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第第第第 278278278278 回松本歯科大学大学院回松本歯科大学大学院回松本歯科大学大学院回松本歯科大学大学院セミナーセミナーセミナーセミナー    
    

日日日日 時時時時：：：：    2020202013131313 年年年年 7777 月月月月 19191919 日日日日((((金金金金))))    18181818 時時時時 00000000 分分分分~~~~19191919 時時時時 00000000 分分分分    

場場場場 所所所所：：：：    実習館実習館実習館実習館 2222 階階階階    総合歯科医学研究所総合歯科医学研究所総合歯科医学研究所総合歯科医学研究所セミナールームセミナールームセミナールームセミナールーム    

演演演演 者者者者：：：：    中村中村中村中村    幸雄幸雄幸雄幸雄    氏氏氏氏（（（（信州大学医学部整形外科信州大学医学部整形外科信州大学医学部整形外科信州大学医学部整形外科・・・・助教助教助教助教））））    

タイトルタイトルタイトルタイトル：：：：    microRNA140microRNA140microRNA140microRNA140 とそのとそのとそのとそのホストホストホストホスト遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子 Wwp2Wwp2Wwp2Wwp2 のののの機能解析機能解析機能解析機能解析    

    

microRNAsmicroRNAsmicroRNAsmicroRNAs はははは長長長長ささささ 21212121----23232323 塩基程度塩基程度塩基程度塩基程度ののののノンコーディングノンコーディングノンコーディングノンコーディング RNARNARNARNA 分子群分子群分子群分子群でありでありでありであり、、、、DicerDicerDicerDicer とととと DroshaDroshaDroshaDrosha というというというという 2222 つのつのつのつの

主要酵素主要酵素主要酵素主要酵素によってによってによってによって処理処理処理処理されされされされ、、、、RRRRNANANANA----IIIInduced nduced nduced nduced SSSScilencing cilencing cilencing cilencing CCCComplexomplexomplexomplex（（（（RISCRISCRISCRISC））））複合複合複合複合体体体体をををを形成形成形成形成しそのしそのしそのしその機能機能機能機能をををを発揮発揮発揮発揮すすすす

るるるる。。。。過去過去過去過去にににに DicerDicerDicerDicer がががが骨格発生骨格発生骨格発生骨格発生・・・・形成形成形成形成にににに大変重要大変重要大変重要大変重要であるというであるというであるというであるという報告報告報告報告がありがありがありがあり、、、、DicerDicerDicerDicer によりによりによりにより処理処理処理処理されるされるされるされる microRNAsmicroRNAsmicroRNAsmicroRNAs

もももも骨格発生骨格発生骨格発生骨格発生・・・・形成形成形成形成にににに重要重要重要重要であるといえるであるといえるであるといえるであるといえる。。。。今回今回今回今回、、、、マウスマウスマウスマウス肋軟骨肋軟骨肋軟骨肋軟骨をををを用用用用いたいたいたいたマイクロアレイマイクロアレイマイクロアレイマイクロアレイによりによりによりにより、、、、軟骨特異的軟骨特異的軟骨特異的軟骨特異的にににに発現発現発現発現

するするするする microRNA140microRNA140microRNA140microRNA140（（（（miRmiRmiRmiR----140140140140））））をををを同定同定同定同定 したしたしたした。。。。miRmiRmiRmiR----140140140140 はははは、、、、ゼブラフィッシュゼブラフィッシュゼブラフィッシュゼブラフィッシュおよびおよびおよびおよびマウスマウスマウスマウスにおけるにおけるにおけるにおける in situ in situ in situ in situ 

hybridizationhybridizationhybridizationhybridization 法法法法によりによりによりにより軟骨特異的軟骨特異的軟骨特異的軟骨特異的なななな発現発現発現発現をををを示示示示したためしたためしたためしたため、、、、軟骨軟骨軟骨軟骨のののの発生発生発生発生・・・・形成形成形成形成にににに重要重要重要重要なななな役割役割役割役割をををを果果果果たすとたすとたすとたすと仮定仮定仮定仮定しししし、、、、

ノックアウトマウスノックアウトマウスノックアウトマウスノックアウトマウス（（（（KOKOKOKO））））をををを作成作成作成作成ししししたたたた。。。。結果結果結果結果、、、、miRmiRmiRmiR----140 KO140 KO140 KO140 KO はははは四肢四肢四肢四肢のののの骨格形成不全骨格形成不全骨格形成不全骨格形成不全をををを示示示示したしたしたした。。。。そのそのそのその組織学的組織学的組織学的組織学的メカメカメカメカ

ニズムニズムニズムニズムとしてとしてとしてとして、、、、肥大軟骨細胞肥大軟骨細胞肥大軟骨細胞肥大軟骨細胞のののの分化分化分化分化をををを制御制御制御制御することによりすることによりすることによりすることにより骨格発生骨格発生骨格発生骨格発生・・・・形成形成形成形成をををを制御制御制御制御することをすることをすることをすることを見出見出見出見出したしたしたした。。。。次次次次にににに RISCRISCRISCRISC

のののの主要主要主要主要コンポーネントコンポーネントコンポーネントコンポーネントであるであるであるである Argonaute2Argonaute2Argonaute2Argonaute2 をををを用用用用いたいたいたいた免疫沈降法免疫沈降法免疫沈降法免疫沈降法によりによりによりにより、、、、miRmiRmiRmiR----140140140140 のののの下流因子下流因子下流因子下流因子としてとしてとしてとして DnpepDnpepDnpepDnpep 酵酵酵酵

素素素素をををを同定同定同定同定しししし、、、、ゼブラフィッシュゼブラフィッシュゼブラフィッシュゼブラフィッシュをををを用用用用いていていていて DnpepDnpepDnpepDnpep がががが骨格骨格骨格骨格のののの発生発生発生発生・・・・形成形成形成形成にににに必須必須必須必須なななな骨形成蛋白質骨形成蛋白質骨形成蛋白質骨形成蛋白質（（（（BMPBMPBMPBMP））））シグナルシグナルシグナルシグナルをををを

制御制御制御制御することをすることをすることをすることを明明明明らかにしたらかにしたらかにしたらかにした。。。。さらにさらにさらにさらに miRmiRmiRmiR----140140140140 のののの軟骨軟骨軟骨軟骨におけるにおけるにおけるにおける直接的直接的直接的直接的なななな上流因子上流因子上流因子上流因子としてとしてとしてとして Sox9Sox9Sox9Sox9 をををを同定同定同定同定したしたしたした。。。。以上以上以上以上

よりよりよりより、、、、miRmiRmiRmiR----140140140140 はははは四肢四肢四肢四肢のののの骨格形成骨格形成骨格形成骨格形成にににに必須必須必須必須でありでありでありであり、、、、下流因子下流因子下流因子下流因子 DnpepDnpepDnpepDnpep とととと BMPBMPBMPBMP シグナルシグナルシグナルシグナルのののの制御制御制御制御、、、、肥大軟骨細胞肥大軟骨細胞肥大軟骨細胞肥大軟骨細胞のののの

分化制御分化制御分化制御分化制御、、、、によりによりによりにより軟骨発生軟骨発生軟骨発生軟骨発生・・・・形成形成形成形成にににに重要重要重要重要なななな役割役割役割役割をををを果果果果たすことがたすことがたすことがたすことが示示示示されたされたされたされた。。。。    

miRmiRmiRmiR----140140140140 はははは E3E3E3E3 ユビキチンリガーゼユビキチンリガーゼユビキチンリガーゼユビキチンリガーゼであるであるであるである Wwp2Wwp2Wwp2Wwp2 遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子ののののイントロンイントロンイントロンイントロン上上上上にににに存在存在存在存在するするするする。。。。in situ hybridizationin situ hybridizationin situ hybridizationin situ hybridization

法法法法をををを行行行行うとうとうとうと、、、、miRmiRmiRmiR----140140140140 同様同様同様同様にににに、、、、Wwp2Wwp2Wwp2Wwp2 ははははマウスマウスマウスマウスおよびおよびおよびおよびゼブラフィッシュゼブラフィッシュゼブラフィッシュゼブラフィッシュにおいてにおいてにおいてにおいて軟骨特異的軟骨特異的軟骨特異的軟骨特異的なななな発現発現発現発現をををを示示示示したしたしたした。。。。まままま

たたたた、、、、Wwp2Wwp2Wwp2Wwp2 はははは Sox9Sox9Sox9Sox9 のののの直接的直接的直接的直接的ターゲットターゲットターゲットターゲットであることであることであることであること、、、、MediatorMediatorMediatorMediator 複合体複合体複合体複合体のののの構成成分構成成分構成成分構成成分であるであるであるである Mediator25Mediator25Mediator25Mediator25 とととと相互作相互作相互作相互作

用用用用することすることすることすること、、、、Wwp2Wwp2Wwp2Wwp2、、、、Mediator25Mediator25Mediator25Mediator25、、、、Sox9Sox9Sox9Sox9 はははは複合体複合体複合体複合体をををを形成形成形成形成しながらしながらしながらしながら Sox9Sox9Sox9Sox9 のののの転写活性転写活性転写活性転写活性をををを亢進亢進亢進亢進することすることすることすること、、、、をををを明明明明らかにらかにらかにらかに

したしたしたした。。。。ゼブラフィッシュゼブラフィッシュゼブラフィッシュゼブラフィッシュにおいてにおいてにおいてにおいて Wwp2Wwp2Wwp2Wwp2 あるいはあるいはあるいはあるいは Mediator25Mediator25Mediator25Mediator25 のののの遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子ノックダウンノックダウンノックダウンノックダウンをををを行行行行うとうとうとうと口蓋奇形口蓋奇形口蓋奇形口蓋奇形をををを引引引引きききき起起起起ここここ

したしたしたした。。。。このこのこのこの現象現象現象現象はははは Sox9Sox9Sox9Sox9 変異体変異体変異体変異体とととと類似類似類似類似するするするする。。。。以上以上以上以上よりよりよりより、、、、軟骨軟骨軟骨軟骨においてにおいてにおいてにおいて Wwp2Wwp2Wwp2Wwp2 はははは Sox9Sox9Sox9Sox9 のののの直接的直接的直接的直接的なななな下流因子下流因子下流因子下流因子であであであであ

りりりり Mediator25Mediator25Mediator25Mediator25 とととと複合体複合体複合体複合体をををを形成形成形成形成しながらしながらしながらしながら Sox9Sox9Sox9Sox9 をををを核内移行核内移行核内移行核内移行することによりそのすることによりそのすることによりそのすることによりその転写活性転写活性転写活性転写活性をあげることををあげることををあげることををあげることを示示示示しししし、、、、さらさらさらさら

にににに miRmiRmiRmiR----140140140140 およびおよびおよびおよび Wwp2Wwp2Wwp2Wwp2 はははは Sox9Sox9Sox9Sox9 のののの下流因子下流因子下流因子下流因子としてとしてとしてとして口口口口蓋発生蓋発生蓋発生蓋発生・・・・形成形成形成形成にににに重要重要重要重要なななな役割役割役割役割をををを果果果果たしているたしているたしているたしている事実事実事実事実をををを明明明明らららら

かにしたかにしたかにしたかにした。。。。    

    

    

担当担当担当担当：：：：硬組織疾患制御再建学硬組織疾患制御再建学硬組織疾患制御再建学硬組織疾患制御再建学講座講座講座講座        小林小林小林小林    泰浩泰浩泰浩泰浩     


