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研究成果の概要（和文）：本研究で、ヒト間葉系幹細胞（MSC）におけるポリコーム遺伝子発現が低酸素および低酸素
誘導性マイクロRNAにより影響されることから、酸素濃度が低酸素誘導因子HIF-1α、ポリコーム遺伝子群およびマイク
ロRNAの発現調整を介してMSC細胞機能を制御する可能性が示唆された。
これにより、酸素濃度調整を主としたポリコーム遺伝子群とマイクロRNAの発現制御により、効果的な歯周組織再生が
実現することが期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, it can be suggested that oxygen tension regulate mesenchymal stem 
cell (MSC) function via hypoxia inducible factor (HIF)-1α, a group of polycomb genes and micro RNA as 
the expression of polycomb genes were affected by hypoxic condition and hypoxia-induced micro RNA.
Therefore, it is expected that much more effective periodontal regenerative therapy can be come true by 
the expression regulation of a group of polycomb genes and micro RNA, which controlled by, mainly, 
control in oxygen tension.

研究分野：歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
間葉系幹細胞（MSC）は多能性細胞とされ、

生体外で増殖させた後においても、骨, 軟骨, 

脂肪組織を含む様々な組織を構成する細胞

へと分化する能力を有する（Tsutsumi S et al.; 

Biochem Biophys Res Commun., 2001）。さらに、

歯周組織を構成する骨とセメント質にも分

化可能である(Hasegawa N et al.; J Periodontol., 

2006)。これらのことから、MSCは歯周組織

再生に有用であると考えられる。 

MSCの分化メカニズムは未だ不明な点が 

多いが、HIF-1αの標的遺伝子の一つである

DEC1が骨分化を促進すること(Iwata T et. al.; 

Eur J Cell Biol., 2006)、さらには、同じく標的

遺伝子の一つである TWIST-1が歯周靭帯細

胞(HPL cells)に高く発現され、HPL cellsの石

灰化に関与している。また、MSCの未分化マ

ーカーとして 9つの転写因子：ETV1, SOX11, 

FOXP1, GATA6, SIM2, ETV5, 

HMGA2,PRDM16, KLF12 があり(Kubo H et 

al.; Genes Cells., 2009)、低酸素環境においてこ

れらの転写因子の一部が上昇する（科学研究

費補助金（若手研究（B）課題番号 23792478）

ことから、細胞機能の制御には酸素濃度が深

く関与していると考えられる。 

さらに、低酸素において HIF-1αおよび 

micro RNAの一つであるmiR-210が誘導され

ること(Kim HW et al.; J Biol Chem., 2009)から、

これらの遺伝子によってMSCの細胞機能が

制御される可能性が考えられる。 

ポリコーム遺伝子は、転写抑制因子として 

ポリコーム遺伝子群を構成し、 Bmi1, 

PC,RNF2 から構成される polycomb-repressor 

complex(PRC)1と、Ezh2, EED, SUZ12から構

成される PRC2の 2種類に分類される。これ

らの遺伝子群は、ヒストンのメチル化を介し

て分化関連転写因子の発現制御ならびに転

写活性制御を通じて MSC の分化制御に深く

関わり、細胞機能制御に関与していることが

示唆されている(Wei Y et al.; Nat Cell Biol.,     

2011; Chen YH et al.; J Biol Chem., 2011;  

Cakouros D et al.; Mol Cell Biol., 2012)。 

   さらに、歯周炎治療による炎症除去によ

って局所の自発的な骨再生が認められる

点および炎症性サイトカインによって

HIF-1αが誘導される点から、歯周炎局所に

おける歯周組織構成細胞の細胞機能制御

および恒常性の維持は、HIF-1αおよびこれ

らによって誘導されるmicro RNAの働きに

よることが示唆される。 

   これらのことから、低酸素状態により誘

導される HIF-1α，micro RNAおよびポリコ

ーム遺伝子の相互作用によって、歯周組織

構成細胞および移植されるMSCの機能維

持および歯周組織での恒常性維持への関

与が考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の全体構想は、間葉系幹細胞

（MSC）を用いた歯周組織再生治療法の確  

立である。 

歯周組織再生治療において、最も重要で

ある移植に用いる MSC と歯周靭帯細胞

(HPL cells)の細胞機能制御および移植前後

における歯周組織の恒常性維持について、

より効果的かつ安全な歯周組織の再生を

目指し、本研究では、細胞の機能制御およ

び恒常性維持に深く関わるポリコーム遺

伝子ならびに micro RNAに着目して、初期

の炎症状態においても HPL cells を中心と

した歯周組織構成細胞の機能を維持しつ

つ、移植する MSC の歯周組織構成細胞、

主に骨芽細胞への効果的な分化誘導法を

確立することを目的とする。移植時および

炎症状態の低酸素状態において誘導され

るMSCおよびHPL cellsのポリコーム遺伝

子と micro RNAの発現を確認し、遺伝子導

入によって、これらの遺伝子発現を調整し、

効果的な分化誘導法を確立する。 

最終的には、これらの遺伝子を誘導する因

子を解析することによって、歯周組織構成細   



胞の多方向制御を実現し、より安全かつ効

果的な歯周組織再生を確立する。 

本研究課題の具体的な目的は、 

（１） 歯周組織構成細胞の炎症性サイ

トカイン発現に関わるポリコ

ーム遺伝子および micro RNA

群を同定し、その影響を明らか

にする 

（２） これらの micro RNAおよびポリ

コーム遺伝子が歯周組織再生

に関与することを明らかにす

る 

（３） ポリコーム遺伝子および micro 

RNA 群と歯周組織構成細胞の

炎症性サイトカイン発現との

関連を明らかにする点 

（４） これらの遺伝子発現を誘導また

は調整する因子を探索する 

これらにより、本研究期間では、 

（１）   ポリコーム遺伝子および micro  

RNA が歯周組織における炎症

の惹起ならびに歯周組織再生に

対して重要な役割を果たすこと

を明らかにする 

（２）ポリコーム遺伝子および micro 

RNA 群の発現制御によって歯

周組織構成細胞の多方向制御

をおこない、歯周組織構成細胞

の機能を維持しつつ効果的な

歯周組織再生を実現する 

ことを最終的な目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ポリコーム遺伝子発現に対する低酸素

の影響 

    間葉系幹細胞（MSC）を低酸素環境下で

培養することで低酸素誘導因子 HIF-1α を

誘導し、0～120時間でのポリコーム遺伝子

の発現レベルに対する評価をおこなった。 

HIF-1α誘導因子として ①低酸素（１％酸

素濃度）および mimic reagent として②

Desferrioxamine (DFO； 10M)と③塩化コ

バルト (CoCl2；100M)を用いた。 

評価するポリコーム遺伝子として、

polycomb-repressor complex (PRC)-2を構成

する遺伝子 Ezh2, EED, SUZ12のうち Ezh2, 

PRC-1を構成する遺伝子Bmi1, PC,RNF2の

うち Bmi1を選択し、mRNA発現変化の検

討をおこなった。  

評価方法は リアルタイム PCR による

mRNAレベルの検討をおこなった。 

 

（２）ポリコーム遺伝子発現に対する HIF-1α

の影響 

    間葉系幹細胞（MSC）を低酸素環境下で

培養することで誘導される低酸素誘導因

子 HIF-1α を抑制することで、0～120 時間

でのポリコーム遺伝子の発現レベルに対

する評価をおこなった。 

HIF-1α誘導因子として ①低酸素（１％

酸素濃度）および②塩化コバルト

(CoCl2;100μM）を用いた。HIF-1αの発現抑

制 は 、 Silencer® Select siRNA を

Lipofectamine® RNAiMAX を用いて MSC

に遺伝子導入することでおこなった。 

評価するポリコーム遺伝子として、

PRC-2を構成する遺伝子 Ezh2, PRC-1を構

成する遺伝子 Bmi1を選択し、mRNA発現

変化の検討をおこなった。  

評価方法は リアルタイム PCR による

mRNAレベルの検討をおこなった。 

 

（３）Micro RNA 発現プロファイルに対する 

低酸素および HIF-1αの影響 

MSCに対して低酸素誘導因子 HIF-1αを

誘導し、72 時間での micro RNA 発現プロ

ファイルの変化に対する評価をおこなっ

た。 

HIF-1α 誘導因子として①低酸素（1%酸素

濃度）, ②塩化コバルト CoCl2 (100μM)を用

いた。 



影響されうる micro RNA の網羅的解析

は Applied Biosystem から提供されている

一般的に機能が定義されている主要な 374

種の micro RNA の発現解析をおこなうこ

とが可能な TaqMan® Array MicroRNA Card

を用いて行なった。 

 

（４）低酸素誘導性 micro RNA のポリコーム

遺伝子発現に対する影響 

低酸素で誘導される micro RNA である

miR-210 および上記の網羅的解析で確認さ

れた micro RNA のうち、miR-628 および

miR-629 の過剰発現または機能を調整する

ことにより、ポリコーム遺伝子発現に対す

る影響を検討した。 

micro RNAの過剰発現と機能抑制は、そ

れぞれmirVana® miRNA mimicとmirVana® 

miRNA inhibitor を Lipofectamine® 

RNAiMAX を用いて MSC に遺伝子導入す

ることでおこなった。 

評価方法は リアルタイム PCR による

mRNAレベルの検討をおこなった。 

 

（５）低酸素誘導性 micro RNA による低酸素

条件下でのポリコーム遺伝子発現に

対する影響 

HIF-1α と低酸素誘導性 micro RNA であ

るmiR-210, miR-628およびmiR-629の関連

を検討するために、micro RNAの機能抑制

をおこなった MSC において低酸素条件下

でのポリコーム遺伝子発現に関する影響

を検討した。 

micro RNAの機能抑制は、mirVana® miRNA 

inhibitor を Lipofectamine® RNAiMAXを用

いて MSC に遺伝子導入することでおこな

った。 

評価方法は リアルタイム PCR による

mRNAレベルの検討をおこなった。 
 
４．研究成果 

（１）ポリコーム遺伝子発現に対する低酸素

の影響 

MSC を低酸素条件下および低酸素誘導因

子 HIF-1α誘導因子存在下で培養し、PRC1を

構成する Bmi1と PRC2を構成する Ezh2の 2

種類のポリコーム遺伝子の発現に対する評

価を行なったところ、Bmi1および Ezh2とも

に発現上昇が 72～120時間で認められた。 

 

（２）ポリコーム遺伝子発現に対するHIF-1α

の影響 

MSCを siRNAによってHIF-1αの発現抑

制下での低酸素条件下または HIF-1α 誘導

因子 CoCl2 存在下で培養し、PRC1を構成

する Bmi1と PRC2を構成する Ezh2の 2種

類のポリコーム遺伝子の発現に対する評

価を行なったところ、Bmi1および Ezh2と

も mRNA発現が抑制された。 

 

（３）Micro RNA発現プロファイルに対する

低酸素および HIF-1αの影響 

MSCを低酸素条件下および HIF-1α誘導

因子存在下で 72時間培養し、miRNA array

を用いて micro RNA 発現を網羅的に解析

した結果、すべての誘導因子刺激において

上昇を示した micro RNA は 32 種の micro 

RNAであった。 

 

（４）低酸素誘導性 micro RNA のポリコー

ム遺伝子発現に対する影響 

低酸素条件下および HIF-1α 誘導因子存

在下で上昇を示した 32種の micro RNAの

うち、MSC未分化関連マーカー転写因子と

の関連がみられた micro RNA と比較し、

miR-628, miR-629および miR-210に着目し

た。 

MSCにMicro RNA mimicを遺伝子導入

すると、negative controlを遺伝子導入した

MSCと比較して、3種類の micro RNA過剰

発現によってポリコーム遺伝子 Bmi1 の

mRNA発現が促進された。一方で、ポリコ



ーム遺伝子 Ezh2の mRNA発現は抑制され

た。 

さらに、MSCに micro RNA inhibitorを遺

伝子導入すると、negative controlを遺伝子

導入したMSCと比較して、3種類の micro 

RNA inhibitor によってポリコーム遺伝子

Bmi1の mRNA発現が抑制され、ポリコー

ム遺伝子 Ezh2の mRNA発現は促進された。 

 

（５）低酸素誘導性 micro RNA による低酸

素条件下でのポリコーム遺伝子発現

に対する影響 

低酸素による HIF-1α誘導条件下において、

低酸素誘導性micro RNAであるmiR-210の機

能抑制をおこなったところ、ポリコーム遺伝

子 Bmi1のmRNA発現は抑制された。一方で、

ポリコーム遺伝子 Ezh2の mRNA発現は上記

条件下で促進された。 

同様に、低酸素誘導性 micro RNA である

miR-628および miR-629に関して検討をおこ

なったところ、ポリコーム遺伝子 Bmi1 の

mRNA発現は、miR-628の機能抑制により促

進され、miR-629 の機能抑制により抑制され

た。一方で、ポリコーム遺伝子 Ezh2の mRNA

発現は、miR-628および miR-629とも抑制さ

れた。 

 

以上の結果より、ポリコーム遺伝子 Ezh2

に対しては、miR-628および miR-629は低酸

素条件下で誘導されることによって、HIF-1α

よりも優位に働くことで Ezh2 発現を制御し

ていると考えられる。一方で、miR-210 に関

しては、低酸素条件下で同様に誘導されるが、

HIF-1α の方が優位に働くことで Ezh2 発現が

促進されると考えられる。この結果に対して

は、今回選択した micro RNA 以外の micro 

RNAが HIF-1αによって誘導されることで間

接的に、もしくはHIF-1α自身が直接的にEzh2

発現を促進していると考えられる。また、ポ

リコーム遺伝子 Bmi1 に対しては、miR-210

およびmiR-629は低酸素条件下で誘導される

ことによって、HIF-1αよりも優位に働くこと

で Bmi1 発現を制御していると考えられる。

しかし、単独の micro RNA過剰発現では発現

が促進されたことから、micro RNA自体の影

響というよりも、micro RNAが標的とする遺

伝子への影響が強いと考えられる。一方で、

miR-628 に関しては、低酸素条件下で同様に

誘導されるが、HIF-1αと協調的に働くことで、

Bmi1の発現が促進されると考えられる。 

本課題の成果により、MSCにおけるポリコ

ーム遺伝子発現に対するmicro RNAに着目し、

酸素濃度調整を中心としたこれらの発現制

御による効果的な歯周組織再生をおこなう

ことにつながることが期待されるが、ポリコ

ーム遺伝子自体の発現調整による MSC の細

胞機能および局所炎症制御への影響を解明

し、さらには、より詳細な micro RNAおよび

HIF-1α の相互作用のメカニズムの解明が必

要であるので、今後の最重要検討課題である

と考える。 
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