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研究成果の概要（和文）：Micro RNAは、短鎖noncording RNAの一つであり、messenger RNAの分解などを介し、
様々な細胞の機能や器官の発育を制御する。i本研究では、胎生期マウス下顎隆起におけるメッケル軟骨などの
一次軟骨、および顎角隆起や下顎頭軟骨などの二次軟骨の発育に対するmiR-200aの果たす役割を検討した。

研究成果の概要（英文）： MicroRNAs are non-cording small RNA molecules that regulate various 
cellular functions. In this study, we analyzed the function of microRNA-200a during the development 
of primary and secondary cartilages in the mandible during the embryonic stage.
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１． 研究開始当初の背景 
 ヒトの顎顔面の形態的バリエーション
は、その発生から成長発育の期間を通して
形づくられ る。矯正歯科治療においては、
このバリエーションのうち、重度の骨格的異
常を顎変形症として 形態学的に診断し、外
科的矯正治療の対象とする。しかしながら、
この形態診断は成長を終了し た個体に対す
る表現型の診断であり、その原因や発生メ
カニズムに対しては関心が払われていな い
のが現状である。したがって、成長期に顎
変形症が疑われる症例においては、不確実な
診断に より非可逆的な侵襲を加えられ、患
者の  QOL の著しい低下を惹起してしまう
ことがある。  
これらの問題を解決し、成長期の早い時期に
診断を可能とするために、顎変形症の表現型
を決  定づける遺伝的因子の解析が行われて
きたが、複数の遺伝子が多因子性に関係し、
かつ環境因子 と交絡するため、決定的な因
子については判明していないのが現状であ
る。  そのような中、従来の遺伝子の概念を
覆す発表がここ 10 年で数々なされてきた。
それは、RNA の転写に関するもので、実は
ゲノムの 70%に相当する広大な領域がいっ
たんは RNA として転写 され、従来は 100 
個程度しか知られていなかった ncRNA(non 
coding RNA)が実は 2 万 3000 個以 上も
存在することが明らかになった[1]。 
 一方で、長さが 20 〜 30 塩 基 の
microRNA(miRNA) が「RNA サイレンシン
グ」という現象を通してターゲット遺伝子
の発現を抑制していることが明  らかにされ
た。よって、「遺伝子をコードしない領 域 : 
non coding DNA」は役に立っていない訳で 
はなく、miRNA をふくむ ncRNA が転写さ
れ る ことで複雑に生命現象を制御するとい
う考えが受 け入れられるようになった。     
 我々は、顎顔面に表現型が発現すると予
測される種々の因子について、表現型とその
発現のメカ  ニズムを解析することを目的と
して、下顎の形態形成のメカニズムを解 析
してきた。また、近年、 タンパク質の合成・
mRNA の 分 解 を 転 写 後 に 制 御 す る
microRNA (miRNA) が注目されて おり、
我々は胎齢 14 日のマウス下顎頭の器官培養
を用いて、miRNA(miR)-200aが下顎頭 軟骨
の形態形成に関与することを示した。 
 
[1]The FANTOM Consortium, RIKEN 
Genome Exploration Research Gro… 
 
２．研究の目的 
 下顎頭軟骨原基の形成以前の、未分 化な
間葉細胞が上皮に包まれた状態にある下顎
隆起における miR-200a の役割については 
不明なままである。本研究の目的は、下顎
頭軟骨の発生の初期段階である下顎隆起形
成期にお ける miR-200a の役割を解明し、
miRNA-200a の転写後調節のターゲットを

同定することである。こ れにより、下顎骨
の発生から形態形成に至る分子メカニズム
を解明し、下顎頭軟骨の成長制御な どを目
的とした顎整形治療と顎変形症の発生要因
の基盤的知識の蓄積に貢献する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、下顎のパターン形成や下顎
隆起内の軟骨分化における、miR-200a の機
能を特定 し、ターゲット mRNA を同定する
ことである。miR-200a の機能を解析するた
め、下顎頭軟骨の発 生元である、第一鰓弓
由来の下顎隆起全体を研究対象として用い、
miR-200a をエレクトロポレー ション法に
て導入する。導入したことで生じる形 態 変
化の解析を組織学的検索で行う。 
 また、 miR-200a を導入した下顎隆起を 4
群に分け、抗 AGO2 抗体を用いて RIP-Assay 
を行う。得られた small/Large RNA について
免疫沈降法などの生化学的手法によりペア
リング解析を行い、miR-200a のターゲット 
mRNA を同定する。特定された mRNA の下顎
隆起内における発現の局在を in situ 
hybridization 法 に て確認し、また、
miR-200a と結合することをより確認する。 
 
 1 下顎隆起器官培養系への遺伝子導 入系
の確立 胎齢 10 日齢マウス胎仔の下顎隆起 
を摘出し、ミリポアメンブレン上に静置す
る。改良型 Trowell 法により、5%CO2 37°C
において 100U ペニシリン・ストレプトマ
イシンと 100 mg/mL アスコルビン酸を添加
した無血清 BGJb 培地 にて器官培養を行う。
miR-200a の機能を解析するために、150nM 
miR-200a miScript miRNA mimic で miR-200a 
を導入し過剰発現、150nM Anti-mmu-miR-200a 
miScript miRNA Inhibitor を 導 入 し て 
miR-200a の機能抑制をおこなう。コントロ
ールとして蛍光標識陰性コントロール
(AllStars negative control siRNA Labeling 
with Alexa Fluor 488)を使用して、確実に使
用薬剤が導入されているかどうか 確認す
る。それぞれの薬剤は実体顕微鏡下にてマ
イクロインジェクションし、生理食塩水内
でエ レクトロポレーションを行う。下顎隆
起の右側に導入し、左側をコントロール側と
する。 
 
 
 2 miR-200a 導入による組織構造の変化の確
認  
1) アルシアンブルー染 色  メッケル軟骨お
よび下顎頭軟骨の形態を観察するために、
器官培養のホールマウントアルシ アン
ブルー染色を行う。 0.04%アルシアンブ
ルー8GX 酢酸エタノールで染色後、1%水
酸化カリウム・グリセリン混 合液に浸
漬し、透明化を行う。 2) 免疫染色 培養
器官をパラフィン包埋後の水平断連続切
片を作製する。一次抗体は 0.05%ウシ血



清 入り PBS にて希釈した rabbit 
anti-type I、II、X collagen 抗体、mouse 
anti-Proliferating CellNuclear 
Antigen (PCNA) 抗体を使用する。 
二次抗体は 0.01M PBS にて希釈した IgG 
Alexa Fluor 488-conjugeted donkey 
anti-rabbit を用いて行う。 
 
 3) 軟骨特異的遺伝子発現の検討 培養 9 日
目の下顎隆起を図 4 に示すように 4 群に分
け、Total RNA を抽出し、軟骨特異的遺伝 子
(Col2a1 および Sox9) に つ い て 定 量 的 
RT-PCR により検討する。 
 
 
４．研究成果 
 下顎隆起における miR-200a の発現量は胎
齢 9 日から 14 日にかけて徐々に増加した。
また、胎齢 13 日の下顎隆起では、メッケル
軟骨、下顎骨、歯胚に高発現を認め、胎齢 14
日ではこれらの部位に加え、下顎頭軟骨原基
となる間葉系幹細胞の凝集部に高発現を認
めた。さらに miR-200a mimic の導入を下顎
隆起の前外側に行った群では、対照群に比べ
顎角—下顎頭軟骨複合体の形成が減少した。
以上より、miR-200a は下顎隆起の一次軟骨、
二次軟骨双方で発現するが、二次軟骨の形成
に抑制的に働く可能性が示唆された。 
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