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研究成果の概要（和文）：マウスを用いたシームレスな骨・軟骨形成を行うことができる実験モデルを使用し
て、miR-140が、Wnt，TGF-β, BMPの発現を通して、特定の条件下で骨芽細胞分化と、骨と軟骨の分化の切り替
えに関与していることを示した。とくに細胞分化のスイッチに大きな役割を果たしているのが、スカフォールド
の形状であることを明らかにした。骨・軟骨形成実験で使用しているスカフォールドの形態が細胞分化に影響を
及ぼしており、特定の細胞分化に関連する遺伝子発現を誘導することを確認した。スカフォールドの形状は骨・
軟骨を主体とする硬組織のみならず骨髄の形成誘導にも大きく関与することが判明した。

研究成果の概要（英文）：Throughout the study period, using an experimental model of seamless bone 
and cartilage formation in mice, we showed that miR-140 is involved in the switch between osteoblast
 differentiation and bone and cartilage differentiation under certain conditions through the 
expression of Wnt, TGF-β, and BMP. In particular, we showed that the scaffold shape plays a major 
role in the switch of cell differentiation. We confirmed that the morphology of the scaffold used in
 bone and cartilage formation experiments influences cell differentiation and induces gene 
expression related to specific cell differentiation. The shape of the scaffold was found to play a 
significant role in the induction of bone marrow formation as well as hard tissues, mainly bone and 
cartilage. In addition, bone marrow tissue formed within bone tissue was determined histologically 
and immunohistologically.

研究分野：口腔病理学　
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の目的は細胞の分化スイッチにmicroRNAの発現が関与することを示し、そのメカニズムを明らかにして骨
や軟骨の選択的分化誘導や、様々な骨組織を意図的に作製することである。特殊な骨・軟骨形成モデルを使う点
も他の研究とは一線を画している。硬組織の再生医療の領域では培養細胞の移植、サイトカインによる局所組織
誘導が主体であるが、ここにmiRNAの応用と、特殊な形状のスカフォールドの応用は他に類がなく独創的な研究
成果である。分子生物学的観点から臨床応用に道を開くものである。また、本研究により骨・軟骨疾患に苦しむ
多くの患者に多大な恩恵となりうる可能性を示すことができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 骨芽細胞分化には、Wnt、TGF-β、BMP、Ihh など多くのサイトカインやホルモンが関与し、こ
れらの因子はそれぞれのシグナル伝達経路を介して細胞分化を制御している。その中で、Wnt/β
-catenin シグナルは骨芽細胞の増殖と分化に必須であり、多面的な作用をすることが知られて
いる。特に Wnt3a は強い骨芽細胞分化活性を有するとされている。一方，近年の研究では遺伝子
の発現は転写だけでなく，miRNA によっても制御されることが明らかになっている。miRNA は約
22 塩基からなる 1本鎖の non-coding RNA で，標的となる遺伝子 mRNA の 3’UTR 領域に結合して
遺伝子発現を負に制御し、細胞の発生、分化、増殖の調節に関っている。骨・軟骨細胞分化との
関連では、miR-140 が軟骨細胞特異的に発現すること、転写因子 Sox9 によって発現され、内軟
骨性骨化を調節することが報告されている。申請者らは，骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 細胞にお
いて miR-140-3p の標的遺伝子の１つが TGFβ3 であることを明らかにしている。さらに，miR-
140-3p の発現上昇は，TGFβ3 発現抑制を介して Osteocalcin の発現を亢進することも明らかに
している(Fushimi S et al, GenesCells. 2018)。骨芽細胞分化と軟骨細胞分化の双方に影響す
る miRNA は他に報告が無く、申請者らは in vitro の条件下、実際の生体内においても、miR-140
を介した骨細胞の分化調節が行われ、これらが骨・軟骨分化の切り替えに関与しているとの仮説
を立てた。現在、日本国内に変形性関節症等、関節軟骨の障害を伴う患者は数百万人いるとされ
る。進行すると関節運動障害が生じ患者の QOL は著しく低下する。高齢化社会に伴って患者は
増加しつつあり、新規治療法の開発は急務である。骨誘導性サイトカインの局所投与による再生
治療では、生体内に骨や軟骨を形成するが関節などの機能的構造を作るための効果的な作り分
けが課題となっている。miR-140 を介した骨・軟骨細胞の分化調節調整が可能であればこれを再
生治療に用いることができるのではないかと考えるに至った。 
 
 
 
２．研究の目的 
 申請者らが発見した miR-140 による骨細胞分化調整機構が実際の生体内で機能していること
を確認することを第一の目的とする。この際、特定の場所にシームレスに骨と軟骨を連続的に形
成する骨誘導実験モデルを用いて細胞分化過程を検討する。この特殊な骨軟骨誘導モデルを用
いることで細胞分化の切り替わりとそれに付随する miR-140 とその関連因子の消長を検討する。 
本実験系を用いた miR-140 の機能解析は申請者ら独自もので他に類がない。現在、miRNA をター
ゲットにした治療としてはおもに癌遺伝子の抑制などを主体としたものがある。再生医学の領
域で細胞分化のコントロールに miR-140 を用いるアイディアは存在していない。本研究により
miR-140 の骨細胞の分化調節機能が明らかになり、骨と軟骨の選択的な分化誘導に用いることが
できれば、骨・軟骨再生医療の分野で画期的な成果となり得る。現在関節障害で苦しむ多くの患
者の治療に応用できると考えた。 
 
 
 
３．研究の方法 
 本申請課題では、miR-140 による骨・軟骨細胞分化調整機構が生体内で機能していることを確
認することを目的として、マウス組織内に誘導した骨・軟骨組織に対して細胞分化の切り替わり
とそれに付随する miR-140 とその関連因子の消長を免疫組織化学的、および遺伝子組織化学的
に検討すること、および miR-140 を用いた骨・軟骨疾患の治療に応用可能な新規軟骨再生法の可
能性を検討する。具体的には以下の３つの実験計画を設定した。 
1. マウスを用いたシームレスな骨・軟形成モデルの作製 
申請者らはこれまでの研究でウサギ組織内に BMP とハニカム TCP で作成した特殊な環境下にお
いて骨組織と軟骨組織をシームレスに連続した状態で誘導することに成功している（シームレ
ス骨・軟骨分化誘導モデル）。この実験系を元に同様の組織をマウスを使って再現する。様々な
孔径を有するハニカム TCP をマウスの結合組織内へ埋入し、シームレスな骨・軟骨組織誘導に最
適なハニカム TCP の孔径を決定する。同時に、各種成長因子の種類・濃度の選定も行う。 孔径
75, 300, 500, 1600μmの４種類のハニカム TCP に、骨組織誘導因子である BMP-2 を 10, 20, 
40, 80μg/ml を含浸させ、マウス頭蓋骨骨膜下およびマウス筋組織内に埋入し、骨組織と軟骨
組織がシームレスに形成される条件を決定する。 
２．シームレス骨・軟骨誘導組織を用いた miR-140 および関連分化因子の発現の検討マウス組織
内に誘導したシームレスな骨・軟骨組織を用いて、未分化な状態から成熟した骨、軟骨へと分化
する過程の組織上で miR-140 と骨軟骨関連分化因子（Wnt, TGF-β, Runx2,Osterix, Sox9, 
Osteocalcin, ALP）の発現状況を確認し、未分化な細胞が骨と軟骨へ分化する過程での作用を組
織細胞化学的、免疫組織化学的に検討する。分子病理学的観点から解析を行い、miR-140 がコン
トロールする骨・軟骨組織誘導メカニズムについて明らかにする。 



３．miR-140 による細胞分化調節の検討 
上述の骨・軟骨誘導実験系を用いて局所に miR-140 を直接投入、もしくは miR-140 の発現を誘導
する Wnt3a およびそのアンタゴニストを作用させて選択的な骨軟骨組織誘導実験を行う。これ
により、組織レベルで骨分化調節機構に miR-140 を介した介入か可能であることを検証する。 
 
 
４．研究成果 
 本研究の目的は細胞の分化スイッチに microRNA の発現が関与することを示し、そのメカニズ
ムを明らかにして骨や軟骨の選択的分化誘導や、様々な骨組織を意図的に作製することである。
研究期間を通じて、マウスを用いたシームレスな骨・軟骨形成を行うことができる実験モデルを
使用して、miR-140 が、Wnt，TGF-β, BMP の発現を通して、特定の条件下で骨芽細胞分化と、骨
と軟骨の分化の切り替えに関与していることを示した。 
上記に関連して、とくに細胞分化のスイッチに大きな役割を果たしているのが、スカフォールド
の形状であることを明らかにした。研究期間中、様々な形状のスカフォールドを用いて細胞の分
化方向の決定に関与する細胞の動態と分化状態の検討を行った。最終年度は、骨形成、軟骨形成
の細部について、骨・軟骨分化における各種分化因子や細胞特異的マーカーを使用し、これら細
胞の動態について組織学的に検討を行った。ハニカム CTP は孔径の異なる種類を用い、濃度の異
なる BMP-2 を含侵させ同所性および異所性に結合組織内へ埋入し、骨・軟骨誘導をおこなった。
最終年度では骨・軟骨形成実験で使用しているスカフォールドの形態が細胞分化に影響を及ぼ
しており、特定の細胞分化に関連する遺伝子発現を誘導することを確認した。スカフォールドの
形状は骨・軟骨を主体とする硬組織のみならず骨髄の形成誘導にも大きく関与することが判明
した。最終年度では骨髄を含めた完全な骨軟骨組織の形成について実施し、このような骨を形成
するスカフォールドの構造についてあらたな知見を得た。また、骨組織内に形成される骨髄組織
を組織学的、免疫組織学的に確定した。 
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