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研究成果の概要（和文）：3ヶ月齢および15ヶ月齢のSenescence-Accelerated Mouse (SAM)マウスを使用し、ト
ータルRNAを大腿骨組織から分離した。それらの遺伝子発現およびmiRNA発現所見は、GeneSpringおよび
Ingenuity Pathways Analysisと組み合わせ、DNAマイクロアレイおよびmiRNAアレイを用いて解析した。加齢の
制御転写因子が、miR-223-3p、miR-744-5p、miR-3103-5p、miR-4723-5pおよびmiR-6825-5pの制御に関与してい
ることを示した。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the influence of microRNAs and their target genes on bone 
tissue to elucidate physiological function of aging in term of bone metabolism and autoimmunity. 
Total RNA was isolated from femoral tissue using 3-month-old and 15-month-old SAM mice of the aging 
model. Their gene expression and miRNA expression findings were analyzed using DNA microarrays and 
miRNA arrays in combination with GeneSpring and Ingenuity Pathways Analysis. Gene ontology (GO) 
analysis revealed that it incorporates critical transcription-related processes and intracellular 
signaling of genes targeted to miRNA. Further analysis by RT-qPCR indicates that aging regulatory 
transcription factors are involved in the regulation of miR-223-3p, miR-744-5p, miR-3103-5p, 
miR-4723-5p and miR-6825-5p. Comprehensive analysis of mRNAs and miRNAs in which numerous 
combinations were identified suggested that aberrant expression of miRNAs is important in bone 
aging. 

研究分野：口腔衛生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回用いるSAMP6系は、若齢期の最大骨密度が低いために加齢に伴い早期に骨粗鬆症に至りやすい老人性骨粗鬆
症モデル動物である。当該研究において老化細胞マスター転写因子が制御している標的遺伝子による老化細胞の
制御機構を明らかにするため、SAMP6マウスを用いてゲノムワイドにスクリーニングを展開し老化細胞制御遺伝
子を同定、骨組織への影響を明らかにすることで、老化幹細胞の生理的機能の解明のみならず、異常活性および
機能不全で誘発される代謝性、自己免疫性骨疾患のメカニズム解明し、再生医療の発展に役立つものと考えられ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
フッ化物 (F) は、齲蝕や歯周疾患に対して抵抗性の高い歯と丈夫な骨を作り、それらを維

持していくうえで生体にとって必要不可欠な微量元素である。Fの細胞への影響として、μMレ

ベルの低濃度では、骨芽細胞 (Burgener et al, J Bone Miner Res, 1995) やエナメル芽細胞 (Yan et 

al, J Dent Res, 2007) の増殖を促進する報告がある。また、申請者らは、角化歯肉上皮細胞(以

下:NHOK)に対して、低濃度 F では増殖・移動を促進することを明らかにした (Arakawa et al., 

Biomedical Research, 2009)。加えて、DNAマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析を行い、

線維芽細胞増殖因子 FGF2, FGF7の発現が上昇することで、上皮移動、増殖が強く見られ、上

皮の形態発育、再生を促進することを明らかにした。さらに、間葉細胞マーカーTwist1 発現が

上昇することで、上皮間葉相互作用を刺激し、上皮間葉相互作用においても、上皮の形態発育、

再生を促進した(He et al. Journal of Hard Tissue Biology 22, 59-66, 2012)。申請者らの最近の研究に

より、歯周病感染モデルラットを用いた実験で、低濃度 F摂取群では非摂取群に比べ、有意に

歯槽骨吸収を抑制することを見出した(Bhawal UK, Arikawa K, Nasu I et al. International Journal 

of Oral Science 7(4), 242-249, 2015)。歯周病は老化とともに進行する歯周組織を破壊する慢性炎

症性疾患である。また、老化した細胞は細胞周期を停止しているだけではなく、炎症性サイト

カインやマトリックスメタロプロテアーゼなどの生理活性因子を分泌することが報告されてお

り、この現象を SASP (senescence -associated secretory phenotype) と呼んでいる。老化細胞はこの

SASP 因子を放出することによって周辺細胞に炎症を誘発させる。申請者らは、増殖中 NHOK

細胞と老化 NHOK 細胞をもちいて DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析を行い、

老化関連遺伝子を同定した(Jang and Bhawal et al, The Journal of Gerontology, Series A: Biological 

Sciences 70, 20-32, 2015)。 
 
２．研究の目的 
申請者らの最近の研究では、低濃度 Fによる 2型糖尿病モデル動物 Goto-Kakizaki (GK) ラ

ットの歯周組織の修復とインスリン様増殖因子(IGF)シグナル伝達のメカニズムを示唆した。

（Lee HJ, Arikawa K. Journal of Hard Tissue Biology 24, 2015)。IGF-1は PI3Kを介して心筋梗塞部

位に局所注入した間葉系幹細胞の生着を促進し、ホスト心筋細胞のアポトーシスの抑制、血管

の新生といった MSC 移植の効果をより促進させ、心機能および生存率を改善させた。また、

骨基質の IGF-1は間葉系幹細胞での mTOR活性化により骨量を維持する。IGF-1が加齢性骨粗

鬆症を治療するための治療標的となることが論理的に示されており(Xian et al. Nature Medicine 

18, 1095-1101, 2012)、歯槽骨吸収や骨粗鬆症等の骨密度が低下する老化関連疾患と関係する。

近年，京都大学胸部疾患研究所で開発された老化促進モデルマウス(Senescence Accelerated 

Mouse; SAM)は成熟後の老化速度が速く、ヒトの老齢期に高頻度に観察される老化病態と共通

の病態を自然発症する実験動物である。今回用いる SAMP6 系は、若齢期の最大骨密度が低い

ために加齢に伴い早期に骨粗鬆症に至りやすい老人性骨粗鬆症モデル動物である。当該研究に

おいて低濃度 F による老化細胞マスター転写因子 が制御している標的遺伝子による老化細胞

の制御機構を明らかにするため、SAMP6マウスを用いてゲノムワイドにスクリーニングを展開

し老化細胞制御遺伝子を同定、さらに低濃度 Fによる間葉系幹細胞、骨組織への影響を明らか

にすることで、老化幹細胞の生理的機能の解明のみならず、異常活性および機能不全で誘発さ

れる代謝性、自己免疫性骨疾患のメカニズム解明を目的とする。 
 
３． 研究の方法 
(1) Flow cytometry法にて低濃度 F 添加後増殖中の間葉系幹細胞、β-ガラクトシダーゼ染色に



て老化間葉系幹細胞をそれぞれ評価する。低濃度 F添加後増殖中の間葉系幹細胞および老

化間葉系幹細胞を DNA マイクロアレイおよび microRNA マイクロアレイ解析にて網羅的

遺伝子発現解析を行う。 

(2) SAMP6 マウスから骨髄細胞を採取し、低濃度 F 添加による骨芽細胞および破骨細胞の評

価をリアルタイム PCR法、ウェスタンブロッティング法、SEM法および TRAP染色法を

用いて解析する。 

(3) SAMP6マウスを用いて低濃度 F摂取による歯周組織に及ぼす影響をマイクロ CT、ヘマト

キシリン・エオジン染色法および免疫組織科学染色法を用いて解析する。 

 
４．研究成果 

低濃度 Fを添加した増殖中の細胞はトリプシン処理し分離され、DNAと細胞周期の解析は

FACS 解析にて評価した。間葉系幹細胞の細胞老化の評価には SA-βgal 染色を用いた。倒立顕

微鏡にて間葉系幹細胞を確認した。低濃度 Fを添加した増殖中の間葉系幹細胞と老化間葉系幹

細胞から RNA画分を回収し、GeneSpring GX softwareを用いてデータ解析を行なった。マイク

ロアレイデータ分析の促進や、特異遺伝子の発現量の変化を関連づける IPA 解析を行なった。

近年、京都大学胸部疾患研究所で開発された老化促進モデルマウス(Senescence Accelerated 

Mouse; SAM)は、成熟後の老化速度が速く、ヒトの老齢期に高頻度に観察される老化病態と共

通の病態を自然発症する実験動物である。また、SAMP６系は、若齢期の最大骨密度が低いた

めに、加齢に伴い早期に骨粗鬆症に至りやすい老人性骨粗鬆症モデル動物である。本研究では、

１２週齢マウスの大腿骨から採取した骨髄細胞を、１０%PBS、５０ng/mL M-CSF、１５ng/mL 

RANKLを含む α-MEM培地で７日間培養し、低濃度F添加の有無による影響を解析した。また、

骨芽細胞の活性化は、分化マーカーである１型コラーゲン、Alkaline Phosphatase、Osteopontin、 

Osteocalcin、Bone sialoprotein、そして、破骨細胞分化制御因子として receptor activator of nuclear 

factor-κB ligand、osteoprotegerin、macrophage colony-stimulating factorの発現をリアルタイム PCR

法より評価した。破骨細胞の分化は、酒石酸抵抗性フォスファターゼ(TRAP)染色および Pit 

Formation Assay法（SEM法）より解析した。また、破骨細胞活性化はウェスタンブロッティン

グ法よりカテプシン K、MMP2、MMP9 の発現、ゼラチンザイモ電気泳動より MMP2、MMP9

の活性化を評価し、低濃度フッ化物の骨芽細胞および破骨細胞における分化誘導や活性化に及

ぼす影響を明らかにした。3 ヶ月齢および加齢モデルの 15 ヶ月齢の老化促進モデルマウス

（senescence accelerated mouse, SAM）マウスを使用し、トータル RNAを大腿骨組織から分離し

た。それらの遺伝子発現および miRNA 発現所見は、GeneSpring および Ingenuity Pathways 

Analysisと組み合わせ、DNAマイクロアレイおよび miRNAアレイを用いて解析した。遺伝子

オントロジー（GO）分析は、miRNA を標的とした遺伝子の極めて重要な転写関連プロセスと

細胞内シグナル伝達を組み込んでいることを明らかにした。シグナル経路で、cAMP 媒介シグ

ナル、上皮接着結合シグナル、タイトジャンクションシグナル、ギャップジャンクションシグ

ナル、カルシウムシグナル、およびサーチュインシグナルが骨老化に関与していることも明ら

かにした。RT-qPCR によりさらに解析したところ、加齢の制御転写因子が、miR-223-3p、

miR-744-5p、miR-3103-5p、miR-4723-5p および miR-6825-5p の制御に関与していることを示し

た。多数の組み合わせが識別された mRNAと miRNAの網羅的解析は、miRNAの異常発現は骨

加齢において重要であることを示唆した。そして、その機能は関連シグナル上の特定遺伝子の

転写を通して誘導されることが考えられた。 
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