin was down-
regulated in this study. #-III-tubulin, a phosphorylated tubu-
lin that is considered a neural-speci+c marker, is expressed
during the initial stages of brain development [27]. In our
study, expression of #-III-tubulin was slightly upregulated
in porcine neural progenitor cells treated with ciliary neu-
rotrophic factor compared to standard proliferation condi-
tions and then slightly downregulated for 3 days compared to
1day in ciliary neurotrophic factor.MAP2, a neuronalmarker,



発現は上昇した。よって，神経前駆細胞マー
カーのムサシ-1, -2 は神経細胞への分化に関
与している可能性が示唆された。 
 
(7) CSF産生における IL-1βと TNF-αの作用 
	 滑膜細胞に IL-1βおよびTNF-αを作用させ
て，macrophage colony stimulating factor 
(M-CSF), granulocyte macrophage colony 
stimulating factor (GM-CSF), granulocyte 
colony stimulating factor (G-CSF)発現を測
定した。 
 
遺伝子発現 

 
タンパク質産生 

	  
 

 
	 GM-CSFとG-CSF発現で，IL-1βとTNF-α
の相乗効果が認められた。一方，M-CSF で
は IL-1βとTNF-αの相乗効果は認められなか
った。IL-1βと TNF-αと作用させた物質は同
じなのに，相乗効果がみとめられる CSF と
認められない CSF の差は，転写の亢進では
なく，転写後の mRNA の安定性によるもの
ではないかと考えた。そこで，CSFs につい
て，mRNAの安定性に関与する RNA結合タ
ンパク質が結合する 3’末端の AU Rich 
element数を調べた。 

 
	 その結果，AU Rich element の数は，
GM-CSFが８カ所，G-CSFが６カ所，M-CSF
は 1カ所であった。 
	 次に，AU Rich elementに結合する RNA
結合タンパク質が滑膜細胞で発現している
のかを調べた。 
	  

  
 
 

   Ladder  HuR  AUH  
 

	 AU Rich elementに結合する HuRおよび
AUHは滑膜細胞で発現していた。 
	 HuR が AU Rich element に結合して
mRNA の安定に関与するためには，HuR が
リン酸化される必要がある。このリン酸化に
は p38 MAPK が関与するとの報告がある。
そこで，p38 MAPK阻害剤を添加して，CSFs
の産生を測定した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
	 p38 MAPK阻害剤に添加によって， IL-1β
と TNF-αの相乗効果が認められたGM-CSF
と G-CSFs産生は減少したが，相乗効果の認
められなかった M-CSF 産生は減少が認めら
れなかった。 よって，GM-CSFと G-CSFs
産生における IL-1βと TNF-αの相乗効果は，
RNA結合タンパク質のHuR等が関与してい
る可能性が示唆された。	 
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