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研究成果の概要（和文）：本研究では、siRNA を用いて骨周期コントロール法を開発することにある。バイオインフォ
マティクスを用いmiR-142 標的遺伝子同定を行いG 蛋白質ファミリーに関与する結果が得られた。骨組織における miR
-142 発現細胞の同定を目的に大腿骨内における miR-142 ファミリーの発現を ISH を用いて試みたが明らかなシグナ
ルを検出することが出来ず、免疫細胞群を分離、miRNA 抽出、cDNA 合成を行い qPCR を用いて発現動態を解析した。
その結果、miR-142-3p 及び miR-142-5p を発現していることが確認された。

研究成果の概要（英文）：This study is primarily intended to control the bone cycle such as bone formation 
and resorption with siRNAs. Since miR-142 has related to immune system, we’ve gotten the results that it 
also contributes to the low-weight molecular G proteins operating cytoskeletal action based on the 
bioinformatics. Although miR-142 signals could not be found in the murine femur by in situ hybridization, 
miR-142-3p and miR-142-5p were newfound in immune cells by qPCR after cDNA cloning from miRNA 
extractions.

研究分野： 形成外科学
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１．研究開始当初の背景 
 顔面の土台は顔面骨であり、先天性（素
因性）および後天性の顔面骨の変形は個
性のもととなる顔面の形態異常を引き起
こす。近年の顎顔面外科の進歩（骨切り
や骨延長術等）は多くの顔面変形に福音
をもたらして来ているが、熟練の技量や
長期の治療期間を要するうえ高度の変形
に対しては技術的限界が存在することも
事実である。 
 
 近年、癌発生を中心に増殖およびアポ
トーシスなどでの microRNA（miRNA）の
関与が明らかとなっている。miRNA は、
mRNA の 3’UTR 部位に相補的に結合し、
細胞内の翻訳を制御している。さらに 
miRNA は、発生・分化など細胞機能根幹
に関わっていることも明らかとなってき
た。 
 
 類似機能を有する分子として siRNA 
が知られている。siRNA も癌化抑制作用
や細胞分化の抑制・促進作用を有する事
も示唆され、我々もケロイド組織におけ
るmicroRNAの役割について報告してきた
（Kashiyama K et al. J Invest Dermatol. 
132(6)p1597; 2012）。しかしながら、顔
面骨形成（再生）過程における miRNA の
関与は明らかではない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、骨形成過程とくに破骨細
胞や造骨細胞における miRNA 機能を明
らかにする。そして miRNA を中心とした
有機質基質（仮骨）形成や無機質沈着（石
灰化）における機能を明らかにする。そ
して、顔面骨形成過程における miRNA も
しくは siRNA を用いて人為的に骨形
成・吸収および骨周期コントロール法を
開発する。 
 
３．研究の方法 
(1)実験動物由来 miRNA 解析用 cDNA の
合成 
 ラット頭蓋骨欠損および骨移植組織か
ら total RNA を抽出して cDNA 合成を行
った。 
 
(2)培養細胞株由来 miRNA 解析用 cDNA 
合成 
 HCO 培養細胞株および MLC-6 培養細胞
株から total RNA を抽出して cDNA 合成
を行った。 
 
(3)miRNA 発現解析 
 各組織および細胞から抽出した RNA 
から microRNA などの短鎖 non-coding 
RNA を選択的に抽出し、マイクロアレイ
および microRNA specific real-time PCR 

を用いて、発現動態を解析し miRNA の選
別を行った。 
 
(4)miRNA 標的遺伝子の同定 
 miRNA 標的遺伝子群のバイオインフォ
マティクスを用いて解析を行った。解析
ツールは下記である。 
TargetScan, 
http://www.targetscan.org/mmu_71/ 
miRDB, 
http://mirdb.org/miRDB/ 
DIANA, 
http://diana.imis.athena-innovation.
gr/DianaTools/index.php?r=microT_CDS
/index 
 
(5)病理解析 
実験動物より臓器を摘出、ホルマリン固
定、パラフィン包埋切片を作製した。そ
の後、ヘマトキシリン・エオジン（HE）
染色を行い、病理学的解析を行った。 
 
(6)骨病態の解析 
 分子病理学的手法を用いて骨病態解析
を行った。まず、マウスから採取した大
腿骨をホルマリン固定し、固定された大
腿骨を組織量の約 50 倍量の脱灰液
（K-CX(株式会社ファルマ)）原液に一晩
漬けて脱灰した。脱灰後は蒸留水で洗浄
した後にパラフィン包埋切片を作製。そ
の後作製した標本を用いて、免疫染色を
行った。 
 
 各抗体の希釈率は以下である。抗 
F4/80 抗体（1:400）。抗好中球抗体
（1:200）。抗 RhoA 抗体（1:50）。抗 Rac1 
抗体（1:50）。Alexa Fluor 488 抗体
（1:1000）。Alexa Fluor 568 抗体
（1:1000）。核染色は
4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）
を用いた。 
 
 各抗体における染色条件は以下である。 
1 次抗体：4℃ で 16 時間反応。 
2 次抗体：室温で 16 時間反応。 
 
(7)In situ hybridization（ISH） 
 作製したパラフィン切片を用いて 
microRNA ISH Buffer（Eqiqon）に miRCURY 
LNA Detection Probe, 5'-DIG labeled
（Eqiqon）を混合し、42℃で 16 時間反応
した。その後、抗 DIG 抗体（希釈率 
1:500）と反応させ、発色を行った。 
 
(8)磁気ビースを用いた実質臓器からの
細胞分離 
 MACS 細胞分離試薬（Miltenyl Biotec）
を用いて、実質臓器より選択的に細胞分
離・抽出を行った。 
 



(9)miRNA および標的遺伝子における結
合解析 
 ホタルならびにウミシイタケ由来ルシ
フェラーゼ遺伝子が組み込まれている 
pmirGLO ベクター（プロメガ社）に、miRNA 
結合予想部位を挿入し、発現ベクターの
構築を行った。構築後はシークエンスを
行い、目的部位に正確に遺伝子が組み込
まれていることを確認した。確認後、E. 
coli を用いてプラスミドの大量精製を
行った。そして、Lipofectamine3000
（Invitrogen）を用いて、プラスミドお
よび人工合成 miRNA（miRNA mimic、
Exiqon）を培養細胞に同時に遺伝子導入
を行った。その後、ルシフェラーゼ活性
を測定して、結合様態を観察した。 
 
４．研究成果 
(4)miRNA 標的遺伝子の同定 
本研究で着目している miR-142 は、免疫反
応に関与することが miR-142 KO マウスを
用いた解析により示唆されている。そこで、
miR-142 標的遺伝子同定を、バイオインフ
ォマティクスを用いて行った。その結果、
細胞骨格構成に関与する低分子量 G 蛋白
質ファミリーに関与する結果が得られた
（図 1）。 

 
図 1、DIANA を用いたバイオインフォマテ
ィクス解析 
miR-142-3p は Rac1 3’UTR 部位に高確率
で結合することが予想された。 
 
(5)骨組織における miR-142 発現細胞の
同定 
大腿骨は骨形成の分子メカニズムを調べる
のに適している。そこで、大腿骨内におけ
る miR-142 ファミリーの発現細胞の同定
を ISH を用いて試みた。しかしながら、明
らかな miR-142 シグナルを検出すること
が出来なかった。 
 miRNA 発現は、非常に低レベルであると
推察される。そこで、磁気ビースを用いて
代表的な免疫細胞群（好中球、マクロファ
ージ、T 細胞、B 細胞）を分離、miRNA 抽
出、cDNA 合成を行い qPCR を用いて発現動
態を解析した。その結果、脾臓における上
記細胞群は、miR-142-3p 及び miR-142-5p 
を発現していることが確認された。今後は、
破骨細胞や造骨細胞における miRNA 発現
を検索する。 
 
(6)miR-142 および低分子量 G 蛋白質 
mRNA の結合解析 

 Cdc42、Rac、および Rho ファミリーは、
代表的な低分子量 G 蛋白質ファミリーで
ある。一方 miR-142 は、バイオインフォマ
ティクス解析により、上記分子群の翻訳抑
制に関与していると推察された。はじめに、
分子間相互作用を解析系の確立に着手した。
まず、比較的遺伝子導入を行いやすい NIH 
3T3 細胞を用いて、検討した。その結果、
本研究で構築したプラスミド群は、正確な
ルシフェラーゼ活性を保持していることが
確認された。一方で細胞毒性は確認されな
かった。各 Rho ファミリーにおける
miR-142-3p、miR-142-5pへの結合をみると、
RacにおいてmiR-142-3p への結合が示唆さ
れたが、それ以外の Rho ファミリーではコ
ントロールと比較して優位な差を認めなか
った。これまで、これらの Rho ファミリー
と miR-142-3p、-5p のいずれかが結合する
ことが報告されているため、人工合成miRNA
の濃度条件や遺伝子導入されたベクターと
の結合性の評価などを行い再検討していく
予定である。また今回は遺伝子導入しやす
い NIH-3T3 細胞を用いた解析であり、今後
は骨形成に関与する細胞での評価も行って
いく予定である。 
 
本研究成果により、miR-142 は骨形成にお
ける細胞運動に関与していることが推察さ
れた。今後は、miR-142 欠損マウスならび
に突然変異マウスを用いて詳細に解析を行
う予定である。 
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