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研究成果の概要（和文）：　歯科治療過程で破棄される歯嚢には幹細胞が存在し，歯嚢由来細胞（歯嚢細胞）は骨芽細
胞誘導培地にて培養すると石灰化することが報告され，骨再生医療の細胞源として注目されている．一方， microRNA
はmRNAの3’末端非翻訳領域に結合して発現を調節し，発生や分化，病態形成に関与すると示唆されている．本申請で
は，歯嚢細胞の骨芽細胞分化・石灰化を制御するmicroRNAを検索するとともに，そのmicroRNAの標的遺伝子を検索する
．Non-codingおよびcoding RNAの両面からのトランスクリプトーム解析は，骨再生医療に適する細胞のスクリーニング
や石灰化機序の解明に役立つと考える．

研究成果の概要（英文）：   The dental follicle, which is an ectomesenchymal tissue that surrounds developi
ng tooth germ, contains stem cells and/or progenitor cells of the periodontium. Human dental follicle cell
s (hDFC) have the ability to mineralize under in vitro culture using osteogenic induction medium (OIM). hD
FC have great potential for utilized in regenerative cell therapy. 
   MicroRNAs (miRNAs) are characterized a class of small non-cording RNAs that mediate the post-transcript
ional regulation of gene expression by binding to partially complementary site 3'-untranscriptional region
s of target mRNAs. miRNA have emerged as key regulators of diverse biological process.
       In this study, we performed the gene expression profiles for miRNA and mRNA in hDFC during osteogen
ic differentiation, and analyzed the biological role of the miRNAs during osteogenic differentiation by ex
amining the expression of bioinformatically predicted miRNA target genes.
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１．研究開始当初の背景 
 再生医療は目覚ましい発展を遂げてきた
が，未だ幹細胞の確保には問題が残ってい
る．歯嚢は歯科治療過程で破棄される組織で
ある．歯嚢組織には幹細胞が存在すること，
歯嚢由来の細胞は骨芽細胞誘導培地にて培
養すると石灰化することが明らかとなった．
廃棄される組織から骨再生に用いる細胞を
採取できるのであれば，患者の身体的負担
を軽減することができる． 
 近年，タンパク質をコードしない RNA
が多数転写され，遺伝子発現制御機能を持
つことが報告された．MicroRNA (miRNA)
はゲノムにコードされた内在性の small 
RNA で，自身の配列と部分相補的な標的
mRNAからのタンパク質翻訳を制御し，発
生，アポトーシス，細胞増殖，病態形成な
どに関与しているといわれている。miRNA
および miRNA標的遺伝子，両面からのト
ランスクリプトーム解析は，骨再生医療に
適する細胞のスクリーニングや石灰化機序
の解明に役立つと考える． 
 
２．研究の目的 
 歯嚢由来細胞（歯嚢細胞）の骨芽細胞分
化・石灰化に関与するmiRNAおよびその標
的遺伝子を検索する． 
 
(1) miRNA発現解析 
 歯嚢細胞の骨芽細胞分化・石灰化過程で発
現変動するmiRNAを検索する． 
 
(2) miRNA標的候補遺伝子検索 
 骨芽細胞分化・石灰化過程で発現変動した
miRNAの標的遺伝子を検索する． 
 
(3) miRNA遺伝子導入 
 骨芽細胞分化・石灰化に関与する miRNA
を歯嚢細胞に遺伝子導入し，歯嚢細胞の骨芽
細胞分化・石灰化への影響を検討する． 
 
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．また，石灰化能はアリザ
リン染色法およびアルカリホスファターゼ
活性を測定した． 
 
(3) 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，miRNeasy kitを用いて total 
RNA を抽出した．Agilent human miRNA 
Rel. 12.0 arrayを用いて，microRNA発現量
を測定した． 
  

(4) microRNA標的候補遺伝子検索 
 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であるTargetScan, MicroCosm等
から検索した．また，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． 
 
(5) DNAマイクロアレイ解析 
 骨芽細胞誘導培地または増殖培地で培養
した歯嚢細胞の遺伝子発現量を Affymetrix 
GeneChip HG U133 Plus 2.0 Array を用い
て網羅的に測定した． 
 
(6) microRNA-mRNA比較解析 
 歯嚢細胞の骨芽細胞分化・石灰化で発現変
動の認められたmiRNAの標的候補遺伝子を
GeneSpring にインポートし，遺伝子発現を
DNAマイクロアレイ解析と比較した． 
 
(7) 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.  
 
(8) タンパク質量の測定 
 miRNA を遺伝子導入した歯嚢細胞と導入
していない歯嚢細胞を可溶化し，miRNA 標
的遺伝子から翻訳されるタンパク質量を
Western-blot法，ELISA法を用いて調べた． 
 
(9) 遺伝子発現 
 miRNA を遺伝子導入した歯嚢細胞と導入
していない歯嚢細胞から total RNAを抽出し，
real time-PCR 法を用いて，miRNA 標的遺
伝子の発現量を測定した． 
  
４．研究成果 
(1) 歯嚢細胞の細胞学的性質 
 歯嚢細胞の細胞学的性質を調べた．対象と
して骨髄由来未分化間葉系幹細胞を用いた．
まず，幹細胞マーカーである Notch-1，
STRO-1の免疫組織染色を行った． 
 
 
 

 
 

 
 
 歯嚢細胞は Notch-1，STRO-1 陽性であっ
た． 
 
 歯嚢細胞を骨芽細胞誘導培地で培養した
時の石灰化をアリザリン染色および von 
Kossa染色によって調べた． 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 骨芽細胞誘導培地で培養 10 日目からアリ
ザリン染色陽性となり，培養 24日目では von 
Kossa染色陽性であった． 
 

 

 
 歯嚢細胞を骨芽細胞誘導培地で培養する
とアルカリホスファターゼ活性の上昇が認
められた． 
 
(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，歯嚢細胞を骨芽
細胞誘導培地または増殖培地で 7日間培養し,
発現変動したmiRNAをmiRNAマイクロア
レイ解析によって検索した. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 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． 
 歯嚢細胞を骨芽細胞誘導培地で培養した
時, 発現減少率の高かった上位 10 遺伝子を
示す. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 歯嚢細胞をを骨芽細胞誘導培地で培養し
た時, 発現変動したmiRNAの標的候補遺伝
子を miRNA データベースより検索した. 
miRNAとその標的候補遺伝子を IPAにアッ
プロードし, 分子間相互作用を検索した. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 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 は, ALP, RUNX2, 
SPARC を標的にしていた. 
 
(3) miRNA-204発現 
 歯嚢細胞の骨芽細胞分化誘導過程での
miRNA-204の発現を調べた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 歯嚢細胞を増殖培地で培養した時と比較
して, 骨芽細胞誘導培地で培養した時, 
miR-204の発現は減少した. 
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(4) 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 を歯嚢細胞に遺伝子導入すると, 
Negative Control と比較してmiR-204導入
群でアルカリホスファターゼ活性の減少を
認めた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

miR-204 を歯嚢細胞に遺伝子導入すると, 
Osteonectin, RUNX2 のタンパク質産生は, 
Negative Controlと比較して miR-204導入
群で培養 4 日目, 7 日目において発現減少を
認めた.  
 
 次に、歯嚢細胞にmiR-204を遺伝子導入し, 
培養 4日目および7日目の遺伝子発現を real 
time PCRで調べた． 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

miR-204 を歯嚢細胞に遺伝子導入した． 
ALP, Osteonectin, RUNX2の遺伝子発現は, 
Negative Control と比較して miR-204 導入
群で発現減少を認めた 
 
 
(5) miRNA-29発現 
 歯嚢細胞のmiRNAマイクロアレイ解析の
結果、培養 0日に比べ，骨芽細胞分化誘導培
地で培養 7日目で発現が減少したmiRNA群
の中に，miRNA-29a, -29bが認められた． 
 



miRNAマイクロアレイ解析 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 歯嚢細胞の骨芽細胞分化誘導過程での
miRNA-29の発現を real time-PCR法で調べ
た． 
miR-29a             miR-29b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 miR-29a, -19bとも，骨芽細胞誘導培地で
培養すると、増殖培地に比べ、発現は減少し
た． 

miRNAデータベースから，miR-29はコラ
ーゲンを標的にしていることが認められた．
そこで、歯嚢細胞にmiR-29abcを遺伝子導入
し，タイプ Iコラーゲン産生を調べた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 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． 
 
 次に、歯嚢細胞にmiR-29abcを遺伝子導入
した時の石灰化能を調べた．骨芽細胞誘導培
地または増殖培地で 14 日間培養後，アリザ
リン染色を行った． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
歯嚢細胞に miR-29abc を遺伝子導入した
ところ，石灰化の遅延が認められた． 
 
 
(6) 考 察 
 歯嚢細胞の骨芽細胞分化過程では、骨芽細
胞分化・石灰化に関与する Runx2, アルカリ
ホスファターゼ，オステオネクチン、コラー
ゲンを標的とするmiRNAの発現が減少する
ことが認められた。これらのmiRNAが減少
することにより，Runx2, アルカリホスファ
ターゼ，オステオネクチン、コラーゲンの翻
訳が亢進し，骨芽細胞分化や石灰化が促進さ
れると示唆された。 
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