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Ⅰ． 緒言 

 

松果体より分泌されるホルモンである Melatonin (MEL)は，概日リズムの調

整をはじめとして，神経保護作用や腫瘍抑制作用などの様々な働きを有する(1)．

また，MEL は未分化間葉系細胞の分化や前骨芽細胞の分化を促進し，骨形成に

重要な役割を担う (2,3)．さらに MEL は，in vitro にてマウス骨芽細胞(MC3T3-

E1)の石灰化能の亢進に関与し，インプラント周囲の新生骨の形成やオッセオイ

ンテグレーションの促進に関与することが明らかとなった(4,5)． 

TGF-は，MAPK-ERK シグナル伝達経路を介して，骨芽細胞の分化や石灰

化の制御に関与している(6)．しかしながら，MEL によって促進される石灰化と

TGF-により活性化されるMAPK-ERKシグナル伝達経路との関係については

不明である．また，microRNA（miRNA）は様々な遺伝子発現の制御を行うこ

とにより，分化や発生の調節に重要な役割を担っている(7)．骨芽細胞において

は，miRNA が Runx2 の発現を制御することにより，骨分化の調節に関与する

との報告がある(8)．しかしながら，MEL により誘導される骨芽細胞の石灰化に

miRNA がどのように関与してるかは未だ明らかでない．そのため本研究では，

ヒト顎骨由来骨芽細胞を用いて，MEL による Runx2 の発現誘導メカニズムを

明らかとし，さらに MEL により発現誘導される miRNA の役割について検討す

ることとした．また，連通多孔体ハイドロキシアパタイト(Interconnected 

Porous Hydroxyapatite Ceramics：IP-CHA)は，優れた骨伝導能を有する骨補

填材として広く臨床応用されている．MEL などの骨形成に関係する因子を IP-

CHA 内に導入することにより，さらに骨芽細胞の石灰化能がより促進される可

能性があると考えられる．そのため今回，MEL 徐放能を有する IP-CHA を作製

し，IP-CHA 内で培養したヒト顎骨由来骨芽細胞の石灰化能について検討を行

なった． 
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Ⅱ．実験材料および実験方法 

 

1．細胞培養 

広島大学疫学研究倫理審査委員会の承認のもと，患者より事前に同意を得て，

口腔顎顔面再建外科における手術の際に無菌的に採取したヒト正常顎骨由来の

小骨片を用いて，エクスプラント法によりヒト顎骨由来骨芽細胞(以下，hOB 細

胞と略記する)の初代培養を行なった．T-75 組織培養用フラスコ(Greiner Bio 

One，Duesseldorf，Germany)に 2～3 ㎜四方大に細断した組織片を静置し，培

地には 10％ウシ胎児血清，1％ペニシリン-ストレプトマイシンを添加した α 変

法イーグル培地(α-Minimum Essential medium：以下 α-MEM 培地と略記する；

SIGMA)を使用した．組織片細胞を 0.05％トリプシン-EDTA(SIGMA)を用いて

回収し継代培養を行なった．培養系は 95％air，5％CO2，37℃の条件下で維持

し，本実験では 3～6 継代細胞を用いた．hOB 細胞を分化するため，L-アラニル

-L-グルタミンを含む石灰化誘導培地 (MSCgoTM OsteogenicXF，Biological 

Industries)で培養を行なった．1.0μM MEL(Sigma-Aldrich)および TGF-β1 

(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 5.0 ng/ml で 72 時間処理し細胞を回

収した． 

 

2．RNA 抽出および Real time-PCR 法  

hOB 細胞から RNeasy Mini Kit (Qiagen，Hilden，Germany)を用いて，Total 

RNA を抽出した．抽出した RNA の濃度をナノドロップ(Thermo Fisher 

Scientific，Waltham，MA，USA)により測定した．Total RNA 1μg をテンプレ

ートとして Rever Tra Ace 1µl，RNAase inhibitor 1µl，5×RT buffer 4µl，dNTP 

2µl，Randam primer 1µlを加えた反応液で逆転写反応を行なった． 30℃10分，

42℃20 分，99℃5 分，4℃5 分を Master cycler gradient(Eppendorf，Hamburg，
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Germany)を用いて実施し，20μL の 1 本鎖 cDNA を得た．cDNA 1µl，

THUNDERBIRD SYSER qPCR Mix(TOYOBO) 10µl，標的遺伝子特異的プラ

イマー（sence，antisence を各 1µl），DDW 7µl を用いて，CFX connect real-

time PCR detection sytem（BioRad，Hercules，CA，USA）にて遺伝子発現量

を解析した．標的遺伝子の発現量は ， Glycelaldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase（以下 G3PDH と略記）の発現量を基準として標準化した． PCR

プログラムは，95℃10 分の後，95℃15 秒，58℃30 秒，72℃40 秒の反応を 40

サイクル行なった．使用したプライマー(北海道システムサイエンス)の塩基配列

は表 1 に別記した．  

 

3．タンパク質抽出および Western blotting 

細胞をPBSにて洗浄後，0.05%トリプシン-EDTA（SIGMA）により細胞を剥

離，回収し4℃,15000rpmにて5分間遠心しペレットを得た．タンパク抽出には

Mammalian Cell Lysis Kit (Sigma-Aldrich)を用いた．1％プロテアーゼインヒ

ビター(Roche，Indianapolis，IN，USA)を添加した100μLの氷冷Lysis bufferを

回収したペレットに添加し，100回ピペッティングを行い，60分氷上にて振盪し

た後，4℃，13000rpmにて10分遠心後，上清をサンプルとして回収した．サン

プルのタンパク質濃度はProtein Assay（Bio Rad，Hercules， California， USA）

を用いて定量した．抽出した各種サンプルに5×sample buffer (1M Tris-HCL 

pH6.8，10％SDS，glycerol，5％ 2-メルカプトエタノール，ブロモフェノール

ブルー)を加えた後，95℃で5分加熱し，ただちに4％スタッキングゲル，10％ラ

ンニングゲルを用いて電気泳動を行なった．サンプルはImmobilon-P PVDFメ

ンブレン (Millipore corporate Headquarters，Billerica，MA，USA)に転写後，

ブロッキングワンP (ナカライテスク，京都)により室温にて1時間ブロッキング
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を行なった． 1次抗体 anti-human Runx2 mouse monoclonal (Abcam，

Cambridge，UK)，anti-human ERK1/2 rabbit monoclonal (Cell Signaling 

Technology，Beverly， MA，USA)，anti-human phosphorylated-ERK1/2 rabbit 

monoclonal (Cell Signaling Technology) ， anti-human Smad2 rabbit 

monoclonal (Cell Signaling Technology) ， anti-human Smad3 rabbit 

monoclonal (Cell Signaling Technology)，anti-human phosphorylated-Smad2 

rabbit monoclonal (Cell Signaling Technology)，anti-human phosphorylated-

Smad3 rabbit monoclonal (Cell Signaling Technology) の抗体反応は各抗体に

添付された条件に従い，5％牛血清アルブミンを含む TBS-T (20mM Tris-HCL 

(pH7.6)，0．14M NaCl，0.05％Tween-20)にて4℃で over nightにて行なった．

2次抗体反応はECL Anti-Rabbit IgG，Horseradish Peroxidase-Linked Whole 

Antibody (GE ヘルスケア・ジャパン株式会社，東京)をTBS-Tにて1000倍希釈

した反応液を用いて室温60分にて行なった．2次抗体反応後，TBS-Tにて洗浄し，

ECL TM Plus Western blotting system (GE ヘルスケア・ジャパン株式会社)を

発光基質として添加し，LAS 4000 mini（Fuji film，東京）を用いて発光シグナ

ルを検出した．NIH ImageJ (Version 1.47)を用いて, Western blotting により

得られたバンドの濃度を測定し、タンパク質発現を定量化した。 

 

4．蛍光免疫染色法 

24 Well Cell Culture Plate (CELLSTAR)に播種した細胞を，4%パラホルム

アルデヒドリン酸緩衝液にて 30 分固定した．0.2% Triton X-100 を用いて膜透

過処理を行い，5%牛血清アルブミンを含むリン酸緩衝生理食塩水（phosphate-

buffered saline；以下 PBS と略記する）を用いてブロッキングを行い，1：1000

倍希釈した 1 次抗体 Alexa Fluor® 488 anti-Runx2 rabbit monoclonal antibody 
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(abcam)を，室温で over night で反応させた．PBS にて洗浄後，1％牛血清アル

ブミンを含む PBS にて 1：500 倍希釈した蛍光標識 2 次抗体 (Thermo Fisher 

Scientific，東京，日本)および 1：500 倍希釈した Alexa Fluor 568 phalloidin 

(Thermo Fisher Scientific， Waltham， MA， USA)を遮光下，室温で 1 時間

反応させた．核染色は VECTASHIELD WITH DAPI（Vector Laboratories，

CA，USA）にて行い，蛍光励起および位相差画像を蛍光顕微鏡 BZ-9000

（KEYENCE，大阪）を用いて撮影した． 

 

5． siRNA による遺伝子ノックダウン 

Lipofectamine RNAi MAX (Life technologies，Carlsbad，USA)を用いて，

製品マニュアルに従い，siRNA によるノックダウンを行なった．Opti-MEM 培

地に Smad2，Smad3，Notch2 Stealth siRNA (Life technologies)，Lipofectamine 

RNAi MAX を各々溶解し，20 分反応させた．その後，hOB 細胞に添加し 48 時

間導入を行なった．Smad2，Smad3，Notch2のノックダウンはWestern Blotting

にて確認した．Negative コントロールとして，Stealth RNAi Negative コント

ロール（Life technologies)を用いた． 

 

6．miRNA inhibitor および mimic の導入 

LipofectamineTM RNAiMAX Transfection Reagent (Thermo Fisher 

Scientific，東京，日本)を使用して，製品マニュアルに従って，細胞にmiRNA 

inhibitorまたはmiRNA mimicを導入した．miR-181c-5p mirVanaTM miRNA 

inhibitor (Thermo Fisher Scientific，東京，日本)およびmirVanaTM miRNA 

inhibitor Negative コントロール (Thermo Fisher Scientific，東京，日本)を最

終濃度10nMで使用し，miR-181c-5p mirVanaTM miRNA mimic (Thermo Fisher 
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Scientific，東京，日本)を最終濃度100nMにて使用した． 

 

7．Alkaline Phosphatase (ALP)活性の測定 

ALP活性は，TRACP＆ALP Assay Kit (Takara，大阪，日本)を用いて行なっ

た．細胞を生理食塩液で洗浄後，キットに含まれる細胞抽出用溶液を加え撹拌し，

反応基質溶液を加え，37℃，60分反応させ，マイクロプレートリーダー(BioRad 

Laboratories)を用いて，波長405nmにおける吸光度を測定した．  

 

8．Alizarin red S 染色と定量化 

細胞をPBSで2回洗浄した後，10％中性緩衝ホルマリンで30分間固定を行なっ

た．固定処理後0.5％Alizarin red S/ PBS溶液を加え，45分間室温にて緩やかに

振盪し，石灰化基質を測定した．また，染色性を評価するため，10％酢酸および

20％エタノール混合液を添加し，室温にて15分静置した．得られた抽出液を96 

Well Cell Culture Plate(CELLSTAR)に播種し ,マイクロプレートリーダー

(BioRad Laboratories)を用いて，波長405nmにおける吸光度を測定した． 

 

9．miRNA 発現のマイクロアレイ分析 

Affymetrix GeneChip miRNA 4.0 array を使用して miRNA 発現解析を行な

った．RNaseH および DNA ポリメラーゼを用いて，Single-strand cDNA を増

幅させた．マイクロアレイへのハイブリダイゼーションを行なった後にアレイ

の染色と洗浄を行なった．GeneChip Scanner（Affymetrix，Inc．）を使用して

画像をスキャンした．Affymetrix Gene Chip Command Console ソフトウェア

を使用してデータの解析を行なった． 
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10．連通多孔体ハイドロキシアパタイト 

連通気孔を有するハイドロキシアパタイト (エム・エム・ティー社 (大阪))を

使用した．IP-CHA は気泡ゲル化技術の応用により製造され，三次元連通気孔構

造による高い気孔率および高い機械的強度を特徴とする．本研究では，ディスク

状(直径 7 ㎜ × 高さ 5 ㎜)の IP-CHA を用いた． 

 

11．MEL 含有 IP-CHA の作製および hOB 細胞の導入 

MEL(M5250-1g；Siguma-Aldrich，東京)をジメチルスルホキシド(13406-55；

ナカライテスク，京都)に溶解し，PBS で希釈することにより 1μM および 10μM

濃度に調整した．1μM および 10μM 濃度の MEL 溶液に IP-CHA を浸漬後，常

温にて 100mmHg の真空に 24 時間静置することにより，MEL 含有 IP-CHA を

作製した．また，MEL 含有 IP-CHA 上に，α-MEM 培地を用いて懸濁した hOB

細胞を滴下し，48 時間細胞培養を行うことにより，細胞導入を行なった． 

 

12．MEL 含有 IP-CHA の MEL 徐放能の測定 

1μM および 10μM 濃度の MEL 溶液に浸漬させ作製した MEL 含有 IP-CHA

を α-MEM 培地中に静置し，培地を回収した．培地は 4 日毎に交換を行い，28

日間継続して培地交換を行なった．採取した培地は，Melatonin ELISA kit (cat 

no ab213978；Abcam，Cambridge，UK)を使用して，製品マニュアルに従って，

MEL の濃度を測定した． 

 

13．走査型電子顕微鏡による観察 

IP-CHA を 10％中性緩衝ホルマリンで 30 分間固定を行なった．IP-CHA を

PBS で洗浄した後，上昇エタノール系列 (50％，60％，70％，85％，90％，95％，
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100％)で脱水，乾燥後に走査型電子顕微鏡(VE-8800，KEYENCE，大阪)にて観

察を行なった． 

 

14．統計解析 

全ての検定はサンプル数または症例数を 3 以上で行い，標準偏差は±，サンプ

ル数または症例数は n にて示した．得られたデータの統計的有意性は，2 群間比

較に Student’s t-test を用いて解析し，P value<0.05 の場合を有意差ありとし

た． 

 

 

Ⅲ．結果 

 

１．ヒト顎骨由来骨芽細胞(hOB 細胞)の樹立 

小骨片を細胞培養用フラスコに静置し，培養開始 7 日で小骨片周囲に細胞の

遊走が確認された(図 1A)．細胞は線維芽細胞様の紡錘形を示した(図 1B)．石灰

化誘導培地で培養し，培養 14 日目には，石灰化を示す Alizarin red S による染

色が確認され(図 1C)，ヒト顎骨由来の骨芽細胞であることを確認した．さらに，

ALP および Runx2 の mRNA 発現を認めた． 

 

２．MEL 含有 IP-CHA の MEL 徐放能の検討 

1μM濃度のMEL溶液に浸漬した IP-CHAにおいて，4日目では 31．5ng/ml，

8 日目では 32.8 ng/ml，12 日目では 6.2ng/ml，16 日目では 1.5ng/ml の MEL

の徐放を認めた．20 日目では MEL の徐放は確認されなかった(図 2A)．10μM

濃度の MEL 溶液に浸漬した IP-CHA において，4 日目，8 日目では MEL の濃

度測定は困難であったが，12 日目では 522.4ng/ml，16 日目では 405.3ng/ml，
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20 日目では 112.4ng/ml，24 日目では 30.5ng/ml，28 日目では 5.3ng/ml と，高

濃度の MEL が長期間放出されることが確認された(図 2B)． 

 

3．SEM による形態観察 

MEL 非含有 IP-CHA と，1μM および 10μM 濃度の MEL 溶液に浸漬した

MEL 含有 IP-CHA 上に hOB 細胞を播種し，α-MEM 培地で 2 日間培養後，SEM

にて細胞の形態観察をしたところ，いずれの IP-CHA 内においても hOB 細胞が

確認された(図 3A，3B，3C)．  

 

4．MEL 含有 IP-CHA 内で培養した hOB 細胞の石灰化能の検討 

MEL 含有 IP-CHA または MEL 非含有 IP-CHA で hOB 細胞を 14 日間培養

し，IP-CHA の水平断面を Alizarin red S にて染色した結果，1μM MEL 含有

IP-CHAおよび 10μM MEL含有 IP-CHAの水平断面において Alizarin red S の

より強い染色性が確認された(図 4A)．Alizarin red S を可溶化し，比色定量法に

より OD 値を測定した結果，1μM MEL 含有 IP-CHA および 10μM MEL 含有

IP-CHA の OD 値は，MEL 非含有 IP-CHA と比較して有意に高かった(図 4B)． 

 

5．TGF-が MEL により誘導される石灰化能および Runx2 発現に及ぼす影響 

hOB 細胞における TGF-による ALP 活性および石灰化への影響について

検討したところ，ALP mRNA 発現および ALP 活性は，TGF-存在下でコント

ロールと比較して有意に低下した(図 5A，5B)．さらに，TGF-によって低下 

した ALP mRNA 及び ALP 活性は TGF- inhibitor により有意に増加した(図

5A，5B)．MEL存在下で，TGF-β1により抑制された石灰化能は, TGF- inhibitor

により増加した(図 5C，5D)．続いて，1μM 濃度の MEL 溶液に浸漬した IP-CHA
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内で培養した hOB 細胞において，蛍光免疫染色を用いて Runx2 発現を検討し

たところ，気孔内に存在する hOB 細胞の核内において Runx2 発現が確認され

た(図 6A)．さらに，MEL により誘導された Runx2 発現は，TGF-により減弱

し，TGF- inhibitor により発現増加が確認された(図 6B)．また，MEL による

Runx2 発現誘導について検討したところ，MEL により Runx2 mRNA 発現およ

びタンパク質発現は有意に増加し，TGF-により有意に減少した．さらに，

TGF- inhibitor を添加したところ，TGF-により減少した Runx2 mRNA 発

現およびタンパク質発現は増加した(図 7A，7B)．  

 

6．TGF-が SMAD シグナル伝達経路に及ぼす影響 

hOB 細胞において，TGF-が Smad2/3 に及ぼす影響について検討した． 

時間 TGF-で処理後，Smad2/3 のリン酸化レベルは増加した(図 8A，8B，

8C)． Smad2/3 のノックダウン hOB 細胞において，Runx2 mRNA 発現および

石灰化能を検討したところ，有意な変化は認めなかった(図 9A，9B)．  

 

7．TGF-が ERK シグナル伝達経路に及ぼす影響 

hOB 細胞において，24 時間 TGF-で処理後，ERK のリン酸化レベルは有

意に増加した(図 10A，10B，10C)．また，MEL 存在下で，TGF-によって抑

制された Runx2 発現は，ERK inhibitor の添加により有意に増加した．さらに，

MEL 存在下で TGF-によって抑制された石灰化能は，ERK inhibitor の添加

により有意に促進された(図 11A，11B，11C，11D)． 

 

8．miR-181c-5p が Runx2 発現および石灰化能に及ぼす影響 

MEL により誘導される miRNA の網羅的発現解析を行なったところ，2 倍以
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上発現が増加した miRNA を 17 種，0.5 倍以下に発現が減少した miRNA を 13

種同定した(表 2，表 3)．その中で miR-181c-5p はコントロールと比較して 4.57

倍と最も高い発現を認めた(表 2)．続いて，miR-181c-5p が hOB 細胞の Runx2

発現に及ぼす影響を検討したところ，miR-181c-5p 過剰発現細胞では，コント

ロールと比較してRunx2 mRNA発現の有意な増加を認めた．一方で，miR-181c-

5p ノックダウン細胞では，コントロールと比較して Runx2 mRNA 発現の有意

な減少を認めた(図 12A，12B)．さらに石灰化能への影響について検討したとこ

ろ，miR-181c-5p 過剰発現細胞ではコントロールと比較して，7 日間で石灰化が

有意に促進された．一方で，miR-181c-5p ノックダウン細胞では，コントロール

と比較して，MEL による石灰化の促進は認めなかった (図 13A，13B，13C，

13D)． 

 

9．miR-181c-5p の標的遺伝子の検討 

miR-181c-5p の標的遺伝子を検討するため，TargetScan v7.0(targetscan.org)

を用いて解析を行なったところ，Notch2 が miR-181c-5p と相補的な塩基配列

を有することが明らかとなった(図 14A)．miR-181c-5p 過剰発現細胞では，コン

トロールと比較して Notch2 mRNA 発現の有意な減少を認め，さらに Notch2

タンパク質発現は，miR-181c-5p 過剰発現細胞において有意な減少を認めた(図

14B，14C，14D)．続いて，Notch2 siRNA ノックダウン細胞における Runx2 発

現および石灰化能について検討したところ，Notch2 siRNA ノックダウンにより

Runx2 mRNA およびタンパク質発現は有意に増加し，hOB 細胞の石灰化能は

Notch2 ノックダウンにより有意に促進された (図 15A，15B，15C，15D，15E)． 
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Ⅳ．考 察 

 

MEL は前骨芽細胞や間葉系細胞の骨細胞への分化を促進し BMP/ERK/Wnt

シグナル伝達経路を介して骨芽細胞の石灰化を促進する(2,3,9)．今回の研究結

果から，ヒト顎骨由来骨芽細胞において，MEL は miR-181c-5p の発現増加を

介して，Runx2 の発現を誘導することにより，骨芽細胞の石灰化を促進するこ

とが明らかとなった．miRNA は，分化や発生の調節に重要な役割を担ってお

り，骨芽細胞の分化を調節する働きをもつことがこれまで報告されてきた．そ

のなかでも，miR-210 はマウス間葉系細胞の骨分化を促進し，miR-125b は分

化の抑制に関与する (10, 11)．また，マウス骨芽細胞では，BMP2 によって誘

導された骨芽細胞の分化は，miR-208 による Ets1 の転写抑制を介して抑制さ

れる(12）．さらに，miR-590-5p は Runx2 の発現を制御することにより，マウ

ス間葉系細胞の骨分化に関与する (13)．これまで，miR-181c-5p が癌細胞の

化学療法抵抗性やアルツハイマー病および認知機能障害に関与することが報告

されている(14,15）．しかしながら，miR-181c-5p がヒト骨芽細胞の分化に関与

するとの報告はこれまでない．今回の研究から，miR-181c-5p 過剰発現骨芽細

胞は，コントロール細胞と比較して有意な石灰化能を示した．さらに，miR-

181c-5p 過剰発現骨芽細胞は，MEL 存在下で培養した骨芽細胞や Notch2 ノッ

クダウン骨芽細胞と比較しても，有意な石灰化能を示したことから，miR-

181c-5p はヒト骨芽細胞の石灰化を促進する働きをもつ miRNA であると考え

られる． 

Notch シグナル伝達経路は様々な分化過程において重要な役割を担ってお

り，Notch 受容体がリガンドである Jagged により活性化されることにより，

Notch の細胞内ドメインが核内に移行し，遺伝子発現の制御を行う(16)．
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Notch シグナル伝達経路は骨芽細胞の分化の調節にも関与していると考えられ

ており，Notch2 は骨分化および骨形成の抑制に重要な役割を担う(17,18)．

Notch2 と miRNA との関係については，miR-758 が歯根膜幹細胞における

Notch2 の発現を抑えることにより，骨関連遺伝子の発現を制御することが報

告されている(19）．今回，ヒト骨芽細胞において miR-181c-5p が Notch2 発現

を減少させることにより，Runx2 の発現が誘導され，骨分化が促進される可能

性が示唆された．今後は，miR-181c-5p 過剰発現細胞において Notch2 の転写

活性について検討する必要があるが，今回の結果から，miR-181c-5p は Notch

シグナル伝達経路を抑制することにより，ヒト骨芽細胞の骨分化を促進すると

考えられた． 

これまでの TGF- の骨芽細胞に及ぼす影響を検討した研究では，TGF- 

が骨芽細胞の分化や骨形成を促進あるいは抑制するといった異なる報告がされ

ている(20,21,22)．その理由として，実験に用いられた TGF- の濃度の違い

や，骨芽細胞の分化の程度が影響を与えたものと考えられる．TGF-β-Smad シ

グナル伝達経路は，骨芽前駆細胞の増殖や走化性および初期分化を促進する

(6)．一方で，TGF--Smad シグナル伝達経路は，骨芽細胞の分化や骨細胞へ

の分化を誘導する(6)．今回の研究より，MEL により誘導された Runx2 発現

は，TGF--Smad シグナル伝達経路によって影響を受けなかった．一方で，

TGF-により ERK のリン酸化が生じ，ERK inhibitor によって TGF-によ

り抑制された Runx2 発現は有意に増加したことから，ERK が MEL により誘

導された骨分化を抑えることが示唆された．マウス骨芽細胞においても同様

に，TGF-が MAPK‐ERK シグナル伝達経路を活性化することにより，骨

芽細胞の分化を抑制している(23)．以上より，MAPK‐ERK シグナル伝達経路

はヒト顎骨由来骨芽細胞の分化における重要な抑制経路のひとつであることが
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示唆された． 

連通多孔体ハイドロキシアパタイトはすぐれた骨伝導能を有しており(5)，

MEL などの骨形成に関係する因子を IP-CHA 内に導入することにより，さら

に石灰化能が促進される可能性があると予測される．今回，MEL 含有 IP-

CHA を作製した結果，数週間にわたり高濃度の MEL が徐放されることを確認

した．MEL の生体内での濃度については，成人では夜間の血中濃度が約

60pg/ml であると報告されている(24)．今回作成した 10uM MEL 含有連通多

孔体ハイドロキシアパタイトの徐放濃度は，最大で 500ng/ml 以上で，MEL 含

有 IP-CHA からは，成人の血中濃度と比較して高い濃度の MEL が生体内に放

出されると予測される．今後は，MEL 含有 IP-CHA ブロックが生体組織に及

ぼす影響を明らかにするため，in vivo にて詳細に検討を行う必要がある．

MEL 含有 IP-CHA ブロックの臨床への応用が可能となれば，患者の顎骨由来

骨芽細胞を導入した MEL 含有 IP-CHA ブロックを，顎骨欠損部位へ移植する

ことにより，骨欠損部位における速やかな骨再生が可能になると考える． 

 

 

Ⅴ．結論 

 

今回の研究から，ヒト顎骨由来骨芽細胞において，MEL により誘導される

miR-181c-5p は Notch2 を標的遺伝子とし，Notch2 の転写を抑制することに

より Runx2 の発現を促進し，その結果としてヒト顎骨由来骨芽細胞の分化が

促進されると考えられた． 以上より，ヒト顎骨由来骨芽細胞における MEL に

よる Runx2 発現および石灰化誘導メカニズムが明らかとなった． 
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Ⅷ．付図説明 

 

図1．ヒト顎骨由来骨芽細胞(hOB細胞)の樹立 

(A)  小骨片周囲において増殖する骨芽細胞様細胞 

(B)  位相差顕微鏡像 

(C)  hOB細胞におけるAlizarin red 染色像 

 

図2．MEL含有IP-CHAのMEL徐放能の検討 

(A)  1μM MEL含有IP-CHAのMEL徐放能 

(B)  10μM MEL含有IP-CHAのMEL徐放能 

 

図3．SEMによるhOB細胞の形態観察 

(A)  MEL非含有IP-CHA内におけるhOB細胞 

(B)  1μM MEL含有IP-CHA内におけるhOB細胞 

(C)  10μM MEL含有IP-CHA内におけるhOB細胞 

 

図4．MEL含有IP-CHA内で培養したhOB細胞の石灰化能の検討 

(A)  MEL含有IP-CHAの水平断面でのAlizarin red 染色像 

(B)  比色定量法によるAlizarin red 染色の定量 

 

図5．hOB細胞におけるTGF-β1によるALP活性および石灰化への影響 

(A)  ALP mRNA発現 

(B)  ALP活性 

(C)  Alizarin red 染色像 

(D)  比色定量法によるAlizarin red 染色の定量 

 

図6．hOB細胞におけるTGF-β1によるRunx2発現への影響（蛍光免疫染色像） 

(A)  1μM MEL含有IP-CHA内で培養したhOB細胞におけるRunx2発現 

(B)  hOB細胞におけるRunx2発現 

 

図7．hOB細胞におけるTGF-β1によるRunx2発現への影響 

(A)  Runx2 mRNA発現 
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(B)  Runx2タンパク質発現 

(C) Runx2タンパク質発現レベルの検討 

 

図8．TGF-β1がSmad2/3のリン酸化に及ぼす影響 

(A) TGF-β1によるSmad2/3のリン酸化 

(B) Smad2のリン酸化レベルの検討 

(C) Smad3のリン酸化レベルの検討 

 

図9．MEL/TGF-β1存在下でのSmad2/3ノックダウンhOB細胞におけるRunx2発

現 

(A)  Smad2/3ノックダウンhOB細胞におけるRunx2 mRNA発現 

(B)  Smad2/3ノックダウンhOB細胞におけるAlizarin red 染色の定量 

 

図10．TGF-β1がERKのリン酸化に及ぼす影響  

(A) TGF-β1存在下でのERK1/2のリン酸化 

(B) TGF-β1存在下でのERK1のリン酸化レベルの検討 

(B) TGF-β1存在下でのERK2のリン酸化レベルの検討 

 

図11．TGF-β1により抑制されたRunx2発現のERK inhibitorによる影響 

(A) TGF-β1/ERK inhibitor存在下でのRunx2タンパク質発現 

(B)  TGF-β1/ERK inhibitor存在下でのRunx2タンパク質発現レベルの検討 

(C) TGF-β1/ERK inhibitor存在下でのAlizarin red 染色像 

(D) 比色定量法によるAlizarin red 染色の定量 

 

図12．MELにより誘導されたmiRNAの網羅的発現解析 

(A) miR-181c-5p過剰発現hOB細胞におけるRunx2 mRNA発現 

(B) miR-181c-5pノックダウンhOB細胞におけるRunx2 mRNA発現 

 

図13．miR-181c-5pによるhOB細胞の石灰化への影響 

(A) miR-181c-5p過剰発現hOB細胞におけるAlizarin red 染色 

(B) 比色定量法によるAlizarin red 染色の定量 

(C) miR-181c-5pノックダウンhOB細胞におけるAlizarin red 染色 
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(D) 比色定量法によるAlizarin red 染色の定量 

 

図14．miR-181c-5pの標的遺伝子の検討 

(A)  miR-181c-5pとNotch2の相補的塩基配列 

(B)  miR-181c-5p過剰発現hOB細胞におけるNotch2 mRNA発現  

(C)  miR-181c-5p過剰発現hOB細胞におけるNotch2タンパク質発現 

(D)  Notch2タンパク質発現レベルの検討 

 

図15．Notch2 siRNAノックダウン細胞におけるRunx2 mRNA発現および石灰

化能の検討 

(A) Notch2 siRNAノックダウンhOB細胞におけるRunx2 mRNA発現 

(B) Notch2 siRNAノックダウンhOB細胞におけるRunx2タンパク質発現 

(C) Runx2タンパク質発現レベルの検討 

(D) Notch2 siRNAノックダウンhOB細胞におけるAlizarin red 染色像 

(E) 比色定量法によるAlizarin red 染色の定量 
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