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研究成果の概要（和文）：生後発達過程におけるmiR-206 の発現量は咬筋では，4週齢においてmi/miマウスにおけるmi
R-206 の発現量は野生型と比較して有意に低かった。この現象は被覆筋では見られず，miR-206は咀嚼筋の発達に関与
していることが示唆された。しかしmiR-206の機能抑制および促進実験では，アセチルコリン受容体クラスターの数に
変化が起こらなかった。もう1種miR-29aについても解析し，歯の萌出前後に発現量変化が見られることは分かったが，
ACh受容体クラスター形成因子群の発現量変化との関係は分からなかった。

研究成果の概要（英文）：Expression of endogenous miR-206 markedly increased with a peak at 4 weeks in the 
masseter of wild mice, but it kept low level until 12 weeks in those of the mi/mi mice. It suggested that 
miR-206 has a role in the formation of ACh receptor clusters. However, The average number of ACh receptor 
clusters was not changed when expression of miR-206 was inhibited or enhanced. More successful method of 
loss and gain of function experiments for microRNAs. We also investigated expression change of miR-29a 
which is another important microRNA in mygenesis. Expression pattern of miR-29a was similar to miR-206, 
but it could not change expressions of Agrin, MuSK, Lrp4 and Rapsin, which are regulation genes of ACh 
reseptor cluster formation.

研究分野：医歯薬学

キーワード： miR-206　miR-29　mi/mi mouse　咬筋
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化社会を迎え，誤嚥による事故が大き
な社会問題になっている。誤嚥の原因の一つ
として，舌筋や咀嚼筋の筋力低下が考えられ
る。この高齢者における筋力の低下の大きな
原因の一つとして，齲蝕や歯周病による歯の
喪失により非咬合状態になることが挙げら
れる。また成長期において齲蝕や無汗型外胚
葉異形成症などの疾患や，事故などの外傷に
よって歯が欠損し，咬合状態が悪化すること
により引き起こされた舌，咀嚼筋の発育・発
達異常が，顎全体の正常な発育・発達に大き
な影響を及ぼすことが考えられる。咬合状態
の変化とそれに伴う舌，咀嚼筋の性質の変化
は顎のみならず，全身の健康に大きな影響を
及ぼすと思われる。 
 これまでに我々は歯が萌出しない小眼球
症マウス(mi/miマウス)を用いて，非咬合状態
が咀嚼筋の性質に与える影響の検討を行な
っている。この mi/miマウスはアルギニンが
欠失し DNA 結合能を持たない mitf 遺伝子
が発現している突然変異体である。またこの
マウスは小眼球症以外に難聴，色素異常によ
るアルビノ，大理石骨症などの異常が報告さ
れている。さらに mi/miマウスは破骨細胞が
正常に発生しないため，上下顎のすべての歯
が萌出していない。よって mi/miマウスを用
いることにより非咬合状態が咀嚼筋の性質
に及ぼす影響を明らかにすることが容易で
ある。筋の動きを制御する神経の情報は，神
経終末から放出されたアセチルコリン(ACh)
が，ニコチン性アセチルコリン受容体 (nACh
受容体)に結合することにより伝達される。神
経と筋のシグナル伝達を効率よく行なうた
めに，Achが結合する nACh受容体は，凝集
されクラスターを形成する必要があると報
告されている。  
 mi/mi マウスを用いた研究では，歯の欠損
による咬合状態の変化が咀嚼筋の神経筋接
合部における nACh 受容体サブユニットの
発現に大きな影響を及ぼしていることが報
告されている(Kota, Yamane, Tomohiro, Asada. 
J Dent Res 88(8):768-772, 2009)。また我々は共
焦点レーザー顕微鏡を用いて 3次元的解析を
行ない，野生型マウスと比較して mi/mi マウ
スの咬筋の nACh 受容体のクラスターの体
積が減少し，クラスターの断片化が促進され
るという異常がおきていることを抗加齢医
学会で発表している。  
 microRNA(miRNA)は，21~23塩基対からな
る機能性 non-coding RNAであり，遺伝子発
現を抑制する機能を持っている。miRNAは複
数のタンパク質と複合体(RISC)を形成して標 
的となる mRNAに結合し，その翻訳能を抑制
している。miRNAの機能は幹細胞の多能性，
細胞の増殖・発生・分化・代謝など多くの生
命現象に深く関与していることが明らかに
なっている(Bushati & Cohen, Annu Rev Cell 
Dev Biol 2007)。骨格筋の発生過程においては 
miR-1，24，29，133，181，206，208，499 が

様々なターゲットを介して骨格筋細胞の発
生を調節することがすでに報告されている
(Ge & Chen, Cell Cycle 2012)。これらの 
miRNA のなかでも特に miR-206 がヒストン
脱アセチル化酵素 (Histone Deacetylase，
HDAC)の抑制を介して筋萎縮性側索硬化症
(Amyotrophic lateral sclerosis, ALS)モデルマウ
スの神経筋接合部の再生を促進していると
いう報告がある。この結果は miR-206 が 
HDAC を介して神経筋接合部におけるクラ
スター形成を調節していることを示唆して
いる。  
 
２．研究の目的 
 非咬合モデルマウス(mi/mi)の咀嚼筋にお
ける miR-206 および miR-29 による ACh 受
容体クラスター形成調節機構を解明するこ
とである。  
 
３．研究の方法 
＜内在性 miR-206，miR-29a，関連因子の発現
量解析＞ 
 生後発達過程における mi/mi および野生
型マウスの咀嚼筋に内在する miR-206 の発
現量を明らかにするための実験を行なった。
 野生型，mi/mi 共に生後 3 週まで母乳で飼
育し，その後離乳させた。離乳後 mi/mi には
粉末飼料を，野生型には固形飼料と粉末飼料
を与えた。生後 1, 4, 12週目にそれぞれ 6匹
ずつの体重を測定後咬筋と腓腹筋を摘出し
た。摘出した咬筋と腓腹筋の重量を測定し，
筋組織より microRNA を抽出・精製し，逆転
写を行ない，cDNA を調整した。得られた
cDNA を用いて Real-Time PCR を行ない，
miR-206 の発現量を測定し，核小体低分子
RNA202 (snoRNA202) の発現量を用いて補
正を行なった。miR-29a についても同様に解
析を行なった。さらに Agrin, MuSK, Lrp4, 
Rapsin についても mRNA の発現量解析を行
なった。発現量補正にはハウスキーピング遺
伝子 GAPDHを用いた。 
 
＜miR-206の機能抑制，促進実験解析＞ 
 アテロコラーゲンを用いて咀嚼筋に局所
的に miR-206 に対するモルフォリノアンチ
センスオリゴを投与することにより機能抑
制実験を行なった。 1週齢のマウスの咬筋お
よび腓腹筋に高研社製アテロコラーゲン
(AteloGene®)と混合した miR-206に対するモ
ルフォリノアンチセンスオリゴを注入した。 
モルフォリノアンチセンスオリゴの投与は 1
週齢から 8週齢までの 2日に 1回行い，投与
終了後，咬筋と腓腹筋を摘出した。Real-time 
PCR 法を用いて咬筋と腓腹筋におけるター
ゲット miRNA の発現量を計測し，アンチセ
ンス鎖の抑制効果を確認した。 
 また miR-206 の機能促進実験を行なった。
抑制実験同様にアテロコラーゲンを用いて
咀嚼筋に局所的に miR-206 を組み込んだ発
現ベクターを投与した。摘出した咬筋と腓腹
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種の miR-29 は物理除去マウスにおいて類似
した発現量変化を示したが，miR-29a の変化
量が最も著しかった。 
 miR-206 の機能抑制実験では，モルフォリ
ノアンチセンスオリゴ投与により miR-206 
の発現量は野生型の 4週齢で約 55%に抑制で
きたが，Ach 受容体クラスター数は野生型，
歯の物理除去マウス共にほとんどが 3-5 個で
あり，有意差は認められなかった。ACh 受容
体クラスター形成因子(Agrin, MuSK, Lrp4, 
Rapsin)のいずれについてもmiR-206の機能抑
制により大きな発現量の変化は認められず，
miR-206が Ach受容体形成に関与していると
は考えられなかった。また機能促進実験も試
みた。歯の物理的除去マウスに miR-206 
mimicを投与すると Achクラスター数の増加
あるいはこの形成因子の発現量増加が期待
されたが，全く変化が認められなかった。投
与後のmiR-206量を測定してみると投与の効
果が認められず，microRNA を局所にとどま
らせるためには更なる工夫が必要であるこ
とが分かった。 
 本研究の成果をまとめると以下のとおり
である。まずmiR-206はアセチルコリン(ACh)
受容体クラスター形成に関与している可能
性はあるが，作用機序の解明には至らなかっ
た。また miR-29aも歯の萌出前後に発現量変
化が見られるので，これが ACh受容体クラス
ター形成に関与している可能性が示された。 
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