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グローバルCOEプログラムは、我が国の文部科学省による大学院教育の高度化の為の競争的資金であ
り、優れた大学院を世界のトップ拠点としてさらに発展させることを目標とするもので、大学院教育研究の
一層の充実を図り、世界最高水準の研究基盤の元での世界をリードする総合的な人材育成を図るために、
国際的に卓越した研究拠点の形成を支援するシステムとして設定されています。特にその重点は国際的競
争力のある大学づくりの推進です。「歯と骨の分子疾患科学の国際教育研究拠点-デント・メドミクスのイ
ンテリジェンスハブ-」をタイトルとする本拠点は、平成20年度の医学の領域で採択され、平成22年度の
中間評価においても、医学領域の14件のグローバルCOE拠点中のトップランクの2拠点の1つとして評価
を受け、平成23年度においても、これを反映する支援を受けてグローバルCOE活動が展開されました。
“歯と骨の分子疾患科学の国際教育研究拠点”を課題とする本GCOEプログラムにおいては、英語の

発表と討論に基づく客観的な評価によって選抜した若手研究者や、選抜した大学院生を重点的に教育す
るプログラムを実行し、平成20年度から平成23年度までに発展的な成果を挙げつつあります。このプロ
グラムは、歯と骨の領域における新時代の大学院教育システムとして、特に博士課程大学院生に対する経
済的支援を行うと共に、若手研究者が自立した環境で活躍出来る機会を設定しており、国際PI シャペロ
ンやAISS（アドバンスト・I・スーパースチューデント）としての若手研究者が、その能力を十分に発揮で
きる環境整備を行い、国際的に活躍する若手を育成しています。本プログラムについては、国際競争力を
強化する為に、審査・評価体制として外国人レフリーによる審査が採用され、歯と骨の領域の国際的な研
究者による世界的な競争力を重視する観点に基づく英文資料を用いた審査が実施されています。さらに、
本プログラムにおいては、平成20年度より平成23年度まで毎年の歯と骨の領域の世界的なリーダーであ
るトップの研究者のsite visitによる国際アドバイザリーと外部評価を行い、これによる国際的な視点から
も高い評価が与えられています。

将来的には、歯と骨の歯学・医学において学術の急速な発展による専門家・細分化に対応する深い専
門性を持つと共に、一方で新たな学問分野として急速な科学技術のイノベーションに対応できるフレキシビ
リティーの高い、幅広い応用力を持つ人材の養成を目標として更なる活動が続けられています。本、歯と
骨の教育研究拠点は既に、世界的に活躍する多数の若手を輩出し、欧米の一流研究室での研究者や欧
米の若手とトップレベルで競合する人材、さらにはアジアの指導者となって活躍しており、国際的な人材
育成を推進しています。

歯学・医学においては、国際性を涵養し、大学院教育・研究を活性化することがより強く求められてい
ます。歯と骨のグローバルCOE研究拠点は、これまでの教育研究実績を更に高め、新たな国際性の高い
実力のある若手研究者の育成と将来性の高い大学院生を育てることをその目標に掲げ、その実現がなされ
ています。大学全体としての取り組みの一環として、歯と骨の伝統ある本学の先輩方の業績に基づき、新
しい領域を開拓しつつ、未来の国際的指導者を育成する場としてのグローバルCOEの今後の展開が望ま
れており、平成23年度においてもその目標に向い、学長はじめ理事の先生
方のリーダーシップの下に、事業推進担当者の先生方の不断のご尽力により、
報告書に示されております本拠点の活動が達成されました。今度とも、皆様
の一層のご支援をお願い申し上げます。

ご 挨 拶

野 田   政 樹
Masaki Noda
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東京医科歯科大学
平成23年度

グローバルCOEプログラム実績報告書
歯と骨の分子疾患科学の国際教育研究拠点	
専攻等名
医歯学総合研究科器官システム制御学系専攻・口腔機能再構築学系専攻・生体支持組織学系専攻
顎顔面頸部機能再建学系専攻・先端医療開発学系専攻・生体環境応答学系専攻・疾病生命科学研究部
生体材料工学研究所・難治疾患研究所

野	田			政	樹  Masaki Noda 
拠点リーダー／医歯学総合研究科・器官システム制御学系専攻・教授
分子薬理学／医学博士・歯学博士

拠点形成統括および先端硬組織分子再建科学の研究

田	上			順	次  Junji Tagami

医歯学総合研究科・口腔機能再構築学系専攻・教授
齲蝕制御学／歯学博士

先端硬組織分子再建科学

高	柳			広	 Hiroshi Takayanagi

医歯学総合研究科・生体支持組織学系専攻・教授
分子情報伝達学／医学博士

硬組織分子喪失病態学

森	田			育	男  Ikuo Morita

医歯学総合研究科・顎顔面頸部機能再建学系専攻・教授
分子細胞機能学／薬学博士

先端硬組織分子再建科学

小	村			健  Ken Omura

医歯学総合研究科・口腔機能再構築学系専攻・教授
顎口腔外科学／医学博士

硬組織疾患ゲノム科学
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柳	下			正	樹  Masaki Yanagisita

医歯学総合研究科・生体支持組織学系専攻・教授
硬組織病態生化学／医学士

先端硬組織分子再建科学

山	口			朗	 Akira Yamaguchi

医歯学総合研究科・口腔機能再構築学系専攻・教授
口腔病理学／医学博士

先端硬組織分子再建科学

森	山			啓	司  Keiji Moriyama

医歯学総合研究科・顎顔面頚部機能再構築学系専攻・教授
顎顔面矯正学／医学博士

硬組織分子喪失病態学

大	川　淳  Atsushi Okawa

医歯学総合研究科　先端医療開発学系専攻・教授
整形外科学／医学博士

先端硬組織分子再建科学

春	日	井			昇	平  Shohei Kasugai

医歯学総合研究科・口腔機能再構築学系専攻・教授
インプラント・口腔再生医学／歯学博士

先端硬組織分子再建科学

須	田			英	明  Hideaki Suda

医歯学総合研究科・口腔機能再構築学系専攻・教授
歯髄生物学／歯学博士

先端硬組織分子再建科学

和泉　雄一  Yuichi　Izumi

医歯学総合研究科・生体支持組織学系専攻・教授
歯周病学／歯学博士

硬組織分子喪失病態学
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宮	坂			信	之  Nobuyuki Miyasaka

医歯学総合研究科・生体環境応答学系専攻・教授
膠原病・リウマチ内科学／医学博士

硬組織分子喪失病態学

稲	澤			譲	治  Johji Inazawa

難治疾患研究所・教授
分子細胞遺伝学／医学博士

硬組織疾患ゲノム科学

三	木			義	男  Yoshio Miki

難治疾患研究所・教授
分子遺伝／医学博士

硬組織疾患ゲノム科学

石	野			史	敏  Fumitoshi Ishino

難治疾患研究所・教授
エピジェネティクス／理学博士

硬組織疾患ゲノム科学

小	川			佳	宏  Yoshihiro Ogawa

医歯学総合研究科・器官システム制御学系専攻・教授
分子代謝医学／医学博士

硬組織基礎生命科学

宗	田			大	 Takeshi Muneta

医歯学総合研究科・生体支持組織学系専攻・教授
運動器外科学／医学博士

先端硬組織分子再建科学

澁	谷			浩	司  Hiroshi Shibuya

医歯学総合研究科・器官システム制御学系専攻・教授
分子細胞生物学／理学博士

硬組織基礎生命科学
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秋	吉			一	成  Kazunari Akiyoshi

生体材料工学研究所・素材研究部門・非常勤講師
有機材料学／工学博士、京都大学 大学院工学研究科高分子化学・教授

先端硬組織分子再建科学

水島　昇  Noboru　Mizushima

医歯学総合研究科・器官システム制御学系専攻・教授
細胞生理学／医学博士

硬組織分子喪失病態学

中川	一路  Ichiro　Nakagawa

医歯学総合研究科・口腔機能再構築学系専攻・教授
細菌感染制御学／歯学博士

硬組織分子喪失病態学

萩	原			正	敏  Masatoshi Hagiwara

疾患生命科学研究部・高次生命制御研究部門・非常勤講師
形質発現制御学／医学博士、京都大学 大学院医学研究科形態形成機構学・教授

硬組織基礎生命科学

四	宮			謙	一	 Kenichi Shinomiya

医歯学総合研究科・先端医療開発学系専攻・非常勤講師
脊椎・脊髄神経外科学／医学博士、横浜市立みなと赤十字病院・院長

先端硬組織分子再建科学
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則武　加奈子
Kanako Noritake
Dept. of Oral Impltantology & Regenerative 
Dental Medicine

「スーパーGBR膜「ハイドロゲルシート」の開発」 

　佳
（Hao Jia）
インプラント・口腔再生医学 hydeoxyapatiteコーティ
ングインプラント埋入時にZoledronic Acidを局所投与し
た際の骨形成に与える影響と細菌接着について
Bacterial adhesion and bone formation effect of 
Zoledronic Acid immobilized hydroxyaptite implants

Paksinee Kamolratanakul
Dept. of Molecular Pharmacology

「ナノゲルscaffoldを用いたEP4アゴニストとBMPの
骨再生能に関する研究」

中川　朋美
Tomomi Nakagawa
Dept. of Molecular Pharmacology

「悪性黒色腫の骨の転移における転写因子Cizの
役割の解明」

鈴木　尋之
Hiroyuki suzuki
Dept. of Maxillofacial Orthognathics

「可溶型fibroblast growth factor receptor2（FGFR2）の
頭蓋冠縫合部早期癒合症に対する治療効果」

Erik Idrus
Dept. of Cell Signaling

「RANKL刺激によるNFATc1制御遺伝子と
microRNAの同定」

Gamaralalage Amodini Rajakaruna
Dept. of Periodontology

「歯周病とバージャー病の関連の解明」

藤田　浩二
Koji Fujita
Dept. of Orthopaedic and Spinal Surgery

「Vitamin Eの骨代謝に対する影響について」

木原　翼
Tasuku Kihara
Oral pathology
骨芽細胞分化と骨再生におけるCCN3の役割
The role of CCN3 in osteoblast differentiation and 
bone regeneration

古田　繭子
Mayuko Furuta
分子細胞遺伝学 （Molecular Cytogenetics）
新たなRNA創薬に寄与する癌制御性 microRNAの機能
的スクリーニング
Exploration of novel tumor-suppresive microRNAs 
using functional genomics-assisted approach 

安藤　彰子 
Akiko Ando
バイオイメージングを用いた歯周組織幹細胞の同定
Identification of periodontal stem cells by bio-
imaging approaches

国際PIシャペロン、AISS・QAISS
Takuya Notomi, Ph.D.

（納富拓也）
Research Assistant Professor
Department of Molecular Pharmacology

Alireza Sadr, D.D.S., Ph.D.
Research Assistant Professor
Department of Cariology and Operative 
Dentistry

Masatsugu Oh-hora, M.D., Ph.D.
（大洞将嗣）
Research Associate Professor
Department ofCell Signaling

Iimura Tadahiro, D.D.S., Ph.D.
（飯村忠浩）
Research Associate Professor
Department of Oral Pathology

Naoto Haruyama, D.D.S., Ph.D.
（春山　直人）
Research Associate Professor
Department of Maxillofacial Orthognathics

Hideyuki Iwai, M.D., Ph.D.
（岩井秀之）
Research Assistant Professor
Department of Medicine & Rheumatology

Kunikazu Tsuji, M.D., Ph.D.
（辻邦和）
Research Assistant Professor
Department of Orthopedic Surgery

Lee Jiyoung, Ph.D.
（李知英）
Research Assistant Professor
Department of Epigenetics

Naoki Sawada, M.D., Ph.D.
（澤田直樹）
Research Assistant Professor
Department of Molecular Medicine and Metabolism

Patricia Makishi
Dept. of Cariology and Operative Dentistry

「レジンセメントと象牙質界面における
ナノリーケージについて」

許　ジン
（Xu Jing）
歯髄生物学
視床下部性神経ペプチドによる
中枢性骨代謝制御機構の解明
Uncovering the molecular mechanism of central 
control of bone remodel ing by hypotha lamic 
neuropeptides  

Reena Rodriguez
Dept. of Oral Impltantology & Regenerative Dental 
Medicine

「Epigallocatechin-3-gallate含有Gelatin Hydrogelを
用いた骨再生に関する研究」  
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Bharti Pariksha
歯周病学
歯周治療が全身の炎症に与える影響
Effect of Per iodonta l Treatment on systemic 
inflammation. 

辻　香織
Kaori Tsuji
顎顔面矯正学
Zinc finger 型転写因子POKEMONの破骨細胞におけ
る役割の解明
Investigation of the role of zinc finger transcription 
factor, POKEMON in osteoclasts

許　レン
XU Ren
整形外科 （Orthopaedic and Spinal Surgery）
視床下部性神経ペプチドによる中枢性骨代謝制御機構の解明
Uncovering the molecular mechanism of central control of 
bone remodeling by hypothalamic neuropeptides

周　夢宇
Zhou Mengyu 
歯髄生物学 （Pulp Biology and Endodontics）
歯根形成のメカニズム-SCAP（根尖部幹細胞）からの象牙芽
細胞およびセメント芽細胞分化に関与する因子の解明
The mechanisms of root formation- Elucidation of the 
signaling molecules on odontoblast and cementoblast 
differentiation from SCAP 

Smriti Aryal A. C
分子薬理学 （Molecular Pharmacology）
細胞骨格による骨代謝制御の分子機構 -Nckの骨の細胞
機能調節に於ける役割の解明-
Molecular Mechanisms Underlying Cytoskeletal 
Regulation of Bone Metabolim-Role of Nck Proteins 
in Bone Cell Function- 

Chokechanachaisakul Uraiwan
歯髄生物学 （Pulp Biology and Endodontics）
ラットを用いた歯髄生物学
Rat's pulp biology  

Kunawarote Sitthikorn 
う蝕制御学
う蝕象牙質に対する接着性能の改良
Improve Bond strength to Caries-affected dentin 

Ilnaz Hariri
う蝕制御学
高度に石灰化した接着界面構造の作成と機械的性質の評価
Generation of hyper mineralized adhesive Interface 
and study on its mechanical properties 

AL-BARI MD. ABDUL ALIM
分子情報伝達学 （Cell Signaling）
破 骨 細 胞 分 化を 制 御 するphosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate結合タンパク質の同定と機能解析
Identification and analysis of phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphatebinding proteins（PIP₃BPs）that 
regulate osteoclast differentiation

古市　祥子
Akiko Furuichi
インプラント・口腔再生医学
酸素ナノバブル水の骨組織における生体活性評価
Evaluation for the biologically activity of oxygen 
nano bubbles solution（OXNB）

Hamid Nurrohman 
う蝕制御学 （Cariology and Operative Dentistry）
人口口腔装置を用いたバイオフィルムによるう蝕形成後の”
Super Dentin”のナノ構造解析
The effect of collagenolytic inhibitors on the quality 
of acid-base resistant zone in dentin

Chui Chanthoeun 
歯周病学 （Periodontology）
歯周組織の除菌のための新しい治療様式の開発 :LEDと
光感受性色素を用いた抗菌的光線力学療法の効果に関
する基礎的研究
Development of a New Treatment Modality for 
Periodontal Disinfection: Basic Study on the Effect 
of Antimicrobial Photodynamic Therapy using the 
Combination of an LED 
light Source and a Photosensitizing Dye 

Samir Kumar Pal
口腔病理学 （Oral Pathology）
口腔扁平上皮癌による骨破壊におけるThrombospondin-1
の役割
The Role of Thrombospondin-1（TSP-1）in Bone 
Destruction by Oral Squamous Cell Carcinoma 

Hoi　Chin　Hew
遺伝子応用医学
新規プロラインキナーゼC（PKC）アポトーシス標的分子
Evi-1の同定
Identification of Evi − 1 as a novel PKC Apoptosis 
Regulatory Target

村松　智輝
Tomoki Muramatsu
分子細胞遺伝学 （Molecular Cytogenetics）
食道扁平上皮癌の発生・進展におけるYAP 増幅・発現
亢進の分子病理学的意義
Significance of YAP amplification/overexpression in the 
pathogenesis of esophageal squamous cell carcinoma

鈴木　允文 
Suzuki Takafumi
歯周病学
骨吸収を引き起こす咬合性外傷の分子機構について解析
する-TRPV4の役割-
Molecular mechanism underlying occlusal trauma, 
induced-bone loss Role of TRPV4  

宮嶋　大輔
Daisuke Miyajima
顎顔面外科（分子薬理）
骨代謝における負のMCSFシグナルによる新制御機構の解析
-Dok　アダプター分子による破骨細胞制御と骨粗鬆症-
Novel Insights into Negative Molecular Regulation of 
MCSF Signaling in Bone Metabolism -Function of Dok 
Adaptor Molecules in Osteoclasts and Osteoporois -

Atukorallaya Devi Sewvandini Atukorala
硬組織構造生物学
咽頭鰓弓および咽頭鰓発生への外胚葉上皮の関わり 
Tracing the fate of ectoderm during the pharyngeal 
arch development 
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Warunee Pluemsakunthai
インプラント・口腔再生医学
ウサギ頭蓋骨欠損モデルにおける改良 PRF含有αTCP
の骨再生における有用性の検討 
The effect of platelet rich fibrin（ PRF ） preparation 
with Alpha-tricalcium phosphate （α -TCP） enhance 
bone regeneration in rabbit calvarium 

森田　淳平
顎顔面矯正学
可浴型線維芽細胞成長因子受容体2を用いたアペール症
候群の新規治療方法の開発‐アペール症候群表現型の
救済‐ 
The development of novel treatment for Apert 
syndrome by a soluble form of FGFR2-Rescue of 
Apert phenotypes 

Bijaya Baobam
細菌感染制御学
オートファジーおよび免疫応答におけるA群レンサ球菌認
識機構の解析
Molecular analysis of recognition mechanisms of Group A Streptococcus in 
autophagic degradation system and immune responses 

山田　梓
歯周病学
ヒト歯根膜幹細胞の骨芽細胞 /セメント芽細胞分化を誘
導する因子の探索
The search of  factoers inducing osteoblastic/
cementoblastic differentiation in human Periodontal 
Ligament Stem Cells 

南原　弘美
歯周病学
歯周病原細菌によるWnt5a遺伝子発現機構の解析
T he  mo du l a t i o n  o f  Wnt 5 a  e x p r e s s i o n  by 
periodontopathic bacteria 

中根　綾子
小児歯科学
慨定量的in situ　蛍光イメージングによる骨細胞の慨
日リズムの可視化と、成長発達過程におけるその機能
解析
Quantitative in situ fluorescent imaging approach for 
functional dynamics of osteocytes through circadian 
oscillation during growth and development 

Nurmaa Dashzeveg
バイオ情報学
骨肉腫におけるP53によって誘導されるアポトーシス関連
遺伝子の解析
Discovery of pro-apoptotic genes induced by p5 3 in 
osteosarcoma 

荻田　真弓
歯周病学
ヒト歯根膜細胞におけるレーザー照射およびサイトカイン刺
激によるhuman-beta-defensin（HBDs）発現の探査
The expression of HBDs by laser irradiation, various cytokines 
and bacterial components in human PDL cells 

山口　佑季
バイオ情報学
哺乳類の特徴的形質における哺乳類特異的遺伝子群の役割
The role of mammalian specific genes in mammalian 
characteristics  

Kandakar Abu Shameem Md. Saadat
分子発生学
RB/E2F経路の制御と骨肉腫形成過程におけるDRIL1
の役割
The Role of DRIL1in the Regulation of RB/E2F 
Pathway and Tumorigesis of Osteosarcoma 

関根　由莉奈
高次生命科学
ナノゲル　リポソーム複合体ハイブリッドゲルの設計と医
療応用
Design and Application of Hydrid Hydrogels with 
Nanogel-coated Liposomes complex 

馬　成山
（Ma Chengshan）
整形外科学
骨リモデリングにおける中枢神経制御の経路
A Nove l  Cent ra l - C ont ro l  Pat hway o f  Bone 
Remodeling 

妻沼　有香
歯周病学
歯根膜細胞シートのインプラント両方への応用 
Application of periodontal ligament cell sheet for 
implant therapy. 

Bhargava Suhas Srilatha
インプラント・口腔再生医学
Y-TZPジルコニアの表面処理が骨芽細胞と線維芽細胞に
及ぼす影響
Surface modif ied Y-TZP Zirconia : its effect on 
osteoblasts and fibroblasts in vitro 

MD ABDULLA AL MASUD KHAN
硬組織薬理学 
TNFαとRANKLアンタゴニストであるW9ペプチドの骨
形成における役割
A Role of TNF- α and RANKL antagonist peptide 
W9 on osteogenesis 

滝沢　文彦
発生発達病態学
マクロファージ Toll-like receptor 4 シグナルにおける
細胞内カルシウムおよび Transient Receptor potential 
Vanilloid 2の役割の解析
Role of intracellular calcium and Transient Receptor 
potential Vanilloid 2 in macrophage Toll-like receptor 
4 signaling 

白　樺
Bai Hua
Dept. of Moleclurar Cytogenetics

「ヒト癌におけるオートファジー関連遺伝子
LC3Av1遺伝子の機能解析」  

Bakhsh, Turki Abdulsalam A.
う蝕制御学
コンポジットレジン接着界面の長期的な挙動について、
SS-OCTを用いた定量的評価 
SS-OCT as a new tool for long term quantitative 
evaluation on the resin-dentin interface in a bonded 
restoration 
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大上　えりか
顎顔面外科学
口腔扁平上皮癌が生産する破骨細胞性骨吸収制御因子
の同定
Ident i f icat ion of osteoclast ic bone resorpt ion 
regulatory factors produced by oral squamous cell 
carcinoma 

湯浅　将人
整形外科学
デキサメタゾン併用によるBone morphogenetic protein
による骨形成に対する有効性の検討 
The efficiency of bone formation by BMP with 
dexamethasone 

宮部　斉重
膠原病・リウマチ内科学
関節リウマチ病態形成におけるLPA/LPA受容体、ATX
の関与
Pathogenic roles of LPA/LPA receptors and ATX on 
the rheumatoid arthritis 

山田　剛史
整形外科学
骨髄由来間葉系細胞（MSC）の質‐骨形成抑制因子の
同定‐
The significance of the quality of the human bone 
marrow mesenchymal cells （ hBMMCs） in the bone 
formation 

Rojbani Hisham Khalifa
インプラント・口腔再生医学
ブラッククミン（Nigella　Sativa）の骨再生における効果
の検討
Effect of Nigella Sativa on Bone Formation 

チェン康
（Chang Kang）
インプラント・口腔再生医学 歯科用インプラント周囲
骨における直流電流装置を用いた骨形成促進作用に関す
る研究
A direct current device for accelerat ing bone 
formation in tissues surrounding a dental implant.

Osama Zakaria
インプラント・口腔再生医学
異なる表面性状を有する歯科用インプラント周囲骨におけ
る電気的刺激を用いた骨形成促進作用に関する研究
Electrical stimulation for acceleratioing Peri-implant 
bone formation of different implant surfaces 

岩崎　陽平
分子薬理学
骨に対するPTH作用におけるCB2の調節作用の解析‐
骨細胞集団および中枢神経系の骨量調節における連関の
解明‐
Analysis of regulatory effect of CB2 to thePTH effect to Bone.- 
Relevance of Bone Cell Assembly（ BCA ） and Central Nervous 
System （CNS） in the maintenance of bone-  

長谷川　久紀
膠原病・リウマチ内科学
関節リウマチ（RA）の新規治療標的となるmicroRNAの探究
Identification of microRNA as a new therapeutic target for 
rheumatoid arthritis. 

福田　真
膠原病・リウマチ内科学
関節リウマチ病態形成におけるFROUNTの関与
Pathogenic roles of FROUNT on Rheumatoid 
Arthritis 

佐藤　潔
顎口腔外科学
口腔扁平上皮癌の顎骨浸潤における癌関連線維芽細胞
の役割
Roles of carcinoma-associated fibroblasts in bone 
invasion by oral squamous cell carcinoma 

Marwa Madi 
インプラント・口腔再生医学
インプラント周囲炎を誘発させた状態における、HA薄膜
スパッタリングインプラントと、他の表面性状インプラント
の比較
Experimental periimplantitis at HA sputtered coated 
implants in comparison to other surface treatments

渡辺　千穂
顎顔面矯正学
骨代謝におけるRNA stabitlityの機能解析 
Funct iona l ana lysis of RNA stabi l ity in bone 
metabolism 

細矢　匡
膠原病・リウマチ内科学
TEAM1-TREM1-Ligand 相互作用修飾による自己免疫
疾患の新規治療法の開発
Development of new treatment of autoimmune 
diseases by modifying interaction between TREM1 
and TREM-Logand 

徐　成
（Cheng Xu）
整形外科学
骨形成におけるmicroRNAの役割
Role of microRNA in bone formation 

木村　直樹
膠原病・リウマチ内科学
腫瘍による筋炎発症のメカニズムの解析
Analysis of cancer-associated autoimmune myosis 

Prasansuttiporn Taweesak
う蝕制御学
次亜塩素酸ナトリウム処置後象牙質に対するrosmarinic 
acidの接着強さ及び耐久性への影響
Effect of rosmarinic acid on bond strength and bond 
longevity to NaOCL-treated dentin. 

Adorno Quevedo Carlos Gabriel
歯髄生物学
ラット歯髄の慢性炎症後にみられるリンパ管新生 
Lymphangiogenesis in the rat dental pulp following 
induced chronic inflammation 

安岡　潤一
高次生命科学
カチオン性ナノゲルによる新規核酸デリバリーシステム
Novel nucleic acid Delivery Systems by Cationic 
Nanogel 
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鈴木　晶子
膠原病・リウマチ内科学
マウス膠原病モデルの病態における体液調整因子の働き
を明らかにする。
The role of circulating plasma volume regulation 
factors in murine arthritis and myositis model 

土戸　優志
高次生命科学
新規ナノゲルによるタンパク質デリバリー 
Protein Delivery by Novel Nanogel 

宮原　宇将 
インプラント・口腔再生医学 
ナノゲルを用いた骨再生に関する研究 
A research on bone regeneration by using Nanogel

Thitthaweerat Suppason
う蝕制御学
次亜塩素酸ナトリウムとロスマリン酸の失活歯への接着
強さと長期接着耐久性に及ぼす影響 
Influence of NaOCIand rosmarinic acid on bond strength and 
long-term bond durability in endodontically treated tooth 

Md.Sofiqul Islam 
う蝕制御学 
フラボノイドによる、象牙質コラーゲン保護と脱灰象牙
質の再石灰効果‐新しい根面蝕歯‐
治療アプローチ 
Flavonoid Reserves Dentin Collagen and Promotes 
human Root Dentin Lesion Re-mineralization in vitro

Gerardo Jose Joves Mendez 
う蝕制御学 
塩化カルシウム・フッ素含有ボンディングシステムを用い
た歯質接着界面の強化 
Reinforcement of adhesive interface using a CaCl2/
fluoride-incorporated bonding system 

芦垣　紀彦 
歯周病学 
歯周病原細菌が慢性腎不全を悪化させる病因の解析 
Periodontal bacteria aggravate chronic renal failure 
by subtotal nephrectomy in mice 

Paveenarat Aukkarasongsup 
顎顔面矯正学 
低酸素状態下のマウス歯根幕細胞におけるペリオスチン
遺伝子発現制御メカニズムの解析:低酸素応答領域の同
定とHIF−1経路関わり 
Analysis of periostion gene expression in mouse periodontal ligament 
cells under hypoxia: identification of HRE and HIF-1 pathway

渡辺　高 
顎顔面外科学 
in situ蛍光イメージング解析による、骨の分化・再生におけ
るRunk2タンパク細胞内動態の新規調節機構の解析 
Investigation of novel subcelular bynamics of Runx2 during bone 
differentiation and regeneration by in situ fluorescent imaging analysis

坂野　若詠 
う蝕制御学 
新規象牙質接着システムの開発及び評価について 
Developing resin composite restoration with adhesive 
system 

Rumana Khanom 
口腔病理学 
シグナル分子としてのケラチン17が癌の骨浸潤に果たす
役割の解析 
The functional role of leratin 1 7 as a signaling 
molecule in bone invasion of oral cancer 

Duarte Puerto Carolina Lizeth 
顎顔面矯正学 
磁気制御されたRelaxin と　BMP-2ナノ粒子を用いた骨
縫合の拡大 
Sutural Expansion Assisted With Magnetically Controlled Site 
Specific Relaxin and BMP-2 Nanoparticles 

于　
（Yu Miao） 
インプラント・口腔再生医学 
尾部懸垂マウスを用いた、骨再生におけるメカニカルスト
レスの関与に関する研究 
The role of mechanical stress in bone regeneration 
using tail suspension mice 

上園　将慶 
顎顔面矯正学 低浸襲かつ早期に骨接合する新規矯正用
デバイスの開発 
Development of minimally invasive and rapidly 
osseointegratable orthodontic devices 

Amir Nazari 
う蝕制御学
う蝕脱灰象牙質を高度石灰化組織へと変化させるための
再石灰化技術の創造
Developing a Dentin Remineralising Method （DRM） 
to Transform Carious Demineralised Dentin into 
Hypermineralised Substrate  

Gombo Bolortuya 
Dept. of Pulp Biology and Endodontics

「インテグリン発現を評価することによる象牙芽細胞の
成熟とシグナル伝達に対する低出力レーザー療法の効果」

伊達　佑生 
Yuki Date
Dept. of Oral Impltantology & Regenerative Dental 
Medicine

「歯根発生に関する因子の同定」  

大城　暁子 
健康推進歯学 
FDC-SPの口腔内組織での機能 
The roles of FDC-SP in oral tissues  

Aslam Al Mehdi
Dept. of Periodontology

「歯周疾患は動脈疾患の進行に重要な
リスクファクターとなる」

松本　力 
Tsutomu Matsumoto
口腔病理学
矯正的歯の移動における骨細胞の役割
The role of osteocyte in orthodontic tooth movement

Wayakanon Praween 
分子細胞機能学 （Cellular Physiological Chemistry）
アニュラーギャップジャンクションの形成機構
The Mechanisms of Annular Gap Junction Formation 
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青井  陽子 
Yoko Aoi
Dept. of Cellular Physiological Chemistry

「低酸素下におけるサイトカイン産生変動機序〜
メチル化の関与」 

下田　麻子 
Asako Shimoda
有機材料 （Organic materials）
ナノゲル架橋ハイドロゲルによるタンパク質デリバリー
Design of Nanogel-assembled hydrogel for protein 
delivery 

高橋　治子 
Haruko Takahashi
有機材料 （Organic materials）
Polysaccharide nano-ball を用いた新規ナノキャリアの開発
Design of Funtional Polysaccharide nano-ball as new nanocarrier 

半場　秀典
う蝕制御学
Creating “acid resistant enamel” : de- /re-mineralization methods

馬　騰
分子発生学
Effect of p5 3 activating chemical compounds on 
p5 3 phosphorylation and p5 3-mediated apoptosis in 
osteosarcoma and oral squamous cell carcinoma

島田　泰如
顎口腔外科学
Molecular pathogenesis of Keratocystic Odontogenic 
Tumors

Zayar Lin
インプラント・口腔再生医学
Application of oral mucosal fibroblasts as a source of 
cell-mediated bone regeneration therapy

葉　暢暢
歯周病学
Periodontal disease and preterm low birth weight The cross 
reaction between antibodies of periodontal pathogens  and β2GPI

Dawud Abduweli
硬組織構造生物学
Pharyngeal Dentition of Medaka: Tooth Replacement 
and Stem Cell Niche 

白川　純平
顎口腔外科学
Stem Cell G0/G1 Control for Bone Formation by 
Molecular Link between Mechanical Stimulation and 
PTHR Signaling

Suphanantachat Supreda
歯周病学
Determination of gene expression profile during 
cementogenesis using next generation sequencing 
system

カハル　アブラ
運動器外科学
Roles of BMP-7 in joint homeostasis

小野　岳人
分子情報伝達学
Elucidating effects of inflammatory responses
on bone system 

顧　潔
歯髄生物学
Analysis of receptive mechanism and recognition in 
the CNS of pulpal sensation 

瀧本　昇陽
歯髄生物学
Regulat ion of in f lammat ion and induct ion of 
regeneration  in the dental pulp by MMP-3

吉崎　正子
顎顔面矯正学
Investigation on inhibitory effects of soluble Apert FGFR2-
nanogel complex on premature fusion of cranial sutures

Mandurah, Mona Mohammad M.
う蝕制御学
Study on evaluation of sclerotic dentin–resin interface   
using SS-OCT and nanoindentation

山下　優
インプラント・口腔再生医学
In Vivo Study in a Rat Calvarial Defect Model on the 
application of combined PRF Membrane with Novel 
GBR of Cholesterol-bearing Pullulan Nanogel Scaffold 
for increased bone regeneration

Lodha Ena
う蝕制御学
Enhancement of bleaching action and
reminerralization using iontophoresis

Rajapakshe Mudiyanselage Anupama
Rasadari Rajapakshe
硬組織病態生化学
Histological observation of the inflamed gingival 
tissue at the site of periodontitis.

Mohd Haidil Akmal Bin Mahdan
う蝕制御学
Effect of long term water strage and thermal cycling on
bonding durability in crown and root canal dentin in vitro

Thanatvarakorn Ornnicha
う蝕制御学
Comparative Study on Effect of Long-term Artificial 
Saliva Immersion and Acid Challenge on the 
Dentin Permeability Reduction by Two Desensitizers

横山　和佳
膠原病・リウマチ内科学
Pathogenic Roles of CCL25/CCR9   on Rheumatoid Arthritis

松尾　祐介
膠原病・リウマチ内科学
Identification of the origin of  pathogenic fibroblast-
like synoviocytes  in murine arthritis

中里　洋子
膠原病・リウマチ内科学
Analysis of cancer-associated autoimmune myositis 

Maheswari Kuppusamy
インプラント・口腔再生医学
Periosteal elevation in rat calvarium using different 
Titanium mesh
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東京医科歯科大学
歯と骨の分子疾患科学の国際教育研究拠点

グローバルCOEプログラム活動概要
1.	目的・必要性
　東京医科歯科大学は “歯” と “骨” の疾患科学において
世界的な拠点であること特徴とする。本拠点形成の目的は、
世界で最も高年齢化の進行する我国にあって、人々が生
きるために必須の “歯” と “骨” の分子疾患科学について、
21世紀COEの成果を発展的に継承し、世界最先端の研
究を展開して、合わせて次世代を担う国際的に活躍する
若手研究者を養成する世界でも類のない国際教育研究拠
点を形成することである。

2.	人材育成計画
（1）国際PIシャペロン（PI-Chaperon（PIC））制度

　国際PIシャペロン（PIC）制度とは、国際公募により
選抜され、国際的に活躍する自立した研究者を目指す

（Principal Investigator）、シャペロン型（大学院生を指
導し共に研究する）のPostDoc終了後の（PDは採用し
ない）若手研究者育成制度である。さらに挑戦的な学際
領域を開拓して（Prime Innovation）未来の領域を作り
上げ、国際的に競争力のある創造性豊かなプロジェクト
を遂行する（Project with Imagination）ことの3つのPI 
をキーワードとする若手研究者を育成するシステムであ
る。英語のインタビューにより、全て外部より採用する。
また Grant Writing 等の指導では Grant 査読者や Study 
Section担当者による教育を含め国際的視点でのトレーニ
ングを行う。

（2）アドバンスト・I・スーパースチューデント（AI-SS）制度

　アドバンスト・I・スーパースチューデントとは選抜
され重点的な大学院教育と経済支援を受け、国際的に発
展する力をつけるスーパースチューデント（SS）である。
21世紀COEにおいては、本拠点は重点教育・経済支援
の対象となるSS制度を創出し、優れた大学院生の教育、
育成を達成した。本拠点においては、これを発展させ,（i）
国際的に活躍する（International）,（ii）国際的に大学
院生同士で相互に切磋琢磨する（Interactive）,（iii）個
性の輝く（Individual Identity）の“3つのI”をキーワ
ードとする指導的人材の育成を目指す新制度を創設する。

新たに、 （1）国際教育としての国際メンター制度、 （2）
国際“Interactive”プログラムによる、一流の大学院で
あるUCSF、ハーバード大（米国）トロント大（カナダ）
における大学院の教育（学生発表会）に参加し、海外拠
点の大学院生との交流ならびに現地海外教員による教育
を受け、（3）個を伸ばす国際教育プログラムとして国際
コンティニュエータープログラム（AISS-ICP）などを
自ら選択しつつ教育を創造する。医歯学系大学院留学生
数は全国一位だが更に海外の若手のリクルート、キャリ
アパスの担当部を其々設置して強化する。

3.	研究活動計画
　拠点の研究においては、歯と骨の疾患領域における
世界最高レベルの研究として硬組織の喪失と形成に関
わる疾患のメカニズムならびにその診断・治療基盤研
究を推進する。具体的研究目的は以下の3点である。即ち、

【研究目的1】歯と骨の喪失に至る疾患の分子病態成立
のメカニズムの解明、【研究目的2】歯と骨の先進的再
建の為の治療法の基盤研究の推進、【研究目的3】歯と
骨の疾患の統合的機能情報研究の推進である。これら
の有機的融合により新たな歯と骨の疾患分子の統合研
究（デントメドミクス）を創成する。この目的のために、
歯学部、医学部、難治疾患研究所、生体材料工学研究所、
研究部の五つの部局が横断的体制をとり、個々の先進
研究をさらに発展させるとともにこれらを合わせた新
領域のイノベーションを推進する。
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5.	中間評価結果（文部科学省発表2011年1月7日）

「グローバルCOEプログラム」（平成20年度採択拠点）

中間評価について

http://www.mext.go.jp/a_menu/koutou/globalcoe/1301052.htm

グローバルCOEプログラム　平成20年度採択拠点中間

評価結果一覧（総括評価内訳）

【医学系】
現行の努力を継続することによって、当初目的を達成す
ることが可能と判断されるとされた12件に選ばれ、更に
この中で特に秀れた2件として評価された。

拠点番号 拠点プログラム名 機関名

F07 歯と骨の分子疾患科学の国
際教育研究拠点 東京医科歯科大学

専攻等名 拠点
リーダー名

連携先
機関名
（※）

特に優れて
いる拠点

12件中2件

医歯学総合研究科器官
システム制御学系専攻 野田政樹 ◎

グローバルCOE プログラム 平成20年度採択拠点中間評価

【特に優れている拠点】 概要

【医学系】

F07「歯と骨の分子疾患科学の国際教育研究拠点」
東京医科歯科大学医歯学総合研究科器官システム制御学
系専攻
　特に人材育成面において、国際PI シャペロン教員や

アドバンスト・I・スーパースチューデントなどユニーク
なシステムが立ち上がり、世界の著名大学の教員をメン
ターに採用するなどメンター制度も効率的に活用され、
若手研究者育成に大変優れた成果があがっている。
　また、毎週1 回の国際総合プレゼンテーション、海外
のトップ研究者を招く海外研究者講演会、国際シンポジ
ウムの開催などが積極的、生産的になされるとともに、
海外の先端的研究者による国際外部評価会など、拠点の
活動に対する評価システムをうまく構築しており、教育
にかなりの努力が払われている。
　研究活動においても、世界トップレベルの業績が得られ、
基礎的研究の実績のみならず、臨床研究活動も進展して
いる。
　運営面では、大学及び拠点リーダーの強いリーダーシ
ップの下で精力的に拠点が運営され、国際化に向けた取
組みも盛んで、歯科と医科の融合もうまくなされている。

6.	国際外部評価会
実施日
2012.1.26
歯と骨のGCOE国際外部評価会
International Advisory Review

EVALUATION FORM（7名回答）

【評価者】

Thomas	John	Martin
Emeritus Professor of Medicine, University of Melbourne, 
Australia
John Holt Fellow St. Vincent's Institute of Medical Research 
Post Appointments 

Henry	Kronenberg
Director, Endocrine Division Massachusetts General Hospital, 
USA

Erwin	F.	Wagner
Vice-Director and Director of the BBVA Foundation – CNIO 
Cancer Cell Biology Programme, CNIO, Madrid, Spain 

Gerard	Karsenty
Member, College of CSR Reviewers, NIH
Professor and Chair, Department of Genetics and 
Development, College of Physicians and Surgeons, Columbia 
University Center, USA

Benjamin	Alman
Interim Director, Toronto Musculoskeletal Centre 
(Extradepartmental Unit), Medicine, 
Faculty of, University of Toronto, Toronto, Ontario, Canada

Naoyuki	Takahashi
Director and Professor, Institute for Oral Science, Matsumoto 

4.	組織構成
　学部・研究所を越えた横断的体制をとり、先進研究を
さらに発展させる。

運営体制

Ⅰ. 国際教育推進部 Ⅱ. 国際研究推進部

拠点リーダー 総合教育研究支援部【事業推進担当者議会】

国際シャペロン育成

分子病態研究

治療法の基盤研究

デント・メディクスの
インテリジェンス・ハブの形成

疾病分子の統合的解析

アドバンストI-SS育成

（1）国際大学員教育推進委員会
①国際大学院教育プログラム担当
②大学院生国際リトリート担当
③国際総合プレゼンテーション担当
　・海外の担当教員（チューター）

Ⅳ 国際コーディネーター室
①国際教育研究支援担当
②G-COE事務局

（1）先端拠点研究推進委員会
①イノベーション研究推進担当
②先端融合研究・バイオリソース担当

海外大学院との教育上の協力

海外チューターによる教育

研究ネットワークに基づく研究

（2）臨床研究推進委員会
①先端医療・産学協同研究担当
②国際知財・シーズ探索担当
③臨床研究評価・TR推進担当

（2）若手育成委員会
①採用人事・育成担当（若手国際公募）
②グランドライティング・アワード担当
③キャリアパス担当

（3）海外先端研究教育ネットワーク委員会
①国際シンポジウム担当
②国際ディベート・リトリート担当
③国際教育アドバイザリー担当
④国際広報担当
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Dental University
Dean and Professor, Graduate School of Oral Medicine, 
Matsumoto Dental University, Nagano, Japan

Shigeaki	Kato
Professor, Director, Research Center for Epigenetic 
Diseases Institute of Molecular and Cellular Biosciences The 
University of Tokyo

Ａ.	Overall	Evaluation	on	the	Global	COE	Program
1. Overall evaluation on the Global COE program 

activities 

Excellent Good Fair Poor N/A
7

  
2.  Research

2-1. Evaluation on the researches in the Global COE 
program　

Excellent Good Fair Poor N/A
7

  
2-2. Collaboration within the Global COE program      

Excellent Good Fair Poor N/A
5 2

2-3. Clinical aspects of the Global COE program        

Excellent Good Fair Poor N/A
6 1

3.  Education
3-1. Efforts to promote young scientists in the Global 

COE program　                                             

Excellent Good Fair Poor N/A
6 1

   
3-2. International collaborative efforts                              

Excellent Good Fair Poor N/A
5 1 1

  
4.  Management
4-1. Administrative structure of the Global COE 

program   (Excellent, Good, Fair, Poor)

Excellent Good Fair Poor N/A
7

4-2. Is the budget of the Global COE program spent 
efficiently?    

Excellent Good Fair Poor N/A
5 1 1

7.		国際教育活動
歯と骨のGCOEの大学院生（AISS/QAISS）に
よる海外活動リスト
2012年2月14日 University of Toronto　Research Day
参加者：Gamaralalage Amodini Rajakaruna, Takehito 
Ono

2012年2月15日　University of Torontoでの大学院生・
Takehito Ono（AISS）によるレクチャー

5.  Perspective
Will the GCOE program contribute to the future 
development of the bone and tooth field?  

Excellent Good Fair Poor N/A
7
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2011年10月13日　UCSF Research Day
参加者：Azusa Yamada, Khandakar Abu Shameem 
Md.Saadat

2011年10月14日　UCSF　Research Dayでの大学院生・
Azusa Yamada（QAISS）によるレクチャー
  

2011年4月13日　Harvard Dental School Research Day
参加者：Daisuke Miyajima, 
Smriti Aryal AC, MD 
ABDULLAAL MASUD 
KHAN 

2011年4月13日　Harvard Dental School Research Day
での大学院生・MD ABDULLAAL MASUD KHAN

（AISS）によるレクチャー
 

2011年8月31日　Dr. Mark I. Ryderとのディスカッション

2011年8月11日　Dr. David E. Birkとの個別ディスカッション

2012年1月23日　Dr. T. John Martinとのラボミーティング

2012年1月23日 
Dr. Gerard Karsenty

2012年1月23日　Dr. Henry Kronenberg

2012年1月23日　Dr. Benjamin Alman
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ポスター プレゼンテーションタイトル 日　付

第96回「変形性関節症関連遺伝子の機能解析」 2012年3月5日

第95回「新規関節炎治療薬の開発-新規メカニズムの解明を含めて」 2012年2月20日

第94回『２型脊椎肋骨異骨症モデルマウスの骨格形成における病因論‐分節時計
　　　　の出力は椎体と椎間の正しい交互配置に必須である‐』 2012年2月13日

第93回『カルシウムシグナルと自己免疫疾患』 2012年2月6日

第92回『イオンチャンネルと骨代謝機構』 2012年1月12日

第91回『歯の石灰化における細胞外マトリックスの役割』 2011年12月19日

第90回『代謝疾患に伴う血管内皮機能障害の分子メカニズム』 2011年11月21日

第89回『歯科コンポジットレジンの評価に関する革新的研究』 2011年11月14日

第88回「生殖幹細胞の樹立と卵子形成の試験官内再構築」 2011年11月7日

第87回「比較ゲノム解析に基づくレンサ球菌属の外来性遺伝子獲得と進化機構の解析」 2011年10月24日

第86回「オートファジーによる細胞内分解の役割と制御機構」 2011年10月17日

第85回「常在細菌の管理による疾患予防の新しい取り組み」 2011年9月26日

第84回「WntシグナルにおけるIQGAP1の役割」 2011年9月12日

第83回「半月板再生モデルからみた半月板機能の維持の重要性」 2011年9月5日

第82回「IL-6阻害療法が教えてくれたものとは？」 2011年6月20日

第81回「力学的刺激と矯正学的歯の移動」 2011年6月6日

8.	総合プレゼンテーション
参加者　教授60名を含む1,536名参加　学生評価　Excellent ＆ Good率　平均　94％（全22回分）［アンケート数1,045件］

2012年1月26日　大学院生の研究発表
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第80回「トランスクリプトーム情報のがん治療への応用」 2011年5月30日

第79回「口腔癌による骨破壊」 2011年5月23日

第78回「歯周炎と心血管疾患とのかかわり」 2011年5月16日

第77回「骨の造成に何が必要か？」 2011年5月9日

第76回「下顎再建の現況」 2011年4月18日

第75回「破骨細胞分化制御と骨免疫学」 2011年4月11日

平成23年度　総合プレゼンテーション　出席者・アンケート集計

開催回数　22回
アンケート回収枚数　1,045枚
出席者数　教授60名を含む1,536名
学生評価　Excellent ＆ Good率　平均　94％

平
成
23
年
度

H23/4/11
〜

H24/3/5

参加者 The quality of content The method of the presentations was Overall evaluation of your attitude
（effort,motivation and commitment）

教授
シャペロン
・コーディ
ネーター

学生
日本人

学生
外国人 一般 合計 Excellent

（%）
Good
（%）

Excellent
&

 Good
（%）

回収
枚数 Excellent Good Excellent

（%）
Good
（%）

Excellent
&

 Good
（%）

回収
枚数 Excellent Good Excellent

（%）
Good
（%）

Excellent
&

 Good
（%）

回収
枚数 Excellent Good

1 第75回 4 7 26 23 10 70 84% 16% 100% 44 37 7 84% 14% 98% 44 37 6 77% 20% 98% 44 34 9

2 第76回 4 5 22 26 8 65 60% 30% 91% 43 26 13 65% 26% 91% 43 28 11 65% 23% 88% 43 28 10

3 第77回 2 6 29 37 12 86 83% 14% 97% 63 52 9 84% 13% 97% 63 53 8 81% 14% 95% 63 51 9

4 第78回 4 5 23 35 9 76 75% 24% 98% 55 41 13 64% 31% 95% 55 35 17 69% 25% 95% 55 38 14

5 第79回 3 6 21 39 7 76 89% 11% 100% 56 50 6 88% 11% 98% 56 49 6 84% 13% 96% 56 47 7

6 第80回 4 8 23 38 14 87 72% 24% 97% 58 42 14 71% 24% 95% 58 41 14 71% 22% 93% 58 41 13

7 第81回 5 5 22 40 7 79 85% 13% 98% 53 45 7 79% 17% 96% 53 42 9 77% 21% 98% 53 41 11

8 第82回 5 3 25 36 12 81 89% 11% 100% 55 49 6 89% 11% 100% 55 49 6 84% 15% 98% 55 46 8

9 第83回 4 6 21 37 12 80 87% 12% 98% 52 45 6 85% 13% 98% 52 44 7 81% 17% 98% 52 42 9

10 第84回 3 6 20 32 8 69 76% 19% 94% 54 41 10 72% 20% 93% 54 39 11 74% 19% 93% 54 40 10

11 第85回 2 3 14 31 12 62 64% 32% 95% 44 28 14 48% 43% 91% 44 21 19 55% 39% 93% 44 24 17

12 第86回 3 3 18 18 15 57 97% 3% 100% 31 30 1 94% 3% 97% 31 29 1 90% 10% 100% 31 28 3

13 第87回 3 6 23 31 5 68 62% 30% 92% 50 31 15 52% 34% 86% 50 26 17 48% 36% 84% 50 24 18

14 第88回 2 7 24 32 3 68 62% 30% 92% 50 31 15 60% 28% 88% 50 30 14 58% 32% 90% 50 29 16

15 第89回 2 6 24 32 11 75 78% 18% 96% 49 38 9 73% 22% 96% 49 36 11 71% 20% 92% 49 35 10

16 第90回 2 6 23 29 8 68 84% 14% 98% 44 37 6 82% 16% 98% 44 36 7 80% 16% 95% 44 35 7

17 第91回 2 9 29 29 6 75 69% 29% 98% 45 31 13 69% 27% 96% 45 31 12 62% 33% 96% 45 28 15

18 第92回 1 4 16 23 6 50 74% 20% 94% 35 26 7 69% 23% 91% 35 24 8 63% 29% 91% 35 22 10

19 第93回 2 6 18 33 2 61 80% 20% 100% 44 35 9 82% 18% 100% 44 36 8 80% 18% 98% 44 35 8

20 第94回 1 5 13 29 6 54 88% 13% 100% 32 28 4 91% 9% 100% 32 29 3 91% 9% 100% 32 29 3

21 第95回 1 4 17 32 3 57 81% 21% 102% 43 35 9 63% 35% 98% 43 27 15 67% 33% 100% 43 29 14

22 第96回 1 5 19 31 16 72 67% 27% 93% 45 30 12 64% 20% 84% 45 29 9 62% 24% 87% 45 28 11

合計 60名 121名 470名 693名 192名 1536名

平均（Overall evaluation）
Excellent

（%）
Good
（%） その他

72% 22% 6%
参加者　職種 参加者　日本人・外国人 Overall Evaluation
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9.	国際シンポジウム
ポスター タイトル 講演者 日　付

第6回グローバルCOE国際シンポジウム
“ Molecular Control of Bone Remodeling
骨リモデリングの分子機構 ”

T. John Martin、Gerard Karsenty 
Henry Kronenberg 
Erwin Wagner、Benjamin Alman 
加藤　茂明、高橋　直之 
今泉　和則、田中　栄
妻木　範行、竹田　秀
西村　栄美、浅原　弘嗣　　他

2012年
1月23日〜25日

大山学長と国際シンポジウム講演者（2012年1月23日）

Molecular Control of
Bone Remodeling

東京医科歯科大学
第6回 グローバルCOE国際シンポジウム

骨リモデリングの分子機構

東京医科歯科大学

Tokyo Medical and Dental University
The 6th Global COE International Symposium

January 23th~25th, 2012
Tokyo Medical and Dental University

http://www.tmd.ac.jp/cmn/gcoe/index.html

http://www.tmd.ac.jp/cmn/gcoe/index.html

Fourth Retreat Meeting

International Research Center for
Molecular Science in Tooth and 
Bone Diseases

グローバルCOEプログラム
歯と骨の分子疾患科学の国際教育研究拠点

デント・メドミクスのインテリジェンスハブ

第6回 グローバルCOE国際シンポジウム

骨リモデリングの分子機構
Molecular Control of Bone Remodeling

Dr. Martin 

Dr. Takahashi Dr. Imaizumi Dr. Tanaka Dr. Tsumaki Dr. Kato

Dr. Karsenty Dr. Wagner Dr. Kronenberg Dr. Alman
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1

Ephrin-B2 and Ephb4 signaling in 
bone remodeling

Thomas John Martin, M.D.
St Vincent's Institute of Medical Research, Melbourne, Australia

The ephrin/Eph receptor tyrosine kinases are critical for many tissue-remodeling processes including cellular 
migration, angiogenesis and axon guidance. Through direct cell contact, ephrin ligands bind to multiple Eph 
receptors, resulting in either forward or reverse signaling. Osteoclast diff erentiation in vitro has been shown 
to be inhibited by ephrin-B2 reverse signaling (1). In studies of diff erentiating osteoblasts in vitro we have 
shown that blockade of ephrin-B2 / EphB4 signaling inhibits late stages of osteoblast diff erentiation in vitro, 
but in contrast, enhances the production of RANKL (2, 3). Furthermore, treatment with parathyroid hormone 
(PTH) was found to rapidly enhance ephrin-B2 expression by  osteoblasts in vitro and in bone in vivo . For 
these reasons the present work addresses the role of ephrin-B2 / EphB4 signaling within the osteoblast 
lineage

In order to study the role of ephrin-B2 / EphB4 signaling in PTH anabolic action, we treated mice for 1 
month with daily PTH, with and without soluble EphB4 (sEphB4) as an ephrin-B2/EphB4 receptor blocker. 
Treatment with sEphB4, with or without PTH, increased formation of osteoblasts that produce less osteoid 
and mineralized bone. This impairment of osteoblast diff erentiation is consistent with in vitro eff ects of 
ephrinB2 /  blockade, and with the phenotype that we fi nd in osteoblast ‒ specifi c ephrin-B2 knockout mice. 
Most strikingly though, treatment of mice with sEphB4 and PTH together resulted in conversion of the PTH 
anabolic eff ect to a resorptive response, with bone loss due to increased osteoclast numbers and surface in 
bone. In confi rmation of this, sEphB4 in co-cultures of calvarial osteoblasts with marrow or spleen cells  in  
vitro enhanced osteoclast formation in response to PTH or to other stimuli, including 1,25 - dihydroxyvitamin 
D. Co-treatment of calvarial osteoblasts with sEphB4 and either PTH or 1,25  - dihydroxyvitamin D also 
substantially enhanced production of RANKL mRNA by mouse calvarial osteoblasts. The enhancing eff ect of 
receptor blockade on osteoclast formation might result either from increased RANKL production resulting 
from receptor blockade, or  from sEphB4 preventing the ephrin-B2 reverse signaling in precursors that has 
been shown to limit osteoclast diff erentiation (1).

The fi ndings indicate that, as in several other tissues, ephrin/Eph signaling is likely to play important roles 
in bone remodeling, through actions both within the osteoblast lineage to enhance late stages of osteoblast 
diff erentiation, and by communicating to the hemopoietic lineage to restrict osteoclast formation. The 
increased resorption resulting from ephrin-B2 / EphB4 receptor blockade needs assessment in view of the 
interest in EphB4 signaling as a target for anti-cancer treatment. 

1. Zhao C et al. Bidirectional ephrinB2-EphB4 signaling controls bone homeostasis. Cell Metab.  4:111-121 (2006).
2. Allan EH et al. EphrinB2 regulation by PTH and PTHrP revealed by molecular profi ling in diff erentiating osteoblasts. J Bone Miner Res. 
23:1170-1181 (2008).

3. Martin TJ et al. Communication Between EphrinB2 and EphB4 Within the Osteoblast Lineage. Adv Exp Med Biol.  658:51-60 (2010).

77

Functions of FOS/AP-1 
proteins in bone development 
and beyond
Erwin F. Wagner, Ph.D. 
BBVA Foundation-CNIO Cancer Cell Biology Program, 

Spanish National Cancer Centre (CNIO), Melchor Fernandez Almagro, 

3, E-28029 Madrid, Spain 

We have been defi ning the specifi c functions of various Fos proteins, e.g. c-Fos, Fra-1 and Fra-2 

in bone development and disease using gain-of-function and loss-of-function experiments in mice. 

Recent experiments also employ inducible bone-specifi c expression and loss-of-expression of 

Fos/AP-1 members employing a Tet-regulated switchable expression system. 

The role of c-Fos as a diff erentiation-specifi c transcription factor for osteoclasts, the bone 

resorbing cells, is well established, whereas the functions of Fra-1 and Fra-2 are less well 

understood. It appears that Fra-1 mainly controls matrix gene expression, whereas Fra-

2 was shown to be important for chondrocyte diff erentiation (1). Moreover, Fra-2 is essential 

for postnatal mouse development and the maintenance of bone mass. Mutant newborns are 

osteopenic and display giant osteoclasts (2). On the other hand, transgenic mice over-expressing 

Fra-2 have increased bone mass and pulmonary fi brosis (3). Mechanistically, Fra-2 controls 

osteoblast diff erentiation through direct regulation of osteocalcin and collagen 1a2 expression 

(4). Interestingly, mice expressing Fra-2 specifi cally in osteoblasts display beyond the bone 

phenotype also a metabolic disorder with increased osteocalcin and decreased adiponectin 

secretion. Recent unpublished data demonstrate that ectopic expression of Fra-2 in osteoblasts 

leads to an infl ammatory phenotype with macrophage infi ltrates in lung, liver and spleen. We 

are currently investigating the underlying molecular mechanisms of the metabolic phenotype 

and the role of infl ammation in these novel mouse models. 

(1) Wagner EF, Eferl R (2005) Fos/AP-1 proteins in bone and the immune system. Immunol Rev. 208, 126-40.
(2) Bozec A, Bakiri L, Hoebertz A, Eferl R, Schilling AF, Komnenovic V, Scheuch H, Priemel M, Stewart CL, Amling M, Wagner EF (2008) 
Nature 454, 221-225.

(3) Eferl R, Hasselblatt P, Rath M, Popper H, Zent R, Komnenovic V, Idarraga M-H, Kenner L, Wagner EF (2008) PNAS 105, 10525-10530.
(4) Bozec A , Bakiri L., Jimenez M., Schinke T., Amling M., Wagner EF (2010)  J Cell Biol 190, 1093-1106.

13

miR-34s regulate proliferation 
and osteoblast differentiation 
in the mouse  
Jianwen Wei, and Gerard Karsenty, M.D., Ph.D.
Department of Genetics & Development, 

College of Physicians and Surgeons, Columbia University, 

New York, NY 10032, USA

A screen to identify microRNA's preferentially expressed in osteoblasts and which aff ect their 

proliferation and/or diff erentiation, identifi ed members of the miR-34 family as regulators of 

these processes. In vivo, osteoblast-specifi c gain- and loss-of-function experiments revealed that 

miR-34s  aff ect skeletogenesis during embryonic development, and bone mass accrual after birth 

through two complementary cellular and molecular mechanisms. First, they inhibit osteoblast 

proliferation by suppressing Cyclin D1, CDK4, and CDK6 accumulation. Second, they inhibit 

terminal diff erentiation of osteoblasts,through mechanism that will be presented at the meeting. 

These results identify a specifi c family of microRNA involved in bone formation in vivo, and a 

specifi c genetic pathway by which these miRNAs regulate osteoblast diff erentiation.

21

PTHrP regulates chondrocyte differentiation 
in the growth plate by modulating 
the activity of HDAC4
Henry Kronenberg, M.D., Ph.D.
Endocrine Unit, Massachusetts General Hospital and 

Harvard Medical School, Boston, MA 02114, USA

Parathyroid hormone-related protein (PTHrP) regulates growth plate chondrocytes by activating the 
PTH/PTHrP receptor in chondrocytes; this activation leads to a delay in diff erentiation of proliferating 
chondrocytes to hypertrophic chondrocytes. These activities have been demonstrated through the use of a 
series of knockout and transgenic mice. But the molecular mechanism whereby PTHrP slows diff erentiation 
of chondrocytes has remained incompletely understood.  Recently, Lassar's group (Kozhemyakina E et al, 
Mol. Cell. Biol. 29:5751 (09)) has demonstrated that, in cultured primary chondrocytes and in a chondrocyte 
cell line, PTHrP activates protein kinase A (PKA) and then PKA activates protein phosphatase  (PPase) 2A.  
This PPase 2A then dephosphorylates histone deacetylase 4 (HDAC4), allowing movement of HDAC4 into the 
nucleus. HDAC4 then binds to and blocks the activity of MEF2c, the transcription factor crucial for driving 
chondrocyte hypertrophy. 
We have now performed a series of experiments in vivo to determine whether HDAC4 mediates the actions 
of PTHrP in the fetal mouse growth plate.  We fi rst confi rmed that HDAC4 knockout mice have a growth 
plate phenotype that resembles that of the PTHrP knockout mouse.  In both the sternum (previously reported 
by Olson's group) and the long bones, the HDAC4 knockout mouse has accelerated chondrocyte hypertrophy 
that does resemble that of the PTHrP knockout, though it is somewhat milder.  Like the PTHrP heterozygous 
knockout mouse, the HDAC4 heterozygous knockout mouse has no phenotype in the growth plates of the 
limb.  We examined the phenotype of mice doubly heterozygous for both PTHrP and HDAC4.  These mice 
demonstrated accelerated hypertrophy.  Since each heterozygous mouse separately had no phenotype, this 
result argues that PTHrP and HDAC4 act on the same pathway to control chondrocyte hypertrophy.
We next examined a model of PTHrP overexpression in the growth plate.  These mice, constructed by Weir 
and Broadus, use the collagen II promoter to drive overexpression of PTHrP in chondrocytes.  These mice 
have only proliferating chondrocytes and no hypertrophic chondrocytes in their limb growth plates, and, 
consequently, no osteoblasts or marrow space.  In this background we generated HDAC4 heterozygous and 
homozygous mice.  Heterozygosity for HDAC4 in the setting of PTHrP overexpression led to the appearance 
of a small number of hypertrophic and prehypertrophic chondrocytes.  Remarkably, homozygosity for HDAC4 
in the presence of PTHrP overexpression led to fairly normal bone formation.  The resultant tibia is WT in 
length and contains a growth plate with hypertrophic chondrocytes and associated adjacent intermembranous 
cortical and trabecular bone, along with a primary spongiosa.  Nevertheless, if HDAC4 were the only 
mediator of PTHrP action, then the combination of PTHrP overexpression and HDAC4 knockout should have 
had a phenotype identical to that of the HDAC4 knockout.  In fact, though, the proliferative and hypertrophic 
layers of the growth plate were larger than in the HDAC4 knockout and the amount of bone in the primary 
spongiosa was increased.  These fi ndings suggest that HDAC4 is not the sole mediator of the actions of 
PTHrP.  We are currently exploring the possibility that other HDACs in the HDAC4 family may also mediate 
the actions of PTHrP.  Nevertheless, these studies strongly suggest that the hypothesis of Lassar is relevant 
to the actions of PTHrP in vivo. 

Dr. Martin 

Dr. Wagner

Dr. Karsenty

Dr. Kronenberg
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Beta-catenin in mesenchymal 
progenitors: 
from neoplasia to repair
Benjamin Alman, M.D.
Department of Surgery and Department of Lab Medicine and Pathobiology
University of Toronto Division of Orthopaedics and Program in 
Developmental and Stem Cell Biology Hospital for Sick Children Toronto, 
Ontario, Canada

Beta-catenin is a critical mediator in the canonical Wnt signaling cascade.  When an appropriate 

Wnt ligand is present, the protein is stabilized, and binds to members of the Tcf transcription 

factor family, regulating gene expression in a cell type specifi c manner.  We found that 

beta-catenin is mutated in the locally invasive mesenchymal soft tissue tumor aggressive 

fi bromatosis (also called desmoid tumor), and generated a series of genetically modifi ed mice 

in which we could study beta-catenin function in mesenchymal cells. During cutaneous wound 

repair, beta-catenin is transcriptionally active in mesenchymal dermal cells and regulates 

the number of mesenchymal cells that accumulate during the proliferative phase of wound 

repair and ultimately scar size.  In wound repair, beta-catenin is regulated by interactions 

with extracellular matrix components, through an integrin-mediated process.  Similar to the 

situation in wound repair, beta-catenin is also transcriptionally active during fracture repair. 

Beta-catenin levels need to be precisely regulated to allow the diff erentiation of undiff erentiated 

mesenchymal cells to an osteochondral progenitor during fracture repair.  Once the cells 

become osteochondral progenitors, beta-catenin enhances osteoblast formation. Beta-catenin 

stabilization maintains undiff erentiated mesenchymal cells in a less diff erentiated state.  During 

repair, it is transiently activated by either growth factors or by interactions with the immature 

extracellular matrix.  In neoplasia, mutations cause constitutive activated, resulting in an 

uncontrolled proliferation of immature mesenchymal cells.  Pharmacologic agents to modulate 

beta-catenin can be used to alter undiff erentiated mesenchymal cell behavior and might be 

used to treat tumors and disorders of bone and skin repair.  Initial pre-clincial studies provide 

evidence to support this notion. 

25

The roles of unfolded protein response 
in differentiation of osteoblasts and 
chondrocytes
Kazunori Imaizumi, Ph.D.
Department of Biochemistry, Graduate School of Biomedical Sciences, 

Hiroshima University

　Eukaryotic cells can adapt to endoplasmic reticulum (ER) dysfunction by producing diverse signals from the ER to the cytosol 
or nucleus. These signalling pathways are collectively known as the unfolded protein response (UPR). The canonical branches of 
the UPR are mediated by three ER membrane-bound proteins: PERK, IRE1 and ATF6. These ER stress transducers basically 
play important roles in cell survival after ER stress. Recently, novel types of ER stress transducers that share a region of high 
sequence similarity with ATF6 have been identifi ed, Luman, OASIS, BBF2H7, CREBH, and CREB4 (Asada et al., J. Biochem., 
2011). Despite their structural similarities with ATF6, diff erences in activating stimuli, tissue distribution and response element 
binding indicate specialized functions of each member on regulating the UPR in specifi c organs and tissues. Among these, we 
identifi ed OASIS and BBF2H7, and have investigated the functions of these ER stress sensors in osteogenesis and chondrogenesis. 
【OASIS】
　OASIS is a member of the CREB/ATF family and has a transmembrane domain and a bZIP (basic leucine zipper) domain. 
OASIS is processed by regulated intramembrane proteolysis (RIP) in response to ER stress, and is highly expressed in osteoblasts 
(Kondo et al., Nature Cell Biol., 2005). OASIS(-/-) mice exhibited severe osteopenia, involving a decrease in type I collagen in the 
bone matrix and a decline in the activity of osteoblasts, which showed abnormally expanded rough ER, containing of a large 
amount of bone matrix proteins (Murakami et al., Nature Cell Biol., 2009). We identifi ed the gene for type 1 collagen, Col1a1, as 
a target of OASIS, and demonstrated that OASIS activates the transcription of Col1a1 through an unfolded protein response 
element (UPRE)-like sequence in the osteoblast-specifi c Col1a1 promoter region. Moreover, expression of OASIS in osteoblasts 
was induced by BMP2 (bone morphogenetic protein 2), the signalling of which is required for bone formation. Additionally, RIP 
of OASIS was accelerated by BMP2 signalling, which causes mild ER stress. Our studies show that OASIS is critical for bone 
formation through the transcription of Col1a1 and the secretion of bone matrix proteins, and they reveal a new mechanism by 
which ER stress-induced signalling mediates bone formation.
【BBF2H7】
　BBF2H7 (BBF2 human homologue on chromosome 7) is also an ER-resident basic leucine zipper transcription factor, and is 
preferentially expressed in chondrocytes (Kondo et al., Mol. Cell. Biol., 2007). We generated BBF2H7 (-/-) mice to assess the in 
vivo function of BBF2H7. The mice showed severe chondrodysplasia and died by suff ocation shortly after birth because of an 
immature chest cavity (Saito et al., Nature Cell Biol., 2009). The cartilage showed a lack of typical columnar structure in the 
proliferating zone and a decrease in the size of the hypertrophic zone, resulting in a signifi cant reduction of extracellular matrix 
proteins. Interestingly, proliferating chondrocytes showed abnormally expanded rough ER, containing aggregated type II collagen 
(Col2) and cartilage oligomeric matrix protein (COMP). We identifi ed Sec23a, which encodes a coat protein complex II component 
responsible for protein transport from the ER to the Golgi, as a target of BBF2H7. BBF2H7 N-terminus directly bound to a 
CRE-like sequence in the promoter region of Sec23a to activate its transcription. When Sec23a was introduced to BBF2H7 (-/-) 
chondrocytes, the impaired transport and secretion of cartilage matrix proteins was totally restored, indicating that by activating 
protein secretion the BBF2H7-Sec23a pathway has a crucial role in chondrogenesis. Our fi ndings provide a new link by which ER 
stress is converted to signalling for the activation of ER-to-Golgi traffi  cking.
【Conclusion】
　The UPR signalling was originally found as an evading system from cellular damage in acute ER perturbation. However, recent 
advances have revealed that UPR signalling provides important for regulating cellular physiology. During diff erentiation from 
mesenchymal stem cells to mature osteoblasts or chodrocytes, ER stress occurs in immature osteoblasts. The ER stress is very 
mild and does not cause cell death. Although the detailed mechanisms of why ER stress occurs during osteoblast diff erentiation 
remains unclear, it is possible that when the switch for production of bone or cartilage matrix is pressed at the stage of 
diff erentiation, nascent protein is delivered in amounts that exceed the capacity of the ER. Such an event may serve as a trigger 
for mild ER stress conditions (physiological ER stress). OASIS and BBF2H7 are activated by this physiological ER stress. The 
UPR signalling mediated by OASIS or BBF2H7, including promoting transcription of matrix proteins and activating secretory 
machinery, is essential for conversion of undiff erentiated cells to professional secretory cells such as osteoblasts or chondrocytes. 
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Osteoclast precursors in vivo

Naoyuki Takahashi, Ph.D.
Division of Hard Tissue Research, Institute for Oral Science, 

Matsumoto Dental University

　Osteoclasts, bone-resorbing cells, develop from the monocyte/macrophage lineage under the control of osteoblast-lineage cells 
(osteoblasts). Osteoblasts express two cytokines essential for osteoclastogenesis: receptor activator of nuclear factor- κ B ligand 
(RANKL) and macrophage colony-stimulating factor (M-CSF). Osteoblasts also produce osteoprotegerin (OPG), a soluble decoy 
receptor for RANKL, which blocks osteoclastogenesis by inhibiting RANKL-RANK (RANKL receptor) interaction. Osteoclast 
precursors expressing RANK and M-CSF receptor (M-CSFR) diff erentiate into osteoclasts through interaction with osteoblasts. 
Although it is well established that osteoclasts are formed under the strict regulation of osteoblasts, little is known about 
characteristics of osteoclast precursors in vivo. We have examined characteristics and behaviors of osteoclast precursors in vivo 
for these fi ve years.
(1) Distribution of osteoclast precursors determines the site of osteoclastogenesis.
　Using RANKL-/- mice and M-CSF-defi cient op/op mice, we examined how the site for osteoclastogenesis is determined. When 
RANKL was injected into RANKL-/- mice or M-CSF into op/op mice, osteoclasts were formed in the correct site in bone but not 
in soft tissues in those mutant mice. Osteoclasts induced by RANKL and M-CSF injection were always detected in the vicinity 
of osteoblasts. These results suggest that, besides RANKL and M-CSF, an unknown osteoblast-derived factor(s) is involved in the 
determination of the correct site for osteoclast formation (Endocrinology 147:3366, 2006). In the next experiment, we identifi ed 
osteoclast precursors in vivo, and name them “cell cycle-arrested quiescent osteoclast precursors (QOPs)” (J Cell Biol 184:541, 
2009). QOPs diff erentiate into osteoclasts without cell cycle progression in response to RANKL and M-CSF. QOPs localized in 
bone in RANKL-/- mice, suggesting that the distribution of QOPs determines the correct site for osteoclastogenesis. QOPs were 
fate-determined cells, and they were detected in blood as well as bone marrow (J Bone Miner Res, in press). Circulating QOPs 
settled down into the correct site in bone. Osteoblasts appear to be involved in homing of QOPs in bone, because QOPs were 
detected in near osteoblasts in bone.
(2) Spleen acts as a reservoir of QOPs in M-CSF defi cient op/op mice.
　Osteoclasts induced by M-CSF administration in op/op mice were derived from QOPs (J Cell Biol 184:541, 2009), suggesting 
that QOPs exist in op/op mice. Then we investigated where QOPs of op/op mouse would exist. We surprisingly found that 
QOPs existed in not bone but spleen in op/op mice, and spleen acts as their reservoir of osteoclast precursors in those mice. 
IL-34, a newly discovered M-CSFR ligand, was highly expressed in the vasculature in spleen but not bone in op/op mice, 
suggesting a role for IL-34 in the splenic generation of QOPs. Splenectomy blocked M-CSF-induced osteoclastogenesis in op/op 
mice. Osteoclasts appeared in aged op/op mice with up-regulated IL-34 expression in spleen and bone. Splenectomy also blocked 
the age-associated appearance of OCs. These results suggest that IL-34 plays pivotal roles in maintaining the splenic reservoir of 
QOPs, and M-CSFR signaling is necessary for generation of QOPs.
(3) Wnt5a-Ror2 signaling plays a role in up-regulation of RANK expression in QOPs.
　The expression level of RANK by QOPs detected in spleen is much weaker than that detected in bone. This suggests that 
the expression of RANK in QOPs must be enhanced in bone. We recently found that osteoblasts up-regulated RANK expression 
in QOPs through Wnt noncanonical signaling. Wnt signals are divided into two pathways: β- catenin-dependent canonical 
and β- catenin-independent noncanonical pathways. Impairment of canonical Wnt signaling causes bone loss in arthritis and 
osteoporosis; however, it is unclear how noncan onical Wnt signaling regulates bone resorption. We showed that Wnt5a-
Ror2 signaling between osteoblasts and osteoclast precursors enhanced osteoclastogenesis. Osteoblasts express Wnt5a, while 
osteoclast precursors express Ror2. Wnt5a-/-, and Ror2-/- mice exhibited impaired osteoclastogenesis. Osteoclast precursor-specifi c 
Ror2-/- and osteoblast-specifi c Wnt5a-/- mice similarly exhibited impaired osteoclastogenesis. Wnt5a-Ror2 signals enhanced RANK 
expression in osteoclast precursors by activating JNK and recruiting c-Jun on the RANK promoter, thereby enhancing RANKL-
induced osteoclastogenesis. Thus, Ror2-mediated up-regulation of RANK in QOPs occurs in bone, and this is an essential step for 
osteoclastogenesis. 
　I would like to describe how diff erentiation of osteoclast precursors is regulated in vivo in this symposium.
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Segregation of the pro-apoptotic 
and anti-resorptive functions of 
risedronate 
Sakae Tanaka, M.D., Ph.D.
Department of Orthpaedic Surgery, Faculty of Medicine, 

The University of Tokyo

　Bisphosphonates (BPs), stable analogs of pyrophosphate, strongly inhibit bone resorption and have been used to treat various 
diseases driven by increased bone resorption, such as postmenopausal osteoporosis, Paget's disease and tumor bone metastases.  
Although BPs are poorly absorbed from the intestine, they are quickly deposited on the bone surface once absorbed.  The acidic 
environment produced by osteoclasts (OCs) reduces the ability of BPs to chelate Ca2+ and releases BPs from the bone surface, 
and BPs are then ingested into OCs by endocytosis.  It was speculated that BPs concentration reaches as high as 0.1-1 mM in 
the resorption lacuna.
　BPs are divided into two groups according to the structure of the side chains, a nitrogen-containing type (N-BPs) and a 
non nitrogen-containing type.  The diff erence in the structures results in diff erent BP mechanisms of action for anti-resorbing 
activity.  Non nitrogen-containing BPs are reported to act through the intracellular accumulation of non-hydrolyzable ATP 
analogs that exert cytotoxic eff ects on OCs, while N-BPs inhibit the mevalonate pathway and prevent the post-translational 
prenylation of small GTP-binding proteins such as Ras, Rho, Rac and Cdc42.  Previous studies have demonstrated that small 
G proteins control the diff erentiation, apoptosis, cytoskeletal organization and vesicular traffi  cking of OCs.  Therefore, the 
anti-resorptive properties of N-BPs can be exhibited by inducing OC apoptosis, altering the OC cytoskeleton or aff ecting 
OC vesicular and membrane traffi  cking.  Recently, it was reported that N-BPs suppress the bone-resorbing activity of OCs 
independently of apoptosis.  In addition, Weinstein et al. demonstrated that bone biopsy specimens from patients with long-term 
alendronate administration exhibited an increased OC number in proportion to the accumulated amount of alendronate.  These 
observations have led to the notion that the anti-resorptive function of N-BPs is regulated through a diff erent signaling pathway 
than their pro-apoptotic function.
　This study aimed to distinguish the molecular mechanisms regulating the pro-apoptotic function and anti-resorptive function 
of N-BPs using risedronate (RIS) as a model.  We previously reported that the proapoptotic BH3-only protein Bim plays a crucial 
role in the OC apoptosis induced by cytokine deprivation.  We analyzed the eff ect of RIS in bim-/- mice and normal mice in vivo, 
and tried to elucidate whether or not the anti-resorptive eff ect of RIS in vivo is through the induction of OC apoptosis.
　RIS (0.01 mg/kg body weight) or normal saline was subcutaneously injected into14-week-old bim-/- and wild type (WT) 
mice once a day for 14 days.  Next day after the fi nal injection, the mice were sacrifi ced and were analyzed radiologically, 
biochemically and histologically. Histological analysis of proximal tibial metaphysis showed that OC apoptosis induced by RIS 
was prominently suppressed in bim-/- mice compared to WT mice as determined by TUNEL staining.  However, RIS treatment 
induced increase in bone mass and decrease in serum type I collagen crosslinks at the comparable levels in both bim-/- and 
WT mice (Figure).  RIS treatment induced about 50% increase in OC number per bone perimeter in WT mice as compared to 
untreated mice, while RIS-induced increase in OC number was not observed in bim-/- mice.  Giant OCs detached from bone 
surfaces were similarly observed in both bim-/- and WT mice in response to RIS treatment.
These results suggested that anti- resorptive eff ect of RIS in vivo is due to other mechanism than induction of OC apoptosis.

Figure: Representative radiography images of the distal 
femur of 14 weeks male Bim-/- and wildtype mice + 
RIS treatment for 14 days.   B, Bone mineral density 
(BMD) of the distal femur in the Bim-/- and wildtype 
mice + RIS treatment. *p<0.05 versus the untreated 
wildtype mice and **p<0.05 versus the untreated Bim-
/- mice  C, The serum concentration of type I collagen 
crosslinks (CTx-I) in Bim-/- and wildtype mice. *p<0.01 
versus the untreated mice.   
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Direct induction of chondrogenic 
cells from a mouse dermal 
fi broblast culture
Noriyuki Tsumaki, M.D., Ph.D.
Center for iPS Cell Research and Application, 

Kyoto University, Japan

　The repair of cartilage injury with hyaline cartilage remains a challenging clinical problem. Articular cartilage damage sometimes 
heals with fi brocartilage, which is diff erent from hyaline cartilage. Fibrocartilage is a type of scar tissue that expresses types I and 
II collagen. In contrast, hyaline cartilage does not express type I collagen. When aiming to induce hyaline chondrogenic cells directly 
from dermal fi broblasts, in addition to the activation of cartilage-specifi c matrix genes, eliminating the expression of type I collagen 
is needed for the generation of hyaline cartilage. Otherwise, the presence of type I collagen impairs the cartilage extracellular matrix 
architecture, which leads to the formation of fi brocartilage. The generation of induced pluripotent stem cells has provided a tool for 
reprogramming dermal fi broblasts to an undiff erentiated state by the ectopic expression of reprogramming factors (c-Myc, Klf4, Sox2 
and Oct3/4). We hypothesized that the transduction of dermal fi broblasts with the combination of a part of reprograming factors and 
chondrogenic factors may produce chondrogenic cells, and therefore carried out experiments to try and prove this theory. 
　To select cells that could acquire a chondrogenic phenotype, we generated transgenic mice bearing β-geo (fusion gene of β
-galactosidase and neomycin-resistant genes) linked to the cartilage-specifi c promoter and enhancer sequences of the type XI collagen 
α 2 chain gene (Col11a2). We prepared dermal fi broblasts from adult Col11a2-β geo transgenic mice. We transduced Col11a2-β geo 
dermal fi broblasts with various combinations of reprogramming factors and chondrogenic factors, and continued the culture in the 
presence of G418. After examining various combinations of factors, we found the retroviral expression of two reprogramming factors 
(c-Myc and Klf4) and one chondrogenic factor (SOX9) to induce G418-resistant cells from Col11a2-β geo mouse dermal fi broblasts. G418-
resistant cells showed a polygonal morphology and stained positively for alcian blue. We picked up cells and established cell lines.
　The induced cells expressed marker genes for chondrocytes such as the type II collagen gene, aggrecan gene and link protein gene. 
On the other hand, the induced cells did not express marker genes for fi broblasts such as the type I collagen α1 chain gene and type I 
collagen α2 chain gene. A bisulfi te sequencing analysis revealed the promoter regions of type I collagen α1 and α2 chain genes to be 
highly methylated in induced cells, whereas those in parental mouse dermal fi broblasts were hypomethylated. These results suggest 
that type I collagen genes were silenced in induced cells. 
　The transplantation of induced cells into the subcutaneous spaces of nude mice revealed that there were two types of cells: namely, 
chondrogenically reprogrammed cells and partially reprogrammed intermediate cells. Chondrogenically reprogrammed cells generated 
stable homogenous hyaline cartilage-like tissue when subcutaneously injected into nude mice. No tumors formed thereafter for 4 
months. Hyaline cartilage-like tissue expressed type II collagen, but not type I collagen. These results suggest that these induced cells 
are chondrogenic. On the other hand, partially reprogrammed intermediate cells expressed type I collagen and produced tumors when 
injected into nude mice. A histological analysis showed these tumors to be fi brous and not teratomas. Tumors appeared to develop 
because of the persistent the expression of c-Myc and Klf4 transgenes.
　The induced chondrogenic cells did not undergo a pluripotent state during induction from a dermal fi broblast culture, as time-
lapse observations did not detect any GFP reporter expression during the induction from dermal fi broblasts prepared from transgenic 
mice in which GFP is inserted into the Nanog locus. These results suggest that the chondrogenic cells induced by this approach are 
theoretically free from the  risk of teratoma formation which is associated with the cells prepared through the generation of iPS cells 
followed by rediff erentiation into the target cell type. 
　The dox-inducible induction system demonstrated that induced cells are able to respond to a chondrogenic medium by expressing 
endogenous Sox9 and maintain a chondrogenic potential after the substantial reduction of transgene expression due to the 
withdrawal of dox. These results suggest that the persistent expression of c-Myc, Klf4 and SOX9 transgenes was not necessary for 
the maintenance of induced chondrogenic cells. It is therefore ideal to induce chondrogenic cells by the transient expression of these 
factors without the integration of the vectors into the genome. This approach could therefore, in the future, potentially lead to the 
successful production of hyaline cartilage directly from skin, without going through pluripotent stem cell stage, and therefore be 
applicable to the fi eld of regenerative medicine.
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A Y chromosome gene, Uty, 
defi nes sexual dimorphism in 
skeletal phenotype
Shigeaki Kato, Ph.D. 
Institute of Molecular and Cellular Biosciences, 

The University of Tokyo

　Males have higher bone mass and larger skeletal size than females. Such gender-specifi c bone 
phenotype has considered to be generated by the actions of sex steroid hormones. However, an 
uncharacterized Y chromosome gene is assumed as a signifi cant factor to form gender-specifi c 
bone phenotype from clinical observations of patients mutated in the GCY (Growth Controlling 
region on the Y chromosome). 
　To reveal the biological functions of Y chromosome gene in skeletal systems, we ablated 
mouse Uty (Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat gene, Y chromosome) gene, whose 
human ortholog is located in the GCY. Using a Cre/loxP system and two step ES gene-targeting 
methods that are potent to low effi  ciency of homologous recombination in Y chromosome, 
successfully, Uty gene was genetically disrupted for the fi rst time among the Y chromosome 
genes. Uty knockout mice (UtyX/L-) exhibited short stature with shortened trunk and long bones 
like wild-type (WT) female littermates, while no endocrine disturbance was detected. In UtyX/L-, 
the thickness of growth plates, especially at proliferative zone, was signifi cantly reduced when 
compared with that of WT male littermates. As expected, primary cultured chondrocytes from 
UtyX/L- showed decreased proliferative ability with increased expression of Col10a1, a marker of 
hypertrophic chondrocytes. These results suggest that Uty regulates male skeletal length by 
controlling cartilage development. Since Uty bears a JmjC domain, we assumed Uty function 
as an epigenetic regulator. In a co-immunoprecipitation assay, Uty was found to associate 
with Runx2 and Hdac4, the key factors in chondrocytes diff erentiation. Consistently, Uty was 
potent to repress transcriptional activity of Runx2 in an OSE-luc assay. A ChIP assay showed 
that these factors were recruited to the Runx2 target gene (Col10a1) promoter. Moreover, 
recruitment of Hdac4 was reduced and several histone modifi cations of Col10a1 promoter were 
altered in UtyX/L- chondrocytes.
　Thus, these fi ndings suggest that Uty is a negative regulator for Runx2 by recruiting a 
transcriptional co-repressor HDAC4, expressed at hypertrophic chondrocytes, and thereby 
facilitates cartilage development. Taken together, the present study has uncovered a molecular 
basis of gender-specifi c cartilage development.

Dr. Tsumaki Dr. Kato
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11.	海外研究者等招聘講演会
ポスター タイトル 講演者 日　付

第225回Bone Biology Seminar
第52回グローバルCOE海外研究者講演会共催

「Study of OsteocyteLacunarProperties by 3D X-Ray 
Microscopy」

Dr. Donald B. 
Kimmel, D.D.S., Ph.D. 2012年3月02日

第51回グローバルCOE海外研究者講演会
「Clinical Dental Medicine 2020」 Dr. NairnWilson 2011年11月18日

第50回グローバルCOE海外研究者講演会
「Distinct impact of anti-B cell directed therapy on B 
cell subsets」

Dr. Thomas Dörner 2011年12月12日

第11回骨免疫セミナー
第49回グローバルCOE海外研究者講演会共催

「Nonapoptotic role of Fas-Fas ligand system in bone」
「RANKL, osteoclast differentiation and 
osteoimmunology」

Dr. Ana Marusic, 
M.D., Ph. D.

Dr. Yongwon Choi, 
Ph.D.

2011年11月17日

大学院特別講義
第48回グローバルCOE海外研究者講演会共催

「Digital Dentistry with CAD/CAM and Cone Beam 
Computed Tomography and their Applications in 
Implantology」

Dr. Andreas F. Bindl

Dr. Lutz Ritter
2011年10月11日

第47回グローバルCOE海外研究者講演会
「Role of transglutaminase-enzymes and matrix 
stabilization in bone formation and maintainance of 
adult bone mass」

Dr.Mari T. Kaartinen 2011年9月26日

第46回グローバルCOE海外研究者講演会
「New Developments in Research Funding and Grant 
Review in the United States」

Dr. MarkI. Ryder 2011年8月31日

第224回 Bone Biology Seminar
第45回グローバルCOE講演会共催

「Regulation of tendon extracellular matrix assembly.」

Dr. David E. Birk, 
Ph.D. 2011年8月11日
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第44回グローバルCOE海外研究者講演会
「Clinically Unsolved Problems Related to Osteoporosis 
and Bone Atrophy in OrthopaedicSurgery」

大川　淳 2011年6月27日

第223回 Bone Biology Seminar
第43回グローバルCOE講演会共催

「Drug Development for Osteoporosis」

Dr. Arthur C. Santora 
Ⅱ 2011年6月20日

【2011年度】
実施日：2011年9月5日、9月6日

プロジェクト1　
研究代表者：歯周病学　和泉　雄一 
共同研究者：野田　政樹　
研究課題名：歯周炎における硬組織代謝に与える神経

性炎症の役割について

プロジェクト2　
研究代表者：分子細胞遺伝　稲澤　譲治 
共同研究者：分子薬理学　野田　政樹、

顎口腔外科学　小村　健、
顎顔面矯正学　森山　啓司、
膠原病・リウマチ内科学　宮坂　信之、
分子遺伝学　三木　義男、
整形外科学 大川　淳

研究課題名：難治性硬組織疾患の病態オミックス先端
拠点研究

プロジェクト3
研究代表者：歯髄生物学　須田　英明
共同研究者：運動器外科学　宗田　大 
研究課題名：歯髄・歯肉組織由来の間葉幹細胞による

歯槽骨・顎骨再生

プロジェクト4
研究代表者：硬組織病態生化学　柳下　正樹 
共同研究者：歯周病学　和泉　雄一 
研究課題名：歯周組織炎症部位におけるスフィンゴシ

ン-1-リン酸シグナルの役割

プロジェクト5
研究代表者：口腔病理学 山口　朗
共同研究者：分子情報伝達学 高柳　広 
研究課題名：光メージングと分子生物学の融合による

オステオネットワークの解明を目指した
フロンティア研究拠点

プロジェクト6
研究代表者：歯周病学　和泉　雄一
共同研究者：細菌感染制御学　中川　一路
研究課題名：口腔メタバイオーム解析による骨・歯周

組織破壊因子の同定

12.	イノベーション研究活動推進
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13.	国際PIシャペロンの活動
●2011年7月5日

国際PIシャペロン競争的研究費審査
1位　大洞将嗣（分子情報伝達学）、2位　飯村忠浩（口腔病理学）、3位　岩井秀之（膠原病・リウマチ内科学）

●2011年11月24日

国際PIシャペロンフォーラム　
●2012年1月26日

国際外部評価会での研究発表

14.	大学院生採用面接評価　複数教員による英語（年次）面接と評価　優秀賞受賞者

●第Ⅵ期（2011年4月～）

1位　Most Excellent Award 辻香織
2位　Excellent Award 古田繭子
3位　Excellent Award宮嶋大輔 

第Ⅵ期　AISS採用面接　点数分布

評価点数 全体平均　70.33 該当者数
91−100 ○ 1
86−90 ○○ 2
81−85 ○○○○○ 5
76−80 ○○○○○○○○○○ 10
71−75 ○○○○○○○ 7
66−70 ○○○○○○○○○○○○○○○○ 16
61−65 ○○○○○○○○○○ 10
56−60 ○○○○○ 5
51−55 ○○○○ 4
46−50 0
合　計 60

第Ⅶ期　AISS採用面接　点数分布

評価点数 全体平均　71.51点 該当者数
81−100 ○○ 2
76−80 ○○○ 3
71−75 ○○○○○○○○○○○○ 12
66−70 ○○○○○○○○○○○○ 12
61−65 ○○○○○○○ 7
56−60 ○○○ 3
合　計 　 39

第Ⅷ期　AISS採用面接　点数分布

評価点数 全体平均　73.07点 該当者数
81−85 ○○○○○○○○ 8
76−80 ○○○○○○○○○○ 10
71−75 ○○○○○○○○○○○○○○○ 15
66−70 ○○○○○○○○○ 9
61−65 ○○○ 3
56−60 ○○○○ 4
51−55 ○ 1
合　計 50

●第Ⅶ期（2011年10月～）

1位  Most Excellent Award 小野岳人
2位  Excellent Award　Smriti Aryal A.C.
3位  Excellent Award　山田梓

●第Ⅷ（2012年4月～）

1位  Most Excellent Award 川崎真希理
2位  Excellent Award　中里洋子
3位  Excellent Award　葉暢暢
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16.	歯と骨のGCOE　受賞リスト
田上　順次
・First place outstanding paper award, Sadr A, 

Bartakova S, Parchar P, Hariri I, Nazari A, Shimada 
Y, Tagami J, Sumi Y. 
Adhesion of Flowable Composite in Class I Cavities: 
Combination of SS-OCT Imaging and Microtensile 
Bond Strength. The 4th International Conference on 
Adhesive Dentistry, Seoul, Korea, April 15-17, 2011.

・The first place outstanding poster, IAD, 2 0 1 1, 
Islam MS, Hiraishi N, Otsuki M, Tagami. Effect of 
Hesperidin Incorporation into the Primer of a Self-
etching Adhesive on Micro Tensile Bond Strength to 
Dentin. The 4th International Congress on Adhesive 
Dentistry, Korea, April 15-17, 2011.

高柳　広
・The 3rd Joint Conference of the International Bone 

& Mineral Society and the European Calcified Tissue 
Society, IBMS-BONE Herbert A. Fleisch Award　平
成23年5月9日

・中島　友紀
1st Bio-Rheumatology International Congress 

（BRIC2011), Poster Presentation Award 平成23年11月
・古賀　貴子

第29回日本骨代謝学会、優秀演題賞  平成23年7月29日
・辻　香織

The 59th Annual meeting of Japanese Association for 
Dental Research
The Hatton Award 2012 Finalist of Japanese Association 
for Dental Research

小村　健
・ 佐藤　潔, 坂本　啓, 栢森　高, 山口　朗: 第53回歯科

基礎医学会総会　優秀ポスター賞　2011年10月1-2日 
岐阜市 「口腔扁平上皮癌による骨破壊予防療法の開発」

須田　英明
・西原良治（指導　鈴木規元、石村瞳）.スーパーエンドα、

βを用いた根管充填の速度および充填率に関する研究.D4
研究体験実習学生発表会　歯学科長賞,2010年9月25日.

和泉　雄一
・Nanbara H, Travel Award. Wnt5a expression by 

Porphyromonas gingivalis LPS via NF- κ B and 
STAT1. The 1 0th World Congress on Inflammation, 
Paris, 2011.6.25-29.

・坪川正樹.第23回日本レーザー歯学会総会・学術大会
優秀発表賞.光干渉断層画像診断法（OCT)による歯肉
縁下歯石の検出.第23回日本レーザー歯学会総会・学
術大会.大阪,2011.12.3-4.

森山　啓司
・小林起穂、ヴァイスティネン・ロッタ、ライス・デビッド、

森山啓司. Runx2・発現抑制によるGli3Xt-J/Xt-Jマウ
ス頭蓋冠縫合部早期癒合症発症の予防効果. 第70回日
本矯正歯科学会&第4回国際会議・優秀発表賞、名古屋、
平成23年10月17−20日.

・出井彩乃、宮本順、高田潤一、小野卓史、森山啓司.口
輪筋訓練における口輪筋筋活動および血流量の同時計
測の有用性. 第70回日本矯正歯科学会&第4回国際会
議・優秀発表賞、名古屋、平成23年10月17−20日.

・湊亜紀子、宮本順、小野卓史、誉田栄一、倉林亨、森
山啓司. 舌触覚刺激に対する2点弁別および大脳皮質
賦活パタンにおける習慣性咀嚼側の関与. 第70回日本
矯正歯科学会&第4回国際会議・優秀発表賞、名古屋、
平成23年10月17−20日.

15.	プレゼンテーション型　英語クラス
開催日
Student Instruction：

2011年4月25日、5月30日、6月27日、7月25日、8月25日、
9月26日、10月31日、11月28日、2012年2月20日、3月12日

Staff Instruction：2011年12月19日、2012年1月16日
Instructor：Mr. Kevin Cleary（本学准教授）
参加者：28名
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・松本力、山口朗、森山啓司. 矯正学的歯の移動における
骨細胞の役割. 第70回日本矯正歯科学会&第 4回国際
会議・優秀発表賞、名古屋、平成23年10月17−20日.

・川久保直美、小野卓史、宮本順、誉田栄一、倉林亨、
森山啓司. 咬みしめに伴う上肢筋の促通とそれに同期
した脳賦活パタンfMRIを用いた研究. 第70回日本矯正
歯科学会&第4回国際会議・優秀発表賞、名古屋、平
成23年10月17−20日.

宮坂　信之
・溝口史高.第55回日本リウマチ学会総会・学術集会.ポ

スター賞。神戸.2011年7月18日
・溝口史高.第39回日本臨床免疫学会総会・学術集会.優

秀演題賞。東京.2011年9月17日
・岩井秀之.第39回日本臨床免疫学会総会・学術集会.優

秀演題賞。東京.2011年9月17日
・岩井秀之.The 4th East Asian Group of Rheumatology. 

Young Investigator award Tokyo. 2011年10月15日.
・平田真哉　.第39回日本臨床免疫学会総会・学術集会

.優秀演題賞。東京.2011年9月17日

宗田　大
・堀江雅史

Implantation of Allogenic Synovial Stem Cells 
Promotes Meniscal Regeneration in a Rabbit Meniscal 
Defect Model
東京医科歯科大学整形外科同門会　研究奨励賞2011年
12月23日

・Toshifumi Watanabe; Michael Conditt; Scott Banks; 
Stefan Kreuzer; Kevin Leffers; Takeshi Muneta; 
Jennifer Jones
Deep Flexion Kinematics With Robotic Modular Knee 
Arthroplasty
International Society For Technology in arthroplasty 

（ISTA) 2011
Best poster award 
Brugge　2011/9/20-23

稲澤　譲治
・春木茂男（大学院医歯学総合研究科博士課程平成21年

度卒業）が第12回田中道子がん研究奨励賞を受賞.
・村松智輝が平成22年度「難治疾患の研究」を重点課題

とする研究助成に採択.
・小野宏晃が平成22年度大学院生・若手研究者研究発表会

で大学院生部門1位（ベストプレゼンテーション賞）を受賞.
・本田尚三が平成22年度大学院生・若手研究者研究発表

会で大学院生部門2位を受賞.
・村松智輝が平成22年度大学院生・若手研究者研究発表

会で難治疾患研究賞を受賞.
・古田繭子が平成22年度大学院生・若手研究者研究発表

会で萌芽賞を受賞.
・古田繭子が東京医科歯科大学グローバルCOE（GCOE）

スーパースチューデント（SS)研究発表で優秀賞「Excellent 
Award」を受賞.

・井上純が川野小児医学奨学財団の研究助成に採択.
・村松智輝が平成23年度東京医科歯科大学大学院学生研

究奨励賞を受賞.
・古田繭子が文部科学省科学研究費新学術領域研究がん

研究分野の特性等を踏まえた支援活動・平成 23 年度日
仏がんワークショップの公募に採択 .（フランスに派遣)

小川　佳宏
・菅波孝祥　日本肥満学会学術奨励賞「肥満の脂肪組織

における慢性炎症の分子機構の解明と医学応用」
・伊藤美智子　日本肥満学会若手研究奨励賞「NASHの

発症・進展と脂肪組織炎症ー新しいNASHモデル・
MC4R欠損マウスを用いてー」

・小川佳宏　日本糖尿病・肥満動物学会研究賞「糖尿病・
肥満における慢性炎症の分子機構に関する研究」

水島　昇
・平成23年11月 武田医学賞受賞（科学新聞  2011.10.07）
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University of California San Francisco University of Toronto

17.	Research	Day
●国際的トップ大学Research Dayへ派遣

Harvard University
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18.	リトリート
【日程】

1月23日（月曜日）
10：00-12：00 海外研究者とのディスカッション
 ・Dr. Henry Kronenberg
   （担当：森山教授、学生28名）
 ・Dr Jack Martin
   （担当：高柳教授、学生22名）
 ・Dr. Benjamin Alman
   （担当：山口教授、学生17名）
 ・Dr. Gerard Karsenty
   （担当：野田教授、学生17名）
16：00-16：30 ポスターセッションⅠ（28演題）
18：30- 懇親会

1月24日（火曜日）
15：00-15：30 ポスターセッションⅡ（26演題）

1月25日（水曜日）
14：30-15：00 ポスターセッションⅢ（26演題）
18:00- ポスター優秀者発表

【場所】

東京医科歯科大学　M＆Dタワー2階　ホワイエ
【ポスター発表　優秀者】

1位
Samir Kumar Pal

“The Role of Thrombospondin-1(TSP-1) in Bone 
Destruction by Oral squamous cell carcinoma”

2位

馬騰
“Inability of p53-Reactivating compounds Nutlin-3 and 
RITA to overcome p5 3 resistance in tumor cells deficient 
for p53Ser46 phosphorylation”

渡辺高
“Changes in Subcellular Localization of osteoblast specific 
transcriptional factors during bone development, revealed 
by 3-dimensional fluorescence morphometry”

Dawud Abduweli
“3D approaches for stem cell niches in medaka pharyngeal 
dentition”

3位 

松本力
“The role of osteocyte during orthodontic tooth 
movement”

Rajakaruna Gamaralalage Amodini 
“Localization of Porphyromonas gingivalis and Tannerella 
forsythia in Gingival and Subgingival Granulation Tissues 
Using Novel Monoclonal Antibodies”

小野岳人 
“Effects of the immune system on bone regeneration after 
drill-hole injury”

Kahaer Abula
“BMP7 is prerequisite for postnatal joint homeostasis”

森田淳平
“The development of novel treatment for Apert 
syndrome by a soluble form of FGFR2 - Rescue of Apert 
phenotypes”
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分子薬理学分野

野田 政樹
医歯学総合研究科・器官システム制御学系専攻
分子薬理学・教授

1）研究の課題名
主題1：骨芽細胞制御機構の解析

　骨のリモデリングにおいては根幹となる骨形成を担う
骨芽細胞の制御の機構を明らかにする必要がある。骨芽
細胞の制御に関わる全身性の因子と局所性の因子のそれ
ぞれにおける分子メカニズムはなお十分には明らかでな
い。そこで骨芽細胞の制御のメカニズムの解析を行い、
分子の機能を明らかにすることは今後の新たな治療を開
発する上でも基盤となる。したがって骨芽細胞の生体
における制御についての検討を行い、beta…adrenergic…
receptorのシグナルならびに細胞外基質の蛋白の相互作
用の存在することを明らかにした（Proceedings…of…the…
National…Academy…of…Sciences…of… the…United…States…of…
America…2011）。また、nanogel…によるBMPに基ずく骨
量の制御を解析した結果、微小量BMPに対しPGEの受
容体EP4の選択的顎にストが…が骨形成の上で有用であ
ることが明らかとなった。（Arthritis…Rheum…2011）。
主題2：DOKに基づく破骨細胞の機能制御に関わる研究

　骨吸収する破骨細胞はそのsignal制御に関わるレベル
が骨量の決定に関わる。従って、シグナル制御のメカ
ニズムの解明が課題となる。のメカニズムの解析とし
て……Dok-1…ならびにDok-2…がシグナルの伝達の上で、そ
の担い手の一つであることを明らかにした（Journal…of…
Cellular…Physiology…2011）。

主題3：幹細胞による骨形成と骨吸収の共役に関わるメ

カニズム

　骨のリモデリングにおいては、その形成および吸収の
バランスが制御されるが、この平衡を担う分子の機構は
まだなお十分に明らかではない。骨量の制御メカニズム
の中で幹細胞による形成は重要である。Constitutively…
active…pth/pthrp…receptorが骨の幹細胞制御に関わる役
割を明らかにした

（Journal…of…Cellular…Physiology…2011）

…2）
…

3）発表の研究内容についての英文要約
Bone…mass…is…the…important…factor…for…the…QOL…as…fractures…
in…elder…people…deteriorate…locomoter…function…and…even…
affects…life…expectancy.…Bone…mass…level…is…dependent…
on…mechanism…maintained…by…bone…formation…andbone…
resorption.With…respect…to…bone…resorption…and…bone…
formation,…wehave…identified…that…beta…adrenergic…receptor…
function…is…under…the…regulation…of…osteopontin.
Osteopontin…is…a…ECM…protein…and…cytokine…and…has…
beenknown…for…its…role,…in…the…maintenance…of…bone…mass.
However,…we…identified…that…osteopontin…is…present…in…cells…
as…well…as…outside…the…cells…to…be…an…regulatory…factor…in…the…
mass…of…bone…with…respectto…sympathetic…tone…dependent…
bone…mass…regulation.……We…have…further…identified…nanogel…
to…be…supportive…for…EP4A…and…BMP…induced…bone…
formation……as…well.…Furthermore,…bone…resorption…analysis…
identified…Dok-1…and…2…to…be…novel…signaling…factor…for…bone…
resorption.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点体制）

　若手教員ならびに…これまでに選抜されたAISS大学院
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野田 政樹

生による研究体制が整えられた。
B（研究教育環境）

　事業推進担当者ならびにシャペロンによる総合プレゼ
ンテーションによる教育研究環境が整えられた。
C（人材確保）

国際公募による若手研究者が選抜された大学院生を教育
するなど、優秀な人材が確保された。
D（人材育成）

　若手研究者ならびに大学院生の中で英語による選抜で
優れた者を選抜し、教育する体制が整えられた。
E（国際化）

　大学院生が国際的に成果を発信しGCOEの中で国際
的な研究者との交流に基づく活動が行われた。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　歯と骨の領域の世界最高水準の研究を推進する為に若
手教育を中心としつつ、事業推進担当者同士の研究体制
がInnovation研究費によって整えられると共に選抜大学
院生と共に研究を推進する体制が整えられた。

6）英文原著論文
1.… Masashi…Nagao,…Timothy…Feinstein,…Youichi…Ezura,…

Tadayoshi…Hayata,…Takuya…Notomi,…Yoshitomo…Saita,…
Ryo…Hanyu,…Hiroaki…Hemmi,…Yayoi…Izu,…Shu…Takeda,…
Kathryn…Wang,…Susan…Rittling,…Tetsuya…Nakamoto,…
Kazuo…Kaneko,…Hisashi…Kurosawa,…Gerard…Karsenty,…
David…Denhardt,…Jean-Pierre…Vilardaga,…Masaki…Noda.…
Sympathetic…control…of…bone…mass…regulated…by…
osteopontin.…Proceedings…of…the…National…Academy…of…
Sciences…of…the…United…States…of…America;…108（43）：
17767-72,…2011

2.… Kamolratanakul…P,…Hayata…T,…Ezura…Y,…Kawamata…A,…
Hayashi…C,…Yamamoto…Y,…Hemmi…H,…Nagao…M,…Hanyu…R,…
Notomi…T,…Nakamoto…T,Amagasa…T,…Akiyoshi…K,…Noda…M.……
Nanogel-based…scaffold…delivery…of…prostaglandin…E（2）…
receptor-specific…agonist…in…combination…with…a…low…dose…
of…growth…factor…heals…critical-size…bone…defects…in…mice.……
Arthritis…Rheum;…63（4）：1021-33,…2011

3.… Hiroaki…Hemmi,…Neeha…Zaidi,…Bei…Wang,…Ines…Matos,…
Christopher…Fiorese,…Ashira…Lubkin,…Lori…Zbytnuik,…Koji…
Suda,…Kenneth…Zhang,…Masaki…Noda,…Tsuneyasu…Kaisho,…
Ralph…M.…Steinman,…and…Juliana…Idoyaga.……Treml4,…
an…Ig…superfamily…member,…mediates…presentation…of…
several…antigens…to…T…cells…in…vivo,…including…protective…
immunity…to…HER2…protein.……The…Journal…of…Immunology;…
Epub…ahead…of…print…2011

4.… Nagao…M,…Saita,Y,…Hanyu,R,…Hemmi…H,…Notomi…T…Hayata…

T,…Nakamoto…T,…Kaneko…K,…Kurosawa…H,…Ishii…S,…Ezura…
Y,…Noda…M.……Schnurri-2…deficiency…counteracts…against…
bone…loss…induced…by…ovariectomy.……Journal…of…Cellular…
Physiology;226：573-578,…2011

5.… Kawamata…A,…Inoue…A,…Miyajima…D,…Hemmi…H,…Mashima…
R,…Hayata…T,…Ezura…Y,…Amagasa…T,…Yamanashi…Y,…Noda…
M.……Dok-1…and…Dok-2…deficiency…induces…osteopenia…via…
regulation…of…osteoclasts.……Journal…of…Cellular…Physiology;…
226（12）：3087-93,…2011

6.… Seo…Sachiko,…Nakamoto…Tetsuya,…Takeshita…Masataka,…
Suzuki…Takahiro,…Ichikawa…Motoshi,…Noda…Masaki,…
Ogawa…Seishi,…Honda…Hiroaki,…Oda…Hideaki,…Kurokawa…
Mineo.……Cas-L…regulates…myeloid…cell…motility…and…
suppresses…progression…of…leukemia…induced…by…
p210Bcr/Abl.…Cancer…Science;…102（12）：2109-2117,…2011

7.… Hanyu…R,…Hayata…T,…Nagao…M,…Saita…Y,…Hemmi…H,…
Notomi…T,…Nakamoto…T,…Schipani…E,…Knonenbery…H,…
Kaneko…K,…Kurosawa…H,…Ezura…Y,…Noda…M.……Per-1…is…a…
specific…clock…gene…regulated…by…parathyroid…hormone…

（PTH）…signaling…in…osteoblasts…and…is…functional…for…
the…transcriptional…events…induced…by…PTH.……Journal…of…
Cellular…Biochemistry;112：433-438,…2011

8.… Kondo…H,…Ezura…Y,…Nakamoto…T,…Hayata…T,…Notomi…T,…
Sorimachi…H,…Takeda…S,…Noda…M.…MURF1…deficiency…
suppresses…unloading-induced…effects…on…osteoblasts…
and…osteoclasts…to…lead…to…bone…loss.……Journal…of…Cellular…
Biochemistry;…112（12）：3525-30,…2011

9.… Morishita…M,…Ono…N,…Miyai…K,…Nakagawa…T,…Hanyu…R,…
Nagao…M,…Kamolratanakul…P,…Notomi…T,…Rittling…SR,…
Denhardt…DT,Kronenberg…HM,…Ezura…Y,…Hayata…T,…
Nakamoto…T,…Noda…M.……Osteopontin…deficiency…enhances…
parathyroid…hormone/parathyroid…hormone…related…
peptide…receptor…（PPR）…signaling-induced…alteration…in…
tooth…formation…and…odontoblastic…morphology.……Tissue…
and…Cell;…43：196-200,…2011

10.…Yumoto…K,…Nifuji…A,…Rittling…SR,…Tsuchiya…Y,…Kon…
S,…Uede…T,…Denhardt…DT,…Hemmi…H,…Nakamoto…T,…
Notomi…T,…Hayata…T,…Ezura…Y,…Noda…M.……Osteopontin…
Deficiency…Suppresses…TNF-alpha-Induced…Apoptosis…in…
Chondrocytes.……Cartilage;…in…press,…2011

11.…Yayoi…Izu,…Yoichi…Ezura,…Fumitaka…Mizoguchi,…Aya…
Kawamata,…Tetsuya…Nakamoto,…Kazuhisa…Nakashima,…
Tadayoshi…Hayata,…Hiroaki…Hemmi,…Paolo…Bonaldo,…
Masaki…Noda.……Type…VI…collagen…deficiency…induces…
osteopenia…with…distortion…of…osteoblastic…cell…
morphology.……Tissue…and…Cell;…44（1）：1-6,…2012

12.…Ono…N,…Nakashima…K,…Schipani…E,…Hayata…T,…Ezura…
Y,…Soma…K,…Kronenberg…HM,…Noda…M.……Constitutively…
active…pth/pthrp…receptor…specifically…expressed…in…
osteoblasts…enhances…bone…formation…induced…by…bone…
marrow…ablation.……Journal…of…Cellular…Physiology;…227

（2）：408-15,…2012
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7）特許取得、特許申請
野田政樹

抗オステオポンチン抗体及びその用途/
ANTI-OSTEOPONTIN…AND…USE…THEREOF

秋吉一成、野田政樹
骨形成促進物質とナノゲルを含有する骨形成用生体材料
平成23年10月21日

8）平成24 年3 月までの自己評価
　研究成果としては新たな骨量制御に関わる神経系と
OPN分子の相互作用ならびに破骨細胞の機能制御に関
わるDokを見出し、またこれらの関係を維持する為の
メカニズムや幹細胞制御の機構が見出された。
　また教育体制、研究体制がグローバルCOE…の拠点と
して整えられたことが評価される。

9）学会発表（英文）
1.… Ryo…Hanyu,…Masashi…Nagao,…Yoshitomo…Saita,…Hisashi…

Kurosawa,…Kauzo,…Kaneko,…Masaki…Noda,…Anabolic…
action…of…PTH…signaling…on…bone…activated…expression…of…
a…clock…gene,…Per-1,…The…1st…International…Academy…of…
Sportology,……Tokyo,…Japan,…March…5,…2011

2.… Masashi…Nagao,…Timothy…N.…Feinstein,…Jan-Pierre…
Vilardaga,…Masaki…Noda,…Sympathetic…control…of…bone…
mass…regulated…by…osteopontin,…The…93rd…Annual…
Meeting…&…Expo,…Boston,…MA,…USA,…June…4-7,…2011

3.… Tadayoshi…Hayata,…Yoichi…Ezura,…Makoto…Asashima,…
Ryuichi…Nishinakamura,…Masaki…Noda,…Inactivation…
of…Dullard…in…the…mouse…limb…and…sternum…displays…
reatrdatio…of…ossification…in…sdeletogenesis,…KEY…Forum…
in…Developmental…Biology…and…Regenerative…Medicine-
Supported…by…Global…COE…and…IMEG,…Kumamoto…
University,…Kumamoto,…Japan,…September…8-9,…2011

4.… Yoichi…Ezura,…Tadayoshi…Hayata,…Tetsuya…Nakamoto,…
Takuya…Notomi,…Ichiro…Sekiya,…Takeshi…Muneta,…Masaki…
Noda,…Identification…of…the…Differentially…Methylated…
Promoter…and…Intronic…CpG…Sites…in…the…Human…
Synovium…and…Bone…Marrow…Derived…Mesenchymal…
Stem…Cells,…The…33rd…Annual…Meeting…of…American…
Society…for…Bone…and…Mineral…Research,…San…Diego,…CA,…
USA,…September…16…-…20,…2011

5.… Tetsuya…Nakamoto,Takayuki…Motoyoshi,…Makiri…
Kawasaki,…Tomomi…Sakuma,…Tadayoshi…Hayata,…Yoichi…
Ezura,…Masaki…Noda,…Molecular…Mechanism…of…CIZ…
Actions…to…Exacerbate…Inflammation…in…Serum-induced…
Arthritis…Based…on…Formation…of…Positive…Feedback…
Loop…with…IL-1…Beta,…The…33rd…Annual…Meeting…of…
American…Society…for…Bone…and…Mineral…Research,…San…
Diego,…CA,…USA,…September…16…-…20,…2011

6.… Tadayoshi…Hayata,…Yoichi…Ezura,…Makoto…Asashima,…
Ryuichi…Nishinakamura,…Masaki…Noda,…Dullard…Is…a…
Novel…Common…Negative…Regulator…of…BMP…Signaling…in…
Osteoblasts…and…Chondrocytes…Acting…at…Smad1…Level…
Independently…of…Caveolae-Proteasome…Pathway,…The…
33rd…Annual…Meeting…of…American…Society…for…Bone…and…
Mineral…Research,…San…Diego,…CA,…USA,…September…16…-…
20,…2011

7.… Takuya…Notomi,…Miyuki…Kuno,…Yoichi…Ezura,…Masaki…
Noda,…Opto-Functional…Control…of…Intracellular…RANKl…
Transport/Secretion…in…Osteoblasts…to…Enhance…Coupling…
With…Osteoclasts…Based…on…Photo-Energy…Conversion…
of…Molecularly-Engineered…Channel-Rhodopsin…,…The…
33rd…Annual…Meeting…of…American…Society…for…Bone…and…
Mineral…Research,…San…Diego,…CA,…USA,…September…16…-…
20,…2011

8.… Masashi…Nagao,…Timothy…N.…Feinstein,…Yoichi…Ezura,…
Tadayoshi…Hayata,…Takuya…Notomi,…Yositomo…Sait,…
Ryo…Hanyu,…Hiroaki…Hemmi,…Yayoi…Izu,…Shu…Takeda,…
Kathryn…X.…Wang,…Susan…Rittling,…Tetsuya…Nakamoto,…
Kazuo…Kaneko,…Hisashi…Kurosawa,…Gerald…Karsenty,…
David…T.…Denhardt,…Jean-Pierre…Vilardaga,…Masaki…
Noda,…Sympathetic…Control…of…Bone…Mass…Regulated…
By…Osteopontin,…The…33rd…Annual…Meeting…of…American…
Society…for…Bone…and…Mineral…Research,…San…Diego,…CA,…
USA,…September…16…-…20,…2011

9.… Tomomi…Sakuma,…Tetsuya…Nakamoto,…Hiroaki…Hemmi,…
Takuya…Notomi,…Tadayoshi…Hayata,…Yoichi…Ezura,…Teruo…
Amagasa,…Masaki…Noda,…Role…of…CIZ…in…Melanoma…
Activity…for…Metastasis,…The…33rd…Annual…Meeting…of…
American…Society…for…Bone…and…Mineral…Research,…San…
Diego,…CA,…USA,…September…16…-…20,…2011

10.… Smriti…Aryal…A.C…,…Kentaro…Miyai,…Tadayoshi…Hayata,…
Yoichi…Ezura,…Takuya…Notomi,…Tetsuya…Nakamoto,…
Tony…Pawson,…Shigeaki…Kato,…Masaki…Noda,…Nck,…Actin…
Cytoskeleton…Protein,…Supports…Osteoblastic…Bone…
Increment…and…Suppresses…Osteoclastic…Bone…Loss,…The…
33rd…Annual…Meeting…of…American…Society…for…Bone…and…
Mineral…Research,…San…Diego,…CA,…USA,…September…16…-…
20,…2011

11.…Daisuke…Miyajima,…Tadayoshi…Hayata,…Takafumi…
Suzuki,…Yoichi…Ezura,…Tetsuya…Nakamoto,…Takuya…
Notomi,…Teruo…Amagasa,…Ralph…T…Böttcher,…Reinhard…
Fässler,…Masaki…Noda,…Conditional…Profilin1…Deficiency…
in…Multiple…Cell…Linages…of…Mesenchyme…Origin…Based…
on…Prx1-Cre…System…Severely…Disrupts…Axial…and…
Appendicular…Skeletal…Development,…The…33rd…Annual…
Meeting…of…American…Society…for…Bone…and…Mineral…
Research,…San…Diego,…CA,…USA,…September…16…-…20,…2011

12.… Suzuki…T,…Notomi…T,…Miyajima…D,…Ezura…Y,…Nakamoto…
T,…Hayata…T,…Mizuno…A,…Suzuki…M,…Mizoguchi…F,…Izumi…
Y,…Noda…M…,…TRPV4…Deficiency…Suppresses…Fluid…Flow…
Induced…Activation…of…Calcium…Oscillation…in…a…Manner…
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Dependent…on…Osteoblastic…Differentiation,…The…33rd…
Annual…Meeting…of…American…Society…for…Bone…and…
Mineral…Research,…San…Diego,…CA,…USA,…September…16…-…
20,…2011

13.…Chiho…Watanabe,…Masahiro…Morita,…Yoichi…Ezura,…
Tetsuya…Nakamoto,…Tadayoshi…Hayata,…Hiroaki…Hemmi,…
Takuya…Notomi,…Keiji…Moriyama,…Tadashi…Yamamoto,…
Masaki…Noda,…Cnot3,…a…Crucial…Factor…of…mRNA…
Stability,…Controls…Osteoblastic…Differentiation,…The…
33rd…Annual…Meeting…of…American…Society…for…Bone…and…
Mineral…Research,…San…Diego,…CA,…USA,…September…16…-…
20,…2011

14.…Makiri…Kawasaki,…Tetsuya…Nakamoto,…Takuya…Notomi,…
Tadayoshi…Hayata,…Yoichi…Ezura,…Masaki…Noda,…
Expression…of…Ift88,…a…Cilia…Component…Gene,…is…Under…
Temporal…Regulation…Along…with…the…Differentiation…
of…Chondrocytic…Cell…Line…ATDC5,…The…33rd…Annual…
Meeting…of…American…Society…for…Bone…and…Mineral…
Research,…San…Diego,…CA,…USA,…September…16…-…20,…2011

10）学会発表（和文）
1.… 佐久間朋美、中元哲也、宮井健太郎、辺見弘明、納

富卓也、早田匡芳、江面陽一、天笠光雄、野田政樹……
悪性黒色腫細胞の転移におけるCIZの促進的作用第
65回NPO法人日本口腔科学会学術集会　4月21日
-22日,…2011　東京、日本

2.… 宮嶋大輔、天笠光雄、野田政樹　四肢−胸郭間葉系
細胞におけるProfilin1欠失マウスは重度骨格形成不
全 を 示 す　Profilin1-deficient…mice…in…limb-thoracis…
mesenchyme… exhibit… severe… defects… in… skeletal…
development　第56回（社）日本口腔外科学会総会・
学術大会　10月21日-23日,…2011　大阪　日本

11）外部資金の獲得状況
グローバルCOE…プログラム

研究題目：歯と骨の分子疾患科学の国際教育研究拠点
−デント・メドミクスのインテリジェンスハブ−
代表：…野田政樹
2008年−2012年
研究費　281,811…千円（2011年度分）
日本学術振興会研究費補助金（萌芽）
研究題目：顎骨形成促進への新戦略の分子機構研究
代　　表：野田政樹
期　　間：2011-2012年
研 究 費：280万円

12）特別講演、招待講演
2011年

・野田政樹：…米国細胞生物学会　2011年12月
演題：…Control…of…Osteoblastic…Function…via…Local…
　　　and…Central…Mechanisms

13）主催学会
GCOE…国際シンポジウム・ワークショップ

14）新聞
2011年10月17日
　骨粗鬆症　仕組み一部解明　朝日新聞
2011年10月19日
　骨粗しょう症　原因物質を解明　日経産業新聞
2011年10月21日
　運動刺激ないと骨委縮……関与分子の機能を特定……科学新聞
2011年10月25日
　寝たきり等での骨萎縮　原因タンパクを特定　
　日本歯科新聞

15）GCOE総合講義のサマリー
　骨の形成は局所因子と全身性因子の相互作用に基づく。
この分子機構は細胞内および細胞外基質の分子が内分泌
系および神経系の制御の総和として理解される。

16） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
准 教 授… 　江面　陽一
助　　教… 　早田　匡芳
特任講師… 　中元　哲也（国際コーディネーター）
特任講師… 　納富　拓也（国際PI…シャペロン）
大学院生… ○宮嶋　大輔
… ○鈴木　允文
… ○渡辺　千穂
… ○Smriti…Ayral…A.…C.
… ○白川　純平
… 　守屋　秀一
… 　川崎　真希理

○はAISS
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Sympathetic control of bone mass regulated
by osteopontin
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Edited by Harvey Cantor, Dana-Farber Cancer Institute, Boston, MA, and approved September 8, 2011 (received for review June 13, 2011)

The sympathetic nervous system suppresses bone mass by mecha-
nisms that remain incompletely elucidated. Using cell-based and
murine genetics approaches, we show that this activity of the sym-
pathetic nervous system requires osteopontin (OPN), a cytokine and
one of the major members of the noncollagenous extracellular ma-
trix proteins of bone. In this work, we found that the stimulation of
the sympathetic tone by isoproterenol increased the level of OPN
expression in the plasma and bone and thatmice lacking OPN (OPN-
KO) suppressed the isoproterenol-induced bone loss by preventing
reduced osteoblastic and enhanced osteoclastic activities. In addi-
tion, we found that OPN is necessary for changes in the expression
of genes related to bone resorption and bone formation that are
induced by activation of the sympathetic tone. At the cellular level,
we showed that intracellular OPNmodulated the capacity of the β2-
adrenergic receptor to generate cAMP with a corresponding mod-
ulation of cAMP-response element binding (CREB) phosphorylation
and associated transcriptional events inside the cell. Our results in-
dicate that OPN plays a critical role in sympathetic tone regulation
of bone mass and that this OPN regulation is taking place through
modulation of the β2-adrenergic receptor/cAMP signaling system.

osteoporosis | G protein-coupled receptor | osteoblast

Bone formation and bone resorption require a tight regulation
of the two facets of bone metabolism: new bone deposition by

osteoblasts and bone resorption by osteoclast cells. Pathologic
bone loss and bone accumulation disorders are nearly always
caused by dysregulation of this balance, either toward bone accu-
mulation (e.g., osteopetrosis) or bone loss (e.g., osteopenia or
osteoporosis). The most common disorder of bone loss, osteopo-
rosis, contributes to a high fracture risk and challenges quality of
life and longevity of affected populations such as the elderly and
postmenopausal women (1). Osteoporosis can also develop after
prolonged inactivity or weightless space travel because of the loss
of mechanical stress stimuli that promote anabolic bone remod-
eling and inhibit resorption (2–4). Unlike bone loss from unload-
ing and inactivity, postmenopausal osteoporosis is characterized by
both an increase in bone formation as well as a relatively greater
increase in bone resorption, and bone deterioration therefore
proceeds more slowly. The primary regulators of bone metabolism
include hormones such as parathyroid hormone (PTH) and
parathyroid hormone-related protein (PTHrP), inflammatory and
anti-inflammatory cytokines, and the sympathetic tone of the
nervous system, which regulates bone mass through neuro-
transmitters such as epinephrine and norepinephrine via in-
nervation of bone cells (5, 6). As in the case of disuse (unloading)
osteoporosis, bone loss through the sympathetic tone is charac-

terized by stimulation of bone resorption and suppression of bone
formation (7). Conversely, inhibition of the sympathetic tone by
β-blockers suppresses unloading-induced bone loss by suppressing
bone resorption and enhancing bone formation (8). Nonetheless,
the mechanism by which the sympathetic tone regulates bone ca-
tabolism remains largely unknown.
Osteopontin (OPN), a major member of the noncollagenous

extracellular matrix secreted by osteoblasts and a cytokine in-
volved in proliferation, apoptosis, and inflammatory signaling, has
been implicated in bone remodeling after mechanical stress (9).
Indeed, OPN-deficient mice show both increased deposition and
reduced resorption of bone after unloading (10–12). In terms of
the control of bone metabolism, the OPN-KO phenotype there-
fore phenocopies treatment with β-blockers. Here, we hypothe-
size that OPN serves as a molecular link between the sympathetic
tone and bone metabolism. Using a combination of mouse KO
studies and cell-based assays, we find that intracellular OPN acts
by modulating activity of the β2-adrenergic receptor (β2AR), a G
protein-coupled receptor (GPCR) expressed in osteoblasts and
involved in regulation of bone resorption in response to the ac-
tivity of sympathetic nerves (7). This study thus suggests that in-
tracellular OPN links bone to the sympathetic tone via regulation
of the β2AR signaling cascade.

Results
OPN is necessary for bone loss mediated by a sympathomimetic
ligand. To determine whether the sympathetic nervous system
influences expression of OPN, we measured the level of circu-
lating OPN after injection of isoproterenol (ISO), a sympatho-
mimetic ligand, or saline vehicle into the peritoneum of mice of
two different strains. ISO treatment increased plasma OPN in
both 129sv mice (Fig. 1A) and C57BL/6 mice (Fig. 1B). This
increase originated, at least in part, from bone, where an in-
crease in OPN mRNA expression was also detected in response
to ISO (Fig. 1C).

Author contributions: M. Nagao, T.N.F., J.-P.V., and M. Noda designed research; M. Nagao,
T.N.F., Y.E., T.H., T. Notomi, Y.S., R.H., H.H., Y.I., and J.-P.V. performed research; S.T., K.W.,
S.R., T. Nakamoto, K.K., H.K., G.K., and D.T.D. contributed new reagents/analytic tools;
J.-P.V. and M. Noda analyzed data; and J.-P.V. and M. Noda wrote the paper.

The authors declare no conflict of interest.

This article is a PNAS Direct Submission.
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pitt.edu.
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1073/pnas.1109402108/-/DCSupplemental.
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We next examined bone structure and bone mass after in-
jection of ISO into OPN-deficient (OPN-KO) and WT mice.
Microcomputed tomography (μCT) analyses of long bone
showed a reduction in crowdedness of trabecular bone after ISO
injection in WT mice (Fig. 2 A vs. B) but not in OPN-KO mice
(Fig. 2 C vs. D). Quantification indicated that ISO significantly
reduced bone mass [bone volume/tissue volume (BV/TV)] and

trabecular number in WT mice, whereas ISO injection into
OPN-KO mice had no effect (Fig. 2 E and G). ISO treatment
also enhanced the levels of trabecular separation (Fig. 2F) and
trabecular spacing (Fig. 2H) in WT but not in OPN-KO mice.
This observation was not limited to long bone because similar
effects were observed in vertebrae (Fig. 2 I–L), where ISO sig-
nificantly reduced BV/TV in WT but not in OPN-KO mice (Fig.
2M). As was the case with long bone, OPN deficiency also re-
duced the effect of ISO on structural parameters in vertebral
bone such as trabecular number (Fig. 2O), trabecular separation
(Fig. 2N), and trabecular spacing (Fig. 2P). Thus, OPN is nec-
essary for ISO-induced bone loss in both vertebral and long
bones. ISO treatment increased OPN expression in cultured
bone, indicating that the catabolic effect of ISO on bone is most
likely mediated by direct control of OPN expression (Fig. S1).
Sympathetic nervous tone requires OPN to increase osteoclast

activity and to decrease osteoblast activity. We next examined
whether OPN mediates ISO-induced bone resorption by in-
creasing osteoclastic activity, decreasing osteoblast activity, or
both. Administration of ISO in WT mice increased both histo-
morphometric and biochemical parameters of bone resorption,
including the number of osteoclasts, the levels of bone surface
covered by tartrate-resistant acid phosphatase-positive (TRAP+)
cells (osteoclast surface per bone surface) (Fig. 3 A–D), and urine
levels of deoxypyridinoline, a marker of systemic bone destruction
that reflects collagen degradation mediated by osteoclastic activity

Fig. 1. ISO treatment up-regulates OPN levels in bone and circulation. (A
and B) OPN protein expression in circulation for both 129sv (A) and C57B/L6
(B) mice in response to ISO treatment. (n = 3–4 per group, *P < 0.05.) (C) OPN
mRNA expression in bone in vivo in response to ISO treatment, normalized
to GAPDH mRNA expression. Results are in arbitrary units as mean ± SEM of
n = 4 (*P < 0.05).

Fig. 2. OPN deficiency sup-
presses ISO-induced bone loss.
(A–D) Representative 3D-μCT im-
ages of the distal metaphyseal
regions of femora in vehicle (A
and C) and ISO treatment (B and
D) groups of WT (A and B) and
OPN-KO (C and D) mice. (E–H)
Bone parameters measured from
data shown in A–D. (E) BV/TV.
(F) Trabecular separation (Tb.Sp).
(G) Trabecular number (Tb.N).
(H) Trabecular spacing (Tb.Spac).
Data represent the mean ± SEM
of n = 7–8 mice per group (*P <
0.05). (I–L) Representative 2D-μCT
images of vertebrae in mice
treated with vehicle (I and K) and
ISO treatment (J and L) groups of
WT (I and J) and OPN-KO (K and
L) mice. (M–P) Bone parameters
measured from data shown in I–L.
(M) BV/TV. (N) Trabecular sepa-
ration (Tb.Sp). (O) Trabecular
number (Tb.N). (P) Trabecular
spacing (Tb.Spac). Data represent
the mean ± SEM of n = 7–8 mice
per group (*P < 0.05).
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(Fig. 3 A, B, and E–G, gray bars). OPN deficiency suppressed the
stimulatory effect of ISO on all parameters of bone resorption
(Fig. 3 C–G, black bars). However, the slightly higher osteoclast
number and osteoclast surfaces in OPN-KO compared with WT
mice at baseline (P < 0.01) could hide some but not all of the
changes that would be caused by ISO injection (e.g., Fig. 3 E and
F). Despite the uncertainty in differentiating the effect of ISO
injection and OPN deficiency on osteoclast number and surface,
the data indicate without ambiguity that OPN is necessary for
ISO-induced increases in systemic bone resorption activity.
We next compared osteoblastic activity in WT and OPN-KO

mice treated with ISO. The basal level of mineral apposition rate
(MAR), a parameter that reflects individual osteoblast-mediated
bone formation, was similar inWT andOPN-KOmice (Fig. 3H, J,
and L, control). After ISO treatment, the MAR level in WT mice
decreased significantly; this decrease was not observed in OPN-
KOmice (Fig. 3 K andL). The bone formation rate was decreased
by∼40% in response to ISO inWT but not in OPN-KOmice (Fig.
3M), paralleling the decrease of MAR. Osteoblast number per
bone surface and osteoblast surface per bone surface were sup-
pressed by ISO in WT but not in OPN-KO mice (Fig. 3 N and O).
These data indicate that sympathetic nervous tone requires OPN
to decrease bone mass both by way of increased osteoclast activity
and by decreased osteoblast activity.

OPN is necessary for sympathetic tone-associated osteoclast
development in vitro. Given the stimulatory effect of ISO on
osteoclast activity of WT mice, we next examined whether OPN
regulates osteoclast development by the sympathetic tone. To
this end, we used bone marrow cells taken from mice after in-
jection of saline vehicle or ISO and cultured in the presence of
vitamin D3 (10 nM) and dexamethasone (100 nM). ISO treat-
ment in vivo resulted in an increase in TRAP+ cells in bone
marrow cultures from WT mice (Fig. 4A, gray bars, P < 0.05),
reflecting a higher osteoclastic activity. In contrast, OPN de-
ficiency did not statistically increase baseline osteoclast number
(P = 0.075) but did prevent ISO-induced enhancement of oste-
oclast development in cultured bone marrow cells from ISO-
treated mice (Fig. 4A, black bars). These data indicate that OPN
directly mediates the development of osteoclasts in response to
increased sympathetic activity.
OPN is necessary for sympathetic tone-induced gene expres-

sion in bone. To examine the effects of OPN deficiency on the
sympathetic tone-induced changes in gene expression in bone
cells in vivo, we comparedmRNA from bones of mice treated with
either vehicle or ISO. ISO injections increased the mRNA level
of TRAP (Fig. 4B), a representative osteoclast marker, and con-
versely reduced the basal level of Runx2, an important tran-
scription factor for osteoblastogenesis, in WT mice but not in

Fig. 3. OPN control of the inhibitory effect of ISO on bone remodeling. (A–D) Secondary trabecular regions of the epiphyses of tibiae were examined for
osteoclasts based on TRAP staining in vehicle (A and C) and ISO treatment (B and D) groups of WT (A and B) and OPN-KO (C and D) mice. (E–G) Parameters of
osteoclast activity. Number of osteoclasts per bone surface (N.Oc/BS) (E), osteoclast surface per bone surface (Oc.S/BS) (F), and urinary deoxypyridinoline (Dpd)
(G) excretion levels are shown. Bars represent the mean ± SEM of n = 5–9 mice per group (*P < 0.05). (H–K) Bone formation activity was evaluated in vivo as
described inMaterials and Methods. Calcein bands were visualized to obtain dynamic histomorphometric parameters. (L–O) Parameters of osteoblast activity.
Levels of mineral apposition rate (MAR) (L), bone formation rate (BFR) (M), osteoblast number (Ob.N/BS) (N), and osteoblast surface (Ob.S/BS) (O) are shown.
Bars represent the mean ± SEM of n = 5 mice per group (*P < 0.05).
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OPN-KO mice (Fig. 4 B and C). ISO also induced suppression of
alkaline phosphatase transcripts in WT mice to a significantly
greater degree than in OPN-KO mice (Fig. 4D). These observa-
tions indicate that OPN is necessary for changes in the expression
of genes related to bone resorption and bone formation that are
induced by activation of the sympathetic tone.
Extracellular and intracellular OPN contribute to bone mass

regulation by ISO. Given that OPN can act as an extracellular
cytokine and as an intracellular signaling molecule (13, 14), we
next used a specific and neutralizing anti-OPN monoclonal anti-
body (named 2C5) to differentiate the extra- and intracellular
actions of OPN (13). In WT mice, treatment with 2C5 weakly
attenuated (by less than 25%) the reduction of bone mass (BV/
TV) induced by ISO (Fig. 5 A–D). This small attenuation of ISO-
induced alteration in bone architectural parameters was also
observed in trabecular bone number (Fig. 5E). The effect of ISO
on the enhancement of trabecular separation and trabecular
spacing was also weakly attenuated by 2C5 (Fig. 5 F andG). These
modest attenuations contrast with the strong inhibitory effect of
2C5 in the number of osteoclasts in monolayer culture (Fig. 5H),
indicating that the antibody effectively neutralized extracellular
OPN. These results indicate that circulating OPN contributes only
part of the protein’s regulatory effect on bone metabolism.
Intracellular OPN regulates transcriptional events mediated by

the β2AR. Given that activation of β2AR in osteoblasts contrib-
utes to bone remodeling (7), we next tested whether OPN directly
regulates β2AR signaling. We addressed this hypothesis by using
several lines of experiment.
We first examined whether depletion of OPN by siRNA (as

shown in Fig. S2) influences the capacity of ISO to stimulate
cAMP production in MC3T3-E1 cells. To do so, we measured the
time course of ISO-mediated cAMP production in individual cells
with a FRET-based biosensor, epac-CFP/YFP, which has been

previously described (15). In this assay, a single cell under study is
continuously superfused with either control buffer or ligand. This
condition thus excludes the existence of secreted extracellular
OPN. Addition of ISO (10 μM) caused a fast increase in cAMP
similar to that induced by forskolin (10 μM) (Fig. 6A). After this
increase, the cAMP response was rapidly desensitized, even in the
continuous presence of the ligand, consistent with previous reports
(16, 17) (Fig. 6A, Left, control). The time course of cAMP gen-
eration was longer in cells depleted of OPN, and the integrated
cAMP response for 30 min was significantly increased (P < 0.01)
(Fig. 6A, si-OPN and bar graph). Conversely, overexpression
of OPN (Fig. S2) reduced cAMP generation in response to ISO
(10 μM) (Fig. 6A, Right, OPN). Blockade of secreted OPN action
by exposing cells to a neutralizing OPN antibody did not affect the
cAMP response to ISO (Fig. S3), thus suggesting that the effect of
OPN overexpression is likely mediated by intracellular OPN. A
slight but significant increase in basal cAMP was also observed in
the absence of OPN expression (Fig. S4). Altogether, these data
suggest that intracellular OPN does regulate cAMP production
mediated by β2AR. Given that the absence of OPN had no effect
on the capacity of forskolin (10 μM) to produce a maximal cAMP
response, these data indicated that OPN modulates the time
course of cAMP response by acting at the level of the receptor
and/or the stimulatory G protein (GS) rather than the adenylate
cyclase effector molecule. Pull-down experiments did not indicate

Fig. 4. OPN deficiency suppresses ISO-induced osteoclast development and
changes in mRNA expression. (A) Bone marrow cells obtained from WT and
OPN-KO mice treated with ISO or saline vehicle (Ctrl) were cultured in the
presence of vitamin D and dexamethasone to determine osteoclast de-
velopment (TRAP+ multinucleated cells). Bars represent the mean ± SEM of
n = 5 mice per group (*P < 0.05). (B–D) Gene expression in bone samples
from WT and OPN-KO mice. Expression of TRAP (B), Runx2 (C), and alkaline
phosphatase (ALP) (D), all normalized to GAPDH mRNA expression, in bone
samples from WT and OPN-KO mice. Results are expressed in arbitrary units
as mean ± SEM of n = 5–6 per group (*P < 0.05).

Fig. 5. Effects of neutralizing antibody against OPN on ISO-induced bone
loss. (A–C) μCT analyses ofWT proximal tibiae treatedwith orwithout 2C5. (D–
G) Structural parameter analysis of the tibiae. (D) BV/TV. (E) Trabecular num-
ber (Tb.N). (F) Trabecular separation (Tb.Sp). (G) Trabecular spacing (Tb.Spac).
(H) In vitro reduction of osteoclast development by anti-OPN antibody, 2C5
(*P < 0.05).
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association between OPN and the receptor but rather supported
the existence of transient complexes of OPN and GαS (Fig. 6D).
However, detection of this complex required the use of a mem-
brane-permeant cross-linker, dithiobis(succinimidyl) propionate,
indicating a transient and potentially weak interaction. A low
baseline interaction was detected when OPN and GS were coex-
pressed, possibly reflecting constitutive interaction of a small
fraction of OPN. Altogether, these data support a physical prox-
imity of OPN to GS inside the cell and suggest a role for in-
tracellular OPN in regulating cAMP production mediated by the
β2AR/GS system.
We next tested whether OPN influences the downstream sig-

naling of β2AR. To do so, we measured β2AR-mediated phos-
phorylation of a cAMP-dependent transcription factor called
cAMP-response element binding (CREB) protein as well as
transcription of genes controlled by the CRE regulatory element
in MC3T3-E1 cells. ISO stimulated CREB protein phosphoryla-
tion to a moderate degree in control cells and to a significantly
greater degree in cells depleted of OPN (Fig. 6B). This enhanced
capacity of ISO to simulate CREB activity in the absence of OPN
correlates with the effect of OPNon cAMP generation in the same
cells (Fig. S5, Left). Similarly, depletion of OPN increased the
changes in CRE-dependent gene expression as measured by a lu-
ciferase-based CRE reporter (CRE-Luc) (Fig. S5). Consistent
with the involvement of the cAMP/PKA signaling pathway in the
transcriptional regulation induced by ISO, no enhancement of
ISO-induced luciferase activity was observed when OPN-specific
siRNA transfected (si-OPN) cells were pretreated with H89,
a specific PKA inhibitor (Fig. 6C, black bars, lane 2 vs. 3). Iso-
butylmethylxanthine (IBMX), an inhibitor of cAMP-specific
phosphodiesterases, increased ISO-induced luciferase activity
(Fig. 6C, gray bars, lane 2 vs. 4), and depletion of OPN increased
luciferase activity still further (Fig. 6C, gray bar in lane 4 vs. black
bar in lane 4). Forskolin, a direct activator of adenylate cyclases,
had a similar effect (Fig. 6C, gray bar in lane 5 vs. black bar in lane
5).We further confirmed a role for OPN in regulating downstream
signaling by β2AR in amesenchymal cell line (C2C12; Fig. S6, lane

2 vs. lane 4). OPN thus inhibits CRE transcription in at least two
different osteoblastic lineage cells. Interestingly, si-OPN alone
slightly enhanced CRE-Luc activity in the absence of ISO in
osteoblasts, similar to the increased baseline cAMP levels de-
scribed above (Fig. 6C, gray bar in lane 1 vs. black bar in lane 1).
Altogether, these data show that OPN inhibits both immediate
and downstream signaling by β2AR and that OPN acts by inter-
acting with GS rather than with the receptor itself.

Discussion
Genetic studies have shown that the sympathetic nervous system
controls bone mass by regulating local bone remodeling (7, 8).
However, mechanisms that link the nervous system and bone
metabolism remain poorly understood. Based on results obtained
with genetic, physiological, and cell-based assays, we propose that
OPN plays a key role in linking the sympathetic tone and the

Fig. 6. OPN control of β2AR signaling. (A) Av-
eraged cAMP responses mediated by ISO. cAMP
induction over a 30-min time course was moni-
tored by FRET changes fromMC3T3 osteoblastic
cells transiently expressing epac-CFP/YFP alone
(control, Left) or in combination with si-OPN
(Center) or overexpressing OPN (Right). Bars
represent the average cAMP responses de-
termined bymeasuring the area under the curve
from 0 to 30 min for cAMP. Data represent the
mean ± SEM of n = 15 (ctrl), n = 28 (si-OPN), and
n = 34 (OPN). (*P < 0.01, **P < 0.05). (B) Western
blot analyses of CREBphosphorylation in control
andOPN-depletedMC3T3 cells in response to 10
μM ISO. Bars represent the mean ± SEM of n = 3
(**P < 0.01). (C) CRE-Luc activity (pCRE-Luc) in
control cells (control) and cells transfected with
si-OPN in response to 10 μM ISOwith or without
H89, IBMX, or forskolin (Fsk). siRNA for OPN
enhanced the ISO-induced increase in the levels
of luciferase activity, and H89, a PKA inhibitor,
suppressed the enhancement. Bars represent
the mean ± SEM of n = 4 (*P < 0.05, **P < 0.01).
(D) Coimmunoprecipitation of GαS and OPN.
Cells transfected with GαS in combination with
Gβ1γ2 (GS) and empty vector were challenged
with carrier or with 10 μM ISO. OPN was immu-
noprecipitated with Sepharose beads conju-
gated to anti-C25 monoclonal antibody, and
GαS was detected with a polyclonal antibody
against GFP (n = 4). IP, immunoprecipitation; IB,
immunoblot detection.

Fig. 7. Model of regulation of β2AR signaling by OPN. Our data suggest that
intracellular OPN regulates β2AR signaling in osteoblasts by interacting with GS
to reduce the time course of cAMP production and CRE-dependent transcrip-
tion activity to ultimately reduce bone mass. Extracellular OPN is also involved
in regulation of bone cells by activation of CD44/integrin family of receptors.
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regulation of bone loss by regulation of cAMP signaling by the
β2AR. First, sympathetic tone enhances OPNmRNA and protein
levels in circulation and bone cells. Second, OPN is required for
influence of the sympathetic tone on two aspects of bone me-
tabolism, increased catabolic activity by osteoclasts and reduced
anabolic activity by osteoclasts, resulting in decreased in bone
mass. Third, OPN depletion enhances the capacity of β2AR ago-
nists to stimulate cAMP production, CREB protein phosphory-
lation, and CRE-dependent luciferase activity in cultured mouse
osteoblasts, whereas OPN overexpression has the inverse effect.
It is notable that loss of OPN slightly increased basal cAMP as
well as CRE-Luc activity even in the absence of agonist treatment.
This observation would suggest that OPN reduces both ligand-
dependent and -independent signaling by β2AR. The influence
of OPN on bone metabolism is therefore at least partially attrib-
utable to direct regulation of β2AR signaling at the cellular level.
These characteristics would make OPN a key player in the regu-
lation of bone mass by the sympathetic tone. Given that OPN has
an inhibitory effect on adrenergic receptors, the up-regulation of
OPN expression in bone by the sympathetic tone could represent
a unique feedback pathway to influence metabolic responses not
only to agonists of the β2AR but also to other receptors.
Secreted OPN acts as a cytokine by binding extracellular

domains of cell-surface receptors such as CD44 and αvβ3 (18).
Recent reports indicate that OPN is also present in the in-
tracellular compartment, where it can act as a signaling molecule
or a scaffold (13, 19, 20). With a perfusion system and a FRET-
based cAMP assay, we were able to assess the action of OPN
inside the cell. Given that OPN function is also detected inside
the cell, it is therefore possible that intracellular as well as se-
creted OPN regulate ISO-induced cAMP signaling (Fig. 7).
Thus, we have identified a functional interaction between the
β2AR/GS system and OPN that might modulate bone mass.

Materials and Methods
Animals. OPN-deficient male mice were produced as described (12). The
original chimeric mice were backcrossed with 129 S1 mice to generate 129
mixed-background mice. Animals were backcrossed to the 129 strain to
obtain isogenic mice. β2AR-deficient mice in the C57BL/6 background were
produced as described (21). All animals were housed under controlled con-
ditions at 25 °C on a 12-h light/12-h dark cycle. Experiments were approved
by the animal welfare committee of the Tokyo Medical and Dental Univer-
sity. Mice were killed by overdose of pentobarbital.

FRET-Based cAMP Assay in Live Cells. This assay was performed with individual
cells as previously described (22). In brief, cells plated on glass coverslips coated
with poly-D-lysine and maintained in FRET buffer were placed on a Nikon Ti-E
or Zeiss Axiovert 200 inverted microscope equipped with an oil-immersion 60
N.A. 1.49 plan-apo objective and a dichroic beam splitter to allow simultaneous
recording of CFP and YFP fluorescence channels (DualView2; Photometrics or
TILL Photonics). The emission fluorescence intensities were determined at
535 ± 15 nm (YFP) and 480 ± 20 nm (CFP) with a beam splitter DCLP of 505 nm.
The FRET ratio for single experiments was corrected according to Eq. 1:

Ratio
�
FYFP
FCFP

�
¼ Fex436=em535YFP −a× Fex436=em480CFP −b× Fex500=535YFP

Fex436=em480CFP

[1]

where FYFP
ex436/em535 and FCFP

ex436/em480 represent, respectively, the emission
intensities of YFP (recorded at 535 nm) and CFP (recorded at 480 nm) upon
excitation at 436 nm; a and b represent correction factors for the bleed-
through of CFP into the 535-nm channel (a = 0.35) and the cross-talk attrib-
utable to the direct YFP excitation by light at 436 nm (b = 0.06). FYFP

ex500/em535

represents the emission intensity of YFP (recorded at 535 nm) upon direct
excitation at 500 nm and was recorded at the beginning of each experiment.
Note that bleed-through of YFP into the 480-nm channel was negligible. For
each measurement, changes in fluorescence emissions attributable to pho-
tobleaching were subtracted. To ensure that CFP- and YFP-labeled molecule
expression were similar in examined cells, we performed experiments in cells
displaying comparable fluorescence levels.
The means of FRET experiments were calculated according to Eq. 2, which

normalizes for different expression levels of CFP and YFP molecules:

NFRET ¼ Fex436=em535YFP − a× Fex436=em480CFP −b× Fex500=em535YFPffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
Fex436=em480CFP × Fex500=em535YFP

q [2]

Note that, in the epac-CFP/YFP, the FCFP/FYFP ratio decreases upon generation
of cAMP, but it is represented as a positive signal for convenience.
More details are included in SI Materials and Methods.

Statistical Evaluation. Data are expressed as mean ± SEM for all values.
Statistical significance of the differences was evaluated based on Student’s
t test or two-way ANOVA.
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1）研究課題名
光照射器が可視光応答型酸化チタン光触媒を用いた歯の

漂白に及ぼす影響
Effect…of…light…units…on…tooth…bleaching…with…visible-light…
activating…titanium…dioxide…photocatalyst

近年、可視光応答型酸化チタン光触媒（VL-TiO2）と
過酸化水素を含むオフィスブリーチングのための新し
い漂白材（TiON…in…office、ジーシー製）が開発された。
本研究では、牛歯変色歯モデルを作製し、これを用いて、
異なる光源がTiON…in…officeの漂白効果に及ぼす影響に
ついて検討を行った。

牛歯に対して煮出した紅茶を染色液として、変色歯モデ
ルを作製した。次いでオフィスブリーチング材（TiON…in…
office）を用いて業者の指示にしたがって漂白操作を行っ
た。その際、ハロゲン照射器（CoBee、CB群、900…mW/
cm2、ジーシー製）、または、LED照射器（G-Light、ジー
シー製）を用いた。G-Lightは7個の青色LEDと1個の
青紫色LEDから成り、本研究では本器を改造して、青
色と青紫色LEDが点灯するモード（GL-BV群、650mW/
cm2）、および、青色LEDのみが点灯するモード（GL-B群、
600…mW/cm2）を用いた。漂白前と漂白後の測色値の差
ΔL、Δa、および、Δbを求め、さらに色差値（ΔE）を
算出した。いずれの実験群においても、漂白効果が認め
られ、処置回数を増すごとに、その効果は顕著となってい
くのが目視で確認された。漂白処置を繰り返すにしたがって、
L＊値は増加し、a＊値とb＊値は減少した。それに伴いΔL
およびΔEは増加した。牛歯変色歯モデルにおいて、LED
照射器の青色と青紫色照射光は、VL-TiO2含有漂白材を
用いた漂白で、より高い漂白効果を示した。照射器の波
長分布は、漂白効果に影響を及ぼすことが明らかとなった。

接着によるSuper Toothの生成とその構造解析
Creation…of…Super…Tooth…by…adhesion…and…analysis…of…its…
structure

　接着材料の歯質接着性の向上とともに、ボンディン
グ材の性能評価は、単に接着強さを比較する時代から、
ボンディング材の質を問う時代へとシフトしている。
これまで象牙質に対する接着メカニズムについては、
Nakabayashiらの樹脂含浸層（ハイブリッド層）の理論
が広く認められている。しかし、修復物周囲の二次う蝕
の発生について詳しく検討すると、接着により象牙質と
の界面に樹脂含浸層を形成する接着性修復物では二次う
蝕は生じないことがわかってきた。臨床的には今でもコ
ンポジットレジンの二次う蝕と診断されるケースは多い
ものの、これは修復物周囲に生じた初発う蝕（一次う蝕）
と二次う蝕とを判別する明確な診断基準が存在しないた
めと思われる。
　わが国では接着システムの高性能化と簡略化が進み、
2ステップのセルフエッチングシステムの開発から、最
近ではさらに最近では1ステップのセルフエッチングシ
ステム（あるいはオールインワンシステム）が主流となっ
ている。このセルフエッチングシステムを象牙質に接着
させた場合、人工的にう蝕を作製して接着界面を観察す
ると、樹脂含浸層の直下にはう蝕抵抗性を示すもう一つ
の層が存在することがわかった。この層はヒドロキシア
パタイトの結晶を含み、象牙質と類似構造を示す。この
層は、セルフエッチングシステムを接着材として使った
時にのみ形成され、リン酸エッチングでは認められず、
接着によって強化された象牙質と考えるもできるため、
これをSuper…Dentinと呼んでいる。Super…Dentinの形
成機序については、接着材に含まれる機能性モノマーや
フッ化物などが重要な働きを示すことがわかってきた。
セルフエッチングシステムを用いた接着によるSuper…
Dentinの形成によって、従来の樹脂含深層の形成によ
る「歯を守る」という考え方から、より接着的に「歯を
強化する」という接着の活用が検討されるようになって
きた。
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レジンコーティング法の臨床応用
Clinical…application…of…the…resin…coating…technique

　インレーなどの間接修復は、う蝕が広範囲に及ぶ場合
が対象であるが、これまで窩洞形成後に露出した象牙質
の取り扱いが問題になってきた。すなわち、間接法にお
いては露出した象牙質面は直ちに封鎖されるのではなく、
印象採得され、次回来院時まで仮封されるのである。こ
の間、仮封材の封鎖性の悪さから仮封材の脱落は、よく
経験するところであり、それによって象牙質は口腔内に
露出して、外部からの物理的・化学的な刺激やプラーク
の付着に伴う細菌の侵入などの様々な刺激に晒される危
険性がある。レジンコーティング法では、窩洞形成を終
了した時点で、窩洞内面を直ちにボンディングシステム
とフロアブルレジンとを用いてコーティングして封鎖す
る。セルフエッチングシステムを用いて象牙質表面に接
着すればSuper…Dentinが形成され、象牙質が強化でき、
これによって治療期間を通して患者に痛みを与えないだ
けでなく、レジンセメントと象牙質との接着力や修復物
辺縁の封鎖性の向上も期待できる。インレー窩洞に対す
るコーティングでは、象牙質に対する接着性の向上を最
優先に考えており、ボンディングシステムとフロアブル
レジンの組み合わせによるコーティングを推奨している。
しかし、これではかなり厚みのあるコート層が形成され
るため、クラウンの支台歯に対するコーティングとして
は厚くなりすぎて扱いづらい。最近ではかなり薄いコー
ティング層を形成できる材料も市販されており、クラウ
ンの支台歯のコーティングに適している。最近ではこの
薄膜コーティング材料を健全歯質に応用して歯質を強化
することを目的としたコーティングについても検討して
いる。すなわち、薄膜コーティングを露出根面に応用す
ることによって、根面う蝕を抑制でき、新しい予防的修
復材料の開発の可能性について検討中である。

破折歯の接着再植に関する研究

Study…on…vertical…root…fracture…reconstruction

　う蝕、歯周病の原因が明らかになり、メンテナンスが
進んできた今日、これらの疾患を予防することによって
歯を失う割合が少なくなってきた一方、歯根破折を原因
とする歯の喪失が注目されている。最近の調査では全国
の歯科医院における抜歯理由の約11%が歯根破折による
ものと報告されている。とくに破折によって抜歯に至る
のは生活歯に比べて、失活歯の割合が高い。歯根破折の
発生には、何らかの外力が加わることによってまず歯根
に亀裂が生じ、それが破折線となって最終的に歯根破折

に至るプロセスをたどる。歯根破折に至った症例におい
ても、それを接着を用いて適切に対応し、歯の延命につ
なげることが本研究の目的である。接着再植を想定して
作製した抜去歯の歯根破折モデルに対して、各種接着材
を使用して、接着したのち、試料を水中に長期保管し、
その接着耐久性について微小引っ張り接着試験により検
討した。その結果、接着材料によってその耐久性は異な
り、2ステップセルフエッチングシステムを用いた場合に、
安定した接着耐久性を示した。

マイクロCTを用いた歯の脱灰、再石灰化に関する研究
Micro…CT…analysis…on…demineralization/remineralization…of…
tooth

　従来のTMR法では、歯や骨などの硬組織の形態学的
研究において、試料を切削して試料を作製する必要があっ
たが、マイクロCTでは、非破壊による検査が可能であり、
高解像度の立体像を得ることができる。しかし、マイク
ロCTを用いる場合、その障壁となる線質硬化（ビームハー
ドニング）と呼ばれる偽像（アーチファクト）が生じる
ことが知られている。我々は、各種フィルターと画像解
析ソフトを併用することによりこの問題を解決し、歯質
のミネラルの観察の標準法として用いられるTMRと同
等の画像解析が可能であることが分かった。我々は、マ
イクロCTを用いてエナメル質及び象牙質表層の脱灰お
よび再石灰化の変化を経時的に観察することをこころみ
た。CPP-ACPは、再石灰化に対して有効であることが
報告されているが、これをエナメル質表面に塗布した場
合の効果についてマイクロCTを用いて検討した。その
結果、CPP-ACPペーストの歯質脱灰抑制効果が認められ、
さらにCPP-ACPにフッ化物を配合したペーストによい
てよりその効果が高いことが分かった。

う蝕象牙質に対するレジンの接着性能の改良
Improvement…of…bonding…to…caries-affected…dentin

　う蝕罹患象牙質に対するレジンの接着性能が低下する
原因としては、特にう蝕罹患象牙質の無機成分量に低下
および結晶構造の変化、管間象牙質中の水分量の増加、
象牙質コラーゲン性状の変化などが考えられている。特に、
Self-etch接着システムでは健全象牙質とのスミヤー層構
造・成分の違いも原因のひとつとして考えられる。すな
わち、う蝕罹患象牙質スミヤー層における有機成分比率
の増加により、健全象牙質のスミヤー層と比べ溶解・除
去されにくく、レジンモノマーの象牙質への浸透を妨げ
ている可能性がある。
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　これまでの研究により6%NaOCl水溶液を応用し、う
蝕罹患象牙質スミヤー層表層の有機成分を除去したとこ
ろ、Self-etch接着システムのう蝕罹患象牙質に対する接
着性能を向上させることが可能であることが判明した。
しかしながら、酸化効果を持つNaOCl水溶液で長時間、
処理した場合、レジンの重合反応（酸化-還元反応）を
阻害してしまい、健全象牙質に対するレジンの接着性能
が低下した。そこで、NaOCl水溶液処理後に抗酸化剤（還
元剤）による処理を追加することを試み、第一歩として
健全象牙質を用いて、酸化剤の種類およびその処理時間
に関し、検討を行った。
　さらにNaOCl水溶液は、口腔内での使用に関し安全
性に関し問題を有しているので、有機質溶解作用を示す
が安全性の高い弱酸性次亜塩素酸機能水の応用を試みる
こととし、健全象牙質を用いて、濃度および処理時間に
関する検討を行った。その結果をもとに、う蝕象牙質に
対する接着強さ試験を行ったところ、弱酸性次亜塩素酸
機能水ではSelf-etch接着システムにおける健全象牙質へ
の接着性能に対する影響は少なく、NaOCl水溶液より
短時間の使用で、う蝕罹患象牙質に対するSelf-etch接
着システムの接着性能の向上効果が発現することが示唆
された。

コンポジットレジンの接着強さに及ぼす残存象牙質厚さの影響
The…Effect…of…RDT…on…Resin…Composite…Bond…Strength…to…
the…Dentin

　レジンの接着強さは、平坦面の象牙質被着体に対して
評価されることが多いが、残存象牙質厚さが少ないとレ
ジンの象牙質への接着強さが低下することが報告されて
いる。そこで本研究では、各種ボンディングシステムを
使用したレジンの接着強さに及ぼす残存象牙質厚さの
影響について検討した。ヒト抜去大臼歯の咬合面エナ
メル質を削除し、600番のシリコンカーバイドペーパー
で仕上げした象牙質平坦面を作製した。3種の接着シス
テ ム ;Clearfil…Mega…Bond、Single…Bond、Clearfil…Tri-S…
Bondを用い業者指示に従い処理した後、Z-100のレジン
を3x5x2mm（C-factor=0.3）に築盛し、実験用ハロゲン
ランプ電圧可変光照射器（GC）を用い、出力600…mW/
cm2で40秒間光照射を行い重合硬化させた。37℃暗所
水中に24時間保管後、試料中央部から長軸方向に、約1…
mm2の試片を切り出した。これら試片の残存象牙質厚
さ（RDT）を測定した後、試片の両端を試験装置にシ
アノアクリレートで接着し、これをEZ…testに装着して、
クロスヘッドスピード1mm/minで微小引張り接着強さ

（μ-TBS）を測定した。接着強さはRDTにより、1〜4…
flatの4群に分けた。1…flat：…RDT<…2…mm、2…flat：…2…≦
-<3…mm、3…flat：…3…≦-<…4…mm、4…flat：…≧…4…mm。その
結果、全ての群でClearfil…Mega…Bondが最も高い接着強
さを示した。Clearfil…Mega…Bondの接着強さはRDTと
相関があり、Single…Bondの接着強さはRDTの影響を受
けず、Clearfil…Tri-S…Bondの接着強さはRDTが2mm未
満の場合のみ低下することが明らかとなった。
　レジンの象牙質接着強さへ及ぼすRDTの影響は、ボ
ンディングシステムにより異なる傾向を示すことが判明した。

窩洞内各面に対するコンポジットレジンの接着強さ
The…Resin…Composite…Bond…Strength…to…the…Different…Cavity…
Wall

　コンポジットレジンの接着強さは、平坦面の象牙質被
着体に対して評価されることが多く、窩洞内各面に対す
るレジンの接着強さについての報告はほとんど認められ
ない。そこで本研究では、2種のボンディングシステム
を使用したレジンの接着強さに及ぼす窩洞内象牙質各
面の影響について検討した。ヒト大臼歯の咬合面エナメ
ル質を削除した、象牙質平坦面に3x…5x…2…mmのI級窩
洞を形成した。この窩洞に2種のセルフエッチングシス
テム、Clearfil…Mega…BondとClearfil…Tri-S…Bondを用い
製造者指示に従い処理した後、処理面にZ100のレジン
を填塞した。実験用ハロゲンランプ電圧可変光照射器を
用い、出力600…mW/cm2で40秒間光照射を行いレジン
を重合硬化させた。37℃暗所水中に24時間保管後、窩
底と窩壁のレジン-象牙質界面に垂直に、界面の面積約
0.9…mm2の試片を切り出した。これら試片の両端を試験
装置にシアノアクリレートで接着させ、EZ…testに装着
して、クロスヘッドスピード1mm/minで微小引張り接
着強さ（μ-TBS）を測定した。その結果、窩洞内面に
対するClearfil…Mega…Bondの接着強さは、窩底、窩壁共
にClearfil…Tri-S…Bondより有意に高い接着強さを示した。
また、Clearfil…Mega…Bondでは、窩底面、窩壁面に対
する接着強さに有意差は認められなかったが、Clearfil…
Tri-S…Bondでは、窩底面におけるレジンの接着の方が
窩壁面より有意に低い接着強さを示した。
　コンポジットレジン修復物の接着強さは、窩洞内の部
位、接着システムの影響を受けることが判明した。

コンポジットレジンの接着強さに及ぼす象牙細管の影響
The…Effect…of…Dentin…Location…on…the…Composite…Bond…
Strength…to…the…Dentin
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　コンポジットレジンの接着強さは、平坦面の象牙質被
着体に対して評価されることが多いが、その平坦面被着
体のほとんどは咬合面象牙質であり、象牙質側壁面に対
するレジンの接着強さについての報告はほとんど認めら
れない。そこで本研究では、2種ボンディングシステム
を使用したレジンの接着強さに及ぼす象牙細管の影響に
ついて検討した。ヒト大臼歯の咬合面エナメル質を削除
した、象牙質平坦面に3x…5x…2…mmのI級窩洞を形成し
た後、窩洞形成後に側壁周囲の壁を取除いた窩底平坦面
試料を作製した。この窩底平坦面と側壁平坦面を2種の
接着システム、Clearfil…Mega…Bond、Single…Bond…を用
い製造者指示に従い処理した後、処理面にZ100のレジ
ンを3…x…5…x…2…mmに築盛した。実験用ハロゲンランプ
電圧可変光照射器を用い、出力600…mW/cm2で40秒間
光照射を行いレジンを重合硬化させた。37℃暗所水中に
24時間保管後、レジン-象牙質界面に垂直に、界面の面
積約1…mm2の試片を切り出した。これら試片の両端を
試験装置にシアノアクリレートで接着させ、EZ…testに
装着して、クロスヘッドスピード1mm/minで微小引張
り接着強さ（μ-TBS）を測定した。その結果、象牙質
側壁平坦面に対するClearfil…Mega…Bondの接着強さが全
ての群で最も高い接着強さを示した。側壁平坦面に対す
る接着強さは、Clearfil…Mega…Bond、Single…Bond共に、
窩底平坦面に対する接着強さより有意に高かった。
　コンポジットレジン修復物の接着強さは、象牙質の部
位、象牙細管走行の影響を受けることが判明した。

コンポジットレジン修復のSS-OCTを用いた辺縁封鎖性評価
Assessment…of…marginal…adaptation…of…composite…restoration…
using…SS-OCT

光干渉断層計（Optical…Coherence…Tomography,…OCT）
は、生体の断層画像を非侵襲的に得ることができ、歯科
臨床における導入が期待される。今回、抜去歯にⅠ級窩洞
を形成し、コンポジットレジン修復を行い、OCTを用いて
辺縁の様相を調査した。OCT画像における輝度変換部分
に画像処理を行い、ギャップの検知を試みた。また、コン
ポジットレジン修復の3D画像を構築し、修復物内面の適
合状態を評価した。

3D画像から2次元のOCT画像を抽出し、dBユニット
表示された窩洞周囲のグレースケールの変化を画面上の
ピクセル毎に調査し、その明るさの変化をイメージング
ソフトウエアにより解析した結果、窩洞の外形ならびに
充填されたコンポジットレジンの様相を立体的に再現す
ることができ、また3D画像の任意の部位から得られた

断層画像において、窩洞周囲にみられる輝度の上昇は、
接着界面に発生したギャップであることが確認できた。
OCTから得られたコンポジットレジン修復物の3D画像
を用いることにより、修復物の総体的な適合性の評価を、
効率的に行うことができた。このようなギャップは光照
射を行った直後の重合収縮によって生じることがものと
推察され、今後さらに検討していく予定である。

SS-OCT による歯の脱灰の定量評価

Quantitative…analysis…of…tooth…demineralization…using…SS-OCT

エナメル質ならびに象牙質を、所定の期間脱灰処理
を行った後、OCTによる観察を行った。OCT画像にお
けるdBユニットの輝度変換のプロファイルを獲得した
後、脱灰処理を行った試片から薄切研磨標本を作製し、
Transversal…Microradiography…（TMR）法によってミ
ネラル密度を定量的に測定し、比較した。

脱灰処理を行ったエナメル質では、乾燥状態から得ら
れたプロファイルと湿潤状態から得られたプロファイル
の交点における深さを基準としたところ、TMRにおけ
る脱灰深さとの高い相関が得られた。一方、脱灰象牙質
では、エナメル質ほど高い相関ではないものの、脱灰前
と脱灰後のプロファイルの交点における深さを基準とし
たところ、TMRにおける脱灰深さとの有意な相関を得
ることができた。

エナメル質ならびに象牙質の脱灰部から得られた
OCT画像は、TMRによる定量的評価と有意な相関がみ
られた。したがって、OCTによるう蝕の診断は、極め
て精度の高いものであることがわかった。再石灰化処理
を行ったエナメル質ならびに象牙質においても一定の相
関が得られるものと思われ、臨床における再石灰化治療
の、非破壊的評価の実現に期待を抱かせる結果となった。

POs-Caおよびフッ素配合ガム咀嚼後のエナメル質初期

う蝕の再石灰化効果
Effects…of…a…chewing…gum…containing…POs-Ca…and…fluoride…
on…remineralization…and…crystallization…of…enamel…subsurface…
lesions…in…situ

　POs-Ca（リン酸オリゴ糖カルシウム）およびフッ素
配合ガム咀嚼後のエナメル質初期う蝕の再石灰化効果に
ついて検証した。すなわち、被験者36名を3群に分け,
エナメル質初期う蝕サンプルを取り付けた口腔内装置
を装着した状態で,Controlガム,POs-Ca…配合ガム,…POs-
Ca…・茶フッ素配合ガムのいずれかを二重盲検下にて1回
2粒1日3回14…日間摂取させ、TMR、広角X線分析お
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よび微小硬さ試験を用いて再石灰化効果を検討した.さ
らに、飛行時間二次イオン質量分析計（Time-of-flight…
secondary…ion…mass…spectrometer：…TOF-SIMS）を 用
い,POs-Ca…およびフッ素配合ガム咀嚼後のエナメル初期
う蝕最表層部におけるフッ素分布についてイオン質量分
析を行った.その結果、POs-Caおよびフッ素配合ガムを
摂取することにより、エナメル質初期う蝕の再石灰化が
促進されること,さらにミネラル密度回復は,ハイドロキ
シアパタイト結晶量の回復である可能性を示唆した.微
小硬さ回復率は,…POs-Ca…ガムでは17.4…±…4.3% ,POs-Ca…
およびフッ素配合ガムでは31.3…±…2.2%を各々示し,両群
間において有意差を認めた（p<0.05）.さらに,TOF-SIMS
画像より,POs-Ca…およびフッ素配合ガム咀嚼後の再石灰
化部において,…脱灰部では認められないフッ素分布が観
察された.以上より,…in…situ環境下,短期間フッ素配合ガ
ム摂取において、ガム由来フッ素がエナメル質初期う蝕
最表層部に取り込まれ,同最表層部の微小硬さ変化に影
響を及ぼす可能性が示唆された。

Acid base resistant zone の精査と改質 

Assessment…and…improvement…of…Acid-base…resistant…zone

　象牙質接着界面において歯質を強化している層、すな
わちアシッドベースレジスタントゾーンの存在が確認さ
れている。これまでのところ様々な接着剤を用いた際の
形態の変化や、長期保存における耐久性などは少しずつ
解明されてきたが、実際にどのような構造になっている
かまた、どうすればより良いAcid…base…resistant…zone
が作れるのかといったことは不明なままである。これら
を受けて、ラマン分析やTOF-SIMS、TEMなどを用い、
それぞれの材料におけるAcid…base…resistant…zoneの分
析や微小構造の観察が行われている。また、接着剤の特
性を活かし歯質をより強化できるよう、新たな製品の開
発や実験を行っている。これまでのところ樹脂含浸層と
は異なり、Acid…base…resistant…zone内には多くのカル
シウムの存在が確認されており、より歯質の成分に近い
層であることが分かっている。また接着操作に加えて、
歯質に有利なカルシウムやリンなどの成分を補充するこ
とで、より安定して強固なAcid…base…resistant…zoneを
作り出すことが出来ることもわかっている。

マイクロCTによる光重合型コンポジットレジンの重合

収縮挙動の評価
Evaluation…of…resin…composite…polymerization…by…three…
dimensional…micro-CT…imaging

コンポジットレジンの重合時に発生する重合収縮は避
けられない事象である。歯質と修復物との間の接着界面
にギャップやマイクロリーケージクを引き起こし、術
後疼痛、細菌侵入による二次う蝕や歯髄炎の原因とな
ることが考えられる。従来から化学重合型レジンは重
合時、窩洞の中心方向に向かって収縮し、光重合型コン
ポジットレジンは光の照射方向に収縮すると考えられて
きた。これらの重合収縮時における挙動は有限要素法や
レーザースペクトル法により研究、解析されているが、
重合に伴う収縮の挙動を直接観察できる手法は少ない。
本実験ではコンポジットレジンで作られた疑似一級窩洞
に、実験用に試作したコンポジットレジンを充填し、光
照射前と光照射後の試作コンポジットレジンをマイク
ロCTにより撮影し収縮挙動の解析を行った。X線造影
性のないコンポジットレジン、SOLARE（A3、GC）に
疑似一級窩洞を作成し、実験用試作コンポジットレジン

（A3、トクヤマデンタル）をセラミックプライマー（ク
ラレメディカル）とメガボンド（クラレメディカル）を
塗布した窩洞に充填した。続いて光照射（D-LUX2000、
DENTRADE）前、光照射後それぞれに、試料の3D画
像をマイクロCT（SMX100CT、島津製作所）にて撮影
した。得られた3D画像よりマーカーとなるフィラーを
専用ソフト（ラトックシステムエンジニアリング）を使っ
て抽出し、窩洞内の全てのマーカーフィラーの重合前、
重合後の座標を測定する。
…
象牙質接着性材料の基礎的研究とその臨床応用
Fundamental…analysis…and…clinical…application…of…dentin…
adhesives…

　ワンステップボンディング材は親水性であることが知ら
れており、その親水性から吸水することが知られている。
象牙質接着の耐久性には吸水によるボンディング材の劣
化が影響を与えると考えられ、またワンステップボンディ
ング材には乾燥後も溶媒が残存し、重合率を低下させそ
の機械的強度を低下させることが判明した。また溶媒の
除去には一般的にエアブローを用いて行われるが、ボン
ディング層が薄膜化し接着界面にかかる応力を適度に分
散できることができない可能性がある。エアブローを必要
としない溶媒を含まないボンディングシステムや、疎水性
接着システムは吸水の影響が少なく機械的強度も高いため、
経時的に安定した機械的性質を持ちレジン―象牙質接着
の耐久性を向上させるものと今後期待される。ボンディン
グ層の機械的性質と接着性能との関係を明らかにし、溶
媒を含有しないボンディングシステムや疎水性のボンディ
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ングシステムがどのように接着耐久性に寄与するか接着界
面破壊様相の動的挙動の3次元的解析を行う。

歯の組織学的構造とミネラル密度の違いによる屈折率の研究
Refractive…index…of…human…tooth…in…relation…to…structural…
orientation…and…mineral…content.

　本研究の目的は、エナメル質と象牙質に存在するエナ
メル小柱と象牙細管の組織学的構造による光学特性の違
いをOCT（optical…coherence…tomography）を使用して
明らかにすることである。天然歯から様々な角度（エナ
メル小柱に対し水平又は矢状断、象牙細管に対し水平、
矢状、斜走断）で切り出された歯牙を使って、OCTか
ら得られた画像と実際の距離より屈折率（n）を計算した。
それと同時にOCTから得られる位置信号と歯牙の構造
による光学的特性の関係についても計算を行った。エナ
メル質とは違い、象牙質における屈折率とOCTから得
られる信号パターンは象牙質の部位によって大きく変化
し、その変化は象牙細管の存在が大きく関わっているこ
とが判明した。一方エナメル質内ではOCTの信号強度
の減弱は緩やかである。これら結果から得られる結論は、
光と歯牙硬組織の関係をより理解することに大変重要
であると思われる。また我々は、歯牙の屈折率とTMR

（transverse…microradiography）から得られた健全、脱
灰歯牙のミネラル量、又はエナメル質と象牙質の再石灰
化の関係を研究し、OCTの信号強度の減弱が歯牙のミ
ネラル量と結晶性に強く依存していることが判明した。
…
歯牙硬組織と生体材料のナノメカニカル特性の評価
New…strategy…of…nanomechanical…characterization…of…dental…
hard…tissue…and…biomaterials

　我々は歯牙硬組織の微小時間おける機械的微小変化を、
ナノインデンテーション法（nanoindentation）により
検証を行ってきた。この実験方法は従来から行われてい
る引っ張り試験のような破壊試験に比べ、従来では得ら
れなかった有用な情報を得ることができる。そこで今回、
歯牙の脱灰層、再石灰化層や歯牙硬組織と歯科材料の接
着界面などの極めて薄い界面付近を、ナノインデンテー
ション法の微小マッピング法を使って検証を行った。本
実験により健全歯質やリン酸エッチングやエッチアンド
リンスのボンディングシステムによって処理された界面
に比べ、セルフエッチング型のボンディングシステムを
使って処理された界面は形態的にも機械的にも優れてい
ることが明らかになった。我々のナノインデンテーショ
ン法を使った実験方法により、従来から提唱されてきた

樹脂含浸層と、スーパーエナメルやスーパーデンティン
といった考え方を比較検討する為の、十分な根拠を得る
ことができる。

セルフエッチボンディング材への照射光量における直接

光およびコンポジットレジン透過間接光が象牙質接着性

能に及ぼす影響
The…influence…of…light…intensities…irradiated…directly…and…
indirectly…through…resin…composite…to…self-etch…adhesives…on…
dentin…bonding

ボンディングレジンの重合率に大きく影響を与える要
因の一つに照射光量がある。ボンディング材は塗付後に
直接、また充填したコンポジットレジンを透過し間接的
にと二度の照射をうける。直接照射される光量が減弱す
ると、ボンディング材の機械的強度が下がることは報告
されているが、1ステップ接着システムでは、間接的に
照射される光量がその親水性のボンディングレジンと疎
水性のコンポジットレジンの共重合にも影響を与えるこ
とが考えられ、2ステップ接着システムより接着接合界
面に大きな影響が出るのではないかと考えられた。そこで、
2ステップ接着システム（Clearfil…SE…Bond（SE））と2
種類の1ステップ接着システム（Clearfil…S3…Bond（TS）、
Bond…Force（BF））において、照射光量を350…mW/
cm2と600…mW/cm2とに変化させて、直接光およびコン
ポジットレジン透過間接光が象牙質接着性能に及ぼす影
響について微小引張り接着強さ試験を用い検討し、さら
に象牙質接合界面の形態学的観察を行った。コンポジッ
トレジンは透過性の異なるClearfil…Photo…Core（PC）と
Clearfil…Majesty…OA2…shade（MJ）とを比較した。これ
より、SEは同条件下でBF、TSより有意に高い接着強
さを示し、全ての接着材においてPC/600…mW/cm2群は
MJ/600…mW/cm2群より高い接着強さを示した。SEと
BFでは、PC/350…mW/cm2群がMJ/600…mW/cm2群よ
り高い接着強さを示した。各群中MJ/350…mW/cm2群
が最も低い接着強さを示した。また、破壊形態分析では
ほぼ全ての試料において混合破壊が観察された。走査顕
微鏡を用いた界面観察ではすべての群においてボンディ
ング層と象牙質界面でナノリーケージが観察され、BF/
MJ/350…mW/cm2群では加えてボンディング層とコンポ
ジットレジン界面においてもナノリーケージが観察され、
2層の共重合が阻害されていたことが窺えた。材料によ
り異なるものの、高い象牙質接着強さを得るには直接ボ
ンディング材に照射される光量だけでなく、間接的にコ
ンポジットレジンを透過して照射された光量も重要な役
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割を担っていることが判明した。

HEMA含有およびHEMA非含有1ステップ接着材の吸

水および最大引っ張り強さの長期評価
Long-term…evaluation…of…water…sorption…and…ultimate…tensile…
strength…of…HEMA-containing/-free…one-step…self-etch…
adhesives

　近年、臨床上の簡便さから1ステップセルフエッチン
グシステムの接着材が広く臨床に用いられている。1ス
テップセルフエッチングシステムは、エッチング、プラ
イミングおよびボンディングという3つのステップを一
度に行うため、酸性接着性モノマー、親水性・疎水性モ
ノマー、フィラー、水および有機溶媒が一つの容器に混
合されている。1ステップセルフエッチングシステムの
接着材は重合後も高い親水性を示し、2ステップ接着シ
ステムのボンディング材などと比べ、重合硬化後も高い
吸水性を示すことまた吸水によりその機械的性質は乾燥
状態に比べ低下することが報告されている。それゆえ、
ボンディング材の長期的な吸水量の多寡はその機械的性
能に影響を与え、ひいては象牙質接着耐久性に影響を与
えることが推測される。親水性モノマーのひとつである
HEMAは、象牙質のぬれを良好にし、象牙質接着強さ
の向上に寄与すること、さらに1ステップセルフエッチ
ングシステムにおいては相分離の防止という役割を担っ
ていることが報告されている。一方、レジンポリマー鎖
の中に分散したpoly-HEMAは親水性を示し、重合後の
吸水を促すことが知られている。しかし、長期水中浸漬
がHEMA含有およびHEMA非含有1ステップセルフエッ
チングシステムの接着材の吸水性および機械的性能を検
討した報告はない。そこで本研究では、長期水中浸漬が
HEMA含有およびHEMA非含有1ステップセルフエッ
チングシステムの接着材の硬化体の吸水率およびその最
大引っ張り強さ（UTS）におよぼす影響について検討
を行った結果、HEMA含有1ステップセルフエッチン
グシステムは経時的な吸水率の増加を示し、UTSの低
下を示した。またHEMA非含有1ステップセルフエッ
チングシステムは吸水率、UTSともに360日水中浸漬に
よる影響を受けなかった。

2級コンポジットレジン修復におけるエナメル質と象牙

質に対する窩洞適合性と微小引張り強さ
Contemporary…adhesives：…marginal…adaptation…and…
microtensile…bond…strength…of…class…II…composite…restorations

直接法による2級コンポジットレジン修復は、接着技

術の向上、ミニマルインターベンション、審美的要求の
点から臨床において広く行われるようになっている。し
かし、修復物周囲からの着色や2次カリエスは再治療の
大きな原因となっている。そこで本研究では、4種類の
接着システムを用いて2級コンポジットレジン修復を行
い、隣接面エナメル質と象牙質への窩洞適合性と接着強
さに及ぼす影響について検討した。

窩洞適合性において、エナメル質では、すべての材料
において95.4%以上の連続マージンが観察され、各材
料間に有意差は認められなかった（p>0.05）。一方、象
牙質では60.2%から84.8%の連続マージンが認められ、
Clearfil… SE…Bond と…Clearfil…Tri-S…Bond は 、Adper…
Scotchbond…Multi…PurposeとAdper…Scotchbond…1…XT
より有意に多い連続マージンが認められた（p<0.05）。微
小引張り接着強さにおいて、Adper…Scotchbond…Multi…
Purpose 、Adper… Scotchbond… 1… XT、…Clearfil… SE…
Bond、Clearfil…Tri-S…Bondはそれぞれエナメル質に対し
て、40.5、37.3、30.8、23.2…MPa、象牙質に対して37.7、
33.0、37.3、29.0…MPaの接着強さを示した。接着システ
ムの違いはエナメル質に対する窩洞適合性に影響を及ぼ
さないが、象牙質に対してはエッチ&リンスシステムと比
較してセルフエッチシステムの優れた窩洞適合性が得られた。
Adper…Scotchbond…Multi…Purposeは、エナメル質と象
牙質に対して最も高い接着強さが得られた。Clearfil…SE…
Bondは、象牙質に対して最も安定した接着強さが得られ、
エナメル質に対しても良好な接着強さが得られた。

二次う蝕に対する強アルカリ電解水の影響について
An…in…vitro…study…to…assess…the…efficacy…of…OH-…ion…
superadded…alkali-ion…water…in…inhibiting…caries…and…
secondary…caries.

　近年、人工的にバイオフィルムを形成させる人工口腔
装置（Oral…Biofilm…Reactor;…OBR）を用いた、in…vitro
二次う蝕形成モデルが報告された。このモデルは、短期
間（7日間）でもエナメル質とCR境界面に二次う蝕の
形成が報告されており、in…vitroにおける二次う蝕の発
生に関連した研究に寄与したと言える。本研究では、上
記モデルを活用し、う蝕予防効果が期待されるアルカリ
性電解水（AW）を用いて、二次う蝕進行抑制効果を検
証した。AWは、水道水を電気分解する事で生成される
高濃度水酸化物イオン（OH-）を含有する塩基性還元水
である。胃腸障害や消化不良等へ効能を示す健康機能水
としてすでに飲用されているが、近年の研究により、う
蝕バイオフィルムの主要構成要素であるグルカンを溶解
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することが報告された。これまでグルカンは、水酸化ナ
トリウム溶液（NaOH）などの強塩基性試薬に溶解する
ことは知られていたが、口腔内での使用は危険を伴うため、
避けられてきた。一方で、菌に焦点を当てた従来の抗菌
剤や消毒剤では、熟成されたバイオフィルム内部への浸
透殺菌力の低減や、長期投与による口腔内への影響等が
懸念されてきた。そこで、NaOH等と同様に塩基性を示
し、且つ、安全性の高いAWを応用してう蝕バイオフィ
ルムを溶解し、う蝕・二次う蝕予防進行抑制効果を図る
ことを考えた。従って、本研究では、二次う蝕モデルを
使用し形成した人工二次う蝕に、pHの異なる3種類の
AWを作用させたときの二次う蝕進行抑制効果を、蛍光
顕微鏡観察を用いた画像解析により検証した。

SS-OCTを用いた脱灰象牙質の再石灰化度の推定（TMR

との比較）
Estimation…of…dentin…lesion…remineralization…by…SS-OCT…in…
comparison…with…TMR

　人工的に作製した脱灰象牙質を各期間再石灰化し、そ
の期間ごとにSS-OCT（Swept…Source…Optical…Coherence…
Tomography）にて病変の断層画像を取得し、一方で同
一病変のTMR（Transverse…Microradiography）画像
から再石灰化の進行度（脱灰深さ、ミネラル損失量など）
を計測し、両者の比較からSS-OCTにて再石灰化の進行
度が推定できるかどうかを検討すること。表面研磨した
牛歯根象牙質を18日間脱灰し、これらを6群に分けそれ
ぞれ一定期間…（2〜11週間）再石灰化させた（以下、サ
ンプル）。同時に、SS-OCT（HSL-2000®,…Santec）…にて、
脱灰前後と再石灰化後の断層画像を取得した。同画像に
て、脱灰前線と推察される輝度変化の境界（boundary）
が観察されたので、サンプル表面からそこまでの深さ
を計測した。また画像解析ソフトを用いてSS-OCT画像
の断層プロファイル（輝度dB…vs深さ）を作成し、ミ
ネラル溶出量と推定される面積値の差（ΔR=Rdemin…-…
Rremin…;…R：dB×boundaryまでの深さの積分値）も算
出した。一方、再石灰化の終了後、サンプルからTMR
用の薄切片を作製し、病変のデジタル画像を取得後、解
析ソフトにて脱灰パラメータ（脱灰深さ、脱灰量：ΔZ）
を算出した。こうして得られたOCT情報（boundary深さ、
断層プロファイル）と脱灰パラメータとの相関性を検討
した。OCT画像で推定された脱灰深さ（boundary深さ）
とTMR解析で得られた脱灰深さとの間に統計的に有意
な相関性を認めた。2）…ΔR値とΔZとの間にも同様に
有意な相関性を認めた。3）…再石灰化後において多様な

断層プロファイルが認められ、脱灰深さや再石灰化表層
の形成や厚さと関連するような「特徴（ピークや屈曲点
など）」は確認できなかった。

クロルヘキシジン含有・歯科接着剤の抗菌性、接着耐久

性の研究

The…effect…of…chlorhexidine…to…improve…dentin…bond…durability

　医薬用殺菌薬のクロルヘキシジンは、口腔粘膜への非
侵襲的修復治療に一般に用いられるが、これをグラスア
イオノマーセメントに混合した抗菌活性を有する歯科材
料の臨床への応用が試みられている。さらにこのクロル
ヘキシジンは歯質接着性の長期耐久性劣化を遅延する
働きが報告されている。劣化原因として象牙質基質か
ら放出されるMMP（Matrix　Metalloproteinases）の
存在が指摘されているが、クロルヘキシジンはジンク
クロライド、ドキシサイクリンと並び、MMP阻害剤と
して、歯科修復への使用が注目されている（J…Dent…Res…
2004;83：216-21）。感染象牙質の残存細菌を減らす効果
と共に、接着界面での象牙質コラーゲンの劣化を抑制さ
せる効果を備えるクロルヘキシジンを付加した歯科材料
は、臨床において、一般レジン修復をはじめ、レジンセ
メント、歯内治療での根充レジンシーラーに応用が期待
される。本研究ではクロルヘキシジン含有の接着性歯科
材料の、クロルヘキシジンの放出、付加に伴う物性の変
化、殺菌効果、象牙質コラーゲンの劣化抑制効果を検討
し、長期接着性への影響を包括的にとらえ、臨床応用の
可能性を評価する。

へスぺリジンによるヒト歯根面象牙質脱灰後のコラーゲ

ンの保護と、再石灰化への影響
Effect…of…Hesperidins…on…stabilization…of…collagen…and…
remineralization…of…dentin…Lesion

　歯質…象牙質は70%が無機質（ヒドロキシアパタイト）、
20%が有機物（膠原繊維（コラーゲン繊維）と非膠原性
タンパク質）からなり、う蝕のメカニズムを考える上で、
酸による無機質の脱灰抑制とあわせて、有機質の保護を
考慮しなければならない。近年、有機質の保護が確立で
きれば、これを足場にしてう蝕脱灰部の再石灰化が有意
に起こると考えられている。フラボノイド…（flavonoid）…
は天然に存在する安全性の高い有機化合物群で,　少量
でも抗酸化作用を有し、天然の架橋剤としてコラーゲン
を保護すると報告されている。本研究では天然フラボノ
イドのへスぺリジンを歯質象牙質に作用させ、う蝕の進
行への影響を評価した。方法：象牙質う蝕モデルとし
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てpHを調整した脱灰、再石灰溶液にて8日間保存した。
この間、象牙質にヘスペリジンン溶液にて一日2時間作
用させた。最終脱灰量、コラーゲン崩壊度を定量分析し、
x線を用いたミネラルプロファイル測定による脱灰部の
分析を行った。また同じフラボノイドのグレープシード
抽出物と、う蝕予防に使用されるクロロヘキシジンとの
効果を比較検討した。結果考察：ヘスペリジン群は有意
に脱灰量、コラーゲン崩壊度を抑制していた。脱灰部の
分析を行った結果、表層のみならず、やや深部まで再石
灰化が見られた。これらの結果より、ヘスペリジンは、
う蝕の脱灰抑制、再石灰化促成に何らかの効果があるこ
とが分かった。作用メカニズムは、今後さらなる研究が
必要だが、う蝕の発生また進行をコントロールするうえ
で、生体に安全なフラボノイドは有効な薬理作用を持つ
と予測され、将来の治療薬と期待される。

口腔粘膜から遊走する異なる4つの樹状細胞亜群におけ

る異なる共刺激分子発現と遊走特性
Differential…expression…of…co-signal…molecules…and…migratory…
properties…in…four…distinct…subsets…of…migratory…dendritic…
cells…from…the…oral…mucosa

　樹状細胞（DC）の共刺激分子発現やサイトカイン産
生は、所属リンパ節（RLN）に遊走するDC…の抗原提示
能に多大な影響を与える。粘膜は、皮膚と同様に最前線
に位置し生体防御機能を発揮している。口腔粘膜は、免
疫応答を誘導する舌下ワクチンや免疫寛容を誘導する
舌下免疫療法で、抗原塗布部位として使用されている
が、口腔粘膜に存在するDCの特性についてはあまりよ
くわかっていない。本研究では、抗原を捕捉後RLNに
遊走するDCを4つのサブセットに分類し、その経時的
遊走能の変化と共刺激分子発現を検討した。RLNに遊
走する口腔粘膜DCは、CD11C.…CD207,…CD103,…CD326,…
CD11b…の表現型から、F1…（CD11chiCD207-粘膜下樹状
細胞（SMDC））,…F2…（CD11cint/loCD207-新規リクルー
トSMDC）,…CD103+…F3…（CD11cint/loCD207+…レジデント
SMDC）…,…CD103-…F3（ランゲルハンス細胞、LC）の4
サブセットに分類できた。CD207+…SMDCは、CD103の
発現によりLCと区別することができた。F1…DCは最も
早く遊走し、CD86,…CD273,…CD274を高く発現していた。
これに対して、CD103-…およびCD103+…F3…DC共に、遅
れての遊走が認められ、…CD103-…LCでは、共刺激分子発
現誘導は制限されていた。F1…SMDCとF3…LCでは、遊
走時期と共刺激分子発現の違いから、異なる役割を担っ
ていることが示唆された。

2）
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3）発表の研究内容についての英文要約
Effect of light units on tooth bleaching with visible-
light activating titanium dioxide photocatalyst
This…study…evaluated…the…influence…of…different…light…sources…
on…the…efficiency…of…an…office…bleaching…agent…containing…
visible-light…activating…titanium…dioxide…photocatalyst…

（VL-TiO2）…using…an…artificial…discoloration…tooth…model.……
Extracted…bovine…teeth…were…stained…by…black…tea.……The…
CIE…L＊a＊b＊…values…were…measured…before…and…after…
nine…consecutive…treatments…by…the…VL-TiO2-containing…
bleaching…agent…（TiON…in…Office,…GC,…Tokyo,…Japan）.……A…
halogen…light…unit…（CB;…CoBee,…GC）…or…an…LED…unit…（G-light,…
GC）…with…two…modes…（blue…and…violet：…GL-BV,…blue：…GL-
B）…were…used…to…activate…the…bleaching…agent…in…three…
groups…（n=8）.……Brightness…（ΔL）…and…color…difference…（Δ
E）…increased…as…bleaching…repeated…in…all…groups.……Two-
way…ANOVA…showed…that…both…number…of…treatments…and…
light…sources…significantly…affected…ΔE…（p<0.05）.……GL-BV…
showed…better…bleaching…effect…than…GL-B.……In…measurement…
of…irradiation…spectra,…CB…showed…a…wide…spectrum…（380-
530nm）,…GL-B…had…a…sharp…peak…at…470nm…and…GL-BV…
showed…an…additional…peak…at…405nm.……It…was…concluded…
that…the…light…source…influenced…the…efficiency…of…the…tooth…
bleaching…with…VL-TiO2.
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Creation of Super Tooth by adhesion and analysis of 
its structure
The…presence…of…an…acid-base…resistant…zone…（ABRZ）…below…
the…hybrid…layer…has…been…documented…with…self-etching…
adhesive…systems…in…an…artificial…secondary…caries…attack.…
When…ultrastructure…of…the…ABRZ…is…assessed…by…SEM…and…
TEM…observations,…formation…of…the…ABRZ…is…considered…to…
be…due…to…the…monomer…penetration…potential…and…fluoride…
release…in…the…adhesive…systems.…Natural…dentin…has…a…
limited…potential…to…resist…an…acid…attack…of…secondary…caries;…
however,…the…ABRZ…does…not…purely…consist…of…dentin…in…
morphology,…it…is…rather…a…combination…of…dentin…and…the…
adjacent…hybrid…layer.…Therefore,…the…reinforced…dentin…has…
been…called…‘‘Super…Dentin’’…bearing…the…ability…to…prevent…
primary…and…secondary…caries.…Recently,…the…evidence…of…the…
acid-base…resistant…enamel,…so-called…"Super…Enamel"…has…
also…been…confirmed.…Formation…of…"Super…Enamel/Dentin"…
is…strongly…influenced…by…the…structural…formulae…of…the…
functional…monomer…in…the…adhesive…systems.

Clinical application of the resin coating technique
The…purpose…of…this…study…was…to…evaluate…the…effect…of…
resin…coating…and…occlusal…loading…on…microleakage…of…class…
II…ceramic…restorations.…Molars…were…prepared…for…an…MOD…
inlay…and…were…divided…into…two…groups：…non-coated）;…
and…resin-coated,…in…which…the…cavity…was…coated…with…a…
combination…of…a…dentin…bonding…system…（Clearfil…Protect…
Bond）…and…a…flowable…resin…composite…（Clearfil…Majesty…
Flow）.…Ceramic…inlays…were…fabricated…using…the…CAD/
CAM…technique…（CEREC…3）…and…cemented…with…resin…
cement…（Clearfil…Esthetic…Cement）.…After…24…h…of…water…
storage,…the…specimens…were…divided…into…two…subgroups：…
unloaded…or…loaded…with…an…axial…force…of…80…N…for…250,000…
cycles.…The…teeth…were…sectioned…bucco-lingually…at…the…
restorations.…Tandem…scanning…confocal…microscopy…（TSM）…
was…used…for…evaluation…of…microleakage.…Loading…did…not…
have…a…significant…effect…on…microleakage…in…either…the…resin-
coated…or…non-coated…group.…Resin…coating…significantly…
reduced…microleakage…regardless…of…loading.…Non-coated…
dentin…showed…extensive…leakage,…whereas…resin-coated…
dentin…showed…decreased…leakage.…Resin…coating…with…a…
combination…of…a…dentin-bonding…system…and…a…flowable…
resin…composite…may…be…indicated…prior…to…impression-taking…
when…restoring…teeth…with…CAD/CAM…ceramic…inlays…in…
order…to…reduce…microleakage…at…the…tooth–resin…interface.

Study on vertical root fracture reconstruction
Root…fractures…frequently…occur…in…endodontically…treated…
teeth.…The…treatment…of…vertical…root…fracture…in…a…single-
rooted…tooth…is…usually…extraction.…A…method…involving…
intentional…extraction…followed…by…rotational…replantation…
of…tooth…fragments…bonded…with…adhesive…resin…cement…
has…been…proposed…as…a…new…treatment…modality…for…

complete…vertical…root…fracture.…Therefore…the…present…
study…was…designed…to…evaluate…a…dual…cure…composite…
core…material…along…with…different…dentin…adhesive…systems…
as…a…reconstruction…method…of…root…fragments…in…a…model…
complete…vertical…root…fracture.…The…durability…of…adhesion…
between…root…fragments…was…tested…for…one…year…in…water…
storage.…The…mean…µTBS…of…the…three…different…adhesive…
system-composite…groups…to…root…dentin…demonstrated…that…
the…two…step…self-etch…adhesive…system,…Clearfil…SE…Bond…
accomplished…significantly…higher…µTBS…than…the…rest…of…
the…adhesive…system…groups,……Tokuyama…Bond…Force…and…
Clearfil…DC…Bond…regardless…of…water…immersion…period…

（p<0.05）.

Micro CT analysis on demineralization / 
remineralization of tooth
The…study…evaluated…the…effects…of…casein…phosphopeptide-
amorphous…calcium…phosphate…（CPP-ACP）…and…CPP-ACP…
with…900…ppm…fluoride…（CPP-ACPF）…pastes…on…inhibition…
of…enamel…demineralization…over…time,…using…micro-CT.…
The…specimens…were…each…treated…by…one…of…the…following…
agents：…deionized…water;…CPP-ACP…paste;…CPP-ACPF…
paste;…and…NaF…solutions.…After…treatment,…the…specimens…
were…immersed…in…a…demineralizing…solution…（pH…4.5）…
for…24,…72,…and…120…h.…Mean…mineral…loss…（ML）…and…lesion…
depth…（LD）…were…determined…from…mineral…density…profiles…
obtained…using…micro-CT.…ML…values…in…all…the…treatment…
groups…were…significantly…smaller…than…those…in…the…control…
group…after…72…and…120…h…of…demineralization…（…p…<…0.05）.…
ML…values…in…CPP-ACPF…and…NaF…solution…groups…were…
significantly…smaller…compared…to…CPP-ACP…group…after…72…
h…（…p…<…0.05）.…LD…values…in…the…CPP-ACPF…and…all…the…NaF…
solutions…groups…were…significantly…smaller…compared…to…the…
control…group…after…120…h…（…p…<…0.05）.…The…application…of…
CPP-ACP…or…CPP-ACPF…pastes…to…sound…enamel…surfaces…
resulted…in…inhibition…of…enamel…demineralization,…and…a…
better…effect…was…noted…for…the…latter…paste.…Quantitative…
assessment…using…polychromatic…micro-CT…demonstrated…to…
be…useful…for…detecting…mineral…density…changes.…

Pretreatment effect of mildly acidic hypochlorous acid 
on adhesion to caries-affected dentin using a self-etch 
adhesive
Caries-affected…dentin…is…covered…with…a…thicker…and…
organically…enriched…smear…layer…than…normal…dentin.…This…
may…affect…the…demineralization…ability…and…the…infiltration…
of…self-etch…adhesives,…thus…reducing…the…efficacy…of…
bonding…to…caries-affected…dentin.…This…study…evaluated…the…
adhesion…of…a…two-step…self-etching…adhesive…to…normal…and…
cariesaffected…dentin…after…pretreatment…with…mildly…acidic…
hypochlorous…acid…（HOCl）…solutions.…We…used…a…microtensile…
bond…strength…（μTBS）…test…to…compare…the…μTBS…of…
Clearfil…SE…Bond…to…either…caries-affected…dentin…or…to…



60 Annual Report 2011

田上 順次

normal…dentin,…after…pretreatment…for…5…s…with…one…of…three…
solutions…（806…mM…NaOCl,…or…0.95…or…1.91…mM…HOCl）.…The…
μTBS…of…the…self-etch…adhesive…was…significantly…lower…to…
caries-affected…dentin…than…to…normal…dentin.…Pretreatment…
with…0.95…mM…HOCl…improved…the…μTBS…of…the…self-
etch…adhesive…to…caries-affected…dentin,…but…there…was…no…
significant…difference…compared…with…normal…dentin.…On…the…
other…hand,…pretreatment…with…806…mM…NaOCl…or…1.91…mM…
HOCl…did…not…demonstrate…a…significant…improvement…in…the…
μTBS…to…caries-affected…dentin.…None…of…the…pretreatments…
demonstrated…a…negative…effect…on…adhesion…to…normal…
dentin.

The Effect of RDT on Resin Composite Bond Strength 
to the Dentin
The…purpose…of…this…study…was…to…evaluate…the…effect…of…
remaining…dentin…thickness…（RDT）…on…resin…composite…
bond…strength…to…the…flat…dentin…surfaces…using…various…
adhesive…systems.……The…occlusal…enamel…was…ground…to…
expose…a…flat…dentin…surfaces…and…finished…of…human…molars.……
Each…specimen…was…restored…with…one…of…three…adhesives：…
Clearfil…SE…Bond,…Single…Bond…or…Clearfil…Tri-S…Bond;…
followed…by…buildup…（3x5x2…mm,…C-factor=0.3）…of…resin…
composite…using…Z100.……After…600mW/cm2…for…40s…light-
curing,…teeth…were…stored…in…the…dark…for…24…hours…in…water.……
The…teeth…were…sectioned…perpendicularly…to…flat…dentin…
obtaining…approximately…1…mm2…beams.……All…specimens…
remaining…dentin…thickness…（RDT）…was…measured.……The…
micro-tensile…bond…strength…（µTBS）…was…determined.……
Data…were…separating…four…group;…1…flat：…RDT<…2…mm、
2…flat：…2…≦-<3…mm、3…flat：…3…≦-<…4…mm、4…flat：…≧…4…
mm.……RDT…≧4mm…group…using…Clearfil…Mega…Bond…showed…
highest…µTBS…in…all…data.……Resin…composite…bond…strength…to…
different…RDT…flat…dentin…was…affected…by…adhesive…system.

The Resin Composite Bond Strength to the Different 
Cavity Wall
The…purpose…of…this…study…was…to…evaluate…the…effect…of…
cavity…wall…on…resin…composite…bond…strength…to…the…dentin…
using…two…adhesive…systems.……The…occlusal…enamel…of…human…
molars…was…ground…to…expose…a…flat…dentin…surfaces…and…
finished…with…carbide…paper.……Box-form…occlusal…cavities,…3…
mm…wide,…5…mm…long,…2…mm…deep…（C-factor=3.1）,…were…
prepared…on…flat…dentin…surfaces…of…human…molars.……Each…
specimen…was…restored…with…one…of…two…self-etching…
adhesive…systems：…Clearfil…Mega…Bond…or…Clearfil…Tri-S…
Bond;…followed…by…bulk…filling…using…Z100…resin…composite.……
After…600mW/cm2…for…40s…light-curing,…teeth…were…stored…
in…the…dark…for…24…hours…in…water…maintained…at…37…degrees…
centigrade.……Specimen…was…cut…perpendicular…to…cavity…floor…
and…cavity…wall…obtaining…beams…having…cross-sectional…
areas…of…approximately…0.9…mm2.……The…micro-tensile…bond…
strength…（µTBS）…was…determined.……The…bond…strength…of…

resin…composite…to…a…cavity…dentin…was…affected…by…wall…part…
and…bonding…system…used.

The Effect of Dentin Location on the Composite Bond 
Strength to the Dentin
The…purpose…of…this…study…was…to…evaluate…the…effect…of…
dentinal…tubule…orientation…on…resin…composite…bond…strength…
to…floor…and…wall…using…various…adhesive…systems.……Box-form…
occlusal…cavities…3…x…5…x…2…mm…were…prepared…on…flat…dentin…
surfaces…of…human…molars.……After…that…walls…of…cavities…were…
removed…in…order…to…make…flat…dentin…floors…and…walls…for…
bonding.……Each…specimen…was…restored…with…one…of…two…
adhesives：…Clearfil…Mega…Bond…or…Single…Bond;…followed…by…
build…up…using…Z100…resin…composite.……After…600mW/cm2…for…
40s…light-curing,…teeth…were…stored…in…the…dark…for…24…hours…
in…water…maintained…at…37…degrees…centigrade.……Specimen…
was…cut…parallel…to…floor…or…wall…obtaining…approximately…1…
mm2…beams.……The…micro-tensile…bond…strength…（µTBS）…to…
flat…dentin…floor…or…wall…specimen,…was…determined.……Clearfil…
Mega…Bond…bond…strength…to…dentin…wall…group…showed…
highest…bond…strength…in…all…group.……Clearfil…Mega…Bond…and…
Single…Bond…showed…significantly…higher…µ-TBS…to…dentin…
wall…compared…with…that…of…dentin…floor…group.……Bonding…to…
dentin…floor…and…wall…was…affected…by…dentin…location…and…
dentin…tubule…orientation.

Non-invasive quantification of resin-dentin interfacial 
gaps using SS-OCT
Polymerization…shrinkage…of…light-cured…dental…composites…
may…result…in…gap…formation…at…the…tooth-restoration…
interface;…non-destructive…assessment…and…monitoring…of…
these…defects…are…important.…Three…dimensional…imaging…
of…a…composite…restoration…can…help…in…clinical…decision…
making…by…the…dentist.…The…aim…of…this…study…is…to…assess…
the…tooth-restoration…interface…using…3D…images…obtained…
from…swept…source…optical…coherence…tomography…（SS-OCT）…
and…to…confirm…the…findings…with…confocal…laser…scanning…
microscope…（CLSM）.…Cross-sectional…images…of…restoration-
tooth…interfaces…were…chosen…from…the…constructed…3D…
images…of…composite…restoration;…Area…fraction…of…pixels…
with…high…brightness…values…at…the…interfacial…zone…was…
then…calculated…using…digital…image…analysis…software.…A…
significant…positive…linear…correlation…was…found…between…
stained…and…non-stained…SS-OCT…images.…It…was…concluded…
that…3D…imaging…by…SS-OCT…can…be…considered…as…a…
non-invasive…technique…for…fast…detection…of…gaps…at…the…
restoration…interface,…with…or…without…a…staining…solution.

Quantitative analysis of enamel and dentin 
demineralization using SS-OCT
This…study…aimed…to…investigate…whether…swept…source…
optical…coherence…tomography…（SS-OCT）…could…estimate…
the…lesion…depth…and…mineral…loss…quantitatively…without…the…



61Annual Report 2011

田上 順次

use…of…polarization…sensitivity,…and…to…examine…a…relationship…
between…OCT…data…and…transverse…microradiography…

（TMR）…lesion…parameters.…Bovine…enamel…and…dentin…
specimens…were…demineralized…for…experimental…periods,…
following…SS-OCT…observation…and…TMR…analysis…were…
performed.……The…OCT…images…showed…“boundaries,”…
suggesting…the…lesion…front.…Integrated…dB…values…before…
and…after…the…demineralization…and…their…difference…were…
calculated…from…the…lesion…surface…to…the…corrected…depth…
of…boundary.…The…interaction…point…of…SS-OCT…signal…
profile…obtained…from…demineralized…enamel…with…and…
without…moisture…showed…significant…correlation…with…the…
deminaralized…depth…from…TMR…analysis.…In…case…of…dentin,…
OCT…also…could…estimate…the…lesion…depth…and…mineral…
loss…as…significant,…but…moderate…correlations…in…the…lesion…
parameters…were…found…between…SS-OCT…and…TMR.…The…
OCT…showed…a…potential…for…quantitative…estimation…of…lesion…
depth…and…mineral…loss…with…enamel…and…dentin…lesions.

Effects of a chewing gum containing POs-Ca and 
fluoride on remineralization and crystallization of 
enamel subsurface lesions in situ
The…aim…of…this…study…was…to…assess…the…effect…of…a…chewing…
gum…containing…POs-Ca…and…fluoride…on…remineralization…
of…enamel…subsurface…lesions.…Thirty-six…volunteer…subjects…
wore…appliances…with…insets…of…bovine…enamel…with…
subsurface…demineralized…lesions.…For…14…days…the…subjects…
chewed…one…of…the…three…chewing…gums…（control,…POs-
Ca,…POs-Ca…+…F）.…After…each…treatment…period,…the…insets…
were…removed…from…the…appliance,…and…then…subjected…to…
laboratory…tests;…mineral…level…was…determined…by…TMR,…
and…hydroxyapatite…（HAp）…crystallites…were…assessed…
by…synchrotron…radiation…wide-angle…X-ray…diffraction…

（WAXRD）.…Chewing…POs-Ca…and…POs-Ca…+…F…gums…
resulted…in…21.9…±…10.6…and…26.3…±…9.4…（mean…±…SD）…
percentage…mineral…recovery,…which…was…significantly…
higher…than…that…of…placebo…gum…（15.0…±…11.4）…（…p…<…0.05）.…
Chewing…POs-Ca…+…F…gum…resulted…in…24.9…±…5.4…（mean…
±…SD）…percentage…HAp…crystallites…recovery,…which…was…
significantly…higher…compared…to…POs-Ca…（16.0…±…4.1%）…
or…placebo…（11.1…±…4.8%）…gums…（…p…<…0.05）.…Addition…
of…POs-Ca…to…the…chewing…gum…resulted…in…significant…
remineralization…of…enamel…subsurface…lesions…in…situ.

Assessment and improvement of Acid-base resistant 
zone
Previous…studies…showed…the…existence…of…acid…base…resistant…
zone…beneath…the…hybrid…layer.…Fluoride…in…adhesives…could…
reinforce…the…dentin-adhesive…interface…and…make…the…acid…
base…resistant…zone…strong…than…normal…dentin.…In…terms…of…
durability…of…this…layer,…after…3…or…6…months…the…shape…did…
not…change.…However…the…acid…base…resistant…zone…without…
fluoride…has…been…attacked…after…storing…and…reduced…its…

width.…On…the…other…hand,…the…effects…of…the…fluoride…and…
calcium…containing…solution…apply…onto…tooth…surface…before…
bonding…were…showed…on…micro…tensile…bond…strength…test…
and…acid…base…resistant…zone…observation.…The…application…
of…the…solution…didn’t…affect…bond…strength…and…did…make…
good…effect…on…acid…base…resistant…zone.

Evaluation of resin composite polymerization by three 
dimensional micro-CT imaging.
Light-cured…composites…undergo…shrinkage…during…
polymerization.…The…aim…of…this…study…was…to…evaluate…
regional…shrinkage…within…a…light-cured…composite…during…
polymerization…by…microcomputed…tomography…and…
mechanical…properties…by…nanoindentation…in…bonded…or…
non-bonded…class-I…cavity.…The…magnitude…and…direction…of…
regional…polymerization…shrinkage…depends…on…boundary…
conditions,…depth…and…conversion…degree.…Polymerization…
shrinkage…effect…is…most…significant…at…the…deepest…part…
of…the…cavity.…The…application…of…micro-CT…combined…
with…sophisticated…image…analysis…is…a…novel…approach…to…
investigate…shrinkage…mechanisms…of…dental…composites.

Fundamental analysis and clinical application of 
dentin adhesives 
The…newly…developed…relatively…hydrophobic…one-
step…adhesive…system…bonded…to…dentin,…compared…with…
commercially…available…one-step…adhesives…was…evaluated.…
Flat…coronal…dentin…surfaces…of…extracted…third…human…
molars…were…prepared.…One-step…adhesive…systems,…MTB-
200…（Kuraray…Medical…Inc.）,…Clearfil…S3…Bond…（Kuraray）…
and…Bond…Force…（Tokuyama…Corp.）…were…applied…to…
the…dentin…surfaces…according…to…the…manufacturer's…
instructions.…A…hybrid…resin…composite…（Clearfil…AP-X,…
Kuraray）…was…used…for…the…coronal…build-up.…After…storage…
in…water…for…24h,…the…specimens…were…vertically…sectioned…
into…slabs…that…were…trimmed…to…hourglass…shapes…and…
subjected…to…micro-tensile…bond…testing…（µTBS）.…The…data…
were…statistically…analyzed…using…a…one-way…ANOVA…and…
Dunnett…T3…test…（a=0.05）.…Results：…Values…are…in…MPa±
S.D.（n=10）.…Groups…identified…by…the…different…superscript…
letter…are…significantly…different…（p<0.05）.The…failure…mode…
of…bonded…specimens…of…each…adhesive…was…observed…by…hi-
speed…camera.

The influence of light intensities irradiated directly 
and indirectly through resin composite to self-etch 
adhesives on dentin bonding
This…study…was…designed…to…evaluate…effects…of…light-
irradiated…intensities…directly…and…indirectly…through…resin…
composites…to…one-…and…two-step…self-etch…adhesives…on…
dentin…bonding.…One-step…（Clearfil…S3…Bond;…TS,…Bond…Force;…
BF）…or…two-step…（Clearfil…SE…Bond;…SE）…self-etch…adhesives…
was…applied…to…dentin…surface.…The…adhesive…agent…was…
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light-cured…with…light-intensity…of…350…or…600…mW/cm2,…and…
then…resin…composite…with…different…colors…（translucent…
or…opaque…shade）…was…filled…and…light-cured…with…the…
same…light-intensity…as…the…bonding…procedure.…After…24…h…
water…storage,…bond…strengths…to…dentin…were…determined…
using…μTBS…test.…For…the…600…and…350…mW/cm2…groups,…
translucent…shade…resin…obtained…higher…μTBS…than…opaque…
shade…resin.…Using…SE…and…BF,…the…350…mW/cm2…group…in…
translucent…shade…resin…was…higher…μTBS…than…the…600…
mW/cm2…group…in…opaque…shade…resin,…while…TS…showed…no…
differentμTBS…between…them.

Long-term evaluation of water sorption and ultimate 
tensile strength of HEMA-containing/-free one-step 
self-etch adhesives
The…objective…of…this…study…was…to…evaluate…the…water…
sorption…（Wsp）…and…ultimate…tensile…strength…（UTS）…of…
one-step…self-etch…adhesives…after…long-term…water-storage.…
Three…HEMA-containing…one-step…self-etch…adhesives…（Bond…
Force…（BF）,…Clearfil…S（3）…Bond…（S3）…and…OptiBond…All-
In-One…（OP））,…and…one…HEMA-free…one-step…self-etch…
adhesive,…G…Bond…（GB）…was…used.…After…the…solvents…of…
each…adhesive…were…evaporated,…polymerised…adhesive…disks…
and…dumbbell-shaped…specimens…of…thirty-two…each…were…
prepared…and…divided…into…four…groups…of…14-,…90-,…180-…and…
360-day…water-storage.…After…immersion…in…water…for…the…
designated…storage…periods,…the…disks…were…subjected…to…
measurement…of…Wsp,…and…the…dumbbell-shaped…specimens…
were…subjected…to…measurement…of…UTS.…The…data…were…
statistically…analysed…using…a…two-way…ANOVA…and…
Bonferroni…test.…Wsp…of…BF,…S3…and…OP…increased…over…
time,…whereas…for…GB,…there…were…no…significant…differences…
in…Wsp…among…all…the…storage…periods.…Wsp…of…GB…was…
lower…than…those…of…BF,…S3…and…OP…in…each…period.…The…
UTS…of…BF,…S3…and…OP…decreased…over…time,…whereas…for…
GB,…there…were…no…significant…differences…in…UTS…among…
all…storage…periods.…The…highest…UTS…was…initially…seen…in…
BF>GB=S3=OP,…and…after…360-day…water-storage,…seen…in…
BF=GB>OP=S3.…

Contemporary adhesives： marginal adaptation and 
microtensile bond strength of class II composite 
restorations
The…marginal…adaptation…（in…terms…of…%…continuous…margin）…
and…microtensile…bond…strength…（µTBS）…of…the…enamel…
and…dentin…of…direct…class…II…composite…restorations…were…
evaluated.
32…class…II…cavities…were…prepared…with…one…proximal…box…
limited…within…the…enamel…and…one…proximal…box…extending…
into…the…dentin.…The…teeth…（n=8/group）…were…restored…
with：…Adper…Scotchbond…Multi…Purpose…（SMPP）,…Adper…
Scotchbond…1…XT…（S1XT）,…Clearfil…SE…Bond…（CSEB）,…
or…Clearfil…Tri-S…Bond…（CTSB）…and…incrementally…placed…

composite…restorations.…Marginal…adaptation…was…evaluated…
by…SEM.…The…teeth…were…sectioned…and…trimmed…to…
obtain…specimens…for…µTBS…testing.……All…adhesive…systems…
exhibited…continuous…margins…with…enamel…of…over…95.4% ,…
whereas…continuous…margins…with…dentin…ranged…from…60.2…
to…84.8% .…The…mean…μTBSs…[MPa]…for…enamel…were…40.5…

（SMPP）,…37.3…（S1XT）,…30.8…（CSEB）…and…23.2…（CTSB）,…
and…for…dentin,…they…were…37.7…（SMPP）,…33.0…（S1XT）,…37.3…

（CSEB）…and…29.0…（CTSB）.……The…self-etch…adhesive…systems…
showed…excellent…marginal…adaptation…to…dentin.…SMPP…
provided…the…highest…bond…strength…to…both…enamel…and…
dentin,…whereas…CSEB…was…the…most…predictable…adhesive…
for…dentin…and…an…acceptable…adhesive…for…enamel.

The effect of chlorhexidine to improve dentin bond 
durability
The…activities…of…endogenous…collagenase…and…gelatinase…
derived…from…demineralized…dentin…are…thought…to…induce…
the…degradation…of…bonded…dentin…matrix…in…the…hybrid…
layer.…Therefore,…the…application…of…some…specific…MMP…
inhibitors…which…can…suppress…dentin…collagenolytic…and…
gelatinolytic…activities…should…be…considered…in…clinical…
procedure.…Chlorhexidine…（CHX）…is…a…broad-spectrum…
anti-…microbial…agent…used…widely…in…the…treatment…of…oral…
diseases.…Its…antibacterial…efficacy…is…com-parable…to…that…
of…sodium…hypochlorite.…Recently,…CHX…has…been…found…to…
have…desirable…MMP-…inhibition…properties…even…at…low…
concentrations.…In…this…project,…we…examine…that…application…
of…CHX…before…use…of…adhesives…has…no…influence…on…the…
short-term…bonding…strength.…Moreover…the…long…term…
durability…of…dentin…adhesives…is…investigated.…

Effect of Hesperidins on stabilization of collagen and 
remineralization of dentin Lesion
The…aim…of…this…study…to…evaluate…the…effect…of…hesperidin…
on：

1）…Prevent…dentin…collagen…breakdown.
2）…Enhance…the…dentin…remineralization…….
3）… Inhibit…the…progression…of…caries…formation

Although…the…mechanism…of…dentin…caries…has…not…been…
well…established,…the…de/re-mineralizing…process…would…be…
regulated…through…the…interactions…of…mineral…contents…
with…the…condition…of…exposed…collagen…matrix.…It…was…
reported…that…stability…of…dentin…matrix…can…be…achieved…
by…the…use…of…hesperidin,…a…citrus…flavonoid,…because…of…its…
effect…of…collagen…cross-linkers.…We…observe…the…effect…of…
hesperidin…in…vitro…bovine…and…human…dentin…collagen…and…
de/re-mineralization…and…compare…with…that…of…grape…seed,…
epigallocate-…chin…gallate…and…chlorhexidine.…
Degradation…of…collagen…during…the…pH…cycling…is…
determined…using…the…chloramine…T…method…by…estimating…
hydroxyproline…content…from…degraded…collagen.…Dissolved…
calcium…ion…is…measured…by…means…of…an…atomic…absorption…
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spectroscopy.…The…mineral…loss…and…lesion…depth…is…examined…
using…transverse…microradiography.…

Effect of Natural Cross-linkers Incorporation in the 
Primer of a Self-Etch Adhesive on Resin-Dentin Bond 
Strength
The…use…of…cross-linking…agents…such…as…tannic…acid…has…been…
found…not…only…to…lower…the…rate…of…enzymatic…degradation…
of…collagen…thus…enhancing…the…resin-dentin…bond…strength…
but…also…increased…the…mechanical…properties…of…dentin…
.…Hesperidin…was…found…to…resist…collagen…degradation…
and…arrest…demineralization…on…bovine…root…dentin.…The…
objectives…of…this…study…are…to…evaluate…the…effect…of…
hesperidin…inclusion…into…the…primer…of…a…self-etch…adhesive…
system…and…compare…it…with…the…effect…of…other…compounds.…
We…examine…that…incorporation…of…cross-linker…improve…
the…initial…bond…strength…to…dentin,…and…addition…of…cross-
linker…improve…the…micro-mechanical…properties…of…resin-
dentin…interface.…Further…we…study…whether…the…long…
term…durability…of…dentin…bond…would…be…improved…when…
hesperidin…can…be…incorporated…into…self-etching…primers.

Estimation of dentin lesion remineralization by SS-
OCT in comparison with TMR
Ultimate…gaol…of…this…study…is…to…develop…a…quantitative…
diagnostic…system…for…monitoring…de-/…remineralization…in…
root…caries…lesion.…So…the…purpose…of…this…in…vitro…study…was…
to…examine…relationship…between…SS-OCT…（Swept…Source…
Optical…Coherence…Tomography）…cross-sectional…image…
information…and…TMR…（transverse…microradiography）…lesion…
parameters…（lesion…depth,…mineral…loss）…using…artificially…
produced…root…caries…lesions…which…were…remineralized…
for…2-11…weeks.…This…study…demonstrated…that…the…OCT…
image…showed…a…clear…“boundary”,…looked…brighter…due…
to…back-scattering,…which…corresponded…to…the…lesion…front…
confirmed…by…TMR…analysis.…The…“boundary…depth”,…
from…lesion…surface…to…the…“boundary”,…was…decreased…by…
remineralization…period…over…time.…Statistically…significant…
correlation…was…found…between…the…“boundary…depth”…and…
actual…lesion…depth…determined…by…TMR.…Similar…correlation…
was…noted…between…integrated…reflective…intensity…（dB×μ
m）…and…mineral…loss.…

Differential expression of co-signal molecules and 
migratory properties in four distinct subsets of 
migratory dendritic cells from the oral mucosa
Variations…in…co-signal…ligand…expression…and…cytokine…
production…greatly…influence…the…antigen-presenting…
properties…of…migrating…DCs…in…regional…lymph…nodes…

（RLNs）.…We…investigated…DCs…migrating…from…the…oral…
mucosa…using…CD326…and…CD103…antigens…for…discriminate…
CD207+…Langerhans…cells…（LCs）…from…CD207+…submucosal…
DCs…（SMDCs）.…We…identified…four…distinct…oral…mucosal…DC…

（OMDC）…subsets,　CD11chiCD207-CD103-CD326intCD11bhi…
（F1;…resident…CD11bhi…SMDCs）,…CD11cint/loCD207-
CD103-CD326loCD11bint/hi…（F2;…newly…recruited…blood-
derived　SMDCs）,…CD11cint/…loCD207+CD103+CD326int/

hiCD11blo…（CD103+…F3;…resident…CD207+　SMDCs）,…and…
CD11cint/…loCD207+CD103-CD326int/hiCD11blo…（CD103-…F3;…
resident…LCs）.…F1…DCs…migrated…rapidly…after…fluorescein…
isothiocyanate…（FITC）…painting…and…expressed…notably…high…
levels…of…CD86,…CD273,…and…CD274…at…an…earlier…time…point.…
In…contrast,…CD103-LCs…expressing…the…highest…levels…of…
the…epithelial…cell…adhesion…molecule…CD326…accounted…for…a…
minor…subset…at…the…earlier…time…point,…but…increased…slowly…
with…CD103+CD207+…SMDCs.…However,…their…expression…of…
CD86,…CD273,…and…CD274…was…very…limited.…The…delayed…
migration…and…limited…induction…of…co-signal…ligands…suggest…
that…roles…of…OMLCs…are…distinct…from…those…of…the…other…
three…DC…subsets.…The…identification…of…distinct…subsets…
of…OMDCs…in…RLNs…may…benefit…efforts…to…determine…the…
functional…specialization…of…each…subset…in…T…cell…responses…
against…orally…administrated…antigens.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点体制）

……ペンシルバニア大学歯学部（米国）、ジョージア医科
大学歯学部（米国）、カンピナス大学歯学部（ブラジル）、
アレキサンドリア大学歯学部（エジプト）、テヘラン大
学歯学部（イラン）、King's…College…of…London…歯学部（英
国）、ミュンヘン大学歯学部（ドイツ）、モンペリエ大学
歯学部（フランス）、ブルノ大学歯学部（チェコ共和国）、
国際カトリック大学（スペイン）、マヒドン大学歯学部（タ
イ）、チュラロンコン大学歯学部（タイ）、チェンマイ大
学歯学部（タイ）、シドニー大学歯学部（オーストラリア）、
香港大学歯学部（中国）、西安第4軍医大学（中国）、延
世大学歯学部（韓国）、岡山大学歯学部（日本）との間
で外国人研究者の受入れ、共同研究の継続および新たな
立ち上げを行った。内外の歯科器材メーカー8社と、器
材の共同開発のための企画の立ち上げ、情報交換のため
の会議を行った。
B（研究教育環境）

　各種研究設備の整備のため、獲得した外部資金や企業
との委託研究による資金を充てた。分野内で調達できな
いものについては学外の施設の利用を推進した。特に
OCTの実用化に向けて、試作機を導入して臨床評価を
開始した。
C（人材確保）

　外部資金により複数の特任教員を雇用し、特に歯の脱
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灰と再石灰化に関する研究と、抗MMP物質の根面う蝕
の抑制効果に関する研究に取り組む学生の指導の強化お
よび研究の推進を図った。さらに外国人研究者も多く受
け入れて、大学院生と共同で研究をおこなわせることで、
相互の能力開発を図った。特任教員による指導により大
学院学生が国際学会で優秀発表賞を受賞した。
D（人材育成）

　多くの学生を国際学会に派遣して研究発表させて、多
くの研究者と討論させる機会を提供した。各研究グルー
プと定期的なミーティングを行い、研究内容に関する議
論の場を多く持つよう心掛けた。学会発表に際しては、
すべての演者にリハーサルを義務付けて、分野の教員、
学生全員により、プレゼンテーションの内容、形式につ
いての改善を行った。学生及び若手教員が内外の学会で
学術賞を受賞した。
E（国際化）

　国際学会だけでなく、海外での臨床家向けのプログラ
ムにおいても講演を積極的に行い、現在臨床に携わる歯
科医師にも当教室の研究成果を普及し、新たな留学生確
保のための情報提供も行った。大学院生の約40%が留学
生という状況を最近5年間維持している。東アジア東南
アジアだけでなく、中東からの学生も増加し、新たな国
際ネットワーク形成が確立しつつある。特に母国政府の
奨学金を受給する学生の受け入れが進んでいる。大学院
向けの講義は長年英語で行ってきており、外国人留学生、
研究者が活動しやすい環境を整備している。米国の臨床
家向けのUSCの卒後研修プログラムで、講演の機会を
得て、本プログラムの成果を普及することができた。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

・外部資金は決して十分とはいえないが、複数の特任教
員を雇用して、これまでに十分な研究指導、推進がで
きなかった領域をカバーした。

・国際学会での研究発表の機会を多く提供できるよう、
外部資金の獲得に努めている。

・研究拠点としてのアピールのため、臨床的なテーマの
プログラムにおいても多くの講演、研究発表を行い、
研究成果の臨床への貢献をアピールするよう心掛けた。

6） 英文原著論文
1.… ◎Aoki…K,…Kitasako…Y,…Ichinose…S,…Burrow…MF,…Ariyoshi…

M,…Nikaido…T,…Tagami…J.…Ten-year…observation…of…
dentin…bonding…durability…of…4-MATE/MMA-TBB…resin…

cements…–…a…SEM…and…TEM…study.…Dent…Mater…J…30（4）：…
438-447,…2011

2.… Aramaki…O,…Chalermsarp…N,…Otsuki…M,…Tagami…J,…
Azuma…M.…Differential…expression…of…co-signal…molecules…
and…migratory…properties…in…four…distinct…subsets…of…
migratory…dendritic…cells…from…the…oral…mucosa.…Biochem…
Biophys…Res…Commun…413（3）：407-413,…2011

3.… ◎Bakhsh…TA,…Sadr…A,…Shimada…Y,…Tagami…J,…Sumi…Y.…
Non-invasive…quantification…of…resin-dentin…interfacial…
gaps…using…optical…coherence…tomography：…validation…
against…conforcal…microscopy.…Dent…Mater…27（9）：…915-
25,…2011

4.… ◎Bakhsh…TA,…Sadr…A,…Shimada…Y,…Khunkar…S,…Tagami…
J,…Sumi…Y.…Relationship…between…Non-destructive…OCT…
Evaluation…of…Resins…Composites…and…Bond…Strength…in…a…
Cavity.…Proc…SPIE…8208…（in…press）.

5.… ◎Bakry…AS,…Takahashi…H,…Otsuki…M,…Yamashita…
K,…Tagami…J.…CO2…Laser…Improves…45S5…Bioglass…
Interaction…with…Dentin.…J…Dent…Res…90（2）：246-50,…
2011

6.… ◎Bakry…AS,…Tamura…Y,…Otsuki…M,…Kasugai…S,…Ohya…K,…
Tagami…J.…Cytotoxicity…of…45S5…bioglass…paste…used…for…
dentine…hypersensitivity…treatment.…J…Dent…39（9）：…599-
603,…2011

7.… ◎Cho…E,…Sadr…A,…Inai…N,…Tagami…J.……Evaluation…of…resin…
composite…polymerization…by…three…dimensional…micro-
CT…imaging…and…nanoindentation.…Dent…Mater…27（11）：…
1070-8、2011

8.… ◎Emamieh…S,…Sadr…A,…Ghasemi…A,…Torabzadeh…H,…
Akhavanzanjani…V,…Tagami…J.…Effects…of…solvent…drying-
time…and…water…storage…on…ultimate…tensile…strength…of…
adhesives.…J…Inves…Clin…Dent…（in…press）

9.… ◎Fujii…M,…Kitasako…Y,…Sadr…A,…Tagami…J.…Roughness…
and…pH…changes…of…enamel…surface…induced…soft…drinks…in…
vitro-applications…of…stylus…profilometry,…focus…variation…
3D…scanning…microscopy…and…micro…pH…sensor.…Dent…
Mater…J…30（3）：…404-410,…2011

10.…◎Hamba…H,…Nikaido…T,…Inoue…G,…Sadr…A…and…Tagami…
J.…The…effects…of…CPP-ACP…with…sodium…fluoride…
on…inhibition…of…bovine…enamel…demineralization：…
a…quantitative…assessment…using…micro-computed…
tomography.…J…Dent.…39（6）：405-13,…2011

11.…◎Hariri…I,…Sadr…A,…Shimada…Y,…Tagami…J,…Sumi…Y.…
Effects…of…structural…orientation…of…enamel…and…dentin…on…
light…attenuation…and…local…refractive…index：…an…optical…
coherence…tomography…study.…J…Dent…（in…press）

12.…◎Hariri…I,…Shimada…Y,…Sadr…A,…Ichinose…S,…Tagami…
J.…The…Effects…of…Aging…on…Shear…Bond…Strength…and…
Nanoleakage…Expression…of…an…Etch-and-Rinse…Adhesive…
on…Human…Enamel…and…Dentin.…J…Adhes…Dent…（in…press）

13.…◎Hariri…I,…Sadr…A,…Shimada…Y,…Nakashima…S,…Sumi…Y,…
Tagami…J.…Relationship…between…Refractive…Index…and…
Mineral…Content…of…Enamel…and…Dentin…Using…SS-OCT…
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and…TMR.…Proc…SPIE…8208…（in…press）.
14.…◎Hayati…F,…Okada…A,…Kitasako…Y,…Tagami…J,…Matin…K.…

An…artificial…biofilm-induced…secondary…caries…model…for…
in…vitro…studies.…Aust…Dent…J…56（1）：40-7,…2011

15.…◎Ichikawa…C,…Nikaido…T,…Inoue…G,…Sadr…A,…Tagami…J.…
Ultra-morphologies…of…the…dentin…acid-base…resistant…
zone…of…two-step…self-etching…systems…after…long-term…
storage…in…water.…J…Adhes…Dent…（in…press）

16.…◎Jamleh…A,…Sadr…A,…Nomura…N,…Yahata…Y,…Ebihara…
A,…Hanawa…T,…Tagami…J,…Suda…H.…Nano-indentation…
testing…of…new…and…fractured…nickel-titanium…endodontic…
instruments.…Int…Endod…J…（in…press）

17.…◎Kishi…A,…Otsuki…M,…Sadr…A,…Ikeda…M,…Tagami…J.…
Effect…of…light…units…on…tooth…bleaching…with…visible-light…
activating…titanium…dioxide…photocatalyst.…Dent…Mater…J…
30（5）：723-729,…2011

18.…◎Kitasako…Y,…Tanaka…M,…Sadr…A,…Hamba…H,…Ikeda…
M,…Tagami…J.…Effects…of…a…chewing…gum…containing…
phosphoryl…oligosaccharides…of…calcium…（POs-Ca）…and…
fluoride…on…remineralization…and…crystallization…of…
enamel…subsurface…lesions…in…situ.…J…Dent…39（11）：…771-
779,…2011

19.…◎Kitayama…S,…Nasser…NA,…Pilecki…P,…Wilson…RF,…Nikaido…
T,…Tagami…J,…Watson…TF,…Foxton…RM.…Effect…of…resin…
coating…and…occlusal…loading…on…microleakage…of…class…II…
computer-aided…design/computer-aided…manufacturing…
fabricated…ceramic…restorations：…a…confocal…microscopic…
study.…Acta…Odontol…Scand…69（3）：182-192,…2011

20.…◎Kunawarote…S,…Nakajima…M,…Foxton…RM,…Tagami…J.……
Pretreatment…effect…of…mildly…acidic…hypochlorous…acid…
on…adhesion…to…caries-affected…dentin…using…a…self-etch…
adhesive.…Eur…J…Oral…Sci…119（1）：…86-92,…2011

21.…◎Kuribayashi…M,…Kitasako…Y,…Matin…K,…Sadr…A,…Shida…K,…
Tagami…J.…Intraoral…pH…measurement…of…carious…lesions…
with…qPCR…of…cariogenic…bacteria…to…differentiate…caries…
activity.…J…Dent…（in…press）

22.…◎Makishi…P,…Shimada…Y,…Sadr…A,…Tagami…J,…Sumi…Y.…
Non-destructive…3D…imaging…of…composite…restorations…
using…optical…coherence…tomography：…marginal…
adaptation…of…self-etch…adhesives.…J…Dent…39（4）：…316-25,…
2011

23.…◎Natsume…Y,…Nakashima…S,…Sadr…A,…Shimada…Y,…Tagami…
J,…Sumi…Y.…Estimation…of…lesion…process…in…artificial…root…
caries…by…swept…source…optical…coherence…tomography…in…
comparison…to…transverse…microradiography.…J…Biomed…
Opt…16（7）：…071408,…2011

24.…◎Nikaido…T,…Chikawa…C,…Li…N,…Takagaki…T,…Sadr…A…
,Yoshida…Y,…Suzuki…K,…Tagami…J.…Effect…of…functional…
monomers…in…all-in-one…adhesive…systems…on…formation…
of…enamel/dentin…acid-base…resistant…zone.…Dent…Mater…J…
30（5）：576-582,…2011

25.…◎Nurrohman…H,…Nikaido…T,…Sadr…A,…Takagaki…T,…
Kitayama…S,…Ikeda…M,…Waidyasekera…K,…Tagami…J.…Long-

term…regional…bond…strength…of…three…MMA-based…
adhesive…resins…in…simulated…vertical…root…fracture.…Dent…
Mater…J.…30（5）：655-663,…2011

26.…Oyanagi…T,…Tagami…J,…Matin…K.…Potentials…of…
Mouthwashes…in…Disinfecting…Cariogenic…Bacteria…and…
Biofilms…Leading…to…Inhibition…of…Caries.…The…Open…Dent…
J…（in…press）

27.…◎Prasansuttiporn…T,…Nakajima…M,…Kunawarote…S,…
Foxton…RM,…Tagami…J.…Effect…of…reducing…agents…on…
bond…strength…to…NaOCl-treated…dentin.…Dent…Mater…27…

（3）：…229-234,…2011
28.…◎Sadr…A,…Nikaido…T,…Takagaki…T,…Hariri…I,…Nazari…A,…

Tagami…J.…Ultra-morphological…and…Nanomechanical…
Characterization…of…Reinforced…Enamel…and…Dentin…by…
Self-etch…Adhesives：…The…Super…Tooth.…J…Nano…Res…（in…
press）

29.…◎Seki…N,…Nakajima…M,…KishikawaR,…HosakaK,…Foxton…
RM,…TagamiJunji.…The…influence…of…light…intensities…
irradiated…directly…and…indirectly…through…resin…
composite…to…self-etch…adhesives…on…dentin…bonding.…Dent…
Mater…J…30（3）：…315-322,…2011

30.… Senawongse…P,…Pongprueksa…P,…Hannirattisai…C,…Sumi…
Y,…Otsuki…M,…Shimada…Y,…Tagami…J.…Non-destructive…
assessment…of…cavity…wall…adaptation…of…class…V…
composite…restoration…using…swept-source…optical…
coherence…tomography.…Dent…Mater…J…30（4）：…517-22,…
2011

31.…◎Shinoda…Y,…Nakajima…M,…Hosaka…K,…Otsuki…M,…Foxton…
RM,…Tagami…J.…Effect…of…smear…layer…characteristics…on…
dentin…bonding…durability…of…HEMA-free…and…HEMA-
containing…one-step…self-etch…adhesives.…Dent…Mater…J…30

（4）：…501-510,…2011
32.…◎Shinoki.T,…Kato…J,…Otsuki…M,…Tagami…J.…Effect…of…

cavity…preparation…with…Er：YAG…laser…on…marginal…
integrity…of…resin…composite…restorations.…Asian…Pac…J…
Dent…11（1）：19-25,…2011

33.…◎Takahashi…M,…Nakajima…M,…Hosaka…K,…Ikeda…M,…
Foxton…RM,…Tagami…J.…Long-term…evaluation…of…water…
sorption…and…ultimate…tensile…strength…of…HEMA-
containing/-free…one-step…self-etch…adhesives.…J…Dent…39

（7）：506-12,…2011
34.…◎Takahashi…R,…Nikaido…T,…Tagami…J,…Hickel…R,…

Kunzelmann…KH.…Contemporary…adhesives：…marginal…
adaptation…and…microtensile…bond…strength…of…class…II…
composite…restorations.…Am…J…Dent…（in…press）

35.…◎Tanno…K,…Hiraishi…N,…Otsuki…M,…Tagami…J.…Evaluation…
of…cavity…adaptation…of…low-shrinkage…composite…resin.…
Asian…Pac…J…Dent…11（1）：27-33,…2011

36.…◎Tsai…Y-L,…Nakajima…M,…Wang…C-Y,…Foxton…RM,…Lin…
C-P,…Tagami…J.…Influence…of…etching…ability…of…one-step…
self-etch…adhesives…on…bonding…to…sound…and…non-carious…
cervical…sclerotic…dentin.…Dent…Mater…J…30（6）：…941-947,…
2011
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37.…◎Uchida…R,…Matin…K,…Tagami…J.…An…in…vitro…study…to…
assess…the…efficacy…of…OH-…ion…superadded…alkali-ion…
water…in…inhibiting…caries…and…secondary…caries.…Asian…
Pac…J…Dent…11：1-8,…2011.

38.…◎Sadr…A,…Nakashima…S,…Shimada…Y,…Tagami…J,…Sumi…
Y.…Longitudinal…assessment…of…subsurface…artificial…
root…caries…lesions…by…optical…coherence…tomography…in…
comparison…with…transverse…microradiography.…Proc…
SPIE…8208…（in…press）.

7）総説ならびに著書
［総説］ 

（英文）
1.… Nakajima…M.…Kunawarote…S,…Prasansuttiporn…T,…Tagami…

J.…Bonding…to…caries-affected…dentin.…Japanese…Dental…
Science…Review…47（2）：…102-114,…2011

2.… Nikaido…T,…Inoue…G,…Takagaki…T,…Waydeasekera…K,…Iida…
Y,…Shinohara…SM,…Sadr…A,…Tagami…J.…New…strategy…
to…create…"Super…Dentin"…using…adhesive…technology;…
Reinforcement…of…adhesive-dentin…interface…and…
protection…of…tooth…structures.…Japanese…Dental…Science…
Review…47：…31-42,…2011

（イタリア語）
1.… Nikaido…T,…Inoue…G,…Takagaki…T,…Waydeasekera…K,…Li…

N,…Sadr…A,…Tagami…J.…La…strategia…del…"Super…Dente"：…il…
rafforzamento…dentina/smalto…grazie…alla…tecnologia…self-
etching.…ildentistamodemo…（in…press）

（和文）
1.… 井上剛、田上順次.接着材料としてのセルフアドヒー

シブレジンセメントの効果。日本歯科理工学会誌、
30（3）150-153、2011

2.… 島田康史、有吉芽生、今井加奈子、マキシパトリシア、
吉岡俊彦、田上順次、角保徳.光干渉断層計（OCT）
を利用した非破壊断層画像診断.日本歯科理工学会雑
誌30（1）：…21-24.2011

3.… 島田康史.微小剪断接着試験の基礎理論と測定法.接
着歯学…29（2）：…98-102、2011.

4.… 趙…永哲、須永昌代、田上順次、木下淳博.歯科診療
室-講義室間のインターネット同時中継によるライブ
講義システムの開発と評価.日本歯科理工学会誌…30

（3）：…158-160、2011

［著書］

1.… 田上順次.粘接性 合樹脂修 体臨床指南
zhanjiexing…fuheshuzhi…xiufuti…linchuang…zhinan…. 人
民軍医出版社　印次2011年1月

2.… 田上順次.歯科の疫学調査における歯科疾患の診断基
準並びに客対数に関する研究.厚生労働科学研究費助
成金地域医療基盤開発推進研究事業.平成22年度総
括・分担研究報告書.2011年3月

3.… 田上順次.日常臨床で必ず使える…コンポジットレ
ジン修復の一手.クインテッセンス出版株式会社　
YEAR…BOOK…2011.2011年1月10日

4.… 田上順次.コンポジットレジンによる歯冠審美修復の
未来（前編）.日本歯科評論.別刷.通刊822号　vol.71……
no.5.…2011年5月

5.… 石川…烈…編…大槻昌幸、田上順次、Er：YAGレーザー
の基礎と臨床、211ページ、2011年…

8）平成23年度までの自己評価
　GCOE開始以来、これまでの研究成果の臨床への応
用、普及に努め、Super…Dentin,…Super…Enamel…を含む
Super…Tooth…の創出に関する論文を7編、OCTに関す
る論文を8編発表した。その他歯質接着の領域で、接着
耐久性の向上、新材料の開発などに関する論文などを
含めて、40報の英文論文を発表した。Super…Toothの概
念、OCTによる新しいう蝕診断法の普及のため、国内
外で講演を行い、研究者だけでなく、オピニオンリー
ダーとされる臨床家に情報提供することができた。特に、
OCTについては臨床応用可能な試作機を製作し、倫理
審査委員会の承認を得て、臨床評価を開始するに至った。
　これらの成果は国際的にも評価されつつあり、23年度
中の外国人研究者の受け入れは8名である。大学院博士
課程には外国人留学生としてあらたに6名を受け入れた。
うち2名は母国の奨学金受給者でさらに2名は国費（文部
科学省）留学生で、優秀な留学生を確保することができた。
　分野での教育研究の環境整備のため、外部資金の獲得
に努め、科学研究費のほか、受託研究、奨学寄附金など
を得ることができた。これらの資金により、2名の特任
教員を昨年から継続して雇用することができた。これら
の特任教員とともに行った研究は学会でも高く評価され、
学術賞を受賞している。
　学生、若手教員とも総じて優れた成果を挙げ、内外で
の発表の経験を積み、各個人の存在感も大きくなってい
る。教室員が各種学術プログラムで特別講演やシンポジ
ストとして、招待されることも増加している。

9）和文原著論文
1.… 田上順次,千田彰,大槻昌幸,二階堂徹,中島正俊,友田

篤臣,山田三良,河合利浩.可視光応答型酸化チタン光
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触媒を含む漂白材（ティオノフィス）の臨床評価.日
歯保存誌…54（2）：…131-141、2011

2.… 吉川孝子 ,…WATTANAWONGPITAK…N,…趙　永哲 ,…
田上順次.……コンポジットレジンの接着強さに及ぼす
残存象牙質厚さの影響.…日本歯科保存学雑誌…54（6）：…
442447、2012

3.… 吉川孝子,…WATTANAWONGPITAK…N,…田上順次.……
窩洞内各面に対するコンポジットレジンの接着強さ.…
日本歯科保存学雑誌…（印刷中）、2012

4.… 吉川孝子,…WATTANAWONGPITAK…N,…田上順次.……
コンポジットレジンの接着強さに及ぼす象牙細管の
影響.…日本歯科保存学雑誌…（印刷中）、2012

10）学会発表（英文）
1.… …Aksornmuang…J,…Nakajima…M,…Senawongse…P,…Tagami…

J.……Effect…of…C-factor…and…resin…volume…on…the…bonding…
to…root…canal…with…and…without…fibre…post…insertion.…The…
4th…International…Congress…on…Adhesive…Dentistry,…Oral,…
Seoul,…Korea,…April…15-17,…2011

2.… ◎Islam…MS,…Hiraishi…N,…Otsuki…M,…Tagami….…Effect…of…
Hesperidin…Incorporation…into…the…Primer…of…a…Self-
etching…Adhesive…on…Micro…Tensile…Bond…Strength…to…
Dentin.…The…4th…International…Congress…on…Adhesive…
Dentistry.…Poster…and…Oral,…Korea,…Date：…April…15-17,…
2011

3.… ◎Sadr…A,…Bartakova…S,…Parchar…P,…Hariri…I,…Nazari…A,…
Shimada…Y,…Tagami…J,…Sumi…Y.…Adhesion…of…Flowable…
Composite…in…Class…I…Cavities：…Combination…of…SS-OCT…
Imaging…and…Microtensile…Bond…Strength.…4th,…IAD,…
Seoul,…Oral,…April…15-17,…2011

4.… ◎Prasansuttiporn…T,…Nakajima…M,…Foxton…RM,…Tagami…
J.…Scrubbing…effect…of…self-etching…adhesives…on…bond…
strength…to…NaOCl-treated…dentin.…The…4th…International…
Congress…on…Adhesive…Dentistry,…Oral,…Seoul,…Korea,…
April…15-17,…2011

5.… ◎…Yoshikawa…T,…Wattanawongpitak…N,…Cho…E,…Tagami…
J.…Effect…of…Remaining…Dentin…Thickness…on…Bond…
Strength.…The…4th…International…Congress…on…Adhesive…
Dentistry,…Oral,…Seoul,…April…15-17,…2011

6.… Sadr…A.…Ultra-morphological…and…Nanomechanical…
Characterization…of…Reinforced…Enamel…and…Dentin…
by…Self-etch…Adhesives：…The…Super…Tooth,…7th…
International…Conference…on…Diffusion…in…Solids…and…
Liquids,…June…24,…2011,…Algarve,…Portugal.

7.… Hamba…H,…Nikaido…T…and…Tagami…J.…Quantitative…micro-
computed…tomography…for…investigation…of…enamel…de/
remineralization：…Creation…of…“Super…enamel”…The…1st…
Tri-University…Consortium,…Oral,…Bangkok,…Thailand,…
August…4-5,…2011

8.… Sadr…A,…Shimada…Y,…Tagami…J,…Sumi…Y.…Innovative…

Composite…Evaluation…Method：…Cavity…Adaptation…
Combined…with…Bond…Strength.…59th,…JADR,…Hiroshima,…
Poster,…October…8-9,…2011

9.… Bakhsh…TA,…Sadr…A,…Shimada…Y,…Sumi…Y,…Tagami…J.…
Composite…Failure…Assessment…in…Different…Filling…
Techniques…using…SS-OCT.…59th,…JADR,…Hiroshima,…
Poster,…October…8-9,…2011

10.…Hamba…H,…Nikaido…T,…Nakashima…S,…Sadr…A…and…Tagami…
J.…Quantitative…Measurement…of…Enamel…Lesion…Using…
Micro-computed…tomography…and…Micro-radiography.…
Academy…of…Dental…Materials,…Poster,…Bahia,…Brazil,…
October…13-15,…2011

11.…◎…Islam…MS,……Hiraishi…N,…Otsuki…M,…Tagami…J.…Effect…
of…Incorporation…of…Hesperidin…in…a…Self-etching…Primer…
on…Dentin…Bond…Strength.…135th,…The…Japanese…Society…
of…Conservative…Dentistry,…Oral,…Osaka,…October…20-21,…
2011.

12.…◎…Yoshikawa…T,…Wattanawongpitak…N,…Cho…E,…Tagami…
J.…Effect…of…Remaining…Dentin…Thickness…on…Bond…
Strength.…The…4th…International…Congress…on…Adhesive…
Dentistry,…Oral,…Seoul,…April…15-17,…2011.

13.…◎…Takahashi…R,…Nikaido…T,…Tagami…J.…Contemporary…
adhesives：…marginal…adaptation…and…microtensile…bond…
strength…of…class…II…composite…restorations,…13th,…Joint-
Scientific…Meeting…of…KACD…and…JSCD,…Poster,…Soul,…
November…11-13,…2011

14.…◎…Sadr…A,…Nakashima…S,…Shimada…Y,…Tagami…J,…Sumi…
Y.…Longitudinal…assessment…of…subsurface…artificial…
root…caries…lesions…by…optical…coherence…tomography…in…
comparison…with…transverse…microradiography.…Lasers…
in…Dentistry…XVIII,…SPIE…Photonics…West,…San…Francisco,…
Oral,…January…21-26,…2012

15.…◎Bakhsh…TA,…Sadr…A,…Shimada…Y,…Khunkar…S,…Tagami…
J,…Sumi…Y.…Relationship…between…Non-destructive…OCT…
Evaluation…of…Resins…Composites…and…Bond…Strength…in…a…
Cavity.…Lasers…in…Dentistry…XVIII,…SPIE…Photonics…West,…
San…Francisco,…Oral,…January…21-26,…2012

16.…◎Hariri…I,…Sadr…A,…Shimada…Y,…Nakashima…S,…Sumi…Y,…
Tagami…J.…Relationship…between…Refractive…Index…and…
Mineral…Content…of…Enamel…and…Dentin…Using…SS-OCT…
and…TMR.…Lasers…in…Dentistry…XVIII,…SPIE…Photonics…
West,…San…Francisco,…Poster,…January…21-26,…2012

…11）学会発表（和文）
1.… 鷹佐知子,…マティン…カイルール,…小柳岳大,…田上順次.…

次亜塩素酸電解水による歯科用切削バーの短時間で
の殺菌効果について.…第134回日本歯科保存学会春季
学術大会、浦安、2011年6月9、10日

2.… 木島峯雄,木島武尊,横瀬敏志,大槻昌幸、田上順次.新
しいタイプの歯周病治療（第10報）-レーザーとプ
ロポリスを用いて歯槽骨の造成-.第134回日本歯科保
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存学会春季学術大会、浦安、2011年6月9,10日
3.… サダルアリレザ、マンドゥラモナ、田上順次.…ナノ

インデンテーションを用いた深い寵洞でフロアプル
レジンベースの評価に関する検討.第134回日本歯科
保存学会春季学術大会、浦安、2011年6月9、10日

4.… 田中美由紀、北迫勇一、池田正臣、田上順次.…唾液
分泌量および唾液緩衝能と最大咬合圧の関連性第.134
回日本歯科保存学会春季学術大会、千葉、2011年6
月9、10日

5.… Thitthaweerat…Suppason、坂野若詠、中島正俊、田
上順次.ワンステップデュアルキュア接着システムに
おける化学重合硬化の放置時間が根管象牙質への接
着強さに及ぼす影響について.第134回日本歯科保存
学会学術大会,浦安、2011年6月9、10日.

6.… 中嶋省志、島田康史、夏目悠子、角保徳、サダルア
リレザ、田上順次.　SS-OCTを用いた象牙質脱灰病
変（表層下脱灰）の経時観察と定量評価の試み.第
134回日本歯科保存学会春季学術大会、浦安、2011
年6月9、10日　

7.… ナザリアミル、サダルアリレザ、田上順次、島田康
史、角保徳.　SS-OCTを用いたⅠ級窩洞における各
種フローアブルレジンの接着界面の考察.第134回日
本歯科保存学会春季学術大会、浦安、2011年6月9、
10日　

8.… Bakry…A、大槻昌幸、田上順次.第134回　日本歯科
保存学会春季学術大会.浦安.2011年6月9,10日

9.… 平石典子,…曽野良平,…ISLAM…MD.SOFIQU,…大槻昌幸,…
田上順次,…高塚勉.…ヘスペリジンによる牛歯根面象牙
質の脱灰抑制、再石灰化効果-新しい根面齲蝕予防
のアプローチ……第I34回日本歯科保存学会春季学術大
会、千葉、6月9-10日、2011.

10.…マンドゥラモナ、サダルアリレザ、田上順次、島田
康史、角保徳.　SS-OCTとナノインデンテーション
法による硬化象牙質の光学的ならびに機械的特性.第
134回日本歯科保存学会春季学術大会、浦安、2011
年6月9、10日

11.…島田康史、田上順次、角保徳.学生実習におけるコン
ポジットレジン修復のSS-OCTを用いた断層画像評
価.第30回日本歯科医学教育学会総会および学術大会、
東京、2011年、7月15、16、17日　

12.…藤巻太一朗、中島正俊、坂野若詠、有吉芽生、大竹志保、
駒田亘、吉田恵一、池田正臣、三浦宏之、荒木孝二、
田上順次 .台湾歯科学生臨床模擬実習コンテスト参加
への取り組み.第30回日本歯科医学教育学会総会・学

術大会および記念大会、東京、2011年7月16、17日…
13.…大槻昌幸、田上順次、河合利浩、千田…彰.歯の明度

とオフィスホワイトニングの効果に各種因子が及ぼ
す影響.第22回日本歯科審美学会学術大会.奈良.2011
年10月8、9日

14.…サダルアリレザ、田上順次、島田康史、角保徳.OCT
を用いたⅠ級窩洞のフローアブルレジンベースのリ
アルタイム2次元断層画像撮影.第135回日本歯科保
存学会秋季学術大会、大阪、2011年10月20、21日

15.…平石典子、大槻昌幸、田上順次.STD-NMR法を用い
たコラーゲンモデルと接着性モノマー相互作用の分
析.第135回日本歯科保存学会秋季学術大会.2011年
10月20,21日

16.…北迫勇一、池田正臣、小林隆嗣、田中智子、釜阪寛、
Alireza…Sadr、田上順次 .…エナメル質初期う蝕最表層
部におけるPOs-Caおよびフッ素配合ガム咀嚼後の微
小硬さ変化ならびにフッ素分布.…日本歯科保存学会
2011年度秋季学術大会、大阪、2011年10月20,21日

17.…中嶋省志、島田康史、夏目悠子、角保徳、サダルア
リレザ、田上順次.SS-OCTを用いた脱灰象牙質の再
石灰化度の測定.第135回日本歯科保存学会秋季学術
大会、大阪、2011年10月20、21日　

18.…半場秀典,井上剛,二階堂徹 ,田上順次 .新規歯面処理
材によるエナメル質表層下脱灰病変の再石灰化効果.第
135回日本歯科保存学会秋季,大阪,2011年10月20,21日

19.…平石典子,大槻昌幸,…田上順次.…STD-NMR法を用い
たコラーゲンモデルと…接着性モノマー相互作用の分
析.第I35回日本歯科保存学会、大阪、10月20-21日、…
2011.

20.…Thitthaweerat…Suppason、中島正俊、田上順次 .ワン
ボトル・セルフエッチボンディング材を応用した新規デュ
アルキュアレジンコアシステム（MTB-200/NDC-100）
の根管壁象牙質に対する接着性能.第135日本歯科保
存学会学術大会,大阪、2011年10月20、21日

21.…吉川孝子、Nipaporn…Wattanawongpitak、趙永哲、
田上順次.…レジンの象牙質接着強さに及ぼす残存象
牙質厚さの影響について.第135回日本歯科保存学会
秋季学術大会、大阪、2011年10月20、21日

22.…島田康史、大槻昌幸、田上順次、角保徳.学生実習に
て行ったコンポジットレジン修復のSS-OCTによる
評価.第76回口腔病学会学術大会、東京、2011年12
月9、10日

23.…袁…楊、Kong…Kalyan、大槻昌幸、田上順次.油分の
付着がセルフエッチングタイプ接着材の象牙質接着
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に及ぼす影響.第30回日本接着歯学会学術大会.函
館.2012年1月21,22日.

24.…吉峰斉昭、サダルアリレザ、島田康史、田上順次、
角保徳.OCTを用いた低収縮性コンポジットレジン
の光照射前後の適合に対する画像診断.第30回日本
接着歯学会学術大会、函館、2012年1月21、22日

25.…中川寿一、サダルアリレザ、島田康史、中嶋省志、
田上順次、角保徳.脱灰エナメル質におけるレジン浸
透材のSS-OCT観察.第30回日本接着歯学会学術大会、
函館、2012年1月21、22日

26.…和田郁美、島田康史、サダルアリレザ、中嶋省志、
田上順次、角保徳.クサビ状欠損のSS-OCTによる断
層画像診断.第30回日本接着歯学会学術大会、函館、
2012年1月21、22日

12）受賞
First…place…outstanding…paper…award,…Sadr…A,…Bartakova…S,…
Parchar…P,…Hariri…I,…Nazari…A,…Shimada…Y,…Tagami…J,…Sumi…
Y.…Adhesion…of…Flowable…Composite…in…Class…I…Cavities：…
Combination…of…SS-OCT…Imaging…and…Microtensile…Bond…
Strength.…The…4th…International…Conference…on…Adhesive…
Dentistry,…Seoul,…Korea,…April…15-17,…2011.

The…first…place…outstanding…poster,…IAD,…2011,…Islam…
MS,…Hiraishi…N,…Otsuki…M,…Tagami.…Effect…of…Hesperidin…
Incorporation…into…the…Primer…of…a…Self-etching…Adhesive…
on…Micro…Tensile…Bond…Strength…to…Dentin.…The…4th…
International…Congress…on…Adhesive…Dentistry,…Korea,…April…
15-17,…2011.

13）外部資金の獲得状況
受託研究

研究題目：リン酸化オリゴ糖カルシウムの歯の再石灰
化効果に関する研究
代表：田上　順次
期間：平成20年―平成24年
研究費総額：1454万円

委託研究

研究題目：口腔内プローブを用いた光干渉断層計（OCT）
の臨床応用
代表：田上　順次
研究費総額：150万円

委託研究

研究題目：近赤外光・レーザーを用いた新たな歯科疾
患診断・治療用機器の開発に関する研究
代表：田上　順次

研究費総額：600万円
科学研究費補助金、基盤B

研究題目：光干渉断層計の歯冠修復領域への応用
代表：…田上　順次
期間：平成23年―平成25年
研究費総額：832万円

科学研究費補助金、　挑戦的萌芽

研究題目：コラーゲンの高分子修飾と高密度石灰化ハ
イブリッドSuper…Dentinの誘導形成
代表：…田上　順次
期間：平成23年―平成24年
研究費総額：106万円

科学研究費補助金、基盤C

研究題目：歯の漂白の評価のための変色歯モデルと評
価システムの開発
代表：大槻…昌幸
期間：平成21―平成24年
研究費総額：405万円

科学研究費補助金、基盤C

研究題目：レジン修復物の重合収縮応力緩和と接着性
能同時向上効果を有する臨床技法の開発
代表：吉川　孝子
期間：平成22年―平成24
研究費総額：322万円

科学研究費補助金、基盤C

研究題目：非侵襲的トモグラフィーを用いた修復物の
欠陥と二次う蝕の精密画像診断
代表：…島田　康史
期間：平成21年―平成23年
研究費総額：470万円

科学研究費補助金、基盤C

研究題目：クロルヘキシジン含有・歯科接着剤の抗菌
性、接着耐久性の研究
代表：平石…典子
期間：平成22年―平成24年
研究費総額：500万円

平成23年度8020研究推進

研究題目：根面う蝕に関与する唾液中のバイオマーカー
の加齢による変化　
代表：平石…典子
期間：平成22年―平成23年
研究費総額：80万円

科学研究費補助金、若手B

研究題目：アシッドベースレジスタントゾーンの精査
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と改質
代表：井上　剛
期間：平成22年―平成25年
研究費総額：300万円

科学研究費補助金、若手研究B

研究題目：光干渉断層画像診断法の歯科臨床への応用
代表：岸川　隆蔵
期間：平成21年―平成23年
研究費総額：310万円

科学研究費補助金、若手研究B 

研究題目：周波数掃引光コヒーレンストモグラフィー
の信号強度と歯硬組織の特性の関連性
代表：サダル　アリレザ
期間：平成22年―平成24年
研究費総額：200万円

科学研究費補助金、若手研究B

研究題目：マイクロCTによる光重合型コンポジット
レジンの重合収縮挙動の観察の研究
代表：趙　永哲
期間：平成23年―平成25年
研究費総額：182万円

科学研究費補助金、若手研究B

研究題目：3次元動的解析法を用いた疎水性接着シス
テムの開発
代表：保坂　啓一
期間：平成23年―平成25年
研究費総額：382万円

14）特別講演、招待講演、シンポジウム
1.… 田上順次.「百歳まで歯を守る知恵と技術」.市民フォー

ラム.岡山大学創立五十周年記念館.2011年2月6日
2.… 田上順次.The…4th…International…Congress…on…

Adhesive…Dentistry…Symposium：How…to…evaluate…
bonding?…

「Micro-tensile,…micro-shear…or…conventional…test?」
基調講演、Hotel…Millennium…Hiltonソウル、2011年
4月16日

3.… 田上順次.「Esthetic…restorations…supported…with…
innovations…technologies」特別講演、協力関係検
討の打ち合わせ、マサリク大学医学部口腔科学科、
2011年5月6日

4.… 田上順次.「OCTの歯科保存領域への応用」講演.日
本医用歯科機器学会.大阪歯科大学　天満橋学舎（附
属病院）.2011年7月31日

5.… 田上順次.CU-TMDU…Young…Researchers’…Meeting
出席、チュラロンコン大学歯学部CU-TMDU…
Research…and…Education…Collaboration…Center、2011
年8月3日

6.… 田上順次.「Promotion…interdisciplinary…international…
projects…and…educating…research-oriented…health…
care…professionals」講演、The…1st…Tri-University…
Consortium…on…Oral…Science…and…Education,…
Chulalongkorn-Peking-Tokyo…Medical…and…Dental…
University、チュラロンコン大学歯学部Than…Phu…
Ying…Petchara…Auditorium、2011年8月4日

7.… 田上順次.「人生は短い、今何をすべきか」三重高等
学校OB.三重中学校・三重高等学校創立50周年記念
講演会.三重高等学校第一体育館.2011年10月28日

8.… 田上順次.「メタルフリーを成功に導く接着材とその
使い方」コメンテーター.日本接着歯学会2011年度
シンポジウム「-メタル?メタルフリー?それが問題
だ!-」.鹿児島大学鶴陵会館.2011年9月4日

9.… 田上順次.「コンポジットレジンが実現する究極の
MI」講演.第22回日本歯科審美学会学術大会シンポ
ジウム3.奈良県新公会堂.2011年10月9日

10.…Sadr…A.…Innovative…research…on…the…characterization…
of…dental…restorative…composite…materials,…89th…Open…
Session…of…Tooth…and…Bone…GCOE,…IRCMSTBD,…
Tokyo…Medical…and…Dental…University,…November…
14,…2011.

…11.…田上順次.「Dental…education…in…Japan…and…TMDU」
及び「Innovations…in…adhesive…dentistry…and…
aesthetic…dentistry」講演、マサリク大学医学部口腔
科学科、2011年12月12日

15）主催学会
第132回…日本歯科保存学会春季学術大会、2010年6
月4、5日、熊本

16）新聞、雑誌、TV報道　
TV

1.… 報道1.田上順次.TBS「カラダのキモチ―聞かぬは一
生の損!?…歯医者さんが語る!歯の全て―」出演.2011
年3月6日.
http：//topicsnow.blog7 2.fc2.com/blog-entry-1 3 3 6.
html

2.… 田上順次.TBS「カラダのキモチ―聞かぬは一生の損!?…
歯医者さんが語る!歯の全て―」出演.2011年6月19日.



71Annual Report 2011

田上 順次

http：//topicsnow.blog7 2.fc2.com/blog-entry-1 3 3 6.
html

3.… 田上順次.NHK…BSプレミアム「アインシュタインの
眼」出演.……2011年9月14日.
http：//www.nhk.or.jp/einstein/archive/1110.html

17）GCOE総合講義

<第89回GCOE国際総合プレゼンテーション>

日時：平成23年3月28日

演題：Various approach to create the super tooth  

演者：Junji Tagami  GCOE lecture 
Through…the…studies…of…dentin…bonding,…a…new…dentin…
structure…that…showed…more…resistant…to…the…acid…and…base…
attacks…than…normal…dentin.……This…acid-base…resistant…dentin…
is…observed…adjacent…to…the…hybrid…layer…only…when…the…self-
etching…type…adhesives…are…applied.……We…named…this…new…
dentin…layer…as…the…“…Super…Dentin”.……
The…mechanism…of…creating…the…Super…Dentin…is…still…unclear,…
however,…the…penetration…of…the…adhesive…resin…monomer…to…
the…dentin…under…the…demineralization…front…by…self…etching…
effect…must…be…necessary.……Plausible…chemical…modification…
of…dentin…with…the…adhesive…resin…monomers…is…expected.……
……The…Super…Dentin…is…believed…to…be…very…effective…to…
prevent…the…recurrent…caries…at…the…dentin…margin,…as…well…
as…improvement…of…dentin…bond…durability.………
……The…dentin…bond…durability…was…also…improved…by…adhesive…
resins…that…can…release…fluoride…ion.……Clearfil…SE…Protect,…
which…is…consisted…of…the…anti-bacterial…self-etching…primer…
and…fluoride…releasing…bond,…showed…stable…dentin…bonding…
even…after…a…long…period…storage…in…water.……Also,…the…
material…exhibited…the…thicker…Super…Dentin…creation…than…
the…materials…without…fluoride…release.……
Evidence…of…creation…of…the…“Super…Enamel”…is…also…
published…（Li…Na…et…al.,…2010）.……
The…Super…Tooth…including…Super…Dentin…and…Super…
Enamel…is…a…concept…of…a…dental…therapy…to…improve…the…
chemical…and…mechanical…properties…of…natural…teeth…and…
lesion…or…defect…of…tooth…for…providing…the…natural…and…
healthy…dentition…for…the…whole…life…longevity…of…the…people.……
Applications…of…fluoride,…restorative…materials,…anti-matrix…
metalloproteinases（MMPs）,…calcium…phosphate…are…
considered…to…contribute…to…create…the…Super…Tooth.……

日時：平成23年11月14日（月）

演題：『歯科コンポジットレジンの評価に関する革新的

研究』

演者： Sadr Alireza
Innovative…research…on…the…characterization…of…dental…

restorative…composite…materials
This…lecture…aimed…to…give…an…overview…of…the…current…
treatments…provided…for…caries…using…direct…restorative…
materials,…and…discuss…the…relationship…between…clinical…
success…of…these…materials…with…the…ongoing…research…in…the…
field.…As…a…part…of…the…Super…Tooth…GCOE…project…we…are…
working…on…new…method…to…explore…most…clinically…relevant…
tests…for…laboratory…evaluation…of…dental…restoratives.…
Using…advanced…tomographic…imaging…systems…such…as…
OCT,…in…combination…with…micro-computed…tomography…
and…conventional…tests.…We…show…that…a…combination…
of…the…imaging…methodology…and…microtensile…bond-
strength…in…cavity…for…testing…of…restorative…materials…can…
be…a…meaningful…test…method.…We…also…present…real-time…
tomographic…imaging…of…adaptation…of…dental…composite…
during…placement,…polymerization…and…post-polymerization…
under…OCT,…to…discuss…various…approaches…that…the…
manufacturers…have…taken…to…address…the…polymerization…
shrinkage…issue.…Collectively…this…lecture…concludes…that…
rate…of…modulus…development…in…the…gel-phase…dominates…
volumetric…shrinkage…effects…in…stress…generation…of…
composites,…and…that…super-filled…composites…may…encounter…
some…adaptation…issues…other…than…shrinkage.…Moreover,…
compositional…incompatibilities…of…simplified…adhesives…
remain…unsolved…as…of…today.…Adaptation…and…adhesion…
are…still…research…priorities…in…restorative…dentistry;…dental…
composites…research…must…orient…towards…multiaspect…
and…combinatory…testing…in…clinically…relevant…cavities,…
establishing…new…testing…standards.…Our…OCT…methodology…
uniquely…offers…time-resolved…analysis…of…defect…formation…
and…propagation…in…dental…composites,…shedding…light…on…the…
mechanisms…of…failure.

18） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
准 教 授… 大槻　昌幸
准 教 授… 佐々木　好幸
講　　師… 二階堂　徹
　… 中島　正俊
助　　教… 吉川　孝子
　… 島田　康史
　… 北迫　勇一
　… 岸川　隆蔵
　… 井上　　剛
　… 趙　　永哲
　… 保坂　啓一
　… 高垣　智博
　… 原田　直子
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GCOE

特任講師… 　Alireza…SADR
特任講師… 　中嶋　省志
特任助教… 　平石　典子
日本学術振興会特別研究員　　Ahmed…BAKRY
JICA日本研修員　　Patricia…MAKISHI
大学院4年…　荒牧　　音
　… 　高井　智行
　… 　田中　美由紀
　… 　矢作　智花
　… 　小柳　岳大
　… 　夏目　悠子
　… 　坪根　真子
　… 　田野　絵里
… ○半場　秀典
　… 　神原　啓介
　… 　Hamid…NURROHMAN………
　… 　Amir…NAZARI…　
　… 　Sitthikorn…KUNAWAROTE……
… ○Ilnaz…HARIARI
大学院3年…　今井　加奈子
　… 　今村　友美
　… 　鵜鷹　佐知子…
　… 　丸藤　伊織
　… 　桐原　　大
　… 　栗林　恵美
　… 　坂野　若詠
　… 　美田　　瞳
… ○Taweesak…PRASANSUTTIPORN
大学院2年…　Gerardo…Jose…JOVES…Mendez
　… 　田中　　梓
　… 　貝ノ瀬　公典
　… 　Mona…Mohammad…MANDURA
　… 　Md.…Sofiqul…ISLAM
　… 　中川　寿一
　… 　Haidil…Akmal…MAHDAN
　… 　Ena…LODHA
　… 　Suppason…THITTHAWEERAT　
… ○Turki…A…BAKHSH　
大学院1年…　松井　七生子
　… 　和田　郁美
　… 　上杉　有美子
　… 　吉峰　斉昭
　… 　太嶋　恵美

　… 　永井　茂之
　… 　Mohannad…NASSAR
　… 　Ornnicha　THANATVARAKORN…
　… 　Alaa…TURKISTANI…
　… 　Teerapong…MAMANEE
　… 　Sahar…Jameel…KHUNKAR
　… 　喬　　　華（キョウ　カ）
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Effects of CPP-ACP with sodium fluoride on inhibition of
bovine enamel demineralization: A quantitative assessment
using micro-computed tomography

H. Hamba a,b, T. Nikaido a,*, G. Inoue a, A. Sadr b, J. Tagami a,b

aCariology and Operative Dentistry, Department of Restorative Sciences, Graduate School of Medical and Dental Sciences,

Tokyo Medical and Dental University, 1-5-45, Yushima, Bunkyo-ku, Tokyo 113-8549, Japan
bGlobal Center of Excellence (GCOE) Program, International Research Center for Molecular Science in Tooth and Bone Diseases at Tokyo

Medical and Dental University, Tokyo, Japan

1. Introduction

Enamel is the hardest substance in human body. Continuous

balanced demineralization and remineralization are natural

dynamic processes in enamel.1 If the balance is interrupted

and demineralization process dominates, it may eventually

lead to the development of caries lesions in enamel and

dentine.

In a neutral environment, the hydroxyapatite crystals of

enamel are in a dynamic equilibrium with calcium and

phosphate ions.2 Demineralization is caused by acids which
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Objectives: The present study evaluated the effects of casein phosphopeptide-amorphous

calcium phosphate (CPP-ACP) and CPP-ACP with 900 ppm fluoride (CPP-ACPF) pastes on

inhibition of enamel demineralization over time, using polychromatic micro-computed

tomography (micro-CT).

Methods: Enamel blocks were prepared from bovine teeth. The specimenswere each treated

by one of the following agents, 30 min daily for 7 days: deionized water (negative control);

CPP-ACP paste; CPP-ACPF paste; andNaF solutions (positive controls) (90, 900, and 9000 ppm

F). After treatment, the specimens were immersed in a demineralizing solution (pH 4.5) for

24, 72, and 120 h. Mean mineral loss (ML) and lesion depth (LD) after each period were

determined from mineral density profiles obtained using micro-CT.

Results: ML values in all the treatment groups were significantly smaller than those in the

control group after 72 and 120 h of demineralization ( p < 0.05, two-way ANOVA and t-test

with Bonferroni correction). ML values in CPP-ACPF and NaF solution groups were signifi-

cantly smaller compared to CPP-ACP group after 72 h (p < 0.05). LD values in the CPP-ACPF

and all the NaF solutions groups were significantly smaller compared to the control group

after 120 h ( p < 0.05). The 9000 ppm F group showed the lowest nominal ML and LD values.

Conclusions: The application of CPP-ACP or CPP-ACPF pastes to sound enamel surfaces

resulted in inhibition of enamel demineralization, and a better effect was noted for the

latter paste. Quantitative assessment using polychromatic micro-CT demonstrated to be

useful for detecting mineral density changes.
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have intrinsic or extrinsic sources; some acids are produced

when certain bacteria colonize on the tooth surface and

metabolize carbohydrates, and some are introduced into the

mouth as a part of food or drinks. The demineralization can be

reverted if the pH is neutralized and there are sufficient

bioavailable calcium and phosphate ions in the immediate

environment.3

As the ‘‘Minimal Intervention’’ concept4 becomes widely

spread, various products with tooth surface protection, anti-

cariogenic or remineralizing effects attract an increasing

attention. Casein phosphopeptides (CPP) containing the

cluster sequence -Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)- Glu-Glu- have been

reported to bind amorphous calcium phosphate, forming

small clusters of casein phosphopeptide-amorphous calcium

phosphate (CPP-ACP), thereby stabilizing calcium phosphates

in solution.5,6 CPP-ACP is reported to promote remineraliza-

tion through release of free calcium and phosphate ions by

several studies; Reynolds et al.,5,7 Poggio et al.,8 and Oshiro

et al.9 reported that the paste was effective against enamel

demineralization.

Historically, the effectiveness of topical sodium fluoride

(NaF) as a cariostatic agent has been established well, and

professional topical NaF applications are commonly used to

arrest the progression of active caries. Reynolds et al.

suggested that products containing CPP-ACP with NaF (CPP-

ACPF) might be superior in reducing caries risk, when

compared to CPP-ACP,7 whilst Pulido et al.10 and Kumar

et al.11 found a slight more demineralization with CPP-ACPF

compared to fluoridated paste applied without CPP-ACP.

Non-destructive techniques for evaluation of mineral

content enable long-term assessment of effects of the

remineralizing agents on enamel. Micro-computed tomogra-

phy (micro-CT) imaging provides a unique opportunity to

capture three-dimensional (3D) architectural information

from samples. Micro-CT has been frequently used in the

experiments exploring mineral density and structure of

mineral tissues, like bones and teeth.12–14 The technique is

also a promising method to assess demineralization or

remineralization in enamel or dentine.15–19 Micro-CT systems

are mainly classified into two types; synchrotron radiation

micro-CT that can produce parallel monochromatic X-ray

beams,20 and commercial or desktop micro-CT that can

produce polychromatic X-rays.18 Where the polychromatic

X-ray source is used, quantitative determination of mineral

density requires correction of beam-hardening artifacts,

especially in high mineral density tissues such as enamel.

Although micro-CT bears the advantage of obtaining 3D

information non-destructively when compared to the de-

structive two-dimensional (2D) techniques such as transversal

microradiography (TMR),21–23 few studies have to date

employed this technique to quantitatively evaluate the effects

of preventive agents on enamel.

Therefore, the aim of this study was to utilize polychro-

matic micro-CT for quantitative and non-destructive assess-

ment of the effects of CPP-ACP and CPP-ACPF pastes on

prevention of enamel demineralization over time. The null

hypotheses were that: CPP-ACP would have no preventive

effect on enamel demineralization, and that CPP-ACPF would

have no additional benefits for prevention of demineralization

compared to CPP-ACP.

2. Materials and methods

2.1. Specimen preparation

Aflow chart of the procedures in the present study is shown in

Fig. 1. Eight extracted, non-damaged permanent bovine

incisors were stored frozen until experiment. The teeth were

thoroughly cleaned and washed under running water to

remove all adherent soft tissues. Specimens were prepared by

cutting the teeth into 3 mm � 5 mm � 3 mm enamel–dentine

blocks using a low-speed diamond saw (Isomet, Buehler, Lake

Bluff, IL, USA) under water as a coolant. Each incisor was

sectioned into 6 blocks to give a total of 48 specimens.24 The

enamel surfaces were ground flat with 600–2000-grit silicon

carbide papers (Fuji Star, Sankyo Rikagaku, Saitama, Japan)

under runningwater. The surfaceswere then covered by a nail

varnish (CO11, Revlon, New York, NY, USA) leaving a window

(2 mm � 4 mm) exposed on the polished enamel surface of

each specimen. In order to set a reference landmark formicro-

CT scans, a hole (1.0 mm in diameter, 0.5 mm in depth) was

made at the side of each specimen by a diamond bur (440SS

ISO # 010, Shofu, Kyoto, Japan).

2.2. Specimen treatments

The 48 specimens were distributed to six treatment groups as

shown in Table 1: (a) deionized water (Milli-Q water, Millipore,

Billerica, MA, USA) as a negative control; (b) CPP-ACP paste

Fig. 1 – Flow chart of the study experimental design.
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(CPP-ACP) (Tooth Mousse, GC, Tokyo, Japan); (c) CPP-ACP with

900 ppm F paste (CPP-ACPF) (Tooth Mousse Plus, GC); and NaF

solutions with different concentrations as positive controls

adjusted at (d) 90 ppmF; (e) 900 ppmF; or (f) 9,000 ppmF asNaF

(NaF, Wako, Osaka, Japan) by adding deionized water.

Suspensions and solutions were prepared at a dilution of

1:3 (paste or solution: deionized water) for treatments

according to the procedure described by a previous study.11

The suspensions and solutions were thoroughly stirred and

mechanically agitated for 1 min by means of a vortex mixer

(MF-71, TGK, Tokyo, Japan). The specimens were immersed in

the suspension (or the solution) at 37 8C continuously for

30 min daily for 7 days. At other times during the treatment

period, the specimens were stored in deionized water in the

incubator at 37 8C. After each treatment, the specimens were

rinsed-off using a mild air–water spray for 15 s, and returned

to the storage medium. The suspensions and solutions were

refreshed every day.

2.3. Demineralization

The demineralizing solution contained 2.2 mM CaCl2, 2.2 mM

KH2PO4 and 50 mM acetic acid adjusted at pH 4.5 with 10 M

KOH according to a previous study.25 Each specimen was

individually immersed in 10 ml of the demineralizing solution

at 37 8C, and continuously stirred by a magnetic stirrer. The

specimens were removed from the solution after 24, 72, and

120 h of demineralization for micro-CT scanning. At 24 and

72 h, the specimens were returned into the demineralizing

solution after scanning. The demineralizing solution was also

refreshed every day.

2.4. Micro-CT scanning

A bench-top micro-CT system (InspeXio SMX-90CT, Shi-

madzu, Kyoto, Japan) was used to evaluate the mineral

density of the specimens. The micro-CT system can generate

polychromatic X-rays with a cone-beam geometry. A 0.2-mm-

thick brass (Cu–Zn) filter was installed in the beam path to

reduce beam-hardening effect, as suggested by Jennings26.

The specimen was mounted on a computer-controlled

turntable, which synchronized the rotation and the axial

shift. The nominal isotropic resolution of the setupwas 10 mm,

with an integration time of 400 s. The scanningwas performed

in the offset CT scanning mode, with the specimen being

rotated 3608 at rotation steps of 0.68. The tube voltage was

90 kV at a current of 109 mA. The distance fromX-ray source to

the sample was 11 mm, and that from X-ray source to the

detector was 283 mm. The sample wasmounted so that the X-

ray beam was perpendicular to the treated enamel surface. In

order to avoid drying of the specimen during scanning, a wet

wiper roll was placed on top of the specimen during the

scanning.

For the purpose of mineral density calibration, a series of

mineral reference phantoms (Phantoms, Ratoc System Engi-

neering, Tokyo, Japan) were scanned prior to specimen

scanning. Three phantoms were used; two hydroxyapatite

disks (0.60 and 0.80 gHAp cm
�3) and a pure aluminum wire

0.9 mm in diameter (1.55 gHAp cm
�3), which were scanned

using the same setup and parameters as for the tooth

specimens.

Each of the 48 specimens in this study was scanned 4 times

during the experiment; at the baseline (before demineraliza-

Table 1 – Treatment groups.

Group Product Active ingredients Manufacturer Lot no.

Deionized water Milli-Q water – Millipore, Billerica, MA, USA –

CPP-ACP Tooth Mousse 10% CPP-ACP GC, Tokyo, Japan 071004V

CPP-ACPF Tooth Mousse Plus 10% CPP-ACP, 900 ppm F as NaF GC, Tokyo, Japan 071018V

90 ppm F NaF solutiona 90 ppm F as NaF Wako, Osaka, Japan –

900 ppm F 900 ppm F as NaF

9000 ppm F 9000 ppm F as NaF

CPP-ACP: calcium phosphopeptide-amorphous calcium phosphate, NaF: sodium fluoride.
a Solutions were prepared by deionized water

Fig. 2 – (a) Mineral density calibration curve based on 16-bit gray values obtained from the mineral reference phantoms

(linear regression, R2 > 0.9996). (b) Three-dimensional CT image of a sound enamel–dentine block with a hole as a reference

landmark. Each density label for measurement of mineral density was set through enamel surface in a volume of interest

(VOI) of 300 mmT 300 mm T 10 mm, at the center of demineralization window.
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tion) and after 24, 72, and 120 h of demineralization. In total,

192 scans were carried out for the specimens.

2.5. Data analysis

The data in each scan were acquired as 250 images in 16-bit

TIFF format, andused to reconstruct a 3D image stack from the

2D images, with a resolution of 512 � 512 pixels and an

isotropic volumetric pixel (voxel) size of 10 mmbya 3Danalysis

software (TRI/3D-BON, Ratoc System Engineering), which was

used for visualization and quantitative volumetric measure-

ments. CT values were converted into mineral density values

(gHAp cm
�3) using a linear calibration curve based on the gray

values obtained from the mineral reference phantoms (linear

regression, R2 > 0.9996) as illustrated in Fig. 2a. A noise

reducing median filter was applied to the data, and the

background was removed by excluding those pixels with a CT

value lower than the zero mineral density value according to

the calibration curve (Fig. 2b). In order to compare changes in

each enamel lesion, 3D data images from the same sample

acquired at different times had to be aligned and registered

into one coordinate system. The rendered 3D volumes were

manually translated and rotated in the software to visually

match the baseline image which served as the reference. The

features on each image used for the matching process were

the sound enamel surface, specimen edges and reference

landmarks (holes made by a bur on dentine) (Fig. 2b). The

assessment was performed in a volume of interest (VOI) of

300 mm � 300 mm � 1000 mm, at the center of demineralization

window (Fig. 2b). Mean mineral density values (MD) were

calculated in the VOI at each 10 mm depth. MD profile in each

specimen was obtained by plotting the MD against the depth.

Meanmineral loss (ML) (gHAp cm
�3 mm) and lesion depth (LD)

(mm)aftereachdemineralizationperiodwerecalculatedfromthe

MDprofiles; with the reference point of the depth axis (0 mm) set

at the axial position of the sound enamel surface at baseline

(Fig. 3).MLoneachspecimenwascalculated fromtheMDprofiles

by subtracting theareaunder the curve at eachdemineralization

timefromtheareabeforedemineralization,asshowninFig.3.LD

was recorded as the depth of the region where the mineral

content reached 95% of the maximum mineral density.22 These

calculationswereperformedbyimportingtheMDanddepthdata

into a spreadsheet software package (Microsoft Excel 2007 for

Windows, Microsoft, Redmond, WA, USA).

2.6. Statistical analysis

TheML and LD results were expressed asmeans and standard

deviations. The collected values were statistically analyzed

using two-way analysis of variance (ANOVA) with demineral-

ization time and treatment as factors, and t-test with

Bonferroni correction. All statistical tests were performed

with a computerized statistical program (SPSS for Windows

Ver. 11, SPSS, Chicago, IL, USA). The significance level of all

tests was set at a = 0.05.

3. Results

3.1. Micro-CT analysis

Typical 3D images of the control group are shown in Fig. 4. The

baseline group represents sound enamel–dentine blocks

Fig. 3 – Graph showing the 3D mineral density profiles of

the positive control, with the distance in x-axis (mm) and

mean mineral density values (gHAp cmS3) in y-axis, before

demineralization and after 24, 72, and 120 h of

demineralization. The mean mineral loss (ML)

(gHAp cmS3 mm) and lesion depth (LD) (mm) at each

demineralization time were calculated from the mineral

density profiles.

Fig. 4 – Typical 3D images of enamel–dentine blocks in the deionized water group as negative control. The same specimens

scanned before demineralization (a) and after 24 (b), 72 (c), and 120 (d) h of demineralization. Mineral density values

(gHAp cmS3) are assigned to gray values by the 3D analysis software.
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(Fig. 4a), and changes after 24, 72, and 120 h of demineraliza-

tion (Fig. 4b–d) can be observed. Mineral density values at the

enamel surface decreased gradually with demineralization

time.

3.2. Mean mineral density profiles

MD profiles for each experimental group in the present study

are indicated inFig. 5.All groupsshowed identical profilesat the

baseline (before demineralization). The MD profiles of the

negative control group (a) after demineralization clearly

showedmineral loss, with gradual decrease of mineral density

at the surface resembling erosive loss. In the CPP-ACP group (b),

the profiles followed a similar pattern as those of the negative

control group, whilst in the CPP-ACPF group (c), the mineral

profiles was similar to that of 90 ppm F group (d) at all

demineralization times. On the other hand, the specimens

treated with NaF solutions (positive controls) showed some

extent of resistance against demineralization; the 9000 ppm F

group (f) showed the least pronounced changes in the profile,

followed by the 900 and 90 ppm F groups (e, d) after 24 h of

demineralization.A surface zonewith ahighermineral content

Fig. 5 – Meanmineral density profiles for each experimental group. Graphs show the meanmineral density profiles with the

distance in x-axis (mm) and relative mineral content (%) in y-axis, before demineralization and after 24, 72, and 120 h of

demineralization in the deionized water (a), CPP-ACP (b), CPP-ACPF (c), 90 ppm F (d), 900 ppm F (e), and 9000 ppm F (f)

groups.
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compared to the lesionbodywas clearly observed in theprofiles

of the 900 and 9000 ppm F groups after 72 and 120 h.

3.3. Mean mineral loss and lesion depth

The ML and LD values of each group calculated from the MD

profiles are shown in Figs. 6 and 7, respectively. Two-way

ANOVA revealed significant effects for both factors of

demineralization time and treatment (ML: p < 0.005, LD:

p < 0.001 for both), and a significant interaction between the

two factors (p < 0.001). Multiple comparisons with t-test with

Bonferroni correction within each group revealed significant

differences in ML and LD between different demineralization

times (p < 0.05).

After 24 h, no significant differences were found in ML

amongst the control, CPP-ACP, CPP-ACPF, and 90 ppmFgroups

( p > 0.05). However, ML in both 900 and 9000 ppm F groups

were significantly smaller than that in the negative control

group (p < 0.05). After 72 h, significant differences were found

in ML amongst all the groups (p < 0.05) except for the CPP-

ACPF and 90 ppm F groups (p > 0.05). After 120 h, there were

no significant differences either between the CPP-ACP and

CPP-ACPF groups, or between the CPP-ACPF and 90 ppm F

groups (p > 0.05).

As for the LD, after 24 h and 72 h, the 9000 ppm F group

showed significantly different values compared to all other

groups (p < 0.05). After 72 h, there were significant differences

between the 900 ppm F group and all the other groups, except

for the CPP-ACPF group (p < 0.05). After 120 h, LD in all the

treatment groups was significantly smaller than the negative

control group, except for the CPP-ACP group. The 900 and

9000 ppm F groups showed significantly different LD with all

the other groups (p < 0.05).

4. Discussion

Bovine teethwere used in the present study as they are easy to

obtain, show less variability in composition compared to

human teeth,27 and have large caries-free enamel surfaces. It

has been suggested that the use of a continuous exposure in

the acidic environment, as in the present study, would

simulate a severe case scenario of demineralization, magni-

fying the effects of each treatment on enamel.24 Bovine

enamel is more porous than human enamel resulting in more

rapid progress of erosive lesions.28 Moreover, grinding and

polishing of enamel surfaces would expose a more porous

subsurface, rendering the enamel more susceptible to acid

attacks.29 Deionized water was used as the medium for

negative control treatment since in our pilot study, seven days

storage in deionizedwater did not result in changes detectable

by micro-CT.

Mineral quantification by means of X-ray absorption has

been known since 1940s.30 TMR has been considered as the

‘‘gold standard’’ technique for the determination of mineral

content and caries lesion depth.22,31 However, specimen

preparation in thismethod is destructive and time consuming,

requiring a thin slice of the hard tissue (<100 mm in enamel

and <200 mm in dentine). Micro-CT can obtain 3D images and

MD profiles non-destructively from a bulk of the specimen

without preparing thin slices. Artifacts resulted from prepar-

ing thin sections could be removed, and the 3D reconstruction

enables evaluation of any desired location on the scanned

specimen.32 A recent report concluded that micro-CT has the

potential to substitute TMR for in vitro studies on dental

caries.33

On the other hand, a number of artifacts intrinsic to the

technique may hinder optimal quantitative use of micro-CT.

In this regard, it was suggested that quantitative evaluation of

dental hard tissues by micro-CT required the use of appropri-

ate metal filters34 and mineral reference phantoms.35 Beam-

hardening effect is one of these artifacts caused by the

polychromatic nature of the X-ray beamused in the computed

tomography. In short, the low energy photons are eliminated

from the beam at a faster rate than the higher energy levels.

Consequently, the X-ray beam becomes more penetrating, or

Fig. 6 – Mean mineral loss (ML) (gHAp cmS3 mm) for each

experimental group. Results are expressed as means and

standard deviations (SD). Same lower case letters indicate

no significant differences amongst the values (p > 0.05).

Fig. 7 – Mean lesion depth (LD) (mm) for each experimental

group. Results are expressed as means and standard

deviations (SD). Same lower case letters indicate no

significant differences amongst the values (p > 0.05).
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harder, as it traverses through matter. Beam-hardening leads

to an apparent higher attenuation near the periphery of an

otherwise homogeneous sample material.26,36,37 Beam-hard-

ening artifacts can be reduced by filtering out the low-energy

radiation or pre-hardening the beam using attenuating metal

filters (aluminum, copper or brass).26,34 In the present study,

we used a 0.2-mm-thick brass (Cu–Zn) filter. According to our

pilot investigation, the 0.2-mm-brass filter diminished beam-

hardening effect better than aluminum filters alone for an

enamel substrate with a high mineral density.

For the purpose ofmineral density determination, a system

of calibration standards also known as mineral reference

phantoms was used in the present study.18,35,38-40 The strong

linear regression of the mineral density calibration curve and

its reproducibility demonstrated validity of the mineral

determination technique and the experiment setup, in line

with findings of a previous study.40,41

In order to quantitatively compare the preventive effects of

the newly introduced products, NaF solutions with three

different concentrations were used to serve as the positive

controls in the present study. There is convincing evidence

that NaF treatment provides preventive effect against demin-

eralization, possibly through the precipitation of fluoridated

apatite by a low concentration of fluoride ion in solution

during demineralization.42 The fluoride ion may be released

from calcium fluoride (CaF2) or CaF2-like deposits formed by

fluoride products on the treated enamel. Inmore detail, rate of

the precipitation of fluoridated apatite is proportional to the

ion concentration; an increased ion concentration increases

degree of saturationwith respect to fluorapatite.43,44 It has also

been reported that NaF is most effective when applied in a

solution, and the ion concentration in the solution affects the

efficacy of the treatment to prevent erosive demineraliza-

tion.29,45 The present results reconfirmed the dose-response

effect of NaF on inhibition of enamel demineralization. This

dose-response effect also indicated that the present micro-CT

measurement conditions were suitable for the present study.

Several studies have reported that CPP-ACP has a protec-

tive effect on erosive loss and demineralization of enam-

el.8,46,47 In the present study, the CPP-ACP paste showed a

comparatively modest preventive effects on enamel demin-

eralization. A significant inhibition of mineral loss was

observed after 72 and 120 h of demineralization.

Reynolds et al.10,46 showed that remineralization poten-

tial of CPP-ACP was improved when used in combination

with NaF. It was also reported that the fluoride containing

paste showed an improved inhibition potential, when

compared to CPP-ACP alone, particularly with regard to

early mineral loss.11,48 In the present study, the CPP-ACPF

and 90 ppm F groups showed very similar profile patterns

with no statistical difference in ML or LD at any periods. In

the profiles of the 900 and 9000 ppm F groups, the formation

of a subsurface layer after 72 and 120 h was clearly

observed. This finding suggested that in both groups, the

fluoride ions were effectively incorporated into enamel and

exerted the mechanism of action mentioned above. More-

over, the superficial zone with some increased resistance

against demineralization could be observed after 72 h in the

CPP-ACPF and 90 ppm F groups, although a distinct peak in

MD was not detected.

In contrast to the fluoride containing groups, an erosion

type demineralization with no distinct border between

surface and subsurface was observed in the negative control

group. Significant difference in ML between CPP-ACP and

CPP-ACPF groups disappeared after 120 h. This result

might reveal that the enamel surface reinforced by the

fluoride in CPP-ACPF had been already dissolved by 120 h of

demineralization under the conditions of the current

experiment.

The CPP-ACPF paste, which contained 900 ppm F, was

expected to show an effect close to the 900 ppm F solution.

However, the effect of treatmentwith CPP-ACPFwas similar to

that of 90 ppm F solution. It should be noted that CPP-ACPF

was applied in the form of a paste, which could have a lower

penetration to enamel surface, compared to the NaF solution.

Meanwhile, the extent of penetration of the fluoride ions into

the enamel was not clearly characterized in the present study.

It has been argued that NaF could potentially interact with the

ACP and precipitate. On the other hand, it was suggested that

the development of the CPP carrier for calcium and phosphate

(as CPP-ACPF) greatly improved this problem, presumably as

nanocomplexes.43,49

Further research using CPP-ACP and CPP-ACPF pastes with

different approaches as preventive treatments using a model

simulating the oral conditions with natural saliva and dental

plaque as an in situ model are needed. Mechanisms of

inhibition of demineralization by CPP-ACPF warrant further

examination.

In short, it was suggested that polychromatic micro-CT

scanning could provide various range of mineral density

changes occurring in demineralization. Thenull hypotheses of

this study must be rejected as according to mineral loss

results, the application of CPP-ACP on sound enamel surfaces

could increase resistance to demineralization. In addition, the

application of CPP-ACPF had some additional benefits in

comparison to CPP-ACP. Clinically, the use of CPP-ACPF paste

as a daily homecare product can be beneficial to inhibition of

demineralization.

5. Conclusions

The application of CPP-ACP or CPP-ACPF pastes to sound

enamel surfaces showed inhibitory effect on enamel demin-

eralization, and a better effect was noted for the latter paste.

Quantitative assessment using polychromatic micro-CT dem-

onstrated to be useful for detecting mineral density changes

occurring in enamel demineralization.
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高柳　広
医歯学総合研究科・生体支持組織学系専攻
分子情報伝達学・教授

1）研究の課題名
骨代謝制御ネットワークの解明： 
Elucidation…of…novel…regulatory…mechanisms…in…bone…
metabolism

研究内容
骨代謝は、骨自身だけではなく他臓器や組織の恒常性

維持にも重要である事が明らかにされている。本研究は
骨代謝制御ネットワークを、骨を構成する個々の細胞間
から最終的に全身の組織、臓器レベルで解明する。この
実現の為に、研究内容は3つの項目から構成されている。
A）…骨構成細胞に発現する遺伝子・タンパク質の網羅解
析;B）…コンディショナル遺伝子改変マウスを用いた骨代
謝制御遺伝子の機能解析;…C）…骨による全身性制御機構
の解明である。本年度はこれらの成果を3本の論文とし
てまとめ、Nature…Medicine誌に2本発表することがで
きた。1）…骨細胞だけを特異的に蛍光発色させる遺伝子

（EGFP）を導入した改変マウスを作出し、世界に先駆け、
高純度の骨細胞を単離培養することに成功した。さら
に、骨や骨髄に含まれる細胞集団の中で、骨細胞が最も
RANKLを発現しており破骨細胞を育てる能力に優れて
いることを見出し、骨細胞だけでRANKL遺伝子が破壊
されるマウスは重篤な大理石骨病を発症することを発見
した。興味深いことに、この大理石骨病は、生後直ぐに
は発症しておらず、成長に伴いその病状が悪化する。こ
の表現型は、成長に伴い外界から受けるメカニカルスト
レスを骨細胞が感受し、RANKLを発現することが原因
であると考えられた。2）…破骨細胞が分泌する神経軸索
ガイダンス分子の一つ、Sema4Dが骨芽細胞に作用して
骨形成を抑制することを見出した。破骨細胞はSema4D
を特異的かつ高レベルに産生し、骨芽細胞にはSema4D
受容体Plexin-B1が発現していた。Sema4DはPlexin-B1
を介して、small-GTPase…RhoAの活性化を亢進させ、
骨形成を阻害した。Sema4d及びPlexin-B1欠損マウスは
ともに、骨芽細胞数と骨形成の増加による顕著な骨量増

加を呈した。また、dominant…negative型のRhoA…を骨
芽細胞特異的に発現するRhoA…DNOBマウスも同様な
骨形成亢進による骨量増加を示し、Sema4D-Plexin-B1-
RhoAシグナルが生体内で必須の骨形成抑制機構を担っ
ていることが明らかにした。本研究は、Sema4Dが骨リ
モデリングにおいて新たなカップリング因子として機能
し、骨形成を促進させる薬剤開発の重要なターゲットと
なりうることを示唆する重要な知見を提供する。

拠点内イノベーション研究
研究の題目
光メージングと分子生物学の融合によるオステオネット

ワークの解明を目指したフロンティア研究拠点
New…frontier…of…osteonetwork…research…by…combinational…
approaches…of…optical…imaging…and…molecular…biology

研究内容
　骨のホメオスタシスは骨芽細胞による骨形成と破骨細
胞による骨吸収のバランスで維持されており、これらの
細胞系の分化・機能の制御機構を明らかにすることは骨
生物学の大きな目標の一つである。近年では、骨組織に
埋もれている骨細胞の機能が注目され、骨リモデリング
における骨細胞、骨芽細胞、破骨細胞間の相互作用の解
明も重要な研究課題となっている。また、骨組織の内部
には、骨芽細胞、骨細胞、破骨細胞以外に間葉系幹細胞、
造血・免疫系細胞、血管系細胞、脂肪細胞などの多くの
細胞系が混在しているため、骨髄環境に存在する多くの
細胞系の相互作用を明らかにすることも重要課題となっ
ている。さらに、骨組織のホメオスタシスは、ホルモン、
メカニカルストレスなどのバイオモデュレーターにより
骨の外部から入力された刺激で制御されているので、骨
組織と骨外の臓器・組織との相互作用を解析することも
重要となる。
　このように臓器としての骨組織の重要性は広がりつつ
あり、骨組織のホメオスタシスを生物学的に理解するには、
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これら多くの細胞系の動的な相互作用を明らかにするこ
とが極めて重要である。本研究グループでは、骨内外の
細胞間の緊密なコミュニケーションをオステネットワー
クという新たな骨生物学のパラダイムとして捉え、ネッ
トワークを構成する分子・細胞群を統合的かつ動的に解
析することにより、骨をさらに深く理解することを目標
とする。具体的には、骨組織に対する光イメージングの
応用と遺伝子改変マウス作製を含めた網羅的分子生物学
のテクニックを有機的に結合させ、研究を推進する。こ
れら異分野として発展しつつある2つの先端科学的なア
プローチを統合し、オステオネットワーク構成分子群の
同定とその機能解明にチャレンジする。

2）

3）発表の研究内容についての英文要約
1）…Osteocytes…embedded…in…bone…have…been…postulated…to…

orchestrate…bone…homeostasis…by…regulating…both…bone-
forming…osteoblasts…and…bone-resorbing…osteoclasts.…
We…find…here…that…purified…osteocytes…express…a…much…
higher…amount…of…receptor…activator…of…nuclear…factor-

κB…ligand…（RANKL）…and…have…a…greater…capacity…to…
support…osteoclastogenesis…in…vitro…than…osteoblasts…and…
bone…marrow…stromal…cells.…Furthermore,…the…severe…
osteopetrotic…phenotype…that…we…observe…in…mice…
lacking…RANKL…specifically…in…osteocytes…indicates…that…
osteocytes…are…the…major…source…of…RANKL…in…bone…
remodeling…in…vivo.…

2）…Most…of…the…currently…available…drugs…for…osteoporosis…
inhibit…osteoclastic…bone…resorption,…whereas…there…are…
few…drugs…which…promote…osteoblastic…bone…formation.……
It…is…thus…becoming…increasingly…important…to…identify…the…
factors…which…regulate…bone…formation.……We…found…that…
osteoclasts…express…semaphorin…4D…（Sema4D）,…known…
as…an…axon…guidance…molecule,…which…potently…inhibits…
bone…formation.……The…binding…of…Sema4D…to…its…receptor…
Plexin-B1…on…osteoblasts…resulted…in…the…activation…of…the…
small…GTPase…RhoA,…which…inhibited…bone…formation…
by…suppressing…insulin-like…growth…factor-1…（IGF-1）…
signaling…and…by…modulating…osteoblast…motility.……The…
Sema4d-/-…mice,…Plxnb1-/-…mice…and…the…mice…expressing…
a…dominant-negative…RhoA…specifically…in…osteoblasts…
exhibited…an…osteosclerotic…phenotype…due…to…augmented…
bone…formation.……Notably,…anti-Sema4D…antibody…
treatment…significantly…prevented…bone…loss…in…a…model…
of…postmenopausal…osteoporosis.……Thus,…Sema4D…has…
emerged…as…a…new…therapeutic…target…for…the…discovery…
and…development…of…bone-increasing…drugs.…

3）…Bone…homeostasis…is…maintained…by…a…dynamic…balance…
between…bone…resorption…by…osteoclasts…and…bone…
formation…by…osteoblasts.…Since…excessive…osteoclast…
activity…is…implicated…in…pathological…bone…resorption,…
understanding…the…mechanism…underlying…osteoclast…
differentiation,…function…and…survival…is…of…both…scientific…
and…clinical…importance.…Osteoclasts…are…monocyte/
macrophage…lineage…cells…with…a…short…life…span…that…
undergo…rapid…apoptosis,…the…rate…of…which…critically…
determines…the…level…of…bone…resorption…in…vivo.…However,…
the…molecular…basis…of…rapid…osteoclast…apoptosis…
remains…obscure.…Here…we…report…the…role…of…a…BH3-
only…protein,…Noxa…（encoded…by…the…Pmaip1…gene）,…in…
bone…homeostasis…using…Noxa-deficient…mice.…Among…the…
Bcl-2…family…members,…Noxa…was…selectively…induced…
during…osteoclastogenesis.…Mice…lacking…Noxa…exhibit…
a…severe…osteoporotic…phenotype…due…to…an…increased…
number…of…osteoclasts.…Noxa…deficiency…did…not…have…
any…effect…on…the…number…of…osteoclast…precursor…cells…
or…the…expression…of…osteoclast-specific…genes,…but…led…
to…a…prolonged…survival…of…osteoclasts.…Furthermore,…
adenovirus-mediated…Noxa…overexpression…remarkably…
reduced…bone…loss…in…a…model…of…inflammation-induced…
bone…destruction.…This…study…reveals…Noxa…to…be…a…crucial…
regulator…of…osteoclast…apoptosis,…and…may…provide…a…
molecular…basis…for…a…new…therapeutic…approach…to…bone…



84 Annual Report 2011

高柳　広

diseases.…
4）…Cell…fate…determination…is…tightly…regulated…by…

transcriptional…activators…and…repressors.……Leukemia/
lymphoma-related…factor…（LRF;…encoded…by…Zbtb7a）,…
known…as…a…POK…family…transcriptional…repressor,…is…
induced…during…the…development…of…bone-resorbing…
osteoclasts,…but…the…physiological…significance…of…LRF…
in…bone…metabolism…and…the…molecular…mechanisms…
underlying…the…transcriptional…regulation…of…
osteoclastogenesis…by…LRF…have…not…been…elucidated.……
Here…we…show…that…LRF…negatively…regulates…osteoclast…
differentiation…by…repressing…nuclear…factor…of…activated…
T…cells…c1…（NFATc1）…induction…in…the…early…phase…of…
osteoclast…development,…while…positively…regulating…
osteoclast-specific…genes…by…functioning…as…a…coactivator…
of…NFATc1…in…the…bone…resorption…phase.……The…stage-
specific…distinct…functions…of…LRF…were…demonstrated…
in…two…lines…of…conditional…knockout…mice…in…which…LRF…
was…deleted…in…the…early…or…late…phase…of…osteoclast…
development.……Thus,…this…study…shows…that…LRF…plays…
stage-specific…distinct…roles…in…osteoclast…differentiation,…
exemplifying…the…delicate…transcriptional…regulation…at…
work…in…lineage…commitment.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点体制） 

　他分野（特に免疫学）の学外研究者との協力し、世界
的な成果を責任著者として3本の論文を発表できた。さ
らに学内共同研究の成果を論文として発表した。
B（研究教育環境）

　GCOE…AISS学生の博士号取得に向けた確実な研究指
導を行った結果、GCOE…AISS学生1名が博士号を取得し、
残る3名のうち1名は論文revision中であり、2名は論文
投稿に向け順調に研究を進めている。
C（人材確保）、D（人材育成）

　昨年度に比べ、国内外から他分野に精通したポスドク、
大学院生、技術補佐員をさらに増員し、学際的環境下で
骨代謝研究を推進できる環境を整備した。
E（国際化）

　海外において多数の講演を行った。さらに当研究室で
は、海外からのポスドクが常時研究に参画しており、ラ
ボ内セミナーでの公用語は英語としている。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　GCOEシンポジウムや国際学会を積極的に活用して、
世界の一線級の研究者と意見交換を行い、世界トップレ

ベルの研究を意識した研究推進を行った。本年度も引き
続き、GCOE拠点内にとどまらず東京医科歯科大学や他
大学の研究者と広く密接な連携を行うことで、各分野の
先端的な発想を自分の研究領域と融合させ、研究成果と
して結実させることを心がけた。

6） 英文原著論文
◎1.… Negishi-Koga…T,…Shinohara…M,…Komatsu…N,…Bito…H,…

Kodama…T,…Friedel…RH,…Takayanagi…H.……Suppression…
of…bone…formation…by…osteoclastic…expression…of…
semaphorin…4D.
Nat…Med.,…17…（11）：1473,…2011

◎2.… Nakashima…T,…Hayashi…M,…Fukunaga…T,…Kurata…K,…Oh-
hora…M,…Feng…JQ,…Bonewald…LF,…Kodama…T,…Wutz…A,…
Wagner…EF,…Josef…M.…Penninger…JM,…Takayanagi…H.……
Evidence…for…osteocyte…regulation…of…bone…homeostasis…
through…RANKL…expression.…
Nat…Med.,…17（10）：1231,…2011

3.… Kuroda…S,…Yamazaki…M,…Abe…M,…Sakimura…K,…
Takayanagi…H,…Iwai…Y.……Basic…leucine…zipper…
transcription…factor,…ATF-like…（BATF）…regulates…
epigenetically…and…energetically…effector…CD8…T-cell…
differentiation…via…Sirt1…expression.
Proc…Natl…Acad…Sci…USA.,…108（36）：14885,…2011

4.… Barrow…AD,…Raynal…N,…Andersen…TL,…Slatter…DA,…
Bihan…D,…Pugh…N,…Cella…M,…Kim…T,…Rho…J,…Negishi-Koga…
T,…Delaisse…JM,…Takayanagi…H,…Lorenzo…J,…Colonna…
M,…Farndale…RW,…Choi…Y,…Trowsdale…J.……OSCAR…is…a…
collagen…receptor…that…costimulates…osteoclastogenesis…
in…DAP12-deficient…humans…and…mice.
J…Clin…Invest.,…121（9）：3505,…2011

5.… Kamitani-Kawamoto…A,…Hamada…M,…Moriguchi…T,…Miyai…
M,…Saji…F,…Hatamura…I,…Nishikawa…K,…Takayanagi…H,…
Hotoshi…S,…Ikehara…K,…Hosoya…T,…Hotta…Y,…Takahashi…S,…
Kataoka…K.……MafB…interacts…with…Gcm2…and…regulates…
parathyroid…hormone…expression…and…parathyroid…
development.
J…Bone…Miner…Res.,…26（10）：2463,…2011

◎6.… Idrus…E,…Nakashima…T,…Wang…L,…Hayashi…M,…Okamoto…
K,…Kodama…T,…Tanaka…N,…Taniguchi…T,…Takayanagi…
H.……The…Role…of…the…BH3-only…Protein…Noxa…in…Bone…
Homeostasis.…
Biochem…Biophys…Res…Commun.,…410（3）：620,…2011

◎7.… Tsuji…K,…Negishi-Koga…T,…Sumiya…E,…Kukita…A,…Kato…S,…
Maeda…T,…Pandolfi…PP,…Moriyama…K,…Takayanagi…H.……
Stage-specific…functions…of…LRF…in…the…transcriptional…
control…of…osteoclast…development.…
Proc…Natl…Acad…Sci…USA.,…in…press
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7）総説ならびに著書
（英文）
1.…Takayanagi…H.

Introduction…to…the…special…issue…"The…interaction…among…
bone,…immunology…and…vascular…biology".
Inflammation…and…Regeneration,…399-403（5ページ）,…2011

2.…Nakashima…T,…Takayanagi…H.
Osteoimmunology：…the…effect…of…Inflammation…on…bone.
Inflammation…and…Regeneration,…404-412（9ページ）,…2011

3.…Kazuo…Okamoto…and…Hiroshi…Takayanagi
Osteoclasts…and…interleukin-17-producing…helper…T…cells…in…
rheumatoid…arthritis
Arthritis：…Pathophysiology,…Prevention…and…Therapeutics,…
75-89（15ページ）,…2011

4.…Kazuo…Okamoto…and…Hiroshi…Takayanagi
Osteoclasts…in…arthritis…and…Th17…development
International…Immunopharmacology,…543-548（6ページ）,…
2011

5.…Kazuo…Okamoto…and…Hiroshi…Takayanagi
Regulation…of…bone…by…the…adaptive…immune…system…in…
arthritis
Arthritis…Research…&…Therapy,…219（1ページ）,…2011

6.…Kazuo…Okamoto…and…Hiroshi…Takayanagi
Potential…molecular…targets…for…suppressing…Th17…
development
Inflammation…and…Regeneration,…354-360（7ページ）,…2011

（和文）

1.… 中島友紀、高柳広：破骨細胞分化と骨免疫学
CLINICAL…CALCIUM、1843-1852（10 ペ ー ジ）、
2011

2.… 中島友紀、高柳広：RANKLシグナルと骨免疫学
CLINICAL…CALCIUM、1131-1140（10 ペ ー ジ）、
2011

3.… 中島友紀、高柳広：免疫系と破骨細胞
細胞工学、250-258（9ページ）、2011

4.… 中島友紀、高柳広：骨免疫学から見た生物学的製剤
療法と新展開
骨粗鬆症治療、53-59（7ページ）、2011

5.… 中島友紀、高柳広：骨を作りか変える指令細胞の発見
整形外科、50（1ページ）、2011

6.… 根岸-古賀貴子、高柳広：「骨粗鬆症に対する抗体療法」
医学のあゆみ、730-737（8ページ）、2011

7.… 小松紀子、高柳広：骨免疫学と関節炎動物モデル
CLINICAL…CALCIUM、117-124（8ページ）、2011

8.…岡本一男、高柳広：Th17細胞と転写制御因子IκBζ
生物の科学　遺伝、78-82（5ページ）、2011

9.…岡本一男、高柳広：Th17細胞分化に必須の転写制御
因子IκBζ

医学のあゆみ、803-804（2ページ）、2011
10.…岡本一男、高柳広：…転写制御因子IκBζを標的と

したTh17細胞制御
最新医学、287-292（6ページ）、2011

11.…岡本一男、高柳広：転写制御因子IκBζによる
Th17細胞分化制御
Frontiers…in…Rheumatology…&…Clinical…Immunology、
53-57（5ページ）、2011

12.…西川恵三、高柳広：…新着論文解説2;Mafは加齢に伴
う間葉系細胞分化の運命決定に関与し、骨芽細胞分
化を促進する
O.li.v.e.…−骨代謝と生活習慣病の連関−、35-39（5ペー
ジ）、2011

13.…中島友紀、高柳広：骨免疫学からみたRA治療の新展開…
最新医学、…2012年2月号発行予定

14.…篠原正浩、高柳広：骨免疫学
炎症と免疫、2012年2月号発行予定

15.…篠原正浩、高柳広：骨免疫学の最前線
腎と骨代謝、2012年発行予定（季刊）

8）特許取得、特許申請
1. 発明の名称：CaMK阻害ペプチドおよびこれを含有

するCaMK阻害剤（特願番号：2011−017295）

発明者：…西川喜代孝、高橋美帆、西村浩輝、高柳広、
尾藤晴彦
出願日：2011年1月28日
出願人：学校法人　同志社大学、国立大学法人　
東京医科歯科大学

2. 発 明 の 名 称：骨 形 成 促 進 剤（特 願 番 号：2011 −

108642）

発明者：高柳広、古賀貴子
出願日：2011年5月13日
出願人：国立大学法人　東京医科歯科大学

9）平成23年度までの自己評価
　本年度は、骨に埋め込まれた状態で存在する骨細胞を
高純度で単離する方法を確率し、さらに骨細胞が発現す
るRANKLが破骨細胞の分化を制御し、骨の恒常性維持
において重要な役割を果たすことを発見した。また、神
経軸索ガイダンス因子Sema4Dが破骨細胞に、その受容
体Plexin-B1が骨細胞に発現し、RhoAを活性化させる
事によって骨形成を阻害する事を明らかにし、遺伝子改
変マウスの解析からSema4D-Plexin-B1-RhoAシグナル
が生体内で必須の骨形成抑制機構を担っていることを明
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らかにした。これらに加えて、BH3モチーフだけを持つ
Noxaが破骨細胞の生存を制御し、Noxa欠損マウスは骨
粗鬆症を呈することを明らかにした。以上、本年度は骨
と免疫系が密接に関与している事を多数発見でき、主著
論文3本（うち2本はNature…Medicine誌）と共著論文3
本、計6本の論文として発表した。また本年度は、これ
までに行われた各骨構成細胞の網羅的なトランスクリプ
トーム解析やプロテオーム解析によって同定した骨代謝
系と免疫系に関わる有望な候補遺伝子のコンディショナ
ル遺伝子改変マウスの解析を進めた。その結果、現在2
本の論文が投稿中である。その他の遺伝子改変マウスの
解析もさらに進め、骨と免疫の相互作用の解明に取り組
む予定である。

10）学会発表（英文）
◎Authors：…Takako…Negishi-Koga.…

Title：…Bone…remodeling…regulated…by…osteoclast-derived…
Semaphorin…4D.
32nd…The…Japanese…Society…of…Inflammation…and…
Regeneration…（JCIR）…and…The…Asia-Pacific…Federation…of…
Inflammation…and…Regeneration…（APFIR）
Oral…Presentation
Kyoto…Japan,…2011…June…3

◎Authors：…Tomoki…Nakashima.…
Title：…Regulation…of…bone…remodeling…by…
osteoclastogenesis.
7th…Meeting…of…Bone…Biology…Forum
Oral…Presentation
Shizuoka,…2011…August…21

◎Authors：…Masahiro…Shinohara,…Hiroshi…Takayanagi.…
Title：…Class…IA…Phosphatidylinositol…3-kinases…regulates…
osteoclastic…bone…resorption.
33th…Annual…Meeting…of…the…American…Society…for…Bone…
and…Mineral…Research
Poster…Presentation
San…Diego…USA,…2011…September…18

◎Authors：…Takako…Negishi-Koga,…Masahiro…Shinohara,…
　Hiroshi…Takayanagi.…

Title：…Protection…of…bone…loss…by…targeting…semaphorin…
4D…expressed…by…osteoclasts.
33th…Annual…Meeting…of…the…American…Society…for…Bone…
and…Mineral…Research
Poster…Presentation
San…Diego…USA,…2011…September…16,…17

◎K.…Tsuji,…T.…Koga,…K.…Moriyama…and…H.…Takayanagi.
The…Transcriptional…Repressor…LRF…Regulates…
Osteoclastogenesis.
The…59th…Annual…meeting…of…Japanese…Association…for…
Dental…Research
Oral…and…Poster…Presentation

Hiroshima,…2011…October…7-9
◎Authors：…Tomoki…Nakashima,…Hiroshi…Takayanagi.…

Title：…The…crucial…role…of…osteocyte-derived…RANKL…in…
bone…homeostasis.
2nd…Tokyo-Shanghai…Workshop…on…Rheumatology
1st…Bio-Rheumatology…International…Congress…

（BRIC2011）,…8th…GARN…Meeting
Oral…Presentation
Chiba,…2011…November…13

11）学会発表（和文）
著者名：…根岸 ‐ 古賀貴子、篠原正浩、高柳広
演題名：…セマフォリン4Dを介した破骨細胞による骨形

成抑制制御
学会名：…第29回日本骨代謝学会学術集会
大阪、平成23年7月28日

著者名：…辻香織
演題名：…Zinc…finger型転写因子LRFの破骨細胞におけ

る役割の解明
学会名：…先端歯学スクール2011
三浦、平成23年9月1日

著者名：…古賀貴子、篠原正浩、高柳広
演題名：…神経軸索ガイダンス因子Sema4Dによる骨形成

抑制機構
学会名：…第34回日本分子生物学会
横浜、平成23年12月15、16日

著者名：…Abdul…Alim…Al-Bari、篠原正浩、永井裕介、高
柳広

演題名：…Lysosomal…function…is…important…for…osteoclast…
differentiation…and…function

学会名：…第34回日本分子生物学会
横浜、平成23年12月15日

著者名：篠原正浩、永井裕介、中村正樹、田中栄、高柳
広

演題名：…PI3K-Akt経路はPlekhm1のリン酸化を介して
破骨細胞の骨吸収を制御する

学会名：…第33回日本分子生物学会年会
神戸、平成22年12月10日
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12）受賞
高柳　広

The…3rd…Joint…Conference…of…the…International…Bone…
&…Mineral…Society…and…the…European…Calcified…Tissue…
Society,…IBMS-BONE…Herbert…A.…Fleisch…Award
平成23年5月9日

中島　友紀

1st…Bio-Rheumatology…International…Congress…
（BRIC2011）,…Poster…Presentation…Award
平成23年11月

古賀　貴子

第29回日本骨代謝学会、優秀演題賞
平成23年7月29日

辻　香織

The…59th…Annual…meeting…of…Japanese…Association…
for…Dental…Research
The…Hatton…Award…2012…Finalist…of…Japanese…
Association…for…Dental…Research

13）外部資金の獲得状況
（独）科学技術振興機構（JST）　戦略的創造研究推進事

業（ERATO型研究）　平成21年度発足

研究題目：ERATO　高柳オステオネットワークプロ
ジェクト　
代表：高柳　広
期間：平成21年度〜平成26年度
研究費総額：169,900万円

文部科学省科学研究費補助金　挑戦的萌芽研究

研究題目：骨代謝を制御するカップリング因子の同定
と機能解析
代表：中島　友紀
期間：平成21年度〜平成23年度
研究費総額：320万円

文部科学省科学研究費補助金　若手研究（A）

研究題目：破骨細胞特異的システムの解明—歯の革新
的保存法の確立を目指して
代表：篠原　正浩
期間：平成22年度〜平成24年度
研究費総額：2,186万円

特定領域　公募研究

研究題目：T系列細胞系列群の分化・機能におけるカ
ルシウム流入制御機構の解明
代表：大洞　将嗣

期間：平成22年度〜平成23年度
研究費総額：960万円

（独）科学技術振興機構（JST）　戦略的創造研究推進事

業（さきがけ）「炎症の慢性化機構の解明と制御」

研究題目：イオンバランス破綻による自己免疫疾患の
重症化機構の解明
代表：大洞　将嗣
期間：平成23年度〜平成25年度
研究費総額：4,000万円

文部科学省科学研究費補助金　若手研究（A）

研究題目：炎症応答と骨破壊の両プロセスを包括して
制御できる炎症性骨破壊治療法の確立
代表：岡本　一男
期間：平成23年度〜平成25年度
研究費総額：2,130万円

文部科学省科学研究費補助金　基盤研究（C）

研究題目：末梢免疫寛容成立におけるカルシウムシグ
ナルの役割の解明
代表：大洞　将嗣
期間：平成23年度〜平成25年度
研究費総額：410万円

文部科学省科学研究費補助金　挑戦的萌芽研究

研究題目：メタボリックシンドロームにおける破骨細
胞の機能解析
代表：篠原　正浩
期間：平成23年度〜平成24年度
研究費総額：…290万円

文部科学省科学研究費補助金　挑戦的萌芽研究

研究題目：細菌感染症におけるIL-17/IL-22産生制御
機能の解明…
代表：岡本　一男
期間：平成23年度〜平成24年度
研究費総額：…290万円

文部科学省科学研究費補助金　特別研究員奨励費

研究題目：RANK/RANKLシグナルの新規機能の解明
代表：高柳　広
期間：平成22年度〜平成23年度
研究費総額：300万円

文部科学省科学研究費補助金　特別研究員奨励費

研究題目：溶骨性疾患と加齢における骨の恒常性にお
けるB細胞の役割の解明
代表：高柳　広
期間：平成23年度〜平成24年度
研究費総額：160万円
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文部科学省科学研究費補助金　特別研究員奨励費

研究題目：急性免疫反応における破骨細胞・骨芽細胞
の意義
代表：寺島　明日香
期間：平成23年度〜平成25年度
研究費総額：750万円

公益財団法人　持田記念医学薬学振興財団

研究題目：カルシウムシグナルを介した自己免疫疾患
における胚中心形成機構の解明
代表：大洞　将嗣
期間：平成22年度〜平成23年度
研究費総額：300万円

基礎研究支援プロジェクト　（中外製薬）

研究題目：骨リモデリング制御因子の同定とその機能
解析
代表：中島　友紀
期間：平成22年度〜平成26年度
研究費総額：1,000万円

ブリストル・マイヤーズ関節リウマチ研究助成（ブリス

トル・マイヤーズ）　

研究題目：関節リウマチに伴う骨破壊の制御機構の解
明　滑膜バイオロジーの創成
代表：中島　友紀
期間：平成23年度〜平成25年度
研究費総額：1,000万円

公益財団法人　興和生命科学振興財団　研究助成

研究題目：骨構成細胞が産生する生理活性物質の探索
と機能解明
代表：篠原　正浩
期間：平成23年度〜平成24年度
研究費総額：100万円

公益財団法人　アステラス病態代謝研究会　研究助成金

研究題目：感染症リスクを提言できる自己免疫疾患治療

法の確立

代表：岡本　一男
期間：平成23年度〜平成24年度
研究費総額：100万円

14）特別講演、招待講演、シンポジウム
高柳広

1.… Swiss…Society…for…Allergology…and…Immunology…
Annual…Congress……2011.3.18,…Lugano,…Switzerland

2.… International…PhD…Program…in…Immunology,…Cell…
Biology…and…Biochemistry…2010-2011…Lecture…course,…

Institute…for…Research…in…Biomedicine
… 2011.3.21,…Bellinzona,…Switzerland
3.… 第84回日本内分泌学会学術総会
… 2011.4.22、神戸
4.… 4th…New…York…Skeletal…Biology…and…Medicine…

Meeting……2011.4.…28,…New…York,…USA
5.… Lecture… in…Symposium…4,…3rd…Joint…Meeting…of… the…

ECTS…and…IBMS……2011.5.9,…Athens,…Greece
6.… Meet… the…Professor…Session,…3rd…Joint…Meeting…of…

the…ECTS…and…IBMS,…2011.5.10……Athens,…Greece
7.… The…13th…International…TNF…Conference
… 2011.5.…18,…Awaji…Island,…Japan
8.… 日本分子生物学会　第11回春期シンポジウム
… 2011.…5.26、石川
9.… Bone…inflammation…and…regeneration;…sponsored…

symposium…by…the…Japanese…Society…of…Inflammation…
and…Regeneration,…10th…World…Congress…on…
Inflammation……2011.6.26,…Paris,…France

10.…第55回日本リウマチ学会総会・学術集会、第20回
国際リウマチシンポジウム、アニュアルコースレク
チャー……2011.7.17、神戸

11.……第55回日本リウマチ学会総会・学術集会、第20回国
際リウマチシンポジウム、ランチョンセミナー

… 2011.7.18、神戸
12.……第55回日本リウマチ学会総会・学術集会、第20回国

際リウマチシンポジウム、シンポジウム2
… 2011.7.19、神戸
13.……第29回日本骨代謝学会学術集会、シンポジウム3
… 2011.7.28、大阪
14.……IOF…Regionals…–…2nd…Asia-Pacific…Osteoporosis…and…

Bone…Meeting…being…held… in…Conjunction…with… the…
ANZBMS…Annual…Scientific…Meeting…and…JSBMR
2011.9.5,…Gold…Coast,…Australia

15.……第39回日本臨床免疫学会総会
2011.9.15、東京

16.……第84回日本生化学会大会
… 2011.9.23、京都
17.……4th…National…Congress…of…Osteoporosis
… 2011.10.28,…Antalya,…Turkey
18.……ACR…Basic…Research…Conference：…Bone…
… Pathophysiology…in…Inflammatory…and…Rheumatic,…

the…2011…ACR/ARHR…Annual…Scientific…Meeting
… 2011.11.4,…Chicago,…IL…USA
19.……Bio-Rheumatology…International…Congress
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… 2011.11.15、東京
20.……第40回日本免疫学会総会・学術集会

2011.11.27、千葉
21.……第40回日本免疫学会総会・学術集会

2011.11.28、千葉
中島友紀

・第55回日本リウマチ学会、シンポジウム
2011年7月18日、神戸

・第1回Chiba…Bone…and…Mineral…Metabolism…Research…
Meeting、招待講演
2011年10月13日、千葉

・第48回日本リハビリテーション医学会、シンポジウム
2011年11月2日、千葉

・第5回骨・軟骨フロンティア、招待講演
2011年11月19日、東京

古賀貴子

・32th…The…Japanese…Society…of…Inflammation…and…
Regeneration…（JCIR）…and…The…Asia-Pacific…Federation…
of…Inflammation…and…Regeneration…（APFIR）
2011…June…3,…Kyoto

岡本一男

・第20回東京免疫フォーラム、招待講演
2011年2月22日、東京

15）主催学会
第7回骨免疫ワークショップ
2011年11月25日、東京

16）新聞、雑誌、TV報道　
1.… Toshio…Matsumoto：…Molecular…and…Cell…Biology
… IBMS…BoneKEy.…8（11）,…457-466…（2011）…doi：…

10.1138/20110538…（Epub）
2.… Lauren…Martz：…SEMA4D…in…osteoporosis…
… SciBx.…4（45）,…doi：…10.1038/scibx.2011.1255（EPub）
3.… Emma…Leah：…Bone：…Finding…that…osteoclasts…repel…

osteoblast…activity…through…Sema4D…reveals…novel…target…
for…bone-boosting…therapies

… Nat…Rev…Rheumatol.…7,…681（2011）
4.… Rachel…David：…Development：…Osteoblasts…and…

osteoclasts…keep…in…touch
… Nat…Rev…Mol…Cell…Biol.…12,…767…（2011）
5.… Xu…Cao：…Targeting…osteoclast-osteoblast…communication
… Nat…Med.…17,…1344-46…（2011）
6.… Serge…Ferrari：…Bone…Modeling,…Remodeling,…and…Repair
… IBMS…BoneKEy.…8（10）,…428-432…（2011）…doi：…

10.1138/20110534…（Epub）
7.… David…Killock：…Osteocyte…RANKL…in…bone…homeostasis：…

a…paradigm…shift?
… Nat…Rev…Rheumatol.…7,…619…（2011）
8.… Carol…Wilson：…Osteocytes,…Rankl…and…bone…loss
… Nat…Rev…Endocrinol.…7,…693…（2011）

9.… 時事通信…2011.9.12;
… 骨を維持する司令塔=内部細胞の機能確認-治療応用

期待・東京医科歯科大など
10.…日本産業新聞2011.…9.…13;マウスで分離成功
11.…朝日新聞　2011.9.13……骨新生の「司令塔」を特定
12.…日経産業新聞……2011.9.13
… 東京医科歯科大マウスで分離成功
13.…日本歯科新聞　2011.9.20
… 骨リモデリング　“指令細胞”を発見
… 〜東医歯大の高柳教授ら　骨疾患研究に期待〜
14.…科学新聞　2011.9.23　骨の作りかえ『骨細胞』が指令
15.…日本経済新聞、（2011年10月24日）
16.…化学工業日報　（2011年10月24日）
17.…日経バイオテクONLINE（2011年10月24日
18.…産経新聞、（2011年11月4日）
19.…共同通信電子版ニュース
20.…Nature…Japan…特集記事：
… 骨に埋め込まれた骨細胞を単離。骨による全身の生

体系制御システムの解明を目指す
… http：//www.natureasia.com/japan/jobs/tokushu/detail.

php?id=1015
… BoneKEy：…URL;…http：//osteoimmunology.com/gazo/

bonekey_ntbm_nov2011.tiff
21.…科学技術振興機構HP：
… http：//www.jst.go.jp/pr/announce/2 0 1 1 1 0 2 4/index.

html
22.…ERATOブログ：
… http：//mirai2wkwk.jugem.jp/?eid=109http：//

mirai2wkwk.jugem.jp/?eid=109http：//mirai2wkwk.
jugem.jp/?eid=109http：//mirai2wkwk.jugem.
jp/?eid=109

17） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
准教授… 　本郷　敏雄
特任准教授… 　大洞　将嗣
助教… 　篠原　正浩
… 　中島　友紀
… 　岡本　一男
… 　春宮　　覚
客員助教… 　古賀　貴子
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特別研究員… 　末松　綾子
… 　Matteo…Guerrini
… 　寺島　明日香
… 　Lynette…Danks
ポスドク… 　林　　幹人
… 　永井　祐輔
… 　住谷　恵里子
指導を受けた大学院生
… ○Erik…Idrus、
… ○武智　香織、
… ○Abdul…Alim…Al-Bari、
… ○小野　岳人

…○はAISS

18） GCOE活動についての感想、コメント、
改善を望む点

　シャペロン教官以外にも、ポスドク研究者の配置を増
員できることが望ましい。病理組織作成と解析、ノック
アウトマウス作成、トランスクリプトーム・プロテオー
ム解析、セルソーティング等にあたって、専門の技術補
佐員の増員、あるいは共同研究施設と専属の技術員によ
る管理・支援があると有益である。
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Bone is continuously renewed by a process called bone remodeling, in 
which the resorption phase is followed by the reformation phase1–4. 
Each of these phases and also the transition between them requires 
a fine regulation by humoral factors or molecules mediating the 
communication among bone cells. Typically these factors are either 
secreted by the bone cells, expressed on the membrane of the bone 
cells or released from the bone matrix1,2,5–7. For example, transform-
ing growth factor-  (TGF- ) and IGF released during bone resorption 
are known to stimulate bone formation2,5, thus being called ‘classical’ 
coupling factors. Despite a wealth of in vitro data on other candidate 
molecules that are crucial for osteoclast-osteoblast communication6, 
in vivo evidence has been lacking.

Axon-guidance molecules are widely expressed outside the nerv-
ous system, where they control cell migration, the immune response,  
tissue development and angiogenesis8–13. Recent studies have sug-
gested that axon-guidance molecules, such as the semaphorins and 
ephrins, are involved in the cell-cell communication that occurs 
between osteoclasts and osteoblasts14–18. Here we provide genetic 
evidence for the role of Sema4D derived from osteoclasts in the  
regulation of bone formation through its receptor Plexin-B1,  
which is expressed by osteoblasts.

RESULTS
Osteoclast-derived Sema4D inhibits bone formation
To gain insight into the involvement of axon guidance molecules in 
bone remodeling, we performed a comprehensive expression analysis 

of the semaphorin, ephrin, netrin and slit gene families in osteo-
clasts and osteoblasts in mice. We observed high expression of Sema4d 
in osteoclasts, but not in osteoblasts (Fig. 1a and Supplementary 
Fig. 1a). Sema4d expression increased during receptor activator 
of nuclear factor- B ligand (RANKL)-induced osteoclastogenesis.  
The Sema4D induction was markedly reduced in nuclear factor of 
activated T cells c1–knockout cells (Supplementary Fig. 1b).

The elevated expression of Sema4D in the osteoclast lineage led us 
to analyze its function in the skeletal system using Sema4d−/− mice. 
Bone volume and trabecular thickness were significantly greater 
in Sema4d−/− mice as compared to wild-type mice (Fig. 1b). The 
three-point bending test showed that bone strength was greater in 
the Sema4d−/− mice (Fig. 1b). Bone morphometric analyses revealed 
that both the osteoblast surface and bone formation rate markedly 
increased (Fig. 1c, Supplementary Fig. 1c and Supplementary  
Table 1), whereas the parameters for osteoclastic bone resorption 
were normal in the Sema4d−/− mice (Fig. 1d), suggesting an osteo-
sclerotic phenotype. In vitro osteoclastogenesis in Sema4d−/− cells was 
also normal (Supplementary Fig. 1d,e). These results suggest that 
the high-bone-mass phenotype in the Sema4d−/− mice was caused 
by an increase in bone formation activity by osteoblasts, even though 
Sema4D is expressed exclusively by osteoclasts.

We performed an adoptive transfer of bone marrow cells including 
osteoclast precursor cells. Wild-type mice engrafted with Sema4D-
deficient bone marrow cells had a high bone mass, whereas Sema4d−/− 
mice engrafted with wild-type bone marrow cells had a normal bone 

1Department of Cell Signaling, Graduate School of Medical and Dental Sciences, Tokyo Medical and Dental University, Tokyo, Japan. 2Japan Science and Technology 
Agency, Exploratory Research for Advanced Technology, Takayanagi Osteonetwork Project, Tokyo, Japan. 3Global Center of Excellence Program, International Research 
Center for Molecular Science in Tooth and Bone Diseases, Tokyo, Japan. 4Department of Neurochemistry, Graduate School of Medicine, The University of Tokyo, Tokyo, 
Japan. 5Laboratory for Systems Biology and Medicine, Research Center for Advanced Science and Technology, The University of Tokyo, Tokyo, Japan. 6Department of 
Neurosurgery, Mount Sinai School of Medicine, New York, New York, USA. 7Centre for Orthopaedic Research, School of Surgery, The University of Western Australia, 
Perth, Western Australia, Australia. Correspondence should be addressed to H.T. (taka.csi@tmd.ac.jp).

Received 24 June; accepted 22 August; published online 23 October 2011; doi:10.1038/nm.2489

Suppression of bone formation by osteoclastic expression 
of semaphorin 4D
Takako Negishi-Koga1–3, Masahiro Shinohara1,3, Noriko Komatsu1,3, Haruhiko Bito4, Tatsuhiko Kodama5, 
Roland H Friedel6 & Hiroshi Takayanagi1–3,7

Most of the currently available drugs for osteoporosis inhibit osteoclastic bone resorption; only a few drugs promote osteoblastic 
bone formation. It is thus becoming increasingly necessary to identify the factors that regulate bone formation. We found that 
osteoclasts express semaphorin 4D (Sema4D), previously shown to be an axon guidance molecule, which potently inhibits 
bone formation. The binding of Sema4D to its receptor Plexin-B1 on osteoblasts resulted in the activation of the small GTPase 
RhoA, which inhibits bone formation by suppressing insulin-like growth factor-1 (IGF-1) signaling and by modulating osteoblast 
motility. Sema4d−/− mice, Plxnb1−/− mice and mice expressing a dominant-negative RhoA specifically in osteoblasts showed an 
osteosclerotic phenotype due to augmented bone formation. Notably, Sema4D-specific antibody treatment markedly prevented 
bone loss in a model of postmenopausal osteoporosis. Thus, Sema4D has emerged as a new therapeutic target for the discovery 
and development of bone-increasing drugs.
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Figure 1 Inhibition of bone formation by osteoclast-derived Sema4D. (a) Genome-wide screening of mRNA for the semaphorin family proteins during 
differentiation of osteoclasts and osteoblasts. (b) Microcomputed tomography ( CT) of the proximal femur of the wild-type (WT) and Sema4d−/− mice 
(top left, axial view of the metaphyseal region; bottom left, longitudinal view). Bone volume and trabecular thickness were determined by CT analysis 
(middle). Maximum load to failure and energy resorption were determined by the three-point bending test (right). (c) Bone formation, as observed by 
calcein double labeling at an interval of 4 d (top) and the parameters for osteoblastic bone formation, as determined by bone morphometric analysis 
(bottom). (d) The parameters for osteoclastic bone resorption, as determined by bone morphometric analysis. (e) Bone volume after adoptive transfer 
of wild-type or Sema4d−/− bone marrow cells (BMs) to wild-type (left) and Sema4d−/− (right) mice. (f) Effect of Fc-sema4D on bone nodule formation. 
Left, Alizarin red staining; middle, amount of alizarin red; right, effect of Fc-sema4D on ALP activity. (g) Effect of Fc-sema4D on the mRNA expression 
of Bglap and Col1a1. (h) The amount of Sema4D in the osteoclast supernatant and the cell lysate during osteoclast differentiation. The amount of 
Sema4D was analyzed using bone-resorbing osteoclasts 96 h after RANKL stimulation. (i) Effect of osteoclast culture supernatant or coculture with 
osteoclasts on bone nodule formation. Left, Alizarin red staining; right, amount of the alizarin red. (j) Effect of antibody to Sema4D (anti-Sema4D) on 
bone formation in wild-type osteoblasts cocultured with wild-type or Sema4d−/− osteoclasts. Left, Alizarin red staining; right, amount of alizarin red.  
*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005; NS, not significant; ND, not detected. Error bars show s.e.m. 
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mass (Fig. 1e), showing that the bone phenotype in the Sema4d−/− 
mice resulted from a defect in hematopoietic lineage cells including 
osteoclasts. Consistent with this, there was no obvious increase in the 
bone nodule formation of Sema4d−/− calvarial cells in the absence of 
osteoclasts (Supplementary Fig. 1f–h). These results suggest that the 
Sema4D expressed by osteoclasts inhibits osteoblastic bone formation 
and is a mediator of osteoclast-osteoblast communication.

To observe the inhibitory effect of Sema4D on osteoblasts, we 
added soluble Sema4D fused with the IgG1 Fc region (Fc-sema4D)19 
to the calvarial cells cultured under osteogenic conditions. Addition of 
Fc-sema4D suppressed bone nodule formation, alkaline phosphatase 
(ALP) activity and the expression of osteoblastic marker genes such as 
osteocalcin (Bglap) and type I collagen (Col1a1) in a dose-dependent 
manner (Fig. 1f,g). There was no difference in the number of mesen-
chymal stem cells and osteoblast precursor cells in bone marrow 
between wild-type and Sema4d−/− mice (Supplementary Fig. 2).

Although Sema4D is a transmembrane protein, it is proteolytically 
cleaved into a soluble form upon cellular activation9,20. We did detect 
soluble Sema4D in the osteoclast culture supernatant, but only a small 
portion was released as a soluble form, regardless of the osteoclast matu-
ration stage (Fig. 1h), suggesting that membrane-bound Sema4D has a 
larger role in suppression of bone formation. To examine the contribution 

of osteoclast-derived Sema4D to the regulation of bone formation, we 
cultured calvarial cells in the presence of osteoclast culture supernatant or 
cultured osteoclasts. The addition of culture supernatant of the wild-type 
osteoclasts to calvarial cells or coculturing calvarial cells with wild-type 
osteoclasts did not influence bone nodule formation, ALP activity or the 
expression of osteoblastic marker genes; in contrast, these processes were 
markedly enhanced by either the culture supernatant of the Sema4d−/− 
osteoclasts or the coculture with the Sema4d−/− osteoclasts (Fig. 1i and 
Supplementary Fig. 3a–d). Consistent with this, bone formation in the 
presence of wild-type osteoclasts was increased by Sema4D-specific 
antibody in a dose-dependent manner (Fig. 1j and Supplementary 
Fig. 3e–g). We concluded that osteoclasts generate factors promoting 
bone formation1,5, which is obvious only in the absence of Sema4D, but 
osteoclast-derived Sema4D has a dominant effect that antagonizes this 
bone-forming activity. Collectively, the evidence shows that osteoclasts 
suppress bone formation through the expression of Sema4D.

Plexin-B1 recognizes Sema4D and inhibits bone formation
To identify the Sema4D receptors expressed by osteoblasts, we analyzed 
the mRNA expression of B-type plexins and CD72, which are known to 
be Sema4D receptors preferentially expressed in nonlymphoid and lym-
phoid cells, respectively9,21. Plexin-B1 expression was markedly induced 
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during osteoblast differentiation (Fig. 2a), but not during osteoclast  
differentiation (data not shown). The induction of Plexin-B1 in osteo-
blasts was much higher than that of Plexin-B2, and Plexin-B3 and CD72 
were almost undetectable (Fig. 2a). A pull-down experiment using Fc-
sema4D indicated that Sema4D physically interacted with Plexin-B1 
(Fig. 2b). Plexin-B1 forms a receptor complex with either erythroblas-
tic leukemia viral oncogene homolog 2 (ErbB2) or hepatocyte growth 
 factor receptor (Met), depending on the cell type22. Binding of Sema4D 
to Plexin-B1 results in the phosphorylation of the kinase (ErbB2 or Met) 
and Plexin-B1 (ref. 23). In osteoblasts, expression of ErbB2 was higher 
than that of Met (Supplementary Fig. 4a), and Sema4D stimulation 
induced the phosphorylation of ErbB2, but not Met (Fig. 2c). Sema4D 
induced the phosphorylation of Plexin-B1, and this phosphorylation was 
substantially lowered in the presence of the ErbB2 inhibitor (Fig. 2d),  
suggesting that Plexin-B1 functions as a receptor for Sema4D and ErbB2 
serves as an associating kinase in osteoblasts.

Similar to Sema4d−/− mice, Plxnb1−/− mice had a high bone mass 
due to an increase in osteoblastic bone formation, and there was no 
obvious abnormality in osteoclastic bone resorption (Fig. 2e–g and 

Supplementary Fig. 4b,c). Fc-sema4D at 10 g ml−1 did not inhibit 
bone formation in Plxnb1−/− osteoblasts but did cause strong inhibi-
tion in wild-type osteoblasts (Fig. 2h and Supplementary Fig. 4d), 
and the Plexin-B1–specific antibody effectively suppressed the inhibi-
tory effect of Fc-sema4D on bone formation in wild-type cells (Fig. 2i 
and Supplementary Fig. 4e). In addition, similar to the Sema4d−/− 
osteoclasts, wild-type osteoclasts promoted bone formation in the 
Plxnb1−/− osteoblasts (Supplementary Fig. 4f–h). These results indi-
cate that Plexin-B1 is mainly responsible for the osteoblast recognition 
of Sema4D. Plxnb1−/−; Sema4d−/− mice, however, had a higher bone 
mass than did Plxnb1−/− mice (Supplementary Fig. 5), and a high con-
centration of Fc-sema4D slightly inhibited bone formation in Plxnb1−/− 
cells (Fig. 2h and Supplementary Fig. 4d), suggesting that the effect of 
Sema4D is partly mediated by other receptors, such as Plexin-B2.

RhoA mediates Sema4D-Plexin-B1 signaling in osteoblasts
The semaphorin-plexin system regulates cell morphology and migra-
tion by modulation of actin cytoskeletal rearrangement, primarily via 
Rho family small GTPases23. The amount of GTP-bound, activated form 
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of RhoA in Sema4D-treated osteoblasts was notably lower in Plxnb1−/− 
cells as compared to wild type cells, whereas the level of GTP-bound 
Rac1 was not affected after Fc-sema4D stimulation (Fig. 3a). In addi-
tion, Sema4D-induced RhoA activation was reduced in the presence of 
an ErbB2 inhibitor (Fig. 3b). Adenoviral introduction of constitutively 
active RhoA (RhoA-V14) suppressed bone nodule formation in cal-
varial cells, whereas dominant-negative RhoA (RhoA-N19) promoted it 
(Supplementary Fig. 6a–c), suggesting that RhoA selectively mediates 
the inhibitory effect of Sema4D–Plexin-B1 on bone formation.

Plexin-B1 has two small GTPase regulatory domains, a GTPase-
activating protein (GAP) domain and a PDZ-binding domain that 
binds Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF)24–27. We gene-
rated two Plexin-B1 mutants: Plexin-B1- PDZ, which is unable to 
activate RhoA27, and Plexin-B1-RA, which does not elicit the GTPase 
activity of R-Ras24 (Fig. 3c). We stimulated Plxnb1−/− calvarial 
cells overexpressing these mutants with Fc-sema4D and examined 
the effect on osteoblast differentiation. The inhibitory effect of  
Fc-sema4D on the mRNA expression of Alpl (encoding ALP), Bglap 
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Figure 5 The mechanism of Sema4D–Plexin-B1– 
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and Col1a1 in Plxnb1−/− cells was recovered by the overexpression 
of Plexin-B1-RA as well as wild-type Plexin-B1, but not by Plexin-
B1- PDZ (Fig. 3d), concomitantly with the restoration of RhoA 
activity (Fig. 3e). Plexin-B1 is known to bind two RhoGEFs, PDZ-
RhoGEF (Arhgef11) and LARG (Arhgef12), through the PDZ-binding 
domain25–27. Osteoblasts expressed these RhoGEFs (Supplementary 
Fig. 6d), which interacted with Plexin-B1 (Fig. 3f), suggesting that 
these RhoGEFs are involved in the RhoA activation by Sema4D. RhoA 
activates various downstream effector molecules, including Rho- 
associated protein kinase (ROCK), whose inhibition, in turn,  
suppressed the inhibitory effect of Fc-sema4D on bone formation 
(Fig. 3g,h). These results suggest that the RhoA-ROCK pathway 
mediates the inhibition of bone formation by Sema4D.

We generated mice expressing dominant-negative RhoA specifi-
cally in osteoblasts (RhoA DNOB mice) by crossing CAT-RhoA DN 

transgenic mice28 with 1(I)-Cre transgenic mice29. RhoA DNOB 
mice had a high bone mass due to enhanced osteoblastic bone for-
mation, which recapitulates the bone phenotype of the Sema4d−/− and 
Plxnb1−/− mice (Fig. 4a–c and Supplementary Fig. 6e,f). Fc-sema4D 
did not inhibit bone formation in calvarial cells derived from RhoA 
DNOB mice (Fig. 4d,e), indicating that RhoA regulates bone forma-
tion in vivo and may be a crucial mediator of bone mass modulation 
by Sema4D–Plexin-B1 signaling.

Sema4D controls osteoblast differentiation and migration via RhoA
What are the mechanisms by which Sema4D inhibits bone forma-
tion in osteoblasts? The RhoA-ROCK pathway mediates the phos-
phorylation of IRS-1, which is involved in IGF-1 signaling during 
embryogenesis30. In calvarial cells, Sema4D stimulation reduced the 
tyrosine phosphorylation of IRS-1 at the tyrosine residue required 
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Figure 6 The bone-increasing effect of Sema4D–Plexin-B1 blockade. (a–c) The prophylactic effect of anti-Sema4D on ovariectomy (OVX)-induced bone 
loss. OVX mice were injected weekly with anti-Sema4D or saline from day 3 to week 8 after surgery. (d–f) The therapeutic effect of anti-Sema4D on 
OVX-induced bone loss. After 6 weeks of surgery, OVX mice were injected with anti-Sema4D or saline every 3 d for 3 weeks. In a and d, microcomputed 
tomography of the femur of the sham-operated (Sham), OVX and anti-Sema4D–treated OVX mice is shown (left; see Fig. 1b legend for the details). Bone 
volume and trabecular spacing were determined by microcomputed tomography analysis (right). In b and e, bone formation is shown by calcein double 
labeling and the bone formation rate. In c and f, the parameters for osteoblastic bone formation and osteoclastic bone resorption were determined by 
morphometric analysis using the tibia of mice. *P < 0.05; ***P < 0.005; NS, not significant. Error bars show s.e.m.
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for Akt and mitogen-activated protein kinase activation (Fig. 5a). 
Fc-sema4D reduced phosphorylation of Akt and extracellular signal-
regulated kinase (Erk) in a dose-dependent manner, but not of p38 
or JNK (Fig. 5b). The adenoviral introduction of RhoA-V14 reduced 
the IGF-1-induced phosphorylation of Akt and Erk, whereas either 
overexpression of RhoA-N19 or ROCK inhibitors markedly increased 
the phosphorylation of Akt and Erk as well as the tyrosine residue of 
IRS-1 (Fig. 5c–f). These results indicate that Sema4D-induced RhoA 
activation suppresses osteoblast differentiation at least in part through 
an attenuation of IGF-1 signaling.

Binding of Sema4D to the Plexin-B1–ErbB2 receptor complex 
is known to stimulate cell motility through RhoA activation22. In 
osteoblastic cells, Sema4D stimulation decreased the expression of 
cadherin-11 at the cell-cell contact region (Fig. 5g,h), suggesting that 
Sema4D stimulates cell motility through an impairment of cell-cell 
adhesion, which in turn results in the reduction in bone-forming 
activity. To test this hypothesis, we examined the effect of Sema4D on 
osteoblast motility. A Boyden chamber assay showed that Fc-sema4D 
induced an acceleration of spontaneous migration of osteoblasts, 
which was inhibited by a ROCK inhibitor (Fig. 5i), suggesting that 
Sema4D-induced RhoA activation promotes osteoblast motility.

In bone tissue, the osteoblast surface lies at certain distance from 
the osteoclast surface, and there is usually an intervening quiescent 
surface in between (Fig. 5j). It remains unclear how the quiescent 
surface is maintained, but it is possible that osteoclasts produce 
a molecule(s) that stimulates osteoblast motility and guides the 
osteoblasts to a proper site. In Sema4d−/− mice, as well as Plxnb1−/− 
and RhoA DNOB mice, there were few quiescent surfaces, and we 
observed a cluster of osteoblasts in close proximity to bone-resorbing  
osteoclasts (Fig. 5j). Thus, osteoclast-derived Sema4D is required 
for the proper localization of osteoblasts and the maintenance of a 
quiescent surface.

Together, these data suggest that osteoclasts are involved in the spa-
tial regulation of bone remodeling through Sema4D, which inhibits 
osteoblast differentiation in the proximity of osteoclasts and repels 
osteoblasts by increasing their motility.

Therapeutic effect of an antibody to Sema4D on bone loss
To test whether inhibition of Sema4D would be a useful approach to 
the treatment of osteoporosis, we examined the effect of a Sema4D-
specific antibody on bone loss in an ovariectomized mouse model of 
postmenopausal osteoporosis. Ovariectomized 7-week-old mice were 
treated prophylactically with a weekly intravenous injection of the 
antibody starting 3 d after ovariectomy and continuing for 8 weeks, 
or osteopenic mice (6 weeks after ovariectomy) were therapeutically 
injected with the antibody once every 3 d for 3 weeks. Injection of the 
Sema4D-specific antibody was protective against bone loss after ova-
riectomy by promoting osteoblastic bone formation without affecting 
osteoclastic bone resorption in both prophylactic and therapeutic 
treatments (Fig. 6 and Supplementary Fig. 7). Sema4D-specific 
antibody effectively increased bone formation in human osteoblastic 
cells in coculture with human osteoclasts or osteoclast supernatant 
(Supplementary Fig. 8). Along with the effect of Plexin-B1–specific 
antibody (Fig. 2i and Supplementary Fig. 4e), these results suggest 
that the blocking Sema4D–Plexin-B1interaction is a new and poten-
tially effective strategy for increasing bone formation in humans.

DISCUSSION
The semaphorins have been implicated in repulsive axon guidance 
events in the developing nervous system. However, they are also 

widely expressed outside the nervous system and mediate diverse 
biological processes including organogenesis, vascularization, the 
immune response and tumor progression31–35. The semaphorins 
have also been suggested to be involved in the regulation of bone 
remodeling15,16,18,36, although this function has not been clearly  
demonstrated in vivo in loss-of-function genetic models.

Sema4D, also known as CD100, was first identified in immune cells 
and has been extensively investigated in the immune system. Sema4D, 
constitutively expressed in T cells, regulates the activation of B cells19 
and dendritic cells37 and inhibits monocyte migration38. In contrast to 
Sema3 family members, the function of Sema4D as an axon guidance 
cue has been less well understood, but a recent study provided genetic 
evidence that Sema4D positively regulates the migration of neurons 
during cortical development39.

Bone remodeling is a cycle consisting of three phases: the initia-
tion of bone resorption by osteoclasts; the transition into new bone 
formation by osteoblasts; and the synthesis of new bone and then 
termination6. In the initial phase, osteoblastic bone formation in 
the immediate vicinity of bone-resorbing osteoclasts or osteoblast 
recruitment to the bone resorption site needs to be suppressed until 
osteoclastic bone resorption is accomplished. The Sema4D expressed 
by osteoclasts may function as an inhibitor of bone formation in this 
phase by suppressing osteoblast differentiation and modulating 
osteoblast motility. Classically, coupling factors released during bone 
resorption activate bone formation, but the concept can be extended 
to include osteoclast-osteoblast communicating factors. These factors 
do not necessarily link bone resorption to formation but may dissoci-
ate formation from resorption, thus being crucial for specific phases 
in bone remodeling. In this study, we showed that osteoclasts con-
trol osteoblast localization through Sema4D regulation of osteoblast  
differentiation and motility, suggesting that Sema4D acts as a guid-
ance molecule for bone cell positioning, which is analogous to the 
function of semaphorins in axon guidance.

We showed that the binding of Sema4D to Plexin-B1 results in the 
activation and autophosphorylation of ErbB2, which phosphorylates 
Plexin-B1. RhoA is subsequently activated by RhoGEFs including 
PDZ-RhoGEF and LARG, which associate with Plexin-B1. RhoA-
ROCK inhibits the phosphorylation of IRS-1, which is the crucial 
step in IGF-1 signaling favoring osteoblast differentiation. Thus, 
we concluded that Sema4D inhibits osteoblast differentiation by  
RhoA activation.

Although the detailed mechanisms by which Sema4D regulates 
osteoblast motility remain obscure, we found that cadherin-11 expres-
sion was decreased by Sema4D stimulation. Cadherin-11 is a specific  
component of the osteoblast cell-cell adhesion machinery40, and 
downregulation of cadherin-11 may be related to the higher osteoblast 
motility observed after Sema4D treatment. Consistent with this, mice 
lacking cadherin-11 show osteopenia, indicating that cadherin-11 is a 
positive regulator of bone formation40. Further study will be needed to 
understand the detailed function of cadherin-11 in Sema4D-mediated 
regulation of bone formation.

We confirmed that the Sema4D-specific antibody promotes bone 
formation in the coculture system of human osteoclasts and osteoblasts, 
suggesting that Sema4D is an auspicious therapeutic target in the treat-
ment of human osteopenic disease (Supplementary Fig. 8). In the bone 
loss associated with inflammatory and neoplastic diseases, a decrease 
in bone formation is observed in addition to the enhanced osteoclastic 
bone resorption41,42. As Sema4D is expressed in T cells and certain 
types of cancer cells, Sema4D produced by these cell types may con-
tribute to this reduction in bone formation. Intermittent parathyroid  
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hormone treatment is the only currently available strategy that has 
been demonstrated to increase bone formation. A Sost-specific anti-
body under development has attracted attention as a potential new 
bone-increasing agent among candidate strategies43, and now the 
suppression of the Sema4D–Plexin-B1–RhoA signaling axis holds 
promise as a strategy for the design of new therapeutic approaches to 
bone and joint diseases, including osteoporosis, rheumatoid arthritis 
and bone tumors.

METHODS
Methods and any associated references are available in the online 
 version of the paper at http://www.nature.com/naturemedicine/.

Note: Supplementary information is available on the Nature Medicine website.
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ONLINE METHODS
Mice and analysis of the bone phenotype. Generation of Sema4d−/−, Plxnb1−/−, 
CAT-RhoA DN and (1)I-Cre mice was as previously described28,29,44,45. 
Sema4d−/− mice (RBRC no. 00753) were provided by the RIKEN BioResource 
Center. All mice were backcrossed with C57BL/6 mice more than eight times, 
born in the expected Mendelian ratio without apparent developmental 
abnormalities, and maintained under specific-pathogen–free conditions. All 
mouse experiments were approved by the Institutional Animal Care and Use 
Committee of Tokyo Medical and Dental University and conformed to relevant 
guidelines and laws. The femurs and tibiae of 12-week-old female mice (n 8) 
were subjected to three-dimensional microcomputed tomography and histo-
morphometric analysis, respectively, as previously described46. Bone mechani-
cal strength testing was performed using a three-point bending method, as 
previously described47.

Cell culture. We described the in vitro osteoclast differentiation method previ-
ously48. The in vitro osteoblast differentiation method was also as previously 
described49. Briefly, cells derived from calvaria were cultured in osteogenic 
medium (50 M ascorbic acid, 10 nM dexamethasone and 10 mM -glycero-
phosphate) and subjected to an analysis of the activity and mRNA expression 
of ALP (encoded by Alpl) (after 7 d), bone nodule formation and the expression 
of osteoblastic marker genes such as Bglap and Col1a1 (after 21 d). Bone nodule 
formation was quantified as described50. Recombinant Sema4D (Fc-sema4D) 
(20 g, unless otherwise indicated), neutralizing antibodies against Sema4D 
(BMA-12, MBL)19,51 or Plexin-B1 (N-18, Santa Cruz)52, or the ROCK inhibitors 
Y-27632 (10 M, Calbiochem) and RKI (5 M, Calbiochem), were added every 
3 d. In Figure 1i, calvarial cells were cultured in osteoclast culture supernatant, 
which was collected from the culture of the wild-type and Sema4d−/− osteoclast 
precursor cells 2 d after RANKL stimulation. For the coculture of osteoblasts 
with osteoclasts, wild-type and Sema4d−/− osteoclasts were isolated by trypsini-
zation 2 d after RANKL stimulation. Isolated osteoclasts (1 × 105 cells per well 
in a 24-well plate) were added every 3 d.

Immunoblot analysis. For the pull-down assay using Fc-sema4D, cell lysates 
were incubated with Fc-sema4D (500 ng) and analyzed by immunoblotting 
with antibodies to Plexin-B1, PDZ-RhoGEF and LARG. For analysis of the 
effect of Sema4D on intracellular signaling, calvarial cells were stimulated with  
Fc-sema4D after 3 d of culture in the osteogenic medium. Cells were stimulated 
with IGF-1 (10 nM, Sigma-Aldrich) after serum starvation for 8 h after 3 d of 
culture. Cells were pretreated with 30 M of an ErbB2 inhibitor II (Santa Cruz), 
10 M Y27632 or 5 M RKI for 1 h before stimulation with Fc-sema4D or  
IGF-1. Phosphorylation of Plexin-B1, Met, ErbB2 and IRS-1 was detected with a 
phosphotyrosine-specific antibody after immunoprecipitation with the specific 
antibodies. The antibodies used are listed in Supplementary Table 2.

Detection of RhoA activation. The pull-down assay to detect GTPase acti-
vity was performed as described53. Briefly, calvarial cells were cultured in the 
osteogenic medium for 3 d followed by incubation in serum-free -MEM for 
8 h, and then stimulated with Fc-sema4D. Cells were collected at the indicated 
time points and cell lysates were subjected to an incubation with 2 g of GST-
RBD (for RhoA) and GST-PAK1 (for Rac1) coupled to glutathione-Sepharose,  
followed by immunoblotting with RhoA-specific and Rac1-specific antibodies, 
respectively. For the ELISA of RhoA activity (Fig. 3b,e), GTP-bound RhoA was 
detected by G-LISA (Cytoskeleton) according to the manufacturer’s protocol. 
To examine the effect of ErbB2, cells were pretreated with ErbB2 inhibitor II for 
1 h before Fc-sema4D stimulation.

Ovariectomy-induced bone loss. This model of osteoporosis induced by ovari-
ectomy has been described54. Briefly, 7-week-old female mice were ovariect-
omized or sham operated. More than eight mice were examined in each group. 
For the analysis of the prophylactic effect of the Sema4D-specific antibody, ova-
riectomized mice were intravenously injected with 20 g of Sema4D-specific 
antibody (MBL) or saline via the tail vein weekly from day 3 to week 8 after 
surgery. To analyze the therapeutic effect of the Sema4D-specific antibody, after  
6 weeks of surgery, we started an injection of the same amount of Sema4D- 
specific antibody and continued the injection every 3 d for 3 weeks. All of 
the mice were killed and subjected to microcomputed tomography and histo-
morphometric analyses 8 weeks (prophylactic model) or 9 weeks (therapeutic 
model) after surgery.

Motility assay. Cell migration was assessed using a modified Boyden chamber 
assay, as described55. Osteoblasts (3 × 104 cells) were added to the upper chamber.  
IGF-1 (100 ng ml−1) or Fc-sema4D was added to the lower chamber. After 4 h, 
the cells that migrated to the lower surface of the membrane were counted. To 
analyze the effect of the ROCK inhibitor on Sema4D-induced cell motility, cells 
were pretreated with 5 M RKI for 1 h and added to the upper chamber.

Statistical analysis. All data are expressed as the mean  s.e.m. (n = 5). 
Statistical analyses were performed using the Student’s t test analysis of variance  
followed by the Bonferroni test when applicable. Results are representative  
examples of more than four independent experiments.

Additional methods. Detailed methodology is described in the  
Supplementary Methods.
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Cell fate determination is tightly regulated by transcriptional activa-
tors and repressors. Leukemia/lymphoma-related factor (LRF; encoded
by Zbtb7a), known as a POK (POZ/BTB and Krüppel) family transcrip-
tional repressor, is inducedduring the development of bone-resorbing
osteoclasts, but the physiological significance of LRF in bone metab-
olism and the molecular mechanisms underlying the transcriptional
regulation of osteoclastogenesis by LRF have not been elucidated.
Herewe show that LRF negatively regulates osteoclast differentiation
by repressing nuclear factor of activated T cells c1 (NFATc1) induction
in the early phase of osteoclast development, while positively regu-
lating osteoclast-specific genes by functioning as a coactivator of
NFATc1 in the bone resorption phase. The stage-specific distinct func-
tions of LRF were demonstrated in two lines of conditional knockout
mice in which LRF was deleted in the early or late phase of osteoclast
development. Thus, this study shows that LRF plays stage-specific
distinct roles in osteoclast differentiation, exemplifying the delicate
transcriptional regulation at work in lineage commitment.

Osteoclasts are responsible for both physiological and patho-
logical bone resorption, and an accurate understanding of the

molecular mechanisms of osteoclast differentiation is thus crucially
important for the development of therapeutic strategies against
bone and joint diseases (1–3). Receptor activator of nuclear factor-
κB (NF-κB) ligand (RANKL) is an essential cytokine that induces
the differentiation of monocyte/macrophage lineage cells into
osteoclasts in the presence of macrophage colony-stimulating fac-
tor (M-CSF) (2, 3). RANKL promotes osteoclastogenesis through
the induction and autoamplification of the key transcription factor
nuclear factor of activated T cells c1 (NFATc1), which transcrip-
tionally regulates most of the osteoclast-specific genes required for
the bone resorbing activity, including Ctsk (encoding cathepsin K),
Mmp-9, and Clcn7 (encoding chloride channel 7) (3–6). The auto-
amplification of NFATc1 is a hallmark event in the early phase of
osteoclast development, in which NFATc1 is preferentially re-
cruited to its own promoter, thus enabling the autoamplification of
expression (3, 7, 8). To achieve efficient NFATc1 autoamplifica-
tion, transcription factors such as NF-κB and c-Fos are required.
Osteoclast differentiation is negatively regulated by the transcrip-
tion factors IFN regulatory factor-8 (IRF-8), v-maf muscu-
loaponeurotic fibrosarcoma oncogene family protein B (MafB),
and B-cell lymphoma 6 (Bcl-6), mainly through the inhibition of
NFATc1 activity and expression (9–11). Thus, NFATc1 expression
is controlled by a delicate balance between positive and negative
transcriptional regulators during osteoclastogenesis.
Leukemia/lymphoma-related factor (LRF, also called Pokemon:

POK erythroid myeloid ontogenic factor), which is encoded by the
Zbtb7a gene, is a member of the POK (POZ/BTB and Krüppel)
family of transcriptional repressors (12, 13). LRF is involved in the

oncogenesis of T- and B-cell lymphoma, prostate, breast, non–
small-cell lung, and ovarian cancers (14–18). LRF exerts its onco-
genic effect by suppressing the expression of the tumor suppressor
genes Arf and Rb (14, 19). LRF is implicated not only in onco-
genesis, but also in diverse biological processes such as cell survival
and lineage fate decisions in hematopoietic cells (20–22).
In the skeletal system, osteoclast-derived zinc finger (OCZF),

a rat homolog of LRF, was originally identified as an osteoclast-
specific protein in a screening performed with monoclonal
antibodies (23). Recently, mice overexpressing LRF in osteo-
clasts were shown to exhibit an osteoporotic phenotype due to
the increased number of osteoclasts (24). However, the physio-
logical function of LRF in bone remodeling has not been dem-
onstrated, because global deletion of LRF results in embryonic
lethality (14). Thus, we investigated the function of LRF in
osteoclastogenesis by disrupting Zbtb7a at the early and late
stages of osteoclast differentiation using Mx1- and Ctsk-Cre mice,
respectively. The distinct phenotypes of the two conditional
knockout mice revealed that LRF plays certain stage-specific
roles in the transcriptional program of osteoclast development.

Results
Physiological and Ectopic Expression of LRF During Osteoclastogenesis.
We examined the expression and localization of the LRF protein
during osteoclastogenesis. LRF was only slightly expressed in os-
teoclast precursor cells, but wasmarkedly induced in bonemarrow-
derived monocyte/macrophage precursor cells (BMMs) stimulated
with RANKL (Fig. S1A). LRF accumulated in the nuclei as BMMs
underwent differentiation into osteoclasts (Fig. S1B), suggesting
that it has a role in gene regulation. To examine the effect of the
ectopic expression of LRF at the early and late stages of osteoclast
differentiation, we infected BMMs at distinct time points with
a retroviral vector carrying the Zbtb7a gene (pMX-LRF-IRES-
EGFP). When BMMs were infected with the LRF-expressing
retrovirus, the formation of tartrate-resistant acid phosphatase
(TRAP)-positive multinucleated cells (MNCs) was significantly
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impaired in the EGFP+ cells (Fig. 1A). However, this suppressive
effect was not observed when the cells had been stimulated with
RANKL for 2 d before the retroviral infection and the survival of

the mature osteoclasts was not influenced by this ectopic expres-
sion of LRF in the late stage of osteoclast development (Fig. 1B
and Fig. S2). These results suggest that LRF negatively regulates
osteoclast differentiation at the early but not the late stage of
osteoclastogenesis. It has been reported (24), however, that over-
expression of LRF under the Ctsk promoter results in a prolonged
survival of osteoclasts. These inconsistent in vitro results suggest
that in vivo loss-of-function studies will be required for a clear
understanding of the physiological function of LRF.

Differentiation Stage-Specific Disruption of LRF. To explore the
physiological role of LRF in the osteoclast lineage, we inves-
tigated LRF conditional knockout mice. Because LRF exerted
stage-specific effects in vitro, we generated two types of LRF
conditional knockout mice, Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ (20) and
Zbtb7aFlox/−CtskCre/+ mice, by crossing Zbtb7aFlox/Flox with Mx1-
Cre transgenic mice and Zbtb7aFlox/− with Ctsk-Cre knock-in
(CtskCre/+) mice, respectively. In the Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ mice,
the Zbtb7a gene is deleted upon polyinosinic-polycytidylic acid
(poly I:C) treatment in various cell types, including immature he-
matopoietic cells, which allowed us to examine the effect of LRF
depletion at the very early stage of osteoclast development. In fact,
the expression of both the LRF protein and mRNA was un-
detectable at the stage of osteoclast precursor cells (time 0) in the
Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ cells (Fig. 1C). In the Zbtb7aFlox/−CtskCre/+

mice, the Zbtb7a gene was deleted at the later stage of osteoclast
lineage cells expressing cathepsin K.We found the LRF expression
level in Zbtb7aFlox/−CtskCre/+ cells to be markedly decreased at 48
and 72 h after RANKL stimulation (Fig. 1D).

Increased Osteoclast Number and Low Bone Mass in Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+

Mice.Weanalyzed the bone phenotype ofZbtb7aFlox/FloxMx1cre+mice,
which had received poly I:C injection at the age of 21 d. The bone
volume and the trabecular number were significantly reduced and
trabecular separation was increased in theZbtb7aFlox/FloxMx1cre+mice
(Fig. 2A and Fig. S3A), without any changes in cortical thickness and
bone mineral density (Fig. S4). Bone morphometric analysis in-
dicated an increase in the osteoclast number and eroded surface
(Fig. 2 B andC), but the parameters for osteoblastic bone formation
were normal in the Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ mice (Fig. S3 B and C).
Wild-type mice engrafted with bone marrow cells derived from the
Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+mice also exhibited a low bonemass phenotype
(Fig. S5). These results indicate that the low bonemass phenotype in
the Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ mice is caused by hematopoietic cells in-
cluding osteoclast precursor cells. Thus, LRF in osteoclast precursor
cells negatively regulates the osteoclast number in vivo.

Enhanced Osteoclastogenesis and NFATc1 Expression by the Deletion
of LRF in Osteoclast Precursor Cells. We examined osteoclast dif-
ferentiation in Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ BMMs stimulated with
RANKL in the presence of M-CSF. Because the number of T and
B cells in the bone marrow differed between the Zbtb7aFlox/Flox
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and Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ mice (20), we sorted and cultured
CD4−CD8−B220− cells in the presence of M-CSF for 2 d, which

were then used as BMMs. The TRAP+ MNC number was mark-
edly increased in the Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ cells compared with the
control cells (Fig. 3A), but there was a slight decrease in bone
resorbing activity inZbtb7aFlox/FloxMx1cre+ osteoclasts when the same
number ofmature osteoclasts were seeded (Fig. 3B). Therefore, the
increase in bone resorption in the Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ mice was
caused by the increased number of osteoclasts, not by an increase
in their activity. To examine the influence of abnormalities of T or
B cells on osteoclastogenesis, we analyzed osteoclast formation after
depleting the T or B cells from bone marrow cells. Depletion and
reconstitution of either T or B cells did not affect osteoclastogenesis
inZbtb7aFlox/FloxMx1cre+ cells, suggesting that LRF functions in a cell-
autonomous manner (Fig. S6). We examined the ratio of the oste-
oclast precursor cells among the bone marrow cells. The percentage
of c-kit+c-fms+ cells in the CD11blo/−CD3ε−B220− population (25)
was comparable between the control andZbtb7aFlox/FloxMx1cre+ mice,
indicating that the proportion of osteoclast precursor cells in the
non-T non-B cells in the bone marrow was unchanged (Fig. 3C). In
addition, there was no significant difference in the number or pro-
liferation rate of CD11b+ cells cultured in the presence of M-CSF
for 2 d (Fig. 3D).
In Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ cells, the induction of NFATc1 ex-

pression was accelerated at both the protein and mRNA levels
(Fig. 3E). It is noteworthy that the expression of NFATc1 was
detected even in the absence of RANKL stimulation (Fig. 3E),
suggesting that LRF inhibits osteoclastogenesis through a sup-
pression of NFATc1 expression. These results demonstrate that
LRF deficiency in osteoclast precursor cells results in enhanced
osteoclast differentiation by promoting NFATc1 expression
without affecting the generation of osteoclast precursor cells.

Increased Bone Mass in Zbtb7aFlox/−CtskCre/+ Mice. Unlike the
Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ mice, the Zbtb7aFlox/−CtskCre/+ mice were
shown to have an increased trabecular bone volume and trabec-
ular number (Fig. 4A and Fig. S7A). Bone morphometric analysis
indicated a marked decrease in the eroded surface, which is
a bone resorption marker, but there was no significant difference
in either the osteoclast number or surface (Fig. 4 B and C). There
was no obvious abnormality in the parameters for osteoblastic
bone formation, such as the bone formation rate or osteoblast
surface (Fig. S7 B and C). These results suggested that the high
bone mass phenotype of the Zbtb7aFlox/−CtskCre/+ mice was
caused by a decrease in osteoclastic bone-resorbing activity.
We obtained bone marrow cells from the Zbtb7aFlox/−CtskCre/+

mice and subjected them to an in vitro osteoclast formation and
bone resorption assay on dentine. RANKL induced a comparable
number of TRAP+MNCs in the control and Zbtb7aFlox/−CtskCre/+

cells (Fig. 5A), but the number and area of the resorption pits were
markedly decreased in Zbtb7aFlox/−CtskCre/+ osteoclasts, even
though the same number of osteoclasts were seeded (Fig. 5B). The
impaired bone resorption activity in Zbtb7aFlox/−CtskCre/+ osteo-
clasts may be explained by the decrease in the mRNA expression
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of the genes required for bone resorption including Ctsk, Mmp9,
and Clcn7 may influence (Fig. 5C), although we cannot rigorously
rule out the other possibilities. The NFATc1 induction was ob-
served to be equal in the control and Zbtb7aFlox/−CtskCre/+ cells
(Fig. 5D), consistent with the result indicating the normal for-
mation of TRAP+ MNCs (Fig. 5A). LRF suppresses erythroblast
apoptosis by inhibiting the expression of the proapoptotic protein
Bim (encoded by Bcl2l11) (21). Bim also regulates osteoclast

apoptosis (26), but there was no increase in Bim expression or the
apoptosis rate in Zbtb7aFlox/−CtskCre/+ cells (Fig. 5E). There was
no significant difference in the number or the proliferation rate
between the control and Zbtb7aFlox/−CtskCre/+ cells 48 h after
RANKL stimulation (Fig. 5F). Although LRF overexpression
reportedly led to prolonged osteoclast survival in a gain-of-
function study (24), these results in a loss-of-function study sug-
gest that LRF expression at the late stage of osteoclastogenesis is
not required for the survival of osteoclast lineage cells, but is
instead essential for bone resorption activity.

Positive and Negative Regulation by LRF. Previous studies demon-
strated that IRF-8, MafB, and Bcl-6 potently inhibit the ex-
pression and function of NFATc1 (9–11). However, the
expression of such antiosteoclastogenic factors was not reduced
in Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ cells (Fig. S8A), raising the possibility that
LRF directly inhibits NFATc1 expression at an early stage of
osteoclastogenesis. A computational search on the upstream se-
quence of the transcription start site of the Nfatc1 gene revealed
that several LRF-binding sites (14) were located in the promoter
region required for the NFATc1 autoamplification (Fig. 6A). In
contrast, a smaller number of LRF-binding sites were found in the
promoters of genes expressed in mature bone-resorbing osteo-
clasts, such asCtsk,Calcr,Mmp9, andClcn7, all of which are known
to be transcriptional targets of NFATc1 (Fig. 6A and Fig. S8B).
LRF physically interacted with NFATc1 in the late phase of

osteoclastogenesis (Fig. S8C). NFATc1 coimmunoprecipitated with
full-length LRF and a mutant, ΔZF-LRF, which lacks the zinc
finger domain required for DNA binding, but not with a mutant,
ΔPOZ-LRF, lacking the POZ domain (Fig. 6B). Thus, LRF inter-
acts with NFATc1 through the POZ domain. LRF suppressed the
activation of the Nfatc1-P1 promoter by NFATc1 and this sup-
pression was also observed without NFATc1 overexpression (Fig.
6C). ΔZF-LRF failed to suppress the Nfatc1-P1 promoter activity
enhanced by NFATc1, suggesting that LRF acts as a transcriptional
repressor by binding to the promoter through its zinc finger domain
(Fig. 6C). Indeed, LRF resided at the proximal Nfatc1 promoter
before RANKL stimulation, but not in the late phase of differen-
tiation (Fig. 6D). Previous reports showed that LRF binds to a co-
repressor complex composed of histone deacetylases (HDACs), N-
CoR and SMRT through the POZ domain (19, 27). At the early
stage of osteoclastogenesis, HDAC1, HDAC2, HDAC3, N-CoR,
SMRT, and B-CoR were recruited to the Nfatc1 promoter, but the
recruitment of most of these components, if not all, was severely
impaired in the LRF deficiency (Fig. 6D). The expression of Jmjd3,
which is reported to be a histone demethylase regulating osteo-
clastogenesis (28), was not altered by the LRF expression (Fig.
S8D). These results suggest that LRF repressed transcriptional ac-
tivity of NFATc1 by recruiting a corepressor complex (Fig. 6E).
LRF was associated with the promoters of genes expressed by

mature osteoclasts including Ctsk and Calcr in the late phase of
differentiation (Fig. 6D). Activation of these promoters by
NFATc1 was further enhanced by the expression of LRF as well as
ΔZF-LRF (Fig. 6C), but not by the expression of ΔPOZ-LRF.
There were four and eight NFAT-binding sites, but only two and
no LRF-binding sites, in the Ctsk and Calcr promoter regions ex-
amined here, respectively (Fig. 6A). These results suggest that LRF
functions as a transcription coactivator by binding to NFATc1
through its POZ domain in the regulation of genes required for
bone resorbing activity, and this activity is not dependent on the
direct DNA binding of LRF through the zinc finger domain.

Discussion
This study revealed that mice lacking LRF in osteoclast pre-
cursor cells exhibit an osteoporotic phenotype due to an in-
creased osteoclast number, whereas mice lacking LRF in cells in
the more advanced stage of osteoclastogenesis have an increased
bone mass due to impaired osteoclastic bone resorption. LRF
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activity of mature osteoclasts derived from the control and Zbtb7aFlox/−

CtskCre/+ BMMs. (C) Expression of osteoclast-specific genes in the control and
Zbtb7aFlox/−CtskCre/+ cells during osteoclastogenesis. (D) NFATc1 expression at
the protein (Left) and mRNA (Right) in the control and Zbtb7aFlox/−CtskCre/+

cells during osteoclastogenesis. (E) Expression of Bcl2l11 (Left) and the apo-
ptosis rate (Right) in the control and Zbtb7aFlox/−CtskCre/+ cells 48 h after RANKL
stimulation. (F) Proportion of CD11b+ cells (Left) and BrdU incorporation
(Right) in control and Zbtb7aFlox/−CtskCre/+ cells 48 h after RANKL stimulation.
**P < 0.01.

2564 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1116042109 Tsuji-Takechi et al.



104 Annual Report 2011

高柳　広

thus plays a biphasic role in the transcriptional regulation of
osteoclastogenesis: LRF represses osteoclast differentiation by
acting as a transcriptional repressor of the Nfatc1 gene in the
early phase of osteoclast development and promotes bone re-
sorption, at least in part, by acting as a coactivator of NFATc1 in
controlling the genes required for the bone-resorbing activity of
osteoclasts. The phenotype caused by the gene deletion in the
early phase could be influenced by the deletion in the late phase
that inevitably occurs, but the LRF deletion in the early phase
resulted in a very high expression of NFATc1, which sufficiently
functions even without cooperation with LRF. LRF regulates B
versus T lymphoid lineage fate decision in the bone marrow
through inhibiting the Notch pathway (20). Because Notch sig-
naling is known to repress osteoclastogenesis (29), it is unlikely
that LRF inhibits osteoclast differentiation through suppression
of Notch function. Recent studies showed that LRF positively
regulates transcription by the specific recognition of its DNA-
binding sequence (18, 30, 31). It remains to be determined how
LRF exerts positive and negative effects on the activity of each
promoter, but it is interesting to note that the relative number of
LRF- and NFAT-binding sites is markedly different between the
promoters that are respectively inhibited and activated by LRF
(Fig. 6A and Fig. S8B). Because the negative regulation by LRF
is dependent on DNA binding and positive regulation is de-
pendent on the interaction with NFATc1, it is reasonable to
hypothesize that LRF functions as a repressor when the pro-
moter contains a large number of LRF-binding sites and as an
activator when the promoter contains considerably more NFAT-
than LRF-binding sites (Fig. 6E).

Cell lineage commitment is strictly controlled so as to maintain
the homeostasis of the biological systems of multicellular organ-
isms. To this end, the cell differentiation program is tightly reg-
ulated by multiple signaling pathways, and negative feedback
regulation is extremely important to avoid excessive cell differ-
entiation. The negative regulators of osteoclastogenesis IRF-8,
MafB, and Bcl-6, are highly expressed in the early phase of de-
velopment, but the expression is blocked by various repressors,
including Blimp-1, as the development proceeds (32). Unlike
other antiosteoclastogenic factors, LRF is expressed at a rela-
tively low level in osteoclast precursor cells, but it is induced
during osteoclastogenesis, ultimately coming to function as
a positive regulator of different target genes. The unique stage-
specific regulation of osteoclastogenesis by LRF reveals an in-
tricate transcriptional network in bone homeostasis and may
provide a novel molecular basis for therapeutic strategies against
bone and joint diseases.

Materials and Methods
Mice and Analysis of the Bone Phenotype. The generation of Zbtb7aFlox/Flox,
Mx1-Cre transgenic (003556; The Jackson Laboratory), and Ctsk-Cre knock-in
(CtskCre/+) mice was previously described (20, 33). All of the animal experi-
ments were approved by the institutional animal care and use committee
and conformed to relevant guidelines and laws. All mice were backcrossed
with C57BL/6 mice more than six times and maintained under specific
pathogen-free conditions. For the induction of Cre recombinase expression
in hematopoietic stem cells, poly I:C (Invitrogen) was administered into mice,
as described, with minor modifications (34). Briefly, Zbtb7aFlox/Flox and
Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ micewere injected intraperitoneallywith 0.25mLof 1mg
mL−1 poly I:C every other day starting at postnatal day 21 for a total of three
doses. The femurs of 9-wk-old male Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+ mice (n = 8), 12-wk-
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old female Zbtb7aFlox/−CtskCre/+mice (n = 8), and their littermate controls were
subjected to 3Dmicrocomputed tomography (μCT) analysis. The tibiae of these
mice were subjected to histomorphometric analysis. The methods for μCT and
histomorphometric analyses were previously described (35).

In Vitro Assays for Osteoclast Differentiation and Function. The methods for
in vitro osteoclast differentiation and bone resorption assay were previously
described (36). Briefly, bone marrow cells cultured with 10 ng mL−1 M-CSF (R&D
Systems) for 2dwereusedasBMMs,whichwere further culturedwith50ngmL−1

(unless otherwise indicated) of RANKL (Peprotech) in the presence of M-CSF (10
ngmL−1) for 3 d. For the analysis of osteoclastogenesis in the Zbtb7aFlox/FloxMx1cre+

cells, CD4−CD8−B220− cells isolated using an AutoMACS cell separator were cul-
tured in thepresenceofM-CSF for 2dandusedasBMMs. For thebone resorption
assay, the osteoclasts generated on collagen-coated dishes were harvested
3 d after RANKL stimulation by trypsinization and cultured for 2 d on dentin
slices (Wako) in the presence of indicated concentrations of RANKL. The resorbed
areas were measured using an image analyzing software, ImageJ (NIH Image).

Statistical Analysis. Each series of experiments was repeated at least three times.
Alldataareexpressedas themean±SEM(n=5). Statisticalanalysiswasperformed
using Student’s t test andANOVA followedby a Bonferroni testwhen applicable.

Detailed procedures for the immunofluorescence staining, the retroviral
gene transfer, immunoblot, and immunoprecipitation analyses, the quanti-
tative PCR analysis, the flow cytometric analysis, the luciferase reporter gene
assay, and the ChIP assay are described in SI Materials and Methods.
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分子細胞機能学分野

森田 育男
医歯学総合研究科・顎顔面頸部機能再建学系専攻
分子細胞機能学・教授

1）研究の課題名
血管新生の制御機構の解明及び再生医療への応用
Optimized…method…for…outgrowth…endothelial…progenitor…
cells…in…culture

血管新生は、多くの疾患と関係しているが、褥瘡、心筋
梗塞、創傷治癒、バージャー病、閉塞性動脈硬化症などは、
血管新生を促進することにより治療が可能となる病気であり、
一方、固形腫瘍、関節リウマチ、動脈硬化、加齢黄斑変性、
糖尿病性網膜症、炎症などは、血管新生を抑制すること
により治癒、もしくは改善効果が得られる疾患である。一方、
組織移植においては、移植された組織への酸素、栄養の
供給のための血管新生が必須とされている。

しかし血管促進物質の全身投与によるガン増殖、転移
の可能性や炎症の悪化の可能性、また組織移植への応用
を考え、局所でのアプリケーションを行うため、印刷
技術を応用した全く新しい概念のもとでの血管形成術
を考案した。本方法により、自由なパターンの血管をin…
vitro…で作成することが可能となり、この体外で作成し
た血管を生体内に移植し、血流改善効果が期待できるよ
うになった。さらに、血管内皮細胞前駆細胞を臍帯血、
抹消血から単離、増殖することが可能になった。

骨形成、骨吸収機構の解明
The…effects…of…polyunsaturated…fatty…acids…and…their…
metabolites…on…osteoclastogenesis…in…vitro

　骨代謝には骨形成と骨吸収のcouplingが必須であるが、
これまでの研究は骨芽細胞による破骨細胞形成に焦点が
当てられていた。しかし、骨のリモデリングを考えた場合、
骨細胞―骨芽細胞のシグナルおよび、骨芽細胞―破骨細
胞のシグナルが重要であることが考えられる。そこで、そ
のシグナルの解明を行っている。また、従来、当研究室
では破骨細胞形成における接着分子の役割に関し多くの
研究を行ってきたが、本年度はそれらに関しても研究を行
い、脂肪酸が破骨細胞形成に与える影響について検討した。

炎症ならびに組織再生のメカニズム
The…involvement…of…DNA…and…histone…methylation…in…the…
repression…of…IL-1β-induced…MCP-1…production…by…hypoxia.

　炎症局所や固形ガンの中心部における低酸素状態は、
病態の進展に重要な各種サイトカイン・ケモカインの産
生を調節している。しかし、これまでのサイトカインネッ
トワークの構築に関する研究は通常の酸素分圧で行われ
ており、炎症局所を反映していない。この低酸素下のケ
モカイン産生を担う転写因子はHIF-1だけでなく、NF-
κBが重要な役割を果たしているが、我々はクロマチン
構造そのものが低酸素における転写調節に重要である
ことをHDAC阻害剤を用いて明らかにしてきた。そこ
で、本研究では低酸素による種々のケモカイン産生の調
節におけるケモカインのプロモータ領域へのNF-κB/
HDACを含むタンパク複合体の結合の重要性を明らか
にすることを目的としている。そこで、このタンパク複
合体を同定するとともに、低酸素による変動を調べた。
このことは、従来の概念とは異なる新しいタイプの抗炎
症薬の開発に貢献できるものと期待している。

2）
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3）発表の研究内容についての英文要約
Optimized method for outgrowth endothelial progenitor 
cells in culture
Outgrowth…endothelial…progenitor…cells…（OECs）…are…
expected…to…be…useful…for…regenerative…medicine…as…a…source…
of…blood…vessel.…However…it…has…been…studied…intensively…
about…their…properties…and…functions,…the…feasibility…of…
reliable…acquirement…remains…unclear.…This…study…was…
aimed…to…find…out…the…optimized…method…to…obtain…OECs…
from…human…umbilical…cord…blood…（hUCB）.…We…isolated…
mononuclear…cells…from…hUCB…and…examined…OEC…colony…
formation…rate…（OEC-CFR）…in…various…conditions…based…
on…following…four…points：…1,…cell…density,…2,…pre-selection…
of…CD45（-）…cells,…3,…culture…medium…and…4,…influence…of…
cryopreservation.…OEC-CFR…was…0.250…colony/…5×107…
CD45（-）…cells…and…dependent…on…the…initial…cell…density.…
OEC-CFR…of…total…mononuclear…cells…was…about…0.347…
colony/…5×107…cells.…This…result…suggested…that…pre-
selection…of…CD45（-）…cells…was…not…necessary…to…obtain…
OEC.…Supplementation…of…EGM2-MV…（endothelial…basal…
medium-2）…with…culture…medium…caused…to…increase…in…
OEC-CFR.…Furthermore,…we…could…obtain…at…least…one…
colony…from…total…mononuclear…cells…of…each…sample…
after…cryopreservation,…though…OEC-CRF…was…decreased…
in…compared…to…that…from…fresh…cells.…Flow…cytometric…
analysis…and…immunocytochemistry…showed…that…isolated…
OECs…expressed…CD31,…CD34,…CD73,…CD146,…CD144…and…
CD309.…We…confirmed…tube…formation…of…OEC…on…matrigel…
by…confocal…microscopy.…In…this…study,…we…proposed…the…
optimized…method…for…isolation…of…OECs.…This…method…can…
be…useful…for…clinical…use…of…OECs.

The effects of polyunsaturated fatty acids and their 
metabolites on osteoclastogenesis in vitro
Bone…homeostasis…is…maintained…by…active…remodeling…
through…the…balance…between…resorption…（by…osteoclasts）…
and…synthesis…（by…osteoblasts）.…In…this…study,weexamined…
the…effects…of…polyunsaturated…fatty…acids…（PUFAs）…and…
their…metabolites…on…sRANKL-induced…differentiation…
of…bone…marrow-derived…macrophages…（BMMs）…into…
osteoclasts…in…vitro.…Docosahexaenoic…acid…（DHA）…strongly…
inhibited…osteoclastogenesis;…however,…dihomo--linolenic…acid…

（DGLA）,…arachidonic…acid…（AA）…and…eicosapentaenoic…acid…
（EPA）…enhanced…it.…The…enhancement…effect…of…PUFAs…
on…osteoclastogenesis…was…mediated…predominantly…by…
cyclooxygenase…（COX）…products,…because…the…effect…was…
inhibited…by…a…COX…inhibitor.…It…was…also…found…that…COX…
products…of…PUFAs,…prostaglandin…E1,…E2,…and…E3,…clearly…
increased…in…osteoclastogenesis.…The…inhibitory…effect…of…
DHA…on…osteoclastogenesis…was…reversed…by…treatment…
with…a…lipoxygenase…（LOX）…inhibitor.…Furthermore,…
resolvin…D1,…a…LOX…product…of…DHA,…significantly…inhibited…
osteoclastogenesis.…Quantitative…analysis…of…specific…

mRNA…levels…revealed…that…DHA-mediated…attenuation…
of…osteoclastogenesis…might…be…due…to…a…decrease…in…DC-
STAMP…expression.…These…results…suggested…that…the…effect…
of…DHA…on…osteoclastogenesis…is,…at…least…in…part,…mediated…
by…lipoxygenase…products.…This…study…showed…a…distinct…
mechanism…of…the…effect…of…PUFAs…on…osteoclastogenesis…
and…will…provide…evidence…for…therapeutic…treatment…with…
DHA…in…osteoporotic…patients.

The involvement of DNA and histone methylation in 
the repression of IL-1β-induced MCP-1 production 
by hypoxia.
Hypoxia…is…a…microenvironmental…pathophysiologic…factor…
commonly…associated…with…tumors…and…tissue…inflammation.…
We…previously…reported…that…hypoxia…repressed…IL-1β
-induced…monocyte…chemoattractant…protein-1…（MCP-1）…
expression.…The…purpose…of…this…study…was…to…investigate…the…
mechanisms…involved…in…the…repression…of…MCP-1…expression…
under…hypoxia.…Treatment…of…HeLa…cells…with…5-aza-dC,…an…
inhibitor…of…DNA…methylation,…abolished…the…repression…of…
IL-1β-induced…MCP-1…expression…by…hypoxia.…A…detailed…
study…of…the…methylation…of…CpGs…sites…using…bisulfite-
sequencing…PCR…and…5-methylcytosine…immunoprecipitation…
showed…that…hypoxia…induced…DNA…methylation…in…both…the…
enhancer…and…promoter…regions…of…MCP-1in…IL-1β-treated…
cells.…Next,…we…analyzed…histone…methylation…within…the…
MCP-1…promoter…and…enhancer…regions.…The…level…of…H3K9…
di-methylation,…a…mark…of…gene…repression,…in…both…promoter…
and…enhancer…regions…was…increased…by…hypoxia…in…IL-1
β-treated…cells.…Our…findings…suggest…that…changes…in…the…
methylation…status…of…CpGs,…as…well…as…histone…3…methylation,…
may…represent…a…critical…event…in…transcriptional…repression…
of…IL-1β-induced…MCP-1…expression…by…hypoxia.…Therefore,…
DNA…methylation…is…associated…with…not…only…epigenetic…
gene…silencing,…but…also…with…transient…transcriptional…
repression.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点体制）

……大学として、研究拠点となるべく、研究と産学連携を
一体化して推進できるよう、研究・産学連携機構を構築
した。
B（研究教育環境）

　バイオリソースの将来利用を可能とする包括同意の仕組
みや個人情報・遺伝情報の保護と管理の体制などを早急
に整備し、安全性を担保した盤石の体制でバイオリソース
の物理的資源とファーマコゲノミクス情報を含む医療情報
データベースを統合化した医療イノベーション推進のインフ
ラの構築のため、疾患バイオリソースセンターを設立した。
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C（人材確保）

　若手の優秀な研究者・教育者を確保する目的で、テニュ
アトラック制を導入し、国際公募により、優秀な人員を
確保した。
D（人材育成）

　大学院改革を推進し、医歯学総合研究科と生命情報科
学教育部を統合し、医歯学総合研究科医歯科学専攻、生
命理工学専攻に改編した。本改革に伴い各専攻の学位授
与方針等を議論し直し、博士課程の医歯学系においては、
世界の第一線で活躍し得る研究者・指導者を養成するこ
と、生命理工系においては高い専門性と倫理観を有し次
世代の同分野の人材育成に貢献できる者、先端的技術開
発を通して、医療・バイオ産業界の発展に貢献できる者
等を養成することとした。本研究科はこれらの能力を修
得した者に対して学位を授与することを学生のみならず、
社会に対しても明確に示していくこととしている。

5） 英文原著論 
1.… Kakutani…S,…Ishikura…Y,…Tateishi…N,…Horikawa…C,…Tokuda…

H,…Kontani…M,…Kawashima…H,…Sakakibara…Y,…Kiso…Y,…
Shibata…H,…Morita…I.…Supplementation…of…arachidonic…
acid-enriched…oil…increases…arachidonic…acid…contents…
in…plasma…phospholipids,…but…does…not…increase…their…
metabolites…and…clinical…parameters…in…Japanese…healthy…
elderly…individuals：…a…randomized…controlled…study.…
Lipids…Health…Dis.…10（1）：…241,…2011

2.… ◎Aoi…Y,…Nakahama…KI,…Morita…I,…Safronova…O.　The…
involvement…of…DNA…and…histone…methylation…in…the…
repression…of…IL-1β-induced…MCP-1…production…by…
hypoxia.　Biochem.…Biophys.Res.Commun…414,…252-258,…
2011

3.… Kato…K,…Morita…I.…Acidosis…environment…promotes…
osteoclast…formation…by…acting…on…the…last…phase…of…
preosteoclast…differentiation：…A…study…to…elucidate…the…
action…points…of…acidosis…and…search…for…putative…target…
molecules.…Eur…J…Pharmacol,……663（1-3）：27-39,…2011

4.… Moriyama…M,…Ohno-Matsui…K,…Hayashi…K,…Shimada…N,…
Yoshida…T,…Tokoro…T,…Morita…I.…Topographic…Analyses…
of…Shape…of…Eyes…with…Pathologic…Myopia…by…High-
Resolution…Three-Dimensional　Magnetic…Resonance…
Imaging.　Ophthalmology,…118（8）：1626-37,…2011

5.… Wang…J,…Ohno-Matsui…K,…Nakahama…KI,…Okamoto…A,…
Yoshida…T,…Shimada…N,…Mochizuki…M,…Morita…I.…Amyloid
β…Enhances…Migration…of…Endothelial…Progenitor…Cells…
by…Upregulating…CX3CR1…in…Response…to…Fractalkine,…
Which…May…Be…Associated…With…Development…of…
Choroidal…Neovascularization.　Arterioscler…Thromb…
Vasc…Biol.…31（7）：e11-18,…2011

6.… ◎Tsugawa…J,…Komaki…M,…Yoshida…T,…Nakahama…

K,…Amagasa…T,…Morita…I.,…Cell-printing…and…transfer…
technology…applications…for…bone…defects…in…mice.……J…
Tissue…Eng…Regen…Med……5（9）…：…695-703,…2011

7.… ◎Shirakihara…T,…Horiguchi…K,…Miyazawa…K,…Ehata…
E,…Shibata…T,…Morita…I,…Miyazono…K,…Saitoh…M.…TGF-b…
regulates…isoform…switching…of…FGF…receptors…and…
epithelial-mesenchymal…transition.…EMBO…J…30（4）：783-
789,…2011

8.… Nakamura…M,…Soya…T,…Hiratai…R,…Nagai…A,…Hashimoto…
K,…Morita…I,…Yamashita…K.….Endothelial…cell…migration…
and…morphogenesis…on…silk…fibroin…scaffolds…containing…
hydroxyapatite…electret.…J…Biomed…Mater…Res…A.…（In…
press）

9.… ◎Komaki…M,…Iwasaki…K,…Arzate…H,…Sampath…Narayanan…
A,…Izumi…Y,…Morita…I.……Cementum…protein…1…（CEMP1）…
induces…a…cementoblastic…phenotype…and…reduces…
osteoblastic…differentiation…in…periodontal…ligament…cells.…
J…Cell…Physiol.…in…press

6）総説ならびに著書
1.… 山口　朗、森田育男.研究水準　概観.我が国におけ

る歯科医学の現状と国際比較2010年度版.先端歯学
国際教育ネットワーク、歯学連携ネットワークを活
用した口腔からQOL向上を目指す研究.…10頁 .新潟
大学.2011年

2.… 森田育男　血管生物学辞典（監修：佐藤靖史、森田
育男、高倉伸幸、小室一成）アラキドンサン代謝物、
103〜105、2011

3.… 森田育男　血管生物学辞典（監修：佐藤靖史、森田育男、
高倉伸幸、小室一成）血管再建、178〜179、2011

7）特許取得、特許申請
カナダ

特許出願番号：2541513
特許第2541513
特許出願日：2004年10月15日
特許承認日：2011年2月1日
特許の名称：人工細胞組織の作成方法、及びそのため
の基材
発明者：　森田育男、中村真人、三宅秀之、服部秀志、
小林弘典、栗原正彰
特許出願人：大日本印刷

日　本

特許　第4836355
特許承認日：平成23年11月18日
発名の名称：細胞含有シート
発明者：森田育男、小林暁子、服部秀志、黒田正敏
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特許出願人：東京医科歯科大学、大日本印刷

8）平成23年度までの自己評価
　研究担当理事として、本学の研究環境の整備、人
材育成、組織改革に取り組んできた。その中で、本
G-COEに関しても、若手育成の立場から、特にシャペ
ロン教員に対し、知的財産の講義、キャリアパスなど
をともに考えてきた。その意味から、自分としては、
高い評価をしている。

9）学会発表（英文）
1.… Safronova…O,…Morita…I.…Hypoxia…represses…mRNA…

synthesis…via…HDAC3…sependent…inhibition…of…P-TEFr…
elongation…complex…activity.…DAVOS…CONGRESS,…
OXYGEN-Hypoxia…Research…Conference…Davos…2010,…
January…8-12,…2011

2.… Akiyama…M,…Nakahama…K,…Li…X,…Takeda…S,…Morita…I.…
Involvement…of…adhesion…molecules…in…osteoclastogenesis.…
穐山雅子、李　香蘭、竹田　省、中浜健一、森田育男.破
骨細胞分化における接着分子の関与.第84回日本生化学
会.京都.2011年9月21〜24日

3.… Oshima-Sudo…N,…Yoshida…T,…Akahori…T,…Komaki…
M,…Nakahama…K,…Abe…M,…Morita…I.…Vascular…
regeneration…using…cell-printing…system.…Symposium56…
Nanobiotchnology…in…vascular…medicine,…The…19th…
Annual…Meeting…of…the…Japanese…Vascular…Biology…and…
Medicine…Organization,…The…1st…Asia-Pacific…Vascular…
Biology…Meeting,…Tokyo,…December…8-10,…2011

4.… Safronova…O,…Morita…I.…Hypoxia…inhibits…P-TEFb…
elongation…complex…by…HDAC3-dependent…deacetylation…
of…Cdk9…and…Cyclin…T1.…2-c）…function…of…Molecules…and…
complexes/分子・複合体の機能、Transcription/転写.第
34回日本分子生物学会年会.2011年12月13〜16日

10）学会発表（和文）
　須藤乃里子、久保田俊郎、森田育男.臍帯血と臍帯由
来細胞を利用した生体外における毛細血管の作成.優秀
演題賞候補プログラム.第63回日本産婦人科学会学術講
演会.大阪.2011年8月29〜31日

11）外部資金の獲得状況 
科学研究費補助金、挑戦的萌芽研究

研究題目：組織細胞工学を用いた細胞多層化および血
管導入法の開発と応用
代表：森田育男
分担：中浜健一、小牧基浩
期間：H22-23
研究費総額：280万円

科学研究費補助金、基盤研究（A）

代表：秋吉一成
分担：森田育男
研究題目：ナノゲルを基盤とした新規ドラッグデリバ
リーシステムの開発
期間：H22〜H24

科学研究費補助金、基盤研究（C）

代表：安部まゆみ
分担：森田育男
研究題目：核蛋白ピグペンの血管新生促進作用の機序
の解明と血管新生制御への応用
期間：H23-24
研究費総額：180万円

科学研究費補助金、基盤研究（C）

代表：穐山雅子
分担：森田育男、中浜健一
研究題目：ドコサヘキサエン酸による破骨細胞分化抑
制機序の解明
期間：H23-25
研究費総額：390万円

科学研究費補助金、挑戦的萌芽研究

代表：大野京子
分担：森田育男
研究題目：アミロイドβを標的とした加齢黄斑変性・
緑内障の早期診断・治療に向けた新規戦略法

科学研究費補助金、基盤研究（C）

代表：久保田俊朗
分担：森田育男
研究題目：自己組織を利用した欠損組織修復と血流回
復を目指した新規新生児外科治療戦略
期間：H22〜H24

科学研究費補助金、基盤研究（B）

代表：大野京子
分担：森田育男
研究題目：加齢黄斑変性発症の四次元時空的解明と分
子標的治療の確立
期間：H22〜H24

12）特別講演、招待講演、シンポジウム
1.… 森田育男（副学長、理事・研究担当）.講演.脂質メディ

エーターの生理作用.サントリー（株）.東京.2011年
2月16日

2.… 森田育男.座長.シンポジウム4.血管新生.第32回日本
炎症・再生医学会、合同開催：1st…Meeting…of…Asian…
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Federation… of… Inflammation… and…Regeneration：
APFIR2011.京都.2011年6月2〜3日

3.… 森田育男、須藤乃里子、吉田　朋子、小牧　基浩、
中浜　健一、安部まゆみ.新規血管再生法に用いるヒ
ト血管内皮前駆細胞、血管内皮細胞、平滑筋細胞の
単離・培養法及び性質について.シンポジウム4.血管
新生.第32回日本炎症・再生医学会、合同開催：1st…
Meeting…of…Asian…Federation…of… Inflammation…and…
Regeneration：APFIR2011.京都.2011年6月2〜3日

4.… 森田育男、森尾郁子、川口陽子.口演.歯科医学にお
ける大学院教育改善への取り組みとその評価.口演発
表1　卒前専門基礎教育、卒前臨床実習、大学院教
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Amyloid � Enhances Migration of Endothelial Progenitor
Cells by Upregulating CX3CR1 in Response to Fractalkine,

Which May Be Associated With Development of
Choroidal Neovascularization

Jiying Wang, Kyoko Ohno-Matsui, Ken-ichi Nakahama, Aikou Okamoto, Takeshi Yoshida,
Noriaki Shimada, Manabu Mochizuki, Ikuo Morita

Objective—Deposits that accumulate beneath retinal pigment epithelium, called drusen, are early signs of age-related
macular degeneration (AMD). We have shown that amyloid � (A�) is present in drusen, and A� may be involved in
AMD development. We have also shown that endothelial progenitor cells (EPCs) may contribute to the development
of choroidal neovascularization (CNV). Thus, the purpose of this study was to investigate the role played by CX3CR1,
a chemokine receptor, in EPC migration and CNV formation.

Methods and Results—EPCs collected from human umbilical cords were found to express higher levels of CX3CR1 than
human umbilical vein endothelial cells, and exposure of EPCs to A� caused further upregulation of CX3CR1. This
upregulation was decreased by blocking fractalkine, a ligand of CX3CR1. Exposure of EPCs to fractalkine increased
their migration, but pretreatment with A� enhanced the migration. The fractalkine-induced EPC migration was more
inhibited by EPCs derived from CX3CR1�/� mice than wild-type mice. The area of laser-induced CNV was
significantly smaller in wild-type mice that received bone marrow transplantation from CX3CR1�/� mice than in those
that received transplantation from wild-type mice.

Conclusion—These data suggest that A� enhances EPC migration through the upregulation of CX3CR1. This upregulation
might play a role in development of CNV. (Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2011;31:e11-e18.)

Key Words: angiogenesis � cell physiology � vascular biology � age-related macular degeneration
� endothelial progenitor cells

Age-related macular degeneration (AMD) is the leading
cause of irreversible vision decrease in the elderly

worldwide.1–4 The decrease of vision results from geograph-
ical atrophy or choroidal neovascularization (CNV) in the
macula of the eye. During the development of CNV, new
vessels develop from the choroidal vessels and penetrate the
thick matrix of the Bruch membrane and pass into the
avascular subretinal space.

Among the earliest signs of AMD are subretinal extracel-
lular deposits, known as drusen, which accumulate beneath
the retinal pigment epithelium (RPE).5 Epidemiological stud-
ies have shown that the presence of many discrete or
confluent drusen significantly increases the risk of develop-
ing CNV.6,7

We have found that amyloid � (A�) peptides are present in
drusen, and we have suggested that their presence is the
primary stimulus for the development of AMD.8 The A�

peptides vary in length from 39 to 43 amino acid residues and
are produced by the sequential proteolytic processing of
precursors of amyloid proteins.9 Interestingly, A� is the main
component of the senile plaques found in the brains of
Alzheimer’s patients.9–11 The results of our study on senescent
neprilysin gene-disrupted mice that lack the A�-degrading
enzyme showed that there was a significant increase in the
deposition of A� in the subretinal space.8 This is relevant to
this study because these mice developed several characteris-
tics of human eyes at the early stage AMD, although they did
not develop CNV spontaneously.

The exact mechanism of how CNV develop from drusen
has not been determined. The results of recent studies have
provided evidence that endothelial progenitor cells (EPCs)
may be major contributors to the development of CNV.12–17

For example, experiments on laser-induced CNV in chimeric
C57Bl/6 mice with bone marrow transplantation from green
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fluorescent protein–transgenic mice showed that 50% to 60%
of the endothelial cells of the CNV were green fluorescent
protein positive.14 In addition, cells expressing the EPC
marker AC133 were present in surgically excised CNV of
human patients.17 EPCs are considered to play significant
roles in neovascularization elsewhere, such as in the hindlimb
ischemia model in mice, by enhancing invasion of blood
vessels into the matrix through the expression of protease
cathepsin L.18

EPCs were first described by Asahara et al in 1997,19 and
recent studies have shown that the capacity of EPCs to invade
into the matrix was higher than that of mature endothelial
cells.18,20 Basire et al21 reported that EPCs express higher
levels of urokinase-type plasminogen activator and its recep-
tor than human umbilical vein endothelial cells (HUVECs).
In addition, Urbich et al18 reported that protease cathepsin L
is expressed more strongly in EPCs than in mature endothe-
lial cells, and cathepsin L is essential for matrix degradation
and invasion by EPCs in vitro. We have recently shown that
the cathepsin L expressed by EPCs is critical for the devel-
opment of CNV in a mouse model of CNV.22

The migration of EPCs into the subretinal space requires
their mobilization from the bone marrow into the bloodstream
and subsequent recruitment from the choroidal circulation
into the subretinal space. Although the molecular pathways
leading to the mobilization of EPCs from the bone marrow
are not fully known, earlier studies demonstrated that several
humoral factors, such as vascular endothelial growth fac-
tor,23,24 erythropoietin,25 adiponectin,23 and stromal cell–
derived factor-1�26 trigger the release of EPCs. It is known
that the factors that contribute to the recruitment of EPCs are
different for different diseases.27

CX3CR1 is a pertussis toxin–sensitive 7-transmembrane G
protein-coupled receptor expressed on human natural killer
cells, monocytes, Th1 CD4� cells, CD8� T cells, mast
cells,28 and lymphoid organ-derived endothelial cells.29 Frac-
talkine, also designated CX3CL1, is the sole ligand of
CX3CR1,30 and the secreted form of fractalkine has potent
chemotactic activity. You et al31 reported that bovine retinal
capillary endothelial cells express both fractalkine and
CX3CR1. Immunostaining of human retinal tissue showed
that the expression of fractalkine was strong in Müller glial
cells, ganglion cells, and RPE.32 In addition, an intravitreous
injection of antifractalkine antibody decreased the retinal
angiogenesis in the oxygen-induced retinopathy model,31

suggesting that CX3CR1 and fractalkine play important roles
in ocular angiogenesis.

Recent studies33–36 have shown an association between the
sequence variation/expression of CX3CR1 and AMD. Com-
badière et al34 demonstrated that retinal microglia express
CX3CR1 and that an impairment of cell migration caused by
CX3CR1 polymorphisms increases the risk of AMD. They
suggested that the CX3CR1-dependent accumulation of sub-
retinal microglia evoked cardinal features of AMD and also
suggested a role of microglial cells in the pathogenesis of
AMD. However, the role played by CX3CR1 in the migration
of EPCs has not been examined.

Thus, the purpose of this study was to investigate what role
CX3CR1 plays in the migration of EPCs and subsequent
CNV formation.

Materials and Methods
EPCs were isolated from human cord blood or mouse abdominal
artery blood. The expression of CX3CR1 was measured by
immunocytochemistry, quantitative real-time polymerase chain
reaction (PCR), and Western blot. EPC migration was examined
using a modified Boyden chamber assay. Laser-induced CNV
areas were compared between wild-type mice that received bone
marrow transplantation from wild-type mice and those that
received transplantation from CX3CR1�/� mice. Total cell num-
bers of leukocytes and EPCs in abdominal artery blood were
compared between wild-type mice and CX3CR1�/� mice. The
proliferative capacities of wild-type mice- and CX3CR1�/�

mice-derived EPCs were also examined. Detailed materials and
methods are given in the Supplemental Data, available online at
http://atvb.ahajournals.org.

Results
CX3CR1 Expression Is Constitutively Higher in
EPCs Than in HUVECs
The results of PCR demonstrated that the mRNAs of frac-
talkine and CX3CR1 were constitutively expressed in EPCs
and in HUVECs (Figure 1). PCR also showed that the
expression of the mRNA of CX3CR1 by EPCs was 46.7�6.5
times higher than its expression by HUVECs (Figure 2A).
Fluorescence microscopy revealed that the proteins of
CX3CR1 were expressed in both EPCs and HUVECs (Figure
2B). Consistent with the PCR results, the fluorescence inten-
sity of CX3CR1 was markedly higher in EPCs than in
HUVECs (Figure 2B).

Exposure to A�1–40, Tumor Necrosis Factor-�,
Interleukin-1�, and Fractalkine Upregulates
CX3CR1 Expression in EPCs and HUVECs
Earlier studies showed that proinflammatory cytokines
upregulate the CX3CR1 gene expression in HUVECs,37

but there have been no reports of the expression and
regulation of the CX3CR1 gene in EPCs. The PCR results
showed that stimulation by A�1– 40, tumor necrosis

Figure 1. Real-time PCR to determine whether fractalkine and
CX3CR1 are expressed in cultured human RPE cells, HUVECs,
and EPCs. The cDNAs were synthesized from 2 �g of total
RNA, and the reaction products were subjected to PCR amplifi-
cation (35 cycles) with specific primers for human fractalkine
and CX3CR1. Product sizes of amplified products were 68 bp
for fractalkine and 163 bp for CX3CR1. GAPDH was used as an
internal control.
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factor-� (TNF-�), interleukin-1� (IL-1�), or fractalkine
induced a significant increase in the expression of
CX3CR1 in HUVECs (Figure 2A). However, the mRNA
levels of the CX3CR1 gene in treated HUVECs were much
lower than CX3CR1 mRNA levels of EPCs without any
stimuli (Figure 2A). Also, A�1–40, TNF-�, IL-1�, and
fractalkine caused a significant increase in the expression
of CX3CR1 mRNA in EPCs (Figure 3). Western blot
analysis showed an increase in the synthesis of the
CX3CR1 protein in human EPCs treated with A�1–40,
TNF-�, IL-1�, or fractalkine compared with nontreated
EPCs (Supplemental Figure I).

Neutralization of TNF-�, IL-1�, and Fractalkine
Partially Blocks A�1–40-Induced CX3CR1
Upregulation in EPCs
To determine whether the A�1–40-induced CX3CR1 upregu-
lation in EPCs is regulated by TNF-�, IL-1�, or fractalkine,
we examined the change in the level of the mRNA of
CX3CR1 when EPCs were treated with neutralizing antibod-
ies against TNF-�, IL-1�, or fractalkine by PCR. A�1–40

induced a 2.66�0.05-fold increase of CX3CR1 mRNA ex-
pression compared with nontreated EPCs, whereas its reverse
peptide A�40–1 (the same amino acids but in reverse se-
quence) had no effect (Figure 3).

After confirming that the upregulation of CX3CR1 mRNA
by TNF-�, IL-1�, or fractalkine was completely blocked by

the addition of the neutralizing antibodies, we examined
whether the neutralization of these factors affected the
expression of the mRNA of CX3CR1 in EPCs. Neutraliza-
tion of TNF-�, IL-1�, or fractalkine significantly reduced
the A�1–40-induced upregulation of CX3CR1 mRNA to
1.87�0.11-fold, 2.09�0.08-fold, and 2.11�0.27-fold that
of the nontreated control cells, respectively. Combined
neutralization of TNF-�, IL-1�, or fractalkine significantly
reduced A�1–40-induced CX3CR1 upregulation; however,
it did not completely block the upregulation to the level of
nontreated controls (still 1.45�0.12-fold that of nontreated
control cells).

A�1–40 Enhances Fractalkine-Induced Migration
of EPCs
CX3CR1 has been shown to be associated with both the
migration and adhesion of leukocytes in response to frac-
talkine.28 Thus, the high expression of CX3CR1 in EPCs and
the further upregulation by A� suggest the possibility that
EPC migration may be mediated by CX3CR1. Cell migration
analyses using Boyden chamber assays showed that frac-
talkine induced a migration of human EPCs in a dose-
dependent manner. The pretreatment of EPCs with A�1–40

significantly enhanced fractalkine-induced migration of
EPCs, whereas A�40–1 had no effect (Figure 4A).

Figure 2. Expression of the mRNA of CX3CR1 in
HUVECs and effect of A�1–40, fractalkine, and pro-
inflammatory cytokines. A, Real-time PCR analysis
of the cDNA of CX3CR1 prepared from RNA iso-
lated from HUVECs and EPCs in the presence or
absence of A�1–40 peptide (HCl form; 25 �mol/L),
TNF-� (10 ng/mL), IL-1� (10 ng/mL), and frac-
talkine (100 ng/mL) for 24 hours. The levels of the
mRNA of treated HUVECs and nontreated EPCs
are shown as a ratio to that of nontreated
HUVECs, and the average of 3 samples (�SEMs)
are plotted. Data are from 5 independent experi-
ments. *P�0.05 vs nontreated HUVECs. B, Immu-
nostaining for CD31 (red) and CX3CR1 (green) in
cultured EPCs and HUVECs. Left (a), HUVECs.
Right (b), EPCs. Scale bars�100 �m.
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Fractalkine-Induced Cellular Migration Is
Abolished in EPCs Derived From
CX3CR1�/� Mice
EPCs derived from CX3CR1�/� mice and wild-type mice
were also used in Boyden chamber assays to investigate the
role of CX3CR1 in EPC migration. Our results showed that
mouse recombinant fractalkine induced the migration of
EPCs derived from wild-type mice in a dose-dependent
manner, and pretreatment with A�1–40 significantly enhanced
the migration as shown in human EPCs. However, no obvious
cell migration or enhancement of migration by A�1–40

pretreatment was detected in EPCs derived from CX3CR1�/�

mice even after stimulation by 200 ng/mL fractalkine (Figure
4B). In contrast, IL-1�, another well-known stimulator of
migration of monocytes, was capable of inducing migration
of EPCs derived from both wild-type mice and CX3CR1�/�

mice (Supplemental Figure II).

Transplantation of CX3CR1�/� Mouse-Derived
Bone Marrow Cells Inhibits CNV
To determine the contribution of CX3CR1 from bone marrow–
derived cells to the development of CNV, we transplanted bone
marrow cells from CX3CR1�/� mice or wild-type mice into
wild-type mice as described.22 One month after the transplanta-
tion, a laser-induced CNV was produced. Seven days after laser

irradiation, the CNV area in wild-type mice that received bone
marrow transplantation from CX3CR1�/� mice was signifi-
cantly smaller (1.44�0.23�104 �m2) than that of wild-type
mice that received a bone marrow transplantation from wild-
type mice (8.84�1.36�104 �m2; P�0.0001, Figure 5 and
Supplemental Figure III).

CX3CR1 Deficiency Does Not Affect Homing of
Bone Marrow–Derived Cells
We compared the numbers of leukocytes and EPCs in
wild-type and CX3CR1�/� mice. The results showed that
there was no significant difference in the number of leuko-
cytes between CX3CR1�/� mice (1.61�0.13�107/mL; n�3)
and age-matched wild-type mice (1.55�0.30�107/mL; n�3;
P�0.753, Supplemental Figure IVA). Also, there was no
significant difference in the number of EPCs in the peripheral
blood between CX3CR1�/� mice (1272�280/mL; n�3) and
wild-type mice (1363�532/mL; n�3; P�0.8065, Supple-
mental Figure IVB).

Fractalkine or A�1–40 Does Not Affect
Proliferation of EPCs
Finally, we examined whether A�1–40 or fractalkine/
CX3CR1 signaling affected the proliferative potential of

Figure 3. Expression of the CX3CR1 mRNA in EPCs is increased by A�1–40, fractalkine and proinflammatory cytokines, and the effects
of neutralizing antibodies. EPCs were stimulated with 25 �mol/L A�1–40 peptide (HCl form; 25 �mol/L), IL-1� (10 ng/mL), TNF-� (10
ng/mL), or fractalkine (100 ng/mL) for 24 hours. In some experiments, neutralizing antibodies against human IL-1� (10 �g/mL), TNF-�
(1 �g/mL), fractalkine (20 �g/mL), or normal goat IgG (2.5 �g/mL) were also used. The average of 3 samples�SEMs is plotted.
*P�0.05. Data are from 5 independent experiments.
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EPCs (Supplemental Figure IVC). There was no significant
difference in the number of EPCs among nontreated cells
(1153�245; n�3), fractalkine-treated cells (1151�274;
n�3), A�1–40 treated cells (1149�152; n�3), and cells
treated with both A�1–40 and fractalkine (1155�202; n�3).

Discussion
Our results showed that EPCs expressed levels of CX3CR1
that were 46.7 times higher than those of HUVECs, and
exposure to A�1–40 caused a further upregulation of CX3CR1
in EPCs. Because CX3CR1 is involved in the migration of
various kinds of cells, including leukocytes,28,38 monocytes/
macrophages,39 and lymphocytes,40 we hypothesized that
EPCs have a much higher potential to stimulate migratory
activity than mature endothelial cells. In addition, we hypoth-
esized that A�1–40 will enhance this activity. To the best of
our knowledge, a regulation of the CX3CR1 expression in
EPCs has not been reported. The EPCs used in our study were
early EPCs, which we characterized earlier.41 These early
EPCs expressed endothelial cell-specific markers, such as VE
cadherin or CD31, and no previous studies have shown that
they produce such high levels of CX3CR1. A recent study
reported that late EPCs (or outgrowth endothelial cells
[OECs]) also play a significant role in AMD. Thill et al42

isolated OECs from peripheral blood of AMD patients, and
they showed that patients with neovascular AMD had a
5.1-fold higher number of OECs than subjects without AMD.
To combine the results of the present study with those of Thill
et al,42 we believe that both early EPCs and OECs are
important for the development of AMD, although they
probably play different roles.

The earlier studies had shown that proinflammatory cyto-
kines, such as IL-1�, IL-6, interferon-�, and TNF-� are
important modulators of CX3CR1 expression in various types
of cells,37,43–46 and the modulations take place through
phosphatidylinositol 3-kinase and nuclear factor-�B signaling
pathways.43 Among the proinflammatory cytokines, IL-1�
and TNF-� have been shown to be present in human CNV
tissues,47,34 and the results of this study showed that TNF-�
and IL-1� upregulated the CX3CR1 expression in EPCs as
reported in other cell types.48,49 In addition, fractalkine, the
sole ligand of CX3CR1, upregulated the CX3CR1 expression
in EPCs. There has not been an article that reported an
upregulation of CX3CR1 by fractalkine in an autocrine
manner in any type of cells; however, in light of the facts that

Figure 4. A, Effects of A�1–40 pretreatment on fractalkine-
mediated migration of EPCs. Isolated EPCs that had been cultured
in serum-free medium supplemented with or without A�1–40
(25 �mol/L) or A�40–1 (25 �mol/L) for 16 hours were harvested,
washed, resuspended in 1% fetal calf serum (FCS, HyClone, Utah)
EBM-2 medium (2�105 cell/mL suspensions). Cells were then
placed on a polycarbonate membrane (8-�m pore size) in a modi-
fied Boyden chamber and were exposed for 6 hours to migratory
stimulus in the lower chamber (10 to 200 ng/mL of fractalkine sup-
plemented with 1% FCS EBM-2 medium). At the end of treatment,
cells on the lower part of the membrane were stained with hema-
toxylin and counted. Data represent means�SDs for duplicate
samples (upper panel). Dotted line shows the migration of EPCs
without pretreatment. The bold line shows the migration of EPCs
that were pretreated with A�1–40, and the thin line shows the
migration of EPCs pretreated with A�40–1. Each condition was
examined at least 6 times, and the experiments were repeated at
least 3 times. *P�0.05 vs nontreated EPCs. Lower panels show
representative images of migrated cells in the Boyden chamber
assay by fluorescence digital microscopy (KEYENCE VB6000,
Olympus, Tokyo). Scale bars�500 �m. B, Effects of A� pretreat-
ment on fractalkine-induced cell migration in EPCs derived from
CX3CR1�/� mice and wild-type mice (WT). Isolated EPCs from
CX3CR1�/� mice and wild-type mice that had been cultured in
serum-free medium supplemented with or without A�1–40
(25 �mol/L) or A�40–1 (25 �mol/L) for 16 hours were harvested,
washed, and resuspended in 1% FCS EBM-2 medium (2�105

cell/mL suspensions). EPCs were then placed on a polycarbonate
membrane (8-�m pore size) in a modified Boyden chamber and

were exposed for 6 hours to migratory stimulus in the lower
chamber (10 to 200 ng/mL of fractalkine supplemented with
1% FCS EBM-2 medium). The thin line shows the migration
of EPCs derived from CX3CR1�/� mice that were pretreated
with A�40 –1, and the thin dotted line shows the migration of
EPCs from CX3CR1�/� mice without pretreatment. The bold
line shows the migration of EPCs from wild-type mice that
were pretreated with A�1– 40, and the bold dotted line shows
the migration of EPCs from wild-type mice without pretreat-
ment. Each condition was examined 6 times, and the experi-
ments were repeated at least 3 times. *P�0.05 vs EPCs with-
out A�1– 40 treatment. Lower panels show representative
images of migrated cells in the Boyden chamber assay by
fluorescence digital microscopy (KEYENCE VB6000). Scale
bars�500 �m.
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fractalkine activates nuclear factor-�B signaling in smooth
muscle cells43,50 and that TNF-� and IL-1� induced an
upregulation of CX3CR1 in EPCs (Figure 3), it is reasonable
that fractalkine upregulates the CX3CR1 expression in EPCs.
It is also possible that the fractalkine-induced upregulation of
CX3CR1 in EPCs is through TNF-� or IL-1� produced by
A�1–40-stimulated EPCs because EPCs produce TNF-� and
IL-1� when stimulated by A�1–40 (data not shown). This
autocrine mechanism might be a specific feature of endothe-
lial cells because they are the only cell types that express both
CX3CR1 and fractalkine (Figure 3).

The A�1–40-induced upregulation of CX3CR1 in EPCs
was significantly decreased by neutralizing antibodies against
TNF-�, IL-1�, and fractalkine. This would indicate that the
A�1–40-induced upregulation of CX3CR1 in EPCs is partly
due to an autocrine mechanism that affects the release of
cytokines or fractalkine from EPCs. However, even a com-
bination of neutralizing antibodies against TNF-�, IL-1�, and
fractalkine did not completely block the A�1–40-stimulated
upregulation of CX3CR1 in EPCs. Thus, we suggest the
possibility that some other mechanisms might also contribute
to the A�1–40-induced upregulation of CX3CR1 in EPCs.
This needs further investigation.

The results of the cell migration analyses showed that
fractalkine induced EPC migration, and pretreatment of EPCs
with A�1–40 significantly enhanced the migration. However,
fractalkine failed to induce the migration of EPCs derived
from CX3CR1�/� mice, and A� did not enhance fractalkine-
induced migration of EPCs derived from CX3CR1�/� mice
(Figure 4B). These results suggest that CX3CR1 plays a
critical role in EPC migration, and A� enhances the EPC
migration through an upregulation of CX3CR1.

Macrophages and microglia have been observed in human
CNV tissues,34,47 and Greaves et al51 reported that macro-
phages express fractalkine. In addition, human RPE cells
constitutively express the mRNA of fractalkine, and they also
secret a soluble form of fractalkine as determined by ELISA
(data not shown). The expression of fractalkine by the RPE

cells was upregulated by TNF-� and IL-1� (data not shown).
We recently showed that A�1–40 increased the expression of
TNF-� and IL-1� in macrophages and microglia.52 Taken
together, these findings suggest that macrophages/microglia,
as well as cytokine-stimulated RPE cells, are the major cells
that produce soluble fractalkine and attract EPCs to the
subretinal space.

Finally, to clarify the role of CX3CR1 in EPCs in the
development of CNV, we performed bone marrow transplan-
tation experiments. Because CX3CR1 is expressed by some
ocular microglia,34 we transplanted bone marrow EPCs to
eliminate the possibility that the effects were due to resident
cells expressing CX3CR1. Thus, cells from CX3CR1�/�

mice whose bone marrow–derived cells lacked CX3CR1
were transplanted. The results showed that the CNV area was
significantly smaller in wild-type mice that received bone
marrow transplantation from CX3CR1�/� mice than in wild-
type mice that received bone marrow transplantation from
wild-type mice. In the laser-induced CNV model, more than
65% of vascular endothelial cells within the CNV were of
bone marrow origin.14 Because neprilysin-deficient mice do
not develop CNV despite the subretinal deposition of A�, this
mouse model was not used to examine the effect of bone
marrow transplantation from CX3CR1�/� mice.

There was no difference in the number of leukocytes and
EPCs in the peripheral blood of CX3CR1�/� mice and
wild-type mice (Supplemental Figure IVA and IVB). In
addition, fractalkine or A�1–40 did not induce a proliferation
of EPCs (Supplemental Figure IVC). Combining these data
with the results of cell migration analysis that demonstrated
that the fractalkine-induced EPC migration was lower in
EPCs derived from CX3CR1�/� mice than in EPCs derived
from wild-type mice (Figure 4B), we suggest that the absence
of CX3CR1 in bone marrow–derived EPCs reduced the CNV
development. This was probably because of a reduction in the
migration of EPCs to the subretinal space.

In conclusion, we have shown that EPCs constitutively
express significantly higher levels of CX3CR1 than HUVECs,
and A� causes a further upregulation of CX3CR1 in
EPCs. Boyden chamber assays showed that fractalkine in-
duces EPC migration in a dose-dependent manner, and A�
enhances the fractalkine-induced migration of EPCs. In the
laser-induced CNV model, the CNV area was significantly
smaller in wild-type mice that received bone marrow trans-
plantation from CX3CR1�/� mice than in mice that received
bone marrow transplantation from wild-type mice. Overall,
our results suggest an important role for the A�-regulated
CX3CR1 in EPC migration and in subsequent CNV devel-
opment. Thus, therapy targeting the fractalkine/CX3CR1 axis
might be useful for treating the CNV in AMD.
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Figure 5. Comparison of areas with laser-induced CNV in the
choroidal flat mounts between wild-type mice that received
transplantation of bone marrow cells (BMT) from wild-type mice
(n�9) and wild-type mice that received BMT from CX3CR1�/�

mice (n�6). *P�0.01 vs the CNV area in the wild-type mice that
received BMT from wild-type mice.
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顎口腔外科学分野

小村　健
医歯学総合研究科・口腔機能再構築学系専攻
顎口腔外科学・教授

1）研究の課題名
1.「唇顎口蓋裂患者の顎裂部への骨移植術における多血

小板血漿併用による骨吸収の抑制」
「Reduction…of…bone…resorption…by…the…application…of…platelet-
rich…plasma…（PRP）…in…bone…grafting…of…the…alveolar…cleft」

　唇顎口蓋裂患者の顎裂部骨移植術において自家腸骨海
綿骨移植に多血小板血漿（PRP）を併用した効果につい
てX線学的に検討した。自家骨移植でPRPを併用した
PRP併用群14例、自家骨のみの対照群7例を対象として、
術後1年までの経時的な移植部のアルミ当量値を算出し
て骨密度の評価を行い、移植部の幅径と高さにおける骨
吸収率を評価した。顎裂骨移植にPRPを併用すると形
態が保持され骨吸収を抑制したが、骨密度を有意に増加
させる効果はなかった。

2.「癌抑制遺伝子型microRNA miR-218はmTORと複合

体を形成するRictorを標的分子とし、口腔癌におい

てAktのリン酸化を抑制する」
「The…tumor…suppressive…microRNA…miR-218…targets…the…
mTOR…component…Rictor…and…inhibits…AKT…phosphorylation…
in…oral…cancer」

　（本研究は、東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究
科顎口腔外科学分野、東京医科歯科大学硬組織疾患ゲノ
ムセンターおよび東京医科歯科大学大学院医歯学総合研
究科分子細胞遺伝学分野の共同研究である）
　機能性低分子RNAであるmicroRNA…（miRNA）は、
癌の発生や進展過程の分子機序に深く関与することが
明らかにされている。本研究では、腫瘍特異的DNA過
剰メチル化により発現抑制される新規癌抑制遺伝子型
miRNA…（TS-miRNA）の単離・同定を目指して、口腔
扁平上皮癌（OSCC）細胞株での機能的スクリーニング
とDNAメチル化解析ならびに発現解析を組み合わせた
絞り込みによって、327種類のmiRNA配列からmiR-218
とmiR-585を新規TS-miRNAとして同定した。さらに

miR-218はRictorを標的分子とし、OSCCにおいてAkt
のSer-473リン酸化を抑制することによって細胞増殖を
負に制御していることを明らかにした。

3.「EGFRとSGLT1の共発現は口腔扁平上皮癌の組織

学的分化度に関連する」
「Coexpression…of…SGLT1…and…EGFR…is…associated…with…
tumor…differentiation…in…oral…squamous…cell…carcinoma」

　（本研究は、東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究
科顎口腔外科学分野、東京医科歯科大学硬組織疾患ゲノ
ムセンターおよび東京医科歯科大学大学院医歯学総合研
究科口腔病理学分野の共同研究である）
　EGFRの強発現は…化学療法、放射線療法に抵抗性を
示し、浸潤や転移、予後の悪化をもたらすため、化学療
法の標的となる。しかしそのキナーゼ活性を標的とした
治療薬の奏効率は20%程度である。SGLT1は、グルコー
スの細胞内移入に関与する分子であるが、EGFRはキ
ナーゼ活性とは無関係にSGLT1を安定化させてグルコー
スを細胞内に取り入れる。本研究では、口腔扁平上皮癌
におけるSGLT1とEGFRの発現を検討し、臨床病理学
的特徴との関連を明らかにした。舌扁平上皮癌の切除標
本を用いて免疫組織染色で検討したところ、SGLT1と
EGFRは、有意に高い関連をもって共発現していた（P…
=…0.016）。さらに、腫瘍の組織学的分化度が低いほど共
発現がみられたことから、SGLT1とEGFRの共発現は
腫瘍の分化の過程に関与することが示唆された。
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2）
　

3）発表の研究内容についての英文要約
1.「Reduction of bone resorption by the application of 

platelet-rich plasma （PRP） in bone grafting of the 
alveolar cleft」

We…evaluated…the…effectiveness…of…platelet-rich…plasma…（PRP）…
on…the…regeneration…of…autogenous…cancellous…bone…and…
marrow…grafted…in…the…alveolar…cleft.…Twenty…patients…with…
alveolar…clefts…were…examined;…6…were…the…control…group…

and…received…cancellous…bone…and…marrow…grafts…without…
PRP,…while…the…remaining…14…comprised…the…PRP…group…and…
received…grafts…with…PRP.…Prior…to…surgery,…50…ml…of…blood…
was…withdrawn…and…5…ml…of…PRP…gel…produced…through…
centrifugal…separation.…The…bone…graft…mixed…with…PRP…
was…then…packed…into…the…alveolar…cleft.…Postoperative…bone…
density…was…assessed…as…the…aluminium-equivalent…value…on…
occlusal…X-ray…films…in…a…qualitative…analysis.…Quantitative…
evaluation…of…regenerated…bone…was…made…with…computed…
tomography…and…panoramic…radiographs…at…1…month,…
6…months…and…1…year…after…surgery.…Satisfactory…bone…
bridging…formation…was…observed…in…all…patients…without…
any…complications.…The…bone…density…of…the…PRP…group…was…
lower…than…that…of…the…control…group…at…1…week,…but…the…
same…after…1…month.…The…added…PRP…reduced…the…resorption…
of…regenerated…bone…postoperatively.…Autogenous…cancellous…
bone…grafting…with…PRP,…which…significantly…reduces…
postoperative…bone…resorption,…is…a…reliable…technique…for…
alveolar…bone…grafting…of…cleft…patients.

2.「The tumor suppressive microRNA miR-218 targets 
the mTOR component Rictor and inhibits AKT 
phosphorylation in oral cancer」

We…profiled…tumor…suppressive…microRNAs…（miRNAs）…that…
are…silenced…by…DNA…hypermethylation…in…oral…squamous…
cell…carcinoma…（OSCC）…using…a…functionbased…screening…
approach.…This…approach…employed…a…cell…proliferation…
assay…for…327…synthetic…miRNAs…in…two…OSCC…cell…lines.…
Among…the…110…miRNAs…identified…in…this…set…that…exhibited…
inhibitory…properties,…we…compared…DNA…methylation…and…
expression…status…in…a…wider…panel…of…OSCC…cell…lines…and…
primary…tumor…tissues,…resulting…in…the…identification…of…
miR-218…and…miR-585…as…functionally…significant…miRNA…
genes…that…are…frequently…silenced…in…OSCC…by…DNA…
hypermethylation.…Ectopic…expression…of…miR-218…and…miR-
585…in…OSCC…cells…lacking
endogenous…expression…reduced…cell…growth…in…part…through…
caspase-mediated…apoptosis.…Notably,…miR-218…reduced…
levels…of…the…rapamycin-insensitive…component…of…mTOR,…
Rictor,…in…a…manner…associated…with…a…suppression…of…Akt…
S473…phosphorylation.…Together…our…findings…define…miR-585…
as…a…tumor…suppressive…function…that…is…often…epigenetically…
silenced…in…OSCC,…and…they…identify…Rictor…as…a…novel…target…
of…miR-218,…suggesting…that
activation…of…the…mTOR-Akt…signaling…pathway…induced…by…
Rictor…contributes…centrally…to…oral…carcinogenesis.

3.「Coexpression of SGLT1 and EGFR is associated with 
tumor differentiation in oral squamous cell carcinoma」

Overexpression…of…epidermal…growth…factor…receptor…
（EGFR）…is…associated…with…resistance…to…chemotherapy…and…
radiotherapy,…advanced…tumor…stage,…invasion,…metastasis…
and…poor…prognosis…in…malignant…tumors.…Sodiumglucose…
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co-transporter…1…（SGLT1）…is…a…membrane…protein…
that…mediates…the…transport…of…glucose…across…cellular…
membranes.…EGFR…physically…associates…with…and…stabilizes…
SGLT1…to…promote…glucose…uptake…into…cancer…cells…through…
a…kinase-independent…process.…The…purpose…of…this…study…
was…to…investigate…the…coexpression…of…SGLT1…and…EGFR…
and…its…relationships…with…clinicopathological…features…in…oral…
squamous…cell…carcinoma…（OSCC）.…SGLT1…and…EGFR…were…
detected…in…all…OSCC…cell…lines,…and…the…expression…levels…of…
SGLT1…were…significantly…correlated…with…those…of…EGFR.…
Pearson…product–moment…correlation…coefficient…of…SGLT1…
and…EGFR…was…0.89…（P…=…0.016）.…The…immunohistochemical…
study…using…the…surgical…specimens…in…52…patients…with…
tongue…SCC…also…showed…a…significant…correlation…between…
SGLT1…and…EGFR.…Moreover,…SGLT1/EGFR…expression…
was…inversely…related…to…tumor…differentiation…among…the…
5…clinicopathological…factors…（P…=…0.004）.…SGLT1/EGFR…
coexpression…might…be…required…in…the…de-differentiation…of…
OSCC,…but…further…study…is…needed…to…clarify…the…implication…
of…these…proteins…in…the…manifestation…of…malignancy…and…
clinical…significance.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点体制）

　硬組織領域における教育、研究、臨床について優れた
実績を上げるため、平成15年度より開始の21世紀COE
プログラム「歯と骨の分子破壊と再構築のフロンティア」
において形成した研究基盤をさらに発展させ、一方、特
別教育研究経費による「先端硬組織疾患ゲノム・ナノサ
イエンス統合プロジェクト」との密なる連携を図りつつ、
口腔扁平上皮癌などの口腔外科学領域における悪性腫瘍
を中心とした硬組織疾患のテーラーメイド医療の実現と
ともに、トランスレーショナル・リサーチへの発展を視
野にいれた研究を展開している。
B（研究教育環境）

　教育・研究基盤をさらに発展させ、基礎医・歯学分野
から臨床分野までの融合型国際教育研究拠点の強化･拡
大を図ることによって、博士課程学生に優れた教育環境・
プログラムを提供し、国内外の研究機関とも連携して“国
際的創造型科学者”の育成を目指す。
C（人材確保）

　基礎医・歯学分野から臨床分野までの様々な情報・技
術交流を目指し、学外研究所等との大学院生・教員の相
互的な派遣・受け入れの体制を整備し、基礎研究、臨床
研究の両分野について先端的かつ十分な知識と技術を持
つ人材の確保に取り組んでいる。

D（人材育成）

　顎顔面疾患におけるテーラーメイド医療の実現と
QOLの向上をも目指したトランスレーショナル・リサー
チを推進することによって、基礎医・歯学分野から臨床・
応用医学分野までを両立させた“国際的創造型科学者”
を養成する。
E（国際化）

　国際的な情報交換と技術交流を目指し、タイなどのア
ジア各国からの留学生を大学院生として受け入れて研究
を遂行し、相互の発展に寄与している。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　臨床情報を具備した口腔扁平上皮癌症例の外科切除試
料の系統的な収集と本学のバイオリソースセンターにお
ける保存を視野に入れつつ、これらの臨床検体を用いた
網羅的発現解析によって口腔扁平上皮癌の頸部リンパ節
転移診断モデルを構築するとともに、口腔扁平上皮癌細
胞株での網羅的ゲノム・エピゲノム解析などにより新規
口腔癌抑制遺伝子を単離・同定し、口腔扁平上皮癌にお
ける遺伝子変異の同定などについても明らかにすべく研
究を推進してきた。また、先端硬組織疾患ゲノム・ナノ
サイエンス統合プロジェクトとの密接な学内連携のもと、
これらのバイオリソースを用いた分子・細胞・組織・個
体すべてのレベルにおける分子メカニズムの解明、顎顔
面疾患の新たな診断から外科的治療法の開発を目指した
系統的研究基盤の整備をすすめている。

6） 英文原著論文
1.… Sakamoto…K,…Aragaki…T,…Morita…KI,…Kawachi…H,…

Kayamori…K,…Nakanishi…S,…Omura…K,…Miki…Y,…Okada…
N,…Katsube…KI,…Takizawa…T,…Yamaguchi…A：…Down-
regulation…of…keratin…4…and…keratin…13…expression…in…oral…
squamous…cell…carcinoma…and…epithelial…dysplasia：…a…
clue…for…histopathogenesis.…Histopathology.…58（4）…531-
542,…2011（Mar）

2.… Cao…Y,…Zhang…L,…Ritprajak…P,…Tsushima…F,…Youngnak-
Piboonratanakit…P,…Kamimura…Y,…Hashiguchi…M,…Azuma…
M.…Immunoregulatory…molecule…B7-H1…（CD274）…
contributes…to…skin…carcinogenesis.…Cancer…Res.…71（14）：
4737-4741,…2011…（Jul）

3.… Mochizuki…Y,…Omura…K,…Kayamori…K,…Sakamoto…K,…
Shimamoto…H,…Yamaguchi…A：…Küttner's…tumor…of…the…
sub-mandibular…gland…associated…with…fibrosclerosis…and…
follicular…hyperplasia…of…regional…lymph…nodes：…a…case…
report.…J…Med…Case…Reports.…29;5（1）：121,…2011（Mar）

4.… Isobe…K,…Morita…KI,…Omura…K：…Enucleation…and…
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repeated…dredging…treatment…for…a…large…ameloblastic…
fibroma…in…growing…young…patient：…Report…of…a…
case…with…difficult…treatment…planning.…Asian…J…Oral…
Maxillofac…Surg.…Available…online…5…March…2011…Asian…J…
Oral…Maxillofac…Surg.…23（2）…96-98,…2011…（May）

5.… Harada…H,…Omura…K,…Mogi…S,…Okada…N：…
Cementoblastoma…arising…in…the…maxilla…of…an…8-year-old…
boy：…a…case…report.…Int…J…Dent.…2011：384578,…2011（May）

6.… Marukawa…E,…Oshina…H,…Iino…G,…Morita…K,…Omura…K：…
Reduction…of…bone…resorption…by…the…application…of…
platelet-rich…plasma…（PRP）…in…bone…grafting…of…the…
alveolar…cleft.…J…Craniomaxillofac…Surg.…39（4）：278-83,…
2011（Jun）

7.… ◎…Uesugi…A,…Kozaki…K,…Tsuruta…T,…Furuta…M,…Morita…K,…
Imoto…I,…Omura…K,…Inazawa…J：…The…Tumor…Suppressive…
MicroRNA…miR-218…Targets…the…mTOR…Component…
Rictor…and…Inhibits…AKT…Phosphorylation…in…Oral…
Cancer.…Cancer…Res.…71（17）：5765-78,…2011（Sep）

8.… Mochizuki…Y,…Omura…K,…Nakamura…S,…Harada…H,…Shibuya…
H,…Kurabayashi…T：…Preoperative…predictive…model…of…
cervical…lymph…node…metastasis…combinating…fluorine-18…
fluorodeoxyglucose…positron-emission…tomography/
computerized…tomography…findings…and…clinical…factors…
in…patients…with…oral…or…oropharyngeal…squamous…cell…
carcinoma.…Oral…Surg.…Oral…Med.…Oral…Pathol.…Oral…
Radiol.…Endod.…in…press.

9.… ◎…Hanabata…Y,…Nakajima…Y,…Morita…KI,…Kayamori…
K,…Omura…K：…Coexpression…of…SGLT1…and…EGFR…is…
associated…with…tumor…differentiation…in…oral…squamous…
cell…carcinoma.…Odontology.…2011…May…24.…[Epub…ahead…
of…print]

7）総説ならびに著書
1.… 佐藤　潔、栢森　高、小村　健、山口　朗：…【骨代

謝疾患治療における生物学的製剤の現状と将来への
可能性】…IL-6の骨代謝に対する作用.…骨粗鬆症治療
10（1）…20-24,…2011………（2011.01）…

2.… 小村　健：口腔環境と摂食・嚥下障害.…今日の治療
指針　私はこう治療している…2011…1317-1318頁　医
学書院　2011年1月

3.… 小村　健：BRONJに対する手術　その適応と方法.…
口腔外科ハンドマニュアル‘11…34-41頁　クインティ
センス出版…2011年5月　

4.… 小村　健：口腔粘膜・舌の腫瘍.…MB…Derma…186：
47-53,…2011.

5.… 小村　健：癌・前癌病変の手術.…口腔外科専門医マニュ
アル　日本口腔外科学会編　196-209頁　医歯薬出版……
2011年9月　

6.… 小村　健（分担執筆）：口腔顎顔面外科学専門用語集……

日本口腔外科学会編　医歯薬出版　2011年9月　

8）平成23年度までの自己評価
　口腔扁平上皮癌などの口腔外科学領域における悪性腫
瘍を中心とした硬組織領域における教育、研究、臨床に
ついては世界的にトップレベルの優れた実績を上げ、一
方、特別教育研究経費による「先端硬組織疾患ゲノム・
ナノサイエンス統合プロジェクト」との密なる連携を図
りつつ、テーラーメイド医療の実現をめざしたトランス
レーショナル・リサーチが展開できた。

9）和文原著論文
1.… 花畑泰子：口腔扁平上皮癌におけるEGFRとSGLT1

の発現解析.…口腔病学会雑誌　78（1）12-18,…2011.
2.… 大迫利光,…小村　健,…原田浩之,…栢森　高：…下唇粘膜

部に発生した筋上皮癌の1例.…日本口腔科学会雑誌　
60（4）：330-336,…2011.…

3.… 小村　健：唾液腺腫瘍の外科療法.…日本口腔腫瘍学
会誌　23（3）：73-81,…2011.…

4.… 小林正治,…齊藤　力,…小村　健,…原田　清,…橋本賢二,…
加納浩之,…高田佳之：顎矯正手術におけるポリ-L-乳
酸/ポリ-D-乳酸/ポリグリコール酸生体吸収性骨
接合材の臨床評価.…日本顎変形症学会雑誌…21（4）：
238-243,…2011.

5.… 富岡寛文,…小村　健：…舌背に発生した平滑筋腫性過
誤腫の1例.…日本口腔外科学会雑誌…57（11）606-609,…
2011.

6.… 富岡寛文,…小村　健,…原田浩之,…生田　稔：…当科受診
前に外科処置が行われた歯肉癌症例の検討.頭頸部癌…
37（1）…18-23,…2011.

7.… 菊池　剛,…森田圭一,…樺沢勇司,…小村　健：…Le…Fort…I
型骨切り術後に生じた皮下気腫の1例.…日本口腔外科
学会雑誌　57（3）…124-127,…2011.

8.… 平井秀明,…三澤常美,…小村　健,…河西八郎：…下顎の歯
性感染症から継発した多発性頭蓋内膿瘍の1例.…日本
口腔外科学会雑誌…57（3）…114-118,…2011.

9.… 田中香衣,…小村　健,…原田浩之,…生田　稔,…白木理美：
ベーチェット病患者の舌背部に発生した扁平上皮癌
の1例.…日本口腔外科学会雑誌57（5）…319-323,…2011.

10.…須田里香,…澤井俊宏,…小村　健：診断に苦慮した下顎
智歯部に発生した歯周嚢胞の1例.…日本口腔診断学会
雑誌…24（2）…201-205,…2011.

11.…釘本琢磨,…島本裕彰,…小村　健：副耳下腺多形腺腫再
発例の経頬法手術による治療経験.…日本口腔腫瘍学
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会誌…23（2）…33-40,…2011.
12.…松本佳奈子：自家蛍光可視化装置による口腔前癌病

変ならびに口腔癌の検出.…口腔病学会雑誌78（2）：
73-80,…2011.

13.…三澤常美,…松浦孝典,…樋口佑輔,…河西八郎,…平賀幸弘,…
黄　淳一,…霜村真一：…舌扁平上皮癌一次治療症例（117
例）の治療成績.…山梨県立中央病院年報　37：1-5,…
2011.

10）学会発表（英文） 
1.… Marukawa…E,…Takahashi…Y,…Hatakeyama…I,…Omura…

K：…Evaluation…of…changes…in…the…bone…volume…after…
sinus…floor…augmentation…with…autogenous…bone…and…β
-TCP.…4th…International…Conference…advanced…digital…
technology…in…head…&…neck…reconstruction.…May…5-8…2011.…
Freiburg,…Germany　ポスター

2.… Kabasawa…Y,…Sato…M,…Kikuchi…T,…Sato…Y,…Omura…K.…
Three-Dimensional…Evaluation…of…Nasal…Morphological…
Changes…after…Le…Fort…Ⅰ…Osteotomy：…Comparison…
by…Incision…Lines…of…Le…Fort…Ⅰ…Osteotomy.…
Advanced…Digital…Technology…in…Head…and…Neck…
Reconstruction…May…5-8,…2011,…Freiburg,…Germany　口演

3.… Shimamoto…M,…Harada…H,…Omura…K：…Mandibular…
reconstruction…using…vascularized　scapular…
osteocutaneous…flap.…3rd…World…Congress…of…the…
International…Academy…of…Oral…Oncology.…July…15-17,…
2011,…Singapore　口演

4.… Maruoka…Y,…Kanaya…F,…Hoshino…A,…Iimura…T,…Imai…H,…
Otsuka…R,…Ueha…S,…Fujioka…K,…Katsuragawa…Y,…Shimbo…
T,…Mimori…A,…Yamazaki…T,…Manome…Y,…Moriyama…K,…
Omura…K,…Matsushima…K,…Yamamoto…K：…Study…of…
relations…between…progressive…/…idiopathic…condylar…
resorption…and…impaired…bone…/…cartilage…metabolism…
associated…with…chemokine…receptor…disorder.…The…20th…
International…Conference…on…Oral…and…Maxillofacial…
Surgery,…1-4…November,…2011.…Santiago,…Chile　ポスター

11）学会発表（和文）
1.… 森田圭一,…田口貴英,…島田泰如,…樺沢勇司,…小村　健：…

当科における角化嚢胞性歯原性腫瘍に対する治療.…
第29回日本口腔腫瘍学会総会　2011年1月27-28日
　熊本市　口演

2.… ◎望月裕美,…中村　伸,…小村　健,…原田浩之,…中島雄介,…
生田　稔,…島本裕彰,…森田圭一,…富岡寛文,…田中香衣,…
金親あや乃,…渋谷　均：…口腔扁平上皮がん頸部リン
パ節転移の術前診断における18FDG-PETの有用性
の検討.…第29回日本口腔腫瘍学会総会　2011年1月
27-28日　熊本市　口演

3.… 島本裕彰,…小村　健 ,…原田浩之 ,…中島雄介,…生田　稔,…
富岡寛文,…田中香衣,…金親あや乃,…平井秀明,…釘本琢磨,…
大迫利光 ,…ラッシャタムカヤナーン　プラディット：…当
科における口腔多発癌症例の検討.…第29回日本口腔腫
瘍学会総会　2011年1月27-28日　熊本市　ポスター

4.… 持田薫利,…根岸綾子,…工藤雅範,…石井良昌：下唇に発
生した神経鞘腫の1例.第29回日本口腔腫瘍学会総会……
2011年1月27-28日　熊本市…ポスター

5.… 原田浩之,…小村　健,…中山秀樹,…平木昭光,…篠原正徳,…
吉濱泰斗：…口腔扁平上皮癌における術前TS-1・放射
線同時併用療法の臨床第Ⅱ相試験.…第29回日本口腔
腫瘍学会総会　2011年1月27-28日　熊本市…口演

6.… ラッシャタームカヤナン　プラディット,…小村　健,…
原田浩之,…島本裕彰,…大迫利光：……Sequential…bilateral…
tongue… reconstruction… in…multiple… oral… squamous…
cell…carcinoma：A…case…report.…第29回日本口腔腫瘍
学会総会　2011年1月27-28日　熊本市　ポスター

7.… 高橋幸伸,…丸川恵理子,…猪俣謙次,…小村　健：…イヌ顎
骨欠損におけるβ-リン酸三カルシウム/コラーゲン
複合体の骨補填材としての検討.…第10回日本再生医
療学会総会　2011年3月1-2日　東京　口演

8.… 山本信祐,…島本裕彰,…岡田憲彦,…小村　健：…頬部に生
じた多形腺腫由来癌の1例.…第65回日本口腔科学会
総会　2011年4月21-22日　東京　ポスター

9.… 望月裕美,　中村　伸,小村　健,原田浩之,中島雄介,
生田　稔,島本裕彰,森田圭一,富岡寛文,田中香衣,金
親あや乃,渋谷　均：口腔扁平上皮がん転移リンパ節
の[18F]FDG-PE/CTの診断精度と病理組織学的所見
との関連性の検討.　…第65回日本口腔科学会総会　
2011年4月21-22日　東京　口演

10.…森田圭一,…根岸綾子,…今泉史子,…小村　健：片側性唇
顎口蓋裂患者における顎矯正手術の必要性の予測.…
第35回日本口蓋裂学会総会…2011年5月25-26日　新
潟市　口演

11.…高原楠旻,樺沢勇司,佐藤　昌,菊池　剛,佐藤百合子,
小村　健：顎矯正手術後に生じた進行性下顎頭吸収
の1例.第21回日本顎変形症学会総会　2011年6月16
−17日　東京　ポスター

12.…佐藤百合子,…佐藤　昌,…菊池　剛,…樺沢勇司,…小村　
健：下顎枝矢状分割術後の歯髄内血流動態および歯
髄知覚に関する臨床的研究.…第21回日本顎変形症学
会総会　2011年6月16−17日　東京　口演

13.…樺沢勇司,…佐藤　昌,…菊池　剛,…佐藤百合子,…小村　
健：Le…FortⅠ型骨切り術後の鼻形態変化に対する
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三次元的検討-Le…FortⅠ型骨切り術の切開線による
比較.…第21回日本顎変形症学会総会　2011年6月16
−17日　東京　口演

14.…森田圭一,…ルシャタムカヤヌント・プラディット,…松
川　祥,…小村　健：口腔がんにおけるFADDゲノム
増幅.…第35回日本頭頸部癌学会　2011年6月9-10日………
名古屋市　口演

15.…富岡寛文,…望月裕美,…金親あや乃,…田中香衣,…島本裕
彰,…生田　稔,…中島雄介,…原田浩之,…小村　健：…口腔
扁平上皮癌における対側頸部リンパ節転移症例の検討.…
第35回日本頭頸部癌学会　2011年6月9-10日　名古
屋市　口演

16.…原田浩之,…小村　健,…中島雄介,…生田　稔,…島本裕彰,…
富岡寛文,…田中香衣,…金親あや乃,…釘本琢磨,…大迫利光：…
口底扁平上皮癌の臨床病理学的検討.…第35回日本頭
頸部癌学会　2011年6月9-10日　名古屋市　口演

17.…中島雄介,…花畑泰子,…森田圭一,…柏森　高,…小村　健：…
口腔扁平上皮癌におけるEGFRおよびSGLT1の発現
解析.…第35回日本頭頸部癌学会　2011年6月9-10日………
名古屋市　ポスター

18.…向山　仁,櫻井仁亨,曽我千恵子,瀬戸弘美,小笠原利枝,
磯崎　淳,藤井由貴,黒田俊也：緩和ケア病棟入棟患者
の全身症状 ,…口腔症状 ,…口腔関連QOLの評価-第8回
日本口腔ケア学会　平成23年6月18日　東京　口演

19.…工藤雅範,…根岸綾子,…持田薫利,…石井良昌：咽頭・下
顎骨周囲膿瘍に起因した重症ガス壊疽敗血症に対し
集学的治療を行った1例.第20回日本有病者歯科医療
学会総会　2011年6月26日　東京

20.…工藤雅範,…根岸綾子,…松本佳奈子,…持田薫利,…大久保
亜耶,…石井良昌：上顎洞に充満した上顎洞内反乳頭
腫の1例.第191回日本口腔外科学会関東地方会　
2011年7月9日　横浜市　口演

21.…桜井仁亨,…向山　仁：低形成急性骨髄性白血病の経
過中に出現した形質細胞肉芽腫の1例.　第191回　
日本口腔外科学会関東地方会　2011年7月9日　横
浜市　口演

22.…鉄村明美,樺沢勇司,佐藤　昌,高　楠旻,川元龍夫,…小
村　健,倉林　亨：顎関節MRIにおける矯正装置の
影響.日本歯科放射線学会第213回関東地方会・第31
回北日本地方会・第19回合同地方会　2011年7月9
日　新潟市　口演

23.…向山　仁,櫻井仁亨,曽我千恵子,瀬戸弘美,小笠原利枝,
磯崎　淳,藤井由貴,黒田俊也：緩和ケア病棟入棟患
者のSTAS-J症状版,…PPIおよび口腔症状の評価-…第

16回日本緩和医療学会学術大会,…平成23年7月30日…
札幌市　口演

24.…津島文彦,…桜井仁亨,…佐藤　昌,…栗林悠里,…吉本光洋,
小村　健：口腔扁平苔癬を疑い病理組織学的に上皮
異形成と診断された症例の検討.…第21回日本口腔粘
膜学会総会　2011年9月24-25日　鹿児島市　口演

25.…桜井仁亨,…津島文彦,佐藤　昌,…吉本光洋,小村　健：
口腔扁平苔癬117例の臨床的検討　−長期予後に関
する検討−.…第21回日本口腔粘膜学会総会　2011年
9月24-25日　鹿児島　口演

26.…佐藤　潔,…坂本　啓,…栢森　高,…山口　朗：…口腔扁平
上皮癌による骨破壊予防療法の開発.…第53回歯科基
礎医学会総会…2011年10月1-2日　岐阜市　ポスター

27.…Uesugi…A,…Kozaki…K,…Tsuruta…T,…Furuta…F,… Imoto…
I,…Omura…K,… Inazawa…J…：…Functional… screening…of…
tumor-suppressive…microRNAs…silenced…by…DNA…
hypermethylation… in… oral… cancer.… 7 0th…Annual…
Meeting… of… the… Japanese… Cancer…Association.…
October…3-5…2011.…Nagoya,…Japan　口演

28.…森田圭一,…小村　健：顎骨立体モデルを用いて作製
した顎矯正手術における上顎位置決め用スプリント.…
第56回社団法人日本口腔外科学会総会…2011年10月
21-23日　大阪市　口演

29.…釘本琢磨,…富岡寛文,…原田浩之,…小村　健：　PGA
シート併用頬脂肪体有茎移植による口腔上顎洞瘻孔
閉鎖術の経験.…第56回社団法人日本口腔外科学会総
会…2011年10月21-23日　大阪市　口演

30.…小村　健,…島本裕彰,…富岡寛文,…田中香衣,…中島雄介,…
原田浩之：Scapular…osteofascioadipose…flapによる下
顎再建.…第56回社団法人日本口腔外科学会総会…2011
年10月21-23日　大阪市　口演

31.…佐藤　昌,樺沢勇司,佐藤百合子,高　楠旻,小村　健：
カントを伴う顔面非対称症例の馬蹄形骨切り併用上下
顎骨移動術の術後安定性の検討.第56回社団法人日本
口腔外科学会総会…2011年10月21-23日……大阪市……口演

32.…工藤雅範,…根岸綾子,…松本佳奈子,…持田薫利,…大久保
亜耶,…石井良昌：1歳女児の下顎骨折に対し非観血的
整復術を施行した1例.第56回社団法人日本口腔外科
学会総会2011年10月21-23日　大阪市　口演

33.…工藤雅範,…小村　健,…根岸綾子,…松本佳奈子,…持田薫
利,…大久保亜耶,…石井良昌：顎下腺部に発生した類表
皮嚢胞の1例.第56回社団法人日本口腔外科学会総会…
2011年10月21-23日　大阪市　口演

34.…丸川恵理子,…高橋幸伸,…畠山一朗,…小村　健：…非培
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養自己骨髄細胞とβ-TCPを用いた骨再生療法への
実験的検討.…第56回社団法人日本口腔外科学会総会…
2011年10月21-23日　大阪市　口演

35.…望月裕美,　中村…伸,小村…健,原田浩之,渋谷…均,倉林…
亨：…[18F]FDG-PET/CTによる口腔癌頸部リンパ節
転移診断の検討.　第51回日本核医学会学術総会　
2011年10月27-29日　つくば市　ポスター

36.…森田圭一,…吉本光洋,…松川　祥,…小村　健：…口腔白板
症におけるFADDゲノム増幅.…第49回日本癌治療学
会総会　2011…年10月27-29日　名古屋市　口演

37.…釘本琢磨,…森田圭一,…小村　健：　含嗽による剥離細
胞を用いた口腔がん検出法.…第49回日本癌治療学会
総会…2011年10月27-29日　名古屋市　口演

38.…望月裕美,小村…健,平井秀明,釘本琢磨,大迫利光,田口
貴英：…SAPHO症候群が疑われた慢性下顎骨骨髄炎
の1例.…第45回日本口腔科学会関東地方部会　2011
年11月19日　東京　口演

39.…森田圭一,…島田泰如,…小村　健：…Gorlin…症候群19…例
の臨床症状と角化嚢胞性歯原性腫瘍の治療.…第56回
日本人類遺伝学会･第11回東アジア人類遺伝学会…共
同大会…2011年11月9-12日　千葉市　口演

40.…高原楠旻,佐藤　昌,森田圭一,小村　健：過去5年間
における口腔感染症Ⅲ〜Ⅴ群の臨床的検討.第45回
日本口腔科学会関東地方部会　2011年11月19日　
東京　口演

41.…畠山一朗,…丸川恵理子,…高橋幸伸,…小村　健：…イヌ抜
歯窩での歯槽堤保存における乏血小板血漿（platelet…
poor…plasma;…PPP）と多血小板フィブリン（platelet…
rich…fibrin;…PRF）の効果.…第3回多血小板血漿（PRP）
療法研究会　2011年11月20日　大阪市　口演

42.…丸川恵理子,…小村　健,…和泉雅一：歯根完成歯の移植
におけるエムドゲインゲルと自家骨移植の有用性に
関する検討.第11回日本外傷歯学会総会・学術大会………
2011年11月26 ‐ 27日　札幌市　口演

43.…畠山一朗,…丸川恵理子,…高橋幸伸,…小村　健：…自己フィ
ブリンゲルの抜歯窩歯槽堤保存法への応用に関する
実験的検討.　第15回日本顎顔面インプラント学会
総会・学術大会…2011年12月3-4日　千葉市　口演

44.…丸川恵理子,…小村　健,…和泉雅一：歯根完成歯の移植
へのエムドゲインゲルと自家骨移植の応用に関する
臨床的検討.第76回口腔病学会学術大会　2011年12
月9-10日　東京　口演

45.…吉本光洋,…森田圭一,…小村　健：…口腔白板症における
FADDゲノム増幅検出法.…第76回口腔病学会学術大

会　2011年12月9-10日　東京　口演
46.…松下善彦,…樺沢勇司,…佐藤　昌,…菊池　剛,…佐藤百合子,…

木村　敦,…小村　健：当科における過去10年間の顎
変形症手術に関する検討.…第76回口腔病学会学術大
会　2011年12月9-10日　東京　口演

47.…工藤雅範,…松本佳奈子,…大久保亜耶,…石井良昌：習慣
性転倒による顔面外傷が発見の契機となった頭蓋骨
内髄膜腫の1例.第192回日本口腔外科学会関東地方
会　2011年12月10日　東京　口演

48.…大久保亜耶,…工藤雅範,…松本佳奈子,…石井良昌：異時
的に発生した両側舌癌の1例.第192回日本口腔外科
学会関東地方会　2011年12月10日　東京　口演

49.…中川　聡,島本裕彰,高　楠旻,小村　健：顎下部に発
生した静脈石の1例.第192回日本口腔外科学会関東
地方会　2011年12月10日　東京　口演

12）受賞
1.……佐藤　潔,…坂本　啓,…栢森　高,…山口　朗：…第53回歯

科基礎医学会総会　優秀ポスター賞　2011年10月
1-2日　岐阜市　「口腔扁平上皮癌による骨破壊予防
療法の開発」

13）外部資金の獲得状況
1. 日本学術振興会科学研究費補助金・基盤研究C 

「ナノサイズパーティクルを用いた口腔癌レセプター
ターゲティングDDSの開発」…
研究代表者：中島雄介
期間：平成22-24年度
平成22年　直接経費… 1,300,000円
　　　　　…間接経費… 390,000円
平成23年　直接経費… 1,100,000円
　　　　　…間接経費… 330,000円
平成24年　直接経費… 800,000円
　　　　　…間接経費… 240,000円

2. 日本学術振興会科学研究費補助金・基盤研究C

「組織弾性イメージングを用いた舌扁平上皮癌におけ
る術前治療効果の判定」　
研究代表者：原田浩之
期間：平成23-25年度
平成23年　直接経費… 2,300,000円
　　　　　…間接経費… 690,000円
平成24年　直接経費… 1,700,000円
　　　　　…間接経費… 510,000円
平成25年　直接経費… 100,000円
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　　　　　…間接経費… 30,000円
3. 日本学術振興会科学研究費補助金・若手研究B　
「自己血漿と骨髄間葉系幹細胞を併用したハイブリッ
ドマテリアルによる骨再生療法の検討」　
研究代表者：丸川恵理子…
期間：平成23-25年度
平成23年　直接経費… 1,700,000円
　　　　　…間接経費… 510,000円
平成24年　直接経費… 1,400,000円
　　　　　…間接経費… 420,000円

4. 日本学術振興会科学研究費補助金・若手研究B

「11q13.3領域遺伝子増幅と口腔がんストレス応答骨
破壊機構」　
研究代表者：森田圭一
期間：平成23-24年度
平成23年　直接経費… 1,900,000円
　　　　　…間接経費… 570,000円
平成24年　直接経費… 1,400,000円
　　　　　…間接経費… 420,000円

5. 日本学術振興会科学研究費補助金・若手研究B

「ビスフォスフォネート長期投与による骨髄炎モデル
の確立とその骨代謝機構に対する解明」　
研究代表者：今泉史子
期間：平成20-23年度
平成20年　直接経費… 1,400,000円
　　　　　…間接経費… 420,000円
平成21年　直接経費… 900,000円
　　　　　…間接経費… 270,000円
平成22年　直接経費… 500,000円
　　　　　…間接経費… 150,000円
平成23年　直接経費… 500,000円
　　　　　…間接経費… 150,000円

6. 日本学術振興会科学研究費補助金・若手研究B

「パラフィン包埋組織からのプロテオーム解析による
新規口腔がんマーカーの開発」　
研究代表者：根岸綾子　
期間：平成22-23年度
平成22年　直接経費… 1,600,000円
　　　　　…間接経費… 480,000円
平成23年　直接経費… 1,400,000円
　　　　　…間接経費… 420,000円

7. 日本学術振興会科学研究費補助金・若手研究B

「新規免疫療法の確立を目指した口腔癌患者に誘導さ
れている多能性免疫担当細胞の解析」

研究代表者：田中香衣
期間：平成21-24年度
平成21年　直接経費… 700,000円
　　　　　…間接経費… 210,000円
平成22年　直接経費… 700,000円
　　　　　…間接経費… 210,000円
平成23年　直接経費… 700,000円
　　　　　…間接経費… 210,000円
平成24年　直接経費… 800,000円
　　　　　…間接経費… 240,000円

8. 共同研究費　オリンパス株式会社　

「機能性生体材料の顎口腔外科分野での応用検討」
研究代表者：小村　健
平成22年1月4日〜平成24年9月30日…
研究費：7,350,000円　　直接経費　6,681,819円

9. 武田科学振興財団研究助成金

自己血漿と骨髄間葉系幹細胞を併用したハイブリッ
ドマテリアルによる骨再生療法の検討
2011年7月22日から2年
直接経費　3,000,000円　研究代表者　丸川恵理子

14）特別講演 , 招待講演 , シンポジウム
シンポジウム

1.… 小村　健：唾液腺腫瘍の外科治療　第29回日本口腔
腫瘍学会総会　2011年1月28日　熊本市

2.… 森田圭一,…小村　健：…口腔癌における診断マーカー
探索.…第4回硬組織疾患ゲノムセンターシンポジウム……
2011年1月31日　東京

講　演

1.… 小村　健：…市民のための安心・安全な口腔管理…‐
口腔がん早期発見を目指して「口腔がん治療の現況
と展望」.…東京都歯科医師会　平成22年度…学術講演
会・学術教育研修会　2011年2月6日　東京

2.… 小村　健：「口腔癌治療の現況と展望」.…山梨県がん
診療連携拠点病院連絡協議会　がん医療従事者研修
会　2011年2月18日　甲府市

3.… 小村　健：口腔顎顔面外傷の診断と治療.…日本外傷
歯学会認定医研修セミナー　2011年6月12日　東京

4.… 小村　健：「当科における下顎再建の現況」.…横浜市
大口腔外科同門会　特別講演　2011年7月3日　横
浜市

5.… Omura… K：…Mandibular… fracture . … -anatomy,…
biomechanics… and… surgical… approach-…AO…CMF…
principal…Course,…Nagoya…2011年7月14日…名古屋市
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6.… Omura…K：…Regenerated…medicine…in…jaw…bone.…AO…
CMF…principal…Course,…Nagoya…2011年 7月 17日…名
古屋市

7.… 小村　健：ミニレクチャー　口腔外科医に必要な頸
部郭清術の基礎.…第56回　日本口腔外科学会総会　
2011年10月23日　大阪

8.… 小村　健：下顎再建の現状.…第6回山口県口腔癌研究
会　特別講演　2011年11月11日　宇部市

15）主催学会
1.… 第8回…紹介医のための口腔外科セミナー　2011年11

月6日　東京

16）新聞、雑誌、TV報道
1.… 小村　健：治療歯の根が残っている.　暮らしと健康……

第66巻8号　75頁
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Molecular and Cellular Pathobiology

The Tumor Suppressive MicroRNA miR-218 Targets the
mTOR Component Rictor and Inhibits AKT Phosphorylation
in Oral Cancer

Atsushi Uesugi1,5, Ken-ichi Kozaki1,3, Tomohiko Tsuruta1, Mayuko Furuta1,2, Kei-ichi Morita4,5,
Issei Imoto1, Ken Omura2,4,5, and Johji Inazawa1,2,3

Abstract
The incidence of oral squamous cell carcinoma (OSCC) is rising rapidly in developed countries, posing a

growing challenge due to the poor management of this type of malignancy at present. In this study, we profiled
tumor suppressive microRNAs (miRNAs) that are silenced by DNA hypermethylation in OSCC using a function-
based screening approach. This approach employed a cell proliferation assay for 327 synthetic miRNAs in two
OSCC cell lines. Among the 110 miRNAs identified in this set that exhibited inhibitory properties, we compared
DNA methylation and expression status in a wider panel of OSCC cell lines and primary tumor tissues, resulting
in the identification ofmiR-218 andmiR-585 as functionally significant miRNA genes that are frequently silenced
in OSCC by DNA hypermethylation. Ectopic expression of miR-218 and miR-585 in OSCC cells lacking
endogenous expression reduced cell growth in part through caspase-mediated apoptosis. Notably, miR-218
reduced levels of the rapamycin-insensitive component of mTOR, Rictor, in a manner associated with a
suppression of Akt S473 phosphorylation. Together our findings definemiR-585 as a tumor suppressive function
that is often epigenetically silenced in OSCC, and they identify Rictor as a novel target ofmiR-218, suggesting that
activation of the mTOR-Akt signaling pathway induced by Rictor contributes centrally to oral carcinogenesis.
Cancer Res; 71(17); 5765–78. �2011 AACR.

Introduction

MicroRNAs (miRNAs) are an abundant class of endogenous,
small, non-coding RNAs, the products of which are small
single-stranded RNAs of 19 to 22 nucleotides with a primary
role in posttranscriptional silencing generally through binding
to the 30-UTR of protein-coding transcripts, in turn triggering
mRNA degradation or translational repression (1). In human
cancers, the expression of miRNAs is generally downregulated
in malignant tissues compared with the corresponding non-
malignant tissues (2, 3), suggesting the deregulation of miRNA
expression and the contribution of miRNAs to the multistep

processes of carcinogenesis either as oncogenes or as tumor-
suppressor genes (TSG; refs. 4, 5). Among various epigenetic
mechanisms of cancer-related gene-silencing, DNA hyper-
methylation of CpG sites within CpG-islands is known to lead
to the inactivation of many TSGs (6) and several tumor-
suppressive miRNAs (TS-miRNAs; ref. 7). In fact, DNA methy-
lation-mediated downregulation of miRNAs by proximal CpG-
islands has been described by a number of groups including
ours (8–10).

Oral cancer, predominantly oral squamous cell carcinoma
(OSCC), is the most common head and neck neoplasm,
affecting approximately 270,000 people worldwide in 2002
(11). In Japan, OSCC is relatively common, accounting for
more than 5,500 deaths in 2003 (12). The carcinogenesis,
including OSCC (13), is considered to arise through the
progressive accumulation of multiple genetic abnormalities,
which may impair the functions of oncogenes or TSGs that
play a crucial role in the development of this disease. In
addition, evidence has emerged that epigenetic mechanisms,
such as altered DNA methylation patterns, play a significant
role in the silencing of TSGs and contribute to malignant
transformation during oral carcinogenesis (14).

In this study, we identified and characterized TS-miRNAs
frequently silenced by DNA hypermethylation in OSCC and
their targets using function-based screening with a cell pro-
liferation assay for 327 synthetic miRNAs and a series of
sequential analyses of DNA methylation and expression in
OSCC cell lines and primary tumors. The function-based
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Excellence (GCOE) Program for International Research Center for Mole-
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A

Analysis of growth inhibitory effects in 2 OSCC cell lines 
by MTT assay (see Figure 1B and Supplementary Table S2)

Database analysis for locus and existence of CpG islands 
5′ upstream of candidate miRNAs

Database analysis for previous reports about the correlation 
with DNA hypermethylation or tumor-suppressive activities

Methylation analysis in 18 OSCC cell lines 
(see Figure 1C, 2A, B and Supplementary Fig. S1) 

Expression analysis in 18 OSCC cell lines 
(see Figure 2C and Supplementary Fig. S1)

2 miRNAs were identified as new TS-miRNAs silenced by DNA
hypermethylation (consistency of DNA hypermethylation

with downregulation in OSCC cell lines = 70%; see Table 2)

Confirmation of growth inhibitory effects in OSCC cell lines 
using dsRNAs purchased from different companies (see Figure 2D)

10 miRNAs (20 CpG islands, 11 loci) that showed high-
methylation frequency in OSCC cell lines (> 50%),

were selected as possible novel TS-miRNAs (see Table 2)

25 miRNAs (35 CpG islands, 26 loci) were selected as candidates 
of novel TS-miRNAs silenced by DNA hypermethylation

in OSCC cell lines (see Table 1)

51 miRNAs were selected as possible targets for DNA 
hypermethylation except for miRNAs located on X-chromosome

110 miRNAs that remarkably inhibited cell growth were selected
as candidates for TS-miRNAs (growth ratio in WST < 0.5)

Functional screening of TS-miRNAs using Pre-miR miRNA
Precursor Library-Human V2 (Ambion) consisting of 327 miRNAs

Methylation and expression analyses in 15 primary OSCC cases 
(see Supplementary Figures 2 and Table 2) 

miR-218 was TS-miRNA frequently silenced 
by CpG-island hypermethylation in primary OSCC cases 

(consistency of DNA hypermethylation with down regulation 
in primary OSCC cases = 70%; see Table 2)

Screening of predicted targets of miR-218 (see Figure 4)

Rictor was identified as a novel target of miR-218
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1 dsRNA mimicking mature form of miR-218 showed 
remarkable tumor-suppressive activities 
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screening presented in this paper is a powerful tool for
exploring a large number of double-stranded RNAs (dsRNAs)
having tumor-suppressive effects, including TS-miRNAs and
siRNAs, as therapeutic agents for several types of cancer cells
directly (15, 16). Through this approach, 2 epigenetically
silenced TS-miRNAs in OSCC, miR-218 and miR-585, which
are located within the intron of SLIT2 and SLIT3, respectively,
and a novel target of miR-218, Rictor, were identified in our
study. This study is the first to show clearly that the tumor-
suppressive activity of miR-585 is epigenetically silenced in
OSCC and that miR-218 targets Rictor inducing the activation
of a TOR-Akt signaling pathway.

Materials and Methods

Cell lines and primary tumor samples
Derivations of and culture conditions for cell lines were

reported previously (17). OSCC cell lines were authenticated in
our previous studies of array-CGH analyses (17). RT7, human
oral keratinocytes immortalized by TERT and human papillo-
mavirus (HPV) type 16 E6/E7 oncogenes, was kindly provided
by Dr N. Kamata (Hiroshima University Faculty of Dentistry,
Japan). To analyze the restoration of genes, cells were cultured
with or without 10 mmol/L of 5-aza 20-deoxycytidine (5-aza-
dCyd) for 5 days. A total of 15 frozen primary samples were
obtained from OSCC patients treated at Tokyo Medical and
DentalUniversitywithwritten consent fromeach patient in the
formal style and after approval by the local ethics committee.

Transfection with synthetic miRNAs and siRNAs
A total of 10 nmol/L of dsRNA mimicking human mature

miRNAs or control nonspecific miRNA (Ambion; Thermo
Scientific Dharmacon), and 20 nmol/L of target-specific siR-
NAs for PIK3CA (Dharmacon) and Rictor (Invitrogen) or their
control nonspecific siRNA were transfected individually into
OSCC cells using Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen). The
numbers of viable cells were assessed by the colorimetric
water-soluble tetrazolium salt (WST) assay (Cell counting kit-
8; Dojindo Laboratories). The cell cycle was evaluated by a
fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis as
described elsewhere (17).

Methylation analysis
Each of gene and CpG-island was searched miRBase data-

base (release April 17, 2011; ref. 18), UCSC Genome Browser on
Human February 2009 Assembly (hg19; ref. 19) and PubMed
(20). The combined bisulfite restriction analysis (COBRA) and
the bisulfite-sequencing analysis, using primer sets designed

to amplify regions of interest (Supplementary Table S1), were
done as described elsewhere (8).

Real-time reverse transcription-PCR
Real-time reverse transcription PCR (RT-PCR) was done as

described elsewhere (8).

miRNA target predictions, Western blotting, and
luciferase activity assay

Predicted targets for miRNAs and their target sites were
analyzed using Microcosm Targets (21), miRanda (22), and
TargetScan (23). Anti-caspase-3, anti-cleaved caspase-3, anti-
cleaved PARP, anti-Akt, anti-phospho-Akt (Ser-473), anti-Rictor
(Cell Signaling Technology) and anti-PIK3CA (Upstate Biotech-
nology) rabbit polyclonal antibodies were used in Western
blotting. Luciferase constructs were made by ligating oligonu-
cleotides containing the 30-UTR target sites downstream of the
luciferase gene in thepMIR-REPORT luciferase vector (Ambion).
Luciferase activity was measured as described elsewhere (8).

Statistical analysis
Differences between subgroups were tested with theMann–

Whitney U test.

Results

Function-based screening of TS-miRNA in OSCC cell
lines

To identify TS-miRNAs in OSCC, we first examined 327
synthetic miRNAs mimicking human mature miRNAs by
function-based screening in 2 OSCC cell lines, NA and
SKN3. The strategy used and partial results obtained are
shown in Figure 1A. Since the proliferation-inhibitory effect
was made an index for the rating of tumor-suppressive activity
in our function-based screening, relative cell growth ratios in
Figure 1B and Supplementary Table S2 indicate effects of each
synthetic miRNA on cell growth 5 days after transfection. In
this first screening, 110 miRNAs, including known TS-miRNAs,
such asmiR-34 (24),miR-124 (9, 25),miR-193a (8), andmiR-491
(15), showed remarkable inhibitory effects on cell growth
(relative growth ratio < 0.5). Then we selected novel miRNAs
with CpG-islands in the region 50 upstream or around these
genes and excluded miRNAs previously reported to correlate
with DNA hypermethylation and their tumor-suppressive
activity among 110 miRNAs by means of database analyses.
From the first screening, 25 mature sequences of miRNAs
emerged as candidates for new TS-miRNAs silenced by DNA
hypermethylation in OSCC cell lines (Table 1).

Figure 1. Strategy employed and results of a function-based screening of TS-miRNAs in OSCC cell lines. A, strategy used for the identification of
epigenetically silenced TS-miRNAs in OSCC. B, result of function-based screening of TS-miRNAs in NA and SKN3 cells using Pre-miR miRNA Precursor
Library-Human V2 (Ambion). Cells (1.0 � 104/well) were inoculated onto 24-well plates. Following 24 hours of incubation, 10 nmol/L of 327 dsRNA
mimicking mature miRNA or control nonspecific miRNA was transfected individually into cells. The numbers of viable cells 5 days after transfection were
evaluated by the WST assay in duplicate. Relative cell growth ratios were then calculated by normalization of each result to the cell numbers in control
cells transfectedwith nonspecificmiRNA (see Supplementary Table S2). The lower solid arrow indicates the 327miRNAs examined. The top andmiddle closed
arrows indicate 98 miRNAs and 53 miRNAs which showed marked growth inhibitory effects in NA and SKN3 cells, respectively (growth ratio < 0.5). C,
summary of the DNA methylation status of CpG-islands around 25 mature sequences of miRNAs located at 26 loci including 35 CpG-islands in 18 OSCC cell
lines and RT7 as a control determined by COBRA. PCR products used for COBRAwere digested with BstUI, TaqI, orHhaI, and electrophoresed (see Figure 2A
and B, Tables 1, 2, Supplementary Fig. S2, Supplementary Table S1, and data not shown). Black, gray, white, and striped boxes indicate complete,
partial, and no digestion by restriction enzymes, and not determined, respectively.

miR-218 Targeting Rictor
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Methylation and expression analyses of candidates in
OSCC cell lines
Next, we explored the DNA methylation status of 35 CpG-

islands around 25 miRNAs located at 26 loci in a panel of 18
OSCCcell lines andanormal counterpart, RT7, an immortalized
humanoralkeratinocyte line, byCOBRA(Fig. 1C). Sincemultiple
copies of some mature miRNAs, as listed in Table 1, are
transcribed from different loci, the number of mature forms
of miRNAs is smaller than the number of genomic loci. In
COBRA, on the basis of a comparison of mean values of
methylation frequencies in each region examined, frequent
DNA hypermethylation (>50% of OSCC lines) was found in only
6of25miRNAs, that is,miR-218,miR-375,miR-383,miR-483,miR-
489, and miR-497, although CpG-island hypermethylation on/
around these miRNAs was also detected in RT7. We next
investigated the consistency in the correlation between DNA
methylation status in each region of these 6 miRNA genes by
COBRA and their expression patterns in 18 OSCC cell lines and
RT7 by TaqMan real-time RT-PCR (Table 2), and found that
values were higher in some regions ofmiR-218-1 (50.0%–77.8%)
and miR-375 (100%) than other miRNA genes (0%–56.3%;
Fig. 1A–C and Supplementary Fig. S1A–C). miR-218-1 and
miR-218-2 are located at 4p15.31 and 5q35.1 within the intron
of SLIT2 and SLIT3, respectively (Fig. 2A and B). Interestingly,
miR-585, together with miR-218-2, is also located within the
intronof SLIT3, and the expressionpatternsofmiR-218 andmiR-
585weresimilar to thoseofSLIT2andSLIT3, respectively (Fig. 2B
and C); note that the percentage of OSCC cell lines with
significant downregulation of miR-218, miR-585, SLIT2, SLIT3,
andmiR-375 expression (<0.5-fold) was 44.4% (8/18), 55.6% (10/
18), 61.1% (11/18), 77.8% (14/18), and 100% (18/18), respectively
(Fig. 2C and Supplementary Fig. 1C). To determine the relation-
ship betweenDNAhypermethylation inCpG-islands on/around
miR-218-1, miR-218-2, and miR-375 and the downregulation of
gene expression, we treated OSCC cell lines with 5-aza-dCyd,
observing a remarkable restoration of the expression levels of
these miRNAs and their host genes in 55.6% (10/18), 44.4% (8/
18), 33.3% (6/18), 61.1% (11/18), and 100% (18/18) of OSCC cell
lines, respectively (Fig. 2C and Supplementary Fig. 1D). Con-
sistentwiththese results,CpG-islandhypermethylationwasalso
confirmed by bisulfite-sequencing in the OSCC lines lacking the
expression of those candidate miRNAs, but not in RT7 and the
cell lines expressing these miRNAs (Fig. 2A and B and Supple-
mentary Fig. 1E). These results strongly suggest that DNA
hypermethylation of CpG sites within CpG-islands on/around
these genes deregulates their expressions in OSCC cell lines.

Confirmation of dsRNA-induced growth inhibition in
OSCC cell lines
Toconfirm the growth inhibitory effects ofmiR-218,miR-585,

and miR-375 in the function-based screening, we used 2
synthetic miRNAs purchased fromAmbion and Thermo Scien-
tificDharmacon to take into consideration the off-target effects
of dsRNAs. The ectopic expression of these miRNAs in OSCC
cell lines lacking their expressions by the transient transfection
of dsRNAwas evaluated by TaqMan real-time RT-PCR analysis
(data not shown). Consistent with the results of the function-
based screening (Supplementary Table S2), restoration of
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Table 2. Correlation between DNA hypermethylation status in each region of these 6 miRNA genes
by COBRA and their expression patterns in OSCC cell lines and primary cases by quantitative real-time
RT-PCR analysis

OSCC cell lines Primary OSCC cases

miRNAs miRNA genes Regions in
COBRA

Methylation
frequency
(%)a

Consis-
tency of
methylation
with down-
regulation
(%)b

Methylation
frequency
(%)a

Consistency of
methylation
with downre-
gulation (%)b

hsa-miR-489 hsa-miR-489 1 77.78 14 0.00 0 - -
hsa-miR-483 hsa-miR-483 1 100.00 18 16.67 3 - -

2 100.00 18 16.67 3 - -
3 ND - - -
4 100.00 18 16.67 3 - -
5 94.44 17 17.65 3 - -
6 66.67 12 16.67 2 - -
7 72.22 13 15.38 2 - -
8 ND - - -
9 50.00 9 22.22 2 - -
10 44.44 8 - - -
11 50.00 9 11.11 1 - -

hsa-miR-497 hsa-miR-195/497 1 ND - - -
2 94.44 17 47.06 8 - -
3 100.00 18 50.00 9 - -
4 88.89 16 50.00 8 - -
5 88.89 16 56.25 9 - -
6 0.00 0 - 0 - -

hsa-miR-375 hsa-miR-375 1 88.89 16 100.00 16 - -
2 83.33 15 100.00 15 - -
3 72.22 13 100.00 13 - -
4 11.11 2 - - -
5 83.33 15 100.00 15 - -

hsa-miR-383 hsa-miR-383 1 72.22 13 7.69 1 - -
2 55.56 10 10.00 1 - -
3 ND - - -

hsa-miR-218 hsa-miR-218-1 1 38.89 7 - 20.00 3/15 100.00 3/3
2 38.89 7 - 13.33 2/15 100.00 2/2
3 50.00 9 77.78 7 6.67 1/15 100.00 1/1
4 55.56 10 70.00 7 6.67 1/15 100.00 1/1
5 77.78 14 50.00 7 53.33 8/15 75.00 6/8
6 77.78 14 57.14 8 73.33 11/15 81.82 9/11
7 88.89 16 50.00 8 66.67 10/15 80.00 8/10
8 88.89 16 50.00 8 93.33 14/15 85.71 12/14
9 ND - - -

hsa-miR-585/218-2 10 22.22 4 - 13.33 2/15 100.00 2/2
11 38.89 7 - 13.33 2/15 100.00 2/2
12 38.89 7 - 6.67 1/15 100.00 1/1
13 77.78 14 50.00 7 0 0/15 - -

hsa-miR-486-5p hsa-miR-486 1 88.89 16 31.25 5 - -
2 ND - - -
3 ND - - -
4 ND - - -

(Continued on the following page)
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Table 2. Correlation between DNA hypermethylation status in each region of these 6 miRNA genes
by COBRA and their expression patterns in OSCC cell lines and primary cases by quantitative real-time
RT-PCR analysis (Cont'd )

OSCC cell lines Primary OSCC cases

miRNAs miRNA genes Regions in
COBRA

Methylation
frequency
(%)a

Consis-
tency of
methylation
with down-
regulation
(%)b

Methylation
frequency
(%)a

Consistency of
methylation
with downre-
gulation (%)b

5 33.33 6 - - -
6 ND - - -
7 ND - - -
8 0.00 0 0.00 0 - -
9 5.56 1 - - -
10 ND - - -
11 88.89 16 31.25 5 - -
12 22.22 4 - - -
13 27.78 5 - - -
14 100.00 18 27.78 5 - -
15 ND - - -

hsa-miR-326 hsa-miR-326 1 ND - - -
2 27.78 5 - - -

hsa-miR-28 hsa-miR-28 1 5.56 1 - - -
2 0.00 0 - - -
3 44.44 8 - - -

hsa-miR-365 hsa-miR-365-1 1 0.00 0 - - -
2 0.00 0 - - -
3 0.00 0 - - -

hsa-miR-365-2 4 0.00 0 - - -
5 61.11 11 54.55 6 - -
6 72.22 13 53.85 7 - -

hsa-miR-455 hsa-miR-455 1 22.22 4 - - -
2 50.00 9 44.44 4 - -
3 0.00 0 0.00 0 - -
4 0.00 0 0.00 0 - -
5 ND - - -

hsa-miR-345 hsa-miR-345 1 0.00 0 0.00 0 - -
2 0.00 0 0.00 0 - -
3 0.00 0 0.00 0 - -
4 66.67 12 0.00 0 - -

hsa-miR-139 hsa-miR-139 1 0.00 0 - - -
2 0.00 0 - - -
3 0.00 0 - - -
4 0.00 - - -
5 33.33 6 - - -

hsa-let-7i hsa-let-7i 1 11.11 2 - - -
2 0.00 0 - - -
3 0.00 0 - - -

hsa-miR-191*/
miR-425-3p

hsa-miR-191/miR-425 1 0.00 0 - - -

2 0.00 0 - - -
3 0.00 0 - - -

(Continued on the following page)
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miR-218 expression significantly reduced cell growth in the
OSCC cell lines tested (Fig. 2D). In addition, a growth inhibitory
effect of miR-585 was clearly detected in Dharmacon product,
whereas Ambion product of dsRNA mimicking miR-585 was
not on the market and could not be examined. In our in vitro
analysis, tumor-suppressive functions of miR-218 and miR-585
were confirmed. Ambionproduct of dsRNAmimickingmiR-375
induced growth inhibition whereas Dharmacon product facili-
tated cell proliferation in both OSCC cell lines, and somiR-375
was excluded from candidates in this study.

Methylation and expression analyses of miR-218 and
miR-585 in primary OSCCs

To determine whether the CpG-island hypermethylation of
miR-218-1/SLIT2 and miR-218-2/miR-585/SLIT3 also occurs in
primary OSCCs in a tumor-specific manner, the correlation
between DNA methylation status and the expression patterns
of these genes in 15 primary OSCCs and corresponding non-
cancerous oral mucosae was examined using COBRA and
TaqMan real-time RT-PCR assay, respectively. In COBRA, the
frequency of tumor-specific DNA hypermethylation in regions
of miR-218-1 and miR-218-2/miR-585 was 6.7% to 93.4% and
6.7% to 13.3%, respectively, in primary OSCCs (Table 2, Sup-
plementary Fig. 2A). Although the frequency of aberrantmethy-

lation at these CpG-islands was relatively low in primary
tumors, expression levels of miR-218 and miR-585 in tumors
as compared with paired normal oral mucosae were markedly
reduced in 73.3% (11/15) and 66.7% (10/15) of primary OSCCs,
respectively (< 0.5-fold expression, Supplementary Fig. 2B), and
the consistencywas comparatively high in these regions ofmiR-
218-1 (75.0%–100%) and miR-218-2/miR-585 (100%). Although
miR-218 expression had been reported to be specifically
reduced in HPV-positive cell lines and tissues (26), all of OSCC
cell lines and primary samples examined in this study were
confirmed the negative HPV-status by genomic PCR (Supple-
mentary Fig. S3). Thus, our results suggest that miR-218 and
miR-585 aremost likelyTS-miRNAs frequently silenced through
tumor-specific DNA hypermethylation in OSCC.

Tumor-suppressive effects of ectopic miR-218 and
miR-585 expression on the growth of OSCC cell lines

Weexamined tumor-suppressive effects ofmiR-218 andmiR-
585 on HSC-2 and NA (Fig. 3A and B). Restoration of the
expression of these miRNAs significantly reduced cell growth
in both cell lines tested. Since a large number of transfectants
were rounded and floating comparedwith the control counter-
part at 5 days after transfection, we conducted a FACS analysis
and a Western blotting for caspase-mediated apoptosis using

Table 2. Correlation between DNA hypermethylation status in each region of these 6 miRNA genes
by COBRA and their expression patterns in OSCC cell lines and primary cases by quantitative real-time
RT-PCR analysis (Cont'd )

OSCC cell lines Primary OSCC cases

miRNAs miRNA genes Regions in
COBRA

Methylation
frequency
(%)a

Consis-
tency of
methylation
with down-
regulation
(%)b

Methylation
frequency
(%)a

Consistency of
methylation
with downre-
gulation (%)b

hsa-miR-22 hsa-miR-22 1 0.00 0 - - -
2 0.00 0 - - -

hsa-miR-423 hsa-miR-423 1 0.00 0 - - -
2 0.00 0 - - -

hsa-miR-491 hsa-miR-491 1 0.00 0 - - -
2 0.00 0 - - -

hsa-miR-24 hsa-miR-24 1 ND - - -
2 ND - - -
3 ND - - -

hsa-miR-149 hsa-miR-149 1 ND - - -
2 ND - - -

hsa-miR-208a hsa-miR-208a 1 ND - - -
hsa-miR-409-3p/
miR-409-5p

hsa-miR-409 1 ND - - -

2 ND - - -
hsa-miR-432* hsa-miR-432 1 ND - - -

aFrequency of cell lines or primary cases, in which DNA hypermethylation were detected by COBRA.
bFrequency of cell lines or primary cases, in which downregulation was consistent with DNA hypermethylation.
ND, not done.
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both cell lines 72 hours after the transfection. In the FACS
analysis, the effect of miR-218 on the cell cycle in HSC-2 cells
wasweakwhile the accumulation of NA cells in theG2/Mphase
was observed inmiR-218-transfectants. Overexpression ofmiR-
585 induced the accumulation of cells in the G2/M phase and
sub-G1 phase in the HSC-2 and NA cell lines, respectively.
However, theWestern blotting showed that ectopic expression
ofmiR-218 andmiR-585 remarkably increased protein levels of
caspase3, cleaved caspase3 and cleaved PARP in both cell lines
(Fig. 3C), miR-218- and miR-585-induced reductions of cell
growth in these OSCC cell lines were not inhibited by caspase
inhibitors (Supplementary Fig. S4A). In contrast, the G2/M cell-
cycle arrest was not confirmed by Western blotting for the
phosphorylation status of Cdc2 andChk1 in these transfectants
(Supplementary Fig. S4B). These results, consistent with the

previous report of miR-218-inducing apoptosis in vitro (27),
suggest that miR-218 and miR-585 induce a reduction in cell
growth at least in part through caspase-mediated apoptosis,
whereas the cause of the cell death except the apoptosis in
these transfectants remains unclear.

Screening of predicted targets for miR-218 and miR-585
in OSCC cell lines

While 5 genes of EGFR-coamplified and overexpressed
protein (ECOP), IkBs kinase (IKK-b), LIM and SH3 protein 1
(LASP1), paxillin (PXN), and Robo1 have also been reported as
direct targets of miR-218 (28–32), the percentage of OSCC cell
lines with notable upregulation of these genes (>2-fold expres-
sion) was 50.0% (9/18), 38.9% (7/18), 44.4% (8/18), 16.7% (3/18),
and 11.1% (2/18), respectively (Fig. 4A). In addition, we also
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Figure 2.Correlation betweenmethylation and expression ofmiR-218 and the host genesSLIT2 andSLIT3 in OSCC cell lines. A and B,methylation analysis for
miR-218-1/SLIT2 (A) and miR-218-2/SLIT3 (B). Top, these maps show intronic miRNAs, host genes, CpG-islands, CpG sites, and PCR products used for
COBRA and bisulfite sequencing. White boxes, exons of SLIT2 and SLIT3; gray box, CpG-island; closed arrows, PCR products (primers, Supplementary
Table S1); vertical tick marks, CpG sites; vertical arrows, restriction enzyme sites. Middle, results of COBRA in 18 OSCC cell lines and RT7. Arrows,
unmethylated alleles; arrowheads, methylated alleles; stars, samples with significant restricted fragments from methylated alleles. The presence of restriction
enzyme processing is indicated with a plus or minus sign above the results of COBRA. Bottom, bisulfite sequencing of RT7 and representative OSCC
cell lines with (þ) or without (�) miR-218 expression in PCR products examined by COBRA. Horizontal bars with arrowheads, PCR product; vertical arrows,
restriction enzyme sites. Open and filled squares represent unmethylated and methylated CpG sites respectively, and each row represents a single clone. C,
TaqMan real-time RT-PCR analysis formiR-218,miR-585,SLIT2, and SLIT3 in 18OSCC cell lines and RT7. Top, expression levels of intronic miRNAs and host
genes were based on the amount of target message relative to RNU6B and GAPDH, respectively, to normalize the initial input of total RNA. Bar graphs show
the ratio of the expression level in each cell line to that in RT7. Bottom, restoration of the expression of these genes after treatment with 10 mmol/L 5-aza-dCyd
for 5 days in 18OSCC cell lines. Bar graphs show the ratio of the expression level in treated cells to that in untreated cells. D, confirmation of tumor-suppressive
activities of 3 candidate miRNAs in HSC-2 and NA cells using dsRNAs purchased from different companies (Ambion and Dharmacon). The numbers
of viable cells 5 days after transfection with 10 nmol/L of dsRNAswere assessed byWST assay. Bar graphs show the growth ratio of cell numbers inmiR-218-,
-375-, and -585-transfectants relative to those in control-transfectants. Each point represents the mean of triplicate determinations (bars, SD).
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Figure 3. Tumor-suppressive
effects of miR-218 and miR-585
on OSCC cell lines, HSC-2 and
NA, lacking their expression. A
and B, growth curves, phase-
contrast micrographs, and results
of FACS analysis in HSC-2 (A) and
NA (B) cells in which 10 nmol/L of
dsRNA mimicking miR-218 or
miR-585, or control nonspecific
miRNA (ds-NC) was transfected.
The numbers of viable cells after
transfection were assessed by
WST assay. Each data point
represents the mean of triplicate
determinations (bars, SD) in these
experiments. Phase-contrast
micrographs show OSCC cell
lines cultured for 5 days after
transfection. The size of the
population in each phase of the
cell cycle as assessed by FACS
using OSCC cell lines 72 hours
after transfection. C, the results of
Western blotting of caspase3,
cleaved caspase3, and cleaved
PARP in HSC-2 and NA cells
48 hours after the transfection of
each dsRNA.
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confirmed that their protein levels were decreased inmiR-218-
transfectants compared with their control counterparts
(Fig. 4B).
To explore novel oncogenic targets of miR-218 and miR-585

in OSCC cell lines, we used the algorithms, MicrocosmTargets,
miRanda, and TargetScan, and selected rapamycin-insensitive
companion of mTOR (Rictor) as miR-218-targets and jun B
proto-oncogene (JunB) as miR-585-targets. The expression of
Rictor or JunB was frequently upregulated in 38.9% (7/18) and
44.4% (8/18) of OSCC cell lines, respectively, compared with
RT7 (>2-fold expression; Fig. 4A and Supplementary Fig. S5A).
In Western blotting of Rictor and JunB, their protein levels
were markedly reduced in miR-218- and miR-585-transfec-

tants, respectively, compared with their control counterparts
(Fig. 4B and Supplementary Fig. S5B). To further determine
whether the predicted target sites of miR-218 and miR-585 in
the 30-UTR of mRNAs of Rictor and JunB, respectively (Fig. 4B
and Supplementary Fig. S5C), were responsible for the
translational regulation by dsRNA mimicking these miRNAs,
we next conducted luciferase assays with vectors containing
these 30-UTR target sites downstream of the luciferase
reporter gene. In this analysis, we observed a statistically
significant reduction of luciferase activity in a vector con-
taining the target site of Rictor, but not JunB (Fig. 4B and
Supplementary Fig. S5D). These findings, together with the
results of Western blotting, suggest Rictor and JunB to be a
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novel direct target of miR-218 and an indirect target of miR-
585, respectively. Therefore, we focused on Rictor as the most
likely target of miR-218, and conducted further analyses to
explore the underlying molecular mechanisms of oral carci-
nogenesis.

Rictor, together with the mammalian target of rapamycin
(mTOR) kinase, forms mTOR complex 2 (mTORC2), and the
Rictor-mTOR complex directly regulates the phosphorylation
of Akt at Ser-473, resulting in cell growth (33). We have
previously reported that the phosphorylation of Akt at
Ser-473 and Thr-308 was markedly increased in a HSC-2 cell
line harboring a missense mutation in the PIK3CA gene,
A3140G in exon 20, corresponding to the amino acid change
H1047R (34). Interestingly, although NA cells without a genetic
alteration of PIK3CA, EGFR, or PTEN also showed phosphory-
lated Akt, it has been unknown why the phosphorylation
increased in this cell line. The phosphorylation status of
Akt at Ser-473 in 18 OSCC cell lines and RT7 were shown
in Figure 4A. To investigate whether Rictor might be asso-
ciated with growth inhibitory effects ofmiR-218 in OSCC cells,
we analyzed the phosphorylation of Akt and cell proliferation
in HSC-2 and NA cells transfected with or without dsRNAs
mimicking miR-218 or specific siRNAs for Rictor and PIK3CA
(Fig. 4C). The treatment with PIK3CA- or Rictor-specific siRNA
significantly inhibited cell growth in HSC-2 and NA cells
whereas we found no noticeable differences in cell growth
ratio of each transfectant in both cell lines (Supplementary
Fig. S6). In Western blotting, the marked inhibition of the
phosphorylation of Akt at Ser-473 in HSC-2 cells was observed
in the treatment of RNA interference of PIK3CA, but not in
restoration of miR-218 expression and knockdown of Rictor
expression, suggesting that phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K) seems mainly to regulate the phospho-Akt activation
in HSC-2 cells with a mutant form of PIK3CA. On the other
hand, a notable reduction in the phosphorylated Akt was
detected in NA cells at 48 hours after the transient transfection
of dsRNAs mimicking miR-218 or specific siRNA for Rictor
compared with specific siRNA for PIK3CA, suggesting Akt to
be significantly activated and phosphorylated by the TOR-Akt
signaling pathway, not PI3K-Akt signaling pathway in NA cells
without a mutant form of PIK3CA, EGFR, or PTEN. Our results
clearly showed that miR-218 acts as a suppressor of the TOR-
Akt signaling pathway, independently of the PI3K-Akt signal-
ing pathway, in OSCC (Fig. 4D).

Discussion

Here, we clearly identified miR-218 and miR-585 as TS-
miRNAs silenced through tumor-specific DNA hypermethyla-
tion in oral cancer and characterized miR-218 targeting Rictor
and inhibiting the phosphorylation of Akt at Ser-473 in a OSCC
cell line without a mutant form of PIK3CA, EGFR, or PTEN. In
this study, we carried out function-based screening using 327
dsRNAs mimicking mature miRNAs to identify TS-miRNAs
having remarkable inhibitory effects on the growth of OSCC
cell lines, although expression-based and DNA methylation-
based screening had been successfully done previously in
OSCC (8) and hepatocellular carcinoma (9), respectively. Since

several known TS-miRNAs, such as miR-34 (24), miR-124 (9,
25), miR-193a (8), and miR-491 (15), were actually identified
through this approach, function-based screening would be
suitable for exploring dsRNAs, including miRNAs and siRNAs,
as therapeutic agents for several types of cancer cells. The
tumor-suppressive function of candidate miRNAs eventually
identified in this screening was reevaluated using 2 kinds of
dsRNA purchased independently to take account of off-target
effects, known to complicate the interpretation of phenotypic
effects in gene-silencing experiments using siRNAs (35).

We consider that the hypermethylation of CpG-islands on/
around miRNA genes a good marker to explore novel epigen-
etically silenced TS-miRNAs, similar to classic TSGs in several
types of cancer, and have already reported miR-137,miR-193a,
miR-124, andmiR-203 as epigenetically silenced TS-miRNAs (8,
9). In this study, a second screening, combining DNA methyla-
tion and expression analyses in a panel of OSCC cell lines,
resulted in the identification ofmiR-218 andmiR-585 as prime
candidates for TS-miRNAs silenced by DNA hypermethylation
in OSCC. Our study is the first to show that miR-218 and miR-
585 were frequently silenced by DNA hypermethylation in
OSCC. This miRNA gene is located at 4p15.31 (miR-218-1) and
5q35.1 (miR-218-2) in introns of 2 host genes, SLIT2 and SLIT3,
respectively, and miR-585, together with miR-218-2, is also
located within the intron of SLIT3 at 5q35.1. Copy number
losses at these loci and the downregulated expressions ofmiR-
218, SLIT2, and SLIT3 were reported in some types of cancer
(36) although we found no homozygous loss in these regions in
our previous studies of genomewide copy-number aberrations
in 39 OSCC cell lines by array-CGH analyses (17, 37). Frequent
epigenetic inactivation of SLIT2 and SLIT3 was also described
in several cancers (38, 39). Although, in our study, the expres-
sion levels of these miRNAs and their host genes were
remarkably restored in OSCC cell lines treated with 5-aza-
dCyd, it was reported that the treatment of this inhibitor of
DNA methylation did not reactivate the downregulated
expression of SLITs in cervical cancer (40), suggesting a
complex mechanism of inactivation in Slits in some types
of cancers. Very recently, the downreguration of miR-218 and
its inhibitory effects on cell proliferation and invasion have
been shown in several types of cancer, including HPV-positive
cell lines and tissues (26–29, 31, 32, 36, 41), and in the present
study, we confirmed the tumor-suppressive functions and the
mechanism of action of this miRNA in OSCC. Regarding miR-
585, however, this is the first report that this is a novel TS-
miRNA frequently silenced by tumor-specific DNA hyper-
methylation in OSCC, suggesting a crucial role, similar to
miR-218, in human cancers.

In this study, we successfully identified a possible direct
target of miR-218, Rictor, although ECOP, IKK-b, LASP1, PXN,
and Robo1 have also been reported as direct targets of this
miRNA. Since ECOP and IKK-b are components of the NF-kB
pathway, our findings of caspase-mediated apoptosis in cells
overexpressing miR-218 strongly support early reports of a
correlation between miR-218 and targets (28, 29). LASP1,
PXN, and Robo1 are known to be associated with cell adhesion,
mobility, and migration, and their overexpression induced by
miR-218 suppression seem to enhance tumor invasion and
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metastasis (30–32). Interestingly, although Slit-Robo signaling
has been described to facilitate tumor cell migration, Robo1
targeted by miR-218 is known to be a receptor for Slit which is
thehost geneofmiR-218 and shown to formanegative feedback
loop involving Slit, miR-218, and Robo1 (27, 32). In our expres-
sion analysis, the percentage of OSCCcell lineswith remarkable
downregulation of miR-218, miR-585, SLIT2, and SLIT3 (< 0.5-
fold), expressionwas 44.4% (8/18), 55.6% (10/18), 61.1% (11/18),
and 77.8% (14/18), respectively, whereas that with notable
upregulation of these genes (>2-fold expression) was 38.9%
(7/18), 11.1% (2/18), 33.3% (6/18), and 0% (0/18), respectively.
Since the biological and functional significances of Slits-miR-
218-Robo signaling in cancer remains largely unknown, further
study is needed for the characterization of this signaling.
Rictor is a component of the mTOR-containing complex

mTORC2, which directly regulates the phosphorylation of Akt
at Ser-473 (33). Knockdown of Rictor ormTOR in colon cancer
was shown to inhibit cancer cell proliferation in vitro and
tumor formation in vivo (42), and the selective requirement of
Rictor for the development of prostate cancer induced by a loss
of Pten in mice was shown (43). These results including our
findings strongly support the notion that the silencing ofmiR-
218 through the hypermethylation of CpG-islands around this
miRNA is likely to be an important mechanism of carcinogen-
esis and cancer progression at least partly involving the activa-
tion of mTORC2-Akt signaling in OSCC. In this study, we
analyzed the effects of miR-218 on the phosphorylation of
Akt using 2 representative OSCC cell lines; HSC-2, with a
missense mutation in the PIK3CA gene and activated PI3K-
Akt signaling pathway, and NA, without genetic alterations of
PIK3CA, EGFR, or PTEN (34). Although it has been unknown
why the phosphorylation of Akt is increased in NA cells, our
findings clearly showed miR-218 to act as a suppressor of the
TOR-Akt signaling pathway, independently of the PI3K-Akt
signaling pathway, in OSCC, and that the activation of this

signaling pathway through methylation-mediated silencing of
miR-218 may contribute to the pathogenesis of OSCC.

In conclusion, we described here the identification of 2 TS-
miRNAs, miR-218 and miR-585, frequently silenced by DNA
hypermethylation in OSCC, using function-based screening
and a series of sequential analyses. Moreover, we identified
Rictor as a potential target of miR-218, suggesting that the
epigenetic silencing of miR-218 and consequent activation of
the TOR-Akt signaling pathway induced by the overexpression
of Rictor contribute to oral carcinogenesis, and that targeting
miR-218 may provide a novel strategy for the treatment of
OSCC, although further studies in vivo will be needed to
confirm that dsRNA mimicking miR-218 can act as a TS-
miRNA.
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インプラント・
口腔再生医学分野

春日井 昇平
医歯学総合研究科・口腔機能再構築学系専攻
インプラント・口腔再生医学・教授

1）研究の課題名

①インプラント治療に関連した組織再生に関する研究
Tissue…regenerations…related…to…dental…implant…treatment

　歯科インプラント治療（以下インプラント治療）は歯
が欠損した場合の確実な治療法となっており、治療を希
望する患者数も増加している。しかし、インプラント埋
入予定部位に十分な骨が存在しない場合には治療が困難
であり、インプラント埋入前あるいは埋入時に骨造成を
おこなう必要がある。現在自家骨移植が骨造成のゴール
ドスタンダードであるが、採取骨量に限界があること
と、採取部位への侵襲が問題であり、効果的で、低侵
襲で、簡便な骨造成法が求められている。Guided…Bone…
Regeneration…（GBR）は、遮断膜で骨再生のスペースを
確保するユニークな手法であり、臨床応用されている。
現在、非吸収性のPTFE膜、吸収性のコラーゲン膜ある
いはPLGA膜が臨床で使用されている。これらの膜に比
較してより効果的で安全性の高い2つの遮断膜を開発し
た。第一の膜はbeta-TCPを含有するゼラチン膜であり、
この膜は骨再生を促進する様々なシグナル分子DDSの
ためのキャリアーとして適している。第二の膜は、多糖
のプルランにコレステロールの側鎖が付いた分子から構
成されるナノゲル膜であり、この膜も骨再生を促進する
様々なシグナル分子DDSのためのキャリアーと適して
いる。これらの膜をラットの頭蓋骨の骨欠損部に適用し、
その有効性について放射線学的および組織学的に検討し、
これら二つの膜が従来の膜に比較して骨再生を著しく促
進することを確認した。さらに、骨膜下に遮断膜を置き、
この遮断膜を徐々挙上するExpansible-GBR…（EGBR）と
いう新規の垂直的骨造成法を開発した。臨床において垂
直的骨造成は極めて困難であるが、EGBRはそれを解決
する臨床的手法となる可能性が高い。

②インプラント周囲組織の診断方法とインプラント周囲

炎の治療法に関する研究 
Diagnosis…of…peri-implant…tissue…and…treatment…to…peri-
implantitis

　インプラント治療は確実な治療法となっているが、天
然歯と比較して粘膜との結合が弱いため感染を起こしや
すい。インプラント治療の広がりに伴って、インプラン
ト周囲の炎症が起きてインプラント周囲骨が吸収するイ
ンプラント周囲炎の増加が大きな問題となっている。イ
ンプラント周囲炎を早期に発見するための診断法と、そ
の診断によってどのような治療を選択するかのDecision…
Treeが、現在存在しない。我々は、一定の深さまでプロー
ブを挿入するために必要な力を測定することが、インプ
ラント周囲組織の診断に有効であることを明らかにした。
またインプラント周囲炎治療法のDecision…Treeを確立
し、発表した。我々は、我々の提案するインプラント周
囲炎治療法のDecision…Treeが、世界スタンドードとな
ると考えている。
　
③生体親和性を向上させたインプラントの開発 
Development…of…highly…biocompatible…dental…implant

　チタン製のスクリュー型のインプラントが現在世界中で広
く使用されている。早期に骨に結合し、インプラント周囲
炎に罹り難いインプラントが理想的である。我々は、骨と
親和性の高いハイドロキシアパタイトを1-2μmで薄膜コー
ティングしたインプラントを開発し、このインプラントの臨
床での有効性と安全性を確認した。このインプラントは早
期に骨結合が得られる利点があるが、ハイドロキシアパタ
イトコーティングしたインプラントはインプラント周囲炎に
罹患し易く進行が著しいと信じられている。イヌを用いて
インプラント周囲炎の実験をおこない、このインプラント
がインプラント周囲炎に対して従来のチタン製のインプラン
トと同程度であり、インプラント周囲炎に罹っても進行が
遅いことが明らかになった。実際にこのインプラントを用
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いて治療をおこなった患者を既に8年間追跡調査しているが、
インプラント周囲炎に罹患したケースはまだ存在しない。
　現在、ジルコニア（酸化ジルコニウム）は白色のセラミッ
クで強度が大きいので、インプラントの上部に接続するア
バットメントあるいは冠の材料として近年広く用いられている。
しかし、靱性が弱いことが問題であり、ジルコニアのアバッ
トメントや冠が破折することがあることは、臨床的に大き
な問題である。我々はジルコニウム合金を開発し、この合
金の表面にジルコニア（酸化ジルコニウム）が形成される
ことを明らかにした。この合金は生体親和性が高く、靱性
が高く、表面が白色であるためインプラント、アバットメント、
冠の材料としての応用が可能であり、歯科に革命を起こす
素材であると考えている。

2）

3）発表の研究内容についての英文要約
① Tissue regenerations related to dental implant treatment 

Guided…Bone…Regeneration…（GBR）…is…a…unique…clinical…
technique…in…which…a…barrier…membrane…provides…a…space…
for…bone…regeneration.…Currently,…non-resorbable…PTFE…
membrane,…resorbable…collagen…membrane…and…PLGA…
membrane…have…been…clinically…used;…however,…these…
membranes…have…some…clinical…problems.…We…developed…
two…barrier…membranes…with…more…effectiveness…and…
safe…compared…to…the…current…membranes.…The…first…
membrane…is…gelatin…membrane…containing…beta-
TCP…powder,…which…is…potential…for…DDS…material…for…
signal…molecules…stimulating…bone…regeneration.…The…
second…membrane…is…nano-gel…membrane…consisting…
polysaccharide…and…cholesterol…side…chain,…which…is…also…
potential…for…delivering…some…signal…molecules…stimulating…
bone…regeneration.…These…membranes…were…applied…
on…the…parietal…bone…defects…of…rats…stimulating…bone…
regeneration…extensively…compared…the…commercially…
available…ones.…Furthermore,…we…developed…expansible…

GBR…（EGBR）…for…vertical…bone…augmentation…in…which…
the…barrier…membrane…was…place…under…the…periosteum…
and…gradually…elevated.…Clinically…vertical…bone…
augmentation…is…still…challenging;…however,…EGBR…can…
solve…this…clinical…problem…in…the…future.…

② Diagnosis of peri-implant tissue and treatment to peri-
implantitis）
Peri-implantitis,…inflammation…and…bone…loss…around…the…
implant,…is…a…great…clinical…problem;…however,…there…is…no…
precise…way…to…examine…the…tissue…around…the…implant.…
In…addition,…there…is…no…decision…tree…to…choose…modalities…
for…peri-implantitis.…We…found…that…measuring…the…force…
to…insert…the…probe…into…the…sulcus…of…the…implant…was…
effective…for…examining…the…tissue…around…the…implant…and…
we…proposed…the…decision…tree…based…on…the…diagnosis…to…
choose…modalities…for…peri-implantitis.…We…believe…that…
our…decision…tree…would…be…a…world…standard.…

③ Development of highly biocompatible dental implant
Titanium…screw…type…implant…is…widely…used.…An…implant…
binding…to…bone…quickly…and…being…resistant…to…implantitis…
would…be…ideal.…We…have…developed…an…implant…coated…
with…thin…hydroxyapatite…（1-2μm）…and…reported…
effectiveness…and…safety…of…this…implant.…We…found…that…
the…progression…of…implantitis…of…this…implant…is…similar…
to…the…current…titanium…implants…in…dog…experiments.…We…
follow…up…the…patients…treated…with…this…implant…for…8…
years…and…we…have…never…observed…any…peri-implantitis…
around…this…implant.…
We…have…developed…an…alloy…containing…zirconium,…
which…surface…is…oxidized…showing…white…color.…The…
surface…of…this…oxidized…layer…is…zirconium,…which…is…
biocompatible…ceramic…and…used…as…the…materials…for…
abutment…and…crown.…However,…zirconium…is…fragile…and…
fractured…clinically.…Our…new…alloy…will…be…able…to…solve…
this…problem,…which…would…be…an…evolution…in…clinical…
dentistry.…

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（人材確保）

　海外からの大学での研究希望の増加が著しい
B（人材育成）

　大学院修了者で、海外からの留学生は母国（タイ、ミャ
ンマー、中国、台湾、ヨルダン）に帰って、教育と臨床
と研究の指導的立場に立つケースが多い。また、海外の
研究室のポスドク（香港大学、イエテボリ大学）のポジ
ションを得た大学院修了者が2名いた。
C（国際化）

　現在研究室の大学院生の半数が外国人留学生であり、
研究室の急激な国際化が進んでいる。
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5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　臨床での問題点を明確にして、その問題解決に繋がる
研究をおこなうことを心掛けています。

6）英文原著論文
1.… Fueki…K,…Igarashi…Y,…Maeda…Y,…Baba…K,…Koyano…K,…

Akagawa…Y,…Sasaki…K,…Kuboki…T,…Kasugai…S,…Garrett…NR.…
Factors…related…to…prosthetic…restoration…in…patients…with…
shortened…dental…arches：…a…multicentre…study.…Journal…

of…Oral…Rehabilitation…38（7）：525-32,…2011
2.… Hudieb…MI,…Wakabayashi…N,…Kasugai…S.…Magnitude…and…

direction…of…mechanical…stress…at…the…osseointegrated…
interface…of…the…microthread…implant.…Journal…of…
Periodontology…82（7）：1061-70,…2011

3.… Noritake…K,…Kuroda…S,…Nyan…M,…Ohya…K,…Tabata…Y,…
Kasugai…S.…Development…of…a…New…Barrier…Membrane…
for…Guided…Bone…Regeneration：…an…in…Vitro…and…in…Vivo…
study…J…Oral…Tissue…Engineering…9（2）53-63,…2011

4.… Hao…J,…Kuroda…S.…Ohya…K.…Bartakova…S,…Aoki…H.…Kasugai.
S.…Enhanced…osteoblast…and…osteoclast…responses…to…a…
thin…film…sputtered…hydroxyapatite…coating.…Journal…of…
Materials…Science：…Materials…in…Medicine.…22：…1489-
1499,…2011

5.… Rodriguez…R,…Kondo…H,…Nyan…M,…Hao…J,…Miyahara…T,…
Ohya…K,…Kasugai…S,　Implantation…of…green…tea…catechin…
α-tricalcium…phosphate…combination…enhances…bone…
repair…in…rat…skull…defects.　Journal…of…Biomedical…
Material…Research：…Part…B…Applied…Biomaterials…98B

（2）：263-71,…2011
6.… Ozeki…M,…Kuroda…S,…Kon…K,…Kasugai…S,…Differentiation…

of…bone…marrow…stromal…cells…into…osteoblasts…in…a…
selfassembling…peptide…hydrogel：…in…vitro…and…in…vivo…
studies.…J…Biomater…Appl…25（7）：663-84,…2011

7.… Rojbani…H,…Nyan…M,…Ohya…K,…Kasugai…S.…Evaluation…of…
the…osteoconductivity…of…α-…tricalcium…phosphate,…β…
-tricalcium…phosphate,…and…hydroxyapatite…combined…
with…or…without…simvastatin…in…rat…calvarial…defect.…
Journal…of…Biomedical…Materials…Research：…Part…B……
Applied…Biomaterials…98（4）：488-98,…2011

8.… Bakry…AS,…Tamura…Y,…Otsuki…M,…Kasugai…S,…Ohya…K,…
Tagami…J.…Cytotoxicity…of…45S5…bioglass…paste…used…for…
dentine…hypersensitivity…treatment.…Journal…of…Dentistry…
39（9）：599-603,…2011

9.… Oshima…M,…Mizuno…M,…Imamura…A,…Ogawa…M,…Yasukawa…
M,…Yamazaki…H,…Morita…R,…Ikeda…E,…Nakao…K,…Takano-
Yamamoto…T,…Kasugai…S,…Saito…M,…Tsuji…T.…Functional…
tooth…regeneration…using…a…bioengineered…tooth…unit…as…a…
mature…organ…replacement…regenerative…therapy.…PLoS…
One.…6（7）：e21531,…2011

10.…Nyan…M,…Tsutsumi…Y,…Oya…K,…Doi…H,…Momura…N,…
Kasugai…S,…Hanawa…T.…Synthesis…of…novel…oxide…layers…

on…titanium…by…combination…of…sputter…deposition…and…
micro-arc…oxidation…techniques.…Dental…Material…Journal…
30（5）：754-61,…2011

11.…Munakata…M,…Tachikawa…N,…Honda…E,…Shiota…M,…Kasugai…
S.…Influence…of…menopose…on…mandibular…bone…quantity…
and…quality…in…Japanese…women…receiving…dental…
implants.…Archives…of…Osteoporosis…6（1-2）：51-57,…2011

12.…Murakami…I,…Murakami…Y,…Kopp…CD,…Palacci…P,…Kasugai…
S.…Panoramic…Implant…Notation…System--a…method…to…
denote…implant…positions…and…prosthodontic…modalities.…
Journal…of…Prosthodontic…Research…56（1）：65-9,…2012

13.…Date…Y,…Yokoyama…Y,…Kondo…H,…Kuroda…S,…Ohya…K,…
Ota…MS,…Iseki…S,…Kasugai…S.…Restricted…expression…of…
chromatin…remodeling…associated…factor…Chd3…during…
tooth…root…development.…Journal…of…Periodontal…Research…
47（2）：180-187,…2012

14.… Zakaria…O.…Madi…M.…Kasugai…S.…Induced…osteogenesis…
using…a…new…periosteal…distractor.…Journal…of…Oral…and…
Maxillofacial…Surgery…70（3）：225-34,…2012…

15.… Zakaria…O.…Kon…K.…Kasugai…S.…Evaluation…of…a…
biodegradable…novel…periosteal…distractor：…Journal…
of…Biomedical…Materials…Research：…Part…B…-…Applied…
Biomaterials…100（3）：882-9,…2012…

16.…Miyahara…T.…Nyan…M.…Shimoda…A.…Yamamoto…Y,…Kuroda…
S.…Shiota…M.…Akiyoshi…K.…Kasugai…S.　Exploitation…of…a…
novel…polysaccharide…nanogel…cross-linking…membrane…
for…guided…bone…regeneration…（GBR）…J…Tissue…
Engineering…and…Regenerative…Medicine…in…press

17.…Rungsiyanont…S,…Dhanesuan…N,…Swasdison…S,…Kasugai…
S.…Regeneration…of…bone-…and…tendon/ligament-like…
tissues…induced…by…gene…transfer…of…bone…morphogenetic…
protein-12…in…a…rat…bone…defect.…J…Biomater…Appl.…in…
press

7）平成23年度までの自己評価
　インプラントの国際学会（Academy…of…Osseointegration,…
AO）の 学 術 大 会で2009 年、2010 年、2012 年（本 年
3月）とClinical…Innovationの セ ッ ション で 3 度 Best…
Presentation…Awardを受賞した。同一の研究室が3度受
賞することはAOの歴史で初めてであり、大きな賞賛を受けた。
また、春日井は2011年スウェーデン政府が多額の研究助成
をおこなっているイエテボリ大学バイマテリアルの研究室の
外部評価委員の委託を、スウェーデン政府より受けた。この
ことは、我々がおこなってきた研究が国際的に評価されてい
ることを示している。

8）和文原著論文　…
　山口葉子,塩田真,長尾浩史,宗像源博,立川敬子,春日井
昇平.　単独植立インプラントのアバットメントが破折した1
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症例.日本顎顔面インプラント学会誌.10（2）：69-73,…2011

9）学会発表（英文） 
1.… Pluemsakunthai…W.…Kuroda…S.…Shimokawa…H.…Kasugai…

S.…The…Effect…of…Platelet-Rich…Fibrin…Preparation…with…
Alpha-Tricalcium…Phosphate…in…Rabbit…Calvarium…………3rd…
GCOE…Retreat…Program,…February…1-2,…2011,…Tsukuba,…
Japan

2.… Kuroda…S.…Nakata…H.…Noritake…K.…Hao…J.…Kasugai…S.…
Interference…in…PPARγ…and…transgene…for…Osterix…
stimulate…osteogenesis…in…adipocytes.…The…International…
Congress…of…Oral…Implantologists.…Las…Vegas,…Nevada,…
USA.…February…10-12,…2011.

3.… Noritake…K.…Kuroda…S.…Nyan…M.…Atsuzawa…Y.…Kasugai…S…
Development…of…an…Ideal…GBR…Membrane…for……Enhanced…
Bone…Healing　…ICOI…Winter…Symposium…February,…
2011…Las…Vegas,…Nevada

4.… Pluemsakunthai…W.…Kuroda…S.…Shimokawa…H.…Noritake…
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Abstract

Cholesterol-bearing pullulan (CHP) nanogel is a synthetic degradable biomaterial for drug delivery with
high biocompatibility. Guided bone regeneration (GBR) is a bone augmentation technique in which a mem-
brane is used to create and keep a secluded regenerative space. The purpose of the present study was to
evaluate the effects of the novel CHP nanogel membrane in GBR. Thirty-six adult Wistar rats were used
and bilaterally symmetrical full-thickness parietal bone defects of 5 mm diameter were created with a bone
trephine burr. Each defect was covered with the collagen membrane or the CHP nanogel membrane or un-
treated without any membrane. The animals were sacrificed at 2, 4 and 8 weeks and analysed radiologically
and histologically. Furthermore, after incubating human serum with CHP nanogel or collagen, the amount
of PDGF in the serum was measured using ELISA. New bone formation in terms of bone volume was higher
in the nanogel group than in the control or collagen groups at 2 and 4 weeks. At 8 weeks, both membrane
groups showed higher bone volumes than the control group. Notably, the newly-formed bone in the bone
defect in the nanogel group was uniform and histologically indistinguishable from the original bone,
whereas in the collagen group the new bone showed an irregular structure that was completely different
from the original bone. After incubating with CHP nanogel, the amount of PDGF in the serum decreased
significantly. CHP nanogel GBR membrane favourably stimulated bone regeneration, in which a unique
characteristic of CHP nanogel, the storage of endogenous growth factors, was likely implicated. Copyright
© 2011 John Wiley & Sons, Ltd.
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1. Introduction

Dental rehabilitation of totally or partially edentulous
patients with dental implants has become a routine treat-
ment modality in recent decades, with reliable long-term

results (Albrektsson et al., 1981, 1986; van Steenberghe,
1989; van Steenberghe et al., 1990; Lindquist et al.,
1996; Buser et al., 1997; Arvidson et al., 1998; Lekholm
et al., 1999; Brocard et al., 2000; Leonhardt et al.,
2002). However, local conditions of the alveolar ridge,
bone volume and bone quality, affect the long-term prog-
nosis. Guided tissue regeneration (GTR) (Nyman et al.,
1982, 1990) was originally developed for the treatment
of periodontal defects and then the same concept was
later applied to bone regeneration, which is called guided
bone regeneration (GBR) (Dahlin et al., 1989). Vertical
and horizontal bone augmentation with GBR has been
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University, 1-5-45 Yushima, Bunkyo-ku, Tokyo 113–8549, Japan.
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applied to improve alveolar ridge deformities (Buser et al.,
1993; Simion et al., 1996; Urban et al., 2009). In GBR pro-
cedures, the barrier membrane keeps the bone regenera-
tion space and it also prevents the invasion of fibrous
connective tissue, resulting in new bone formation under
the membrane.

Several different membranes, including non-resorbable
and resorbable membranes, have been developed and
clinically used in GBR. Resorbable membranes have been
generally preferred because the second surgery for its
removal was unnecessary, rendering the procedure less
invasive to patients. Biomaterials such as collagen or
copolylactic/glycolic acid (PLGA) have been developed
as degradable GBR membranes. Since collagen is an
animal-derived material, the risk of unknown infection is
undeniable and an unfavourable immune response occurs
in some patients (Charriere et al., 1989; Keefe et al., 1992;
Lynn et al., 2004).

Although PLGA is a completely synthetic material, it
will gradually produce acids, inducing inflammatory
responses. These disadvantages are not clearly noticed
clinically; however, developing more biocompatible syn-
thetic GBR membrane is beneficial.

Hydrophobized polysaccharide, such as cholesterol-
bearing pullulan (CHP), is a unique material for drug de-
livery systems (DDSs) (Akiyoshi et al., 1998, 1999, 2002,
Akiyoshi, 2006). Cholesterol-bearing pullulan (CHP)
self-aggregates to form a monodisperse and stable
hydrogel nanoparticle, in which the domains of the as-
sociated cholesterol groups of CHP provide cross-linking
points in a non-covalent manner (Figure 1). The size
and density of the hydrogel nanoparticle can be con-
trolled by changing the degree of substitution of the
cholesterol groups of CHP. During that substitution pro-
cess, it can incorporate growth factors and act as a mo-
lecular chaperone. We have reported that delivering
prostaglandin E1 with CHP nanogel stimulates wound
healing in rats (Kobayashi et al., 2009). In this previous
study it was surprising to find that CHP nanogel alone
enhanced wound healing. Therefore, the barrier mem-
brane containing CHP nanogel may have great potential
as a GBR membrane. The purpose of the present study
was to evaluate the effectiveness of the novel bioabsorb-
able CHP nanogel cross-linking membrane as a GBR
membrane.

2. Materials and methods

2.1. Collagen membrane

A bioabsorbable membrane made of collagen (Koken
Tissue GuideW, Japan) was used. This material was com-
bined with bovine collagen derived from dermis tissue
and bovine insoluble collagen derived from tendon
(9:1). It was freeze-dried and cross-linked with the addi-
tion of hexamethylenediisocyanate (HMDIC). The colla-
gen membranes were cut into circles with a diameter of
approximately 6 mm.

2.2. Nanogel cross-linking membrane

CHP was synthesized as reported previously (Akiyoshi
et al., 1996). Acryloyl group-modified cholesterol-bearing
pullulan (CHPOA) nanogel was synthesized by the reac-
tion of 2-(acryloyloxy)-ethyl isocyanate (AOI) and CHP.
CHPOA nanogel solution (40.5ml, 26.7mg/ml) in Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4) and 5.4ml DMSO
were mixed and kept at 4 �C for 24 h. This CHPOA
nanogel solution and 8.1 ml solution of PEG-SH in PBS
(481.8 mg/ml) were mixed at the ratio of thiol groups
to acryloyl groups, which was 1:1. Then 13 ml of the
mixture was placed between two glass slides coated with
ParafilmW for 4 h at 37 �C under humidified conditions, to
form a membrane-shaped hydrogel. The diameter and
thickness of the nanogel membrane was 6 and 0.4 mm,
respectively. The prepared membrane was applied to
bone defects of experimental animals within 24 h.

2.3. Animal experiments

The animal experiments in the present study were ap-
proved by the Committee of Animal Experiments, Tokyo
Medical and Dental University.

2.4. Surgical procedures

Thirty-six adult male Wistar rats, 16 weeks old, were used
and divided into three groups. Prior to the experiment,
the overall health of each rat was monitored for 2 weeks.
The rats were kept in a standard cage (Tokiwa, Japan) in
an experimental animal room at 22� 3 �C at 40–60% hu-
midity and 1 atm, on 6:00–20:00 light, fed a standard lab-
oratory diet (CE-2 CLEA Japan Inc.) and given sterilized
water. The animals were anaesthetized with a combination
of ketamine (40mg/kg)–xylazine (5mg/kg). In addition,
approximately 0.4ml local anaesthesia with lidocaine–HCl
containing epinephrine 1/80 000 (2% Xylocain, Astra Japan
Ltd, Fujisawa Pharmaceutical Co. Ltd, Osaka, Japan) was
injected at the surgical site. A cutaneous flap was created
by making a mid-sagittal incision through the skin, which
was raised from the forehead. The periosteum was incised
and elevated to expose the calvarial bone on both sides of
the midline. Two symmetrical, full-thickness bone defects
with outer diameter of 5mm were created with a bone tre-
phine burr (Tele Components Co., Germany) under contin-
uous saline irrigation. The defects were covered with CHP
nanogel cross-linking membrane or collagen membrane or
without any membrane. The animals were sacrificed under
chloroform anaesthesia at 2, 4 and 8weeks after the sur-
gery and analysed radiologically and histologically.

2.6. Radiographic evaluation

The calvariae were dissected out and fixed in neutral 10%
formalin and then analysed using micro-CT (mCT;
InspeXio, Shimadzu Science East Corp., Tokyo, Japan) to
measure the bone volume in the defect area.

T. Miyahara et al.
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2.7. Histological analysis

After radiographic analysis the calvariae were decalcified
in 5% formic acid for 2 weeks. The specimens were dehy-
drated in ascending grades of ethanol, embedded in par-
affin and sectioned 5mm thick in the sagittal direction
with a microtome. The sections were stained with haema-
toxylin and eosin (H&E).

2.8. PDGF concentration after incubating serum
with materials, ELISA

Whole blood (50 ml) was obtained from the arm vein of a
healthy, non-smoker male donor aged 34 years. After be-
ing stored overnight in a glass tube at room temperature,
serum was prepared. The serum was incubated in three
different combinations: serum alone, serum with collagen
membrane and serum with nanogel membrane. The di-
ameter of both membranes was 6 mm. These combina-
tions were prepared in Eppendorf-type 1.5 ml vials and
incubated for 3 h at room temperature. Then, PDGF-BB
concentration in the serum was measured using an ELISA
kit (Human PDGF-BB ELISA Kit, Ray BioW, Ray Biotech
Inc., Norcross, GA, USA) according to the manufacturer’s
instructions.

2.9. Statistical analysis

Data, apart from the ELISA result, were first analysed by
one-way ANOVA. When this analysis suggested a signifi-
cant difference between groups, the data were further
analysed by Tukey post hoc multiple comparison tests, us-
ing SPSS software (v 11.5, SPSS, Chicago, IL, USA). For
ELISA assay, statistical evaluation was performed with
Student’s t-tests (SPSS v 11.5). p< 0.05 was considered
to be statistically significant.

3. Results

3.1. Radiographical images

Post-operative soft tissue healing was similar in all three
groups without any membrane exposure in both mem-
brane groups. The radiographical images of all the groups
at 2, 4, and 8 weeks are presented in Figure 2. In the con-
trol group, newly formed bone could be seen only at the
surrounding edge of the defect. In the collagen membrane
group, part of the membrane appeared to be calcified,
whereas in the CHP nanogel membrane group newly
formed bone could be observed in almost the entire
defected area. The surface of new bone in the CHP

Figure 1. Scheme of acryloyl group-modified cholesterol-bearing pullulan (CHPOA). (A) Chemical structure of CHPOA nanogel. (B)
Schematic illustration of CHPOA. (C) Schematic illustration of CHPOA nanogel cross-linking hydrogel (CHPOA–PEGSH)

Novel nanogel cross-linking membrane for GBR
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nanogel group was smooth; however, that in the collagen
group was irregular. Volume of the newly formed bone is
shown in Figure 3. New bone volume in the defect area in
CHP nanogel group was highest at 2 and 4 weeks. At
8 weeks there was no statistical difference of newly-
formed bone volume between the collagen and CHP nano-
gel groups. Newly-formed bone volume in the control
group was lowest at the three time points.

3.2. Histological images

Histological images are presented in Figure 4.
Corresponding to the radiographical images, new bone
formation in CHP nanogel was prominent at 2 and
4 weeks compared with the other two groups. Notably,
newly-formed bone in the CHP nanogel group was mature
bone containing less connective tissue (Figure 4c, f, i, l),

2w

4w

8w

Figure 2. Cross-sectional micro-CT images of the bone defects at 2, 4 and 8weeks

Figure 3. Bone volume in the defects at 2, 4 and 8weeks. The data were obtained with micro-CT analysis. *p<0.05, **p<0.01
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whereas in the collagen group less mature irregular bone
was observed (Figure 4b, e, h, k). In addition, in the CHP
nanogel group new bone formation occurred under the
membrane, while it was observed both inside and under
the membrane in the collagen group.

3.3. PDGF concentration after incubating serum
with materials, ELISA

After incubating serum with the membranes, PDGF-BB
concentration in the serum was measured. PDGF-BB con-
centration in the serum was the lowest when the serum
was incubated with CHP nanogel membrane (Table 1),
suggesting that CHP nanogel membrane trapped PDGF-
BB in the material.

4. Discussion

The principle of GBR was originally explored for bone
augmentation of the alveolar process in conjunction with

oral implant therapy (Dahlin et al., 1988; Buser et al.,
1993; Simion et al., 1996; Urban et al., 2009). In GTR
and GBR, a membrane is used to keep regenerative space,
preventing the invasion of the unfavourable surrounding
tissue. The concept of tissue engineering is to provide
the three key players to the regenerative site: cells, signal
molecules and scaffolds; it is obvious that in both GTR
and GBR, cells, signal molecules and scaffolds are endog-
enous. The progenitor cells are derived from the tissue
facing the regenerative site, not from the tissue separated
by a membrane. Signal molecules from activated platelets,
such as PDGF and TGF-b, initially work for proliferation
and differentiation of osteogenic cells. As scaffolds, fibrin
initially plays important roles in regeneration. Collagen
and other extracellular matrices are produced by the cells
in the regenerative space and they work as scaffolds.
Thus, GTR and GBR are characterized as encouraging en-
dogenous regenerative ability by providing a space for
regeneration.

In the present study, a bone defect model of rat calvaria
was used to evaluate two types of GBR membrane. Al-
though bone regeneration in the internal bone defect is
different from external bone augmentation in GBR, the
potential of the material for GBR membrane could be
evaluated in the internal bone defect model of the present
study. The present bone defect of 5 mm diameter did not
heal spontaneously at 8 weeks when the defect was left
without a membrane. The proliferation of undesired soft
tissues in the bone defect interrupts the proliferation of
bone forming cells from the periphery of the defect
(Dahlin et al., 1988; Kostopoulos et al., 1994; Hämmerle
et al., 1995). Any material with some degree of biocom-
patibility can work as GTR or GBR membrane. Methyl

Figure 4. Histological images at 2, 4 and 8weeks. High-magnification images of the parts of low-magnified images are presented;
H&E staining

Table 1. PDGF concentration in the serum after incubating
with collagen membrane or CHP nanogel membrane

Mean� SD (pg/ml)

Serum 164.0�5.0
Serum+collagen 163.3�4.7
Serum+nanogel 151.9�6.7

*p<0.05, significantly different from one another.

Novel nanogel cross-linking membrane for GBR
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cellulose was initially used as a GTR membrane. Polyte-
trafluoroethylene (PTFE), polyglycolic and polylactic
acids (PLGA) and collagen have been clinically applied
as GBR membranes (Bunyaratavej and Wang, 2001). Fur-
thermore, other materials, such as chitin/chitosan and al-
ginate, have also been investigated as GBR membranes
(Eun-Jung Lee et al., 2009). Our previous studies demon-
strated the high biocompatibility of CHP nanogel
(Kobayashi et al., 2009), which is one of the required
properties for wound dressing and also for GBR mem-
branes. Compared with the other materials, the uniqueness
of CHP nanogel is to trap hydrophobic and hydrophilic
molecules inside. Since CHP nanogel contains> 90% of
water, the water in the gels would be exchanged for tissue
exudates. After incubating in serum for the ELISA assay,
the colour of the nanogel changed into yellow, similar to
the colour of the serum. PDGF is synthesized mainly by
megakaryocytes and is stored in the a-granules of platelets.
When platelets are activated, PDGF is released. In vitro,
PDGF-AA and PDGF-BB enhance the proliferation of
multiple types of bone cells, including both osteoblast and
osteoclast lineages (Hadjidakis and Androulakis, 2006;
Zhang et al., 1998). Although long-term exposure to
PDGF reduces alkaline phosphatase activity and minerali-
zation (Hsieh and Graves, 1998), application of PDGF
stimulates regeneration of periodontal tissue and bone
(Nevins et al., 2009).

In our previous study, CHP nanogel alone stimulated
wound healing in rats (Kobayashi et al., 2009) and we
speculated that CHP nanogel stored endogenous growth
factors in wound exudates. In the present study, the de-
crease in the amount of PDGF-BB in the serum was small
but significant after incubating the serum with CHP nano-
gel membrane. The result of the ELISA assay indicated
that CHP nanogel membrane has an ability to store
PDGF-BB. It is also possible that CHP nanogel membrane
would store not only PDGF-BB but also other growth
factors produced at the regenerative site. In addition to
PDGF-BB, TGF-b, VEGF and FGF are also produced in
and around the bone defects. It is likely that after stor-
ing growth factors at the regenerative site, CHP nanogel
membrane would gradually release these growth factors
during membrane degradation; in other words, it is rea-
sonable to conclude that CHP nanogel membrane works
as signal molecule attractant and reservoir at the regen-
erative site.

In the present study, both collagen and CHP nanogel
membrane stimulated bone regeneration compared to
the control, in which no membrane was applied. The
amount of newly-formed bone at the early time point
and the quality of the bone in the CHP nanogel group
were superior to that of the collagen group. The character
of the CHP nanogel membrane, storing and releasing en-
dogenous growth factors, could partly explain this differ-
ence. In the histological images, bone was formed under
the membrane in the CHP nanogel group, whereas it
was formed both inside and under the membrane in the
collagen group. In the mCT images we also observed the
irregular surface of the regenerated bone facing the

membrane in the collagen group. It is plausible that the
collagen membrane used in the present study worked
not only as a barrier membrane of GBR but also as a scaf-
fold for bone regeneration.

CHP nanogel consists of pullulan and cholestesterol.
Pullulan is a polysaccharide industrially prepared from
starch and its medical application has been approved.
CHP nanogel has already been used clinically for deliver-
ing insulin (Akiyoshi et al., 1998), interleukin 12 (Shimizu
et al., 2008) and cancer antigen (Kageyama et al., 2008);
in these studies, CHP nanogel did not exert any adverse
effect. Therefore, CHP nanogel is an extremely safe mate-
rial. The uniqueness of CHP nanogel is that it can incorpo-
rate growth factors and acts as a molecular chaperone.
Thus, CHP nanogel is an ideal material for delivering
growth factors. We have delivered BMP2 with CHP nano-
gel to the parietal bone of mice and observed new bone
formation (Hayashi et al., 2009). In addition to growth
factors, CHP nanogel can incorporate small biologically
active molecules. Using CHP nanogel we have also deliv-
ered prostaglandin E agonist and prostaglandin E1 to
bone and skin wounds, respectively, and reported the
stimulation of bone and skin regeneration (Kobayashi
et al., 2009; Kamolratanakul et al., 2011). The present
study demonstrated that CHP nanogel membrane alone
stimulated bone regeneration; however, delivering biolog-
ically active molecules, such as BMP and prostaglandin
E1, with CHP nanogel would be effective and promising
in bone regeneration (Hayashi et al., 2009). Although
CHP nanogel membrane is promising as a GBR mem-
brane, we have to solve the following two points before
applying this membrane in GBR clinically. First, the
membrane should be stable for a long time at room
temperature. In the present study, CHP nanogel mem-
brane was prepared within 24 h before the surgical
application. It would be possible to make CHP nanogel
membrane durable for a long storage period, because
we observed that dried CHP nanogel membrane was
also effective in the same bone defect model (authors’
unpublished data). Second, enhancement of mechanical
strength of the membrane is absolutely required. The
present CHP nanongel membrane is strong enough to
cover over a relatively small bone defect; however, it is
obviously too weak to be applied for vertical or horizontal
bone augmentation. Combining CHP nanogel membrane
with biodegradable polymer would solve this problem.

5. Conclusion

The present results indicate that novel CHP nanogel cross-
linking membrane would be potentially effective as a GBR
membrane.
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歯髄生物学分野

須田 英明
医歯学総合研究科・口腔機能再構築学系専攻
歯髄生物学・教授

1）研究の課題名

Pulp Biology Field

1. MEPEのC末断片は象牙芽細胞の分化を抑制する
Differentiation…of…odontoblasts…is…negatively…regulated…by…
MEPE…via…its…C-terminal…fragment

　Matrix…extracellular…phosphoglycoprotein…（MEPE）…
は細胞外マトリックスタンパクの一つで、主に石灰化組織
に発現している。本研究の目的はMEPEの歯髄における
局在を調べ、さらにその機能について検討することである。
生後3日のWistarラット歯髄において、石灰化途上にあ
る象牙芽細胞にMEPEは強く発現していた。象牙芽細胞
株OLCにMEPEを強制発現あるいは発現抑制したところ、
分化がそれぞれ抑制および促進された。MEPEは細胞内
において合成された後、N末とC末に切断されるが、N末
はOLCの分化に影響が無かったのに対し、RGD配列を
有するC末はOLCの分化を抑制した。MEPEは象牙芽
細胞の分化において、象牙質形成あるいはホメオスタシス
を保つ上で重要な働きをしていると推察された。

2. MEPEはFurinにより活性化され、歯髄細胞の接着を

促進する

MEPE…activated…by…Furin…promotes…pulpal…cell…adhesion

　Matrix…extracellular…phosphoglycoprotein…（ MEPE ）…
は骨芽細胞、骨細胞、象牙芽細胞に発現が認められ、
骨および象牙質代謝に重要な役割を担っている。この
MEPEが活性化されるためには、翻訳後修飾が重要で
ある。本研究は、furinによりMEPEの146R↓147部が
切断され、RGD配列を含む切断されたC末が象牙芽細
胞の接着に重要なことを本研究は明らかにした。

3. 未分化間葉系のKusaA1細胞の骨芽細胞分化は転写調

節制御因子であるRbpjにより促進する

Osteogenic…differentiation…of…mouse…mesenchymal…
progenitor…cell,…Kusa-A1…is…promoted…by…mammalian…
transcriptional…repressor…Rbpj

　未分化間葉系の幹細胞は多様な細胞への分化が可能で
あるが、そのメカニズムはいまだ不明である。我々はNotch
の主用な核内メディエーターであるRbpj…（recombination…
signal-binding… protein… for… immunoglobulin… kappa… j…
region）が骨芽細胞分化に関与していうる事を報告す
る。Rbpjを強制発現させたKusa-A1細胞は、in…vitro、…in…
vivoともに骨芽細胞分化が促進していた。また、Rbpjは
Runx2およびOse2のプロモーター活性を増加させた。以
上の結果より、Rbpjは骨芽細胞分化において重要な働きを
していることが示唆された。

4. 歯髄細胞におけるNotchシグナル関連因子の発現と

歯髄細胞分化にともなう発現変動
Expression…of…Notch…signalling-related…genes…in…normal…and…
differentiating…rat…dental…pulp…cells

　Notchは胎生期のみならず成体においても様々な組
織の分化、機能に重要な働きを担っている。Hey1は
Notchの重要な転写調節因子であるが、今回、歯髄細
胞におけるHey1の発現動態について検討した。Wistar
ラット歯髄より得られた歯髄細胞を石灰化誘導条件で培
養すると、象牙芽細胞特異的なマーカーであるDentin…
sialophosphoprotein発現が増加する一方、Hey1の発現
は抑制された。このことから、Hey1を介するNotchシ
グナルは歯髄細胞の象牙芽細胞への分化を負の方向へ制
御している可能性が示唆された。

5. ラット実験的根尖性歯周炎の進展におけるカテプシ

ンK阻害剤の抑制効果

　カテプシンKは破骨細胞に発現し、骨吸収において重
要な役割を果たしている。カテプシンK阻害剤であるNC-
2300…（日本ケミファ）…は、新たに開発された関節リウマチ
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の治療薬であり、関節リウマチモデルにおいて、関節の
骨破壊ばかりでなく炎症反応も抑制することが報告され
ている。本研究の目的は、ラットに実験的に誘発した根
尖性歯周炎のモデルを用い、根尖性歯周炎の進展におけ
るNC-2300の抑制効果を検討することである。ラット下
顎第一臼歯を露髄後、抜髄し、口腔内に開放することに
より根尖性歯周炎を誘発した。露髄開放時よりNC-2300
を1日2回経口投与した。21日後に屠殺して下顎臼歯を周
囲の顎骨ごと摘出し、左側はマイクロCT撮影により根尖
病変の大きさを測定した後、組織学的に検討した。右側
は、根尖周囲の病変部を根尖とともに一塊として摘出し、
RNA抽出後、リアルタイムPCRにて起炎症性サイトカイ
ンの発現量を測定した。マイクロCTによる評価の結果、
NC-2300投与群における根尖病変の大きさは、コントロー
ル（非投与）群と比較して有意に小さかった。また、組
織学的検討により、コントロール群においては多数の破骨
細胞が根尖周囲の歯槽骨上に観察され、活発な骨吸収が
行われている像が認められたのに対し、NC-2300群では
破骨細胞は認められるものの、その数および密度は有意
に少なかった。MHC…class…II分子発現マクロファージの
密度も、NC-2300群ではコントロール群に比べ有意に少
なかった。病変中の炎症性サイトカイン発現を比較したと
ころ、NC-2300投与群においてはIL-1αおよび IL-6の発
現が有意に抑制されていた。以上の結果より、NC-2300
の投与によって、破骨細胞におけるカテプシンK阻害作用
による骨吸収抑制に加えて、炎症性サイトカインの発現が
減少することにより破骨細胞形成が抑制され、その結果
として根尖周囲の骨吸収が抑制された可能性が示唆された。

6. 歯根膜機械受容神経線維の応答性に対する歯髄の炎

症性変化の影響

歯根膜に分布する求心神経は三叉神経の末梢枝であり,
解剖学的な神経終末形態は自由神経終末とルフィニ神経
終末様神経終末である。特に後者は機械的刺激に対して
応答する歯根膜機械受容器としての機能的意義を有して
いる。これまでの研究により,歯髄と歯根膜の両者をその
分岐した枝が同時に支配している神経線維が存在するこ
とも示されている。他方,象牙質の口腔内への露出による
外来刺激や,初期う蝕による細菌学的刺激に対して歯髄が
反応し,可逆性歯髄炎の状態に陥る。この状態が適切な
処置が施されないままに放置されると,歯髄内には軸策反
射によって神経原性炎症が惹起され,ついには根尖孔を介
して歯根膜内にも波及することになる。細菌感染などの刺
激が歯髄に加わった場合に生ずる不可逆性歯髄炎の場合

には,この過程がより顕著に現れるものと考えられる。
ところで,広義の歯髄疾患を対象とした根管治療の過

程で,強い自発痛あるいは咬合痛のような臨床症状が消
退した後にも,打診に対して軽度の痛みや違和感が残存
して,この症状が軽快するのに長期間を要する症例に遭
遇することがある。この病態の背景には,歯髄除去療法
による根尖孔付近での歯髄神経求心線維の切断,感染根
管を有する歯の根尖部での炎症性化学物質による歯根膜
求心神経線維への刺激,あるいは根管処置時における根
尖孔外への器具突出に伴う刺激に起因する根尖部歯周組
織の炎症性変化や神経線維の機械的傷害など,種々の要
因が考えられる。しかし,歯髄の初期の病的変化に伴う,
歯根膜に分布する神経線維の活動性の変化を神経生理学
的に明らかにした研究は,これまでに報告されていない。

本研究においては,動物を用いた実験系を構築し,歯髄
の炎症性変化に伴う歯根膜機械受容神経線維の応答性の
変化を,単一神経線維の応答性を指標に観察して神経生
理学的に検索することを目的とした。

7. マスタードオイル歯髄適用により誘発された感作視

床内の神経-免疫系の相互作用
Neuron-immune…interactions…in…the…sensitized…thalamus…
induced…by…mustard…oil…application…to…rat…molar…pulp.

　ラット歯髄へのマスタードオイル適用は視床ニューロンの
活動性を増強させる,すなわち感作が生じる。ニューロンの
活動性の記録,免疫組織化学的分析,並びに分子生物学的
分析を,この視床の変化に関係する機構を解明するために
実施した。マスタードオイル適用後,視床MD核のニューロ
ンの応答性が増強した。MD核にMK-801を投与すると,一
度増強したヌーロン活性は減少した。NMDA型受容器の
サブユニット2D、GFAP,並びに抗原提示細胞関連遺伝子
のmRNAはマスタードオイルを歯髄適用後10分時におい
て対側視床で亢進した。しかし,拮抗薬の投与後10分時
にはこれらは減少した。OX6を発現しているマイクログリア
及びGFAPを発現しているアストロサイト数は,マスタードオ
イル歯髄適用後60分までその数が増加することは無かった。

8. 実験的歯髄病変由来の根分岐部病変の成立に関与す

るToll-like receptorと抗原提示細胞関連分子の遺伝

子発現の増加
Increased…gene…expression…of…Toll-like…receptors…and…
antigen…presenting…cell-related…molecules…in…the…onset…of…
experimentally…induced…furcation…lesions…of…endodontic…
origin…in…rat…molars
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　歯髄の炎症により惹起された根分岐部の炎症の初期の
免疫病理学的機構は未だ十分に解明されていない。抜
髄後開放したラット臼歯の分岐部歯根膜内のToll-like　
recepotors…（TLRs）…に対する免疫組織化学的および量的
遺伝子発現分析を実施した。根分岐部歯根膜内のTLR
ならびに抗原提示細胞関係分子のmRNA発現レベルは
抜髄後開放した臼歯周囲において有意に亢進した。同部
位の免疫組織化学ではTLR発現細胞が分岐部直下の歯
根膜内に分布していることを明らかにした。

9. 歯髄・歯肉組織由来の間葉幹細胞による歯槽骨・顎

骨再生

【GCOE拠点内における異なる分野のInnovationを確立する研究】
Reconstruction…of…alveolar…bone…from…mesenchymal…stem…
cells…derived…from…dental…pulp…and…gingiva

　ヒトおよびラットの歯髄および歯肉において間葉系幹細
胞分画が存在し、これらの細胞をスフェロイド形成させる
ことにより、骨芽細胞マーカーおよび象牙芽細胞マーカー
の発現が増加することが明らかになった。さらに、これら
を歯髄内および骨窩洞内にいれることで、組織再生を行う
ことが可能であると思われ、現在研究を遂行中である。

Endodontic Field

10.歯科用コーンビームCTにおけるモーションアーチ

ファクトの影響
Effect…of…motion…artifact…on…cone-beam…CT…images

　歯科用コーンビームCT（CBCT）撮影中の患者の体
動が画像に与える影響を検討するための研究を行った.実
験には1軸移動ステージを用い,撮影中に1度だけ試料を
水平方向に移動させ,照射時間37秒でCBCT（ファイン
キューブ,吉田製作所）撮影した.ブタ下顎骨を試料とし
た実験では,撮影したCBCT画像を5名の歯科医師が評
価した.結果は,試料の移動距離が0.126…mm以下の条件
では,対照と有意差が認められなかったが,0.25mm以上
の条件では有意に画質が低下した.また,エックス線照射
開始6,12,18秒後に移動した群では,対照と比較して有意
に画質が低下したが,24,30秒後に移動した群では,対照
と統計学的に有意差は認められなかった.このことから
今回の実験条件では,被写体の0.25…mm以上の移動によ
りCBCT画像が劣化した.また,同じ0.25…mm移動を行っ
た場合においても,移動する時期により画質への影響が
異なることが示された.次に,形が規格化されたアルミ
ニウム円柱ファントムを用い同様の実験を行った.直径

2,3,5…mmのアルミニウム製円柱を試料とし,鉛直に立て
た状態でCBCT撮影を行い,軸位断像を観察した.エック
ス線照射開始18秒後に移動した場合には,移動した試料
の大きさ,形態は保持され,移動前と移動後の2つの円が,
移動距離分だけ離れた位置に重ね合わせた画像として
観察された.エックス線照射開始12,18秒後に移動した場
合,断面が2つの円の重なりに近い形態として観察され
たが,6,24,30秒後では,外形が1つの円に近い形態であっ
た.対照およびエックス線照射開始18秒後以外の条件では,
円の濃度は一様ではなく,部分的に濃淡が認められた.以
上の結果からCBCT撮影中の被写体の移動距離および
時期がCBCT画像に影響することが結論された.

11. 新規ねじりファイルの相変態挙動と曲げ特性
Phase…transformation…behavior…and…bending…property…of…
newly…twisted…nickel–titanium…endodontic…instruments

　近年,NiTiファイルの新しい加工法である,ねじり加工
を用いたTwisted…File（TF）が開発された.本研究の目
的は,TFの相変態挙動と曲げ特性の関連性を調べること
である.材料として,先端径0.30…mm,0.06…テーパーのTF
と,対照としてK3を用いた.相変態挙動については示差
走査熱量測定（DSC）を行い,相変態温度をDSC曲線よ
り算出した.曲げ特性について片持ち梁式曲げ試験法を
用い,37…℃温度条件下で,負荷過程における曲げ荷重を
評価した.相変態温度の比較にはStudent’s…t-testを ,曲
げ荷重についてはMann–Whitney…U-testを用い,有意水
準5…%で統計学的に解析した.その結果,TFの相変態温
度はK3より有意に高く,曲げ荷重は弾性領域と超弾性領
域ともにK3より有意に低かった.熱処理をともなったね
じり加工は,相変態温度の上昇と,より優れた柔軟性に寄
与しているかもしれない.

12. レジン系根管充填用材料の根管封鎖性について
Root…canal…sealing…ability…of…resin-based…root…canal…sealer

　近年様々な種類のレジン系根管充填用シーラーが開
発および販売されている.しかしながら,レジン系根管充
填用シーラー使用に際して推奨される根管形成方法や
根管充填方法についてはいまだ意見が統一されていな
い.そこで,本研究では各種根管形成および根管充填方法
におけるレジン系根管充填用材料の根管封鎖性につい
て比較検討を行った.シングルポイント根管充填および
matched…taperd…シングルポイント根管充填を行った被
験歯に対して色素浸透試験を行った.その結果,シングル
ポイント根管充填を行った群では他群と比較して有意に



159Annual Report 2011

須田 英明

多い色素漏洩を示した.また,水平断面像の観察において
は,シングルポイント根管充填を行った群では,全ての断
面において最も多いシーラー占有面積を認めた.本研究
の結果,レジン系根管充填用シーラーではシーラー占有
量の少なくなる充填方法が推奨されることが示唆された.

13. 歯科用レーザー使用時における眼球への安全性
Safety…of…dental…Laser…use…under…microscopes…to…eyes

本研究の目的はレーザー用防護眼鏡またはフィルターお
よび歯科用顕微鏡を介するレーザー光の透過エネルギーを
検討することにより、レーザー使用時の眼球への安全性に
ついて考察することである。実験にはNd：YAGレーザー、
Er：YAGレーザー、半導体レーザーの3種類の歯科用レー
ザーを用いた。実験1では、各レーザーの導光用ファイバー
またはチップ先端とレーザー用サーモパイル吸収ヘッドとの
距離を5cmとし、吸収ヘッドに各種防護眼鏡を固定、パワー
メーターで200mJ,…10pps,…10sの条件にて透過エネルギー
を測定した（n=3）。防護眼鏡は、Nd：YAGレーザー用、
Er：YAGレーザー用、半導体レーザー用、および防塵眼
鏡の4種類を使用し、レーザー光の直接照射をコントロー
ルとした。実験2では、実験1で使用した各種防護眼鏡の
特性を変えずに平板化し、専用防護フィルターを作成した。
レーザー光の透過エネルギーについて、各レーザーにおけ
る眼球に対する最大許容露光量（MPE,…IEC60825-1）を
基準として比較検討した。その結果、実験1では各レーザー
に対する専用防護眼鏡を使用した場合、全てのレーザーに
おいて透過エネルギーは0になった。しかし、Nd：YAGレー
ザー照射時は専用防護眼鏡以外で、また半導体レーザー
照射時は専用防護眼鏡およびNd：YAGレーザー用防護眼
鏡以外で、透過エネルギーはMPEを超える値となった。　
実験2では各レーザーに対する専用防護フィルターを使用
した場合、全てのレーザーにおいて防護フィルターの位置
に関わらず透過エネルギーは0になった。　他の防護眼鏡
の使用や裸眼では、MPEを超える透過エネルギーが眼球
に到達し、障害が生じる可能性がある。本実験条件下では、
顕微鏡下でのレーザー使用の際、専用防護眼鏡の位置が
接眼レンズ前でも対物レンズ後でも透過エネルギーが0とな
り、レーザーは顕微鏡下でも安全に使用できると思われた。
したがって、対物レンズに防護フィルターを装着して散乱光
を遮断できれば、専用防護眼鏡の代替としうる可能性がある。

14. レーザー照射による象牙質の歪　
Dentin…strain…induced…by…Laser…irradiation

歯科治療において歯根破折が注目されており、象牙質の

歪が影響する可能性が考えられている。レーザー照射時
における歪に関する報告はほとんどないため、本研究では
Er：YAGレーザーおよびNd：YAGレーザーを注水および
非注水に分けて根管内照射を行い、その歪と温度変化に
ついて検討した。歪変化はストレインゲージを用いて、また
温度変化は熱電対を用いてそれぞれ根尖部に設置して計測
した。レーザー照射は1Wの条件で5秒間照射した。今回
の結果では注水下Er：YAGレーザー照射群はNd：YAGレー
ザー群に比較して有意に小さな象牙質の歪および温度変化
を示し、両レーザー群ともに注水された群は非注水の群よ
りも歪変化は小さい結果となった。熱により発生する歪とし
てはエネルギーを吸収した歯牙組織の熱膨張が考えられる。
また注水による冷却は両レーザーに生じる歪を減少させた。

熱の発生は歪変化に対し大きな影響を与えると考えら
れ、各歯根象牙質の異なる形態や構造や性質や歯根破折
に対する耐久性は異なると考えられるものの、より大き
な歪は微小歯根破折のより大きな危険性につながると考
えられる。レーザーに応じて注水、照射条件等を制御す
ることの必要性が示唆された。

15.逆根管充填材により誘発される象牙質の歪みと破折

に関する研究
Dentin…strain…and…fracture…propagation…caused…by…
retrofilling…materials

　歯根端切除術の際には、逆根管充填窩洞を形成し充填
を行う。NTAは現在最も推奨される逆根管充填材であり、
その良好な封鎖性は硬化膨張によるものとされている。し
かしその反面、膨張により象牙質に歪みが生じ歯根破折が
誘発される懸念がある。本研究の目的歯、MTAを用いた
逆根管充填により誘発される象牙質のゆがみを測定し、歯
根破折の発生を調査することである。30本のヒト抜去前歯
に根管形成およびガッタパーチャによる根管充填を行い、
根尖部3mmを切除した。注水下あるいは無注水で超音波
チップにより逆根管充填窩洞を形成し、Super…EBAある
いはMTAにて充填した。根尖1/3に貼付した歪みゲージ
を用いて、逆根管充填材により生じたひずみを計測した。
また、SEMにて破折の有無を観察した。平均最大歪みは、
Super…EBA…と比較し有意にMTAで大きかった。破折は
無注水群で散見された。逆根管充填材は、直接的に破折
を生じてはいなかったが、逆根管充填窩洞形成により生じ
た破折線を促進していた。逆根管充填材と象牙壁間の間
隙は、MTAで最小だった。本研究結果は、逆根管充填
窩洞形成中に適切な冷却がなされないと、逆根管充填剤
微小破折の危険性があることを示唆している。
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16. 超音波吸引洗浄法の開発
Development…of…the…negative…pressure…irrigation…method

　全根管系を機械的に根管形成することは不可能であ
る.臨床的に成功するためには,改良された洗浄法が不可
欠である.次亜塩素酸ナトリウム水溶液は,有機質溶解作
用および殺菌性が高く最良の根管洗浄剤として良く知ら
れている.次亜塩素酸ナトリウム水溶液を用いての,根尖
孔近くの陽圧の洗浄は非常に危険である.最近,次亜塩素
酸ナトリウム水溶液の根尖歯周組織への注入による,重
篤な障害の症例を多くの学会誌で見ることができる.よ
り良くより安全な洗浄として,陰圧による洗浄が選択さ
れるべきである.我々は新しい陰圧洗浄法として超音波
吸引洗浄法（UAT）を開発した.UATでは,吸引針自体
が超音波振動し,洗浄効果を上げるとともに吸引針の詰
まりを防止することができる.

　UATの利点は,
・…根尖部根管を洗浄出来る最も安全な方法である.
・…デブリ除去効果が様々な洗浄法の中で最も高い.

2）
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3）発表の研究内容についての英文要約 

1. Differentiation of odontoblasts is negatively 
regulated by MEPE via its C-terminal fragment

Matrix…extracellular…phosphoglycoprotein…（MEPE）…is…
an…extracellular…matrix…protein…that…is…mainly…expressed…
in…mineralizing…tissues,…including…the…dental…pulp.…The…
purposes…of…this…study…were…to…clarify…the…localization…
of…MEPE…in…the…tooth…germ…and…to…investigate…the…roles…
of…MEPE…in…the…differentiation…of…odontoblasts.…The…
immunohistochemical…staining…in…the…tooth…germ…of…the…
upper…first…molars…of…male…Wistar…rats…（postnatal…day…3）…
revealed…that…MEPE…was…mainly…localized…in…odontoblasts…
during…dentinogenesis.…Stable…MEPE-overexpressing…and…
MEPE-knockdown…cell…lines,…which…were…established…in…
odontoblast-lineage…cells…（OLCs）,…showed…lower…and…higher…
differentiation…capabilities,…respectively.…Eukaryotic…proteins…
of…the…N-terminal…fragment…of…MEPE…produced…in…HEK…cells…
had…no…effect…on…the…differentiation…of…OLCs,…whereas…the…
C-terminal…fragment…containing…an…RGD…sequence…inhibited…
their…differentiation.…These…results…indicated…that…the…
C-terminal…fragment…of…MEPE…containing…an…RGD…sequence,…
cleaved…in…odontoblasts,…appeared…to…be…the…active…form…of…
MEPE,…which…may…play…important…roles…in…dentinogenesis…

and…pulpal…homeostasis…by…keeping…the…odontoblasts…in…
immature…condition.…

2. MEPE activated by furin promotes pulpal cell 
adhesion

Matrix…extracellular…phosphoglycoprotein…（MEPE）…is…
predominantly…expressed…in…osteoblasts,…osteocytes,…and…
odontoblasts…and…plays…key…biological…roles…in…bone…and…
dentin…metabolism.…Posttranslational…modifications…are…
essential…for…its…activation.…This…study…tested…the…hypothesis…
that…MEPE…is…activated…through…proteolytic…processing…by…
furin…in…dental…pulp.…MEPE…was…present…in…three…sizes,…1…
full-length…and…2…cleaved…fragments;…the…cleavage…site…was…
146R↓147.…The…proprotein…convertase…family,…particularly…
furin,…was…a…candidate…enzyme.…Introducing…a…substitution…at…
the…cleavage
site…inhibited…hydrolysis,…but…there…was…no…cleavage…of…
MEPE…expressed…in…furin-deficient…LoVo…cells.…Therefore,…
furin…is…a…strong…candidate…for…the…proteolytic…cleavage…of…
MEPE.…The…C-terminal…cleavage…product…promoted…cell…
adhesion…via…its…RGD
motif.…These…results…indicate…that…proteolytic…processing…
by…furin…may…activate…MEPE…during…its…secretion…from…
odontoblasts…and…may…play…important…roles…in…dentinogenesis…
and…pulpal…homeostasis.…

3. Osteogenic differentiation of mouse mesenchymal 
progenitor cell, Kusa-A1 is promoted by mammalian 
transcriptional repressor Rbpj

Pluripotent…mesenchymal…stem…cells…possess…the…ability…
to…differentiate…into…many…cell…types,…but…the…precise…
mechanisms…of…differentiation…are…still…unclear.…Here,…we…
provide…evidence…that…Rbpj…（recombination…signal-binding…
protein…for…immunoglobulin…kappa…j…region）…protein,…
the…primary…nuclear…mediator…of…Notch,…is…involved…in…
osteogenesis.…Overexpression…of…Rbpj…promoted…osteogenic…
differentiation…of…mouse…Kusa-A1…cells…in…vitro…and…in…vivo.…
Transient…transfection…of…an…Rbpj…expression…vector…into…
Kusa-A1…cells
upregulated…promoter…activities…of…Runx2…and…Ose2.…
Enhanced…osteogenic…potentials…including…high…alkaline…
phosphatase…activity,…rapid…calcium…deposition,…and…increased…
calcified…nodule…formation,…were…observed…in…established…
stable…Rbpj-overexpressing…Kusa-A1…（Kusa-A1/Rbpj）…cell…
line.…In…vivo…mineralization…by…Kusa-A1/Rbpj…was…promoted…
compared…to…that…by…Kusa-A1…host…cells.…Histological…
findings…revealed…that…expression…of…Rbpj…was…primarily…
observed…in…osteoblasts.…These…results…suggest…that…Rbpj…
may…play…essential…roles…in…osteoblast…differentiation.

4. Expression of Notch signalling-related genes in 
normal and differentiating rat dental pulp cells

Notch…signalling…is…of…fundamental…importance…to…various…
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processes…during…embryonic…development…and…in…adults.…
The…possible…role…of…Hey1,…an…important…Notch…signalling…
component,…in…odontoblast…differentiation…was…evaluated…
in…this…study.…Primary…cultured…dental…pulp…cells,…derived…
from…upper…incisors…of…5-week-old…Wistar…rats,…were…placed…
in…a-modification…of…Eagle’s…minimal…essential…medium…
supplemented…with…10%…Fetal…Bovine…Serum…（FBS）,…and…
ascorbic…acid…（AA）…and…b-glycerophosphate…（b-GP）,…with…
or…without…dexamethasone,…and…cultured…on…dishes…coated…
with…collagen…type…IA…for…7…days.
Conventional…and…real-time…Polymerase…Chain…Reaction…

（PCR）…was…performed…to…determine…the…expression…of…Notch-
related…genes…and…dentin…sialophosphoprotein…as…a…marker…of…
odontoblast…differentiation.…Dentin…sialophosphoprotein…and…
Hey1…expression…was…significantly…increased…and…decreased…
in…the…presence…of…AA…+…b-GP…compared…with…controls,…
respectively.…These…findings…suggest…that…Hey1…may…be…a…
negative…regulator…in…odontoblast…differentiation.

5. Inhibitory effects of the cathepsin K inhibitor on the 
progress of rat periapical lesions

In…this…study,…we…investigated…the…inhibitory…effects…of…the…
cathepsin…K…inhibitor…（NC-2300）…on…the…progress…of…rat…
periapical…lesions.…The…periapical…lesions…were…induced…
experimentally…in…the…rat…first…lower…molars,…and…NC-
2300…was…administrated…orally…in…the…experimental…group.…
In…the…micro…CT…and…the…histological…analyses,…the…size…
of…the…periapical…lesion…and…the…number…and…the…density…
of…osteoclasts…and…MHC…class…II…molecules-expressing…
macrophages…in…the…experimental…group…were…significantly…
small…compared…to…the…control…group.…The…expression…
of…pro-inflammatory…cytokines…（IL-1α…and…IL-6）…in…the…
experimental…group…was…also…significantly…suppressed…
compared…to…the…control…group.…These…results…suggest…that…
NC-2300…may…inhibit…not…only…the…cathepsin…K…activation…
in…the…osteoclasts,…but…also…the…osteoclastgenesis…which…is…
induced…by…the…inflammatory…cytokines,…resulting…that…the…
bone…resorption…in…the…periapical…lesion…was…suppressed.

6. Effects of pulpal inflammation on the activities of 
periodontal mechanoreceptive afferent fibers

Response…properties…of…periodontal…single…afferents…were…
investigated…in…cats…with…inflammatory…irritant-induced…
pulpitis.…A…deep…dentin…cavity…was…prepared…on…the…right…
mandibular…canine…in…order…to…apply…an…inflammatory…agent…
and…small…fiber…excitant,…allyl-isothiocyanate…（mustard…
oil：…MO）,…and…single…afferents…innervating…the…canine…
periodontal…mechanoreceptor…were…dissected…out…from…
the…mandibular…nerve…bundle…by…examining…impulse…
responses…while…applying…mechanical…stimuli…to…the…tip…of…
the…crown.…Evoked…impulses…by…mechanical…stimuli…were…
increased…in…number…for…one…hour…with…MO…application…
to…the…pulp…when…compared…with…those…with…mineral…oil.…

The…mechanoreceptive…thresholds…of…single…nerve…fibers…
were…decreased…after…the…MO…application…to…the…pulp…when…
compared…with…those…with…mineral…oil.…These…results…suggest…
that…the…alteration…of…responses…in…the…periodontal…afferent…
fiber,…or…the…peripheral…sensitization,…can…be…produced…by…
MO-induced…pulpal…inflammation…probably…due…to…the…axon…
reflex…mechanism…in…the…furcating…branches…of…nerve…fibers…
innervating…both…the…tooth…pulp…and…periodontal…ligament.

7. Neuron-immune interactions in the sensitized 
thalamus induced by mustard oil application to rat 
molar pulp.

The…application…of…mustard…oil…to…the…rat…dental…pulp…induced…
neuronal…activation…or…the…sensitization…in…thalamus.…The…
neuronal…responsiveness…recording,…immunohistochemistry,…
and　molecular…biological…analysis…were…performed…to…
address…the…mechanisms…involved…in…these…thalamic…changes.…
After…mustard…oil…application,…neuronal…responsiveness…
was…increased…in…the…mediodorsal…（MD）…nucleus.…When…
MK-801…was…applied…to…the…MD…nucleus,…the…enhanced…
responsiveness…was…decreased.…N-methyl…D-aspartate…
receptor…subunit…2D,…glial…fibrillary…acidic…protein…（GFAP）,…
and…antigen-presenting…cell-related…gene…mRNAs…in…the…
contralateral…thalamus…were…up-regulated…at…10…minutes…
after…mustard…oil…application,…but…were…down-regulated…
within…10…minutes…after…the…antagonist…application.…OX6…
expressing…microglia…and…GFAP-expressing…astrocytes…did…
not…increase…until…60…minutes…after…mustard…oil…application.

8. Increased gene expression of Toll-like receptors 
and antigen presenting cell-related molecules in the 
onset of experimentally induced furcation lesions of 
endodontic origin in rat molars

Early…immunopathologic…mechanisms…behind…pulp…
infection-induced…furcal…inflammation…have…not…been…well…
understood.…The…immunohistochemical…and…quantitative…
gene…expression…analysis…for…toll-like…receptors…（TLRs）…
were…conducted…in…the…furcal…periodontal…ligament…

（PDL）…of　rat…molars…subjected…to…unsealed…pulpectomy.…
Messenger…RNA…expression…levels…of…TLRs…and…the…
antigen…presenting…cell…（APC）-related…molecules…in…the…
furcal…PDL…were…significantly…up-regulated…in…teeth…with…
unsealed…pulpectomy.…Immunohistochemistry…for…unsealed…
pulpotomized…teeth…revealed…that…TLRs-expressing…cells…
were…predominantly…distributed…within…the…PDL…beneath…
the…furcal…dentin.

9. Reconstruction of alveolar bone from mesenchymal 
stem cells derived from dental pulp and gingival

We…have…successfully…identified…the…mesenchymal…stem…
cell…population…in…the…human…dental…pulp…and…gingival.…We…
separated…the…mesenchymal…stem…cell…population…in…the…rat…
dental…pulp…and…gingiva,…and…tried…to…transplant…into…SCID…
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mouse…with…dentin…subcutaneously.…Transplanted…pulpal…
stem…cells…survived…on…the…dentin…for…3…to…6…weeks.

Endodontic Field

10. Effect of motion artifact on cone-beam CT images
We…have…conducted…a…study…to…determine…the…effect…of…
motion…artifact…on…cone-beam…CT…images.…The…specimen…
was…moved…horizontally…by…a…motorized…x-axis…stage.…
The…CBCT…images…were…taken…using…CBCT（Fine…Cube,…
Yoshida,…Japan）.…The…exposure…time…was…37…seconds.…
One…mandibular…jaw…of…the…pig…was…used…in…exp.…1.…Five…
dentists…individually…assessed…the…CBCT…images.…Under…the…
conditions…of…this…study,…it…was…revealed…that…the…sample…
motion…of…0.25…mm…and…over…deteriorated…visibility…of…the…
anatomical…structure.…Our…data…indicate…that…the…time…of…
sample…moving…affects…on…the…image…quality.…Cylindrical…
phantom…made…of…aluminum,…diameter…of…2,…3,…5mm…were…
used…and…the…CBCT…axial…images…were…assessed…in…exp.…
2.…When…the…moving…timing…was…18…seconds…after…starting…
X-ray…exposure,…the…shape…and…size…of…the…samples…were…
well…maintained,…and…two…circles…in…each…image…showed…
a…moving…distance.…We…conclude…that…the…magnitude…and…
timing…of…sample…movement…significantly…affects…the…quality…
of…CBCT…images.
…
11. Phase transformation behavior and bending 

property of newly twisted nickel–titanium 
endodontic instruments

Recently,…a…new…manufacturing…process…was…developed…to…
create…a…nickel–titanium…（NiTi）…endodontic…instrument…
named…the…Twisted…File…（TF）.…The…aim…of…this…study…
was…to…investigate…the…relationship…between…phase…
transformation…behavior…and…bending…property…of…NiTi…
endodontic…instruments…manufactured…by…a…twisting…
process.…The…phase…transformation…behavior…and…bending…
property…of…Twisted…Files…（TF;…SybronEndo,…Orange,…CA,…
USA）…and…K3…（SybronEndo）…with.06…taper…and…size…30…tip…
were…investigated.…K3…was…used…as…control…group.…Phase…
transformation…behavior…was…estimated…by…differential…
scanning…calorimetry…（DSC）.…Transformation…temperatures…
were…calculated…from…the…DSC…curve.…Bending…load…of…the…
instruments…was…measured…by…cantilever-bending…test…at…37…
°C.…Student’s…t-test…was…used…to…compare…DSC…data…of…the…
two…groups…and…Mann–Whitney…U-test…was…used…to…detect…
the…difference…of…the…bending…load…values…between…TF…and…
K3…（P…=…0.05）.…The…phase…transformation…temperatures…
of…TF…were…significantly…higher…（P…<…0.05）…than…those…of…
K3.…The…bending…load…values…were…significantly…lower…for…
TF…than…that…of…K3…（P…<…0.05）,…both…in…the…elastic…and…
super-elastic…ranges.…The…new…method…of…manufacturing…
NiTi…instruments…by…twisting…coupled…with…heat…treatment…
might…contribute…to…the…increased…phase…transformation…

temperatures…and…superior…flexibility.

12. Root canal sealing ability of resin-based root canal 
sealer

In…recent…years…obturating…sealers…has…been…developed…
based…on…dentin…adhesion.…However,…there…has…no…
information…that…which…condensation…method…provides…good…
sealing…ability…with…resin…based…root…canal…sealers.…The…
aim…of…this…study…was…to…evaluate…factors…influencing…the…
sealing…ability…of…resin…based…root…canal…sealers.…The…teeth…
were…prepared…and…obturated…with…single…condensation…
method…or…matched…tapered…single…condensation…method…
using…resin…based…root…canal…sealers.…Then,…dye…penetration…
test…was…done…and…horizontal…sections…were…made.…The…
images…of…the…horizontal…sections…were…taken…by…a…digital…
microscope,…and…sealer…occupancy…in…the…root…canal…was…
evaluated.…The…amount…of…leaked…dye…in…single…condensation…
method…group…was…significantly…more…than…that…in…the…other…
experimental…groups…（p<…0.05）.…In…the…images…of…horizontal…
sections,…single…cone…method…group…showed…the…highest…
sealer…occupancy…at…all…levels.…It…was…suggested…that…sealer…
occupancy…may…influence…the…root…canal…sealing…ability…of…
resin…based…root…canal…sealers.

13. Safety of dental Laser use under microscopes to 
eyes

The…purpose…of…this…study…was…to…investigate…the…
transmissivity…of…various…types…of…lasers…through…the…
microscope…with…and…without…eye…protectors.…Nd：YAG…
laser,…Er：YAG…laser,…and…diode…laser…were…irradiated…to…a…
power…meter…through…laser…eye…protectors…or…a…microscope.…
In…control…experiment,…three…lasers…were…irradiated…directly…
or…through…eye…protectors…to…the…power…meter…positioned…
at…a…distance…of…5…cm…from…the…fiber…tip…or…the…contact…tip.…
In…main…experiment,…the…fiber…tip…was…positioned…from…the…
objective…lens…surface…of…the…microscope.…The…power…meter…
was…placed…behind…the…eyepieces.…Matched…eye…protectors…
for…each…laser…were…placed…in…front…of…the…objective…lens…or…
between…the…eyepieces…and…the…power…meter.…The…results…
obtained…were…as…follows：…No…transmitted…laser…energy…
was…detected…when…matched…eye…protectors…were…used.…
Mismatched…eye…protectors…were…not…effective…to…shut…out…
laser…energy,…especially…for…Nd：YAG…and…diode…lasers.…
Little…or…no…transmitted…laser…energy…was…detected…through…
the…microscope…even…when…no…eye…protectors…were…used.…It…
was…concluded…that…we…could…use…laser…devices…safely…with…
the…dedicated…laser…eye…protectors…in…clinical…situations,…
although…under…a…microscope.

14. Dentin strain induced by Laser irradiation
The…purpose…of…this…study…was…to…investigate…the…strain…and…
temperature…change…in…dentin…induced…by…laser…irradiation…
of…human…root…canals…with…or…without…water…cooling.
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Twenty-eight…palatal…roots…of…extracted…human…maxillary…
first…molars…were…used.…The…strain…indentin…was…measured…
using…strain…gauges…fixed…on…the…apical…third…of…the…buccal…
root…surface.…The…temperature…change…of…the…root…dentin…
was…monitored…using…thermocouples…embedded…into…dentin…
near…the…apex.…The…root…canal…was…irradiated…with…Er：YAG…
or…Nd：YAG…laser…at…an…output…of…1…W…（100…mJ,…10…pps）…
for…5…s.…The…tip…of…the…irradiation…fiber…was…located…2.0…mm…
from…the…root…apex.…With…water…cooling,the…mean…maximum…
strain…induced…by…Er：YAG…laser…was…significantly…lower…
than…that…by…Nd：YAG…laser…（P<…0.05）.…However,…without…
water…cooling,…no…significant…difference…between…the…two…
lasers…（P>…0.05）…was…found.…The…results…suggest…that…the…
strain…induced…by…Er：YAG…laser…irradiation…in…dentin…with…
water…cooling…may…be…minimal,…but…there…still…might…be…a…
risk…of…root…micro…fracture…if…cooling…is…not…sufficient.

15. Dentin strain and fracture propagation caused by 
retrofilling materials

The…purpose…of…this…study…was…to…investigate…the…kinetics…of…
dentin…strain…and…fracture…propagation…caused…by…retrofilling…
materials.…Thirty…roots…of…extracted…human…anterior…teeth…
were…prepared…and…laterally…condensed…with…gguttapercha,.
Then…a…3…mm…of…the…root…end…was…resected.…Root-end…
cavities…were…prepared…using…an…ultrasonic…device…（high…
power…setting）…with…or…without…water…cooling.…The…cavities…
were…dried…and…filled…with…Super…EBA…or…MTA.…Strain…of…
dentin…caused…by…the…retrofilling…materials…was…measured…
using…strain…gauges…mounted…on…the…apical…third…of…the…
root…surface.,…Finally…presence…or…absence…of…fracture…was…
examined…by…microscopy…and…SEM.　The…mean…maximum…
strain…caused…by…MTA…was…significantly…larger…than…that…
by…Super…EBA…（p<0.05）.…In…Microscopic…observation,…
fractures…were…found…in…some…samples…of…the…ultrasonic…
group…without…water…cooling,…Although…fractures…were…
not…caused…by…retorofilling…materials,…some…fracture…lines…
caused…by…root-end…cavity…preparation…were…propagated…by…
retrofilling…materials.…In…SEM…observations,…minimal…gaps…
were…observed…between…the…retorofilleng…material…and…the…
dentin…wall…in…MTA…group.…The…results…suggest…that…there…
might…be…a…risk…of…micro…root…fracture…propagation…by…retro…
-filling…materials…if…cooling…is…inefficient…during…root-end…
preparation.

16. Development of the negative pressure irrigation 
method

Total…root…canal…systems…cannot…be…mechanically…
prepared.……For…a…clinical　success,…improved…irrigations…
are…inevitable.……Sodium…hypochlorite…is…well…known…as…a…
best…irrigant…for…its…high…organic…substance…dissolving…and…
microorganisms…killing…actions.……With…sodium…hypochlorite,…
positive…pressure…irrigation…near…the…apical…foramen…is…
too…dangerous.……Recently,…we…can…find…a…lot…of…serious…

injury…cases…on…journals…caused…by…sodium…hypochlorite…
injection…to…the…surrounding…tissue.……For…a…better…and…
safer…irrigation,…negative…pressure…irrigations…should…be…
selected.……We…could…developed…a…new…negative…pressure…
irrigation…system,…ultrasonic…aspiration…technique…（UAT）.……
In…UAT,…aspiration…needle…itself…ultrasonically…vibrates.……
This…ultrasonic…vibration…can…enhance…irrigation…action…and…
prevent…needle…choke.

The…advantages…of…the…UAT…are：
・…Safest…irrigation…method…that…can…irrigate…apical…canals.
・…Removal…of…debris…is…highest…among…various…irrigation…

methods.……

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点体制）

　グローバルな視点に立って、歯学の中でも歯髄生物学
および歯内療法学の発展に寄与できる研究を行うことの
できるよう研究の環境整備を進めている。そのため、幅
広く研究領域をカバーするとともに、それぞれの領域で
先端的な研究を行うことができるよう、専任の指導教官
を配備している。指導教員にはその領域において世界の
第一線で活躍できる知識および経験を備えていることが
求められる。
B（研究教育環境）

　大学院生には、常に臨床と研究の接点を見失うことの
ないよう、週に最低3コマの診療コマが与えられている。
また、専任の指導教官は個別に研究指導を行い、研究遂
行上問題が生じた場合にはすぐに対応できる環境が整え
られている。
C（人材確保）

　大学院を終了した後に教室に残り、研究を続けること
ができるよう、大学院終了時に医員として大学に残るこ
とが出来るように配慮している。医員は病院職員として
臨床業務に携わるが、時間を有効に活用し研究業務に当
たることが可能である。
D（人材育成）

　研究課題を自ら考えて、それを解明するための実験系
を遂行できる人材の育成に力をいれている。そのために、
研究の内容について指導者と突っ込んだ話し合いを行い、
自らの考えをきちんとまとめることができるよう指導し
ている。
E（国際化）

　海外からの留学生も多くいることから、各研究グルー
プのセミナーおよび医局のセミナー用のスライドは原則
英語にしている。また、当教室で行う大学院講義はスラ
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イド、講義ともに英語で行っている。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　本事業を推進するにあたり、世界的な研究拠点づくり
とのことから海外の研究機関との情報交換および人材交
流に力を入れている。アメリカ、カナダ、イギリス、韓
国、中国、タイなどの研究機関と現在交流を持っている。
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12.…◎Gombo…B,…Ebihara…A,…Ichinose…S,…Watanabe…S,…Anjo…T,…
Kokuzawa…C,…Saegusa…H,…Kawashima…N,…Suda…H,…Effects…
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YAG…and…Nd：YAG…laser…Irradiation…on…Fibroblast…Cell…
Adhesion,…Photomedicine…and…laser…surgery…（in…press）.

13.…Curriculum…Designs…for…Dental…Students：…a…Brief…
Comparison…between…Dental…Schools…in…China…and…
Japan,…Sun…H,…Kawashima…N,…et.al.,…Jouranal…of…Dental…
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7）総説ならびに著書
1.… 須田英明,…南里嶽仁…

連載開始にあたって…
歯界展望（医歯薬出版）,…117（2）,…1,…2011

2.… 八幡祥生,…須田英明
基礎と臨床の架け橋として…
東京医科歯科大学生体材料工学研究所60周年記念誌,…
日経BPコンサルティング1,1,…2011

3.… 須田英明… …
Ⅹ歯髄疾患の治療法…
歯内治療学…第4版（医歯薬出版）…4,…1,…2011

4.… 須田英明… …
ガッタパーチャに代わる新しい根管充填材について
Dr.Martin…Tropeの講演から…ENDOで臨床を大きく
変えよう!歯科治療の根幹ENDOで天然歯を守る…（ク
インテッセンス出版）1,…4,…2011

5.… 須田英明… …
第36章　歯内療法に用いられる薬物…
現代歯科薬理学…第5版（医歯薬出版）5,…18,…2011

6.… 須田英明,…海老原新…
"歯内療法におけるEr：YAGレーザーの臨床
歯根端切除"… Er：YAGレーザーの基礎と臨床（第
一歯科出版）1,…8,…2011

8）平成23年度までの自己評価
　世界の中心としての研究拠点を構築していくにあたり、
各指導教員および大学院生あるいはポスドクが一体となっ



167Annual Report 2011

須田 英明

て研究活動に邁進する環境を整備する必要があるが、そ
の整備が十分に行われていない。指導教員は自らの研究
を行うと共に指導している大学院生の研究を補助し、さ
らに臨床、教育、雑務に従事せざるをえず、あまりの多
忙に研究に対する熱意が薄れがちである。その一つの解
決策として、他分野との共同研究を行うことが考えられ
る。共同研究を行うことにより、多方面からのアプロー
チが行えると共に、研究の効率化を進めることも可能と
なると期待される。

9）和文原著論文
1.… 須田　英明… …

透析患者の象牙質知覚過敏症、う蝕および歯髄疾患
臨床透析27（6）：657-662,…2011

2.… 森田一三,…武部純,…金村清孝,…石橋寛二,…須田英明,…福
田仁一,…中垣晴男,…末瀬一彦
歯科衛生士国家試験客観式多肢選択試験成績と養成
校実技実習成績との相関
日本歯科衛生士教育学会1（1）：16-26,…2011

3.… 岡野友宏,…新井嘉則,…伊藤公一,…須田英明,…西堀雅一,…
槇宏太郎,…朝田芳信,…林孝文
歯科診療における歯科用コーンビームCTの基礎的・
臨床的評価…
日歯医学会誌,…2011

4.… 須田英明… …
わが国における歯内療法の現状と課題…
日本歯内療法学会雑誌…32（1）：1-10,…2011

5.… 渡辺聡,…三枝英敏、安生智朗、海老原新、須田英明
根管照射用チップを用いたEr：YAGレーザー照射
による象牙質切削の基礎的検討
日本レーザー歯学会誌20（2）：74-80,…2011

6.… 八幡祥生,…山内隆守,…海老原新,…須田英明…
複雑な根管を呈する下顎小臼歯の歯内治療 ‐ 歯科用
実体顕微鏡とコーンビームCTの有用性 ‐
日本歯内療法学会雑誌33…（in…press）

10）学会発表（英文）
1.… Chokechanachaisakul…U,…Yamanaka…Y,…Kaneko…T,…

Katsube…K,…Kobayashi…H,…Okiji…T,…Suda…H,…A…new…
method…of…culturing…rat…dental…pulo…tissue,…IADR/
AADR/CADR…89th…General…Session…and…Exhibition,…
poster,…San…Diego,…2011.03.16-19.

2.… Ikeda…H,…Suda…H…,…Regulatory…Capacity…of…Volume…and…
Form…of…Human…Odontoblasts,…IADR/AADR/CADR…
89th…General…Session…and…Exhibition,…oral,…San…Diego,…

2011.03.18.
3.… Li…Y,…Ikeda…H,…Suda…H,…Measurement…of…Functional…

Space…for…Fluid…Movement…in…Dentinal…Tubules,…IADR/
AADR/CADR…89th…General…Session…and…Exhibition,…
poster,…San…Diego,…2011.03.18.

4.… R.Wadachi,…H.Suda,…Root…canal…treatment…of…oculo-fasio-
cardio-dental…（OFCD）…syndrome,……AAE,…poster,…San…
Antonio,…2011.04.13-16.

5.… Yahata…Y,…Miyara…K,…Jamleh…AO,…Hayashi…Y,…Ebihara…
A,…Suda…H,…Change…of…fatigue…property…of…Ni-Ti…rotary…
instruments…through…heat…treatment,…AAE,…poster,…San…
Antonio,…2011.…04.13-16.

6.… Nakano…K,…Ebihara…A,…Ishimura…H,…Suda…H… ,…A…survey…
on…cone-beam…computed…tomography…in…endodontics,…
AAE,…poster,…San…Antonio,…2011.04.13-16.

7.… Suda…H,…Diagnosis…and…management…of…vertical…root…
fracture,…16th…Scientific…Meeting…of…APEC…14th…Annual…
Congress…of…the…IAE,…oral,…Iran,…2011.04.20-22.

8.… Kawashima…N,…Suzuki…N,…SudaH,…Mechanisms…of…Bone…
Destruction…in…the…Periapical…Lesions…and…Its…Regulation,…
K,…16th…Scientific…Meeting…of…APEC…14th…Annual…
Congress…of…the…IAE,…oral,…Iran,…2011.04.20-22.

9.… Chokechanachaisakul…U,…Kanreko…T,…Yamanaka…Y,…
Sunakawa…M,…Okiji…T,…Suda…H…Immuno-laser…Capture…
Microdissection…of…Macrophages…from…Rat…Tissue…
Calture…Model,…The…Japanese…Society…of…Microscopy…
2011,…Fukuoka,…2011.05.16-18.

10.… Ikeda…H,…Li…Y,…Suda…H,…Response…to…mechanical…
deformation…of…human…odontoblasts,…Symposium…on…
oral…neurophysiology…and…molecular…biology,…Marseille,…
2011.07.26.

11.…Watanabe…S,…Kokuzawa…C,…Gomb…B,…Saegusa…H,…Ebihara…
A,…Kobayashi…C,…Suda…H,…Dentin…strain…produced…by…
root-end…cavity…preparation…using…Er：YAG…laser,…ESE,…
oral,…Rome,…2011.09.15-17.

12.…◎Takahashi…S,…Kawashima…N,…Katsube…K,…Sugiyama…
T,…Suda…H,…Shh…and…Wnt…Signaling…in…Ameloblast…
Differentiation,…ESE,…poster,…Rome,…2011.09.15-17.

13.…◎…Kawashima…N,…Xu…J,…Suzuki…N,…Zhou…M,…Takimoto…
K,…Koizumi…Y,…Yamamoto…M,…Takahashi…S,…Sugiyama…T,…
Suda…H,…Mineralization…of…Odonotoblastic-Lineage…Cells…
Was…Accelerated…by…Enhanced…Expression…of…Mef2c,…
ESE,…poster,…Rome,…2011.09.15-17.

14.…Chokechanachaisakul…U,…Kanreko…T,…Yamanaka…Y,…
Kaneko…R,Sunakawa…M,…Okiji…T,…Suda…H,…Immuno-laser…
Capture…Microdissection…of…ED2…Expressing…Resident…
Macrophages…in…Rat…Molar…Pulp,…第52回日本組織細胞科
学会,…poster,…Ishikawa,…2011.09.24-25.

15.…Chokechanachaisakul…U,…Kaneko…T,…Yamanaka…Y,…
Kaneko…R,…Sunakawa…M,…Okiji…T,…Suda…H,…Immune-
LCM…of…Resident…Macrophages…in…Cultured…Dental…
Pulp…Tissues,…The…10th…China-Japan…Joint…Seminar…on…
Histochemistry…and…Cytochemistry,…poster,…Beijing,…
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2011.10.21-24.
16.… Sunakawa…M,……Suda…H,…Treatment…of…Teeth…with…

“Neuropathic…Pain”after…Endodontic：…Treatment.…
Report…of…Three…Cases,…2011…Autumn…Scientific…Meeting…
of…KACD…（136th）…and…13th…Joint-Scientific…Meeting…of…
KACD-JSCD…2011,…oral,…Seoul…,…2011.11.12.

17.…Chokechanachaisakul…U,…Kaneko…T,…Sunakawa…M,…Okiji…
T,…Suda…H,…Artificial…Dental…Pulp…Exposure…Injury…Up-
regulates…Mitogen-activated…Protain…Kinase…13…and…14…
in…Rat…Central…Nervous…System,…2011…Autumn…Scientific…
Meeting…of…KACD…（136th）…and…13th…Joint-Scientific…
Meeting…of…KACD-JSCD…2011,…poster,…Seoul,…2011.11.12.

18.… Jamleh…A,…Sadr…A,…Nomura…N,…Yahata…Y,…Ebihara…A,…
Hanawa…T,…Tagami…J,…Suda…H,…Nanoindentation…of…
NiTi…endodontic…instruments…after…cyclic…fatigue,…2011…
Autumn…Scientific…Meeting…of…KACD…（136th）…and…13th…
Joint-Scientific…Meeting…of…KACD-JSCD…2011,…poster,…
Seoul,…2011.11.12.

19.…◎Kawashima…N,…Takimoto…K,…Koizumi…K,…Yamamoto…
M,…Zhou…M,…Suzuki…N,……Nakashima…M,…H…Suda,…Down-
regulation…of…Inflammatory…Mediator…Synthesis…from…
macrophages…by…MMP3,…2011…Autumn…Scientific…
Meeting…of…KACD…（136th）…and…13th…Joint-Scientific…
Meeting…of…KACD-JSCD…2011,…poster,…Seoul,…2011.11.12.

20.… Suzuki…N,…Kawashima…N,…Suda…H,…Mechanisms…of…Bone…
Destruction…and…its…Regulation…in…the…Periapical…Lesions,…
2011…Autumn…Scientific…Meeting…of…KACD…（136th）…
and…13th…Joint-Scientific…Meeting…of…KACD-JSCD…2011,…
poster,…Seoul,…2011.11.12.

21.…Gombo…B,…Ebihara…A,…Kawashima…N,…Watanabe…S,…Anjo…
T,…Saegusa…H,…Kokuzawa…C,…Suda…H,…Evaluation…of…
fibroblast…cell…adhision…to…dentin…modifications…teated…
with…Er：YAG…and…Nd：YAG…laser…irradiation,…Japanese…
Society…for…Laser…Dentistry,…oral,…Osaka,…2011.12.01.

11）学会発表（和文）
1.… 竹田淳志,…須田英明,…大林尚人,…倉林亨…

歯科用コーンビームCTにおけるモーションアーチ
ファクトの影響…
日本歯科放射線学会第212回関東地方会,…口頭,…東京,…
2011.01.22

2.… 辺見浩一,…川島伸之,…須田英明,…鈴木孝尚,…山下直也,…
立花克郎,…中島美砂子
ナノバブルを併用した新しい根管洗浄法に関する基
礎的研究…
超音波分子診断治療研究会,…口頭,…福岡,…2011.03.05

3.… 瀧本晃陽,…川島伸之,…小泉悠,…山本弥生子,…中島美砂子,…
須田英明
LPS刺激下におけるマクロファージの炎症性メディ
エーター産生に対するMMP-3の影響　日本炎症・

再生医学会,…ポスター,…京都,…2011.06.02
4.… 坂上斉,…吉岡俊彦,…小松恵,…石村瞳,…海老原新,…須田英

明…
mineral…trioxide…aggregateおよび接着性材料を用い
た根管充填におけるコロナルリーケージの評価…
日本歯科保存学会,…口頭,…舞浜,…2011.06.09

5.… 宮良香菜,…八幡祥生,…海老原新,…須田英明,…塙隆夫
新型ニッケルチタンファイルPROFILE®…VORTEX™
の曲げ特性および相変態挙動
日本歯科保存学会,…ポスター,…舞浜,…2011.06.09

6.… 和達礼子,…須田英明…
瘻孔を有する根尖性歯周炎の患歯の同定における
Computed…Tomographyの有用性
日本歯科保存学会,…ポスター,…舞浜,…2011.06.09

7.… 吉岡俊彦,…小松恵,…坂上斉,…石村瞳,…海老原新,…島田康
史,…田上順次,…須田英明
OCTの歯根破折線の検出精度について…
日本歯科保存学会,…口頭,…舞浜,…2011.06.09

8.… 辺見浩一,…川島伸之,…須田英明,…鈴木孝尚,…山下直也,…
立花克郎,…中島美砂子
低濃度次亜塩素酸溶液にナノバブルを併用した新し
い根管洗浄法の開発
日本歯科保存学会,…ポスター,…舞浜,…2011.06.10

9.… 朴　錦丹,…石村　瞳,小林　千尋,須田　英明,吉岡　
隆知…
新しく開発された根管模型における電気的根管長測
定器の測定精度について
日本歯科保存学会,…ポスター,…舞浜,…2011.06.10

10.…須田英明,…大谷啓一,…佐藤田鶴子,…伊藤公一,…森田章介,…
中川寛一…
歯痛に対する非ステロイド性消炎鎮痛薬（NSAIDs）
の鎮痛効果-標準的評価方法の検討
日本歯科薬物療法学会,…口頭,…幕張,…2011.06.25

11.…吉岡俊彦,…石村瞳,…海老原新,…須田英明…
歯根破折歯の非破壊的観察-マイクロフォーカスCT
とSS-OCT
日本歯内療法学会,…ポスター,…長崎,…2011.07.30

12.…小松　恵,…吉岡俊彦,…石村瞳,…海老原新,…須田英明
歯科用CBCTを用いた根尖病変の三次元的評価…
日本歯内療法学会,…ポスター,…長崎,…2011.07.30

13.…池田英治,…須田英明…
交流イオン導入法を用いたヒトエナメル質の物質透
過性促進…
日本電電気泳動学会総会,…口頭,…横浜,…2011.10.12
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14.…川島伸之,…周夢宇,…須田英明,…工藤…明,…勝部憲一…
ペリオスチンによる骨芽細胞分化制御…
日本歯科保存学会,…口頭,…大阪,…2011.10.20

15.…山本弥生子,…川島伸之,…須田英明…
単層培養法と三次元培養法における歯髄細胞の象牙
芽細胞分化について…
日本歯科保存学会,…ポスター,…大阪,…2011.10.20

16.…池田英治,…李穎,…須田英明…
象牙細管内の動水力学的水圧に対する象牙芽細胞膜
の歪みについて…
日本歯科保存学会,…口頭,…大阪,…2011.10.21

17.…竹田淳志,…池田英治,…小林千尋,…須田英明…
根管長測定可能な学生実習用顎模型の改良…
日本歯科保存学会,…ポスター,…大阪,…2011.10.21

18.…石村　瞳,…小松　恵,…吉岡　俊彦,…八幡　祥生,…吉岡……
隆知,…須田　英明…
新型エアスケーラーを用いた根管内水酸化カルシウ
ム材の除去について…
日本歯科保存学会,…ポスター,…大阪,…2011.10.21

19.…小松　恵,…吉岡俊彦,…坂上斉,…石村瞳,…海老原新,…須田
英明
歯科用CBCTを用いた根尖病変の三次元的評価…
日本歯科保存学会,…口頭,…大阪,…2011.10.21

20.…鶴田潤,…須永昌代,…川島伸之,…木下淳博,…須田英明,…森
尾郁子…
ビデオ会議システムを応用した国際大学院セミナー

（TMDU-CU）について
口腔病学会,…口頭,…東京,…2011.12.10

21.…吉岡俊彦,…白金由紀子,…石村瞳,…海老原新,…須田英明
OCTを用いた根管の観察…
口腔病学会,…口頭,…東京,…2011.12.10

12）受賞
1.… 西原良治（指導　鈴木規元、石村瞳）.スーパーエ

ンドα、βを用いた根管充填の速度および充填率に
関する研究.D4研究体験実習学生発表会　歯学科長
賞,2010年9月25日.

13）外部資金の獲得状況 
1. 科学研究費補助金、基盤研究（B）

研究題目：Gap-junctionを介した象牙芽細胞複合体
の電気的・化学的細胞間連絡の解析
代表：池田英治　分担：須田英明
期間：平成20年-平成24年

研究費総額：1220万円
2. 科学研究費補助金、基盤研究（B）

研究題目：歯髄細胞の分化におけるシグナルネットワー
クの新しいパラダイムの構築と臨床への展望
代表：川島伸之
期間：平成22年-平成25年
研究費総額：1475万円

3. 科学研究費補助金、若手研究（B）

研究題目：エナメル芽細胞におけるShhおよびBmp
シグナルのクロストークと歯の再生への展望
代表：高橋里美
期間：平成21年-平成23年
研究費総額：374万円

4. 科学研究費補助金、若手研究（B）

研究題目：エンドドンティックマイクロサージェリー
におけるレーザー応用の有用性の検討
代表：三枝英敏
期間：平成21年-平成23年
研究費総額：300万円

5. 科学研究費補助金、挑戦的萌芽

研究題目：歯髄細胞および骨芽細胞の三次元培養に
おけるシグナルネットワークの解析と臨床的展開
代表：川島伸之
期間：平成22年-平成24年
研究費総額：260万円

6. GCOE拠点内研究費、

研究題目：
代表：須田英明・宗田大　分担：川島伸之
期間：平成23年
研究費総額：136万円

7. 科学研究費補助金、萌芽研究

研究題目：多光子励起顕微鏡法と膜電位感知タンパ
ク解析法を用いた歯髄リンパ網の研究
代表：池田英治
期間：平成22年-平成23年
研究費総額：150万円

8. 科学研究費補助金、若手研究（B）

研究題目：合金組成および熱処理がニッケルチタンファ
イルに与える影響
代表：八幡祥生
期間：平成22年-平成23年
研究費総額：300万円

9. 科学研究費補助金、若手研究（B）

研究題目：破折を起こしにくい次代の歯内療法へのレー



170 Annual Report 2011

須田 英明

ザー応用の有用性の検討
代表：渡辺聡
期間：平成22年-平成24年
研究費総額：300万円

10. 科学研究費補助金、若手研究（B）

研究題目：歯科用CTを用いた歯内療法の画像診断
学の確立
代表：中野生和子
期間：平成22年-平成23年
研究費総額：240万円

11. 科学研究費補助金、若手研究（B）

研究題目：接着性根管充填材応用による垂直性歯根
破折の挙動およびその予防
代表：花田隆周
期間：平成22年-平成24年
研究費総額：300万円

12. 長寿医療研究委託費、21指-8

研究題目：近赤外光・レーザー等を用いた新たな歯
科疾患診断・治療用機器の開発に関する研究
代表：角保徳　分担：須田英明
期間：平成21年-平成23年
研究費総額：500万円

13. 長寿医療研究委託費、21指-7

研究題目：歯髄幹細胞を用いた象牙質・歯髄再生医
療によるう蝕・歯髄疾患等のための治療技術の開発
代表：中島美砂子　分担：川島伸之
期間：平成21年-平成24年
研究費総額：150万円

14. 先端医療開発特区補助金

研究題目：歯髄幹細胞を用いた象牙質･歯髄再生医
療によるう蝕･歯髄疾患等のための治療技術の開発
代表：中島美砂子　分担：川島伸之
期間：平成21-25年
研究費総額：2982万円

15. 科学研究費補助金、若手研究（B）

研究題目：ナノバブルを応用した新しい根管洗浄シ
ステムの開発とその臨床応用
代表：辺見浩一
期間：平成23-24
研究費総額：220万円

16. 科学研究費補助金、若手研究（B）

研究題目：サーマルサイクル後の水硬性仮封材の強度、
辺縁漏洩への消毒液の影響
代表：東　春生

期間：平成23-24
研究費総額：280万円

17. 厚生労働科学研究費補助金　地域医療基盤開発推進

研究事業

研究題目：比較・分析による歯科関連職種における
国家試験の在り方
代表：須田英明
期間：平成23
研究費総額：200万円

18. 寄付金（ネオ製薬株式会社）

期間：平成23
研究費総額：100万円

14）特別講演、招待講演、シンポジウム
1.… …Kawashima…N,…Suzuki…N,…SudaH,…Mechanisms…of…

Bone…Destruction… in…the…Periapical…Lesions…and…Its…
Regulation,…K,…16th…Scientific…Meeting…of…APEC…14th…
Annual…Congress…of…the…IAE,…oral,…Iran,…2011.04.20-
22.

2.……Suda…H,…Diagnosis…and…management…of…vertical…root…
fracture,… 1 6th…Scientific…Meeting…of…APEC…1 4th…
Annual…Congress…of…the…IAE,…oral,…Iran,…2011.04.20-
22.

3.… … Suzuki…N,…Kawashima…N,… Suda…H,…Mechanisms…
of… Bone…Destruction… and… its… Regulation… in… the…
Periapical…Lesions,…2011…Autumn…Scientific…Meeting…
of…KACD…（136th）…and…13th…Joint-Scientific…Meeting…
of…KACD-JSCD…2011,…poster,…Seoul,…2011.11.12.

4.……Suda…H,……香港大学歯学部……香港大学歯学部試験外部
評価,…香港大学歯学部,…香港,…中国2011.06.21-24.

5.… … Suda… H,… Visual… Information… for… Endodontic…
Treatmen,…中華牙医学會学術大会,…中山医科大学大
慶キャンパス,…台中,…台湾,…2011.08.26-28.

15） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
准教授… 　小林　千尋
… 　砂川　光宏（感染対策歯科治療部…兼任）
講　師… 　竹田　淳志
… 　池田　英治
助　教… 　海老原　新
… 　川島　伸之
… 　松本　宏之（感染対策歯科治療部…兼任）
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… 　和達　礼子
… 　鈴木　規元
… 　石村　　瞳
ポスドク（医員）
… 　八幡祥生（H23.12月まで）
… 　渡辺　　聡
… 　中野　生和子（3月まで）
… 　東　　春生
… 　山内　隆守
… 　辺見　浩一
… 　新井　淳子（H23.4月から）
大学院生…　Adrno…Quevedo…Carlos…Gabriel
… 　（H23.3月まで）
… ○許 （H23.10月まで）
… 　河村　　隼
… 　小泉　　悠
… 　石澤　千鶴子
… 　坂上　　斉
… ○Bolortuya…Gombo
… 　吉岡　俊彦
… ○Uraiwan…Chokechanachaisakul
… 　瀧本　晃陽
… ○周　　夢宇
… ○李　　　頴…
… 　小松　　恵
… 　宮良　香菜　
… 　山本　弥生子
… 　朴　　錦丹（H23.4月から）
… 　ジャムレー（H23.4月から）
… 　Salima…Arkin（H23.4月から）
… ○顧潔（H23.4月から）

○はAISS
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ABSTRACT
Matrix extracellular phosphoglycoprotein (MEPE) 
is predominantly expressed in osteoblasts, osteo-
cytes, and odontoblasts and plays key biological 
roles in bone and dentin metabolism. Post-
translational modifications are essential for its 
activation. This study tested the hypothesis that 
MEPE is activated through proteolytic processing 
by furin in dental pulp. MEPE was present in three 
sizes, 1 full-length and 2 cleaved fragments; the 
cleavage site was 146R↓147. The proprotein con-
vertase family, particularly furin, was a candidate 
enzyme. Introducing a substitution at the cleavage 
site inhibited hydrolysis, but there was no cleavage of 
MEPE expressed in furin-deficient LoVo cells. 
Therefore, furin is a strong candidate for the proteo-
lytic cleavage of MEPE. The C-terminal cleavage 
product promoted cell adhesion via its RGD motif. 
These results indicate that proteolytic processing by 
furin may activate MEPE during its secretion from 
odontoblasts and may play important roles in den-
tinogenesis and pulpal homeostasis. Abbreviations: 
MEPE, matrix extracellular phosphoglycoprotein; 
PTM, post-translational modifications; OLC, odon-
toblast-lineage cells.

KEY WORDS: MEPE, post-translational modifi-
cations, proteolytic cleavage, furin, dental pulp 
cells.

INTRODUCTION

Matrix extracellular phosphoglycoprotein  (MEPE) was first isolated by 
expression screening of a tumor cDNA library to identify genes up-regu-

lated in the tumors of patients with oncogenic hypophosphatemic osteomalacia 
(Rowe et al., 2000). MEPE seems to be crucially involved in mineralization, 
but its exact role as a regulator of mineralization and the mechanisms underly-
ing this function remain controversial.

Many studies have revealed the effects of MEPE on mineralization. MEPE 
expression was markedly increased in fully differentiated osteoblasts (Argiro 
et al., 2001) and promoted regeneration and skeletogenesis of long bones (Lu 
et al., 2004). Furthermore, a synthetic peptide of residues 242–264 of human 
MEPE called Dentonin or AC-100, which includes the RGD and SGDG 
motifs, stimulates new bone formation (Hayashibara et al., 2004; Nagel et al., 
2004). This peptide also enhances dental pulp stem cell proliferation in vitro 
(Liu et al., 2004) and initiates pulp healing in response to injury (Six et al., 
2007). In contrast, some have reported that MEPE inhibits mineralization. For 
example, MEPE was highly expressed in tumor-induced osteomalacia (Rowe 
et al., 2000; Quarles, 2003; Bresler et al., 2004) and in Hyp mice, a murine 
model for X-linked hypophosphatemia (S Liu et al., 2005). MEPE expression 
was observed only in immature odontoblasts, and it was down-regulated dur-
ing odontoblastic differentiation (MacDougall et al., 2002; H Liu et al., 
2005). A mouse model with targeted deletion of MEPE showed increased 
bone formation and bone mass (Gowen et al., 2003).

MEPE shares molecular similarities with several dentin-bone extracellular 
matrix RGD-containing phosphoglycoproteins, including dentin sialophos-
phoprotein, osteopontin, dentin matrix protein 1 (DMP1), and bone sialopro-
tein (Fisher and Fedarko, 2003). These non-collagenous proteins are believed 
to play key biological roles in the formation and mineralization of bone and/
or dentin. Their functions are largely dependent on the nature and extent of 
post-translational modifications (PTM), including phosphorylation, glycosyl-
ation, and proteolytic processing. Proteolytic processing is particularly impor-
tant in inducing the active forms of various proteins. DMP1 was proteolytically 
processed by PHEX enzyme or bone morphogenetic protein-1/Tolloid-like 
proteinases (Qin et al., 2003, 2004; Steiglitz et al., 2004).

The aims of this study were to evaluate the expression pattern of MEPE in 
dental pulp, the mechanisms involved in the PTM of MEPE in dental pulp cells 
and tissues, and the function of proteolytic fragments of MEPE in dentinogenesis.

MEPE Activated by Furin Promotes 
Pulpal Cell Adhesion
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MATERIALS & METHODS

Construction of Expression Vectors 
and Mutants, Real-time PCR

The open reading frame of the mouse MEPE cDNA, with or 
without signal peptides, was subcloned into the eukaryotic 
expression vector pEF-Dest51 (pEF-mMEPE) or pSecTag2A 
with a V5His tag (pSecTag2A-V5His-MEPE), respectively. The 
cDNAs for the mouse MEPE mature peptide, C-terminal frag-
ment (residues 18–146) and N-terminal fragment (residues 
147–433), were subcloned into the prokaryotic expression vec-
tor pDEST17. MEPE R145G and R146A mutants in the pEF-
mMEPE construct and mutant G176A (RGD→RAD) in the 
pDEST17-mMEPE construct were created by site-directed 
mutagenesis. MEPE mRNA expression was determined by real-
time PCR with specific primers in several cell lines and in pri-
mary cells from rat dental pulp, periodontal ligament, and 
gingiva (Appendix Tables 1 and 2).

Transfection, Transient Expression, 
and Western Blotting Analysis

Odontoblast-lineage cells (OLC) (Arany et al., 2006) and sev-
eral other types of cells were transfected with the MEPE expres-
sion vectors, and the conditioned medium was harvested for 
SDS-PAGE. Western blotting was performed with the primary 
antibodies, including anti-V5 (1:5000), anti-mMEPE (LF-156 & 
LF-155, 1:1000; kind gifts from Dr. L.W. Fisher), and anti-β-
actin (1:1000).

Protein Production, Amino Acid Sequencing, Production 
of Antibody, and Cell Adhesion Assay

The eukaryotic MEPE protein was produced on a large scale by 
HEK293F cells. Sequencing of the C-terminal fragment was 
performed by the Edman degradation method. The full-length, 
C- and N-terminal fragments, and mutant G176A MEPE pro-
teins were expressed in Escherichia coli. The full-length protein 
was used to produce the polyclonal antibody. All the proteins 
were tested by cell adhesion assay, while collagen I was used as 
a positive control and BSA as a negative control.

Immunohistochemical Staining

Dental pulp tissues of upper incisors from male Wistar rats (6-wks 
old) were fixed with 4% paraformaldehyde for 12 hrs at 4ºC. 
Immunohistochemical staining with anti-mMEPE antibody (LF-
155, 1:250) was performed on frozen sections. Immunoreactivity 
was detected by the ABC method, and the color reaction was 
developed with DAB. The nucleus was counterstained by 
methyl green. For immunofluorescence with anti-mMEPE anti-
body (LF-156, 1:250), Alexa Fluor™ 594 conjugated goat anti-
rabbit IgG (1:1000, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was applied 
as a secondary antibody, and 4′,6′-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI, 300 nM, Invitrogen) was used for nuclear staining. 
Based on the literature and our data, LF-156 recognizes full-
length, N- and C-terminal fragments of MEPE protein, while 

LF-155 reacts only against the C-terminal fragment. Adult rat 
tibia was used as positive control and liver as negative control. 
All animal experiments were performed in accordance with the 
Animal Guidelines of Tokyo Medical and Dental University.

Statistical Analysis

All data are represented as means ± standard error. Statistical 
significance was determined by an unpaired Student’s t test, and 
a p value of < 0.05 was considered statistically significant. 
Additional information on MATERIALS & METHODS can be 
found in the Appendix.

RESULTS

Cleavage of MEPE in Dental Pulp Tissue

RT-PCR revealed MEPE expression in mouse and rat dental pulp 
tissues. MEPE was ubiquitously expressed in hard-tissue-forming 
cells, including osteoblastic cells (Kusa-A1, Kusa-O, and 
MC3T3E1), chondroblastic cells (ATDC5, Kum5), odontoblast-
lineage cells (OLC) and MDPC-23, and ameloblast-lineage cells 
(ALC) (Fig. 1A). In addition, high and low levels of MEPE 
expression were observed in rat dental pulp cells and in periodon-
tal ligament cells, respectively. However, MEPE expression was 
below the detectable level in gingival cells (Appendix Fig. 1). 
Three forms of MEPE protein, 50, 38, and 25 kDa, were identi-
fied in the rat pulp tissue (Fig. 1B). The mature MEPE peptide is 
a 417-amino-acid secreted peptide with a calculated molecular 
mass of 44,247 Da. As a result of glycosylation, MEPE in rat 
dental pulp tissue migrated as an approximately 50-kDa protein in 
SDS-PAGE under reducing conditions. The 38- and 25-kDa pro-
teins expressed in dental pulp tissue were truncated forms of 
MEPE, suggesting that MEPE is processed in dental pulp tissue. 
The similar staining patterns of LF-156 (anti all kinds of frag-
ments of MEPE) and LF-155 (anti C-terminal fragment) sug-
gested that the localization of full-length MEPE and its fragments 
should be similar (Fig. 1C).

Cleavage of MEPE in Exogenous MEPE-expressing Cells

After transfection of pEF-mMEPE, exogenous expression of the 
MEPE protein was observed in the cell lysate and the superna-
tant. Western blotting revealed 3 bands at 58, 45, and 22 kDa in 
the supernatant and a single band at 55 kDa in the cell lysate. 
The 58-kDa band, containing a 5-kDa V5-His tag, was full-
length MEPE, while the 45-kDa band, containing a 5-kDa 
V5-His tag, was the C-terminal cleavage product of MEPE. The 
28-kDa band, also containing a 5-kDa V5-His tag, was identi-
fied as the N-terminal cleavage product of MEPE. This cleavage 
was widely observed in protein-expression cell lines, and in 
odontoblastic and osteoblastic cell lines (Figs. 2A, 2B). The size 
of the full-length MEPE in the supernatant was slightly larger 
than that in the cell lysate, which may be caused by cell-specific 
PTM, such as phosphorylation or glycosylation, during secre-
tion. The size of the full-length natural MEPE in the pulp tissues 
was about 10 kDa less than that of MEPE artificially synthe-
sized with pEF-mMEPE. Most of this size discrepancy was due 
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to the addition of the 5-kDa V5-His tag to the expression vector, 
but some PTM may also be responsible for the difference in size 
of the artificially synthesized MEPE.

Proprotein Convertase is Involved 
in the Cleavage of MEPE

Amino acid sequencing of the C-terminal fragment (Appendix 
Fig. 2) revealed the sequence to be 147STHYL, indicating that 
MEPE was cleaved at the 146R↓147S site. Several proteases, 
including Arg-C protease, clostripain, trypsin, cathepsin B, and 
proprotein convertases, may be responsible for the cleavage of 
MEPE. Arg-C protease, clostripain, and trypsin are serine prote-
ases, while cathepsin B is a cysteine protease. To test these 
proteases, we added a protease inhibitor cocktail, which inhibits 

Figure 1. MEPE cleavage in dental pulp tissue. (A) MEPE is ubiquitously 
expressed in osteoblastic (Kusa-A1, Kusa-O, and MC3T3E1), 
chondroblastic (ATDC5, Kum5), odontoblastic (OLC, MDPC-23), and 
ameloblastic (ALC) cell lines and in mouse and rat dental pulp tissues. 
(B) Three forms of MEPE protein, 50, 38, and 25 kDa, were identified 
in rat pulp tissue by Western blotting analysis with anti-MEPE antibody. 
The 50-kDa protein was the full-length mature peptide, while the lower-
molecular-weight proteins were truncated forms of MEPE. (C) Detection 
of MEPE in mature pulp tissue by two types of anti-MEPE antibody, 
LF-155 and LF-156. The staining pattern with LF-156, which recognizes 
all fragments of the MEPE protein, was similar to that of LF-155, which 
recognizes only the C-terminal fragment. The nucleus was counterstained 
with methyl green or 4′,6′-diamidino-2-phenylindole.

Figure 2. MEPE cleavage in exogenous MEPE-expressing cells. (A) 
Cleavage of MEPE was detected after transient expression in HEK293 
cells with either pEF-mMEPE (contains the C-terminal V5-His tag) or 
pSecTag2A-V5His-MEPE (contains the N-terminal V5-His tag). For pEF-
mMEPE, 3 bands at 58, 45, and 22 kDa appeared in the supernatant, 
and a single band at 55 kDa was observed in the cell lysate. The 
58-kDa band, containing a 5-kDa V5-His tag, was full-length MEPE. 
The 45-kDa band, containing a 5-kDa V5-His tag, was the C-terminal 
cleavage product of MEPE. For pSecTag2A-V5His-MEPE, the cleaved 
products were similar, and the 28-kDa band containing the 5-kDa 
V5-His tag was identified as the N-terminal cleavage product of MEPE. 
The size of the full-length MEPE in the supernatant was slightly different 
from that in the lysate, which may be due to post-translational 
modifications such as phosphorylation or glycosylation, which 
occurred before secretion of MEPE. (B) The cleavage was widely 
observed in various cell lines. The full-length and C-terminal fragments 
of MEPE were observed in pEF-mMEPE-transiently transfected CHO 
cells, and in odontoblastic (OLC) and osteoblastic (Kusa-A1) cell lines. 
The bar represents 20 μm. OB = odontoblast, v = blood vessel, Lys = 
lysate, Sup = supernatant, αV5 = anti-V5, αMEPE = anti-MEPE.
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serine, cysteine, and metalloproteases, to the culture medium for 
Cos-7 cells. Cleavage was not inhibited, which excluded these 4 
proteases (Fig. 3A).

Only the full-length protein was detected in the conditioned 
medium after transient expression of either the R145G mutant 
or the R146A mutant, indicating that they were resistant to 
cleavage (Fig. 3B). 145R and 146R were clearly important for 
protease activity, which is consistent with the recognition site of 
proprotein convertases. The rule for recognition by proprotein 
convertases is (Arg/Lys)-(X)n-Arg (n = 0, 2, 4, or 6). For MEPE, 
the cleavage occurred at PRARR ↓STHYL for rat MEPE, and 
RQTRR ↓STHYL for mouse MEPE (n = 0). These results are 
consistent with the conclusion that proprotein convertases are 
involved in MEPE cleavage.

The mammalian proprotein convertase family is composed 
of 7 members, and, based on previous reports (Akamatsu et al., 
1999, 2000), furin and PACE4 are candidates. In LoVo cells, a 
human colon carcinoma cell line that lacks enzymatically active 
furin due to the presence of mutations in both alleles of the furin 
gene, MEPE was not cleaved after transfection and transient 
expression (Fig. 3C). Furthermore, cleavage of MEPE was 
effectively blocked by a furin-specific inhibitor in Cos-7 cells 
(Fig. 3D). RT-PCR showed that furin was expressed in all of 
the cell types used in this experiment, except LoVo cells. In 

contrast, PACE4 expression was detected 
in all of these cell lines, including LoVo 
cells (Appendix Fig. 3). Therefore, the 
expression of furin is consistent with the 
expression and cleavage of MEPE. 
These results indicate that furin is 
responsible for MEPE cleavage.

MEPE-induced Cell Adhesion 
via the RGD Sequence

The full-length eukaryotic protein (FHEK) 
dose-dependently promoted the attach-
ment of OLCs. Two μg/mL of protein 
showed activity similar to that of colla-
gen I (Appendix Fig. 4A). In the anti-
body neutralization test, the antibody to 
the full-length prokaryotic protein (FE.coli) 
dose-dependently neutralized cell adhe-
sion on plates coated with 100 μL of 
FHEK at 2 μg/mL. Two μg/mL of this 
antibody neutralized 100% of cell adhe-
sion. However, the LF-156 antibody 
raised against a partial sequence of 
MEPE (CSREKVKGGVEHAGRAG & 
CSKHTKHTRQTRRSTHGG) showed 
no effect on the neutralization of protein 
activity (Fig. 4A). The antibody against 
full-length MEPE did not abrogate cell 
binding to collagen I (Appendix Fig. 
4B). The C-terminal fragment of pro-
karyotic protein containing the RGD 
motif (CE.coli) promoted cell adhesion, 

while the N-terminal fragment of prokaryotic protein (NE.coli) did 
not (Fig. 4B). The G176A mutant (RGD→RAD) of prokaryotic 
protein (RADE.coli) did not promote cell adhesion, even at 16 μg/mL 
(Fig. 4C). These results indicate that MEPE promotes cell adhe-
sion via the RGD sequence.

DISCUSSION

We revealed that MEPE was synthesized and secreted by odon-
toblasts, suggesting that MEPE plays roles in dentinogenesis 
and in the physiology of pulp tissue. In oral tissue, MEPE was 
highly expressed in dental pulp cells, but its expression was low 
in periodontal ligament cells and scant in gingival tissues. These 
results suggest that MEPE tends to be expressed in hard tissues 
and hard-tissue-related cells, and this indicates MEPE may be 
involved in the process of mineralization, as either a positive or 
a negative regulator.

Three forms of MEPE are found in pulp cells and tissues, 
with significantly different molecular masses: the full-length 
protein, and N-terminal and C-terminal cleavage products. The 
small and large MEPE components present in pulp tissues cor-
responded to the N-terminal and C-terminal fragments, respec-
tively, and they were generated by cleavage between 146R and 
147S. We found that the enzyme responsible for the cleavage of 

Figure 3. Furin is responsible for the cleavage of MEPE. (A) A protease inhibitor cocktail, 
which inhibits serine, cysteine, and metalloproteases, was added to the culture medium of 
Cos-7 cells. Protein production was inhibited, but cleavage still occurred, which excluded the 
4 candidate proteases, Arg-C proteinase, clostripain, trypsin, and cathepsin B. (B) The R145G 
and R146A mutants were resistant to cleavage. Compared with the wild–type form, the 
40-kDa C-terminal fragment was not detected after transfection. (C) In LoVo cells (furin-deficit 
human colon cancer cell line), there was no cleavage of MEPE after transfection and transient 
expression. (D) Cleavage of MEPE was effectively blocked by the furin-specific inhibitor in 
Cos-7 cells. Lys = lysate, Sup = supernatant.
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MEPE at this site is furin, which is a ubiquitously expressed 
proprotein convertase. To date, 7 members of the proprotein 
convertase family have been identified in mammalian species, 
namely, furin, PC2, PC1/PC3, PC4, PACE4, PC5/PC6, and LPC/
PC7/PC8/SPC7 (Nakayama, 1997). They have been shown to be 
responsible for the conversion of precursors of peptide hormones, 
neuropeptides, and many other proteins into their biologically 
active forms (Nakayama, 1997). For example, furin can initiate 
BMP activity by direct endoproteolytic cleavage. Cleavage at the 
upstream site regulates the activity and signaling range of mature 
BMP-4 (Nakayama, 1997; Cui et al., 1998; Degnin et al., 2004). 
In rats, furin is widely expressed at all stages of dentinogenesis, 
from embryonic day 20.5 to post-natal day 14 (Akamatsu et al., 
2000). Analysis of our data suggests that furin processes MEPE 
and that the active C-terminal fragments can be produced in vitro. 
Therefore, furin is a strong candidate enzyme for processing of 
active fragments of MEPE; however, this study does not exclude 
the possibility of other MEPE-processing enzymes.

The effects of the matrix are primarily mediated by integrins, 
a family of cell-surface receptors that attach cells to the matrix 
and mediate mechanical and chemical signals from the matrix. 
These signals regulate the activities of cytoplasmic kinases, 
growth factor receptors, and ion channels, and control the orga-
nization of the intracellular actin cytoskeleton (Giancotti and 
Ruoslahti, 1999). Binding between the RGD and integrins may 
trigger downstream signaling pathways through mediators such 
as FAK and ERK to regulate cell adhesion, migration, prolifera-
tion, and differentiation (Giancotti and Ruoslahti, 1999; Plow 
et al., 2000; Altroff et al., 2001). The cell adhesion test showed 
that the MEPE protein could induce cell adhesion via the RGD 
motif, which is located in the C-terminal cleavage product. 
MEPE may form part of the scaffold bridge between osteoblasts 
or odontoblasts and the extracellular matrix to regulate crystal 
growth. Therefore, in dental tissue, the C-terminal cleavage 
product is the active form of MEPE, which can promote cell 
adhesion through the RGD sequence.

In conclusion, the results of this study indicate that MEPE is 
cleaved by furin into 2 fragments during its secretion by odon-
toblasts. The C-terminal cleavage product, via the RGD motif, 
is an active fragment that promotes cell adhesion. Proteolytic 
processing is required for the activation of MEPE in dental pulp, 
and may play important roles in dentinogenesis.
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1）研究の課題名
新たな歯周組織再生法の開発と歯周病・全身疾患の関連

性およびそのメカニズムに関する研究
Study on　the development of novel therapy for periodontal 
tissue regeneration and the association between periodontal 
and systemic diseases and its mechanism.

歯周病によって破壊された歯周組織を再生することは
歯周治療の最終ゴールである。細胞シートによる再生療
法が注目されている。今回、ビーグル犬に作製した1壁
性の骨欠損に対して3つの由来の異なる細胞シート（歯
根膜細胞、骨膜細胞、骨髄細胞）とβ-TPC/コラーゲ
ン複合体を移植し、再生能について比較検討した。その
結果、歯根膜細胞由来の細胞シートが最も再生能が高く、
加えて神経線維の再生が認められた。

循環器系疾患が関連する機序については、いまだ不明
な点が多い。腹部大動脈瘤病変ではマトリックスメタロ
プロテイナーゼ（MMP）の上昇が認められ、腹部大動
脈瘤患者の動脈瘤病変から、高率で歯周病原細菌が検出
されている。そこで、歯周病原細菌感染が腹部大動脈瘤
の進行に与える影響を検討することとした。マウスの腹
部大動脈に塩化カルシウムを塗布することにより大動脈
瘤を誘導した。マウスにPorphyromonas gingivalisを投
与し、大動脈瘤誘導4週後に解析した。P. gingivalisを
感染させた群では、未感染群と比較して動脈拡張が有意
に亢進していた。免疫組織学的解析から、P. gingivalis
感染させた群で動脈瘤組織でのT細胞、マクロファー
ジ、MMP-2の増加が観察された。培養した脾細胞にP. 
gingivalisで刺激したところ、細胞増殖とMMP-2産生が
促進した。結論として、P. gingivalis感染がMMPの発
現上昇を誘導して腹部大動脈瘤形成を促進することが示
された。

唾液中の抗菌ペプチド（LL-37/hCAP-18）レベルと歯
周病の重症度との関連性を検討した。加えて、4つの歯
周病原性細菌の存在有無および喫煙と関連するコチニン

レベルが本抗菌ペプチド産生における寄与度合いを検索
した。歯周病の重症化に伴い抗菌ペプチドレベルは正の
相関を示し、抗菌ペプチドの産生が歯周病原性細菌の感
染に起因することが確認された。一方、抗菌ペプチドレ
ベルとコチニンレベルは逆相関を示したことから、長期
の喫煙により、自然免疫において重要な働きを示す本ペ
プチドが余り産生されず、歯周病のリスクが高まること
が示唆された。

2）

3）発表の研究内容についての英文要約
Cell sheet tissue engineering is a unique technique in 
tissue regeneration, with cell sheets harvested from 
temperature responsive culture dishes. To compare the 
potential of different cell sheets obtained from three kinds 
of mesenchymal tissues （e.g., periodontal ligament （PDL） 
tissue, iliac bone marrow, and alveolar periosteum） in a 
canine severe periodontal defect model （one-wall intrabony 
defect）,  PDL cell sheets combined with β-TCP/collagen 
induced true periodontal regenerations and neutral fibers. 
PDL cell should prove the most suitable cell source for 
periodontal regeneration.   
Abdominal aortic aneurysm （AAA） is a common and 

歯周病学分野

和泉 雄一
医歯学総合研究科・生体支持組織学系専攻
歯周病学・教授
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lethal disorder, and MMPs are highly expressed in AAA 
lesions. To analyze the influence of periodontopathic 
bacteria on AAA dilatation, challenge with Porphyromonas 
gingivalis can accelerate, or even initiate, the progression 
of experimental AAA through the increased expression of 
MMPs.
  LL-37/hCAP-18 is an antibacterial peptide involved in 
the human innate immune defense system. To assess 
relationship between salivary LL-37 levels and clinical 
severity in chronic periodontitis and the impact of the 
following factors on LL-37 production： periodontopathic 
bacteria and salivary cotinine levels, salivary LL-37 
level was positively correlated with severe periodontal 
destruction and LL-37 production was apparently associated 
with periodontopathic bacterial infection. The negative 
correlations between salivary LL-37 and cotinine levels 
also suggest that smoking or long-term exposure to 
environmental tobacco smoke can lead to lower LL-37 levels 
and increased risk of periodontitis.   

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点体制）

　米 国 UCSF の Mark Ryder 教 授 お よ び タ イ 国 Khon 
Kaen大学のNawarat W Charoen歯学部長との研究協力
体制を継続している。
B（研究教育環境）

　大学院講義を英語で実施し、英語に親しむ環境の構築
に努めた。ソニーとの研究協力関係を樹立した。
C（人材確保）

　12人がAISSに採用された。大学院生を新規に4名受
け入れた。
D（人材育成）

　新人教育に力を入れ、研究面ではMark Ryder教授と
研究討議を行い大学院生の指導をお願いした。
E（国際化）

1） 第41回グローバルCOE海外研究者講演会（Dr. Neil 
S. Norton. Review of anatomic features using cone 
beam CT imaging. 2011.2.28）を主催した。

2） 第 48 回 グ ロ ー バ ル COE 海 外 研 究 者 講 演 会（Dr. 
Andreas F. Bindl and Dr. Lutz Ritter. Digital 
dent istry with CAD/CAM and cone beam 
computed tomography and their applications in 
implantology. 2011.10.11）を主催した。

3） 日本学術振興会の論博事業に参画し、タイからの留
学生を受け入れた。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　若い研究者に出来る限り国際化の意識を植え付けるよ
うに努めた。海外での研究発表を積極的に推進している。

6）英文原著論文
1. ◎Akiyama F, Aoki A, Miura-Uchiyama M, Sasaki KM, 

Ichinose S, Umeda M, Ishikawa I, Izumi Y. In vitro 
studies of the ablation mechanism of periodontopathic 
bacteria and decontamination effect on periodontally 
diseased root surfaces by erbium：yttrium-aluminum-
garnet laser. Lasers Med Sci  26（2）：193-204, 2011. 

2. ◎Aoyama N, Suzuki J, Wang D, Ogawa M, Kobayashi 
N, Hanatani T, Takeuchi Y, Izumi 
Y,Isobe M. Porphyromonas gingivalis promotes murine 
abdominal aortic aneurysms 
via matrix metalloproteinase-2 induction. J Periodont 
Res 46：176-183, 2011.

6. Chokechanachaisakul U, Kaneko T, Yamanaka Y, 
Kaneko R, Katsube K, Kobayashi H, Nör JE, Okiji 
T, Suda H. Gene expression analysis of resident 
macrophages in lipopolysaccharide-stimulated rat molar 
pulps. J Endodont 37（9）：1258-1263, 2011.

7. ◎Ebe N, Hara-Yokoyama M, Iwasaki K, Iseki S, 
Okuhara S, Podyma-Inoue KA Terasawa K, Watanabe 
A, Akizuki T, Watanabe H, Yanagishita M, Izumi Y. 
Pocket epithelium in the pathological setting for HMGB1 
release. J Dent Res 90（2）：235-40. 2011.

8. ◎Ishihata K, Wakabayashi N, Wadachi J, Akizuki T, 
Izumi Y, Takakuda K, Igarashi Y.
Reproducibility of pocket depth measurement by 
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fiber sensor. J Periodontol 2011 May 16. [Epub ahead of 
print]

9. ◎Himeno-Ando A, Izumi Y, Yamaguchi A, Iimura 
T. Structural differences in the osteocyte network 
between the calvaria and long bone revealed by three-
dimensional fluorescence morphometry, possibly 
reflecting distinct mechano-adaptations and sensitivities. 
Biochem Biophys Res Commun 2011 Dec 16. [Epub 
ahead of print]

10. ◎Katagiri S, Nitta H, Nagasawa T, Izumi Y, Kanazawa 
M, Matsuo A, Chiba H, Miyazaki S, Miyauchi T, 
Nakamura N, Oseko F, Kanamura N, Ando Y, Hanada 
N, Inoue S. Reduced masticatory function in non-elderly 
obese Japanese adults. Obesity Research and Clinical 
Practice 5（4）：e279-286, 2011.

11. ◎Kobayashi C, Yaegaki K, Calenic B, Ishkitiev N, Imai 
T, Ii H, Aoyama I, Kobayashi H, Izumi Y, Haapasalo M. 
Hydrogen sulfide causes apoptosis in human pulp stem 
cells.　J Endod 37（4）：479-84, 2011.

12. ◎Tanaka K, Iwasaki K, Fegali K, Komaki M, Ishikawa 
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I, Izumi Y. Comparison of 
characteristics of periodontal ligament cells obtained 
from outgrowth and 
enzyme-digested culture methods. Archs Oral Biol 56：
380-388, 2011.

13.◎Tsumanuma Y, Iwata T, Washio K, Yoshida T, 
Yamada A, Takagi R, Ohno T, Lin K, Yamato M, 
Ishikawa I, Okano T, Izumi Y. Comparison of different 
tissue-derived stem cell sheets for periodontal 
regeneration in a canine 1-wall defect model. 
Biomaterials 32（25）：5819-5825, 2011.

14. Wang H, Watanabe H, Ogita M, Ichinose S, Izumi Y. 
Effect of human beta-defensin-3 on the proliferation 
of fibroblasts on periodontally involved root surfaces. 
Peptides 32（5）：888-894, 2011

15. ◎Aoyama N, Suzuki J, Ogawa M, Watanabe R, 
Kobayashi N, Hanatani T, Yoshida A, Ashigaki 
N, Izumi Y, Isobe M. Clarithromycin suppresses the 
periodontal bacteria-accelerated abdominal aortic 
aneurysms in mice. J Periodontal Res （in press）

16. Belal MH, Watanabe H, Ichinose S, Ishikawa I.Effect of 
PDGF-BB combined with EDTA gel on adhesion and 
proliferation to the root surface. Odontology （in press）

17. ◎Bharti P, Katagiri S, Nitta H, Nagasawa T, Kobayashi 
H, Takeuchi Y, Izumiyama H,
Uchiyama I, Inoue S, Izumi Y. Periodontal treatment 
with topical antibiotics improves glycemic control in 
association with elevated serum adiponectin in patients 
with type 2 diabetes mellitus. Obesity Research and 
Clinical Practice （in press）

18. Hamaya R, Ogawa M, Kobayashi N, Suzuki J, Itai A, 
Nagai R, Isobe M. A novel IKK inhibitor prevents 
progression of restenosis after arterial injury in mice. 
Int Heart J （in press）

19. ◎Takahashi M, Chen Z, Watanabe K, Kobayashi H, 
Nakajima T, Kimura A, Izumi Y. Toll-like receptor 
2 gene polymorphisms associated with aggressive 
periodontitis in Japanese. Open Dentistry Journal （in 
press）

20. ◎Takeuchi Y, Nagasawa T, Katagiri S, Kitagawara S, 
Kobayashi H, Koyanagi T, Izumi Y. Salivary levels of 
antibacterial peptide （LL-37/hCAP-18） and cotinine in 
periodontitis patients. J Periodontol （in press）
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2. Pang P, Andreana S, Aoki A, Coluzzi D, Obeidi A, 
Olivi G, Parker S, Rechmann P, Sulewski J, Sweeney 
C, Swick M, Yung F. Laser energy in oral soft 
tissue applications. J Laser Dent 2011;18（3）：123-
131.

3. 和泉雄一, 荒川真一, 南原弘美. 国際歯科ニュース：
歯周炎と早産・低体重児出産との関わりに関する
最近の話題. 日本歯科医師会雑誌, Vol.63, No.12, 72

（1314）-74（1316）. 2011. 3.
4. 青木　章,Verica Aleksic,岩崎剣吾,渡辺　久,安孫子

宜光,石川　烈,和泉雄一.低出力Er：YAGレーザー
の生物学的効果.日レ医誌32（1）： 64-70, 2011.

5. 青木　章,水谷　幸嗣,谷口陽一,和泉雄一.歯周治療
—歯周ポケット治療におけるEr：YAGレーザーの
効果とそのエビデンス.歯界展望117（3）： 468-474, 
2011.

6. 青木　章,Chanthoeun Chui,竹内康雄,江黒　徹,吉野
敏明,田中真喜,和泉雄一. 光を用いた新しい抗菌治
療法の歯周治療への応用—a-PDTによる光化学殺菌
.デンタルダイアモンド36（9）： 64-69, 2011,7月号.

7. 青木　章.Er：YAGレーザーを用いた非外科的外科
的歯周ポケット治療のエビデンス.第13回Er：YAG
レーザー臨床研究会事後抄録（東京,東京国際フォー
ラム,2010.8.8.）,pp.1-14. Er：YAGレーザー臨床研究
会ホームページhttp：//www2.er-yag.gr.jp/.

8. 荒川真一.オゾンナノバブル水・酸素ナノバブル水 
―基礎的特質と臨床応用―
東京歯科同窓会雑誌　172、28-36, 2011

9. 和泉雄一 . 歯周治療と Er：YAG レーザー. 第 13 回
Er：YAGレーザー臨床研究会事後抄録（東京,東京
国際フォーラム,2010.8.8.）,pp.1-39. Er：YAGレーザ
ー臨床研究会ホームページ http：//www2.er-yag.
gr.jp/.

10. 和泉雄一,片桐さやか.生活習慣病としての歯周病　
特集「生活習慣病における骨と歯」　
The Bone 25（4）;421-425：2011

11. 和泉雄一, 秋月達也, 芦垣紀彦. インプラント周囲炎
におけるPTMキットの臨床応用. デンタルエコー（松
風歯科クラブ学術誌）. 株式会社松風, 東京, vol.166, 
p2-5, 2011.

12. 和泉　雄一,荒川真一.ストレスと歯周炎.国際歯科ニ
ュース 日歯医師会誌 Vol. 64, No.8, 65-67, 2011.

13. 江黒　徹,青木　章,水谷幸嗣,Aristeo A. Takasaki,　
簗瀬武史,和泉雄一,勝海一郎. 歯科インプラント治



181Annual Report 2011

和泉 雄一

療におけるEr：YAGレーザーの応用.日レ医誌32（1）： 
48-54, 2011. 

14. 片桐さやか, 和泉雄一. FORUM 「合併症Ⅱ-歯周病」
第1回　歯周病の原因と治療.
プラクティス 第28巻第1号： 14-17, 2011.

15. 片桐さやか, 和泉雄一. FORUM 「合併症Ⅱ-歯周病」
第2回　糖尿病と歯周病の相互作用.
プラクティス第28巻第2号： 117-119, 2011.

16. 片桐さやか, 和泉雄一. FORUM 「合併症Ⅱ-歯周病」
第3回　糖尿病治療と歯周治療の影響.
プラクティス第28巻第3号： 239-241, 2011.

17. 竹内康雄,和泉雄一.中性電解機能水の歯周治療への
応用.日本歯科理工学会雑誌  30（1）： 13-16, 2011.

18. 谷口陽一,青木章,水谷幸嗣,和泉雄一.レーザーと歯
周治療—歯周外科治療におけるEr：YAGレーザー
の臨床応用と今後の展望,光アライアンス 22（9）：
22-26, 2011.

19. 津久井　明, 渡辺　久. 上皮下結合組織移植術による
根面被覆へのEr：YAGレーザーの応用.
日レ歯誌 22（1）：29-32, 2011.

20. 水谷幸嗣,青木章,石川烈,和泉雄一.歯周治療への
Er：YAGレーザーの応用.日レ医誌32（1）： 39-47, 
2011.

21. 吉野敏明,田中真喜,青木　章,和泉雄一.“光”を用
いた殺菌治療：抗菌光線力学療法 歯周治療における
フォトダイナミックセラピーの基礎と臨床-.ザ・ク
インテッセンス30（8）：140-149 （1806-1815）, 2011.

22. 渡辺　久.臨床のヒント　歯周治療の長期予後につ
いて.東京医科歯科大学　歯科東京同窓会報170号：
7-13, 2011.

23. 渡辺　久 .歯周組織と歯石の管理へのレーザーの応
用.特集「レーザー治療の現状」日歯理工誌 30（6）：
361-364, 2011.

著　書

1. Ishikawa I, Aoki A. Chapter 7 0（ b ）： Recent 
Advances in Surgical Technology, Lasers in 
periodontics .  In： Newman MG, Takei HH, 
Klokkevold PR, Carranza FA （ eds ）, Carranza's 
Clinical Periodontology, 11th Edition and its electric 
version on website, Elsevier, pp.605-607, 2011. 

2. 青木　章,水谷幸嗣,渡辺　久,石川　烈,和泉雄一.石
川烈編,Er：YAGレーザーの基礎と臨床,4.歯周治療
におけるEr：YAGレーザーの臨床—骨外科治療.第

一歯科出版,東京,p.127-134, 2011.
3. 青木　章,内山真子,小田　茂,木下淳博,和泉雄一.石

川烈編,Er：YAGレーザーの基礎と臨床,4.歯周治療
におけるEr：YAGレーザーの臨床—軟組織治療.第
一歯科出版,東京,p.107-113, 2011.

4. 青木　章,永井茂之,篠木　毅.安全対策および安全管
理.和泉雄一,青木　章,石川　烈編集　歯周治療・イ
ンプラント治療におけるEr：YAGレーザーの使い
方.医学情報社,東京　2011,24-27.

5. 青木　章,小田　茂,石川　烈.歯石除去と根面のデブ
ライドメント.和泉雄一,青木　章,石川　烈編集　歯
周治療・インプラント治療におけるEr：YAGレー
ザーの使い方.医学情報社,東京　2011,38-41.

6. 青木　章,穐山文彦,石川　烈.歯周病原細菌の殺菌と
無毒化効果.和泉雄一,青木　章,石川　烈編集　歯周
治療・インプラント治療におけるEr：YAGレーザ
ーの使い方.医学情報社,東京　2011,42-45.

7. 青木　章,水谷幸嗣,小田　茂,和泉雄一.歯周ポケッ
ト治療.和泉雄一,青木　章,石川　烈編集　歯周治療・
インプラント治療におけるEr：YAGレーザーの使
い方.医学情報社,東京　2011,46-50.

8. 青 木　章 ,Aristeo A. Takasaki, 松 山 智 子 , 和 泉 雄
一.インプラント治療における応用.和泉雄一,青木　
章,石川　烈編集　歯周治療・インプラント治療にお
けるEr：YAGレーザーの使い方.医学情報社,東京  
2011,61-68.

9. 青木　章,和泉雄一,石川　烈.エピローグ：課題と展
望.和泉雄一,青木　章,石川　烈編集　歯周治療・イ
ンプラント治療におけるEr：YAGレーザーの使い
方.医学情報社,東京　2011,136-138.

10. 青木　章,澤辺正規 ,江尻健一郎,渡辺　久 .低出力照
射による生物学的効果 .和泉雄一,青木　章,石川　烈
編集　歯周治療・インプラント治療におけるEr：YAG
レーザーの使い方.医学情報社,東京　2011,69-72.

11 青木　章,谷口陽一,竹内康雄 , 和泉雄一. フォトダイナ
ミックセラピーの歯周炎・インプラント周囲炎への応
用. 和泉雄一,申基喆 ,二階堂雅彦,松井徳雄編集 ,イン
プラント時代の歯周マネジメント- 確かな機能回復の成
果を得るために,デンタルダイアモンド増刊号,デンタル
ダイアモンド社 , 東京,pp.187-189, 2011.

12 秋月達也 , 斎田寛之 , 和泉雄一 . 1 基本的な歯周治
療の進め方. インプラント時代の歯周マネジメン
ト 確かな機能回復の成果を得るために DENTAL 
DIAMOND増刊号. 株式会社デンタルダイヤモンド
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社, 東京, p14-21, 2011.
13. 秋月達也, 和泉雄一. 第3編 ものづくり技術を生かし

た再生医療の臨床応用 第1章 再生誘導スペース確
保のためのバイオマテリアル―歯周組織再生誘導法 

（GTR法）. ものづくり技術からみる再生医療-細胞
研究・創薬・治療-.　株式会社シーエムシー出版, 東
京, 2011.

14. 和泉　雄一,荒川　真一.第3章　天然歯との共存　
総論、伊藤　隆利/編集代表、長期経過症例から学
ぶ　成功するインプラント治療戦略　補綴臨床　
別冊、九州インプラント研究会（KIRG）p128-131, 
2011.

15. 石川　烈,青木　章.Er：YAGレーザーの特性.和泉
雄一,青木　章,石川　烈編集　歯周治療・インプラ
ント治療におけるEr：YAGレーザーの使い方.医学
情報社,東京　2011,13-16.

16. 和泉雄一,青木 章,石川 烈編著.歯周治療・インプラ
ント治療におけるEr：YAGレーザーの使い方.医学
情報社,東京,140 pages, 2011.　

17. 和泉雄一.プロローグ：レーザーとは.和泉雄一,青木  
章,石川　烈編集　歯周治療・インプラント治療にお
けるEr：YAGレーザーの使い方.医学情報社,東京  
2011,7-8.

18. 和泉雄一,青木　章.歯周治療やインプラント治療に
おけるレーザーの応用.和泉雄一,青木　章,石川　
烈編集　歯周治療・インプラント治療におけるEr：
YAGレーザーの使い方.医学情報社,東京　2011,9-12.

19. 江黒　徹,谷口陽一.伝送系とコンタクトチップ.和泉
雄一,青木　章,石川　烈編集　歯周治療・インプラ
ント治療におけるEr：YAGレーザーの使い方.医学
情報社,東京　2011,17-20.

20. 小柳達郎,竹内康雄, 和泉雄一. 歯周病原細菌とイン
プラント周囲炎の原因菌の比較.デンタルダイヤモン
ド増刊号 インプラント時代の歯周マネジメント,デ
ンタルダイヤモンド社,東京.p.63, 2011.

21. 丸山裕昭,穐山文彦,安藤嘉則,青木　章.石川烈編
,Er：YAGレーザーの基礎と臨床,4.歯周治療におけ
るEr：YAGレーザーの臨床—デブライドメント後
の照射歯根面の変化と処理法および除菌効果.第一歯
科出版,東京,p.121-126, 2011.

22. 水谷幸嗣,和泉雄一.フラップレス骨整形.和泉雄一,
青木　章,石川　烈編集　歯周治療・インプラント治
療におけるEr：YAGレーザーの使い方.医学情報社,
東京　2011,95-98.

23. 水谷幸嗣,青木　章,和泉雄一.歯肉色素沈着症.和泉
雄一,青木　章,石川　烈編集　歯周治療・インプラ
ント治療におけるEr：YAGレーザーの使い方.医学
情報社,東京　2011,32-37.

24. 水谷幸嗣,青木　章,石川　烈.フラップ手術.和泉雄
一,青木　章,石川　烈編集　歯周治療・インプラン
ト治療におけるEr：YAGレーザーの使い方.医学情
報社,東京　2011,51-56.

25. 水 谷 幸 嗣 , 青 木 章 ,Aristeo A. Takasaki, 石 川 烈 , 和
泉雄一. 石川烈編,Er：YAGレーザーの基礎と臨床
,4. 歯周治療における Er：YAG レーザーの臨床—
Er：YAGレーザーによる歯石除去と歯周ポケット
治療.第一歯科出版,東京,p.114-120, 2011.

26. 鷲尾薫、葭田敏之、妻沼有香、岩田隆紀、岡野光夫、
石川烈. 自己歯根膜細胞シートを用いた歯周病治療. 
治療 （10月号） 南山堂 93（10）：2130-2135, 2011.

27. 渡辺　久、和泉雄一：7.軟組織治療.和泉雄一、青木  
章、石川　烈編集　歯周治療・インプラント治療に
おけるEr：YAGレーザーの使い方、医学情報社、
東京　2011,28-31.

28. 渡辺　久、吉野敏明、和泉雄一：13.骨外科処置.和
泉雄一、青木　章、石川　烈編集　歯周治療・イン
プラント治療におけるEr：YAGレーザーの使い方、
医学情報社、東京　2011,57-60.

29. 渡辺  久,谷口陽一,石川  烈,和泉雄一.石川烈編,Er：
YAG レーザーの基礎と臨床 ,4 歯周治療における
Er：YAGレーザーの臨床—歯周外科への応用.第一
歯科出版,東京,p.135-137, 2011.

翻　訳

1. 南原弘美,荒川真一,和泉雄一.新鮮抜歯窩へ埋入し
たインプラント周囲の骨リモデリング（翻訳） Int J 
Periodont Rest Dent 日本語版. 2011; 19（1）：46-52.

2. 小柳達朗,荒川真一,和泉雄一.歯周疾患罹患歯歯根
表面へのCarisolv適用効果に関する走査型電子顕微
鏡法を用いた In Vitro 研究（翻訳） Int J Periodont 
Rest Dent 日本語版. 2011; 19（2）：79-83.

3. 南原弘美,荒川真一,和泉雄一.歯周疾患様症状を呈
した歯肉扁平上皮癌（翻訳）Int J Periodont Rest 
Dent 日本語版. 2011; 19（2）：84-87.

4. 早雲彩絵 , 荒川真一 , 和泉雄一 . スクリュースプレ
ッディング：技術的考察と症例報告（翻訳） Int J 
Periodont Rest Dent 日本語版. 2011; 19（3）：39-43. 

5. 南原弘美,荒川真一,和泉雄一.ツーピースジルコニ
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アインプラントの臨床的および組織学的パイロット
評 価（翻 訳）Int J Periodont Rest Dent 日 本 語 版 . 
2011; 19（3）：52-58.

6. 小柳達朗,荒川真一,和泉雄一.脱タンパクウシ骨と生
体吸収性コラーゲン膜を用いた歯槽堤増大術：トモ
デンシトメトリック（断層濃度測定）、組織学的、組
織形態計測学的解析

（翻訳） Int J Periodont Rest Dent 日本語版. 2011; 19
（4）：33-41.

7. 荒川真一：オーラルヘルスアトラス　世界の口腔健
康関連地図　Roby Beaglehole, Jon Crail. 監訳　神原   
正樹、井上　孝、訳　日本歯科医師会学術交流委員
会　財団法人　口腔保健協会　2011年1月28日　第
1版　第1刷

8. 池田裕一、荒川真一、和泉雄一.　組換えヒト血小板
由来成長因子BBとウマ由来骨ブロックを併用した
水平的歯槽堤増大術：臨床研究と組織学的研究 （翻訳） 
Int J Periodont Rest Dent 日本語版. 2011; 19（5）：
58-63.

9. 池田裕一、荒川真一、和泉雄一.　上顎歯槽堤の水平
的再建におけるヒト新鮮凍結骨移植の臨床的,組織学
的評価 （翻訳） Int J Periodont Rest Dent 日本語版. 
2011; 19（6）：76-84.

8）特許取得、特許申請
荒川真一：欧州特許出願及び米国特許出願（H23.5）（1）
　　欧州：TMDU整理番号：P06-061P-EP
発明の名称：組織の殺菌又は消毒用製剤　出願番号：
07849809.4　（2）　米国：TMDU 整理番号：P06-061P-
US 発 明 の 名 称：　同 上 出 願 番 号：12/518974  発
明の名称：組織の殺菌又は消毒用製剤 出願番号：
12/518,974  貴学整理番号：P06-061P-US 弊所整理番号：
TMDP0803F-US

9）平成23年度までの自己評価
　今年度の研究課題についてはほぼ予定通りの進行を示
している。また、研究拠点体制作りでは、タイのKhon 
Kaen大学のNawarat W Charoen歯学部長とのコラボレ
ーションが順調に進んでいる。 

10）和文原著論文
　塩山秀裕, 水谷幸嗣,須田智也,田中敬子, 青山典生, 藤
原-高橋　香, 秋月達也,竹内康雄,小林宏明,木下淳博,小
田  茂,和泉雄一.エムドゲイン®ゲルを用いた先進医療

「歯周外科治療におけるバイオ・リジェネレーション法」
の治療成績.日歯保存誌 印刷中

11）学会発表（英文）
1. ◎Nanbara H, Wara-aswapati N, Yoshida Y, Nagasawa 

T, Yashiro R, Bando Y, Kobayashi H, Boch J.A, Izumi 
Y. Wnt5a expression by Porphyromonas gingivalis LPS 
via NF-κB and STAT1. The 10th World Congress on 
Inflammation, Paris, France,2011.6.25-29.  

2. ◎Tsumanuma Y, Iwata T, Washio K, Yoshida T, 
Yamada A, Yamato M, Ishikawa I, Okano T, Izumi Y. 
Comparison of different tissue-derived stem cell sheets 
for periodontal regeneration in a canine 1-wall defect 
model. The 10th World Congress on inflammation. Paris, 
France, 2011.6.25-29.

3. ◎Yamada A, Izumi Y, Iwata T, Yamato M, Ishikawa I, 
Okano T. Expression of WNT 
related gene in human periodontal ligament cells during 
osteogenic differentiation. 
The 10th World Congress on Inflammation, Paris, 
France,2011.6.25-29. 

4. Watanabe H, Hagiwara S, Izumi Y. A randomized 
control trial of Mastic usage in the periodontal 
treatment. 9th APSP （2011.9.9, Hong Kong）

5. ◎Chui C, Aoki A, Takeuchi Y, Sasaki Y, Abiko Y, Izumi 
Y. Bactericidal effect of a-PDT using high power blue 
LED and red dye agent on Porphyromonas gingivalis. 
The 97th annual meeting of the American Academy of 
Periodontology, Miami Beach, USA, Nov 12-15, 2011.

6. ◎Kobayashi N,　Suzuki J, Ogawa M, Aoyama N, 
Hanatani T, Ashigaki N, Yoshida A, Isobe M, Izumi Y.  
Infection of periodontal bacteria enhances neointimal 
formation through monocyte chemotactic protein-1 
in mice.  American Academy of Periodontology 97th 
Annual Meeting, November 12-16, 2011. Miami, USA 

7. ◎Kobayashi N,　Suzuki J, Ogawa M, Aoyama N, 
Hanatani T, Ashigaki N, Yoshida A, Hirata Y, Nagai R, 
Izumi Y, Isobe M.  A Periodontal Pathogen Promotes 
Neointimal Formation after Arterial Injury through Toll-
Like Receptor-2 Signaling.  American Heart Association 
Scientific Sessions 2011, November 12-16, 2011. Orlando, 
USA.

8. ◎Kobayashi N,　Suzuki J, Ogawa M, Aoyama N, 
Hanatani T, Ashigaki N, Yoshida A, Izumi Y, Isobe M. 
Relationship between Periodontal Bacteria and Arterial 
Injury.  第28回国際心臓研究学会日本部会（ISHR）　
2011年12月2-3日、東京

9. ◎Ashigaki N,　Suzuki J, Ogawa M, Watanabe R, 
Aoyama N, Kobayashi N Hanatani T, Ashigaki N, 
Yoshida A, Izumi Y, Isobe M.　Periodontal Pathogens 
Deteriorated Survival Rate after Subtotal Nephrectomy 
in Mice. 第28回国際心臓研究学会日本部会（ISHR）　
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2011年12月2-3日、東京

12）学会発表（和文）
1. 谷口陽一,青木 章,水谷幸嗣,竹内康雄,小田 茂,　和

泉雄一.高ヘルツEr：YAGレーザー によるインプラ
ント体粗造面の最適デブライドメント出力の検討.日
本口腔インプラント学会  第30回関東甲信越支部学
術大会（2011. 2.12-13. 横浜）

2. 江黒　徹 ,青木　章,鈴木貴規 ,淺井潤彦,簗瀬武史 .イ
ンプラント2次手術におけるEr：YAGレーザーを用い
た無麻酔下でのソフトティッシュマネージメント.日本口
腔インプラント学会—第30回 関東甲信越支部学術大
会,（2011. 2.12-13. 横浜）

3. 小柳達郎,竹内康雄,丸山緑子,小田茂,和泉雄一.16S 
rRNA gene clone　library法を用いたインプラント
周囲炎細菌叢の解析.日本口腔インプラント学会 第
30回関東甲信越支部学術大会,（2011. 2.12-13. 横浜）

4. 妻沼有香, 岩田隆紀, 鷲尾薫, 葭田敏之, 山田梓, 大
和雅之, 石川烈, 岡野光夫, 和泉雄一.イヌ1壁性欠損
モデルを用いた歯周組織再生における異なる組織由
来細胞シートの比較. 第10回日本再生医療学会総会 

（2011.3.1-2. 東京）
5. 山田 梓・岩田隆紀・葭田敏之・大和雅之・石川 烈・

岡野光夫・和泉雄一. ヒト歯根膜細胞の骨芽細胞分
化におけるWNT関連遺伝子発現. 第10回日本再生
医療学会総会 （2011.3.1-2. 東京） 

6. 高橋香, 藤田理恵子, 三浦紫陽子, 戸野倉雅美, 田熊
大祐, 馬場亮, 松木薗麻里子, 難波直, 笹原沙衣子, 鴇
田真弓, 市橋弘章, 伊藤寛恵, 佐藤雅美, 高畠正義, 文
原千尋, 藤野浩子, 小暮啓介, 押田智枝, 片桐さやか, 
藤田桂一.日本獣医内科学アカデミー/日本獣医臨床
病理学会/日本獣医皮膚科学会 2011年大会　（2011. 
3. 11-13. 横浜）

7. Kobayashi N, Suzuki J, Ogawa M, Aoyama N, 
Hanatani T, Ashigaki N, Yoshida A, Izumi Y, Isobe 
M. A periodontal pathogen promotes neointimal 
formation after arterial injury with enhanced 
expression of matrix metalloproteinase-2.  第76回日
本循環器学会学術集会　2011年3月16-18日、福岡

8. 南 原 弘 美 , Nawarat Wara-aswapati, 長 澤 敏 行 , 吉
田安宏, 矢代麗子, 坂東由記子, 小林宏明, Jason A. 
Boch, 和泉雄一. ヒト単球系細胞THP-1における歯
周病原細菌刺激によるWnt5a遺伝子発現について
.第54回日本歯周病学会春季学術大会（2011.5.27-28. 

博多）
9. Almehdi Aslam, 青 木　章 , 谷 口 陽 一 , 澤 辺 正 規 , 江

尻健一郎 ,Chui Chantouen, 佐藤郁文 . 片桐さやか ,
和 泉 雄 一 .Analysis of Root Cementum Alteration 
following Er：YAG Laser Irradiation.第54回日本歯
周病学会春季学術大会 （2011. 5.27-28. 福岡）

10. ラジャカルナ　ガマララギアモヂイニ,内田佳介,梅
田　誠,古川あすか,和泉雄一,江石義信.新規に開発
したモノクロナール抗体を用いた病的歯肉組織中の
歯周病原細菌の検出と局在.第54回 日本歯周病学会
春季学術大会（2011. 5.27-28. 福岡）

11. 小柳達郎, 坂本光央, 竹内康雄, 丸山緑子, 大熊盛也, 
和泉雄一. 16S rRNA gene clone library法を用いた
インプラント周囲炎細菌叢の解析.第54回 日本歯周
病学会春季学術大会（2011. 5.27-28. 福岡）

12. 宗像源博,作山 葵,立川敬子,竹内康雄,石渡正浩,和
泉雄一,春日井 昇平.インプラント周囲炎を生じた患
者に対する細菌学的検討.第54回日本歯周病学会 春
季学術大会（2011. 5.27-28. 福岡）

13. 竹内康雄,竹内まや.慢性歯周炎患者に再生療法を適
応した一症例.第54回日本歯周病学会春季学術大会

（2011. 5.27-28. 福岡）
14. 渡辺　香.広汎型中等度慢性歯周炎の一症例　第54

回日本歯周病学会春季学術大会（2011. 5.27-28. 福岡）
15. 大西英知,荒川真一,中島琢磨,和泉雄一. 歯周炎患者

由来歯肉溝滲出液がTannerella forsythia FDFに与
える影響. 第54回日本歯周病学会春季学術大会（2011. 
5.27-28. 福岡）

16. 秋月達也,小田 茂,渡辺 隆. Miller Class Ⅱの歯肉退
縮の患者にエンベロープテクニックを用いて結合組
織移植を行った一症例. 第54回春季日本歯周病学会
学術大会（2011.5.26-28. 福岡）

17. 由利啓子,秋月達也,小田　茂,十川裕子,難波佳子,足
達淑子,和泉雄一. 患者のモチベーションの維持と継
続的な口腔衛生指導の重要性を認識した重度慢性歯
周炎の一症例. 第54回春季日本歯周病学会学術大会

（2011.5.26-28. 福岡）
18. 岩崎剣吾,小牧基浩,木村康之,和泉雄一,森田育男

.細胞培養による歯根膜幹細胞の血管平滑筋細胞様
変化について.第54回春季日本歯周病学会学術大会

（2011.5.26-28. 福岡）
19. 小牧基浩,岩崎剣吾,木村康之,和泉雄一,森田育男.骨

髄細胞はマウス歯周組織欠損に動員される.第54回
春季日本歯周病学会学術大会（2011.5.26-28. 福岡）
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20. 木村康之,小牧基浩,岩崎剣吾,和泉雄一,森田育男.Ca
イオン刺激によりセメント質タンパクCEMP-1の発
現上昇について.第54回春季日本歯周病学会学術大
会（2011.5.26-28. 福岡）

21. 小田　茂,須田智也,青山典生,遠藤圭子,小原由紀,
近藤圭子,荒木孝二,和泉雄一.東京医科歯科大学歯
学部歯学科・口腔保健学科合同クリニカルケース検
討授業―歯周治療症例を通じてのチーム歯科医療理
解への試みー.第54回春季日本歯周病学会学術大会

（2011.5.26-28. 福岡）
22. 伊藤　弘,関野　愉,村樫悦子,井口一美,橋本修一,沼

部幸博,佐々木　大輔,八重柏　隆,國松和司,高井英
樹,目澤 優 ,小方頼昌,渡辺　久,萩原さつき,和泉雄
一,廣島佑香,木戸淳一,永田俊彦.歯肉溝滲出液（GCF）
を用いた歯周病罹患部位の診断と治療効果のモニ
タリングの有用性 -歯周病迅速診断キット開発に向
けて-第一報. 第54回春季日本歯周病学会学術大会

（2011.5.26-28. 福岡）
23. 坪川正樹,青木　章,佐藤郁文,谷口陽一,江尻健一郎

,澤辺正規,水谷幸嗣, 秋月達也, 小田　茂, 角　保徳
, 和泉雄一.光干渉断層画像診断法（OCT）の歯周組
織診断への応用- 歯石の検出.第134回日本歯科保存
学会春期学術大会（2011. 6. 10-11. 舞浜,千葉）

24. 千ヶ崎乙文,梅田誠,青木章,竹内康雄,青山典生,池田
裕一,鈴木允文,和泉雄一,佐々木好幸,水谷幸嗣,石川
烈.歯周病原細菌の検出と歯周病罹患状況の横断的研
究. 第134回日本歯科保存学会春期学術大会（2011. 
6. 10-11. 舞浜,千葉）

25. 渡辺　久,萩原さつき,和泉雄一.新機能性食品の口腔
衛生およびブレスケアへの臨床応用. 第134回日本歯
科保存学会春期学術大会（2011. 6. 10-11. 舞浜,千葉）

26. 鈴木允文,納富拓也,溝口史高,宮嶋大輔,早田匡芳,
中元哲也,江面陽一,和泉雄一,野田政樹.TRPV4はメ
カニカルストレス下での骨芽細胞におけるカルシウ
ムイオン流入を延長する. TRPV4 induce prolonged 
calcium influx in osteoblast under mechanical 
stress. 第29回日本骨代謝学会学術集会（2011.7.28-30. 
大阪）

27. 早雲彩絵,荒川真一,眞野喜洋,和泉雄一. オゾンナノ
バブル水の歯周治療への応用. 第12回口腔機能水学
会（2011. 7. 30-31. 東京）

28. 荒川真一,早雲彩絵,眞野喜洋,和泉雄一. オゾンナノ
バブル水（NBW3）の殺菌効果と安全性について.第
12回口腔機能水学会（2011. 7. 30-31. 東京）

29. 青山典生,鈴木淳一,小川真仁,小林奈穂,花谷智哉,
芦垣紀彦,吉田明日香,渡辺  亮 ,和泉雄一,磯部光章
.Toll-like receptor-2 plays a role in the periodontal 
bacteria-induced abdominal aortic aneurysms（歯周
病原細菌感染を伴う腹部大動脈瘤の進行にはToll様
受容体-2が関わる）.第75回日本循環器学会学術集
会（2011.8.3-4. 横浜）

30. 三島昭宏,水野光春,高橋啓至,藤井俊秀,南部敏之,沼
部幸博,渡辺　久,和泉雄一.歯周基本治療に対する歯
周組織の反応性の予測について-新規歯周組織検査薬

「PTMキット」を用いたAST測定―.第4回日本口腔
検査学会（2011. 8. 27-28. 東京）

31. 杉澤　満、荒川　真一. インプラント周囲炎におけ
るPCR法を用いた症例の検討. 第14回　先進インプ
ラント医療学総会・学術大会（2011. 9. 11. 東京）

32. ◎チュイ・チャントゥーン,青木　章,竹内康雄,佐々
木好幸,安孫子宜光,和泉雄一.Bactericidal effect of 
a-PDT using high power blue LED and red dye 
agent on Porphyromonas gingivalis.第54回秋季日本
歯周病学会学術大会（2011.9.24. 下関）

33. 小林宏明,木下淳博,須永昌代,片桐さやか,青山典生,
渡辺久,和泉雄一.歯周ポケット測定訓練用顎模型に関
する研究　—歯周病外来歯科医師と歯学部学生での
評価—第54回秋季日本歯周病学会学術大会（2011.9.24. 
下関）

34. 須永昌代,木下淳博,小林宏明,和泉雄一.術者目線の
オリジナル3Dムービー作成・供覧システムの歯周
外科講義への応用と評価.第54回秋季日本歯周病学
会学術大会（2011.9.24. 下関）

35. 伊藤　弘,関野　愉,村樫悦子,井口一美,橋本修一,沼
部幸博,佐々木　大輔,八重柏　隆,國松和司,高井英
樹,目澤 優 ,小方頼昌,渡辺　久,萩原さつき,和泉雄
一,廣島佑香,木戸淳一,永田俊彦.歯肉溝滲出液（GCF）
を用いた歯周病罹患部位の診断と治療効果のモニ
タリングの有用性 -歯周病迅速診断キット開発に向
けて-第二報. 第54回秋季日本歯周病学会学術大会

（2011.9.24. 下関）
36. 芦垣紀彦,鈴木淳一,小川真仁,青山典生,小林奈穂,花

谷智哉,吉田明日香,磯部光章,和泉雄一.歯周病原細
菌感染は慢性腎臓病マウスの生存率を悪化させる.第
54回秋季日本歯周病学会学術大会（2011.9.24. 下関）

37. 伊藤　弘,沼部幸博,関野　愉,村樫悦子,井口一美,戸
円智幸,橋本修一,佐々木大輔,八重柏　隆,國松和司
,高井英樹,目澤 優,小方頼昌,渡辺　久,萩原さつき,
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和泉雄一,廣島佑香,木戸淳一,永田俊彦.歯肉溝滲出
液（GCF）を用いた歯周病罹患部位の診断と治療効
果のモニタリングの有用性 -歯周病迅速診断キット
開発に向けて-（第三報）. 第134回  日本歯科保存学
会　秋季学術大会（2011. 10. 20-21. 大阪）

38. 青山典生,鈴木淳一,和泉雄一,磯部光章.ドキシサイ
クリンによる歯周病原細菌感染を伴う腹部大動脈瘤
拡張の抑制.第134回日本歯科保存学会　秋季学術大
会（2011. 10.  20-21. 大阪）

39. 江部典子,横山三紀,寺澤和恵,柳下正樹,和泉雄一.酪
酸による酸化ストレス誘導時に放出されるHMGB1
の解析.第134回日本歯科保存学会　秋季学術大会

（2011. 10. 20-21. 大阪）
40. 坪川正樹, 青木　章, 谷口陽一, 澤辺正規, 江尻健一

郎,秋月達也, 小田　茂, 水谷幸嗣, 角　保徳, 和泉雄
一.光干渉断層画像診断法（OCT）による歯肉縁下
歯石の検出.第23回日本レーザー歯学会総会・学術
大会.大阪,2011.12.3-4.

41. 谷口陽一,青木　章,澤辺正規, 江尻健一郎,和泉雄
一.歯周組織再生治療におけるEr：YAGレーザーの
応用：症例報告.第23回日本レーザー歯学会総会・
学術大会.大阪,2011.12.3-4.

42. 津久井　明,渡辺　久 .Er：YAGレーザーによる根面
被覆（上皮下結合組織移植）への臨床応用.第23回日
本レーザー歯学会総会・学術大会.大阪 ,2011.12.3-4.

43. 宮崎英隆,金　舞,加藤純二,渡辺　久,根岸明秀,横尾  
聡.超音波ガイド下で組織内レーザー照射法を行った
舌静脈奇形の1例.第23回日本レーザー歯学会総会・
学術大会.大阪,2011.12.3-4.

44. Kobayashi N,　Suzuki J, Ogawa M, Hirata Y, Nagai 
R, Izumi Y, Isobe M.  Periodontal bacteria infection 
enhances neointimal formation through monocyte 
chemotactic protein-1 in mice.  第19回日本血管生物
医学会学術集会　2011年12月8-10日、東京

45. 小林宏明,木下淳博,須永昌代,和泉雄一.歯周ポケッ
ト測定訓練用顎模型に関する研究—歯周病外来歯科
医師と歯学部生でのプロービングー. 第76回口腔病
学会　（2011.12.8-9. 東京）

46. 春田千裕,小林宏明,笠間健嗣,和泉雄一.ヒト歯根膜
細胞におけるTRPV1を介したアナンダマイドの骨
代謝への影響.第76回口腔病学会　（2011.12.8-9. 東京）

47. 妻沼有香, 岩田隆紀, 鷲尾薫, 葭田敏之, 山田梓, 大和
雅之, 石川烈, 岡野光夫, 和泉雄一. 歯根膜細胞シー
トによる歯周組織再生療法の実現に向けて. 日本歯

周病学会関東9大学・日本臨床歯周病学会関東支部
合同研修会 （2012.2.11. 東京）

13）受賞
1. Nanbara H, Travel Award. Wnt5a expression by 

Porphyromonas gingivalis LPS via NF- κ B and 
STAT1. The 10th World Congress on Inflammation, 
Paris, 2011.6.25-29.

2. 坪川正樹.第23回日本レーザー歯学会総会・学術大
会優秀発表賞.光干渉断層画像診断法（OCT）によ
る歯肉縁下歯石の検出.第23回日本レーザー歯学会
総会・学術大会.大阪,2011.12.3-4.

14）外部資金の獲得状況
1. 和泉雄一（代表）,小林宏明,岩崎剣吾,秋月達也,長

澤敏行（分担）：器官形成シグナルのコントロールを
基盤にした歯周病に対する新規治療戦略.　科学研究
費補助金,基盤研究（B） 平成21〜23年度.

2. 梅田　誠（代表）：血管系疾患に関与する歯周病原
細菌の特定と検証.科学研究費補助金,基盤研究（C）
21592621 平成21〜23年度.

3. 梅田　誠（分担）,井上芳徳（代表）：動脈疾患にお
ける歯周病の関与と血小板凝集の影響について.科学
研究費補助金,基盤研究（C）22591399-1 平成22〜24
年度.

4. 荒川真一（代表）：歯周病原細菌由来FDFの細胞へ
の影響及び歯周炎病態への関与の解析.　科学研究費
補助金,基盤研究（C）21592620 平成21〜23年度.

5. 青木　章（代表）,小林宏明,竹内康雄,秋月達也,水
谷幸嗣（分担）：光エネルギーを
応用した歯周炎およびインプラント周囲炎の革新的
治療法・予防法の開発.科学研究費補助金　基盤研究

（C）22592308 平成22〜24年度.
6. 小林宏明（代表）：歯周炎疾患進行における TGF 

betaを起点としたTh17制御メカニズムの解析.科学
研究費補助金,若手研究（B）　平成22〜23年度.

7. 竹内康雄（代表）：歯周炎・インプラント周囲炎細菌
叢の総合的解析と弱アルカリ水による治療効果.　科
学研究費補助金,若手研究（B） 21792110　平成21〜
23年度.

8. 秋月達也（代表）：石灰化歯根膜シートと人工ペプチ
ドを使用した歯周組織再生.　科学研究費補助金,若
手研究（B） 23792465　平成23〜25年度.

9. 片桐さやか（代表）： 糖尿病患者の血管新生緑内障
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における歯周病由来抗 cardiolipin抗体の役割. 科学
研究費補助金,若手研究（B） 平成23〜24年度.

10. 須田智也（代表）：Wntシグナルを介したβ ‐ カテ
ニンによる歯周組織細胞接着機構の解析.科学研究費
補助金,若手研究（B） 227922081平成22〜23年度.

11. 江部　典子（代表）：歯周炎における酸化ストレス条件
下でのTrx1とTxnipの役割の解析　科学研究費補助
金,研究活動スタート支援 23890058平成23〜24 年度 .

12. 津野顕子（分担）,新保卓郎（代表）：高齢者や易感
染患者への抗菌光線力学的療法を用いた新たな口腔
ケアの手法の開発と評価.厚生労働省平成21〜23年
度国際医療研究開発費

13. 山田　梓（代表）：日本学術振興会　特別研究員（DC2） 
「ヒト歯根膜細胞の骨芽細胞分化におけるWNT関連
遺伝子発現」（平成23〜24年度）

14. 和泉雄一：新規ビスフォスフォネート歯周病治療薬
の局所投与試験.
受託研究.昭和薬品化工株式会社　（平成21〜24年度） 

15. 和泉雄一,渡辺　久：歯周病迅速診断キットの開発に
向けた歯肉溝滲出液（GCF）成分を用いた歯周病罹
患部位の診断と治療効果のモリタリングの有用性に
関する研究II. 依託研究　日本歯科医師会（平成23
〜24年度）

16. 荒川真一：オゾンナノバブル水 含嗽における口腔内
細菌数の確認　共同研究　オリンパス株式会社（平
成22年〜23年度）

17. 和泉雄一,片桐さやか：糖尿病・肥満患者における口
腔に関する多施設疫学研究
8020推進財団：8020研究事業　平成23年度

18. 和泉雄一,秋月達也：クルクミン含有食品摂取による
歯周病改善効果の臨床研究. 
奨学寄付金.株式会社セラバリューズ　平成23年度

15）特別講演、招待講演、シンポジウム
1. 和泉雄一：歯周病と糖尿病　その深い関係　-医科歯

科連携の必要性、第1回糖尿病医科
歯科連携のための研修会、（2011.2.13. 横浜）

2. 和泉雄一：現代歯周治療のスタンダード、徳島
大学歯学部同窓会平成22年度卒後研修セミナー、

（2011.2.20. 徳島）
3.  和泉雄一：天然歯とインプラント、平成23年度九州

インプラント研究会、（2011.4.17. 熊本）
4.  和泉雄一：歯周病と心血管系疾患、第10回日本旅行

医学会　旅行医学のトピック3、（2011.4.22.　東京）

5.  和泉雄一：再生歯科医療ガイダンス、再生歯科医
療〜現代から未来へ〜Regenerative  Strategy、東
京医科歯科大学歯科同窓会創立80周年記念講演、

（2011.5.15. 東京）
6.  和泉雄一：歯周炎と心血管疾患とのかかわり、第78

回GCOE国際総合プレゼンテーション、（2011.5.16. 
本学）

7.  和泉雄一：歯周治療の進め方と歯周外科治療、2011
年度日本インプラント臨床研究会、（2011.5.21. 東京）

8.  和泉雄一：糖尿病の隠れた黒幕―それは歯周病!-医科
歯科連携の必要性―、市民の健康と医療のシンポジ
ウム　〜歯周病と糖尿病について〜、川口市民公開
講座、（2011.6.5. 川口）

9. Yuichi  Izumi：Periodonta l  Treatment and 
Periodontal Tissue Regeneration、Buerger Disease 
Forum in Chiang Mai 2 0 1 1、（2 0 1 1.6.1 8. Chiang 
Mai）

10. 和泉雄一：口とカラダの不思議な関係　〜歯科の立
場から〜、第17回口腔保健シンポジウム、（2011.7.9. 
大阪）

11. 和泉雄一：糖尿病と歯周病―その密接な関係　―医
科歯科連携の必要性―、平成23年度歯科専門職研修
会、（2011.7.10. 富山）

12. 和泉雄一：歯周病と全身の健康との関わり、平成23
年度感染管理担当者ブロック別研修会、（2011.7.15. 
東京）

13. 和泉雄一：現代歯周治療のスタンダード、平成23年
度鎌倉市歯科医師会第1回学術講演会、（2011.7.16. 
大船）

14. 和泉雄一：歯周治療の新スタンダード、平成23年度
東京都歯科医師会卒後研修会、（2011.7.21. 東京）

15. 和泉雄一：歯周環境の整備と全身とのかかわり、い
ま求められる歯科医療―国民の生活を支える歯科
医療―　日本歯科医学会平成23年度学術講演会、

（2011.7.31. 鹿児島）
16. 渡辺　久：歯周治療への光触媒による光殺菌法の

応用.科学技術振興機構 JSTイノーベーションブラ
ンチ茨城主催　新技術説明会in 浜松　招待講演　

（2011.8.5. 浜松）
17. Watanabe H：Application of laser for periodontal 

treatment. Invited lecture （ Mahidol University, 
Bangkok, 2011.12.13）

18. Watanabe H： Laser application for periodontal 
surgery -bas i s  and  c l i n i c .  Inv i ted  l ec ture
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（Chulalongkorn University, Bangkok, 2011.12.14）
19. 荒川真一：オゾンナノバブル水・酸素ナノバブル水-

歯科治療応用への可能性-　オゾンナノバブル水講演
会、、（2011.7.10. 本学）

20. 青木　章.Er：YAGレーザーによる歯石除去と歯周ポ
ケット治療.日本レーザー歯学会認定医講習講演.第63
回日本口腔科学会学術集会　（2011.4.21. 東京）

21. Aoki A. Use of lasers in periodontal therapy. 1 3th 
International Biennial IAP Congress, Lviv, Ukraine, 
June 16-18, 2011. 

22. Aoki A. Clinical Application of the Er：YAG laser 
in periodontal and peri-implant surgery. The 3 4th 
Annual Scientific Meeting of the Association for 
Dental Sciences of the Republic of China, Chung 
Shan Medical University, Taichung, Taiwan, Aug 
26-28, 2011.

23. 片桐さやか.糖尿病と歯周病の関わり. 北海道医療大
学病院　北海道医療大学歯周歯内治療学分野セミナ
ー　特別講演（2011. 2. 18. 北海道）

16）主催学会
1. 和泉雄一：第41回グローバルCOE海外研究者講演

会 , Dr. Neil S. Norton, PhD, Associate Professor, 
Department of Oral Biology, School of Dentistry, 
Creighton University, Omaha, USA： Review of 
anatomic features using cone beam CT imaging. 

（2011.2.28. 本学）
2. 和泉雄一 , 渡辺　久：第 48 回グローバル COE 海外

研 究 者 講 演 会 , Dr. Andreas F. Bindl and Dr. Lutz 
Ritter： Digital dentistry with CAD/CAM and cone 
beam computed tomography and their applications 
in implantology. （2011.10.11. 本学）

17）新聞、雑誌、TV報道
1. 和泉雄一： 歯周病が妊婦さんに与える影響.　東京医

師歯科医師協同組合　TMDC MATE p.25
2. 和泉雄一： 重い歯周病、動脈疾患5倍.読売新聞　

2011年7月31日
3. 和泉雄一： 買い物案内おとなの歯の磨き方と道具.暮

らしの手帖. 51.4-5号p.113-115
4. 和泉雄一： 職場の予防医学歯周病. 経営情報 p.15-16
5. 和泉雄一： 歯周病の治療　早期治療で歯の喪失は防

げる　再生医療の選択肢も. エコノミスト 2011,3/22 
p.82-83

6. 和泉雄一： Q&A和泉雄一先生にここが聞きたい!,日
本歯科評論　5月号　p.13-15

7. 和泉雄一, 長谷川梢, 古市保志、野口和行： 妊婦トラ
ブル対策は歯周病の予防•治療から,オーラルヘルス
と全身の健康　改訂版2011 p.12-13

8. 和泉雄一： Q&Aでわかる「いい歯医者」2012 歯周
病, 週刊朝日BOOK p.96-111

9. 和泉雄一, 片桐さやか： 糖尿病医療連携診療支援ツ
ール. 北多摩北部医療圏医療機能連携協議会　東京
都多摩小平保健所　3月, 2011

10. 渡辺　久：歯周治療にレーザー応用　痛み少なく早
期治癒　宮崎日日新聞　2011.1.4

11. 渡辺　久：歯科で広がる レーザー応用　歯周治療に
保険初適用　下野新聞　2011.1.8

12. 渡辺　久：広がるレーザー治療　痛み少なく殺菌効
果も　福島民報　2011.1.9

13. 渡辺　久：歯周治療 レーザー応用広がる　新潟日報
　2011.1.9

14. 渡 辺　久：レ ー ザ ー 歯 周 治 療 に　南 日 本 新 聞　
2011.1.11

15. 渡辺　久：広がる歯科のレーザー応用　埼玉新聞　
2011.1.12

16. 渡辺　久：歯科で広がるレーザー応用　山形新聞　
2011.1.14

17. 渡辺　久：痛み少なく歯石を除去　熊本日日新聞　
2011.1.15

18. 渡辺　久： 歯科,広がるレーザー治療　岐阜新聞　
2011.1.17

19. 渡辺　久： 歯科のレーザー治療拡大　京都新聞　
2011.1.18

20. 渡辺　久： 広がる歯科レーザー応用　静岡新聞（夕刊）
2011.1.21

21. 渡辺　久： 歯周治療にレーザーが有効 山梨日日新聞
　2011.1.27

22. 渡辺　久： 広がる歯科のレーザー利用　山陰中央新
報　2011.2.3

23. 渡辺　久： 歯周病治療にレーザー　信濃毎日新聞　
2011.2.11

24. 渡辺　久： 歯科用レーザー応用広がる　山陽新聞（夕
刊）2011.3.8

25. 渡辺　久： 口内炎の特徴、病因、治療法“生島ひろ
しの朝だ元気だ”TBSラジオ am5：20-25 , 2011.1.24
〜1.28

26. 小田　茂,須田智也： 学生と健康 若者のためのヘル
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スリテラシー　国立大学法人  保健管理施設協議会/
監修　南江堂　2011年4月　

27. 小田　茂,須田智也： 正しいカルテ記載マスターガ
イド 湯島保険診療研究会編　クインテッセンス出版
株式会社　2011年8月10日

28. 谷口威夫, 和泉雄一, 中川孝男, 赤羽正治： 重新思考
牙周病. GC CIRCLE No.17 p.4-10, 2011

29. 荒川真一.　医療新世紀　極微小の泡で歯周病治療　
強い殺菌力と高い安全性　オゾンナノバブル水.共同
通信、静岡新聞　2011.11.30

30. 荒川真一.オゾンナノバブル水・酸素ナノバブル水 -
歯科治療応用への可能性- ナノバブル研究会　医学
部附属病院16階大会議室 2011.12.2

18） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
准教授 　渡辺　　久                     
講　師 　萩原　さつき
 　青木　　章
助　教 　荒川　真一
 　小林　宏明
 　竹内　康雄
 　秋月　達也
 　片桐　さやか
大学院 　小柳　達郎
 ○鈴木　允文
 　谷口　陽一
 ○南原　弘美
 　早雲　彩絵
 　姫野　彰子
 ○Aslam AL Mehdi
 ○GA Rajakaruna
 ○Bharti Pariksha
 　高橋　茉莉香
 ○妻沼　有香
 　澤辺　正規
 ○山田　　梓
 　小林　奈穂
 　藤原　　香
 　花谷　智哉
 　伊藤　康夫
 　江尻　健一郎
 ○Chui Chanthoel

 　吉田　明日香
 　池田　裕一
 　木村　康之
 　遠藤　亜希子
 　清水　揚子
 ○芦垣　紀彦
 　丸山　緑子
 ○荻田　真弓
 　津野　顕子
 　芝　多佳彦
 ○Supreda Suphanantachat
 ○葉　　暢暢
 　小沼　邦葉
 　前川　祥吾
 　松浦　孝典
 　星　　　嵩

○はAISS

19） GCOE活動についての感想、コメント、
改善を望む点

　若手研究者の育成には大いなる成果が認められ、また、
国際交流の点でも徐々に成果を上げつつある。ただ、日
頃の研究資金の増額を望みたい。
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Structural differences in the osteocyte network between the calvaria and long
bone revealed by three-dimensional fluorescence morphometry, possibly
reflecting distinct mechano-adaptations and sensitivities

Akiko Himeno-Ando a,b,c, Yuichi Izumi b,c, Akira Yamaguchi a,c,⇑, Tadahiro Iimura a,c,⇑
a Section of Oral Pathology, Graduate School of Medical and Dental Sciences, Tokyo Medical and Dental University, Japan
b Section of Periodontology, Graduate School of Medical and Dental Sciences, Tokyo Medical and Dental University, Japan
cGlobal Center of Excellence (GCOE) Program, International Research Center for Molecular Science in Tooth and Bone Diseases, Tokyo Medical and Dental University, Japan
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a b s t r a c t

The structural features of osteocytes and their cellular process network are thought to allow for mecha-
notransduction from the bone tissue to these cells. This study applied three-dimensional fluorescence
microscopy to fixed and decalcified bone specimens to quantitatively compare the osteocytes and their
networks between mouse parietal bone and tibia that are physiologically enforced by distinct mechanical
loads. The subsequent morphometric analysis by the surface rendering of osteocyte cell bodies revealed
the tibia to have relatively enriched cytoplasm in the osteocyte cell body in comparison to the parietal
bone. Furthermore, quantitative tracing of the cellular processes in silico demonstrated that the numbers
of the cellular processes and their bifurcation points per osteocyte in the tibia were significantly higher
than those in the parietal bone. Though the total length of the processes per osteocyte in the tibia was
two times longer, its total surface area and total volume were smaller than those in the parietal bone,
due to its thinner diameter. These architectural differences in the osteocytes and their networks are thus
implicated in the adaptation to physiologically different loading, and may also induce distinct
mechanosensitivities.

� 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Osteocytes are embedded in the hard bone matrix of the lacu-
nae, and form an intercellular network by extending slender cellu-
lar processes within narrow bony tubes of the canaliculi [1–4]. This
structure ensures intercellular communication among bone cells
including osteoblasts and osteoclasts. Osteocytes account for
90–95% of all bone cells and they are thought to sense mechanical
loads and accordingly transmit the signals to osteoblasts and
osteoclasts through the osteocyte network, and thus regulate bone
remodeling [5–10]. Osteocytes also play a key role in phosphate
metabolism by producing an endocrine factor, fibroblast growth
factor 23 (FGF23), whose target organ is the kidney [11].

How osteocytes sense external loads remains unknown; how-
ever, the mechano-transduction of physical loads to the bone
tissue must be tightly influenced by the structural features of bone
including the lacunocanalicular and osteocyte network. Loading-

induced fluid flow through the canalicular network has been
thought to result in a fluid shear stress on the surface of osteocyte
processes [12]. The interaction of the pericellular matrix and the
osteocyte cellular process could amplify the physiological ampli-
tude of loads to the bone tissue, thus producing sufficient levels
of force to induce cellular response [13–16].

The skeletal system contains bones that are inherently loaded
by distinct mechanical force patterns [17,18]. Long bones are
loaded predominantly along the longitudinal direction with much
higher amplitude than flat bones such as calvariae that are loaded
radially and tangentially by intracranial pressure and mastication.
The human fibula is estimated to have a load that is nearly twice
that of the skull bone [19]. Extracellular mechanical forces are cou-
pled to the intracellular organization of the cytoskeleton that reg-
ulates cellular connections to other cells and the extracellular
matrix, thus affecting cell shape and functional outputs [20,21].
This suggests that the morphology of osteocytes, the patterning
of the osteocyte network and their function are determined by
external loading whose directional patterns and amplitudes are
physiologically different in each bone. It is, therefore, relevant
and intriguing to quantitatively manifest the structural differences
of osteocytes and the osteocyte networks in distinct bones such as
parietal bone and tibia.

0006-291X/$ - see front matter � 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbrc.2011.12.031

⇑ Corresponding authors. Address: Section of Oral Pathology, Graduate School of
Medical and Dental Sciences, Tokyo Medical and Dental University, 1-5-45
Yushima, Bunkyo-ku, Tokyo 113-8549, Japan. Fax: +81 3 5803 0188.

E-mail addresses: akira.mpa@tmd.ac.jp (A. Yamaguchi), iimura.gcoe@tmd.ac.jp
(T. Iimura).
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This study applied three-dimensional fluorescence microscopy
to fixed and decalcified bone specimens followed by surface ren-
dering of osteocyte cell bodies and tracing of osteocyte cellular
processes in silico for better imaging acquisition of the osteocyte
network to compare the mouse parietal bone and tibia. These mor-
phometric analyses revealed significant quantitative architectural
differences in the osteocytes and their networks in these bones.

2. Materials and methods

2.1. Animals and preparation of skeletal tissues

Mice (laboratory strain C57BL6J) were purchased from a local
distributor. The parietal bones and tibiae were dissected from
8-week-old mice after anesthetizing the animals with 0.1% ethy-
lanthranilate. Bone specimens were fixed in 4% paraformaldehyde
for 4 �C. The specimens were washed with phosphate-buffered
saline, and decalcified in 20% ethylenediaminetetraaceticacid
(EDTA) for 14 days for 4 �C. The decalcified specimens were
embedded in an optimal cutting temperature (OCT) compound
(Sakura Finetek, Tokyo, Japan) to obtain cryosections. Frontal sec-
tions of the parietal bones and longitudinal sections of tibiae
(10–20 lm) were prepared, respectively. The subsequent observa-
tions were focused on the outer cortical plates of parietal bones
and the diaphysis of tibiae.

2.2. Staining for actin filaments with fluorescent dye-conjugatedphal
loidin

The specimens were stained with phalloidin AlexaFluor 488
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for visualizing actin-rich cell bodies
and cellular processes, and BOBO-3 (Invitrogen) for counter stain-
ing of nuclear DNA with 20 lg/ml of RNAaseI (Invitrogen) at room
temperature for 2 h, as previously described [22].

2.3. Confocal laser scanning images

Confocal optical sectioningwasperformedwith a systemof LSM5
Pascal5 confocal laser scanningmicroscopy (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany) with a PlanFluor objective (63�, N.A. = 1.4). Two laser
lines, 488 nmand 543 nmwere used. The theoretical xy- and z-axes
resolutions were 0.178 and 0.700 lm, respectively. The refraction
index correction was 0.934. The frame size of the image was
146.2 � 146.2 lmwith 512 � 512pixels and 8-bit color depth. Pixel
sizewas 0.286 lm. Confocal imageswere takenwith a 0.29 lmstep
size for voxel sampling and then were processed four times with
Kalman averaging.

2.4. Three-dimensional (3D) reconstruction followed by the morphom
etry of osteocytes and the cellular network tracing in silico

The 3D structure of the osteocyte network was constructed
from a z-series of CLS images using IMARIS software (Bitplane,
Zürich, Switzerland). The diameters of the osteocyte cell body
and point-to-point distances between osteocytes were measured
using the Measurement Pro function of IMARIS by rotating the
3D-reconstructed images. The surface area and volume of single
osteocytes were measured by surface rendering using the Surface
function of IMARIS. The threshold for the surface rendering of
osteocytes was determined by super imposing the surface images
to the 3D-reconstructed images until these two images overlapped.
Any cellular processes measuring less than 0.5 lm in diameter
were excluded in this rendering to separate the cell body and cell
processes. The Filament Tracer function of IMARIS was originally
developed to analyze neurite morphology and designed to recon-

struct 3D dendritic tree models. This software package was em-
ployed to obtain dendritic tree models of the osteocyte network
and to quantitate the pattern of the osteocyte cellular processes
by measuring the numbers of endpoints, branching points, seg-
ments between a branching point to another branching point,
and the diameter, surface area and volume of each segment. The
beginning point at each osteocyte was set in the 3D-reconstructed
images to trace the cellular processes radiating from single osteo-
cytes, and the endpoints of the cellular process were set in several
different sizes of the diameter (0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 lm). The aver-
age total length of the processes, the average surface area, the aver-
age volume, the average number of endpoints, the average number
of branching points and the average number of segments per oste-
ocyte were calculated by dividing each total value by the number
of osteocytes analyzed.

2.5. Statistics

The mean values of the morphometric parameters were statis-
tically analyzed using paired t-test. Differences were considered
to be significant if p < 0.01.

3. Results

The decalcified parietal bones and tibiae of the 8-week-old mice
stained by a fluorescent dye-conjugated phalloidin were scanned
by the high-resolution optical slices of the confocal z-series, which
clearly showed the presence of the intercellular osteocyte net-
works in parietal bone and tibia (Fig. 1A and B, respectively). The
3D reconstitution and the surface rendering of the osteocytes ob-
tained from the confocal z-series images revealed the morphology
of the osteocyte cell body in the parietal bone and tibia (Fig. 1C and
D, respectively). The morphology of the osteocytes in the parietal
bone appeared relatively spherical or oval shaped, whereas those
in the tibia were elongated and spindle-shaped. This morphologi-
cal distinction was quantitatively confirmed by determining the
longest and shortest diameters in the 3D-reconstructed images
(Table 1). The diameters of the osteocyte cell bodies in the parietal
bone and tibiae ranged from 6.46 ± 0.39 to10.78 ± 0.37 lm, and
from 5.71 ± 0.30 to 15.52 ± 0.92 lm, respectively. Though the
shortest diameter showed no significant difference, the longest
diameter of the osteocyte cell body in the tibia was 44% longer than
that in the parietal bone. The ratio of the longest to the shortest
diameter obviously demonstrated that the osteocytes in the tibia
were more elongated than those in the parietal bones. The dis-
tances between neighboring osteocytes in the two types of bone
showed no significant differences (Table 1). This study next ana-
lyzed the volume and the surface area of the osteocyte cell bodies
(Table 1). The volume and the surface area of the tibial osteocytes
were significantly higher than those of the parietal osteocytes.
There was no significant difference in the nuclear volumes of both
groups of the osteocytes (Fig. 1E and F), thus the ratios of the cel-
lular volume was compared to the nuclear volume. This compari-
son demonstrated that the cytoplasmic volume in the tibial
osteocytes was nearly 50% larger than that in the parietal
osteocytes.

The osteocyte cellular processes were traced using the Filament
Tracer function to quantitatively compare the intercellular osteo-
cyte networks in the parietal bone and tibia. The beginning point
at each single osteocyte was set in the 3D-reconstituted images,
and the endpoint diameter of the cellular process was set in several
different sizes (Fig. 2). Preliminary manual measurements of 3D-
reconstructed images revealed the size of the cellular processes
originating from the cell surface to range from approximately
0.8–0.5 lm in diameter, and that the size of recognizable slender

766 A. Himeno-Ando et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 417 (2012) 765–770
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cellular processes forming the intercellular network and connec-
tions was nearly 0.2 lm in diameter. Therefore, the endpoints were
set at 0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 lm in diameter. Fig. 2 shows the den-
dritic tree models in different settings of the endpoint diameter.
These tree models demonstrated that increasing number of the cel-
lular processes and their bifurcations and more intensive and de-
tailed appearances of the network were observed as the endpoint
diameter setting got smaller in diameter. However, the settings

of 0.2 and 0.3 lm in diameter revealed that the detailed rough sur-
faces of the osteocyte cell bodies that did not participate in the
intercellular network were traced as the cellular processes. Fur-
thermore, quite a few of the traced networks did not fit into the
recognizable osteocyte network in the 3D-reconstructed images
with connecting small separated fluorescence signals. Consistently,
the quantification and statistical data at these settings often
showed unreasonably small values in comparison to the actual

Fig. 1. Three dimensional (3D) reconstitution and surface rendering of osteocytes in the parietal bone (A, C, E and G) and tibia (B, D, F and H). The actin-rich cell body and
cellular processes of osteocytes are visualized by a fluorescent dye-conjugated phalloidin (Pallioidin AlexaFluor 488) in green. Nuclei were conterstained by a cyanine nucleic
acid dye (BOBO-3) in red. (A, B) Representative 3D-reconstituted images of the confocal z-series slices from parietal bone (A) and tibia (B) show osteocytes and theircellular
process networks. Bar, 10 lm. (C, D) Surface renderings of osteocyte cell bodies of parietal bone (C) and tibia (D) from the 3D-reconstituted images (A and B, respectively)
enable morphometric analyses (see Table 1). (E, F) Surface renderings of osteocyte nuclei of parietal bone (E) and tibia (F) from the 3D-reconstituted images (A and B,
respectively) are shown. (G, H) Merged images (G and H) of the surface renderings of cell bodies and nuclei (C–E and D–F, respectively) are shown with 50% transparency of
the cell bodies to visualize relative position of nucleus in cell body. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version
of this article.)
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resolution of this microscopy system and image processing (data
not shown). Therefore, the osteocyte network was further evalu-
ated by the endpoint setting at 0.4 lm in diameter.

This in silico tracing of the cellular processes by Filament Tracer
function was used to calculate the average length, the average vol-
ume, the average surface area and the average diameter of each
segment (Table 2). All the values exhibited significant differences
indicating that the tibia has a thinner cellular process network
with a higher branching rate, in comparison to the parietal bone.
The numbers of endpoints, branching points and segments per
osteocyte in the tibia revealed higher scores than those in the pari-
etal bones, suggesting more a comprehensive network in the tibia
(Table 3). The total length of the cellular processes per osteocyte

Table 1
Morphometric data of the osteocytes in mouse parietal bone and tibia.

Parietal bone Tibia

Shortest diameter (lm) 6.46 ± 0.39 5.71 ± 0.30
Longest diameter (lm) 10.78 ± 0.37 15.52 ± 0.92*

Diameter ratio, long/short 1.67 2.67
Cell-cell distance (lm) 22.09 ± 1.30 21.06 ± 1.20
Cell volume (lm3) 242.93 ± 21.63 413.25 ± 41.69*

Cell surface area (lm2) 279.41 ± 24.91 458.26 ± 53.60*

Nuclear volume (lm3) 115.74 ± 7.60 135.54 ± 11.94
Volume ratio, cell/nucleus 2.1 3.05

The values are the mean ± SEM of 20 osteocytes in each bone.
* P < 0.01.

Fig. 2. Dendritic tree models of the osteocyte cellular processes in parietal bone (A, C, E and G) and tibia (B, D, F and H) from the 3D-reconstituted images (Fig. 1A and B,
respectively). Dendritic tree models with different endpoint diameter settings at 0.5 lm (A and B), 0.4 lm (C and D), 0.3 lm (E and F) and 0.2 lm (G and H) are shown. Green
dots, red dots and white bars indicate end points branching points and cellular process segments, respectively (see Tables 2 and 3). (For interpretation of the references to
colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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was longer than that in the parietal bones. However, the total vol-
ume and the total surface area of the cellular processes per osteo-
cyte in the tibia revealed lower scores than those in the parietal
bone, due to the thinner diameter of the cellular process in the ti-
bia. These findings indicated that the tibia has a longer and thinner
intercellular network than that in the parietal bone.

4. Discussion

Vatsa et al. reported the morphometric differences in osteocytes
and lacunae between the fibula and calvaria by combinatorial
scanning of live bone fragments from 3 to 6-month-old mice using
confocal microscopy and nano-computed tomography [23]. This
revealed that osteocytes in the fibula had a spindle shape and
stretched along the longitudinal axis of the principal loading direc-
tion, whereas those in the calvaria were spherical without any
particular alignment in direction. The current study conducted
two-color fluorescence morphometry by using three-dimensional
confocal scanning followed by surface rendering of the osteocyte
cell bodies and nuclei. This analysis revealed that the average
volume and surface area of single osteocytes in the tibia was signif-
icantly larger than those in the parietal bone, which was mainly
due to more cytoplasm in the tibial osteocytes. Cells engaging in
active functions such as secretion and absorption tend to have
relatively large volumes of cytoplasm probably due to their well-
developed cell organelles. Therefore, the significant difference in
the cytoplasmic volume of osteocytes between the tibia and parie-
tal bone suggests a functional diversity in these cells to modulate
bone metabolism.

A line of studies by Sugawara et al. performed quantitative mor-
phometry for the cellular processes of osteocytes and provided a
method to calculate the average length of the cellular processes
per single osteocyte [24,25]. The current study attempted to mea-
sure and compare the sizes of the cellular processes of osteocytes
in the parietal bone and tibia by tracing the cellular processes in
silico. Considering the theoretical resolution of the microscopy sys-
tem and the voxel size of the 3D reconstituted images, measure-
ment of structures smaller than 0.4 lm was not expected to
provide trust worthy data. In fact, the in silico tracings achieved

by setting the endpoint at 0.3 and 0.2 lm did not fit for the visually
recognizable network of the cellular process in the 3D reconsti-
tuted images. These settings revealed artificial connections of fluo-
rescence signals that affected reasonable measurements. Though
some part of the recognizable network smaller than 0.4 lm in
diameter was not entirely traced, the morphometric analysis of
the cellular processes revealed significant differences in the archi-
tectures of the osteocyte networks between the parietal bone and
tibia.

The analysis revealed that osteocytes in the tibia radiate a sig-
nificantly larger number of the cellular processes and branches in
comparison to the parietal bone. Furthermore, the surface area
and volume of each segment of the cellular process in the tibia
was significantly smaller than those in the parietal bone, due to
its smaller diameter. These data possibly indicate that tibia devel-
oped a more comprehensive and detailed osteocyte intercellular
network in comparison to the parietal bone. Mechanical forces
on cells influence their cytoskeletal structure, and thus their cellu-
lar shape and connection to the surrounding cells [20,21]. Imma-
ture osteocytes possibly align themselves and develop their
intercellular network in response to distinct loading patterns dur-
ing bone development, when they are being embedded in osteoid.
The osteocyte cell body plays a key role for initial mechano-sensing
during this process, as discussed by Vatsa et al. [23]. Hirose et al.
reported a gradual arrangement and flattening of cortical osteo-
cytes along the longitudinal axis of long bone with age [26]. There-
fore, the architectural differences in the osteocytes and their
cellular process networks between the parietal bone and tibia are
probably adaptations to the physiologically different loading pat-
terns. In our previous work, zebrafish have a poorly developed
osteocyte lacunocanalicular network, whereas amphibians, reptiles
and mammals all show well-developed lacunocanalicular systems,
which could be intriguing because such osteocytic adaption to the
mechanical loads might be involved in the phylogenetic diversity
of bone [22].

The architectural differences in the network of osteocyte cellular
processes may transduce extraosseous loads to cellular responses
with distinct efficiency. The ultrastructure of osteocyte processes,
the pericellular matrix and the encasing canaliculi provides the ba-
sic elements for fluid flow-based theoretical models [13,15,16].
Physical dynamics predicts that the extraosseous load could cause
a shear strain and a hoop strain on the surface of the processes
[12,13]. These two strains are in inverse proportion to the surface
area and the inner diameter, respectively, in each basic physical
model. Therefore, the surface area and the diameter of the cellular
process could provide critical valueswith themechanosensitivity of
osteocytes. On the other hand, there is little view available regard-
ing how the other quantitative values, such as the length, the num-
ber and the branching rate of the cellular processes affect the
mechanosensitivity. These values also possibly reflect the compre-
hensiveness of the intercellular network system rather than simply
the local ultrastructure. Therefore, these factors are likely to influ-
ence the cellular and intercellular flow ofmolecules associatedwith
mechanosensitivity and biological functions [27]. The current find-
ings collectively provoke views for the architectural differences in
the osteocyte networks as the systems of molecular transduction
and mechanotransduction, which may be associated with the func-
tional diversity of the osteocyte itself.

In conclusion, our quantitative analyses based on the three-
dimensional fluorescence microscopy revealed significant differ-
ences in the structural architecture of the osteocyte networks in
the parietal bone and tibia. These morphometric differences in
the osteocyte networks between flat bone and long bone probably
reflect adaptations to different physiological loading patterns to
these bones, and suggest different activities of the networks. The
current analysis is therefore considered to provide new insights

Table 2
Morphometric values of the osteocyte networks in mouse parietal bone and tibia.

Parietal bone Tibia

Average length (lm) 2.57 ± 0.10 2.04 ± 0.05*

Average volume (lm3) 2.39 ± 0.18 0.36 ± 0.02*

Average surface area (lm2) 6.07 ± 0.35 2.26 ± 0.08*

Average diameter (lm) 0.95 ± 0.05 0.39 ± 0.01*

Average values per segment with the endpoint diameter setting at 0.4 lm are
shown. A segment is defined as a cellular process segment from a branching point
to another branching point or an endpoint. The values are the mean ± SEM.
* P < 0.01.

Table 3
Morphometric data of the osteocyte networks in mouse parietal bone and tibia (Total
values of cellular processes per single osteocyte).

Parietal bone Tibia

Total length (lm) 311.06 637.67
Total volume (lm3) 288.87 112.49
Total surface area (lm2) 734.63 708.49
Total endpoints 64.00 162.00
Total branching point 58.00 152.33
Total segments 121.00 313.33

Total average values of cellular processes per single osteocyte were calculated from
the values shown in Table 3.
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into the physiological, pathological and phylogenetic mechanisms
of mechanosensing and metabolism in bone [28,29].
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1）研究の課題名

歯周病学分野とのイノベーション研究

和文：歯周組織炎症部位におけるスフィンゴシン-1-リ

ン酸シグナルの役割
Roles of sphingolipid-signaling at the inflammation site of 
periodontal diseases

歯周病は歯周病原菌の感染による歯周組織の炎症を特
徴とする慢性炎症性疾患で、日本人における歯周病罹患
率は非常に高く45歳以上では40%を越えている（厚生
労働省の平成17年歯科疾患実態調査）。歯周病の進行と
ともに歯周ポケットは深さを増し、ポケット内に嫌気性
菌を中心として歯周病原菌が増加する。これに反応して
歯周炎局部には様々な免疫応答が惹起され結果的に歯周
組織の破壊が生じ、最後には歯の喪失に至る。また歯周
疾患の炎症部位に由来する細菌由来成分や炎症性サイト
カインが血流を介して全身に作用し糖尿病、心臓血管病、
低体重児出産・早産、呼吸疾患、骨粗しょう症などの疾
患の誘発に関与すると考えられている。歯周病および歯
周病と関連する全身疾患の治療や予防のためには原因と
なる炎症部位の特殊性、すなわち「嫌気性細菌が繁殖す
る場となる低酸素領域（歯周ポケット）に隣接している
こと」の意味を明らかにすることが不可欠である。

本研究では歯周ポケットに嫌気性菌が感染した際にみ
られる局所細胞の病態生理学的変化を細胞レベルで明ら
かにしようとするものである。本年までの我々の研究で、
転 写 因 子 /late inflammatory mediator で あ る HMGB 

（high-mobility group box） 1タンパク質が嫌気性菌に直
接暴露されるjunctional epitheliumと細菌侵襲の少ない
口腔部位の上皮ではその細胞内分布が大きく異なるこ
とを発見した（添付パワーポイントファイル）。これは
HMGB1が口腔内粘膜免疫に大きく関与している可能性
を示唆した。また、歯周病原菌から放出される内毒素 

（LPS）、外毒素、短鎖脂肪酸などは in vitroの実験系に
おいて細胞内の活性酸素産生を引き起こす。LPSに対し
て組織から放出される炎症性サイトカインも組織自身に
作用して活性酸素産生を促進する。また歯周ポケット内
が低酸素状態であることにより隣接する歯周組織の活性
酸素産生が亢進する可能性がある。そこで歯周疾患の炎
症部位は歯周ポケットに存在する細菌の種類や繁殖状況
および免疫系、循環系の状態などの複数の因子の寄与を
反映した酸化ストレスの状況を呈すると考えられる。し
かし現在までに歯周疾患の病態と炎症部位の酸化ストレ
ス状態とを直接結びつける知見はほとんど報告されてい
ない。

本年度に得られた新知見としては、歯周病の炎症部位
の酸化ストレスの実験系として歯肉癌由来細胞株を用い
酪酸刺激をストレス状態とした実験系を解析したところ、
ストレス刺激により放出されるHMGB1には有意に酸化
型と考えられる分子が増加していた（項目12、学会発表）。
酸化型HMGB1はToll-like受容体活性化機構が還元型の
ものとは明らかに異なることが予測されており、細菌性
歯周炎の慢性化機構の解明に大きな意義をもつと考えら
れる。来年度はこの点に関してさらに精査を進める。

2）  
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3）発表の研究内容についての英文要約 
We have been studying roles of HMGB （high-mobility group 
box） 1 eliciting chronic inflammation in bacterial gingivitis.  
During the years of 2011, we set up an experimental 
system representing oral epithelium under oxidative stress 
of bacterial infection, using a gingiva-derived cancer cell 
line under stimulation with butyric acid.  Analysis was 
focused on the release of HMGB1 in vitro and its oxidative 
status upon stimulation with butyric acid.  Results indicated 
that the secretion of HMGB1 by the cell was enhanced 
by the stimulation and the released molecule contained 
oxidized HMGB1.  Since the activation mechanism of 
Toll-like receptors （of inflammatory cells） by oxidized 
HMGB1 differs from that by the one in reduced form, 
modulation of chronic inflammatory responses of gingival 
epithelium by HMGB1 may play an important role.  This 
will clarify factors involved in initiation and continuation 
of immunological responses、especially those involving 
HMGB1, toward bacterial infection in periondontium.  
We also continued our study identifying the presence of a 
molecular complex on the cell surface involving heparan 
sulfate proteoglycans, and the role of heparan sulfate chains 
on the integrity of membrane raft structure.  Biochemical 
properties of heparan sulfate proteoglycans point to the 
presence of intimate molecular interactions in specialized 
domains of cell surface and their importance in the cellular 
signaling mechanisms.  Research results, using isolation 
procedures of plasma membrane and identification of 
several membrane proteins together with heparan sulfate 
proteoglycans, indicated that cholesterol-rich, cell surface 
microdomains constitute one of specialized functional units 
of the plasma membrane and are associated with a species 
of cell surface heparan sulfate proteoglycan, syndecan-4.  
Biological significance of heparan sulfate proteoglycans in 
specialized membrane domains will be further investigated.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと  

A（研究拠点体制）  
　異なる分野のInnovationの確立する研究「歯周組織炎
症部位におけるスフィンゴシン-1-リン酸シグナルの役割」
を提案。採択を受け研究計画を遂行。
B（研究教育環境）

　活発なシンポジウム、セミナーなどの開催、GCOE総
合講義参加
C（人材確保）

　大学院生（AISS）への奨学金授与、大学院生セミナ
ーの開催
D（人材育成）

　国際シンポジウム開催、国際セミナーへの参加、発表。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　若手研究者を軸とした分野間での共同研究体制、大学
院生への教育活動に参加することを心がけた。

6）英文原著論文
1. ◎N. Ebe, M. Hara-Yokoyama, K. Iwasaki, S. Iseki, K. 

Terasawa, K. A. Podyma-Inoue, M. Yanagishita and Y. 
Izumi, Periodontal pockets as the pathological setting 
for HMGB1 release, J. Dental Res. （2011） 90：235-240

2. Katarzyne A. Podyma-Inoue, Miki Yokoyama, Tomoko 
Kimura and Masaki Yanagishita, Syndecans are Residing 
in Sphingomyelin-enriched Low Density Fractions of 
the Plasma membrane Isolated from a Parathyroid Cell 
Line, PLOS ONE, submitted.

7）平成23年度までの自己評価 
　若手研究者を軸とした分野間での共同研究体制確立に
努力した。その他の活動内容のうちで私の参加できる主
な項目としては大学院生、GCOE教官に対する評価関連
の活動および、大学院生に対するセミナーシリーズでの
司会であった。これらの活動はGCOE事業全体からす
ると微力とは思いますが、可能な限り参加させていただ
きました。

8）学会発表（英文）   
1. S. Takehara, M. Yanagishita, K. A. Podyma-Inoue, 

M. Ueno, K. Shinada and Y. Kawaguchi, Proteolytic 
Degradation of Human Salivary MUC5B and MUC7, 
Annual Meeting of International Association for Dental 
Research, March 16-19, San Diego

2. Miki Yokoyama, Membrane Dynamics and Lipid Biology 
[II]： Domains, Droplets and Diseases、第30回内藤コン
ファレンス、2011年6月28日 - 7月1日、北海道

3. Katarzyne A. Podyma-Inoue, Miki Yokoyama and 
Masaki Yanagishita, Characterization of Membrane 
Rafts Enriched in Cell Surface Haparan Sulfate 
Proteoglycans Isolated from a Rat Parathyroid Cell Line. 
第84回日本生化学大会、2011年9月21日 - 24日、京都

4. S. Takehara, M. Yanagishita, K. A. Podyma-Inoue, 
M. Ueno, K. Shinada and Y. Kawaguchi, Proteolytic 
Degradation of Human Salivary MUC5B and MUC7, 
Symposium “Toward networking dental professionals in 
Asia”, October 6, 2011, Tokyo

9）学会発表（和文）
1. 横山三紀、新野睦子、寺澤和恵、橋井則貴、蛭田葉子、

川崎ナナ、脇山素明、白水美香子、横山茂之、柳下正樹、
リンパ球表面抗原CD38の4量体化を反映したN型糖
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鎖プロセシング、第30回日本糖質学会、2011年7月
11 - 13日、長岡

2. 横山三紀、市野瀬志津子、市野瀬省三、多田晃弘、
寺澤和恵、吉垣純子、只野-有冨桂子、古川鋼一、柳
下正樹、岩渕和久、GM2/GD2合成酵素欠損マウス
における血液-精巣関門の異常、第84回日本生化学会、
2011年9月21-24日、京都

3.　江部典子、横山三紀、寺澤和恵、柳下正樹、和泉
雄一、酪酸による酸化ストレス誘導時に放出される
HMGB1 の解析、日本歯科保存学会、2011 年 10 月
20-21日、大阪

10）外部資金の獲得状況
（受託研究）
糖質科学研究所、「グリコサミノグリカンオリゴ糖の生
理活性解析と医薬応用」、期間：平成17年 -平成23年、
総額：945万円

（受託研究）
ヒアルロン酸研究所、「異なる分子量のヒアルロン酸の
大腸細胞株に対する影響」、期間：平成22年 - 平成23年、
84万円

11）主催学会
　第18回プロテオグライカンフォーラム、「結合組織細
胞外マトリックス形成の制御」2011年2月19日、東京

12） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
准 教 授 　横山　三紀
講　　師 　粂井　康宏
助　　教 　井上-Podyma Katarzyna Anna
大学院生 　Anupama Rajapakshe, 
 ○江部　典子（歯周病学分野より）

○はAISS

13） GCOE活動についての感想、コメント、
改善を望む点

　執行上の細かい決定に了承を求める必要はないと思い
ます。
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ABSTRACT
High-mobility group box-1 (HMGB1) protein acts as a tran-
scription factor in the nucleus and also as a pro-inflammatory 
cytokine when released into extracellular fluids. The presence 
of higher levels of HMGB1 is reported in the gingival cre-
vicular fluid from periodontal patients. Since the proliferation 
of bacteria within the periodontal pocket is closely involved 
in the exacerbation of periodontal disease, it is hypothesized 
that the periodontal pocket causes the release of HMGB1. 
Immunohistochemical staining of inflamed gingiva revealed 
that HMGB1 is exclusively dislocated from the nucleus to the 
cytoplasm in the pocket epithelium, whereas it is mainly pres-
ent in the nucleus in the gingival epithelium. Butyric acid, an 
extracellular metabolite from periodontopathic bacteria popu-
lating the periodontal pocket, induced the passive release of 
HMGB1 as a result of eliciting necrosis in the human gingival 
epithelial cell line. Thus, the periodontal epithelium may 
provide a unique pathological setting for HMGB1 release by 
bacterial insult. Abbreviations: HMGB1, high-mobility group 
box-1; TNF-�, tumor necrosis factor-�; CHX, cyclohexi-
mide; PI, propidium iodide; ROS, reactive oxygen species; 
HDAC, histone deacetylase.

KEY WORDS: HMGB1, pocket epithelium, butyric 
acid.

INTRODUCTION

High-mobility group box-1 (HMGB1) is one of the most abundant nuclear 
non-histone proteins (Bianchi and Beltrame, 1998). In the nucleus, 

HMGB1 acts as a DNA chaperone that facilitates the rate-limiting DNA dis-
tortion during nucleosome sliding and regulates transcription (Bonaldi et al., 
2002). In contrast, HMGB1 acts as a cytokine when released into the extracel-
lular milieu upon tissue injury or inflammation (Bianchi and Manfredi, 2007). 
Extracellular HMGB1 induces the migration and/or proliferation of stem cells 
in muscle (Palumbo et al., 2004) and heart (Limana et al., 2005), and enhances 
the immune response by facilitating dendritic cell maturation (Messmer et al., 
2004; Yang et al., 2007), as well as the accumulation of neutrophils (Orlova
et al., 2007) and the activation of monocytes/macrophages (Scaffidi et al., 2002). 
Thus, HMGB1 triggers tissue repair and immunological defense programs.

However, HMGB1 could also induce maladaptive or exaggerated auto-
immune responses, and become pathogenic when released chronically, 
regardless of the presence of infection (Bianchi and Manfredi, 2007). 
HMGB1 was originally identified as a late mediator of endotoxin lethality in 
mice (Wang et al., 1999). A pathogenic role of HMGB1 has been suggested 
in the development of arthritis (Andersson and Erlandsson-Harris, 2004). 
Consistently, the administration of antibodies to HMGB1 attenuates the endo-
toxin lethality (Wang et al., 1999) and ameliorates collagen-induced arthritis 
(Andersson and Erlandsson-Harris, 2004).

Inflammatory periodontal disease is caused mainly by Gram-negative bacte-
ria populating the gingival sulcus and periodontal pocket. The pathogenesis of 
periodontitis is characterized by complex interactions between pathogens and 
host responses, through cytokines and inflammatory mediators in periodontal 
tissues (Page, 1991). Recently, Morimoto et al. reported the presence of higher 
levels of HMGB1 in the gingival crevicular fluid from periodontal patients 
(Morimoto et al., 2008), and suggested the role of HMGB1 in inflammatory 
periodontal diseases. In the present study, we investigated a possibility that the 
periodontal pocket elicits a pathogenic potential of HMGB1. Therefore, we 
observed the distribution of HMGB1 around the periodontal pocket by immu-
nohistochemistry. Furthermore, we focused on butyric acid, a virulent factor 
generated in the periodontal pocket (Kurita-Ochiai et al., 1995), and evaluated 
its effect on the release of HMGB1 in vitro.

MATERIALS & METHODS

Reagents

Butyric acid was purchased from Wako Pure Chemical Industries (Osaka, 
Japan). Eagle’s minimum essential medium (MEM), fetal bovine serum, and 

Pocket Epithelium in the 
Pathological Setting for 
HMGB1 Release
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cycloheximide (CHX) were from Sigma-Aldrich (St. Louis, 
MO, USA). z-VAD-fmk was purchased from the Peptide 
Institute (Osaka, Japan). Recombinant human tumor necrosis 
factor-� (TNF-�) was from R&D Systems (Minneapolis, MN, 
USA).

Preparation of Gingival Tissues

Gingival tissues were collected from two healthy volunteers (a 
51- and a 30-year-old women, pocket depth, 2 mm) and four 
patients with chronic periodontitis (a 30-year-old man, pocket 
depth, 6 mm; a 51-year-old man, pocket depth, 13 mm; a 
67-year-old woman, pocket depth, 12 mm; and a 65-year-old-
woman, pocket depth, 5 mm) during periodontal flap surgery. 
Informed consent was obtained according to guidelines approved 
by the Ethics Committee of Tokyo Medical and Dental 
University. The excised tissues were immediately fixed in 4% 
formalin and embedded in paraffin.

Immunohistochemistry

Paraffin-embedded sections (5 μm in thickness) of gingival tis-
sues were deparaffinized in xylene and rehydrated through a 
series of decreasing concentrations of ethanol. For hematoxylin 
and eosin (H.E.) staining, sections were stained with 1% EosinY 
solution and Mayer’s Hematoxylin (Muto-Kagaku, Tokyo, Japan). 
To detect HMGB1, we treated the sections with 1% H2O2 in 
methanol for 15 min to inhibit intrinsic peroxidase activity and 
with 5% skimmed milk for 30 min to prevent non-specific anti-
body binding. The pre-treated sections were incubated overnight 
at room temperature with affinity-purified rabbit anti-HMGB1 
antibody or rabbit IgG at a concentration of 5 μg/mL (SHINO-
TEST Corporation, Kanagawa, Japan) or a control polyclonal 
rabbit IgG (DAKO, Glostrup, Denmark). We visualized the site of 
immunoreaction by incubating the sections successively with 
biotinylated anti-rabbit antibody (CHEMICON, Temecula, CA, 
USA) at 1:200 dilution for 30 min, avidin-biotinylated peroxidase 
complex (ABC Elite Kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA, 
USA) for 30 min, and 0.05% solution of 3-diaminobenzidine 
(SIGMA) in the presence of 0.01% H2O2 for 10 min. Sections 
were counterstained with 1% methyl green. The sections were 
subjected to observation under a Leica DM 5000B microscope. 
The immunoreactivity was not observed with control IgG.

Cell Culture and Evaluation of Cell Viability

A human gingival epithelial cell line (Ca9-22) was obtained 
from the Japanese Collection of Research Bioresources (JCRB, 
Osaka, Japan), and was maintained in Eagle’s MEM supple-
mented with 10% fetal bovine serum (F6178, Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, USA), penicillin (50 U/mL), and streptomycin 
(50 μg/mL) at 37°C in 5% CO2. After cells were cultured for 16 
hrs (1 x 105 cells/mL, 0.1 mL/well in 96-well tissue culture 
plate), the culture medium was replaced with fresh medium 
containing butyric acid (0.3-20 mmol/L), TNF-� (10 ng/L), 
CHX 10 μg/L), or z-VAD (5 μmol/L). The concentrations were 
chosen based on the results as shown in Appendix Fig. 1. Then 
the cells were cultured further for 48 hrs. For the time-course 

experiments, the replacement of medium was delayed for 24 or 
40 hrs. Cell viability was evaluated by means of a Cell Counting 
Kit-8 (Dojindo, Kumamoto, Japan). The absorbance at a 450-
nm wavelength, due to the reaction of water-soluble tetrazolium 
salt (WST-8), was measured.

Evaluation of Cell Death and Generation of Reactive 
Oxygen Species (ROS) by Flow Cytometry

After the culture (2-4 x 105 cells/mL, 0.4 mL/well in 24-well 
tissue culture plate), the floating cells were combined with the 
adherent cells that were detached from the substratum by 0.05% 
trypsin-EDTA (GIBCO), and the cells were collected by cen-
trifugation. To evaluate cell death or the generation of ROS, we 
stained the cells with 1 μg/mL propidium iodide (PI) or 4 
μmol/L dihydroethidium (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 
respectively. N-acetylcysteine (Tokyo Chemical Industry, Japan) 
and 1,2-dihydroxy-3,5-benzenedisulfonic acid (Tiron; Dojindo) 
were added together with butyric acid. The percentage of cells 
with high fluorescence intensity due to oxidization of dihydro-
ethidium was identified as the ROS-producing cells. The cells 
were analyzed by flow cytometry with a FACSCaliber (BD 
Bioscience, Mountain View, CA, USA).

Statistical Analysis

Differences between mean values were assessed by a Student’s 
t test. A p value < 0.05 or < 0.01 was considered statistically 
significant.

RESULTS

HMGB1 is Dislocated from the Nucleus 
in the Pocket Epithelium

Gingival tissues from chronic periodontal patients (Fig. 1, 
Appendix Fig. 2) and healthy volunteers (Appendix Fig. 3) were 
stained by an anti-HMGB1 antibody. In hematoxylin and eosin 
(H.E.) staining, all the samples showed infiltration of inflamma-
tory cells in pocket epithelium, and the magnitude of the infiltra-
tion was consistent with the clinical periodontal condition. 
Regarding the localization of HMGB1, it was predominantly 
stained more in epithelial cells than in connective tissues, which 
is consistent with results from the previous study (Morimoto 
et al., 2008). Moreover, in the gingival epithelium, HMGB1 was 
mainly localized in the nucleus and was partly dislocated from 
the nucleus. In contrast, in the pocket epithelium, the localiza-
tion of HMGB1 was exclusively cytoplasmic in all of these tis-
sue samples.

Butyric Acid Induces HMGB1 Release in Ca9-22 Cells

Butyric acid is a metabolite of periodontopathic bacteria and a 
virulence factor common to Porphyromonas gingivalis, Prevotella 
loescheii, and Fusobacterium nucleatum (Kurita-Ochiai et al., 
1995). The concentration of butyric acid was previously shown 
to reach 14-20 mmol/L in subgingival plaque at periodontal sites 
(Margolis et al., 1988). We examined the effect of butyric acid 
on the release of HMGB1, using a human gingival epithelial cell 
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line, Ca9-22. The release of HMGB1 was detected after 24 hrs 
in the presence of 10 mmol/L butyric acid (Fig. 2A).

Butyric Acid Induces Necrotic Cell Death in Ca9-22 Cells

The viability of Ca9-22 cells decreased in the presence of 
butyric acid (Figs. 3A, 3B). Cell death was observed after 24 
hrs and was still evident after 48 hrs in the presence of 10 
mmol/L butyric acid. A dose-response effect of butyric acid on 
cell death was coincident with that on HMGB1 release 
(Appendix Fig. 4).

The induction of cell death caused by a combination of TNF-� 
and CHX, which leads to apoptosis, was appreciably suppressed 
in the presence of a pan-caspase inhibitor, z-VAD (Fig. 3C). In 
contrast, butyric-acid-induced cell death was not significantly 
suppressed by z-VAD, although it was partly suppressed in the 
presence of 10 mmol/L butyric acid. Similarly, the release of 
HMGB1, induced by a combination of TNF-� and CHX, was 
almost undetectable in the presence of z-VAD, whereas the sub-
stantial release of HMGB1 by butyric acid was observed in the 
presence of z-VAD (Fig. 2B).

After the treatment with butyric acid, Ca9-22 cells were 
slightly swollen (Appendix Fig. 5). The morphological changes 
were further monitored by transmission electron microscopy. 
Most of the floating cells were enucleated (Appendix Fig. 6), 
whereas the released nuclei remained attached to the substratum 
and revealed the homogeneous staining in the nucleoplasm (Fig. 
3F). In contrast, chromatin condensation and cell shrinkage 

were clearly observed when Ca9-22 cells were treated with 
TNF-� and CHX.

Butyric Acid Promotes the Generation of ROS in 
Ca9-22 Cells

The population of Ca9-22 cells producing ROS was increased 
by incubation with butyric acid (Fig. 4). The production of ROS 
was detected after 12 hrs. The addition of ROS scavengers failed 
to suppress the butyric-acid-dependent ROS production and cell 
death (Appendix Fig. 7).

DISCUSSION

Changes in the intracellular localization of HMGB1 have been 
observed in biopsy specimens from patients with rheumatoid 
arthritis (Kokkola et al., 2002) and systemic lupus erythemato-
sus (Popovic et al., 2005). In gingival tissues from patients with 
chronic periodontitis, the occasional translocation of HMGB1 
from the nucleus to the cytoplasm has been reported (Morimoto 
et al., 2008). In the present study, we demonstrated that HMGB1 
is exclusively present in the cytoplasm of pocket epithelium 
cells close to the infiltrated inflammatory cells. It should be 
noted that the infiltration was observed in the pocket epithelium 
even without apparent periodontal diseases, which is possibly 
caused by indigenous bacterium in the pocket. In contrast, 
HMGB1 is preferentially present in the nucleus in the gingival 
epithelium. This clear contrast suggests the involvement of 
HMGB1 in the pocket-mediated processes.

One of the virulent factors generated in the periodontal 
pocket is butyric acid. It has been demonstrated that butyric acid 

Figure 1. Immunohistochemical localization of HMGB1 in gingival 
tissue from a patient with chronic periodontitis. (A) Schematic 
presentation of periodontal tissues. (B-H) The section was stained with 
hematoxylin and eosin (H.E.) (B,C,E,G) or anti-HMGB1 antibody 
(HMGB1) (D,F,H). Areas corresponding to gingival epithelium (C,D) 
and pocket epithelium (E-H) were magnified. Scale bar: B, 200 μm; 
C-H, 20 μm.

Figure 2. Butyric acid induces HMGB1 release in Ca9-22 cells. Ca9-
22 cells (2 x 105 cells/mL, 0.4 mL/well in a 24-well tissue culture 
plate) were incubated with butyric acid at concentrations of 10 
mmol/L for 0-48 hrs (A), or without (white) and with (gray) 5 μmol/L 
z-VAD for 48 hrs in the absence or presence of 10 ng/mL TNF-� with 
10 μg/mL CHX or 10 mmol/L butyric acid (B). Conditioned media 
were passed through a GHP Acrodisc Syringe Filter with a 0.2 μm 
GHP Membrane (PALL, Ann Arbor, MI, USA). The amount of HMGB1 
in the filtrates was measured with the use of an HMGB1 ELISA Kit 
(SHINO-TEST Corporation, Kanagawa, Japan). (A) Values are means ± 
SD (n = 4). The result is a representative of 4 independent experiments. 
(B) Values are means ± SD (n = 3). Essentially the same result was 
obtained in an independent experiment. Significant differences between 
z-VAD-treated and untreated conditions are indicated: ** p < 0.01.
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induces apoptosis in murine and human T- and B-cells (Kurita-
Ochiai et al., 1997, 1998, 2001) and in fibroblasts isolated from 
inflamed periodontal lesions of human adults with periodontitis 
(Kurita-Ochiai et al., 2008). In the present study, we demon-
strated that butyric acid induces the release of HMGB1 in a 
human gingival epithelial cell line (Ca9-22). Previous studies 
reported the release of HMGB1 from gingival epithelial cells by 
TNF-� (Morimoto et al., 2008) and from gingival fibroblasts by 
lipopolysaccharide (Feghali et al., 2009). In addition to these 
factors, butyric acid can be a causative factor for HMGB1 
release in gingival tissues.

HMGB1 is either secreted from activated monocytes and 
macrophages through secretory lysosomes, or passively leaked 
from cells when the integrity of the plasma membrane is dis-
rupted during necrosis (Bianchi and Manfredi, 2007). In con-
trast, in the case of apoptosis, HMGB1 is retained in the nucleus 
by association with condensed chromatin, and therefore the 

release of HMGB1 does not occur even 
when plasma membranes are compro-
mised after secondary necrosis (Scaffidi 
et al., 2002). However, some contradic-
tory results have been presented (Bell 
et al., 2006; Jiang et al., 2007), suggest-
ing that the release of HMGB1 from 
apoptotic cells is context-dependent. In 
Ca9-22 cells, the release of HMGB1 and 
the induction of cell death were observed 
in parallel. The butyric-acid-dependent 
cell death was not fully suppressed by a 
pan-caspase inhibitor and did not cause 
chromatin condensation, a sign of apop-
tosis. In addition, cell swelling was 
observed. These results suggested that 
butyric acid induced the release of 
HMGB1 as a result of necrosis. Butyric-
acid-induced necrosis has been reported in 
murine colonic epithelial cell MCE301 
(Matsumoto et al., 2006).

Although the mechanism of butyric-
acid-induced necrosis in Ca9-22 cells 
remains to be elucidated, electron micro-
scopic observation revealed the presence 
of a bulging intracellular organelle, sug-
gesting oxidative stress. Butyric acid is 
known as a histone deacetylase (HDAC) 
inhibitor (Davie, 2003) and is able to 
induce transcriptional changes (Pajak 
et al., 2007). The homogeneous staining 
of nucleoplasm is probably caused by 
the hyperacetylation of nuclear proteins. 
Thus, further studies are needed to eluci-
date butyric-acid-induced gene expres-
sion related to ROS production.

Several mechanisms are known to 
promote the relocation of HMGB1 from 
the nucleus to the cytoplasm, such as the 
acetylation (Bonaldi et al., 2003; 

Carneiro et al., 2009) and phosphorylation (Youn and Shin, 
2006) of HMGB1, and the destabilized association of HMGB1 
with chromatin (Ditsworth et al., 2007) or a nuclear import pro-
tein (Youn and Shin, 2006). HMGB1 is reportedly a substrate of 
histone acetylase, and HDAC inhibitors induce the relocation of 
HMGB1 from the nucleus to the cytoplasm (Bonaldi et al., 
2003; Carneiro et al., 2009). The effect of the HDAC-inhibiting 
activity of butyric acid in the relocation of HMGB1 remains to 
be elucidated.

Immunohistochemical staining revealed that HMGB1 is 
exclusively localized in the cytoplasm in the inflamed pocket 
epithelium. Cytoplasmic HMGB1 is destined for release to the 
extracellular space, either actively or passively, when the cells 
receive an appropriate second signal. Butyric acid was shown to 
induce the release of HMGB1 as a result of necrosis in the gin-
gival epithelial cell line Ca9-22. Thus, it is considered that 
the pocket epithelium, which is continuously challenged by 

Figure 3. Butyric acid induces necrotic cell death in Ca9-22 cells. Ca9-22 cells were incubated 
with butyric acid at concentrations of 1.25 mmol/L (○), 5 mmol/L (�), and 10 mmol/L (□) for 
indicated times, and cell viability (A) and cell death (B) were evaluated. The result is a 
representative of 3 independent experiments. (C) Ca9-22 cells were incubated without (white) 
and with (gray) 5 μmol/L z-VAD for 48 hrs in the absence or presence of 10 ng/mL TNF-� with 
10 μg/mL CHX or 10 mmol/L butyric acid, and cell death was evaluated. Values are means 
± SD (n = 3). Significant differences between z-VAD-treated and untreated conditions are 
indicated: ** p < 0.01; * p < 0.05. A similar result was obtained in an independent 
experiment. (D-F) Transmission electron micrographs. Ca9-22 cells (4 x 106 cells in 10-cm 
tissue culture dish) were cultured in the absence (D) or presence of 10 ng/mL TNF-� and 10 
μg/mL CHX (E) or 10 mmol/L butyric acid (F) for 48 hrs. Cells were scraped from the 
substratum, collected by centrifugation, and then fixed in 2.5% glutaraldehyde in 100 mmol/L 
phosphate buffer (pH 7.4) overnight at 4°C. After the fixative was changed to 100 mmol/L 
phosphate buffer (pH 7.4), the samples were post-fixed with 2% osmium tetroxide for 2 hrs and 
then dehydrated. The samples were finally embedded in Epon mixture. Ultra-thin sections (80 
nm thick) were prepared with a HERZ ultramicrotome. The specimens were stained with lead 
citrate and uranyl acetate and examined with a HITACHI H-7100 transmission electron 
microscope, at an accelerating voltage of 75 kV. Typical morphology of the nuclei is shown. 
The result is a representative of 3 independent experiments. The bar denotes 10 μm.
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periodontopathic bacteria, is in a unique pathological setting for 
HMGB1 release. Since HMGB1 potentiates the action of lipo-
polysaccharide (Qin et al., 2009), HMGB1 could exaggerate the 
outcome of bacterial insult.
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口腔病理学分野

山口　朗
医歯学総合研究科・口腔機能再構築学系専攻
口腔病理学・教授

1）研究の課題名
光メージングと分子生物学の融合によるオステオネ
ットワークの解明を目指したフロンティア研究拠点
New frontier of osteonetwork research by combinational 
approaches of optical imaging and molecular biology

イノベーション研究
（共同研究者：高柳広、飯村忠浩、中島友紀）
研究内容
1.	 骨芽細胞分化および骨再生過程における細胞・分子

間相互作用
Cellular and molecular interactions in osteoblast 
differentiation and bone regeneration

　本研究では、骨芽細胞分化および骨再生過程における
細胞・分子間の相互作用を解析し、骨再生の統合的理解
を深め、優れた骨再生療法を確立するための分子基盤を
構築することを目的とする。今年度は以下の研究を行った。
1） 骨再生におけるCCN3の役割：我々はCCN3が BMP, 

Notchの分子間相互作用により骨芽細胞分化を抑制
することを報告した。そのため、骨芽細胞特異的に
CCN3を過剰発現するトランスジェニックマウスおよび
CCN3ノックアウトマウスにおける骨再生過程を解析し、
CCNノックアウトマウスでは骨形成が促進することを明
らかにした。

2） イヌ口腔粘膜を利用した骨再生療法の開発：現在までに、
骨髄間葉系幹細胞、筋肉、骨膜細胞などが骨再生の
細胞移植療法に用いられているが、これらの細胞は
歯科医師にとって簡便に採取できる細胞ソースではな
い。そのため、本研究ではイヌ口腔粘膜線維芽細胞
が骨再生の細胞移植量療法に利用できるか、検討し
た。成犬の口腔粘膜より採取した線維芽細胞にGFP
を導入し、BMP-2とともにヌードマウスに移植した所、
GFPとALPの両者が陽性の細胞が異所性骨形成部に
観察された。そのため、口腔粘膜線維芽細胞はBMP
の作用により、in vivoでも骨芽細胞に分化でき、歯科

領域の骨精製療法の開発に有用な細胞源と考えられた
（論文投稿中）。現在、BMP-2遺伝子を導入したイヌ
口腔粘膜線維芽細胞による骨形成能を検討中である。

2.	 口腔癌による顎骨破壊の分子メカニズム
Molecular mechanism of bone destruction by oral cancer

　口腔癌はその解剖学的構造に依存して、容易に顎骨に
直接浸潤するという特徴をもち、顎骨浸潤はその予後を
規定する重要な要因の一つである。そのため、歯肉癌の
顎骨浸潤の予防あるいは顎骨浸潤の進展を阻止すること
ができれば、今後の歯肉癌治療に大きく貢献できる。こ
の目的を達成するために、我々は口腔癌による顎骨破壊
の分子メカニズムの解析を行なっている。
1） 口腔癌の骨浸潤におけるCXCL2の役割：口腔癌が

産生する間質細胞のRANKL発現誘導因子の同定を
試みた。HSC3口腔癌細胞から単一細胞に由来する
クローン化細胞を13種類分離し、各々の培養上清
がST2細胞のRANKL発現に与える影響を検討し
た。その結果、HSC3-C13細胞株がST2細胞におけ
るRANKL発現を最も効率的に上昇させ、HSC3-C17
細胞がその活性能が一番低いことが明らかとなった。
そのため、HSC3-C13とHSC30C17細胞間での遺伝子
発現の相違をmicroarray解析で検討し、CXCL2が
HSC3-C13細胞で高発現していることを見いだした。
さらに、HSC3-C13細胞の培養上清が誘導する破骨
細胞形成はCXCL2中和抗体で有意に抑制すること
を明らかにした。以上の結果より、CXCL2は口腔癌
細胞が産生する破骨細胞性骨吸収促進因子の一つで
あると考えられた。現在、論文投稿中。

2） 口腔癌による骨吸収過程における間質細胞と癌細胞
の産生するRANKLの役割：我々は口腔癌の骨浸潤
過程では、癌：骨の境界に存在する線維芽細胞様細
胞が産生するRANKLが重要な役割を担っているこ
とを報告した。近年、口腔癌細胞が自らRANKLを
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産生していることが報告されているが、間質細胞の産
生するRANKLと癌細胞の産生するRANKLがどの
ように骨破壊に関与しているのか明らかにされていな
い。そのため、本研究では、抗マウスRANKL 特異
的中和抗体と抗ヒトRANKL 特異的中和抗体を用い
た実験を行った。口腔癌細胞株をヌードマウス頭蓋部
皮下に移植して、マウスRANKL 特異的中和抗体とヒ
トRANKL 特異的中和抗体を単独、または併用で投
与した。その結果、各抗体を単独で投与すると骨破
壊が抑制されたが、両抗体を同時に投与すると骨破
壊抑制効果は相加的に抑制された。この実験系では、
間質細胞の産生するRANKLはマウス由来で、癌細
胞の産生するRANKLはヒト由来であるため、マウス
とヒトのRANKLを特異的に中和する抗体を用いるこ
とにより、骨吸収過程で間質細胞と癌細胞の産生する
RANKLの機能を区別化できた。本研究の結果より、
間質細胞と癌細胞で産生される両方のRANKLが口
腔癌における骨吸収に関与していることが明らかとなり、
RANKL中和抗体が口腔癌における骨破壊の抑制に
有効であることが示唆された。現在、論文投稿準備中。

3.	 骨細胞形態の定量的解析法の基盤構築と機能の解析

骨細胞は、骨基質中に存在し周囲の骨細胞や、骨芽細
胞、破骨細胞とも細胞突起を介してネットワークを形成し、
多細胞複合体として細胞間コミュニケーションを通じて機
能している。したがって、骨細胞の機能解析をする際に
は、骨細胞の細胞突起を介した3次元的な解析が重要で
ある。そこで、本研究グループでは、高解像度の3 次元
蛍光イメージングと画像解析により、骨細胞突起の立体的
構造を解析した。その結果、非荷重骨である頭蓋冠と荷
重骨である長管骨では骨細胞の3次元的構造に差異がみ
られることを明らかにした（Ando-Himeno et al. BBRC in 
press）。また、脊椎動物の進化の過程における骨細胞の
形態学的変化を明らかにする目的で、魚類、両生類、爬
虫類、哺乳類の骨細胞の形態を解析し、魚類では骨細胞
と骨細胞突起の発達が悪いが、両生類以上の脊椎動物で
は骨細胞の形態に大きな差がないことを明らかにした（Cao 
etal.J Bone Miner Res 2011）。これらの結果は、骨細胞
の微細構造は力学的負荷によって異なる可能性を示唆する
とともに、今後の骨細胞の定量的形態計測の基盤となる
と考えられた。

最近、骨細胞と破骨細胞の相互作用が注目されている。
本研究では、骨細胞に特異的にジフテリア毒素受容体を
発現するトランスジェニックマウス（DTR-Tg）にジフテリ

ア毒素を投与することにより、特異的に骨細胞を死滅させ
ることが可能なマウスを用いて矯正的歯牙移動時における
骨細胞の役割を解析した。その結果、骨細胞を死滅させ
ることにより、歯牙圧迫側の破骨細胞数が減少し、歯の
移動量も少ないことを明らかにした。本研究の結果より、
矯正的歯の移動における骨吸収過程では骨細胞が重要な
役割を担っていることを初めて実証した（論文投稿準備中）。

4.		骨の代謝と疾患におけるケモカイン受容体シグナル

の役割に関する研究

ケモカインのいくつかは、骨吸収性の関節炎やがん細
胞の骨転移部位で発現が上昇することが報告されており、
骨代謝への機能が注目されている。本研究グループは、
国際医療センター研究所との共同研究で、ケモカイン受
容体ノックアウトマウス（KO）の骨の表現型の解析を
すすめている。ケモカイン受容体のひとつであるCCR1
欠損マウスは骨芽細胞の機能分化と破骨細胞の分化が阻
害され、骨減少症を示すことを昨年報告した。今年度は
CCR5欠損マウスの骨の表現型を解析し、骨形成の促進
と骨吸収の抑制により、骨量増加を示すことを明らかに
した。CCR5はHIVのco-receptorであるため、本研究
はAIDS患者における骨動態の理解にも役立つものであ
る。現在、投稿論文準備中。

2）

3）発表の研究内容についての英文要約
1. Erika Oue, Ji-Won Lee, Kei Sakamoto, Tadahiro Iimura, 

Kazuhiro Aoki, Kou Kayamori, Yasuyuki Michi, Masashi 
Yamashiro, Akira Yamaguchi： CXCL2 is involved in 
bone destruction induced by oral cancer. （submitted）
To explore the mechanism of bone destruction 
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associated with oral cancer, we identified factors that 
stimulate osteoclastic bone resorption in oral squamous 
cell carcinoma. Two clonal cell lines, HSC3-C13 and 
HSC3-C17, were isolated from the maternal oral cancer 
cell line, HSC3. The conditioned medium from HSC3-C13 
cells showed the highest induction of Rankl expression 
in the mouse stromal cell lines ST2 and UAMS-32 as 
compared to that in maternal HSC3 cells and HSC3-C17 
cells. The conditioned medium from HSC3-C13 cells 
significantly increased the number of osteoclasts in a 
co-culture with mouse bone marrow cells and UAMS-
32 cells. Xenograft tumors generated from HSC3-C13 
cells caused extensive bone destruction and a significant 
increase in osteoclast numbers. CXCL2 gene was highly 
expressed in HSC3-C13 cells as compared to HSC3-C17 
cells. The increase in osteoclast numbers induced by the 
HSC3-C13-conditioned medium was dose-dependently 
inhibited by addition of anti-human CXCL2-neutralizing 
antibody. These results indicate that CXCL2 is involved 
in bone destruction induced by oral cancer. This is 
the first report showing the role of CXCL2 in cancer-
associated bone destruction.

2. Khanom R, Sakamoto K, Pal SK, Shimada Y, Morita K-i, 
Omura K, Miki Y, Yamaguchi A： Expression of basal 
cell keratin 15 and keratin 19 in oral squamous cell 
carcinoma represent diverse phthophysiologies. Histol 
Histopathol （in press）
The basal cells of oral epithelium express keratin 5 （K5）
, K14, K15 and K19, but their alterations in tumors are 
unclear. To address this issue and to seek for possible 
diagnostic application, we examined the expression 
of these keratins in oral squamous cell carcinoma 

（OSCC） and squamous intraepithelial neoplasm （SIN）
. cDNA microarray analysis of 43 OSCC revealed 
slight upregulation of KRT14, downregulation of 
KRT15 and KRT19, and unaltered KRT5 expression. 
KRT15 was positively correlated with differentiation-
related keratin, KRT13. K5 and K14 were ubiquitously 
expressed in all 50 OSCC and 50 SIN examined. K15 
and K19 were generally downregulated, but were 
considerably retained in about half of the cases and 
showed diverse expression patterns. K15-positive 
cancers tended to show a well-differentiated phenotype, 
and K19-positive cancers tended to show more invasive 
tumor fronts. Most K19-positive cancers appeared to 
develop with little associating SIN. K19 was consistently 
downregulated in SIN, while K15 was downregulated 
mainly in high grade SIN. In summary, K15 and K19, 
unlike K5 or K14, are expressed variably in each SIN 
and OSCC, which reflects the differences in their 
pathogenesis and biological behaviors, suggesting their 
prospective applications as markers for subclassifying 

OSCC and SIN. 

3. Sakamoto K, Fujii T, Kawachi H, Miki Y, Omura 
K, Morita K, Kayamori K, Khanom R, Katsube K, 
Yamaguchi A： Reduction of NOTCH1 expression 
pertains to maturation abnormalities of keratinocytes in 
squamous neoplasms. Lob Invest （in press）
We examined the expression in 56 cases of oral 
squamous intraepithelial neoplasm （SIN） or squamous 
cell carcinoma （OSCC） and 57 cases of cervical 
intraepithelial neoplasm （CIN） or squamous cell 
carcinoma （CSCC）. NOTCH1 expression was 
significantly reduced in most cases of SIN and OSCC, 
and tended to be downregulated in CIN and CSCC. 
Knockdown experiments using normal keratinocytes 
revealed that reduced NOTCH1 expression resulted 
in alteration of keratin subtype expression; namely the 
downregulation of keratin 13, that is associated with 
terminal differentiation of non-cornified epithelium, 
and the upregulation of keratin 17, that is associated 
with regeneration, suggesting that aberrant NOTCH1 
expression leads to maturation abnormality of 
keratinocytes. Activation of Notch signaling may 
not have a major contribution to progression from 
intraepithelial neoplasm to cancer. Instead, reduced 
NOTCH1 expression closely associates with abnormal 
keratinocyte differentiation, and may play an essential 
role in development of dysplasia that is invariably 
recognized as immature epithelium.

4. Himeno-Ando A, Izumi Y, Yamaguchi A, Iimura 
T： Structural differences in the osteocyte network 
between the calvaria and long bone revealed by three-
dimensional fluorescence morphometry, possibly 
reflecting distinct mechano-adaptations and sensitivities. 
Biochem Bioph Res Co, in press
The structural features of osteocytes and their 
cellular process network are thought to allow for 
mechanotransduction from the bone tissue to these 
cells. This study applied three-dimensional fluorescence 
microscopy to fixed and decalcified bone specimens 
to quantitatively compare the osteocytes and their 
networks between mouse parietal bone and tibia that 
are physiologically enforced by distinct mechanical 
loads. The subsequent morphometric analysis by the 
surface rendering of osteocyte cell bodies revealed 
the tibia to have relatively enriched cytoplasm in 
the osteocyte cell body in comparison to the parietal 
bone. Furthermore, quantitative tracing of the cellular 
processes in silico demonstrated that the numbers of 
the cellular processes and their bifurcation points per 
osteocyte in the tibia were significantly higher than 
those in the parietal bone. Though the total length 
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of the processes per osteocyte in the tibia was two 
times longer, its total surface area and total volume 
were smaller than those in the parietal bone, due to its 
thinner diameter. These architectural differences in the 
osteocytes and their networks are thus implicated in 
the adaptation to physiologically different loading, and 
may also induce distinct mechanosensitivities.

5. Cao L, Moriishi T, Miyazaki T, Iimura T, Tamamura 
S, Komori T, Yamaguchi A： Comparative morphology 
of osteocytes in aquatic and land vertebrates. J Bone 
Miner Metab 29：662-670,2011
Osteocytes are believed to be essential for the 
maintenance of bone homeostasis because they 
regulate mechanical sensing and mineral metabolism 
in mammalian bones. However, osteocyte morphology 
in other vertebrates has not been well documented. 
We conducted a comparative study on the morphology 
of osteocytes and the lacunocanalicular system of the 
following vertebrates： two teleost fishes [medaka 

（Oryzias latipes）, and zebrafish （Danio rerio）], three 
amphibians [African clawed frog （Xenopus laevis）, 
black-spotted pond frog （Rana nigromaculata）, and 
Japanese fire-bellied newt （Cynops pyrrhogaster）], 
two reptiles [four-toed tortoise （Testudo horsfieldii） 
and green iguana （Iguana iguana）], and two mammals 

（laboratory mouse C57BL6 and human）. The 
distribution of the osteocyte lacunocanalicular system 
in all these animals was investigated using the modified 
silver staining and the fluorescein-conjugated phalloidin 
staining methods. Bones of medaka had few osteocytes 

（acellular bone）. Bones of zebrafish contained 
osteocytes （cellular bone） but with a poorly developed 
osteocyte lacunocanalicular system. Bones of Xenopus 
laevis, a freshwater species, and of other amphibians, 
reptiles, and mammals contained numerous osteocytes 
and a well-developed lacunocanalicular system. The 
present study indicates that development of the 
osteocyte lacunocanalicular system differs between 
teleost fishes and land vertebrates, but this pattern is 
not directly related to aquatic habitat. 

6. Sakamoto K, Aragaki T, Morita K, Kawachi H, 
Kayamori K, Nakanishi S, Omura K, Miki Y, Okada 
N, Katsube K, Takizawa T, Yamaguchi A.： Down-
regulation of keratin 4 and keratin 13 expression in 
oral squamous cell carcinoma and epithelial dysplasia： 
a clue for histopathogenesis. Histopathology. 58：531-
542,2011.
This study aimed to identify relevant keratin subtypes 
that may associate with the pathogenesis of oral 
epithelial neoplasms. Expression of all the keratin 
subtypes was examined by cDNA microarray analysis 

of 43 oral squamous cell carcinoma （OSCC） cases. 
Immunohistochemical expression of the major keratins 
was examined in 100 OSCC and oral epithelial dysplasia 

（OED） cases. Many changes in keratin expression were 
observed and, significantly, consistent down-regulation 
of keratin 4 （K4） and K13 expression was observed. 
Aberrant expression of K4 and K13 was associated with 
morphological changes in the affected oral epithelium. 
Experiments with cell cultures transfected with various 
keratin subtypes suggested that alterations in keratin 
subtype expression can cause changes in cell shape 
and movement. Aberrant expression of K4 and K13, 
which are the dominant pair of differentiation-related 
keratins in oral keratinocytes, indicates dysregulation 
of epithelial differentiation in OSCC and OED. These 
keratins, especially K4, may be useful for pathological 
diagnosis. We propose that the aberrant expression 
of K4 and K13 and concomitant up-regulation of the 
other keratins may be one of the causative factors for 
morphological alterations in the affected epithelium.

7. Kihara K, Ichikawa S, Yonezawa T, Lee JW, Akihisa 
T, Woo JT, Michi Y, Amagasa T, Yamaguchi A： 
Acerogenin A, a natural compound isolated from Acer 
nikoense Maxim,stimulates osteoblast differentiation 
through bone morphogenetic protein action. Biochem 
Bioph Res Co 406：211-217,2011
We investigated the effects of acerogenin A, a natural 
compound isolated from Acer nikoense Maxim, on 
osteoblast differentiation by using osteoblastic cells. 
Acerogenin A stimulated the cell proliferation of 
MC3T3-E1 osteoblastic cells and RD-C6 osteoblastic 
cells （Runx2-deficient cell line）. It also increased 
alkaline phosphatase activity in MC3T3-E1 and RD-
C6 cells and calvarial osteoblastic cells isolated 
from the calvariae of newborn mice. Acerogenin A 
also increased the expression of mRNAs related to 
osteoblast differentiation, including Osteocalcin, Osterix 
and Runx2 in MC3T3-E1 cells and primary osteoblasts： 
it also stimulated Osteocalcin and Osterix mRNA 
expression in RD-C6 cells. The acerogenin A treatment 
for 3 days increased Bmp-2, Bmp-4, and Bmp-7 mRNA 
expression levels in MC3T3-E1 cells. Adding noggin, 
a BMP specific-antagonist, inhibited the acerogenin 
A-induced increase in the Osteocalcin, Osterix and 
Runx2 mRNA expression levels. These results indicated 
that acerogenin A stimulates osteoblast differentiation 
through BMP action, which is mediated by Runx2-
dependent and Runx2-independent pathways.
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4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点形成）

　我々が従来行なってきた骨生物学的研究を基盤として、
骨再生、癌による骨浸潤などの骨疾患の病態、治療法に
関連する研究計画を立案し、「歯と骨の分子疾患科学の
国際教育研究拠点」に相応しい研究を推進することとした。
B（研究教育環境）

　In vivo imagingの研究を効率的に推進するために、
既存の共焦点顕微鏡をグレードアップし、研究の促進を
図った。
C（人材確保）

　臨床系分野からの大学院生を受入、本研究を推進して
いる。
D（人材育成）

　大学院生の研究レベルを向上させるために、各大学院
生には分野内で特定の指導教官を配置し、指導体制をと
っている。
E（国際化）

　国際学会での発表を目指すよう指導し、国内における
外国人の講演への積極的に参加させている。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　現在までに我々が行なってきた骨細胞生物学の研究を
基盤として、インージングの手法も取り入れて骨疾患の
病態解析、治療法の開発へ向けた研究を推進するように
している。

6）英文原著論文
1. Sakamoto K, Aragaki T, Kawachi H, Katsube K, 

Miki Y, Takizawa T, Omura K, Morita K, Okada N, 
Yamaguchi A： Down-regulation of keratin 4 and 
keratin 13 expression in oral squamous cell carcinoma 
and epithelial dysplasia： a clue for histopathogenesis.. 
Histopathol 58：531-542,2011

2. Kihara K, Ichikawa S, Yonezawa T, Lee JW, Akihisa 
T, Woo JT, Michi Y, Amagasa T, Yamaguchi A： 
Acerogenin A, a natural compound isolated from Acer 
nikoense Maxim,stimulates osteoblast differentiation 
through bone morphogenetic protein action. Biochem 
Bioph Res Commun 406：211-217,2011

3. Cao L, Moriishi T, Miyazaki T, Iimura T, Tamamura 
S, Komori T, Yamaguchi A： Comparative morphology 
of osteocytes in aquatic and land vertebrates. J Bone 
Miner Metab 29：662-670,2011

4. Horiguchi K, Sakamoto K, Koinuma D, Semba K, 
Inoue A, Inoue S, Fujii H, Yamaguchi A, Miyazawa 
K, Miyazono K, Saitoh M： TGF-β drives epithelial-
mesenchymal transition through δEF1-mediated 
downregulation of ESRP. Oncogene （in press）

5. Sakamoto K, Fujii T, Kawachi H, Miki Y, Omura 
K, Morita K, Kayamori K, Khanom R, Katsube K, 
Yamaguchi A： Reduction of NOTCH1 expression 
pertains to maturation abnormalities of keratinocytes in 
squamous neoplasms. Lob Invest （in press）

6. Khanom R, Sakamoto K, Pal SK, Shimada Y, Morita K-i, 
Omura K, Miki Y, Yamaguchi A： Expression of basal 
cell keratin 15 and keratin 19 in oral squamous cell 
carcinoma represent diverse phthophysiologies. Histol 
Histopathol （in press）

7. Himeno-Ando A, Izumi Y, Yamaguchi Y, Iimura 
T： Structural differences in the osteocyte network 
between the calvaria and long bone revealed by three-
dimensional fluorescence morphometry, possibly 
reflecting distinct mechano-adaptations and sensitivities. 
Biochem Bioph Res Commun （in press）

7）総説ならびに著書
1. Iimura T, Sugiyama M, Makino Y, Nakane A, 

Watanabe T, Yamaguchi A： Illumination of 
vertebrate development by fluorescence live 
imaging. Cytometry Research 21： 57-63,2011

2. Iimura T, Nakane A, Sugiyama M, Sato H, Makino 
Y, Watanabe T, Takagi Y, Numano R, Yamaguchi 
A： A fluorescence spotlight on the clockwork 
development and metabolism of bone. J Bone Miner 
Metab. 2011 Jul 16. [Epub ahead of print]

3. 飯村忠浩、中根綾子、姫野彰子、杉山真由、山口 朗：
骨の形態的解析法の進歩;骨のIn vivo 蛍光イメー
ジングの現状と展望.　骨形態計測学会雑誌 21：17-
24,2011

4. 中根綾子、沼野利佳、佐藤博己、高木裕三、山口 朗、
飯村忠浩：骨の成長と代謝における概日リズムの働
きー蛍光イメージングによるアプローチと展望—. 骨
形態計測学会雑誌 21：41-50,2011

5. 佐藤　潔、栢森　高、小村　健、山口 朗：IL-6の骨
代謝に対する作用、骨粗鬆症治療 10：20-24,2011

8）平成23年度までの自己評価
　我々は長年、骨形成の分子メカニズムの研究を中心と
して骨生物学の基礎研究を推進してきた。本GCOEプ
ログラムでは、現在までの基礎研究を継続するとともに、
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骨再生、癌の骨破壊、顎骨の疾患などの研究を推進し、
「骨の分子疾患科学」に相応しい研究を推進した。特に、
癌により顎骨浸潤のメカニズム、in vivo imagingによる
骨の解析に概ね順調に推進することができたと考えてい
る。しかし、骨再生の研究がやや予定より遅れているの
で、反省点として上げられる。

9）学会発表（英文）
1. Matsumoto T, Moriyama K, Yamaguchi A： Osteocytes 

are involved in osteoclastic bone resorption induced by 
mechanical loading during orthodontic tooth movement. 
3rd Joint Meeting of the European Calcified Tissue 
Society & International Bone and Mineral Society, May 
10, 2011, Athens, Greece

2. MakinoY, Takahashi Y, Tanabe R, Hata K, Goseki-
Sone, Kanno J, Saga Y, Kaneko K, Yamaguchi A, Iimura 
T：Analysis of axial skeleton development in Type 2 
Spondylocostal Dysostosis model Mesp2（-/-） mouse, 
suggesting an essential role of the segmentation clock 
output for proper alternate arrangement of vertebral 
bodies and intervertebral discs. 2nd Asia-Pacific 
Osteoporosis and Bone Meeting, Gold Coast, Australia, 
September 4-8、2011

3. Watanabe T,, Nakane A, Hoshino K, Makino Y, 
Yamaguchi A, Iimura T： Involvement of changes 
in subcellular localization of Runx2 and Osterix in 
osteoblast differentiation revealed by 3-dimensional 
fluorescencemorphometry The American Society for 
Bone and Mineral Research 2011 Annual Meeting, San 
Diego, California, USA, September 16-20, 2011

 
10）学会発表（和文）
1. 木原翼、道泰之、天笠光雄、山口 朗：骨芽細胞分化

に及すアセロゲニンの作用、
第65回日本口腔科学会学術集会、2011年4月15日、
タワーホール船堀、東京

2. 渡辺高、天笠光雄、山口 朗、飯村忠浩：骨芽細胞分
化と骨形成における骨芽細胞特異的転写因子の細胞
内局在—蛍光イメージングによる解析—、第65回　
日本口腔科学会学術集会、2011年4月15日、タワー
ホール船堀、東京

3. サミール　パル、坂本啓、天笠光雄、山口 朗：The 
role of thrombospondin-1 （TSP1） in invasion of oral 
cancer、第65回　日本口腔科学会学術集会、2011年
4月16日、タワーホール船堀、東京

4. 大上えりか、天笠光雄、山口 朗：口腔扁平上皮癌が
産生する破骨細胞性骨吸収制御因子同定の基盤構築、
第65回　日本口腔科学会学術集会、2011年4月16日、

タワーホール船堀、東京
5. 坂本啓、山口 朗：NOTCH1の口腔癌の病態におけ

る意義、第100回日本病理学会総会、2011年4月29日、
パシフィコ横浜

6. 松本　力、飯村忠浩、山口 朗：強制力による歯の移
動における骨細胞の役割、第31回日本骨形態計測学
会、2011年5月20日、長良川国際会議場、岐阜

7. 渡部　高、天笠光雄、山口 朗、飯村忠浩：定量的in 
situ蛍光イメージングによる骨芽細胞特異的転写因
子の骨組織内での分布と細胞内局在の変化の観察、
第31回日本骨形態計測学会、2011年5月21日、長良
川国際会議場、岐阜

8. 星野昭芳、飯村忠浩、山本健二、山口 朗：骨代謝に
おけるケモカイン受容体（CCR1）の機能解析、第
28回日本骨代謝学会学術集会、東京（京王プラザホ
テル）、2011年7月21日

9. 相澤怜、山田篤、鈴木大、山本剛、飯村忠浩、山口
朗、山本松男、上條竜太郎：Cdc42は四肢形成にお
ける軟骨形成と肢芽指間域のアポトーシスを制御す
る（優秀ポスター賞）、第53回歯科基礎医学会学術
大会、2011年9月30日、長良川国際会議場、岐阜

10. 佐藤潔、坂本啓、栢森高、山口朗：口腔扁平上皮癌
による骨破壊予防治療法の開発（優秀ポスター賞）、
第53回歯科基礎医学会学術大会、2011年9月30日、
長良川国際会議場、岐阜

11）外部資金の獲得状況
1.	厚生労働省科学研究費金（再生医実用化事業）

研究課題：実験的再生歯の臨床応用に関する研究
研究代表者：山口　朗　
期間：平成21−23年
研究費総額：2600万円（平成21-23年）

2.	科学研究費補助金基盤研究（A）

研究課題：オステオネットワークの維持と破綻：顎
顔面骨疾患の病態解明を目指した基盤研究
研究代表者：山口　朗　
期間：平成22年−平成24年3月
研究費総額：3700万円　

3.	科学研究費補助金（挑戦的萌芽研究）

研究課題：オステオネットワーク獲得機構の解明を
目指した挑戦的研究 
研究代表者：山口　朗　
期間：平成23−24年
研究費総額：300万円
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12）特別講演、招待講演、シンポジウム
1. Yamaguchi A： Molecular mechanism of bone 

destruction by oral squamous cells carcinoma, 
The First international Oral Pathology Update 
Symposium, Taipei, 2011, Mar 27

2. 山口 朗：ビスホスホネート関連顎骨壊死（骨髄炎）、
（シンポジウム：難治性骨髄炎の治療戦略）、第65回
日本口腔科学会学術集会、2011年4月14日（東京）

3. 山口 朗：骨再生の分子基盤（シンポジウム：骨の再
生医療）、第65回日本口腔科学会学術集会、2011年
4月15日（東京）

4. 山口 朗：ビスフォスフォネート関連顎骨壊死（骨髄
炎）の病理学的所見、シンポジウム、第31回日本骨
形態計測学会、2011年5月20日（岐阜）

5. 山口 朗：血管石灰化と骨・軟骨関連因子、シンポジ
ウム：CDKにおける異所性石灰化：基礎と臨床、第
56回日本透析医学会学術総会、2011年6月18日（横浜）

6. Yamaguchi A： Histopathological characteristics 
of bisphosphonate-related osteomyelitis 

（osteonecrosis） of jaw. Keynote Lecture. 5th 
Meeting of Asian Society of Oral and Maxillofacial 
Pathology. Fukuoka, August 24, 2011

7. Yamaguchi A： Role of BMP, Notch, and CCN3 in 
osteoblast differentiation and bone regeneration. 
Lecture. International Summer Program 2011, 
Tokyo Medical and Dental University, Tokyo, 
August 30, 2011

8. 山口 朗：オステオネットワークの構築・維持・破
壊、第41回骨・カルシウム代謝研究会（特別講演）、
2011年10月14日、ホテルグランビィア京都

9. 山口 朗：口腔癌による骨破壊の分子メカニズム. 口
腔三学会合同シンポジウム、第56回日本口腔外科学
会総会、2011年10月22日（大阪）

13） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
分野のスタッフ

特任准教授 　飯村（GCOEシャペロン教官）
講　師 　勝部　憲一
助　教 　坂本　　啓
特任助教 　玉村　禎宏

指導を受けた大学院生

 ○ 松本　　力（顎顔面矯正学）（4年）
 ○ Samir Kumar Pal（4年）
 ○ 大上　えりか（顎顔面外科学）（4年）
 ○ 渡辺　　高（顎顔面外科学）（4年）
 ○ 佐藤　　潔（顎口腔外科）（4年）
 ○ Rumana Khanom （3年）
 ○ 島田（顎口腔外科）（3年）
 　松下　祐樹（顎顔面外科学）（3年）
 　Xhao Xin（2年）
指導を受けた大学院特別研究学生

 　牧野　祐司
 　（順天堂大学医学部整形外科）（3年）

○はAISS
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Reduction of NOTCH1 expression pertains to maturation
abnormalities of keratinocytes in squamous neoplasms
Kei Sakamoto1, Takuma Fujii2, Hiroshi Kawachi3, Yoshio Miki4, Ken Omura5, Kei-ichi Morita6, Kou Kayamori7,
Ken-ichi Katsube1 and Akira Yamaguchi1

Notch is a transmembrane receptor functioning in the determination of cell fate. Abnormal Notch signaling promotes
tumor development, showing either oncogenic or tumor suppressive activity. The uncertainty about the exact role of
Notch signaling, partially, stems from inconsistencies in descriptions of Notch expression in human cancers. Here, we
clarified basal-cell dominant expression of NOTCH1 in squamous epithelium. NOTCH1 was downregulated in squamous
neoplasms of oral mucosa, esophagus and uterine cervix, compared with the normal basal cells, although the expression
tended to be retained in cervical lesions. NOTCH1 downregulation was observed even in precancers, and there was little
difference between cancers and high-grade precancerous lesions, suggesting its minor contribution to cancer-specific
events such as invasion. In culture experiments, reduction of NOTCH1 expression resulted in downregulation of keratin 13
and keratin 15, and upregulation of keratin 17, and NOTCH1 knockdown cells formed a dysplastic stratified epithelium
mimicking a precancerous lesion. The NOTCH1 downregulation and the concomitant alterations of those keratin ex-
pressions were confirmed in the squamous neoplasms both by immunohistochemical and cDNA microarray analyses. Our
data indicate that reduction of NOTCH1 expression directs the basal cells to cease terminal differentiation and to form an
immature epithelium, thereby playing a major role in the histopathogenesis of epithelial dysplasia. Furthermore,
downregulation of NOTCH1 expression seems to be an inherent mechanism for switching the epithelium from a normal
and mature state to an activated and immature state, suggesting its essential role in maintaining the epithelial integrity.
Laboratory Investigation advance online publication, 13 February 2012; doi:10.1038/labinvest.2012.9

KEYWORDS: epithelial dysplasia; esophagus; Notch1; oral mucosa; squamous cell carcinoma; uterine cervix; keratin

Notch is a transmembrane receptor that regulates cell pro-
liferation and differentiation in various tissues. Notch is
constitutively processed and is tethered on the plasma
membrane as a heterodimeric protein, and the signal is
transduced by the Notch intracellular domain (NICD) pro-
duced by ligand-induced cleavage,1,2 which translocates to
the nucleus and directly induces the transcription of down-
stream targets by forming a transactivation complex with
several cofactors.3 In humans, there are four Notch homologs
(NOTCH1, 2, 3, 4) and they exhibit diverse patterns of ex-
pression, suggesting different contributions in each tissue.

The expression of Notch1, Notch2 and Notch3 in mouse
skin and hair follicles has been documented,4–7 and Notch
signaling seems to have important roles in the regulation of

epidermal differentiation. Conditional knockout of Notch1 in
skin results in epidermal and corneal hyperplasia.8 Over-
expression of constitutively active Notch1 in basal cells leads
to hyperplastic epidermis and abnormal hair development.4,9

In contrast, deletion of Notch2, Notch3 and Notch4 does
not cause significant changes in the epidermis.6,10,11 These
results indicate the significance of Notch1 in epidermal
differentiation.

Abnormal Notch signaling can promote tumor develop-
ment. The first indication that Notch has a role in carcino-
genesis was obtained from a mouse mammary tumor virus
integration assay in which four genes were identified as
candidates that associate with tumor progression, the third of
which (int-3) turned out to be a truncated form of Notch4.12
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Gain of function mutation of NOTCH1 was detected in many
cases of T-cell acute lymphoblastic leukemia,13 and this
finding gave rise to the concept of treatment by inhibiting the
formation of Notch transactivation complex.14 In cervical
cancer, the upregulation of NOTCH115,16 and NOTCH2,16

and an increase in nuclear localization of NICD17 were
documented. On the basis of these observations, activation of
Notch signaling is thought to be associated with the devel-
opment of cervical cancer.18 However, promotion of carci-
nogenesis by Notch signal activation seems contradictory to
the phenotypes observed in the Notch1 knockout mouse,
which exhibits an increase in the incidence of papilloma and
chemical-induced skin cancer,8 and the transgenic mouse of
the pan-Notch inhibitor, dominant-negative Mastermind-like
1, which shows dysplasia and SCC of skin.19 In fact,
expression of NOTCH1 is decreased in skin cancer,20,21

suggesting that NOTCH1 acts as a tumor suppressor. To solve
the discrepancy of the proposed role of Notch, accurate
knowledge of its expression is crucial. To assess its con-
tribution in cancer, the Notch expression should be evaluated
in comparison with the normal cells from which the cancer
cells originated. However, it appears that the expression of
Notch in human cancers has not been properly evaluated
along this line. Even the localization of Notch proteins in
normal adult tissue is unclear, partially, because of the dif-
ficulty of detection.

To address this issue, we have engaged in an examination
of Notch expression in adult human tissues. In this study, we
first demonstrate that NOTCH1 is predominantly expressed
in the basal cells of normal squamous epithelium. Then we
expand the examination to neoplasms that have originated
from squamous epithelium and show that Notch1 expression
is downregulated in these lesions. Cell culture experiments
indicate that reduction of NOTCH1 expression associates
with abnormal differentiation represented by alteration of
keratin subtype expression. Our data suggest that aberrant
epithelial differentiation in squamous neoplasms is caused by
the reduction of NOTCH1 expression, which in turn unveils
its essential function in the maintenance of normal epithelial
integrity.

MATERIALS AND METHODS
Clinical Specimens
A total of 56 specimens of oral lesions (epithelial dysplasia
and squamous cell carcinoma) were collected at the Dental
Hospital of Tokyo Medical and Dental University. Pharyngeal
cancers were excluded; the case summaries are shown in
Supplementary Material 1. A total of 20 specimens of eso-
phageal lesions (squamous cell carcinoma) and normal
tissues were collected at Medical Hospital of Tokyo Medical
and Dental University; the case summaries are shown in
Supplementary Material 2. A total of 57 specimens of uterine
cervical lesions (intraepithelial neoplasm and squamous cell
carcinoma) were collected at Keio University Hospital; the
case summaries are shown in Supplementary Material 3. The

tissues were fixed in formalin and embedded in paraffin
according to the routine laboratory protocol. HPV genotyping
was performed as previously described22 from the conven-
tional cytology specimens. All experiments were approved by
the ethics committees of both universities.

cDNA Microarray Analysis
Oral squamous cell carcinoma (OSCC) cells were taken from
surgically excised specimens by laser capture microdissection
and were subjected to cDNA microarray analysis, as pre-
viously described.23

Immunostaining and In Situ Hybridization
Immunohistochemical staining was performed using the
Sequenza (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). For antigen
retrieval, the sections were autoclaved in alkaline buffer
(10mM Tris (pH¼ 9.0) and 1mM EDTA) at 120 1C for
20min. The primary antibodies used in this study were anti-
Notch1 (EP1238Y, Epitomics, CA, USA); cleaved Notch1
(Val1744; D3B8, Cell Signaling, MA, USA) Notch2 (D67C8,
Cell Signaling); Notch3 (D11B8, Cell Signaling); Hes1
(EPR4226, Epitomics); Hey1 (polyclonal, Millipore, MA,
USA); keratin 5 (K5; EPR1600Y, Epitomics); K13 (EPR3671,
Epitomics); K13 (alternative antibody, KS-1A3, Leica Micro-
systems, Wetzlar, Germany); K15 (EPR1614Y, Epitomics);
K17 (D73C7, Cell Signaling); K17 (alternative antibody, E3,
Dako, Glostrup, Denmark); K18 (DC10, Dako); pan-Keratin
(AE1/AE3, Dako); Vimentin (SP20, Epitomics); E-cadherin
(36/E-Cadherin, BD transduction laboratories, CA, USA);
Desmoglein3 (3G133, Santa Cruz, CA, USA); p63 (4A4,
Dako); b-tubulin (9F3, Cell Signaling) and b-actin (C-2,
Santa Cruz). EnVision Dual Link (Dako) was used as the
secondary antibody. Coloration was done in DAB substrate.
For immunofluorostaining, Alexa Fluor 488 anti-rabbit
IgG (Invitrogen, CA, USA) and DAPI were used. In situ
hybridization to mouse E18.5 embryos was conducted as
previously described.24 Antibody adsorption test was
performed as follows. HEK293 cells were transfected with
Notch1 or NOTCH3 and were fixed 48 h after transfection.
The anti-NOTCH1 or anti-NOTCH3 antibody (diluted
1/500) was applied to the fixed cells, respectively, and
incubated for 1 h. The adsorbed supernatants were
collected and used for immunohistochemical staining. The
immunostaining results were compared with that using the
antibody adsorbed to mock-transfected cells.

Protein Extraction from Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded Specimens
Formalin-fixed paraffin-embedded specimens were sectioned
at 10 mm thick and deparaffinized. Tissues were manually
dissected under a microscope. The collected tissues were
heated at 95 1C for 1 h and then at 60 1C for 4 h in the protein
extraction buffer (50mM Tris (pH¼ 8.0), 5mM EDTA,
2% SDS).
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Genes
Mouse Notch1 was provided by Dr J. Nye and constitutive
active Notch1 were previously described.25 Notch extra-
cellular domain (NECD) was created by ligating the PCR
amplified Notch1 extracellular and transmembrane regions
(1M to 1755G) into pAcGFP1-C2 (Clontech). Human
Notch3 was provided by Dr A. Joutel. Rbpj cDNA was pro-
vided by the RIKEN BioResource Center (Ibaraki, Japan)
courtesy of Dr T. Honjo and cloned into pCMV-Tag4 (Stra-
tagene, CA, USA), and dominant-negative Rbpj (R218H) was
created by PCR mutagenesis. Dominant-negative Dll1 (chick)
was previously described.26 Human TP63a(TA) was pur-
chased from Invitrogen. TP63a(DN) was created as follows.
A plasmid (pBK-CMV-dN) was made, which contained the
sequence corresponding to the TP63a(DN)-specific N-term-
inal region by ligating annealed oligoniculeotides into pBK-
CMV (Stratagene). As the N-terminal TP63a(TA)-specific
region incidentally coincides to 50 of MSC1 site, the
N-terminal region was deleted from TP63a(TA) by MSC1
digestion, and the fragment was ligated into pBK-CMV-dN.
The resulting plasmid was confirmed by DNA sequencing to
carry TP63a(DN) identical to the wild type. Human KRT13
and KRT15 promoters were cloned by PCR from the BAC
clone RP11-156A24, and human KRT17 promoter was
cloned from the BAC clone RP13-415G19, both of which
were provided by the BACPAC Resources Center (CA, USA).
The sequences of the PCR primers used in the cloning pro-
cedures will be provided on request. Stealth RNAs for human
NOTCH1 were purchased from Invitrogen. The sequence of
the plus strand of the dsRNA is 50-UCGCAUUGACCAUU-
CAAACUGGUGG-30.

Cell Culture Experiments
GE-1, Ca9-22, HeLa and CaSki cells were provided by the
RIKEN BioResource Center. HSC-3 and 293 cells were pro-
vided by the Japanese Collection of Research Bioresources
(Osaka, Japan). Human foreskin (HFS) cells were purchased
from Kurabo (Osaka, Japan). Transfections were performed
using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) or by calcium phos-
phate method. Cell proliferation was evaluated using a Cell
Counting Kit (Dojindo, Kumamoto, Japan). Cells were lysed
in RIPA buffer and the concentration of the protein was
measured using a BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA). Western blot analysis and RT-PCR
were performed according to standard protocols.27 Three-
dimensional culture was conducted using Millicell Culture
Inserts (Millipore). Real-time RT-PCR was performed using a
Lightcycler (Roche, Basel, Switzerland). The PCR primer
sequences are as follows: hN1-5865F, 50-CAACATCCAGGA
CAACATGG-30; hN1-6093R, 50-GGACTTGCCCAGGTCA
TCTA-30; hN2-7187F, 50-ATGCTTCCTCAAATGCTGCT-30;
hN2-7513R, 50-TCATTTCTCTCCCGGATGAC-30; hN3-7275F,
50-GTCTGGGACCTCCTTCTTCC-30; hN3-7628R, 50-CCA
AGGGTGCCTACTTGGTA-30; hN4-6444F, 50-TGCAGGCA
TATGGGATGTAA-30; hN4-6665R, 50-CATCCCCACAGTGG

AGTTCT-30; HES1-468F, 50-GCGGACATTCTGGAATGACA-
30; HES1-594R, 50-CGTTCATGCACTCGCTGAAG-30; HEY1-
485F, 50-GATGACCGTGGATCACCTGAA-30; HEY1-584R,
50-CCGAAATCCCAAACTCCGATAG-30; GAPDH-275F, 50-
GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-30; GAPDH-417R, 50-ATG
GTGGTGAAGACGCCAGT-30.

Luciferase Activity Assay
KRT13, KRT15 and KRT17 promoter fragments were cloned
as described in the Genes section, and ligated into pGL4.10.
(Promega, WI, USA). The promoter construct of 0.1 mg,
0.1 mg of the Notch1 construct and 0.01 mg of the Renilla
luciferase standardization plasmid were transfected into GE-1
cells on 48-well plates and the luciferase activity was mea-
sured 48 h after transfection using a Dual-Luciferase Reporter
Assay System (Promega). All transfections were done in
triplicate and the experiments were repeated at least twice.

RESULTS
Expression of NOTCH1 in Basal Cells of Squamous
Epithelium
In the pilot study, we screened for optimal antibodies that
clearly detect an endogenous level of Notch in western blot
analysis. The selected antibodies revealed that NOTCH1,
NOTCH2 and NOTCH3 were expressed in primary HFS cells
and HEK293 cells, whereas NOTCH4 was not detected (data
not shown). This result was confirmed by RT-PCR analysis,
which revealed expression of NOTCH1, NOTCH2 and
NOTCH3 but not NOTCH4 (data not shown). These
(anti-NOTCH1 and anti-NOTCH3) antibodies reacted with
recombinant Notch1 (mouse) and NOTCH3 (human),
respectively, which were overexpressed in HEK293 cells as
well as with the endogenous proteins, as revealed both by
western blot analysis and immunofluorescent staining, vali-
dating their specific reactions (Supplementary Material 4A,
B). We then examined their immunohistochemical expres-
sion in various human adult tissues. Distinct expression of
NOTCH1 was observed in the basal cells of squamous epi-
thelium (Figure 1a). This was consistent with the result of in
situ hybridization, which exhibited basal-cell expression of
Notch1 in an embryonic mouse skin (Figure 1b). The
NOTCH1 protein was detected mainly on the plasma
membrane, which is consistent with its function as a trans-
membrane receptor (Figure 1a). Nuclear staining was rarely
observed. Antibody adsorption test showed significantly
reduced staining when the antibody was absorbed to Notch1-
transfected cells, validating the usability in immuno-
histochemical detection (Supplementary Material 4C). Both
cornified- and non-cornified squamous epithelia
expressed NOTCH1. The expression in the esophagus and
vagina appeared weaker than that in the skin and oral
mucosa (Figure 1c), suggesting that the epithelium of ecto-
dermal origin (skin, oral mucosa) expresses NOTCH1 more
than that of endodermal origin (esophagus, vagina). Basal
(myoepithelial) cells in the secretory glands were weakly
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positive for NOTCH1 (data not shown). In the uterus, the
columnar epithelium, including subcolumnar reserve cells,
was almost negative for NOTCH1. In the digestive tract,
NOTCH1 was detected faintly only in the basal crypts
(data not shown). In the subepithelial tissue, NOTCH1 was
detected weakly in the vascular endothelial cells (data not
shown). NOTCH3 was also expressed in the basal cells of
squamous epithelium, showing membranous localization
(Figure 1a). The staining pattern of NOTCH3 was a little
different from that of NOTCH1, showing weak ubiquitous
cytoplasmic staining also in glandular cells (data not shown).
This staining in glandular cells seemed nonspecific because it
did not decrease when the adsorbed antibody was used,
whereas the staining in the basal cells weakened (data
not shown). The NOTCH2 antibody was not applicable to
immunohistochemical detection, showing no staining in any
tissues (data not shown). In summary, NOTCH1 and
NOTCH3 were expressed mainly in the basal cells of squa-
mous epithelium.

NOTCH1 Expression Is Downregulated in Squamous
Neoplasms
As the anti-NOTCH3 antibody yielded some nonspecific
staining that would hamper correct evaluation, we deter-
mined to focus on NOTCH1 in this study and expanded our

investigations to neoplasms. Because the squamous epithelia
were dominant sites of NOTCH1 expression, we chose
squamous neoplasms that develop at these sites and in-
vestigated whether the expression is upregulated, down-
regulated or unchanged. For this purpose, we collected
surgical specimens of squamous cell carcinoma (cancer). To
assess the contribution of NOTCH1 in cancer progression,
surgical specimens of intraepithelial neoplasm (precancer)
were also collected. To compensate for the organ-specific
differences, specimens were collected from three different
tissue sources—oral mucosa, esophagus and uterine cervix.

First we examined the NOTCH1 expression in 56 cases
of oral epithelial neoplasm, including OSCC and oral
intraepithelial neoplasm (OIN). We randomly collected
specimens that contained normal epithelium, and the expres-
sion was evaluated by the staining intensity in individual
tumor cells in comparison with that in normal basal cells
within the same specimen. The distinct staining pattern with
abrupt changes at the interface between normal epithelium
and neoplasm enabled us to adopt this methodology. The
expression was scored as being at one of five levels: level 4,
upregulated expression compared with the normal basal cells;
level 3, expression level similar to the normal basal cells
(equivalent to ‘þ þ ’ in Figure 1c); level 2, expression level
less than the normal basal cells; level 1, stained only faintly

Figure 1 Expression of NOTCH1 and NOTCH3 in various tissues. (a) Immunohistochemical staining of adult human skin, tongue and vagina shows distinct

expression in the basal cells. Membrane staining pattern is obvious (right). (b) In situ hybridization on the skin of mouse E18.5 embryo, using Notch1

RNA probe. (c) Simplified summary of the expression in the epithelium of each tissue.
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(stained at least more than fibroblasts); or level 0, undetected
(equivalent to ‘�’ in Figure 1b). NOTCH1 expression was
significantly downregulated in most cases of OSCC and OIN
(Figures 2a–d, Supplementary Material 1). The down-
regulation was observed even in the precancerous lesions
with minimum histopathological changes (OIN1) and was
apparent in most of the precancerous lesions with moderate
histological alterations (OIN2), the lesions with prominent
histological alterations (OIN3), and OSCC (Figure 2d). There
were no cases showing an increase of NOTCH1 expression.
No significant correlation was observed between the level of
NOTCH1 expression and the histological variations of OIN
or the histological differentiation grade of OSCC. To confirm
the immunohistochemical evaluation, we dissected normal
tissues and cancers separately from the sections, extracted
proteins and conducted western blot analysis. In all, 4 out of
10 cases were informative, all of which showed reduced
NOTCH1 expression in cancer, normalized to keratin 5
(Figure 2e). This result is consistent with the im-
munohistochemical observations. Proteins of sufficient
amount and quality were not obtained from the other six
specimens, probably due to the fixation period. The down-
regulation of NOTCH1 in OSCC was also confirmed by
cDNA microarray analysis of 41 OSCC vs 7 normal oral
epithelia (Po0.001), with the average expression in OSCC
reduced to 0.43-fold compared with the normal control
(Figure 2f). The cDNA microarray showed that NOTCH2
and NOTCH3 were also downregulated in OSCC to 0.78-fold
and 0.83-fold, respectively (data not shown).

Next, we examined the immunohistochemical expression
of NOTCH1 in squamous cell carcinoma of esophagus
(ESCC; Supplementary Material 2 and 5). Downregulation
was evident in 17 out of 20 cases while weak expression
remained. The remaining three cases retained a considerable
expression, but there were no cases with NOTCH1 upregu-
lation.

Next, we examined the immunohistochemical expression
of NOTCH1 in uterine cervical lesions (Supplementary
Material 3, 6). NOTCH1 expression tended to be down-
regulated in cervical intraepithelial neoplasm (CIN) and
cervical squamous cell carcinoma (CSCC). However, more
than 50% of the cases retained considerable expression
(Supplementary Material 6). More cases showed NOTCH1
downregulation in precancerous lesions with little tendency
of differentiation (CIN3 and CSCC), compared with pre-
cancerous lesions with some tendency of differentiation
(CIN1 or CIN2). No significant difference was observed
between CIN3 and CSCC (Supplementary Material 6). There
was not a single case showing apparent NOTCH1 upregula-
tion in the individual cancer cells. Indistinct nuclear staining
was occasionally observed, but most of the neoplastic cells
exhibited a membranous or cytoplasmic staining. No sig-
nificant correlation was observed between the level of
NOTCH1 expression and the type of HPV detected in the
lesion (Supplementary Material 3).

In summary, the NOTCH1 expression was downregulated
both in precancer and cancer of non-cornified squamous
epithelium.

NOTCH1 Regulates the Differentiation of Squamous
Epithelium
The fact that NOTCH1 was downregulated not only in cancer
but also in precancer suggests that aberrant NOTCH1 ex-
pression associates with changes of epithelial properties ob-
served both in precancers and cancers. The essential
properties that discriminate cancer from precancer are in-
vasion and resultant metastasis, and our data suggest that the
downregulation of NOTCH1 may not contribute to these
cancer-specific events. In contrast, dysregulation of differ-
entiation is a common feature observed both in cancer and
precancer, appearing as abnormality of cell alignment, stra-
tification and keratinization. Considering that Notch governs
cell-to-cell signaling, we hypothesized that reduction of
Notch signaling might affect the cell-to-cell-based regulation
of epithelial differentiation. To test this hypothesis, we con-
ducted cell culture experiments. First, we examined Notch
expression in cell lines derived from cervical cancers (HeLa,
CaSki), oral cancers (BHY, Ca9-22, HSC-3) and primary HFS
cells. Western blot analysis revealed that both NOTCH1 and
NOTCH3 were expressed most abundantly in the normal
cells, and variably, but at much lower levels, in the cancer cell
lines (Figure 3a), which is a finding consistent with the ob-
servation that NOTCH1 expression was downregulated in
squamous neoplasms. NOTCH2 was considerably expressed
in Ca9-22 and HFS cells, and also in HeLa cells more strongly
(Figure 3a). To assess the possible correlation between
NOTCH1 and differentiation, we examined the expression of
epithelial markers in these cells (Figure 3b). In normal non-
cornified squamous epithelium, the basal cells express
NOTCH1, K15, K19, CDH1, DSG3 and TP63, whereas K16
and K17 expression is weak, and K18 and vimentin are not
expressed (data not shown). HFS cells mimicked this
expression pattern. The cancer cell lines showed various
expression patterns, reflecting the diversities in differentiation
states of each cell line (Figure 3b). When we compared the
two cervical cancer cell lines, CaSki expressed more NOTCH1
and exhibited a phenotype more similar to normal epithe-
lium than to HeLa. When we compared the three oral cancer
cell lines, Ca9-22 that expressed a significantly higher level of
NOTCH1 than BHY and HSC-3 exhibited the phenotype
very similar to normal epithelium. When the cells were cul-
tured at a high density, HFS and Ca9-22 cells spontaneously
differentiated, showing scattered cells positive for K13, a
keratin in terminally differentiated keratinocytes (Figure 3c).
The other cancer cells showed little potential to express K13.
These results suggest that NOTCH1 expression may associate
with differentiation of non-cornified epithelium. Cervical
cancer cells, which do not fit into this hypothesis, will be
discussed in the Discussion section.
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As Ca9-22 mimicked well the phenotype of normal epi-
thelium, and Ca9-22 cells were easily transfected, we thought
that they served as a good cell model for assessing differ-
entiation. Accordingly, we examined the effects of Notch
signaling in Ca9-22 cells. We treated Ca9-22 cells with
gamma-secretase inhibitor (DAPT), which blocks the Notch
signaling, and examined K13, K15 and K17 expression after
72 h. These keratins are expressed variably in physiological
and pathological conditions, and represent distinct cellular
states; K13 represents keratinocytes under terminal differ-
entiation, K15 represents basal cells and K17 represents
activated keratinocytes such as those appearing in regenerative
epithelium and cancer. DAPT treatment led to reduced ex-
pression of a putative downstream target of Notch signaling,
HES1, and K13 expression, whereas K15 and K17 levels were
largely unchanged (Figure 3d), suggesting that Notch sig-
naling is necessary for terminal differentiation. Next the cells
were transfected with various constructs (Figure 3e). Con-
stitutively, active Notch1 (NICD) upregulated HES1 and
suppressed K13, suggesting that sustained, high-level Notch
signaling inhibits terminal differentiation. Knockdown of
NOTCH1 by siRNA led to a decrease of HEY1, another pu-
tative target of Notch signaling, K13 and K15, and an increase
of K17. Rbpjm, which is a mutant Rbpj with a single amino-
acid replacement (R218H), and dnDl, which is a deletion
mutant of Dll1, are both known to pose a dominant-negative
effect on Notch signaling. Both constructs led to a decrease of
HEY1 and an increase of K13. These results indicate that
proper expression of NOTCH1 and its signaling are necessary
for terminal differentiation, and either the absence of its
signaling or its untimely activation results in abnormal dif-
ferentiation. It should be noted that the phenotype observed
in NOTCH1 knockdown differed from that in the autono-
mous inhibition of Notch signaling.

We examined the correlation of TP63, a transcription
factor that regulates keratinocyte differentiation, with
NOTCH1. Among different isoforms, the most abundant TA-
and DN-isoforms were examined. In uterine cervical cells,
TP63(DN) acts as a transcriptional repressor of NOTCH1,
which results in maintenance of self-renewing capacity.28

In Ca9-22 cells, transfection of TP63(DN) only slightly
decreased NOTCH1 expression and TP63(TA) did not have
a significant effect on NOTCH1. Both TP63(TA) and

TP63(DN) decreased K13 expression (Figure 3f). NICD
overexpression and NOTCH1 knockdown both led to
downregulation of TP63(DN) and K13 (Figure 3g). These
results indicate that TP63(DN) inhibits differentiation par-
tially by repressing NOTCH1 expression, whereas Notch
signaling also mediates TP63(DN) expression.

To further investigate the contribution of Notch signaling
in regulation of keratin subtype expression, we conducted
promoter analysis of the keratin genes using GE-1 cells that
were established from normal mouse gingival epithelium. We
co-transfected the cells with Notch1, NICD or NECD, and the
luciferase reporter constructs for KRT13, KRT15 or KRT17
promoters. NECD is a membrane-tethered Notch1 extra-
cellular domain whose intracellular domain was replaced by
AcGFP. Notch1 increased the KRT13 promoter activity while
NICD decreased it. NECD decreased the KRT15 promoter
activity and slightly increased the KRT17 promoter activity
(Figure 3h). These results suggest that NOTCH1-expressing
cells have more potential to differentiate, but Notch signaling
itself autonomously inhibits differentiation and directs the
cell to maintain basal-cell phenotype.

Next we examined the effect of NOTCH1 knockdown in
normal epithelial cells using the primary HFS cells. The
knockdown efficiency was more than 90% as revealed by
western blot analysis (Figure 4a). NOTCH1 knockdown sig-
nificantly suppressed the expression of HEY1, whereas HES1
showed only slight (20%) reduction, as revealed by real-time
PCR (Figure 4b, real-time PCR data are not shown). Cell
proliferation was not altered by NOTCH1 knockdown (data
not shown). The total amount of keratin protein was un-
changed, and vimentin was not induced by NOTCH1
knockdown (Figure 4c). NOTCH1 knockdown led to
downregulation of K13 and K15, and upregulation of K17.
Immunocytostaining using the anti-K13 antibody revealed
that NOTCH1 knockdown resulted in a decrease both of the
staining intensity in individual cells and of the number of
stained cells (Figure 4d). The expression of CDH1 (E-cad-
herin), DSG3 (desmoglein 3) and TP63 was not significantly
altered (Figure 4c). In a three-dimensional culture, the
NOTCH1-knockdown cells formed a stratified epithelium
that exhibited a thickened cell layer and a disarray of strati-
fication (Figure 4e), which are reminiscent of the histological
features of precancer. These results suggest that reduced

Figure 2 Expression of NOTCH1 in oral squamous cell carcinoma (OSCC, cancer) and oral intraepithelial neoplasm (OIN, precancer). (a) OSCC associated

with OIN. Low-magnification view and the highlighted borders of the lesion (A, B). NOTCH1 expression is significantly reduced in OIN (A) and OSCC (B). Clear

demarcations of NOTCH1 expression are seen, which coincides with the border of the lesion. Scale bar, 0.5mm. (b) OIN1 (mild epithelial dysplasia). NOTCH1

is significantly downregulated even in this lesion with minimum histological change, and the border of NOTCH1 expression coincides with the border of the

lesion. Scale bar, 0.5mm. (c) Papillary-type OSCC. Low-magnification view with the highlighted border of the lesion (C). Downregulation of NOTCH1 is

evident. Scale bar, 0.5mm. (d) Numbers of cases (and percentage) with reduction of NOTCH1 expression. G1, well-differentiated; G2, moderately

differentiated; G3, poorly differentiated OSCCs. (e) Western blot analysis using surgical specimens. Formalin-fixed paraffin-embedded tissues were

separately dissected from normal (N) and cancer (C) tissues, and the proteins were extracted. A sufficient amount of protein was obtained from 4 out of 10

cases, in which NOTCH1 expression was reduced in cancer (Case #1 to #4). Keratin 5 (K5) was used for standardization. Case #5 is shown as an example of a

non-informative case. (f) cDNA microarray analysis of 41 OSCC and 7 normal control epithelia. Vertical axis corresponds to globally normalized signal

intensity of NOTCH1 mRNA expression. NOTCH1 is significantly downregulated in OSCC compared with normal epithelium (*Po0.001). Short bars,

expression in each case; long bars, mean; error bars, s.e.
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NOTCH1 expression results in conversion from a differ-
entiated epithelium to an immature or hyperplastic epithe-
lium represented by K17 expression.

Correlation Between NOTCH1 and Keratin Subtype
Expression in Tissue
To validate the results obtained by cell culture experiments,
we immunohistochemically examined the keratin expression

in cancer and precancer of oral mucosa, esophagus and
uterine cervix. NOTCH1 and K13 were concomitantly
downregulated along with downregulation of K15 and up-
regulation of K17 in most oral and esophageal lesions (Figure
5a). In cervical lesions, a similar tendency was observed.
However, there were also cases with considerably retained
NOTCH1 expression, and NOTCH1-retained lesions showed
a different keratin pattern, namely, K15-positive basaloid cell

Notch1 in squamous neoplasms

K Sakamoto et al

8 Laboratory Investigation | Volume 00 00 2012 | www.laboratoryinvestigation.org



221Annual Report 2011

山口　朗

Figure 3 NOTCH1 regulates keratin expression. (a) Expression of NOTCH1, NOTCH2 and NOTCH3 in cervical cancer cell lines (HeLa, CaSki), oral cancer cell

lines (BHY, Ca9-22, HSC-3) and primary human foreskin (HFS) cells, as revealed by western blot. All the antibodies recognize an epitope in the intracellular

domain. Most proteins were detected as a furin-cleaved form containing the transmembrane and intracellular domains. A small amount of full-length

protein was also detected. Gamma-secretase-cleaved C-terminal fragment (NICD) was not observed in NOTCH1 and NOTCH3 blots. (b) Expression of various

keratins (K), vimentin (Vim), E-cadherin (Cdh1), desmoglein 3 (Dsg3) and TP63 in various cells, as revealed by western blot. As the full-length NOTCH1 was

observed at a much weaker intensity and in proportion to the intensity of the 120 kDa protein, only the 120 kDa protein of NOTCH1 is shown. (c) K13

expression in Ca9-22 and HFS cells cultured at a high density. Immunofluorostaining was conducted using the secondary antibody labeled by Alexafluor

488. The nuclei were counterstained by DAPI. K13-expressing cells appear in a scattered manner. HeLa, CaSki, BHY and HSC-3 showed no K13 expression. (d)

Ca9-22 cells were treated with only DMSO or 2.5mM DAPT at 80% confluency and were cultured for 72 h. An equal amount of protein was subjected to

western blot analysis for keratins (K), HES1, HEY1 and b-tublin (bTub). (e) Ca9-22 cells were transfected at 30% confluency with an empty plasmid (Ctrl),

NICD, dominant-negative RBPJ (R218H, RBPJm), dominant-negative Dll1 (dnDl) or siRNA for NOTCH1 (siN1) and were cultured for 72 h. (f) Ca9-22 cells were

transfected with TP63(TA) or TP63(DN) and were incubated for 72 h. Western blot analysis revealed the endogenous expression of TP63 (DN), but not TP63
(TA). NOTCH1 was only slightly downregulated by TP63 (DN). K13 was downregulated both by TP63 (TA) and TP63 (DN). (g) Ca9-22 cells were transfected

with NICD or siRNA for NOTCH1 and were incubated for 72 h. Both NICD and siN1 downregulated TP63 and K13. (h) Luciferase reporter assay for human

KRT13, KRT15 and KRT17 promoters. The promoter construct plus of 0.1 mg and 0.1 mg of the Notch1 construct and 0.01 mg of the Renilla luciferase

standardization plasmid (pEF-RL). Transfections were done into GE-1 cells on 48-well plates and the luciferase activity was measured 48 h after transfection

using Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega). The error bars denote standard errors. rlu; relative luciferase unit.

Figure 4 Notch1 knockdown in primary foreskin (HFS) cells results in immature epithelium. (a) Efficiency of NOTCH1 knockdown. HFS cells were transfected

with negative control siRNA (siCtrl) or siRNA for NOTCH1 (siN1) were incubated for 7 days and subjected to western blot analysis. (b) Effect of NOTCH1

knockdown on the target genes. Real-time RT-PCR revealed that HEY1 was almost completely suppressed, whereas HES1 was downregulated only by 20%

(data not shown). The post-real-time PCR samples were diluted and amplified for an additional two cycles in order to make them visible on gel

electrophoresis. Thus this figure actually shows conventional RT-PCR. (c) The effect of NOTCH1 knockdown on the expression of keratinocyte differentiation

markers. K, keratin; Vim, vimentin; panK, pan-keratin; Cdh1, E-cadherin; Dsg3, desmoglein 3; No exp, no expression. (d) Expression of K13 in HFS cells

transfected with siCtrl or siN1 7 days after transfection, revealed by immunofluorostaining. The fluorescence intensity in the individual cells and the number

of positively stained cells decreased in the siN1-transfected cells. (e) Vertical sections of three-dimensionally cultured HFS cell layers, stained with

hematoxylin and eosin. Cells were transfected and seeded in Millicell culture inserts and cultured for 10 days.
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expansion with minimum induction of K17 (Figure 5b). We
scored the K13 expression either as being at level 2 (un-
affected, almost uniform expression), level 1 (apparent
downregulation but patchy expression remaining) or level 0
(almost complete loss of expression), and analyzed the cor-
relation of these three expression levels with the NOTCH1
scores. Loss of K13 expression was observed in accordance
with NOTCH1 downregulation (Figure 5c). The average
scores of K13 and NOTCH1 decreased in accordance with the
grades of OIN and CIN, although the high-grade lesions
(OIN2, OIN3, CIN3) showed scores similar to those of OSCC
or CSCC (Figure 5c), indicating that these precancers and
cancers in each site are essentially the same lesions in the
context of NOTCH1 and K13 expression. The cervical
lesions, especially low-grade CIN, tended to show more
NOTCH1 and K13 expression. Correlation between
NOTCH1 expression and keratin expression was further
assessed in oral cancers using microarray data. Scatter plots
revealed that the downregulation of NOTCH1 in cancer
correlated with downregulation of K13 and K15, and upre-
gulation of K17 (Figure 6).

Asymmetric Activation of NOTCH1
In tissue, NOTCH1 was dominantly observed on the cell
membrane, and nuclear staining was rarely seen. To gain an
insight into when and how NOTCH1 is activated, its cellular
localization was further investigated in HFS cells. NOTCH1
was detected on the cell membrane of culture cells, showing
accumulation at the cell-cell interface (Figure 7a). No
NOTCH1 accumulation was observed on the free surfaces.
Western blot analysis, using cleaved NOTCH1-specific anti-
body, failed to detect activated NOTCH1 (data not shown),

probably due to low expression. Still, immunostaining
showed distinct nuclear expression of activated NOTCH1,
but only in a very few (o1%) cells (Figure 7b). This suggests
that NOTCH1 protein is tethered to the cell membrane and is
dormant in most cells, and that it is activated only in a
limited population or on infrequent occasions. We further
assessed nuclear translocation of NOTCH1. As the en-
dogenous level of NOTCH1 expression was not sufficient for
clear visualization, we overexpressed Notch1 by transfection
and examined cellular localization of the protein. Again, cells
whose nuclei were positive for Notch1 were rare but
were definitely observed. Interestingly, nuclear localization
of Notch1 was occasionally observed in one of two neigh-
boring cells, which appeared as postmitotic daughter cells
(Figure 7c).

DISCUSSION
We demonstrated that NOTCH1 is expressed predominantly
in the basal cells of normal squamous epithelium. Contrary
to our findings, previous reports had documented the ex-
pression in both basal and suprabasal layers of the skin4,21

and in the uterine cervix,15,16 as well as in the suprabasal layer
of the cornea,29 but we believe the present study correctly
demonstrates the basal-cell dominant NOTCH1 expression
in human squamous epithelium and its neoplasms. The most
prominent feature that supports the validity of our im-
munohistochemical examination is the sharp demarcation of
NOTCH1 expression that matched to the border between
normal and neoplastic epithelia, which would never be ob-
served in nonspecific staining.

Although elevated Notch signaling has been suggested in
tumor development,13,30–32 neither an increase of NOTCH1

Figure 5 Immunohistochemical expression of NOTCH1, K13, K15 and K17 in squamous neoplasms. (a) In this OIN case, the lesion shows concomitant

downregulation of NOTCH1, K13 and K15, with complimentarily induced expression of K17. Scale bar, 0.5mm. (b) In this CIN case showing condylomatous

proliferation, the level of NOTCH1 expression in the individual cells is retained, and basaloid cells expressing NOTCH1 and K15 expand in the whole layer.

K17 induction is faint. Scale bar, 0.5mm. (c) Schematic summary of the immunohistochemical expression of NOTCH1 and K13 in various squamous

neoplasms. Each group of the lesions is plotted by the average scores of NOTCH1 and K13 expression. OIN, oral intraepithelial neoplasm; OSCC, squamous

cell carcinoma of the oral cavity; ESCC, squamous cell carcinoma of the esophagus; CIN, cervical intraepithelial neoplasm; CSCC, squamous cell carcinoma of

the cervix.

Figure 6 Correlation of NOTCH1 and KRT13, KRT15 or KRT17 expression. cDNA microarray analysis of 41 OSCC and 7 normal controls. Globally normalized

hybridization intensity data of each sample were scatterplotted. The filled circles represent normal controls and the crosses represent OSCC cases. The

blank circle represents the mean of the normal controls. The large cross represents the mean of OSCC. The error bars represent standard errors.
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expression nor its nuclear translocation was observed in the
cases we examined. The cDNA microarray of OSCC showed
that neither NOTCH2 nor NOTCH3 was upregulated in
OSCC, suggesting that quantitative compensation is unlikely.
These results indicate that upregulation of Notch-dependent
signaling may not make a major contribution to the devel-
opment and progression of squamous cell carcinoma. Con-
versely, consistent reduction of NOTCH1 expression in
squamous neoplasms was evident. Also, NOTCH1 has
recently been shown to be mutated in 11–15% of head
and neck cancer, and about 40% of the mutations were

predicted to generate truncated NOTCH1 proteins, whereas
no apparent activating mutation was found.33,34 These results
suggest that NOTCH1 may function as a tumor suppressor
gene rather than as an oncogene in squamous neoplasms.

We demonstrated that impaired Notch1 signaling led to
abnormal differentiation represented by alterations of keratin
subtype expression, which was commonly observed not only
in cancers but also in precancers. The role of Notch in reg-
ulation of squamous epithelium differentiation has also been
suggested by studies using cultured cervical28 and esophageal
keratinocytes.35 Collectively, these results indicate that

Figure 7 Nuclear translocation of NOTCH1 is rare, and it occasionally occurs asymmetrically in cultured keratinocytes. (a) Immunofluorostaining of HFS cells

using the anti-NOTCH1 antibody. NOTCH1 protein accumulates at the cell–cell interface. Little protein was detected on the free surface or in the

nuclei. (b) Immunofluorostaining of HFS cells using the anti-cleaved NOTCH1(Val1744) antibody. This activated form of intracellular domain of NOTCH1 is

detected in the nuclei, but only in a very few cells—far o1% of the total population. (c) Immunofluorostaining of Ca9-22 cells transfected with wild-type

mouse Notch1 using the anti-NOTCH1 antibody. The antibody crossreacts with mouse Notch1. Endogenous expression of NOTCH1 is observed as fine

membranous or cytoplasmic staining. The transfected cells exhibit much stronger expression, facilitating detection. Nuclear localization of the NOTCH1 is

observed in one of two neighboring cells, which appear as postmitotic daughter cells. Arrow: postmitotic cell with nuclear NOTCH1; arrowhead: postmitotic

cell without nuclear NOTCH1.
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reduced NOTCH1 expression affects the terminal differ-
entiation, thus highlighting the essential role of NOTCH1 in
maintaining normal epithelial integrity. In addition, we ex-
amined five cases of traumatic ulcer and found that
NOTCH1 was downregulated in the regenerative epithelium,
accompanied with loss of K13 expression and robust
induction of K17 (K.S., unpublished observations). This
suggests that the downregulation of NOTCH1 expression level
is an inherent mechanism for switching the epithelium from a
normal and mature state to an activated and immature state.

Cervical cancers tended to retain NOTCH1 expression
compared with oral and esophageal cancers. We evaluated the
expression in the cervical cancer cells in comparison with the
neighboring vaginal squamous epithelium. However, this
evaluation method might be misleading because cervical
cancers arise from the reserve cells beneath the columnar
epithelium of endocervix,36 and the vaginal epithelium is not
the origin of cervical cancers. As the reserve cells are almost
negative for NOTCH1, it can also be said that NOTCH1
expression is increased in cervical cancer compared with its
original cell type.

We hypothesized that strong NOTCH1 expression may
correlate with a tendency for differentiation toward

squamous epithelium. To check this hypothesis, we ad-
ditionally examined five specimens of squamous metaplasia
caused by obstruction of the minor salivary gland duct. As
expected, NOTCH1 was significantly induced in ducts, which
show ectopic K13 induction and squamous metaplasia
(Supplementary Material 7). HPV infection to metaplastic
epithelium in the transformation zone initiates progression
to CIN or CSCC,37 and NOTCH1 is upregulated by HPV E6
and E7 oncoproteins, which are almost uniformly expressed
in cervical cancer.38 Virally induced NOTCH1 expression
would tend to be maintained in CIN and CSCC, but would
be no more upregulated. In this context, upregulation of
NOTCH1 may have an essential role only in generation of
metaplastic epithelium.

HPV has been detected only in a minority of OSCC cases,
excluding pharyngeal cancer39 and ESCC.40 This is probably
attributable to the difference in the NOTCH1 expression
pattern between oro-esophageal and cervical cancers. The
NOTCH1 expression patterns seem to underlie their histo-
pathological differences. Expansion of a basaloid cell popu-
lation is usually observed in CIN, whereas this finding is
exceptional in OIN, whose basaloid cells are usually limited
to the lower part of the epithelium. Remaining NOTCH1

Figure 8 Proposed model of Notch-mediated mechanism of non-cornified squamous epithelium differentiation. (a) NOTCH1 is selectively activated

in the basal cell (K15þ ) when the sister cell divides basoapically, and directs it to remain as a basal cell (K15þ ), whereas the apical daughter cell without

Notch signal input differentiates (K13þ ). (b) When the sister cells divide symmetrically, Notch is activated in both cells, which remain as basal cells

(K15þ ). (c) If the asymmetric Notch signaling is impaired and both basal and apical daughter cells undergo Notch activation, both remain as basaloid cells

(K15þ ). (d) The cells with reduced NOTCH1 expression convert to activated cells (K17þ ) that lead to a hyperplastic phenotype.
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expression appears to autonomously direct the cell to
maintain the basaloid phenotype.

In our series of cell culture experiments, Notch signaling
exhibited seemingly diverse effects. For example, both acti-
vation of Notch signaling and downregulation of NOTCH1
expression inhibited differentiation. To better understand
such diverse effects, we have developed the following model,
which is consistent with the experimental and histopatho-
logical findings, and also with the self-organizing nature of
stratified epithelium. NOTCH1 is selectively activated in the
basal cell when the sister cell divides basoapically, and acts to
direct the basal cell to remain as a basal cell, whereas the
apical daughter cell without Notch signal input is directed to
differentiate (Figure 8a). When the sister cell divides laterally,
Notch is activated in both cells, which directs them both to
be basal cells (Figure 8b). If asymmetric Notch signaling is
impaired, and both basal and apical daughter cells undergo
Notch activation, both would remain as basaloid cells (Figure
8c), causing expansion of the basal-cell layer. Cells with re-
duced NOTCH1 expression convert to activated cells that
lead to a hyperplastic phenotype (Figure 8d). In either case,
impaired Notch signaling causes an immature epithelium.
Although future research is required to confirm this model, it
is consistent with the results of genetically engineered mouse
experiments.8,35

Besides its role as a receptor, Notch is considered to have a
function as a modulator of cell adhesion.7 The NOTCH1
accumulation on the plasma membranes between neighbor-
ing cells and the rare observation of the activated form
support this notion. Reduced Notch expression may facilitate
the cell dissociation and movement that are required for
regenerative epithelium and cancer invasion.

Altogether, we assume that NOTCH1 functions in two
ways: it mediates the balance between populations of basal
cells and differentiated cells in normal epithelium by sym-
metric and asymmetric activation; and in pathological con-
ditions, such as wound healing, precancer and cancer, its
expression is reduced, which converts the cells into an acti-
vated and immature state.

Impaired asymmetric cell division affects epidermal Notch
signaling and results in defects in stratification and differ-
entiation, suggesting that Notch is an effector of asymmetric
cell division.41 The mechanism of asymmetric Notch
activation is unclear. JAG1, one of the canonical ligands,
was expressed in the suprabasal layers (K.S., unpublished
observations), which suggests that the signal is directionally
transmitted from an apical cell to a basal cell because of these
localizations of ligand- and receptor-expressing cells. How-
ever, JAG1 was also expressed in the basal cells, and the sig-
nificance of the co-expression of receptors and ligand in the
basal cells is yet to be elucidated. Accumulating evidence
indicates that the canonical Notch ligands also act as a cell-
autonomous repressor of Notch signaling,26,42–46 suggesting
that JAG1 expression in the basal cells may inhibit the
signaling. Another possible mechanism of the asymmetric

activation is the suppression of Notch signaling by protein
degradation mediated by Numb, which is distributed differ-
entially in the daughter cells and governs asymmetric cell
division.47,48

The transcription of NOTCH1 gene is suppressed by
TP63(DN) in cervical keratinocytes,28 and TP63(DN) inhibits
differentiation in the oropharyngeal SCC cell line.49 Our
findings using Ca9-22 cells are consistent with these results,
suggesting that the interplay between NOTCH1 and
TP63(DN) in differentiation is common in non-cornified
epithelia of various sites. In addition, we found that
TP63(DN) expression was affected by Notch signaling, sug-
gesting a feedback relationship between these factors. It
should be noted that this hypothetical NOTCH1-TP63 in-
terplay does not resemble the expression patterns of these
factors in cancer tissues, in which TP63 is uniformly
expressed in both basal and suprabasal layers of normal
epithelium and cancer (data not shown). Thus, the
NOTCH1-TP63 interplay is merely one of many mechanisms
that govern the epithelial cell behaviors.

In summary, NOTCH1 is expressed predominantly in the
basal cells of squamous epithelium, and it is generally
downregulated in squamous neoplasms, even at early stages.
Reduction of NOTCH1 expression directs the basal cells to
cease terminal differentiation, resulting in an immature epi-
thelium, which may have an essential role in the histo-
pathogenesis of dysplastic features commonly observed in
precancerous epithelium. These findings suggest that normal
epithelial integrity is autonomously maintained by this evo-
lutionarily conserved cell-to-cell signaling system.

Supplementary Information accompanies the paper on the Laboratory

Investigation website (http://www.laboratoryinvestigation.org)
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森山 啓司
医歯学総合研究科・顎顔面頚部機能再構築学系専攻
顎顔面矯正学・教授

1）研究の課題名

頭蓋早期癒合症のモデルマウスの解析と可溶型	FGFR2	

の効果
Analysis of a model mouse of craniosynostosis and the 
effect of soluble FGFR2 

　Apert症候群は、頭蓋冠縫合部の早期癒合症と四肢
の合指症を主症状とする常染色体優性遺伝性の先天疾患
で、著しい中顔面部の劣成長による重篤な反対咬合、開
咬および叢生を呈する。Apert 型点変異はほぼ 100%が
FGFR2の2つの変異部位 （ S252W / P253R ） に限局し
ており, この変異によってリガンド特異性の喪失 ,およびリ
ガンド親和性の上昇によってFGFR2はgain of function
となることが知られているが、この現象が本疾患の病態
成立機序にどのように関わっているかは不明である。研
究者らは過去に骨芽細胞の異常分化亢進が本疾患病態
成立機序に関与する事、またApert型変異を含む可溶型
FGFR2 が骨芽細胞の異常分化亢進を阻害することを報
告している。これらをふまえ本研究は、Apert症候群モ
デルマウス（以下Apマウスと表記する）頭蓋冠組織培養
系にて縫合部におけるより詳細な病態成立機序の解明を
目指し、かつ生体親和性の高いナノゲルを可溶型FGFR2
投与の足場として利用した非侵襲的かつ疾患特異的な治
療法確立への基礎的知見を得ることを目的とした。

頭蓋冠縫合部の発生におけるHedgehogシグナルの機能

解析
Analysis of the role of Hedgehog signaling in the calvaria 
suture development

頭蓋冠縫合部は、隣接する頭蓋骨を結合する線維性
組織であり、頭蓋冠の成長に重要な役割を果たす。頭
蓋冠縫合部早期癒合症（Craniosynostosis）は、縫合部
が早期に閉鎖する先天性の骨系統疾患であり、重篤な
不正咬合を呈する事が多い。GLI3変異は、頭蓋の変形

や多指症を主症状とするGreig Cephalopolysyndactyly 
Syndromeの原因となることが知られている。Gli3欠損
マウス（Gli3Xt−J/Xt−J）がラムダ状縫合に早期石灰化を
呈することに着目し、Craniosynostosisに対する治療法
の開発に向けての基礎的な研究を行ってきた。

野 生 型（Wt）頭 蓋 冠 に お い て、Gli3 mRNA は、ラ
ムダ状縫合および前頭縫合に接するosteogenic frontで
限局的に認められた。Gli3Xt−J/Xt−J ラムダ状縫合では
Patched1, Runx2-II, 及びDlx5等の明らかな発現上昇、
およびTwist1の発現低下が観察され、骨芽細胞分化の
亢進が確認された。BrdU取り込み実験によってGli3Xt

−J/Xt−Jでは縫合部中央部の間葉系細胞で有意な細胞増
殖亢進が認められた。FGF2除放ビーズをGli3Xt−J/Xt−

Jラムダ状縫合に適応したところ、ビーズ周囲にTwist1
発現が誘導され、同部位における早期癒合を阻止した。
最後に、Gli3/Runx2複合変異マウスを作成したところ、
Gli3Xt−J/Xt−J Runx2+/−マウスではラムダ状縫合の開存
が全例で認められた。以上より、頭蓋冠縫合部の適切
な発生には、Gli3が重要な働きをすることが示唆され、
Runx2の機能抑制により、縫合部における早期石灰化が
阻止されることが示された。以上の結果は、将来RNAi
等を利用したcraniosynostosisに対する非外科的治療法
開発へのヒントとなることが期待される。

リラクシン含有磁性リポソームを利用した顎顔面領域の

縫合部拡大制御法の開発
Development of the strategy for expansion of craniofacial 
suture with magnetized liposome containing Relaxin

　ペ プ チ ド ホ ル モ ン の 一 種 で あ る リ ラ ク シ ン
（RELAXIN;RLN）は哺乳類の出産時に卵巣黄体より血
中に分泌され、恥骨結合の弛緩と軟化、子宮頸部の軟
化等を惹起する。この作用機序として、RLN2がマトリ
ックスメタロプロテアーゼ（Mmp）の発現を誘導し、
Mmpの阻害因子であるTimp1発現を抑制する事で細胞
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外マトリックスの分解を引き起こす事が報告され、内因
性リラクシンは細胞外基質の分解に重要な働きを担うこ
とが示唆される。一方、破骨細胞の分化・成熟に必須の
RANKL-OPGシステムを調節することが報告されている。
本研究は、リラクシンの骨基質分解促進作用と破骨細胞
機能亢進機構作用を頭蓋顎顔面領域の縫合部に生体親和
性磁性リポソームを用いて適用し、その局所的骨代謝調
節作用を利用することで縫合部の拡大を含めた顎顔面骨
格の三次元的位置制御を目指すものである。研究代表者
らは、予備実験として、胎生15.5〜18.5日齢ラット胎児
における内因性Rxfp1の免疫組織学的検索を行い、主に
上皮系組織にその局在を認めた。また、蛍光物質（Cy3）
とナノ磁性体内包、リラクシン結合型リポソームを作成
し、ラット頭蓋冠（胎生18.5日齢）器官培養系に投与後、
磁性ワイヤーを用いてリポソームの局在をコントロール
することに成功している。今後、マウス胎児頭蓋冠由来
骨芽細胞様細胞およびマウス胎児口蓋器官培養系におい
てその安全性と至適条件を決定後、リラクシン磁性リポ
ソームをラット正中口蓋縫合およびラット頭蓋冠矢状縫
合部に注入後、矯正用拡大装置にて側方拡大を行う。磁
気を帯びたステンレススチール線を装着し、リポソーム
の作用領域のコントロールを行い、至適条件下で縫合部
の拡大を行い、拡大効率に与える影響について検討する。

ペリオスチンノックアウトマウスを用いた歯および歯周

組織の生物学的特性の解明
Phenotypic and functional analysis of tooth and periodontal 
tissues found in periostin null mice

　ペリオスチンは特に骨外膜、歯根膜、心臓弁に特異的
に局在する細胞外基質（ECM）タンパクであり、細胞接着、
コラーケン線維形成・架橋形成への関与、線維芽細胞の
遊走・活性化促進に重要であると考えられている。ペリオ
スチンを欠失させたマウス（ノックアウトマウス）を解析し
た以前の報告では、咬合力に対抗して歯周組織を健全に
維持する機能にペリオスチンが関与していることが示唆さ
れていた。本研究では、マウスの歯の発育時に咬合力の
ような機械的な力が付加された際、ペリオスチンの有無が
どのような影響を果たしているかを解析した。詳細な発
現解析により歯髄内の象牙芽細胞、象牙芽細胞下細胞
層、およびエナメル芽細胞にペリオスチン発現が確認され
た。咬合力が負荷された切歯において、ペリオスチンノッ
クアウトマウスは野生型に比して象牙質形成が有意に増加
していた。一方、ノックアウトマウスには切歯臼歯ともエナ
メル質の石灰化低下が確認された。切歯の象牙質にみら

れる非コラーゲン性タンパク（DSPP, DMP1, BSP, OPN）
の発現がノックアウトマウスにおいて変化していた。また、
切歯を切除して咬合力を取り除いたモデルにおける切歯
象牙質形成速度は、野生型マウスは減少したが、ノック
アウトマウスでは増加した。象牙芽細胞様細胞の培養実
験や、TGF-beta1を過剰発現するトランスジェニックマウ
スとの比較から、これらの変化にはTGF-beta1によって
直接制御されているペリオスチンの発現量が関与している
可能性が示された。現在は、咬合力や歯の移動時に引き
起こされる歯周組織における細胞死とペリオスチンの関連
について、解析を行なっている。

先天性多数歯欠損家系におけるPAX9変異解析
Non-syndromic Oligodontia with a Novel Mutation of PAX9

　歯の喪失や欠損が多数歯は、咀嚼、発音、摂食とい
った口腔機能に重大な障害を引き起こし、患者のQOL
に深刻な影響を与える。歯の再生に対する reverse 
geneticなアプローチとして本課題では、6本以上の多数
歯欠損が家族性にみられ、非症候群性に発症するケース 

（Familial oligodontia） の遺伝子解析を行ってきた。遺
伝子解析の結果、この家系においてFamilial oligodontia
を示す3名に、動物実験より歯の発生における機能が既
に報告されている転写因子PAX9に、フレームシフト型
の遺伝子変異 （321_322insG） を同定した。この変異は様々
な種間で保存され、DNA 結合能を持つpaired domain
に存在した。この家系内でFamilial oligodontiaを伴わな
い方からもDNA試料を提供いただき、遺伝子解析を行
った結果、321_322insGは見られなかった。321_322insG
の変異遺伝子機能をin vitroで解析した。この変異遺伝
子をCOS-7に遺伝子導入した結果、野生型タンパクと異
なり、321_322insGは分解されやすく、タンパクの安定
性に劣ることが示唆された。

眼・顔面・心臓・歯症候群における歯根形成を制御する

遺伝子BCORの役割の解明
Molecular Characterization of Human BCOR Mutations in 
OFCD syndrome

　矯正治療や歯の再植・移植といった治療や炎症によ
り、歯根吸収が惹起され、動揺や脱落といった転帰をた
どるケースは少なくない。歯根形成のメカニズムを解明す
ることは一端吸収が進んだ歯根の再生や歯根吸収の抑制
といった治療法の開発に向けて期待されるテーマである。
眼・顔面・心臓・歯（OFCD）症候群はまれな遺伝性疾
患で、特異的な頭蓋顔面を呈し、心臓および眼の異常が
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みられ、長い歯根を呈する疾患である。近年、BCL-6 co-
repressor （BCOR）の変異により、OFCD 症候群を引き
起こすことが報告されたが、歯根形成におけるBCORの
機能は明らかにされていない。そこで、分子生物学的、遺
伝学的ならびにバイオインフォマティクスの手法を統合して、
OFCD症候群を引き起こすBCORの機能を解析し、トラ
ンスレーショナルリサーチを目指した歯根形成のメカニズ
ムを解明することを目的とした。研究代表者が担当してい
るOFCD症候群患者の矯正歯科治療のため便宜抜歯した
小臼歯より、歯髄間葉細胞ならびに歯根膜細胞を単離し、
ゲノムDNAを抽出し、BCORの変異解析を行ったこころフ
レームシフト型の遺伝子変異を同定した。

口蓋裂症例における合併症状に関する検討
Examination of associated malformations in cases with 
isolated cleft palates

　口唇裂・口蓋裂は発生頻度の高い先天性疾患のひとつ
である。その中でも口蓋裂が単独で生じる場合、全身的
な合併症状を伴うことが多いとされているが、詳細な検討
はいまだ少ない。そこで、当分野に来院した口蓋裂症例に
合併する口腔内および全身症状について検討を行ったので
報告する。昭和52年から平成23年に当分野を受診した口
唇裂、顎裂を伴わない完全口蓋裂患者226名（男性74名、
女性152 名、平均年齢11歳4か月）を対象とし、初診時
調査用紙を用いて合併する1）口腔内および2）全身症状
について検討した。1）永久歯の先天性欠損が54.4%で最
も多かった。矮小歯は13.3%にみられ、その多くは上顎側
切歯であった。またエナメル質減形成が12.8%でみられ、
1歯のみから全歯におよぶものまで様々であった。舌にお
いては舌小帯強直症が 16.8%にみられた。2）眼の異常
では内眼角贅皮が 19.9%と最も多く、次いで両眼隔離が
10.2%にみられ、また視力障害が 19.5%、白内障も1.8%
認めた。耳の異常として、耳介形成異常が14.2%、次いで
耳介低位が 9.3%にみられ、聴力障害も18.6%認めた。ま
た斜頚や、手足においては指の彎曲がみられた。外胚葉
系ではアトピー性皮膚炎や爪の形成不全がみられた。呼
吸器系疾患では喘息が7.1%、循環器系疾患では不整脈・
心雑音が2.7%、心室中隔欠損が2.2%にみられた。また、
精神発達遅滞は7.1%、運動発達遅滞も5.8%にみられた。
家族性に口蓋裂を発症している家系が13.7%に認められた。
症候性の口蓋裂症例は18.1%にみられ、その中でPierre 
Robin症候群が 4.0%と最も多く、次いで Stickler症候群
が1.8%であった。口蓋裂に合併する症状を歯科的見地か
らも詳細に検討することは、他科との連携をとるうえで重

要な情報を提供するものと考えられる。

コーンビームCT	3D画像より作成した光造形ステント

を使いた矯正用ミニスクリューの植立精度について
Accuracy of orthodontic miniscrew implantation guided by 
stereolithographic surgical stent based on cone-beam CT 
derived 3D images

　近年、矯正治療において歯を移動する際の矯正力の固
定源として矯正用インプラントアンカーが使用されている。
そのうち特にミニスクリュータイプが多用されているものの、
その安定性（成功率）に問題があり、精度の高い植立方
法の確立もなされていない。よって本研究では、より精度
の高いミニスクリュー植立方法の確立と安定性向上を目指し、
ファントームモデルのコーンビームCT（CBCT） 3D画像よ
り光造形ステントを作成し、その正確性と有用性を検討し
た。　3つのX線撮影用ファントームモデルをCBCT撮影し、
ミニスクリュー植立シミュレーションを30 箇所についてコン
ピュータソフト上で行った。うち2画像のシミュレーション
から光造形ステント10 個（20 箇所：スクリュー20本分）を
作成した。ステントを使用してミニスクリューを植立した群

（ステント群： N=20）と、事前シミュレーションに基づきフ
リーハンドで植立した群（フリーハンド群： N=10）におけ
るミニスクリューの植立精度を、事前シミュレーション画像
と植立後再度CBCT撮影した画像の重ねあわせにより比
較した。スクリューヘッド・スクリュー先端における垂直的・
近遠心的距離、および垂直的・近遠心的角度における誤
差の、すべての計測項目において、ステント群の植立精度
は、フリーハンド群と比較して有意に精度が高かった。また、
フリーハンド群では、歯根に接触したスクリューが4本あ
ったのに対し、ステント群では全く歯根への接触がみられ
なかった。よって、コーンビームCT 3D画像より作成した
光造形ステントは、臨床において正確なミニスクリュー植
立に有用であるものと考えられた。

下顎頭軟骨形成メカニズムの生物学的解析
Biological analysis of mechanism for condylar cartilage 
formation

　下顎頭軟骨は他の軟骨組織とは異なり顎顔面領域の成
長中心の一つとして働き、さらに成長終了後は永久関節軟
骨として下顎頭の表層に存在するという、「成長」と「関
節機能」という2つの機能を一つの組織で担っている。こ
のように頭蓋顎顔面の形態形成や顎関節機能に大きな影
響を及ぼすことが知られている。近年下顎頭の退行性に
変形するCondylar Resorptionが下顎後退による閉塞型
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睡眠時無呼吸症や種々の顎変形症、不正咬合を惹起する
ことが周知のこととなりつつある。下顎頭軟骨に代表され
る二次軟骨はType I、II、Xコラーゲンを同時に発現す
る特徴的な細胞外マトリックスを持っている。またその出
現時期は骨組織が形成された後に付随的に形成され、下
顎頭軟骨においては下顎骨が形成された後にその後縁に
出現する。骨組織を完全に欠損しているRunx2 KO mice
では下顎頭軟骨を欠損していることからその形成機構に
おいては骨との関連性が示唆されている。このRunx2 KO 
miceの下顎頭原基をBMP2 存在下で培養すると二次軟骨
形成が認められることから、下顎頭軟骨形成には骨芽細
胞由来のBMP2が重要である可能性が示唆された。本研
究では今後プロテオグリカン合成阻害薬であるβ-xylocid
を用いた器官培養の実験系を用いて、下顎頭軟骨の形態
形成における発現遺伝子の解析を考案している。

口唇閉鎖不全に対する筋機能療法の効果：マルチモダリ

ティ解析
Effect of muscle function therapy on lips imperfect close：
Multimodality analysis

　口唇閉鎖不全を伴う、上下顎骨の前後的・垂直的位置
関係の不調和が著しい不正咬合においては、矯正歯科治
療単独での咬合の改善や顔貌の調和を図ることが困難で
ある。このような場合に併用される筋機能療法のエビデ
ンスには不明な点が多い。そこで、「口唇閉鎖不全患者
における口輪筋収縮訓練に伴うオトガイ筋および口輪筋
の血流量・筋活動の経時的変化における相互関連を探り、
顎態および歯列に与える影響を解明するとともに、新た
な口唇閉鎖不全患者に対する筋機能療法の評価法を確立
する」ことを本研究の具体的な目的として遂行する。本
研究では、口唇閉鎖時および口輪筋収縮訓練時における
オトガイ筋・口輪筋の血流量と筋活動を同時計測し、健
常者群（対照群）、口唇閉鎖不全患者群（実験群）に、2
種類の異なる口輪筋収縮訓練課題（低負荷・長時間課題
および高負荷・短時間課題）を施行し、その効果に関す
る機能的評価を行うとともに、顎態および歯列の形態計
測による形態的評価を行う。この過程で、対照群と実験
群を横断的比較するとともに、実験群において課題の持
続効果を縦断的に比較する。

下顎側方偏位症例における大臼歯の頬舌的位置および角

度と口腔内圧の関連
Association between intraoral pressure and molar position 
and inclination in subjects with facial asymmetry

　上下顎骨の前後的、垂直的あるいは水平的な位置関係
の不調和が著しい骨格性不正咬合においては、矯正治療
単独での咬合の改善や顔貌の調和を図ることが困難であ
る。このような場合には、外科的矯正治療が併用される
ことになる。外科的矯正治療においては、顔貌における
審美性の改善、上下顎の位置関係および咬合の改善によ
る個性正常咬合の確立、生理的な口腔機能の回復、心理
的障害の排除と社会適応性の向上などを目標とする。以
上の治療目標の達成および確立された咬合の維持には、
歯や歯列を取り巻く口腔周囲の機能的安定が不可欠であ
る。そこで、「顔面非対称患者における安静時口腔内圧
と下顎の側方偏位との関連を解析する」ことを本研究の
具体的な目的として遂行する。

習慣性咀嚼側に依存した舌の2点弁別能および舌触覚に

よる大脳皮質賦活
Preferred-chewing-side-dependent two-point discrimination 
and cortical activation of tactile tongue sensation 

　咀嚼は両側で均等に行われるとは限らず、無意識下
での咀嚼の側性は習慣性咀嚼側（Preferred Chewing 
Side：PCS）とよばれている。これまでPCSと非習慣性
咀嚼側（non- PCS）との間での左右差に関して、機能的・
形態学的観点から様々な検討が行われてきた。しかし、
咀嚼運動中のフィードバックに関与する舌の触覚とPCS
とに関連があるのか、中枢神経機構に差異があるのかは
不明である。そこで本研究は、PCSを評価した上で2点
弁別試験を行い、機能的磁気共鳴画像法（fMRI）を用
いて触覚刺激に伴う一次体性感覚野の賦活領域を比較す
ることで、PCSと舌の触覚および脳機能との関連を検討
することを目的とした。その結果、2点弁別閾値は、前
歯から犬歯、さらに臼歯相当部へと後方へ進むにしたが
って増大した。また、PCSとnon-PCSの比較では、前歯
相当部では有意差は認められなかったが、犬歯および臼
歯相当部においては、PCSの方がnon-PCSよりも有意に
小さかった。脳賦活に関しては、刺激と対側の一次体性
感覚野は、PCS刺激時の方がnon-PCS刺激時に比べ有意
に広い領域が賦活した。さらに側性の相互関連に関して
は、末梢における咀嚼・舌感覚と中枢における脳賦活間
に、それぞれ有意な正の相関を認めた。これらの結果か
ら、PCSは末梢感覚である舌の触覚とその投射を受ける
中枢機能に関与することが示唆された。PCSにおける舌
感覚の鋭敏さは、咀嚼運動の円滑な遂行に重要な役割を
担っていることが示唆される。
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咬みしめに伴う上肢筋の促通とそれに同期した脳賦活パタン
Upper-limb facilitation by teeth clenching and its brain 
activation pattern

　歯科やスポーツ生理学の分野において、随意的な咬み
しめに伴って全身運動機能が促通されることが数多く報
告されている。そこで我々は、咬みしめが上肢筋筋力に
与える影響について非侵襲的脳機能計測法のひとつであ
る機能的磁気共鳴画像法 （fMRI） を用いて検討した。個
性正常咬合を有する健康成人19名において、行動生理
学的実験と神経生理学的実験を行った。前者に関しては、
MR室外にて、1） 咬みしめ時における最大握力、および2） 
下顎安静位における最大握力を、それぞれ利き手におい
て測定した。後者に関しては、1.5TのMR装置を用いて
1） 咬みしめと握りしめを同時に施行（Clenching during 
Gripping： CG）、2） 咬みしめのみ施行（Clenching： C）、
3）握りしめのみ施行（Non-clenching during Gripping： 
NcG）の3条件下でfMRIデータを採得した。握りしめ
に関連する関心領域を設定し、statistical parametric 
mapping （SPM） 5 を 用 い て Blood oxygenation level 
dependent （BOLD） 信号強度を解析した。咬みしめ時
における最大握力は、下顎安静位における最大握力に比
べ有意に大きかった。また、握りしめ動作に関連する大
脳皮質一次感覚運動野 （Primary sensorimotor cortex： 
SMC） 、補 足 運 動 野（Supplementary motor area： 
SMA）、および小脳におけるBOLD信号強度は、CG条
件下の方がNcG条件下に比べ有意に大きかった。さら
に小脳に関しては最大握力の増加率とBOLD信号強度
の増加率との間に有意な正の相関が認められた。これら
の結果から、咬みしめに伴う上肢筋の促通には、SMC、
SMAおよび小脳が関与していることが示唆され、さら
に小脳によってその促通が調節されている可能性が示唆
された。

CLP患者の言語想起時および発音時における言語障害

に依存した脳機能
Misarticulation-dependent Brain Activations During 
Covert/Overt Speech In Cleft-lip-and palate Patients

　口唇口蓋裂（CLP）患者は、手術により末梢器官の改
善が図られているにも関わらず、構音障害を有する場
合が散見される。CLP患者における構音障害の有無と
中枢神経機能の関連を知る目的で機能的磁気共鳴画像
法（fMRI）を用いて、軟口蓋破裂音（/k/）発音[内言
語（言語想起）および外言語（言語発音）]時における
脳賦活パタンを解析した。被験者は、健常成人6名と術

後成人口唇口蓋裂患者6名（片側性2名および両側性4名、
うち両側性の1名のみ軟口蓋音に構音障害あり）であっ
た。その結果、内言語発音時には、CLPの有無にかか
わらず言語関連領域が賦活した。一方、外言語発音時に
は、健常者ならびに構音障害を有しないCLP患者にお
いては運動前野、一次感覚運動野および小脳が賦活した
が、構音障害を有するCLP患者においては後帯状回が
賦活した。これらの結果から、言語想起時においては、
健常者とCLP患者の脳賦活パタンに差異は存在しないが、
言語発音時においては、構音障害の有無に依存した中枢
神経機能が存在し、構音障害と中枢神経機能が相互に関
連していることが示唆された。

声門破裂音聴取時の聴覚連合野の賦活パタン
Brain activation patterns in auditory association area for 
glottalstop perception

　音声は、言語情報や感情情報などを同時に伝えること
が可能な基本的かつ効率的な情報伝達手段である。ヒト
の社会的生存に必須である音声言語は、構音器官の巧妙
な協調運動により生成され、また、生命維持に必要な
呼気を利用することでほかの身体活動（たとえば労働
など）と同時に遂行可能であるため、ヒト同士のコミ
ュニケーションを容易に成立させている。しかし、構音
器官の重要な構成要素である口蓋に先天的に器質的障
害を有する口唇口蓋裂（CLP）患者のなかには代償性構
音（compensatory misarticulations： CMAs）を呈する
ことが少なくない。従来、長期的に残存する構音障害の
原因は末梢の構音器官に限局したものであると考えられ
てきたが、近年の研究から脳機能と構音障害との関連性
が推測されてきている。CMAsのひとつに声門破裂音

（glottal stop： GS）があるが、これは聞きなれない者
にとっては聞き取りにくい構音である。GSを聴取した
際、高次中枢としての脳がそれをどのように認識してい
るのかは、CMAsを有するCLP患者自身のみならず健
常者においても未だ明らかにされていない。そこで今回
我々は、行動実験ならびに機能的脳機能画像法（fMRI）
を用いて健常者におけるGS聴取時脳賦活パタンを解析
した。その結果、正常構音（normal articulation： NA）
聴取時と比較してGS聴取時では構音の識別に時間を要し、
また高次の音声認識に関与している上側頭回（ブロード
マンエリア22）が両側でより強く賦活することが示さ
れた。以上より、GSはNAよりも複雑な音声であるこ
とが脳科学的見地から示唆された。今後はGSを有する
患者においても同様の実験を行い、結果を比較検討する
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ことで長期的な代償性構音が高位中枢に与える影響につ
いて解明していく。さらに、本アプローチは、神経的反
応や概念に基づいた言語治療の効果を評価する方法を確
立し、新たな理論的基盤の構築に有用であると考えられる。

下顎骨後方移動術が上気道開存性に及ぼす影響	
Effects of mandibular setback surgery on the upper airway 

　顎変形症や頭蓋顔面の形成異常等に代表される骨格性
不正咬合は患者の社会心理的影響に大きく関与するととも
に咀嚼、発音などの機能的問題が生じる。骨格性不正咬
合患者は、矯正治療単独での咬合の改善や顔貌の調和を
図ることが困難であり、外科的矯正治療を適応する。特
に下顎骨後方移動術は顔貌および咬合状態の劇的な改善、
適切な口腔機能の獲得が期待できるが、口腔内容積が減
少し、舌房が狭くなることにより睡眠呼吸障害を発症する
可能性が指摘される一方、下顎骨後方移動術と睡眠呼吸
障害は関連性がないとの報告も散見される。そこで、我々
は外科的矯正治療前後での硬組織の大きさと軟組織量と
の解剖学的バランス（Anatomical Balance）の変化と睡
眠時呼吸機能との関連性を解明し、そしてAnatomical 
Balanceの変化が形態的、機能的に安定した外科的矯正
治療の立案の指標となり得るかを検討した。Anatomical 
Balanceは下顔面硬組織（LFC）の大きさに対する軟組
織（TG）の割合（TG/LFC）と定義し計測したところ、
外科的矯正治療前後での統計学的な有意差を認めなかっ
たことから外科的矯正治療適応により成体では何らかの
補償機構によりTG/LFCが維持され、睡眠時の生理呼
吸機能が保たれている可能性が示唆された。今後は周囲
組織の動態についても解析して行く予定である。

卒前歯学教育における遺伝医学教育の現状
Status of Genetics Education in Japanese Dental Schools

先天異常疾患はその約70%において頭蓋顔面領域に何
らかの奇形を示すといわれている。口唇裂・口蓋裂のよ
うに口腔領域に明らかな異常を認めるもの以外でも、歯
列や顎骨に何らかの異常が認められ、形態的、機能的障
害をきたす先天異常疾患は多く、そのような患者の診断、
包括的治療を行っていくうえで、我々歯科の分野におい
て遺伝医学の知識は不可欠であるといえる。また、近年
ヒトゲノムの全容が解明され、一般医療の場で個人の遺
伝情報が取り扱われる機会も増加し、遺伝情報の個人差
に基づく健康維持や医療が現実化しようとしており、遺
伝情報は特別な家系だけでなく、健康維持やより良い医
療を望むすべての人々に必要な情報になっていくことを

鑑みると、歯学教育における遺伝医学教育の重要性は今
後更に増していくことが予想される。

H13年に「歯学教育モデル・コア・カリキュラム（コ
アカリ）-教育内容ガイドライン-」が策定されて以来、
コアカリは全ての歯学部学生が卒業時までに共通して修
得すべき必須の教育内容とされ、各大学はこのコアカリ
をもとにシラバス（教育要綱）を作成している。改訂さ
れたH22年度のコアカリにおける遺伝学に関する項目は、
大きく分けると「遺伝子の構造と機能および遺伝の基本
的機序の理解」、「口唇・口腔・顎顔面領域の先天異常疾
患の特徴と病因および診断・治療の基本的概念の理解」
の二つである。つまり遺伝学の基礎、顎顔面領域に関連
する先天異常疾患の知識に関して学ぶことができる一方
で、遺伝情報を臨床の場でどのように収集し、どのよう
に提供していくかという視点での臨床遺伝教育はまだ十
分とはいえない。

本学における遺伝医学教育の概要を紹介し、さらに全
国歯学部や海外における遺伝医学教育の実態などから、
卒前歯学教育における遺伝医学教育の現状をまとめ、今
後の遺伝医学教育の普及に役立てる。

先天異常診断エキスパートシステムのための三次元バー

チャルフェイス合成
Evaluation of the three-demensional-virtual-face for 
diagnosis of congenital anomalies

　当分野は国内の矯正歯科で最も多くの先天異常患者を
有し、長年蓄積してきたデータを広く社会に発信し、先
天異常患者の診断・治療に役立てたいと考え、以前から
診断・矯正治療を支援する先天異常診断エキスパートシ
ステムを構築し、仮想外来システムの実現を進めてきた。
先天異常疾患の約70%に頭蓋顔面領域の異常を認め、本
システムのさらなる発展のためには、顔貌の視覚情報を
組み込むことが必須であると考えるが、個人情報保護の
観点から公開は極めて困難である。本システムに個人情
報保護対策を取り入れた視覚的な頭蓋顔面情報を取り入
れるため、先天異常患者の頭蓋顔面領域の三次元情報か
ら、先天異常疾患の特徴を有し、個人として特定できな
い三次元バーチャルフェイスを作成し、本システムに組
み込むことを本研究課題の目的とした。3Dデジタイザ
を用いて、先天異常疾患の複数患者の三次元顔データの
計測を行い、所定のデータ形式に変換後、顔画像へのワ
イヤーフレームのフィッティングを行い、三次元先天異
常バーチャルフェイスを作成した。平成24年度は、バ
ーチャルフェイスの先天異常疾患としての妥当性の評価
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を行い、アンケート結果集計・解析し、バーチャルフェ
イスの個人としての異同評価を行い、総合判定とする。
平成25年度はさらに種類を増やし、当分野の先天異常
診断エキスパートシステムに三次元バーチャルフェイス
を組み込み、社会に発信する第一段階として、本学で導
入しているe-learning上で本システムを公開、学生講義・
卒後教育で利用し、その効果を評価をおこなう。

Le	Fort	I	型骨切り術を併用し上下顎移動術を行った骨

格性下顎前突症例の外鼻形態変化に対する三次元的検討
Three-Dimensional Analysis of External Nasal Morphology 
Changes Undergoing Two-Jaw Surgery Combined with Le 
Fort I Osteotomy for Skeletal Class III Patients

　今回我々は、三次元 CT画像を用いて上下顎移動術を
適用した骨格性下顎前突症患者の術前後の外鼻形態の変
化について検討を行った。三次元形状解析ソフトを用い
術前後の硬組織三次元CT画像を重ね合わせ、さらに、
軟組織三次元CT画像を構築し鼻形態に関して、左右の
鼻翼最下点（Bi）、鼻尖（Prn）、鼻小柱の最突出点（Cm）、 
鼻下点（Sn）の3次元座標の変化、各計測点間の距離、
および角度計測を行い術前後の変化について検討した。
軟組織では、7症例共通の所見として左右のBiの前方移動、
2点間の距離の増加、そして左右のBiとPrnを結ぶ直線
がなす角度の増加を認めた。外鼻孔面積に関しては術後、
優位な増加が認められた。今回の結果より、個々の症例
における鼻口唇軟組織性状の多様性やLe Fort I 型骨切
り術による上顎骨の移動方向・量の違い等により軟組織
の変化も一様でない可能性が考えられることから、その
変化に影響を与える要因を今後より詳細に解明する必要
があると考えられる。

2）

3）発表の研究内容についての英文要約
Apert	syndrome	mutant	FGFR2	and	its	soluble	form	
reciprocally	alter	osteogenesis	of	primary	calvarial	
osteoblasts.	Suzuki	H,	Suda	N,	Shiga	M,	Kobayashi	Y,	
Nakamura	M,	Iseki	S,	Moriyama	K.	J	Cell	Physiol.	（in	
press）	

Apert syndrome is an autosomal dominant disease 
characterized by craniosynostosis and bony syndactyly 
associated with point mutations （S252W and P253R） in 
the fibroblast growth factor receptor （FGFR） 2 that cause 
FGFR2 activation. Osteoblastic cells derived from Apert 
patients with the S252W mutation showed more prominent 
alkaline phosphatase activity, osteocalcin and osteopontin 
mRNA expression, and mineralized nodule formation 
compared with the control osteoblastic cells derived from 
syndromic patients. The enhanced osteoblastic marker gene 
expression and mineralized nodule formation was inhibited 
by the soluble FGFR2IIIcS252W. These results show that 
the S252W mutation in the FGFR2 gene enhances the 
osteoblast phenotype in human osteoblasts and that a 
soluble FGFR2 with the S252W mutation controls osteoblast 
differentiation induced by the S252W mutation through 
a dominant negative effect on FGFR2 signaling in Apert 
syndrome. The researchers try to figure out the mechanism 
of craniosynostosis and develop the novel treatment method 
using the soluble FGFR2 with the S252W mutation with 
nanogel.

Analysis	of	the	role	of	Hedgehog	signaling	in	the	calvaria	
suture	development
Mutations in the gene encoding the zinc-finger transcription 
factor GLI-Kruppel family Member 3 （GLI3） have been 
identified in patients with Grieg cephalopolysyndactyly 
syndrome in which premature fusion of calvaria suture 

（craniosynostosis） is an infrequent but important feature.  
Here we show that Gli3 acts as a repressor in the 
developing murine calvaria and that Dlx5, Runx2 type II 
isoform （Runx2-II） and Bmp2 are ectopically expressed 
in the calvarial mesenchyme which results in aberrant 
osteoblastic differentiation in Gli3-deficient mouse

（Gli3Xt-J/Xt-J） and resulted in craniosynostosis.  At the 
same time, enhanced activation of phospho-Smad1/5/8 

（p-Smad1/5/8）, which is a downstream mediator of 
canonical Bmp signaling, is observed.  Therefore, we 
generated Gli3; Runx2 compound mutant mice to study 
the effects of decreasing Runx2 dosage in a Gli3Xt-J/Xt-J 
background.  Gli3Xt-J/Xt-J Runx2+/− mice have neither 
craniosynostosis nor additional ossification centers 
and displayed a normalization of Dlx5, Runx2-II, and 
p-Smad1/5/8 expression as well as sutural mesenchymal 
cell proliferation.  These findings suggest a novel role 
for Gli3 in regulating calvarial suture development by 
controlling canonical Bmp-Smad signaling which integrates 
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a Dlx5/Runx2-II cascade.  We propose that targetting 
Runx2 might provide an attractive way of preventing 
craniosynostosis in patients.

Accuracy	of	orthodontic	miniscrew	implantation	guided	by	
stereolithographic	surgical	stent	based	on	cone-beam	CT	
derived	3D	images.	Qiu	L,	Haruyama	N,	Suzuki	S,	Yamada	
D,	Obayashi	N,	Kurabayashi	T,	Moriyama	K.	Angle	Orthod.	
（in	press）
The purposes of this research were to develop surgical 
stents for cone-beam computed tomography （CBCT） 
3-dimensional （3D） image-based stent-guided orthodontic 
miniscrew implantation and to evaluate its accuracy. Ten 
surgical stents were fabricated with stereolithographic 
appliances （SLAs） according to 3D CBCT image-based 
virtual implantation plans. Thirty self-drilling miniscrews 
were implanted at the maxillary or mandibular posterior 
arches in 3 phantoms; 20 guided by 10 surgical stents in 
2 phantoms （stent group） and 10 guided freehand in 1 
phantom （freehand group）. Six parameters （mesiodistal 
and vertical deviations at the corona and apex, and 
mesiodistal and vertical angular deviations） were measured 
to compare variations between the groups. No root damage 
was found in the stent group, while 4 of 10 miniscrews 
contacted with roots in the freehand group. In the stent 
group, deviations in the mesiodistal and vertical directions 
were 0.15±0.09 and 0.19±0.19 mm at the corona, and 0.28
±0.23 and 0.33±0.25 mm at the apex, respectively; angular 
deviations in the mesiodistal and vertical directions were 
1.47±0.92° and 2.13±1.48°, respectively. In the freehand 
group, the corresponding results were 0.48±0.46 mm, 
0.94±0.87 mm, 0.81±0.61 mm, 0.78±0.49 mm, 
7.49±6.09°, and 6.31±3.82°. Significant differences were 
found in all 6 parameters between the 2 groups （Student’
s t-test, P<.05）. These results indicated that the 3D CBCT 
image-based SLA-fabricated surgical stents can provide a 
safe and accurate method for miniscrew implantation.

Fibroblast	growth	factor	10	regulates	Meckel's	cartilage	
formation	during	early	mandibular	morphogenesis	in	rats.	
Terao	F,	Takahashi	I,	Mitani	H,	Haruyama	N,	Sasano	Y,	
Suzuki	O,	Takano-Yamamoto	T.	Dev	Biol.	350（2）：337-
47,	2011.
Fibroblast growth factors （FGF） are pluripotent growth 
factors that play pivotal roles in the development of 
various organs. During mandibular organogenesis, Meckel's 
cartilage, teeth, and mandibular bone differentiate under the 
control of various FGF. In the present study, we evaluated 
the role of FGF10 in rat mandibular chondrogenesis 
and morphogenesis using mandibular organ culture 
and mandibular cell micromass culture systems. The 
overexpression of Fgf10 induced by the electroporation 
of an FGF10 expression vector not only altered the size 

and shape of Meckel's cartilage, but also upregulated the 
expression of the cartilage characteristic genes Col2a1 
and Sox9 in a mandibular organ culture system. Meckel's 
cartilage was deformed, and its size was increased 
when Fgf10 was overexpressed in the lateral area of the 
mandible. Meanwhile, no effect was found when Fgf10 was 
overexpressed in the medial portion. In the mandibular 
cell micromass culture, recombinant FGF10 treatment 
enhanced chondrogenic differentiation and endogenous ERK 

（extracellular signal-regulated kinase） phosphorylation 
in cells derived from the lateral area of the mandible. On 
the other hand, FGF10 did not have significant effects 
on mandibular cell proliferation. These results indicate 
that FGF10 regulates Meckel's cartilage formation during 
early mandibular morphogenesis by controlling the cell 
differentiation in the lateral area of the mandibular process 
in rats.

A	novel	role	of	Periostin	in	postnatal	tooth	formation	and	
mineralization.	Ma	D,	Zhang	R,	Rios	HF,	Haruyama	N,	
Sun	Y,	Xie	Y,	Kulkarni	AB,	Qin	C,	Feng	JQ.	J	Biol	Chem,	
11;286（6）：4302–09,	2011.
Periostin plays multiple functions during development. 
Our previous work showed critical roles of this disulfide-
linked cell adhesion protein in maintenance of periodontium 
integrity in response to occlusal load. In this study we 
attempted to address whether this mechanical response 
molecule played direct roles in postnatal tooth development. 
Our key findings are 1） periostin is expressed in 
subodontoblasts, and odontoblasts; and the periostin-null 
incisor displayed massive increases in dentin formation 
after mastication; 2） periostin is also expressed in the 
ameloblast cells, and an enamel defect is identified in both 
the adult-null incisor and molar; 3） deletion of periostin 
leads to changes in expression profiles of many non-
collagenous protein such as DSPP, DMP1, BSP and OPN 
in incisor dentin; 4） the removal of the biting force leads 
to reduction of mineralization, which is partially prevented 
in periostin-null mice; and 6） both in vitro and in vivo data 
revealed direct regulation of periostin by TGF-beta1 in 
dentin formation. In conclusion, periostin plays direct roles 
in controlling postnatal tooth formation, which is required 
for the integrity of both enamel and dentin.

Non-syndromic	Oligodontia	with	a	Novel	Mutation	of	
PAX9.	Suda	N,	Ogawa	T,	Kojima	T,	Saito	C,	Moriyama	K.	
J	Dent	Res.	90（3）：382-6,	2011.	
Agenesis of the permanent teeth is a congenital anomaly 
that is frequently seen in humans. Oligodontia is a severe 
type of tooth agenesis involving 6 or more congenitally 
missing teeth, excluding the third molars. Previous studies 
have indicated that mutations in the homeobox gene MSX1, 
paired domain transcription factor PAX9, and EDA are 
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associated with non-syndromic oligodontia. This study 
reports a Japanese family （eight of 14 family members 
affected） with nonsyndromic oligodontia who preferentially 
lacked molar teeth. In this family, a novel frameshift 
mutation （321_322insG） was identified in the paired domain 
of PAX9. The frameshift mutation caused altered amino 
acids in the paired domain and premature termination of 
translation by 26 amino acids. When transfected into COS-
7 cells, the mRNA expression of 321_322insG PAX9 was 
comparable with that of wild-type PAX9. However, the 
mRNA of 321_322insG PAX9 was more unstable than that 
of wild-type PAX9. This mRNA instability caused a marked 
decrease in protein production, as evaluated by Western 
blot analysis and immunostaining. These findings suggest 
that the 321_322insG mutation causes insufficient function 
of PAX9 protein and haploinsufficiency as a genetic model 
of familial non-syndromic oligodontia with a PAX9 mutation.

Clinical	survey	on	associated	anomalies	in	cases	with	
isolated	cleft	palate
It has been known that isolated cleft palate （CP） is 
frequently associated with other congenital anomalies. 
However, the prevalence and types of CP-associated 
anomalies vary amongst previous studies and it has not 
been well established whether CP is conclusively related to 
other birth defects. The aim of this study was to survey the 
anomalies associated with CP at our dental hospital. Across 
226 individuals with CP, the incidence rate of recognized 
syndromes was 18.1% .  Among them, Pierre Robin 
sequence was the most frequently seen condition （4.0%）
, followed by Stickler syndrome （1.8%）. The prevalence 
of associated anomalies in female was twice higher than 
those in male （Male： 74, Female： 152）. As for dental 
malformations, congenital missing of one or more teeth 
was observed in 54.6% , followed by conical teeth in 13.3% 
and enamel hypoplasia in 12.8% . Regarding malformations 
of eyes and ears, inner epicantic folds were seen in 19.9% , 
hypertelorism in 10.2% , auricular malformations in 14.2% 
and low set ear in 9.3% . Anomalies of the cardiovascular 
system and the respiratory system were observed in 9.7% 
and in 8.8% , respectively. Furthermore, mental retardation 
was found in 7.1% and motor retardation in 5.8% . CP seems 
to be associated with other congenital anomalies in a high 
prevalence. 

Prevalence	and	gender	comparison	of	malocclusion	among	
Japanese	adolescents：	A	population-based	study
The lack of studies on the prevalence of malocclusion, 
including gender comparison, has precluded an efficient 
dental health policy in Japan. We aimed to describe the 
prevalence and perform gender comparison of malocclusion 
requiring orthodontic treatment in Japan. By using the 
modified version of the Index of Orthodontic Treatment 

Need, occlusal characteristics of a population-based 
sample of adolescents aged 12–15 yea¬rs were evaluated 
by orthodontists. A total of 963 adolescents participated. 
The prevalence of malocclusion was 49.3% . Multivariate 
logistic regression showed that girls were 1.4 times more 
likely to develop upper and lower crowding and anterior 
crossbite than boys. This population-based study showed 
that approximately half of the Japanese adolescents had 
malocclusion, especially girls. This study may provide 
reliable baseline data on the orthodontic treatment needs of 
the Japanese adolescent population.

Effect	of	muscle	function	therapy	on	lips	imperfect	close：
Multimodality	analysis
Although the visual inspection of muscular tension of the 
mental region and the electromyographic （EMG） activity 
of the perioral muscles are commonly used to evaluatelip 
incompetence, it is difficult to make quantitative evaluation 
usinga contactless method. It has been reported that the 
blood flow （BF） and EMG activity of the extremity muscles 
increased in parallel with an exercise load. However, the 
relationship between the change in BF and EMG activity in 
the orofacial region remains to be elucidated. Therefore, the 
purpose of this study was to examine the influence of lip-
sealing on perioral muscles and establish a new method for 
evaluatinglip incompetence using laser Doppler perfusion 
imaging.

Association	between	intraoral	pressure	and	molar	position	
and	inclination	in	subjects	with	facial	asymmetry.	Jun-ichi	
Takada,	Takashi	Ono,	Jun	J	Miyamato,	Toshiaki	Yokota,	
Keiji	Moriyama.
Eur	J	Orthod.	33（3）：243-9,	2011.
Although it has been suggested that an imbalance 
in buccolingual pressure may play a role in dental 
compensation of the molars and asymmetry in the dental 
arch of the mandible in subjects with facial asymmetry, it 
is still unclear whether buccolingual pressure is associated 
with this phenomenon. Thus, the purpose of this study was 
to test the null hypothesis that there were no differences 
in cheek and tongue pressures between the shifted and 
non-shifted sides in 12 subjects with facial asymmetry 
that was defined to have 4 mm or more deviation of the 
midline in the mandibular incisors on a posteroanterior 
cephalogram. The resting buccolingual pressure on the 
bilateral mandibular first molars was simultaneously 
measured using four miniature pressure sensors. Moreover, 
a posteroanterior cephalometric radiograph was used to 
determine the buccolingual positions and the inclination 
of the mandibular first molars.  The present findings did 
support the null hypothesis. The imbalance in buccolingual 
pressure in subjects with facial asymmetry appears to 
be related to dental compensation of the molars and 
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asymmetry in the mandibular arch.

Preferred-chewing-side-dependent	two-point	discrimination	
and	cortical	activation	of	tactile	tongue	sensation
The purpose of this study was to investigate whether 
the sensory threshold of the tongue differed according to 
the side, and whether the pattern of hemispheric cortical 
activation by tactile tongue stimulation differed, with 
special attention to the preferred chewing side （PCS）. 
The mean thresholds of the two-point discrimination （TPD） 
of the anterior, canine and posterior regions on both sides 
of the tongue in behavioral study, and those between PCS 
and non-PCS in each region were statistically compared. 
Moreover, tactile stimulation was delivered to the either 
side of the tongue with acrylic balls via a mandibular 
splint in functional magnetic resonance imaging study. The 
threshold of TPD was significantly smaller on the PCS than 
the non-PCS in both the canine and posterior regions. The 
activated voxel numbers in the primary-somatosensory-
cortex （S1） contralateral to the PCS was significantly 
greater than that in S1 contralateral to the non-PCS. The 
present study shows that the PCS is associated with the 
asymmetric tactile sensation and cortical activation of 
the tongue. The sensory acuity of the tongue on the PCS 
may be a functional coupling to maximize the efficiency of 
coordinated movement between the jaw and tongue.

Upper-limb	facilitation	by	teeth	clenching	and	its	brain	
activation	pattern
In the field of dentistry and sports physiology, there are 
many reports that voluntary teeth clenching facilitates 
human motor function. The purpose of this study was 
to investigate the facilitatory effect of teeth clenching 
on upper-limb and its brain activation pattern by using 
functional magnetic resonance imaging （fMRI） technique. 
Nineteen healthy right-handed subjects participated in 
this study. The subjects were asked to exert maximal 
right-hand-grip force with clenching during gripping （CG） 
and non-clenching during gripping （NcG）. During fMRI 
scanning, subjects performed the following three tasks; CG, 
NcG, and only clenching （C）. The regions of interests were 
defined in the activated areas during NcG and measured 
% signal change. The maximal grip force in task-CG was 
significantly larger than that in task-NcG. In the primary 
sensorimotor cortex （SMC）, the supplementary motor 
area （SMA）, and the cerebellum, % signal change in task-
CG was significantly stronger than that in task-NcG. In the 
cerebellum, especially, a significant correlation was found 
between the increasing ratio of the maximal grip force and 
that of % signal change. The findings suggest that the SMC, 
SMA and the cerebellum are involved in the upper-limb 
facilitation by voluntary teeth clenching and the cerebellum 
might regulate its facilitation.

Brain	activation	patterns	in	auditory	association	area	for	
glottalstop	perception
Patients with cleft lip and/or palate （CLP） often show 
compensatory misarticulations （CMAs）. Glottal stop （GS） 
is one of the characteristic CMAs in CLP patients and is 
known to be difficult to distinguish it for those who are 
unfamiliar with it. Moreover, the neural processing for the 
perception of GS remains to be clarified in not only CLP 
patients but also healthy subjects. Therefore, the purpose of 
this study was to investigate the perception of GS compared 
to normal articulation （NA） in both the behavioral and 
functional magnetic resonance imaging （fMRI） studies 
to clarify the brain activation patterns in healthy adults, 
using auditory stimuli of natural words with and without 
GS. As a result, the reaction time for the perception of GS 
was significantly longer than that for NA. Additionally, 
the bilateral superior temporal gyrus （Brodmann area 
22） which were involved in the higher-level processing of 
auditory speech signals were activated stronger during 
listening to GS than NA. Our results suggested the 
possibility that GS might be more complex sounds than 
NA for the subjects without GS. Further studies should 
be conducted in CLP subjects with GS for comparison of 
neural processing between subjects with/without CMAs.

Misarticulation-dependent	Brain	Activations	During	Covert/
Overt	Speech	In	Cleft-lip-and	palate	Patients
Objectives： The speech-related central nervous system 

（CNS） might be subdivided into motor imaginary and 
execution for articulatory subsystems. The purpose of 
this study is to compare the cortical activation for each 
subsystem between subjects with and without cleft lip and 
palate （CLP） using functional magnetic resonance imaging 

（fMRI）. Methods： Two unilateral CLP （UCLP）, four 
bilateral CLP （BCLP） and six healthy subjects participated 
in this study, and only one BCLP subject showed CMA. 
The subjects were instructed to produce the syllable /
ka/ in a normal tone （Overt-task） or generate it in their 
mind （Covert-task） during fMRI acquisition. Results： In 
the Covert-task, similar activation patterns were shown 
in subjects with and without CLP. In the Overt-task, the 
motor-related areas which were the premotor and primary 
sensorimotor cortices and the cerebellum were activated 
in subjects with healty, UCLP, and BCLP without CMA 
subjects. On the other hand, the posterior cingulate gyrus 
was activated in the BCLP subject with CMA. Conclusions： 
It appears that the CNS for motor imaginary of articulation 
between subjects with and without CLP might be similar. 
However, the CNS for execution of articulation between 
subjects with and without CMA might differ irrespective of 
the presence of CLP.
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Dental	and	maxillofacial	characteristics	in	six	Japanese	
individuals	with	ectrodactyly-ectodermal	dysplasia-clefting	
（EEC）	syndrome.	Okamura	E,	Suda	N,	Baba	Y,	Fukuoka	
H,	Ogawa	T,	Ohkuma	M,	Ahiko	N,	Shiga	M,	Tsuji	M,	
Moriyama	K.	Cleft	Palate	Craniofac	J.	2011	（in	press）.
Ectrodactyly-ectodermal dysplasia-clefting （EEC） syndrome 
is a congenital anomaly characterized by ectodermal 
dysplasia, ectrodactyly, cleft lip and palate, and lacrimal 
duct anomalies. Because this syndrome is frequently 
accompanied by a congenital lack of teeth, narrow palate, 
and malocclusion, comprehensive orthodontic intervention is 
required. To highlight the specific dental and maxillofacial 
characteristics of EEC syndrome, 6 Japanese individuals 
diagnosed with EEC are described here. Their conditions 
included ectodermal dysplasia, cleft lip and/or palate, and 
ectrodactyly. Cephalograms, panoramic X-rays, and dental 
casts were taken; systemic complications were recorded 
at the first visit to our dental hospital. All individuals had 
severe oligodontia with 9 to 18 missing teeth. The missing 
teeth were mainly maxillary and mandibular incisors and 
second bicuspids, arranged in a symmetrical manner. 
Cephalometric analysis showed retruded and short maxilla 
due to cleft lip and/or palate. Interestingly, all individuals 
showed a characteristically shaped mandibular symphysis 
with a retruded point B. It is likely that this unusual 
symphyseal morphology is due to the lack of mandibular 
incisors. This study demonstrates the presence of severe 
oligodontia in the incisal and premolar regions and describes 
a characteristic maxillary and mandibular structure.

Three-Dimensional	Analysis	of	External	Nasal	Morphology	
Changes	Undergoing	Two-Jaw	Surgery	Combined	with	Le	
Fort	I	Osteotomy	for	Skeletal	Class	III	Patients
In this study, by using 3-dimentional computed tomography 

（3D-CT）, we examined the changes of external nasal 
morphology of the patients who had undergone two-jaw 
surgery to correct mandibular protrusion. 3D-CTs of pre-
operative stage and post-operative stage were superimposed 
by 3D analysis software. After superimposition, soft 
tissue images of 3D-CT were reconstructed and changes 
of external nasal morphology were three-dimentionally 
analyzed. 3D geographical analysis, linear and angular 
measurements were performed in regard to the most 
inferior points on the nasal alar （LBi,RBi） on bilateral 
sides, the most anterior point on the nose （Prn）, the most 
anterior point on the columella of the nose （Cm）, the most 
posterior superior point on the nasolabial curvature （Sn）
. LBi and RBi moved anterior according to the anterior 
movement of point A. Increase in distance of both LBi and 
RBi and angle of LBi-Prn-RBi were observed. We found 
significant increase in the area of external nasal aperture. 
Our result implies that it is necessary to investigate 
more details of the factors that influence changes of facial 

morphology since the changes may not be uniform due to 
the individual variety of soft tissue characterization, and 
direction and amount of maxillary movement by Le Fort I 
osteotomy.        

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A	（研究拠点体制）

　昨年度に引き続き、GCOEの他の事業推進者や成育医
療センターならびに、国際医療研究センターとの連携をさら
に強化し、疾患に関わる情報を幅広く得られる基盤を確立した。
B	（研究教育環境）

　当分野では疾患に即した研究グループ分けが行われてお
り、各グループにおいて、その疾患の原因の解明、検査診
断や治療法の改良を目的とした研究が行われている。各大
学院生は各研究グループに所属しており、そこで定期的に
ミーティングを行うなど、グループを基盤とした教育体制の
充実化を図っている。また大学院生を含めた新人教育の一
環として、先天性疾患をテーマにあげ、疾患の成因から臨
床的な側面を含めた幅広い内容を求めた発表を課している。
C	（人材確保）

　本年度、大学院生が6人新たに加わり、各々GCOEの
テーマである歯と骨の疾患の分子病態成立のメカニズム
の解明を目指した研究だけでなく、当分野の特色である
疾患を有する患者の咬合機能の回復のための治療法の開
発にも携わっている。
D	（人材育成）

　GCOEプログラムでは、シャペロン制度やスーパース
チューデント制度を創設して、若手研究者の人材の育成
に取り組んでいるが、当分野において、本年度6名の大
学院生がこの制度を利用している研究に携わっている。
当分野の特色である臨床研究と基礎研究の橋渡しが出来
る幅広い視野を持った研究者の育成が期待される。
E	（国際化）

　積極的に海外の学会発表や学術誌に投稿し、成果を発
表した。さらに、タイ、ホンジュラスならびに中国とさ
まざまな国からの留学生を受け入れている。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　GCOEのテーマである歯と骨の疾患の分子病態成立の
メカニズムを明らかにするには、ヒトから得られる情報
を多角的に集積することが非常に大切であると思われる。
そこで昨年度に引き続き、成育医療センターや国際医療
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研究センターとも連携することで、さらに多くの疾患に
関わる情報を幅広く得られる基盤を確立した。

6）英文原著論文
1. Kuroda S, Watanabe K, Ishimoto K, Nakanishi H, 

Moriyama K, Tanaka E. Long-term stability of LeFort 
III distraction osteogenesis with a rigid external 
distraction device in a patient with Crouzon syndrome. 
Am J Orthod Dentofacial Orthop. 140（4）：550-61, 2011.

2. Kawafuji A, Suda N, Ichikawa N, Kakara S, Suzuki T, 
Baba Y, Ogawa T, Tsuji M, Moriyama K. Systemic and 
maxillofacial characteristics of patients with Beckwith-
Wiedemann syndrome not treated with glossectomy. 
Am J Orthod Dentofacial Orthop. 139（4）：517-25, 2011.

3. ◎Ng IW, Ono T, Inoue-Arai MS, Honda E, Kurabayashi 
T, Moriyama K. Application of MRI movie for 
observation of articulatory movement during a fricative 
/s/ and a plosive /t/. Angle Orthod. 81（2）：237-44, 
2011.

4. ◎Suda N, Ogawa T, Kojima T, Saito C, Moriyama K. 
Non-syndromic oligodontia with a novel mutation of 
PAX9. J Dent Res. 90（3）：382-6, 2011. 

5. ◎Takada J, Ono T, Miyamato JJ, Yokota T, Moriyama 
K. Association between intraoral pressure and 
molar position and inclination in subjects with facial 
asymmetry. Eur J Orthod. 33（3）：243-9, 2011.

6. ◎Terao F, Takahashi I, Mitani H, Haruyama N, Sasano 
Y, Suzuki O, Takano-Yamamoto T. Fibroblast growth 
factor 10 regulates Meckel's cartilage formation during 
early mandibular morphogenesis in rats. Dev Biol. 
15;350（2）：337-47, 2011.

7. Ma D, Zhang R, Rios HF, Haruyama N, Sun Y, Xie Y, 
Kulkarni AB, Qin C, Feng JQ. A novel role of Periostin 
in postnatal tooth formation and mineralization. J Biol 
Chem. 11;286（6）：4302–09, 2011.

8. Suda N, Tominaga N, Niinaka Y, Amagasa T, Moriyama 
K. Orthognathic treatment for a patient with facial 
asymmetry associated with unilateral scissors-bite and 
a collapsed mandibular arch. Am J Orthod Dentofacial 
Orthop. 141（1）：94-104, 2012.

9. ◎Suzuki H, Suda N, Shiga M, Kobayashi Y, Nakamura 
M, Iseki S, Moriyama K. Apert syndrome mutant 
FGFR2 and its soluble form reciprocally alter 
osteogenesis of primary calvarial osteoblasts. J Cell 
Physiol. （in press）

10. ◎Okamoto N, Hayashi S, Masui R, Kosaki R, Oguri I, 
Hasegawa T, Imoto I, Makita Y, Hata A, Moriyama 
K, Inazawa J. Deletion at chromosome 10p11.23-p12.1 
defines characteristic phenotypes with marked midface 
retrusion. J Hum Genet. （in press）

11. ◎Ng IW, Ono T, Inoue-Arai MS, Honda EI, Kurabayashi 
T, Moriyama K. Differential articulatory movements 

during Japanese /s/ and /t/ as revealed by MR image 
sequences with tooth visualization. Arch Oral Biol. （in 
press）

12. ◎Qiu L, Haruyama N, Suzuki S, Yamada D, Obayashi N, 
Kurabayashi T, Moriyama K. Accuracy of orthodontic 
miniscrew implantation guided by stereolithographic 
surgical stent based on cone-beam CT-derived 3D 
images. Angle Orthod. （in press）

13. ◎Okamura E, Suda N, Baba Y, Fukuoka H, Ogawa T, 
Ohkuma M, Ahiko N, Shiga M, Tsuji M, Moriyama K. 
Dental and maxillofacial characteristics in six Japanese 
individuals with ectrodactyly-ectodermal dysplasia-
clefting （EEC） syndrome. Cleft Palate Craniofac J. （in 
press） 

7）総説ならびに著書
（英文）
・Haruyama N, Hatakeyama J, Moriyama K, Kulkarni AB.

Amelogenins： Multi-functional enamel matrix proteins 
and their binding partners.
J Oral Biosci. 2011 Aug;53（3）：257-66. Review.

（和文）

・辻美千子：ターナー女性特有の歯について. わかばの
会15周年記念誌「わかばの会」、18-20、2011.

・辻美千子、松崎愛子： 口唇口蓋裂患児の口腔ケア. 小
児看護、第34巻12号、1613-1618、へるす出版、2011.

8）平成23年度までの自己評価
　研究面においては、基礎研究の成果と臨床的要素を融
合した研究を遂行することが可能であったとともに、公
衆衛生の分野にも裾野を広げることで、疾患に関連した
情報を幅広く得られる基盤を確立することができた。さ
らに、各々の大学院生が積極的に海外を含めた学会等で
発表するとともに、発表した学術大会で受賞している大
学院生も多数見られ、教育面でも充実化が図られた。

9）和文原著論文
　河野郁子、川元龍夫、森山啓司. 歯科矯正治療と歯科
補綴治療により咬合の改善を図った片側性口唇口蓋裂2
症例. 日本口蓋裂学会誌、36（3）;213-226, 2011.

10）学会発表（英文）
1. ◎Takada J, Miyamoto JJ, Yokota T, Ono T, Moriyama 

K. Mandibular hinge axis in skeletal class III posterior 
unilateral crossbite patients. The 87th Congress of the 
European Orthodontic Society, Istanbul, June 19-3, 2011.
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2. ◎Matsumoto T, Moriyama K, Yamaguchi A. Osteocytes 
are involved in osteoclastic bone resorption induced by 
mechanical loading during orthodontic tooth movement. 
The 3rd Joint Meeting of ECTS & IBMS, Athens, May 
7-11, 2011.

3. ◎Uezono M, Takakuda K, Suzuki S, Moriyama K. 
Bone Forming Capability Around Novel Subperiosteal 
Anchorage Device for Orthodontic Treatment. Joint 
Conference of STAC5 and AMDI2. Yokohama, Japan. 
June 22-24 2011.

4. Kataoka K, Ogawa T, Baba Y, Higashihori N, Suzuki 
S, Moriyama K. Ultrasonographic monitoring for bony 
healing after maxillary distraction osteogenesis in 
an adult cleft lip and palate case. The 9th European 
Craniofacial Congress, Salzburg, September 14-17, 2011.

5. Ogawa T, Ohya A, Sato M, Baba Y, Moriyama K. 
Clinical surveys on associated anomalies in cases with 
isolated cleft palate. The 9th European Craniofacial 
Congress, Salzburg, September 14-17, 2011.

6. ◎Watanabe C, Morita M, Ezura T, Nakamoto T, Hayata 
T, Hemmi H, Notomi T, Moriyama K, Yamamoto T, 
Noda M. Cnot3, a crucial factor of mRNA stability, 
controls osteoblastic differentiation. The American 
Society for Bone and Mineral Research 2011 Annual 
Meeting, San Diego, September 16-20, 2011.

7. ◎Tsuji K, Koga T, Moriyama K, Takayanagi H. 
The Transcriptional Repressor LRF Regulates 
Osteoclastogenesis. The 59th Japanese Association for 
Dental Research, Hiroshima, October 8-9, 2011.

8. Hikita R, Ono T, Miyamoto JJ, Honda E, Kurabayashi 
T, Moriyama K. Brain activation patterns in auditory 
association area for glottal-stop perception. The 59th 
Japanese Association for Dental Research, Hiroshima, 
October 8-9, 2011.

9. Kawakubo N, Ono T, Miyamoto JJ, Katsuyama N, Taira 
M, Honda E, Kurabayashi T, Moriyama K. Upper-limb 
facilitation by teeth clenching and its brain activation 
pattern. The 59th Japanese Association for Dental 
Research, Hiroshima, October 8-9, 2011.

10. Komazaki Y, Fujiwara T, Kosaki R, Ogawa T, Moriyama 
K. The Methods of Three-Dimentional Anthropometric 
Measurements for Infants / Toddlers Face With Minor 
Anomalies. The 52nd Annual Meeting of the European 
for Paediatric Research, Newcastle, October 14-17, 2011.

11. ◎Haruyama N, Qiu L, Suzuki S, Yamada D, Obayashi 
N, Kurabayashi T, Moriyama K. Accuracy of 
miniscrew implantation guided by cone-beam CT 
based stereolithographic stent. The 4th International 
Congress & The 70th Annual meeting of the Japanese 
Orthodontic Society, Nagoya, October 17-20, 2011.

11）学会発表（和文）
1. 疋田理奈、小野卓史、宮本順、誉田栄一、倉林亨、

森山啓司. 口蓋裂言語聴取時における聴覚連合野の
脳賦活パタンfMRIを用いた研究. 第35回日本口蓋裂
学会総会、新潟、平成23年5月25-26日.

2. 片岡恵一、小川卓也、馬場祥行、東堀紀尚、鈴木聖
一、森山啓司. 上顎骨延長法適用後に超音波画像を
用い延長部硬組織の治癒過程を経時的に観察した口
唇口蓋裂の一症例. 第35回日本口蓋裂学会総会、新潟、
平成23年5月25-26日.

3. 中久木康一、三島木節、村嶋真由子、高田潤一、佐
藤豊、森山啓司、天笠光雄. 成人になってあらわれ
た口唇の裂の一例. 第35回日本口蓋裂学会総会、新潟、
平成23年5月25-26日.

4. 北村良平、川元龍夫、宮本順、樺沢勇司、小村健、
黒原一人、天笠光雄、森山啓司. 馬蹄形骨切り併用
Le Fort I型骨切り術と下顎枝矢状分割術を施行した
骨格性下顎前突症例の術後の顎態変化について. 第
21回日本顎変形症学会総会・30周年記念国際シンポ
ジウム、東京、平成23年6月16-17日.

5. 中川史彦、松下文彦、薗田直志、森山啓司. 上顎前
歯部歯槽骨切り術による硬・軟組織の形態変化. 第
21回日本顎変形症学会総会・30周年記念国際シンポ
ジウム、東京、平成23年6月16-17日.

6. 志賀百年、 馬場祥行、山田大輔、金沢英恵、徳山英二郎、
金子剛、森山啓司、金田一純子. 成長期に顔面非対
称が顕著となり外科的矯正治療を適用した1症例. 第
21回日本顎変形症学会総会・30周年記念国際シンポ
ジウム、東京、平成23年6月16-17日.

7. 岡村絵里花、川元龍夫、山田大輔、東堀紀尚、森山
啓司. 顔面非対称を伴う骨格性下顎前突患者におけ
る顎矯正手術前後の硬軟組織変化に対する三次元的
解析. 第21回日本顎変形症学会総会・30周年記念国
際シンポジウム、東京、平成23年6月16-17日.

8. 中山友美子、川元龍夫、鈴木一史、東堀紀尚、森山
啓司. 下顎枝矢状分割術を施行した骨格性下顎前突
症例の長期術後経過からみた咬合安定性に関する検
討. 第21回日本顎変形症学会総会・30周年記念国際
シンポジウム、東京、平成23年6月16-17日.

9. 中久木康一、園田格、鈴木美保、鈴木剛史、黒原一
人、儀武啓幸、細木美佐、森山啓司、天笠光雄.. 顎
矯正手術後に一過性に顔面の異常運動を呈した1例. 
第21回日本顎変形症学会総会・30周年記念国際シン
ポジウム、東京、平成23年6月16-17日.
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10. 天願俊泉、比嘉努、新垣敬一、新崎章、砂川元、森
山啓司、桃原均、古堅信、山内昌浩、崎原盛貴、上
運修. 顎変形症の市民公開講座におけるアンケート. 
第21回日本顎変形症学会総会・30周年記念国際シン
ポジウム、東京、平成23年6月16-17日.

11. 川元龍夫、鈴木剛史、岡村絵里花、中山友美子、茂
木和久, 山田大輔、東堀紀尚、森山啓司. 東京医科歯
科大学顎顔面矯正学分野における31年間の顎変形症
治療に関する検討. 第21回日本顎変形症学会総会・
30周年記念国際シンポジウム、東京、平成23年6月
16-17日.

12. 鉄村明美、樺沢勇司、佐藤 昌、高楠 旻、川元龍夫、
小村 健、倉林 亨. 顎関節MRIにおける矯正装置の
影響.  日本歯科放射線学会 第213回関東地方会・第
31回北日本地方会・第19回合同地方会、新潟、平成
23年7月9日.

13. 出井彩乃、辻美千子、森山啓司.前歯部歯槽骨切りお
よび自家腸骨海綿骨移植術を併用して咬合の改善を
図った片側性口唇口蓋裂症例. 第70回東京矯正歯科
学会、東京、平成23年7月21日.

14. 茂木和久、川元龍夫、東堀紀尚、森山啓司. 東京医
科歯科大学歯学部附属病院顎顔面矯正学分野を受診
し下顎頭変形を認めた不正咬合患者に関する臨床統
計学的検討. 第24回日本顎関節学会総会・学術大会、
広島、平成23年7月23−24日.

15. 松本力、飯村忠浩、山口朗. 矯正力による歯の移動
における骨細胞の役割. 第29回日本骨形態計測学会、
岐阜、平成23年5月20−22日.

16. 渡辺千穂、森田斉弘、江面陽一、中元哲也、早田匡
芳、辺見弘明 、納富拓也、森山啓司、山本雅、野田
政樹. mRNA制御因子であるCnot3 は骨量制御に関
与する. 第29回日本骨代謝学会、大阪、平成23年7月
28−30日.

17. 寺尾文恵、高橋一郎、三谷英稔、春山直人、笹野泰
之、鈴木治、山本照子. 胎生期下顎形成期における
FGF10によるメッケル軟骨形態の制御. 第29回日本
骨代謝学会、大阪、平成23年7月28−30日.

18. 川久保直美、小野卓史、宮本順、誉田栄一、倉林亨、
森山啓司. 咬みしめに伴う上肢筋の促通とそれに同
期した脳賦活パタン　fMRIを用いた研究. 第70回日
本矯正歯科学会&第4回国際会議、名古屋、平成23
年10月17−20日.

19. 湊亜紀子、宮本順、小野卓史、誉田栄一、倉林亨、
森山啓司. 舌触覚刺激に対する2点弁別および大脳皮

質賦活パタンにおける習慣性咀嚼側の関与. 第70回
日本矯正歯科学会&第4回国際会議、名古屋、平成
23年10月17−20日.

20. 出井彩乃、宮本順、高田潤一、小野卓史、森山啓司
.口輪筋訓練における口輪筋筋活動および血流量の同
時計測の有用性. 第70回日本矯正歯科学会&第4回
国際会議、名古屋、平成23年10月17−20日.

21. 小林起穂、ヴァイスティネン・ロッタ、ライス・デ
ビッド、森山啓司. Runx2発現抑制によるGli3Xt-J/
Xt-Jマウス頭蓋冠縫合部早期癒合症発症の予防効果. 
第70回日本矯正歯科学会&第4回国際会議、名古屋、
平成23年10月17−20日.

22. 松本力、山口朗、森山啓司. 矯正学的歯の移動にお
ける骨細胞の役割. 第70回日本矯正歯科学会&第4
回国際会議、名古屋、平成23年10月17−20日.

23. 大宅彩、小川卓也、阿彦希、佐藤麻緒、片岡恵一、
井口隆人、小林起穂、東堀紀尚、春山直人、馬場祥行、
森山啓司. 当分野の口蓋裂症例における合併症状に
関する検討. 第70回日本矯正歯科学会&第4回国際
会議、名古屋、平成23年10月17−20日.

24. 佐藤智美、澤田紘美、志賀百年、吉崎正子、大隈瑞恵、
辻美千子、佐藤麻緒、馬場祥行、金田一純子、小川卓也、
森山啓司. Russell-Silver症候群の頭部X線規格写真
を用いた顎顔面形態に関する検討. 第70回日本矯正
歯科学会&第4回国際会議、名古屋、平成23年10月
17−20日.

25. 柘植理紗、小川卓也、上園将慶、丸岡亮、大隈瑞恵、
志賀百年、辻美千子、須田直人、小崎健次郎、森山
啓司. 当分野を受診したRussell-Silver症候群患者の
臨床症状に関する検討. 第70回日本矯正歯科学会&
第4回国際会議、名古屋、平成23年10月17−20日.

26. 辻美千子、小川卓也、岡村絵里花、鈴木尋之、志賀百年、
鈴木聖一、森山啓司. 当分野における先天異常患者
の実態調査と当該患者に対するカウンセリングの概
要について. 第70回日本矯正歯科学会&第4回国際
会議、名古屋、平成23年10月17−20日.

27. 丸岡亮、茂木和久、疋田理奈、駒崎裕子、小林起穂、
川元龍夫、森山啓司. 上顎犬歯埋伏とエナメル上皮
腫を伴う骨格性下顎前突症に対して自家歯牙移植と
外科的矯正治療を行った一例. 第70回日本矯正歯科
学会&第4回国際会議、名古屋、平成23年10月17
−20日.

27. 志賀百年、馬場祥行、金沢英恵、佐藤麻緒、森山啓
司、堀川玲子、金田一純子. 国立成育医療研究セン
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ターを受診したラッセル・シルバー症候群患者3例
に対する歯科矯正治療. 第70回日本矯正歯科学会&
第4回国際会議、名古屋、平成23年10月17−20日.

29. 丸岡亮、辻美千子、小崎健次郎、森山啓司. 神経線
維腫症I 型患者に歯科矯正治療を行った2治験例. 第
3回日本レックリングハウゼン病学会、東京、平成
23年11月13日.

30. 岡村絵里花、川元龍夫、東堀紀尚、森山啓司. 顔面
非対称症例における顎矯正手術前後の硬軟組織変化
に対する三次元的解析. 第29回日本頭蓋顎顔面外科
学会学術集会、東京、平成23年11月24-25日.

31. 松本力、森山啓司、山口朗. 矯正学的歯の移動にお
ける骨細胞の役割. 第76回口腔病学会学術大会、東京、
平成23年12月10日.

12）受賞
1. 小林起穂、ヴァイスティネン・ロッタ、ライス・デ

ビッド、森山啓司. Runx2発現抑制によるGli3Xt-J/
Xt-Jマウス頭蓋冠縫合部早期癒合症発症の予防効果. 
第70回日本矯正歯科学会&第4回国際会議・優秀発
表賞、名古屋、平成23年10月17−20日.

2. 出井彩乃、宮本順、高田潤一、小野卓史、森山啓司
.口輪筋訓練における口輪筋筋活動および血流量の同時
計測の有用性. 第70回日本矯正歯科学会&第4回国際
会議・優秀発表賞、名古屋、平成23年10月17−20日.

3. 湊亜紀子、宮本順、小野卓史、誉田栄一、倉林亨、
森山啓司. 舌触覚刺激に対する2点弁別および大脳
皮質賦活パタンにおける習慣性咀嚼側の関与. 第70
回日本矯正歯科学会&第4回国際会議・優秀発表賞、
名古屋、平成23年10月17−20日.

4. 松本力、山口朗、森山啓司. 矯正学的歯の移動にお
ける骨細胞の役割. 第70回日本矯正歯科学会&第4
回国際会議・優秀発表賞、名古屋、平成23年10月
17−20日.

5. 川久保直美、小野卓史、宮本順、誉田栄一、倉林亨、
森山啓司. 咬みしめに伴う上肢筋の促通とそれに同
期した脳賦活パタンfMRIを用いた研究. 第70回日本
矯正歯科学会&第4回国際会議・優秀発表賞、名古屋、
平成23年10月17−20日.

13）外部資金の獲得状況　
科学研究費補助金、基盤B　

研究題目：ゲノム・ナノサイエンスを応用した顎顔
面先天異常に対する分子標的治療開発の基盤創成

代表：森山啓司　
期間：平成23年−平成25年　
研究費総額：1,480万円

科学研究費補助金、挑戦的萌芽　

研究題目：リラクシン含有磁気制御型リポソームを
応用した新規骨縫合部改造法の開発
代表：森山啓司　
期間：平成23年−平成24年　
研究費総額：280万円

厚生労働科学研究費補助金、難治性疾患克服研究事業

研究題目：進行性下顎頭吸収の診断基準策定とその
治療に関する研究
分担：森山啓司
期間：平成22年−平成23年
研究費総額：100万円

科学研究費補助金、基盤C　

研究題目：骨延長統合モニタリングシステムの開発
代表：鈴木聖一　
期間：平成21年−平成23年　
研究費総額：370万円

科学研究費補助金、基盤C　

研究題目：上顎歯槽部骨延長への歯の移動と移植に
高気圧酸素療法が与える影響　
代表：川元龍夫　
期間：平成21年−平成23年　
研究費総額：350万円

科学研究費補助金、基盤C　

研究題目：骨延長術により上顎側方偏位を改善する
際の牽引力の解析
代表：馬場祥行　
期間：平成23年−平成25年　
研究費総額：390万円

科学研究費補助金、基盤C　

研究題目：ペリオスチンに着目した歯根膜弾性線維
の機能解析
代表：志賀百年　
期間：平成23年−平成25年　
研究費総額：390万円

科学研究費補助金　若手（B）　

研究題目：　象牙質細胞外マトリクスによる骨代謝
制御医薬の新規開発
代表：　春山直人
期間：　平成22年−24年
研究費総額：　310万円
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科学研究費補助金、若手B　

研究題目：眼・顔面・心臓・歯症候群における歯根
形成を制御する遺伝子BCORの役割の解明
代表：小川卓也　
期間：平成22年−平成24年　
研究費総額：300万円

科学研究費補助金、若手B　

研究題目：ヒト脳機能の咀嚼運動制御の解明：脳機
能画像と咀嚼筋活動・咬合力との同時計測の試み　
代表：宮本順　
期間：平成22年−平成25年　
研究費総額：320万円

科学研究費補助金、若手B　

研究題目：頭蓋冠縫合部早期癒合症に関与する細胞
群の同定とその分化制御に関する研究　
代表：小林起穂
期間：平成22年−平成24年　
研究費総額：330万円

科学研究費補助金、若手B　

研究題目：上皮間葉転換に関わる転写因子発現のエ
ピジェネティクス制御機構　
代表：大隈瑞恵　
期間：平成22年−平成23年　
研究費総額：260万円

科学研究費補助金、若手B　

研究題目：口唇閉鎖不全に対する筋機能療法の効果：
マルチモダリティ解析　
代表：高田潤一　
期間：平成22年−平成24年　
研究費総額：300万円

科学研究費補助金、若手B　

研究題目：上顎骨延長法における牽引力と軟組織変
化の同時モニタリングシステムの開発　
代表：南綾　
期間：平成22年−平成23年　
研究費総額：150万円

科学研究費補助金、研究活動スタート支援

研究題目：口唇裂発症時におけるエピジェネティッ
クな変化
代表：東堀 紀尚
期間：平成22年−平成23年
研究費総額：229万

科学研究費補助金、研究活動スタート支援

研究題目：口唇形成術後の瘢痕組織への触覚刺激に

伴う一次体性感覚野の賦活パタンの解析
代表：湊亜紀子
期間：平成22年−平成24年
研究費総額：250万

14）特別講演、招待講演、シンポジウム
1. Keiji Moriyama： New biological insights of tooth 

movement in response to mechanical stress, 23rd 
annual conference of the Taiwan Association of 
Orthodontists, Taichung, Taiwan, December 10, 
2011

2. Keiji Moriyama： "An orthodontic perspective of 
long-term care for cleft patients", Special lecturer, 
The 15th Congress of Korean Cleft Lip and Palate 
Association （KCLPA 2011）, Seoul, KOREA, June 
25, 2011.

3. Keiji Moriyama： " Some considerations on 
dentofacial growth in cleft patients", the Symposium, 
he 15th Congress of Korean Cleft Lip and Palate 
Association （KCLPA 2011） Seoul, KOREA, June 25, 
2011.

4. Keiji Moriyama： "Growth and Development of 
Cleft Patients", the Symposium, the 15th Congress 
of Korean Cleft Lip and Palate Association （KCLPA 
2011） Seoul, KOREA, June 25, 2011.

5. Keiji Moriyama： Accuracy of Orthodontic TAD 
Implantation Guided by Surgical Stent Based 
on Cone Beam Images. The Angle Society East 
Component Meeting, Providence, Rhode Island, 
U.S.A., March 24-27, 2011.

6. 小林起穂：頭蓋冠縫合部の発生におけるHedgehog
シグナルの役割. 第4回硬組織疾患ゲノムセンターシ
ンポジウム. 東京医科歯科大学、平成23年1月31日.

7. 森山啓司：顎顔面先天異常に対する矯正歯科的対応
とその課題. 第4回硬組織疾患ゲノムセンターシンポ
ジウム. 東京医科歯科大学、平成23年1月31日.

8. 辻美千子：ターナー症候群の歯科的問題について. 
第12回関東甲信越ターナー講演会、東京、平成23年
4月9日.

9. 森山啓司：顎顔面矯正学がめざすもの. 第70回東京
矯正歯科学会、東京、平成23年7月21日.

10. 森山啓司：歯科技工士が知っておきたい歯科矯正治
療の基礎知識. 全都講習会. 東京医科歯科大学、平成
23年9月10日.
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11. 森山啓司：矯正歯科治療における診査・診断〜3Dシ
ュミレーションの可能性〜　第3回国際歯科シンポ
ジウム. 平成23年10月23日.

12. 辻美千子：“顔”と歯の関係を探る〜歯ならびで口元
はどのように変わるのか?「知っているようで知ら
ない顔のナゾ〜顔学入門」講座、名古屋、平成23年
10月27日.

13. 辻美千子、森山啓司：卒前歯学教育における遺伝医
学教育の現状と課題.第56回日本人類遺伝学会・第
11回東アジア人類遺伝学会シンポジウム4「遺伝医
学教育」、千葉、平成23年11月10日.

15）主催学会
　第21回日本顎変形症学会総会・30周年記念国際シン
ポジウム、東京、平成23年6月16-17日.

16）GCOE総合講義　
　歯の形成期におこる石灰化現象は、生体内で起こる石
灰化（バイオミネラリゼーション）の例のなかでもユニ
ークで、多くの細胞外マトリクス（ECM）タンパクや
その分解酵素が関与していることが判明している。ヒト
における、歯に特異的なECMタンパクや分解酵素をコ
ードする遺伝子異常の発見と、それらの遺伝子欠損マウ
スモデルの作出・解析により、近年各々のタンパク役割
がより明確にされつつあり、従来臨床像に基づいて分類
されていた非症候群性の「エナメル質形成不全症」およ
び「象牙質形成不全症」について、疾患原因に基づいた
分類が提唱されるようになってきた。今回の講義では、
エナメル質・象牙質の石灰化におけるECMタンパクや
その分解酵素の役割に関する最新の知見と、そこから提
唱される石灰化モデルを紹介すると共に、「エナメル質
形成不全症」および「象牙質形成不全症」の最新分類に
ついて述べる。

17） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
准教授 　鈴木　聖一
講　師 　川元　龍夫
助　教 　辻　　美千子
 　小川　卓也
 　東堀　紀尚
 　宮本　　順
 　福岡　裕樹

GCOE特任講師：春山　直人
硬組織疾患ゲノムセンター特任助教：小林　起穂
大学院生 　岡本　奈那
 ○辻　　香織
 　疋田　理奈
 ○松本　　力
 　伊藤　洋介
 　川久　保直美
 ○森田　淳平
 　駒崎　裕子
 ○渡辺　千穂
 　上園　将慶
 　丸岡　　亮
 　吉崎　正子
 ○Carolina Duarte
 　Paveenarat Aukkarasongsup
 　梅沢　峻之
 　小倉　健司
 　村本　慶子
 　山本　　直
 　劉　　世頴
 　Thunyaporn Surapornsawasd
外国人特別研究員：井上　マリステラ小百合

○はAISS

18） GCOE活動についての感想、コメント、
改善を望む点

　本年度においても、昨年度に整備したGCOE事業推
進者との研究体制をさらに強化することができた。各研
究分野でトップを走る他の事業推進者と連携して研究を
進めていくことができる環境は、いち早く最先端の情報
を得られることでき、今後の研究の展開に大変有意義で
あると思われた。
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ABSTRACT
Agenesis of the permanent teeth is a congenital 
anomaly that is frequently seen in humans. 
Oligodontia is a severe type of tooth agenesis 
involving 6 or more congenitally missing teeth, 
excluding the third molars. Previous studies have 
indicated that mutations in the homeobox gene 
MSX1, paired domain transcription factor PAX9, 
and EDA are associated with non-syndromic oli-
godontia. This study reports a Japanese family 
(eight of 14 family members affected) with non-
syndromic oligodontia who preferentially lacked 
molar teeth. In this family, a novel frameshift 
mutation (321_322insG) was identified in the 
paired domain of PAX9. The frameshift mutation 
caused altered amino acids in the paired domain 
and premature termination of translation by 26 
amino acids. When transfected into COS-7 cells, 
the mRNA expression of 321_322insG PAX9 was 
comparable with that of wild-type PAX9. However, 
the mRNA of 321_322insG PAX9 was more unsta-
ble than that of wild-type PAX9. This mRNA insta-
bility caused a marked decrease in protein 
production, as evaluated by Western blot analysis 
and immunostaining. These findings suggest that 
the 321_322insG mutation causes insufficient 
function of PAX9 protein and haploinsufficiency 
as a genetic model of familial non-syndromic oli-
godontia with a PAX9 mutation.

KEY WORDS: oligodontia, PAX9, tooth, gene 
mutation, RNA stabilization.

INTRODUCTION

Agenesis of the permanent teeth is an anomaly that is frequently seen 
in humans. The prevalence of agenesis of 1 or 2 teeth (excluding the 

third molars) is from 1.6% to 9.6% (Symons et al., 1993; Vastardis, 2000). 
Oligodontia is a severe type of tooth agenesis involving 6 or more congeni-
tally missing teeth, excluding the third molars (Schalk-van der Weide et al., 
1992; Stockton et al., 2000). In a study on Danish schoolchildren, 0.16% of 
the children were found to have oligodontia (Rølling and Poulsen, 2001). To 
date, 3 genes, namely, the homeobox gene MSX1, paired domain transcription 
factor PAX9, and EDA, have been associated with non-syndromic oligodontia 
(Vastardis et al., 1996; Stockton et al., 2000; Tao et al., 2006).

Familial non-syndromic oligodontia associated with PAX9 mutation pref-
erentially affects molar formation (Stockton et al., 2000; Frazier-Bowers
et al., 2002; Kapadia et al., 2006). To date, 10 gene mutations have been 
identified in the DNA-binding paired domain of PAX9 (Nieminen, 2009; 
Wang et al., 2009). One is a frameshift mutation (219_220insG) (Stockton
et al., 2000; Mensah et al., 2004), one is a nonsense mutation (A340T) 
(Nieminen et al., 2001), and 8 are point mutations (Das et al., 2003; Lammi 
et al., 2003; Mostowska et al., 2003; Jumlongras et al., 2004; Kapadia et al., 
2006; Ogawa et al., 2006; Wang et al., 2009).

In this study, a novel frameshift mutation of PAX9 (321_322insG) was 
identified in a Japanese family with non-syndromic oligodontia. The purpose 
of this study was to clarify the aberrant function of this gene mutation. We 
hypothesized that this PAX9 mutation caused abnormal mRNA and/or protein 
expression.

MATERIALS & METHODS

Family with Oligodontia

The proband was a 37-year-old female (III:3) in a Japanese family with oli-
godontia treated in Niigata University Hospital (Fig. 1A). IV:1 (an 18-year-
old female) was also treated for oligodontia in the hospital, and their 
panoramic radiographs were used for the diagnosis. Oral examinations and 
interviews were performed on II:3 and III:2. An interview was performed by 
phone on I:1, II:5, III:4, and III:5, who lived far from the Dental Hospital of 
Tokyo Medical and Dental University and Niigata University Hospital. This 

Non-syndromic Oligodontia with 
a Novel Mutation of PAX9
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was carried out by identification of the 
normal numbers and shapes of perma-
nent teeth of each person. The extrac-
tion and loss of any teeth after eruption 
were carefully queried for each family 
member. Each individual with more 
than 6 congenitally missing teeth, 
excluding the third molars, was diag-
nosed as having oligodontia for the pur-
poses of this study (Schalk-van der 
Weide et al., 1992; Stockton et al., 
2000). The experimental protocol was 
approved by the Ethical Review 
Committee of the Tokyo Medical and 
Dental University and the Niigata 
University Graduate School of Medical 
and Dental Sciences.

Mutational Analysis

For mutational analysis, we obtained 
genomic DNA from individuals whose 
informed consent was obtained. 
Genomic DNA was isolated from nail 
samples of II:3, III:2, III:3, IV:1, and 
IV:2. The isolated DNA was amplified 
by polymerase chain-reaction in a 
GeneAmp PCR System 9700 and specific primers for PAX9 
(Das et al., 2003). The amplified products were sequenced with 
a PRISM® 3100 Genetic Analyzer and a BigDye Terminator 
v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, 
CA, USA).

Plasmid Construct

The human PAX9 cDNA (NM_006194.2) was subcloned in-
frame with a C-terminal Myc-tag downstream of the cytomega-
lovirus (CMV) promoter into the pReceiver-M09 empty vector 
(termed EX-NEG; GeneCopoeia, Rockville, MD, USA). Site-
directed mutagenesis was carried out with the QuickChange 
mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA), as previously 
reported (Wang et al., 2009). The entire coding sequence of the 
mutant construct was verified by a PRISM® 3100 Genetic 
Analyzer and a BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit.

Transfection of Cultured Cells

COS-7 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (Wako, Tokyo, Japan) supplemented with 10% fetal 
bovine serum (Biowest, Nualle, France). All cultures were main-
tained in a humidified, 5% CO2 atmosphere at 37°C. Transient 
transfection was performed with the Fugene 6 Transfection 
Reagent (Roche, Basal, Switzerland), according to the manufac-
turer’s instructions.

Western Blot Analysis

COS-7 cells transfected with wild-type or mutant PAX9 under-
went lysis in buffer containing 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 125 mM 

NaCl, 0.1% Nonident P-40 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA), and 1 mM each of EDTA (Wako) and phenylmethylsul-
fonyl fluoride (Sigma-Aldrich), followed by sonication, as 
described previously (Shiga et al., 2008). Western blot analysis 
was performed with cell lysates at 12 and 48 hrs after transfec-
tion. Briefly, a 20-μg quantity of protein was separated by 10% 
SDS-PAGE under reducing conditions and transferred electro-
phoretically to a Hybond-P polyvinylidene difluoride (PVDF) 
membrane (Amersham, Buckinghamshire, UK). The membrane 
was probed with an anti-Myc monoclonal antibody (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA). The bound anti-
body was detected by ECL plus Western blotting detection reagents 
(Amersham), according to the manufacturer’s instructions.

Immunohistochemistry

Transfected COS-7 cells were fixed with methanol for 10 min 
and stained with the anti-Myc monoclonal antibody. After being 
washed with PBS, the cells were incubated with a fluorescein 
isothiocyanate (FITC)-conjugated secondary antibody (Santa 
Cruz Biotechnology, Inc.). After the washing, fluorescence was 
observed by fluorescence microscopy (AF6000, Leica, Wetzlar, 
Germany).

RNA Preparation

COS-7 cells were transfected with wild-type or mutated PAX9. 
At 12 hrs after the transfection, total RNA was isolated from the 
cells with ISOGEN (Nippon Gene, Tokyo, Japan), according to 
the manufacturer’s instructions. DNase treatment was per-
formed with TURBO DNA-free (Ambion Inc., Austin, TX, 
USA). cDNA was synthesized from 1 μg of the total RNA with 

Figure 1. A Japanese family with non-syndrome oligodontia. (A) Pedigree of the Japanese 
family with non-syndromic oligodontia. The arrow indicates the proband. (B) Panoramic 
radiograph of III:3. (C) Summary of the permanent tooth agenesis in the present pedigree. Each 
tooth agenesis is denoted by a black circle.
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a QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Valencia, CA, 
USA).

Real-time PCR and Examination of mRNA Stability

Each cDNA was used as a template for quantitative analysis of 
PAX9 mRNA with a 7300 Real Time PCR system (Applied 
Biosystems). The real-time PCR amplifications were performed 
with TaqMan gene expression assays (Applied Biosystems), 
according to the manufacturer’s instructions. The primers and 
TaqMan probe used were as follows: forward primer, 
5′-GGCATCCGACCGTGTGA-3′, reverse primer, 5′-TCCTGG 
CAAGATCGAGCC-3′, TaqMan probe, 5′-ATCCTGGCGCGA 
TAC-3′. These primers and the probe corresponded to the 
N-terminus of the paired domain and upstream of the 321st 
nucleotide. The expression of human PAX9 was normalized by 
the amplification of eukaryotic 18S rRNA (product number 
4331182; Applied Biosystems).

To examine the mRNA stability, we similarly transfected 
COS-7 cells with wild-type or mutated PAX9. At 12 hrs after 
transfection, 1 μg/mL of actinomycin D (Wako) was added to 
the culture. Total RNA was isolated from the cells at 3 and 6 hrs 
after the actinomycin D addition. After treatment with TURBO 
DNA-free and cDNA synthesis with the QuantiTect Reverse 
Transcription Kit, quantitative analysis of PAX9 mRNA was

carried out in the 7300 Real-time PCR System. The mRNA 
stability was represented as the PAX9 mRNA remaining after 
normalization by eukaryotic 18S rRNA (100% remaining PAX9 
mRNA denoted the value without actinomycin D treatment).

Statistical Evaluations

We used Student’s t test to examine the differences in the relative 
expression levels of PAX9/18S rRNA and the decay of PAX9 
mRNA following addition of actinomycin D, between wild-type 
and 321_322insG PAX9. The statistical analyses were carried out 
with StatView (SAS Institute, Cary, NC, USA). Values of P < 
0.05 were considered to indicate statistical significance.

RESULTS

The Family with Non-syndromic Oligodontia

The pedigree of the present family with oligodontia is shown in 
Fig. 1A. Eight (I:1, II:3, II:5, III:2, III:3, III:4, III:5, and IV:1) of 
14 family members had oligodontia. In the regular health exam-
inations, the family members had no medical history of abnor-
malities in their sweat glands, skin, hair, or nails, indicating the 
non-syndromic type of oligodontia. A panoramic radiograph of 
the proband (III:3; 37-year-old female) is shown in Fig. 1B. She 
had tooth agenesis of the upper and lower second premolars and 
all molars (agenesis of 12 permanent teeth in total, excluding the 
third molars) (Figs. 1B, 1C). Based on the oral examinations, 
interviews, and panoramic radiographs, the positions of the 
missing permanent teeth in this family are summarized in Fig. 
1C. Four members (II:3, III:2, III:3, and IV:1) showed tooth 
agenesis of the premolars and molars, and the agenesis was also 
seen in the lower central incisor of IV:1.

DNA Sequence Analysis of the PAX9 Gene

Since this family preferentially lacked teeth in the molar region, 
the DNA sequence of PAX9 was examined in II:3, III:2, III:3, 
IV:1, and IV:2. II:3, III:2, III:3, and IV:1 had the same heterozy-
gous insertion of G after the 321st nucleotide according to 
NM_006194.2 (Fig. 2A). This mutation was not seen in IV:2, 
who was a healthy control without oligodontia. The 321st 
nucleotide corresponded to an amino acid in the paired domain 
(Fig. 2B). This mutation caused a heterozygous frameshift 
mutation, resulting in premature termination of translation by 26 
amino acids (Figs. 2B, 2C).

Characteristics of the 321_322insG 
Mutation in the PAX9 Gene

Next, we transfected the 321_322insG mutated construct into 
COS-7 cells to examine the characteristics of the mutant protein. 
Expression was faintly seen at 12 hrs and clearly seen at 48 hrs 
after the transfection. A band of the expected size (40 kDa) was 
seen in the cell lysates of wild-type and mutated PAX9 trans-
fected COS-7 cells, but not in the lysate of the empty vector-
transfected cells (Fig. 3A). The protein level was much lower in 
the mutated PAX9-transfected COS-7 cells than in the wild-type 
PAX9-transfected cells. This finding was also noted in the 

Figure 2. A novel mutation in a Japanese family with non-syndrome 
oligodontia. (A) Nucleotide sequence and amino acid alignment of 
PAX9 in affected members (II:3, III:2, III:3, and IV:1) of the pedigree. 
The small numbers denote the order of the amino acids. The position 
of the 321_322insG mutation is indicated by the arrow. (B) C-termini 
of wild-type (WT) and 321_322insG (mutant) PAX9. The small 
numbers denote the order of the amino acids. Each asterisk denotes 
the terminal codon. (C) Constructs of wild-type (WT) and 321_322insG 
(mutant) PAX9 showing the premature termination of translation by 26 
amino acids in the mutant protein. The small numbers denote the order 
of the amino acids.
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immunostaining of COS-7 cells with the same antibody (Figs. 
3B-3G). Positive staining was seen in the nuclei of COS-7 cells 
transfected with wild-type PAX9 (Figs. 3C, 3F), but was scarcely 
seen in the COS-7 cells transfected with the mutant construct 
(Figs. 3D, 3G). Positive staining was not seen in the empty 
vector-transfected cells (Figs. 3B, 3E).

To clarify the mechanism for the decreased level of the 
mutant protein, we examined the mRNA expressions of the 
wild-type and 321_322insG PAX9. First, the mRNA expressions 
were examined by amplification of the N-terminus region of the 
paired domain. The results showed that the mRNA expression of 
321_322insG PAX9 did not differ significantly from that of 
wild-type PAX9 at 12 hrs after transfection (Fig. 4A). Next, the 
mRNA stabilities of wild-type and 321_322insG PAX9 were 
examined. At 12 hrs after transfection, the cells were treated 
with actinomycin D, an inhibitor of transcription (Fig. 4B). The 
mRNA levels were decreased for both wild-type and 
321_322insG PAX9 at 3 and 6 hrs after the actinomycin D addi-
tion. The mRNA of 321_322insG PAX9 was significantly more 
unstable than the mRNA of wild-type PAX9 during the exam-
ined time-course (Fig. 4B).

DISCUSSION

In this study, a novel frameshift mutation of PAX9 (321_322insG) 
was identified in a Japanese family with non-syndromic oligodontia. 

The family showed permanent tooth agenesis preferentially in the 
molar region. In vitro analyses revealed instability of the mRNA 
of the mutated PAX9, resulting in lower protein production.

The present family had tooth agenesis mainly of the molars. 
Since I:1, II:5, III:4, and III:5 did not live close to our universi-
ties, it was not possible to determine their tooth agenesis directly 
by oral examination or panoramic radiograph. However, the 
interview provided us with sufficient information that they had 

Figure 3. The protein expression of 321_322insG PAX9. (A) Western 
blot analysis with an anti-Myc monoclonal antibody. Cell lysates from 
COS-7 cells transfected with EX-NEG (Emp), wild-type PAX9 (WT), or 
321_322insG PAX9 (mutant) for 12 or 48 hrs were analyzed. (B-D) 
Phase-contrast microscopic observations of COS-7 cells transfected for 
EX-NEG (B), wild-type PAX9 (C), or 321_322insG PAX9 (D) for 48 hrs. 
(E-G) Immuno-histochemistry with the anti-Myc monoclonal antibody. 
Fluorescence microscopic images of COS-7 cells transfected with 
EX-NEG (E), wild-type PAX9 (F), or 321_322insG PAX9 (G) for 48 hrs 
are shown.

Figure 4. mRNA expression of 321_322insG PAX9. (A) Relative 
expression levels of PAX9/18S rRNA at 12 hrs after transfection. The 
expression of PAX9 mRNA in COS-7 cells transfected with wild-type 
(WT) or 321_322insG (mutant) PAX9 is shown. Expression is 
represented by the percentage (%) of PAX9 mRNA expression relative 
to eukaryotic 18S rRNA (18S) expression. All data are expressed as 
means ± SE (n = 4). NS, not significant vs. wild-type PAX9. (B) Decay 
of PAX9 mRNA following addition of actinomycin D. The decay of 
wild-type (solid line) and 321_322insG (dotted line). Each value is 
represented by the remaining PAX9 mRNA after normalization by the 
eukaryotic 18S rRNA (100% remaining PAX9 mRNA denotes the 
value without actinomycin D treatment). Data at 0, 3, and 6 hrs after 
the actinomycin D treatment are shown. All the data are expressed as 
means ± SE (n = 4). *P < 0.05, significant difference vs. wild-type 
PAX9.
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tooth agenesis in the molar region. In addition to the molars, 
II:3, III:2, III:3, and IV:1 had tooth agenesis of the premolars. 
This type of tooth agenesis was first reported in a family with a 
mutation in the paired domain of PAX9 (Stockton et al., 2000). 
The reported family also showed missing second premolars and 
mandibular central incisors. Interestingly, tooth agenesis of the 
mandibular central incisor was also seen in one member of the 
present family (IV:1). The 321_322insG PAX9 mutation was 
identified in this family. Ten different gene mutations have been 
identified in the paired domain of PAX9 to date (Nieminen, 
2009; Wang et al., 2009), but no previous studies have reported 
the present frameshift mutation.

It has been reported that 219_220insG Pax9 (frameshift 
mutation in the paired domain) abrogates translocation of the 
protein from the cytoplasm to the nucleus (Wang et al., 2009). 
However, the total protein expression (including both the nuclear 
and cytoplasmic fractions) of this mutated mouse Pax9 was 
comparable with that of mouse wild-type Pax9. In contrast to 
this mouse study, the protein expression of the present human 
mutated PAX9 was much lower than that of human wild-type 
PAX9, and the mRNA of 321_322insG PAX9 was significantly 
more unstable compared with that of the wild-type gene. The 
results for these mouse and human mutated proteins were 
obtained by experiments with the same COS-7 cells and muta-
genesis kit. Therefore, it is likely that these two frameshift muta-
tions have different gene functions from one another.

Further studies are required to clarify the instability of 
321_322insG PAX9 mRNA. Degradation of mRNA is an important 
mechanism for controlling gene expression, and eukaryotic mRNAs 
are primarily degraded by removal of the 3′ poly(A) tail (deadenyl-
ation) and cleavage of the 5′ cap structure (decapping) (Mitchell 
and Tollervey, 2000; Wilusz et al., 2001). In mammalian cells, it 
has been reported that PAN2 and CCR4 are the major poly(A) 
nucleases active in cytoplasmic deadenylation, and that DCP2-
mediated de-capping is required after deadenylation (Yamashita 
et al., 2005). To clarify the mechanism of the mRNA instability, it 
is essential that we examine the activities of these molecules in the 
degradation process of the 321_322insG PAX9 mRNA.

The discovery of one oligodontia family with a deletion 
encompassing the PAX9 locus has suggested haploinsufficiency 
(not a dominant-negative effect) as a cause of non-syndromic 
oligodontia with mutations of this gene (Das et al., 2002). The 
present study showed that the 321_322insG mutation impaired 
the mRNA stability of PAX9, resulting in lower protein expres-
sion. These findings support the model of haploinsufficiency of 
PAX9 as a cause of non-syndromic oligodontia.
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大川　淳
医歯学総合研究科・先端医療開発学専攻
整形外科学・教授

1）研究の課題名
ビタミンEは破骨細胞の細胞融合を亢進させることで骨

量を減少させる
Vitamin E decreases bone mass by stimulating osteoclast 
fusion

ビタミンE輸送タンパクであるαTTPを欠損したマ
ウスの解析を通して、骨代謝におけるビタミンEの意義
を明らかにするために本研究を行った。

まず、ビタミン 欠損のモデルマウスであるαTTP欠
損マウスが、骨吸収低下に伴う骨量増加を示すことを発
見した。このマウスはビタミンE添加食により骨量が回
復することから、血中のビタミンE濃度が骨量に影響し
ている可能性が考えられた。マウス骨髄由来の破骨細胞
培養系にビタミンEを添加すると、破骨細胞の融合、多
核化が促進すること、その際に破骨細胞多核化に必須の
遺伝子であるDC-STAMPの発現が亢進することを発見
した。この系はDC-STAMPの上流であるp38とMitf`の
リン酸化を解することを示した。

さらにin vivoでのビタミンEの骨量に対する効果を
確認するため、野生型マウス、ラットにビタミンE添加
食を投与したところ、骨吸収が増加し骨量が減少するこ
とを発見した。

この研究により、ビタミンEは生体内で破骨細胞融合
を促進し、骨量減少を引き起こすことを明らかにし、ビ
タミンE摂取が骨粗鬆症を惹起する可能性を示唆した。

（現在進めている研究）
骨髄由来間葉系細胞（MSC）の質-骨形成抑制因子の同定-
The significance of the quality of the human bone marrow 
mesenchymal cells （hMSCs） in the bone formation

　サルの骨髄間葉系細胞（MSCs）を用いた骨再生研究
において、長期継代細胞（Passage5： P5）を、短期継代
細胞（Passage1： P1）に加えて多孔質人工骨に導入、筋
肉内移植すると、それを加えずにP1単独で移植したもの

より骨形成量が 50%程度低下した（n=4）。即ちP5 細胞
は骨形成能を有してはいるが、同時に骨形成能を低下さ
せる負の因子をも含んでいるということを意味し、この因
子を除去すれば骨形成能を促進することができる可能性
が示唆された。マイクロアレイによる抑制因子の絞り込み：
P1と比較してP5で増加する（Log2値>1）遺伝子に着目
すると、30 近くの候補が列挙された。その中でも、MSC
に発現するチロシンキナーゼ型受容体であるEphAsのう
ちEphA5のみ継代培養と共に発現が増加しており、前述
の骨芽細胞のマーカーであるALPのmRNA発現との逆
相関を認めた。今後は、EphA5が実際にMSCsの骨芽
細胞分化に関与（抑制）しているかの検討を進めていく。

2）

3）発表の研究内容についての英文要約
Bone homeostasis is maintained by the balance between 
osteoblastic bone formation and osteoclastic bone resorption. 
Osteoclasts are multinucleated cells formed by mononuclear 
preosteoclast fusion. Fat-soluble vitamins such as vitamin 
D are pivotal in maintaining skeletal integrity. However, 
the role of vitamin E （VitE） in bone remodeling remains 
unknown. Here, we show that α-tocopherol transfer 
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protein-deficient （Ttpa–/–） mice, a mouse model of genetic 
VitE deficiency6, have high bone mass due to a decrease 
in bone resorption. Cell-based assays indicated that α 
-tocopherol stimulated osteoclast fusion, independently of its 
antioxidant capacity, by inducing the expression of dendritic 
cell-specific transmembrane protein （DC-STAMP）, an 
essential molecule for osteoclast fusion, through p38 and 
microphthalmia-associated transcription factor activation 
and its direct recruitment to Tm7sf4  （a gene encoding 
DC-STAMP） promoter7-9. Indeed, the bone abnormality 
of Ttpa–/– mice was rescued by Tm7sf4 transgene. 
Moreover, wild-type mice or rats fed a α -tocopherol-
supplemented diet, which contains comparable amount of α 
-tocopherol to the supplement consumed by many people, 
lost bone mass. These results demonstrate that serum VitE 
is a determinant of bone mass through its regulation of 
osteoclast fusion.

（現在進めている研究）
On the basis of our previous in vivo experiment, we 
postulated that the long-term passaged cells contained 
some inhibitor of the short-term cultured cells’ potential 
of bone formation.Our purpose is to identify the factors 
which are involved in the deterioration of the differentiation 
capability.The microarray analysis identified many genes 
in P5 cells that were upregulated compared to P1 cells. 
The characteristic of hMSCs was altered by repeating 
passages. We noticed EphA5 as a candidate of the inhibitor, 
because the expression patterns of this gene and ALP （well 
established osteogenic marker） are correlated inversely. 
The aim of our ongoing studies is to investigate how EphA5 
is involved in osteogenic differentiation of MSCs.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点体制）

・ 大学外との連携を図り、また研究環境（設備など）を
整備することによって、研究拠点の基礎を立ち上げた

（物質材料研究機構、産業技術総合研究所）。
・ また、大学内連携を図り、他分野と共同で研究を行っ

た。（生体材料工学研究所・有機材料分野、難治研究所・
分子薬理学）

・ 企業との連携（オリンパス、HOYA、ストライカー）
により、研究設備の充実を図るとともに、基礎と臨床
との橋渡し研究領域を充実させた。

・ 研究専門部門として寄附講座を運営
B（研究教育環境）

・ 週に3回、論文の抄読会や研究報告会を実施すること
により、分子生物学、骨・軟骨組織学、骨再生学の研

究、教育体制を確立した。
・ 科学研究費補助金やその他研究助成金、企業との共同

研究により外部資金を得ることによって、研究環境を
整備し得た。
C（人材確保）

・寄付講座を開設・運営し、研究に専念できる人材を確
保した。
D（人材育成）

・ 10名の大学院生（内留学生3名、他分野大学院生4名）
に対して、骨・軟骨に関する研究教育、指導を行った。

・ 3名の学部生（医学部医学科）に対し、それぞれ5か月間、
骨・軟骨に関する研究教育、指導を行った。
E（国際化）

・ 5名の留学生に研究教育、指導を行った。
・ 1名の大学院生と1名の大学院卒業生が米国に留学中

である。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

・ 企業を含む大学内外との連携を強化するなどして、骨・
軟骨に関する基礎領域だけでなく、臨床応用を目指し
た研究にも重点を置いた。

・ 分野内で研究経過・成果に関するdiscussionを重ねる
とともに、外部への研究成果の発表の機会を増やすよ
う努力した。

6）英文原著論文
1. Kusano K, Enomoto M, Hirai T, Wakabayashi Y, Itoh S, 

Ichinose S, Okabe S, Shinomiya K, Okawa A.
Enhancement of sciatic nerve regeneration by 
adenovirus-mediated expression of dominant negative 
RhoA and Rac1.
Neurosci Lett. 492（1）：64-9. 2011

2. Sugata Y, Sotome S, Yuasa M, Hirano M, Shinomiya K, 
Okawa A.
Effects of the systemic administration of alendronate 
on bone formation in a porous hydroxyapatite/collagen 
composite and resorption by osteoclasts in a bone defect 
model in rabbits.
J Bone Joint Surg Br. 93（4）：510-6. 2011

3. Effects of the systemic administration of alendronate 
on bone formation in a porous hydroxyapatite/collagen 
composite and resorption by osteoclasts in a bone defect 
model in rabbits.
J Bone Joint Surg Br. 93（4）：510-6. 2011

4. Okawa A, Sakai K, Hirai T, Kato T, Tomizawa S, 
Enomoto M, Kawabata S, Takahashi M, Shinomiya K.
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Risk factors for early reconstruction failure of multilevel 
cervical corpectomy with dynamic plate fixation.
Spine （Phila Pa 1976）. 36（9）：E582-7. 2011

5. Yoshii T, Dumas JE, Okawa A, Spengler DM, Guelcher 
SA.
Synthesis, characterization of calcium phosphates/
polyurethane composites for weight-bearing implants.
J Biomed Mater Res B Appl Biomater. 100（1）：32-40. 
2012

6. ◎Koji Fujita, Makiko Iwasaki, Hiroki Ochi, Toru 
Fukuda, Chengshan Ma, Takeshi Miyamoto, Kimitaka 
Takitani, Takako Negishi-Koga, Satoko Sunamura, 
Tatsuhiko Kodama, Hiroshi Takayanagi, Hiroshi Tamai, 
Shigeaki Kato, Hiroyuki Arai, Kenichi Shinomiya, 
Hiroshi Itoh, Atsushi Okawa and Shu Takeda
Vitamin E decreases bone mass by stimulating 
osteoclast fusion
Nature medicine （in press）

7. Nimura A, Kato A, Yamaguchi K, Mochizuki T, Okawa 
A, Sugaya H, Akita K.
The superior capsule of the shoulder joint complements 
the insertion of the rotator cuff.
J Shoulder Elbow Surg. 2011 Aug 3. [Epub ahead of 
print] （in press）

8. Hirai T, Kato T, Kawabata S, Enomoto M, Tomizawa S, 
Yoshii T, Sakaki K, Shinomiya
Adhesive Arachnoiditis with Extensive Syringomyelia 
and Giant Arachnoid Cyst Following Spinal and Epidural 
Anesthesia： A Case Report.
Spine （Phila Pa 1976）. 2011 Jul 5. [Epub ahead of print] 

（in press）
9. ◎Yamada T, Yoshii T, Sotome S, Yuasa M, Kato T, 

Arai Y, Kawabata S, Tomizawa S, Sakaki K, Hirai T, 
Shinomiya K, Okawa A.
Hybrid Grafting using Bone Marrow Aspirate combined 
with Porous β-Tricalcium Phosphate and Trephine 
Bone for Lumbar Posterolateral Spinal Fusion： A 
Prospective, Comparative Study -Versus Local Bone 
Grafting- 
Spine （Phila Pa 1976）. 2011 Jun 13. [Epub ahead of 
print] （in press）

10. Sakai K, Okawa A, Takahashi M, Arai Y, Kawabata S, 
Enomoto M, Kato T, Hirai T, Shinomiya K.
5-year Follow-up Evaluation of Surgical Treatment 
for Cervical Myelopathy Caused by Ossification of 
the Posterior Longitudinal Ligament： A Prospective 
Comparative Study of Anterior Decompression and 
Fusion with Floating Method Versus Laminoplasty.
Spine （Phila Pa 1976）. 2011 May 2. [Epub ahead of 
print] （in press）

11. Hirai T, Kawabata S, Enomoto M, Kato T, Tomizawa S, 
Sakai K, Yoshii T, Sakaki K, Shinomiya K, Okawa A.
Presence of Anterior Compression of the Spinal Cord 

Following Laminoplasty Inhibits Upper Extremity 
Motor Recovery in Patients with Cervical Spondylotic 
Myelopathy.
Spine （Phila Pa 1976）. 2011 May 2. [Epub ahead of 
print] （in press）

12. Hirai T, Okawa A, Arai Y, Takahashi M, Kawabata S, 
Kato T, Enomoto M, Tomizawa S, Sakai K, Torigoe I, 
Shinomiya K.
Middle-term results of a prospective comparative study 
of anterior decompression with fusion and posterior 
decompression with laminoplasty for the treatment of 
cervical spondylotic myelopathy.
Spine （Phila Pa 1976）. 2011 Nov 1;36（23）：1940-7. （in 
press）

7）総説ならびに著書
1. 草野和生, 榎本光裕, 平井高志, 大川淳

分子レベルからみた整形外科疾患（シリーズIX）　
Small G protein制御による末梢神経再生促進（解説）

「整形・災害外科」　2ページ、2011
大川淳
整形外科医に求められる医療安全のコンセプト（解説）

「日本整形外科学会雑誌」8ページ、2011
2. 早乙女進一, 生駒俊之

最新用語解説　基礎（第35回）　ハイドロキシアパ
タイト（解説）

「骨粗鬆症治療」 3ページ、2011

8）特許取得、特許申請
1. 「骨移植片製造装置」発明者：四宮謙一、早乙女進一他、

特許番号4545015、特許取得日2010年7月9日
2. 「生体内薬物徐放材料の製造方法」発明者：早乙女進一、

四宮謙一他、特許番号4204772、特許取得日2008年
10月24日

3. 「多孔質複合材料の製造方法」発明者：早乙女進
一、四宮謙一他、国内：特許番号3727059、特許取
得日2005年10月7日、アメリカ合衆国：特許番号
7163965、特許取得日2007年1月16日

4. 「複合生体材料」発明者：早乙女進一、四宮謙一他、
特許番号3770555、特許取得日2006年2月17日　ア
メリカ合衆国：特許番号7494664、特許取得日2009
年2月24日　カナダ：特許番号2467252、特許取得
日2008年12月2日

9）平成23年度までの自己評価
平成23年末に藤田の論文が Nature Medicineにaccept
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されるなど、基礎研究に関しては順調に成果を上げられ、
また臨床との橋渡し研究、臨床研究においても満足でき
る数の論文の上梓ができたと考えている。しかし、2005
年に特許を取得した多孔質複合材料の認可が遅れ、臨床
研究に進めなかったたことは次年度以後の課題である。

資金面において、寄附講座である整形外科先端治療開
発学の出資元との複数年契約が達成できず、研究者の身
分を安定化できていない点も改善の余地があると考えている。

10）和文原著論文
1. 佐々木真一, 江幡重人, 折井久弥, 沼野藤希, 鳥越一

郎, 友利正樹, 吉田裕俊, 佐藤浩一, 大川淳, 四宮謙一
腰椎変性疾患に対する内視鏡下筋肉温存型椎弓間除
圧術変法（ME-MILD変法）の試み
Journal of Spine Research　巻 8 号 Page1358-1361、
2011

2. 鳥越一郎, 江幡重人, 佐藤浩一, 吉田裕俊, 折井久弥, 
大川淳
腰椎椎間板ヘルニアに対するLove法と内視鏡下ヘル
ニア摘出術（MED法）の中期成績の比較検討
Journal of Spine Research 2 巻 8 号 Page1338-1341、
2011

11）学会発表（和文）
1. 竹田秀, 藤田浩二, 大川淳, 四宮謙一, 伊藤裕

骨代謝調節研究の進展と臨床展開 ビタミンEは破骨
細胞の多核化を促進し、骨粗鬆症を惹起する（シン
ポジウム）
第84回日本内分泌学会学術総会、神戸市、2011年4
月21-23日

2. 大川淳, 川端茂徳, 加藤剛, 富澤将司, 吉井俊貴
骨粗鬆症椎体骨折に対する局麻下経皮的椎体形成術
第60回東日本整形災害外科学会、つくば市、2011年
9月16-17日

3. 正岡智和, 湯浅将人, 山田剛史, 大川淳, 森田定雄, 早
乙女進一
β -TCP/bone marrow hybrid の骨形成能に対する
dexamethasoneの効果
第26回日本整形外科学会基礎学術集会、高崎市、
2011年10月20-21日

4. 早乙女進一, 湯浅将人, 山田剛史, 正岡智和, 吉井俊
貴, 四宮謙一, 大川淳
骨髄間葉系細胞を用いた骨再生法の大型骨欠損再生に
対する有効性　サル大腿骨大欠損モデルを用いた検討

第26回日本整形外科学会基礎学術集会、高崎市、
2011年10月20-21日

5. 榎本光裕, 請川円, 平井高志, 早乙女進一, 四宮謙一, 
大川淳
脊髄の再生 ハニカムコラーゲンスポンジと骨髄間葉
系細胞移植を併用した損傷脊髄の再建（パネルディ
スカッション）
第26回日本整形外科学会基礎学術集会、高崎市、
2011年10月20-21日

6. 早乙女進, 阿江啓介, 若林良明, 四宮謙一, 大川淳, 平
野昌弘, 石突正文, 森岡秀夫, 松本誠一, 中村孝志, 阿
部哲士, 別府保男
多孔質ハイドロキシアパタイト・コラーゲン複合体

（HAp/Col）の開発……基礎研究から臨床応用へ（シ
ンポジウム）
第33回日本バイオマテリアル学会大会、京都市、
2011年11月21-22日

7. 吉井俊貴（東京医科歯科大学 大学院整形）, 加藤剛, 
川端茂徳, 富澤将司, 早乙女進一, 四宮謙一, 大川淳
人工骨と経皮的採取海綿骨（hybrid）移植による頸
椎前方除圧固定術　椎体亜全摘症例への適応
第84回日本整形外科学会学術総会、Web開催、2011年

8. 大川淳（東京医科歯科大学 大学院整形）, 加藤剛, 富
澤将司
整形外科の有害事象に関する合併症の判断と回避可
能性
第84回日本整形外科学会学術総会、Web開催、2011年

9. 吉井俊貴（東京医科歯科大学 大学院整形）, 山田剛, 
加藤剛, 川端茂徳, 富澤将司, 四宮謙一, 早乙女進一, 大
川淳
経皮的採取海綿骨、新鮮骨髄穿刺液人工骨を用いた
腰椎側方固定術
第84回日本整形外科学会学術総会、Web開催、2011年

10. 骨移植治療の歴史と進歩 多孔質ハイドロキシアパタ
イト・コラーゲン複合体（HAp/Col）の開発と臨床
応用（シンポジウム）
早乙女進一（東京医科歯科大学 大学院整形先端治療
開発）, 阿江啓介, 若林良明, 四宮謙一, 平野昌弘, 石
突正文, 森岡秀夫, 松本誠一, 中村孝志, 阿部哲士, 別
府保男
第84回日本整形外科学会学術総会、Web開催、2011年
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12）外部資金の獲得状況 
1. 厚生労働科学研究費補助金（長寿科学総合研究事業）

研究題目：骨粗鬆症椎体骨折に対する低侵襲治療法
の開発
代表：四宮　謙一
期間：平成21年−平成24年
研究費総額：¥82,635,000.-（間接経費¥11,419,000.-）

2. 厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患克服研究事業）
研究題目：脊柱靭帯骨化症に関する調査研究
分担：大川　淳
期間：平成20年−平成22年
研究費総額：¥2,500,000.-

3. 厚生労働科学研究費補助金（地域医療基盤開発推進
研究事業）
研究題目：医療事故にかかわった医療従事者の支援
体制に関する研究
分担：大川　淳
期間：平成22年−平成24年
研究費総額： ¥900,000.-

4. 厚生労働科学研究費補助金（長寿科学総合研究事業）
研究題目：骨粗鬆症椎体骨折に対する低侵襲治療法
の開発
分担：大川　淳
期間：平成21年−平成24年
研究費総額：¥5,700,000.-

5. 科学研究費補助金（基盤研究B）
研究題目：骨髄間葉系幹細胞を利用した巨大骨組織
再生のための基礎技術の確立
代表：四宮　謙一
期間：平成21年−平成24年
研究費総額：¥13,400,000.-（間接経費¥4,020,000.-）

6. 科学研究費補助金（基盤研究C）
研究題目：末梢神経刺激-脊髄誘発磁界測定を用い
た完全に非侵襲的脊髄機能診断の開発
代表：川端　茂徳
期間：平成22年−平成24年
研究費総額：¥3,400,000.- （間接経費¥1,020,000.-）

7. 科学研究費補助金（基盤研究C）
研究題目：マイクロRNAによる骨芽細胞・骨細胞
分化調節機構の解明　
代表：早乙女　進一
期間：平成21年−平成23年
研究費総額：¥3,500,000.-（間接経費¥1,050,000.-） 　

8. 科学研究費補助金（基盤研究C）

研究題目：注入硬化型生体吸収性人工骨補填材の開
発と評価
代表：阿江　啓介
期間：平成23年度−平成25年度
研究費総額：¥5,200,000.-（間接経費¥1,200,000.-）

9. 科学研究費補助金（基盤研究C）
研究題目：神経栄養因子と上皮成長因子（EGF）受
容体制御による末梢神経再生
代表：若林  良明
期間：平成23年−平成25年
研究費総額：¥3,800,000.-（間接経費¥1,140,000.-）　

10. 科学研究費補助金（基盤研究C）
研究題目：脊髄損傷慢性期での細胞移植を併用した
再髄鞘化と運動機能再建
代表：榎本　光裕
期間：平成21年−平成23年
研究費総額：¥4,160,000.-（間接経費¥987,000.-）

11. 科学研究費補助金（基盤研究C）
研究題目：関節軟骨代謝における老化制御因子
SIRT1の機能解析
代表：麻生　義則
期間：平成21年度−平成23年度
研究費総額：¥4,550,000.-（間接経費¥1,050,000.-）

12. 科学研究費補助金（基盤研究C）
研究題目：関節軟骨細胞に発現する破骨細胞分化制
御因子の機能に関する研究
代表：古賀　大介
期間：平成21年度−平成23年度
研究費総額：¥4,550,000.-（間接経費¥1,050,000.-）

13. 科学研究費補助金（基盤研究C）
研究題目：高気圧酸素療法を応用した新しい歯牙再
植法の開発
分担：加藤　剛
期間：平成22年度−平成24年度
研究費総額：¥200,000.-

14. 挑戦的萌芽研究
研究題目：骨と血圧調節機構のクロストークの解明
代表：大川　淳
期間：平成23年度−24年度
研究費総額：¥3,640,000.-（間接経費¥840,000.-）

15. 挑戦的萌芽研究
研究題目：骨代謝における活性酸素シグナルの解明
代表：森田　定雄
期間：平成23年度−平成24年度
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研究費総額：¥3,640,000.-（間接経費¥840,000.-）
16. 若手研究B

研究題目：miRNAによる骨軟部腫瘍の発生・進展
における分子制御機構
代表：木村　文子
期間：平成23年度−平成25年度
研究費総額：¥3,200,000.-

17. 研究活動スタート支援
研究題目：注入型多孔質ポリウレタンscaffoldを使
用した骨再生
代表：吉井　俊貴
期間：平成22年度−平成23年度
研究費総額： ¥3,068,000.-（間接経費¥708,000.-）

18. 研究活動スタート支援
研究題目：骨モデリングにおけるマイクロRNAの
生理的意義の解明
代表：　猪瀬　弘之
期間：平成23年度−平成24年度
研究費総額：¥2,500,000.-

19. 共同研究費（キッコーマン株式会社）
研究題目：関節軟骨代謝に対するプロアントシアニ
ジンとオリゴヒアルロン酸の作用に関する研究
代表：麻生　義則
期間：平成21年度−平成23年度
研究費総額：¥2,727,273.-（間接経費¥272,727.-）

20. 助成金　社団法人　日本損害保険協会
研究題目：骨誘導性注入型骨補填剤の開発および難
治性骨折への応用
代表：早乙女　進一
期間：平成21年度−平成23年度 
研究費総額：¥4,000,000.-

21. 助成金　社団法人　日本損害保険協会
研究題目：SIP30遺伝子の制御による脊髄神経伝達
効率をターゲットにした治療法の開発
代表：平井　高志
期間：平成22年度−24年度
研究費総額：¥2,000,000.-

22. 助成金　社団法人　日本損害保険協会
研究題目：新規薬剤を用いた末梢神経側枝発芽促進
の試み
代表：榎本　光裕
期間：平成22年度−平成23年度
研究費総額：¥1,000,000.-

23. 助成金　社団法人　日本損害保険協会

研究題目：自家骨髄由来細胞濃縮法と自己血漿、人
工骨を組み合わせた骨再生の可能性
代表：吉井　俊貴
期間：平成22年度−平成23年度
研究費総額：¥1,000,000.-

24. 助成金　社団法人　日本損害保険協会
研究題目：Qdotを用いた局所組織ラベリングによる
骨形成タンパクによる異所性骨化のメカニズムの解
明とその効率化に関する検討
代表：湯浅　将人
期間：平成22年度−平成23年度
研究費総額：¥1,000,000.-

25. 助成金　社団法人　日本損害保険協会
研究題目：骨髄由来間葉系細胞（MSC）の骨形成抑
制因子の同定
代表：山田　剛史
期間：平成22年度−平成23年度
研究費総額：¥1,000,000.-

26. 助成金　社団法人　日本損害保険協会
研究題目：骨髄間葉系幹細胞を用いたﾊﾟｽﾂｰﾙ法の骨
髄炎治療への応用
代表：小柳　広高
期間：平成22年度−平成23年度
研究費総額：¥1,000,000.-

27. 助成金　財団法人　整形災害外科学研究助成財団
代表：榎本　光裕
期間：平成22年度
研究費総額：¥1,000,000.-

13）特別講演、招待講演、シンポジウム
1. 第36回二豊会フォーラム 

骨粗鬆症性脊椎圧迫骨折の治療上の課題 
2011.8.26（金）　大分 

2. 東京医科歯科大学公開講座 
なぜ腰は曲がるのか? 
2011.10.12（水）　東京  

3. 杉並中野区整形外科医会 
高齢者の腰痛ー病態と診断治療のポイント 
2011.10.14（金）　東京 

14）GCOE総合講義
Clinically Unsolved Problems related to Osteoporosis and 
Bone Atrophy in Orthopaedic Surgery
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Mechanisms of bone metabolism have been illuminated 
gradually, but some clinical problems still left unsettled. In 
this lecture these problems and questions in the orthopaedic 
field will be illustrated. Topics dealt in the lecture are as 
follows：

1. Non-union of vertebral fracture
2. Lumbar Kyphosis due to spinal alignment change by 

multiple fractures 
3. Insufficient fracture around pelvis
4. Bone atrophy caused by stress shielding or implant 

debris
5. Bone atrophy in relation with complex regional pain 

syndrome （ reflex sympathetic dystrophy）  

Non-union of vertebral fracture
For osteoporotic patients newly developed drugs such 
as bisphonates and a recombinant form of parathyroid 
hormone became available in Japan, but treatment of 
vertebral fractures has not standardized yet. Some patients 
suffer non-union of the vertebral facture, in which the 
shape of the vertebra changes in response to posture. 
Bone cement （poly methyl methacrylate） is injected 
percutaneously into the cavity of the vertebral body and 
pain-relief achieved shortly. However, fracture of the 
adjacent segment occurs one or two months later and again 
severe pain comes back. 

Lumbar Kyphosis due to spinal alignment change
Patient with thoracolumbar multiple fractures cannot walk 
long without aid such as a cane or so-called “silver cart”
. A fracture spontaneously heals in a few months, but 
profile change （round back） shifts the center of gravity to 
more anterior of the body. In some cases one compression 
fracture of the thoracolumbar spine induces another new 
fractures in succession.

Insufficient fracture around pelvis
In oldest-old patient insufficient facture around pelvis occur, 
which cannot be detected by routine x-rays other than MRI. 
Pain of the unknown origin continues in several weeks, 
resulting in decrease of their activity of daily living.

Bone atrophy caused by stress shielding or implant's debris
In a spinal surgery mobile spinal segments are intentionally 
fused to correct spinal deformity. An artificial joint 
replacement also induces bone atrophy around the inserted 
solid implant. These bone atrophy sometimes provide a new 
fracture.

Bone atrophy in relation with complex regional pain 
syndrome 
Complex regional pain syndrome （CRPS） is a disorder 
of the extremities that is characterized by pain, swelling, 

limited range of motion, vasomotor instability, skin changes, 
and patchy bone demineralization. Plain radiographs often 
demonstrate osteopenia and scintigraphy using technetium 
may reveal increased uptake in the involved extremity. The 
severe local osteopenia sometimes is hard to be treated.

In the lecture clinical features will be presented in detail.

15） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
（整形外科学分野）

教　　授 　大川　　淳
助　　教 　若林　良明
 　川端　茂徳
 　阿江　啓介
 　加藤　　剛
 　古賀　大介
 　富沢　将司
 　澤村　千草
大学院生 　岩崎　牧子
 　小柳　広高
 　石井　宣一
 　山内　裕樹
 　正岡　智和
 　榊経　　平
 　平井　高志
 　湯浅　将人
 ○山田　剛史
 　請　　川大
 ○許　　レン
 ○馬　　成山
 ○徐　　　成
 　請　　川円
 　谷山　　崇
（整形外科先端治療開発学講座）

寄付講座准教授：早乙女　進一
寄 付 講 座 講 師：麻生　義則

○はAISS

16） GCOE活動についての感想、コメント、
改善を望む点

　整形外科は臨床科であり、骨、軟骨に関する基礎手研
究の他に、トランスレーショナルリサーチも積極的に推
進していきたいと考えている。



257Annual Report 2011

大川　淳

17）その他　研究教育活動について特記する点
　数多くの留学生だけでなく学部学生のプロジェクト･
セメスターでは学内随一の応募者5名に対して積極的な
研究指導を行っている。
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Bone homeostasis is maintained by the balance between 
osteoblastic bone formation and osteoclastic bone resorption1–3.  
Osteoclasts are multinucleated cells that are formed by 
mononuclear preosteoclast fusion1,2,4,5. Fat-soluble vitamins 
such as vitamin D are pivotal in maintaining skeletal integrity. 
However, the role of vitamin E in bone remodeling is unknown. 
Here, we show that mice deficient in a-tocopherol transfer 
protein (Ttpa–/– mice), a mouse model of genetic vitamin E 
deficiency6, have high bone mass as a result of a decrease in 
bone resorption. Cell-based assays indicated that a-tocopherol 
stimulated osteoclast fusion, independent of its antioxidant 
capacity, by inducing the expression of dendritic-cell–specific 
transmembrane protein, an essential molecule for osteoclast 
fusion, through activation of mitogen-activated protein kinase 14  
(p38) and microphthalmia-associated transcription factor, as 
well as its direct recruitment to the Tm7sf4 (a gene encoding 
DC-STAMP) promoter7–9. Indeed, the bone abnormality seen 
in Ttpa–/– mice was rescued by a Tm7sf4 transgene. Moreover, 
wild-type mice or rats fed an a-tocopherol–supplemented 
diet, which contains a comparable amount of a-tocopherol to 
supplements consumed by many people, lost bone mass. These 
results show that serum vitamin E is a determinant of bone 
mass through its regulation of osteoclast fusion.

Bone mass is maintained constant from puberty until menopause 
by a balance between osteoblastic bone formation and osteoclastic 
bone resorption, a process called bone remodeling1–3. Osteoclasts 
are multinucleated polykaryons that develop from monocyte-lineage 
hematopoietic precursors through sequential steps: an initial phase of 
proliferation and a late phase of differentiation and maturation1,2,10,11. 
Hormones and cytokines have pivotal roles in osteoclast develop-
ment. Specifically, macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) 
and receptor activator of NF- B ligand (RANKL) are indispensable  

for the proliferation of preosteoclasts and the differentiation and 
maturation of osteoclasts, respectively1–3,12. Among the fat-soluble 
vitamins A, D and K are well known for their ability to affect the 
skeleton13,14, however, vitamin E was not examined well in the aspect 
of bone remodeling.

Vitamin E is a lipid-soluble antioxidant that inhibits lipid peroxi-
dation by scavenging reactive oxygen species and is believed to be 
protective against arteriosclerotic change and the aging process15. 
Indeed, vitamin E is one of the most popular supplements in the 
United States; more than 10% of adults in the United States currently 
take vitamin E daily16. Vitamin E, which is a mixture of tocopherols 
and tocotrienols, is absorbed from food and is transported to the liver, 
where -tocopherol transfer protein ( -TTP) mediates the selective 
transfer of -tocopherol into lipoproteins6. Accordingly, -tocopherol 
is the most predominant isoform of vitamin E in the body. Mice defi-
cient in -TTP (Ttpa–/– mice) show ataxia and infertility as a result of 
reduced serum -tocopherol concentrations (Fig. 1a), which can be 
rescued by dietary supplementation with -tocopherol6,17.

To address the role of vitamin E in bone remodeling, we first  
studied Ttpa–/– mice. The Ttpa–/– mice developed a high–bone-mass 
phenotype in both their vertebrae and long bones as a result of a lower 
bone resorption compared to wild-type (WT) mice, as evidenced by a 
lowering of osteoclast surface and deoxypyridinoline, a bone resorp-
tion marker (Fig. 1b–e and Supplementary Fig. 1)18. In contrast, the 
amount of bone formation was unchanged in Ttpa–/– mice compared 
to WT mice. (Fig. 1d). This high–bone-mass phenotype was attrib-
uted to reduced serum concentrations of vitamin E (Fig. 1a) rather 
than the -TTP deficiency in the body, as supplementation with  

-tocopherol in the diet, which normalized the serum concentrations 
of -tocopherol in Ttpa–/– mice (Fig. 1f), rescued the bone abnormality 
seen in Ttpa–/– mice (Fig. 1g and Supplementary Fig. 2). In line 
with this observation, Ttpa+/– mice, whose serum concentrations of  

-tocopherol are between those of WT and Ttpa–/– mice17, also had an 

Vitamin E decreases bone mass by stimulating  
osteoclast fusion
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intermediate bone mass (Supplementary Fig. 1b). Moreover, osteo-
clast development in vitro was hampered when WT bone-marrow cells 
(BMCs) were cultured with the serum from Ttpa–/– mice (Fig. 1h),  
and this defect was ameliorated when this serum was supple-
mented with -tocopherol or when serum from WT mice was  
used for the culture (Fig. 1h and Supplementary Fig. 3). In contrast, 
Ttpa–/– BMCs differentiated into osteoclasts normally when cultured 
with FBS or serum from WT mice (Fig. 1h and Supplementary Fig. 3).  
Thus, serum vitamin E regulates bone mass in vivo by affecting  
bone resorption.

Next, to examine the role of vitamin E in osteoclast development, 
we treated osteoclasts that were derived from WT BMCs and stimu-
lated by RANKL with -tocopherol in vitro. -tocopherol stimulated 
osteoclast differentiation in a dose-dependent manner, as shown by an 
increase in the number of tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP)-
positive multinucleated osteoclasts (Fig. 2a), whereas the proliferation 
of osteoclast precursors and the survival of mature osteoclasts were 
unchanged by treatment with -tocopherol (Fig. 2b,c). Osteoblastic 
differentiation and proliferation were not altered by -tocopherol 
treatment (Fig. 2d and Supplementary Fig. 4), further indicating 
that vitamin E affects bone mass through osteoclasts rather than osteo-
blasts. Notably, -tocopherol not only increased the generation of 
TRAP-positive multinucleated osteoclasts but also markedly increased 
the proportion of larger osteoclasts compared to the total osteoclasts 
(Fig. 2e), which indicated that vitamin E stimulated osteoclast matu-
ration. As a result, -tocopherol increased bone resorption by induc-
ing the formation of additional mature osteoclasts (Fig. 2f).

Notably, -tocopherol treatment administered only during the osteo-
clast maturation phase significantly increased osteoclast size and the 
number of nuclei per osteoclast (Fig. 2e), whereas -tocopherol treat-
ment administered at any other period did not have these effects (Fig. 2e),  

further indicating that vitamin E specifically affects late osteoclast 
maturation (that is, osteoclast fusion). Moreover, vitamin E also stim-
ulated the generation of foreign-body giant cells, which are developed 
through macrophage fusion (Fig. 2g), further suggesting that vitamin E  
stimulates cell fusion. Indeed, the sizes of the TRAP-positive osteo-
clasts were smaller in the Ttpa–/– mice, which is in agreement with 
our in vitro observations (Supplementary Fig. 2). Taken together, the 
results suggest that vitamin E stimulates osteoclast fusion.

Because vitamin E is well known as an antioxidant15, we next 
studied whether the antioxidant properties of vitamin E were indis-
pensable for its ability to stimulate osteoclast fusion. With the excep-
tion of -tocopherol, none of the isoforms of vitamin E, including 

-tocotrienol, which is 100-fold stronger in antioxidant activity than 
-tocopherol15, stimulated osteoclast fusion (Fig. 2h). Moreover, 

except for -tocopherol, none of the antioxidants tested, including 
ascorbic acid, which is the primary water-soluble antioxidant19–22, 
stimulated osteoclast fusion (Fig. 2i and Supplementary Fig. 5). In 
line with these observations, hydrogen peroxide did not affect osteo-
clast fusion when it was present at a concentration that did not affect 
cell viability (Supplementary Fig. 5). Taken together, these results 
clearly show that, unlike other vitamin E isoforms and antioxidants, 

-tocopherol specifically regulates osteoclast fusion independent of 
its antioxidant activity.

To address the molecular mechanism of the -tocopherol–specific 
ability to stimulate osteoclast fusion, we analyzed the molecular mark-
ers of osteoclast differentiation after treatment with -tocopherol. 
Among the many genes involved in osteoclast differentiation, only 
the expression of the differentiation marker genes, such as Trap and 
Ctsk1,2,4,12, was increased, whereas the expression of other genes 
key for osteoclast differentiation, such as Nfatc1 (nuclear factor of 
activated T cells c1)1,2,4,12, was unchanged (Fig. 3a). We focused on  
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dendritic-cell–specific transmembrane protein (DC-STAMP), a mol-
ecule essential for osteoclast fusion, because among the osteoclast-
fusion–related genes4,5, the gene encoding DC-STAMP (Tmsf4) was 
the only one whose expression was induced by -tocopherol treat-
ment (Fig. 3a). Notably, none of the other vitamin E isoforms induced 
Tm7sf4 expression (Fig. 3b). Conversely, Tm7sf4 expression was sig-
nificantly decreased in Ttpa–/– mice, whereas expression of other 
fusion-related genes was unchanged, with the exception of osteoclast 
stimulatory transmembrane protein, which is another important mol-
ecule that is involved in osteoclast fusion (Fig. 3c)23,24. Next, to clarify 
the functional role of DC-STAMP in -tocopherol–induced osteoclast 
fusion, we performed four sets of gain- and loss-of-function experi-
ments for DC-STAMP. First, overexpression of Tm7sf4 in RANKL-
induced osteoclasts derived from WT mice markedly increased 
osteoclast fusion even in the absence of -tocopherol (Fig. 3d).  

Conversely, although knockdown of Nfatc1 in BMCs derived from 
WT mice eliminated the appearance of TRAP-positive mononuclear 
and multinuclear cells, knockdown of Tm7sf4 only reduced the 
multinucleation of osteoclasts (that is, osteoclast fusion) (Fig. 3e 
and Supplementary Fig. 6), even in the presence of -tocopherol. 
Moreover, osteoclast precursors isolated from Tm7sf4–/– mice did 
not differentiate into multinucleated osteoclasts in the presence of  

-tocopherol (Fig. 3f). Furthermore, Tm7sf4 transgenic mice25 
rescued the bone abnormality of the Ttpa–/– mice, as shown by a 
decreased bone volume accompanied by an increased bone resorption 
in the transgenic mice (Fig. 3g and Supplementary Fig. 7), which 
is consistent with the hypothesis that vitamin E induces osteoclast 
fusion through DC-STAMP. Taken together, these results indicate 
that the induction of DC-STAMP is necessary and sufficient for  

-tocopherol to stimulate osteoclast fusion in vitro and in vivo.
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Next, to gain insight into the molecular pathway of the induction 
of DC-STAMP by -tocopherol, we examined whether -tocopherol  
activates signaling pathways crucial for osteoclast differentiation. Among 
the pathways we studied, only the p38 pathway was specifically activated 
by -tocopherol, as shown by the increase in phosphorylation of p38 , 
together with mitogen-activated protein kinase kinases 3 and 6 (Mkk3/6), 
a molecule that is upstream of p38  (Fig. 4a and Supplementary  
Fig. 8)26. Stimulation of p38  results in the downstream activation of 
the transcriptional regulator microphthalmia-associated transcrip-
tion factor (Mitf)27, an essential molecule for osteoclast maturation  

and fusion1, and, indeed, treatment with -tocopherol increased 
Mitf phosphorylation (Fig. 4b). Moreover, an antibody against Mitf 
immunoprecipitated the region containing the putative Mitf binding 
site in the Tm7sf4 promoter (Fig. 4c), showing that Mitf binds to this site  
in vivo. To address the functional role of p38  and Mitf activation in  

-tocopherol–induced osteoclast fusion, we knocked down Tm7sf4 or 
Mitf in osteoclasts derived from WT mice. Knockdown of Mapk14 (a gene 
encoding p38) or Mitf abolished the stimulatory effect of -tocopherol 
on osteoclast fusion (Fig. 4d) and Tm7sf4 induction (Supplementary 
Fig. 6). Conversely, overexpression of Mapk14 significantly stimulated 
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osteoclast fusion in the absence of -tocopherol (Fig. 4e). These results 
clearly show that -tocopherol regulates osteoclast fusion through 
p38 , Mitf and DC-STAMP. Currently, the molecular mechanism by 
which -tocopherol induces p38  activation is unknown. A report 
showing that -tocopherol succinate, which is a redox-silent analog 
of -tocopherol, induces the activation of mitogen-activated protein 
kinase kinase kinase 5 (Ask-1)28, which is an upstream protein kinase 
in the Mkk3/6-p38  pathway, suggests that -tocopherol may use this 
same pathway in an antioxidant-independent manner.

Finally, to address the clinical relevance of our observations, we fed  
WT mice for 8 weeks with a diet containing an amount of -tocopherol  

that is comparable to that found in supplements consumed by many  
people (Fig. 4f)29. WT mice fed a -tocopherol–supplemented diet showed 
a 20% decreased bone mass after 8 weeks, with a concomitant increase 
in bone resorption and osteoclast size (Fig. 4g,h and Supplementary  
Figs. 2 and 9). Moreover, WT rats fed the same -tocopherol–
 supplemented diet also had a 20% loss of bone mass after 8 weeks (Fig. 4i 
and Supplementary Fig. 10), showing that excessive intake of vitamin E 
is deleterious to maintaining bone mass in rodents. Notably, when WT 
mice were fed a diet supplemented with -tocopherol or antioxidants,  
we observed no bone loss (Supplementary Fig. 9), further indicating that 

-tocopherol decreases bone mass independent of its antioxidant activity.
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In summary, we show that vitamin E stimulates bone resorption and 
decreases bone mass by inducing osteoclast fusion (Fig. 4j). Moreover, 
we provide evidence that serum vitamin E is a determinant of bone 
mass. In contrast with our results, several reports have indicated that 
vitamin E participates in bone anabolism and that 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid (trolox), which is a vitamin E 
analog, inhibits inflammation-induced osteoclast differentiation30–33. 
In our experiments, trolox mildly inhibited osteoclast differentiation 
when we added it during the early osteoclast differentiation period 
(Supplementary Fig. 11), but it did not induce osteoclast fusion when 
we added it during the maturation phase (Fig. 2i). Alternatively, dif-
ferences in the methodologies or the ages of the animals that were 
used in the previous compared to the present analyses may explain 
the discrepant results. In addition, several reports have shown the 
beneficial effects of -tocopherol on human bone, which probably 
occur by reducing oxidative stress21,34,35. Nevertheless, most of these 
studies used a small sample size and were not well controlled. Given 
the widespread use of vitamin E, and especially -tocopherol, as a 
supplement in humans, a larger, controlled study that addresses its 
effects on human bone is warranted.

METHODS
Methods and any associated references are available in the online  
version of the paper at http://www.nature.com/naturemedicine/.

Note: Supplementary information is available on the Nature Medicine website.
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ONLINE METHODS
Animals. We purchased the C57BL/6J mice from the Charles River Laboratory 
and Oriental Yeast, and we purchased the Wister rats from CLEA Japan. Ttpa–/–,  
Tm7sf4–/– and Tm7sf4 transgenic mice were previously described6,9,25. We 
crossed Ttpa–/– and Tm7sf4 transgenic mice to obtain Ttpa–/–; Tm7sf4 trans-
genic mice. We fed the mice a diet supplemented with -tocopherol (600 mg 
per kg1 of body weight; Sigma) from 4–12 weeks of age, and we fed the rats 
the same diet from 6–14 weeks of age. The -tocopherol–supplemented diet 
was made by CLEA Japan. We analyzed seven or eight mice in each group. We 
maintained all animals under a 12-h light-dark cycle with ad libitum access 
to food and water. All animal experiments were performed with the approval 
of the Animal Study Committee of Tokyo Medical and Dental University and 
conformed to the relevant guidelines and laws.

Dual X-ray absorptiometry analyses. We measured the bone mineral density 
of the femurs of all animals by DCS-600 (ALOKA), as previously described18. 
We examined at least eight mice for each group.

Histological and histomorphometric analyses. We injected mice with cal-
cein (25 mg per kg of body weight; Sigma) and stained the undecalcified 
sections of the lumbar vertebrae using von Kossa and TRAP, as previously 
described18,36. We performed static and dynamic histomorphometric analyses 
using the OsteoMeasure Analysis System (OsteoMetrics); the Oc.S/BS and 
N.Oc/B.pm values were calculated for the slices that stained positive for TRAP. 
We analyzed seven or eight mice in each group.

Cell culture. In vitro osteoclast differentiation was accomplished as previ-
ously described18. Briefly, BMCs of 6–8-week-old mouse femurs were cultured 
in minimum essential medium  supplemented with FBS in the presence 
of human M-CSF (10 ng ml–1; R&D Systems) for 3 d and then differenti-
ated into osteoclasts using human RANKL (50 ng ml–1; PeproTech) and  
M-CSF for 3 d. The osteoclast culture using mouse serum is decribed in detail 
in the Supplementary Methods. The pit formation assay, BrdU assay and 
TUNEL assay were performed as previously described18, and the details are 
described in the Supplementary Methods. The foreign-body giant-cell cul-
ture was established as previously described37. Briefly, BMCs were collected 
in DMEM (Sigma) with 10% FBS. Cells were stimulated with interleukin-4 
(IL-4) (10 ng ml–1) for 48 h, fixed and stained with May-Grünwald-Giemsa for 
evaluation. The in vitro primary osteoblast culture was established as previ-
ously described38,39 (Supplemntary Methods). -tocopherol was added to the 
culture media at 20 M or at the indicated concentrations. Other vitamin E  
isoforms were added at 20 M, N-acetylcysteine was added at 2 mM, glutath-
ione was added at 5 mM, probucol was added at 5 M and trolox was added at 
200 M. We cultured all cells in triplicate or quadruplicate wells and repeated 
each experiment more than three times. Additional details are given in the 
Supplementary Methods.

Transfection and retroviral infection. A total of 20 nM siRNA (Invitrogen) 
was transfected into BMCs derived from the femurs of WT mice using 
HiPerFect (QIAGEN). After transfection, cells were cultured using the same 
methods as those used for the osteoclast differentiation. Complementary DNA 
(cDNA) of Tm7sf4 was cloned from osteoclasts using PCR. The constitutively 
active form of p38  was obtained from Addgene. Retrovirus was produced by 

the retroviral vector pMXs-IRES-GFP system, which was based on Moloney 
murine leukemia virus, as previously described40. Briefly, we collected the 
virus produced by packaging cells after 2 d of transfection. BMCs were infected 
with the retrovirus for 2 d in the presence of M-CSF. After 2 d of infection, 
cells were stimulated by RANKL to differentiate into osteoclasts. The details 
are described in the Supplementary Methods.

Quantitative RT-PCR analyses. To acquire RNA from mouse bones, we 
flushed bone marrow out of the femurs with PBS and used the bones as previ-
ously described18. RNA was extracted using TRIzol (Invitrogen), and reverse 
transcription was performed for cDNA synthesis using a High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). We performed quantita-
tive analyses of gene expression using the Mx3000P Real-Time PCR System 
(Stratagene). We examined the gene expressions in triplicate or quadruplicate 
individually and repeated each experiment more than three times.

Protein analyses. We collected cell lysate protein using radioimmunopre-
cipitation assay buffer with a phosphatase inhibitor cocktail (Nacalai) and 
the Complete Mini protease inhibitor cocktail (Roche). To detect RAS-related  
C3 botulinum substrate 1 (Rac1) and cell division cycle 42 (Cdc42) expression, 
we used Active GTPase Pull-Down and Detection kits (Thermo Scientific). For 
detecting the phosphorylation of Mitf, we used Anti-Flag M2 Affinity beads 
(Sigma), horseradish peroxidase–conjugated M2 antibody to Flag (1:1,000; 
Sigma) and antibody to phopshorylated serine (1:1,000; Millipore). Further 
details are given in the Supplementary Methods. We examined the expres-
sions individually and repeated each experiment more than three times.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP). We used ChIP-IT Express 
Chromatin Immunoprecipitation Kits (Active Motif), following the manu-
facturer’s instructions. Briefly, we cultured BMCs from WT mice for 2 d. Cells 
were crosslinked with 0.4% formaldehyde, and the reaction was stopped by 
adding glycine. Fixed cells were resuspended in lysis buffer and sonicated for 
5 min (with cycles of 30 s on and 30 s off). The supernatant was used imme-
diately for ChIP experiments.

Statistical analyses. We performed statistical analyses using Tukey-Kramer test-
ing for multiple comparisons and Student’s t tests for two-group comparisons. 
Values were considered statistically significant at P < 0.05. All data are means  
s.e.m. Results are representative of more than four individual experiments.

Additional methods. Detailed methodology is described in the Supplementary 
Methods.

36. Kimura, A. et al. Runx1 and Runx2 cooperate during sternal morphogenesis. 
Development 137, 1159–1167 (2010).

37. McNally, A.K., Macewan, S.R. & Anderson, J.M. Foreign body-type multinucleated 
giant cell formation requires protein kinase C , , and . Exp. Mol. Pathol. 84, 
37–45 (2008).

38. Ducy, P. et al. Leptin inhibits bone formation through a hypothalamic relay: a central 
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39. Inose, H. et al. A microRNA regulatory mechanism of osteoblast differentiation. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 106, 20794–20799 (2009).
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1）研究の課題名
A;	新規関節炎治療法の開発及び作用機序解析
Development of new anti-rheumatic drugs and analysis of 
their mechanisms of actions

【TREM-1リガンド同定による関節炎治療法の開発】
　TREM-1阻害はマウスコラーゲン誘導関節炎（CIA）
を改善するだけではなく、細菌感染の危険性が少ない治
療法となりうることが示唆されている。TREM-1阻害法
として以前報告した可溶型TREM-1を用いる方法以外に、
未知であったマウスTREM-1リガンドを同定し、同分
子に対する抗体投与によりCIAを改善することに成功
した。感染という副作用の少ない抗リウマチ薬への応用
にむけてヒトTREM-1リガンドの同定を試みている。

【microRNAを標的とした関節リウマチの新規治療法の開発】
　microRNAの阻害剤libraryを用いて、滑膜線維芽細
胞の活性化や細胞増殖を抑制する阻害剤のスクリーニン
グを行い、治療標的となりうるmicroRNAの同定を行
った。これらのmicroRNAの滑膜線維芽細胞における
作用機序を明らかにし、関節炎における新規治療標的と
しての可能性について検討を進めている。（本研究は、
歯と骨のグローバルCOE拠点内における異なる分野の
Innovationを確立する研究である）

【関節炎における病的滑膜線維芽細胞の起源の同定】
　関節炎の主病態は炎症性滑膜線維芽細胞の過剰な増殖
と活性化であり、このような病的滑膜線維芽細胞の起源
と、分化・活性化を制御する因子を同定することにより、
新たな関節リウマチの治療戦略を開発することを目的に
検討を行っている。

【CDK阻害剤の関節炎改善効果機序解析】
　細胞周期を制御するサイクリン依存性キナーゼ（CDK）
の活性を抑制することで滑膜線維芽細胞（RASF）の増
殖を抑制し、CIAを改善させることをこれまでに報告
した。この機序を検討中、CDK4/6阻害薬存在下では、
TNF-αとIL-1β刺激に対するRASFからのMMP-3産

生が抑制された一方、IL-6産生は影響を受けないことが
判明した。このCDK4/6阻害薬が炎症抑制御にも働く機
序をEMSAやTransAM kitを用いて解析している。
B：多発性筋炎・皮膚筋炎（PM/DM）の病態解析と新

規治療法開発

【PM/DMにおける自然免疫活性化の研究】
　我々は、独自に開発したPM/DMマウスモデルを用い
て自己反応性T細胞ばかりでなく、筋組織における自然
免疫活性化が、筋炎発症にかかわっていることを見いだし、
前者を種、後者を土壌に例え、自己免疫のseed and soil 
modelを提唱した。このうち、自然免疫の活性化には、
筋線維の再生過程もが関与していることを見いだし、筋
炎への関与や制御法について研究している。

【PM/DMにおける自己反応性T細胞活性化の研究】
　上記の通り、自己反応性T細胞活性化の制御も治療法
開発の鍵を握る。しかしながら、副作用防止の観点からは、
広範なT細胞抑制よりも病態特異的な抑制法が望ましい。
そこれ、PMではキラーT細胞が病態に重要であることを考
慮し、キラーT細胞の細胞傷害機能に重要なDNAM-1分子
や活性化T細胞機能発現に重要なCD28のPMモデルマウ
スにおける関与について検討し、その重要性を確認した。

2）
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C.	オートタキシン/リゾフォスファチジン酸受容体を

標的とした関節リウマチの新規治療法開発
Autotaxin and lysophosphatidic acid receptors： potential 
target molecules in new therapies for rheumatoid arthritis

　リゾフォスファチジン酸（LPA）は生理活性を有す
る脂質メディエーターであり、オートタキシン（ATX）
により合成され、LPA受容体（LPA1-6）を介して作用する。
関節リウマチ（RA）滑膜組織では、変形性関節症と比
較してATX、LPA1-4 の発現上昇がみられた。In vitro
においてLPAはRA線維芽細胞様滑膜細胞（FLS）のサ
イトカイン産生、細胞増殖を亢進させた。また、脂質フ
リーの血清を用いて末梢血単球をRANKL + M-CSF刺
激する際に、LPAを加えることにより破骨細胞分化が
促進した。一方、BrP-LPA（ATXおよび汎LPA受容体
の阻害薬）はマウスコラーゲン関節炎（CIA）、並びに
移入したCD11b+細胞のCIAマウス滑膜組織への浸潤を
抑制した。さらに治療標的を絞るためATX活性阻害薬、
LPA1阻害薬のCIAマウスへの効果を解析した。ATX、
LPA1それぞれの阻害によりCIAの関節炎スコア、滑膜
への炎症細胞浸潤、骨破壊が抑制された。さらにコラー
ゲン刺激したCIA脾臓T細胞からのIL-17産生がATX、
LPA1阻害により低下した。LPAはFLS活性、破骨細胞
分化、炎症細胞浸潤、Th17分化に寄与し、その阻害が
RAの新規治療となることが示唆された。

 

D.	カンナビノイドによる関節炎抑制作用
Agonist for cannabinoid receptor 2 （CB2） ameliorates 
murine collagen-induced arthritis

　カンナビノイド（CB： cannabinoid）は大麻の主成分
であるが、その受容体であるCB1は主に中枢神経系に、
CB2は免疫系細胞に発現しているため、CB2特異的リガ
ンドは中枢神経への作用がなく、免疫系へ作用するこ

とが推測される。内在性のCBは近年免疫系への関与が
注目されている脂質メディエーターである。本研究では、
関節リウマチ（RA）におけるCBの治療への有用性と
その機序を検討した。RA滑膜組織でのCB2発現を免疫
染色にて解析したところ、RA滑膜組織において、変形
性関節症と比較し発現の亢進がみられた。蛍光二重染
色ではCD68陽性マクロファージ、CD4陽性Tリンパ
球、CD21陽性Bリンパ球、vimentin陽性線維芽細胞様
滑膜細胞（FLS）にCB2との共染性を認めた。CB2選択
的アゴニストであるJWH133をコラーゲン関節炎（CIA）
マウスに投与し、関節炎抑制効果を解析した。関節炎
発症前より投与したところ、関節炎スコア、滑膜組織
への炎症細胞浸潤、骨破壊の程度が有意に抑制された。
関節炎発症後の投与においてもスコアの抑制効果を認
めた。In vitroにおいて、末梢血単球からのRANKL + 
M-CSF 刺激による破骨細胞分化、および FLS からの
IL-6産生への、JWH133による影響を解析した。その
結果、いずれもJWH133による有意な抑制効果を認め
た。今回我々はCB2 選択的アゴニストによる関節炎抑
制効果を見出し、その機序として破骨細胞分化の抑制や、
FLSからのサイトカイン産生抑制が寄与している可能
性が示唆された。

E.	CCL18による関節リウマチ線維芽細胞様滑膜細胞の

活性化
Stimulation with CCL18 enhanced production of IL-6, MCP-
1 and MMP-3 by fibroblast-like synoviocytes from patients 
with rheumatoid arthritis

　CCL18は樹状細胞、単球/マクロファージから産生
され、リンパ球、単球および樹状細胞に対する遊走能
を持つケモカインである。変形性関節症 （OA）と比べ
てCCL18が関節リウマチ （RA）の関節液中で発現上昇
していることが報告されている。本研究では、RAに
おけるCCL18の病態形成への関与を解析することを目
的とした。RA滑膜組織では、OAと比較してCCL18の
発現は増強し、マクロファージ、血管内皮細胞、線維
芽細胞様滑膜細胞（FLS）にCCL18の発現を認めた。
In vitroでFLSをCCL18で刺激すると、IL-6、MCP-1、
MMP-3 の発現が亢進し、その刺激は G 蛋白共役受容
体（GPCR）阻害剤である百日咳毒素によって阻害され
た。また、CCL18 刺激により Akt、ERK1/2 のリン酸
化を認めた。RA滑膜にてCCL18の機能的受容体であ
るPITPNM3の発現を免疫染色で解析したところ、マ
クロファージ、樹状細胞、B細胞、FLSに発現がみら
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れた。FLSについてはRT-PCRとWestern Blot法でも
PITPNM3の発現を確認した。以上より、CCL18はRA
滑 膜 に 発 現 し、PITPNM3 を 介 し て、Akt、ERK1/2
のリン酸化を誘導し、FLS からの炎症性サイトカイ
ン等の発現を亢進させると考えられた。CCL18はRA 
FLSの活性化によりRAの病態形成に関与しており、
CCL18、PITPNM3はRAの新たな治療ターゲットとな
りうることが示唆された。

F.		関節リウマチに対する生物学的製剤の安全性に関す

る多角的解析

　生物学的製剤の安全性を評価するため、三つの研究
を行った。第一に、「日本における生物学的製剤使用関
節リウマチ患者に関する疫学研究（REAL研究）」では、
TNF阻害薬開始から3年までの重篤感染症リスクを検
討し、リスクが1年目は高く、その後は時間依存性に低
下することを示した。第二に、「生物学的製剤使用関節
リウマチ患者の長期安全性研究（SECURE研究）」を設
立し、生物学的製剤使用患者17000例のデータベースを
作成し、生物学的製剤使用が、RA患者の発癌リスク（固
形癌および悪性リンパ腫）を上昇させないことを明ら
かにした。第三に、諸外国に比較して我が国のTNF阻
害薬投与RA患者に高頻度に発現するニューモシスチス
肺炎に関する症例・対照研究などを行い、発症予測因子
を同定した。今年度から、RA患者で高頻度に合併する
間質性肺炎・気道病変などの肺合併症に着目し、肺合併
症を有するRA患者と有さないRA患者についての治療
内容・安全性の比較を開始した。また、RA患者の平均
年齢が日本よりも10歳若年の韓国のRA患者コホートと
REALコホートの比較研究を開始した。これらの研究は
来年度以降も継続する予定である。

 

3）発表の研究内容についての英文要約
A.	Arthritis	research

【Identification of the TREM-1 ligand as a therapeutic target 
of arthritis】
TREM-1 blockade is reported to suppress pathological 
inflammation with maintaining inflammatory cytokine 
production for physiological protection against microbes. 
We identified the TREM-1 ligand molecule and generated 
blocking anti-TREM-1-ligand monoclonal antibody. 
Administration of this antibody ameliorated collagen-
induced arthritis of mice. The TREM-1 blockade in 
Rheumatoid Arthritis patients will be a new anti-rheumatic 
therapy that is less associated with a risk of infection than 
the current treatments.

【Identification of crucial microRNA in rheumatoid arthritis】
We analyzed the role of 954 kinds of microRNAs in the 
proliferation and activation of synovial fibroblasts derived 
from rheumatoid arthritis by using microRNA inhibitor 
library. We identified the crucial microRNAs in the 
pathogenesis of rheumatoid arthritis. We are now analyzing 
the mechanisms of each microRNAs in the pathogenesis of 
rheumatoid arthritis.

【Identification of the origin of the pathogenic synovial 
fibroblast in rheumatoid arthritis】
Pathogenesis of rheumatoid arthritis is characterized by the 
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proliferation and activation of inflamed synovial fibroblasts. 
We are investigating the origin of the pathogenic synovial 
fibroblast and trying to identify the molecules to regulate 
the differentiation and activation of the pathogenic synovial 
fibroblasts in rheumatoid arthritis. 

B.	Myositis	research
【Activation of innate immunity in polymyositis and 
dermatomyositis （PM/DM）】
Based on our previous observation in clinical practice 
as well as on murine polymyositis model we developed, 
we propose that activation of muscle-specific T cells and 
activation of innate immunity in the target muscles need to 
act in concert for development of myositis. We call this as 
seed and soil model, regarding T cells as seeds and muscles 
as soil. A series of research studies were conducted to 
elucidate the activation od muscle innate immunity. 

【Activation of autoaggressive T cells in PM/DM】
Control of autoaggressive T cells is another obvious target 
in treatment of PM, in which killer T cells are important in 
the pathology. Instead of suppressing all T cells, we have 
explored suppressing subset of T cells expressing molecules 
that are important for killer T cell activity. In vivo and in 
vitro experiments have showen promising results.

C.	Pathogenic	Role	of	Lysophosphatidic	Acid	on	
Rheumatoid	Arthritis

Lysophosphatidic acid （LPA） is a bioactive lipid and binds 
to cell surface G coupled-protein receptors （LPAR1-5）, 
which is generated by autotaxin （ATX）. In this study, we 
analyzed expression of ATX and LPA receptors （LPAR1-
5） in rheumatoid arthritis （RA）, and examined the 
pathogenic role in RA. ATX and LPAR1-5 were expressed 
in the RA synovium. Stimulation with LPA upregulated 
expression of IL-6, MCP-1, and MMP-3 by fibroblast-like 
synoviocytes （FLS） from RA. LPA also induced migration 
and proliferation on FLS from RA. We induced murine 
collagen-induced arthritis （CIA） by immunization with 
bovine type II collagen at days 1 and 22. Treatment 
with BrP-LPA （antagonist for ATX and LPAR） from 
day 22 significantly reduced clinical arthritis score and 
radiographic bone destruction of the CIA. Moreover, IFN-
γ and IL-17 production by collagen-stimulated splenocytes 
from BrP-LPA-treated mice were lower than that from 
vehicle-treated mice. Treatment with BrP-LPA after 
onset of arthritis also ameliorated clinical arthritis score. 
These results indicate that LPA plays an important role 
for activation of FLS, and could be a new target for RA 
therapy.

D.	Agonist	for	cannabinoid	receptor	2	（CB2）	ameliorates	
murine	collagen-induced	arthritis

Cannabinoids （CBs） are chemical compounds included in 

marijuana. Its receptor CB1 is predominantly expressed 
in the brain, whereas the cells of immune system 
express CB2. Therefore, CB2-specific agonist should affect 
on immune cells but not on central nervous system. 
Endogenous CB is one of the lipid mediators, which 
exhibit immunosuppressive properties. In this study, 
we investigated therapeutic effect of CB on arthritis. 
Expression of CB2 in the rheumatoid arthritis （RA） 
synovium was analyzed by immunohistochemistry. Effect 
of JWH133, CB2-specific agonist, on murine collagen-
induced arthritis （CIA） was evaluated. Osteoclastogenesis 
from peripheral blood monocyte incubated with RANKL 
+ M-CSF was analyzed by TRAP staining. IL-6 production 
was measured by ELISA. CB2 was highly expressed in 
the RA synovium compared to osteoarthritis, which was 
expressed on macrophages, T cells, B cells and fibroblast-
like synoviocytes （FLS）. JWH133 reduced arthritis score, 
inflammatory cell infiltration and bone destruction on CIA 
mice. JWH133 also inhibited osteoclast formation from 
monocyte and IL-6 production by FLS in vitro. Present 
study suggests that CB2-specific agonist could be new 
therapy for RA by inhibiting osteoclast differentiation and 
cytokine production.

E.	Stimulation	with	CCL18	enhanced	production	of	IL-6,	
MCP-1	and	MMP-3	by	fibroblast-like	synoviocytes	from	
patients	with	rheumatoid	arthritis

CCL18 is a chemokine expressed by dendritic cells （DCs） 
and monocytes/macrophages, and induces chemotactis for 
lymphocytes, monocytes and DCs. It was reported that 
CCL18 was abundantly expressed in synovial fluid from 
rheumatoid arthritis （RA） compared to osteoarthritis 

（OA）. The aim of this study is to explore novel functions 
of CCL18 on RA. CCL18 was highly expressed in the RA 
synovial tissue compared to OA. CCL18 was expressed 
on macrophages, endothelial cells and fibroblast-like 
synoviocytes （FLSs） in the synovium. Stimulation with 
CCL18 increased production of IL-6, MCP-1 and MMP-
3 from RA FLSs in vitro, which was blocked by pertussis 
toxin, a Gi-coupled receptor inhibitor. Moreover, CCL18 
induced phosphorylation of Akt and ERK1/2 of FLSs. 
Next, we analyzed the expression of PITPNM3, a 
functional receptor for CCL18. PITPNM3 was expressed 
on macrophages, DCs, B cells and FLSs in the RA synovial 
tissue. PITPNM3 was also expressed in vitro cultured 
FLSs. These results suggest that CCL18 might play an 
important role on FLS stimulation in the RA synovium, 
probably via PITPNM3 with phosphorylation of Akt and 
ERK1/2. Interaction with CCL18 and PITPNM3 could be a 
new therapeutic target for RA. 
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4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A.（研究拠点体制）

　当GCOEの中の研究者相互の交流が密になった。
B.（教育研究環境）

　その結果、協同研究がやりやすくなった。
C.	（人材育成）

　研究に専念できるポストの提供が可能となった。
D.	（国際化）

　英語での講義プレゼン、質疑応答によって、研究者の
英語へのアフィニティが強まった。

5）英文原著論文
1. ◎Nakashioya H, Nakano K, Watanabe N, Miyasaka 
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like dopamine receptor antagonist on collagen- induced 
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学的製剤編〜。竹内勤編。p128-131、2010。メディカル・
レビュー社。
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32. パンヌス形成における cadherin 11 の役割.金子佳代

子、宮坂信之　　リウマチ科44（5）：601-606, 2011
33. 全身性エリテマトーデス.宮坂信之　「Guideline　膠

原病・リウマチ」小池隆夫、住田孝之編　
34. 免疫グロブリン製剤の適応疾患と治療.宮坂信之　「静

注免疫グロブリン製剤ハンドブック」正岡　徹監修
35. 針谷正祥： 多発性筋炎・皮膚筋炎。薬局増刊号　

病気と薬パーフェクトBook 2011、南山堂62（4）：
850-852、2011.

36. 針谷正祥： Ⅵ.生物学的製剤のリスクマネジメントと
インフォームドコンセントとは?。インフォームド
コンセントのための図説シリーズ・ 関節リウマチ生
物学的製剤の正しい使い方とは?、宮坂信之編、医
薬ジャーナル社、66-73、2011.10

7）特許取得、特許申請
1. 国内　p21Cip1リウマチ治療剤 特許登録（2011/2/18）

特許第4684512号

8）平成23年度までの自己評価
　関節リウマチ、筋炎を初めとする膠原病・リウマチ内
科疾患について、病態形成の分子機構の解明、新規治療
法の開発に努めた。その過程を通じて、大学院生にこの
研究分野の進歩に貢献させることができた。

9）学会発表（英文）
1. M.Tanaka, Y.Tanaka, M. Doi, et al. Life Prognosis of 

Patients with Pheumatic Diseases with Respiratory 
Involvements- A Retrospective, Multi-center Study of 
887 Cases. 2011 Symposium of the Asia Pacific League 

of Associations for Rheumatology,示説, Taipei, 2011.04
2. Sakai R, Komano Y, Tanaka M, Nonomura Y, Nanki T, 

Koike R, Miyasaka N, Harigai M. Incidence and risk 
factors of serious infections in the long-term in patients 
with rheumatoid arthritis （RA） receiving tumor 
necrosis factor （TNF） antagonists using the REAL 
database in Japan.ヨーロッパリウマチ学会。Roma, 
Italy, 2010年6月。

3. Y. Tanaka, M. Harigai, T. Takeuchi, et al. Golimumab, a 
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human anti-TNFα monoclonal antibody administered 
subcutaneously every four weeks in patients with active 
rheumatoid arthritis despite methotrexate therapy：24-
week results of clinical and radiographic assessments. 
The European League Against Rheumatism （EULAR） 
2011, 口頭, London, 2011.06

4. Y. Tanaka, M. Harigai, T. Takeuchi, et al. Golimumab, a 
human anti-TNFα monoclonal antibody administered 
subcutaneously every four weeks as monotherapy 
in patients with active rheumatoid arthritis despite 
DMARD therapy： 24-week results of clinical and 
radiographic assessments. The European League 
Against Rheumatism （EULAR） 2011, 口頭, London, 
2011.06

5. T. Takeuchi, M. Harigai, S. Inokuma, et al. Postmarketing 
surveillance of tocilizumab for rheumatoid arthritis I 
Japan interim analysis of 6424 patients –poster tours. 
The European League Against Rheumatism （EULAR） 
2011, 示説, London, 2011.06

6. M. Harigai. Clinical characteristics of and risk factors 
for Pneumocystis jirovecii pneumonia in patients with 
rheumatoid arthritis receiving TNF antagonists. The 
European League Against Rheumatism （EULAR） 2011, 
示説, London, 2011.06

7.  Kaneko K, Watanabe K, Miyasaka N, Nanki T. Chemerin 
and ChemR23 Expression in Rheumatoid Arthritis： 
The Therapeutic Implication of the Pathway. 第14回国
際免疫学会。神戸、2010年8月。

8.  Morio T, Terada N, Nanki T, Miyasaka N, Kobata T, 
Matsumoto K, Azuma M, Mizutani S. Impaired CD4 and 
CD8 Effector Function and Decreased Memory T-cell 
Populations in ICOS-deficient Patients. 第14回国際免疫
学会。神戸、2010年8月。

9.  Mizoguchi F, Miyasaka N, Kohsaka H. MiRNA-31 
Controls Osteoclast Formation and Bone Resorption 
by Targeting RhoA. The 4th East Asian Group of 
Rheumatology. Tokyo. 2011年10月15日.口頭発表

10. M. Harigai, T. Nanki, R. Koike, et al. Biological agents 
in rheumatoid arthritis and risk of malignancy -results 
from the nation-wide cohort study in Japan, アメリカリ
ウマチ学会、示説, Chicago, 2011.11

11.  F Mizoguchi , H Kohsaka , N Miyasaka,MiRNA-31 
Controls Osteoclast by Targeting RhoA.Keystone 
symposia.Rheumatoid Arthritis： Molecular and Clinical 
Insights （A4）,Santa Fe, USA.2012年1月19-24日.口頭
発表

12.  H Iwai , T Hosoya , H Kohsaka , N Miyasaka , Y 
Murakami,Identification of the TREM-1 ligand as a 
therapeutic target of arthritis,Keystone symposia.
Rheumatoid Arthritis： Molecular and Clinical Insights 

（A4）,Santa fe, USA.2012年1月19-24日.口頭発表

10）学会発表（和文）
1. 針谷正祥、南木敏宏、田中みち、酒井良子、野々村

美紀、駒野有希子、小池竜司、宮坂信之。生物学的
製剤使用日本人関節リウマチ患者における発癌リス
クの検討-SECURE研究。第54回日本リウマチ学会
総会。神戸、2010年4月。

2. 酒井良子、駒野有希子、田中みち、野々村美紀、南
木敏宏、小池竜司、宮坂信之、針谷正祥。REALを
用いた関節リウマチ患者における生物学的製剤の長
期完全性に関する検討。第54回日本リウマチ学会総
会。神戸、2010年4月。

3. 野々村美紀、酒井良子、田中みち、南木敏宏、小池
竜司、宮坂信之、針谷正祥。REALデータベースか
らみた2009ACR/EULAR RA分類基準（2009ACR/
EULAR）の検証。第54回日本リウマチ学会総会。
神戸、2010年4月。

4. 横山和佳、野々村美紀、河野宏、溝口史高、南木敏宏、
針谷正祥、宮坂信之、濱田啓一、中久木康一、天笠光雄。
結節性紅斑を合併した下顎骨原発の無菌性骨髄炎の
一例。関東リウマチ。東京、2010年6月。

5. 酒井良子、駒野有希子、田中みち、野々村美紀、南
木敏宏、小池竜司、宮坂信之、針谷正祥。REALを
用いた関節リウマチ患者における生物学的製剤の長
期安全性に関する検討。第31回日本炎症・再生医学会。
東京、2010年8月。

6. Fumitaka Mizoguchi, Nobuyuki Miyasaka, Hitoshi 
Kohsaka miR-3 1 contributes to bone resorption by 
osteoclasts　　第55回日本リウマチ学会学術集会　
神戸　2011年7月17-20日（ポスター発表）

7. Shinya Hirata, Naoki Kimura, Nobuyuki Miyasaka 
and Hitoshi Kohsaka Chemokines expressed by the 
regenerating muscle cells in murine myositis model.   
第55回日本リウマチ学会学術集会　神戸　2011年7
月17-20日（ポスター発表）

8. 竹内勤、針谷正祥、田中良哉、他.DMARD治療抵抗
性関節リウマチに対するゴリムマブ（GLM：ヒト抗
TNFαモノクローナル抗体）　単剤療法;52週までの
有効性・安全性の解析結果.第55回日本リウマチ学
会総会・学術集会第20回国際リウマチシンポジウム、  
口頭、神戸、2011.07

9. 田中良哉、針谷正祥、竹内　勤、他.MTX治療抵抗
性関節リウマチに対するゴリムマブ（GLM：ヒト抗
TNFαモノクローナル抗体）MTX併用療法：52週
までの有効性・安全性の解析結果.第55回日本リウ
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マチ学会総会・学術集会第20回国際リウマチシンポ
ジウム、　口頭、神戸、2011.07

10. 田中良哉、針谷正祥.MTX抵抗性 RA患者を対象とし
たヒト化抗CD20 抗体オクレリズマブの用量反応性試
験 .第55回日本リウマチ学会総会・学術集会第20回国
際リウマチシンポジウム、　口頭、神戸、2011.07

11. 山崎隼人、酒井良子、渡部香織、他 .REALデータベ
ースにおけるACR/EULAR 新RA寛解基準の検討.第
55回日本リウマチ学会総会・学術集会第20回国際リ
ウマチシンポジウム、　口頭、神戸、2011.07

12. 田中みち、酒井良子、駒野有希子、他.リウマチ性疾患
の肺合併症の診断および治療法に関する後ろ向き研究
.第55回日本リウマチ学会総会・学術集会第20回国際
リウマチシンポジウム、　口頭、神戸、2011.07

13. 土屋尚之、伊東郁恵、古川宏、他.日本人集団におけ
るANCA関連血管炎BLKとの関連.第55回日本リウ
マチ学会総会・学術集会第20回国際リウマチシンポ
ジウム、　口頭、神戸、2011.07

14. 渡部香織、小池竜司、酒井良子、他.アダリムマブ使用
関節リウマチ患者におけるニューモシスチス肺炎 .第39
回日本臨床免疫学会、示説、東京、2011.09

15. 加勢優子、久保佳史、柏原純一、結城隆、藤井明啓、
中江孝、宮坂信之、上阪等　免疫グロブリン製剤に
よるC タンパク誘導性筋炎の抑制とT細胞活性化に
及ぼす影響　第23回日本神経免疫学会　平成23年9
月15-17日　東京（口頭発表）

16. 上阪　等、木村直樹、沖山奈緒子、宮坂信之　多発
性筋炎における抗サイトカイン治療の標的−Seed 
and Soil Model−　第39回日本臨床免疫学会　平成
23年9月15-17日　東京（口頭発表）

17. 岩井秀之、細矢　匡、村上洋介、宮坂信之、上阪　
等　TREM-1リガンドの同定とモノクローナル抗体
による新規関節炎治療法の開発　第39回日本臨床免
疫学会　平成23年9月15-17日　東京（ポスター発表）

18. 溝口史髙、宮坂信之、上阪　等　miR-31はRhoAを
標的とし細胞骨格を制御することにより破骨細胞機
能を調節する　第39回日本臨床免疫学会　平成23年
9月15-17日　東京（ポスター発表）

19. 中里洋子、溝口史髙、針谷正祥、上阪　等、宮坂信
之、側頭動脈病変を呈した顕微鏡的多発血管炎の三
症例  第39回日本臨床免疫学会　平成23年9月15-17
日　東京（ポスター発表）

20. 横田 雅也、鈴木 浩太郎、中込 大樹、岩田 有史、常
世田 好司、中山 俊憲、上阪 等、中島 裕史　多発性

筋炎マウスモデルにおける肥満細胞の役割の解析　
第40回日本免疫学会学術集会　平成23年11月27-29
日　幕張（ポスター発表）

21. HARADA Masaya 、KAMIMURA Daisuke 、
OKUYAMAYuko、NAKATSUJI Yuji、KOHSAKA 
Hitoshi 、MIYASAKA Nobuyuki 、HIRANO 
Toshio 、MURAKAMI Masaaki Enhancement of 
IL-6 amplifier activation by a soluble factor, SFX, 
which accelerates the development of autoimmune 
diseases　第40回日本免疫学会学術集会　平成23年
11月27-29日　幕張（口頭発表）

22. 岩井秀之、細矢　匡、村上洋介、宮坂信之、上阪　
等　関節炎治療標的としてのB細胞上のTREM-1 リ
ガンドの同定　第40回日本免疫学会学術集会　平成
23年11月27-29日　幕張（口頭発表）

11）受賞
1. 溝口史高.第55回日本リウマチ学会総会・学術集会.ポ

スター賞。神戸.2011年7月18日
2. 溝口史高.第39回日本臨床免疫学会総会・学術集会.優

秀演題賞。東京.2011年9月17日
3. 岩井秀之.第39回日本臨床免疫学会総会・学術集会.優

秀演題賞。東京.2011年9月17日
4. 岩井秀之.The 4th East Asian Group of 

Rheumatology. Young Investigator award Tokyo. 
2011年10月15日.

5. 平田真哉　.第39回日本臨床免疫学会総会・学術集
会.優秀演題賞。東京.2011年9月17日

12）外部資金の獲得状況
【上阪　等】

1. 文部科学省科学研究費補助金　基盤A
研究題目：　新しいメカニズムによる次世代抗リウ
マチ療法の開発
代表：上阪　等
期間：　平成21年−平成23年
研究費総額：7,800万円

2. 文部科学省科学研究費補助金　挑戦的萌芽研究
研究題目：　炎症性疾患克服に向けた線維芽細胞病
理学開拓への挑戦
代表：上阪　等
期間：　平成23年
研究費総額：3,000万円

3. 戦略的創造研究推進事業CRES
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慢性炎症に伴う臓器線維化の分子・細胞基盤[研究
代表：松島綱治]　
主たる共同研究者：上阪　等
8,000千円

4. 二国間交流事業　韓国との共同研究
新規治療法開発に向けた多発性筋炎にかかわるサイ
トカインの研究
代表：上阪　等
400千円

5. 二国間交流事業　韓国との共同研究
多発性筋炎の治療標的としての自然免疫細胞の研究
代表：上阪　等
800千円

6. 厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患克服研究事業）
自己免疫疾患に関する調査研究[主任研究者：住田
孝之]
多発性筋炎・皮膚筋炎分科会長：上阪　等
6,000千円

7. 共同研究
多発性筋炎・皮膚筋炎などの難病に対する人免疫グ
ロブリン療法の作用機序の解明
担当：上阪　等
1,000千円

8. 共同研究
マウス筋炎モデル（CIMモデル）を用いた薬効評価
研究
担当：上阪　等
2,620千円

9. 共同研究
関節リウマチ滑膜細胞及び血清の細胞周期調整因子、
細胞活性化因子、細胞遊走因子、細胞成長因子の解析
担当：上阪　等
1,000千円
10. 共同研究
TREM1リガンドの創薬可能性評価
担当：上阪　等
 420千円

【溝口史高】

1. 平成23年度金原一郎記念医学医療振興財団　第26回
基礎医学医療研究助成金
関節リウマチにおける病的滑膜線維芽細胞の起源の
同定と新規治療法開発の検討
代表：溝口史高
400千円

2. 2011年イーライリリー研究助成
骨代謝におけるmicroRNAの働きの解明と治療応用
の検討
代表：溝口史高
1,000千円

【岩井秀之】

1. 文部科学省科学研究費　若手研究（B）
新規細胞表面分子TREM1リガンド及び細胞周期阻
害による新規関節炎治療法の開発
岩井秀之
800千円

2. GCOE競争的研究費
新規細胞表面分子TREM-1-TREM-1リガンド修飾及
び細胞周期阻害剤による新規関節炎治療法の開発
岩井秀之
1,000千円

3. 日本リウマチ財団奨学寄付金
新規細胞表面分子TREM1リガンド及び細胞周期阻
害による新規関節炎治療法の開発
岩井秀之
1,000千円

【針谷正祥】

1. 文部科学省科学研究費基盤研究（C）〈一般〉（H23〜
H25）
生物学的製剤及び分子標的薬投与下の重篤感染症、
日和見感染症に関する薬剤疫学的研究
針谷正祥
100千円

2. 厚生労働科学研究費補助金・免疫アレルギー疾患等
予防・治療研究事業・平成22年度-24年度
関節リウマチに対する生物学的製剤の作用機序、投
与方法、治療効果等に関する研究（竹内　勤）
針谷正祥
2,000千円

3. 厚生労働科学研究費補助金・免疫アレルギー疾患等
予防・治療研究事業・平成23年度-25年度
我が国における関節リウマチ治療の標準化に関する
多層的研究（宮坂信之）
針谷正祥
1,500千円

4. 厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患克服研究事業）
平成23年度-25年度
難治性血管炎に関する調査研究
針谷正祥
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920千円
【南木敏宏】

1. 科学研究費補助金、基盤研究C
研究題目：フラクタルカイン阻害による血管炎症候
群に対する新規治療法の開発
代表：南木敏宏
期間：平成20年-平成22年度
研究費総額：468万円

2. 科学研究費補助金、基盤研究B
研究題目：関節リウマチにおける生物学的製剤の長
期安全性と副作用リスク因子に関する疫学研究
分担：南木敏宏（代表：針谷正祥）
期間：平成21年-平成22年度
研究費総額：65万円

3. （財）武田科学振興財団、医学系研究奨励
研究題目：脂質メディエーターを標的とした関節リ
ウマチの新規治療の開発
代表：南木敏宏
期間：平成22年度
研究費総額：300万円

4. エーザイ（株）との共同研究
研究題目：ケモカイン・接着分子等の関節リウマチ
などの自己免疫疾患における役割の研究
代表：南木敏宏
期間：平成17年-平成22年度
研究費総額：600万円

【宮坂信之】

1. 免疫アレルギー疾患等予防・治療研究事業　指定研究
「我が国における関節リウマチ治療の標準化に関する
多層的研究」研究代表者
39,000千円

2. 免疫アレルギー疾患等予防・治療研究事業「関節リ
ウマチの関節破壊の解明と関節破壊ゼロを目指す治
療指針の確立に関する研究」研究分担者
2,000千円

3. 治験推進事業「多発性筋炎・皮膚筋炎に合併する間
質性肺炎に対するタクロリムスの臨床試験」の調整・
管理に関する研究　研究代表者
16,814千円

13）特別講演、招待講演、シンポジウム
1. 上阪　等　自己免疫疾患と抗サイトカイン療法　北

関東甲信越タクロリムス関節リウマチ治療講演会  
平成23年2月5日　東京

2. 宮坂信之：「生物学的製剤の有効性と安全性を最大限
に発揮するためには?」第4回埼玉Biologics研究会  
平成23年5月7日　埼玉

3. 針谷正祥　医師主導臨床研究を成功させるために.第23
回日本アレルギー学会春季臨床大会、2011.05、幕張

4. 宮坂信之：「リウマチ治療における生物学的製剤の使い分け」
第25回城南リウマチ会　平成23年6月4日  東京

5. 上阪　等　関節リウマチの新しい治療　名古屋市立大
学膠原病内科セミナー　平成23年6月4日　名古屋

6. 宮坂信之：「関節リウマチ治療にみられたパラダイムシフ
トとは−分子標的療法の光と影」第54回日本腎臓学会
学術総会　教育講演　平成23年6月15日　横浜

7. 宮坂信之：「リウマチ診療のABC」土浦協同病院・
OB合同セミナー　平成23年6月22日　土浦

8. 針谷正祥 T2T Initiativeの背景と日本における展開
に向けて.香川GOAL研究会　関節リウマチにおけ
る Treat to Target（T2T）.2011.06、香川

9. 宮坂信之：「関節リウマチの治療はこう変わった」第
1回市民公開講座　平成23年7月2日　静岡

10. 上阪 等、細矢 匡、岩井 秀之、宮坂 信之　関節リウマ
チのサイクリン依存症キナーゼ4/6阻害療法　第55回日
本リウマチ学会学術集会　神戸　2011年7月17-20日

11. 宮坂信之：「自己免疫疾患−その病態解明と治療の進歩」
第35回阿蘇シンポジウム　平成23年7月29日　阿蘇

12. 針谷正祥 T2T Initiativeの背景と日本における展開に向
けて.神奈川GOAL研究会　運営検討会.2011.07、横浜

13. 針谷正祥 生物学的製剤のリスク評価とその対応.第
20回札幌臨床免疫アレルギーの集い、2011.07、札幌

14. 針谷正祥 T2T Initiativeの背景と日本における展開
に向けて.徳島GOAL研究会　関節リウマチにおけ
る Treat to Target（T2T）.2011.07、徳島

15. 針谷正祥 国内5コホートを用いた2010ACR/EULAR  
RA新分類基準検証結果のまとめ.第55回日本リウマ
チ学会総会・学術集会.2011.07、神戸

16. 針谷正祥 内科的立場から見たRA患者周術期の薬物
治療管理.第55回日本リウマチ学会総会・学術集会
.2011.07、神戸

17. 針谷正祥 MTXの副作用に対する対策-開始時、使用
時の注意点と副作用発生時の対処法-.第55回日本リ
ウマチ学会総会・学術集会.2011.07、神戸

18. 針谷正祥　ヒュミラ全例調査結果報告　- 安全性
の 観 点 か ら -.HUMIRA National Symposium 2011、
2011.07、京都

19. 宮坂信之：「関節リウマチ治療における生物学的製剤
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の有用性について」生物学的製剤クリニカルアップ
デートミーティング　平成23年9月3日　東京

20. 上阪　等　膠原病内科医が診た多発性筋炎・皮膚筋
炎　第73回　金沢皮膚研究会学術講演　平成23年9
月12日　金沢

21. 上阪　等、細矢　匡、岩井秀之、村上洋介、宮坂信
之　リウマチ治療の新戦略を求めて　第39回日本臨
床免疫学会　2011年9月15-17日　東京

22. 上阪　等　多発性筋炎・皮膚筋炎の病態生理とその
治療　第23回　日本神経免疫学会学術集会　平成23
年9月15-17日　東京

23. 上阪　等、杉原毅彦、沖山奈緒子、宮坂信之　膠原
病内科医の診る筋炎：免疫動態からのアプローチ　
第23回　日本神経免疫学会学術集会　平成23年9月
15-17日　東京

24. 上阪　等　関節リウマチ治療の現在とこれからの治療標
的　技術情報協会講演会　平成23年9月27日　東京

25. 針谷正祥　抗リウマチ薬のリスクマネージメント.第3回
川崎南部リウマチUp Date 研究会、2011.09、川崎

26. 上阪　等　膠原病とT細胞　–多発性筋炎・皮膚筋
炎のSeeds and Soilモデル−　第63回日本皮膚科学
会西部支部学術大会　平成23年10月8-9日　沖縄

27. 宮坂信之：「ここまで進んだリウマチ治療」第5回二
豊リウマチフォーラム　平成23年10月15日　大分

28. Hideyuki Iwai, Tadashi Hosoya, Yousuke Murakami, 
Nobuyuki Miyasaka, Hitoshi Kohsaka Identification 
of the TREM-1 ligand as a therapeutic target of 
arthritis. 4th East Asian Group of Rheumatology 
Meeting October 15, 2011, Tokyo

29. 上阪　等　多発性筋炎・皮膚筋炎の基礎と臨床　
Meet the Expert 平成23年10月21日　富山

30. 針谷正祥　関節リウマチの診断と治療の進歩.第1回さ
いたまRA治療戦略セミナー、2011.10、さいたま市

31. 上阪　等　進歩の激流にある膠原病治療　第5回　
川島腎糸球体カンファレンス　平成23年11月19-20
日　各務原

32. 針谷正祥　関節リウマチにおける生物学的製剤の薬
剤疫学.薬剤疫学セミナー、2011.11、東京

33. 針谷正祥　関節リウマチ分類基準の進歩（関節リウ
マチの診療の革新的進歩）.第61回日本アレルギー
学会秋季学術集会、2011.11、東京

34. 針谷正祥　リウマチ治療　知っておきたい最新情報
（特別講演）.第7回常陸リウマチ治療研究会　市民
公開講座、2011.11、水戸

35. 針谷正祥　関節リウマチの診断と治療の新潮流.茂原
市長生郡医師会　学術講演会.2011.11、茂原

36. 宮坂信之：「高用量MTX時代を迎えて−その対策と
は?−」第65回北九州・筑豊リウマチ懇話会　平成
23年11月24日　北九州

37. 宮坂信之：「関節リウマチ治療における抗TNF療法
の有用性について」Biologics Users Forum on RA 
〜抗TNF療法の最適化を目指して〜　平成23年12
月18日　東京

38. 宮坂信之：「リウマチ・アレルギー疾患について、その
正しい情報の普及を図る」平成23年度リウマチ・アレ
ルギー相談員養成研修会　平成23年12月20日  東京

39. 針谷正祥　リウマチ医から見た肺疾患を有する関節リウ
マチ患者の治療.第26回日本臨床リウマチ学会.2011.12、
横浜

40. 宮坂信之：「MTX高用量時代を迎えたリウマチ治療」
第9回リウマチとTNF-α北海道フォーラム　平成
24年1月21日　札幌

41. Hitoshi Kohsaka Lessons from a new animal model 
of polymyositis Autoimmunity Congress Asia 
November 17-19, 2012 Singapore

14） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
准教授 　上阪　　等
GCOE特任講師：岩井　秀之
助　教 　溝口　史高
助　教 　高村　聡人
助　教 　長谷川　久紀
薬害監視学講座
准教授 　南木　敏宏
助　教 　田中　みち
 　渡部　香織
大学院生 　酒井　良子
 ○宮部　斉重
 　細矢　　匡
 　木村　直樹
 　福田　　真
 ○鈴木　晶子
 　松尾　祐介
 　横山　和佳
 　中里　洋子
 　山崎　隼人

○はAISS
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Chemerin activates fibroblast-like synoviocytes in
patients with rheumatoid arthritis
Kayoko Kaneko1, Yoshishige Miyabe1, Aiko Takayasu1, Shin Fukuda1, Chie Miyabe1, Masashi Ebisawa1,
Waka Yokoyama1, Kaori Watanabe1, Toshio Imai2, Kenzo Muramoto3, Yuya Terashima4, Takahiko Sugihara5,
Kouji Matsushima4, Nobuyuki Miyasaka1 and Toshihiro Nanki1*

Abstract

Introduction: Chemerin is a chemotactic agonist identified as a ligand for ChemR23 that is expressed on
macrophages and dendritic cells (DCs). In this study, we analyzed the expression of chemerin and ChemR23 in the
synovium of rheumatoid arthritis (RA) patients and the stimulatory effects of chemerin on fibroblast-like
synoviocytes (FLSs) from RA patients.

Methods: Chemerin and ChemR23 expression in the RA synovium was ascertained by immunohistochemistry and
Western blot analysis. Chemerin expression on cultured FLSs was analyzed by ELISA. ChemR23 expression on FLSs
was determined by immunocytochemistry and Western blot analysis. Cytokine production from FLSs was measured
by ELISA. FLS cell motility was evaluated by utilizing a scrape motility assay. We also examined the stimulating
effect of chemerin on the phosphorylation of mitogen-activated protein kinase (MAPK), p44/42 mitogen-activated
protein kinase (ERK1/2), p38MAPK, c-Jun N-terminal kinase (JNK)1/2 and Akt, as well as on the degradation of
regulator of NF-�B (I�Ba) in FLSs, by Western blot analysis.

Results: Chemerin was expressed on endothelial cells and synovial lining and sublining cells. ChemR23 was
expressed on macrophages, immature DCs and FLSs and a few mature DCs in the RA synovium. Chemerin and
ChemR23 were highly expressed in the RA synovium compared with osteoarthritis. Chemerin and ChemR23 were
expressed on unstimulated FLSs. TNF-a and IFN-g upregulated chemerin production. Chemerin enhanced the
production of IL-6, chemokine (C-C motif) ligand 2 and matrix metalloproteinase 3 by FLSs, as well as increasing
FLS motility. The stimulatory effects of chemerin on FLSs were mediated by activation of ERK1/2, p38MAPK and
Akt, but not by JNK1/2. Degradation of I�B in FLSs was not promoted by chemerin stimulation. Inhibition of the
ERK1/2, p38MAPK and Akt signaling pathways significantly suppressed chemerin-induced IL-6 production.
Moreover, blockade of the p38MAPK and Akt pathways, but not the ERK1/2 pathway, inhibited chemerin-enhanced
cell motility.

Conclusions: The interaction of chemerin and ChemR23 may play an important role in the pathogenesis of RA
through the activation of FLSs.

Introduction
Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory
disease characterized by synovial hyperplasia, joint
destruction and infiltration of the synovium by immuno-
cytes, including lymphocytes, macrophages and dendritic
cells (DCs) [1-3]. In addition to these cells, fibroblast-

like synoviocytes (FLSs) play a major role in the patho-
genesis of RA [4,5] in that they produce a variety of
cytokines, chemokines and matrix-degrading enzymes
that mediate interaction with neighboring inflammatory
and endothelial cells and are responsible for the pro-
gressive inflammation in the joints and destruction of
the articular cartilage and bone [6-8].
Chemerin is the ligand protein for ChemR23, a G pro-

tein-coupled receptor expressed on macrophages, DCs
and natural killer cells (NK cells) [9-11]. Chemerin is

* Correspondence: nanki.rheu@tmd.ac.jp
1Department of Medicine and Rheumatology, Graduate School of Medical
and Dental Sciences, Tokyo Medical and Dental University, 1-5-45, Yushima,
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characterized as a strong chemoattractant factor for
ChemR23-expressing cells and acts at subnanomolar
concentrations [9,12]. Chemerin is synthesized as an
inactive precursor protein, prochemerin, which binds
ChemR23 with low affinity [9,13]. It can be rapidly con-
verted into a full ChemR23 agonist by the proteolytic
removal of the last six or seven amino acids by neutro-
phil-derived proteases (elastase and cathepsin G), mast
cell products (tryptase), proteases of the coagulation cas-
cade [14,15] and certain bacterial proteases [16] at the
inflammatory site.
Investigators in recent studies have reported that the

expression of chemerin correlates with ChemR23-posi-
tive cell recruitment in human skin inflammatory dis-
eases, such as systemic lupus erythematosus, oral
lichen planus and psoriasis [10,12,17]. Moreover, it has
been reported that chemerin and ChemR23 are
expressed by human articular chondrocytes [18] and
endothelial cells [19,20]. The interaction of chemerin
with ChemR23 is assumed to play an important role
not only in the migration of macrophages and DCs to
the sites of inflammation but also in the mediating
inflammatory signaling to articular chondrocytes and
endothelial cells. However, there is little information
on the expression and function of chemerin in the RA
synovium.
In the present study, we analyzed the expression of

chemerin and ChemR23 in the RA synovium and evalu-
ated the function of chemerin in cultured FLSs isolated
from the synovium of RA patients to explore a possible
role of chemerin and ChemR23 interaction in the patho-
genesis of RA.

Materials and methods
Specimens
Synovial tissue samples were obtained from nine RA
patients who fulfilled the American College of Rheuma-
tology diagnostic criteria for RA [21] and from four
patients with osteoarthritis (OA) who underwent total
knee joint replacement surgery. Signed consent forms
were obtained before the operations. All patients with
RA and OA were female. In RA patients, the mean age
(± SEM) was 71.0 ± 3.7 years, mean disease duration (±
SEM) was 10.75 ± 3.5 years, and their mean C-reactive
protein concentration (± SEM) was 0.33 ± 0.17 mg/dl.
Among the patients with RA, seven patients were sero-
positive for rheumatoid factor and five were positive for
anticitrullinated protein antibodies. Two of the patients
with RA were receiving prednisolone, one was being
treated with bucillamine (an analogue of D-penicilla-
mine), one was receiving methotrexate monotherapy,
one was being treated with methotrexate and etanercept
and three were was taking tocilizumab. Three patients
were receiving no medication at the surgery. The

experimental protocol was approved by the Ethics Com-
mittee of Tokyo Medical and Dental University.

Immunohistochemistry
Immunohistochemical analysis was conducted on OCT
compound-embedded sections of frozen synovial tissues.
Briefly, 8-μm-thick cryostat sections were fixed in cold
acetone (stored at -20°C) for three minutes. Endogenous
peroxidase activity was blocked by incubation in 2%
H2O2 in methanol for 15 minutes, and then nonspecific
binding was blocked with 10% normal goat serum in
PBS for 40 minutes. Serial sections were then incubated
for two hours at 4°C with 1 μg/ml rabbit anti-chemerin
pAb (affinity-purified from rabbit serum immunized
with glutathione S-transferase-chemerin (E21-S157) fusion
protein; provided by KAN Research Institute, Kobe,
Japan), 1 μg/ml rabbit anti-ChemR23 pAb (Acris Anti-
bodies, Herford, Germany) or normal rabbit immuno-
globulin G (IgG) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) as
an isotype control. Antibody binding was detected using
the EnVision+ Kit (DakoCytomation, Carpinteria, CA,
USA).
For immunofluorescence double-staining with CD68,

CD1a, DC-LAMP or vimentin, and ChemR23, nonspeci-
fic binding was blocked with 1% blocking reagent
(Roche, Manheim, Germany) in PBS, and then the sec-
tions were incubated overnight at 4°C with rabbit anti-
ChemR23 pAb or normal rabbit IgG (control) at 1 μg/
ml. The samples were then incubated with Alexa Fluor
568-conjugated goat anti-rabbit IgG (4 μg/ml; Invitro-
gen, Carlsbad, CA, USA) for one hour at room tempera-
ture. Next the sections were incubated overnight with
2.35 μg/ml mouse anti-CD68 mAb (KP1; DakoCytoma-
tion), 10 μg/ml mouse anti-CD1a mAb (BL6; Immuno-
tech, Marseille, France), 10 μg/ml mouse anti-DC-
LAMP mAb (104.G4; Immunotech) or 1 μg/ml mouse
anti-vimentin mAb (V9; DakoCytomation) at 4°C. Sub-
sequently, the samples were incubated with 4 μg/ml
Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse IgG2a
(Invitrogen) or anti-mouse IgG1 (Invitrogen) for one
hour at room temperature. The slides were examined
using a Biozero Fluorescence Microscope (Keyence,
Tokyo, Japan).
For whole-mount staining, human synovial tissues

from RA patients were washed vigorously in ice-cold
PBS, then fixed and permeabilized with a BD Cytofix/
Cytoperm Kit (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). The
whole-mount specimens of synovial tissues were then
stained with rabbit anti-ChemR23 pAb or rabbit IgG as
an isotype control, followed by secondary antibodies
conjugated with Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-
rabbit IgG (BD Biosciences). The specimens were
further stained with Alexa Fluor 633-labeled phalloidin
(BD Biosciences). The specimens were embedded in a
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30% solution of glycerol in PBS and analyzed with a DM
IRE2 confocal laser scanning microscope (Leica Micro-
systems, Wetzlar, Germany).

Cell cultures
Synovial tissues from RA patients were minced and
incubated with 0.5 mg/ml collagenase (Sigma-Aldrich)
for one hour at 37°C, then pressed through a metal
screen to obtain single-cell suspensions. The harvested
cells were plated in cell culture plates and incubated
with DMEM (Sigma-Aldrich) supplemented with 10%
FCS (Sigma-Aldrich). Adherent cells were maintained in
the medium as FLSs and used after five passages [22] in
the experiments that followed.
For immunofluorescence double-staining of cultured

FLSs with ChemR23 and vimentin, FLSs were incubated
on eight-well chamber slides (4 × 104 cells/well)
(IWAKI, Tokyo, Japan) at 37°C overnight. The adherent
cells were fixed in cold acetone for three minutes. Non-
specific binding was blocked with 10% normal goat
serum in PBS, then the cells were incubated overnight
at 4°C with rabbit anti-ChemR23 pAb or normal rabbit
IgG at 1 μg/ml. Next the cells were incubated with
Alexa Fluor 568-conjugated goat anti-rabbit IgG (4 μg/
ml) for one hour at room temperature. After that step,
the cells were incubated overnight with 1 μg/ml mouse
anti-vimentin mAb at 4°C, followed by incubation with
1 μg/ml Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse
IgG1 for one hour at room temperature. The slides
were examined using a Biozero Fluorescence Micro-
scope (Keyence).

ELISA for chemerin and inflammatory mediators
produced by cultured fibroblast-like synoviocytes
FLSs were cultured overnight in 96-well plates (2 × 104

cells/well) in DMEM with 10% FCS and then incubated
with or without recombinant human TNF-a (0.1, 1 or
10 ng/ml) or IFN-g (1, 10 or 100 ng/ml) (both from
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) at 37°C for 48
hours. The concentration of chemerin in culture super-
natant was measured with an ELISA kit (R&D Systems)
according to the instructions provided by the
manufacturer.
To determine the effects of chemerin on the produc-

tion of IL-6, chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2)
and matrix metalloproteinase 3 (MMP-3) by FLSs, the
cells were cultured separately overnight in 96-well plates
(4 × 104 cells/well), then incubated with or without
recombinant bioactive human chemerin (2, 10 or 50
nM; R&D Systems) in FCS-free DMEM at 37°C for 24
and 48 hours. The protein levels of IL-6, CCL2 and
MMP-3 in the supernatant were assessed using ELISA
kits (R&D Systems) according to the manufacturer’s
instructions. To block the signaling pathway through

p44/42 mitogen-activated protein kinase (ERK1/2), p38
mitogen-activated protein kinase (p38MAPK) or Akt,
FLSs (4 × 104 cells/well) were pretreated with specific
inhibitors, including a mitogen-activated protein kinase
kinase (MEK) inhibitor (10 μM PD98059; Calbiochem,
Merck KgaA, Germany), a p38MAPK inhibitor (10 μM
SB203580; Calbiochem) or phosphoinositide 3-kinase
(PI3K) inhibitor (10 μM LY294002; Cell Signaling Tech-
nology, Danvers, MA, USA) for 30 minutes before sti-
mulation with 50 nM chemerin. To confirm the lack of
a significant amount of endotoxin in the stimulation
procedure, FLSs were incubated with 50 μg/ml poly-
myxin B in addition to 50 nM chemerin.

Scrape motility assay
RA FLSs were plated at a density of 1 × 105 cells/ml in
12-well plates (22.1-mm diameter) in DMEM with 10%
FCS. After overnight incubation, the tip of a plastic pip-
ette was drawn across the center of the well to produce
a scraped area [23]. The culture wells were washed
twice with PBS, and free cells were removed. Then the
cells were pretreated with or without pertussis toxin
(PTX) (0.5 μg/ml), PD98059 (10 μM), SB203580 (10
μM) or LY294002 (10 μM) for 30 minutes, followed by
incubation with 2 or 10 nM of chemerin and CCL2 in
FCS-free medium. Immediately after scraping (zero
hours) as well as after 24-hour incubation, the process
of two-dimensional FLS migration into the cell-free area
at the center of the well was photographed with a
Nikon TE2000U inverted microscope (Nikon Instru-
ments, Tokyo, Japan) and printed. Cells that migrated
into the scraped area after 24 hours were counted by an
observer blinded to the study design. The fold increase
in the cells was calculated (number of cells with che-
merin with or without signal inhibitor per number of
cells without treatment).

Western blot analysis
Synovial tissues from patients with RA and OA were
lysed with radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buf-
fer (Millipore, Temecula, CA, USA) containing pro-
tease inhibitor (Roche) and phosphatase inhibitor
cocktail (Sigma-Aldrich) for 30 minutes at 4°C. RA
FLSs (3 × 105 cells/well) were cultured overnight in
60-mm dishes in DMEM with 10% FCS, then the med-
ium was replaced with FCS-free DMEM. This step was
followed by incubation with or without recombinant
human TNF-a (10 ng/ml), IFN-g (100 ng/ml), trans-
forming growth factor-b1 (TGF-b1; 1 ng/ml), IL-1b (5
ng/ml) or IL-6 (20 ng/ml) (all from R&D Systems) at
37°C for 24 hours. After incubation, cells were col-
lected and lysed with the RIPA buffer containing pro-
tease inhibitor and phosphatase inhibitor cocktail for
30 minutes at 4°C.
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A total of 20 μg of protein were boiled in the presence
of SDS sample buffer and separated on a 10% SDS-poly-
acrylamide gel (ATTO, Tokyo, Japan). Proteins were
then electrotransferred onto a polyvinylidene fluoride
microporous membrane (Millipore) in a semidry system.
The membrane was blocked with 5% skim milk for one
hour at room temperature, then the immunoblots were
incubated overnight with rabbit anti-chemerin pAb (1:1,
000 dilution; Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA,
USA) or rabbit anti-ChemR23 pAb (1:500 dilution;
Abcam, Cambridge, UK) in Can Get Signal Immunor-
eaction Enhancer Solution (Toyobo Co, Ltd, Tokyo,
Japan) at 4°C. Peroxidase-conjugated goat anti-rabbit
IgG pAb (GE Healthcare, Birmingham, UK) was used as
the secondary antibody.
To detect phosphorylated and total ERK1/2, p38MAPK,

c-Jun N-terminal kinase (JNK)1/2 or Akt, cells were incu-
bated in a medium supplemented with 10 nM human
recombinant chemerin prior to lysis for 5, 15 or 30 min-
utes. A total of 7.5 μg of protein was boiled in the presence
of SDS sample buffer and separated on 10% SDS-polyacry-
lamide gel. After blotting, the membranes were blocked
with Block Ace blocking solution (Snow Brand Milk Pro-
ducts Co, Ltd, Tokyo, Japan) for one hour at room tem-
perature, then the immunoblots were incubated overnight
with rabbit anti-phospho-ERK1/2 pAb (1:1, 000 dilution),
rabbit anti-pan-ERK1/2 pAb (1:1, 000 dilution), rabbit anti-
phospho-p38MAPK pAb (1:1, 000 dilution), mouse anti-
pan-p38MAPK mAb (1:1, 000 dilution) (all from Cell Sig-
naling Technology), mouse anti-phospho-JNK mAb (1:300
dilution; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),
rabbit anti-pan-JNK pAb (1:1, 000 dilution), rabbit anti-
phospho-Akt pAb (1:2, 000 dilution) or rabbit anti-pan-Akt
pAb (1:1, 000 dilution) (all from Cell Signaling Technology)
in Tris-buffered saline (TBS) containing 0.1% Tween 20 at
4°C. To detect the expression of the regulator of NF-�B,
(I�Ba), and b-actin, the immunoblots were incubated over-
night with rabbit anti-I�Ba pAb (1:1, 000 dilution; Santa
Cruz Biotechnology) at 4°C or with mouse anti-b-actin
mAb (1:5, 000 dilution; Sigma-Aldrich) for one hour at

room temperature in TBS containing 0.1% Tween 20. Per-
oxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG pAb (GE Health-
care), rabbit anti-mouse IgG pAb (SouthernBiotech,
Birmingham, AL, USA), goat anti-mouse IgG pAb (Pro-
mega, Madison, WI, USA) or donkey anti-rabbit IgG pAb
(GE Healthcare) was used as the secondary Ab. ECL Plus
detection reagent and the ImageQuant LAS 4000 Mini Bio-
molecular Imager (both from GE Healthcare) were used in
conjunction with MultiGauge software (Fujifilm, Tokyo,
Japan) to detect and quantitate the bands.

Statistical analysis
Data are presented as means ± SEM. Student’s t-tests
were applied to compare two groups, and one-way ana-
lysis of variance and Dunnett’s multiple comparison
tests were used to compare three or more groups. P <
0.05 was considered statistically significant.

Results
Expression of chemerin and ChemR23 in the rheumatoid
arthritis synovium
Strong immunohistochemical staining for chemerin was
noted on endothelial cells and synovial lining and sub-
lining cells in the RA synovium (Figure 1A). In contrast,
chemerin expression in the OA synovium was minimal
(Figure 1B).
Widespread immunostaining for ChemR23 was noted

in all RA samples, with dense staining observed on the
sublining cells (Figure 2A). On the other hand, staining
in OA samples was much weaker (Figure 2B). Double-
staining analysis showed the presence of ChemR23
immunoreactivity on most of the CD68+ macrophages
(Figures 2C through 2E), on CD1a+ immature DCs
[24,25] (Figures 2F through 2H) and on a few of DC-
LAMP+ mature DCs [26] (Figures 2I through 2K). Inter-
estingly, ChemR23 was also expressed on vimentin+

FLSs (Figures 2L through 2N). Furthermore, we per-
formed whole-mount immunostaining of synovial tissues
with anti-ChemR23 pAb. The expression of ChemR23
was observed in infiltrated cells in the tissue (Figure

Figure 1 Expression of chemerin in rheumatoid arthritis and osteoarthritis synovial tissue samples. Chemerin expression in synovial
tissue samples obtained from five RA patients (A) and three OA patients (B) examined by immunohistochemistry. All sections were
counterstained with hematoxylin. OA = osteoarthritis; RA = rheumatoid arthritis.
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Figure 2 Expression of ChemR23 in rheumatoid arthritis and osteoarthritis synovial tissue samples. ChemR23 expression in synovial
tissue samples examined by immunohistochemistry that were obtained from five rheumatoid arthritis (RA) patients (A) and three osteoarthritis
(OA) patients (B). All sections were counterstained with hematoxylin. Sections of RA synovial tissues were also double-stained with CD68, CD1a,
DC-LAMP or vimentin, and ChemR23 and were analyzed by fluorescence microscopy as follows: (C) CD68, (D) ChemR23, (E) merged image of
(C) and (D), (F) CD1a, (G) ChemR23, (H) merged image of (F) and (G), (I) DC-LAMP, (J) ChemR23, (K) merged image of (I) and (J), (L) vimentin,
(M) ChemR23 and (N) merged image of (L) and (M). Arrows indicate double-positive cells. Original magnification ×100 in (A) and (B) and ×400
in (C) through (N). Whole-mount specimens obtained from RA patients were stained with anti-ChemR23 pAb (green) or phalloidin (blue) and
then analyzed by confocal laser-scanning microscopy. (O) x-y view of synovial tissue sectioning. x-z image (P) and y-z image (Q) of synovial
tissue sectioning are displayed below and to the right of the x-y view in (O). Scale bars = 80 μm. White straight line boxes indicate identical cell
in each direction (O-Q). Dashed line connects the boxes.
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2O). No signal was observed on specimens stained with
an isotype-matched IgG control of irrelevant specificity
(data not shown). In addition, the x-z and y-z sectioning
images obtained by confocal microscopic analysis indi-
cated that ChemR23 was expressed on the surface of
the infiltrated cells (Figures 2P and 2Q).
Next we compared the expression of chemerin and

ChemR23 in RA and OA synovial tissues by Western blot
analysis. Expression of chemerin by RA synovium was
higher than that of OA synovium (Figure 3A). The relative
amount of chemerin protein to b-actin in RA was signifi-
cantly higher than that in OA (Figure 3B). ChemR23
expression by RA synovial tissue was also significantly
upregulated compared with OA (Figures 3C and 3D).

Expression of chemerin and ChemR23 in cultured
rheumatoid arthritis fibroblast-like synoviocytes
The expression of chemerin on cultured FLSs isolated
from the RA synovium was analyzed by ELISA. Che-
merin was produced by unstimulated FLSs, and the pro-
duction was significantly upregulated by stimulation
with TNF-a and IFN-g (P < 0.05) (Figures 4A and 4B).
IL-1b, IL-6 and TGF-b1 did not show any effect on che-
merin production (data not shown).
ChemR23 expression on FLSs was determined by immu-

nocytochemical analysis and Western blot analysis. Dou-
ble-staining revealed that cultured FLSs expressed both
ChemR23 and vimentin (Figures 4C through 4E). The use
of a specific ChemR23 Ab also showed its expression in
RA FLSs on Western blots (Figure 4F). Stimulation with
TNF-a, IFN-g, TGF-b, IL-1b and IL-6 did not show any
effect on the expression of ChemR23 in RA FLSs.

Chemerin enhances IL-6, CCL2 and MMP-3 production by
fibroblast-like synoviocytes
We next evaluated the effects of chemerin on the pro-
duction of inflammatory mediators by RA FLSs. The
cells were stimulated with chemerin for 24 and 48
hours, and the concentrations of IL-6 in the culture
supernatant were measured by ELISA. After stimulation
with chemerin for 24 hours, IL-6 production from FLSs
was moderately increased, although it was not statisti-
cally significant. The incubation for 48 hours showed
significant upregulation of chemerin-induced IL-6 pro-
duction from FLSs (P <0.05) (Figure 5A). The expres-
sion of CCL2 and MMP-3 from FLSs was also enhanced
by incubation with chemerin for 48 hours in a dose-
dependent manner (P <0.05) (Figures 5B and 5C).

Chemerin enhances cell motility of rheumatoid arthritis
fibroblast-like synoviocytes
In the RA synovium, the migration of RA FLSs into the
cartilage and bone is considered important for pannus
development [27]. Therefore, by using a scrape motility

assay, we investigated whether chemerin could directly
alter the migratory behavior of these cells. As shown in
Figures 6A and 6B, exogenously added chemerin signifi-
cantly increased the number of cells that migrated to
the scraped area (P < 0.05). Moreover, incubation with
PTX significantly suppressed chemerin-induced FLS
motility (Figures 6A and 6B). Since PTX was previously

Figure 3 Expression of chemerin and ChemR23 in rheumatoid
arthritis and osteoarthritis synovial tissue samples. (A) Western
blots of chemerin protein expression in three rheumatoid arthritis
(RA) and four osteoarthritis (OA) synovial tissues. M, protein
molecular weight marker. (B) Relative protein expression of
chemerin to b-actin in RA and OA synovial tissues. *P < 0.05 relative
to RA synovial tissue. (C) Western blots of ChemR23 protein
expression in three RA and four OA synovial tissues. M, protein
molecular weight marker. (D) Relative expression of ChemR23
protein to b-actin. *P < 0.05 relative to RA synovial tissue.
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Figure 4 Expression of chemerin and ChemR23 by rheumatoid arthritis fibroblast-like synoviocytes. (A) and (B) Chemerin expression
stimulated by TNF-a (A) or IFN-g (B) and evaluated by ELISA using supernatants of cultured fibroblast-like synoviocytes (FLSs) isolated from
synovial tissue samples taken from rheumatoid arthritis (RA) patients (n = 4). FLSs (2 × 104 cells/well) were stimulated at 37°C for 48 hours with
TNF-a (0.1, 1 or 10 ng/ml) (A) or IFN-g (1, 10 or 100 ng/ml) (A). Data in (A) and (B) are presented as means (± SEM) of one of four independent
experiments analyzed in triplicate. *P < 0.05 relative to control. (C) through (E) Immunocytochemistry showing double-staining of cultured RA
FLSs with (C) vimentin (D) ChemR23 and (E) a merged image of (C) and (D). (F) Western blot of ChemR23 protein expression in RA FLSs
following TNF-a (10 ng/ml), IFN-g (100 ng/ml), transforming growth factor (TGF)-b1 (1 ng/ml), IL-1b (5 ng/ml) or IL-6 (20 ng/ml) stimulation at
37°C for 24 hours.
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reported to inhibit signal transduction in ChemR23+

cells by ribosylation of the ai subunits of the heterotri-
meric G protein of ChemR23 [9], our result suggested
the involvement of ChemR23 with chemerin-induced
FLS motility. We also evaluated the effect of CCL2 on
FLS migration. Incubation with CCL2 (2 or 10 nM) did
not promote cell motility of FLSs (Figure 6C).

Chemerin induces activation of ERK1/2, p38MAPK and Akt
of fibroblast-like synoviocytes
To determine the signaling pathway of chemerin-induced
stimulation of FLSs, we stimulated FLSs with 10 nM che-
merin for various time periods and performed Western
blot analysis with phospho-specific Abs against ERK1/2,

p38MAPK, JNK1/2 and Akt. Unstimulated FLSs showed
only minimal phosphorylation of ERK1/2 (at zero min-
utes), whereas a marked increase in phosphorylation was
detected after five minutes of stimulation with chemerin
(Figures 7A and 7G). Cell lysates were also examined for
chemerin-induced phosphorylation of other MAP
kinases, including p38MAPK and JNK1/2. The addition
of chemerin augmented the phosphorylation of
p38MAPK at 5 to 15 minutes compared with unstimu-
lated RA FLSs, but the level decreased at 30 minutes (Fig-
ures 7B and 7H), whereas phosphorylation of JNK1/2 was
not promoted by chemerin stimulation (Figures 7C, D, I
and 7J). Next, Akt activation, which is linked to regula-
tion of proinflammatory cytokine production by RA FLSs

Figure 5 Chemerin enhances IL-6, chemokine (C-C motif) ligand 2 and matrix metalloproteinase 3 production by rheumatoid arthritis
fibroblast-like synoviocytes. IL-6 (A), chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) (B) and matrix metalloproteinase 3 (MMP-3) (C) expression levels
were measured by ELISA using supernatants of cultured fibroblast-like synoviocytes isolated from the synovium of four patients with rheumatoid
arthritis. FLSs (4 × 104 cells/well) were stimulated with 2, 10 or 50 nM recombinant chemerin at 37°C for 24 and 48 hours. Data are presented as
means (± SEM) of one of four independent experiments analyzed in quadruplicate. *P < 0.05 relative to samples not treated with chemerin. ns =
not significant.

Kaneko et al. Arthritis Research & Therapy 2011, 13:R158
http://arthritis-research.com/content/13/5/R158

Page 8 of 14



289Annual Report 2011

宮坂 信之

[28], was examined. Figures 7E and 7K show that stimu-
lation of RA FLSs with 10 nM chemerin resulted in
enhanced phosphorylation of Akt, with a peak level
occurring at five minutes.
I�Ba is one of the regulatory proteins of NF-�B, a

transcriptional factor which induces various proinflam-
matory cytokines, including TNF-a and IL-6 [29,30].

When the cells were stimulated for NF-�B activation,
I�Ba was degraded and the amount of the protein was
decreased [31]. Therefore, we analyzed the effect of che-
merin on the degradation of I�Ba in FLSs to clarify
whether NF-�B is involved in chemerin-induced FLS
activation. Figures 7F and 7L indicate that chemerin
does not induce I�Ba degradation in FLSs.

Figure 6 Chemerin promotes cell motility of rheumatoid arthritis fibroblast-like synoviocytes. (A) A scraped cell-free area was created on
a monolayer of fibroblast-like synoviocytes (FLSs). After incubation with serum-free DMEM containing chemerin (2 or 10 nM) with or without
pertussis toxin (PTX) (0.5 μg/ml), the process of two-dimensional FLS migration into the cell-free area at the center of the well was
photographed with an inverted microscope at 0 and 24 hours. Representative photographs of three separate experiments are shown (A). The
number of the cells in the scraped area was counted. Data are fold increases in the number of migrating cells at 24 hours (number of cells that
migrated after chemerin stimulation compared to the number of cells without stimulation) (B). Data are presented as means (± SEM) of one of
three independent experiments analyzed in triplicate. *P < 0.05 relative to samples not treated with chemerin. **P < 0.05 relative to samples not
treated with PTX; ns, not significant. (C) Fold increase in the number of migrating cells when FLS were stimulated with 2 or 10 nM of
chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) for 24 hours is shown; ns = not significant.
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Figure 7 Chemerin activates p44/42 mitogen-activated protein kinase, p38 mitogen-activated protein kinase and Akt in rheumatoid
arthritis fibroblast-like synoviocytes. Rheumatoid arthritis (RA) fibroblast-like synoviocytes (FLSs) were left unstimulated (zero minutes) or
stimulated with 10 nM chemerin for 5 to 30 minutes. Cell lysates were examined by Western blot analysis with anti-phospho-p44/42 mitogen-
activated protein kinase (anti-phospho-ERK1/2) and pan-ERK1/2 (A), phospho-p38 mitogen-activated protein kinase (phospho-p38MAPK) and
pan-p38MAPK (B), phospho-c-Jun N-terminal kinase (pan-JNK)1/2 and pan-c-pan-JNK1/2 (C) and (D), phospho-Akt and pan-Akt (E) and regulator
of NF-�B (I�Ba), and b-actin (F). Shown are band intensity (expressed in arbitrary units) of phospho-ERK1/2 (G), p38MAPK (H), JNK1 (I), JNK2 (J)
and Akt (K) normalized to pan-ERK1/2, p38MAPK, JNK1, JNK2 and Akt, respectively. Relative expression of I�Ba protein to b-actin is also shown
(L). The results are representative of three different experiments performed using RA FLSs from three different patients.
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Involvement of ERK1/2, p38MAPK and Akt pathways in
chemerin-induced IL-6 production and cell motility of
fibroblast-like synoviocytes
Next we examined the effects of signal blockade on IL-6
production and cell motility of FLSs to evaluate the
involvement of signal transduction in chemerin-induced
FLS activation. PD98059 (MEK, upstream of ERK1/2,
inhibitor [32]), SB203580 (p38MAPK inhibitor [33]) and
LY294002 (PI3K, upstream of Akt, inhibitor [34]) were
used to block each signaling pathway. Pretreatment with
10 μM PD98059, SB203580 and LY294002 significantly
inhibited chemerin-induced IL-6 production by RA FLSs
(P < 0.05) (Figure 8A). The chemerin-induced enhance-
ment of IL-6 production was not inhibited by polymyxin
B, suggesting the lack of a significant amount of endo-
toxin in this procedure. Furthermore, chemerin-
enhanced cell motility was inhibited by SB203580 and
LY294002, but not by PD98059 (Figures 8B and 8C).

Discussion
In this study, we have shown that chemerin and
ChemR23 are highly expressed in RA synovium. Che-
merin enhanced the production of IL-6, CCL2 and
MMP-3 from RA FLSs and promoted cell motility.
These results suggest that chemerin activates FLSs in
the RA synovium and is probably involved in the patho-
genesis of RA.
Our results show upregulation of chemerin and accu-

mulation of ChemR23+ cells in RA synovium. We found
that chemerin was expressed on synovial lining and sub-
lining cells and on endothelial cells. Moreover, our
study shows that FLSs isolated from RA synovium also
produce chemerin in vitro and that this production is
upregulated by stimulation with TNF-a and IFN-g,
which characterize the inflammatory environment in the
RA synovium. In this regard, it was reported that the
concentration of chemerin in the synovial fluid was
much higher in RA than that in OA (358 ng/ml vs < 1
ng/ml) [9]. ChemR23 was expressed on most macro-
phages, CD1a+ immature DCs and FLSs in RA syno-
vium. A few DC-LAMP+ mature DCs also expressed
ChemR23. It was previously reported that ChemR23 was
expressed on immature DCs derived from peripheral
blood and that the expression was downregulated by
maturation induced by lipopolysaccharide or CD40L [9].
The unique pathway of activation of the chemerin

precursor, prochemerin, has been well-investigated
[13-15,35,36]. Prochemerin is considered to be activated
through C-terminal six- or seven-amino acid processing
by protease and to be produced by neutrophils and mast
cells at inflammatory sites. Neutrophils and mast cells
are known to release protease-rich granules and to
secrete immune mediators to activate themselves and
other immune cells, triggering positive regulatory

feedback that leads to acute or chronic RA inflammation
[37-39]. Considered together, our data suggest that che-
merin is produced at high levels by FLSs in RA syno-
vium and that extracellular protease is produced by
preexistent neutrophils and mast cells converted from
inactive prochemerin into bioactive chemerin, which
have powerful chemoattractant properties for migration
of macrophages and DCs into the RA synovium.
The present results reveal that the expression of

ChemR23 on RA FLSs and chemerin itself activate FLSs
to enhance the production of IL-6 and CCL2. IL-6 is
considered to have pleiotropic functions, including the
regulation of maturation and activation of T and B cells,
macrophages, osteoclasts, chondrocytes and endothelial
cells in RA [40,41]. Clinically, tocilizumab, a humanized
mAb specific for IL-6R, has outstanding anti-inflamma-
tory effects, including suppression of disease activity and
erosive progression in patients with RA that is resistant
to traditional disease-modifying antirheumatic drugs
[42]. CCL2 is known as a prototype chemokine that
attracts monocytes, T cells, NK cells and basophils into
the RA synovium [43]. Therefore, our results indicate
that chemerin may be involved in the enhancement of
local proinflammatory cytokine and chemokine produc-
tion by RA FLSs, leading to persistent amplification of
inflammation in the RA synovium, possibly in an auto-
crine or paracrine manner.
The present results indicate that chemerin enhances

the cell motility of RA FLSs, whereas CCL2 does not
promote FLS migration by this examination procedure.
These data suggest that the effect of chemerin for FLS
mobility is not affected by inducing the production of
CCL2. In the RA joints, the pannus tissue migrates and
invades the cartilage and bone, which contribute to
damaging these structures [44]. FLSs are the predomi-
nant cell type in pannus tissue, especially at the pannus-
cartilage junction [45]. FLSs retrieved from synovial tis-
sues directly cause cartilage degradation when cocul-
tured with macrophages in vitro [46], suggesting that
FLS migration and invasion play a central role in pannus
tissue-related cartilage degradation in RA. Moreover,
our results show that chemerin enhances MMP-3 pro-
duction from RA FLSs, which is a proteolytic enzyme
with cartilage degradation properties. Collectively, our
results suggest that chemerin plays an important role in
cartilage destruction through FLS activation.
The present results show that chemerin enhances the

activation of ERK1/2, p38MAPK and Akt, but not of
JNK1/2 and NF-�B, in FLSs. Moreover, pretreatment
with a specific inhibitor of MEK, p38MAPK, and PI3K
suppressed chemerin-induced IL-6 production, and p38
MAPK and PI3 kinase inhibitor reduced RA FLS cell
motility. These results suggest the involvement of both
the MAPK (including MEK-ERK1/2 and p38MAPK) and
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Figure 8 Involvement of mitogen-activated protein kinase and phosphoinositide 3-kinase-Akt pathways in chemerin-induced
fibroblast-like synoviocyte activation. (A) Rheumatoid arthritis (RA) fibroblast-like synoviocytes (FLSs) were pretreated for 30 minutes with
PD98059 (mitogen-activated protein kinase kinase inhibitor, 10 μM), SB203580 (p38 mitogen-activated protein kinase inhibitor, 10 μM), LY294002
(phosphoinositide 3-kinase inhibitor, 10 μM), or polymyxin B (50 μg/ml) before stimulation with or without 50 nM chemerin for 48 hours. IL-6
production in the supernatant was measured by ELISA. Data are presented as means ± SEM of one of four independent experiments analyzed in
quadruplicate. LY = LY294002; PD = PD98059; polyB = polymyxin B; SB = SB203580. *P < 0.05 relative to treatment with 50 nM chemerin; ns, not
significant. (B) and (C) Effects of PD98059, SB203580 and LY294002 on FLS motility were assessed by scrape motility assay. Representative two-
dimensional photographs of FLS migratory process into the scraped cell-free area (0 and 24 hours) are shown in (B). The number of migrating
cells in the scraped area was counted. Data represent the fold increase in the number of migrating cells, shown in (C). Data are presented as
means ± SEM of one of four independent experiments analyzed in triplicate. *P < 0.05 relative to samples not treated with inhibitor; ns, not
significant.
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PI3K-Akt pathways in chemerin-induced IL-6 produc-
tion by RA FLSs. The p38MAPK and PI3K-Akt path-
ways are also involved in cell motility induced by
chemerin. Chemerin activated macrophage adhesion to
fibronectin by activation of p38MAPK and PI3K-Akt
signaling pathway [47]. These results suggest that che-
merin activates macrophages as well as FLSs in RA
synovium.

Conclusions
Our results identify the important role of chemerin in
the activation of FLSs in RA synovium, suggesting that
chemerin and ChemR23 interaction might play a role in
the pathogenesis of RA.
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運動器外科学分野
軟骨再生学分野

宗田　大
医歯学総合研究科・生体支持組織学系専攻
運動器外科学・教授

1）研究の課題名

（1）前十字靱帯（ACL）損傷膝の問題の解決　
Solution of ACL injured knee related problems 

スポーツ傷害の代表である前十字靱帯（ACL）損傷と
その治療法の発展を長年のテーマとして取り組んでいる。
内側ハムストリング腱を移植腱として用いる2重束再建術
を開発し、臨床的に取り組んできた。本年は2束の初期
張力についての経験のまとめ（1）、さらに術中のNAVIや
Tension meterを用いた研究が出版された（2）。今後この
トピックについて世界的な情報発信をしていく予定である。

ACL損傷を放置すると外傷性関節症を発症する。手術
前後の血清グルコサミン値と患者背景の相関が認められ、
そのまとめを行っている。発症素因について患者の検体を
用いたマイクロアレイ解析により、重要な遺伝子を明らか
にし関節症治療に結びつける取り組みを行っている。

ACL損傷患者は遺伝子的な背景を持つ。マイクロアレ
イ解析、患者の形態評価（3）、動作解析を行うことにより
損傷の予防に効果的な術前、術後の指導法を開発してい
る。またACL受傷の動作解析を留学先でスタッフのKoga 
Hが行った（4,5）。その結果を踏まえてACL損傷予防の取
り組みにも多方面で関わっている（6）。
1. Muneta T, et al. Sports Med Arthrosc Rehabil Ther 

Technol. 2011 28;3：15. 
2. Koga H, Muneta T, et al. Am J Sports Med. 2011 Nov 22. 

[Epub ahead of print]
3. Yamazaki J, Muneta T, et al. Am J Sports Med. 2011 

Feb;39（2）：410-4.
4. Koga H, et al. Am J Sports Med. 2010 38（11）：2218-25
5. Koga H, et al. Clin J Sport Med. 2011 21（3）：271-4.

（2）そのほかの関節疾患についての臨床的取組み
Solution of Problems in Orthopaedic Surgery besides ACL 
injury related surgery

運動器外科学では主に下肢関節疾患の治療を扱ってい

るが、膝関節手術として確立している人工膝関節や人工
股関節の成績向上の臨床的意義は大きい。人工膝関節の
デザイン上後十字靱帯（PCL）を温存するか否かで、コ
ンセプトが異なり、両者の優劣は得られていない。我々
は両膝同時置換例で無作為に双方の使い分け、左右の成
績の検討を行いPCLを切除するデザインの成績が良好
であることを報告した（6）。

十字靱帯損傷に合併する内側の動揺性に対して独自に
開発した方法で10数年来行ってきた。今回成績のまと
めを出版する機会を得た（7）。
6.Yagishita K, Muneta T, et al. J Arthroplasty. 2011 Jun 14. 

[Epub ahead of print]
7.Koga H, Muneta T, et al.　Knee Surg Sports Traumatol 

Arthrosc. 2012 20（1）：88-94.

（3）	骨、軟骨の形成、ホメオスタシスおよび造血微小環境

の制御における骨形成因子BMPの生理機能の解析
Roles of BMPs 2, 4, and 7 during skeletal development, 
in postnatal bone homeostasis, and in intramedullary 
hematopoiesis

　骨形成因子（BMP）ファミリーの中でBMP2, 4, 7は、
胎生期の骨格ならびに生後の骨組織にオーバーラップし
て発現が観察される分子である。私たちは、コンディシ
ョナルノックアウトマウスの解析から、BMP2は生後の
骨のホメオスタシスにおいて必須の分子であり、その欠
損により、骨折後の骨修復の過程が完全に阻害される
ことを明らかとしてきた （Tsuji et al., Nature Genetics, 
2006）。これに対して、BMP4及びBMP7のコンディシ
ョナルノックアウトマウスでは、X線による解析では、
明らかな骨折は確認できず、骨折後の組織修復過程も明
らかな遅延は観察されなかった。生後の骨組織で発現し
ているBMPの中でBMP2のみが重要な生理機能を持っ
ている理由は未だ不明である。一方、BMP4、BMP7を
同時に欠損したマウスにおいては、胎生期の骨形成は生
じるが、生後の骨形成に重篤な障害が生じることが明ら
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かとなった。このことは、BMP4、BMP7の分子機能は
互いに補完しあう関係にあることを示唆している。本研
究では、BMP2, 4, 7の機能的分担をより詳細に検討する
ことで、それぞれの骨、軟骨のホメオスタシスにおけ
る生理機能を明らかとしていくことを目的としている。
BMP4、BMP7を同時に欠損したコンディショナルノッ
クアウトマウスの機能解析とBMP7のコンディショナル
ノックアウトマウスに強制ランニングを加えることによ
りin vivoでの軟骨ホメオスターシスに対するBMP7の
役割を明らかにしつつある。
　近年、骨芽細胞が造血微小環境の主要なコンポーネ
ントである事が示され、その維持にBMPシグナルが関
与する可能性が示唆されている。造血系のホメオスタ
シスにおけるBMP分子の生理機能を検討するため、骨
髄におけるBMPコンディショナルノックアウトマウス
の作成を行い、その表現型の解析をおこなった。骨髄で
BMP4を欠損したマウスでは、赤芽球、T細胞、B細胞、
単球のポピュレーションに変化はなかったが、造血幹
細胞を含む未分化細胞のポピュレーションであるLSK

（Lin-ScaI+c-kit+）細胞分画は、有為に減少していた。
この事は、BMP4の活性が、骨髄微小環境の維持に必要
である可能性を示唆している。さらにBMP2コンディシ
ョナルノックアウトマウスの作成を共同研究で行う予定
である。
　またin vivoの動物実験でザイモサン誘発関節炎モデ
ルで関節炎をコントロールするとともに軟骨代謝を改善
することを示した（8）。またBMP7が腱に注射を行うこ
とによって軟骨分化を起こし、力学的な性質が変化する
可能性を示し、同時に再生半月を促進する可能性が示唆
されている。
8.Takahashi T, Muneta T, Sekiya I, et al. Cell Tissue Res. 

2011 344（2）：321-32. 

（4）	関節症発症及び病態の進行の分子メカニズムの解析

および非侵襲性のマウス関節症モデルの確立
Identification and characterization of the genes in the 
pathogenesis of osteoarthritis and a new model of 
osteoarthritis by forced running in mice

　本研究は、変形性関節症の発症及び進行に関与する遺
伝子の同定及び生理機能の解析を通じて病態の分子メカ
ニズムを明らかとすることを目的としている。ヒト変形
性関節症において、人工膝関節置換術を行った患者の了
承のもと、滑膜サンプルにおける遺伝子発現パターンの
網羅的解析を行った。その結果、骨棘形成の多寡と相関

する遺伝子として、オステオポンチン及びその翻訳後修
飾に関与する酵素であるプロトロンビナーゼを同定した。
まずオステオポンチン並びにトロンビン切断型オステオ
ポンチンの生理機能の解析を膝前十字靱帯の患者からの
関節液と臨床症状を対象として、炎症への関与と治癒に
おける役割に分けて解析している（ORS2012で発表予定）。
関節症研究の展開を広げるため強制的走行機械を用いた
マウスの関節症発症モデルを開発中である。マウスの種
類、卵巣摘出の有無、走行距離などをパラメタ―として、
マウスの非侵襲性の関節症発症モデルを開発中（ORS2012
で発表予定）である。

（5）	間葉幹細胞による再生医療の開発
Repair of intraarticular tissue injury by synovial 
mesenchymal stem cells

私たちのこれまでの解析によると、正常膝関節液中の
間葉幹細胞はわずかにしか存在しないが、前十字靭帯損
傷や軟骨損傷を有する膝の関節液中には100倍以上の間
葉幹細胞が存在する。また、前十字靭帯、半月板、滑膜
等の関節内組織由来の間葉幹細胞は、骨髄液、皮下脂肪、
骨格筋等の関節外組織由来の間葉幹細胞と比較し、互い
に遺伝子プロファイルが類似する。さらに滑膜由来の間
葉幹細胞を関節内に投与すると、損傷組織部位に接着し、
修復に寄与する。関節軟骨、半月板、靭帯等の関節内組
織損傷により、間葉幹細胞が滑膜から関節液中に動員さ
れ、損傷部位に接着し、組織修復に貢献する機序の存在
が予測される。しかし、実際には動員または損傷部位に
接着する幹細胞の数が限られるため、自然治癒には限界
があるものと推察される。より軟骨欠損モデルを用いて、
より効率の良い滑膜幹細胞の移植法を工夫している。

私たちは、これまでの基礎研究の成果を踏まえ、滑膜
の間葉幹細胞を体外で自己血清を使用して増殖させ、人
工素材を使用せずに、関節鏡視下で、軟骨欠損部に移植
する、関節軟骨の再生医療を開始している。家兎の椎間
板変性モデルに対する滑膜幹細胞移植の有用性を検討し
た（9）。

　本年は関節症変化の重要な構造である半月板の再生
促進法を種々の動物（ラット、家兎、ミニブタ）で行っ
てきた。内側半月板の前方2分の1の切除モデルを用い
て、滑膜幹細胞を移植することにより有意に半月板再生
を促進することを認めている。ミニブタを用いた研究が
Cytotherapy にアクセプトされた。治癒促進法について
さらに細かい具体的な検討を重ねている（ORS2012で
発表予定）。
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一方将来の企業化を見据えて、同種の滑膜幹細胞移植
の研究も進めている。ラット半月板欠損モデルを用いた
結果としては、minor mismatchの移植では自家移植と
遜色ない再生促進が得られるが、major mismatchでは
コントロールと同様の効果しか得られていない（ORS2012
で発表予定）。

歯学部とのイノベーション研究もまとめの段階に入っ
た。歯肉の間葉幹細胞の増殖能・多分化能は、歯髄、歯
根膜細胞よりも優れ、特に骨分化能は将来の臨床的な応
用も考慮できることを見出している。

2）

3）発表の研究内容についての英文要約
Bere	T,	Florenes	TW,	Krosshaug	T,	Koga	H,	Nordsletten	
L,	Irving	C,	Muller	E,	Reid	RC,	Senner	V,	Bahr	R.	
Mechanisms	of	anterior	cruciate	ligament	injury	in	world	
cup	alpine	skiing：	a	systematic	video	analysis	of	20	
cases.	Am	J	Sports	Med	39（7）：1421-9,	2011.
This study was undertaken to qualitatively describe 
the mechanisms of anterior cruciate ligament injury 
in World Cup alpine skiing. Three main categories of 
injury mechanisms were identified： slip-catch, landing 
back-weighted, and dynamic snowplow. The slip-catch 
mechanism accounted for half of the cases （n = 10）, and 
all these injuries occurred during turning, without or before 
falling. The skier lost pressure on the outer ski, and while 
extending the outer knee to regain grip, the inside edge 
of the outer ski caught abruptly in the snow, forcing the 
knee into internal rotation and valgus. The same loading 
pattern was observed for the dynamic snowplow （n = 3）. 
The landing back-weighted category included cases （n = 4） 
where the skier was out of balance backward in flight after 
a jump and landed on the ski tails with nearly extended 
knees. The suggested loading mechanism was a combination 

of tibiofemoral compression, boot-induced anterior drawer, 
and quadriceps anterior drawer. Based on this video 
analysis of 20 injury situations, the main mechanism of 
anterior cruciate ligament injury in World Cup alpine skiing 
appeared to be a slip-catch situation where the outer ski 
catches the inside edge, forcing the outer knee into internal 
rotation and valgus.

Gamer,	L.W.,	Tsuji,	K.,	Cox,	K.,	Capelo,	L.P.,	Lowery,	J.,	
Beppu,	H.,	and	Rosen,	V.	BMPR-II	is	dispensable	for	
formation	of	the	limb	skeleton.	Genesis	49：	719,	2011
Initiation of BMP signaling is dependent upon activation 
of Type I BMP receptor by constitutively active Type II 
BMP receptor. Three Type II BMP receptors have been 
identified; Acvr2a and Acvr2b serve as receptors for BMPs 
and for activin-like ligands whereas BMPR-II functions 
only as a BMP receptor. As BMP signaling is required 
for endochondral ossification and loss of either Acvr2a or 
Acvr2b is not associated with deficits in limb development, 
we hypothesized that BMPR-II would be essential for BMP 
signaling during skeletogenesis. We removed BMPR-II from 
early limb mesoderm by crossing BMPR-II floxed mice with 
those carrying the Prx1-Cre transgene. Mice lacking limb 
expression of BMPR-II have normal skeletons that could not 
be distinguished from control littermates. From these data, 
we conclude that BMPR-II is not required for endochondral 
ossification in the limb where loss of BMPR-II may be 
compensated by BMP utilization of Acvr2a and Acvr2b.

Kokabu,	S.,	Gamer,	L.,	Cox,	K.,	Lowery,	J.,	Tsuji,	K.,	Raz,	
R.,	Economides,	A.,	Katagiri,	T.,	and	Rosen,	V.	BMP3	
Suppresses	Osteoblast	Differentiation	of	Bone	Marrow	
Stromal	Cells	via	Interaction	with	Acvr2b.	Mol	Endocrinol	
26：	87,	2012.
Enhancing bone morphogenetic protein （BMP） signaling 
increases bone formation in a variety of settings that target 
bone repair. However, the role of BMP in the maintenance 
of adult bone mass is not well understood. Targeted 
disruption of BMP3 in mice results in increased trabecular 
bone formation, whereas transgenic overexpression of 
BMP3 in skeletal cells leads to spontaneous fracture, 
consistent with BMP3 having a negative role in bone mass 
regulation. Here we investigate the importance of BMP3 
as a mediator of BMP signaling in the adult skeleton. We 
find that osteoblasts （OBL） and osteocytes are the source 
of BMP3 in adult bone. Using in vitro cultures of primary 
bone marrow stromal cells, we show that overexpression 
of BMP3 suppresses OBL differentiation, whereas loss 
of BMP3 increases colony-forming unit fibroblasts and 
colony-forming unit OBL. The ability of BMP3 to affect 
OBL differentiation is due to its interaction with activin 
receptor type 2b （Acvr2b） because knockdown of 
endogenous Acvr2b in bone marrow stromal cells reduces 
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the suppressive effect of BMP3 on OBL differentiation. 
These findings best fit a model in which BMP3, produced 
by mature bone cells, acts to reduce BMP signaling 
through Acvr2b in skeletal progenitor cells, limiting their 
differentiation to mature OBL. Our data further support 
the idea that endogenous BMPs have a physiological role in 
regulating adult bone mass.

Koga	H,	Bahr	R,	Myklebust	G,	Engebretsen	L,	Grund	T,	
Krosshaug	T.	Estimating	anterior	tibial	translation	from	
model-based	image-matching	of	a	noncontact	anterior	
cruciate	ligament	injury	in	professional	football：	a	case	
report.	Clin	J	Sport	Med	21（3）：271-4,	2011.
Although video analysis is the only method available to 
extract kinematic data from real injury situations to clarify 
the mechanisms for noncontact anterior cruciate ligament 

（ACL） injury, most studies have been limited to simple 
visual inspection, the accuracy of which has been shown 
to be limited. As an alternative, a model-based image-
matching （MBIM） technique has been developed to extract 
joint kinematics from uncalibrated video recordings. This 
technique has been validated in noninjury situations in 
a laboratory environment and has also been found to be 
feasible for use in actual ACL injury situations. This study 
presents a noncontact ACL injury situation in a male 
footballer recorded during a television broadcast using 4 
high-definition cameras from different views, including 2 
high-speed recordings. We have used the MBIM technique 
to describe the detailed joint kinematics, including tibial 
translations.

Koga	H,	Muneta	T,	Yagishita	K,	Ju	YJ,	Sekiya	I.	Surgical	
management	of	grade	3	medial	knee	injuries	combined	
with	cruciate	ligament	injuries.	Knee	Surg	Sports	
Traumatol	Arthrosc	20（1）：88-94,	2012.
Although various surgical procedures have attempted to 
restore valgus stability in medial knee injuries, so far none 
has achieved satisfactory results. The purpose of this study 
was to assess clinical outcome for patients with grade 
3 valgus instability who were treated according to our 
surgical management strategy. 

Koga	H,	Muneta	T,	Yagishita	K,	Ju	YJ,	Sekiya	I.	The	
Effect	of	Graft	Fixation	Angles	on	Anteroposterior	and	
Rotational	Knee	Laxity	in	Double-Bundle	Anterior	Cruciate	
Ligament	Reconstruction：	Evaluation	Using	Computerized	
Navigation.	Am	J	Sports	Med	（in	press）.
One of the main differences affecting outcome between 
single-bundle and double-bundle anterior cruciate ligament 

（ACL） reconstructions may be graft fixation angles and 
initial force settings; however, there has been little research 
to investigate these effects in either technique. In this in 
vivo laboratory model, double-bundle ACL reconstruction 

with fixation of AMB （anteromedial bundle） at 20° and 
PLB （posterolateral bundle ） at 20° or 45° restored better 
stability than single AMB or single PLB reconstruction in 
which the graft was of smaller size.

◎Sekiya	I,	Ojima	M,	Suzuki	S,	Yamaga	M,	Horie	M,	Koga	
H,	Tsuji	K,	Miyaguchi	K,	Ogishima	S,	Tanaka	H,	Muneta	T.	
Human	mesenchymal	stem	cells	in	synovial	fluid	increase	
in	the	knee	with	degenerated	cartilage	and	osteoarthritis.	J	
Orthop	Res	（in	press）.
We investigated whether mesenchymal stem cells 

（MSCs） in synovial fluid （SF） increased in the knee with 
degenerated cartilage and osteoarthritis. SF was obtained 
from the knee joints of 22 patients with anterior cruciate 
ligament （ACL） injury during ACL reconstruction, and 
cartilage degeneration was evaluated arthroscopically. 
SF was also obtained from the knee joints of 6 healthy 
volunteers, 20 patients with mild osteoarthritis, and 26 
patients with severe osteoarthritis, in which the grading 
was evaluated radiographically. The cell component in 
the SF was cultured for analyses. Synovium （SYN） and 
bone marrow （BM） were also harvested during total knee 
arthroplasties. The MSC number in SF was correlated with 
the cartilage degeneration score evaluated by arthroscopy. 
The MSC number in the SF was hardly noticed in normal 
volunteers, but it increased in accordance with the grading 
of osteoarthritis. Though no significant differences were 
observed regarding surface epitopes, or differentiation 
potentials, the morphology and gene profiles in SF MSCs 
were more similar to those in SYN MSCs than in BM 
MSCs. We listed 20 genes which were expressed higher 
in both SYN MSCs and SF MSCs than in BM MSCs, and 
3 genes were confirmed by quantitative RT-PCR. MSCs 
in SF increased along with degenerated cartilage and 
osteoarthritis.

Takahashi,	T.,	Muneta,	T.,	Tsuji,	K.,	and	Sekiya,	I.	BMP-
7	inhibits	cartilage	degeneration	through	suppression	of	
inflammation	in	rat	zymosan-induced	arthritis.	Cell	Tissue	
Res	344：	321,	2011.
Bone morphogenetic protein-7 （BMP-7） regulates cartilage 
metabolism and promotes matrix synthesis. However, 
the effect of BMP-7 on inflammatory arthritis remains 
unknown. We investigated the effect and mechanism of 
exogenous BMP-7 on cartilage and synovium in vivo in 
rat zymosan-induced arthritis. Zymosan was injected into 
the left knees of Wistar rats. Phosphate-buffered saline or 
BMP-7 at 10, 100, or 1000 ng per joint was injected into 
the left knee every 2 days. Normal joints acted as normal 
controls. The knee joints were analyzed histologically 
and immunohistologically at 14 days. Joint swelling was 
evaluated by measuring the transverse diameter of the 
knee joints. Synovial lysates were collected, and the 
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concentrations of interleukin-1β （IL-1β）, IL-6, and IL-
10 were measured by enzyme-linked immunosorbent 
assay. Intra-articular injection of zymosan resulted 
in acute inflammation and was followed by cartilage 
degeneration. Local administrations of BMP-7 inhibited 
this loss of cartilage matrix in a dose-dependent manner. 
Immunohistochemical analysis demonstrated enhanced type 
II collagen levels in cartilage and enhanced BMP-7 levels in 
cartilage and synovium after exogenous BMP-7 treatment. 
Joint swelling and cell infiltration into synovium were 
significantly reduced by BMP-7 injections. Administration 
of BMP-7 decreased IL-1β production significantly and 
increased IL-10 production in the synovium. Thus, intra-
articular injections of BMP-7 had a protective effect on 
cartilage degeneration in the inflammatory arthritis model 
by enhancing levels of BMP-7 in cartilage and suppressing 
the production of IL-1β in synovium.

Muneta	T,	Koga	H,	Ju	YJ,	Yagishita	K,	Sekiya	I.　Effects	
of	different	initial	bundle	tensioning	strategies	on	the	
outcome	of	double-bundle	ACL	reconstruction：	a	cohort	
study.　Sports	Med	Arthrosc	Rehabil	Ther	Technol.	2011	
Jul	28;3：15.
This study was performed to investigate the effects of 
different strategies and initial tension applied to each one 
of the bundles, antero-medial （AM） and postero-lateral 

（PL）, on clinical outcome in double bundle （DB） ACL 
reconstruction.
One hundred fifty-one primary unilateral DB ACL 
reconstructions performed by a single surgeon from 1994 
through 2002 were included in the study with a follow-up 
of at least 24 months. They were divided in the following 3 
groups： Group I - Higher initial tension applied manually in 
the AM bundle compared to PL. II - Higher tension applied 
in the PL bundle compared to AM. III - The 2 bundles 
were attempted to be equally tensioned. All fixations 
were performed in 30 degrees of flexion. Clinical outcome 
was retrospectively evaluated by use of knee range of 
motion, manual knee laxity tests, KT-1000, Lysholm knee 
scale, subjective recovery scale and sports performance 
recovery scale. Group I showed a significant extension 
deficit compared with groups II and III. ANOVA revealed 
a significant difference of anterior laxity measured by the 
KT-1000 （average KT difference of 2.1, 2.1 and 1.2 mm in 
Group I, II and III, respectively）. A statistical difference 
was found among the three groups regarding subjective 
and sports performance recovery scales with Group II 
showing higher scores in recovery than Group I.
The current clinical study does not recommend manual 
maximum of initial tension applied to the anteromedial or 
posterolateral bundles with graft tension imbalance at 30 
degrees of flexion in double-bundle ACL reconstruction to 
achieve a better clinical outcome. 

Yagishita	K,	Muneta	T,	Ju	YJ,	Morito	T,	Yamazaki	J,	
Sekiya	I.	High-flex	Posterior	Cruciate-Retaining	vs	Posterior	
Cruciate-Substituting	Designs	in	Simultaneous	Bilateral	
Total	Knee	Arthroplasty	A	Prospective,	Randomized	Study.	
J	Arthroplasty	（in	press）.
The superiority between the posterior cruciate-retaining 
and the posterior cruciate-substituting designs still remains 
controversial. We performed a prospective, randomized 
control study for evaluation of the superiority of these 
designs. This study investigated 58 knees in 29 patients 
with simultaneous bilateral total knee arthroplasty, in 
which the high-flex CR design was randomly implanted 
in one knee and the high-flex PS design was implanted in 
the other knee. The follow-up duration averaged 5.0 years, 
with a minimum duration of 3 years. Postoperatively, 
Knee Score and pain points in Knee Score resulted in no 
significant differences between the 2 designs. However, 
postoperative arc of range of motion, patient satisfaction, 
and posterior knee pain at passive flexion in the PS design 
were significantly superior to that of the CR design.

Yamazaki	J,	Muneta	T,	Koga	H,	Sekiya	I,	Ju	YJ,	Morito	T,	
Yagishita	K.	Radiographic	description	of	femoral	tunnel	
placement	expressed	as	intercondylar	clock	time	in	
double-bundle	anterior	cruciate	ligament	reconstruction.	
Knee	Surg	Sports	Traumatol	Arthrosc.	2011	Mar;19（3）：
418-23.
The purpose of this study was to propose an objective 
description of femoral tunnel position expressed as time 
of the intercondylar clock in ACL reconstruction using a 
simple radiograph for the sake of objective discussion and 
technical improvement. The reproducibility of the method 
was evaluated in double-bundle （DB） reconstructions.
The o'clock descriptions of femoral tunnel placement 
resulted in noon 40 min （standard deviation （SD）： 10 min） 
for the AM bundle and one o'clock 40 min （SD： 20 min） for 
the PL bundle on average in the "isometric" reconstruction. 
In the "anatomic" reconstruction, the time descriptions of 
femoral tunnel placement were one o'clock 20 min （SD： 10 
min） for the AM bundle and two o'clock 20 min （SD： 20 
min） for the PL bundle on average. With the intra-examiner 
reproducibility assessment in the "anatomic" reconstruction, 
the differences between first and second assessments 
averaged 10 min （SD： 7 min） for femoral tunnel placement 
of the AM bundle and 12 min （SD： 9 min） of the PL 
bundle. Regarding the inter-examiner reproducibility, the 
differences between two examiners averaged 9 min （SD： 
6 min） for femoral tunnel placement of the AM bundle and 
14 min （SD： 9 min） of the PL bundle.
This simple radiographic assessment is reproducible and 
reliable for clinical use, and useful for the evaluation of ACL 
reconstructive procedures.
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Yamazaki	J,	Muneta	T,	Ju	YJ,	Morito	T,	Okuwaki	T,	Sekiya	
I.	Hip	acetabular	dysplasia	and	joint	laxity	of	female	
anterior	cruciate	ligament-injured	patients.	Am	J	Sports	
Med.	2011	Feb;39（2）：410-4.
It has been noted that some female anterior cruciate 
ligament-injured patients have complaints of both coxalgia 
and joint laxity. To know if these are due to acetabular 
dysplasia and generalized joint laxity, we performed cohort 
analyses.
Hip radiographs of 100 female anterior cruciate ligament-
injured patients and 40 female athletes without any hip 
joint complaints or history of anterior cruciate ligament 
injury were evaluated by measuring their center-edge angle 

（CEA）. In addition, generalized joint laxity tests using 8 
items were performed for anterior cruciate ligament-injured 
patients. Anterior-posterior （A-P） tibiofemoral translation 
of the uninjured knee was measured using a KT-1000 knee 
arthrometer to evaluate joint laxity under anesthesia before 
anterior cruciate ligament reconstruction.
The average （± standard deviation） CEA of female 
anterior cruciate ligament-injured patients was 25.5° ± 5.3° 

（uninjured side） and 25.8° ± 4.8° （injured side）, and that 
of the control group was 28.2° ± 4.2° （right side） and 
29.2° ± 5.7° （left side）, both P < .05. Among the 100 
patients with anterior cruciate ligament tears, both 
the generalized joint laxity score and A-P tibiofemoral 
translation of the group with acetabular dysplasia （CEA 
of <25°, n = 37） were significantly greater than that of 
the normal group （CEA of ≧25°, n = 63）. There was a 
negative correlation between the CEA of female anterior 
cruciate ligament-injured patients and both the generalized 
joint laxity score and A-P tibiofemoral translation.
The CEA of female anterior cruciate ligament-injured 
patients was significantly smaller than that of the control 
group. Statstical analysis showed a moderate negative 
correlation between the CEA and generalized joint laxity 
score. Female athletes with an anterior cruciate ligament 
injury had an increased prevalence of acetabular dysplasia 
and generalized joint laxity.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点体制）

間葉幹細胞を用いた新規治療：これまで教室のメイン
テーマとして滑膜幹細胞の細胞移植による関節軟骨欠損
の治療を臨床応用まで高めた。さらに性能の良い修復法
を検討し、microsphere法を次のステップ候補として研
究している（ORS2012で発表予定）。また適切なサイズ
や細胞数についても詳細に検討を進めている

滑膜幹細胞の臨床応用を米国の施設とも共同して臨床
応用を進めていく計画が進んでいる。また関節軟骨欠損

の治療ばかりでなく、他の関節構造、特に変形性関節症
の進展の主要素の1つと考えられる半月板の再建に滑膜
幹細胞を応用する基礎的研究が進んでいる。

各種BMPの機能解析と新規治療法の開発：各種BMP
を発生過程さらに生後の必要な時期にノックアウト、ノ
ックダウンする技術を駆使して研究をしてきた研究者を
GCOEの国際シャペロン教官として教室に得た。M・D
タワーに教室が移転し、ノックアウトマウスの飼育スペ
ースも確保され、BMP4, BMP7のコンディショナルノ
ックアウトマウスの作成に成功した。現在解析中である。
Harvard大学との共同研究も引き続いて行われている。

膝前十字靱帯損傷治療などの主要関節手術の成績改善：
高い臨床治療実績、長年のACL 研究、解剖学的研究に
基づいた再建手術の最適化に加えて、バイオメカ研究によ
ってACL損傷患者の特徴を明らかにしつつある。またフィ
ールドスタディも進みつつある。その他人工関節手術の向
上のために臨床研究を主体として取り組んでいる。
B（研究教育環境）

　M・Dタワーへの引っ越しにより教室の研究面積が3
倍増した。新しい動物実験設備も完備し、遺伝子組み換
え実験室も整った。GCOE事業担当分野間の共同研究も
複数進行している。教育スタッフの増員によって大学院
生各人に対する個別教育の時間が増し、同時に複数の研
究テーマを扱うことを大学院生のルーチンにしている。
昨年10月に再生医療ハイウェープログラムに滑膜幹細
胞を用いた半月板再生が採択され、10年のグラントを
得ることができ、研究費が飛躍的に充実した。
C（人材確保）

　国際シャペロンの分野への採用により研究の幅が広が
り、教育の充実化が図られた。毎年3,4人の大学院生を
受け入れ、国外からの留学生も慎重な選択のもとに受け
入れている。
D（人材育成）

　週3回の早朝カンファランスと勉強会により、研究基
盤として最新研究に遅れないように留意している。海外
の著名な研究者や新進の研究者に積極的に依頼し、セミ
ナーを適時開催している。セミナーの前後に大学院生に
個別の指導を依頼し、実施している。国際シャペロンの
分野への採用により教育の充実化が図られた。　
E（国際化）

　国際シャペロンとの関係からHarvard大学歯学部との
2つの共同研究プロジェクトを立ち上げた。滑膜幹細胞
を用いた関節軟骨細胞治療の臨床研究が米国テキサス州
の病院と進みつつある。
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　大学院生卒業生が米国とノルウェーに留学し業績を挙
げている。大学院卒業生の留学率が増加している。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　GCOEにより新たに教室に加わった国際シャペロン教
官による各種改変マウスを駆使したBMP研究の推進。
シャペロン教官による大学院生の個別教育の充実。滑膜
幹細胞を用いた治療法の臨床応用の推進と間葉幹細胞研
究の対象の広域化。国際的な共同研究の推進。事業者間
の共同研究の立ち上げ。

6）英文原著論文
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of allogeneic synovial mesenchymal stem cells into 
cartilage defects in pigs. Cytotherapy （in press）.
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7）総説ならびに著書　
池田浩夫

主な疾患の診療の進め方　前十字靱帯以外の膝靭帯
単独損傷、整形外科臨床パサージュ7 下肢のスポー
ツ外傷と障害、222-233、2011

古賀英之
バスケットボールにおけるACL損傷時のビデオ分析、
復帰を目指すスポーツ整形外科、p123-124、2011。

神野哲也
変形性股関節症.運動器の痛み　プライマリケア　股
関節の痛み.　菊地臣一編集、pp181-190、2011,　南
江堂

神野哲也
関節痛,四肢痛.小児の治療薬の選び方と使い方.土井
庄三郎編集,pp438-443,2011,羊土社
神野哲也：ストレスシールディング.特集：THAの
合併症対策.関節外科,2012.1刊行予定.

古賀英之、宗田　大、関矢一郎
膝十字靱帯損傷に合併した3度膝内側側副靱帯損傷
に対するつり上げ修復法
Bone Joint Nerve 2012
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古賀英之
IOC World Conference on Prevention of Injury & 
Illness in Sport報告記
臨床スポーツ医学28（9）：1052-1055, 2011.

小林英司、関矢一郎、山本博徳
外科医のためのトランスレーショナルリサーチ
〜ブタを用いた研究に夢をのせて〜
Medical Torch　p31-37 Vol.7 No.1 2011 

朱　寧進、宗田　大
柔道・相撲における膝前十字靭帯損傷の診断と治療
復帰をめざすスポーツ整形外科 539-543 Medical 
View社2011.4.10

朱　寧進、宗田　大
半月板・靭帯障害特集：運動器の痛み –その診断と
治療-, 牛田享宏編
Monthly Book Orthopaedics 24,（5）： 75-82, 2011、
全日本病院出版会

関矢一郎、宗田　大
滑膜間葉幹細胞を使った軟骨再生
再生医療叢書 第6巻　骨格系
朝倉書店　2012

関矢一郎、宗田　大
滑膜間葉幹細胞の役割と低侵襲な軟骨再生への応用
雑誌整形外科　2012　整形トピックス　

関矢一郎、宗田　大
変形性膝関節症をめぐる進歩
滑膜由来の幹細胞による再生医療
Bone Joint Nerve 2012

関矢一郎、宗田大
再生医学のいま　基礎研究から臨床への展開に向けて
滑膜幹細胞を用いた関節軟骨再生
治療　2011

関矢一郎
滑膜間葉幹細胞を用いた関節軟骨再生
クリニカルカルシウム　p83-93 Vol.21 No.6 2011

関矢一郎
軟骨再生の概要と応用の可能性　
医事新報 p59-61 No. 4548　2011

関矢一郎・宗田　大
半月板の再生医療
臨床整形外科 p42-45 Vol. 46 No.1 2011

仁賀定雄、池田浩夫
サッカーにおけるハムストリング肉離れの診断と治
療.復帰を目指すスポーツ整形外科.メジカルビュー

社（宗田大編集） 387-393, 2011.
仁賀定雄

骨盤・股関節のスポーツ外傷・障害の特性.新版ス
ポーツ整形外科.南江堂（中嶋寛之監修）231-233、
2011

仁賀定雄
鼠径部痛症候群.新版スポーツ整形外科.南江堂（中
嶋寛之監修）237-243、2011

仁賀定雄
骨盤・股関節周囲の外傷（恥骨結合炎）.コーチとプ
レーヤーのためのサッカー医学テキスト.金原出版
.160-162、2011

仁賀定雄
鼠径部痛症候群.コーチとプレーヤーのためのサッカ
ー医学テキスト.金原出版.166-171、2011

仁賀定雄
スポーツ選手の鼠径部痛.下肢のスポーツ外傷と障害

（整形外科パサージュ7）.中山書店（中村耕三総監修、
宗田大専門編集）164-177、2011

林　将也、宗田　大、関矢　一郎
BMP7による変形性関節症の予防
Bone Joint Nerve 2012

宗田　大
膝ACL最前線。整形外科リハビリテーション学会誌
13： 27-30, 2010

宗田　大
変形性関節症の診断と治療。医学の歩み「ロコモテ
ィブシンドローム」中村耕三企画。236（5）：494 ‐
500,2011.1.29

宗田　大
変形性膝関節症の診断と治療。医学のあゆみVol.236 
No.5：494-500, 2011.1.29

川口浩、宗田　大、出家正隆、戸山芳昭
変 形 性 膝 関 節 症 治 療 の 現 状 と 将 来。HUMAN 
SCIENCE APRIL 2011, 4-12

宗田　大
屈 筋 腱 を 用 い る 前 十 字 靱 帯 再 建 術。整 形 外 科
Surgical Technique 1： 29-46, 2011

宗田　大
変形性膝関節症を予防・克服するための運動療法　
CLINICIAN 11 No.603： 1269-1274

宗田　大（専門編集）中村耕三（総編集）
下肢のスポーツ外傷と障害。整形外科臨床パサージュ
7.中山書店　2011.3.25　
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宗田　大
スポーツ選手の伸展機構障害以外の膝の障害。宗田  
大（専門編集）中村耕三（総編集）：下肢のスポーツ
外傷と障害。整形外科臨床パサージュ7.中山書店　
2011.3.25　P.269-281

宗田　大
復帰をめざすスポーツ整形外科。メジカルビュー社、
2011.4.10

宗田　大
バレーボールにおける手関節肘関節外傷・障害の診
断と治療。復帰をめざすスポーツ整形外科。メジカ
ルビュー社、p.162-165, 2011.4.10

宗田　大
バレーボールにおけるひざ前十字靱帯損傷の診断と治
療。復帰をめざすスポーツ整形外科。メジカルビュー社、
p.166-172, 2011.4.10

宗田　大
運動器の部位別にみた痛みの発生源と主な疼痛性疾
患「膝関節」。山下敏彦（専門編集）中村耕三（総編集）：
運動器のペインマネジメント。整形外科臨床パサー
ジュ8.中山書店　2011.4.25　P.88-104

宗田　大
前十字靱帯再再建術。膝関節の手術。専門編集 黒坂
昌弘。中山書店　2011.9.20、P.94-101.

宗田　大、水田博志
「変形性膝関節症の介入研究の短期成績」序文　第
83回日本整形外科学術総会シンポジウム、日整会誌
85： 731-732, 2011

柳下和慶
高気圧酸素治療による再建ACLの治癒促進.特集
ACL再建術後のスポーツ復帰.関節外科30（1）：35, 
2011

柳下和慶
【高気圧酸素治療の基礎知識　安全な治療のために】 
高気圧酸素治療で知っておきたい副作用と注意点（解
説/特集）. Clinical Engineering. 22（3）：216, 2011.

柳下和慶
わが国において高気圧酸素療法による医療水準の底
上げは可能か? 外保連活動による診療報酬改定活動
の報告と今後の方向性.日本高気圧環境・潜水医学会
雑誌 46（3）：128, 2011.

8）平成23年度までの自己評価
GCOEの国際シャペロンが教室に加わったことにより

基礎的研究と教育の密度が増し、新しい研究が芽生えつ
つある。教室も活気を増した。新棟に引っ越し研究環境
も改善した。しかし本年度の基礎研究論文数は少なく、
来年度の飛躍が待たれる。

一方10年のグラントを得て、研究費がふんだんに用
いることができる環境になったことは非常に大きな収穫
だった。これをもとに研究の質をあげ大動物研究を増加
させる計画が実現しつつある。臨床面での滑膜幹細胞を
用いた軟骨治療に対する一層の改善と発展が求められる。

9）和文原著論文　
酒井朋子, 柳下和慶

人工膝関節抜去時の人工関節型カスタムメイドセ
メントスペーサーの有効性.整形外科 62（7）：627, 
2011.

朱　寧進、宗田　大、山賀美賀、柳下和慶、古賀英之、
関矢一郎、大川　淳

変形性膝関節症に対する積極的膝伸展・屈曲訓練介
入研究の短期成績
日整会誌740-744, 85（10）2011

中川 裕介、浅野浩司、中村 香織
前十字靭帯及び後十字靱帯付着部剥離骨折の1例　
JOSKAS （in press）.

仁賀定雄
ACL再建術後のスポーツ復帰（プロサッカー）、関
節外科、Vol.30 No1, 86-93, 2011

仁賀定雄
サッカーによる神経系障害.神経内科 Vol.75 No.5, 
444-449, 2011

結城新、仁賀定雄、池田浩夫、吉村英哉、岩澤大輔、林
将也、中川裕介

プロサッカー選手に生じた大腿直筋肉近位腱断裂の2例
日本整形外科スポーツ医学会　VOL.31 NO.3 267-273

10）学会発表（英文）
1. Otabe K,Regenerative Property of Mesenchymal Stem 

Cells in Oral Tissues. Orthopedic Research Society 
Annual Meeting、Poster presentation、Long Beach、

January 2011
2. Koga H, Bahr R, Myklebust G, Engebretsen L, Muneta 

T, Sekiya I, Krosshaug T. A New Hypothesis for ACL 
Injury Mechanisms based on Video Analysis using 
Model-Based Image-Matching Technique. International 
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Symposium on Ligaments & Tendons - XI, Oral, Long 
Beach, CA, USA, 2011.1.12

3. Koga H, Bahr R, Myklebust G, Engebretsen L, Grund 
T, Muneta T, Sekiya I, Krosshaug T. The First Ever 
Video Analysis of Anterior Tibial Translation in a 
Non-contact ACL Injury Situation Using Model-based 
Image-matching Technique. 57th Annual Meeting of the 
Orthopaedic Research Society, Poster, Long Beach, CA, 
USA, 2011.1.13-16

4. Takahashi T, Muneta T, Tsuji K, Sekiya I. BMP-7 
inhibits cartilage degeneration through suppression 
of inflammation in rat zymosan-induced arthritis. 57th 
Annual Meeting of the Orthopaedic Research Society, 
Poster, Long Beach, CA, USA, 2011.1.13-16

5. Nakamura T, Sekiya I, Hatsushika D, Horie M, Tsuji 
K, Muneta T, Kawarasaki T, Watanabe A, Hishikawa 
S, Fujimoto Y, Tanaka H, Kobayashi E. Synovial 
Mesenchymal Stem Cells Transplantation Contributes 
to Cartilage Regeneration in Porcine Model. Orthopaedic 
Research Society 2011, Poster, Long Beach, CA, 
2011.1.13-16

6. Miyatake, K;  Yamaga, M　Sekiya, I 　Muneta, T and  
Tsuji, K. Human chitinase 3-like protein 2 （YKL39）
; an osteoarthritis-associated gene which enhances 
adipogenic differentiation of synovial fibroblasts. 
Orthopaedic Research Society 2011, Poster, Long Beach, 
CA, 2011.1.13-16

7. Koga H, Bere T, Bahr R, Krosshaug T. Kinematics 
of a slip-catch mechanism for　anterior cruciate 
ligament injury in World Cup alpine skiing. IOC World 
Conference on Prevention of Injury & Illness in Sport, 
Oral, Monaco, 2011.4.7-9

8. Jinno T, Koga D, Yamauchi Y, Asou Y, Taniguchi 
N, Hasegawa S, Matsubara M, Morita S, Okawa A, 
Muneta T： Effects of hydroxyapatite-coating for 
acetabular components on radiographical results of 
total hip arthroplasty. 84th Annual Meeting of Japanese 
Orthopaedic Association, Oral （Web開催）, Yokohama, 
2011.5.12-15

9. Okazaki F, Yagishita K, Togawa S, Kato T, Kojima 
Y, Niwa Y, Mano Y. Hyperbaric oxygen therapy for 
radiation-induced hemorrhagic cystitis and proctitis. 
The 44th Undersea and Hyperbaric Medical Society 

（UHMS） Annual Scietific Meeting（2011年6月16日、
Fort-Worth, Texas, USA）

10. Watanabe T, Banks S, Kreuzer S, Leffers K, Dunbar 
N, Iorgulescu A, Jones J, Conditt M. Deep Flexion 
Kinematics with Robotic Modular Knee Arthroplasty. 
11th  Annual meeting of International Society for 
Computer Assisted Orthopaedic surgery （CAOS）, 
Podium, London, 2011/6/17

11. Yamaga M, Tsuji K, Miyatake K, Yamada J, Sekiya I, 
Muneta T. OSTEOPONTIN LEVEL IN SYNOVIAL 

FLUID IS ASSOCIATED WITH THE SEVERITY OF 
KNEE JOINT PAIN. 2011　OARSI,　Oral, San Diego, 
CA, 2011.9.15

12. Tsuji K., Sekiya I., Muneta T. BMP4 Regulates the 
Hematopoietic Stem Cell Niche Size in Bone Marrow. 
American Society for Bone and Mineral Research, Oral, 
San Diego, CA USA, September 16-20, 2011

13. Toshifumi Watanabe; Michael Conditt; Scott Banks; 
Stefan Kreuzer; Kevin Leffers; Takeshi Muneta; Jennifer 
Jones. Deep Flexion Kinematics With Robotic Modular 
Knee Arthroplasty
International Society For Technology in arthroplasty 

（ISTA） 2011, Poster, Brugge, 2011/9/20-23
14. Koga H, Muneta T, Sekiya I. Effect of graft fixation 

angles on knee kinematics, graft tension curves and 
load sharing in double-bundle anterior cruciate ligament 
reconstruction. International Symposium on Ligaments 
& Tendons - XII, Oral, San Francisco, CA, USA, 2012.2.3

15. Watanabe, T; Ishizuki, M; Muneta, T; Dunbar, N; 
Iorgulescu, A; Banks, S A. Kinematic comparison of 
fixed-and mobile-bearing total knee arthroplasty in vivo, 
Orthopaedic Research Society （ORS） 2012, Poster, San 
Francisco, 2012/2/4-5

16. Watanabe, T; Kreuzer, S; Leffers, K; Conditt, M; Jones, 
J; Dunbar, N; Iorgulescu, A, Banks, SA. Is Cruciate-
Ligament Functionality Retained in Partial and 
Multicompartmental Knee Arthroplasty?  Orthopaedic 
Research Society （ORS） 2012, Poster, San Francisco, 
2012/2/4-5

17. Koga H, Muneta T, Sekiya I. Effect of Graft Fixation 
Angles on Knee Kinematics in Double-bundle Anterior 
Cruciate Ligament Reconstruction. 58th Annual 
Meeting of the Orthopaedic Research Society, Oral, San 
Francisco, CA, USA, 2012.2.4-7

18. Suzuki S, Sekiya I, Tsuji K, Muneta T. Properties and 
effectiveness of aggregated synovial mesenchymal 
stem cells for cartilage regeneration. ORS 2012 Annual 
Meeting, Poster, San Francisco, California,2012.2.4-7

19. Miyatake, K;  Yamaga, M　Sekiya, I 　Muneta, T and  
Tsuji, K. Human chitinase 3-like protein 2 （YKL39） is a 
novel secreted protein which supports cell proliferation
　and chondrocytic differentiation of ATDC5. 
ORS 2012 Annual Meeting, Poster, San Francisco, 
California,2012.2.4-7

20. Hatsushika D. Intraarticular injection of synovial stem 
cells promotes meniscal regeneration in rabbit massive 
meniscal defect. 58th Annual Meeting of the Orthopaedic 
Research Society, Oral, San Francisco, CA, USA, 
2012.2.4-7

21. Yamaga M, Tsuji K, Miyatake K, Sekiya I, Muneta 
T. Osteopontin level in synovial fluid is transiently 
upregulated after joint injury and associated with the 
severity of knee joint pain. 58th Annual Meeting of the 
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Orthopaedic Research Society, Poster, San Francisco, 
CA, USA, 2012.2.4-7

22. Yamada, J. Miyatake, K.  Yamaga, M.　Sekiya, I. 　
Muneta, T. Tsuji, K. Follistatin alleviates articular 
cartilage degradation induced by carrageenan. 58th 
Annual Meeting of the Orthopaedic Research Society, 
Poster, San Francisco, CA, USA, 2012.2.4-7

23. Watanabe, T; Ishizuki, M; Muneta, T; Dunbar, N; 
Iorgulescu, A; Banks, S A. Knee Kinematics in ACL 
Substituting Arthroplasty With or Without PCL. 
Orthopaedic Research Society （ORS） 2012, Podium, San 
Francisco, 2012/2/7

11）学会発表（和文）
浅野浩司

CR型人工膝関節置換術における軟部組織の緊張と
術後の可動域との関係
日本人工関節学会　那覇 2011.2.25

浅野浩司　
PS型とCR型人工膝関節置換術後の術後成績の比較
第3回　JOSKAS　札幌 2011.6.17

池田浩夫、林将也、望月智之、吉村英哉、塩崎彰、島谷
雅之、塚田幸行、大原敏之、星野明穂、仁賀定雄

プロサッカー選手に行った鏡視下半月板部分切除
術後の臨床成績、第48回埼玉県医学会総会、浦和、
2011/2/20

岡崎史紘, 柳下和慶, 外川誠一郎, 加藤剛, 小島泰史, 小
宮正久, 芝山正治, 丹羽康江, 眞野喜洋.

放射線治療に起因する晩期有害事象である膀胱炎、
および直腸炎に対する高気圧酸素治療.第21回日本
臨床工学技士会総会（2011年5月21日、別府）

小田邉浩二
歯周組織の間葉幹細胞による硬組織再生、日本整形
外科学会基礎学術集会、前橋、2011年10月20日

北浜純、小谷野岳、冨岡秀樹、上杉幸二、橋本敬史、鈴
木幹雄　

抗生剤含有骨セメントでコーティーングした横止め
髄内釘による感染性骨折の治療
第17回救急外傷シンポジウム　札幌　2011年3月11日

古賀英之、宗田大、柳下和慶、朱寧進、森戸俊行、山崎
順也、清水禎則、関矢一郎

二重束ACL再建術における移植腱固定角度が膝キネ
マティクスに与える影響、3rd JOSKAS、
札幌、2011.6.16-18。

加藤剛, 柳下和慶, 榎本光裕, 岡崎史紘, 川嶌眞人, 大川
淳.

神経 脊髄神経疾患に対する高気圧酸素療法の効果.第
46回日本高気圧環境・潜水医学会学術総会（2011年
10月29日、東京）

古賀英之、Tone Bere、Roald Bahr、宗田大、関矢一郎、
Tron Krosshaug

Model-based image-matching technique を 用 い た
アルペンスキーにおけるACL損傷メカニズムのビ
デオ解析、日本整形外科学会基礎学術集会、前橋、
2011.10.20-21。

古賀英之、宗田大
Model-based image-matching technique を 用 い た
非接触性膝前十字靱帯損傷における股関節キネマ
ティクスの解析、日本臨床スポーツ医学会、青森、
2011.11.5-6。

古賀英之、宗田大、柳下和慶、朱寧進、望月智之、堀江
雅史、中村智祐、関矢一郎

二重束ACL再建術における移植腱固定角度が制動性
及び張力変化に与える影響、日本臨床バイオメカニ
クス学会、京都、2011.11.18-19。

古賀英之
ワールドカップアルペンスキーにおけるACL損傷の
ビデオ解析、第17回御茶ノ水膝スポーツ懇話会、東京、
2011.12.1。

島谷雅之、星野明穂、池田浩夫、吉村英哉、高橋徹、塚
田幸行、小松秀郎、尾辻正樹、仲津留恵日、塩田幹夫

人工膝関節再置換術の術後成績、日本人工関学会、
那覇、2012.2.23-24

島谷雅之、池田浩夫、吉村英哉、望月智之、林将也、塩
崎彰、塚田幸行、大原敏之、星野明穂、仁賀定雄

膝屈筋腱多重折りを用いたACL再建術後の膝屈曲筋
力低下の自覚とFlexion Lagの関連、JOSKAS、札幌、
6月17日

島谷雅之、星野明穂、池田浩夫、大原敏之、塚田幸行、
塩崎彰、林将也、望月智之、吉村英哉

CCK型大腿骨componentを使用した人工膝関節置換
術の術後成績、日本人工関節学会、東京、2月26日

朱　寧進、宗田　大、柳下和慶、清水禎則、古賀英之、
森戸俊行、山崎順也、関矢一郎

人工膝関節置換術における大腿骨後顆骨切り量が伸
展・屈曲ギャップに与える影響
第41回　日本人工関節学会、東京、2011年2月25-
26.日

朱　寧進、宗田　大、柳下和慶、清水禎則、古賀英之、
森戸俊行、山崎順也、関矢一郎
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人工膝関節置換術における脛骨インプラント設置方
法の術後回旋に関する検討：3Dテンプレートを用い
た研究
第41回　日本人工関節学会、東京、2011年2月25-
26.日

朱　寧進、宗田　大、柳下　和慶、清水　禎則、古賀　
英之、森戸　俊行、山崎　順也、関矢　一郎

人工膝関節置換術における脛骨インプラント設置方
法の術後回旋に関する検討：3Dテンプレートを用い
た研究
第84回　日本整形外科学会総会、横浜、2011年5月
12-15.日

朱　寧進、関矢一郎、柳下和慶、古賀英之、宗田　大
内側型変形性膝関節症における大腿骨外反角の検討-CT, 
XP間の比較

第 3 回 日 本 関 節 鏡・膝・ス ポ ー ツ 整 形 外 科 学 会
（JOSKAS） 、札幌、2011年6月16-18.日

神野哲也,古賀大介, 山内裕樹, 谷口直史, 大川淳,宗田大
髄腔占拠型ハイドロキシアパタイトコーティング・
ストレートステムの術後長期成績.第41回日本人工
関節学会,口頭,東京,2011年2月25日

神野哲也,古賀大介, 山内裕樹, 谷口直史, 大川淳
関節リウマチに対するセメントレス人工股関節全置
換術のX線成績と術後合併症.日本リウマチ学会学術
集会,口頭,神戸,2011年7月19日

神野哲也,古賀大介,麻生義則,山内裕樹,森田定雄,長谷
川清一郎,松原正明,大川淳,宗田大

髄腔占拠型近位ハイドロキシアパタイトコーティン
グ・ストレートステム周囲の長期骨リモデリング.第
38回日本股関節学会,口頭,鹿児島,2011年10月7日

神野哲也,古賀大介, 谷口直史, 麻生義則,森田定雄,大川
淳,宗田大

近位HAコーティングステム：髄腔占拠型かtapered 
wedge 型か . 第 38 回日本股関節学会 , 口頭 , 鹿児島
,2011年10月8日

神野哲也、古賀大介、麻生義則、小谷野岳,高田ちさと,
森田定雄、大川淳,宗田大

前方および後方進入による人工股関節置換術におけ
る術前後の股関節回旋可動域.第42回日本人工関節
学会,口頭,沖縄,2012年2月24日

鈴木志郎　関矢一郎　辻邦和　荻島創一　大川淳　宗田
大

滑膜間葉幹細胞の軟骨分化を制御するMicroRNAの
発現解析

第26回日本整形外科学会基礎学術集会
口演前橋, 群馬　2011年10月20,21日
鈴木志郎　関矢一郎　辻邦和　宗田大
滑膜間葉幹細胞集合体による軟骨再生
第25回日本軟骨代謝学会
名古屋, 愛知　2012年3月9,10日

関矢一郎
膝軟骨損傷に対する関節鏡視下の滑膜幹細胞移植術
日本整形外科学会総会（横浜）
2011/5/15

芝山正治, 柳下和慶, 外川誠一郎, 小島泰史, 加藤剛, 榎
本光裕, 岡崎史紘, 小宮正久, 眞野喜洋.

レクリエーショナルダイバーの減圧症予防対策に関
する安全停止の意識とナイトロックス利用の現状.第
46回日本高気圧環境・潜水医学会学術総会（2011年
10月29日、東京）

鈴木直子, 柳下和慶, 椎塚詰仁, 外川誠一郎, 加藤剛, 小
島泰史, 榎本光裕, 芝山正治, 山本和雄, 眞野喜洋.

レジャータイバーの減圧症発症誘因　ダイビング地
域毎の検討.第46回日本高気圧環境・潜水医学会学
術総会（2011年10月29日、東京）

外川誠一郎, 柳下和慶, 榎本光裕, 眞野喜洋.
調査科学潜水の安全.第46回日本高気圧環境・潜水
医学会学術総会（2011年10月29日、東京）

谷山崇, 榎本光裕, 加藤剛, 柳下和慶, 岡崎史紘, 外川誠
一郎, 小島泰史, 眞野喜洋.

高気圧酸素治療により著明な神経症状の回復を認め
た脊髄型減圧症の1例.第46回日本高気圧環境・潜水
医学会学術総会（2011年10月29日、東京）

中川 裕介　浅野 浩司　立石 智彦
陳旧性坐骨結節剥離骨折に手術を施行した一例　第
19回よこはまスポーツフォーラム 横浜　2011年6月
12日

中川 裕介 浅野 浩司 中村香織　北原 建彰 品田春生　三
宅 論彦　小森 博達　四宮 謙一　宗田 大

前十字・後十字靭帯付着部剥離骨折の1例　第3回
JOSKAS　札幌　2011年6月16日

中川 裕介 浅野　浩司　中村 香織　北原 建彰 品田 春生
　三宅　論彦 小森　博達  四宮　謙一

踵骨関節内骨折に対する外側小切開及び顆粒状β
-TCPを使用した観血的整復固定術の治療成績　第
37回骨折治療学会　横浜　2011年7月1日

中川 裕介 浅野 浩司 中村 香織 小森 博達　宗田 大
大腿骨顆部Hoffa骨折に対してプレートを使用し観
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血的整復固定術を施行した1例　第52回関東災害整
形外科 横浜 2012年3月22日

中村智祐、関矢一郎、田中穂積、小林英司、大川淳、宗
田大

ブタ軟骨欠損モデルにおける同種滑膜幹細胞移植
第26回日本整形外科学会基礎学術集会
群馬（前橋）2011年10月21日

仁賀定雄
「スポーツ選手の鼠径部痛症候群に対するアスレティ
ックリハビリテーションの成績」
第 3 回 日 本 関 節 鏡・膝・ス ポ ー ツ 整 形 外 科 学 会

（JOSKAS）札幌、2011年6月17日　
仁賀定雄

「プロサッカークラブにおける鼠径周辺部痛に対する
治療と予防の経験」
第37回日本整形外科スポーツ医学会
福岡、2011年9月23日

仁賀定雄
「スポーツ選手の鼠径周辺部痛の治療と予防」
第60回　日大スポーツ医学勉強会
東京、2012年1月14日

林将也
前十字靱帯損傷に合併する内側半月板損傷の保存療
法の短期成績、JOSKAS、札幌、2011年6月17日

林将也
Jones骨折術後に骨髄炎をきたした症例に行ったサ
ルベージ手術の報告、日本臨床スポーツ医学会、青森、
2011年11月5日

林将也
人工膝関節置換術の術後成績を評価するには何年間
の経過観察を要するか?、日本人工関節学会、沖縄、
2012年2月24日

堀江雅史、関矢一郎、宗田大
滑膜間葉間細胞の局所投与は半月板再生を促進する-
ウサギ半月板部分欠損モデルを用いた検討
日整会基礎
群馬県前橋　2010年10月20日

宮武　和正、山賀　美芽、関矢　一郎、宗田　大、辻　
邦和

変形性関節症に伴い滑膜で発現が増大する遺伝子
YKL39（chitinase 3-like protein 2）の分子機能の解析
ポスター発表　2011　第24回軟骨代謝学会　福岡　
2011年3月4日

宮武 和正　辻 邦和　山田 淳   片桐 洋樹 　山賀 美芽 

　大川 淳  　関矢 一郎　宗田 大
関節内処置を必要としないマウスの膝関節軟骨変性
モデル
‐ 卵巣摘出と強制走行の影響-
ポスター発表　2011　第26回 日本整形外科学会基
礎学術集会 群馬　2011年10月21日

宮武　和正 辻　邦和　山田　淳　Kahaer Abula 松倉　
遊 関矢　一郎 宗田　大

変形性関節症（OA）発症における卵巣摘出と強制
走行の影響
ポスター発表　2012　第25回軟骨代謝学会　名古屋  
2012年3月9日

柳下和慶、榎本光裕、堀江正樹、下田学、今井智子、渡
部厚一、入江一憲、宮川俊平.

高強度運動負荷後の疲労回復に対する高気圧酸素環
境の影響.第22回日本臨床スポーツ医学会学術集会

（2011年11月6日、青森）
山賀　美芽、辻　邦和、宮武和正、山田淳、片桐洋樹、
関矢一郎、宗田大

関節液中のオステオポンチン量は膝関節痛の程度に
相関する
口演発表　2011　第24回軟骨代謝学会　福岡　2011
年3月4日

山賀　美芽、辻　邦和、宮武和正、山田淳、片桐洋樹、
関矢一郎、宗田大

関節液中オステオポンチンの関節痛における役割
口演発表　2011　第26回 日本整形外科学会基礎学
術集会 群馬　2011年10月21日

山田  淳 , 辻  邦和 ,宮武  和正 ,Kahaer Abula, 松 倉  遊 , 
関矢  一郎, 宗田  大

Carrageenan誘導性の関節炎においてFollistatinは
軟骨の退行変性を抑制する
ポスター発表　2012　第25回軟骨代謝学会　名古屋  
2012年3月9日

結城新、宗田大、関矢一郎、古賀英之
Model-based image-matching technique をもちいた
pivot shift testの解析
日本臨床バイオメカニクス学会第38回学術集会
神戸ポートピアホテル南館　2011年11月18日

12）受賞
堀江雅史

Implantation of Allogenic Synovial Stem Cells Promotes 
Meniscal Regeneration in a Rabbit Meniscal Defect Model
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東京医科歯科大学整形外科同門会　研究奨励賞
2011年12月23日
Toshifumi Watanabe; Michael Conditt; Scott Banks; Stefan 
Kreuzer; Kevin Leffers; Takeshi Muneta; Jennifer Jones
Deep Flexion Kinematics With Robotic Modular Knee 
Arthroplasty
International Society For Technology in arthroplasty 

（ISTA） 2011
Best poster award 
Brugge
2011/9/20-23

13）外部資金の獲得状況
文部科学省委託　国家基幹研究開発推進事業　

「再生医療の実現化プロジェクト　再生医療の実現化
ハイウェイ」
研究課題：「滑膜幹細胞による膝半月板再生」
代表：関矢一郎
期間：平成23年―平成33年
研究総額：10億円

厚生労働科学研究費　再生医療実用化研究事業
研究課題：「幹細胞による次世代の低侵撃軟骨再生治
療の開発と臨床応用」
代表：関矢一郎
期間：平成23年―平成25年
研究総額：1億6千万円

科学研究費補助金、基盤C
研究題目：「滑膜幹細胞を用いた新しい低侵襲骨関節
疾患治療の臨床応用の発展のための大動物研究」
代表：宗田　大
期間：平成21年―平成23年
研究総額：340万円

科学研究費補助金、　基盤C
研究題目：「軟骨損傷に対する滑膜幹細胞浮遊液静置
療法において細胞接着効率を向上させる為の検討」
代表：関矢一郎
期間：平成21年―平成23年
研究費総額：340万円

科学研究費補助金、基盤研究C　
研究題目：「骨形成因子BMPシグナルによる造血微
小環境のホメオスタシスの制御」
代表：辻邦和
平成22年度—平成24年度
研究費総額：405万円

科学研究費補助金、基盤研究C　
研究題目：「変形性膝関節症における疼痛の分子メカ

ニズムの解析　」
代表：　朱寧進
平成22年度—平成24年度
研究費総額：382万円

科学研究費補助金、基盤研究C　
研究題目：「変形性関節症の発症機構解明の為の新規
動物モデルの確立と間接組織の初期病変の解析」
代表：神野哲也
平成23年度—平成25年度
研究費総額：450万円

14）特別講演、招待講演、シンポジウム
池田浩夫

変形性膝関節症 ‐中高年の膝の痛み‐、鳩ケ谷市民
公開講座、2011/9/15、鳩ヶ谷駅市民センター
岡崎史紘 , 柳下和慶, 外川誠一郎, 加藤剛, 小島泰史 , 
丹羽康江
シンポジウム「放射線障害に対するHBO　evidenceと
common sense、社会的展開」放射線治療に起因する
膀胱炎、および直腸炎に対する高気圧酸素治療.第46
回日本高気圧環境・潜水医学会学術総会（2011年10
月28日、東京）

古賀英之
A new hypothesis for ACL injury mechanisms, based 
on video analysis. Presented in the Symposium： Solving 
the mystery of non-contact ACL injuries - how do they 
happen?  IOC World Conference on Prevention of Injury 
& Illness in Sport, Monaco, 2011.4.

古賀英之
Model-Based image-matching techniqueを用いた動
作解析。日本リハビリテーション医学会、2011年11
月2日千葉

古賀英之
ACL損傷メカニズムの新たな仮説の提唱-Model-
based image-matching techniqueを用いた解析-。日
本臨床スポーツ医学会、2011年11月6日、青森

古賀英之
Model-based image-matching法によるビデオ解析に
基づいた非接触性ACL損傷の新たな受傷メカニズム
の提唱。埼玉アスレチックリハビリテーション研究会、
2011年11月12日さいたま

古賀英之
ACL損傷-ビデオ映像を用いた損傷メカニズムの解
明-。スポーツ傷害フォーラム、2012年1月28日大阪
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古賀英之
A new hypothesis for ACL injury mechanisms 
-based on video analysis using model-based image-
matching technique. 傷害予防セミナー、2012年2月
26日、東京

下田学, 柳下和慶, 榎本光裕, 堀江正樹, 今井智子, 渡部
厚一, 宮川俊平.

シンポジウム「スポーツ外傷、コンディショニング
に対するHBO」高気圧酸素負荷による運動後の回復
における影響と高気圧酸素負荷の安全性評価　酸化・
抗酸化マーカーによる検討.第46回日本高気圧環境・
潜水医学会学術総会（2011年10月28日、東京）

神野哲也,古賀大介,森田定雄,長谷川清一郎,松原正明,
宗田大

シンポジウム　股関節骨切り術の成績向上を目指して.変
形性股関節症に対する骨盤側骨切り術の適応と術式.第
39回日本関節病学会,2011年11月12日、横浜

神野哲也
骨インプラント界面のバイオロジーとセメントレス
人工股関節周囲の骨反応.第2 回取手・守谷地区運動
器疾患学術講演会,2011年11月10日守谷

神野哲也
股関節待機手術における静脈血栓塞栓症対策.第59 
回日本職業・災害医学会学術大会,
2011年11月11日,東京

関矢一郎
Mesenchymal stem cells derived form synovium： 
their properties and clinical application for cartilage 
regeneration
Morehouse college （Atlanta）　2011/1/18

関矢一郎
Cartilage regeneration with synovial stem cells
The International Symposium of Global Center of 
Excellence Program
Clinical Researches and Experiences for Cartilage 
Regeneration Therapy
Tokyo Medical and Dental University　2011/2/3

関矢一郎
滑膜幹細胞による軟骨再生医療
日本再生医療学会シンポジウム（新宿）
2011年3月2日

関矢一郎
滑膜間葉幹細胞を用いる低侵襲軟骨再生医療における
マグネシウムの細胞接着促進効果
日本軟骨代謝学会シンポジウム（博多）

2011年3月5日
関矢一郎

滑膜幹細胞を関節鏡視下で移植する軟骨再生医療
東京整形外科画像診断研究会（神田）
2011年6月11日

関矢一郎
再生医療を利用した半月板損傷の治療への挑戦
JOSKASシンポジウム（札幌）2011年6月18日

関矢一郎
Mesenchymal stem cells derived form synovium： 
their properties and clinical application for cartilage 
regeneration
The 3rd International Cartilage and Osteoarthritis 
Symposium （ICOA 2011）（Suwon, Korea）2011/7/4

関矢一郎
幹細胞の観点から半月板損傷の病態と治療を考える
山口県関節外科症例検討会（山口）2011年7月9日

関矢一郎
滑膜間葉幹細胞による軟骨再生
日本骨代謝学会シンポジウム（大阪）2011年7月28日

関矢一郎
関節液中の幹細胞と関節内組織損傷
日本骨代謝学会シンポジウム（大阪）2011年7月30日

関矢一郎
Mesenchymal stem cells derived form synovium： 
their properties and clinical application for cartilage 
regeneration
International Summer Program 2011
Tokyo Medical and Dental University　2011/8/30

関矢一郎
滑膜幹細胞の視点から膝関節疾患の病態と構造体の
再生を考える
第10回鹿児島サイトカイン制御療法研究会
2011年9月21日

関矢一郎
Mesenchymal stem cells derived form synovium： 
their properties and clinical application for cartilage 
regeneration
BioKorea （Seoul）2011/9/30

関矢一郎
滑膜幹細胞による軟骨・半月板再生
信州運動器診療フォーラム（松本）2011年10月1日

関矢一郎
Roles of stem cells in synovial fluid and clinical 
applications of stem cells from synovium
Singapore Orthopaedic Association  2011/10/13
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関矢一郎
滑膜幹細胞の役割と低侵襲な軟骨再生への応用
日本整形外科学会 第26回基礎学術集会　ランチョ
ンセミナー　2011年10月20日

関矢一郎
幹細胞による軟骨再生―現状と展望―
日本臨床スポーツ医学会シンポジウム（青森）
2011年11月6日

関矢一郎
モーラステープ貼付後の筋肉・筋膜組織中ケトプロ
フェン濃度の推移
モーラステープ記念講演会（両国）　2011年11月22日

関矢一郎
二次性（外傷性）膝関節症の病態：主に生化学的な
観点から
膝関節フォーラム（高田馬場）2011年12月3日

関矢一郎
滑膜幹細胞による軟骨再生
東京大学　再生医療カンファレンス  2012年2月16日

関矢一郎
滑膜幹細胞による半月板再生
東京大学　再生医療カンファレンス　2012年2月16日

関矢一郎
滑膜幹細胞による膝半月板再生
再生医療の実現化ハイウェイ・キックオフ・シンポ
ジウム
東京医科歯科大学　2012年2月28日

関矢一郎
滑膜幹細胞による膝半月板再生
再生医療の実現化ハイウエイ第1回公開シンポジウム
東京国際フォーラム　2012年3月4日

関矢一郎
Cartilage regeneration with synovial stem cells
The 9th International Symposium for Orthopaedic 
Sports Medicine
Chang Gung Memorial Hospital - Keelung, Taiwan
2012年3月24日

仁賀定雄
“ACTIVE ATHLETIC TRAINING IMPROVES AND 
PREVENTS GROIN PAIN SYNDROME”
IOC World Conference on Prevention of Injury & Illness 
in Sport in Monaco, April 7, 2011

仁賀定雄
第5回高知整形外科スポーツ医学研究会

「プロサッカー選手のスポーツ障害」（日整会教育研

修講演）
高知市、2011年10月15日

丹羽康江, 出水祐介, 藤井收, 寺嶋千貴, 美馬正幸, 橋本
直樹, 金東村, 阿部光幸, 村上昌雄, 柳下和慶.

シンポジウム「放射線障害に対するHBO　evidence
とcommon sense、社会的展開」放射線晩期障害に
対するHBOの適応に関するアンケート調査.第46回
日本高気圧環境・潜水医学会学術総会（2011年10月
28日、東京）

辻邦和
Roles of BMPs during skeletal development and in 
postnatal bone homeostasis
The 3rd International Conference on Oral Biology 

（TICOB）
May 26-27, 2011, Bangkok, Thailand

辻邦和
歯と骨のGCOE拠点　総合プレゼンテーション　3
月5日、東京医科歯科大学
堀江正樹, 榎本光裕, 下田学, 今井智子, 渡部厚一, 入
江一憲, 宮川俊平, 柳下和慶.
シンポジウム「スポーツ外傷、コンディショニングに対
するHBO」高気圧酸治療が高強度運動負荷後の疲労
回復に与える影響についての検討.第46回日本高気圧
環境・潜水医学会学術総会2011年10月28日、東京

宗田　大
スポーツ選手に対する痛点ストレッチ。第15回フィ
ールドケア21。
2010年110日　都市センターホテル

宗田　大
膝関節障害：加齢とロコモ。ロコモティブシンドロ
ーム講演会in鹿児島。
2011年2月10日　鹿児島大学　小宮節郎教授

宗田　大
Remnant Preserving Double-bundle ACL 
Reconstruction.7th PCL Symposium in Seoul 2011.2.12 
Prof. Jung Young-Bok 

宗田　大
骨関節のスポーツ障害に対するヒアルロン酸製剤注
射治療。第48回サッカードクターセミナー。
2011年2月26日　福林徹医科学委員長　時の棲 

宗田　大
Remnant preserving double-bundle ACL reconstruction 
by transtibial technique. Debate： Remnant Preservation 
in ACL Reconstruction： Is it Worth Doing?
ISAKOS 2011, Rio de Janeiro, May 15, 15：00 – 15：30  
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KNEE –ACL RECONSTRUCTION 

宗田　大
17- year experience of 4-strand semitendinosus double-
bundle ACL
reconstruction ICL： ACL Reconstruction - Single vs. 
Double Bundle. ISAKOS 2011, Rio de Janeiro, May 16, 7：
30 – 9：00

宗田　大
Treatment for knee osteoarthritis before Total Knee - 
Biologic resurfacing options for osteochondral defects 
of the knee -. ICL： Treatment of Knee Osteoarthritis： 
What are the Options Before Total Knee? ISAKOS 
2011, Rio de Janeiro, May 16, 7：30 – 8：30

宗田　大
What's going on in the section of Orthopedic Surgery, 
Graduate School of Medicine, Tokyo Medical and Dental 
University? Mini Symposium, 2011 5 20 @ Gary J. Miller 
PhD Orthopedic Biomechanics Laboratory, Gainesville, 
FL

宗田　大
17- year experience of 4-strand semitendinosus 
double-bundle ACL reconstruction. Grand Rounds in 
Orthopaedics & Rehabilitation, OHSU, May 23, 7：30 – 8：
30, 2011

宗田　大
Anatomic double-bundle ACL reconstruction using 
4-strand semitendinosus tendon. 1 st Jishuitan Sports 
Medicine Summit in Beijin. 2011.6.10, President Dr. 
Feng, Hua 

宗田　大
Medial patellofemoral reconstruction in various patellar 
instability. 1 st Jishuitan Sports Medicine Summit in 
Beijin. 2011.6.11, President Dr. Feng, Hua 

宗田　大
Physiological background of ACL injured patients. 1 st 
Jishuitan Sports Medicine Summit in Beijin. 2011.6.12, 
President Dr. Feng, Hua 

宗田　大
4つ折りの半腱様筋腱を用いた2重束再建術の進歩と
課題。第3回JOSKAS　特別シンポジウム。2011年
6月16日　北海道大学　安田　和則　会長

宗田　大
膝関節の障害に対する保存療法と手術療法の位置づけ。
エルムセミナー10　第3回JOSKAS　2011年6月17
日　北海道大学　安田　和則　会長

宗田　大
複合靱帯損傷に対する治療のコツとピットフォール。
第3回JOSKASセミナー　

2011年6月18日　北海道大学　安田　和則　会長
宗田　大

小児・思春期の膝スポーツ外傷と障害。立山セミナー。
富山大学　木村友厚教授

宗田　大
膝の痛みと外来での対応。兵庫医大開講記念学術講
演会。
2011年9月10日　吉矢晋一教授

宗田　大
2重束再建術のピットフォールとリハビリの工夫。
主題18　ACL再建術　診断からリハビリテーション  
2011年9月16日　第60回東日本整災第51回関東整
災合同学会　会長　落合直之教授

宗田　大
前十字靱帯損傷患者に学んできたこと。日本スポー
ツ整形外科医学会　ランチョンセミナー
会長　岩本幸英　教授

宗田　大
膝の痛みの診断と治療。第11回茨城県骨・関節フォ
ーラム。
2011年10月28日　石突正文先生座長

宗田　大
バイオメカニクスからみた2重束再建術とリハビリ
テーションの工夫。第38回日本臨床バイオメカニク
ス学会。会長　黒坂昌弘教授　2011年11月19日

宗田　大
市民公開講座「痛みのエキスパートに聞く」「膝の痛
みとうまく付き合う方法」　第4回日本運動器疼痛学
会　2011年11月20日

森山雄吉, 小森恵子, 櫻庭直達, 岸則和, 堀猛史, 春田良
雄, 菅田塁, 鎌田桂, 堀義里, 柳下和慶.

パネルディスカッション「大地震災害における高気
圧酸素治療と安全対策」東日本大震災におけるHBO
治療施設の被害状況と安全管理　アンケート調査報
告.第46回日本高気圧環境・潜水医学会学術総会
2011年10月29日、東京

柳下和慶
パネルディスカッション「診療報酬点数適正化への展開」
2012年度診療報酬点数改定作業と外保連での活動報
告.第46回日本高気圧環境・潜水医学会学術総会
2011年10月28日、東京

柳下和慶
シンポジウム「高気圧酸素療法の再評価と将来展望」
晩期放射線障害に対する高気圧酸素治療―総論―.日
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本放射線腫瘍学会第24回学術大会（2011年11月18日、
神戸）

柳下和慶
コンパートメント症候群・スポーツ傷害に対する高
気圧酸素治療について.第12回九州高気圧酸素スポ
ーツ医学研究会環境医学会　市民公開講座.
2011月7月2日、大分県中津市

柳下和慶
スポーツ領域における高気圧酸素治療.第5回日本高気圧
環境・潜水医学会北海道地方会2011年10月2日、札幌

15）主催学会　
大学院特別講義

日時：2011年10月14日（金）18：30〜
東海大学整形外科教授
持田　讓治先生
椎間板変性抑制の為の細胞移植療法

第24回運動器外科セミナー　
日時：2011年7月11日（月）18：00〜
東京医科歯科大学MDタワー13F大学院講義室2　

第25回運動器外科セミナー　
日時：2011年7月25日（月）18：30〜19：30
東京医科歯科大学MDタワー13F大学院講義室2
臨床解剖学　教授
秋田恵一　先生

第26回運動器外科学セミナー
日時：2011年11月7日（月） 午後5：30〜7：00
場所：東京医科歯科大学医学部附属病院地下1階　
臨床講堂1

第27回運動器外科学セミナー
日時：2012年　3月12日（月）　
Dr. A. Hari Reddi
Professor Ellison Chair of Orthopaedic Research 
Orthopedics
UC Davis School of Medicine

第5回スポーツリハビリテーションワークショップ
日時：2011年1月22日（土） 午後4：30〜21：00
場所：東京医科歯科大学

第6回スポーツリハビリテーションワークショップ
日時：2011年10月29日（土） 午後17：00〜21：00
場所：東京医科歯科大学

第11回膝と歩む会
第8回お茶の水間接症研修会

日時：2012年1月20日（金） 午後19：00〜21：00

場所：東京医科歯科大学

16）新聞、雑誌、TV報道
新聞

2011年1月7日　産経新聞朝刊　
　　「膝の半月板自身の細胞で再生」
2011年3月4日　読売新聞朝刊　
　　「かけた軟骨幹細胞で修復」
2011年12月13日　朝日新聞朝刊　
　　「痛む膝の半月板再生」

TV
11月20日　日曜日　朝　7時〜
TBS系列　「カラダのキモチ」

17） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
運動器外科 教　授 　宗田　　大
軟骨再生学 教　授 　関矢　一郎
GCOE 講　師 　辻　　邦和
運動器外科 助　教 　朱　　寧進
軟骨再生学 助　教 　古賀　英之
軟骨再生学 助　教 　谷口　直史
間接機能再建学 准教授 　望月　智之
運動器外科 医　員 　中村　智祐
運動器外科 医　員 　堀江　雅史
運動器外科 大学院生 　鈴木　志郎
運動器外科 大学院生 　山賀　美芽
運動器外科 大学院生 　宮武　和正
運動器外科 大学院生 　初鹿　大祐
運動器外科 大学院生 　小田邉　浩二
運動器外科 大学院生 　片桐　洋樹
運動器外科 大学院生 　山田　　淳
運動器外科 大学院生 　結城　　新
運動器外科 大学院生 　大関　信武
運動器外科 大学院生 　奥野　真起子
運動器外科 大学院生 　中川　祐介
運動器外科 大学院生 　松倉　　遊
運動器外科 大学院生 ○アブラ・カハル
運動器外科 非常勤講師 　山本　晴康
運動器外科 非常勤講師 　松原　正明
運動器外科 非常勤講師 　森戸　俊行
運動器外科 非常勤講師 　八木　茂典

○はAISS
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18） GCOE活動についての感想、コメント、
改善を望む点

　GCOEによる研究の活発化や業績の評価は高い。しか
し臨床分野の一人の事業担当者としてみるとGCOEの
メリットはあまり大きいとはいえない。メリットに対す
る報告書作成に必要な労力、拘束時間は少ないとはいえ
ない。国際シンポジウムの開催について、この機会に海
外の研究者を招聘できることは魅力があるが、GCOE予
算の使い勝手の悪さは上記同様であり、時間および神経
の浪費が大きかった。

19）その他　研究教育活動について特記する点
 　2011.2.世話人としてGCOE国際シンポジウムを開催
した。軟骨再生医療の実践してきた日本の3人の講師と
海外からの3名の著名な研究者を招聘し、熱心に討議が
行われた。シンポジウム翌日の大学院のプレゼンテーシ
ョンに対して英語での熱心な質疑が行われ、国際的な教
育指導が展開された　
　海外からの3名の著名な研究者を定期的に招聘し、英
語によるプレゼンテーション、討論、講演を行っている。
　また留学経験者の話やトラベリングフェローの経験を
聞く機会を設け、留学に対する前向きな姿勢を養うこと
に努力している。
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朝日新聞　2011年12月13日 読売新聞　2011年3月4日
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Human Mesenchymal Stem Cells in Synovial Fluid Increase in the Knee
with Degenerated Cartilage and Osteoarthritis

Ichiro Sekiya,1 Miyoko Ojima,2 Shiro Suzuki,2 Mika Yamaga,2 Masafumi Horie,2 Hideyuki Koga,1 Kunikazu Tsuji,3

Ken Miyaguchi,4 Soichi Ogishima,4 Hiroshi Tanaka,4 Takeshi Muneta2

1Section of Cartilage Regeneration, Graduate School, Tokyo Medical and Dental University, Tokyo, Japan, 2Section of Orthopedic Surgery,
Graduate School, Tokyo Medical and Dental University, Tokyo, Japan, 3Global Center of Excellence Program, International Research Center for
Molecular Science in Tooth and Bone Diseases, Tokyo Medical and Dental University, Tokyo, Japan, 4Department of Bioinformatics, Medical
Research Institute, Tokyo Medical and Dental University, Tokyo, Japan

Received 11 January 2011; accepted 17 November 2011

Published online in Wiley Online Library (wileyonlinelibrary.com). DOI 10.1002/jor.22029

ABSTRACT: We investigated whether mesenchymal stem cells (MSCs) in synovial fluid (SF) increased in the knee with degenerated
cartilage and osteoarthritis. SF was obtained from the knee joints of 22 patients with anterior cruciate ligament (ACL) injury during
ACL reconstruction, and cartilage degeneration was evaluated arthroscopically. SF was also obtained from the knee joints of 6 healthy
volunteers, 20 patients with mild osteoarthritis, and 26 patients with severe osteoarthritis, in which the grading was evaluated radio-
graphically. The cell component in the SF was cultured for analyses. Synovium (SYN) and bone marrow (BM) were also harvested
during total knee arthroplasties. The MSC number in SF was correlated with the cartilage degeneration score evaluated by arthrosco-
py. The MSC number in the SF was hardly noticed in normal volunteers, but it increased in accordance with the grading of osteoarthri-
tis. Though no significant differences were observed regarding surface epitopes, or differentiation potentials, the morphology and gene
profiles in SF MSCs were more similar to those in SYN MSCs than in BM MSCs. We listed 20 genes which were expressed higher
in both SYN MSCs and SF MSCs than in BM MSCs, and 3 genes were confirmed by quantitative RT-PCR. MSCs in SF
increased along with degenerated cartilage and osteoarthritis. � 2011 Orthopaedic Research Society. Published by Wiley Periodicals,
Inc. J Orthop Res

Keywords: mesenchymal stem cells; synovial fluid; cartilage degeneration; osteoarthritis; synovium

Mesenchymal stem cells (MSCs) can be defined as be-
ing derived from mesenchymal tissue and having the
functional capacity for self-renewal, commonly identi-
fied by colony-forming unit fibroblast assay1 and gen-
eration of a number of differentiated progeny.2 We
previously reported that MSCs in synovial fluid (SF)
from anterior cruciate ligament (ACL) injury patients
were 100 times more in number than those from
healthy volunteers, and that the MSC number was
positively correlated with post-injury period.3 During
ACL reconstruction, cartilage degeneration was also
observed at high rates,4 and ACL transection is one of
the most widely used animal models for cartilage de-
generation.5 Therefore, there seems to be three inter-
correlations among three conditions; ACL injury,
cartilage degeneration, and MSCs in SF. The first pur-
pose of this study was to investigate a direct relation
between the number of MSCs in SF and cartilage de-
generation in the ACL injured knees.

The existence of MSCs in SF of osteoarthritis knees
was first reported by Jones et al.6 They further
reported in 2008 that MSCs in SF numerically in-
creased in early osteoarthritis.7 This review is of value
because it shed light on the roles of MSCs in SF of
osteoarthritis knees. However, the design of their
study seemed to be inappropriate. All SF examined
was obtained from patients with unexplained knee

pain and from those who underwent arthroscopy. Fur-
thermore, the nonosteoarthritis group they studied
consisted of individuals with meniscal tears in addi-
tion to individuals without damage to the articular
cartilage. Our second purpose was to investigate more
strictly whether MSCs in SF increased in the knee
with osteoarthritis.

MSCs can be obtained from various tissues, and
they contain common features. However, an increasing
number of reports have described variant properties
dependent on cell sources.8–11 In ACL injured knees,
the gene profile of SF MSCs was more similar to that
of synovium (SYN) MSCs than to that of bone marrow
(BM) MSCs,3 however, different pathological condi-
tions may have led to different properties of synovial
MSCs. Our third purpose was to perform patient-
matched quantitative comparisons of the properties
of SF MSCs, synovial MSCs, and BM MSCs. The
properties examined included cell morphology, surface
epitopes, chondrogenic, adipogenic, and osteogenic
differentiation potentials, and gene profiles.

MATERIALS AND METHODS
Synovial Fluid Derived from ACL Injury Patients
The study was approved by an institutional review board,
and informed consents were obtained from all study subjects.
SF was obtained from the knee joints of 22 patients with
ACL injury of the knees during ACL reconstruction under
spinal anesthesia. The average age was 26 years, and the
range was 12–45 years. During the operation, 6 areas con-
sisting of medial femoral condyle, medial tibial plateau, later-
al femoral condyle, lateral tibial plateau, patella, and
femoral groove of cartilage were evaluated arthroscopically
as 1 (normal), 2 (softening), 3 (fissure), 4 (more than half

Ichiro Sekiya and Miyoko Ojima contributed equally to this
study.
Correspondence to: Ichiro Sekiya (T: þ81-3-5803-4020; F: þ81-3-
5803-4020; E-mail: sekiya.orj@tmd.ac.jp)

� 2011 Orthopaedic Research Society. Published by Wiley Periodicals, Inc.
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cartilage thickness), 5 (less than half cartilage thickness), 6
(full thickness cartilage defect), or 7 (bone defect), respective-
ly, and the total number6–28 was calculated for the cartilage
degeneration score.

Synovial Fluid Derived from Osteoarthritis Patients
Synovial fluid was obtained from the knee joints of 6 healthy
volunteers, 35-year old on average, ranging from 30 to 45,
and from 20 patients with osteoarthritis of the knee at
Grades 1 and 2 of Kellgren–Lawrence at our outpatient clin-
ic. The patients were 50-year old on average, ranging from
40 to 60. SF was also obtained from the knee joints of 26
patients with osteoarthritis of the knee at Grades 3 and 4 of
Kellgren–Lawrence during total knee arthroplasty under spi-
nal anesthesia. The patients were 75-year old on average,
ranging from 65 to 85. Kellgren–Lawrence grading was eval-
uated by radiographs of weight bearing posterior–anterior
view at 458 of flexion of the knee.12

Cultures of Colony-Forming Cells in Synovial Fluid
Synovial fluid was diluted with phosphate-buffered saline
(PBS), filtered through a 70 mm nylon filter (Becton Dickin-
son, Franklin Lakes, NJ) to remove debris, and plated in six
culture dishes of 60 cm2 (Nalge Nunc International, Roches-
ter, NY) in complete culture medium: a-modified essential
medium (a-MEM; Invitrogen, Carlsbad, CA) containing 10%
fetal bovine serum (Invitrogen), 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml
streptomycin, and 250 ng/ml amphotericin B (Invitrogen).
The dishes were incubated at 378C with 5% humidified CO2.
After 24 h, the adherent cells were washed with PBS. Four-
teen days after initial plating, three dishes were stained with
0.5% crystal violet (Wako, Osaka, Japan) in 4% paraformal-
dehyde for 5 min, and the number of colonies was counted.
Colonies less than 2 mm in diameter and faintly stained colo-
nies were ignored. The other three dishes were harvested
with 0.25% trypsin and 1 mM EDTA (Invitrogen; Passage 0),
replated at 500 cells/cm2 in a 145-cm2 culture dish (Nalge
Nunc International) and cultured for 14 days for further
analyses.

In Vitro Differentiation Assay
For chondrogenesis, 250,000 cells were placed in a 15 ml
polypropylene tube (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ),
centrifuged at 450g for 10 min, and cultured in chondrogene-
sis medium containing 1,000 ng/ml BMP-7 (Stryker Biotech,
Hopkinton, MA), 10 ng/ml transforming growth factor-b3
(R&D Systems, Minneapolis, MN), and 100 nM dexametha-
sone (Sigma–Aldrich Corp., St. Louis, MO) for 14 days. For
microscopy, the pellets were embedded in paraffin, cut into
5 mm sections, and stained with toluidine blue.13

For adipogenesis, cells were cultured in adipogenic medi-
um which consisted of complete medium supplemented with
100 nM dexamethasone (Sigma–Aldrich Corp.), 0.5 mM iso-
butyl-methylxanthine (Sigma–Aldrich Corp.), and 50 mM in-
domethacin (Wako) for 21 days. The adipogenic cultures
were fixed in 4% paraformaldehyde and then stained with
fresh oil red-O solution.14 For quantification, isopropyl alco-
hol was added to the stained culture dish. After 5 min, the
absorbance of the extract was assayed by a spectrophotome-
ter at 510 nm after dilution to a linear range.15

For osteogenesis, cells were cultured in osteogenesis medi-
um that comprised complete medium consisting of 1 nM
dexamethasone, 10 mM b-glycerol phosphate (Wako), and
50 mg/ml ascorbate-2-phosphate (Sigma–Aldrich Corp.) for

21 days. The dishes were stained with 0.5% alizarin red
solution.16 For alkaline phosphatase activity (ALP), the cells
were harvested with lysis buffer (0.1 M Tris–HCl, 5 mM
MgCl2, 2% Triton-X 100, and 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride) and sonicated. An aliquot (10 ml) of supernatant
was added into 100 ml 50 mM p-nitrophenylphosphatase
hexahydrate containing 1 mM MgCl2, and the mixture was
incubated at 378C for 30 min. The absorption at 405 nm was
measured with a spectrophotometer. ALP activity repre-
sented millimoles of p-nitrophenol release after 30 min of in-
cubation at 378C.16

Isolation and Culture of Synovium and Bone Marrow MSCs
During total knee arthroplasty, SYN and BM were also col-
lected. SYN was harvested from the bony side of the supra-
patellar pouch, digested in a 3 mg/ml collagenase D solution
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) for 3 h. BM was
aspirated from the tibia, and the nucleated cells were sepa-
rated with a Ficoll density gradient (Ficoll-Paque; Pharmacia
Biosystems, Uppsala, Sweden). Nucleated cells from SYN
and BM were plated in a 60-cm2 dish and cultured in a simi-
lar method as described earlier.

Epitope Profile
One million cells were resuspended in 200 ml PBS containing
20 mg/ml antibody. After incubation for 30 min at 48C, the
cells were washed with PBS and re-suspended in 1 ml
PBS for flowcytometric analysis. Fluorescein isothiocyanate
(FITC)- or phycoerythrin (PE)-coupled antibodies against
CD34, CD45, CD90, and CD146 (BD), CD44 (eBioscience,
San Diego, CA), CD105, CD166 (Ancell, Bayport, MN), and
CXCR4 (R&D Systems) were used. For STRO-1 staining, the
cells were incubated for 30 min with an antibody against
STRO-1 (mouse IgM; Genzyme-Techne Minneapolis, MN).
The cells were then incubated with a secondary antibody
(fluorescein-conjugated goat anti-mouse IgM; Vector Labora-
tories, Burlingame, CA) for 30 min. For D7-FIB staining,
the cells were incubated for 30 min with an antibody against
D7-FIB (mouse IgG; Serotec, Kidlington, UK). The cells were
then incubated with a secondary antibody (fluorescein-
conjugated rabbit anti-mouse IgG; Serotec) for 30 min. The
cells were also incubated with a secondary antibody (fluores-
cein-conjugated rabbit anti-goat IgG; Southern Biotech,
Birmingham, AL) for 30 min. For isotype control, FITC- or
PE-coupled nonspecific mouse immunoglobulin G (IgG; BD)
was substituted for the primary antibody. Cell fluorescence
was evaluated by flow cytometry using a FACSCalibur
instrument (BD). The data were analyzed using CellQuest
software (BD).

Microarray Analysis
Three samples in each group were analyzed. Human ge-
nome-wide gene expression was examined on a total 28,000
genes with the Human Gene 1.1 ST Array (GeneChip;
Affymetrix, Santa Clara, CA). Total RNA was prepared from
colony-forming cells (Passage 1) derived from SYV, SF, and
BM using TRIzol solution (Invitrogen). Sense-strand cDNA
probes for hybridization were synthesized using the WT
Expression Kit for Affymetrix GeneChip Whole Transcript
Expression Arrays (Ambion, Foster City, CA). The micro-
array data were analyzed using the Robust Multichip
Average method17 (Bioconductor, http://www.bioconductor.
org). A heatmap was constructed by hierarchical clustering
on highly differentially expressed genes which show >5.0- or
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<0.2-fold changes in any pairs of samples (SYV/SF, SYV/BM,
and SF/BM). To identify the genes showing (1) high expres-
sions in both SYV and SF, and (2) low expressions in BM,
expression values in triplicates were averaged and filtered by
the following threshold for fold changes; SYV/BM > 5 and
SF/BM > 5; and listed in descending order of SYV/BM.

Quantitative Real-Time PCR
First-strand cDNAs were synthesized using a Transcriptor
First-strand cDNA synthesis kit (Roche Applied Sciences,
Indianapolis, IN), and Q-PCR analyses were performed using
a LightCycler 480 Probe Master system (Roche). b-Actin was
used as an internal control. Relative mRNA expression levels
were calculated as described by Niikura et al.18 PCR primers
were as follows: SMOC2 50-AAGGAAGTATACCCAGG
AGCAA-30 (forward), 50-GTGTAGCTGTGACACTGGACCT-30

(reverse); GPR133 50-TATACGCGGGACAATTCCAT-30 (for-
ward), 50-AAATAGGACATGAGTCCAA TAGGG-30 (reverse);
SFRP4 50-GCCTGAAGCCATCGTCAC-30 (forward), 50-CCAT-
CATGTCTGGTGTGATGT-30 (reverse); b-actin 50-ATTGGC-
AATGAGC GGTTC-30 (forward), 50-TGAAGGTAGTTTCGT-
GGATGC-30 (reverse).

RESULTS

Synovial Fluid MSCs and Cartilage Degeneration
A large number of colonies consisting of spindle
shaped cells were observed after 14 days culturing of
cell components in SF of the knee with ACL injury
(Fig. 1A). The colony-forming cells differentiated into
chondrocytes, adipocytes, and calcified when cultured
in the differentiation medium (Fig. 1B). These findings
indicate that colony-forming cells, which originally
existed in syonvial fluid, had characteristics of MSCs.
The MSC number in the SF was correlated to the car-
tilage degeneration score evaluated with arthroscopy
(Fig. 1C).

Synovial Fluid MSCs and Osteoarthritis
Representative culture dishes indicated that the colo-
ny number of SF MSC increased according to the
radiological osteoarthritis grading by Kellgren–Law-
rence (Fig. 2A). Comparing the normal (Grade 0), mild
(Grades 1 and 2), and severe (Grades 3 and 4) osteoar-
thritis groups, the MSC number in the SF increased
along with the grading of the osteoarthritis (Fig. 2B).

Comparison among Synovium MSCs, Synovial Fluid MSCs,
and Bone Marrow MSCs from Osteoarthritis Patients
Morphologically, SF MSCs appeared to be closer to
SYN MSCs than to BM MSCs, in that SYN MSCs and
SF MSCs were narrower, and their nuclei were more
obvious (Fig. 3A). For surface epitopes, 3 populations
of MSCs were positive for CD44, CD90, CD105, and
negative for CD34, CD45. These results were identical
to those of distinctive MSCs, and there were no signifi-
cant differences of surface epitopes among the 3 popu-
lations (Fig. 3B). After MSC pellets were cultured in
chondrogenic medium, they became cartilage pellets
whose matrix appeared as purple from toluidine blue
staining in the 3 populations (Fig. 3C). There were no
significant differences of pellet weights, an indicator of

cartilage matrix synthesis, among the 3 populations
(Fig. 3D). After culturing in adipogenic medium, lipids
showing red by oil red-O staining were observed in the
3 populations (Fig. 3E). There were no significant dif-
ferences of absorbance at 510 nm for extraction of oil
red-O among the 3 populations (Fig. 3F). In addition,
there were no significant differences of ALP activity
among the 3 populations of MSCs both when MSCs
were cultured in osteogenesis medium containing
10 mM b-glycerol phosphate and in osteogenesis medi-
um containing 20 mM b-glycerol phosphate (Fig. 3G).

Comparison of the Gene Expression Profiles among
Synovium MSCs, Synovial Fluid MSCs, and Bone Marrow
MSCs from Osteoarthritis Patients
Hierarchical clustering analysis demonstrated that
gene profiles in SF MSCs were more similar to those
in SYN MSCs than to those in BM MSCs (Fig. 4A). To
demonstrate specific genes which were expressed
higher in both SYN MSCs and SF MSCs than in BM

Figure 1. Colony-forming cells in synovial fluid derived from
ACL injury patients. (A) Representative cell colonies stained
with crystal violet and cell morphology. (B) Multidifferentiation
potential. (C) Relationship between cartilage degeneration score
and colony number of synovial fluid MSCs per synovial fluid vol-
ume (ml; r2 ¼ 0.64, P ¼ 0.002 by correlation analysis).
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MSCs, 20 genes are listed in Table 1. For SMOC2,
GPR 133, and SFRP4 genes, which are listed as the
top 3, quantitative RT-PCR analyses were performed
in five other donors with osteoarthritis, and expres-
sions of these genes were much higher in SYN MSCs
and SF MSCs than in BM MSCs (Fig. 4B).

DISCUSSION
In this study, we directly demonstrated a correlation
between number of MSCs in SF and cartilage degener-
ation in the ACL injured knees. However, variability
still seems to exist in a population with a minimum
cartilage degeneration score which is shown in
Figure 1C. The number of SF MSCs per volume was
119 � 92 in ACL injured knees, while it was 60 � 52
in Grade 1, 2 osteoarthritis knees, and 115 � 109 in
Grade 3, 4 osteoarthritis knees. Though the degree of
cartilage degeneration was much higher in Grade 3, 4
osteoarthritis knees, the number of SF MSCs per vol-
ume was similar between ACL injured knees and
Grade 3, 4 osteoarthritis knees. This will be due to
that ACL injury itself affected the number of SF MSCs
in addition to the cartilage degeneration.3 More de-
tailed analysis will be of value in the same population
from the standpoints of post-injury period, stability of
the knee, appearance of ACL remnants, and so on.

Though the existence of MSCs in SF from the knee
with osteoarthritis patients was previously reported,6,7

we first demonstrated that the MSC number in SF in-
creased along with radiological osteoarthritis grading.
Our previous study showed that autologous SF en-
hanced expansion of MSCs in tissue culture of SYN
from osteoarthritis patients.19 These results suggest
one mechanism by which SF derived from osteoarthri-
tis promotes mobilization of SYN MSCs into SF. Simi-
lar to ACL injured knees, variability also still seems
to exist in the mild and severe osteoarthritis groups,
respectively. A future study to analyze osteoarthritis
of the same grade from the standpoints of spur forma-
tion, SYN conditions, subjective scores, and so on
would be important.

Here, SF MSCs were more similar to SYN MSCs
than to BM MSCs from the morphological and gene
profile views. However, similar characteristics between
SF MSCs and SYN MSCs may be due to the environ-
mental cues; both kinds of MSCs are constantly ex-
posed to the same cytokines and growth factors in the
knee joint, the environment of both kinds of MSCs is

Figure 2. MSCs in synovial fluid derived from osteoarthritis
patients. (A) Representative dishes for colonies of synovial fluid
MSCs according to the Kellgren–Lawrence grading system. (B)
Relationship between the osteoarthritis grading and the colony
number of synovial fluid MSCs per synovial fluid volume (ml).
Average values are shown as bars (P ¼ 0.002 by Kruskal–Wallis
test; �P < 0.05 by Steel–Dwass test).

Figure 3. Comparison among synovium MSCs, synovial fluid
MSCs, and bone marrow MSCs from osteoarthritis patients. (A)
Representative morphologies. (B) Surface epitopes of MSCs. Posi-
tive expression rates are displayed as the average and standard
deviation (n ¼ 5). (C) Chondrogenesis. (D) Wet weight of the car-
tilage pellets. (E) Adipogenesis. (F) Quantification of adipogene-
sis by absorbance at 510 nm for extraction of oil red-O. (G)
Alkaline phosphatase activity. MSCs were cultured in osteogene-
sis medium containing 5 and 10 mM b-glycerol phosphate.
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quite different from that of BM, and, thus resulting in
a similar gene expression pattern. The gene expression
pattern of MSCs that are recruited from BM through
systemic circulation may change after they are sent to
SF. It would be quite interesting to examine whether
BM MSCs which incubate in SF resemble the pheno-
types as they do in SYN MSCs.

There were no significant differences of surface epit-
opes among SYN MSCs, SF MSCs, and BM MSCs.
One of the surface epitopes we examined was D7-FIB,
whose antigen is a fibroblast-specific molecule of un-
known function. According to Jones et al.,20 D7-FIB is
a marker of BM MSCs, and CD45lowD7-FIBþLNGFRþ

BM cells express classic markers of cultured MSCs
CD73/SH3, CD105/SH2, and CD106/VCAM.21 In our
results, the positive rate for D7-FIB was less than 20%
in the 3 populations of MSCs.

In SF MSCs, the differentiation potentials were not
correlated to the cartilage degeneration score and to
the MSC number in SF. In 10 donors we examined, SF
MSCs differentiated into all three lineages, though the
quantitative values varied. SF MSCs had common
properties in all donors, however, each property varied
individually.

The volume of SF taken from the patients was
9.9 � 6.9 ml in Grade 1, 2 osteoarthritis knees, and
11.1 � 9.5 ml in Grade 3, 4 osteoarthritis knees. There

Figure 4. Comparison of the gene expression profiles among
synovium MSCs, synovial fluid MSCs, and bone marrow MSCs
from osteoarthritis patients. (A) Hierarchical clustering analysis
(n ¼ 3). (B) Quantitative RT-PCR analysis for the top three
genes shown in Table 1. Relative amount of PCR products to that
in bone marrow MSCs are displayed as the average and standard
deviation (n ¼ 5; �P < 0.05 by Steel–Dwass test). The tissues
were harvested from five donors in addition to the donor ana-
lyzed in the microarray.

Table 1. Specific Genes Which Were Expressed Higher in Both Synovium MSCs (SYB) and Synovial Fluid MSCs (SF)
Than in Bone Marrow MSCs (BM)

No. GenBank No. Gene Name Symbol

Fold Ratio of Expression

SYV/BM SF/BM SYV/SF

1 NM_022138 SPARC-related modular calcium binding 2 SMOC2 13.4 13.8 1.0
2 NM_198827 Secreted frizzled-related protein 4 GPR133 13.1 10.5 1.2
3 NM_003014 Peptidase inhibitor 16 SFRP4 11.9 8.5 1.4
4 NM_153370 Transmembrane and tetratricopeptide repeat

containing 1
PI16 9.8 8.2 1.2

5 NM_175861 Calcium channel, voltage-dependent, beta 4 subunit TMTC1 9.0 6.1 1.5
6 NR_030672 KIAA1324-like KIAA1324L 8.9 8.1 1.1
7 NM_000726 Calcium channel, voltage-dependent, beta 4 subunit CACNB4 8.5 6.2 1.4
8 NR_002196 H19, imprinted maternally expressed transcript H19 8.4 6.6 1.3
9 BC006141 Erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3 EPB41L3 7.8 6.1 1.3
10 BC101809 Prostaglandin I2 (prostacyclin) synthase PTGIS 7.8 8.8 0.9
11 NR_001284 Tenascin XA TNXA 7.7 10.3 0.7
12 NM_004753 Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3 DHRS3 7.6 6.2 1.2
13 NM_020858 Sema domain, transmembrane domain (TM), and

cytoplasmic domain (semaphorin), 6D
SEMA6D 6.5 5.5 1.2

14 NM_198148 Carboxypeptidase X (M14 family), member 2 CPXM2 6.4 4.8 1.3
15 NM_001276 Chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) CHI3L1 6.3 5.5 1.1
16 NM_002214 Integrin, beta 8 ITGB8 6.2 5.0 1.2
17 NM_015419 Matrix-remodeling associated 5 MXRA5 6.2 5.7 1.1
18 NM_000062 Serpin peptidase inhibitor, clade G (C1

inhibitor), member 1
SERPING1 6.0 4.4 1.4

19 NM_005807 Proteoglycan 4 PRG4 5.6 8.4 0.7
20 NM_001354 Aldo-keto reductase family 1, member C2 AKR1C2 5.3 5.2 1.0

The genes are listed in descending order of SYV/BM. Genes in bold were confirmed by real-time PCR.
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was a weak tendency between SF volume and synovial
MSC number per SF volume in the osteoarthritis
knees (data not shown). In this study, only SF with
translucency viewed with naked eyes were analyzed,
and the blood test for CRP was negative in most cases.
However, the volume of SF is one of the indexes for
inflammation in the osteoarthritis knee. Mild inflam-
mation undetectable with our examinations might
have affected the number of SF MSCs in the osteoar-
thritis knees.

The volume of SF taken from the patients was
3.8 � 3.1 ml in ACL injured knee, and there was no
tendency between SF volume and synovial MSC num-
ber per SF volume. In ACL injury knees, several other
factors in addition to cartilage degeneration, as men-
tioned above, might have affected SF MSCs and negat-
ed the factor of SF volume.

We demonstrated that the MSC number in SF in-
creased along with the radiological grading of osteoar-
thritis as shown in Figure 2B. The age distribution of
the three groups was different; the average age was 35
in the normal group, 50 in the mild group, and 75 in
the severe osteoarthritis group. This may have influ-
enced the data because several studies have reported
that aging affects properties of MSCs derived from
several kinds of mesenchymal tissues, though the sub-
jects diagnosed were elderly people with osteoarthritis
or osteoporosis in most of the previous studies.22,23 To
remove the factor of aging, normal control groups at
the same age are required, however, it is practically
difficult to collect SF from elderly people with normal
knees.

We showed 20 specific genes whose expression was
higher in both SYN MSCs and SF MSCs in comparison
to that in BM MSCs. We further confirmed expressions
of the top three genes by RT-PCR. SMOC2 stands for
SPARC-related modular calcium binding 2. SPARC
(secreted protein acidic and rich in cysteine) is highly
expressed during embryogenesis, and its expression
becomes more restricted in adult tissues.24 SMOC-2 is
expressed highly in the heart, muscle tissue, spleen,
and ovary.25 Only the function of SMOC2 reported
previously involves stimulation of endothelial cell pro-
liferation.26 In comparison with normal cartilage,
SMOC-2 mRNA expression was higher in osteoarthri-
tis cartilage.27 GPR133 encodes a G-protein-coupled
receptor (GPCR). GPCRs are involved in osteoclast
function and regulation of bone mineral density and
cell growth.28 A genome-wide association study recent-
ly demonstrated that genetic variation in GPR133 was
associated with body height.29 SFRP4 stands for se-
creted frizzled-related protein 4. Secreted frizzled-re-
lated protein is one of the regulators for the Wnt
signaling pathway, which regulates various normal
and pathological developmental processes of many
organs. Some studies reported that SFRP4 is a nega-
tive regulator of peak bone mineral density.30 In most
genes listed in Table 1, including the three genes men-
tioned above, their relationships to SYN or SF remains

unknown, however, these genes would be interesting
as signatures in that they distinguish the SYN and SF
MSCs from BM MSCs. This knowledge would be great-
ly helpful to clarify the mechanisms of treatment for
osteoarthritis. For example, we would be able to an-
swer the question about the tissue origin of the MSCs,
which appear in the degenerated site of articular carti-
lage induced by abrasion arthroplasty.

What is the role of MSCs in SF? MSCs are postulat-
ed to participate in tissue homoeostasis, remodeling,
and repair by ensuring the replacement of mature
cells lost to physiological turnover, senescence, injury,
or disease. Stem cell populations are found in most
adult tissues, and in general, their differentiation po-
tential may reflect the local cell population.8,9 Develop-
mentally, intraarticular tissues are differentiated from
common progenitors, referred to as common interzone
cells.31 SYN MSCs have a high chondrogenic poten-
tial8–10; intraarticular injection of SYN MSCs promot-
ed cartilage regeneration in rabbit cartilage defect
model32; and intraarticular injection of SYN MSCs
contributed to meniscal regeneration in a rat meniscus
defect model.33 We speculate that synovial tissue may
serve as a reservoir of stem cells that mobilize follow-
ing intraarticular tissue diseases and migrate to the
site to participate in the repair response.

Why is the number of SF MSCs increased in accor-
dance with the degree of cartilage degeneration? In
the adult cartilage, because of enzymatic activities and
the mechanical stress imposed onto the joints, carti-
lage damage always occurs. In normal circumstances,
this is compensated by the turnover of the matrix com-
ponents synthesized by chondrocytes. Thus, in normal
adult articular cartilage, there is an equal balance be-
tween anabolism and catabolism. In osteoarthritis, ca-
tabolism becomes stronger than the anabolic capacities
of chondrocytes, the cartilage matrix degenerates, and
the joint cartilage gets damaged.34 We speculate that
MSCs were mobilized from SYN through SF toward
degenerative cartilage. Seemingly, the number of mo-
bilized MSCs is limited, therefore osteoarthritis pro-
gresses in its natural course. Our next step is to
investigate whether intraarticular injection of SYN
MSCs can inhibit the progression of osteoarthritis.

In conclusion, the MSC number in SF was correlat-
ed to cartilage degeneration evaluated with arthrosco-
py in the ACL injured knees. The MSC number in SF
increased along with the radiological grading of osteo-
arthritis. SF MSCs were more similar to SYN MSCs
than to BM MSCs from the morphological and gene
profile views.
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1）研究の課題名

癌と遺伝子疾患の個別化医療に向けたゲノム・エピゲノ

ム解析研究
Integrative genomics and epigenomics for personalized 
medicine in cancer and genetic disorders

1.	 Okamoto	N,	Hayashi1,3,	Ayako	Masui4,	Rika	Kosaki5,	
Izumi	Oguri6,	Tomoko	Hasegawa7,	Issei	Imoto8,	
Yoshio	Makita9,	Akira	Hata10,	Keiji	Moriyama2,3	and	
Johji	InazawaDeletion	at	chromosome	10p11.23-p12.1	
defines	characteristic	phenotypes	with	marked	midface	
retrusion.	J	Hum	Genet		（in	press）　
Approximately 3% of the live-born infants have major 
dysmorphic features, and about two-thirds of which 
are observed in the maxillofacial region; however, in 
many cases, the etiology of the dysmorphic features 
remains uncertain. Recently, the genome-wide screening 
of large patient cohorts with congenital disorders 
has made it possible to discover genomic aberrations 
corresponding to the pathogenesis. In our analyses of 
more than 536 cases of clinically undiagnosed multiple 
congenital anomalies and mental retardation （MR） by 
microarray-based comparative genomic hybridization, 
we detected two non-consanguineous unrelated 
patients with microdeletions at 10p11.23-p12.1, which 
overlapped for 957 kb, including four protein-coding 
genes： ARMC4, MPP7, WAC and BAMBI. As the two 
patients had similar phenotypes; for example, MR and 
multiple maxilla- facial abnormalities including midface 
retrusion, wide mouth and large tongue, we assessed 
the phenotypes in detail to define the common features, 
using quantitative evaluations of the maxillofacial 
dysmorphism. The concordance of the genetic and 
phenotypic alterations is a good evidence of a new 
syndrome. Although an interstitial deletion of 10p is 
rare, the current study is the first trial to examine 
precisely the craniofacial characteristics of patients with 
a heterozygous deletion at 10p11.23-p12.1, and presents 
good evidence to diagnose potential patients with the 

same genetic cause.

10p11.23-p12.1欠失を有する精神遅滞症例2例を対象
に、欠失の詳細なゲノム解析と特徴的表現型である
顎顔面異常の数量的検討を行い、本領域の欠失が新
規症候群として定義される可能性を示した。

2.	 Ono	H,	Imoto	I,	Kozaki	K,	Tsuda	H,	Matsui	T,	
Kurasawa	Y,	Muramatsu	T,	Sugihara	K,	Inazawa	J：	
SIX1	promotes	epithelial-mesenchymal	transition	in	
colorectal	cancer	through	ZEB1	activation.	Oncogene.	
（in	press）
The epithelial-mesenchymal transit　ion （EMT） plays 
a major role in cancer progression as well as normal 
organ development and human pathology such as organ 
fibrosis and wound healing.  Here, we performed a 
gene expression array specialized in EMT of colorectal 
cancer （CRC）.  From a comprehensive gene expression 
analysis using epithelial- and mesenchymal-like CRC 
cell lines and following the ontology （GO） analysis, 
SIX1 gene was identified to be an EMT-related gene in 
CRC. Using SW480 cells stably transfected with SIX1 
expression construct and their control counterparts, 
we demonstrated that SIX1 overexpression represses 
CDH1 expression and underwent EMT in CRC.  SIX1-
induced CDH1 repression and EMT in CRC cells was 
correlated at least in part with posttranscriptional 
ZEB1 activation and miR-200 family transcriptional 
repression.  In primary tumors of CRC, in accord with 
the functional findings, aberrant expression of SIX1 in 
cancer cells was observed at the disruption of basement 
membrane and at the tumor invasive front, where 
tumor cells underwent EMT in vivo.  Taken together, 
SIX1 overexpression is suggested to be occurred 
in carcinogenesis, and contribute to repress CDH1 
expression and promote EMT partly through repressing 
miR-200 family expression and activating ZEB1 in CRC.

大腸癌（CRC）細胞株における網羅的発現解析結果
等からSIX1に注目し、SIX1による上皮-間葉転換

（epithelial-mesenchymal transition, EMT）誘導が既
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報のmiR-200-ZEB1-CDH1経路を介する事、CRC症
例での基底膜破壊部や浸潤先端部のEMT様細胞で
SIX1が強発現する事を明らかにした。

3.	 Bai	H,	Inoue	J,	Kawano	T,	Inazawa	J：	A	transcriptional	
variant	of	the	LC3A	gene	is	involved	in	autophagy	and	
frequently	inactivated	in	human	cancers.	Oncogene.	（in	
press）
Microtubule-associated protein 1 light chain 
3 （MAP1LC3： LC3） has an important role in 
autophagy.  The human LC3 gene family has five 
members, LC3A （variant-1： v1 and -2： v2）, LC3B, 
LC3B2, and LC3C.  While a form of LC3B modified by 
phosphatidylethanolamine （PE） （form-II） is localized 
in autophagosomes, it is not clear whether other LC3 
proteins also function in autophagy.  Here, we examined 
the association between autophagy and human LC3 
proteins during starvation- or p53-induced autophagy 
in Saos-2 cells.  In an analysis of the intracellular 
distribution of each LC3 protein fused with GFP, GFP-
LC3Av1 was frequently localized in autophagosomes 
with a punctate pattern, similar to GFP-LC3B.  Further, 
endogenous LC3Av1 generated form-II and mostly 
localized in LC3B-positive autophagosomes during 
the induced autophagy.  Interestingly, we found that 
LC3Av1, not LC3B, was frequently inactivated at the 
transcriptional level in various human cancer cell lines 

（111/244 cell lines, 45.5%） and its inactivation was due 
to aberrant DNA methylation in esophageal squamous 
cell carcinoma （ESCC） cell lines and primary tumors.  
These results suggest that LC3Av1, not only LC3B, 
functions in autophagy and further, LC3Av1 may be 
crucial in tumor suppression.

MAP1LC3は、オートファジーにおいて重要な役割
を果たしており、ヒトでは、LC3遺伝子ファミリー
と し て、LC3A （variant-1： v1 and -2： v2）, LC3B, 
LC3B2, LC3C の 5 種類が存在する。様々な癌種由
来細胞株および食道癌臨床検体において、LC3Av1
の発現が高頻度に低下しており（111/244 cell lines, 
45.5%）、その発現低下の機序はDNAメチル化によ
るものであった。そして、LC3Av1が発現していな
い食道癌細胞株（KYSE170）におけるLC3Av1の安
定発現は、in vivoでの細胞増殖を抑制した。これら
の結果は、LC3Av1はオートファジーに関与しており、
癌形質の抑制に寄与する可能性が示唆している。

4.	 Honda	S,	Satomura	S,	Hayashi	S,	Imoto	I,	Nakagawa	
E,	Goto	Y,	Inazawa	J：	Concomitant	microduplications	
of	MECP2	and	ATRX	in	male	patients	with	severe	

mental	retardation.	J	Hum	Genet.	in	press
Investigations of chromosomal rearrangements in 
patients with mental retardation （MR） are particularly 
informative in the search for genes involved in MR. 
Here we report a family with concomitant duplications 
of methyl CpG binding protein 2 （MECP2） at Xq28 
and ATRX （the causative gene for X-linked alpha 
thalassemia/mental retardation） at Xq21.1 detected 
by array-comparative genomic hybridization. The 
alterations were observed in a 25-year-old man who 
inherited them from his mother, who showed a normal 
phenotype and completely skewed X-chromosome 
inactivation, and also in his cousin, a 32-year-old man. 
The proband and his cousin showed severe MR, 
muscular hypotonia, recurrent respiratory infections 
and various other features characteristic of MECP2 
duplication syndrome. However, the proband also had 
cerebellar atrophy never reported before in MECP2 
duplication syndrome, suggesting that his phenotypes 
were modified through the ATRX duplication in an 
additive or epistatic manner.

X 連鎖性精神発達遅滞のアレイCGH 解析において
ATRX, MECP2両領域の重複例を検出した。MECP2
単独重複に比べて小脳萎縮などの特徴が見られ、
ATRX重複による表現型修飾の可能性が示唆された。

5.	 Ishihara	T,	Inoue	J,	Kozaki	K,	Imoto	I,	Inazawa	J：	The	
HECT-type	ubiquitin	ligase	ITCH	targets	lysosomal-
associated	protein	multispanning	transmembrane	5	
（LAPTM5）	and	prevents	LAPTM5-mediated	cell	death.	
J	Biol	Chem.	286：44086-94.	2011
LAPTM5 （lysosomal-associated protein multispanning 
transmembrane 5） is a membrane protein on the 
intracellular vesicles. We have previously demonstrated 
that the accumulation of LAPTM5-positive vesicles 
was closely associated with the programmed cell 
death occurring during the spontaneous regression of 
neuroblastomas. Although the accumulation of LAPTM5 
protein might occur at the post-translational level, 
the molecular mechanism has been unclear. Here, we 
found that the level of LAPTM5 protein is regulated 
negatively by the degradation through ubiquitination 
by ITCH, an E3 ubiquitin ligase. ITCH directly binds to 
the PPxY motif of LAPTM5 via its WW domains and 
promotes ubiquitination through a HECT-type ligase 
domain. Overexpression of ITCH led to the degradation 
of LAPTM5 protein, and conversely, knockdown of 
ITCH by siRNA resulted in the stabilization of LAPTM5 
protein. In addition, the inhibition of ITCH enhanced 
the cell death occurred by accumulation of LAPTM5 
in neuroblastoma cells. These findings suggest that 
LAPTM5 is a novel substrate in terms of degradation 
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by the ubiquitin ligase ITCH, and this system might act 
as a negative regulator in the spontaneous regression of 
neuroblastomas by preventing LAPTM5-mediated cell 
death.

LA P TM5 （ lyso soma l - a s s o c i at ed  prote i n 
multispanning transmembrane 5）は、細 胞 内 小 胞
に局在する膜タンパク質である。今回の研究において、
LAPTM5が ITCHによるタンパク質分解の新規基質で
あり、そして、このタンパク質分解制御は、LAPTM5
を介した細胞死を抑制することにより、神経芽腫の自
然退縮を負に制御している可能性を示唆した。

6.	 Kurasawa	Y,	Kozaki	K,	Pimkhaokham	A,	Muramatsu	
T,	Ono	H,	Ishihara	T,	Uzawa	N,	Imoto	I,	Amagasa	
T,	Inazawa	J：	Stabilization	of	phenotypic	plasticity	
through	mesenchymal-specific	DNA	hypermethylation	
in	cancer	cells.	Oncogene.	（in	press）

The epithelial-mesenchymal transition （EMT） has a 
crucial role in normal and disease processes including 
tumor progression. In this study, we first classified 
epithelial-like and mesenchymal-like oral squamous 
cell carcinoma （OSCC） cell lines based on expression 
profiles of typical EMT-related genes using a panel of 18 
OSCC cell lines. Then, we performed methylation-based 
and expression-based analyses of components of the Wnt 
signaling pathway, and identified WNT7A and WNT10A 
as genes silenced by mesenchymal-specific DNA 
hypermethylation in OSCCs. A significant association 
was revealed between some clinicopathological findings 
and the DNA methylation status of WNT7A （normal 
vs tumor, P=0.007; T1-2 vs T3-4, P=0.040; I-III vs IV, 
P=0.016） and WNT10A （N0-N1 vs N2-N3, P=0.046） 
in the advanced stages of OSCC. Moreover, we found 
that E-cadherin expression in cancer cells may be 
positively regulated by WNT7A, whose expression is 
negatively regulated by mesenchymal-specific DNA 
hypermethylation or ZEB1 in mesenchymal-like OSCC 
cells. Our findings indicate that epithelial-specific 
gene silencing through mesenchymal-specific DNA 
hypermethylation may stabilize the phenotypic plasticity 
of cancer cells during EMT/MET.

口腔扁平上皮癌（OSCC）細胞株におけるEMT関連
遺伝子群の解析から、間葉系特異的DNA過剰メチル
化により発現抑制されるWNT7AとWNT10Aを見出し、
OSCC症例でのDNAメチル化異常と臨床病理学的悪
性度との相関性や既報のmiR-200-ZEB1-CDH1経路と
は独立したmiR-200-ZEB1-WNT7A-CDH1経路を明ら
かにするとともに、間葉系特異的DNAメチル化異常に
よる遺伝子サイレンシングが間葉系癌細胞の可塑性を

抑制し、細胞形質を安定化させている事を示した。

7.	 Tsuruta	T,	Kozaki	K,	Uesugi	A,	Furuta	M,	Hirasawa	A,	
Imoto	I,	Susumu	N,	Aoki	D,	Inazawa	J：	miR-152	is	a	
tumor	suppressor	microRNA	that	is	silenced	by	DNA　
hypermethylation	in	endometrial	cancer.	Cancer	Res.	
71：6450-62.	2011

The etiology and development of human cancers that 
remain little understood might be enlightened by 
defining tumor suppressor microRNAs （TS-miRNA）
. In this study, we identified TS-miRNAs silenced by 
aberrant DNA hypermethylation in endometrial cancer. 
Functional screening of 327 synthetic miRNAs in an 
endometrial cancer cell proliferation assay identified 103 
miRNAs that inhibited cell growth. We then determined 
the sequence, DNA methylation status, and expression 
levels of these miRNAs in endometrial cancer cell lines 
and primary tumors. These determinations led to the 
identification of miR-152 as a candidate TS-miRNA gene 
in endometrial cancer. Epigenetic silencing documented 
in miR-152 was consistent with its location at 17q21.32 
in intron 1 of the COPZ2 gene, which is also silenced 
often in endometrial cancer by DNA hypermethylation, 
and also with evidence that miR-152 targets the DNA 
methyltransferase DNMT1. Notably, restoration of 
miR-152 expression in endometrial cancer cell lines 
was sufficient to inhibit tumor cell growth in vitro 
and in vivo. We identified E2F3, MET, and Rictor 
as novel candidate targets of miR-152, suggesting 
how its epigenetic silencing can drive endometrial 
carcinogenesis. Our findings define a central role for 
miR-152 in endometrial cancer, and they also suggest its 
use in new therapeutic strategies to treat this cancer.

新規癌抑制遺伝子型miRNA （TS-miRNA）の同定を
目的に、子宮体癌（EC）細胞株での細胞増殖抑制効
果を指標とする機能的スクリーニングを試み、327
種類のmiRNA配列から腫瘍特異的DNA過剰メチル
化により発現抑制されるmiR-152を同定し、その新
規標的分子であるE2F3、MET、Rictorを同定した。
さらに、EC症例ではDNA過剰メチル化によりmiR-
152が高頻度に発現抑制されている事、EC細胞株移
植SCIDマウスへの合成二本鎖RNA投与実験から、
miR-152による新規癌RNA創薬の可能性を示した。

8.	 Uesugi	A,	Kozaki	K,	Tsuruta	T,	Furuta	M,	Morita	K,	
Imoto	I,	Omura	K,	Inazawa	J：	The	tumor	suppressive	
microRNA	miR-218	targets	the	mTOR	component	
Rictor	and	inhibits	AKT	phosphorylation	in	oral	cancer.	
Cancer	Res.	71：5765-78.	2011

The incidence of oral squamous cell carcinoma （OSCC） 
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is rising rapidly in developed countries, posing a 
growing challenge due to the poor management of 
this type of malignancy at present. In this study, we 
profiled tumor suppressive microRNAs （miRNAs） 
that are silenced by DNA hypermethylation in OSCC 
using a function-based screening approach. This 
approach employed a cell proliferation assay for 327 
synthetic miRNAs in two OSCC cell lines. Among 
the 110 miRNAs identified in this set that exhibited 
inhibitory properties, we compared DNA methylation 
and expression status in a wider panel of OSCC cell 
lines and primary tumor tissues, resulting in the 
identification of miR-218 and miR-585 as functionally 
significant miRNA genes that are frequently silenced in 
OSCC by DNA hypermethylation. Ectopic expression of 
miR-218 and miR-585 in OSCC cells lacking endogenous 
expression reduced cell growth in part through caspase-
mediated apoptosis. Notably, miR-218 reduced levels 
of the rapamycin-insensitive component of mTOR, 
Rictor, in a manner associated with a suppression of 
Akt S473 phosphorylation. Together our findings define 
miR-585 as a tumor suppressive function that is often 
epigenetically silenced in OSCC, and they identify Rictor 
as a novel target of miR-218, suggesting that activation 
of the mTOR-Akt signaling pathway induced by Rictor 
contributes centrally to oral carcinogenesis.

新規癌抑制遺伝子型miRNA （TS-miRNA）の同定を
目的に、口腔扁平上皮癌（OSCC）細胞株での細胞
増殖抑制効果を指標とする機能的スクリーニングを
行い、327種類のmiRNA配列から腫瘍特異的DNA
過剰メチル化により発現抑制されるmiR-218とmiR-
585を同定した。さらに、miR-218はRictorを標的分
子とし、Aktの不活性化を介して細胞増殖を負に制
御する事を明らかにした。

9.	 Hayashi	S,	Okamoto	N,	Chinen	Y,	Takanashi	J,	Makita	
Y,	Hata	A,	Imoto	I,	Inazawa	J：	Novel	intragenic	
duplications	and	mutations	of	CASK	in	patients	with	
mental	retardation	and	microcephaly	with	pontine	and	
cerebellar	hypoplasia	（MICPCH）.	Hum	Genet.	131：
99-110.	2012

The CASK gene encoding a member of the membrane-
associated guanylate kinase protein family is highly 
expressed in the mammalian nervous system of both 
adults and fetuses, playing several roles in neural 
development and synaptic function. Recently, CASK 
aberrations caused by both mutations and deletions 
have been reported to cause severe mental retardation 

（MR）, microcephaly and disproportionate pontine 
and cerebellar hypoplasia （MICPCH） in females. Here, 
mutations and copy numbers of CASK were examined 

in ten females with MR and MICPCH, and the following 
changes were detected： nonsense mutations in three 
cases, a 2-bp deletion in one case, mutations at exon-
intron junctions in two cases, heterozygous deletions 
encompassing CASK in two cases and interstitial 
duplications in two cases. Except for the heterozygous 
deletions, each change including the intragenic 
duplications potentially caused an aberrant transcript, 
resulting in CASK null mutations. The results provide 
novel mutations and copy number aberrations of CASK, 
causing MR with MICPCH, and also demonstrate the 
similarity of the phenotypes of MR with MICPCH 
regardless of the CASK mutation.
小脳脳幹部低形成・小頭症を伴う発達遅滞 （MR/
MICPCH）を有する女性10例を対象にCASK遺伝子
を解析し、全例において多様なゲノム異常がCASK
ヌル変異の原因となっていることを示した。

10.	Muramatsu	T,	Imoto	I,	Matsui	T,	Kozaki	K,	Haruki	S,	
Sudol	M,	Shimada	Y,	Tsuda	H,	Kawano	T,	Inazawa	
J：	YAP	is	a	candidate	oncogene	for	esophageal	
squamous-cell	carcinoma.	Carcinogenesis.	32：389-98.	
2011

Yes-associated protein （YAP）, the nuclear effector of 
the Hippo pathway, is a key regulator of organ size and 
a candidate human oncogene located at chromosome 
11q22. Since we previously reported amplification of 
11q22 region in esophageal squamous cell carcinoma 

（ESCC）, in this study we focused on the clinical 
significance and biological functions of YAP in this 
tumor. Frequent overexpression of YAP protein was 
observed in ESCC cells including those with a robust 
amplicon at position 11q22. Overexpression of the YAP 
protein was frequently detected in primary tumors 
of ESCC as well. Patients with YAP-overexpressing 
tumors had a worse overall rate of survival than those 
with non-expressing tumors, and YAP positivity was 
independently associated with a worse outcome in the 
multivariate analysis. Further analyses in cells in which 
YAP was either overexpressed or depleted confirmed 
that cell proliferation was promoted in a YAP isoform-
independent but YAP expression level-dependent 
manner. YAP depletion inhibited cell proliferation 
mainly in the G（0）-G（1） phase and induced an 
increase in CDKN1A/p21 transcription but a decrease 
in BIRC5/survivin transcription. Our results indicate 
that YAP is a putative oncogene in ESCC and it 
represents a potential diagnostic and therapeutic target.

食道扁平上皮癌（ESCC）の11q22増幅領域に座位す
るHippo経路構成分子Yes-associated protein （YAP）
に注目し、ESCCにおけるYAP発現が細胞株や症例
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で高頻度に増大している事、YAP高発現患者群は低
発現患者群に比して有意に予後不良であり、YAP発
現がESCCの予後規定因子となりえる事を明らかに
した。一方、ESCC細胞株の増殖能がYAP発現依存
的に制御される事、YAP発現の抑制によりG0-G1期
の細胞が蓄積し、p21の発現上昇とsurvivinの発現
低下を生じる事等を示した。

11.	Hayashi	S,	Imoto	I,	Aizu	Y,	Okamoto	No,	Mizuno	S,	
Kurosawa	K,	Okamoto	Na,	Honda	S,	Araki	S,	Mizutani	
S,	Numabe	H,	Saitoh	S,	Kosho	T,	Fukushima	Y,	
Mitsubuchi	H,	Endo	F,	Chinen	Y,	Kosaki	R,	Okuyama	
T,	Ohki	H,	Yoshihashi	H,	Ono	M,	Takada	F,	Ono	H,	
Yagi	M,	Matsumoto	H,	Makita	Y,	Hata	A,	Inazawa	
J：	Clinical	application	of	array-based	comparative	
genomic	hybridization	by	two-stage	screening	for	536	
patients	with	mental	retardation	and	multiple	congenital	
anomalies.	J	Hum	Genet.	56：110-24.	2011

Recent advances in the analysis of patients with 
congenital abnormalities using array-based comparative 
genome hybridization （aCGH） have uncovered two 
types of genomic copy-number variants （CNVs）; 
pathogenic CNVs （pCNVs） relevant to congenital 
disorders and benign CNVs observed also in healthy 
populations, complicating the screening of disease-
associated alterations by aCGH. To apply the aCGH 
technique to the diagnosis as well as investigation of 
multiple congenital anomalies and mental retardation 

（MCA/MR）, we constructed a consortium with 23 
medical institutes and hospitals in Japan, and recruited 
536 patients with clinically uncharacterized MCA/
MR, whose karyotypes were normal according to 
conventional cytogenetics, for two-stage screening using 
two types of bacterial artificial chromosome-based 
microarray. The first screening using a targeted array 
detected pCNV in 54 of 536 cases （10.1%）, whereas 
the second screening of the 349 cases negative in the 
first screening using a genome-wide high-density array 
at intervals of approximately 0.7 Mb detected pCNVs 
in 48 cases （13.8%）, including pCNVs relevant to 
recently established microdeletion or microduplication 
syndromes, CNVs containing pathogenic genes and 
recurrent CNVs containing the same region among 
different patients. The results show the efficient 
application of aCGH in the clinical setting.

原因不明である多発奇形を伴う精神遅滞536例を収
集し、診断型・全ゲノム型BACアレイを用いた2段
階スクリーニングを行い、それぞれ10.1% , 13.8%に
疾患に関連するゲノムコピー数変化を検出した。

2）

3）発表の研究内容についての英文要約
Innovative techniques for detection of genomic and 
epigenomic aberrations underlying the pathogenesis in 
cancer and genetic diseases have been developed and 
using those techniques numerous disease-related genes or 
disease-related genomic alterations have been successfully 
identified during the course of the research program. 
In particular, we identified many novel cancer-related 
genes including tumor suppressor microRNAs in various 
types of cancers including oral squamous cell carcinoma 

（OSCC）. Furthermore, we constructed a consortium with 
23 medical institutes and hospitals in Japan, and recruited 
536 patients with clinically uncharacterized MCA/MR, 
whose karyotypes were normal according to conventional 
cytogenetics, for two-stage screening using two types of 
bacterial artificial chromosome-based microarray. The 
first screening detected pCNV in 69 of 646 cases （10.7%）, 
whereas the second screening of the 515 cases negative in 
the first screening detected pCNVs in 61 cases （11.8%）. 
Through the project, a possible new syndrome of congenital 
abnormality has been identified in two independent cases 
with de novo deletion at 10p11.23-12.1 and characteristic 
phenotypes with marked midfacial hypoplasia.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点体制）

1. 難治性硬組織疾患の病態オミックス先端研究拠点
（ Advanced Omics Research for Intractable Hard-
Tissue Diseases）オミックス解析の成果とナノサイエン
ス技術の統合化を図り、成果に基づく難治性硬組織疾
患トランスレーショナルリサーチを推進し、当該疾患の
克服に向けたオミックス医科学の実現、ならびに教育・
人材育成の充実・強化を目指したオミックス研究の先
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端拠点を構築する。
【参加教授】野田政樹、小村 健、森山啓司、宮坂信之、
三木義男、稲澤譲治　

【分担研究者】江面陽一、小崎健一、津田 均、森田圭一、
阿江啓介、上阪 等、佐々木善浩、林深　

【研究協力】 四宮謙一（横浜みなと赤十字病院・院長）、
秋吉一成（京大・院工・教授） 

2. 口腔がんの国際共同研究拠点：タイ王国チュラロンコン
大学Atiphan Pimkamkam博士と「口腔癌のゲノム・エ
ピゲノム解析」に関する国際共同研究体制を構築

3. 先天異常症の病態解明・診断法開発研究拠点：国内
23医療機関（大学病院・国立成育医療センターなど）
とコンソーシアムを形成し先天異常症の新規診断法
開発と病因性CNV探索研究体制を構築

4. 口腔扁平上皮癌、食道扁平上皮癌の異時性・同時性
発症のコンセプトとなるfield cancerizationの分子病
態解明プロジェクトの組織構築

【参加教授】小村 健、稲澤譲治　
【分担研究者】河野辰幸、江石義信、小崎健一、森田
圭一、井上　純

B（研究教育環境）

・毎月曜日セミナーにて国際一流誌原著論文、総説論文
の抄読会を実施。

・毎土曜日研究進捗状況報告会を実施。
・各研究者は半年に一度、Research in progress報告を

行い研究進捗の確認・助言。
C（人材確保）

1. 慶應大学・院・医学研究科より大学院特別研究生を
受け入れた。

2. 京都府立医大・院・医学研究科より大学院特別研究
生を受け入れた。

3. ブラジル国サンパウロ大学より国費博士課程学生（平
成23年度・専攻生）

4. フィリピン国St Lukes Medical Centerより国費博士
課程学生（平成23年度・専攻生）

5. 谷本幸介が平成23年度4月1日付けでゲノム解析室
助教に着任した。

D（人材育成）

1. 平成23年度は以下の17名の大学院生が在籍して研究
を実施している。そのうち5名は歯科医師（下線）である。
坂本宙子、白　樺、村松智輝、古田繭子、小野宏晃、
山本（岡本）奈那、遠藤寛則、宮脇　豊、原園陽介、
山本信祐、李慧、Nuylan  Michelle  Loyola、Daniela 
Tiaki Uehara、永田啓明、岩舘怜子、長縄光代、與

子田一輝
2. 春木茂男（大学院医歯学総合研究科博士課程平成21年

度卒業）が第12回田中道子がん研究奨励賞を受賞した.
3.　村松智輝が平成22年度「難治疾患の研究」を重点課

題とする研究助成に採択された.
4.　小野宏晃が平成22年度大学院生・若手研究者研究発

表会で大学院生部門1位（ベストプレゼンテーショ
ン賞）を受賞した.

5.　本田尚三が平成22年度大学院生・若手研究者研究発
表会で大学院生部門2位を受賞した.

6.　村松智輝が平成22年度大学院生・若手研究者研究発
表会で難治疾患研究賞を受賞した.

7.　古田繭子が平成22年度大学院生・若手研究者研究発
表会で萌芽賞を受賞した.

8.　古 田 繭 子 が 東 京 医 科 歯 科 大 学 グ ロ ー バ ル COE
（GCOE）スーパースチューデント（SS）研究発表で
優秀賞「Excellent Award」を受賞した.

9.  元ポスドク研究員の石原孝也さんが平成23年12月1
日付で久留米大学分子生命科学研究所高分子化学研
究部門の助教に就任した.

E（国際化）

1. 本田尚三が米国Cedars-Sinai Medical Centerに博士
研究員として採用された。

2. ブラジル国サンパウロ大学より国費博士課程学生（平
成23年度・専攻生）

3. フィリピン国St Lukes Medical Centerより国費博士
課程学生（平成23年度・専攻生）を受け入れた。

4. 古田繭子が文部科学省科学研究費新学術領域研究が
ん研究分野の特性等を踏まえた支援活動・平成23年
度日仏がんワークショップの公募に採択されフラン
スに派遣された.

5. 村松智輝が平成23年度東京医科歯科大学大学院学
生研究奨励賞を受賞し,海外研修に派遣され、Weis 
Center for Researchにて研究発表を行った

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　基礎研究成果が医療貢献するよう研究成果の出口を具
体的かつ明確に設定してこれを達成するよう努力した。

6）英文原著論文
1. ◎ Tsuruta T, Kozaki K, Uesugi A, Furuta M, Hirasawa 

A, Imoto I, Susumu N, Aoki D, Inazawa J： miR-152 is a 
tumor suppressor microRNA that is silenced by DNA  
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hypermethylation in endometrial cancer. Cancer Res. 
71：6450-62. 2011

2. Niihori T, Aoki Y, Okamoto N, Kurosawa K, Ohashi 
H, Mizuno S, Kawame H, Inazawa J, Ohura T, Arai H, 
Nabatame S, Kikuchi K, Kuroki Y, MiuraM, Tanaka 
T, Ohtake A, Omori I, Ihara K, Mabe H, Watanabe K, 
Niijima S, Okano E, Numabe H, Matsubara Y： HRAS 
mutants identified in Costello syndrome patients can 
induce cellular senescence： possible implications for the 
pathogenesis of Costello syndrome. J Hum Genet. 56：
707-15. 2011

3. Miyake K, Hirasawa T, Soutome M, Itoh M, Goto YI, 
Endoh K, Takahashi K, Kudo S, Nakagawa T, Yokoi S, 
Taira T, Inazawa J, Kubota T： The protocadherins, 
PCDHB1 and PCDH7, are regulated by MeCP2 in 
neuronal cells and brain tissues： Implication for the 
pathogenesis of Rett syndrome. BMC Neurosci. 12：
81.2011

4. ◎ Uesugi A, Kozaki K, Tsuruta T, Furuta M, Morita K, 
Imoto I, Omura K, Inazawa J： The tumor suppressive 
microRNA miR-218 targets the mTOR component 
Rictor and inhibits AKT phosphorylation in oral cancer. 
Cancer Res. 71：5765-78. 2011

5. ◎ Hayashi S, Okamoto N, Chinen Y, Takanashi J, 
Makita Y, Hata A, Imoto I, Inazawa J： Novel intragenic 
duplications and mutations of CASK in patients with 
mental retardation and microcephaly with pontine 
and cerebellar hypoplasia （MICPCH）. Hum Genet. 
2011[Epub ahead of print]

6. ◎ Matsui T, Miyamoto K, Kubo A, Kawasaki H, 
Ebihara T, Hata K, Tanahashi S, Ichinose S, Imoto I, 
Inazawa J, Kudoh J, Amagai M： SASPase regulates 
stratum corneum hydration through profilaggrin-to-
filaggrin processing. EMBO Mol Med. 3：320-33. 2011

7. Arai E, Wakai-Ushijima S, Fujimoto H, Hosoda F, Shibata 
T, Kondo T, Yokoi S, Imoto I, Inazawa J, Hirohashi S, 
Kanai Y： Genome-wide DNA methylation profiles in 
renal tumors of various histological subtypes and non-
tumorous renal tissues. Pathobiology. 78：1-9.2011

8. Gotoh M, Arai E, Wakai-Ushijima S, Hiraoka N, Kosuge 
T, Hosoda F, Shibata T, Kondo T,  Yokoi S, Imoto I, 
Inazawa J, Kanai Y： Diagnosis and prognostication 
of ductal adenocarcinomas of the pancreas based on 
genome-wide DNA methylation profiling by bacterial 
artificial chromosome array-based methylated CpG 
island amplification.   J Biomed Biotechnol. 2011：
780836. 2011

9. Nishiyama N, Arai E, Nagashio R, Fujimoto H, Hosoda 
F, Shibata T, Tsukamoto T, Yokoi S, Imoto I, Inazawa 
J, Kanai Y： Copy number alterations in urothelial 
carcinomas： Their clinicopathological significance 
and correlation with DNA methylation alterations.  
Carcinogenesis. 32：462-9.2011　

10. ◎ Muramatsu T, Imoto I, Matsui T, Kozaki K, Haruki 
S, Sudol M, Shimada Y, Tsuda H, Kawano T, Inazawa J： 
YAP is a candidate oncogene for esophageal squamous-
cell carcinoma. Carcinogenesis. 32：389-98. 2011

11. ◎ Hayashi S, Imoto I, Aizu Y, Okamoto No, Mizuno S, 
Kurosawa K, Okamoto Na, Honda S, Araki S, Mizutani 
S, Numabe H, Saitoh S, Kosho T, Fukushima Y, 
Mitsubuchi H, Endo F, Chinen Y, Kosaki R, Okuyama 
T, Ohki H, Yoshihashi H, Ono M, Takada F, Ono H, 
Yagi M, Matsumoto H, Makita Y, Hata A, Inazawa 
J： Clinical application of array-based comparative 
genomic hybridization by two-stage screening for 536 
patients with mental retardation and multiple congenital 
anomalies. J Hum Genet. 56：110-24. 2011

12. ◎ Okamoto N, Hayashi1,3, Ayako Masui4, Rika Kosaki5, 
Izumi Oguri6, Tomoko Hasegawa7, Issei Imoto8, 
Yoshio Makita9, Akira Hata10, Keiji Moriyama2,3 and 
Johji InazawaDeletion at chromosome 10p11.23-p12.1 
defines characteristic phenotypes with marked midface 
retrusion. J Hum Genet  （in press）　

13. ◎ Ono H, Imoto I, Kozaki K, Tsuda H, Matsui T, 
Kurasawa Y, Muramatsu T, Sugihara K, Inazawa J： 
SIX1 promotes epithelial-mesenchymal transition in 
colorectal cancer through ZEB1 activation. Oncogene. （in 
press）

14. ◎ Bai H, Inoue J, Kawano T, Inazawa J： A 
transcriptional variant of the LC3A gene is involved in 
autophagy and frequently inactivated in human cancers. 
Oncogene. （in press）

15. ◎ Honda S, Satomura S, Hayashi S, Imoto I, Nakagawa 
E, Goto Y, Inazawa J： Concomitant microduplications of 
MECP2 and ATRX in male patients with severe mental 
retardation. J Hum Genet. 2011 （in press）

16. ◎ Ishihara T, Inoue J, Kozaki K, Imoto I, Inazawa 
J： The HECT-type ubiquitin ligase ITCH targets 
lysosomal-associated protein multispanning 
transmembrane 5 （LAPTM5） and prevents LAPTM5-
mediated cell death. J Biol Chem. 2011 （in press）

17. ◎ Kurasawa Y, Kozaki K, Pimkhaokham A, Muramatsu 
T, Ono H, Ishihara T, Uzawa N, Imoto I, Amagasa 
T, Inazawa J： Stabilization of phenotypic plasticity 
through mesenchymal-specific DNA hypermethylation 
in cancer cells. Oncogene. 2011（in press）

7）総説ならびに著書
［総説］

1. 小野宏晃、稲澤讓治：DNAミスマッチ修復遺伝子. 
（株）日本臨牀社.日本臨牀増刊号.大腸癌.69巻増刊
号3（通巻997号）：77-83, 2011 （2011/4/20）（7P）

2. 宮脇豊、稲澤讓治：がんにおけるゲノムコピー数異
常とその解析.最新医学社.最新医学.66巻9号：69-
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75,2011（2011/9/10）（7P）
［著書］

1. （分担）稲澤讓治：中国・日本科学最前線-研究の現
場から- 2011年版.独立行政法人科学技術振興機構中
国総合研究センター（東京）.2011,3,15（603P）

8）平成23年度までの自己評価
　我が国において、はじめて集学的な通常の染色体検
査で衣装を検出することのない先天異常症を対象に536
例において自作BACアレイによる集学的なゲノム異常
スクリーニングを実施した。その結果、約24%の症例
に病因性のある微細染色体コピー数異常（copy number 
variation, CNV）を検出した。これらの中で、小頭症、
小脳脳幹部低形成を症状とする疾患群にCASK遺伝子
の重複を見出すなど、幾つかの新しい疾患単位となる病
態を同定した点において特筆すべき成果が上がった。

9）学会発表（英文）
1. ◎　Hayashi S, Imoto I, Makita Y, Hata A, Inazawa J： 

Pathogenic CNVs and causative genes detected by two-
stage screening in 647 patients with mental retardation 
and multiple congenital anomalies of unknown etiology. 
The 12th International Congress of Human Genetics/
The American Society of Human Genetics 61th annual 
meeting, Montreal, Canada. Octber11-15, 2011（Poster）

2. Niihori T, Aoki Y, Okamoto N, Kurosawa K, Ohashi 
H, Mizuno S, Kawame H, Inazawa J, Ohura T, Arai H, 
Nabatame S, Kikuchi K, Kuroki Y, Miura M, Tanaka 
T, Ohtake A, Omori I, Ihara K, Mabe H, Watanabe K, 
Niijima S, Okano E, Numabe H, Matsubara Y： HRAS 
mutants identified in Costello syndrome patients have 
the ability to induce cellular senescence：Possible 
association with the pathogenesis of Costello syndrome. 
The 12th International Congress of Human Genetics/
The American Society of Human Genetics 61th annual 
meeting, Montreal, Canada. Octber11-15, 2011（Poster）

10）学会発表（和文）
1. 林深、稲澤讓治：先天異常疾患の原因となるゲノム

異常の網羅的探索.国立大学法人東京医科歯科大学第
四回硬組織疾患ゲノムセンター・シンポジウム.東京

医科歯科大学講堂.東京.2011年1月31日
2. 原園陽介、小崎健一、村松智輝、倉沢泰浩、天笠光雄、

稲澤讓治：膵癌細胞株におけるE-cadherinの発現変
化を指標とした機能的スクリーニングによるEMT関連
microRNAの探索.第70回日本癌学会学術総会.名古

屋国際会議場.愛知.2011年10月3日

3. 宇野雅哉、斉藤愛記、井本逸勢、稲澤讓治、山岡昇司：
卵巣癌細胞における恒常的NF-кB活性化と足場非
依存性増殖能に対するNIKの寄与.第70回日本癌学
会学術総会.名古屋国際会議場.愛知.2011年10月3日

4. 小野宏晃、井本逸勢、小崎健一、津田均、杉原健一、
稲澤讓治：大腸癌においてSIX1はZEB1を介し上皮
間葉転換を誘導する.第70回日本癌学会学術総会.名
古屋国際会議場.愛知.2011年10月3日

5. 宮脇豊、井本逸勢、春木茂男、小崎健一、河内洋、
嶋田裕、河野辰幸、稲澤讓治：食道扁平上皮癌にお
いて高頻度に発現抑制される新規癌関連プロトカド
ヘリン遺伝子の同定.第70回日本癌学会学術総会.名
古屋国際会議場.愛知.2011年10月4日

6. 井上純、白樺、河野辰幸、稲澤讓治：癌におけるオー
トファジー関連遺伝子LC3Avariant-1の不活性化 .第
70回日本癌学会学術総会.名古屋国際会議場.愛知
.2011年10月4日

7. 小西博貴、井上純、市野瀬志津子、津田均、河野辰
幸、市川大輔、大辻英吾、井本逸勢、稲澤讓治：食
道癌におけるオートファジーATG7の不活性化.第70
回日本癌学会学術総会.名古屋国際会議場.愛知.2011
年10月4日

8. 細田文恵、新井康仁、宮本正之、北川敬之、片井均、
谷口浩和、柳原五吉、井本逸勢、稲澤讓治、大木操、
柴田龍弘：胃がんにおける新規がん遺伝子グリオキサ
ラーゼIの機能解析.第70回日本癌学会学術総会.名古
屋国際会議場.愛知.2011年10月4日

9. 遠藤寛則、小崎健一、古田繭子、天笠光雄、稲澤讓治：
腫瘍特異的DNA過剰メチル化によって発現抑制さ
れる口腔扁平上皮癌抑制遺伝子型microRNAの探索
.第70回日本癌学会学術総会.名古屋国際会議場.愛知
.2011年10月4日

10. 上杉篤史、小崎健一、鶴田智彦、古田繭子、井本逸勢、
小村健、稲澤讓治：機能的スクリーニングとDNA
メチル化解析による口腔癌関連新規癌抑制遺伝子型
microRNAの探索.第70回日本癌学会学術総会.名古
屋国際会議場.愛知.2011年10月4日

11. 村松智輝、小崎健一、稲澤讓治：膵臓がん細胞株
Panc1を用いた自発的転移モデルの構築と検証.第70
回日本癌学会学術総会.名古屋国際会議場.愛知.2011
年10月3日

12. 松村聡、井本逸勢、小崎健一、松井毅、古田繭子、
田中真二、坂元亨宇、有井滋樹、稲澤讓治：統合的
アレイ解析による肝細胞癌の新規がん抑制遺伝子候
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補PACAPの同定.第70回日本癌学会学術総会.名古
屋国際会議場.愛知.2011年10月5日

13. 田中真二、藍原有弘、茂櫛薫、落合高徳、ヤセン・
マハムット、稲澤讓治、田中博、有井滋樹：肝癌再
発を予測するオミックス解析と分子標的治療への応
用.第70回日本癌学会学術総会.名古屋国際会議場
.愛知.2011年10月5日

14. 古田繭子、小崎健一、田中真二、有井滋樹、井本逸勢、
稲澤讓治：Functionalスクリーニングを用いた肝細
胞癌抑制性microRNAの同定.第70回日本癌学会学
術総会.名古屋国際会議場.愛知.2011年10月5日

15. 藍真澄、神田英一郎、小笹由香、二井奈保子、大坂
瑞子、稲澤 譲治、吉田雅幸：遺伝子解析研究とバイ
オリソースバンクに関する医療者の意識調査.日本人
類遺伝学会第56回大会/第11回東アジア人類遺伝学
会.幕張メッセ.千葉.2011年11月10日

16. 林深、長縄光代、チアキ・ウエハラ・ダニエラ、井
本逸勢、稲澤讓治：BACアレイ・SNPアレイを用い
た日系ブラジル人100家系のトリオ解析による日本
人健常者CNVデータベースの構築.日本人類遺伝学
会第56回大会/第11回東アジア人類遺伝学会.幕張
メッセ.千葉.2011年11月10日

17. 林深、チアキ・ウエハラ・ダニエラ、長縄光代、井
本逸勢、蒔田芳男、羽田明、稲澤讓治：オリゴアレ
イ・SNPアレイを用いた先天異常疾患症例における
ゲノム異常評価とアレイポテンシャルの比較.日本人
類遺伝学会第56回大会/第11回東アジア人類遺伝学
会.幕張メッセ.千葉.2011年11月10日

18. 岡本伸彦、山本悠斗、大町和美、林深、稲澤讓治：
Pitt-Hopkins症候群を考える4例.日本人類遺伝学会
第56回大会/第11回東アジア人類遺伝学会.幕張メッ
セ.千葉.2011年11月11日

19. 醍醐弥太郎、三木大樹、久保充明、角田達彦、鎌谷直之、
茶山一彰、高橋隆、稲澤讓治、中村祐輔：Genome-
wide association study of lung cancer：Association 
of variation in TP6 3 with lung adenocarcinoma 
susceptibility. 日本人類遺伝学会第56回大会/第11
回東アジア人類遺伝学会.幕張メッセ.千葉.2011年11
月11日

11）受賞
1. 春木茂男（大学院医歯学総合研究科博士課程平成21

年度卒業）が第12回田中道子がん研究奨励賞を受賞.
2. 村松智輝が平成22年度「難治疾患の研究」を重点課

題とする研究助成に採択.
3. 小野宏晃が平成22年度大学院生・若手研究者研究発

表会で大学院生部門1位（ベストプレゼンテーショ
ン賞）を受賞.

4. 本田尚三が平成22年度大学院生・若手研究者研究発
表会で大学院生部門2位を受賞.

5. 村松智輝が平成22年度大学院生・若手研究者研究発
表会で難治疾患研究賞を受賞.

6. 古田繭子が平成22年度大学院生・若手研究者研究発
表会で萌芽賞を受賞.

7. 古田繭子が東京医科歯科大学グローバルCOE（GCOE）
スーパースチューデント（SS）研究発表で優秀賞

「Excellent Award」を受賞.
8. 井上純が川野小児医学奨学財団の研究助成に採択.
9. 村松智輝が平成23年度東京医科歯科大学大学院学生

研究奨励賞を受賞.
10. 古田繭子が文部科学省科学研究費新学術領域研究が

ん研究分野の特性等を踏まえた支援活動・平成23年
度日仏がんワークショップの公募に採択.（フランス
に派遣）

12）外部資金の獲得状況
科学研究費補助金、新学術領域

研究題目：がんの統合的ゲノム・エピゲノム解析と
治療標的分子シーズの探索
代表：稲澤 譲治
期間：平成22年−平成26年
研究費総額40,700,000 円

科学研究費補助金、基盤A
研究題目：がんのゲノム・エピゲノム解析に基づく
個性診断法の開発
代表：稲澤　譲治
期間：平成22年−平成24年
研究費総額：12,300,000 円

科学研究費補助金、基盤B
研究題目：癌抑制遺伝子型microRNAの統合的スク
リーニングと核酸医薬への応用
代表：小崎 健一
期間：平成23年−平成25年
研究費総額：6,100,000 円

科学研究費補助金、若手B
研究題目：神経芽腫における腫瘍自然退縮の分子メ
カニズムの解明
代表：井上　純
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期間：平成22年−平成23年
研究費総額：1,400,000 円

科学研究費補助金、若手B
研究題目：共通のゲノム異常に基因する新規症候群
の定義と病態解析
代表：林　深
期間：平成23年−平成24年
研究費総額：1,700,000 円

科学研究費補助金、基盤A
研究題目：難治性消化器癌における転移・再発の分
子診断と分子標的治療の開発
代表：有井　滋樹
期間：平成20年−平成23年
研究費総額：1,000,000 円

科学研究費補助金、新学術領域
研究題目：領域の研究方針の策定
代表：宮野　悟
期間：平成22年−平成23年
研究費総額：100,000 円

受託研究費
（独立行政法人新エネルギー・産業技術総合開発機構）

研究課題：個別化医療の実現のための技術融合ﾊﾞｲｵ
診断技術開発/染色体解析技術開発
代表：稲澤 譲治
期間：平成18年-平成23年
研究費総額：64,051,000円

国立精神・神経センター（精神・神経疾患研究委託費）
研究課題：精神・神経疾患のバイオリソース・レポ
ジトリーの構築及び病因病態の解明に関する研究
代表：後藤 雄一
期間：平成23年
研究費総額：1,500,000円

厚生労働省科学研究費
研究課題：網羅的なゲノム異常解析と詳細な臨床情
報に基づく、ヒトがんの多様な多段階発がん過程の
分子基盤の解明とその臨床応用に関する研究
代表：横田 淳
期間：平成23年
研究費総額：5,000,000円

文部科学省（科学技術試験研究委託事業）
研究課題：ゲノム網羅的解析情報を基盤とするオー
ダーメイドがん医療
代表：稲澤 譲治
期間：平成23年

研究費総額：5,000,000 円
受託研究費（ロシュ・ダイアグノスティックス株式
会社）
研究課題：CGH解析用オリゴヌクレオチドマイクロ
アレイの臨床的有用性の検討に関する研究
代表：稲澤 譲治
期間：平成23年
研究費総額：475,000円

13）特別講演、招待講演、シンポジウム
1. Inazawa J： Copy-number variation （CNV） 

in Japanese patients with multiple congenital 
anomalies and mental retardation （MCA/MR） by 
array-based comparative genomic hybridization 
analysis. Taiwan Association of Obstetrics and 
Gynecology.台湾産婦人科学会学会第50回大会.
The Grand Hi Lai Hotel（Taipei, Taiwan）13/
March/2011

2. Inazawa J： Function-based screening of tumor-
suppressor microRNAs silenced by DNA 
hypermethylation in cancer. The 8th Nikko 
International Symposium 2011. Jichi Medical 
University. 
Tochigi. Japan. 21/ October/2011

3. 稲澤讓治：「パーソナルゲノム医療の時代は既に始まっ
ている」.2011年度東京医科歯科大学オープンキャンパ
ス.M&Dタワー2階共用講義室2.東京.2011年7月28日

4. 小 崎 健一、稲 澤 讓 治：がん 細 胞において DNA 過
剰メチル化により発現抑制される癌抑制遺伝子型
microRNAの機能的スクリーニング.第70回日本癌学会
学術総会.名古屋国際会議場.愛知.2011年10月4日

5. 稲澤讓治：がんの統合的ゲノム・エピゲノム解析の
最近の進歩.第70回日本癌学会学術総会.名古屋国際
会議場.愛知.2011年10月5日

6. 三木大樹、久保充明、角田達彦、鎌谷直之、茶山一彰、
高橋隆、稲澤讓治、中村祐輔、醍醐弥太郎：日本人
と韓国人の肺腺癌発症に関連するTP63の一塩基多
型の同定.第70回日本癌学会学術総会.名古屋国際会
議場.愛知.2011年10月5日

7. 小崎健一、稲澤讓治：DNA 過剰メチル化により発現
抑制される癌抑制遺伝子型microRNAの機能的スクリ
ーニング.日本人類遺伝学会第56回大会/第11回東ア
ジア人類遺伝学会.幕張メッセ.千葉.2011年11月10日

8. 稲澤讓治：がんの統合的ゲノム・エピゲノム解析.日本人
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類遺伝学会第56回大会/第11回東アジア人類遺伝学
会.幕張メッセ.千葉.2011年11月11日

9. 稲澤讓治：がんのテーラーメイド医療　- 診断、治療、
予防の最前線-. 平成23年度国立大学附置研究所・セン
ター長会議第2部会（医学・生物学）シンポジウム.東京
医科歯科大学5号館4階講堂.東京.2011年11月18日

14）新聞、雑誌、TV報道
1.　医科歯科Bloom!　Jan 2011 No.12 掲載
 
15） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、

特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
准教授 　小崎　健一
特任講師 　谷本　幸介
助　教 　井上　　純
特任講師 　林　　　深
研究補佐員 　高橋　綾子
研究補佐員 　森　　留美
大学院生 ○白　　　樺
大学院生 ○古田　繭子
大学院生 　村松　智輝
大学院生 　鶴田　智彦
大学院生 　倉沢　泰浩　
大学院生 　上杉　篤史
大学院生 　小野　宏晃
大学院生 　岡本　奈那
大学院生 　小西　博貴
大学院生 　遠藤　寛則
大学院生 　宮脇　　豊
大学院生 　原園　陽介
大学院生 　山本　信祐
大学院生 　前田　　誠
大学院生 　大森　逸美
大学院生 　坂本　宙子
大学院生 　永田　啓明
大学院生 　岩舘　怜子
大学院生 　長縄　光代
大学院生 　Nuylan Michielle Loyola
大学院生 　Daniela Tiaki Uehara
大学院生 　李　　　慧
大学院生 　與子田　一輝

○はAISS
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Molecular and Cellular Pathobiology

miR-152 Is a Tumor Suppressor microRNA That Is Silenced
by DNA Hypermethylation in Endometrial Cancer

Tomohiko Tsuruta1,4, Ken-ichi Kozaki1,3, Atsushi Uesugi1, Mayuko Furuta1,2, Akira Hirasawa4,
Issei Imoto1, Nobuyuki Susumu4, Daisuke Aoki4, and Johji Inazawa1,2,3

Abstract
The etiology anddevelopment of human cancers that remain little understoodmight be enlightenedbydefining

tumor suppressor microRNAs (TS-miRNA). In this study, we identified TS-miRNAs silenced by aberrant DNA
hypermethylation in endometrial cancer. Functional screening of 327 syntheticmiRNAs in an endometrial cancer
cell proliferation assay identified 103 miRNAs that inhibited cell growth. We then determined the sequence, DNA
methylation status, and expression levels of these miRNAs in endometrial cancer cell lines and primary tumors.
These determinations led to the identification ofmiR-152 as a candidate TS-miRNA gene in endometrial cancer.
Epigenetic silencing documented inmiR-152was consistent with its location at 17q21.32 in intron 1 of the COPZ2
gene, which is also silenced often in endometrial cancer by DNA hypermethylation, and also with evidence that
miR-152 targets the DNA methyltransferase DNMT1. Notably, restoration of miR-152 expression in endometrial
cancer cell lines was sufficient to inhibit tumor cell growth in vitro and in vivo. We identified E2F3,MET, andRictor
as novel candidate targets of miR-152, suggesting how its epigenetic silencing can drive endometrial carcino-
genesis. Our findings define a central role formiR-152 in endometrial cancer, and they also suggest its use in new
therapeutic strategies to treat this cancer. Cancer Res; 71(20); 6450–62. �2011 AACR.

Introduction

MicroRNAs (miRNA) are endogenous small nonprotein-
coding RNAs of 19–22 nucleotides. These single-stranded
RNAs are considered to play crucial roles in many normal
cellular processes (1–4) and the multistep processes of car-
cinogenesis (5, 6). Among various mechanisms of cancer-
related gene silencing in an epigenetic manner, DNA hyper-
methylation of CpG sites within CpG islands is known to lead
to the inactivation of many tumor suppressor genes (TSG; ref.
7) and several tumor-suppressive miRNAs (TS-miRNA; ref. 8).
Recently, in fact, DNA methylation–mediated downregulation
of miRNAs by proximal CpG islands has been described by a
number of groups, including ours (9–11), and further identi-
fication of remaining targets for methylation may clarify the
specific molecular events involved in endometrial cancer

progression, enabling the prevention, diagnosis, and treat-
ment of endometrial cancer to be approached at a molecular
level.

Endometrial cancer is the most common malignancy of the
female genital tract, and is the fourth most common malig-
nancy in women in the United States after breast, lung, and
colon cancers. In 2009, it is estimated that 42,160 American
women were diagnosed with endometrial cancer (6% of new
cancer cases), and 7,780 women died of the disease (3% of all
cancer deaths). Worldwide, endometrial cancer is the seventh
most common cancer in women, being newly diagnosed in an
estimated 226,000 women in 2007 (12). Endometrial cancer is
generally considered to arise through the progressive accumu-
lation of multiple genetic abnormalities, which may activate
oncogenes and inactivate TSGs. Recently, genome-wide
screenings of altered DNA methylation for exploring endome-
trial cancer–associated TSGs have been reported (13), though
there are few reports about epigenetic alterations of miRNA
genes in endometrial cancer.

Here, we identified a novel TS-miRNA frequently silenced
through tumor-specific DNA methylation in endometrial can-
cer and its multiple targets by function-based screening with a
cell proliferation assay for 327 synthetic miRNAs in HEC-1A
cell line and an approach with a series of sequential analyses of
DNA methylation and expression analysis in endometrial
cancer cell lines and primary cases. The function-based
screening makes it possible to analyze the biological effects
of a large number of double-stranded RNAs (dsRNA) on cancer
cells directly. In addition, this approach has already proved
successful in the exploration of dsRNAs having oncogenic
or tumor-suppressive effects on cancer cells (14, 15).

Authors' Affiliations: 1Department of Molecular Cytogenetics, Medical
Research Institute and School of Biomedical Science, 2Global Center of
Excellence (GCOE) Program for International Research Center for Molec-
ular Science in Tooth and Bone Diseases, and 3Department of Genome
Medicine, Hard Tissue Genome Research Center, Tokyo Medical and
Dental University; and 4Department of Obstetrics and Gynecology, Keio
University School of Medicine, Tokyo, Japan

Note: Supplementary data for this article are available at Cancer Research
Online (http://cancerres.aacrjournals.org/).

Corresponding Author: Johji Inazawa, Department of Molecular Cytoge-
netics,Medical Research Institute, TokyoMedical andDental University, 1-
5-45Yushima, Bunkyo-ku, Tokyo 113-8510, Japan. Phone: 03-5803-5820;
Fax: 03-5803-0244; E-mail: johinaz.cgen@mri.tmd.ac.jp
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Consequently, a possible endometrial cancer–associated
TS-miRNA, miR-152, and novel candidates for its putative
targets were identified in our study. This study is the first
to show clearly that the tumor-suppressive activity ofmiR-152
is epigenetically silenced in endometrial cancer and that its
multiple targets are E2F3, MET, and Rictor.

Materials and Methods

Cell lines and primary tumor samples
A total of 13 human endometrial cancer cell lines—HEC-1,

HEC-1A, HEC-1B, HEC-50B, HEC-59, HEC-108, HEC-151,
HEC-251, HEC-265, HHUA, HOOUA, Ishikawa, and SNG-
M—were obtained from RIKEN BioResource Center, and
authenticated at our laboratory by in-house BAC/PAC-based
arrays for array-CGH analyses (unpublished data) in Decem-
ber 2009. All cell lines were maintained in Dulbecco's mod-
ified Eagle's medium, supplemented with streptomycin (100
mg/mL), penicillin (100 units/mL), 2 mmol/L glutamine, and
10% FBS. To analyze the restored expression of genes of
interest, cells were cultured with or without 10 mmol/L of 5-
aza 20-deoxycytidine (5-aza-dCyd) for 5 days. A total of 70
frozen primary samples were obtained from endometrial
cancer patients (stage I, 38 cases; stage II, 8 cases; stage III,
21 cases; and stage IV, 3 cases; Supplementary Table S1) and
6 normal endometria from patients with endometriosis or
leiomyoma treated at KEIO University with written consent
from each patient and after approval by the local ethics
committee. The International Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO) classification was used.

Transfection with synthetic miRNAs and siRNAs
Endometrial cancer cells were seeded at 10,000 cells per well

in 24-well plates the day before transfection. dsRNA (10 nmol/
L) mimicking human mature miRNAs or control nonspecific
miRNA (Ambion; Thermo Scientific Dharmacon) and 20
nmol/L of Stealth RNAi siRNA for Rictor or control nonspecific
siRNA (Invitrogen) were transfected individually into endo-
metrial cancer cells, using Lipofectamine RNAiMAX (Invitro-
gen) according to the manufacturer's instructions. The
suitable concentration of dsRNAs was decided on the basis
of the result of in vitro cell proliferation assay beforehand.
Representative results of those were shown in Supplementary
Fig. S1A and B. The function-based screening was done by Pre-
miR miRNA Precursor Library-Human V2 (Ambion) in dupli-
cate. The numbers of viable cells were assessed by the
colorimetric water-soluble tetrazolium salt (WST) assay (Cell
counting kit-8; Dojindo Laboratories). Results were normal-
ized to the cell numbers among control cells transfected with
nonspecific miRNA. The cell cycle was evaluated by a fluo-
rescence-activated cell sorting (FACS) analysis as described
elsewhere (16).

Methylation analysis
Each gene and CpG island was searched in miRBase data-

base (release April 17, 2011; ref. 17), UCSC Genome Browser on
Human February 2009 Assembly (hg19; ref. 18), and PubMed
(19). Genomic DNA was treated with sodium bisulfite and

subjected to PCR, using primer sets designed to amplify
regions of interest (Supplementary Table S2). The combined
bisulfite restriction analysis (COBRA) and the bisulfite-se-
quencing analysis were carried out as described elsewhere (9).

Real-time reverse transcription PCR
Real-time reverse transcription PCR (RT-PCR) was carried

out as described elsewhere (9). Relative expression levels of
miRNAs and a host gene were quantified in comparison with
RNU6B and GAPDH mRNA, respectively.

In vivo analysis of effects of synthetic miRNAs on tumor
growth in SCID mice

Four-week-old female SCID mice were purchased from the
Oriental Yeast Co. Ltd and maintained under specific path-
ogen-free conditions. A total of 1.0 � 107 cells in 100 mL of
Matrigel (BD Biosciences) were injected in the subcutaneous
(s.c.) tissue of the left abdominal wall of 7-week-old SCIDmice.
Tumor-bearing SCID mice treated with 1 nmol of dsRNAs
(Ambion) in 100 mL of AteroGene (KOKEN) were adminis-
trated into the s.c. spaces around the tumors 3 times every
week from day 14. At the end of the experiment, mice were
sacrificed by cervical dislocation under deep anesthesia, and
the resected s.c. tumors were weighed.

miRNA target predictions, Western blotting, and
luciferase activity assay

Predicted targets for candidate miRNAs and their target
sites were analyzed by using miRanda (20), TargetScan (21),
and PicTar (22).

The protein levels of predicted targets in transfectants were
analyzed by Western blotting, using anti-Akt, anti-phospho-
Akt (Ser-473), anti-MET, anti-PCNA, anti-Rictor (Cell Signaling
Technology), anti-E2F3 (Abcam), anti-DNMT1 (Santa Cruz
Biotechnology) rabbit polyclonal antibodies, and anti-b-actin
monoclonal antibodies (Sigma).

Luciferase constructs were made by ligating oligonucleo-
tides containing the 30-UTR target sites downstream of
luciferase gene in pMIR-REPORT luciferase vector (Ambion).
Luciferase activities were measured as described elsewhere
(9).

Statistical analysis
Differences between subgroups were tested with the

Mann–Whitney U test.

Results

Function-based screening of TS-miRNAs in endometrial
cancer cell lines

To identify TS-miRNAs silenced by DNA hypermethylation
in endometrial cancer, we first conducted function-based
screening, in which the proliferation-inhibitory effect was
made an index, using HEC-1A cell line and 327 synthetic
miRNAs at 10 nmol/L. The strategy and partial results of this
study are shown in Figure 1A. Relative cell growth ratios in
Figure 1B and Supplementary Table S3 indicate effects of
each miRNA 5 days after transfection. In this first screening,

Tumor-Suppressive miRNAs in Endometrial Cancer
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endometriaA

Analysis of growth inhibitory effects in HEC-1A by MTT 
assay (Fig. 1B; Supplementary Fig. S1; Supplementary Table S3)

Database analysis for locus and existence of CpG islands 
for the 5′ upstream of candidate miRNAs

Database analysis for previous reports about the correlation 
with DNA hypermethylation or tumor-suppressive activities

Methylation analysis in 13 EC cell lines 
( Figs. 1C and 2A; Supplementary Fig. S2) 

Expression analysis in 13 EC cell lines 
(Fig. 2A; Supplementary Fig. S2)

2 miRNAs were identified as new TS-miRNAs silenced by DNA
hypermethylation (consistency of DNA hypermethylation
with down regulation in EC cell lines = 100%; Table 2)

Confirmation of tumor-suppressive activities in EC cell lines 
using dsRNA purchased by different companies (Fig. 3)

1 dsRNA mimicking mature form of miR-152 significantly
suppressed tumor cell growth in vitro and in vivo

3 miRNAs showed high-methylation frequency in EC cell lines
(> 60%), were selected as possible novel TS-miRNAs (see Table 2)

32 miRNAs were selected as candidates of novel TS-miRNAs
silenced by DNA hypermethylation in EC cell lines (Table 1)

49 miRNAs were selected as possible targets for DNA 
hypermethylation except for miRNAs located on X-chromosome

103 miRNAs remarkably inhibited cell growth were selected
as candidates of TS-miRNAs (growth ratio in WST < 0.5)

Functional screening of TS-miRNAs using Pre-miR miRNA
Precursor Library-Human V2 (Ambion) consisting of 327 miRNAs

Methylation and expression analyses in primary 70 EC cases 
(Figs. 2B, 2C and 2D; Supplementary Fig. S3) 

2 TS-miRNA were frequently silenced by DNA hypermethylation 
in primary EC cases (consistency of DNA hypermethylation 

with downregulation in primary EC cases = 100%; Table 2)

Screening of predicted targets of miR-152
(Fig. 4; Supplementary Fig. S5 and S6)

E2F3, MET, and Rictor were identified as novel targets of miR-152
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103 miRNAs, including known TS-miRNAs such as miR-124
(23), miR-126 (24), miR-137 (9), and miR-491 (14), showed
remarkable inhibitory effects on cell growth (relative growth
ratio < 0.5). Then we enrolled miRNAs with CpG islands in
the 50 upstream region and excluded miRNAs previously
reported to show a correlation between DNA hypermethyl-
ation and tumor-suppressive activity. Consequently, 32
miRNAs emerged as candidates for new TS-miRNAs silenced
by DNA hypermethylation in endometrial cancer cell lines
(Table 1).

Methylation and expression analyses of candidates in
endometrial cancer cell lines and primary cases
Next, we explored DNA methylation status of CpG islands

around 32 mature sequences of miRNAs located at 37 loci in a
panel of 13 endometrial cancer cell lines and 6 normal
endometria determined by COBRA (Fig. 1C). As multiple
copies of some mature miRNAs, as listed in Table 1, are
transcribed from different loci, the number of mature forms
of miRNAs is smaller than the number of genomic loci. On the
basis of a comparison of mean methylation frequencies in
each region examined, frequent DNA hypermethylation (>60%
of endometrial cancer lines) was found in only 3 of 32 miRNAs,
that is, miR-9 (96.9%), miR-152 (87.2%), and miR-149 (61.5%),
although a few normal endometria were found to have hyper-
methylated CpG islands on/around these miRNAs (Fig. 2A;
Supplementary Fig. S2A and B). Notably, DNA hypermethyla-
tion within region 1 in miR-9-1 (1q22), region 1 and 3
in/around miR-9-3 (15q26.1), and region 3 in miR-152
(17q21.32) was observed in all endometrial cancer cell lines.
Therefore, we focused on these 3 miRNAs. We next deter-
mined the correlation between the DNA methylation status of
these miRNAs and their expression patterns in 13 endometrial
cancer cell lines and 6 normal endometria. Frequencies of
translational downregulation of miR-9, miR-152, and miR-149
in endometrial cancer cell lines (<0.5-fold expression) were
61.5% (8 of 13), 100% (13 of 13), and 15.4% (2 of 13), respectively
(Fig. 2A; Supplementary Fig. S2C and D), whereas 3 miRNAs
were detected in all normal endometria. Furthermore, the
expressions of miR-9 and miR-152 were also restored by
demethylation with 10 mmol/L 5-aza-dCyd at a high frequency
in endometrial cancer cells lacking their expressions (Fig. 2A;
Supplementary Fig. S2C), strongly suggesting that DNA meth-
ylation around CpG islands on miR-9 and miR-152 suppressed
their expressions in endometrial cancer cell lines. Addition-
ally, as shown in Table 2, the downregulation of miR-9,
miR-152, and miR-149 expression correlated with DNA hyper-
methylation in 61.5% (8 of 13), 100% (13 of 13), and 0% (0 of 9)
of endometrial cancer cell lines, respectively. These findings
indicate that miR-152 is the only miRNA showing a complete
consistency in the correlation between DNA methylation
status and expression pattern in a panel of endometrial
cancer cell lines.
To determine the correlation between DNA methylation

status and expression patterns of miR-152 in 70 primary
endometrial cancer tumors, we carried out COBRA and re-
al-time RT-PCR analysis, respectively. In these analyses, ab-
errant DNA methylation in region 3 containing pre-miR-152
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Figure 2. Correlation between methylation and expression status of
miR-152 and its host gene, COPZ2, in endometrial cancer cell lines and
primary cases. A, analysis for miR-152 and COPZ2 in 13 endometrial
cancer cell lines and 6 normal endometria. A map (top) shows miR-152,
COPZ2, CpG island, CpG sites, and PCR products used for COBRA and
bisulfite sequencing. White boxes, exons of COPZ2; black box, pre-miR-
152; gray box, CpG island; closed arrows, PCR products (primers,
Supplementary Table S2); vertical tick marks, CpG sites; vertical arrows,
restriction enzyme sites. In results of COBRA (middle), arrows,
arrowheads, and black stars indicate unmethylated alleles, methylated
alleles, and samples in which the aberrant hypermethylation of CpG
islands was detected, respectively. In the results of quantitative real-time
RT-PCR (bottom), expression levels of miR-152 and COPZ2 were based
on the amount of target message relative to RNU6B and GAPDH,
respectively, to normalize the initial input of total RNA. Bar graphs show
the ratio of the expression level in each cell line and primary case to the
mean value in 6 normal endometria. Bar graphs for restoration of
expression levels after treatment with 10 mmol/L 5-aza-dCyd for 5 days in
13 endometrial cancer cell lines show the ratio of the expression level in
treated cells to that in untreated cells. White stars indicate endometrial
cancer cell lines in which a remarkable restoration of expression (>2-fold
expression) was observed after treatment with 5-aza-dCyd.
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and deregulation of its expression were detected in 92.9%
(65 of 70) and 97.1% (68 of 70) of endometrial cancer cases,
respectively, and consistency in DNA hypermethylation of
region 3 and silencing of miR-152 expression was found in
100.0% (65 of 65) of endometrial cancer cases (Fig. 2B),
whereas such consistencies found in miR-152 were not ob-
served in miR-9 (Table 2; Supplementary Fig. S3A and B).
Moreover, both tumor-specific DNA hypermethylation and
downregulated expression of miR-152 were observed in 66.7%
(2 of 3) of paired samples from primary endometrial cancer
tumors and their corresponding normal endometria (Fig. 2C).

The DNA hypermethylation of this CpG island was also
confirmed by bisulfite sequencing of selected positive cell
lines and cases (Fig. 2D). These results suggest that miR-
152 is the most likely TS-miRNA frequently silenced through
tumor-specific hypermethylation in endometrial cancer.
Thus, hereafter we focused on miR-152 as a prime candidate.

Tumor-suppressive effects of ectopic miR-152
expression on tumor cell growth in vitro and in vivo

To confirm the effects of miR-152 on tumor cell growth,
we introduced the dsRNA mimicking mature miR-152 into
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Figure 2. (Continued ) B, analysis for miR-152 and COPZ2 in 70 primary samples and 6 normal endometria. C, representative results of methylation
and expression analyses for miR-152 in primary endometrial cancer tumors (T) and their corresponding normal endometria (N). D, representative results of
bisulfite sequencing of CpG islands on pre-miR-152 and COPZ2 in normal endometrium (EM44), primary endometrial cancer tumors (endometrial cancer11
and endometrial cancer22), and endometrial cancer cell lines (HEC-1 and HEC-1A) with (þ) or without (�) miR-152 expression in regions within/around
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represent unmethylated and methylated CpG sites, respectively, and each row represents a single clone.
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endometrial cancer cell lines, HEC-1 and HEC-1A, lacking its
expression, in vitro and in vivo. Although miR-152 overexpres-
sion significantly inhibited cell growth in vitro, potential dose-
dependent effects of this dsRNA on cell proliferation in vitro
were not observed in these cell lines (Supplementary Fig. S1A).
On the contrary, expression levels ofmiR-152 were remarkably
increased in endometrial cancer cells transfected with this
dsRNA (<0.005 nmol/L) as compared with untreated endo-
metrial cancer cells and normal endometria (Supplementary
Fig. S1B). Then 2 synthetic miRNAs purchased from Ambion
and Thermo Scientific Dharmacon were used in consideration
of off-target effects of dsRNAs. Consistent with the results of
function-based screening, restoring miR-152 expression signi-
ficantly reduced cell proliferation in all endometrial cancer
cell lines tested (Fig. 3A), confirming the tumor-suppressive
function of miR-152; note that a large number of miR-152
transfectants were rounded and floating compared with their
control counterparts (Fig. 3A). Because such apoptotic
changes were more remarkable in HEC-1 than HEC-1A under
the phase-contrast microscope at 5 days after transfection, we
carried out FACS analysis and Western blot analysis for
caspase-mediated apoptosis, using endometrial cancer cell
lines 72 hours after the transfection. In FACS analysis, over-
expression of miR-152 induced the accumulation of cells in
sub-G1 phase or G2–M phase to HEC-1 or HEC-1A cell lines,
respectively (Fig. 3A). The results of Western blotting, more-
over, showed that the ectopic expression of miR-152 remark-
ably increased levels of caspase-3, cleaved caspase-3, and
cleaved PARP in HEC-1 cells, whereas only caspase-3 was
increased in HEC-1A (Fig. 3B). These findings suggestmiR-152
to be associated with cell cycle arrest at both the G1–S and
G2–M checkpoints in endometrial cancer cells, leading us to
further investigate the potential of dsRNA mimicking miR-152
as a therapeutic agent. Therefore, we examined whether
miR-152 could suppress tumor growth in vivo, and conse-
quently significant reduction of s.c. tumors of HEC-1 cells
could be observed by treatment with miR-152 (Fig. 3C).

Coexpression of intronic miRNA, miR-152, and its host
gene, COPZ2

Interestingly, the miR-152 gene is located at 17q21.32 and
within intron 1 of the coatomer protein complex, subunit zeta 2
(COPZ2) gene (Fig. 2A). In real-time PCR analysis using endo-
metrial cancer cell lines and primary cases, the expression
pattern of these 2 transcripts seemed to be similar (Fig. 2A and
B); note that the frequencies of downregulation of COPZ2
in endometrial cancer cell lines and primary cases (<0.5-fold
expression) were 100% (13 of 13) and 75.7% (53 of 70), respec-
tively. The correlation between the DNA methylation status
of COPZ2 in region 3 in COBRA and its expression patterns
was 100% (13 of 13) in endometrial cancer cell lines and 75.4%
(49 of 65) in endometrial cancer cases. To investigate the
relationship betweenDNAhypermethylation in this CpG island
and the downregulation of miR-152 and COPZ2 expression,
we treated endometrial cancer cell lines with 5-aza-dCyd.
The expression of intronic miR-152 gene and the host gene,
COPZ2, was restored to a similar pattern in endometrial cancer
cell lines 5 days after treatment with 5-aza-dCyd (concordance
rate at 2-fold increased restoration between downregulation
and restoration of COPZ2 expression¼ 69.2%, 9 of 13; Fig. 2A),
strongly suggesting that DNA methylation around CpG
islands on miR-152 also suppressed the expression of COPZ2
in cell lines. To determine whether COPZ2, as well asmiR-152,
had a potent tumor-suppressive function, we also carried out
colony-formation assays using the full coding sequence of
COPZ2 with Myc-tags cloned into a mammalian expression
vector (pCMV-3Tag4A-COPZ2) and 2 endometrial cancer cell
lines lacking the expression of COPZ2 (Supplementary Fig. S4A).
However, the number of large colonies produced by COPZ2-
transfected HEC-1 cells significantly decreased compared
with those produced by empty vector-transfected counterparts
2 weeks after the transfection and subsequent selection of drug-
resistant colonies, such findings were not observed in COPZ2-
transfected HEC-1A cells (Supplementary Fig. S4B). Further
detailed analyses will be necessary to prove thatCOPZ2 is a TSG.

Table 2. Frequencies of endometrial cancer cell lines and primary cases, in which DNA hypermethylation
accorded with downregulation of miRNA expression

miRNA gene Region in
COBRA

endometrial cancer cell lines endometrial cancer cases

Methylation
frequency (%)a

Consistency of methylation
with downregulation (%)b

Methylation
frequency (%)a

Consistency of methylation
with downregulation (%)b

miR-9-1 1 100.0 (13/13) 61.5 (8/13) 60.0 (42/70) 21.4 (9/42)
miR-9-3 1 100.0 (13/13) 61.5 (8/13) 84.3 (59/70) 23.7 (14/59)
miR-9-3 3 100.0 (13/13) 61.5 (8/13) 35.7 (25/70) 24.0 (6/25)
miR-152 3 100.0 (13/13) 100.0 (13/13) 92.9 (65/70) 100.0 (65/65)
miR-149 1 69.2 (9/13) 0.0 (0/9) ND ND

Abbreviation: ND, not determined.
aFrequency of cell lines or primary cases, in which DNA hypermethylation were detected by COBRA (Figs. 1C, 2B and E;
Supplementary Figs. S2 and S3).
bFrequency of cell lines or primary cases, in which downregulation was consistent with DNA hypermethylation (Fig. 2C and F;
Supplementary Figs. S2 and S3).

Tumor-Suppressive miRNAs in Endometrial Cancer

www.aacrjournals.org Cancer Res; 71(20) October 15, 2011 6457

American Association for Cancer Research Copyright © 2011 
 on March 6, 2012cancerres.aacrjournals.orgDownloaded from 

Published OnlineFirst August 25, 2011; DOI:10.1158/0008-5472.CAN-11-0364



343Annual Report 2011

稲澤 譲治

Screening of predicted targets for miR-152 in
endometrial cancer cells

To explore oncogenic targets of miR-152 in endometrial
cancer cells, we searched for potential genes involved in

tumorigenesis, using algorithms such as miRanda, TargetS-
can, and Pictar, and identified DNA methyltransferase 1
(DNMT1), E2F transcription factor 3 (E2F3), MET, and rapa-
mycin-insensitive companion of mTOR (Rictor). DNMT1 had
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already been described as a target of miR-152 (25). We first
carried out Western blot analysis of these predicted targets
in HEC-1 and HEC-1A cells 48 hours after the transfection of
2 kinds of dsRNAs mimicking miR-152 (Fig. 4A), and ob-
served that protein levels were reduced in the transfectants
compared with their control counterparts, although the
reductions were not remarkable. To further determine
whether the predicted target sites for miR-152 in the 30-
UTR of the mRNAs of DNMT1, E2F3, MET, and Rictor

(Fig. 4B) were responsible for the translational regulation
by dsRNA, we next carried out luciferase assays with vectors
containing these 30-UTR target sites downstream of the
luciferase reporter gene. The reporter construct containing
the miR-152 binding site within the 30-UTR of DNMT1 was
used as a positive control. In endometrial cancer cells
transfected with dsRNAs mimicking miR-152 purchased
from Ambion, a statistically significant reduction in lucifer-
ase activity was observed in DNMT1, MET, and Rictor, but

B
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Figure 4.Screening of predicted targets ofmiR-152. A, the results ofWestern blotting of predicted targets for miR-152 in endometrial cancer cell lines 48 hours
after transfection of dsRNA mimicking miR-152 or control nonspecific miRNA. B, luciferase reporter assay. Left, results of luciferase assays in
endometrial cancer cell lines 48 hours after cotransfection of pMIR-REPORT luciferase vectors containing wild type (Wt) or mutated (Mut) 30-UTR target sites
of DNMT1, E2F3, MET, and Rictor for miR-152, dsRNA mimicking miR-152 or control nonspecific miRNA (Ambion), and pRL-CMV internal control
vector using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). *, P < 0.05 versus vehicle-treated cells, statistical analysis with the Mann–Whitney U test. Right, putative
binding site ofmiR-152 in the 30-UTR region of their targets. These target sites were analyzed bymiRanda (20), TargetScan (21), and PicTar (22). C, comparison
of Rictor protein expression levels and AKT activation in endometrial cancer cell lines by Western blot analysis. Western blot analysis for the
phosphorylation of Akt at Ser-473 in endometrial cancer cell lines 48 hours after the transfection of 2 kinds of dsRNAmimickingmiR-152 or control nonspecific
miRNA (left) and 2 kinds of Rictor-specific siRNA (si-Rictor #1 and si-Rictor #2; Sigma) or control nonspecific siRNA (right). To determine the increased
phosphorylation of Akt, total Akt levels in the same samples were evaluated. The quantification of each protein band was done by using LAS-3000 with
MultiGauge software (Fujifilm). D, effects of downregulation of Rictor protein expression on cell proliferation in endometrial cancer cell lines. Growth curves
(top) and phase-contrast micrographs (bottom) of HEC-1 and HEC-1A cells in which 20 nmol/L of si-Rictor #1, si-Rictor #2, or nonspecific siRNA was
transfected. The numbers of viable cells after transfection were assessed by WST assay. Each data point represents the mean of triplicate determinations
(bars, SD) in these experiments. *, P < 0.05; **, P < 0.01, statistical analysis with the Mann–Whitney U test. Phase-contrast micrographs show
endometrial cancer cells 5 days after transfection.
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not in their mutant constructs (Fig. 4B), although synthetic
miR-152 purchased from Thermo Scientific Dharmacon
markedly decreased the luciferase activities in all of 4
targets, including E2F3 (Supplementary Fig. S5). On the
contrary, expressions of DNMT1, E2F3, MET, and Rictor were
upregulated in 47.1% (33 of 70), 28.6% (20 of 70), 1.5% (1 of
70), and 20% (14 of 70) of endometrial cancer cases, respec-
tively (Supplementary Fig. S6). Taken together, these find-
ings suggested that DNMT1 and Rictor might be the most
likely targets for miR-152 in endometrial cancer.

Rictor, together with the mTOR kinase, forms mTOR com-
plex 2 (mTORC2), and the Rictor–mTOR complex directly
regulates the phosphorylation of Akt at Ser-473, resulting in
cell growth (26). To investigate whether Rictor participates in
the growth inhibitory effects ofmiR-152 in endometrial cancer
cells, we analyzed the phosphorylation of Akt and proliferation
in HEC-1 and HEC-1A cells transfected with or without 2
dsRNAs mimicking miR-152 or 2 specific siRNAs for Rictor.
Levels of Rictor protein and phosphorylation of Akt at Ser-473
were weakly decreased in HEC-1A cells 48 hours after the
transfection of miR-152 compared with those in the control
transfectants, whereas levels of phosphorylated Akt showed
no reduction in HEC-1 cells (Fig. 4C). The transient transfec-
tion of specific siRNA for Rictor clearly decreased levels of the
transcripts (data not shown) and protein of Rictor (Fig. 4C)
and inhibited cell growth (Fig. 4D) in both cell lines. Forty-
eight hours after the knockdown of Rictor, similar to the
results for miR-152, a marked reduction in the phosphoryla-
tion of Akt was detected in HEC-1A cells, but not in HEC-1
cells (Fig. 4C), suggesting Akt to be significantly activated and
phosphorylated by another pathway, for example, phosphati-
dylinositol 3-kinase (PI3K)-Akt signaling, different from TOR-
Akt signaling for the silencing of miR-152 through DNA
hypermethylation in HEC-1A cells.

Discussion

In this study, we carried out function-based screening
by using 327 dsRNA mimicking mature human miRNAs as
the first screening of TS-miRNAs having remarkable inhib-
itory effects on the growth of endometrial cancer cell lines
although expression-based or DNA methylation–based
screening had been successfully performed in our previous
studies in oral squamous cell carcinoma (9) and hepatocel-
lular carcinoma (10). Actually, several known TS-miRNAs,
such as miR-124 (10, 23), miR-126 (27), miR-137 (9), and miR-
491 (14), were identified through similar screening process-
es, strongly suggesting the function-based approach pre-
sented here to be a powerful tool for exploring dsRNAs
having tumor-suppressive effects, including TS-miRNAs and
siRNAs, as therapeutic agents for several types of cancer
cells. The tumor-suppressive function of a candidate miRNA
eventually identified in our study was reexamined by using
2 kinds of dsRNA purchased from independent companies
to take account of off-target effects by dsRNA. Although such
effects have been known to complicate the interpretation of
phenotypic effects in gene-silencing experiments using
siRNAs (28), dsRNAs mimicking miRNAs can potentially

cause these unwanted actions. These unpredictable tar-
get-independent effects should be addressed during data
interpretation in all dsRNA-based studies related with func-
tional genomics, drug target discovery and validation, and
dsRNA therapeutics. However, dsRNAs including miRNAs
and siRNAs have commonly been used so far at 1.0 to
50.0 nmol/L in dsRNA-based studies, remaining the possi-
bility that overexpressions above their physiologic condi-
tions may lead to biologically toxic effects.

We have considered that the hypermethylation of CpG
islands on/around miRNA genes is a good marker to explore
novel epigenetically silenced TS-miRNAs, similar to classic
TSGs in several types of human cancers, and have already
reported miR-137, miR-193a, miR-124, and miR-203 as TS-
miRNAs (9, 10). This study showed that the second screening,
combining DNA methylation and expression analyses in en-
dometrial cancer cell lines and primary cases, resulted in the
identification ofmiR-152 as a prime candidate for a TS-miRNA
silenced by DNA hypermethylation in endometrial cancer.
Because tumor-suppressive effects of miR-152 have not been
described to date, we carried out detailed analyses ofmiR-152.
Recently, in MLL-rearranged acute lymphoblastic leukemia,
aberrant DNA methylation of miR-152 CpG islands was
reported to correlate with a poor clinical outcome (29).
Altered expression of miR-152 was shown in gastrointestinal
cancer (30) and cholangiocarcinoma (25). Our data showed
that DNA hypermethylation and downregulation of miR-152
were frequently observed in endometrial cancer cell lines and
primary tumors, and that treatment with 5-aza-dCyd restored
the expression of miR-152 in endometrial cancer cell lines
lacking it. In addition, the correlation between DNA methyl-
ation status aroundmiR-152 and expression pattern was 100%
(13 of 13) in a panel of 13 endometrial cancer cell lines and
100% (65 of 65) in endometrial cancer cases, suggesting that
DNA hypermethylation around the CpG island of miR-152
seemed to deregulate its expression in endometrial cancer.
Moreover, we successfully showed for the first time that
dsRNA mimicking miR-152, in its administration with atelo-
collagen for the drug delivery in mice, suppressed in vivo
growth of an endometrial cancer cell line. The finding led us to
consider the possibility thatmiR-152might have some benefit
as therapeutic agents. This miRNA is located at 17q21.32 in
intron 1 of the host gene COPZ2. COPZ2 was described as a
coat protein (COP) and to form part of a COPI complex which
transports vesicles from the Golgi apparatus to endoplasmic
reticulum (31). In addition, a recent study showed that COPI
was required for early endosomal maturation in autophagy,
whereas the biological function of COPZ2 remains unchar-
acterized (32). Our data showed that DNA hypermethylation–
mediated silencing of miR-152 and COPZ2 was a relatively
frequent molecular event in endometrial cancer and inhibited
cell growth in endometrial cancer cell lines, suggesting the
epigenetic silencing of these genes to contribute to endome-
trial carcinogenesis, although further experiments will be
needed to confirm that the coexpression has tumor suppres-
sor effects in this disease.

In this study, we successfully identified possible direct
targets of miR-152 other than DNMT1 (25), such as E2F3,
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MET, and Rictor (Supplementary Fig. S7). E2F3 is a tran-
scriptional repressor of the E2F family, and its potential
oncogenic capacity was also shown recently (33). MET is
already well known as an oncogene and the cell-surface
receptor for hepatocyte growth factor (34). These previous
studies as well as our own results suggest that the altered
expression of these targets caused by the downregulation of
miR-152 expression through CpG island hypermethylation
may contribute to the tumorigenesis through the activation
of target oncogenic pathways in endometrial cancer. Rictor
is a component of the mTOR-containing complex, mTORC2,
which directly regulates the phosphorylation of Akt at Ser-
473 (26), and has already been reported the correlation with
the molecular mechanisms in cancer cells (35, 36). These
results including our findings support the hypothesis that
the silencing of miR-152 through CpG methylation may
contribute to carcinogenesis and cancer progression at least
partly through the activation of mTORC2-Akt signaling
in endometrial cancer. However, knockdown of Rictor was
reported to induce G1 arrest in the breast cancer cell line
MCF7 and prostate cancer cell line PC3 (37), and inhibition
of the Akt-mTOR pathway was shown to induce G2–M arrest
and autophagy in the breast cancer cell line MDA-MB-231
(38). On the contrary, we showed here that ectopic miR-152
expression reduced cell proliferation and induced the
accumulation of cells into sub-G1 phase or G2–M phase in
HEC-1 or HEC-1A cell lines, respectively. Cell cycle progres-
sion of miR-152 transfectants may be affected by its targets
other than Rictor, considering that miRNAs regulate target
gene expression through imperfect pairing with target mes-
senger RNAs. Although Akt signaling pathways were also
described to play a key role in both G1–S and G2–M transi-
tions (39), these differences in effects on cell cycle progres-
sion remain largely unknown.

In conclusion, we describe here the identification of a TS-
miRNA, miR-152, frequently silenced by DNA hypermethyla-
tion in endometrial cancer, using function-based screening
and a series of sequential analyses. Moreover, we identified
E2F3,MET, and Rictor as potential targets ofmiR-152, suggest-
ing that the epigenetic silencing of miR-152 and consequent
activation of its multiple targets may contribute to endome-
trial carcinogenesis, and that miR-152 and targeting E2F3,
MET, and Rictor may provide a novel treatment strategy for
endometrial cancer, although further studies in vivo will be
needed to confirm that dsRNA mimicking miR-152 can work
as a TS-miRNA in this disease.
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分子遺伝分野

三木 義男
難治疾患研究所
分子遺伝・教授

1）研究の課題名

①骨肉腫におけるP53によって誘導されるアポトーシ

ス関連遺伝子の解析
（Discovery of pro-apoptotic genes induced by p53 in 
osteosarcoma）

　骨肉腫は、小児〜青春期において発症する。がん抑制
遺伝子p53の変異は、骨肉腫を含むヒトがんの中で最も
高頻度に検出される。p53は、DNA損害に反応してアポ
トーシスを制御し、p53の転写活性や選択性は主にその翻
訳後修飾に依存する。特に、p53セリン-46（Ser46）のリ
ン酸化は、プロアポトーシス遺伝子群を活性化するために
必須である。我々はヒト骨肉腫細胞において、p53 Ser46
のリン酸化によって活性化される新しいproapoptoticな遺
伝子を同定するために、マイクロアレイ解析とクロマチン
免疫沈降（ChIP）解析を行った。マイクロアレイ解析で
は、変異型p53 Ser46（p53S46A）では遺伝子発現に変
化なく、野生型p53（wt-p53）で高発現が認められた296
遺伝子を同定した。ChIP 解析では、p53S46Aは結合せ
ず、wt-p53が結合する領域を有する9294遺伝子を同定し
た。これら両方のデータから、p53 Ser46のリン酸化によ
り活性化される候補遺伝子 68遺伝子を同定した。これら
の遺伝子について、RT-PCRによりさらに詳細に解析した
結果、脂質のアンカーであるparalemminタンパクファミリ
ーのmRNA発現が、wt-p53 特異的に増加することを突き
止めた。我々は、このp53によって誘導されるプロアポト
ーシス遺伝子の発見が骨肉腫治療のために重要な情報を
提供するものと考えている。

②新規プロラインキナーゼCδ	（PKCδ）	アポトーシス

標的分子Evi-1の同定
（Identification of Evi-1 as a novel PKCδ Apoptosis 
Regulatory Target）

　PKCδはDNA 損傷に応答して様々なシグナル伝達機

構を制御することから、本研究ではPKCδによって引き
起こされる細胞死誘導に重要な新規下流制御因子の同
定を目標とした。PKCδによって誘導されるアポトーシ
ス制御機構を明らかにするために、ChIP-cloning 法と
Microarray 解析を組み合わせたスクリーニングを行い、
PKCδの新規標的転写因子を探索した。候補転写因子
はMicroarray法と同様にin silico解析によって選出した。
そして本スクリーニングによって、新規 PKCδ標的分子と
して白血病の癌遺伝子Evi-1を同定することに成功した。
また、PKCδが DNA 損傷に応答してEvi-1によるPLZF
の活性化を制御していることを見出した。更に、Evi-1が
DNA損傷性ストレスによるアポトーシス誘導に関与するこ
と明らかにした。これらの結果より、我々は新規 PKCδ
標的因子Evi-1が DNA損傷下においてPLZFを活性化し、
細胞死を誘導することを明らかにした。

2）
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3）発表の研究内容についての英文要約 

1.	 Discovery	of	the	pro-apoptotic	genes	induced	by	p53	
in	osteosarcoma
The genetic alterations in p53 are one of the most 
frequently mutated tumor suppressor gene in 
human cancer including osteosarcoma. The tumor 
suppressor gene p53 regulates apoptosis in response 
to DNA damage. Promoter selectivity of p53 depends 
mainly on its post-translational modification. Notably, 
the phosphorylation at serine-46 （Ser46） of p53 is 
essential to promote pro-apoptotic genes. However, 
little is known about pro-apoptotic genes induced by 
Ser46 phosphorylation. Recently, microarray analysis 
became common tool in molecular biology research, 
we intended to compare microarray analysis with 
chromatin immunoprecipitation （ChIP） sequencing 
assay to discover novel proapoptotic genes promoted by 
p53 phosphorylation at Ser46 in human osteosarcoma 
cells. In the microarray analysis, 24970 genes were 
probed and 296 genes were upregulated in expression 
of wild type p53 （wt-p53）, but not in mutant p53 
at Ser46 （p53S46A）.  p53 binding regions of 9294 
genes were isolated in wt-p53 by the ChIP sequencing 
assay. Sixty eight genes which are specific in p53S46A 
were successfully extracted by comparing the genes 
isolated from the microarray analysis and the ChIP 
sequencing assay. From them, the genes strongly 
elicited by the phosphorylation of Ser46 of p53 were 
clarified by quantitative real time RT-PCR. mRNA level 
of the paralemmin protein family, lipid-anchoring was 
significantly increased in wt-p53 but not in p53S46A. 
The DNA binding site of p53 of isoform of paralemmin 
protein was found in intron 1 region. We hope that the 
discovery of pro-apoptotic gene induced by p53 will 
convey important information for osteosarcoma therapy.

2.	 Identification	of	Evi-1	as	a	novel	PKCδ	Apoptosis	
Regulatory	Target
The projects aim to identify PKCδ downstream 
regulatory substrates that are responsible for the cell 
death machinery. We sought to uncover transcription 
factor targets of PKCδ by devising a screening 
strategy that utilizes ChIP-cloning and microarray 
analysis. As a result, we have discovered a novel 
regulation of Evi-1, which transactivates PLZF, by PKC
δ to induce cell death by genotoxic stress. We hope 
that the achievement of this project will bring about 
new knowledge for the understanding of how PKCδ 
regulates apoptosis.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点体制）

　研究室におけるスペースの確保、機器の整備および補
充、研究推進のためのスケジュール等を作成し研究室内
部の体制の整備を継続するとともに、整形外科、口腔外
科等の臨床グループと立案した共同研究計画を進めるな
ど、総合的に研究拠点体制の継続に努めた。
B（研究教育環境）

　ジャーナルクラブ、研究進捗ミーティング、GCOEセ
ミナー等研究教育環境の整備を継続した。
C（人材確保）

　大学院生2名（うち1名がSS）がGCOE研究を遂行した。
D（人材育成）

　新たに入学する大学院生を含め上記体制で人材育成に
努めている。
E（国際化）

　GCOEプログラムの中で国際セミナーへの参加、海外
招聘研究者との議論等を通して国際化を図った。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　GCOE推進研究者間で立案した共同研究計画を積極的
に進め、特に臨床グループとの共同研究で患者臨床検体
を用いたゲノム研究推進体制の構築及びその継続に努めた。

6）英文原著論文
1. Hew HC, Liu H, Miki Y, Yoshida K. PKCdelta regulates 

Mdm2 independently of p53 in the apoptotic response to 
DNA damage. Mol Carcinog 50：719-731, 2011

2. Hew HC, Liu H, Lu ZG, et al. Identification of Evi-1 as 
a novel effector of PKCdelta in the apoptotic response 
to DNA damage. Biochim Biophys Acta 1809：285-294, 
2011

3. ◎ Wang HF, Takenaka K, Nakanishi A, Miki Y. BRCA2 
and nucleophosmin coregulate centrosome amplification 
and form a complex with the Rho effector kinase 
ROCK2. Cancer Res 71：68-77, 2011

4. Ito Y, Nagasaki K, Miki Y, et al. Prospective randomized 
phase II study determines the clinical usefulness 
of genetic biomarkers for sensitivity to primary 
chemotherapy with paclitaxel in breast cancer. Cancer 
Sci 102：130-136, 2011

5. Kimura J, Kudoh T, Miki Y, Yoshida K. Identification of 
dihydropyrimidinase-related protein 4 as a novel target 
of the p53 tumor suppressor in the apoptotic response 
to DNA damage. Int J Cancer 128：1524-1531, 2011
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6. Sakamoto K, Aragaki T, Morita K, et al. Down-
regulation of keratin 4 and keratin 13 expression in oral 
squamous cell carcinoma and epithelial dysplasia： a 
clue for histopathogenesis. Histopathology 58：531-542, 
2011;

7. Iyevleva AG, Kuligina ES, Mitiushkina NV, et al. High 
level of miR-21, miR-10b, and miR-31 expression in 
bilateral vs. unilateral breast carcinomas. Breast Cancer 
Res Treat 2011 [epub ahead of print]

8. Wang L, Tsutsumi S, Kawaguchi T, et al. Whole-
exome sequencing of human pancreatic cancers and 
characterization of genomic instability caused by MLH1 
haploinsufficiency and complete deficiency. Genome Res 
2011 [epub ahead of print]

9. Taira N, Mimoto R, Kurata M, Yamaguchi T, Kitagawa 
M, Miki Y, Yoshida K. DYRK2 phosphorylation of 
human c-Jun and c-Myc controls tumor progression by 
monitoring the G1/S transition. J Clin Invest, in press

7）総説ならびに著書　
和文：

1.  三木 義男; 染色体 BRCA2とヌクレオホスミン. 生体
の科学 62巻5号, 474-475, （2011）

2. 三木 義男; 遺伝性乳癌・卵巣癌の遺伝子診断およ
び研究の現状. 産科と婦人科 78巻9号 , 1050-1055, 

（2011）
3.  斉藤 広子, 三木 義男; PARP阻害剤と癌治療. 癌と化

学療法 38巻1号, 12-18, （2011）

8）平成23年度までの自己評価
　GCOE プログラムに参加し、骨軟部腫瘍（骨肉腫、
軟骨肉腫、歯肉癌など）を中心に、ゲノム科学を応用し
た研究を進めてきた。一方、骨肉腫におけるp53 Ser46
のリン酸化により活性化されるプロアポトーシス分子と
して、paralemminタンパクファミリーの同定に成功した。
今度は、臨床系グループとの共同研究体制を維持し臨床
検体収拾システムを作製、順次癌組織の収集を促進し遺
伝子発現プロファイル解析を進める。また、教育等には
大きく貢献できたと判断している。

9）学会発表（英文） 
1. Miki Y, Takenaka K, Nakanishi A. New insights into 

the cellular function of BRCA2. 70th Annual Meeting of 
the Japanese Cancer Association, （oral presentation） 
Nagoya, Japan, October 3-5, 2011

 

10）学会発表（和文）
1.  新井正美, 瀧景子, 須貝幸子, 小松美樹, 佐藤友理 , 西

村誠一郎, 岩瀬拓士, 横山士郎, 権藤延久 , 三木義男; 
BRCA遺伝子検査により診断が困難であった症例への
取り組み. 第17回日本家族性腫瘍学会学術集会、京都市、
2011年6月16-19日

2.  近藤裕道, 堀井理絵, 岩瀬拓士, 秋山太, 三木義男, 野
田哲生, 冨田章弘; in situにおける半定量的遺伝子発
現解析技術. 第52回日本組織細胞化学会総会学術集会、
金沢市、2011年9月24-25日

3.  三本麗, 平直江, 鷹橋浩之, 内田賢, 三木義男, 吉田清
嗣; DYRK2はsnail/E-cadherin系を介して癌の浸潤
を制御する.　第70回日本癌学会学術総会、名古屋市、
2011年10月3-5日

4.  平直江, 三本麗, 倉田盛人, 北川昌伸, 三木義男, 吉田
清嗣; DYRK2によるc-Jun/c-Mycのリン酸化は細胞
周期G1/S期の進行を制御する. 第70回日本癌学会学
術総会、名古屋市、2011年10月3-5日

5.  ダシゼウェゲ ヌルマ, 平直江, 木村純子, 三木義男, 
吉田清嗣; 癌抑制遺伝子産物p53によるアポトーシス
関連遺伝子の探索. 第70回日本癌学会学術総会、名
古屋市、2011年10月3-5日

6.  高岡美帆, 斉藤広子, 中西啓, 三木義男; 細胞質分裂
におけるミッドボディでのBRCA2とⅡ型ミオシン
ⅡCの役割.　第70回日本癌学会学術総会、名古屋市、
2011年10月3-5日

7.  木村仁美, 中西啓, 三木義男; 中心体の大きさと微小管
形成はプロテオームによって制御されている.　第70回
日本癌学会学術総会、名古屋市、2011年10月3-5日

8.  須貝幸子, 奥村栄,  坂尾幸則, 文敏景, 小松美樹, 尾
本大輔, 大仲悟, 石川雄一, 佐藤之俊, 中川健, 三木義
男; 原発性非小細胞肺癌切除時の胸腔内洗浄液にお
けるTRC法によるCEAmRNAとCK19mRNAの迅
速的検出の検討. 第70回日本癌学会学術総会、名古
屋市、2011年10月3-5日

9.  古田玲子, 秋山太, 杉山裕子, 宇津木久仁子, 竹島信
宏, 須貝幸子, 三木義男, 石川雄一, 北川知行; 子宮頸
部神経内分泌癌とHPV18型の強い関連.　第70回日
本癌学会学術総会、名古屋市、2011年10月3-5日

10.  奥喜全, 瀧藤克也, 堀田司, 横山省三, 松田健司, 那須
亨, 田村耕一, 家田淳司, 山本直之, 岩本博光, 三木義
男, 山上裕機; 大腸癌先進部脱分化をもたらす遺伝子
機能ネットワーク. 第66回日本大腸肛門病学会学術
集会、東京都、2011年11月25-26日



351Annual Report 2011

三木 義男

11）外部資金の獲得状況
1.  文部科学省科学技術試験研究・委託業務

研究題目：分子プロファイリングによる新規標的同
定を通じた難治がん治療法開発
代表：三木義男
期間：平成23年
研究費総額：1,400万円

2.  文部科学省科学技術試験研究・委託業務
研究題目：ゲノム網羅的解析情報を基盤とするオー
ダーメイドがん医療
代表：稲澤　譲治
期間：平成20年〜平成23年
研究費総額：2,000万円

3.  科学研究費補助金、　基盤C
研究題目：細胞アレイによる卵巣癌抗癌剤効果予測
システムの構築と分子標的薬の探索
代表：津田　浩史
期間：平成22〜23年
研究費総額：234万円

4.  科学研究費補助金、　挑戦的萌芽研究
研究題目：MT1-MMPの中心体制御を介した新規が
ん形質転換機構の解明
代表：三木　義男
期間：平成23〜24年
研究費総額：280万円

5.  新学術領域研究、公募研究
研究題目：乳癌の分子サブタイプ分類と個別化抗癌
剤治療の開発 
代表：三木　義男
期間：平成23〜24年
研究費総額：1600万円

12）特別講演、招待講演、シンポジウム
1.  三木義男; 遺伝性乳がん卵巣がんの臨床　BRCA1/2

遺伝子検査と薬物療法 BRCA1/2研究の現状と展望  
基礎から臨床. 第17回日本家族性腫瘍学会学術集会、
シンポジウム、京都市、2011年6月16-19日

2.  三木義男; 遺伝性乳がん・卵巣がん症候群の分子遺
伝. 第47回北九州乳腺カンファレンス、特別講演、
北九州市、2011年11月11日

3.  三木義男; 乳がんはなぜおこるの?-遺伝子の異常と
乳がん-. 乳がん講演会、徳島市、2011年11月19日

4.  三木義男; BRCA1/2遺伝子の分子生物学-遺伝子の
発見から今、そして今後の展望-. 日本家族性腫瘍学会・

第14回家族性腫瘍セミナー、東大阪市、2011年8月
26-28日

13） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
 准教授 吉田　清嗣
 助教 竹中　克也
 特任助教 平　直江
 D4 高岡 美帆
 D3 Wali Nadila（瓦力 娜迪拉）
 D3 Mariku  Sadiya（真利久 サデｨヤ）
○ D2 Dashzeveg Nurmaa
  （ダシュゼウェゲ　ヌルマ）
 M2 Guo Tiantian（郭　甜甜）
 M2 加賀美裕也
 M2 鈴木　一穂
 M1 木村　仁美
 M1 滝沢　涼子
 M1 中澤　和也
 M1 山本　武徳
 M1 和田　匠太

○はAISS

14） GCOE活動についての感想、コメント、
改善を望む点

　GCOEプログラムに参加した学生の教育、研究推進は
大きな前進が認められ、このような活動が財政的支援と
ともに継続されることを強く希望する。
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Identification of Evi-1 as a novel effector of PKCδ in the apoptotic response to
DNA damage
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Protein kinase C delta (PKCδ), a PKC family isoform, regulates diverse signal transduction pathways during
DNA damage to induce apoptosis. To explore the apoptosis mechanism that PKCδ modulates, we sought to
uncover transcription factor targets of PKCδ by devising a screening strategy that utilizes ChIP-cloning and
microarray analysis. Transcription factor candidates were generated with the application of public access
data-mining tools and this resulted in the identification of Evi-1 as a novel PKCδ-mediated DNA damage
responsive molecule. The results demonstrated that PKCδ is constitutively associated with Evi-1. PKCδ
regulated Evi-1 to activate PLZF transcription upon genotoxic stress. Furthermore, both Evi-1 and PLZF were
associated with DNA damage-stimulated apoptosis. Taken together, we have discovered a novel regulation of
Evi-1, which transactivates PLZF, by PKCδ to induce cell death in response to genotoxic stress.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Protein kinase C (PKC) family of serine/threonine kinases plays an
essential role in signal transduction pathways of diverse cellular
processes including cell proliferation, differentiation, migration, and
apoptosis. Protein kinase C δ (PKCδ) belongs to the novel PKCs and
was the first novel PKC isozyme discovered [1]. PKCδ undergoes self-
phosphorylation and is further phosphorylated on different sites
depending on the stimuli [2]. While pro-survival aspect of PKCδ has
been described, it is generally conceived that PKCδ is a pro-apoptotic
molecule as evidenced from experiments in a variety of cell types in
response to different death stimuli [3,4]. PKCδ-mediated induction of
apoptosis upon genotoxic stress involves its breaking up into a 40 kDa
protein catalytic domain that can be translocated into the mitochon-
dria and nucleus by proteolysis with caspase-3 [5,6]. Association of
PKCδwith the c-Abl tyrosine kinase is also important for the apoptotic
response since PKCδ and c-Abl are found to be activated by inter-
phosphorylation each other [7,8].

DNA damage triggers PKCδ to maneuver apoptosis events by
targeting a vast spectrum of substrates such as DNA-dependent
protein kinase [9], phospholipid scamblase 1 [10], lamin B [11], or
Rad9 [12]. In particular, it is interesting to note that those effectors

reported include TP53, a transcription factor central to DNA damage
defend mechanism. TP53 Ser46 phosphorylation is regulated by PKCδ
in response to DNA damage signal [13,14]. More surprisingly, PKCδ
transactivates TP53 by interacting with the death promoting domain
Btf, which itself is also a transcription factor to promote apoptosis
[15]. Taken together, these findings indicate that transcription factors
belong to one of the target categories that contribute to the PKCδ
apoptotic mechanism.

In view of this, we intended to uncover unknown PKCδ regulated,
directly or indirectly, transcription factors induced by genotoxic
damage. For this purpose, we have developed a strategy that utilizes
chromatin immunoprecipitation (ChIP)-sequencing and microarray.
The strategy presented here makes the use of the public access
bioinformatics tools to predict transcription factors from the data
generated by two screens. By comparing the occurrence of the in
silico-predicted transcription factors, the data revealed Evi-1 as a top
candidate. Further experiments showed that Evi-1 transactivates
promyotic leukemic zinc finger (PLZF), a previously reported
downstream target of Evi-1 [16], in response to DNA damage.

2. Materials and methods

2.1. Cell culture

U2OS cells (human osteosarcoma cells expressingwild type p53 and
Rb) were cultured in RPMI1640 medium containing 10% (v/v) heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS) and antibiotics. Cells were treated
with5 μMrottlerin (PKCδ inhibitor; Sigma-Aldrich), 2 μg/ml adriamycin
(ADR; Sigma-Aldrich), or 10 μM etoposide (ETO; Sigma-Aldrich).

Biochimica et Biophysica Acta 1809 (2011) 285–294

Abbreviations: ChIP, chromatin immunoprecipitation; HSC, haematopoietic stem
cells; PKCδ, protein kinase C δ; PLZF, promyotic leukemic zinc finger
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2.2. Construction of plasmids

PKCδ cDNA was cloned as described previously [17,18]. Evi-1 cDNA
wasamplified fromU2OScDNAusingpolymerasePfuUltra (Stratagene)
and was cloned into pFLAG-CMV-5a (Sigma-Aldrich) and pEGFP-C1
(Clontech). Plasmids for luciferase assaywere constructed asmentioned
previously [16]. Briefly, the PLZF promoter region was first amplified by
using the following primer set: 5′-AAAGTGGCATCTTCTCCCCAAA-3′ and
5′-TGGCTGCACAGCAGTTTGATAA-3′. P2 and P1 from the promoter
region were then amplified by nested-PCR using the template obtained
with the previous primer set. The nested-PCR was performed with the
following forward primers: for P2 5′-GGCAGGTACCCGCGAGAGATT-
GAGTATT-3′ and 5′-GTTTCTCGAGCCCAGATAAAGCAGCAGC-3′; for P1
5′-CTCTGGTACCTTTCCATCCTGCTTGTTT-3′, 5′-GTTTCTCGAGCCCAGA-
TAAAGCAGCAGC-3′. These amplified DNA fragments were cloned into
pGL3-Basic vector (Promega) resulting in P2-Luc and P1-Luc,
respectively.

2.3. Cell transfection

Plasmid DNA was transfected by using FuGENE 6 transfection
reagent (Roche).ValidatedPKCδgene-specific siRNAs (short-interfering
RNAs) and Evi-1 stealth siRNAs were purchased from Invitrogen
(Stealth RNAi). The RNAi sequences are as follows:

PKCδ siRNA: 5′-CCAUCCACAAGAAAUGCAUCGACAA-3′,
Evi-1 siRNA: 5′-AUUGAAGCCAGAUUCUGAAGAGGGC-3′,
Evi-1 siRNA-a: 5′-AAUCAUUCACAGCUCCUGACACCGC-3′,
Evi-1 siRNA-b: 5′-UUUCGAGGCUCAGUCAGCUUUGUCC-3′.

Transfection of 50 nM siRNAs was performed using Lipofectamine
RNAi MAX (Invitrogen) as according to the manufacturer's protocol.

2.4. Semi-quantitative RT-PCR analysis

Isolation of total RNA from cells was performed using TRIsure
(Nippon Gene) according to the manufacturer's protocol. Total RNA
(400 ng) was amplified using SuperScript III One Step RT-PCR System
with Platinum Taq Kit (Invitrogen) according to the manufacturer's
instruction.

2.5. Immunoblotting and immunoprecipitation

Cell lysates were prepared as described elsewhere [19,20]. Briefly,
cultured cells were washed once with chilled PBS and resuspended in
lysis buffer [50 mM Tris/HCl, pH 7.6, containing 150 mMNaCl, 10 mM
NaF, 1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF, 1 mM DTT (dithiothreitol), 10 μg/ml
aprotinin, 1 μg/ml leupeptin, 1 μg/ml pepstatin A, and 1% (v/v)
Tergitol NP-40]. Cell lysates were centrifuged at 12,500g for 10 min
at 4 °C. Immunoprecipitation was performed by mixing cell lysates
with Flag-tagged agarose (Sigma-Aldrich) or GFP-tagged agarose
(Nacalai Tesque) for overnight with rotation at 4 °C. Western blotting
was carried out by SDS/PAGE separation of the denatured cell lysates
and transferred onto nitrocellulosemembranes. Themembraneswere
incubated with anti-Evi-1 (Santa Cruz Biotechnology), anti-PLZF
(Santa Cruz Biotechnology), anti-tubulin (Sigma-Aldrich), anti-GFP
(Nacalai Tesque), or anti-FLAG (Sigma-Aldrich) for 1–4 h at room
temperature. After washing, the membranes were incubated with
anti-rabbit or anti-mouse IgG–peroxidase conjugate (Santa Cruz
Biotechnology). The antigen–antibody complexes were visualized by
chemiluminescence (PerkinElmer).

2.6. In vitro luciferase assay

Luciferase activities weremeasured at 48 h post-transfection using
the Bright-Glo Luciferase assay system (Promega) according to the

manufacturer's protocol. The relative increase in activity compared
with cells transfected with pGL-3 basic vector was determined as
described [14,21].

2.7. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay

ChIP was performed as previously described [15]. Briefly, 1–5 × 107

cells were fixed and sonicated. Sonicated cell mixture (50 μl) was used
as input. Immunoprecipitation was performed with anti-PKCδ (Santa
Cruz Biotechnology) or anti-Evi-1 (Cell Signaling) for 2 h or overnight at
4 °C before incubation with 30 μl of Protein A–Sepharose beads
(Amersham) for 1 h at 4 °C. The beads were washed and chromatin
complexes were eluted. DNA recovered from ChIP was blunt-ended
with T4 DNA polymerase (Takara) before cloning into pBluescript SK
vector. Sequencing was performed with T7 promoter and T3 promoter
primers. For ChIP analysis, quantitative real-time PCRwas performedby
using SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) according to
the instruction manual. The data was normalized for the level of input
control. Primer sequences are listed in Table 1.

2.8. Microarray analysis

Total RNAwas isolated from cells using anRNeasy kit (Qiagen). Total
RNA (5 μg) was used to start the protocol of One-Cycle cDNA Synthesis
and to label cDNA, following the manufacturer's protocol (Affymetrix).
Before making a cocktail solution, 20 μg of biotin-labeled cDNA was
fragmented to 35–200 bases, and 15 μg of cDNA fragment was used to
prepare the cocktail solution. The solution was applied into a GeneChip
Human Genome U133 plus 2.0 array (Affymetrix) and hybridized for
16 h at 45 °C. After hybridization, the arrays were washed and stained
using Fluidic station 450 according to the manufacturer's protocol,
EukGE-WS2v5_450, and were then scanned using the Affymetrix
GeneChip Scanner 3000. Analysis of the data was performed as
previously described [22]. The complete expression datasets have
been submitted to the online data repository ArrayExpress (http://
www.ebi.ac.uk/microarray-as/ae/), under accession E-MEXP-2643.

2.9. Terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP nick-end
labeling (TUNEL) assays

Cells cultured in poly-D-lysine-coated eight-well chamber slides, at
5,000 cells per well, were transfected with siRNAs and then treated
with ETO. Apoptotic cells were detected with DeadEnd Fluorometric
TUNEL System (Promega) according to themanufacturer's instruction.

3. Results

3.1. Identification of Evi-1 as a PKCδ downstream target

In an attempt to identify transcription factors that are regulated by
PKCδ, we embarked upon the ChIP-based cloning and sequencing

Table 1
Primers used for RT-PCR and ChIP assays.

Primer sequences

GAPDH Forward: 5′-AAGGCTGTGGGCAAGGTCATCCCT-3′
Reverse: 5′-TTACTCCTTGGAGGCCATGTGGGC-3′

Evi-1 Forward: 5′-TTCCTTCCGGCTTGTACCACAGGC-3′
Reverse: 5′-ACTTTCCAGATCAGAGCCGAGG-3′

PKCδ Forward: 5′-ACGGCGCTGGAGAAATACG-3′
Reverse: 5′-CCTCTTTGGCTTCCTCACT-3′

PLZF Forward: 5′-AGGCTGACGCTGTATTGAGC-3′
Reverse: 5′-TCTCAGCCGCAAACTATCCAG-3′

PLZFp (ChIP assay) Forward: 5′-ACTGATACCCAGGTTTCCCTTAAA-3′
Reverse: 5′-AGAGCTATGTCCTTGGGTCCTG-3′

PLZFp-CR (ChIP assay) Forward: 5′-AGCCACCACCTCCCAGGTT-3′
Reverse: 5′-AACTCCAGATTGCCACTGG-3′

286 H.C. Hew et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1809 (2011) 285–294



354 Annual Report 2011

三木 義男

approach (Fig. 1). Untreatedor ADR-treatedU2OS cellswereharvested
for ChIP assays performed with anti-PKCδ. Seventy-nine clones were
sequenced and58unique sequenceswere obtained. To elicitmolecular
mechanism of PKCδ regulation in response to DNA damage, we
examined PKCδ-mediated transcriptional control by microarray
analysis (Fig. 1). U2OS cells were transfected with scrambled siRNA
or PKCδ siRNA, then left untreated or treatedwith ADR. Total RNAwas
extracted and mRNA expression was analyzed with GeneChip system.
The experiments set 4 conditions, i.e. I. scrambled siRNA-transfected
cells; II. scrambled siRNA-transfected cells treated with ADR;
III. siPKCδ-transfected cells; and IV. siPKCδ-transfected cells treated
with ADR. To minimize the background noise and to amplify the true
signals, expression data of transcripts from (II) was divided by that of
(I) (II versus I in Fig. 1B). By applying1.5 fold change as the cutoff value,
735 transcripts that were up-regulated by ADR treatment were
discovered. Similarly, microarray data from (IV) was divided with
that from (III) (IV versus III in Fig. 1), and resulted in 867 transcripts
after selecting thosewith N1.5 fold change. These transcripts represent
that those were stimulated by ADR but not modulated by PKCδ.
Comparison of the transcripts from II vs. I and IV vs. III revealed that,
according to the gene ontology grouping of the genes, the molecules
involved in a number of important pathways, particularly apoptosis,
cell cycle and transcription factor activity were affected by ADR
treatment in cells expressing PKCδ. The abundance of transcripts
discovered here suggests that many molecules are regulated at
transcriptional level in response to genotoxic stress. On the other
hand, knocking down PKCδ alone altered gene expression in 527

transcripts when compared to the scrambled siRNA control sample
(III versus I, Fig. 1), reflecting the importance of PKCδ in cellular
homeostasis.

In order to map out PKCδ-mediated transcriptional control in
apoptosis induction, we chose to focus on transcripts in apoptosis
pathway. By eliminating PKCδ regulated apoptotic transcripts prior to
ADR treatment, i.e. III vs. I, and non-PKCδ regulated apoptotic transcripts
in response toDNAdamage, i.e. IV vs. III, fromADR-stimulated apoptotic
transcripts, i.e. II vs. I, we obtained 44 candidates from II vs. I–III vs. I–IV
vs. III (Table 2). These represent PKCδ-mediated apoptosis associated
genes identified upon DNA damage. Sequences of all the 44 genes
obtained frommicroarray screen (I vs. II–I vs. III–III vs. IV) were entered
into the database of Transcription Start Sites (DBTSS) (http://www.
dbtss.hgc.jp), by using H. sapiens matrices, to predict the transcription
start sites. The sequence from 1000 bp upstream to 200 bp downstream
at the transcription start site of each genewas extracted as the promoter
region. To search for potential transcription factors, promoter regions of
44 genes predicted from the microarray screen as well as the ChIP-
sequence are served as binding sites in a quest for identification of
candidate transcription factors. To achieve this, the sequences were
compared to the transcription factor binding sites in the TRANSFAC
database (http://www.biobaseinternational.com/pages/index.php?
id=transfac) using MATCH program (http://www.gene-regulation.
com/pub/program.html). The vertebrate matrices and the built-in
matrix profile, with cutoff values adjusted to minimize false positives,
were used here in the detection of the sites. The accumulative occurring
counts for each of the putative transcription factors are listed in Table 3.

Fig. 1. Schematic representation of the screening strategy devised for uncovering PKCδmodulated transcription factors. ChIP was carried out from two pools of cells: untreated U2OS
or ADR-treated U2OS cells. Immunoprecipitated DNA was treated for blunt-end to clone into pBluescript SK vector, yielding 58 clones with unique sequences. A total of 4 GeneChips
were performed in microarray analysis, i.e. I. scrambled siRNA-transfected U2OS; II. scrambled siRNA-transfected and ADR-treated U2OS; III. PKCδ siRNA-transfected U2OS; IV. PKCδ
siRNA-transfected and ADR-treated U2OS. The data indicate the means from three independent experiments, each performed in triplicate. Promoter regions of transcripts identified
from I vs. II–I vs. III–III vs. IV were extracted from DBTSS database. For identification of PKCδ regulated transcription factor candidates, promoter regions extracted from DBTSS
database as well as ChIP sequences were entered into TRANSFAC-Gene Transcription Factor Database for transcription factor prediction.
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Based on these results, Oct-1 was revealed as an attractive candidate
since it was ranked top in the ChIP list and 2nd in the microarray list.
However, Evi-1, though ranked5th in themicroarray screen, emerged as
the most promising candidate because the in silico mining of the ChIP
screen revealed that accumulative appearance count of Evi-1 was as
many as 20 times fromADR-treated samples, in contrast to only 6 times
from untreated samples (Table 3).

3.2. DNA damage triggers PKCδ activation of Evi-1 to increase
transcription of PLZF

To verify the screening results, we first conducted luciferase
reporter assay to study the mode of PKCδ regulation on transcription
of Evi-1. Evi-1 has been previously reported to activate transcription of
PLZF [16]. We utilized 128 and 158 bp upstream of the PLZF promoter
region to generate two reporter constructs and denoted them as P1-Luc
and P2-Luc, respectively (Fig. 2A). P1-Luc but not P2-Luc lacks the Evi-1
like promoter binding region, which shares 8 out of 10 matches to the
Evi-1 consensus, GACAAGATAA [16,23]. U2OS cells were co-transfected
with the luciferase reporter constructs, P1-Luc, P2-Luc or a vector
control with Flag-Evi-1. DMSO or rottlerin pretreated U2OS cells were
left untreated or treated with ADR for 8 h before the luciferase activities

of the promoters were measured. Expression of Evi-1 was significantly
associated with the increase the promoter activity in response to DNA
damage (Fig. 2B). Consistent with our finding that PKCδ plays a role in

Table 2
Apoptotic genes identified from the microarray screen.

No. Genes

1 SCIN: scinderin
2 STAT1: Signal transducer and activator of transcription 1, 91 kDa
3 PPP1R15A: protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 15A
4 CTNNAL1: catenin (cadherin-associated protein), alpha-like 1
5 BAG5: BCL2-associated athanogene 5
6 DAPK3: death-associated protein kinase 3
7 IFI6: interferon, alpha-inducible protein 6
8 APAF1: apoptotic peptidase activating factor
9 CD40: CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
10 NRG2: neuregulin 2
11 GADD45B: growth arrest and DNA damage-inducible, beta
12 SNRK: SNF related kinase
13 TP53: tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrome)
14 CFLAR: CASP8 and FADD-like apoptosis regulator
15 BAG1: BCL2-associated athanogene
16 CD40: CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
17 PPP1R13B: protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 13B
18 MRPS30: mitochondrial ribosomal protein S30
19 TNFRSF21: tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21
20 FASTKD3: FAST kinase domains 3
21 CARD9: caspase recruitment domain family, member 9
22 IFT57: intraflagellar transport 57 homolog (Chlamydomonas)
23 NTN1: Netrin 1
24 SEC14L2: SEC14-like 2 (S. cerevisiae)
25 ANXA4: Annexin A4
26 APP: Amyloid beta (A4) precursor protein

(peptidase nexin-II, Alzheimer disease)
27 SNRK: SNF related kinase
28 JMY: junction-mediating and regulatory protein
29 PSEN1: Presenilin 1 (Alzheimer disease 3)
30 BRE: Brain and reproductive organ-expressed (TNFRSF1A modulator)
31 HSPA9B: heat shock 70 kDa protein 9B (mortalin-2)
32 ATP2B4: ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4
33 TRIAD3: TRIAD3 protein
34 CARD4: caspase recruitment domain family, member 4
35 BCAP29: B-cell receptor-associated protein 29
36 CASP2: caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase

(neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 2)
37 37 EFHC1: EF-hand domain (C-terminal) containing 1
38 PRKCE: protein kinase C, epsilon
39 ATG5: ATG5 autophagy related 5 homolog (S. cerevisiae)
40 ZNF346: zinc finger protein 346
41 CCAR1: Cell division cycle and apoptosis regulator 1
42 ABP1: Amiloride binding protein 1 (amine oxidase (copper-containing))
43 TXNL1: Thioredoxin-like 1
44 RAF1: V-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1

Table 3
Transcription factors identified from ChIP-sequencing and microarray analysis.

Transcription factors predicted from
ChIP analysis

Transcription factors predicted
from microarray analysis

Ranking Transcription
factor

Control⁎ ADR⁎ Ranking Transcription
factor

Count⁎

1 Oct-1 13 21 1 Pax-4 41
2 Evi-1 6 20 2 Oct-1 18
3 HNF-1 3 10 3 Nkx2-5 16
4 HNF-4 2 7 4 FOXD3 12
5 FOXJ2 5 6 5 Evi-1 11
6 FOXD3 9 6 6 Pax-6 10
7 Nkx2-5 1 6 7 COMP1 9
8 COMP-1 2 5 8 Elk-1 9
9 Pax-6 13 5 9 USF 8
10 Cart-1 0 4 10 v-Myb 7
11 v-Maf 0 4 11 Hand1/E4 6
12 CDP CR1 1 4 12 HNF-1 6
13 NF-Y 0 3 13 HNF-3beta 6
14 AP-1 2 3 14 HNF-4 6
15 Hand1/E4 2 3 15 YY1 5
16 HNF-3beta 2 3 16 c-Ets-1 4
17 Pax-4 5 3 17 c-Rel 4
18 CCAAT 0 2 18 FOXJ2 4
19 GATA-3 0 2 19 MyoD 4
20 Gfi-1 0 2 20 v-Maf 4
21 MyoD 0 2 21 CCAAT box 3
22 USF 0 2 22 CDP CR1 3
23 Myogenin 1 1 23 CREB 3
24 NF-kappa 2 0
25 C/EBP 3 0

⁎ The numbers indicate the accumulative counts for each transcription factor listed.

Fig. 2. PKCδ up-modulates Evi-1 activation to transactivate PLZF after DNA damage.
(A) Schematic depiction of the PLZF promoter-driven luciferase reporter constructs, P1
and P2. (B) U2OS cells transiently co-transfected with Flag vector or Flag-Evi-1 and the
luciferase vector pGL3, or the luciferase reporter constructs P1 or P2, as described in (A),
for 48 h. Cells were then pretreated with rottlerin for 1 h followed by ADR for 8 h.
Luciferase activity was measured and averaged from three independent experiments
performed. The relative fold increase in luciferase activity (RLU; relative light unit) was
calculated by dividing the luciferase readings of the transfected or treated cells to those
of mocked-control cells.
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activation of Evi-1 transcription activity upon induction of DNA
damage, the luciferase promoter activities were markedly suppressed
in rottlerin-treated cells. These results suggest that PKCδ kinase activity
is required for Evi-1 to transactivate PLZF and this transcription is
stimulated by DNA damage caused by ADR treatment. The specificity of
the 158 bp PLZF promoter clone, P2-Luc, in which the Evi-1-like
promoter binding site can be located, is evidenced because, in concert
to reported finding, the P1-Luc showed little activity because it does not
contain relevant binding site. Note that the difference of the luciferase
promoter activity profile in the vector-transfected cells compared to the
Evi-1-overexpressing cells is most probably due to unspecific promoter
activity caused by genes other than the endogenous Evi-1 in the cells.
ChIP screening results also indicate that PKCδ might interact directly
with Evi-1. Indeed, the immunoprecipitation performed in U2OS
expressing Flag-tagged PKCδ and GFP-tagged Evi-1 confirmed the
binding of PKCδ and Evi-1, both in undisturbed and ADR-stimulated
cells (Fig. 3A).

To further ascertain that Evi-1 is a bona fide PKCδ regulatory
substrate, we investigated the in vivo transcription activity of Evi-1
through ChIP assay on the PLZF at the Evi-1-like promoter site. U2OS

was transiently transfected with scrambled siRNA or PKCδ siRNA and
either left untreated or treated with ADR. The chromatin–protein
complexes were then immunoprecipitated with anti-Evi-1 or control
IgG antibody at 4 °C overnight. Immunoprecipitated DNA was
collected, denatured and analyzed by real-time PCR using primer set
that amplifies the Evi-1-like promoter region. In accordance with the
luciferase reporter assay results, quantification of ChIP performed
with anti-Evi-1 clearly demonstrates, in contrast to the untreated
cells, a substantial increase in occupancy of Evi-1to the Evi-1-like
promoter region in PLZF following DNA damage (Fig. 3B). Moreover,
the binding of Evi-1 to the PLZF promoter region was suppressed in
ADR-treated cells silenced for PKCδ, less than half of that found in
ADR-treated mock cells, demonstrating that PKCδ is required for the
Evi-1 to transcriptionally control PLZF expression in response to ADR.
While anti-IgG ChIP and control region (CR) enrichments were higher
in ADR and si-PKCδ /ADR cells compared to their respective untreated
controls, it is conceivable that the anti-Evi-1 ChIP enrichments in
those cells were profound enough to suggest that the elevation of Evi-
1 binding to the PLZF promoter is significant. Subsequently, as PKCδ
and Evi-1 form a protein complex, we also investigated PKCδ binding

Fig. 3. Evi-1 transcription control on PLZF is elevated by PKCδ upon DNA damage induction. (A) GFP-Evi-1 and Flag-PKCδwere ectopically expressed in U2OS cells. Cell lysates from
untreated or ADR-treated cells were immunoprecipitated with anti-GFP or anti-Flag agarose. The pull-down beads were examined with SDS-PAGE for immunoblotting with anti-
GFP, anti-Flag, or anti-tubulin. (B) U2OS cells treated with scrambled siRNA or siPKCδ andwere left untreated, or were treated with 10 μg/mL ADR for 8 h. Cells were harvested, fixed,
and sonicated. ChIP was performed with anti-Rabbit Evi-1 or anti-Rabbit IgG and quantification of ChIP by was carried out by real-time PCR analysis. Primer pair used in real-time
PCR was designed as according to [16] to amplify −264 to −36 from PLZF promoter region that contains the Evi-1like promoter sequence. A negative control region of the Evi-1
promoter (CR; −1203 to −899 upstream of PLZF promoter) was also examined. IP/Input is calculated as a ratio of the real-time PCR amplifications from the ChIP products to the
real-time PCR expression level of the inputs, which represent amplification of total chromatin before immunoprecipitation. Results are representative of three experiments each
performed in triplicate. **Pb0.05, n.s. not significant. (C) U2OS cells were left untreated or treated with ADR and ChIP with anti-PKCδ was performed as described above.
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to the promoter region of PLZF. Anti-PKCδ ChIP in Fig. 3C indicates
stimulated binding of PKCδ to the Evi-1 like promoter in PLZF after
genotoxic stress induction, whereas neither the IgG ChIP nor
amplification of CR exhibited similar trends. Consequently, these
results strongly argue that Evi-1 is recruited to the Evi-1-like binding
site on the PLZF promoter only when PKCδ is fully functional and DNA
damage is incurred.

3.3. PLZF is up-regulated by PKCδ acting through EVI-1 upon DNA
damage

We first tested Evi-1 siRNA for its specificity by comparing the
knockdown efficiency of Evi-1 siRNAwith two other Evi-1 siRNAs, Evi-1
siRNA-a, and Evi-1 siRNA-b. As demonstrated in Fig. 4A, Evi-1siRNA
attenuated Evi-1 expression significantly compared to the other two
siRNAs. Importantly, the PLZF mRNA changes are parallel to the
reduction of Evi-1 expression caused by different siRNA, suggesting
that Evi-1 specifically regulates PLZF expression. To further clarify
whether Evi-1transactivates PLZF, U2OS cells were transfected with
scrambled siRNA or Evi-1 siRNA. Cells were then treated with rottlerin
for 1 h followed by ADR for 8 h. PLZFmRNAdecreased in Evi-1-depleted
cells, proving that knockdown of Evi-1 affects PLZF transcription
(Fig. 4B). In contrast, ADR-stimulated mRNA expression of PLZF in
bothmock and si-Evi-1 cells. Inhibiting PKCδ affects Evi-1 expression as
both Evi-1 mRNA and protein levels declined (Fig. 4B and C), denoting
PKCδ-dependent regulatory control on Evi-1. Intriguingly, Evi-1 mRNA
changes did not coincidewellwith the alterations in protein abundance,
except in rottlerin/ADR cells, in which both mRNA and protein
expressions were significantly down-regulated. Specifically, the gain
in Evi-1 mRNA caused by addition of ADR was not reflected in the
protein. To determine whether knocking down PKCδ also affects Evi-1
transcriptional control of PLZF in the same way as rottlerin, we
examined mRNA of Evi-1 in cells by transfecting U2OS with scrambled
siRNAor PKCδ siRNAand treating themwithorwithoutADR for 8 h. The
analysis of RT-PCR demonstrated that, in accordance to our luciferase
reporter and ChIP assays, PLZF mRNA is up-regulated after ADR
exposure (Fig. 4C). This indicates that PLZF is transactivated in response
to ADR. ADR or ETO administration resulted in PLZF protein augmen-
tation (Fig. 4C). Furthermore, incurring DNA damage in PKCδ-silenced
cells led to repression of PLZF protein expression. Taken together, these
findings strongly demonstrate that the PKCδ-dependent PLZF regulation
by Evi-1 is a specific pathway that is geared towards DNA damage
response.

3.4. PKCδ administers apoptosis through activation of Evi-1 transcription
acting on PLZF upon DNA damage

As apoptotic role for PKCδ onDNAdamage has beenwell established
in U2OS cells [15], we proposed that Evi-1 is a PKCδ-modulated
substrate that is involved in PKCδ-mediated cell death. U2OS cells
transfected with scrambled siRNA or PKCδ siRNA were co-transfected
with Flag vector or Flag-Evi-1. The cells were also left untreated or
treated with ETO, a DNA damage agent that works similarly to ADR, for
24 h. As expected, depletion of PKCδ significantly abrogated DNA
damaged incurred apoptosis (Fig. 5A). More importantly, cells co-
transfected with PKCδ siRNA and Flag-Evi-1exhibited almost 4-fold
reduction in number of TUNEL positive cells when compared to the
percent apoptosis found in cells overexpressing Flag- Evi-1 alone
(Fig. 5A). This impairment on apoptosis implies that PKCδ activity is
required for Evi-1 to maneuver cell death events. Apoptosis percentage
in cells expressing ectopic Evi-1 increased to nearly two-fold in the
control cells, signifying a role for Evi-1 in apoptosis regulation. Thus
these results strongly suggest that Evi-1 is the effector involved in PKCδ-
incurred apoptosismechanism in response to genotoxic stress. Todefine
further the functional significance of PKCδ on Evi-1 transcription
regulation, we sought to investigate apoptotic event in Evi-1-silenced

cells following DNA damage. TUNEL assays were performed on U2OS
cells transiently transfected with scrambled siRNA or Evi-1 siRNA,
followed by treatment with or without ETO for 24 h. The results
demonstrated that depletion of Evi-1 greatly suppressed induction of
apoptosis to about 8 fold compared to that found in ETO-treated mock
cells (Fig. 5B). As an attempt to clarify the biological role of PLZF up-
regulation in response to genotoxin, PLZF was ectopically expressed in
U2OS cells. TUNEL assay was carried out after ETO treatment for 24 h.
PLZF overexpression led to two-fold increment in DNA damage
triggered apoptosis (Fig. 5C). This observation strongly indicates that
PLZF enhances genotoxic stress-induced apoptosis.

4. Discussion

ChIP assay is a powerful tool used widely to uncover transcription
targets [24]. In addition to ChIP, microarray analysis can be also used
to search for potential transcriptional regulated molecule by exam-
ining gene expressions. Both ChIP and microarray use a whole
genome-wide analysis approach that yields such an abundance of
data so that data mining becomes a necessity. We hadmade use of the
bioinformatics tools available on the web to mine the data that
generated from ChIP and microarray screens in order to identify
the true target of PKCδ in response to DNA damage induced apoptosis.
In addition, the strategy here involved the comparison of both
screening results to add confidence to the final target examined such
as Evi-1.

Evi-1 is a nuclear transcription factor that encodes 1051 amino acids
[25]. It is comprised of 10 zinc finger motifs in 2 zinc finger domains,
with 7 located at the N-terminal domain while the other 3 at the
C-terminal domain. It can act as transcription activator or repressor,
both through its conservedGACAAGATADNAbinding sequence [23,26].
Deviant overexpression due to chromosomal rearrangement of Evi-1, t
(3;21)(q26;q22), was found in human acute myeloid leukemia,
myelodysplastic syndrome, and chronic myelogenous leukemia. In
this context, it has been labeled as a proto-oncogene [27]. Furthermore,
several reports have narrated role of Evi-1 as an important regulator in
embryogenesis and differentiation [28–30]. In contrast to studies that
showed that Evi-1 confers proliferative and survival advantages, our
resultshavedemonstratedEvi-1 as anapoptoticmolecule.However, our
report is not unique since accelerated apoptosiswas observed inmurine
bone marrow 10–12 months after ectopic expression of Evi-1 [31].
Furthermore, forced expression of Evi-1 has been also demonstrated to
elevate cell death in human myeloid cells [32]. Subsequently, Goyama
and co-workers had noted that deletion of Evi-1 increased cell death in
haematopoietic stem cells (HSC) from fetal liver but HSC from bone
marrow of mice displayed no change in apoptosis after knocking out
Evi-1 [28]. This data thus strongly argues that exhibition of apoptotic
role for Evi-1 is context-dependent.More importantly, recent published
work has illustrated that overexpressed Evi-1 in Rat1 fibroblast
stimulated apoptosis upon treatment with H2O2 by suppressing
carbonic anhydrase III transcription, while conferring resistance to
paclitaxel-induced apoptosis [33]. This suggests that, depending on the
nature of the stimuli, Evi-1 can response to DNA damage as a positive
cell death regulator. Apoptosis wasmarkedly impaired in Evi-1 silenced
ETO-treated cells (Fig. 5B),whereas ectopic Evi-1 expression aggravated
the apoptotic events in ETO affected cells (Fig. 5A). Collectively, these
inspections propose an apoptotic role of Evi-1 in U2OS cells.

Our findings also manifest a PKCδ-dependent Evi-1 transactivation
of PLZF (Figs. 3B and 4). Interestingly, Evi-1 enrichment in PKCδ
knocked down cells is higher than expected (Fig. 3B). The Evi-1
amplification in si-PKCδ transfected cells probably reflects the activity
of the residual PKCδ in the cells. However, it is highly plausible that
this excessive Evi-1 enrichment in PKCδ depleted cells suggests the
presence of a PKCδ-independent Evi-1 activation mechanism in
response to ADR stress.
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Fig. 4. PLZF transcription increases due to PKCδ regulated Evi-1 activation in response to DNA damage. (A) U2OS cells transfected with Evi-1 siRNA, Evi-1 siRNA-a, or Evi-1 siRNA-b
were collected for RT-PCR with PLZF and GAPDH primers. (B) U2OS cells were transiently transfected with scrambled siRNA or Evi-1 siRNA. Cells were pretreated with or without
rottlerin for 1 h and left untreated or treated with ADR for 8 h. Cells were collected for RT-PCR with PLZF and GAPDH primers or subjected to SDS-PAGE examinedwith anti-Evi-1 and
anti-tubulin. (C) U2OS was transfected with scrambled siRNA or PKCδ siRNA and left untreated or treated with ADR (right panels) or ETO (left panels) for 8 h. Cells were harvested
for Western blot analyzed with anti-Evi-1, anti-PKCδ, anti-PLZF, and anti-tubulin or were extracted for total RNA for RT-PCR using PLZF, PKCδ and GAPDH primer pairs (left panels).
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PLZF, a transcription repressor, is a member of the poxvirus and
zinc finger (POZ)-zinc finger proteins, with an N-terminal POZ, also
known as Broad complex/Tramtrack/Bric-a-brac domain, and nine C2-
H2 zinc finger motifs at the C-terminal [34]. The chromosomal
translocation of PLZF at t(11;17)(q23;q21) results in the formation of
PLZF-RARα complex, which has been accounted for carcinogenesis of
acute promyelocytic leukemia [34,35]. This fusion product was found
to stimulate transcription of cyclin A2, a PLZF target gene, to allow

transformation of NIH3T3 cells [36]. PLZF has been implicated in cell
differentiation and proliferation as well as stem cells maintenance
[37–41]. Importantly, the apoptotic role of PLZF has been reported
[42–44]. Suppression of PLZF expression in melanoma, B-cell chronic
lymphocytic leukemia and mesothelioma implies tumor-suppressing
function for PLZF [42–44]. In addition, PLZF interacts and represses
cyclin A2 transcription, inhibiting growth inmyeloid cells, while PLZF-
RARα induces transformation of NIH3T3 cells [36]. Moreover,

Fig. 5. Evi-1 and PLZF induces DNA damage dependent apoptosis. U2OS cells were transfected with scrambled siRNA or PKCδ siRNA together with Flag vector or Flag-Evi-1 (A);
scrambled siRNA or Evi-1 siRNA (B); Flag vector or Flag-PLZF (C) and were then left untreated or were treated with 10 μM ETO for 24 h. The percentage of apoptotic cells was
determined by TUNEL assays. The results are represented as means±S.D. obtained from three fields of 100–300 cells each conducted three independent experiments. **Pb0.05. Cell
lysates were applied in Western blot analyses with indicated antibodies.
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observation from PLZF−/− mice suggests that severe limb and
skeleton deformations was the consequence of dysregulation of
apoptosis due to absence of PLZF, hereby affecting bone development
during embryogenesis [41]. Finally, overexpression of PLZF incurred
growth inhibition in 32Dcl3 cells [45], U937 cells [46], and Jurkat cells
[47]. Regulation of PLZF by Evi-1 was previously manifested in
leukemic cells by investigating transcriptional modulation of Evi-1 on
PLZF through EMSA, ChIP, and reporter assays [16]. However, the
authors did not detect corresponded transcriptional change of PLZF
mRNA caused by Evi-1 regulation. In contrast to their finding, we
showed for the first time that PLZF mRNA expression is induced
accordingly by Evi-1 transcriptional activation. As Evi-1 protein
expression did not alter in control or ADR-treated cells (Fig. 4B and
C), we deduce that PKCδ most likely plays a key role in post-
translational modification of Evi-1 to initiate PLZF transcription.

As depicted in Fig. 6, we have identified a novel apoptosis
mechanism regulated by PKCδ that involves Evi-1 transactivation of
PLZF to trigger DNA damage apoptosis. As Evi-1 is a nuclear tran-
scription factor, it is thus conceivable that generation of PKCδ catalytic
fragment by after DNA damage is required for Evi-1 to transactivate
PLZF. Evi-1 mRNA was slightly suppressed by either the inhibition or
knockdown of PKCδ in non-treated cells (Fig. 4B and C). While ADR
down-regulated Evi-1 transcription, depletion of PKCδ induced
further repression of Evi-1 mRNA upon ADR treatment. Collectively,
these observations suggest that PKCδ might exert certain degree of
transcriptional regulation on Evi-1. Intriguingly, Evi-1 mRNA altera-
tions in both ADR-treated cells and PKCδ-depleted cells were not
reflected in their corresponded Evi-1 protein expressions. A plausible
explanation is that Evi-1 could have undergone post-translational
modification change, which then affects its detection by the antibody.
Given that Evi-1 acetylation by PCAF or CREB (cAMP-response
element-binding protein) binding protein had been demonstrated
before [48] and possible Evi-1 phosphorylation of Evi-1 by ATM or
ATR due to DNA damage signal had also been previously reported

[49], PKCδ might activate Evi-1-PLZF transcription through protein
modification. Interestingly, PKCδ is capable of phosphorylating p300,
which associates with PCAF, to impair p300 histone acetyltransferase
activity. Consequently, unraveling the interactions among these
players would provide insights to how PKCδ directs the regulation
of Evi-1 in response to DNA damage.
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1）研究の課題名

レトロトランスポゾン由来の哺乳類特異的遺伝子群の個

体発生・生殖機構における役割
Functions of mammalian-specific retrotransposon-derived 
genes in mammalian development and reproduction 

哺乳類を構成する真獣類、有袋類、単孔類の3つのグ
ループのなかで、胎生の生殖機構を採用している前二
者にのみ存在しているレトロトランスポゾン由来の内
在性遺伝子の機能の体系的解析を進めている。以前に
Peg10（Ono et al. Genomics 2001, Nat Genet 2006）お
よびPeg11/Rtl1（Sekita et al. Nat Genet 2008）が胎盤
形成や機能に必須の役割をはたすことを報告してきた。

真獣類には、この他にこれらと同じsushi-ichiレトロ
トランスポゾンに由来する9個のSirh family（sushi-ichi 
retrotransposon homologues）遺 伝 子 が 存 在 す る。現
在、東海大学の金児−石野研と共同でSirh3、Sirh4-6、
Sirh7、Sirh11のノックアウトマウスの解析を進めている。
これらは個体の致死性には影響しないが、例えばSirh7
では胎盤の3層構造の形成に必須な機能をもつことがわ
かっている（Naruse et al. 論文準備中）。その他の遺伝
子についても、どのような哺乳類特異的機能に関係する
かを解析している。さらに有袋類特異的なSIRH12遺伝
子を同定し報告した（Ono et al.  DNA Res 2011）。

X染色体不活性化の制御により体細胞クローニングの成

功率をあげる
X chromosome inactivation regulation leads to successful 
somatic cloning in mice.

　体細胞クローン技術はiPS細胞作製技術とならんで将
来の再生医療を大きく変える可能性を秘めている。昨年、
理化学研究所バイオリソースセンターの小倉淳郎室長の
グループとの共同研究で、この低い成功率の原因が性染
色体であるX染色体の全域に渡る遺伝子発現低下にある

ことを明らかにした （Inoue et al. Science 2010）。今回、
より効率的なクローン作製技術としてXist ノックダウ
ンとトリコスタチン処理を組み合わせた方法を開発した

（Inoue et al. PNAS 2011）。これにより体細胞クローン
技術の成功率は20 %を超えるところまで改善された。

顕微授精は遺伝子発現に影響をあたえる
Intracytoplasmic sperm injection induces transcriptome 
perturbation.

　現在、ヒトにおける不妊治療の一つとして広く用いら
れている顕微授精技術（ICSI： intracaytoplasmic sperm 
injection）の影響をマウスをモデルに解析した。体外受
精 （IVF： in vitro fertilization）では全く影響が見られ
ないのに対し、ISCIでは全発現遺伝子の5%に発現量の
増減が確認された（図）。この影響は胎児、新生児の各
種臓器で見られるが、生後8ヶ月では消失した。幸いな
ことに、有性生殖で産まれた次世代のマウスには全く影
響はないことが確認された（Kohda et al. BBRC 2011）。

2）
図：ICSIによる遺伝子発現の変化

説明：新生仔の肝臓における全遺伝子発現の主成分分析によ
る解析を示した。有性生殖（natural mating：青）とIVF（緑）、
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ICSI（赤）および体細胞クローン（cumulus clone：オレンジ）
の間で比較をすると、IVFは正常の有性生殖に近いパターン、
ICSIはより体細胞クローンに近い遺伝子発現パターンを取って
いることがわかる。

3）発表の研究内容についての英文要約
1.	 Characterisation	of	the	marsupial	PHLDA2	reveals	
eutherian	specific	acquisition	of	imprinting
Genomic imprinting causes parent-of-origin specific 
gene expression by differential epigenetic modifications 
between two parental genomes.  We previously reported 
that there is no evidence of genomic imprinting of 
CDKN1C in the KCNQ1 domain in the placenta of an 
Australian marsupial, the tammar wallaby （Macropus 
eugenii） whereas wallaby IGF2 and H19, located 
adjacent to the KCNQ1 imprinted domain in eutherian 
mammals, are imprinted.  We have now identified and 
characterized the marsupial orthologue of PHLDA2, 
another gene in the KCNQ1 domain （also known as 
IPL or TSSC3） that is imprinted in eutherians. In 
mice, Phlda2, like Cdkn1c for embryonic growth, is a 
dose-sensitive negative regulator of placental growth.  
Wallaby PHLDA2 is highly expressed in the yolk sac 
placenta compared with other fetal tissues, confirming 
a similar expression pattern to that of the mouse 
Phlda2. However, wallaby PHLDA2 is biallelically 
expressed in both the fetus and yolk sac placenta, so 
it is not imprinted.  The lack of imprinting in wallaby 
PHLDA2 demonstrates that the acquisition of genomic 
imprinting of the KCNQ1 domain, accompanied with 
gene dosage reduction, occurred only in the evolution of 
the eutherian linage.  Our results confirm the idea that 
acquisition of genomic imprinting to the KCNQ1 domain 
occurred specifically in the eutherian lineage after the 
divergence of marsupials, but that imprinting of the 
adjacent H19-IGF2 domain arose before the marsupial-
eutherian split.

2.	 Identification	of	SIRH12,	a	retrotransposon-derived	
gene	specific	to	marsupial	mammals.
In humans and mice, there are 11 genes derived from 
sushi-ichi related retrotransposons, some of which are 
known to play essential roles in placental development.  
Interestingly, this family of retrotransposons was 
thought to exist only in eutherian mammals, indicating 
their significant contributions to the eutherian 
evolution, but at least one, PEG10, is conserved between 
marsupials and eutherians. Here we report a novel 
sushi-ichi retrotransposon-derived gene, SIRH12, which 
is specific to marsupials.  In the tammar wallaby, an 
Australian marsupial species of the kangaroo family, 
SIRH12 encodes a protein highly homologous to the 
sushi-ichi retrotransposon Gag protein, while SIRH12 

in the South American short-tailed grey opossum is a 
pseudogene degenerated by accumulation of multiple 
nonsense mutations.  This suggests that SIRH12 
retrotransposition occurred only in the marsupial lineage 
but acquired and retained some as yet unidentified 
novel function, at least in the tammar wallaby.

3.	 Intracytoplasmic	sperm	injection	induces	transcriptome	
perturbation	without	any	transgenerational	effect.
Faithful transcriptome regulation is important 
in development and also crucial for applications 
in reproductive and regenerative medicine. 
Intracytoplasmic sperm injection （ICSI）, one of the 
human assisted reproductive technologies （ART）, has 
long raised concerns about its influence on development. 
No clear consensus has been reached, however, in 
spite of many cohort studies carried out in the last 
two decades on the children conceived by ICSI and/
or in vitro fertilization （IVF）. In this study, the pre- 
and postnatal effects of ICSI were assessed using 
comprehensive transcriptome and phenotypic analyses 
in mice under strict conditions. Here we demonstrate 
that, in contrast to IVF, ICSI induces distinct long-
lasting transcriptome change that remains at the 
neonatal stage. Importantly, no remarkable differences 
were observed in the ICSI adults in either the gene 
expression or phenotypic profiles, and there was no 
indication of transmission to the next generation via 
natural mating. Our results suggest there are no lifelong 
or transgenerational effects of ICSI, but the ICSI effects 
during neonatal period remain to be evaluated.

4.	 RNAi-mediated	knockdown	of	Xist	can	rescue	the	
impaired	postimplantation	development	of	cloned	
mouse	embryos
Cloning mammals by somatic cell nuclear transfer 

（SCNT） is highly inefficient. Most SCNT-generated 
embryos die after implantation because of unidentified, 
complex epigenetic errors in the process of 
postimplantation embryonic development. Here we 
identify the most upstream level of dysfunction leading 
to impaired development of clones by using RNAi 
against Xist, a gene responsible for X chro- mosome 
inactivation （XCI）. A prior injection of Xist-specific 
siRNA into reconstructed oocytes efficiently corrected 
SCNT-specific aberrant Xist expression at the morula 
stage, but failed to do so thereafter at the blastocyst 
stage. However, we found that shortly after implan- 
tation, this aberrant XCI status in cloned embryos had 
been corrected autonomously in both embryonic and 
extraembryonic tissues, prob- ably through a newly 
established XCI control for postimplantation embryos. 
Embryo transfer experiments revealed that siRNA-
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treated embryos showed 10 times higher survival 
than controls as early as embryonic day 5.5 and this 
high survival persisted until term, result- ing in a 
remarkable improvement in cloning efficiency （12% 
vs. 1% in controls）. Importantly, unlike control clones, 
these Xist-siRNA clones at birth showed only a limited 
dysregulation of their gene expression, indicating 
that correction of Xist expression in preimplantation 
em- bryos had a long-term effect on their postnatal 
normality. Thus, con- trary to the general assumption, 
our results suggest that the fate of cloned embryos is 
determined almost exclusively before implantation by 
their XCI status. Furthermore, our strategy provides a 
promising breakthrough for mammalian SCNT cloning, 
because RNAi treatment of oocytes is readily applicable 
to most mammal species.

5.	 The	evolution	of	mammalian	genomic	imprinting	was	
accompanied	by	the	acquisition	of	novel	CpG	islands
Parent-of-origin-dependent expression of imprinted 
genes is mostly associated with allele- specific DNA 
methylation of the CpG islands （CGIs） called germline 
differentially methylated regions （gDMRs）. Whilst the 
essential role of gDMRs for genomic imprinting has been 
well established, little is known about how they evolved. 
In several imprinted loci the CGIs forming gDMRs may 
have emerged with the insertion of a retrotransposon or 
retrogene. To examine the generality of the hypothesis 
that the CGIs forming gDMRs were novel CGIs recently 
acquired during mammalian evolution, we reviewed 
the time of novel CGI emergence for all the maternal 
gDMR loci, using the novel data analysed in this study 
combined with the data from previous reports. The 
comparative sequence analyses using mouse, human, 
dog, cow, elephant, tammar, opossum, platypus and 
chicken genomic sequences were carried out for Peg13, 
Meg1/Grb10, Plagl1/Zac1, Gnas and Slc38a4 imprinted 
loci to obtain comprehensive results. The combined 
data showed that emergence of novel CGIs occurred 
universally in the maternal gDMR loci at various time 
points during mammalian evolution. Furthermore, the 
analysis of Meg1/Grb10 locus provided evidence that 
gradual base-pair-wise sequence change was involved 
in the accumulation of CpG sequence, suggesting the 
mechanism of novel CGI emergence is more complex 
than the suggestion that CpG sequences originated 
solely by insertion of GC-rich transposable elements. 
We propose that acquisition of novel CGIs was a key 
genomic change for the evolution of imprinting, and that 
it usually occurred in the maternal gDMR loci.

6.	 Gene	expression	profile	normalization	in	cloned	mice	
by	trichostatin	A	treatment

Cloning mammals by somatic cell nuclear transfer 
（SCNT） has become an established procedure, but 
the success rate remains low and gene expression 
abnormalities are also observed. In addition, SCNT 
pups exhibited an abnormal gene expression profile 
with a high degree of heterogeneity among individuals. 
Recently, we reported that somatic clones treated 
with trichostatin A （TSA） exhibited a significantly 
improved success rate, probably due to its effects on 
chromatin remodeling and histone modification in early 
embryos. Here we show that the TSA treatment also 
improves the long-term consistency of genome-wide 
gene expression regulation： the total number of genes 
commonly exhibiting up- or down-regulation in the TSA 
clone pups decreased to half of the conventional SCNT 
pups, and the variation among individuals observed in 
the SCNT pups was also reduced to the level of the 
pups produced by the intracytoplasmic sperm injection 

（ICSI） method. Interestingly, the total gene expression 
profile of the TSA clones came to resemble that of the 
ICSI pups.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A	（研究拠点体制）	

　拠点を形成することで関連研究を行う他の研究室での
研究内容をより深く理解し、共同研究などを通じて自分
の研究に新たな展開を盛り込む事が可能になった。
B	（研究教育環境）	

　独立した研究者をめざす優秀なポスドク（GCOE特任
講師）が研究室におり頑張っている姿をみせることは、
大学院生に自分の将来を考える上で重要なロールモデル
となっている。英語での総合プレゼンテーションも参加
したメンバーに対しての教育効果は高いと考えている。
C	（人材確保）	　

　将来性の高い研究者をGCOE特任講師として採用で
きた。さきがけ研究にも選ばれており、若い大学院生に
良い影響をあたえている。
D	（人材育成）	　

採用したGCOE特任講師には、施設、機器などの利用
に便宜をはかり、自身の研究に専念してもらえる環境を
提供している。また、将来、独立して研究室を運営でき
るよう、研究の将来構想や学生の指導法や研究室運営の
仕方などについても相談にのっている。

E （国際化）　博士課程の大学院生には、国際共同研究
で1−3ヶ月海外に滞在して研究できる機会を与えている。
相手国からも大学院生を受け入れており、大学院生のと
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きから海外の研究者との交流をもたせている。本拠点に
は外国人大学院生が多くいるため、国際化はスムーズに
展開できるようになると考えている。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　指導している大学院生にとって自分の研究者としての
将来を考える上で良い経験を得られる環境を作ること。
大学院生のそれぞれの個性を伸ばすため、個別研究指導
をすることは当然として、研究者としての経歴にはいろ
いろな選択肢が存在することを理解させる事は重要であ
る。本制度GCOEのポスドク、研究所独自のテニュア
トラックのポスドク、大型研究費によるポスドクなどが、
研究所内にいることで、大学の正規の助教ポストだけで
なく自分の将来の選択の幅を知ることが可能になった。

6）英文原著論文　
1. Ono, R., Kuroki, Y., Naruse, M., Ishii, M., Iwasaki, S., 

Toyoda, A., Fujiyama, A., Shaw, G., Renfree, M. B., 
Kaneko-Ishino, T. and Ishino, F.  Identification of 
SIRH12, a retrotransposon-derived gene specific to 
marsupial mammals. DNA Research 18（4）, 211-
219 （2011）.  

2. Kohda, T., Ogonuki, N., Inoue, K., Furuse, 
T., Kaneda, H., Suzuki, T., Kaneko-Ishino, T., 
Wakayama, T., Wakana, S., Ogura, A. and 
Ishino, F.  Intracytoplasmic sperm injection 
induces transcriptome perturbation without any 
transgenerational effect.  Biochem Biophys Res 
Commun 410（2）, 282-288 （2011）. 

3. Suzuki, S., Shaw, G., Kaneko-Ishino, T., Ishino, F. 
and Renfree, M. B. Characterisation of marsupial 
PHLDA2 reveals eutherian specific acquisition of 
imprinting.  BMC Evol Biol. 11（1）, 244 （2011）. 

4. Matoba, S.＊, Inoue, K.＊, Kohda, T.＊, Sugimioto, 
M.＊, Mizutani, E., Ogonuki, N., Nakamura, T., Abe, 
K., Nakano, T., Ishino, F. and Ogura, A.  RNAi-
mediated knockdown of Xist can rescue the 
impaired postimplantation development of cloned 
mouse embryos  Proc Natl Acad Sci U. S. A. 108 

（51）, 20621-20626 （2011）.  
5. Suzuki, S., Shaw, G., Kaneko-Ishino, T., Ishino, F. 

and Renfree, M. B.  The evolution of mammalian 
genomic imprinting was accompanied by the 

acquisition of novel CpG islands.  Genome Biology 
and Evolution 3, 1276-1283 （2011）.

6. Kohda, T., Kishigami, S., Kaneko-Ishino, T., 
Wakayama T. and Ishino F.  Gene expression 
profile normalization in cloned mice by trichostatin 
A treatment.  Cellular Reprogramming （in press）.

7）平成23年度までの自己評価
　哺乳類の個体発生に影響をあたえたレトロトランスポ
ゾン由来の遺伝子群の機能解析は、ノックアウトマウ
ス解析から新たな発見があり着実に成果はあがってい
る。骨格形成異常に関係するPeg11/Rtl1の機能解析も
miRNAの制御というユニークな展開になって来ている。
哺乳類特異的ゲノム機能はヒトの個体発生にも確実に影
響を与えているため、医学研究への展開は重要であると
認識している。体細胞クローニングやICSIという発生
工学技術におけるエピジェネティック異常の研究は、社
会に還元するものとして重要なものであると考えている。

8）学会発表（英文） 
1）  Fumitoshi Ishino and Tomoko Kaneko-Ishino　　

Evolution of genomic imprinting in mammals, On the 
critical issues in EvoDevo,  44th JSDB Annual Meeting, 
Invited speaker, May 21, 2011, Okinawa Convention 
Center （Okinawa, Japan）.

2）  Fumitoshi Ishino, Ryuichi Ono, Sunsuke Suzuki, Yoichi 
Sekita, Mie Naruse, Takashi Kohda and Tomoko 
Kaneko-Ishino  Role of retrotransposons in mammalian 
evolution  -Domesticated genes for mammalian-specific 
functions-, US-Japan Conference： Inflamation, Diabetes 
and Cancer, Invited speaker, August 4, 2011, Beckman 
Research Institute of City of Hope （California, USA）.

3）  Sawa Iwasaki, Takashi Kohda, Tomoko Kaneko-Ishino 
and Fumitoshi Ishino. Genomic impirinting status of 
retrotransposon-derived PNMA family genes, ICC 
on Genomic Imprinting and Beyond 2011, Poster, 
September 21-23, 2011 （Barcelona, Spain）.

4）  Fumitoshi Ishino and Tomoko Kaneko-Ishino  Evolution 
of viviparity and genomic imprinting in mammals by 
retrotransposons, 15th Evolutionary Biology Meeting 
in Marseilles, Invited speaker, September 27-30, 2011 

（Marseilles, France）.
5）  Fumitoshi Ishino Retrotransposon-derived genes in 

mammalian development and evolution.  From Early 
Universe to Evolution of Life, Germany-Japan Round 
Table, Invited speaker, December 3, 2011, Heidelberg 
University, （Heidelberg, Germany）.

6）  Fumitoshi Ishino, Ryuichi Ono, Mie Naruse, 
Masahito Irie, Sawa Iwasaki, Masayuki Ishii and 
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Tomoko Kaneko-Ishino  Role of domesticated genes 
fromretrotransposons in mammalian evolution.  
Symposium “Mobile elements and its biological 
functions” The 34th Annual Meeing of the Molecular 
Biology Society of Japan, organizer, December 13-16, 
PcificoYokohama （Yokohama, Japan）.

7） 　Sawa Iwasaki, Geoff Shaw, Ryuichi Ono, Shunsuke 
Suzuki, Marilyn Renfree, Tomoko Kaneko-Ishino, 
Fumitoshi Ishino, Identification of PNMA-MS1, a 
retrotransopson-derived gene specific to marsupial 
mammals. The 34th Annual Meeing of the Molecular 
Biology Society of Japan, poster, December 13-16, 
PcificoYokohama （Yokohama, Japan）.

8）  Takashi Kohda, Narumi Ogonuki, Kimiko Inoue, Tamio 
Furuse, Hideki Kaneda, Tomohiro Suzuki, Tomoko 
Kaneko-Ishino, Teruhiko Wakayama, Shigeharu 
Wakana, Atsuo Ogura, Fumitoshi Ishino Transcriptome 
perturbation by intracytospermatic sperm injection in 
the mouse. The 34th Annual Meeing of the Molecular 
Biology Society of Japan, talk, December 13-16, 
PcificoYokohama （Yokohama, Japan）.

9） Ryuichi Ono, Yoko Kuroki, Mie Naruse, Masayuki 
Ishii, Sawa Iwasaki, Atsushi Toyoda, Asao Fujiyama, 
Geoff Shaw, Marilyn Renfree, Tomoko Kaneko-
Ishino, Fumitoshi Ishino.  Identification of SIHR12, a 
retrotransposon-derived gene specific to marsupial 
mammals. The 34th Annual Meeing of the Molecular 
Biology Society of Japan, poster, December 13-16, 
PcificoYokohama （Yokohama, Japan）. 

10） Masazumi Nishimoto, Miyuki Katano, Toshiyuki 
Yamagishi, Tomoaki Hishida, Masayoshi Kamon, 
Yoko Nabeshima, Yo-ichi Nabeshima, Yoko Kuroki, 
Ryuichi Ono, Fumitoshi Ishino, Hidemasa Kato, Akihiko 
Okuda  Eutheria-specific UTF1 gene is critical for 
the placental growth. The 34th Annual Meeing of the 
Molecular Biology Society of Japan, talk, December 13-
16, PcificoYokohama （Yokohama, Japan）.

9）学会発表（和文）
1） 石野史敏　哺乳類の個体発生におけるエピジェネテ

ィクスーゲノムインプリンティングと体細胞クロー
ンについて—　エピジェネティクスから探る発生か
ら疾患までの制御—　第25回環境ホルモン学会、招
待講演、2011年6月16日　東京大学山上会議所

2） 石野史敏、小野竜一、成瀬美衣、入江将仁、黒木陽子、
石井雅之、岩崎佐和、幸田尚、Marilyn Renfree、金
児—石野知子　レトロトランスポゾン由来の哺乳類
特異的遺伝子群　　シンポジウム「転移因子の新た
な機能と制御」　第84回日本生化学会大会シンポジ
ウム、オーガナイザー、 2011年9月23日　京都国際

会議場
3） 成瀬美衣、日野敏昭、赤塚明、幸田尚、中村健司、

横山峯介、小野竜一、金児—石野知子、石野史敏　
レトロトランスポゾン由来の遺伝子Sirh7 KOマウス
の胎盤の解析　第34回日本分子生物学会年会　2011
年12月13日-16日　パシフィコ横浜、横浜）

4） 入江将仁、成瀬美衣、幸田尚、小野竜一、石野史敏、
金児—石野知子　Sushi-ishiレトロトランスポゾン由
来の遺伝子Sirh3の機能解析　第34回日本分子生物
学会年会　2011年12月13日-16日　パシフィコ横浜、
横浜）

5）及川真実、幸田尚、石野史敏　マイクロアレイ解析のた
めのcDNA増幅法の改良　第34回日本分子生物学会
年会　2011年12月13日-16日　パシフィコ横浜、横浜）

6）山口佑季、幸田尚、金児−石野知子、石野史敏　成
体体細胞におけるインプリント領域のDNAメチル
化解析　第34回日本分子生物学会年会　2011年12
月13日-16日　パシフィコ横浜、横浜）

7）小野由美子、渡辺久子、幸田尚、石野史敏、入江将
仁、金児—石野知子　胎児への低栄養暴露が与える
遺伝子発現への影響　第34回日本分子生物学会年会
　2011年12月13日-16日　パシフィコ横浜、横浜）

8）高橋沙央里、鈴木俊介、小野竜一、幸田尚、金児−石
野知子、石野史敏　新規インプリンティング遺伝子スク
リーニング方法の開発　第34回日本分子生物学会年
会　2011年12月13日-16日　パシフィコ横浜、横浜）

10）外部資金の獲得状況
1. 科学研究費基盤研究 （S）

研究課題「哺乳類特異的ゲノム機能の解析」
研究期間　平成23年度〜平成27年度（5年間）
 総額　165,200千円 　　平成23年度分34,000千円

2. 日本学術振興会　日豪二国間共同研究
研究課題「有袋類におけるゲノムインプリンティン
グの進化」
研究期間　平成23年度〜平成24年度 （2年間）
　　　　　平成23年度分     2,450千円

11）特別講演、招待講演、シンポジウム
1）  Fumitoshi Ishino and Tomoko Kaneko-Ishino　　

Evolution of genomic imprinting in mammals, On 
the critical issues in EvoDevo,  44th JSDB Annual 
Meeting, May 21, 2011, Okinawa Convention Center 

（Okinawa, Japan）.
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2） 石野史敏　哺乳類の個体発生におけるエピジェネテ
ィクスーゲノムインプリンティングと体細胞クロー
ンについて—　エピジェネティクスから探る発生
から疾患までの制御—　第25回環境ホルモン学会、
2011年6月16日　東京大学山上会議所

3） Fumitoshi Ishino, Ryuichi Ono, Sunsuke Suzuki, 
Yoichi Sekita, Mie Naruse, Takashi Kohda and 
Tomoko Kaneko-Ishino  Role of retrotransposons 
in mammalian evolution  -Domesticated genes 
for mammalian-specific functions-, US-Japan 
Conference： Inflamation, Diabetes and Cancer, 
August 4, 2011, Beckman Research Institute of City 
of Hope （California, USA）.

4） 石野史敏、小野竜一、成瀬美衣、入江将仁、黒木陽子、
石井雅之、岩崎佐和、幸田尚、Marilyn Renfree、金
児—石野知子　レトロトランスポゾン由来の哺乳類
特異的遺伝子群　　シンポジウム「転移因子の新た
な機能と制御」　第84回日本生化学会大会シンポジ
ウム、2011年9月23日　京都国際会議場

5） Fumitoshi Ishino and Tomoko Kaneko-Ishino  
Evolution of viviparity and genomic imprinting in 
mammals by retrotransposons, 15th Evolutionary 
Biology Meeting in Marseilles, Invited speaker, 
September 27-30, 2011 （Marseilles, France）.

6） Fumitoshi Ishino Retrotransposon-derived genes 
in mammalian development and evolution.  From 
Early Universe to Evolution of Life, Germany-
Japan Round Table, December 3, 2011 （Heidelberg 
University, Germany）.

7） Fumitoshi Ishino, Ryuichi Ono, Mie Naruse, 
Masahito Irie, Sawa Iwasaki, Masayuki Ishii and 
Tomoko Kaneko-Ishino  Role of domesticated genes 
fromretrotransposons in mammalian evolution.  
Symposium “Mobile elements and its biological 
functions” The 34th Annual Meeing of the 
Molecular Biology Society of Japan, December 13-
16, PcificoYokohama （Yokohama, Japan）.

12）主催学会　　
The 8th Okazaki Biology Conference "Speciation and 
Adaptation II - Environment and Epigenetics -" March 18-
23, Institute of Basic Biology, Okazaki, Aichi.

13）新聞、雑誌、TV報道
毎日新聞朝刊  2011年7月2日
　　　顕微授精  遺伝子働きに乱れ
朝日新聞朝刊 2011年7月18日
　　　顕微授精  遺伝子5%に影響

14） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
准教授 　幸田　　尚
助教 　小野　竜一
非常勤講師 　小林　　慎
GCOE特任講師 　李　　知英
特任助教 　遠藤　大輔（5月末まで）
特任助教 　成瀬　美衣
大学院生D3 　松本　和也
大学院生D3 　岩崎　佐和
大学院生D3 　石井　雅之
大学院生D2 ○山口　祐季
大学院生D1 　及川　真実
大学院生D1 　高橋　沙央里
大学院生M1 　北澤　萌絵
大学院生M1 　押本　彩夏

○はAISS

15） GCOE活動についての感想、コメント、
改善を望む点

　英語での講義が、日本人大学院生にはまだ負担になっ
ているように思うが、英語でのプレゼンテーションの演
習などが準備されたことにより、積極的に関わっている
学生には良い環境が整ってきたと感じている。また、若
手研究者支援としてGCOEで雇用した特任講師の将来
のキャリアーについては、今後充分考えて行く必要があ
ると考えている。
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RNAi-mediated knockdown of Xist can rescue the
impaired postimplantation development of cloned
mouse embryos
Shogo Matobaa,1, Kimiko Inouea,b,1,2, Takashi Kohdac,1, Michihiko Sugimotoa,1, Eiji Mizutania, Narumi Ogonukia,
Toshinobu Nakamurad,3, Kuniya Abea, Toru Nakanod, Fumitoshi Ishinoc,2, and Atsuo Oguraa,b,e,2

aRIKEN BioResource Center, Tsukuba, Ibaraki 305-0074, Japan; bGraduate School of Life and Environmental Science, University of Tsukuba, Tsukuba, Ibaraki
305-8572, Japan; cDepartment of Epigenetics, Medical Research Institute, Tokyo Medical and Dental University, Tokyo 113-8510, Japan; dGraduate School
of Frontier Bioscience, Osaka University, Suita, Osaka 565-0871, Japan; and eCenter for Disease Biology and Integrative Medicine, Faculty of Medicine,
University of Tokyo, Tokyo 113-0033, Japan

Edited by R. Michael Roberts, University of Missouri, Columbia, MO, and approved October 12, 2011 (received for review August 5, 2011)

Cloning mammals by somatic cell nuclear transfer (SCNT) is highly
inefficient. Most SCNT-generated embryos die after implantation
because of unidentified, complex epigenetic errors in the process of
postimplantation embryonic development. Here we identify the
most upstream level of dysfunction leading to impaired development
of clones by using RNAi against Xist, a gene responsible for X chro-
mosome inactivation (XCI). A prior injection ofXist-specific siRNA into
reconstructed oocytes efficiently corrected SCNT-specific aberrant
Xist expression at the morula stage, but failed to do so thereafter
at the blastocyst stage. However,we found that shortly after implan-
tation, this aberrant XCI status in cloned embryos had been corrected
autonomously in both embryonic and extraembryonic tissues, prob-
ably through a newly established XCI control for postimplantation
embryos. Embryo transfer experiments revealed that siRNA-treated
embryos showed 10 times higher survival than controls as early as
embryonic day 5.5 and this high survival persisted until term, result-
ing in a remarkable improvement in cloning efficiency (12%vs. 1% in
controls). Importantly, unlike control clones, these Xist-siRNA clones
at birth showedonly a limiteddysregulationof their geneexpression,
indicating that correction of Xist expression in preimplantation em-
bryos had a long-term effect on their postnatal normality. Thus, con-
trary to the general assumption, our results suggest that the fate of
clonedembryos is determinedalmost exclusively before implantation
by their XCI status. Furthermore, our strategy provides a promising
breakthrough for mammalian SCNT cloning, because RNAi treatment
of oocytes is readily applicable to most mammal species.

somatic cell cloning | RNA FISH | DNA micro array | Tsix | trichostatin A

Somatic cell nuclear transfer (SCNT) is a unique technology
for endowing the somatic cell genome with totipotency by

genomic reprogramming (1). This technique has a distinct ad-
vantage over other similar biotechnologies, such as generating
induced pluripotent stem cells, because a single somatic cell can
give rise to a new individual with exactly the same genome as that
of the donor cell (2, 3). Therefore, SCNT could become an in-
valuable tool with a broad range of applications including bi-
ological drug manufacturing, regenerative medicine, endangered
species preservation, and commercial animal breeding. However,
the success rate of cloning mammals by SCNT is low, pre-
dominantly because of the developmental arrest of cloned em-
bryos after embryo transfer (1, 4).
Our recent in-depth gene expression analysis of cloned mouse

blastocysts revealed ectopic expression of the noncoding RNA
Xist—responsible for X chromosome inactivation (XCI) in fe-
male cells (5)—from the active X chromosome in both male and
female clones (6). This ectopic expression of Xist had a global
adverse effect on the gene expression of cloned embryos, be-
cause normalization of Xist expression by genetic knockout re-
markably improved the expression patterns of not only X-linked
genes but also a number of autosomal genes in the cloned em-
bryos. As a result, many of the knockout-cloned embryos sur-

vived to term, resulting in an eight- to ninefold increase in overall
cloning efficiency (6). These findings indicate that many, if not
all, of the mechanisms that compromise the development of
clones can be attributed to ectopic expression of the Xist gene in
mice. The XIST gene is also known to be aberrantly expressed in
bovine and pig SCNT-derived embryos and is implicated in their
prenatal death (7–9). Thus, correction of X-linked gene ex-
pression is one of the most promising strategies now conceivable
for improving the efficiency of mammalian SCNT.
Despite its potential efficacy, the Xist-knockout approach is im-

practical because it causes irreversible modification of the donor
genome. Furthermore, gene targeting is still difficult for animal
species other than mouse because of the difficulty in establishment
of germ line-competent embryonic stem cells and the low cost-ef-
fectiveness of designed nucleases (10). In addition, it is still unclear
from knockout studies how and when the ectopic expression ofXist
affects the development of cloned embryos. The most probable
solution to overcome these problems might be RNA interference
(RNAi)-mediated gene knockdown, which works transiently and
does not alter genomic DNA sequences (11–13). This strategy is
easily applicable to many mammalian species and could provide us
with clues to understanding the critical period of gene expression
thatmight allow cloned embryos to survive to term. In this study, we
examined whether RNAi-mediated knockdown against Xist could
ameliorate the poor development of cloned mouse embryos by
injecting a short interfering RNA (siRNA) into reconstructed
embryos. As exact quantitative adjustment by conventional RNAi is
technically difficult, we primarily focused on the silencing of Xist
RNA in male cloned embryos with only a single X chromosome.

Results
Injected Xist-siRNA Repressed Ectopic Xist Expression at the Morula
Stage but Not Later in Cloned Embryos. First, we examined the
validity of an siRNA construct using parthenogenetic embryos,
which express the Xist gene from the morula stage onward (14).

Author contributions: S.M., K.I., and A.O. designed research; S.M., K.I., T.K., M.S., E.M.,
N.O., and A.O. performed research; T. Nakamura contributed new reagents/analytic tools;
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We found that the siRNA treatment effectively decreased the
Xist RNA level in the resulting blastocysts when injected into
oocytes at 6 h postactivation (Fig. S1). As parthenogenetic em-
bryos arrest their development at midgestation, we next injected
the Xist-siRNA into in vitro fertilization (IVF)-derived embryos
to determine whether the knockdown of Xist would affect normal
postimplantation development. After embryo transfer, 44% of
the siRNA-injected embryos reached term, showing a nearly 1:1
sex ratio, with no significant difference from that of control
embryos (P > 0.05 by Fisher’s exact test) (Table S1). This result
indicates thatXist-siRNA did not affect the normal development of
embryos of either sex. Therefore, in the next series of experiments,
the same regimen was used for male SCNT embryos reconstructed
using nuclei from neonatal Sertoli cells. Quantitative reverse
transcription–PCR (RT-PCR) analyses revealed that Xist tran-
scripts were first detected at the four-cell stage in cloned embryos
and reached a steady level at the morula and blastocyst stages (Fig.
1A). When cloned embryos were pretreated with Xist-siRNA
(hitherto termed Xist-siRNA embryos), the Xist level was reduced
significantly compared with control siRNA embryos at the morula
stage but not at the blastocyst stage (Fig. 1A). The effect of RNAi
on ectopic Xist expression was further examined with Xist RNA
fluorescent in situ hybridization (RNA FISH). At themorula stage,
a clustered Xist RNA signal, referred to as a “cloud,” was found in
the majority of nuclei in control siRNA-treated embryos (Fig. 1 B
and C), as has been reported previously (6). By contrast, in Xist-
siRNA–treated embryos, most blastomeres showed regionally re-
stricted “pinpoint” signals, which presumably represented nascent
Xist RNA on the X chromosome. This confirmed massive degra-
dation of Xist induced by the injected Xist-siRNA (Fig. 1 B and C).
At the blastocyst stage, the ectopicXist expression spread as a cloud
in some of the blastomeres of Xist-siRNA embryos, showing a pat-
tern indistinguishable from that in control siRNA embryos (Fig. 1B

andC).We also investigated theXCI status of cloned blastocysts by
staining for trimethylated histone H3 at lysine 27 (H3K27me3),
a marker for repressed chromatin state in the inactive X chromo-
some (15). In blastocysts of both Xist-siRNA–treated and control
embryos, the majority (>65%) of inner cell mass cells and tro-
phectoderm cells were positive for punctate H3K27me3 staining
(Fig. 1D), confirming the findings by RNA-FISH analysis (Fig. 1B).
These results collectively indicate that the injected Xist-siRNA was
effective up to about 72 h of embryo development but that the
efficacy diminished thereafter.

Injected Xist-siRNA Normalized Global Gene Expression of Cloned
Embryos at the Morula Stage. We then examined the effect of
Xist-siRNA injection on the gene expression pattern of cloned
embryos by DNA microarray analysis using single embryos (6).
When relative expression levels of control cloned morulae were
plotted on the positions of theX chromosome,X-linked genes were
largely down-regulated over the entire chromosome (Fig. 2A) be-
cause of the high ectopic Xist expression at this stage, as shown in
Fig. 1. By contrast, in cloned Xist-siRNA embryos, the relative ex-
pression levels were elevated considerably in a chromosome-wide
manner, indicating that the repression of ectopic Xist had a pro-
found effect on the correction of X-linked gene expression. In-
deed, the number of down-regulated X-linked genes was reduced
from 80 in control embryos to 56 in Xist-siRNA embryos (Fig. 2B).
Interestingly, the number of down-regulated autosomal genes was
also reduced by 52.1% (1,045 to 501) compared with control cloned
embryos, indicating that the Xist-siRNA treatment had a genome-
wide effect on the gene expression in cloned embryos (Fig. 2B).
At the blastocyst stage, by contrast, cloned embryos from the

two siRNA groups did not differ in their X-linked gene expres-
sion (Fig. 2A) or in the number of down-regulated genes (Fig.
2B), most likely because of the reappearance of ectopic Xist

Fig. 1. Transient repression of ectopic Xist in SCNT-generated embryos by Xist-siRNA injection. (A) Quantitative RT-PCR of Xist in cloned embryos injected
with control or Xist-siRNA and cultured for 48 h (four-cell), 72 h (morula), or 96 h (blastocyst). The expression levels of Xist were significantly decreased by Xist-
siRNA at 72 h (P < 0.001 by Student’s t test), whereas no significant difference was observed at 48 or 96 h. (B) RNA-FISH analyses of Xist in siRNA-injected
cloned embryos. After 72 h in culture (morula), ectopic Xist expression was observed as a cloud pattern in most nuclei of the control cloned embryos, whereas
it was detected as small pinpoint signals in Xist-siRNA–treated cloned embryos (arrows). At 96 h (blastocyst), the majority of nuclei showed cloud signals of
Xist RNA in both groups. (Scale bar, 50 μm.) (C) The ratios of blastomeres classified according to the cloud or pinpoint expression patterns of Xist analyzed by
RNA FISH. Each column represents a single embryo. It is apparent that the siRNA against Xist strongly repressed spreading of the Xist RNA over the X
chromosome at 72 h but not at 96 h. (D) Immunostaining for H3K27me3 (green) and Oct4 (red) in control or Xist-siRNA–treated cloned embryos at 96 h.
Strong punctate signals of H3K27me3 were observed in more than 65% of trophectoderm cells (Oct4-negative; Upper Inset) and inner cell mass cells (Oct4-
positive; Lower Inset) in both siRNA-treated groups. (Scale bar, 50 μm.)

20622 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1112664108 Matoba et al.
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expression in Xist-siRNA embryos. However, despite such ab-
errant XCI status, there was a significant up-regulation of several
developmentally important genes (e.g., Fras1, Car2, and Tet3) in
Xist-siRNA blastocysts (Table S2). As implicated from the public
database Mouse Genome Informatics (http://www.informatics.
jax.org), these genes might play important roles in the cross-talk
between the embryonic and extraembryonic parts of the con-
ceptus that is a prerequisite for subsequent normal fetal de-
velopment (16).

Xist-siRNA Increased the Birth Rates of Male Clones. Next, we sought
to explore whether the injection of reconstructed oocytes with Xist-
siRNA could improve their subsequent development in vitro and
in vivo. After a 96-h culture in vitro, 66% (53/80 embryos cleaved)
of Xist-siRNA cloned embryos developed into blastocysts (Table
S1). This efficiency was not statistically different from that of em-
bryos injected with control siRNA (52%, 44/84; P> 0.05 by Fisher’s
exact test). The number of blastomeres per embryo did not differ
between the groups either: 15 ± 2 (n= 7) and 16 ± 1 (n= 6) at the
morula stage and 74± 4 (n=3) and 73± 3 (n=3) at the blastocyst
stage, respectively. Thus, the Xist-siRNA injection seemed to have
no effect on the development of cloned embryos during pre-
implantation stages.
We then performed embryo transfer experiments to assess the

postimplantation developmental ability of the siRNA-injected
cloned embryos. At embryonic day (E)5.5, there was no effect of
siRNA on the implantation rate, as determined by the endometrial
decidual reaction and the embryo recovery rate (Table S1). How-
ever, the typical morphology of embryos retrieved from the im-
plantation sites (Fig. 3A) was improved remarkably: 75% (9/12) of
Xist-siRNA embryos showed normal morphology with distinct

embryonic and extraembryonic compartments, whereas only 5%
(1/20) of the control group showed normal morphology (Fig. 3B;
P < 0.005 by Fisher’s exact test). These rates corresponded to 16%
and 1% of the embryos transferred in Xist-siRNA and control
groups, respectively (Fig. 3B and Table S1). The remaining em-
bryos showed some developmental retardation or various de-
velopmental defects in embryonic and/or extraembryonic regions
(Fig. 3A), as reported for embryos cloned from embryonic stem
cells (17). The distribution of Oct4-positive cells, which normally
show exclusive localization to the epiblast, was also dysregulated
(Fig. 4 A and C). We then allowed the recipient females to deliver
young at term. The resultant birth rate was greatly improved: up to
12% of the Xist-knockdown embryos developed to normal-looking
pups, attaining a more than 10-fold increase in birth rate compared
with that of the control siRNA-treated group (1%; P < 0.005 by
Fisher’s exact test; Fig. 3B and Table S1). It is interesting to note
that the rates of normal development examined at E5.5 and E19.5
(term) were not significantly different within the same group (16%
vs. 12% inXist-siRNA embryos and 1% vs. 1% in controls; P> 0.05
by Fisher’s exact test). This clearly indicates that the developmental
fate of cloned embryos is largely determined as early as E5.5, an
early stage after implantation. Importantly, this birth rate could be
further improved to about 20% by combining Xist-siRNA with 50
nM trichostatin A (TSA) treatment (Fig. 3 B and C and Table S1).
TSA is a potent histone deacetylase inhibitor that is known to
promote the in vitro and in vivo development of cloned embryos by
relaxing the histone-related repression of the donor chromatin at
the time of genomic reprogramming (18). This finding indicates
that TSA treatment and Xist knockdown had synergistic effects on
the development of cloned embryos. This is consistent with the
finding that TSA had no corrective effect on the aberrant X chro-
mosome inactivation in SCNT embryos (6). To our knowledge, this
is the highest birth rate ever reported for mouse SCNT cloning
since the first success by Wakayama et al. (19).
We also examined the gene expression patterns of the cloned

neonates by microarray analysis, because we have previously
shown that neonatal cloned mice had considerable diversity in
their gene expression patterns despite their normal appearance
and genetic identity (20). The number of transcripts commonly
exhibiting a more than twofold up-regulation in the four Sertoli
clone pups was 547, and the number exhibiting down-regulation
was 1,752. In the siRNA-injected clone pups, the numbers of
transcripts exhibiting more than twofold up- or down-regulation
were 131 and 132, respectively. The gene expression profile was
largely normalized, and the variation between clone individuals
was also reduced in Xist-siRNA–injected clones (Fig. 3D and Fig.
S2). These findings indicate that the SCNT-associated aberration
in the gene expression patterns at birth can be corrected largely
by injection of Xist-siRNA into early embryos. Thus, correction
of XCI status in the preimplantation stage not only increased the
cloning efficiency remarkably but also improved the epigenetic
status of clones at birth.

Ectopic Xist Expression in Cloned Embryos Was Corrected Autono-
mously After Implantation in both Embryonic and Extraembryonic
Regions. That Xist-siRNA embryos surviving at E5.5 showed
a distinctively normal phenotype might suggest the importance
of the short peri-implantation period for the survival of cloned
mouse embryos. However, this seemed contradictory, because
XCI aberration was suggested by the presence of the Xist RNA
cloud and H3K27me3 signal in cloned blastocysts, which corre-
sponded to around E4.5 (Fig. 1 B and D). Therefore, we in-
vestigated the XCI status of cloned embryos at E5.5 by
localization of Xist RNA and H3K27me3. In both the embryonic
(epiblast) and extraembryonic regions of cloned embryos, there
were only a few cells with a Xist RNA signal, irrespective of
siRNA treatment (Fig. 4 A and B). Consistent with this, the
positive punctate signals for H3K27me3 were also rarely ob-
served in cloned embryos in both regions (Fig. 4 C and D). These
findings clearly suggest that the ectopic Xist expression found in

Fig. 2. Effects of Xist-siRNA injection on the global gene expression pat-
terns of cloned embryos. (A) Relative expression levels of X-linked genes
plotted on the X chromosome position in cloned embryos compared with IVF
embryos at 72 h in culture (morula stage) and at 96 h (blastocyst stage) (n = 4
for each group). At the morula stage, X-linked genes were largely down-
regulated over the entire chromosome in control cloned embryos (red), and
the majority of them were increased in their expression levels by Xist-siRNA
injection (green). By contrast, in blastocyst embryos, X-linked genes were
down-regulated over the entire chromosome in both siRNA groups. Dotted
lines represent a single embryo, and solid lines indicate their mean values.
(B) Numbers of down-regulated genes (fold change >10) in cloned embryos
compared with conventional IVF-generated embryos. At the morula stage,
gene numbers were reduced by the injection of Xist-siRNA for genes not
only on the X chromosome but also on autosomes, whereas they did not
differ between the two groups at the blastocyst stage.
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cloned blastocysts was corrected autonomously shortly after
implantation in both embryonic and extraembryonic tissues.

Discussion
The present study provides unequivocal evidence that the ec-
topic expression of Xist in SCNT-generated embryos could be
mitigated by conventional siRNA, leading to more than a 10-fold
increase in the birth rate of male clones. Although in our pre-
vious study we showed a remarkable improvement in SCNT by
genetic deletion of Xist (6), we thought initially that conventional
knockdown would not bring about such a high cloning efficiency.
The results obtained in this study were beyond our expectations
in three respects.
First, it is generally accepted that nuclear long noncoding RNA

molecules such as Xist RNA are less amenable to conventional
siRNA-knockdown techniques because RNAi-mediated RNA
degradation occurs predominantly in the cytoplasm (11–13). This
study reports successful knockdown of Xist using a specific siRNA,
giving a remarkable improvement in cloning efficiency. Althoughwe
do not know the exact kinetics of the injected siRNA in the cloned
embryos, it is possible that siRNA degraded XistRNAmolecules in
embryonic cells at the metaphase stage, as has been reported in an
RNAi experiment targeting meiotic proteins in metaphase II
oocytes (21). In human cell lines, exogenous siRNAwas reported to
degrade nuclear RNA, as evidenced by the presence of nuclear
RNA-induced silencing complexes (22). By contrast, the Xist-in-
dependent down-regulation of X-linked genes in cloned embryos
reported previously (6, 23) was not corrected byRNAi treatment (SI
Text, Fig. S3, and Table S3), indicating that RNAi strategies are not
always effective for improving SCNT outcomes.
Second, unlike a genetic knockout approach, siRNA-mediated

knockdown has inherent temporal and quantitative limitations.
Indeed, under our experimental conditions, the ectopic Xist ex-
pression was down-regulated only at the morula stage, and it
reappeared at the blastocyst stage. The repression itself was also
incomplete, and there was still a modest Xist expression at this
stage (Fig. 1 A and B). However, this temporal and incomplete

repression of Xist resulted in considerable reactivation not only
of X-linked genes but also of many autosomal genes. We could
not exclude the possibility that Xist-siRNA might have also af-
fected Tsix, an antisense repressor RNA of Xist, and thereby
indirectly altered Xist expression levels. Thus, despite such in-
herent limitations and technical ambiguity in the use of siRNA,
knockdown of Xist had a remarkable genome-wide effect on the
expression of its downstream genes and could rescue severe
impairment associated with clone development.
Third, we initially assumed that the ectopic Xist expression in

early-stage cloned embryos would be transmitted, at least in part,
to postimplantation cloned embryos because the imprinted XCI
in female embryos is normally maintained in the trophectoderm
lineage (24, 25) and the same was true for female SCNT embryos
(26). However, contrary to our expectation, the eventual disap-
pearance of the XCI markers in male cloned conceptuses sug-
gested that the clone-specific ectopic Xist expression was
corrected autonomously in both embryonic and extraembryonic
tissues (Fig. 4). Although the exact molecular basis remains to be
determined, this was likely caused by the initiation of another
XCI mechanism that works specifically in postimplantation em-
bryos. This mechanism primarily depends on Tsix, which is the
antisense transcript from the Xist locus and ensures maintenance
of the active X chromosome by repressing Xist in cis (27). In
extraembryonic tissues, Tsix plays a particularly important role in
both male and female embryos, as revealed by gene knockout
studies (27, 28). The same mechanism might have worked in
male cloned embryos and erased the aberrant Xist expression
that had been imposed in earlier stages. Indeed, our RNA-FISH
analysis for Tsix confirmed that Tsix was transcribed in most
(>80%) cells of both embryonic and extraembryonic tissues in all
E5.5 cloned embryos we examined (Fig. S4).
Taken together with the results we obtained, we can assume

that the severely impaired development of SCNT mouse em-
bryos might be largely attributed to an ectopic Xist expression
from the active X chromosome that can be confined to a narrow
stage before implantation. Thus, Xist knockdown (and knockout,

Fig. 3. Effects of Xist-siRNA on the post-
implantation development of cloned em-
bryos. (A) Representative photomicro-
graphs of siRNA-treated cloned embryos
recovered at E5.5. Most Xist-siRNA em-
bryos showed normal morphology (Left)
with a distinct embryonic epiblast region
(Epi) and extraembryonic ectoderm (EXE)
or an ectoplacental cone (EPC), whereas
most control siRNA-treated embryos
showed abnormal morphology such as
developmental retardation or ambiguous
embryonic and extraembryonic regions
(Center and Right). (Scale bar, 50 μm.) (B)
The developmental rate of embryos
assessed at E5.5 and at term. In some
experiments, TSA was added at 5 or 50 nM
in the culture medium. The numbers at
the top of the bars indicate the rates of
normal-shaped embryos (E5.5) and full-
term births per embryos transferred. *P <
0.05, **P < 0.001 by Fisher’s exact test. (C)
A litter of cloned pups produced by SCNT
from Sertoli cell nuclei, obtained follow-
ing treatment with Xist-siRNA and 50 nM
TSA. They were born at the best efficiency
we observed in this series: Seven pups
were born from 23 embryos transferred
(30%) to a single recipient mother. (D)
Gene expression profiles of livers in neo-
natal mice generated by SCNT with or without Xist-siRNA injection. The values indicate the mean fold changes from the control IVF level (=1). Red dots
represent genes of which expression levels exceeded a twofold change in all of the individual clones. Xist-siRNA clones showed much fewer dysregulated
genes compared with control clones. For data on each individual clone, see Fig. S2.
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too) probably exerted its greatest effect in rescuing cloned em-
bryos during this very short period, leading to the remarkable
improvements in cloning efficiency. A schematic representation
of this assumption, together with the putative survival curve of
clones, is shown in Fig. 5.
In addition to its scientific significance, our study also has an

important implication for the practical applications of mammalian
cloning. Because injecting siRNA into mammalian oocytes or
embryos is technically feasible, our Xist-knockdown strategy should
be readily applicable to other mammalian species such as bovines
and pigs. Moreover, Xist knockdown had a synergistic effect with
TSA, resulting in a birth rate of as high as 20% per embryo trans-
ferred. This combination would be a promising strategy for large-
animal cloning, where histone deacetylase inhibitors have also
proved effective for promoting the development of clones (29, 30).
Unlike cloning mice, cloning domestic species by SCNT has often
been associated with stillbirth or early neonatal death, which is also
one of themajor obstacles of SCNT that hamper its broad practical
application (1). Although the underlying etiologies of these peri-
natal abnormalities are not yet understood, dysregulation of the
XIST gene, in terms of its expression level and promoter hypo-
methylation, is associated with the neonatal death of clones in
bovines and pigs (7–9). In mice, although most clones are alive and
look normal at birth, there are alsomany aberrations in global gene
expression patterns in their tissues (20). Interestingly, the present
study with Xist-siRNA newborn clones revealed that they showed

only a limited dysregulation of their gene expression (Fig. 3D),
indicating that correction of Xist expression in preimplantation
embryos might have long-term effects on their development and
postnatal growth. If this is also the case with domestic species, we
may expect that more clones would be born healthy at term fol-
lowing SCNTwith aXIST-knockdown approach. Thismight realize
the long-awaited breakthrough for SCNT technology in mammals,
as it holds great potential in commercial animal breeding, pro-
ducing gene-modified animals for medical and bioindustrial uses,
and generating stem cells for regenerative medicine.

Methods
Animal Experiments. All animal experiments described here were approved by
the Animal Experimentation Committee at the RIKEN Tsukuba Institute and
were performed in accordance with the committee’s guiding principles.

Preparation of siRNAs and mRNAs. Synthetic siRNA duplexes were designed
by Stealth Designer (Life Technologies Japan) as follows. For Xist, 5′-AUA-
ACAGUAAGUCUGAUAGAGGACA-3′ and 5′-UGUCCUCUAUCAGACUUACU-
GUUAU-3′; for negative control, 5′-UUACUCAUGUGUCAUAACACAGGUG-3′
and 5′-CACCUGUGUUAUGACACAUGAGUAA-3′. Primers MSS201293 and
MSS293979 were used for G9a (Ehmt2) and Glp (Ehmt1), respectively. siRNA
duplex mixtures were prepared as 200 μM stock solutions and stored at –80 °C
until use. mRNAs for Jhdm2a were synthesized by a T7 mMESSAGE mMACHINE
Kit (Ambion) and dissolved in water to a final concentration of 100 pg/mL.

Preparation of Donor Sertoli Cells. Testicular masses of 1- to 9-d-old (C57BL/6 ×
DBA/2) F1 (BDF1) male mice were treated with 0.1 mg/mL collagenase
(Sigma-Aldrich) for 30 min at 37 °C, followed by 0.2 mg/mL trypsin (Sigma-
Aldrich) for 5 min at 37 °C (31). The cell suspension was washed with PBS
containing 4 mg/mL BSA and used for nuclear transfer.

Nuclear Transfer. Nuclear transfer was carried out as described (19, 31). Briefly,
recipient oocytes were collected from BDF1 female mice by superovulation and
enucleated in Hepes-buffered potassium modified simplex optimization me-
dium (KSOM) containing 7.5 μg/mL cytochalasin B. Thereafter, the donor Sertoli

Fig. 4. The XCI status of cloned embryos at E5.5. (A) RNA-FISH analyses of
Xist (red) combined with immunostaining for Oct4 (green) in control or Xist-
siRNA–injected cloned embryos. There were very few Xist signals in either
Oct4-positive epiblast (Epi) (Middle Inset) or Oct4-negative extraembryonic
ectoderm (EXE) (Top Inset) in either siRNA group. In these micrographs, only
one Xist-positive cell was found within the epiblast (arrow; Bottom Inset,
higher magnification). (Scale bar, 50 μm.) (B) Ratios of Xist-positive cells in
the epiblast or extraembryonic ectoderm region analyzed by RNA FISH. Each
column represents a single embryo. Only a few Xist-positive cells were ob-
served in the regions irrespective of siRNA treatment. (C) Immunostaining
for H3K27me3 (green), another marker for XCI, and Oct4 (red) in control or
Xist-siRNA–treated cloned embryos. There were very few punctate
H3K27me3 signals in either epiblast (Middle Inset) or extraembryonic ecto-
derm (Top Inset) in either siRNA group. The nuclei of some EXE cells showed
relatively weak and diffuse staining for H3K27me3, which does not repre-
sent XCI. In these micrographs, only a single cell within the epiblast showed
a punctate H3K27me3 signal (arrow; Bottom Inset). (Scale bar, 50 μm.) (D)
Ratios of cells classified according to the punctate or diffuse patterns of
H3K27me3 signals. Each column represents a single embryo. Consistent with
the results of Xist RNA FISH, the punctate signals for H3K27me3 were rarely
observed in cloned embryos in either group.

Fig. 5. Schematic representation of siRNA-mediated Xist repression and its
effect on the survival of male SCNT-generated embryos. (Upper) In control
cloned embryos, ectopic Xist expression increased rapidly from 48 h through
72 h and maintained a high level until 96 h (black line; see also ref. 6). In-
jection of Xist-siRNA into pronuclear (PN)-stage cloned embryos at 6 h
(dotted arrow) resulted in repression of the Xist level over 48–72 h, but this
became ineffective at 96 h (magenta line). Thereafter, around implantation,
ectopic Xist expression diminished spontaneously from all embryonic tissues
in Xist-siRNA and control embryos. (Lower) Repression of Xist by siRNA had
a remarkable effect on the survival of cloned embryos. As early as E5.5, more
than 10 times as many Xist-siRNA embryos survived compared with control
embryos, and this high survival persisted until term. These results suggest
that the adverse effects of ectopic Xist expression in cloned embryos are
confined to a short critical time window in the preimplantation period and
that this can be reversed very efficiently by injecting Xist-siRNA into SCNT-
derived embryos.
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cell nuclei were injected into enucleated oocytes using a Piezo-driven micro-
manipulator (PMM-150FU; Prime Tech). After 1 h of culture, the SCNT-treated
oocytes were activated with 2.5 mM SrCl2 for 1 h. The reconstructed embryos
were cultured in KSOM containing 5 μg/mL cytochalasin B for 5 h, followed by
further culture in KSOM. In some experiments, trichostatin A (Sigma-Aldrich)
was added to each medium (5 and 50 nM final concentrations) from the be-
ginning of oocyte activation for 6 and 8 h in total, respectively.

siRNA and mRNA Injection. Microinjection of siRNA or mRNA was carried out by
using a Piezo-driven micropipette (Prime Tech). To examine the time schedule of
siRNA injection, siRNAs (5 mM final concentration) were injected into BDF1
oocytes before and after parthenogenetic activation with SrCl2 (Fig. S1). SCNT-
generated or IVF embryos were injected with siRNA 6–7 h after activation, cor-
responding to the pronuclear (one-cell) stage (Fig. 3). In some experiments,
injections of mRNA (1–100 pg/mL) into oocytes were performed just before SCNT.

Embryo Transfer and Recovery. Embryos at the two-cell stage were transferred
into the oviducts of ICR strain recipient mice at day 1 of pseudopregnancy. On
day 20, the recipient females were examined for the presence of term fetuses.
Some recipients were killed on day 6, corresponding to E5.5, and the
implanted embryos were recovered carefully from the uteri.

RNA Amplification and Microarray Analyses. Total RNA was extracted with
TRIzol (Invitrogen) from single embryos generated by nuclear transfer or IVF
(32). They were subjected to linear amplification using TargetAmp Two-
Round Aminoallyl-aRNA Amplification Kits (Epicentre Biotechnologies).
Amplified RNA was labeled with Cy3 dye (GE Healthcare) and hybridized
to a whole mouse genome oligo DNA microarray (4 × 44 K; Agilent Tech-
nologies) for 17 h at 65 °C. The scanned images of microarray slides were
processed using Feature Extraction software (Agilent Technologies). All raw
data were loaded into Gene Spring GX 11 (Agilent Technologies) and
transformed by quantile normalization. For analyzing gene expression pat-
terns on the X chromosome, signal intensities with mean values of more
than 50 units in IVF embryos were chosen, and the mean values of 20 genes
were plotted in accordance with their chromosomal locations.

For the examination of gene expression in neonatal mice, total RNA was
also prepared using TRIzol (Invitrogen) and further purified using an RNeasy
Mini Kit (Qiagen). The probe for hybridization was synthesized according to
the manufacturer’s protocol (Agilent Technologies). Data were analyzed
using the R package (http://www.r-project.org/) with Bioconductor (http://
www.bioconductor.org/) and Cluster 3.0 (http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/
software/cluster/software.htm).

Quantitative RT-PCR. cDNAs of single embryos were synthesized with Cell to
cDNAII Kits (Ambion). Quantitative PCR was performed using QuantiTect SYBR
Green PCR Kits (Qiagen) and the Prism 7900HT System (Applied Biosystems).
All PCR runs were performed at an annealing temperature of 60 °C for 50 cycles.
The primer sequences were as follows. For Xist, 5′-GTCAGCAAGAGCCTT-
GAATTG-3′ and 5′-TTTGCTGAGTCTTGAGGAGAATC-3′; for Gapdh, 5′-CAACAG-
CAACTCCCACTCTTC-3′ and 5′-CCTGTTGCTGTAGCCGTATTC-3′.

Immunofluorescence. Embryos were fixed with 4% paraformaldehyde
overnight at 4 °C. After permeabilization with PBST (0.5% Triton X-100 in
PBS), they were incubated in a mixture of rabbit anti-H3K27me3 antibody
(1:100 dilution; Millipore) and goat anti-Oct4 antibody (1:100 dilution;
Santa Cruz Biotechnology) overnight at 4 °C. Immunostaining was revealed
with Alexa Fluor-488- and -546-conjugated secondary antibodies (Invi-
trogen) and observed using a confocal scanning laser microscope (Digital
Eclipse C1; Nikon).

RNA FISH. A probe to detect Xist RNA was prepared by nick translation with
Cy3-dCTP (GE Healthcare) from a Xist genomic clone encompassing a 7.5-kb
fragment of exon 1. An antisense single-strand DNA probe for detecting Tsix
RNA was labeled with Cy3-dCTP by random-primed reverse transcription
from in vitro transcribed Tsix RNA. A plasmid containing a 9.2-kb Tsix ge-
nomic fragment encompassing exons 2 and 3 of Tsix was used as a template
for synthesizing sense-strand Tsix RNA. Embryos were incubated in PBST for
10 s on ice and fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min at room tem-
perature. Hybridization was carried out at 37 °C overnight. The nuclei of
embryos were stained with TO-PRO-3 (Invitrogen). In some experiments,
immunostaining against Oct4, as described above, was followed by Xist
RNA FISH.

Statistical Analysis. Developmental rates of embryos were compared between
groups using Fisher’s exact test. The relative transcription levels determined
by quantitative RT-PCR were analyzed by Student’s t test for comparing
group means. The microarray datasets were analyzed using fold-change
analyses (cutoff >10) or one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test,
and P < 0.05 was considered statistically significant.
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1）研究の課題名
p38-NLK経路によるXenopus前頭部形成の制御機序

NLK がツメガエルの頭部前方領域の形成に関与して
いることが示唆されていたことから、前頭部の形成にお
けるNLK の機能を検討するために、NLK と相互作用
する分子群を検索し、MAP キナーゼファミリーの一つ
であるp38 を単離した。ツメガエルにおいて、NLKに
関してはこれまでに知られていたNLK（xNLK1）以外
にxNLK2（ほ乳類のNLKにより相同性が高い）が存在
すること、p38に関してはp38α、p38βが頭部形成に
関する機能の相違が確認されたことを含めて、下記のよ
うな新たな知見を得ることができた。
1） ツメガエル胚において、神経形成期でのxNLK1、

xNLK2、p38α、p38βの4つの遺伝子の発現は全て
頭部前方領域において重なっており、MOを用いて
それぞれの遺伝子の機能を消失させると、xNLK1、
xNLK2、p38βの3つの遺伝子に関して頭部前方領
域の形成不全が確認された。p38αの機能消失は頭
部形成に影響を与えなかった。

2） p38βはxNLK1のN末端付近のセリン残基をリン酸
化していたが、xNLK2ではほ乳類のNLKと同様に
C末端付近のセリン残基を特異的にリン酸化した。
p38βの機能消失による表現型は、野生型xNLK1と
同様に、xNLK2 の強制発現では回復されたが、p38
β によるリン酸化部位をアラニンに置換した変異型
xNLK2 では回復されなかった。

3） xNLK1の機能消失による表現型は、野生型xNLK2
の強制発現で、xNLK2 の機能消失による表現型は、
野生型xNLK1の強制発現で回復された。xNLK1と
xNLK2の機能の重複が確認された。
　今回得られた新たな知見は、ツメガエルに存在す
るxNLK1及びxNLK2の両遺伝子のp38βによるリ
ン酸化修飾を介した機能制御が頭部前方領域の形成
過程に重要であることを示唆した。

NLK,	an	essential	effector	of	anterior	formation,	functions	
downstream	of	p38	MAP	kinase

Nemo-like kinase （NLK） is known to function as a mitogen-
activated protein kinase （MAPK）-like kinase. However, 
the upstream molecules and molecular mechanisms that 
regulate NLK activity remain unclear. In the present 
study, we identified p38 MAPK as an upstream kinase and 
activator of NLK. p38 regulates the function of NLK via 
phosphorylation, and this modification can be abrogated 
by depletion of endogenous p38. In Xenopus embryos, 
depletion of either p38β or NLK by antisense morpholino 
oligonucleotides results in a severe defect in anterior 
development and impaired expression of endogenous 
anterior markers. It is notable that morphants of Xenopus 
p38α, another isoform of the p38 MAPK family, exhibited 
no obvious defects in anterior development. Defects in 
head formation or expression of anterior marker genes 
caused by suppression of endogenous p38β expression 
could be rescued by expression of wild-type NLK, but not 
mutant NLK lacking the p38β phosphorylation site. In 
contrast, defects in head formation or expression of anterior 
marker genes caused by suppression of endogenous NLK 
expression could not be rescued by expression of p38. 
These results provide the first evidence that p38 specifically 
regulates NLK function required for the anterior formation 
in Xenopus development.

2）
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3）発表の研究内容についての英文要約
Leucine-rich	repeat	kinase	LRRK1	regulates	endosomal	
trafficking	of	the	EGF	receptor

Activation of the epidermal growth factor receptor （EGFR） 
initiates multiple signal transduction pathways, including 
the MAP kinase （MAPK） pathway, but also triggers 
trafficking events that relocalize the receptors from the 
cell surface to intracellular endocytic compartments. Here 
we demonstrate that leucine-rich repeat kinase LRRK1, 
which contains a MAPKKK-like kinase domain, forms a 
complex with activated EGFR through an interaction with 
Grb2. Subsequently, LRRK1 and EGF are internalized and 
colocalized in early endosomes. LRRK1 regulates EGFR 
transport from early to late endosomes and regulates the 
motility of EGFcontaining early endosomes in a manner 
dependent on its kinase activity. Furthermore, LRRK1 
serves as a scaffold facilitating the interaction of EGFR 
with the ESCRT-0 complex, thus enabling efficient sorting 
of EGFR to the inner vesicles of multivesicular bodies. Our 
findings provide the first evidence that a MAPKKK-like 
protein regulates the endosomal trafficking of EGFR.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（国際化）

　分野内でのセミナーを英語で実施している。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　将来の優秀な研究者に成るべく大学院生の育成

6）英文原著論文
Hanafusa, H., Ishikawa, K., Kedashiro, S., Saigo, T., Iemura, 
S., Natsume, T., Komada, M., Shibuya, H., Nara, A. and 
Matsumoto, K. （2011）.  Leucine-rich repeat kinase LRRK1 
regulates endosomal trafficking of the EGF receptor.  Nat 
Commun. 2, 158.

7）平成23年度までの自己評価
　着実に研究が進行し、論文としてまとまりつつある状
況である。また、本GCOE国際PIシャペロン教員であ
った後藤利保を准教授に迎え、研究の質も向上し、今後、
数年以内で良い研究成果が得られるものと思われる。

8）学会発表（和文）
A new downstream molecule, Awh is involved in the 
WNK signaling.
Atsushi Sato, Hiroshi Shibuya

第34回日本分子生物学会年会2011年12月13日、横浜。

9）外部資金の獲得状況
科学研究費補助金、　基盤B

研究題目：　WNKシグナルによる発生制御機構の
解明
代表：　澁谷浩司
期間：　平成23年―平成25年
研究費総額：1520万円

10） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
准教授 後藤　利保
助　教 佐藤　　淳
大学院生 清水　幹容
 松澤　純平
 大熊　祐一



376 Annual Report 2011

澁谷 浩司

ARTICLE

NATURE COMMUNICATIONS | 2:158 | DOI: 10.1038/ncomms1161 | www.nature.com/naturecommunications

© 2011 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved.

Received 26 Aug 2010 | Accepted 8 Dec 2010 | Published 18 Jan 2011 DOI: 10.1038/ncomms1161

Activation of the epidermal growth factor receptor (EGFR) not only initiates multiple signal-
transduction pathways, including the MAP kinase (MAPK) pathway, but also triggers trafficking 
events that relocalize receptors from the cell surface to intracellular endocytic compartments. In 
this paper, we demonstrate that leucine-rich repeat kinase LRRK1, which contains a MAPKKK-
like kinase domain, forms a complex with activated EGFR through an interaction with Grb2. 
Subsequently, LRRK1 and epidermal growth factor (EGF) are internalized and co-localized in 
early endosomes. LRRK1 regulates EGFR transport from early to late endosomes and regulates 
the motility of EGF-containing early endosomes in a manner dependent on its kinase activity. 
Furthermore, LRRK1 serves as a scaffold facilitating the interaction of EGFR with the endosomal 
sorting complex required for transport-0 complex, thus enabling efficient sorting of EGFR to the 
inner vesicles of multivesicular bodies. Our findings provide the first evidence that a MAPKKK-
like protein regulates the endosomal trafficking of EGFR. 
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Leucine-rich repeat kinase LRRK1 regulates 
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Binding of epidermal growth factor (EGF) to its cell surface 
receptor (EGFR) results in the activation of numerous cell sig-
nalling pathways essential for cellular proliferation, survival 

and differentiation. Activation of EGFR also initiates events lead-
ing to its endocytosis1,2. Receptors, once internalized, are delivered 
to the endosomal system, from where they are either recycled to 
the cell surface or sorted to lysosomes for degradation3–5. Endocytic 
trafficking serves as an important determinant of the intensity and 
duration of EGFR signalling.

Recent studies have shown that the endosomal sorting com-
plexes required for transport, ESCRT-0, -I, -II and -III, are involved 
in the endosomal sorting of ubiquitinated EGFR to lysosomes 
through multivesicular bodies (MVBs)6–10. The ESCRT-0 complex, 
which is composed of hepatocyte growth factor-regulated substrate 
(Hrs) and signal-transducing adaptor molecule (STAM), is believed 
to initiate the process by which EGFR is targeted to lysosomes at 
the early endosome stage. This targeting involves the clustering of 
ubiquitinated EGFR underneath a clathrin microdomain by recruit-
ing the ESCRT-I complex to the surface of endosomes. Binding of 
ESCRT-I to the surface of endosomes leads to the sequential recruit-
ment of ESCRT-II and ESCRT-III complexes. These complexes 
function sequentially in the formation of MVB vesicles and in the 
sorting of EGFR into the MVB pathway. Thus, the recognition of 
EGFR by the ESCRT-0 complex is a critical step in the sorting of 
EGFR to lysosomes.

Human LRRK1 and LRRK2 belong to the ROCO family of pro-
teins and contain a Roc (Ras in complex proteins) domain together 
with a MAPKKK-like kinase domain and several protein–protein  
interaction domains. Recently, LRRK2 has been reported to be 
involved in the pathogenesis of familial Parkinson’s disease11,12. 
However, the functions of LRRK1 and LRRK2 remain unknown.

In this study, we identified Grb2, which is known to be essential 
for EGFR signalling and endocytosis1,13–16, as an LRRK1-interacting 
protein. We demonstrate that LRRK1 participates in the intracellu-
lar trafficking of EGFR through an interaction with Grb2. Our find-
ings indicate that LRRK1 regulates transport and sorting of EGFR 
in a manner dependent on and independent of its kinase activity, 
respectively.

Results
LRRK1 forms a complex with activated EGFR via Grb2. To 
investigate the physiological roles of LRRK1, we attempted to  
identify molecules with which it interacts. We used liquid 
chromatography-coupled tandem mass spectrometry (LC–MS/
MS)17, and identified multiple peptides (Supplementary Table S1). 
Among the proteins identified, we focused on the Grb2 protein. To 
confirm the association between LRRK1 and Grb2, COS7 cells were 
co-transfected with Flag-LRRK1 and HA-Grb2. As seen in Figure 1a, 
Flag-LRRK1 associated with HA-Grb2. This association was specific 
for LRRK1, because LRRK2 did not interact with Grb2 (Fig. 1a).

Grb2 contains a single SH2 domain flanked by two SH3 
domains14. We examined whether the SH2 or SH3 domain is 
required for interaction with LRRK1. Mutations in the amino (N)-
terminal SH3 (P49L) or SH2 (S90N) domain of Grb2 had no effect 
on its interaction with LRRK1 (Fig. 1a). In contrast, a mutation in 
its carboxy (C)-terminal SH3 domain (G203R) resulted in the loss 
of detectable binding to LRRK1 (Fig. 1a). Thus, interaction of Grb2 
with LRRK1 requires the C-terminal SH3 domain of Grb2. We 
next examined which region of LRRK1 is required for its associa-
tion with Grb2. We constructed several deletion mutants of LRRK1 
(Fig. 1b) and analysed their binding to Grb2. C-terminal-deleted 
mutants LRRK1(1–1163) and LRRK1(1–595), but not the N-termi-
nal-deleted mutant LRRK1(1164–1989), bound to Grb2 (Supple-
mentary Fig. S1). It is known that the SH3 domain of Grb2 binds 
to the proline-based motif PXXP14. As the LRRK1(1–595) fragment 
contains two PXXP motifs, which are located at residues 88–91 and 

119–122 (Fig. 1b), we examined whether these sites are responsible 
for Grb2 association. We found that mutation of the Pro residues 
in both PXXP motifs to Ala (mutant LRRK1(P88A/P91A/P119A/
P122A); LRRK1(4PA)) eliminated binding to Grb2 (Fig. 1c). These 
results indicate that LRRK1 associates with Grb2 through an inter-
action between the PXXP motifs of LRRK1 and the C-terminal SH3 
domain of Grb2. Using a polyclonal anti-LRRK1 antibody that we 
generated (Supplementary Fig. S2), we also investigated the interac-
tion of endogenously expressed LRRK1 and Grb2. We found that 
endogenous LRRK1 was able to associate with endogenous Grb2 in 
a ligand-independent manner (Fig. 1d).

Because Grb2 functions as an adaptor protein facilitating the 
association of several factors with activated EGFR14,15, we examined 
whether LRRK1 forms a complex with EGFR in response to EGF 
stimulation. COS7 cells were transfected with GFP-LRRK1. We 
found that GFP-LRRK1 bound to EGFR in a stimulus-dependent 
manner (Fig. 1e). In contrast, the Grb2-binding-defective mutant 
GFP-LRRK1(4PA) was unable to associate with EGFR after EGF 
stimulation (Fig. 1e), suggesting that Grb2 mediates the interaction 
between LRRK1 and EGFR. We also found that endogenous LRRK1 
was able to form a complex with EGFR following EGF stimulation 
(Fig. 1f). Furthermore, when cells were depleted of Grb2 by trans-
fection with small interfering RNA (siRNA), LRRK1 was unable to 
interact with EGFR in response to EGF stimulation, regardless of 
where endogenous or overexpressed LRRK1 was used (Fig. 1f; Sup-
plementary Fig. S3). Taken together, these results demonstrate that 
LRRK1 forms a complex with EGFR in response to EGF stimulation 
in a Grb2-dependent manner.

LRRK1 co-localizes with EGF in early endosomes. To investigate 
the role of LRRK1 in EGFR signalling, we examined the subcellular 
localization of LRRK1. Because our polyclonal anti-LRRK1 antibody 
did not provide a sensitive enough detection of the endogenous 
protein by immunostaining, we used an epitope-tagged LRRK1. We 
expressed GFP-LRRK1 in HeLa cells and assessed LRRK1 localiza-
tion by immunofluorescence under basal and EGF-stimulated con-
ditions, together with a fluorescently labelled rhodamine-conjugated 
EGF (EGF-Rh). LRRK1 was diffusely distributed in cells not treated 
with EGF-Rh (Fig. 2a). When cells were stimulated with EGF-Rh 
for 15 min, GFP-LRRK1 became distributed in a fine, punctate pat-
tern that co-localized with EGF-Rh. A large portion of GFP-LRRK1 
overlapped with the early endosomal marker autoantigen 1 (EEA1) 
receptor (Fig. 2b; Supplementary Fig. S4).

We next analysed the ability of Grb2 to affect the intracellular 
localization of LRRK1 in EGF-stimulated cells. When Grb2 was 
depleted from HeLa S3 cells using siRNA, EGF-induced localization 
of LRRK1 in EEA1-positive early endosomes was greatly decreased 
(Fig. 2c,d; Supplementary Fig. S5a). This suggests that Grb2 is 
required for the EGF-induced translocation of LRRK1 to early 
endosomes. Consistent with this, LRRK1(4PA), which is defective 
for Grb2 binding, failed to localize to early endosomes in response 
to EGF stimulation (Fig. 2e; Supplementary Fig. S5b). Thus, EGF-
induced localization of LRRK1 to early endosomes is dependent on 
Grb2-mediated complex formation with activated EGFR.

LRRK1 regulates EGFR transport from early to late endosomes. 
Given the EGF-dependent association of LRRK1 with the early 
endosome, we reasoned that LRRK1 might function by affecting 
the endocytic trafficking of EGFR. To test this idea, we monitored 
the endocytic movement of EGF in cells depleted of LRRK1 by 
siRNA. HeLa S3 cells incubated with LRRK1 siRNA had a much 
lower expression of LRRK1 (Supplementary Fig. S6). HeLa S3 cells 
treated with control or LRRK1 siRNA were stimulated with fluores-
cent EGF (Alexa 647-EGF) briefly, followed by washing to remove 
labelled EGF from the medium. Under these conditions, the fluo-
rescence detected in cells was due to endocytosed EGFR bound to 
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labelled growth factor. In LRRK1-depleted cells, the initial localiza-
tion of EGF to clathrin-coated pits occurred normally, similar to 
control cells (Supplementary Fig. S7). Thus, depletion of LRRK1 has 
little obvious effect on the internalization of EGF/EGFR.

Because it is known that Rab5 and Rab7 primarily associate with 
early and late endosomes, respectively, we coexpressed GFP-Rab5 
and DsRed-Rab7 in HeLa S3 cells to visualize early and late endo-
somes. In this experiment, we used the monomer version of DsRed. 
Most of the Rab5-positive endosomes were distributed in the cell 
periphery, whereas Rab7-positive endosomes were more common 
in the perinuclear region (Fig. 3a–d). In control siRNA-transfected 
cells, at 10 min after a brief pulse of Alexa 647-EGF stimulation, 
most of the EGF was found in early endosomes, as evidenced by 
their co-localization with Rab5 (Fig. 3a,e; Supplementary Fig. S8a).  
After 15 min, EGF dissociated from the early endosomes, as illus-
trated by decreased co-localization with Rab5. Remarkably, this 
decreased co-localization with Rab5 was accompanied by an 
increase in the co-localization with Rab7 (Fig. 3b,e and f; Sup-

plementary Fig. S8b), suggesting the progression of EGFR to the 
late-endosomal compartments. In LRRK1-depleted cells, the early 
endosomal localization of EGF occurred normally, as in control 
cells (Fig. 3c,e; Supplementary Fig. S8c). However, after 15 min of 
stimulation, Alexa 647-EGF remained associated with Rab5-posi-
tive structures and Rab7 co-localization did not increase (Fig. 3d–f; 
Supplementary Fig. S8d). This suggests that the transport of EGFR 
towards late endosomes is inhibited in LRRK1-deficient cells. Thus, 
LRRK1 is required for the progression of EGFR from early to late 
endosomes.

LRRK1 regulates the motility of EGF-early endosomes. Because 
maturation of early to late endosomes is accompanied by the move-
ment of endosomes towards the cell centre18–20, we examined the 
effect of LRRK1 knockdown on the movement of EGF-containing 
early endosomes. Using time-lapse confocal fluorescence micro-
scopy, movement of EGF-containing early endosomes was fol-
lowed in cells expressing GFP-Rab5 at 15 min after a brief pulse of 
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Figure 1 | LRRK1 forms a complex with EGFR via Grb2 in response to EGF stimulation. (a) Interaction of LRRK1 with Grb2. COS7 cells were  
co-transfected with Flag-LRRK1, Flag-LRRK2 and HA-Grb2 (wild type (WT), P49L, S90N, G203R and P49L/G203R mutants), as indicated. Complex 
formation was detected by immunoprecipitation (IP) with anti-HA antibodies, followed by immunoblotting (Blot) with anti-Flag antibodies.  
(b) Comparison of LRRK1 and LRRK2 structures. Schematic diagrams of human LRRK1 and LRRK2 proteins are shown. Domains are shown as follows: 
leucine-rich repeats (LRR), a Roc domain, a Cor domain, a MAPKKK-like kinase domain and WD40 repeats. The sequence alignment of LRRK1 and H-Ras 
in the Roc domain and of LRRK1 and mixed-lineage kinase 1 (MLK1) in the kinase domain are shown. Identical residues are highlighted with black shading. 
Arrowheads indicate amino-acid substitutions used in this study. Deletion constructs of LRRK1 are shown below. Two PXXP motifs within LRRK1(1–595) 
are shown by the arrowheads. (c) Effect of the 4PA mutation on the interaction of LRRK1 with Grb2. COS7 cells were co-transfected with GFP-LRRK1 (wild 
type and the 4PA mutant) and HA-Grb2, as indicated. Complex formation was detected by immunoprecipitation (IP) with anti-HA antibodies, followed 
by immunoblotting (Blot) with anti-GFP antibodies. (d) Interaction of endogenous LRRK1 with endogenous Grb2. Complex formation in HEK293 cells was 
detected by immunoprecipitation (IP) with anti-Grb2 antibodies, followed by immunoblotting (Blot) with anti-LRRK1 antibodies. LC, light chain. (e) Effect 
of the 4PA mutation on the interaction of LRRK1 with activated EGFR. COS7 cells were transfected with GFP-LRRK1 (wild type and the 4PA mutant). After 
16 h of serum starvation, cells were stimulated with 100 ng per ml of EGF. Complex formation was detected by immunoprecipitation (IP) with anti-GFP 
antibodies, followed by immunoblotting (Blot) with anti-phospho-tyrosine (pTyr) antibodies. (f) Interaction of endogenous LRRK1 with endogenous EGFR. 
HEK293 cells treated with control or Grb2 siRNA were serum starved and stimulated with 100 ng per ml of EGF. Complex formation was detected by 
immunoprecipitation (IP) with anti-EGFR antibodies, followed by immunoblotting (Blot) with anti-LRRK1 antibodies.
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Alexa647-EGF. In addition to short-range movement, long-range 
rapid movement of EGF-positive early endosomes from the periph-
ery to the centre was frequently observed (Fig. 4a,b). When LRRK1 
was knocked down by siRNA, long-range rapid movement of EGF-
containing early endosomes was remarkably disrupted (Fig. 4c,d). In 
control cells, 39.7% of GFP-Rab5- and Alexa 647-EGF-double-posi-
tive endosomes moved more than 3.0 m during the imaging time 
(35 s), but this fraction decreased to only 2.4% in LRRK1-depleted 
cells (Fig. 4e). We further confirmed this effect of knocking down 
LRRK1 on the frequency of long-range movement of EGF using a 
different LRRK1 siRNA in different HeLa cell lines (Supplementary 

Fig. S9). These observations suggest that LRRK1 is required for the 
motility of EGF-containing early endosomes.

The role of Roc and kinase domains in EGFR trafficking. Ras 
proteins switch between an inactive GDP-bound state and an active 
GTP-bound state and only the latter interacts with its downstream 
effectors. Among the best characterized downstream effectors of 
Ras are the MAPKKKs21. Members of the ROCO protein family 
contain a Ras GTPase-like (Roc) domain and a MAPKKK domain 
(Fig. 1b). The Roc domain likely serves as a molecular switch,  
regulating kinase activity by cycling between GDP-bound and  
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Figure 2 | LRRK1 co-localizes with EGF in early endosomes. (a,b) Co-localization of LRRK1 with EGF in EEA1-labelled early endosomes. HeLa cells were 
transfected with GFP-LRRK1. After 16 h of serum starvation, cells were incubated without (a) or with (b) 50 ng per ml of EGF-Rh (red) for 45 min at 4°C, 
followed by warming for 15 min at 37°C, and stained with anti-EEA1 antibodies (blue). All cells were imaged by confocal microscopy. The boxed regions 
are magnified in insets. Examples of co-localization of GFP-LRRK1, EGF-Rh and EEA1 are indicated with arrowheads (Supplementary Fig. S4). Scale bar, 
10 m. (c, d) Effect of Grb2 depletion on LRRK1 localization in early endosomes. HeLa S3 cells treated with control (c) or Grb2 siRNA (d) were transfected 
with GFP-LRRK1. After 16 h of serum starvation, cells were stimulated with 100 ng per ml of EGF for 15 min. The cells were fixed, stained with anti-EEA1 
antibodies and imaged by confocal microscopy. Yellow colour in the merged images indicates co-localization. Scale bar, 10 m. (e) Effect of 4PA mutation 
on LRRK1 localization. HeLa cells were transfected with GFP-LRRK1(4PA). After 16 h of serum starvation, cells were incubated with 50 ng per ml of  
EGF-Rh (red) for 45 min at 4°C, followed by warming for 15 min at 37°C, and stained with anti-EEA1 antibodies (blue). All cells were imaged by confocal 
microscopy. Scale bar, 10 m.
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GTP-bound states22–24. To test whether the Roc domain of LRRK1 
also regulates its kinase activity, we generated LRRK1(S625N)  
(Fig. 1b), in which Ser-625 in the Roc domain of LRRK1 has been 
mutated to Asn, on the basis of homology to Ras25. We confirmed that  
the LRRK1(S625N) form lost the ability to bind to GTP sepharose 
(Supplementary Fig. S10a) and was defective in kinase activity, sim-
ilar to a kinase-inactive LRRK1(K1243M) (Fig. 1b; Supplementary 
Fig. S10b). These results are consistent with a model wherein the 
Roc domain regulates the activity of the kinase domain.

We next examined whether LRRK1(K1243M) or LRRK1(S625N) 
could rescue the defect in EGFR trafficking caused by LRRK1 knock-
down. A large fraction of EGF dissociated from early endosomes 
20 min after EGF-Rh stimulation in control siRNA-treated cells 
(Supplementary Fig. S11a), whereas the EGF remained localized 
in early endosomes in LRRK1 siRNA-treated cells (Supplementary 
Fig. S11b), as evidenced by their co-localization with EEA1. Expres-
sion of siRNA-resistant wild-type GFP-LRRK1 in LRRK1-depleted 
cells decreased co-localization of EGF with EEA1 and somewhat 
enhanced the transport of EGF towards the cell centre at 20 min 
after EGF-Rh stimulation (Supplementary Fig. S11c), suggesting 
that EGF was localized in late endosomes. When siRNA-resistant 
GFP-LRRK1(K1243M) or GFP-LRRK1(S625N) was reintroduced 
into LRRK1-depleted cells, most of the EGF remained co-localized 

with EEA1 even after a chase of 20 min (Supplementary Fig. S11d,e).  
Furthermore, we found that siRNA-resistant wild-type GFP-LRRK1, 
but not GFP-LRRK1(K1232M), was able to rescue the movement 
of EGF in LRRK1-depleted cells (Supplementary Fig. S12). These 
results suggest that the kinase function of LRRK1 is required for the 
transport of EGF/EGFR from early to late endosomes.

The relationship between LRRK1 and the ESCRT-0 complex. 
Trafficking of EGF/EGFR in early endosomes is initiated by the 
interaction of ubiquitinated EGFR with components of the ESCRT-
0 complex, STAM and Hrs6–10. To determine whether the effect 
of LRRK1 on EGFR trafficking involves these endosomal sorting 
components, we examined the interaction of LRRK1 with STAM 
and Hrs. COS7 cells were transfected with GFP-LRRK1 and stimu-
lated with EGF. Coimmunoprecipitation experiments revealed that 
LRRK1 associated with endogenous STAM1 and that this inter-
action was increased by EGF stimulation (Fig. 5a). Furthermore, 
we found that endogenous LRRK1 was coimmunoprecipitated 
with endogenous Hrs in an EGF stimulation-dependent manner 
(Fig. 5b). These results demonstrate that LRRK1 interacts with the 
ESCRT-0 complex in response to EGF stimulation.

To determine which regions are responsible for the LRRK1–
STAM1 interaction, we constructed several deletion mutants of 

%
 E

G
F

 c
ol

oc
al

iz
in

g
w

ith
 R

ab
5

EGF (min)
10 15

90

80

70

60

50

%
 E

G
F

 c
ol

oc
al

iz
in

g
w

ith
 R

ab
7

10 15
0

10

20

30

EGF (min)

Figure 3 | Depletion of LRRK1 inhibits EGFR transport from early to late endosomes. (a, b) HeLa S3 cells treated with control siRNA were co-transfected 
with GFP-Rab5 and DsRed-Rab7. After 16 h of serum starvation, cells were stimulated with 100 ng per ml of Alexa 647-EGF for 3 min at 37°C, followed 
by washing to remove labelled EGF from the medium. The cells were fixed at 10 min (a) and 15 min (b) after the initial exposure to Alexa 647-EGF and 
imaged by confocal microscopy. The boxed regions are magnified in insets. Arrowheads and arrows indicate co-localization of Alexa 647-EGF with 
GFP-Rab5 and DsRed-Rab7, respectively (Supplementary Fig. S8). Scale bar, 10 m. (c, d) Effect of LRRK1 depletion on EGFR transport from early to late 
endosomes. HeLa S3 cells treated with LRRK1 siRNA (Stealth#1) were co-transfected with GFP-Rab5 and DsRed-Rab7. After 16 h of serum starvation, 
cells were stimulated with 100 ng per ml of Alexa 647-EGF for 3 min at 37°C, followed by washing to remove labelled EGF from the medium. The cells 
were fixed at 10 min (c) and 15 min (d) after the initial exposure to Alexa 647-EGF and imaged by confocal microscopy. The boxed regions are magnified 
in insets. Arrowheads indicate co-localization of Alexa 647-EGF with GFP-Rab5 (Supplementary Fig. S8). Scale bar, 10 m. (e, f) Quantification of co-
localization of EGFR with Rab5 (e) and Rab7 (f). Cells treated with control (blue) or LRRK1 siRNA (Stealth#1) (red) were co-transfected with GFP-Rab5 
and DsRed-Rab7. After 16 h of serum starvation, cells were stimulated with 100 ng per ml of Alexa 647-EGF for 3 min at 37°C, followed by washing to 
remove labelled EGF from the medium. The cells were fixed at 10 min and 15 min after the initial exposure to Alexa 647-EGF. Data are presented as 
percentages of Rab5-labelled (e) or Rab7-labelled (f) Alexa647-EGF-containing vesicles out of the total number of Alexa647-EGF-containing vesicles per 
cell. Values reflect the mean s.d. of three independent experiments, with an average of ten cells scored per experiment.
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STAM1 (Fig. 5c). Coimmunoprecipitation assays showed that the 
coiled-coil domain of STAM1 was important for its interaction 
with LRRK1 (Fig. 5d). We next tested whether the kinase function 
of LRRK1 would affect its interaction with STAM1. We found that 
Flag-STAM1 coimmunoprecipitated with GFP-LRRK1(K1243M) 
(Fig. 5e), indicating that LRRK1 kinase activity is not required for its 
association with STAM1. In addition, the Grb2-binding-defective 
mutant GFP-LRRK1(4PA) was also able to associate with STAM1 
(Fig. 5e), suggesting that different regions of LRRK1 interact with 
Grb2 and STAM1. We next examined whether LRRK1, EGFR and 
STAM1 exist in the same complex. Flag-STAM1 and Myc-LRRK1 or 
Myc-LRRK1(K1243M) were coexpressed in COS7 cells and ternary 

complex formation was investigated via two-step immunoprecipi-
tation. Both Myc-LRRK1 and Myc-LRRK1(K1243M) were able to 
form a ternary complex with EGFR and STAM1 in response to EGF 
stimulation (Fig. 5f), indicating that LRRK1 kinase activity is not 
required for formation of this ternary complex. Given the results 
showing that LRRK1 interacts with EGFR and the ESCRT-0 com-
plex, we reasoned that loss of LRRK1 should also result in decreased 
EGFR–ESCRT-0 complex formation. When cells were treated 
with LRRK1 siRNA, we observed a reduction in the EGF-depend-
ent interaction of activated EGFR with Flag-STAM1 (Fig. 5g).  
Taken together, these results suggest that LRRK1, by interacting 
with both Grb2 and the Hrs–STAM1 complex simultaneously,  
functions as a scaffolding protein linking activated EGFR to the 
ESCRT-0 complex.

To further evaluate the interaction between LRRK1 and STAM, 
we examined the potential co-localization of LRRK1 and STAM1 
in early endosomes. Previous studies have revealed that Hrs accu-
mulates in restricted microdomains on the endosome membrane, 
strongly co-localizing with clathrin26–29. By contrast, EEA1-con-
taining regions of the endosome membrane are largely devoid 
of Hrs and clathrin. To study these endosomal microdomains, 
HeLa S3 cells were transfected with a constitutively active form of 
Rab5(Q79L), to increase the fusion rate of endosomes30. High Rab5 
activity results in enlarged early endosomes on which microdo-
mains can be easily distinguished by confocal immunofluorescence 
microscopy26,27,29,31. STAM1 co-localized strongly with clathrin on 
the enlarged endosomes (Supplementary Fig. S13a), whereas there 
was little co-localization of STAM1 and EEA1 (Supplementary Fig. 
S13b). These results suggest that STAM1 participates together with 
Hrs in the sorting of ubiquitinated cargo in clathrin-coated micro-
domains of early endosomes. GFP-LRRK1 was mainly distributed 
to the cytosol in the absence of EGF stimulation (Fig. 6a). However, 
LRRK1 localization was restricted to the enlarged endosomes of 
EGF-treated cells, and we could detect a certain degree of localiza-
tion of GFP-LRRK1 to STAM1-positive microdomains (Fig. 6b). We 
also found that EGFR co-localized with STAM1 on Rab5(Q79L)-
induced enlarged endosomes after EGF stimulation (Fig. 6c). To 
investigate whether LRRK1 is important for the recruitment of 
EGFR into STAM1-positive microdomains, we set out to study the 
relative localizations of EGFR and STAM1 in LRRK1-depleted cells. 
In such LRRK1-depleted cells, both EGFR and STAM1 could still 
be detected on endosomes. Interestingly, however, LRRK1-depleted 
endosomes appeared to show decreased co-localization of EGFR 
and STAM1 (Fig. 6d). Furthermore, this co-localization gradually 
increased at the later phase of EGF stimulation (Fig. 6e), indicat-
ing that LRRK1 depletion delays EGFR-STAM1 co-localization. We 
confirmed the effect of LRRK1 depletion on the co-localization of 
Alexa 647-EGF and STAM1 by three-dimensional reconstruction 
of confocal Z-stack images (Supplementary Fig. S14). These results 
suggest that LRRK1 determines the efficiency of recruitment by 
serving as a scaffolding function on the endosomal membrane to 
restrict EGFR localization to STAM-positive microdomains.

LRRK1 modulates the ubiquitination status of STAM1. The  
sorting of ubiquitinated EGFR is initiated by the recognition of 
EGFR ubiquitin (Ub) moieties by the Ub-interacting motifs (UIMs) 
within Hrs and STAM10,32. Hrs and STAM themselves are also ubiq-
uitinated32,33, and a recent study has suggested that intramolecu-
lar binding between UIMs and Ub prevents Hrs from binding in 
trans to ubiquitinated EGFR32. We therefore examined the effect of 
LRRK1 knockdown on the ubiquitination status of STAM1. We co-
transfected HeLa S3 cells with Flag-STAM1 and HA-Ub. In control 
siRNA cells, we could detect weak ubiquitination of STAM1 and this 
ubiquitination was enhanced by EGF stimulation (Fig. 7a). Deple-
tion of LRRK1 resulted in hyper-ubiquitination of STAM1 (Fig. 
7a). Thus, depletion of LRRK1 results in the enhancement of Ub  
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Figure 4 | Depletion of LRRK1 inhibits the motility of EGF-containing 
early endosomes. (a) Images representing GFP-Rab5-positive endosomes 
containing Alexa 647-EGF (red circles) and tracks (yellow). HeLa S3  
cells treated with control siRNA were transfected with GFP-Rab5,  
pulse-labelled with Alexa 647-EGF. Movement of GFP-Rab5-positive 
endosomes containing Alexa 647-EGF was observed by time-lapse 
confocal fluorescence microscopy and analysed using the ‘Manual 
Tracking’ Image J plug-in. Imaging started at 15 min after the initial 
exposure to Alexa 647-EGF, with frames captured at 1.165 s intervals for 
35 s. Scale bar, 10 m. (b) Stills from control cells (the boxed region in a). 
Arrowheads and arrows indicate the movement of GFP-Rab5-positive 
endosome containing Alexa 647-EGF. (c) Images representing GFP-
Rab5-positive endosomes containing Alexa 647-EGF (red circles) and 
tracks (yellow). HeLa S3 cells treated with LRRK1 siRNA (Stealth#1) were 
transfected with GFP-Rab5, pulse-labelled with Alexa 647-EGF. Movement 
of GFP-Rab5-positive endosomes containing Alexa 647-EGF was observed 
by time-lapse confocal fluorescence microscopy and analysed using the 
‘Manual Tracking’ Image J plug-in. Imaging started at 15 min after the 
initial exposure to Alexa 647-EGF, with frames captured at 1.165 s intervals 
for 35 s. Scale bar, 10 m. (d) Stills from LRRK1-depleted cells (the boxed 
region in c). (e) A mobility histogram of randomly selected Rab5- and  
EGF-double-positive endosomes from control (blue) or LRRK1-depleted 
cells (red). Mobility is defined as the distance of the trajectory of 
endosomes during the 35 s observation period, quantified using the 
‘Manual Tracking’ Image J plug-in. Values reflect the mean s.d. of  
five independent experiments, with an average of 30 Rab5- and  
EGF-double-positive endosomes scored per experiment.
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modification in STAM1. We then examined the effect of LRRK1 over-
expression on the ubiquitination status of STAM1. We found that 
overexpression of LRRK1 inhibited ubiquitination of STAM1 (Fig. 
7b). In addition, overexpression of kinase-negative LRRK1(K1243M) 
was able to inhibit STAM1 ubiquitination (Fig. 7b), suggesting that 
LRRK1 kinase activity is not necessary for this reaction.

We next attempted to narrow down the region(s) where STAM1 
is ubiquitinated, using various deletion mutants of STAM1 (Fig. 5c).  
Ubiquitination assays revealed that the N-terminal Ub-binding  
domains (VHS and UIM) and the SH3 domain of STAM1 are 
important for monoubiquitination, and that the coiled-coil domain 
contains the majority of polyubiquitination sites in STAM1  
(Fig. 7c). Thus, the coiled-coil domain of STAM1 is involved in  
both its interaction with LRRK1 and its ubiquitination, raising the 
possibility that LRRK1 inhibits STAM1 ubiquitination by associat-
ing with its coiled-coil domain.

The coiled-coil domain in STAM1 has five lysine residues  
(Fig. 7d). To confirm the importance of the coiled-coil domain for 
STAM1 ubiquitination, we generated STAM1(5KR), in which all 

these five lysines have been mutated to arginines. STAM1(5KR) 
was impaired in polyubiquitination but not in monoubiquitina-
tion (Fig. 7d). These results suggest that the lysine residues in the 
coiled-coil domain of STAM1 are polyubiquitinated. The above 
results suggested that LRRK1 affects the interaction between EGFR  
and STAM1 by modulating the ubiquitination status of STAM1. 
Consistent with this, STAM1(5KR) showed an increase in its  
interaction with activated EGFR compared with wild-type STAM1 
(Fig. 7e). Taken together, these results suggest that LRRK1 functions 
as a scaffolding protein linking activated EGFR to the ESCRT-0 
complex by suppressing the polyubiquitination of STAM1.

LRRK1 regulates sorting of EGF/EGFR into intraluminal vesi-
cles of MVBs. EGFR localized in clathrin-coated microdomains on 
endosomes is sorted into intraluminal vesicles (ILVs) within MVBs 
and delivered to lysosomes for degradation. We therefore examined 
whether LRRK1 knockdown affects the sorting of EGFR into ILVs 
of enlarged endosomes using three-dimensional reconstructions. In 
control siRNA-transfected cells, Alexa 647-EGF was translocated 
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from the limiting membrane to ILVs of Rab5(Q79L)-induced 
enlarged endosomes at 30 min after EGF stimulation (Fig. 8a). In 
contrast, depletion of LRRK1 reduced the intraluminal transport 
of Alexa 647-EGF into enlarged endosomes (Fig. 8b). Line inten-
sity profiles of individual endosomes clearly showed that most of 
the EGF was localized within the inner membranes in control cells 
(Fig. 8c), but were retained in the limiting membrane in LRRK1-
depleted cells (Fig. 8d). Quantification of EGF labelling showed that 
about 66.2% of the labelling was localized to the inner membranes 
in cells treated with control siRNA, whereas only 16.7% showed 
this localization in cells treated with LRRK1 siRNA (Fig. 8e). These 
results demonstrate that LRRK1 is needed for sorting of EGF/EGFR 
into ILVs of MVBs. When siRNA-resistant, wild-type GFP-LRRK1 
was expressed in LRRK1-depleted cells, the defect in the intralu-
minal transport of Alexa 647-EGF was partially rescued (Fig. 8e). 
However, expression of the siRNA-resistant, kinase-negative GFP-
LRRK1(K1243M) was able to rescue the defect in EGF sorting in 
LRRK1-depleted cells (Fig. 8e), suggesting that LRRK1 kinase activ-
ity is not essential for this step. Thus, LRRK1 functions as a scaffold 
in this process, independent of its kinase activity.

We confirmed the above immunofluorescence data by electron 
microscopy. Silver-enhanced gold particles revealed the presence 
of endogenous EGFR associated with both the limiting membrane 
and ILVs of MVBs in control cells, whereas most of the EGFR was 
still located on the limiting membrane of MVBs in LRRK1-depleted 
cells (Fig. 8f). We next asked whether LRRK1 could also affect EGFR 
degradation. Although EGF stimulation normally causes the deg-
radation of EGFR, we observed stabilization of activated EGFR in 

cells treated with LRRK1 siRNA (Fig. 8g). These results suggest that 
LRRK1 is required for EGFR sorting into the degradative pathway.

Discussion
EGFR targeted for lysosomal degradation is delivered to MVBs by a 
highly specialized process that begins with receptor ubiquitination 
and sequestration by elements of the ESCRT complex on the surface 
of early endosomes6–10. Endosomal sorting of ubiquitinated EGFR 
is initiated by ESCRT-0, which is composed of Hrs and STAM6–10. 
It has been proposed that Hrs and STAM can concentrate ubiquiti-
nated cargo on clathrin-coated microdomains of early endosomes 
and link the cargo with the subsequent ESCRT machinery that is 
required for proper sorting27,29,31. In this study, we show that LRRK1 
is required for EGFR transport from early to late endosomes. Our 
results demonstrate that LRRK1 forms a complex with EGFR via 
Grb2 and associates with STAM and Hrs in response to ligand stim-
ulation. Furthermore, we find that knockdown of LRRK1 disrupts 
the recruitment of EGFR to STAM1-positive microdomains of early 
endosomes, leading to the inhibition of EGFR sorting to the inner 
vesicles of MVBs. LRRK1 may function as a scaffolding protein 
between ubiquitinated EGFR and the Hrs–STAM1 complex. Con-
sistent with this possibility, EGFR, LRRK1 and STAM1 can form a 
ternary complex in response to EGF stimulation, and knockdown 
of LRRK1 disrupts the interaction of EGFR with STAM1. In addi-
tion, our data suggest a mechanism whereby LRRK1 modulates the 
ubiquitination status of STAM1 by direct interaction. It is likely 
that ubiquitination of STAM1, which leads to intramolecular bind-
ing within STAM1, inhibits its ability to interact with ubiquitinated 
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EGFR. Therefore, LRRK1 promotes complex formation between 
activated EGFR and STAM1 by decreasing the ubiquitination of 
STAM1. Our findings suggest that LRRK1 might function as a 
cargo-specific factor that efficiently links the activated EGFR to the 
ESCRT machinery.

Remarkably, we find that the motility of EGF-containing early 
endosomes is diminished dramatically by LRRK1 knockdown. 
We demonstrate that LRRK1 kinase activity is required for the 
transport of EGFR-containing early endosomes from the periph-
ery to the centre. Recent studies have shown that early endosomes  
move towards the cell centre as they mature18,20. The movement of 
early endosomes is mediated by cytoplasmic dynein, a minus end-
directed microtubule motor19,34. LRRK1 might thus be involved in 
the regulation of dynein-dependent transport of EGF-containing 

early endosomes. Interestingly, in a screen for LRRK1-binding pro-
teins, we have identified NudC and CLIP-170, which are involved 
in dynein-mediated processes35,36. Thus, LRRK1 might regulate the 
motility of EGF-containing early endosomes by phosphorylating 
these candidates.

Because excessive or inappropriate signalling by activated EGFR 
is associated with the development of a broad range of human can-
cers, the spatiotemporal regulation of EGFR trafficking by LRRK1 is 
likely to be important for the maintenance of cellular homoeostasis. 
Identification of specific LRRK1 targets involved in the regulation 
of EGFR trafficking in early endosomes will be necessary. Further 
analysis of LRRK1 function may shed new light on the molecular 
mechanisms regulating the intracellular trafficking of EGFR, and 
thus the spatiotemporal control of EGFR signalling.

HC

Flag-STAM1

HA

Flag

140

70

100

50

240

20
25

35

Mr(K)

Blot

140

70

100

50

240

20
25

35

HA-Ub
F3 F4 F5 F6FL FL F1 F2 F7 F8 F9

+ + + + + + + ++ +–

Flag

Total
lysate

IP
140

100

70

240

EGF (min) 0
+
+

12
+
+

0
+
+

12
+
+Flag-STAM1

HA-Ub
0
+
+

12
+
+

GFP-LRRK1 – K1243MWT

Mr(K)

HA

Flag

Blot

GFP

70

240

Flag

Total
lysate

Total
lysate

IP

pTyr

Flag

Blot

EGFR

(pEGFR)

EGFR

Flag-STAM1

0
+

15
+

0
+

15
+

EGF (min)

WT 5KR

Flag

Total
lysate

IP 140

Mr(K)

140

70

STAM1
CC domain

343 377

346 353 363 373 386K

310 395 a.a.

140

70

100

240

Mr(K)

Blot

70 Flag

Flag-STAM1
HA-Ub

WT 5KR
+–

140

70

100

240
Mr(K)

70

+
WT 5KR

+– +–

Ub1

Ub5
Ub4
Ub3
Ub2

Flag

Total
lysate

IP

0
+
+

12
+
+

Control LRRK1

0
+
+

12
+
+

70

140

100

Mr(K)

Flag

LRRK1

EGF (min)

siRNA
Flag-STAM1

HA-Ub

70

240

IP HA

Flag

Blot

HA

Figure 7 | LRRK1 modulates the ubiquitination status of STAM1. (a) Effect of LRRK1 depletion on the ubiquitination of STAM1. HeLa S3 cells treated 
with control or LRRK1 siRNA (Stealth#1) were co-transfected with Flag-STAM1 and HA-Ub, and stimulated with 100 ng per ml of EGF. Complexes 
immunoprecipitated (IP) with anti-Flag antibody were immunoblotted (Blot) with anti-HA antibodies. Arrows and line indicate the positions of the 
unmodified and ubiquitinated forms of Flag-STAM1, respectively. (b) Effect of LRRK1 overexpression on the ubiquitination of STAM1. COS7 cells were 
co-transfected with GFP-LRRK1 (wild type and the K1243 mutant), Flag-STAM1 and HA-Ub as indicated. Complexes immunoprecipitated (IP) with 
anti-Flag antibody were immunoblotted (Blot) with anti-HA antibodies. Arrows and line indicate the positions of the unmodified and ubiquitinated 
forms of Flag-STAM1, respectively. (c) Ubiquitination of STAM1. COS7 cells were co-transfected with Flag-STAM1 and HA-Ub as indicated. Complexes 
immunoprecipitated (IP) with anti-Flag antibodies were immunoblotted (Blot) with anti-HA antibodies. Arrowheads and lines indicate the positions of the 
monoubiquitinated and polyubiquitinated forms of Flag-STAM1, respectively. HC represents heavy chain. (d) Ubiquitination sites in STAM1. The lysine 
residues around the STAM1 coiled-coil domain (green) are shown. COS7 cells were co-transfected with Flag-STAM1 (wild type and the 5KR mutant) and 
HA-Ub as indicated. Complexes immunoprecipitated (IP) with anti-Flag antibodies were immunoblotted (Blot) with anti-HA antibodies. Arrows and line 
indicate the positions of the unmodified and ubiquitinated forms of Flag-STAM1, respectively. (e) Interaction between EGFR and STAM1(5KR). COS7 
cells were co-transfected with Flag-STAM1 (wild type and the 5KR mutant) and EGFR as indicated, and stimulated with 100 ng per ml of EGF. Complex 
formation was detected by immunoprecipitation (IP) with anti-Flag antibodies, followed by immunoblotting (Blot) with anti-phospho-tyrosine (pTyr) 
antibodies.
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Methods
Plasmids and mutations. Human LRRK1 cDNA was subcloned into vector 
pGFP-C1 (Clontech), pCMV or pCS2. LRRK1(4PA), LRRK1(K1243M) and 
LRRK1(S625N) were generated using the QuickChange Site-Directed Mutagenesis 
Kit according to the manufacturer’s protocol (Stratagene). siRNA-resistant LRRK1 
was generated by mutating the target sequence of the LRRK1 siRNA (5 -GCAG 
GAACAGGAAAGTCACCATTTA-3 ) into 5 -GTCGAAATCGAAAAGTCAC 
CATTTA-3 . Human LRRK2 (Park8) cDNA was subcloned into vector pCMV. 
HA-Grb2(P49L), HA-Grb2(S90N), HA-Grb2(G203R) and HA-Grb2(P49L/G203R) 
were generated using the mutagenesis kit described above and subcloned into 
vector pSR 37. Human Rab5 and Rab7 were subcloned into vector pGFP-C1 or 
pDsRed-C1 (Clontech; catalogue number 632466), and Rab5(Q79L) was generated 
using the mutagenesis kit described above. pDsRed-C1 produces the monomer 
form of DsRed. Deletion constructs of STAM1 were generated by PCR-based 
mutagenesis and subcloned into pCMV-Flag.

Antibodies and reagents. Rabbit antibodies against LRRK1 were produced by 
MBL (Medical and Biological Laboratories) by injecting rabbits with synthetic 
peptides corresponding to residues 1767–1783 and 1848–1865 of LRRK1 coupled 
to keyhole limpet haemocyanin. Antibodies and their suppliers were as follows: 

anti-HA (16B12, Babco); anti-Flag (M2, Sigma); anti-Myc (9E10, Santa Cruz 
Biotechnology); anti-GFP (JL-8 or Full-length polyclonal antibody, Clontech); 
anti-phospho-Tyr (4G10, Upstate Biotechnology); anti-EGFR (SC-03, Santa Cruz 
Biotechnology, LA22, Upstate Biotechnology or 6F1, MBL); anti-Grb2 (SC-23, 
Santa Cruz Biotechnology); anti-EEA1 (Clone 14, BD Transduction Laboratories); 
anti-STAM1 (H-175, Santa Cruz Biotechnology); anti-Hrs (A-5, Alexis Biochemi-
cals); anti-clathrin (clone 23, BD Transduction Laboratories); anti-Tubulin (B-5-
1-2, Sigma); Goat anti-mouse IgM conjugated to 10 nm gold (BBinternational). 
EGF-Rh and Alexa647-EGF were purchased from Molecular Probes and human 
recombinant EGF from TOYOBO.

Cell cultures and transfections. HeLa, HeLa S3, HEK293 and COS7 cells were 
cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium containing 10% fetal bovine 
serum. These cells were split on 35-mm, 60-mm or 100-mm dishes at 2×105, 5×105 
or 2×106 cells per dish, respectively. After 19 h, cells were transfected using RNAi 
MAX (Invitrogen) or FuGENE 6 reagent (Roche Applied Science) according to the 
manufacturer’s protocol.

Immunoprecipitation. For immunoprecipitation, cells were lysed in RIPA buffer 
containing 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.25% deoxycholic acid, 1% 
NP-40, 1 mM EDTA, 2 mM dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride, 
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Figure 8 | Effects of LRRK1 depletion on localization of EGFR in MVBs and EGFR degradation. (a, b) Effect of LRRK1 depletion on EGFR sorting into 
the lumen of Rab5(Q79L)-induced enlarged endosomes. HeLa S3 cells treated with control (a) or LRRK1 siRNA (Stealth#1) (b) were transfected with 
DsRed-Rab5(Q79L) and stimulated with 100 ng per ml of Alexa 647-EGF for 30 min. The cells were fixed and imaged by confocal microscopy. Images are 
three-dimensional reconstructions from a series of confocal Z-stack images (0.3 m-thick sections). Scale bar, 10 m. (c, d) Confocal images from control 
(c; the boxed region in a) or LRRK1-depleted cells (d; the boxed region in b) show individual enlarged endosomes. Areas of co-localization are shown by 
line intensity profiles. (e) Quantification of Alexa 647-EGF localization into the lumen of Rab5(Q79L)-induced enlarged endosomes. Cells treated with 
control or LRRK1 siRNA (Stealth#1) were co-transfected with DsRed-Rab5(Q79L) and siRNA-resistant GFP-LRRK1 (wild type and the K1243 M mutant), 
as indicated. Cells were stimulated with 100 ng per ml of Alexa 647-EGF for 30 min and then fixed. Data are presented as percentages of Alexa 647-
EGF localization into the lumen of enlarged endosomes out of the total number of Rab5(Q79L)-induced enlarged endosomes (diameter;  > 1 m). Values 
reflect the mean s.d. of three independent experiments, with an average of 15 cells (total 100 endosomes) scored per experiment. (f) HeLa S3 cells were 
treated with control or LRRK1 siRNA (Stealth#1). After 16 h of serum starvation, cells were incubated with anti-EGFR antibodies (LA-22) for 2 h at 37°C, 
followed by goat anti-mouse IgM antibodies conjugated to 10 nm gold for 1 h at 37°C. After washing to remove antibodies from the medium, the cells 
were stimulated with EGF for 10 min and then fixed. The localization of EGFR was examined by silver-enhanced immunogold electron microscopy. Scale 
bar, 100 nm. (g) HeLa S3 cells treated with control or LRRK1 siRNA (Stealth#1) were transfected with EGFR. After 16 h of serum starvation, cells were 
stimulated with 100 ng per ml of EGF. Cell lysates were immunoblotted with indicated antibodies. Tubulin serves as a loading control.
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phosphatase inhibitor cocktail 2 (Sigma) and protease inhibitor cocktail (Sigma), 
followed by centrifugation at 15,000 g for 15 min. The supernatant was added to 
10 l (bed volume) of protein G sepharose beads (GE Healthcare) or Dynabeads 
protein G (Invitrogen) with the indicated antibodies and rotated for 2 h at 4°C or 
for 10 min at room temperature. The beads were washed three times with ice-cold 
phosphate-buffered saline and subjected to immunoblotting or kinase assays.

Immunoblotting. After the extracts were subjected to SDS–polyacrylamide 
gel electrophoresis (SDS–PAGE), proteins were transferred to polyvinylidene 
difluoride membrane (Hybond-P, GE Healthcare). Membranes were incubated 
with indicated antibodies using the SNAP i.d. system (Millipore). Immunoreactive 
bands were detected by an HRP chemiluminescent substrate reagent kit (Novex 
ECL, Invitrogen).

In vitro autophosphorylation assay. Immunocomplex kinase reactions of GFP-
LRRK1, GFP-LRRK1(K1243M) or GFP-LRRK1(S625N) were performed in a final 
volume of 20 l containing 20 mM Tris-HCl (pH7.4), 5 mM EGTA, 15 mM MgCl2, 
5 Ci of [ -32P]ATP. Samples were incubated for 20 min at 30°C. Reactions were 
terminated by the addition of Laemmli sample buffer and boiling. GFP-LRRK1, 
GFP-LRRK1(K1243M) or GFP-LRRK1(S625N) was resolved by SDS–PAGE.  
Autophosphorylation of LRRK1 was detected by autoradiography.

RNA interference. siRNA targeted against human LRRK1, human Grb2 and  
negative control siRNAs were purchased from Invitrogen and Ambion. Stealth 
siRNA (Stealth#1) for human LRRK1 (target sequence: 3165gcaggaacaggaaagt 
caccattta TT), Silencer Validated siRNA (Ambion#1) for human LRRK1 (target 
sequence: 5493ggaatcactcactgactac TT) and Custom siRNA for human Grb2 
(target sequence: 607catgtttccccgcaattat TT)15 were used. Annealed siRNAs were 
transfected using RNAiMAX (Invitrogen). The transfected cells were analysed 72 h 
after transfection. For immunofluorescence experiments, cells were transfected 
with control siRNA, Grb2 siRNA or LRRK1 siRNA using RNAiMAX, incubated 
overnight and then transfected with GFP-LRRK1, GFP-Rab5, DsRed-Rab7, GFP-
Rab5(Q79L) or DsRed-Rab5(Q79L) in the indicated combinations, using FuGENE 
6 reagent (Roche Applied Science).

GTP-binding studies. Cells were lysed at 48 h post transfection in lysis buffer 
G (100 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM KCl, 1 mM EDTA, 0.1 mM dithiothreitol, 
5 mM MgCl2, 1% Triton X-100) containing phosphatase inhibitor cocktail and 
protease inhibitor cocktail (Sigma) for 10 min on ice, and lysates were clarified 
by centrifugation at 15,000 g for 10 min at 4°C. Supernatants were incubated with 
20 l of GTP-sepharose bead suspension (Sigma) by rotating at 4°C for 2 h and 
then sequentially pelleted and washed three times with 1 ml PBS. For guanine 
nucleotide competition experiments, GTP (Sigma) was added to a final concentra-
tion of 2 mM, and incubation was continued for a further 60 min at 4°C followed 
by washing. Precipitated proteins were resolved by SDS–PAGE and immunoblotted 
with anti-GFP antibodies.

Fluorescence microscopy. For immunofluorescence microscopy, cells grown 
on coverslips were treated, as indicated, and then fixed in 4% paraformaldehyde, 
permeabilized in 0.5% Triton X-100 and incubated with primary and secondary 
antibodies. Primary antibodies were anti-EEA1 at 1:100, anti-EGFR at 1:100,  
anti-STAM1 at 1:250 and anti-clathrin at 1:100. Secondary antibodies were 
Alexa-Fluor 647 goat anti-mouse IgG, Alexa-Fluor 555 goat anti-mouse IgG and 
Alexa-Fluor 488 goat anti-mouse IgG (Molecular Probes). Confocal microscopy 
was performed using an Olympus FV1000 microscope. For live-cell fluorescence 
microscopy, cells were grown in 35-mm plastic-bottomed dishes. Time-lapse im-
ages were obtained with a laser scanning confocal microscope (FV1000; Olympus). 
Tracking of GFP-Rab5- and A647-EGF-positive endosomes was conducted using 
the ‘Manual Tracking’ Image J plug-in (National Institutes of Health).

Conventional electron microscopy. Conventional electron microscopy was  
performed as described previously38. In brief, cells were fixed in 2.5% glutaralde-
hyde in 0.1 M sodium phosphate buffer at pH 7.4 for 20 min. The specimens were 
postfixed in buffer containing 1% OsO4, dehydrated in a series of graded ethanol 
solutions and embedded in epoxy resin. Ultrathin sections were collected and 
stained with uranylacetate and lead citrate and observed under an H7600  
transmission electron microscope (Hitachi). 
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1）研究の課題名
我々は既に、肥満に伴って肥大化脂肪細胞から過剰放出

される飽和脂肪酸が、TLR4を介して脂肪組織マクロファー
ジを活性化し、脂肪組織炎症の増悪に繋がることを明らか
にした。本研究では、肥満脂肪組織における新たな炎症調
節分子の同定を目的として、cDNAマイクロアレイ法を用い
て、脂肪細胞とマクロファージの共培養により発現が亢進す
る遺伝子の探索を行った。共培養により発現が増加し、マ
クロファージ選択的に発現する遺伝子群よりmacrophage-
inducible C-type lectin（Mincle）に注目した。TLR4シグ
ナルを欠損するマクロファージでは、飽和脂肪酸や共培養に
よるMincle発現誘導が著しく阻害された。骨髄マクロファ
ージを用いた培養系において、MincleはM1マクロファージ
に選択的に発現した。遺伝性および食餌誘導性肥満マウス
の脂肪組織においてMincleの著明な発現亢進を認めたが、
TLR4シグナル欠損マウスでは有意な上昇を認めなかった。
ヒト皮下脂肪組織においても、Mincle遺伝子発現はBMI
と正の相関を示した（r=0.598）。脂肪細胞とマクロファージ
の共培養系を用いて、脂肪組織マクロファージにおける新た
な炎症調節分子としてMincleを同定した。Mincleは真菌
や結核菌に対する病原体センサーとして機能するため、脂
肪組織炎症の病態形成への関与が示唆された。

2）

3）発表の研究内容についての英文要約 

We have provided evidence that saturated fatty acids, 
which are released from adipocytes via macrophage-
induced adipocyte lipolysis, serve as a naturally occurring 
ligand for the TLR4 complex in macrophages, thereby 
aggravating obesity-induced adipose tissue inflammation. 
We performed a cDNA microarray analysis of coculture 
of 3T3-L1 adipocytes and RAW264 macrophages. Cultured 
adipocytes and macrophages and the adipose tissue of obese 
mice and humans were used to examine mRNA and protein 
expression. We found that macrophage-inducible C-type 
lectin （Mincle）, a type II transmembrane C-type lectin, is 
induced selectively in macrophages during the interaction 
between adipocytes and macrophages. Treatment with 
palmitate, a major saturated fatty acid released from 
3T3-L1 adipocytes, induced Mincle mRNA expression 
in macrophages at least partly through the TLR4/NF-
kB pathway. Mincle mRNA expression was increased in 
parallel with macrophage markers in the adipose tissue of 
obese mice and humans. The obesity-induced increase in 
Mincle mRNA expression was markedly attenuated in C3H/
HeJ mice with defective TLR4 signaling relative to control 
C3H/HeN mice. Notably, Mincle mRNA was expressed in 
bone-marrow cell （BMC）-derived proinflammatory M1 
macrophages rather than in BMC-derived anti-inflammatory 
M2 macrophages in vitro. Our data suggest that Mincle 
is induced in adipose tissue macrophages in obesity at 
least partly through the saturated fatty acid/TLR4/NF-kB 
pathway, thereby suggesting its pathophysiologic role in 
obesity-induced adipose tissue inflammation.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点体制）

　新しく寄附研究部門を設置することにより研究活動の
充実を図った。

B（研究教育環境）	

　新しく寄附研究部門を設置することにより教育活動の
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充実を図った。

C（人材確保）

　卒業研究生が本学医歯学総合研究科修士課程に進学す
ることとなった。

D（人材育成）

関連学会において教室員が研究奨励賞、若手研究奨励賞
（菅波、伊藤）を受賞した。

E（国際化）

　多くの海外研究者（Theodore W. Kurtz教授、Jae Bum 
Kim教授、Philipp E. Scherer教授、Domenico Accili教授）
の訪問を受けて、当教室における研究について議論する機
会を得た。

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　多くの海外研究者の訪問を受けて国際化に力を入れた。
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Ogawa. Increased expression of macrophage-inducible 
C-type lectin in adipose tissue of obese mice and 

humans. Diabetes 60： 819-826, 2011.

7）総説ならびに著書
M. Itoh, T. Suganami, R. Hachiya, and Y. Ogawa. Adipose 
tissue remodeling as homeostatic inflammation. Int. J. 
Inflamm. 720926, 2011.

8）平成23年度までの自己評価
　以前より継続している生活習慣病における慢性炎症の
病態生理的意義に関する研究に関して英文論文を複数発
表することができた点は評価できると考えている。

9）学会発表（英文） 

1. Y. Ogawa ： Adipose tissue remodeling homeostatic 
inflammation： 2011 Seoul Symposium on obesity & 
Diabetes, 2011.4.9, Seoul

2. Y. Ogawa： Epigenetic Modifications Underlying 
Insulin Resistance： THE ENDOCRINE SOCIETY’S 
93RD ANNUAL MEETING & EXPO（ENDO2011）
,2011.6.4-7,Boston

3. Y. Ogawa： Homeostatic inflammation： A molecular 
basis underlying metabolic diseases：International 
Symposium on Inflammation and Disease ： 
2011.9.8-9,Academia Sinica,台湾

10）学会発表（和文）
1. 小川佳宏：「肥満症治療と慢性炎症」：第32回日本肥

満学会,2011.9.23-24,兵庫
2. 菅波孝祥、小川佳宏：「病原体センサーと慢性炎症」：

第32回日本肥満学会,2011.9.23-24,兵庫
3. 伊藤美智子、菅波孝祥、田中都、亀井康富、寺井崇二、

坂井田功、小川佳宏：「NASHの発症・進展と脂肪組
織炎症―新しいNASHモデル・MC4R欠損マウスを用
いてー」：第32回日本肥満学会,2011.9.23-24,兵庫

4. 江原達弥、亀井富康、金井沙綾香、高橋真由美、袁勲梅、
菅波孝祥、小川佳宏：「グリセロール3リン酸アシル基
転移酵素（GPAT1）遺伝子のDNAメチル化による発
現制御」：第32回日本肥満学会,2011.9.23-24,兵庫

5. 田中都、菅波孝祥、西條美佐、筑地信、越智梢、亀
井康富、小川佳宏：「骨髄Bリンパ球分化に及ぼす中
枢レプチンシグナルの作用機序の解明」：第32回日
本肥満学会,2011.9.23-24,兵庫

6. 亀井康富、杉田聡、赤池史子、菅波孝祥、金井沙綾
香、服部真季、眞鍋康子、藤井宣晴、三浦進司、江
崎治、小川佳宏：「骨格筋における核内受容体RXR
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の糖代謝促進作用」：第32回日本肥満学会,2011.9.23-
24,兵庫

7. 岩崎順博、菅波孝祥、蜂屋瑠見、白川伊吹、西條美
佐、袁勲梅、亀井康富、小川佳宏：「飽和脂肪酸によ
る新たな炎症性サイトカイン転写制御機構の検討」：
第32回日本肥満学会,2011.9.23-24,兵庫

8. 天野直子、鬼頭浩史、蜂屋瑠見、鳴海覚志、小川佳
宏、西村玄、長谷川奉延：「Maroteaux型遠位中間
肢異形成症に新規NPR2 変異を同定した1例」：第45
回日本小児内分泌学会学術集会,2011.10.6-8,さいたま

11）受賞
1. 菅波孝祥　日本肥満学会学術奨励賞「肥満の脂肪組

織における慢性炎症の分子機構の解明と医学応用」
2. 伊藤美智子　日本肥満学会若手研究奨励賞「NASH

の発症・進展と脂肪組織炎症−新しいNASHモデル・
MC4R欠損マウスを用いて−」

3. 小川佳宏　日本糖尿病・肥満動物学会研究賞「糖尿病・
肥満における慢性炎症の分子機構に関する研究」

12）外部資金の獲得状況 

新学術領域研究（研究領域提案型） 
研究題目：メタボリックシンドロームにおける内因
性リガンドと病原体センサーの機能的意義の解明
代表：小川　佳宏
期間：平成21年―平成25年
研究費総額：10520万円

科学研究費補助金基盤研究（B） 
研究題目：DNAメチル化に着目したメタボリックメ
モリーの分子機構の解明と医学応用
代表：小川　佳宏
期間：平成23年―平成25年
研究費総額：1490万円

科学研究費補助金挑戦的萌芽研究
研究題目：骨格筋におけるDNAメチル化標的遺伝
子の同定と医学応用
代表：小川　佳宏
期間：平成23年―平成25年
研究費総額：300万円 

難治性疾患克服研究事業 
研究題目：中枢性摂食異常症に関する調査研究
代表：小川　佳宏

期間：平成23年―平成25年
研究費総額：923万円 

13）特別講演、招待講演、シンポジウム
1. 菅波孝祥、伊藤美智子、小川佳宏：「メタボリックシン

ドロームの臓器相関における脂肪組織マクロファージの
意義」：第84回日本内分泌学会,2011.4.21-23,神戸

2. 小川佳宏：「生活習慣病とDNAメチル化」：ネスレ
栄養科学会議,2011.5.14,東京

3. 小川佳宏：「エピジェネティスク機構による細胞制御
と病態」：ネスレ栄養科学会議,2011.5.14,東京

4. 伊藤美智子、菅波孝祥、小川佳宏：「EPAとメタボ
リックシンドローム」：第54回日本糖尿病学会年次
学術集会,2011.5.19-21,札幌

5. 菅波孝祥、小川佳宏：「脂肪組織の慢性炎症」：第54
回日本糖尿病学会年次学術集会,2011.5.19-21,札幌

6. 小川佳宏：「メタボリックシンドロームと慢性炎症」：
第11回日本抗加齢医学総会,2011.5.27-29,京都

7. 小川佳宏：「メタボリックシンドロームと慢性炎症」：
熊本大学最先端・次世代研究開発プログラム　キッ
クオフシンポジウム特別講演,2011.6.30,熊本

8. 小川佳宏：「糖尿病合併症と炎症」座長：第26回日
本糖尿病合併症学会,2011.10.14-15,さいたま

9. 津田直人、菅波孝祥、市岡誠之、田中都、白川伊吹、
平田陽一郎、佐藤哲子、西條美佐、宮本恵宏、亀井康富、
佐田政隆、小川佳宏：「脂肪組織マクロファージにお
ける新たな炎症調節分子の探索」：第25回日本糖尿病・
肥満動物学会年次学術集会,2011.11.5,東京

10. 小川佳宏：「栄養環境によるエピゲノム変化と医学応
用」：日本人類遺伝学会第56回大会,第11回東アジア
人類遺伝学会,2011.11.9-12,千葉

11. 小川佳宏：「慢性炎症からみたメタボリックシンドロ
ーム」：日本薬理学会第39回薬物活性シンポジウム
,2011.11.21-22,福岡

12. 小 川 佳 宏：「 Obesity and Adipose Tissue 
Inflammation」：第19回日本血管生物医学会学術集
会,2011.12.8-10,東京

13. 小川佳宏：「Chronic inflammation,a molecular basis 
underlying the metabolic syndrome」：第 34 回 日 本
分子生物学会年会,2011.12.13-16,横浜

14. 菅波孝祥、小川佳宏：「Obesity and adipose tissue 
inflammation」：第34回日本分子生物学会年会,
2011.12.13-16,横浜
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14）新聞、雑誌、TV報道
2011年7月9日（土）　PM7：56 〜 PM8：54

世界一受けたい授業
「痩せていても危ない!日本人を蝕む第3の脂肪」
（日本テレビ）
http：//www.ntv.co.jp/sekaju/onair/110709.html?st=3

15） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
亀井　康富 （特任教授）
菅波　孝祥 （准教教）
澤田　直樹 （特任講師）
西條　美佐 （特任助教）
袁　　勲梅 （特任助教）
高橋　真由美 （特任助教）
白川　伊吹 （特任助教）
田中　　都 （特任助教）
伊藤　美智子 （特任助教）
蜂屋　瑠見 （特別研究員）
市岡　誠之 （社会人大学院生）
江原　達弥 （社会人大学院生）
滝沢　文彦 （大学院生）
津田　直人 （社会人大学院生）
南部　宏英 （社会人大学院生）
池田　賢司 （大学院生）
岩崎　順博 （大学院生）
青山　千賀子 （社会人大学院生）
櫻井　俊之 （社会人大学院生）
小沼　邦葉 （大学院生）
服部　真季 （大学院生）
笠原　知美 （卒業研究生）
田村江梨奈 （卒業研究生）
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Increased Systemic Glucose Tolerance with Increased
Muscle Glucose Uptake in Transgenic Mice
Overexpressing RXRc in Skeletal Muscle
Satoshi Sugita1, Yasutomi Kamei1*, Fumiko Akaike1,2, Takayoshi Suganami1, Sayaka Kanai1, Maki

Hattori1,2, Yasuko Manabe3, Nobuharu Fujii3, Takako Takai-Igarashi4, Miki Tadaishi5,6, Jun-Ichiro Oka2,

Hiroyuki Aburatani7, Tetsuya Yamada8, Hideki Katagiri8, Saori Kakehi9, Yoshifumi Tamura9,10, Hideo

Kubo11, Kenichi Nishida11, Shinji Miura5, Osamu Ezaki5, Yoshihiro Ogawa1,12

1Department of Molecular Medicine and Metabolism, Medical Research Institute, Tokyo Medical and Dental University, Tokyo, Japan, 2 Laboratory of Pharmacology,

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Tokyo University of Science, Chiba, Japan, 3Graduate School of Human Health Sciences, Tokyo Metropolitan University, Tokyo, Japan,
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7 Research Center for Advanced Science and Technology, University of Tokyo, Tokyo, Japan, 8Department of Metabolic Diseases, Center for Metabolic Diseases, Tohoku

University Graduate School of Medicine, Miyagi, Japan, 9Department of Medicine, Metabolism and Endocrinology, School of Medicine, Juntendo University, Tokyo, Japan,

10 Sportology Center, Juntendo University, Tokyo, Japan, 11Daiichi-Sankyo Co., Ltd., Tokyo, Japan, 12Global Center of Excellence Program, International Research Center
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Abstract

Background: Retinoid X receptor (RXR) c is a nuclear receptor-type transcription factor expressed mostly in skeletal muscle,
and regulated by nutritional conditions. Previously, we established transgenic mice overexpressing RXRc in skeletal muscle
(RXRc mice), which showed lower blood glucose than the control mice. Here we investigated their glucose metabolism.

Methodology/Principal Findings: RXRcmice were subjected to glucose and insulin tolerance tests, and glucose transporter
expression levels, hyperinsulinemic-euglycemic clamp and glucose uptake were analyzed. Microarray and bioinformatics
analyses were done. The glucose tolerance test revealed higher glucose disposal in RXRc mice than in control mice, but
insulin tolerance test revealed no difference in the insulin-induced hypoglycemic response. In the hyperinsulinemic-
euglycemic clamp study, the basal glucose disposal rate was higher in RXRcmice than in control mice, indicating an insulin-
independent increase in glucose uptake. There was no difference in the rate of glucose infusion needed to maintain
euglycemia (glucose infusion rate) between the RXRc and control mice, which is consistent with the result of the insulin
tolerance test. Skeletal muscle from RXRc mice showed increased Glut1 expression, with increased glucose uptake, in an
insulin-independent manner. Moreover, we performed in vivo luciferase reporter analysis using Glut1 promoter (Glut1-Luc).
Combination of RXRc and PPARd resulted in an increase in Glut1-Luc activity in skeletal muscle in vivo. Microarray data
showed that RXRc overexpression increased a diverse set of genes, including glucose metabolism genes, whose promoter
contained putative PPAR-binding motifs.

Conclusions/Significance: Systemic glucose metabolism was increased in transgenic mice overexpressing RXRc. The
enhanced glucose tolerance in RXRc mice may be mediated at least in part by increased Glut1 in skeletal muscle. These
results show the importance of skeletal muscle gene regulation in systemic glucose metabolism. Increasing RXRc expression
may be a novel therapeutic strategy against type 2 diabetes.
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Introduction

The skeletal muscle, known as the largest organ in the human

body, plays an important role in exercise, energy expenditure, and

glucose metabolism. It is a major site of glucose disposal [1,2]. In

type 2 diabetic subjects, glucose uptake in the skeletal muscle is

impaired [2]. Blood glucose is taken up by the skeletal muscle via

insulin-dependent and independent glucose transporters (Glut4

PLoS ONE | www.plosone.org 1 May 2011 | Volume 6 | Issue 5 | e20467
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and Glut1, respectively) [3], where it is converted into glycogen.

Increasing capacity of glucose uptake in the skeletal muscle is

considered beneficial for the prevention and treatment of type 2

diabetes [3,4]. On the other hand, glucose metabolism in the

skeletal muscle may affect the whole body metabolism; the skeletal

muscle-specific inactivation of Glut4 has resulted in defect in

insulin action in the adipose tissue (glucose uptake) and liver

(suppression of gluconeogenesis) [5]. Thus, identification of the

molecular mechanisms involved in skeletal muscle glucose

metabolism should help clarify the pathophysiology of diabetes.

Nuclear receptors are part of a large superfamily of transcrip-

tion factors that includes receptors for steroids, retinoic acid, and

thyroid hormones [6]. RXRs are heterodimeric partners of many

nuclear receptors, such as retinoic acid receptors (RARs), thyroid

hormone receptors (T3Rs), liver X receptors (LXRs), peroxisome

proliferator activated receptors (PPARs), and RXRs themselves

[6]. Among RXR heterodimer partners, activation of PPARd in

the skeletal muscle increases insulin sensitivity [7]. The RXR

subfamily consists of RXRa, RXRb, and RXRc [6,8]. Although

RXRc is preferentially expressed in the skeletal muscle, its

functional role is poorly understood. We have recently found that

expression of retinoid X receptor c (RXRc) is changed in the

skeletal muscle under nutritional conditions; RXRc mRNA

expression is down-regulated by fasting and recovered by

refeeding [9]. In an attempt to explore the role of RXRc in the

skeletal muscle, we established transgenic mice overexpressing

RXRc in the skeletal muscle (RXRc mice) and found that they

exhibit increased triglyceride contents in the skeletal muscle as a

result of increased expression of sterol regulatory element binding

protein 1c (SREBP1c), a transcriptional master regulator of

lipogenesis [9]. Indeed, RXRc has been shown to enhance

SREBP1c gene expression in C2C12 myocytes in vitro at least in

part by heterodimerization with LXR [9]. On the other hand, we

also found that blood glucose levels are lower in RXRc mice than

in control mice [9]. These observations, taken together, suggest

that RXRc plays a critical role in glucose and lipid metabolism in

the skeletal muscle. However, the molecular mechanism involved

in RXRc regulation of glucose metabolism in the skeletal muscle

and how it affects systemic glucose metabolism are poorly

understood.

Here, we demonstrate enhanced glucose metabolism with

increased Glut1 expression and glucose uptake in RXRc mice.

This study suggests that activation of the skeletal muscle RXRc is

a novel therapeutic strategy to treat or prevent type 2 diabetes.

Methods

Animals
C57BL6 mice were purchased from Charles River Japan

(Yokohama, Japan). Generation of RXRc mice under the control

of the human a-actin promoter was described previously [9]. They

were allowed free access to food (CRF-1; Charles River) and water,

unless otherwise stated. All animal experiments were approved by

Institutional Animal Care and Use Committee of Tokyo Medical

and Dental University (approval ID: No. 0090041).

Blood analysis
Serum samples were obtained from mice, when fed ad libitum.

Serum glucose levels were measured by the blood glucose test

meter (Glutest PRO R; Sanwa-Kagaku, Nagoya, Japan). Serum

concentrations of insulin were determined by the enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) kits (Morinaga Institute of

Biological Science, Inc., Yokohama, Japan).

Glucose and insulin tolerance tests
For glucose tolerance test, D-glucose (1 mg/g of body weight,

10% (w/v) glucose solution) was administered by intraperitoneal

injection after an overnight fast. For insulin tolerance test, human

insulin (Humulin R; Eli Lilly Japan K.K., Kobe, Japan) was

injected intraperitoneally (0.75 mU/g of body weight), when fed

ad libitum.

Hyperinsulinemic-euglycemic clamp studies
We analyzed as described previously [10–12] with slight

modification. Two days before the clamp studies, a catheter was

inserted into the right jugular vein for infusion under general

anesthesia with sodium pentobarbital. Studies were performed on

mice under conscious and unstressed conditions after a 4-h fast. The

clamp study began with a prime (4 mg/kg for 5 min) of [6,6-2H]

glucose (Cambridge Isotope Laboratories, Inc, Andover, MA)

followed by continuous infusion at a rate of 0.5 mg/kg per minute

for 2 hr to assess the basal glucose turnover. After the basal period,

hyperinsulinemic-euglycemic clamp was conducted for 120 min

with a primed/continuous infusion of human insulin (25 mU/kg

prime for 5 min, 5 mU/kg/min infusion) and variable infusion of

20% glucose to maintain euglycemia (approximately 100 mg/dl).

The 20% glucose was enriched with [6,6-2H] glucose to

approximately 2.5% as previously described [12]. To determine

the enrichment of [6,6-2H]glucose in plasma at basal and insulin

stimulated state, samples were deproteinized with trichloroacetic

acid and derivatized with p-aminobenzoic acid ethyl ester. The

atom percentage enrichment of glucosem+2 was then measured by

high-performance liquid chromatography with LTQ-XL-Orbitrap

mass spectrometer (Thermo Scientific, CA). The glucosem+2
enrichment was determined from the m/z ratio 332.2: 330.2. The

hepatic glucose production was calculated by using the rate of

infusion of [6,6-2H]glucose over the atom percent excess in the

plasma minus the rate of glucose being infused. The insulin-

stimulated whole-body glucose uptake was calculated by adding the

total glucose infusion rate plus the hepatic glucose production [12].

Quantitative real-time PCR. Quantitative real-time PCR

was performed as described [9]. Total RNA was prepared using

Sepazol (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan). cDNA was synthesized

from 5 mg of total RNA using Superscript II reverse transcriptase

(Invitrogen Inc., Carlsbad, CA) with random primers. Gene

expression levels were measured with an ABI PRISM 7700 using

SYBR Green PCR Core Reagents (Applied Biosystems, Tokyo,

Japan). The primers used were as follows, RXRc: Fw: 59-CAC-

Table 1. Body and dissected tissue weight and blood glucose
level in RXRc mice (4-3 line).

Wild-type RXRc

Body weight (g) 26.460.3 26.560.4

Epididymal fat mass (g) 0.13860.004 0.15660.090

Gastrocnemius muscle weight (g) 0.28260.004 0.23860.008**

Liver weight (g) 1.29060.029 1.32160.033

Glucose (mg/dL) basal 170.069.4 145.664.9*

Glucose (mg/dL) fasting 74.461.7 67.060.6**

Mice were males 12 weeks of age. The number of animals used was 6 for both
wild-type control and RXRc mice.
* P,0.05;
** P,0.01, compared with wild-type control.
Values are the means 6 SE. These samples were also used in Fig 2A, B, and D.
doi:10.1371/journal.pone.0020467.t001

Skeletal Muscle RXRc and Glucose Metabolism
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CCTGGAGGCCTATACCA-39, Rv: 59-AAACCTGCCTGG-

CTGTTCC-39, Glut1: Fw: 59-CCAGC TGGGA ATCGT CG-

TT-39, Rv: 59-CAAGT CTGCA TTGCC CATGAT-39, Glut4:

Fw: 59-TCTGTGGGTGGCATGATCTCT-39, Rv: 59-GCCCT-

TTTCCTTCCCAACC-39, glucose phosphate isomerase 1: Fw:

59-AGCGCTTCAACAACTTCAGCT-39, Rv: 59-CAGAATAT-

GCCCATGGTTGGT-39, phosphoglycerate mutase 1: Fw: 59-
TCCTGAAACATCTGGAAGGTATCTC-39, Rv: 59-CAGTG-

GGCAGAGTGATGTTGAT-39, fructose bisphosphatase 2: Fw:

59-TGAATGCAATCCTGTGGCC-39, Rv: 59-TGGTTGCCA-

TACCTCCTGCT-39, pyruvate dehydrogenase kinase isoenzyme

1: Fw: 59-GGACTTCTATGCGCGCTTCT-39, Rv: 59-CTGA-

CCCGAAGTCCAGGAAC-39, glycogen synthase 2: Fw: 59-AG-

GATCATTCAGAGGAACCGC-39, Rv: 59-CCAGTCCAGGA-

GATCTGAGAGC-39.

Tissue sampling for analysis of Glut1 and Glut4 protein
levels
Skeletal muscles were homogenized in ice-cold buffer

containing 250 mmol/L sucrose, 20 mmol/L 2-[4-(2-hydro-

xyethyl)-1-piperadinyl] ethonsulforic acid (HEPES) (pH 7.4),

and 1 mmol/L EDTA, and centrifuged at 1200 g for 5

minutes. The supernatant was centrifuged at 200 000 g for 60

minutes at 4uC [13]. The resulting pellet was solubilized in

Laemmli sample buffer containing dithiothreitol. Samples were

subjected to Western blotting as described [14]. Antibodies

used were those against Glut1 (#07-1401, Millipore, Temecula,

CA), and Glut4 (SC-1606, Santa Cruz Biotechnology Inc.,

Santa Cruz, CA).

Muscle incubation and glucose transport
Glucose transport was measured as described [15]. Mice were

fasted overnight and killed. The extensor digitorum longus (EDL)

muscles were rapidly removed, each of which was mounted on the

incubation apparatus and preincubated in Krebs-Ringer bicarbon-

ate (KRB) buffer containing 2 mmol/l pyruvate for 30 min. The

muscles were then incubated in KRB buffer in the absence or

presence of 50 mU/ml insulin for 10 min. The buffers were kept at

37uC throughout the experiment and gassed continuously with 95%

O2 and 5% CO2. Immediately after incubation, the muscle was

transferred to KRB buffer containing 1 mmol/l 2-[3H]-deoxy-d-

glucose (1.5 mCi/ml) and 7 mmol/l d-[14C]-mannitol (0.3 mCi/ml).

Figure 1. Glucose tolerance and insulin tolerance tests on RXRc mice. (A, B) In A and B, male mice, 5 months of age, were used. The number
of animals used was 6 for both control (open circles) and RXRc (filled circles) mice of line 4-3, and 5 for both control (open circles) and RXRc (filled
circles) mice of line 5-3. * P,0.05 and ** P,0.01 compared with respective control.
doi:10.1371/journal.pone.0020467.g001

Table 2. Body and dissected tissue weight and blood glucose
level in RXRc mice (5-3 line).

Wild-type RXRc

Body weight (g) 36.061.8 31.961.2

Epididymal fat mass (g) 1.03060.191 0.86160.134

Gastrocnemius muscle weight (g) 0.30560.016 0.21460.020**

Liver weight (g) 1.37560.119 1.32060.066

Glucose (mg/dL) basal 142.568.6 117.368.2

Glucose (mg/dL) fasting 67.261.6 53.362.5**

Mice were males 38 weeks of age. The number of animals used was 6 for both
wild-type control and RXRc mice.
** P,0.01, compared with wild-type control.
Values are the means 6 SE.
doi:10.1371/journal.pone.0020467.t002
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Measurement of skeletal muscle glycogen
The skeletal muscle glycogen content was measured as

glycosyl units after acid hydrolysis [16]. The skeletal muscle

samples were minced, 50 mg of which was added to 1 ml of

0.3 M percholic acid and homogenized on ice. One ml of 1 N

HCl was added and incubated for 2 h at 100uC, thereafter, 1 ml

of 1 N NaOH was added at room temperature. Glucose content

was examined using the F-kit glucose (Roche Diagnostics,

Mannheim, Germany).

Plasmids
The coding region of mouse RXRc and PPARd cDNA were

subcloned into a mammalian expression plasmid, pCMX [9]. The

1.5-kb 59-flanking region of the mouse Glut1 promoter was

obtained by PCR with mouse genomic DNA (RefSeqs number:

NC_000070). The PCR primers used were: Fw: 59-GTGGTG-

CGCGCCTGTAGTCC-39 and Rv: 59-GGCGCACTCCACG-

GATGCCG-39. The fragment was subcloned into the pGL3-basic

luciferase vector (Promega Corporation, Madison, WI). The

promoter regions used were: -1500 to +75, -647 to +75, and

-152 to +75, counting the transcription start site as +1.

Electroporation and in vivo luciferase reporter analysis
In vivo electroporation was performed according to the modified

method of Aihara and Miyazaki [17]. Under the pentobarbital

anesthesia (30 mg/kg), bilateral quadriceps muscles from C57BL6

Figure 2. Levels of Glut 1 and Glut4, and glucose uptake in the skeletal muscle of RXRc mice. (A) Gene expressions of RXRc, Glut1, and 4
were examined by quantitative real-time PCR. The value for wild-type (littermates of line 4-3) mice was set at 100, and relative values are shown. (B)
Protein levels of Glut1 and Glut4 were examined by Western blotting. Results of relative densitometric signal for Glut1 and 4 are shown. (C) Glucose
uptake in the absence or presence of insulin and (D) glycogen content were increased in the skeletal muscle of RXRcmice. Ratio of enhanced glucose
uptake in the presence of insulin (insulin/basal) was similar in control and RXRc mice. In A, B and D, the same samples were used. Mice were males of
12 weeks of age. The number of animals was 6 for both control (open bars) and RXRc (filled bars) mice. These samples were also used in Table 1. In C,
mice were males of 24–27 weeks of age. The number of animals was 6 for both control (open bars) and RXRc (filled bars) mice. * P,0.05 and
** P,0.01 compared with respective control. N. S., not significant.
doi:10.1371/journal.pone.0020467.g002

Table 3. Body weight, blood glucose and plasma insulin
levels in RXRc mice in clamp study.

Wild-type RXRc

Body weight (g) 24.161.2 23.460.3

Basal period Glucose (mg/dL) 141.8615.3 106.665.5*

Insulin (ng/mL) 0.5560.08 0.4460.07

Clamp period Glucose (mg/dL) 92.563.8 96.763.6

Insulin (ng/mL) 2.6060.20 2.3860.33

Mice were males 13–16 weeks of age. The number of animals used was 6 for
wild-type control mice and 7 for RXRc mice.
* P,0.05, compared with wild-type control.
Values are the means 6 SE. These mice were also used in Fig 3.
doi:10.1371/journal.pone.0020467.t003

Skeletal Muscle RXRc and Glucose Metabolism

PLoS ONE | www.plosone.org 4 May 2011 | Volume 6 | Issue 5 | e20467



396 Annual Report 2011

小川 佳宏

mice (male, 12 weeks of age) were injected with 80 mg of plasmid

DNA (25 ml) by using a 29-gauge needle attached to a 0.5-ml

insulin syringe (Terumo Corporation, Tokyo, Japan). Square-wave

electrical pulses (160 V/cm) were applied six times with an

electrical pulse generator (CUY21EDIT, Nepa Gene Co. Ltd.,

Chiba, Japan) at a rate of one pulse per second, with each pulse

being 20 ms. in duration. The electrodes were a pair of stainless

steel needles inserted into the quadriceps muscles and fixed 5 mm

apart. Seven days after gene delivery, the muscles were removed

and subjected to analysis. Frozen muscle tissues were homogenized

in ice-cold passive lysis buffer from Promega. The homogenate

was centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4uC. The supernatant

was reserved for luciferase assay using Promega’s dual luciferase

assay kit. The luciferase activity was calculated as the ratio of

firefly to Renilla (internal control) luciferase activity and

represented as the average of triplicate experiments.

Computer-based DNA sequence motif search
We used MATCH software [18] (BIOBASE GmbH, Wolfen-

buettel, Germany) to investigate transcriptional binding sites in the

mouse Glut1 promoter. We investigated mouse genome in the

region of -1500 to +100 relative to transcription start of Glut1

(Chr.4 11878131(+)).

cDNA microarray analysis
RNA was isolated from the skeletal muscle of sex- and age-

matched RXRc mice (line 4-3) and non-transgenic control mice

Figure 3. Hyperinsulinemic-euglycemic clamp test in RXRc mice, fed a chow diet. (A) Basal glucose disposal rate, (B) glucose infusion rate
needed to maintain euglycemia, (C) insulin-stimulated glucose disposal rate and (D) clamp hepatic glucose production (hepatic glucose production
during the clamp period) (E) suppression of hepatic glucose production during the clamp period in RXRcmice. Male mice, 13,16 weeks of age, were
used. The number of animals used was 6 for control mice (open bars) and 7 for RXRc mice (filled bars). * P,0.05 and ** P,0.01 compared with
respective control. N. S., not significant.
doi:10.1371/journal.pone.0020467.g003
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(females at 4 months of age, five samples from each group were

combined). Each of the combined samples was hybridized to the

Affymetrix MG430 microarray, which contains 45,102 genes,

including expressed sequence tags (ESTs), and analyzed with the

software Affymetrix Gene Chip 3.1. Of the 45,102 genes including

ESTs analyzed, 8,054 (non-transgenic control mice) and 8,083

(transgenic) were expressed at a substantial level (absolute call is

present and average difference is above 150). In order of fold

changes in gene expression levels in skeletal muscle from RXRc
mice relative to control mice, genes whose expression was

increased more than 2 0.4-fold in RXRc mice were listed (Dataset

S1). Fold changes were calculated as an indication of the relative

change of each transcript represented on the probe array.

Differentially expressed genes were identified using the following

criteria; ‘absolute call’ is present, and ‘average difference’ was

above 250. ‘Absolute call’, which was calculated with this software

using several markers, is an indicator of the presence or absence of

each gene transcript. The ‘average difference’ value is a marker of

the abundance of each gene, obtained by comparing the intensity

of hybridization to 20 sets of perfectly matched 25-mer

oligonucleotides relative to 20 sets of mismatched oligonucleotides

using Affymetrix Gene Chip 3.1 software. All data of microarray is

MIAME compliant and that the raw data has been deposited in a

MIAME compliant database (GEO), whose accession number is

GSE28448.

Gene Ontology Analysis
We used DAVID v6.7 [19] for gene ontology (GO) analysis.

DAVID is a web application providing a comprehensive set of

functional annotation tools to understand the biological meaning

behind a large list of genes. Functional Annotation Clustering of

DAVID was applied to the genes whose gene expression increased

in RXRc mice. Our GO analysis produced 62 GO terms from

gene sets from RXRc mice with increased expression compared to

the wild-type mice, under the condition of P,0.05 (P value from

Fisher’s Exact Test). The obtained GO terms contained many

similar functional concepts. In order to group similar GO terms,

we applied the Functional Annotation Clustering tool provided by

DAVID [19,20]. Twenty-three clusters were produced with genes

showing increased expression. We showed one GO term of the

lowest P value of all the members of an individual cluster.

Transcriptional factor binding sites analysis
We used MATCH software [18] with BKL TRANSFAC

2010.3 Release (BIOBASE GmbH, Worfenbuettel, Germany) to

investigate transcriptional binding sites in the promoter regions of

genes. The F-Match algorithm compares the number of sites

found in a query sequence set against the background set. It is

assumed, if a certain transcription factor (or factor family), alone or

as a part of a cis-regulatory module, plays a significant role in the

regulation of the considered set of promoters, then the frequency

of the corresponding sites found in these sequences should be

significantly higher than expected by random chance. We

investigated the mouse genome in the region of -1000 to +100
relative to the transcription start of an individual gene. Statistical

hypothesis testing was evaluated against housekeeping genes of

mice. We investigated promoter regions of 15 genes: that is 14

‘glucose metabolic process’ genes with increased expression in

RXRc mice, plus Glut1. In the GO analysis, Glut1 was

categorized as a ‘transporter’ not ‘glucose metabolic process’ gene.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed using the Student’s t test and

analysis of variance (ANOVA) followed by Scheffe’s test. Data

were expressed as the mean 6 SE. P,0.05 was considered

statistically significant.

Results

Increased glucose metabolism in RXRc mice
In our previous study, we established two lines of RXRc mice

(named lines 4-3 and 5-3) with similar expression levels of the

RXRc transgene and protein specifically in the skeletal muscle [9].

There was no significant difference in body weight, adipose tissue,

Figure 4. Transient transfection-reporter assay of the effect of RXRc on Glut1 promoter. (A) Glut1-Luc plasmid, with or without RXRc and/
or PPARd expression vectors, was transfected into the quadriceps muscle of C57BL6 mice. Activation of the luciferase reporter gene was measured in
relative light units and normalized to dual luciferase activity. Mean values from experiments (n = 5) are shown as fold induction, where the activity in
the absence of RXRc is the reference value (set at 100). (B) Schematic representations of serial deletion of Glut1 promoter constructs are shown in the
figure. Squares denote the putative PPAR/RXR binding sites. Open bars; Glut1-Luc without RXRc and PPARd expression vectors, and filled bars; Glut1-
Luc with RXRc and PPARd expression vectors. The activity in the absence of RXRc and PPARd in each experiment for different Glut1-Luc construct in
the reference value (set at 100). ** P,0.01, compared with the value of wild-type promoter in the absence of RXRc/PPARd.
doi:10.1371/journal.pone.0020467.g004
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and liver weight between RXRc and control mice in both lines 4-3

and 5-3, although the skeletal muscle weight was slightly lower in

RXRc mice than in control mice (Tables 1 and 2). In this study,

blood glucose in RXRc mice was lower than in control mice

(fasting state, P,0.01 in lines 4-3 and 5-3; basal state, P,0.05 in

line 4-3 and P=0.06 in line 5-3), which is consistent with our

previous report [9].

To elucidate the role of the skeletal muscle RXRc in systemic

glucose metabolism, we performed glucose and insulin tolerance

tests in RXRc mice. The glucose tolerance test revealed increased

glucose disposal in RXRc mice relative to control mice (Fig. 1A).
On the other hand, there was no significant difference in the

insulin-induced hypoglycemic response between genotypes

(Fig. 1B). These observations suggest that RXRc mice have a

higher capacity for glucose disposal with no change in insulin

sensitivity.

Increased Glut1 expression and glucose uptake in the
skeletal muscle of RXRc mice
As both lines of RXRc mice showed increased glucose

metabolism, for the following experiments, we only utilized the line

4-3 of RXRc mice (hereafter just RXRc mice). Interestingly,

mRNA expression of Glut1 was increased in the skeletal muscle from

RXRcmice relative to control mice (P,0.01), whereas that of Glut4
was unchanged (Fig. 2A). We also observed that Glut1 is

significantly increased in RXRc mice at the protein level

(P,0.05), with no significant difference in Glut4 between genotypes

(Fig. 2B). Consistently, we also found increased glucose uptake in the
skeletal muscle from RXRc mice relative to control mice (P,0.05),

which was not further enhanced in the presence of insulin (Fig. 2C).

We also observed increased glucose glycogen content in the skeletal

muscle from RXRcmice relative to control mice (P,0.05, Fig. 2D).

Increased basal glucose disposal rate of RXRc mice
To gain further insight into the glucose metabolism in RXRc

mice, we performed a hyperinsulinemic-euglycemic clamp study.

Plasma insulin concentrations during the basal period were similar

between genotypes (Table 3). The basal glucose disposal rate was

significantly increased in RXRc mice than in the controls

(P,0.05, Fig. 3A), supporting that an insulin-independent increase

in glucose uptake occurred, as observed in Fig. 2C. Meanwhile, we

observed that the rate of glucose infusion needed to maintain

euglycemia (glucose infusion rate) was similar between genotypes

(Fig. 3B), which is consistent with the result of the insulin tolerance

test (Fig. 1B). On the other hand, insulin-stimulated glucose

disposal rate was higher in RXRc mice than in the controls

(P,0.01, Fig. 3C), which probably reflects the increased basal

glucose disposal rate (Fig. 3A). Also, the clamp hepatic glucose

production (hepatic glucose production during the clamp period)

was higher in RXRc mice than in the controls (P,0.05, Fig. 3D).
Meanwhile, hepatic glucose production was similarly suppressed

by insulin in both genotypes (Fig. 3E). Together, these data

support the idea that Glut1, an insulin-independent glucose

transporter, is involved in the increased glucose disposal in the

skeletal muscle of RXRc mice.

Activation of the Glut1 promoter by combination of RXRc
and PPARd in the skeletal muscle in vivo
To examine whether RXRc directly activates mRNA expres-

sion of Glut1, we performed the in vivo luciferase reporter analysis

Table 4. Gene Ontology Analysis.

GO ID GO Term P value

GO:0060537 muscle tissue development 6.91E-05

GO:0006461 protein complex assembly 6.78E-05

GO:0008104 protein localization 1.18E-04

GO:0051146 striated muscle cell differentiation 6.06E-04

GO:0030334 regulation of cell migration 8.04E-04

GO:0006886 intracellular protein transport 0.002367379

GO:0019220 regulation of phosphate metabolic process 0.00312153

GO:0048514 blood vessel morphogenesis 0.00172443

GO:0045859 regulation of protein kinase activity 0.00563927

GO:0006915 apoptosis 0.007513423

GO:0006006 glucose metabolic process 0.002958786

GO:0006917 induction of apoptosis 0.005257921

GO:0042981 regulation of apoptosis 0.014518039

GO:0043066 negative regulation of apoptosis 0.022995692

GO:0006633 fatty acid biosynthetic process 0.012664127

GO:0032956 regulation of actin cytoskeleton organization 0.027565775

GO:0043388 positive regulation of DNA binding 0.021966247

GO:0006469 negative regulation of protein kinase activity 0.045894089

GO:0016477 cell migration 0.045248711

GO:0030521 androgen receptor signaling pathway 0.027402985

GO:0055003 cardiac myofibril assembly 0.020081231

GO:0000165 MAPKKK cascade 0.032045331

GO:0046825 regulation of protein export from nucleus 0.027402985

738 genes up-regulated in RXRc mice compared with wild-type mice by
microarray (Listed in Dataset S1) were classified into GO functional annotations,
as described in Methods.
doi:10.1371/journal.pone.0020467.t004

Table 5. List of ‘glucose metabolic process’ genes.

Gene Symbol Gene description

Atf3 Activating transcription factor 3

Bpgm 2-3-bisphosphoglycerate mutase

Dcxr Dicarbonyl L-xylulose reductase

Fbp2 Fructose bisphosphatase 2

Gbe1 Glucan branching enzyme 1

Gpd1l Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like

Gpi1 Glucose phosphate isomerase 1

Gys2 Glycogen synthase 2

Igf2 Insulin-like growth factor 2

Mat2b Methionine adenosyltransferase II, beta

Nisch Nischarin; an imidazoline receptor

Pdk1 Pyruvate dehydrogenase kinase isoenzyme 1

Pgam1 Phosphoglycerate mutase 1

Pgd Phosphogluconate dehydrogenase

Pgm2l1 Phosphoglucomutase 2-like 1

Phkb Phosphorylase kinase beta

Up-regulated genes in RXRc mice in the microarray, classified as ‘glucose
metabolic process’ genes by GO analysis, as described in Method. Genes are
listed in alphabetic order of gene symbol. Glut1, which appeared in the up-
regulated list in the microarray (Dataset S1), is not included in this list, as it was
classified ‘transporter’ in the GO analysis.
doi:10.1371/journal.pone.0020467.t005
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using Glut1 promoter (Glut1-Luc). In this study, the activity of

Glut1-Luc was marginally enhanced by RXRc alone (Fig. 4A).

Moreover, we found no significant activation of the Glut1-Luc by

PPARd, an important regulator of glucose as well as lipid

metabolism in the skeletal muscle [7]. Interestingly, combination

of RXRc and PPARd resulted in significant increase in Glut1-Luc

activity in the skeletal muscle in vivo (P,0.01) (Fig. 4A). Motif

search analysis revealed two putative PPAR-responsive elements

(PPRE1 and PPRE2) (2657/2645 and2520/2508, respectively)

in the mouse Glut1 promoter. A series of deletion mutant analysis

showed that combination of RXRc and PPARd activates the

regions of 21500/+75, and 2647/+75, but not the region of

2152/+75 in the Glut1 promoter (Fig. 4B), suggesting that the

second putative PPRE (2520/2508) is involved in the RXRc/
PPARd-induced Glut1 promoter activation.

Microarray and bioinformatics analyses of up-regulated
gene in RXRc mice
In order to gain insight into the gene expression change in

RXRc mice, we performed microarray analysis. As shown in

Dataset S1, 738 genes were up-regulated in the analysis. As

expected, Glut1 expression was increased in the microarray data.

Also, SREBP1c expression, which we previously reported [9], was

increased in the microarray data. Using the data, we performed

GO analysis to determine if genes, up-regulated in RXRc mice,

are associated with particular biological processes. Our GO

analysis revealed genes with increased expression in the RXRc
mice in various categories (Table 4), including ‘glucose metabolic

process’ genes and ‘fatty acid biosynthetic process’ genes, which

indicated that overexpression of RXRc affects the expression of

many genes. The up-regulated genes categorized as glucose

metabolism genes in GO term are listed in Table 5. Among them,

we confirmed enhanced gene expression by quantitative real time

PCR (Fig. 5), supporting the microarray data reliable. Moreover,

we calculated the ratio of putative transcription factor binding

motifs in glucose metabolism genes, which were up-regulated in

RXRc mice. In the sample, several motifs showed statistical

significance (Table 6) (P,0.05), including PPAR responsive

elements. These data suggest that glucose metabolism genes up-

regulated in RXRc mice are possible target genes of the RXRc
and PPAR heterodimer.

Discussion

RXRc is a nuclear receptor-type transcription factor that is

expressed abundantly in the skeletal muscle and is regulated by

nutritional conditions. Treatment of obese and diabetic mice with

RXR pan-agonists (agonists for all the RXR isoforms) has

improved glucose metabolism in mice [21–23], suggesting the

beneficial effect of RXR on diabetes. However, which RXR

isoform(s) are involved and where they work to improve diabetes

Figure 5. Levels of ‘glucose metabolic process’ gene expression in the skeletal muscle of RXRcmice. Representative gene expressions of
‘glucose metabolic process genes’ analyzed by microarray and GO analysis (Table 5) were examined by quantitative real-time PCR. The value for wild-
type (littermates of line 4-3) mice was set at 100, and relative values are shown. Mice were females of 4 months of age. The number of animals was 6
for both control (open bars) and RXRc (filled bars) mice. These samples were also used in microarray analysis (Dataset S1). * P,0.05 and ** P,0.01
compared with respective control. N. S., not significant.
doi:10.1371/journal.pone.0020467.g005
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has not been addressed. Here, we investigated glucose metabolism

in RXRc mice.

We demonstrated increased glucose metabolism in RXRc mice

relative to control mice, although there was no significant

difference in the insulin-induced hypoglycemic effect between

genotypes, based on insulin tolerance test and glucose clamp

analysis. Because insulin level is similar between RXRc mice and

control mice, it is unlikely that increased insulin secretion is

responsible for increased glucose tolerance in RXRc mice. On the

other hand, mRNA and protein expression of Glut1 is increased in

the skeletal muscle from RXRc mice relative to control mice, with

increased glucose uptake and glycogen content. Because trans-

genic overexpression of Glut1 in the skeletal muscle has resulted in

increased glucose uptake [24], glycogen content [25] and lowering

of blood glucose [24], it is likely that enhanced glucose tolerance in

RXRc mice is mediated at least in part by increased Glut1 in the

skeletal muscle.

As RXRc is a nuclear receptor-type transcription factor that

heterodimerizes with many nuclear receptors [6], we examined

whether the Glut1 gene is directly regulated by RXRc. In an in vivo
luciferase reporter analysis, combination of RXRc and PPARd
activates the Glut1 promoter activity, which is diminished by

deletion of the putative PPREs. It is, therefore, RXRc/PPARdmay

activate Glut1 expression in the skeletal muscle in vivo. In this regard,

we found that overexpression of RXRc or PPARd alone or both in

C2C12 myocytes in vitro does not induce Glut1 gene expression

(unpublished data). This may be because C2C12 cells lack other

factor(s) that are present in the skeletal muscle in vitro and are

required to activate Glut1 transcription. Whether the increased Glut1
gene in RXRc mice is mediated by RXRc/PPARd should be

confirmed by additional experiments using PPARd knockout mice.

Meanwhile, the transgene expression level in RXRc mice was very

high, and appeared to be beyond the physiological level.

Nonetheless, if RXRc can be enhanced in skeletal muscle, an

increase in glucose metabolism can be expected.

We recently demonstrated that in addition to glycogen content,

RXRc mice exhibit increased triglyceride in the skeletal muscle as

a result of increased SREBP1c gene expression [9]. In obese and

diabetic subjects, intramuscular lipid is high with insulin resistance

[26]. Moreover, in athletes, the skeletal muscle is also high in lipid

but with high insulin sensitivity, which is known as the athlete

paradox [27,28]. A partial explanation is an increased fatty acid

load in obese and diabetic subjects, but not in athletes; increased

intramuscular lipotoxic fatty acid metabolites, such as diacylgly-

cerol and ceramide, cause insulin resistance in skeletal muscles

[29,30]. Taken together with our previous report [9], this study

demonstrates that RXRc mice do not develop insulin resistance

despite high intramuscular lipids, and appear to be protected

against obesity-induced lipotoxicity in the skeletal muscle.

Depositing glucose as both glycogen and triglycerides in the

skeletal muscle may be effective in enhancing glucose metabolism.

Microarray analysis showed that various genes are up-regulated

in the skeletal muscle of RXRc mice. As RXRc can hetero-

dimerize several nuclear receptors, it is not surprising that

expression of many genes was up-regulated by RXRc overex-

pression. Concerning glucose metabolism genes, in the skeletal

muscle of RXRc mice, the expression levels of genes, such as

glucose phosphate isomerase 1 and phosphoglycerate mutase 1

(stimulate glycolysis or gluconeogenesis), fructose bisphosphatase 2

(stimulates gluconeogenesis), pyruvate dehydrogenase kinase

Table 6. Possible transcription factor binding sites in the ‘glucose metabolic process’ gene up-regulated in RXRc mice.

Transcription factors Matrix name P-value

WT1, WT1 -KTS, WT1 I, WT1 I -KTS WT1_Q6 6.98E-04

HNF-4, HNF-4alpha HNF4ALPHA_Q6 0.0013

PPARalpha PPARA_01 0.0017

c-Myb, c-Myb-isoform1 VMYB_02 0.0026

PPARalpha, PPARdelta, PPARgamma PPAR_DR1_Q2 0.003

CART1, CART1, CART1 CART1_01 0.0036

COUP-TF1, COUP-TF2, HNF-4, HNF-4alpha COUP_DR1_Q6 0.0036

CP2, CP2-isoform1 CP2_02 0.0055

NRF1-isoform1, NRF1-isoform2, NRF1-xbb1 TCF11_01 0.0057

SZF1 SZF11_01 0.0057

PPARgamma PPARG_01 0.0057

COUP-TF1, COUP-TF2, HNF-4, HNF-4alpha, HNF4gamma DR1_Q3 0.0057

BRCA1, BRCA1 BRCA_01 0.0065

HNF-3beta HNF3B_01 0.007

Pax-2b, pax2 PAX2_01 0.007

C/EBPalpha, C/EBPbeta(LAP), C/EBPbeta(p20), C/EBPbeta(p20), C/EBPbeta(p34),
C/EBPbeta(p35), C/EBPgamma, cebpe, CRP3, NF-IL6-1, NF-IL6-3

CEBP_Q3 0.007

MITF, MITF-M1, tcfec, TFEA, TFEA-xbb1, TFEA-xbb2, tfeb, tfeb-isoform1 TFE_Q6 0.007

AP-2alpha, AP-2beta, AP-2gamma AP2_Q6_01 0.0077

Pax-4a, Pax-4c, Pax-4d, Pax4 PAX4_04 0.0079

c-Myc, deltaMax, max, max-isoform1, max-isoform2, N-Myc MYCMAX_03 0.0093

The mouse genome in the region of 21000 to +100 relative to the transcription start of an individual gene classified as glucose metabolism gene by GO analysis
(Table 5), was analyzed. Statistical hypothesis testing was evaluated against housekeeping genes of mice. Matrics names are based on the MATCH software (see
Methods), which are listed in P-value order. Indicated binding sites of transcription factors appeared significantly more frequent occurrence in the promoter sets.
doi:10.1371/journal.pone.0020467.t006
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isoenzyme 1 (suppresses glycolysis), glycogen synthase 2 (stimulates

glycogen synthesis)[31,32], were markedly increased (Fig. 5),

suggesting the anabolic reaction of glucose. This is consistent with

the observation that the glycogen content of skeletal muscle is

higher in RXRc mice (Fig. 2C). It is of note that glycogen synthase

2 is a liver-type enzyme, not a skeletal muscle-type enzyme [32]. In

addition, usually, gluconeogenesis is not considered to be a major

metabolic pathway in skeletal muscle. Chronic transgenic

overexpression of RXRc may have caused a super-physiological

gene expression change in the skeletal muscle. Meanwhile, our

bioinformatics analysis showed that glucose metabolism genes up-

regulated in RXRc mice contain several transcription factor

binding motifs including PPRE in their promoter region. These

observations support the concept that the RXRc/PPAR hetero-

dimer contributes to activation of these gene sets, although this

needs to be confirmed by further experiments.

In summary, we demonstrated enhanced glucose metabolism

with increased Glut1 expression and glucose uptake in RXRcmice.

This study suggested that activation of the skeletal muscle RXRc is a
novel therapeutic strategy to treat or prevent type 2 diabetes.

Supporting Information

Dataset S1 List of genes up-regulated in RXRc mice
compared with wild-type control mice by microarray.

(XLS)
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1）研究の課題名
オートファジーの分子機構と生理的意義の研究
Molecular mechanism and physiological roles of autophagy

　哺乳類細胞でのオートファゴソーム形成に関わるAtg因
子群の遺伝学的階層構造を調べ、それをもとにオートファ
ゴソーム形成場所の解析を行った。さらに、オートファジ
ーの選択的基質であるp62がどのステップでオートファジー
関連構造体にリクルートされるかを検討した。従来はp62
がオートファゴソーム膜のLC3と直接結合することがその
認識機構であると考えられてきたが、今回の解析からp62
はLC3を含むほとんどのAtg因子に非依存的にオートファ
ゴソーム形成部位に集積しうることが明らかとなった。
　パーキンソン病原因因子のひとつであるパーキンは、オ
ートファジーによる不良ミトコンドリアの除去を行うことが知
られているが、この作用に加えてパーキンはミトコンドリア
外膜タンパク質の広範な分解を担っていることがわかった。
これはプロテアソーム依存的であった。従って、パーキン
はタンパク質レベルでのミトコンドリア外膜の修復と、オル
ガネラレベルでのミトコンドリア丸ごとの分解の両方を制御
していると考えられた。また、オートファジー因子によるミ
トコンドリアの認識については、これまでp62がミトコンド
リアとオートファゴソーム膜に存在するLC3の間を仲介する
アダプターと考えられてきた。しかし、脱分極したミトコン
ドリアの認識にはp62もLC3も必要なく、最初のステップ
でULK1複合体とAtg9Aを小胞が互いに非依存的にミト
コンドリアに局在し、両者がクラスIII PI3キナーゼ複合体
やその下流因子のリクルートに重要であることが示された。
LC3はミトコンドリアの初期認識ではなく、ミトコンドリア
を適切にオートファゴソーム内に隔離する過程で重要である
と考えられた。
　オートファジーの生理的意義の解析としては、Atg5全身
モザイク欠損マウスの長期間観察によって、オートファジー
欠損は肝の多発性腫瘍を誘発することを明らかにした。こ
のマウスの肝細胞では、腫脹した不良ミトコンドリアが集積

し、過剰な酸化ストレス応答やゲノム傷害応答が観察された。
従って、オートファジーによるミトコンドリアの品質管理が、
腫瘍の自然発生を抑制する上で重要であることが示唆された。

2）

3）発表の研究内容についての英文要約 
Autophagy is an intracellular degradation process, through 
which cytosolic materials are delivered to the lysosome. We 
examined the hierarchical relationships among mammalian 
Atg proteins. The protein complex including ULK1 and 
FIP200 is the most upstream unit and is required for puncta 
formation of the Atg14-containing PI3-kinase complex. 
Upstream Atg proteins such as ULK1 and Atg14 localize 
to the ER-associated autophagosome formation sites. We 
also found that the autophagy-selective substrate p62 can 
localize to the autophagosome formation site.
We also analyzed the long-term effect of defects in 
autophagy in vivo using a new mouse model with systemic 
mosaic deletion of Atg5, in which only a small population 
of cells were autophagy-defective in every tissue. These 
mice are viable for more than 19 months and develop 
multiple tumors only in the liver. Mitochondrial swelling, 
p62 accumulation, and oxidative stress and genomic damage 
responses were observed in these tumors. This new model 

細胞生理学分野

水島　昇
医歯学総合研究科・器官システム制御学系専攻
細胞生理学・教授
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provides evidences suggesting that autophagy is important 
for suppression of spontaneous tumorigenesis, particularly 
in the liver.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A（研究拠点体制）

　国内でオートファジー研究会を開催。
B（人材確保）

　助教1名、メディカルフェロー1名を採用。
C（国際化）

　カンファレンスOrganizerとしてオートファジーに関
するZing Conference on Autophagyをメキシコで開催

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点

　インド人大学院生2名、ベトナム人大学院生1名を引
き続き指導するとともに、専攻生として受け入れていた
中国人留学生1名を新たに大学院生として指導し、国際
性を維持。

6）英文原著論文
1. Velikkakath, A.K.G,, Nishimura, T., Oita, E., Ishihara, O., 

Mizushima, N. Mammalian Atg2 proteins are essential 
for autophagosome formation and important for 
regulation of size and distribution of lipid droplets. Mol. 
Biol. Cell [Epub ahead of print]

2. Itakura, E. , Kishi-Itakura, C. , Koyama-Honda, I. , 
Mizushima, N. Structures containing Atg9A and the 
ULK1 complex independently target depolarized 
mitochondria at initial stages of Parkin-mediated 
mitophagy. J. Cell Sci. in press

3. Katayama, H., Kogure, T., Mizushima, N., Yoshimori, T., 
Miyawaki, A. A sensitive and quantitative technique 
for detecting autophagic events based on lysosomal 
delivery. Chem. Biol. 18：1042-1052 （2011）.

4. Yoshii, S.R., Kishi, C., Ishihara, N., Mizushima, N. Parkin 
mediates proteasome-dependent protein degradation 
and rupture of the outer mitochondrial membrane. J. 
Biol. Chem. 286：19630-19640 （2011）.

5. Asano, T., Komatsu, M., Yamaguchi-Iwai, Y., Ishikawa, 
F., Mizushima, N., Iwai, K. Distinct mechanisms of 
ferritin delivery to lysosomes in iron depleted and iron-
replete cells. Mol. Cell Biol. 31, 2040-52 （2011）

6. Takamura, A., Komatsu, M., Hara, T., Sakamoto, A., 
Kishi, C., Waguri, S., Eishi, Y., Hino, O., Tanaka, K., 
Mizushima, N.  Autophagy-deficient mice develop 
multiple liver tumors. Genes Dev. 25： 795-800 （2011）.

7. Itakura, E., Mizushima, N. p6 2 targeting to the 

autophagosome format ion  s i te  requ ires  se l f -
oligomerization but not LC3 binding. J. Cell Biol. 1 9 2： 
17-27 （2011）.

7）総説ならびに著書
1. Mizushima, N., Komatsu, M. Autophagy： renovation of 

cells and tissues. Cell 147：728-41 （2011）.
2. Klionsky, D.J., Baehrecke, E.H., Brumell, J.H., Chu, 

C.T., Codogno, P., Cuervo, A.M., Debnath, J., Deretic, 
V., Elazar, Z., Eskelinen, E.L., Finkbeiner, S., Fueyo-
Margareto, J., Gewirtz, D., Jäättelä, M., Kroemer, G., 
Levine, B., Melia, T.J., Mizushima, N., Rubinsztein, D.C., 
Simonsen, A., Thorburn, A., Thumm, M., Tooze, S.A.  A 
comprehensive glossary of autophagy-related molecules 
and processes （2nd edition）. Autophagy 7：1273-1294 

（2011）.
3. Mizushima, N. Autophagy in Protein and Organelle 

Turnover. Cold Spring Harb. Symp.Quant. Biol. 2011 
Aug 3.

4. Mizushima, N., Yoshimori, T., Ohsumi, Y. The Role of 
Atg Proteins in Autophagosome Formation. Annu. Rev. 
Cell Dev. Biol. 27：107-32 （2011）.

5. Stappenbeck, T.S., Rioux, J.D., Mizoguchi, A., Saitoh, 
T., Huett, A., Darfeuille-Michaud, A., Wileman, T., 
Mizushima, N., Carding, S., Akira, S., Parkes, M., Xavier, 
R.J. Crohn disease： A current perspective on genetics, 
autophagy and immunity. Autophag. 7： 1-20 （2011）

6. Levine, B., Mizushima, N., Virgin, H.W. Autophagy in 
immunity and inflammation. Nature 469： 
323-335 （2011）.

和　文　

1. 北村圭、太田伸生、水島昇　原虫のオートファジー  
炎症と免疫　印刷中

2. 貝塚剛志、内藤貴子、水島昇　オートファジーの制
御シグナル　内分泌・糖尿病・代謝内科　33, 365-
370 （2011）

3. 水島昇、上田泰己、上村匡、後藤由季子、白髭克彦、
小林武彦、塩見美喜子　効率的なラボ運営法　オー
サーシップについて考える　細胞工学　30, 652-655 

（2011）
4. 水島昇　効率的なラボ運営法　効率的に読んでもら

えるノートの書き方　細胞工学　30, 424-427 （2011）
5. 水島昇　効率的なラボ運営法　マテリアルリクエス

トへの対応　細胞工学　30, 202-206 （2011）
6. 久万亜紀子、水島昇　哺乳動物におけるオートフ

ァジーの生理的役割　実験医学増刊号　29, 133-139 
（2011）

7. 貝塚剛志、水島昇　オートファジーを駆動するシグ
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ナリング　実験医学増刊号 29, 127-132 （2011）
8. 久万亜紀子、水島昇　飢餓におけるmTORの役割：

オートファジー誘導とリソソーム生合成　実験医学
　29, 877-882 （2011）

9. 久万亜紀子、水島昇　飢餓における細胞応答：オー
トファジー　アディポサイエンス 7, 199-205 （2011）

10. 塚本　智史、水島昇　オートファジーの受精卵発生
における役割　Hormone Frontier in Gynecology 18, 
53-58 （2011）

11. 貝塚剛志、水島昇　オートファジーの分子機構と生
理機能　血液内科　62, 127-134 （2011）

12. 西村多喜、高村聡人、水島昇　オートファジーと癌
抑制　実験医学　29, 236-241 （2011）

著　書　　
1. Mizushima N. Autophagy in Protein and Organelle 

Turnover. Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 2011 

和　文

1. 水島昇　「細胞が自分を食べる　オートファジーの謎」  
PHPサイエンス・ワールド　新書　2011

2. 久万亜紀子　水島昇　糖尿病イラストレイテッド「代
謝とオートファジー」羊土社（印刷中）

3. 西村多喜　水島昇　がん生物学イラストレイテッド
「オートファジー」羊土社　2011

8）平成23年度までの自己評価
　オートファジーメカニズム研究と生理学的研究の双方
は順調に進んでいる。疾患との関連ではParkinの新し
い作用についても発見することができた。

9）学会発表（英文）
1. Taki Nishimura, Noboru Mizushima  The role of 

autophagy-related proteins on lipid metabolism in 
the ER membrane　The 30th Naito Conference   示
説　Sapporo　 2011.6.28-7.1　

2. Pham Nguyen Quy, Akiko Kuma, Noboru 
Mizushima　 Autophagy is suppressed following 
denervation through proteasome-dependent mTOR 
activation　第84回日本生化学会大会  口頭および示
説　京都　2011.9.21-24

3. Sahani Mayurbhai Himatbhai, Eisuke Itakura, 
Noboru Mizushima　 Restoration of p62 
expression during prolonged starvation depends on 

transcriptional upregulation and autophagy-derived 
amino acids　第84回日本生化学会大会　口頭およ
び示説　京都　2011.9.21-24

4. Eisuke Itakura, Noboru Mizushima　 
Mitophagosome Formation In Parkin Dependent 
Mitophagy　 The second Japan-Sino autophagy 
symposium  口頭　Hayama   2011.10.5-8　

5. Atsushi Tanaka, Richard J. Youle, Noboru 
Mizushima  Proteasome and p97/ VCP Mediate 
Mitophagy and Degradation of Mitofusins Induced 
by Parkin  EMBO conference series： Autophagy in 
health and disease  示説　Israel  2011.10.30-11.4

6. Taki Nishimura  Mammalian Atg2 proteins 
are essential for autophagosome formation and 
important for regulation of size and distribution of 
lipid droplets  Zing conference on autophagy  口頭
および示説　Cancun, Mexico  2011.12.7-11

10）学会発表（和文）　
1. 水島昇　Role of autophagy in tumorigenesis　第6回

オートファジー研究会　口頭　掛川　2011.1.12-14
2. 岸千絵子、吉井紗織、石原直忠、水島昇　障害ミト

コンドリアのオートファジーによる分解：ミトファジーの
超微細構造解析/Ultrastructural analysis of Parkin-
mediated mitophagy　日本顕微鏡学会第67回学術講
演会　口頭　福岡　2011.5.16-18

3. Yuta Ogasawara, Eisuke Itakura, Noboru 
Mizushima, Tamio Mizukami, Akitsugu Yamamoto. 
Stearoyl-CoA desaturase inhibitor suppresses 
autophagosome formation  第63回日本細胞生物学会
大会　示説　札幌　2011.6.27-29

4. 塚本智史、久万亜紀子、岸千絵子、Pham Nguyen 
Quy、太田有紀、西川哲、岡崎絵里子、南直治郎、
水島昇　精子完成過程におけるオートファジーの生理
機能の解析　第104回日本繁殖生物学会大会  示説　
盛岡　2011.9.15-17 

5. 田中敦、水島昇、Youle Richard J.　ユビキチンリガー
ゼParkin が制御する選択的マイトファジー　第84回日
本生化学会大会　シンポジウム　京都　2011.9.21-24

6. 内藤貴子、久万亜紀子、水島昇　オートファジー制御
におけるインスリンの役割　第84回日本生化学会大会  
口頭および示説　京都　2011.9.21-24

7. Yuta Ogasawara, Eisuke Itakura, Noboru 
Mizushima, Tamio Mizukami, Akitsugu Yamamoto  
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Is lipid chain unsaturation necessary for starvation-
induced autophagy?  第84回日本生化学会大会　示
説　京都　2011.9.21-24

8. Eisuke Itakura, Ikuko Koyama-Honda, Chieko Kishi, 
and Noboru Mizushima  Analysis of mitophagosome 
formation during parkin-dependent mitophagy  第
34回日本分子生物学会年会  示説　横浜　2011.12.13-
16 

9. Ikuko Koyama-Honda, Eisuke Itakura, Takahiro 
Fujiwara and Noboru Mizushima   Temporal 
relationship of recruitment of mammalian Atg 
proteins to the autophagosome formation site　第34
回日本分子生物学会年会  口頭　横浜 　2011.12.13-16

10. 森下英晃、岸千絵子、水島昇　水晶体オルガネラ分解
過程におけるリソソームの関与　第38回水晶体研究会  
口頭　東京　2012.1.7-8

11. 西村多喜、水島昇　オートファジー関連因子による
小胞体膜の膜動態制御機構の解析  第117回  日本
解剖学会総会・全国学術集会  シンポジウム  甲府  
2012.3.26-28

11）受賞
平成23年11月 武田医学賞受賞　　　　　
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Autophagy-deficient mice
develop multiple liver tumors
Akito Takamura,1,2,8 Masaaki Komatsu,3,8

Taichi Hara,1,9 Ayako Sakamoto,3 Chieko Kishi,1

Satoshi Waguri,4 Yoshinobu Eishi,5 Okio Hino,6

Keiji Tanaka,7 and Noboru Mizushima1,10

1Department of Physiology and Cell Biology, Tokyo Medical
and Dental University, Tokyo 113-8519, Japan; 2Department
of Medicine and Rheumatology, Tokyo Medical and Dental
University, Tokyo 113-8519, Japan; 3Protein Metabolism
Project, Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science,
Tokyo 156-8506, Japan; 4Department of Anatomy and Histology,
Fukushima Medical University School of Medicine,
Hikarigaoka, Fukushima 960-1295, Japan; 5Department
of Human Pathology, Tokyo Medical and Dental University,
Tokyo 113-8519, Japan; 6Department of Pathology
and Oncology, Juntendo University School of Medicine,
Tokyo 113-8421, Japan; 7Laboratory of Frontier Science, Tokyo
Metropolitan Institute of Medical Science, Tokyo 156-8506, Japan

Autophagy is a major pathway for degradation of cyto-
plasmic proteins and organelles, and has been implicated
in tumor suppression. Here, we report that mice with
systemic mosaic deletion of Atg5 and liver-specificAtg7�/�

mice develop benign liver adenomas. These tumor cells
originate autophagy-deficient hepatocytes and show mito-
chondrial swelling, p62 accumulation, and oxidative stress
and genomic damage responses. The size of the Atg7�/�

liver tumors is reduced by simultaneous deletion of p62.
These results suggest that autophagy is important for the
suppression of spontaneous tumorigenesis through a cell-
intrinsic mechanism, particularly in the liver, and that p62
accumulation contributes to tumor progression.

Supplemental material is available for this article.

Received December 23, 2010; revised version accepted
March 2, 2011.

Macroautophagy (hereafter referred to as autophagy) is
one of the major degradation pathways in the cell, along
with the ubiquitin–proteasome system. In autophagy,
intracellular components are sequestered by autophago-
somes and then degraded upon fusion with lysosomes
(Mizushima 2007). Genetic studies of yeast have identi-
fied >30 autophagy-related (ATG) genes that are essential
for various types of autophagy (not only macroautophagy).
Among them, ATG genes that are required for macro-
autophagy are highly conserved in higher eukaryotes (Yang
and Klionsky 2010). Using reverse genetic approaches,

many important roles of autophagy in mammals have
been demonstrated, including adaptive response to star-
vation, quality control of intracellular proteins and or-
ganelles, preimplantation embryonic development, elim-
ination of intracellular microbes, and presentation of
cytoplasmic antigens (Rubinsztein 2006; Mizushima 2007;
Cecconi and Levine 2008; Mizushima et al. 2008; Deretic
and Levine 2009).
Evidence has suggested that autophagy is also involved

in tumor suppression (Levine and Kroemer 2008; Chen
and Debnath 2010; White et al. 2010). Possible tumor-
suppressive mechanisms thus far proposed in cell culture
and allografted tumor models include suppression of tu-
morigenic inflammation (Degenhardt et al. 2006), mitiga-
tion of metabolic stress and genomic damage (Karantza-
Wadsworth et al. 2007; Mathew et al. 2007), and p62 (also
called SQSTM1) degradation (Mathew et al. 2009). How-
ever, results from currently available in vivo models have
been limited. Mice with heterozygous disruption of
Beclin 1, the mammalian homolog of yeast Atg6, induce
an increased frequency of spontaneous cancers, lung can-
cers, hepatocellular carcinomas, and lymphomas (Qu
et al. 2003; Yue et al. 2003). Several Beclin 1-interacting
proteins—including Ambra 1 (Fimia et al. 2007), Bif-1
(Takahashi et al. 2007), and UVRAG (Liang et al. 2006)—
were also shown to have tumor-suppressive or anti-pro-
liferation effects. However, these factors are not specific
for autophagy and are considered to have multiple func-
tions, such as involvement in the endocytic pathway
(Funderburk et al. 2010; He and Levine 2010; Thoresen
et al. 2010), which has many roles in tumorigenesis
(Mosesson et al. 2008). Therefore, the suppressive role
of autophagy in tumorigenesis in vivo should be further
evaluated using a different model deficient for a factor
more specific to autophagy. However, because systemic
deletion of Atg3, Atg5, Atg7, Atg9, and Atg16L1 causes
neonatal lethality (Kuma et al. 2004; Komatsu et al. 2005;
Saitoh et al. 2008, 2009; Sou et al. 2008), the long-term
effects of defects in autophagy have not been analyzed.
In this study, we analyzed a newmousemodel in which

the ATG5 genes were mosaically deleted in various
tissues. Our results showed that multiple benign tumors
developed only in the liver, but not in other tissues.
Swollen mitochondria and oxidative stress and genomic
damage responses were detected in the hepatic tumor
cells. Liver-specific ATG7-deficient mice also developed
liver tumors, but their size was reduced by concomitant
knockout of the p62 gene. Our study suggests that contin-
uous autophagy is important for suppression of tumori-
genesis in the liver, and accumulation of p62 caused by
autophagy deficiency contributes to tumor progression.
Generation of only benign tumors, not cancers, also
suggests that autophagy may be required for progression
beyond the benign state.

Results and Discussion

Mosaic deletion of Atg5 causes multiple liver tumors

To overcome the lethal phenotype of Atg5�/� mice (Kuma
et al. 2004), we analyzed mice with mosaic deletion of
Atg5 (Hara et al. 2006). Originally, we intended to
generate systemically deleted mice by crossing Atg5flox/flox

[Keywords: autophagy; tumorigenesis; model mouse; oxidative stress]
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mice with CAG-Cre transgenic mice in which Cre re-
combinase is ubiquitously expressed. However, the re-
sultant Atg5flox/flox;CAG-Cre mice showed only partial
deletion of the Atg5 gene in the liver, heart, skeletal
muscle, and brain (Hara et al. 2006). This incomplete
deletion was observed in all tissues as far as we examined;
PCR analyses of genomic DNA extracted from various
organs showed both recombinant (deleted) and flox (unde-
leted) alleles (Fig. 1A). In addition, real-time quantitative
PCR analysis showed that, in most cases, ;60%–90% of
cells in various organs of Atg5flox/flox;CAG-Cre mice pos-
sessed the undeleted Atg5 flox allele (Fig. 1B). Although
the exact cause of the incomplete deletion is unknown,
mosaic deletion occurred reproducibly. Atg5flox/flox;CAG-
Cremice were viable and could survive >19mo.With this
mouse model, we were able to follow the fate of auto-
phagy-deficient cells systemically and in a nonbiased
manner for a long period.
Gross anatomy revealed severe hepatomegaly in

Atg5flox/flox;CAG-Cre mice within 6 mo after birth. By
6–9 mo, multiple small tumors were detected in the liver
(Fig. 1C). These tumors increased in both size and num-
ber, and the liver was finally occupied by multiple
tumors at 19 mo of age. Tumors were detected in all
Atg5flox/flox;CAG-Cre mice after 9 mo (n = 17), but not
in Atg5flox/+;CAG-Cre mice (n = 14) and Atg5flox/flox mice

(n = 4). Tumor formation was so far observed only in the
liver; there was no evidence of tumors or any other
macroscopic abnormalities in other organs (Supplemen-
tal Fig. 1).

Histological findings of Atg5flox/flox;CAG-Cre mice

Hematoxylin and eosin staining and silver impregnation
staining revealed the focal expansive growth of abnormal
cells in the Atg5flox/flox;CAG-Cre mouse liver (Fig. 2A,
Supplemental Fig. 2A). At high magnification, hepatocel-
lular enlargement was observed in the Atg5flox/flox;CAG-
Cre liver at 6 mo (Supplemental Fig. 2B). Only slight
lymphocytic infiltration and intracellular vacuolation
were observed at 9 mo. These findings became clearer
and were observed almost throughout the liver at 12–19
mo. At 19 mo, many foamy hepatocytes and a small
number of necrotic cells were observed (Fig. 2B). How-
ever, no typical signs of malignancy—such as abnormal
nuclear morphology, pleomorphism, and local invasion—
were detected even at 19 mo. Thus, the histological di-
agnosis of the tumor was benign tumor (adenoma), not
malignant cancer. Oil-red O staining revealed that the
cytoplasmic vacuoles were lipid droplets (Supplemental
Fig. 2C). There was no histological abnormality in the
Atg5flox/+;CAG-Cre liver (Fig. 2B). Abnormally swollen
mitochondria were observed by electron microscopy in
the cytoplasm of most of the Atg5flox/flox;CAG-Cre hepa-
tocytes at 19 mo (Fig. 2C). On the other hand, no morpho-
logic abnormalities were observed by light microscopy
in tissues other than the liver inAtg5flox/flox;CAG-Cremice
(Supplemental Fig. 1).

Liver tumors originate from autophagy-deficient
hepatocytes

Next, we examined the origin of these liver tumors in the
mosaically deleted mice. Although a defect in autophagy
could cause tumors by an intrinsic mechanism, it is also
possible that tumors developed as a secondary result of
inflammation, as suggested previously (Degenhardt et al.
2006). If the latter is the case, tumors could develop from
Atg5-undeleted cells. To this end, we analyzed genotypes
of cells obtained by laser capture microdissection of liver
section samples. PCR analysis revealed that the tumor
areas mostly contained the recombinant (deleted) allele,
whereas the nontumor areas contained both flox (unde-
leted) and recombinant alleles (Fig. 3A). Small amounts
of the flox allele were occasionally detected in the
tumor areas, which may be derived from infiltrating
lymphocytes. These data suggest that the liver tu-
mors in Atg5flox/flox;CAG-Cre mice originate from
Atg5-deficient hepatocytes.
To confirm that the tumor cells are indeed autophagy-

defective, we analyzed the formation of ubiquitin-posi-
tive aggregates because accumulation of ubiquitinated
proteins/aggregates is one of the hallmarks of autophagy
deficiency (Komatsu et al. 2005, 2006; Hara et al. 2006). In
the tumor areas of the Atg5flox/flox;CAG-Cre mouse liver,
a significantly higher proportion of hepatocytes (85.4%6
2.0%) showed ubiquitin aggregates than that in non-
tumor areas (24.6% 6 4.1%) (Fig. 3B). We also analyzed
p62, which is a selective substrate of autophagy (Bjørkøy
et al. 2005), and found a higher accumulation rate of p62-
positive dots in the tumor areas (80.8% 6 1.8%) than in
the nontumor areas (22.5% 6 2.3%) (Fig. 3B). These data

Figure 1. Mosaic deletion of Atg5 causes multiple liver tumors. (A)
Genotyping of Atg5flox/flox;CAG-Cre mouse organs by PCR at 1 mo.
Positions of the Atg5 flox (undeleted) and recombinant (deleted)
alleles are indicated. Atg5D/D mouse embryonic fibroblasts (MEFs)
indicates Atg5flox/flox MEFs infected with the adenovirus vector
coding Cre recombinase. (SM) Skeletal muscle. (B) Real-time quan-
titative PCR with the Atg5 flox allele-specific primers. Genomic
DNA is extracted from various tissues ofAtg5flox/flox;CAG-Cremice and
Atg5flox/flox mice at 1 mo (blue circles), 6 mo (red circles), and 12–19
mo (green circles) (n = 3). The relative DNA quantity of the Atg5
flox allele is normalized to that of Atg14. Ratio (percentage) of flox
allele in Atg5flox/flox;CAG-Cre organs to that in Atg5flox/flox organs is
shown. (C) Representative gross anatomy of Atg5flox/flox;CAG-Cre
mice analyzed at 6 mo (n = 3), 9 mo (n = 6), and 18–19 mo (n = 9).
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support the idea that the origin of these liver tumors is
ATG5-deleted cells.

Time-course analysis revealed that liver DNA contents
of the flox (undeleted) allele decreased and that of the
recombinant (deleted) allele increased with age (Fig. 1B,
Supplemental Fig. 3A). In addition, many hepatocytes in
the tumor areas of the Atg5flox/flox;CAG-Cre liver at 19
mo were positive for the cell proliferation marker Ki-67
(49.6% 6 1.3% in the tumor area vs. 2.7% 6 0.5% in the
nontumor area, P < 0.01), and this was mostly negative
in the Atg5flox/+;CAG-Cre liver (Fig. 4A; Supplemental
Fig. 3B). These data suggest that Atg5-deficient hepato-
cytes have a growth advantage over normal hepatocytes
under long-term experimental conditions in vivo.
In other organs of 19-mo-old Atg5flox/flox;CAG-Cre

mice, a small population of cells showed high levels of
diffuse and aggregated ubiquitin and p62 signals, which
were not observed in Atg5flox/+;CAG-Cre mice (Supple-
mental Fig. 4A,B). The data suggest that these organs
indeed possess Atg5-deficient cells, even though they do
not develop spontaneous tumors, at least by 19 mo.

Induction of the oxidative stress and DNA damage
responses in the Atg5flox/flox;CAG-Cre mouse liver

The presence of abnormally enlarged mitochondria
in Atg5flox/flox;CAG-Cre hepatocytes suggests that these
cells might be affected by reactive oxygen species (ROS),
which have been implicated in tumorigenesis. We per-
formed immunostaining of 8-hydroxydeoxyguanosine
(8-OHdG), which is considered to be an indicator of the
oxidative stress (Cadet et al. 2003). In Atg5flox/flox;CAG-
Cre mice, most of the hepatocytes, especially in the
tumor areas, were 8-OHdG-positive (41.8% 6 2.0% in
the tumor area vs. 0.9%6 0.1% in the nontumor area, P <
0.01), whereas those in Atg5flox/+;CAG-Cre mice were

mostly negative (Fig. 4B; Supplemental Fig. 3C). An
increase in 8-OHdG staining was observed as early as
6 mo (Supplemental Fig. 3C). In addition, an increase in
the levels of the detoxifying enzyme glutathione-S-trans-
ferase (GST), which is a typical oxidative stress-inducible
protein, was observed in liver tumor areas, as reported
previously (Supplemental Fig. 5; Matsumoto et al. 2008;
Mathew et al. 2009). Moreover, part of the hepatocytes
in the same liver expressed phospho-histone H2A.X in
the nuclei (2.1% 6 0.4% in Atg5flox/flox;CAG-Cre vs.
0.4%6 0.1% in Atg5flox/+;CAG-Cre hepatocytes, P < 0.05)
(Fig. 4C). Because phosphorylation of the histone variant
H2A.X is a rapid response to DNA damage, this result
suggests that DNA damage response is promoted in
Atg5flox/flox;CAG-Cre hepatocytes. In contrast, 8-OHdG-
positive and phospho-histone H2A.X-positive cells were
mostly negative in other organs (Supplemental Fig. 6).
These data are consistent with the recent in vitro and in
vivo studies (Karantza-Wadsworth et al. 2007; Mathew
et al. 2007).

Tumor progression in liver-specific ATG7-deficient
mice was partially suppressed by p62 deletion

To test whether the tumor-suppressive function is specific
to Atg5, we analyzed liver-specific ATG7-deficient
mice (Atg7flox/flox;Alb-Cre) (Komatsu et al. 2007). Although

Figure 2. Histological findings of the liver in Atg5flox/flox;CAG-Cre
mice. (A) Hematoxylin and eosin (H&E) staining of Atg5flox/flox;CAG-
Cre (n = 2). Bar, 500 mm. (B) High-power-field images of H&E staining
of the livers from Atg5flox/flox;CAG-Cre mice (n = 4) and an Atg5flox/+;
CAG-Cre mouse (n = 4) at 19 mo. The arrow shows a necrotic
hepatocyte observed in a Atg5flox/flox;CAG-Cre mouse liver at 19
mo. Bar, 20 mm. (C) Electron micrographs of Atg5flox/flox;CAG-Cre
mouse hepatocytes (n = 2). (Right) Magnified image shows swollen
mitochondria. Bars: left, 4 mm; right, 500 nm.

Figure 3. Liver tumors are derived from Atg5-deleted hepatocytes.
(A) Genotyping of liver samples microdissected from the tumor and
nontumor areas of 9-mo-old Atg5flox/flox;CAG-Cre mice. Positions of
the Atg5 flox (undeleted) and recombinant (deleted) alleles are
indicated. Atg5D/D MEFs indicate Atg5flox/flox MEFs infected with
the adenovirus vector coding Cre recombinase. (B) Immunohisto-
chemical staining for ubiquitin and p62 of the tumor and nontumor
areas of Atg5flox/flox;CAG-Cre mouse livers. The graph shows the
percentage of cells with ubiquitin- or p62-positive aggregates in the
tumor (gray) and nontumor (white) areas. One-hundred hepatocytes
in 10 tumor and nontumor areas (total 1000 cells for each) were
analyzed at 9 mo. Data are mean 6 SE values from four mice. (*) P <
0.01. Bars: 40 mm; insets, 10 mm.
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sporadically some of these mice died due to liver dysfunc-
tion 3mo afterATG7 gene deletion (M. Komatsu, unpubl.),
others survived for >1 yr and developed liver tumors, as
observed in Atg5flox/flox;CAG-Cre mice (Fig. 5A,B). Thus,
tumor formation is the shared phenotype between
Atg5 and Atg7 deficiency, and is not specific to Atg5
deletion.
Next, using this mouse model, we determined the

relationship between tumor formation and p62 accumu-
lation, as suggested previously (Mathew et al. 2009). The
hepatic damage caused by Atg7 deficiency was amelio-
rated by simultaneous deletion of p62 (Atg7flox/flox;Alb-
Cre, p62�/�) (Komatsu et al. 2007). In these double-
knockout mice, tumors were still generated, but their
size was much reduced (Fig. 5A,B). It has been shown that
p62 accumulation traps and inactivates Keap1, a key
regulator of the oxidative stress response, leading to
activation of the transcription factor Nrf2 (Komatsu
et al. 2010; Lau et al. 2010). Indeed, accumulation of
Keap1 in a detergent-insoluble fraction and up-regulation
of NAD(P)H dehydrogenase quinone 1 (Nqo1), an Nrf2-
responsive factor were observed both in the tumor and
nontumor areas inAtg7flox/flox;Alb-Cremice (Supplemental

Fig. 7). Keap1 sequestration and Nqo1 induction were
restored in Atg7flox/flox;Alb-Cre, p62�/� mice (Supplemen-
tal Fig. 7). These data suggest that p62 accumulation due to
autophagy suppression contributes to tumor formation,
probably at the progression step.
In the present study, we determined the long-term

effect of defects in autophagy in vivo for the first time
and found that systemic mosaic deficiency of Atg5 leads
to cell-type specific tumorigenesis; that is, benign tumor
development only or at least preferentially in the liver.
There were no apparent histological and physiological
abnormalities in other organs except the accumulation
of p62 and ubiquitinated proteins. Although neurodegen-
eration was observed in neural cell-specific Atg5- and
Atg7-deficient mice (Hara et al. 2006; Komatsu et al.
2006), mosaically Atg5-deleted mice do not develop any
neurological abnormality, which may be compensated
by Atg5-undeleted neuronal cells. Liver tumors were
observed also in liver-specific Atg7-deficient mice in the
present study.
The pattern of tumor formation is different from that of

Beclin 1-heterozygous mutant mice, in which malignant
cancers develop in multiple organs, including the liver,
lung, and lymphoid tissues (Qu et al. 2003; Yue et al.
2003). Beclin 1 is included in at least two different class III
PI3-kinase complexes: the Beclin 1–Atg14–Vps34–Vps15
complex that is specifically required for autophagy, and
the Beclin 1–UVRAG–Vps34–Vps15 complex that is in-
volved in the endocytic pathway (Funderburk et al. 2010;
He and Levine 2010; Thoresen et al. 2010). It is possible
that the liver tumors that develop in Beclin 1 heterozy-
gous mutant mice are caused by autophagy deficiency,
but other tumors might be caused by loss of Beclin 1
functions other than in autophagy.
Regarding the underlying mechanism of tumor sup-

pression by autophagy, several hypotheses have been
proposed. Our observation that the hepatic tumors orig-
inated from Atg5-deficient cells even though intact cells
(with undeleted Atg5flox allele) remained supports the

Figure 4. Induction of the oxidative stress and DNA damage re-
sponses inAtg5flox/flox;CAG-Cremouse livers. (A) Immunohistochem-
ical analysis of the tumor and nontumor areas inAtg5flox/flox;CAG-Cre
mouse livers at 19 mo for Ki-67 expression. n = 3. Bar, 50 mm. (B)
8-OHdG staining of the tumor and nontumor areas in the liver
of Atg5flox/flox;CAG-Cre mice at 19 mo. White arrows indicate anti-
8-OHdG antibody-positive nuclei (n = 3). Bar, 40 mm. (C) Phospho-
histone H2A.X staining in the liver of Atg5flox/flox;CAG-Cre (n = 3)
and Atg5flox/+;CAG-Cre (n = 3) mice at 19 mo. Black arrows indicate
phospho-histone H2A.X-positive nuclei. Bars: 100 mm; insets, 10 mm.

Figure 5. Suppression of tumor progression in liver-specific ATG7-
deficient mice by p62 deletion. (A) Representative gross anatomy
of Atg7flox/flox;Alb-Cre mice analyzed at 12 mo (n = 11) and
Atg7flox/flox;Alb-Cre; p62�/� mice analyzed at 12 mo (n = 4) and
18 mo (n = 3). Tumors are indicated by arrows. (B) Summary of
tumor formation in Atg7flox/flox;Alb-Cre and Atg7flox/flox;Alb-Cre;
p62�/� mice. (*) Small tumors (<5 mm).
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hypothesis of an intrinsic mechanism rather than sec-
ondary tumorigenesis as a result of chronic inflamma-
tion. An interesting hypothesis is that p62 accumulation
could cause tumorigenesis through enhancing oxidative
stress and genomic instability (Mathew et al. 2009). Indeed,
we observed a reduction in tumor size in Atg7flox/flox;Alb-
Cre, p62�/� mice. However, small tumors were still
detected in the Atg7flox/flox;Alb-Cre, p62�/� mouse liver,
suggesting that p62 accumulation is important for the
tumor progression step, rather than the initiation step.
Activation of the Nrf2 pathway caused by p62 accumu-
lation (Supplemental Fig. 7) can be important for pro-
gression of tumors and is consistent with reports that
somatic mutations in either Keap1 or Nrf2 that cause
constitutive Nrf2 activation have been found in human
cancers (Padmanabhan et al. 2006; Shibata et al. 2008).
Another possible mechanism is that p62 accumulation
deregulates the canonical NF-kB pathway, which leads to
activation of the noncanonical NF-kB pathway and tu-
morigenesis in the liver (Mathew et al. 2009). Further
analysis of these downstream events may also answer the
question of why tumors are generated only in the liver
even though p62 accumulated in small populations of
cells. Alternatively, lack of tumors in other organs may
simply be because autophagy deficiency caused cell death
or growth retardation.
Although we showed that autophagy is indeed a tumor

suppressor, other studies have also suggested that auto-
phagy could support tumor progression and survival
(Levine and Kroemer 2008; Chen and Debnath 2010;
White et al. 2010). These hypotheses are not mutually ex-
clusive; generation of only benign tumors in our models
suggests that autophagymay be important for progression
beyond the benign state. This possibility needs to be
further examined.

Materials and methods

Mice

Atg5flox/flox mice (Hara et al. 2006), CAG-Cre transgenic mice expressing

Cre recombinase under the control of the CAG (CMV enhancer and

chicken b-actin promoter) (Sakai and Miyazaki 1997), Atg7flox/flox mice

(Komatsu et al. 2005), p62�/� mice (Okada et al. 2009), and Atg7flox/flox;Alb-

Cre, p62�/� mice (Komatsu et al. 2007) were described previously. Wild-

type C57BL/6 mice were obtained from Japan SLC, Inc. All animal

experiments were approved by the Institutional Animal Care and Use

Committee of Tokyo Medical and Dental University and the Ethics

Review Committee for Animal Experimentation of the Tokyo Metropol-

itan Institute of Medical Science.

Antibodies

A monoclonal antibody against ubiquitin (1B3) was purchased from

Medical and Biological Laboratories (MBL) and used for immunohisto-

chemistry. The following antibodies were also used: anti-p62 polyclonal

antibody (PROGEN), anti-Ki67 monoclonal antibody (Thermo), anti-8-

OHdG antibody (Japan Institute for the Control of Aging), phospho-

histone H2A.X (Ser139) rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling

Technology), and anti-GST (B-14) monoclonal antibody (Santa Cruz Bio-

technology). Anti-Atg7 (Komatsu et al. 2005), anti-Keap1 (Proteintech

Group, Inc.), anti-Nqo1 (Abcam, Inc.), and anti-actin (MAB1501R, Chem-

icon International, Inc.) antibodies were used for immunoblotting.

Immunohistochemistry, electron microscopy, and laser

capture microdissection

Detailed information of experimental procedures is provided in the

Supplemental Material.

Statistics

Results are expressed as means 6 SEM, and significance was determined

by unpaired Student’s t-test.

PCR

Tissue-genotyping PCR was performed with the following primers:

check2 (59-ACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGG-39) and short2

(59-GTACTGCATAATGGTTTAACTCTTGC-39) for the Atg5 flox allele,

and 5Long2 (59-CAGGGAATGGTGTCTCCCAC-39) and short2 for the

recombinant allele. PCR analysis with laser capture microdissection

samples were performed with the following primers: NR1 (59-CCTCTT

GCAAAACCACACTGCTCGACATTG-39) and short2 for the Atg5 flox

allele, and 5Long2 and short2 for the recombinant allele. For real-time

PCR analysis, genomic DNA was extracted from paraffin-embedded

tissues with a DEX-PAT system (TAKARA) or from nonembedded tissues

with proteinase K treatment. Real-time PCR analysis was performed with

the SYBR PrimeScript RT–PCR system (TAKARA) and specific primers as

follows: NR1 and short2 for the Atg5 flox allele, RecF (59-GCCGCACG

TCTAAGAAACC-39) and short2 for the Atg5 recombinant allele, and

mAtg14 ex5 F9 (59-GAAGCTTTACAGCCGAGCAC-39) and mAtg14 ex3

R9 (59-TCACTTCGTCGATTGGGAAT-39) for Atg14.
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Introduction
Macroautophagy (which we will simply refer to as autophagy) 
is an intracellular degradation system mediated by the auto-
phagosome. A small portion of the cytoplasm is engulfed by an 
isolation membrane/phagophore, which results in the formation 
of an autophagosome. The outer membrane of autophagosome 
then fuses with the lysosome membrane, and materials inside 
the autophagosome are degraded by the lysosomal hydrolases 
together with the inner autophagosome membrane. Autophagy 
is involved in various physiological processes such as main-
tenance of the amino acid pool during starvation and pre-
implantation embryo development, intracellular quality control, 
antigen presentation, and killing of intracellular microorgan-
isms (Rubinsztein, 2006; Mizushima, 2007; Cecconi and Levine, 
2008; Mizushima et al., 2008; Deretic, 2009; Virgin and Levine, 
2009). To date, >30 autophagy-related (ATG) genes have been 
identified in yeast, many of which are conserved in higher eu-
karyotes (Suzuki and Ohsumi, 2007; Xie and Klionsky, 2007; 
Longatti and Tooze, 2009).

Although autophagy has been considered to be a nonselec-
tive, bulk process (Kominami et al., 1983; Kopitz et al., 1990), 
recent studies have revealed that the autophagosome membrane 

can selectively recognize certain specific proteins and organ-
elles (Yu et al., 2008; Kirkin et al., 2009b; Kraft et al., 2010). 
The prototype for selective autophagy is the yeast cytoplasm 
to vacuole targeting (Cvt) pathway (Wang and Klionsky, 2003; 
Lynch-Day and Klionsky, 2010). Two vacuolar enzymes, amino-
peptidase 1 (Ape1) and -mannnosidase (Ams1), lack typical 
signal sequences and are synthesized as precursor enzymes in 
the cytosol. prApe1 dodecamers form an Ape1 complex, which 
are assembled into a Cvt complex with Ams1 and Atg19, and 
are then sequestered into Cvt vesicles. The Cvt vesicles are 
reminiscent of autophagosomes but are smaller in size. The Cvt 
vesicles finally fuse with the vacuole, releasing the two pro-
enzymes into the vacuolar lumen. Mitochondria can also be 
selectively degraded by autophagy, and a yeast cargo receptor 
on the mitochondrial membrane, Atg32, was recently identified 
(Kanki et al., 2009; Okamoto et al., 2009).

The best-known mammalian autophagy-specific substrate is 
p62/SQSTM1 (Bjørkøy et al., 2005; Pankiv et al., 2007). p62 has 
multiple functions in bone metabolism, obesity, caspase activa-
tion, inclusion body formation, and tumorigenesis (Wooten et al., 
2006; Seibenhener et al., 2007; Moscat and Diaz-Meco, 2009). 

Autophagy is an intracellular degradation process 
by which cytoplasmic contents are degraded 
in the lysosome. In addition to nonselective en-

gulfment of cytoplasmic materials, the autophagosomal 
membrane can selectively recognize specific proteins and 
organelles. It is generally believed that the major selec-
tive substrate (or cargo receptor) p62 is recruited to the 
autophagosomal membrane through interaction with 
LC3. In this study, we analyzed loading of p62 and its 
related protein NBR1 and found that they localize to the 
endoplasmic reticulum (ER)–associated autophagosome 

formation site independently of LC3 localization to mem-
branes. p62 colocalizes with upstream autophagy fac-
tors such as ULK1 and VMP1 even when autophagosome 
formation is blocked by wortmannin or FIP200 knockout. 
Self-oligomerization of p62 is essential for its localiza-
tion to the autophagosome formation site. These results 
suggest that p62 localizes to the autophagosome forma-
tion site on the ER, where autophagosomes are nucleated. 
This process is similar to the yeast cytoplasm to vacuole 
targeting pathway.

p62 targeting to the autophagosome formation site 
requires self-oligomerization but not LC3 binding
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LC3 and Atg16L1 (Fig. 1, A and B), which represented isola-
tion membrane (Mizushima et al., 2001).

Localization of LC3 to the autophagosome depends on 
conjugation of LC3 with phosphatidylethanolamine, or LC3–PE 
(LC3-II) formation, which requires Atg3 as a specific E2-like 
conjugation enzyme. Accordingly, in Atg3 knockout (KO) cells, 
both LC3–PE formation and LC3 membrane association were 
completely inhibited (Fig. 1 C; Sou et al., 2008). In these cells, 
however, Atg16L1-positive puncta were generated, which would 
represent intermediate structures lacking LC3 (Fig. 1 C; Sou et al., 
2008). Unexpectedly, most p62 puncta still colocalized with 
Atg16L1, even in these Atg3 KO cells. This suggests that LC3 
is not essential for the p62 recruitment to the autophagic struc-
tures, which is apparently inconsistent with the general idea 
that p62 recruitment is LC3 dependent (Fig. 1 C). However, 
the colocalization rate was not as high as in wild-type cells 
(Fig. 1 B). Approximately 87% and 35% of the Atg16L1 
puncta were positive for p62 in wild-type and Atg3 KO cells, 
respectively. Thus, these results suggest that, although par-
tially important, LC3 is not essential for p62 targeting to the 
autophagosome intermediates.

In yeast, the hierarchical relationship among the Atg pro-
teins has recently been determined by a systematic analysis 
(Suzuki et al., 2007). We performed a similar comprehensive 
analysis using mammalian cells including higher eukaryote-
specific factors (Itakura and Mizushima, 2010). The results in-
dicate that the complex containing ULK1 (unc-51–like kinase 1), 
Atg13, FIP200 (focal adhesion kinase family interacting pro-
tein of 200 kD) and Atg101, the ULK1–Atg13–FIP200–Atg101 
complex, functions at the most upstream position in the process. 
This is followed in turn by the Atg14–Beclin 1–Vps34–p150 
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-kinase) complex, its puta-
tive effecters WIPI-1 (WD-repeat protein interacting with phos-
phoinosides 1) and DFCP1 (double FYVE domain-containing 
protein 1), the Atg12–Atg5–Atg16L1 complex, and LC3–PE. 
LC3 is the most downstream factor among these mammalian 
Atg proteins. Given this hierarchy, we sought to determine at 
which step p62 is recruited to the autophagy structures.

Atg5 is covalently attached to the ubiquitin-like protein, 
Atg12, and further associates with Atg16L1. Atg5 is also essential 
for LC3–PE formation and LC3 puncta formation (Mizushima  
et al., 2001). We tested the requirement of Atg5 for the recruit-
ment of p62 to the autophagic membrane. In this assay, we 
used an upstream factor, WIPI-1, which is present on isolation 
membranes in a PI3-kinase activity dependent manner (Proikas- 
Cezanne et al., 2007; Itakura and Mizushima, 2010). Starvation 
treatment induced WIPI-1 punctate structures, which colocal-
ized with p62 (Fig. 1, D and E). This colocalization was still 
observed in Atg5-deficient MEFs (Fig. 1, F and G), suggesting 
that Atg5 is also dispensable for p62 recruitment.

p62 localizes to the ER-associated 
autophagosome formation site
Autophagosome formation requires PI3-kinase activity; a PI3-
kinase inhibitor, wortmannin, suppresses autophagic degrada-
tion (Blommaart et al., 1997) and isolation membrane formation 
(Kovács et al., 2000). Although wortmannin treatment indeed 

Selective degradation of p62 by autophagy is physiologically 
important because accumulation of p62 is cytotoxic, at least in 
the liver (but not in the brain; Komatsu et al., 2007). It is also 
hypothesized that p62 functions as an adaptor or cargo receptor 
in degradation of ubiquitinated proteins, organelles such as per-
oxisomes and mitochondria (Kim et al., 2008; Kirkin et al., 
2009b), and intracellular bacteria (Dupont et al., 2009; Yoshikawa 
et al., 2009; Zheng et al., 2009). Another structurally related 
protein, NBR1 (neighbor of BRCA1 gene 1), is also selectively 
incorporated into autophagosomes and degraded by autophagy 
(Kirkin et al., 2009a).

These selective substrates/adaptors such as Atg19, Atg32, 
p62, and NBR1 have an Atg8/LC3-interacting motif (WXXL/I) 
called the LC3 recognition sequence (LRS) or the LC3-interacting 
region (Noda et al., 2010). Atg8 and its mammalian homologue 
LC3 are present on both outer and inner membranes of the auto-
phagosome. Direct binding to Atg8/LC3 allows the cargos to  
be selectively enclosed by autophagosomes. In yeast, Ape1, 
Ams1, and Atg19 are present on the preautophagosomal struc-
ture (PAS), where most Atg proteins gather and autophagosome 
are generated (Suzuki et al., 2001; Kim et al., 2002; Chang and 
Huang, 2007). Importantly, localization of the Cvt complex  
to the PAS requires Atg19 but does not absolutely depend on 
other Atg proteins including Atg8, suggesting that cargo re-
cruitment can be achieved independently of the Atg8–cargo  
interaction (Cao et al., 2008). In contrast, how mammalian se-
lective substrates or cargo receptors are loaded into autophago-
somes remains to be determined. It is generally thought that the 
cargo proteins are recruited to the elongating isolation mem-
brane in an LC3-dependent manner (Kirkin et al., 2009b; Lamark 
et al., 2009).

In this study, we examined how p62 and NBR1 are loaded 
onto autophagosomes and found that they are recruited to the 
autophagosome formation site, which may be equivalent to the 
yeast PAS. Localization of p62 to this site is dependent on self-
oligomerization but independent of most Atg proteins, includ-
ing LC3. LC3 seems to be critical for later enclosing steps. 
These results suggest that p62 and NBR1 are already present at 
autophagosome formation sites. Localization of these proteins 
may determine where autophagosomes are nucleated.

Results and discussion
p62 can localize to early  
autophagic structures in an  
LC3-PE–independent manner
To study p62 loading into the autophagosome, we first deter-
mined the requirement of LC3 in p62 association with the auto-
phagic membrane using mouse embryonic fibroblasts (MEFs). 
When wild-type cells were starved, LC3 punctate structures rep-
resenting isolation membranes and autophagosomes increased  
in number (Fig. 1 A). p62 also formed punctate structures, even 
under nonstarved conditions, although the number increased 
after starvation (Fig. 1 A). Most of the p62 puncta that were 
generated under starvation conditions would represent auto-
phagosomes because p62 is incorporated into autophagosomes 
(Komatsu et al., 2007). The p62 puncta colocalized well with 
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After starvation treatment, Atg14 punctate structures were in-
duced, most of which colocalized with p62 (Fig. 2 B). Nota-
bly, the wortmannin treatment, which should inhibit isolation  
membrane formation, did not disrupt the Atg14–p62 colocali-
zation (Fig. 2 C). One concern was that the Atg14–p62 
colocalization might simply represented cytoplasmic protein 
aggregates in which both Atg14 and p62 were incorporated.  
To address this possibility, we treated cells with puromycin, 
which is commonly used to increase the production of truncated 

suppresses puncta formation of downstream Atg proteins, such 
as WIPI-1, DFCP1, Atg5, Atg16L1, and LC3, it does not affect 
that of upstream Atg proteins such as ULK1 and Atg14 (Itakura 
and Mizushima, 2010). We proposed that the ULK1- and Atg14-
positive structures observed in wortmannin-treated cells repre-
sent autophagosome formation sites. We therefore determined 
whether p62 could localize to these sites.

Under nutrient rich conditions, there were quite a few Atg14 
puncta, and p62 dots were mostly negative for Atg14 (Fig. 2 A).  

Figure 1. Localization of p62 to the early autophagic structures is independent of LC3. (A) MEFs stably expressing GFP-LC3 were cultured in regular 
medium or starvation medium for 1 h. Cells were stained with anti-p62 antibodies and analyzed by immunofluorescence microscopy. (B and C) Localiza-
tion of p62 to the autophagic structures is independent of LC3 lipidation. Wild-type (B) and Atg3 KO MEFs (C) stably expressing GFP-LC3 were cultured 
in starvation medium for 2 h. Cells were stained with anti-Atg16L1 and anti-p62 antibodies. Structures positive for Atg16L1 and p62 but not for GFP-LC3 
are indicated by arrows. (D–G) Localization of p62 to the autophagic structures is independent of Atg5. Wild-type (D and E) and Atg5 KO MEFs (F and G)  
stably expressing HA–WIPI-1 were cultured in regular (D and F) or starvation medium (E and G) for 2 h. Cells were stained with anti-HA and  
anti-p62 antibodies. Signal color is indicated by color of typeface. Reg. M., regular medium; St. M., starvation medium; WT, wild type. Bars: (white) 10 μm;  
(yellow) 1 μm.
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confirmed that the starvation-induced puncta of ULK1 colocal-
ized with p62, even in the presence of wortmannin (Fig. 2, E–G 
and I). This colocalization was regulated by FIP200 because  
the ULK1 puncta disappeared in FIP200 KO cells, even though 
a large number of p62 structures were observed in these cells 
(Fig. 2 H). These data again argue that the ULK1–p62 co-
localization does not represent nonspecific incorporation of 
ULK1 into p62 aggregates. The colocalization of p62 with 
ULK1 and Atg14 in wortmannin-treated cells suggests that p62 
localizes to the autophagosome formation site independently of 
downstream factors.

and misfolded proteins, and thereby induce formation of cyto-
plasmic inclusions containing p62 (Szeto et al., 2006; Pankiv  
et al., 2007; Kirkin et al., 2009b). However, GFP-Atg14 was  
not incorporated into the puromycin-induced p62 aggregates 
(Fig. 2 D), suggesting that the Atg14–p62 colocalization is spe-
cific for autophagy induction, and does not simply represent 
protein aggregates.

We reported that Atg14 punctate structures are not formed 
in FIP200 KO cells and proposed that the ULK1-FIP200 com-
plex is the most upstream unit among the autophagy core units 
(Itakura and Mizushima, 2010). We thus examined ULK1 and 

Figure 2. p62 localizes to the autophago-
some formation site. (A–D) NIH3T3 cells stably 
expressing GFP-Atg14 were cultured in regu-
lar medium (A), starvation medium with (C) or 
without (B) 0.2 μM wortmannin for 1 h, or in 
regular medium containing 50 μg/ml puromycin 
for 2 h (D). Cells were analyzed by immuno-
fluorescence microscopy using anti-GFP and 
anti-p62 antibodies. (E–H) Wild-type (E–G) 
and FIP200 KO MEFs (H) stably expressing 
HA-ULK1 were cultured in the indicated me-
dium for 1 h. Cells were stained as described 
in Fig. 1. Signal color is indicated by color of 
typeface. (I) Quantification of HA-ULK1 puncta 
per cell (left) and HA-ULK1 positivity (%) of the 
p62 puncta (right) are shown. Data represent 
mean ± SEM of 30 images. Reg. M., regular 
medium; St. M., starvation medium; WM, wort-
mannin; WT, wild type. Bars: (white) 10 μm;  
(yellow) 1 μm.
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NBR1 localizes to the autophagosome 
formation site in a p62-independent manner
We also tested whether another autophagy selective substrate 
(or cargo receptor), NBR1, is also targeted to the autophago-
some formation site in an LC3-independent manner. NBR1 is 
structurally similar to p62; it has a PB1 domain at the N termi-
nus and a ubiquitin-associated (UBA) domain at the C terminus 
(Kirkin et al., 2009a). Moreover, NBR1 has an LRS-like se-
quence (YIII) which interacts with LC3, and is consequently 
selectively degraded by autophagy. Under nutrient rich condi-
tions, NBR1 formed punctate structures, which colocalized 
with p62, but were mostly negative for ULK1 (Fig. S2 A). How-
ever, starvation treatment induced the ULK1 punctate struc-
tures, which colocalized with both p62 and NBR1 (Fig. S2 B). 
This colocalization was still maintained when cells were treated 
with wortmannin (Fig. S2 C), suggesting that NBR1 also targets 
to the autophagosome formation site independently of Atg fac-
tors downstream of the PI3-kinase complex, including LC3. 
This targeting is also independent of p62 because similar results 
were obtained when we used p62 KO MEFs (Fig. S2, D–F). 
These results suggest that localization to the autophagosome 
formation sites is not specific to p62, but may be a general fea-
ture of autophagy-selective substrates and cargo receptors.

The PB1 domain but not LRS of p62 
is critical for its localization to the 
autophagosome formation site
p62 interacts with LC3 via the LRS, which is critical for p62  
degradation (Pankiv et al., 2007; Ichimura et al., 2008; Noda  
et al., 2008). Interaction of LC3 with p62 was found to be se-
verely reduced in the p62 LRS mutant 1 (L343A) and was vir-
tually abolished in the p62 LRS mutant 2 (D337/D338/D339A; 
Ichimura et al., 2008). We analyzed colocalization of LC3 and 
mutant p62 proteins in p62-deficient cells to eliminate the effect 
of endogenous p62. To avoid aggregation caused by overexpres-
sion, we used stably transformants expressing GFP-tagged p62 
mutants at approximately less than fivefold of the endogenous 
levels. Consistent with previous observations, colocalization of 
LC3, with the p62 LRS mutant 1, LRS mutant 2 and p62 C 
(lacking both LRS and the UBA domain) was profoundly  

p62 localizes to autophagy-related 
structures even in FIP200 KO cells
We have found that these ULK1 puncta tightly associate with 
the ER membrane (Itakura and Mizushima, 2010). Consistent 
with this observation, some of the p62 dots attached the ER  
networks and were moving together with the ER (Fig. 3 A and 
Video 1). The p62–ER association was also observed in the 
presence of wortmannin (Video 2). Collectively, these data sug-
gest that p62 can accumulate at the ER-associated autophago-
some formation site, where Atg proteins are recruited.

We further tested whether classical Atg proteins are re-
quired for generation of the ER-associated p62 punctate struc-
tures. We found in a separate study that most Atg proteins 
including ULK1, Atg14, Atg16L1, WIPI-1, DFCP1 and LC3  
do not form puncta in FIP200 KO cells, whereas VMP1 puncta 
are constitutively generated in FIP200 KO cells (Itakura and 
Mizushima, 2010). VMP1 is an ER-associated protein required 
for autophagosome formation (Ropolo et al., 2007). VMP1 
transiently associates with the ULK1 puncta and dissociates 
from them during autophagosome formation (Itakura and 
Mizushima, 2010). We therefore determined the requirement of 
FIP200 in targeting of p62 to the autophagosome formation site 
using VMP1 as a marker. In wild-type cells, only a few p62 
puncta colocalized with the VMP1 puncta (Fig. 3 B). In con-
trast, almost all p62 puncta colocalized with the VMP1 puncta 
in FIP200 KO cells (Fig. 3 C). These results suggest that target-
ing of p62 to the autophagosome formation site on or close to 
the ER membrane is independent of the ULK1–FIP200 com-
plex, and p62 seems to be trapped at the VMP1 structures when 
autophagosome formation is inhibited.

These results raised another possibility that VMP1 may be 
required for targeting of p62 to the autophagosome formation 
site. To this end, we performed siRNA-mediated silencing of 
VMP1 and analyzed p62 localization. As we previously reported 
(Itakura and Mizushima, 2010), ULK1 and DFCP1 puncta ac-
cumulated in VMP1 knockdown cells. Knockdown of VMP1 
also led to accumulation of large p62 puncta, which colocalized 
with ULK1 and DFCP1, an ER-associated protein (Fig. S1). 
These results suggest that VMP1 is not necessary for the p62 re-
cruitment to the ER-associated autophagosome formation site.

Figure 3. p62 puncta associate with the ER 
independently of FIP200. (A) MEFs stably ex-
pressing GFP-ER (GFP fused to cytochrome b5 
residues 95–134) were cultured in starvation 
medium for 1 h. Cells were fixed, permeabi-
lized, and subjected to immunofluorescence 
microscopy using anti-GFP and anti-p62 anti-
bodies. (B and C) p62 puncta colocalize with 
VMP1 in FIP200 KO cells. Wild-type (B) and 
FIP200 KO MEFs (C) stably expressing VMP1-
GFP were cultured in starvation medium for 1 h.  
Cells were stained with anti-p62 antibodies. 
Signal color is indicated by color of typeface. 
Bars: (white) 10 μm; (yellow) 1 μm.
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wortmannin treatment colocalized with the p62 LRS mutants 
(92% and 95% of HA-ULK1 puncta were positive for GFP-p62 
LRS mutant 1 and mutant 2, respectively; Fig. 4, C and D).  
Furthermore, GFP-p62 C could form puncta and colocalized 
with ULK1 (Fig. 4, C and D), although it seldom forms puncta 
without wortmannin (Fig. 4, A and B). These data suggest that 
the LRS domain can be dispensable for targeting to the auto-
phagosome formation site, although it may be important for in-
corporation into LC3-positive mature autophagosomes.

We therefore determined whether the other domains in p62 
are required for targeting to the autophagosome formation site. 

inhibited compared with wild-type p62 under starvation condi-
tions (Fig. 4, A and B).

We next determined whether these p62 mutants could  
localize to the autophagosome formation site by testing co-
localization between ULK1 and p62 mutants in the presence of 
wortmannin to inhibit isolation membrane formation. GFP-p62 
(wild type) colocalized with ULK1 after starvation in the pres-
ence of wortmannin, as did endogenous p62 (91% of HA-ULK1 
puncta were positive for GFP-p62; Fig. 4, C and D). Although 
p62 LRS mutant 1 and LRS mutant 2 are defective in LC3 bind-
ing, almost all ULK1 puncta generated after starvation and 

Figure 4. The PB1 domain but not LRS of p62 is essential for localization to the autophagosome formation site. (A and B) p62 KO MEFs stably expressing 
GFP-p62 wild type, GFP-p62 LRS mutant 1 (L343A), GFP-p62 LRS mutant 2 (D337A, D338A, and D339A), GFP-p62 C (1–265 amino acids), and PB1 
mutant (K7A and D69A) were cultured in starvation medium for 1 h. Cells were analyzed by immunofluorescence microscopy using anti-LC3 antibodies. 
GFP-p62 positivity (%) of the LC3 puncta is shown in B. Data represent mean ± SEM of 30 images. (C and D) p62 KO MEFs stably coexpressing HA-ULK1 
and one of the GFP-p62 described in A were cultured in starvation medium containing 0.2 μM wortmannin for 1 h. Cells were analyzed by immunofluores-
cence microscopy using anti-HA antibodies. GFP-p62 positivity (%) of the LC3 puncta is shown in D. Data represent mean ± SEM of 30 images. (E) p62 KO 
MEFs stably expressing the indicated GFP-p62 were cultured in regular or starvation medium for 1.5 and 3 h. Cell lysates were analyzed by immunoblot 
analysis with the anti-p62 and -actin antibodies. Signal color is indicated by color of typeface. St. M., starvation medium; WM, wortmannin; WT, wild 
type. Bars: (white) 10 μm; (yellow) 1 μm.
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ULK1-positive structures were generated normally in these 
cells (Fig. 4, A–D). Thus, the PB1 domain plays a critical role 
in p62 recruitment to the autophagosome formation site.  
We also confirmed that starvation-induced p62 degradation 
was suppressed in the PB1 domain mutant and in the LRS mu-
tants (Fig. 4 E).

p62 has a Phox and Bem1 (PB1) and UBA domains. We tested 
the effect of a PB1 mutation (K7A/D69A) in p62, which com-
promises the interaction surface of the PB1 domain and causes 
loss of p62 self-oligomerization activity (Ichimura et al., 2008). 
The PB1 mutant of GFP-p62 did not form any punctate struc-
tures even in the presence of wortmannin, although LC3- and 

Figure 5. Self-oligomerization of p62 is critical for its localization to the autophagosome formation site. (A) Schematic representation of the artificial p62 
oligomerization system using a FKBP domain. The PB1 domain of p62 was replaced by one FKBP or two tandem FKBP domains. The small ligand AP20187 
chemically links two FKBP domains. (B) p62 KO MEFs stably expressing GFP-1xFKBP-p62 or GFP-2xFKBP-p62 were treated with ethanol (vehicle) or  
0.1 μM AP20187 for 24 h. After homogenization and centrifugation, the resulting supernatant fractions were applied to a Superose 6 column. Each frac-
tion was analyzed by immunoblotting using anti-p62 antibodies. Positions of the molecular mass standards (kD) are shown. (C–E) p62 KO MEFs stably 
expressing HA-ULK1 and either GFP-1xFKBP-p62 or GFP-2xFKBP-p62 were treated with ethanol (vehicle) or 0.1 μM AP20187 for 24 h and cultured in 
regular or starvation medium containing 0.2 μM wortmannin with or without 0.1 μM AP20187 for 1 h. Cells were analyzed by immunofluorescence 
microscopy using anti-HA antibodies. The number of p62 puncta per cell (D) and the ULK1 positivity (%) of the p62 puncta (E) are shown. Data represent 
mean ± SEM of 30 images. Signal color is indicated by color of typeface. AP, AP20187; WM, wortmannin. (F) Proposed model of p62 localization to 
autophagic structures. Bars: (white) 10 μm; (yellow) 1 μm.
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(unpublished data). At the second step, the p62 oligomers are 
incorporated into autophagosomes probably in an LC3-dependent 
manner. Additional p62 molecules may be further recruited  
during autophagosome formation. This model is consistent with 
previous studies showing that the interaction with LC3 is not 
sufficient for efficient p62 degradation, and the PB1 domain is 
also important for its degradation (Ichimura et al., 2008; Lamark 
et al., 2009). We do not know the exact nature of p62 puncta that 
become enclosed by the autophagosome. They might be small 
protein aggregates or soluble oligomeric p62 associated with 
the autophagosome formation sites.

Because p62 is present on the autophagosome formation 
site, one might expect that p62 could serve in the machinery for 
autophagosome formation. However, ULK1 and Atg14 puncta 
formation are not affected in p62 KO cells (unpublished data), 
and starvation-induced autophagosome formation and degrada-
tion of long-lived proteins are normal in p62 KO cells (Komatsu  
et al., 2007). Nonetheless, it is still possible that p62 has the 
ability to recruit Atg proteins and to determine where auto-
phagosome should be generated, although p62 is dispensable 
for autophagy induction. As p62 is also important for pexophagy 
(Kim et al., 2008) and elimination of bacteria (Yoshikawa et al., 
2009), p62 may play a general role in recruiting Atg proteins to 
initiate autophagosome formation. It is also possible that other 
p62-like proteins such as NBR1 may function redundantly with 
p62 (Kirkin et al., 2009a).

Although the Cvt-specific genes are not conserved in 
mammals, p62 recruitment to the autophagosome formation site 
is reminiscent of the yeast Cvt pathway (Wang and Klionsky, 
2003). After synthesis in the cytosol, precursors of Ape1 
(prApe1) forms a homo-dodecamer and assembles into a Cvt 
complex. Atg19 serves as a receptor for prApe1 and recruits the 
Cvt complex to the PAS because Atg19 can also bind Atg8 and 
Atg11 (Scott et al., 2001; Shintani et al., 2002; Suzuki et al., 
2002; Chang and Huang, 2007). An in vivo reconstitution ex-
periment showed that prApe1, Atg19, and Atg11 are sufficient 
for cargo packaging and, at least in part, for cargo delivery to 
the PAS, which is the autophagosome/Cvt vesicle formation site 
in yeast (Cao et al., 2008). These processes may be similar to 
those of p62 targeting to the autophagosome formation site  
in mammalian cells. p62 could target to the site in an LC3- 
independent manner, and self-oligomerization of p62 through 
the PB1 domain is essential for the targeting (Figs. 4 and 5). The 
delivery of cargos and cargo receptors to the autophagosome/
Cvt vesicle formation site would facilitate efficient incorpora-
tion of these cargos into autophagosomes and the Cvt vesicles.

Materials and methods
Cell culture and transfection
MEFs were cultured in DME supplemented with 10% FBS and 50 μg/ml  
penicillin and streptomycin (regular medium) in a 5% CO2 incubator. 
NIH3T3 cells were maintained in DME containing 10% bovine calf serum 
and the antibiotics (regular medium). Atg5 KO (Kuma et al., 2004), Atg3 KO 
(Sou et al., 2008), FIP200 KO (Gan et al., 2006), and p62 KO (Ichimura  
et al., 2008) MEFs were generated as described previously. For starvation, 
cells were washed with PBS and incubated in amino acid–free DME without  
serum (starvation medium). FuGENE 6 reagent (Roche) was used for trans-
fection. Wortmannin and puromycin were purchased from Sigma-Aldrich.

Collectively, these results suggest that the interaction with 
LC3 is not necessary for p62 association with early autophagic 
structures, but appears to be important to incorporate p62 inside 
these structures. In contrast, the PB1 domain is important for 
targeting of p62 to the early autophagic structure.

Self-oligomerization is required for 
localization of p62 to the autophagosome 
formation site
p62 is known to be self-oligomerized through the PB1 domain 
(Lamark et al., 2003; Wilson et al., 2003). We confirmed that  
p62 exists as oligomers irrespective of nutritional conditions 
(Fig. S3). To investigate the effect of p62 oligomerization 
through the PB1 domain, we developed an artificial self-
oligomerization system using FK506-binding protein (FKBP) 
domain and a small ligand AP20187 (Amara et al., 1997; 
Clackson et al., 1998). This system is based on the binding  
between the FKBP domain and the small ligand AP20187, which 
can chemically link two FKBP domains. We replaced the PB1 
domain of p62 with either one or two tandem FKBP domains, 
and generated p62 KO cells stably expressing GFP-1xFKBP-p62 
or GFP-2xFKBP-p62 with HA-ULK1 (Fig. 5 A). After treat-
ment of AP20187, two 1xFKBP-p62 molecules are linked to 
form a dimmer, whereas multiple 2xFKBP-p62 molecules are 
linked to form an oligomer. Gel filtration analysis confirmed 
that 1xFKBP-p62 moved to approximately twofold higher mo-
lecular weight fractions by treatment with AP20187 (Fig. 5 B).  
Treatment of cells expressing 2xFKBP-p62 causes broader shift 
to much higher molecular weight fractions, suggesting that 
2xFKBP-p62 indeed formed oligomers (Fig. 5 B).

Using this system, we investigated the localization of these 
FKBP-p62 oligomers. Treatment of AP20187 did not induce 
p62 puncta formation in either 1xFKBP-p62– or 2xFKBP-p62– 
expressing cells cultured in regular medium (Fig. 5 D), suggest-
ing that dimerization/oligomerization is not sufficient for puncta 
formation of p62. However, 2xFKBP-p62 formed puncta after 
treatment of AP20187 when cells were cultured in a starvation 
medium containing wortmannin (Fig. 5, C and D). Although 
starvation-induced puncta formation of 2xFKBP-p62 was less 
efficient than that of p62 (wild type), it was more efficient than that  
of 1xFKBP-p62 (Fig. 5, C and D). We also confirmed that these 
starvation-induced 2xFKBP-p62 puncta colocalized with ULK1 
(Fig. 5, C and E). These results suggest that self-oligomerization 
of p62 through its PB1 domain is prerequisite to its localization 
to autophagosome formation sites.

Conclusion
It has been speculated that p62 is recruited to preexisting isola-
tion membranes through interaction with LC3. However, our 
data suggest a completely different model of the p62 loading  
(Fig. 5 F). At the first step, oligomerized p62 targets to the  
autophagosome formation site. This step is clearly accelerated 
by starvation, but appears to be independent of LC3 and other 
classical Atg proteins. How p62 targets to the autophagosome 
formation site is currently unknown. One potential mechanism 
could be an interaction between p62 and ULK1 (Zhou et al., 
2007), but we could not detect this interaction in our system 
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protein in 800 μl) was applied to a Superose 6 column (GE Healthcare) 
and eluted at a flow rate of 0.5 ml/min with 40 mM Tris-HCl, pH 7.5, and 
150 mM NaCl. 0.5-ml fractions were examined by immunoblotting.  
The column was calibrated with 669-kD thyrogloblin, 440-kD ferritin,  
232-kD catalase, and 43-kD ovalbumin.

RNAi
Stealth RNAi oligonucleotides (Invitrogen) were used for siRNA experi-
ments. The following sequences were used for VMP1 siRNA: human VMP1 
siRNA antisense, 5 -UAUACGUUGCACAUACUGUUGAUGC-3 ; and sense, 
5 -GCAUCAACAGUAUGUGCAACGUAUA-3  (Itakura et al., 2008; 
Itakura and Mizushima, 2010). For a negative control, a medium GC 
duplex of Stealth RNAi negative control duplexes (Invitrogen) was used. 
The Stealth RNAi oligonucleotides were transfected into cells using Lipo-
fectamine RNAiMAX (Invitrogen) according to the manufacturer’s proto-
cols. After 2 d, the cells were again transfected with the same siRNA and 
cultured for an additional 3 d before analysis unless otherwise specified.

Online supplemental material
Fig. S1 shows that VMP1 knockdown does not affect p62 targeting.  
Fig. S2 shows that NBR1 localizes to the early autophagic structures inde-
pendently of PI3K and p62. Fig. S3 shows that oligomerization of p62 is 
not promoted by starvation. Video 1 shows that p62 puncta are closely 
associated with the ER during starvation. Video 2 shows that p62 puncta 
are closely associated with the ER during starvation with wortmannin 
treatment. Online supplemental material is available at http://www.jcb 
.org/cgi/content/full/jcb.201009067/DC1.
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La Jolla, CA; Campbell et al., 2002). To generate the pMRX-IP-GFP-1xFKBP-
p62 and pMRX-IP-GFP-2xFKBP-p62 plasmids, 1xFKBP and 2xFKBP ampli-
fied from pC4-FV1E or pC4M-FV2E (provided by ARIAD Pharmaceuticals; 
see http://www.ariad.com/wt/page/regulation_kits) were inserted into 
pMRX-IP (provided by S. Yamaoka, Tokyo Medical and Dental University, 
Tokyo, Japan) together with EGFP and p62.

Retroviral infections and generation of stable cell lines
Stable cell lines were generated using a retroviral expression system. pMXs 
and pMRX vectors were used to transfect Plat E cells to generate recombi-
nant retroviruses. MEF and NIH3T3 cells were infected with recombinant 
retroviruses and selected in medium containing 1 μg/ml puromycin as pre-
viously described (Hara et al., 2008).

Antibodies
Mouse monoclonal anti-HA (16B12) antibodies were purchased from 
Covance. Rat monoclonal anti-GFP antibodies (GF090R) were purchased 
from Nacalai Tesque. Guinea pig polyclonal anti-p62 antibodies (for 
immunocytochemistry) were purchased from Progen. Rabbit polyclonal 
anti-p62 antibodies (for immunoblotting) were purchased from MBL Inter-
national. The rabbit polyclonal antibodies against LC3 (SK2-6; Kabeya  
et al., 2000) and Atg16L1 (Mizushima et al., 2003) have been described 
previously. Mouse monoclonal anti– -actin antibodies were purchased 
from Sigma-Aldrich.

Immunocytochemistry
Cells grown on coverslips were washed with PBS and fixed in 4% para-
formaldehyde in PBS for 10 min at 4°C. Fixed cells were permeabilized 
with 50 μg/ml digitonin in PBS for 5 min, blocked with 3% BSA in PBS for  
30 min, and incubated with primary antibodies for 1 h. After washing, 
cells were incubated with Alexa Fluor 488–conjugated goat anti–rat, anti–
rabbit, or anti–mouse IgG, Alexa Fluor 564–conjugated goat anti–rabbit, 
anti–mouse, or anti–guinea pig IgG or Alexa Fluor 660–conjugated goat 
anti–guinea pig IgG secondary antibodies (Invitrogen) for 30 min and 
examined under a fluorescence microscope (IX81; Olympus) equipped 
with a charge-coupled device camera (ORCA-ER; Hamamatsu Photonics). 
A 60× 1.42 NA Plan Apo oil immersion lens (Olympus) was used. Images 
were acquired using MetaMorph image analysis software (version 7.0; 
MDS Analytical Technologies).

Time-lapse imaging
Cells were plated onto a glass-bottom dish and mounted in a chamber for 
live recording, and conditions were maintained with 5% CO2 at 37°C. 
Data were analyzed using MetaMorph image analysis software.

Immunoprecipitation and immunoblotting
Cell lysates were prepared in a lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM  
NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride,  
1 mM Na3VO4, and protease inhibitor cocktail [Complete EDTA free; Roche]). 
The lysates were subjected to immunoprecipitation using specific anti-
bodies in combination with protein G–Sepharose (GE Healthcare). Immuno-
blot analysis was performed with the indicated antibodies and visualized with 
SuperSignal West Pico Chemiluminescent substrate (Thermo Fisher Scien-
tific; Itakura et al., 2008; Itakura and Mizushima, 2010).

Gel filtration analysis
Gel filtration analysis was performed as previously described (Hosokawa 
et al., 2009). Cells were scrapped from the dish with a rubber policeman 
and homogenized in hypotonic buffer (40 mM Tris-HCl, pH 7.5, and pro-
tease inhibitors cocktail) by repeated passage (30 times) through a 1-ml 
syringe with a 27-G needle. The 100,000 g supernatant fraction (1.6 mg 
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細菌感染制御学分野

中川 一路
医歯学総合研究科・口腔機能再構築学系専攻
細菌感染制御学・教授

1）研究の課題名

①細胞内侵入性細菌の認識機構と細胞内分解機構の解析
Molecular analysis of recognition system and inflammation 
responses against bacterial infection.

　病原性細菌の病原性の発揮は,宿主組織への付着によ
り生体組織に定着することから開始する.そのため,生体
を広く覆う上皮や粘膜といった組織は,これらの菌の侵
入を感知する最前線の組織であり,かつ重要な防御組織
となっている.近年,多くの細菌種がこのような上皮組織
の細胞内に侵入することが知られているが,その動態は
ほとんど明らかとされていない.本年度は、細胞内に侵
入するA群レンサ球菌の動態を、特にエンドソームで
の菌の動態を、細胞内の小胞輸送に関わるRabタンパク
質について解析を行った.その結果、A群レンサ球菌の
細胞内侵入に関わり、通常の飢餓状態で誘導されるオー
トファジーとは異なるRabタンパク質が菌体の排除に関
わっていることが明らかとなった.

②比較ゲノム解析に基づく病原性細菌の外来性遺伝子獲

得機構と進化の解析
Comparative genomics for bacterial gene acquisition and 
evolution systems.

　病原性細菌は生体の防御機構に対抗するため,ゲノムの
再構成や,外来性遺伝子の取り込みなど様々な方法を用い
て進化してきたと考えられる.しかし、口腔内という特殊な
環境にどのように適応して自らの生息域（ニッチ）を獲得
したかというゲノム情報を元にした解析についてはほとん
ど行われていない.そこで日本で分離されたS. mutansの
全ゲノム解析を行い比較ゲノム解析によりこれらの菌の特
徴を新たな観点で明らかすると同時に、重要な歯周病原
性細菌であるP. gingivalis TDC60 株の全ゲノム解析を終
了した. また、レンサ球菌の進化過程における病原性獲
得機能を明らかとするため、A群レンサ球菌では,ファー

ジが外来遺伝子の獲得および再編成に重要な役割を果た
している一方で,S. mutansでは、ファージに対しての抵抗
性を有し、CRISPRと呼ばれる防御機構が重要であるこ
となどを明らかとした.さらに現在これらの53 株について
の比較ゲノム解析を進めている.また、比較ゲノム情報を充
実させるため、S. mutans JL23 株、S. pyogenes JRS4
株の全ゲノム解析を終了した. 

2）

3）発表の研究内容についての英文要約   
Streptococcus pyogenes （group A Streptococcus, GAS）, 
one of the most frequent pathogens of humans, attaches 
and invades into human pharyngeal or skin epithelial cells. 
We have previously reported that induction of apoptosis 
is associated with the GAS invasion, which induces 
mitochondrial dysfunction and apoptotic cell death. We 
demonstrated here that GAS-induced apoptosis is mediated 
by reactive oxygen species （ROS） production. These 
observations indicated that GAS invasion triggers ROS 
production through Rac1 activation, and generated ROS 
resulted in mitochondrial dysfunction leading to cellular 
apoptosis. We also performed the comparative genomics 
of S. pyogenes. S. pyogenes possesses clustered regularly 
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interspaced short palindromic repeats （CRISPR）/Cas 
systems that can restrict horizontal gene transfer （HGT） 
including phage insertion. Therefore, it was of interest to 
examine the relationship between CRISPR and acquisition 
of prophages in S. pyogenes. Our results suggested 
that limitations in CRISPR content could explain the 
characteristic acquisition of prophages and might contribute 
to strain-specific pathogenesis in S. pyogenes.

4） 本事業に関連して世界的な研究拠点形成に
向けて、以下の点で改善・整備等されたこと

A： 東京医科歯科大学で大規模ゲノム配列解析施設を整
えるため、高速シーケンサーIllumina GIIxの稼働を
開始した.2011年までの問題点として、その配列解
析を行うための計算サーバーが本大学に設営されて
いないため他大学から貸与していた.しかし、2011
年度に入ってから震災の節電要請のため、9月まで
はほとんど稼働できない状況であった.そのため、
細菌感染制御学分野としてDell PowerEdgeT410と
いう省エネルギータイプの計算サーバーを3台導入
し、解析を行える環境を整えた.また、シングルラ
ンだけではなく、現在イルミナ社と共同で、多サン
プル同時解析のためのMultiplex解析法の開発を行
い多数同時解析を可能とした.また

B： 研究教育環境については昨年よりM&Dタワー8Fに
移動が環境し、まだ本分野に次世代型高速シーケン
サーRoche GSjuniorが導入されたことにより、分野
内で微生物ゲノムの前配列決定、細菌叢解析などが
可能となった.

C： 人材確保については、高速シーケンサーの運用・稼
働のため、ウェット・ドライ双方の研究が可能な人
材として、東京工業大学出身の修士学生、また大阪
大学微生物病研究所よりH24年3月より野澤孝志助
教を採用した.

D： 人材育成については、高速シーケンサーの運用・稼
働のため、現在分野に所属するポスドク・大学院生
でも運用可能になるように教育を行っている.現在
では、高速シーケンサーの運用可能なスタッフ3名、
大学院生3名となっている.

E： 国際化：大学院生としてタイ国NIHよりAmonrattana 
Roobthaisongが大学院生として入学した.また、次世
代型高速シーケンサーを用いた初めての解析として、タ
イ国NIHとの共同研究としての論文（文献 2）を発表
することができた.

5） GCOE事業を推進するに当たって力を入
れた点  

　本分野は、大量のゲノム情報を扱うためのプラットフ
ォームを確定することが、本事業での任務であると捉え
ているため、本年度はそのためのアプリケーションの開
発・運営指導体制の確立を行ってきた.高速シーケンサ
ーであるIllumina GIIxは、高速シーケンサーとしては
現段階では世界的な標準となっているが、その性能上、
短いDNA配列（約150bp）を大量に取得するため、ゲ
ノム配列を決定するというよりもSNP解析やde noveで
の配列確定に使われているのが現状である.そこで、本
分野として通常のサンガー法と次世代型シーケンサーの
中間的な性能をもつRoche GS juniorを導入し、補完関
係を構築した.GIIxでは比較ゲノムに適した多数サンプ
ルの同時解析を、GS juniorでは全ゲノム解析や細菌叢
解析を分野内で解析できる体制を整えた.

6）英文原著論文
1. Nakano K, Hokamura K, Taniguchi N, Wada K, Kudo 

C, Nomura R, Kojima A, Naka S, Muranaka Y, Thura 
M, Nakajima A, Masuda K, Nakagawa I, Speziale 
P, Shimada N, Amano A, Kamisaki Y, Tanaka T, 
Umemura K, Ooshima T. The collagen-binding protein 
of Streptococcus mutans is involved in haemorrhagic 
stroke. Nat Commun. 27;2：485. （2011）

2. Nagahama M, Itohayashi Y, Hara H, Higashihara 
M, Fukatani Y, Takagishi T, Oda M, Kobayashi K, 
Nakagawa I, Sakurai J. Cellular vacuolation induced by 
Clostridium perfringens epsilon-toxin. FEBS J. 278（18）：
3395-407. （2011）

3. ◎Watanabe T, Maruyama F, Nozawa T, Aoki A, 
Okano S, Shibata Y, Oshima K, Kurokawa K, Hattori M, 
Nakagawa I, Abiko Y. Complete genome sequence of 
the bacterium Porphyromonas gingivalis TDC60, which 
causes periodontal disease. J Bacteriol. 193（16）：4259-
60. （2011）

4. Yamato K, Egawa N, Endo S, Ui-Tei K, Yamada T, Saigo 
K, Hyodo I, Kiyono T, Nakagawa I. Enhanced specificity 
of HPV16 E6E7 siRNA by RNA-DNA chimera 
modification. Cancer Gene Ther. 18： 587-97 （2011） 

5. ◎Nozawa, T., Furukawa, N., Aikawa, C., Watanabe, T., 
Haobam, B., Kurokawa, K., Maruyama, F., Nakagawa, 
I., CRISPR inhibiton of prophage acquisition in 
Streptotoccus pyogenes. PLoS One. 6：6（5）： e19543. 

（2011）
6. ◎Okada K, Roobthaisong A, Nakagawa I, Hamada S, 

Chantaroj S. Genotypic and PFGE/MLVA analyses of 
Vibrio cholerae O1： geographical spread and temporal 
changes during the 2007-2010 cholera outbreaks in 
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Thailand. PLoS One. 7（1）：e30863. （2012）
7. Aoki A, Shibata Y, Okano S, Maruyama F, Amano A, 

Nakagawa I, Abiko Y. Transition metal ions induce 
carnosinase activity in PepD-homologous protein from 
Porphyromonas gingivalis. Microb Pathog. 52（1）：17-
24. （2012）

8. ◎Aikawa C,, Furukawa N, Watanabe T, Minegishi K, 
Furukawa A, Eishi Y, Oshima K, Kurokawa K, Hattori 
M, Nakano K, Maruyama F, Nakagawa I, Ooshima 
T. Complete Genome Sequence of the serotype k 
Streptococcus mutans LJ23. J Bacteriol. In press.

7）平成23年度までの自己評価
　平成22年5月より本GCOEに参加させていただき、高
速シーケンサーを実稼働させた.多量の核酸サンプルを
高精度に扱うスタッフの育成と、多量の情報処理を行う
バイオインフォマティクスのウェットとドライ双方のス
タッフの育成を行い、平成23年度では微生物全ゲノム
解析を5株で終了し、そのうち2株については論文とし
て発表することができた.現在解析を行っているものも
5株あり引き続きその解析をおこなっていく.また、歯
周病学分野との研究での口腔細菌叢解析についてもデー
タの取得を終了し、来年度に発表する予定である.

8）学会発表（英文） 
1. Chihiro Aikawa, Takashi Nozawa, Takayasu Watanabe, 

Bijaya Haobam, Nayuta Furukawa, Fumito Maruyama 
and Ichiro Nakagawa. 2011. NLRX1 promotes the GAS 
induced-autophagy in epithelial cells. 111th General 
Meeting, American Society for Microbiology. 2011.5.21. 
New Orleans, Louisiana, USA

9）学会発表（和文）
1. 郷 田 瑛 , 野 澤 孝 志 , 相 川 知 宏 , 渡 辺 孝 康 , Bijaya 

Haobam, 古川 那由太 , 丸山 史人, 中川 一路. 2011. A
群レンサ球菌感染誘導オートファジーにおけるユビキチ
ンシステムの機能解析. 第5回細菌学若手コロッセウム. 
2011.8.8. 高知大学農学部キャンパス （高知県）

2. 相 川 知 宏 , 野 澤 孝 志 , 郷 田 瑛 , 渡 辺 孝 康 , Bijaya 
Haobam, 古川 那由太 , 丸山 史人 , 中川 一路 . 2011. 
A群レンサ球菌感染によるオートファジーと細胞
死の生理機能解析. 第5回細菌学若手コロッセウム. 
2011.8.8. 高知大学農学部キャンパス （高知県）

3. Nayuta Furukawa, Takashi Nozawa, Chihiro 
Aikawa, Takayasu Watanabe, Bijaya Haobam, 
Akiko Endo, Fumito Maruyama, Ichiro Nakagawa. 
2011. Antisense RNA from prophage inhibits 

prokaryotic acquired immunity in group A 
streptococci. International Union of Microbiological 
Societies 2011 Congress. 2011.9.6. Sapporo, Japan. 

4. Chihiro Aikawa, Takashi Nozawa, Takayasu 
Watanabe, Bijaya Haobam, Nayuta Furukawa, 
Fumito Maruyama and Ichiro Nakagawa. 2011. 
NLRX1 promotes the GAS induced-autophagy 
in epithelial cells. International Union of 
Microbiological Societies 2011 Congress. 2011.9.6. 
Sapporo, Japan.

5. Takayasu Watanabe, Nayuta Furukawa, Takashi 
Nozawa, Chihiro Aikawa, Bijaya Haobam, Akiko 
Endo, Fumito Maruyama, Ichiro Nakagawa. 
2011. Elucidation of diversification mechanism 
of periodontogenic bacterium Porphyromonas 
gingivalis by analyzing genomic and diversity 
features. International Union of Microbiological 
Societies 2011 Congress. 2011.9.6. Sapporo, Japan.

6. 細見晋吾. 2011. A群レンサ球菌ゲノムの種内多様性
解析. 第5回日本ゲノム微生物学会若手の会研究会. 
2011.9.29. ろうきん研究所富士センター （静岡県）

7. 相 川 知 宏 , 野 澤 孝 志 , 郷 田 瑛 , 渡 辺 孝 康 , Bijaya 
Haobam, 古川 那由太 , 丸山 史人 , 中川 一路. 2011. 
A群レンサ球菌感染によるオートファジーと細胞死の
生理機能解析. 第94回日本細菌学会関東支部会総会. 
2011.10.6. 北里大学白金台キャンパス （東京）

8. 古川那由太 , 野澤孝志 , 相川知宏 , 渡辺孝康 , 郷田
瑛 , Bijaya Haobam, 遠藤亜希子, 丸山史人 , 中川一
路 . 2011. プロファージ由来 antisense RNAによる
細菌の獲得免疫機構の抑制に関する研究 . 第 94回日
本細菌学会関東支部会総会. 2011.10.6. 北里大学白
金台キャンパス （東京）

9. 郷 田 瑛 , 野 澤 孝 志 , 相 川 知 宏 , 渡 辺 孝 康 , Bijaya 
Haobam, 古川 那由太 , 丸山 史人, 中川 一路. 2011. A
群レンサ球菌感染誘導オートファジーにおけるユビキチ
ンシステムの機能解析. 第94回日本細菌学会関東支部
会総会. 2011.10.6. 北里大学白金台キャンパス （東京）

10. 渡辺孝康 , 古川那由太 , 野澤孝志 , 相川知宏, Bijaya 
Haobam, 遠 藤 亜 希 子, 丸 山史 人 , 中川一 路 . 2011. 
Porphyromonas gingivalis国内臨床分離株の比較ゲノ
ム解析と発現解析. 第94回日本細菌学会関東支部会総
会. 2011.10.6. 北里大学白金台キャンパス （東京）
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10）外部資金の獲得状況　 
最先端次世代研究開発支援プログラム

「病原性細菌のゲノム情報を応用した細菌感染特異的
オートファジー誘導による感染防御法の開発」
中川一路 期間：平成22年―平成24年 研究費総額：
13,500万円  

科学研究費補助金
基盤C 研究題目：　高解像度細菌叢解析による口腔
微生物環境の恒常性維持メカニズムの解明 代表：　
丸山史人 期間：平成22年―平成24年 研究費総額：
500万円  

11） 教室、分野や講座の准教授、講師、助教、
特別研究員、ポスドク、指導を受けた大
学院生の名前
准 教 授 　丸山　史人
助　　教 　野澤　孝志（平成24年3月1日より）

日本学術振興会特別研究員：相川知
宏（東京大学メディカルゲノム専攻
よりの委託）

大学院生 　渡辺　孝康（博士課程3年）
大学院生 ○Bijaya Haobam（博士課程2年）
大学院生 　Amonrattana Roobthaisong
 　（博士課程1年）：平成23年9月入学（国費）
大学院生 　古川那　由太（修士課程2年）
大学院生 　細見　晋吾（修士課程1年）

○はAISS
 
12） GCOE活動についての感想、コメント、

改善を望む点
　2次世代型シーケンサーを用いた解析が、ようやく本
分野内で完結できるようになったが、昨年の震災による
節電要請のため、使用していた東京工業大学のサーバー
が使用できなくなったため、急遽分野内で計算サーバー
を導入し、秋口より解析を本格化することができた.昨
年度もお願いしたが、できたら大学内で大容量の計算サ
ーバーなどの環境を整えていただきたいと考えている.
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CRISPR Inhibition of Prophage Acquisition in
Streptococcus pyogenes
Takashi Nozawa1., Nayuta Furukawa1., Chihiro Aikawa2, Takayasu Watanabe1, Bijaya Haobam1, Ken

Kurokawa3, Fumito Maruyama1*, Ichiro Nakagawa1

1 Section of Bacterial Pathogenesis, Graduate School of Medical and Dental Sciences, Tokyo Medical and Dental University, Tokyo, Japan, 2Department of Medical

Genome Sciences, Graduate School of Frontier Sciences, The University of Tokyo, Kashiwa, Japan, 3Division of Information Biotechnology, Department of Bioinformation

Engineering, Tokyo Institute of Technology School and Graduate School of Bioscience and Biotechnology, Yokohama, Japan

Abstract

Streptococcus pyogenes, one of the major human pathogens, is a unique species since it has acquired diverse strain-specific
virulence properties mainly through the acquisition of streptococcal prophages. In addition, S. pyogenes possesses clustered
regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/Cas systems that can restrict horizontal gene transfer (HGT)
including phage insertion. Therefore, it was of interest to examine the relationship between CRISPR and acquisition of
prophages in S. pyogenes. Although two distinct CRISPR loci were found in S. pyogenes, some strains lacked CRISPR and
these strains possess significantly more prophages than CRISPR harboring strains. We also found that the number of spacers
of S. pyogenes CRISPR was less than for other streptococci. The demonstrated spacer contents, however, suggested that the
CRISPR appear to limit phage insertions. In addition, we found a significant inverse correlation between the number of
spacers and prophages in S. pyogenes. It was therefore suggested that S. pyogenes CRISPR have permitted phage insertion
by lacking its own spacers. Interestingly, in two closely related S. pyogenes strains (SSI-1 and MGAS315), CRISPR activity
appeared to be impaired following the insertion of phage genomes into the repeat sequences. Detailed analysis of this
prophage insertion site suggested that MGAS315 is the ancestral strain of SSI-1. As a result of analysis of 35 additional
streptococcal genomes, it was suggested that the influences of the CRISPR on the phage insertion vary among species even
within the same genus. Our results suggested that limitations in CRISPR content could explain the characteristic acquisition
of prophages and might contribute to strain-specific pathogenesis in S. pyogenes.
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Introduction

During evolution, bacteria acquired new traits primarily by

horizontal gene transfer (HGT) as a key driving force for

expressing novel pathogenic properties, new colonization niches

as well as metabolic adaptations [1,2,3,4,5]. Conjugation, trans-

duction and transformation are the major mechanisms for HGT.

The contributions and the impact of each mechanism are variable

among species [6]. Of the three HGT mechanisms, transduction

involving bacteriophage-mediated DNA transfer often provides

the profound alteration in host bacterial genomes. This process

can also convert a non-pathogenic strain into a pathogenic variety

through prophage-encoded toxins, surface alterations, or increas-

ing resistance to human immunity [7]. In addition, prophage

insertion into the host genome often inactivates or alters the host

genes [7,8].

In contrast, phages can cause lytic infection and phage

infection is often a danger to host bacteria [7,9]. Therefore,

phage infection can have divergent effects: new traits acquisition

as an advantage and bacteriolysis as a disadvantage. To protect

against the invading phages, bacteria have developed several

defense mechanisms such as prevention of adsorption, blocking

injection, cleaving phage nucleic acid, and aborting infection

[10]. Recently, a novel defense system, clustered regularly

interspaced short palindromic repeats (CRISPR) loci, has been

identified as a form of acquired immunity against invading

foreign DNA including bacteriophage and plasmid DNA

[11,12,13]. CRISPR loci are found in almost all Archaea and

approximately 40% of sequenced bacterial genomes. They

composed of a short repeat sequence (21–47 bp) separated by a

unique variable sequence called a spacer [14,15,16]. The repeat

sequence is highly conserved within a particular CRISPR locus.

In contrast, the spacers vary greatly and their sequences have

similarity to phages and plasmids and sometimes to host

chromosomal sequences [17]. Each CRISPR is commonly

followed by a conserved AT-rich sequence known as a leader

sequence. CRISPR-associated (cas) genes, essential components of

the system, are located adjacent to the CRISPR loci [18].

Acquired immunity involving CRISPR/Cas systems can be

divided into two stages: the acquisition stage for uptake of the

foreign element as a spacer into the leader-proximal end of

CRISPR, and the immunity stage involving interference with the

PLoS ONE | www.plosone.org 1 May 2011 | Volume 6 | Issue 5 | e19543
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targeting of DNA in a sequence-specific manner [18,19]. This

role was first demonstrated experimentally in a bacterium

important in the dairy industry, Streptococcus thermophilus, in which

CRISPR-harboring strains acquired resistance to infection by

phages by incorporating novel spacers derived from the

previously infected phages [11,20]. The CRISPR/Cas system

was also reported to limit HGT in other bacteria such as

staphylococci [12].

In addition to S. thermophilus, there are several other medically

and economically important species in the genus Streptococcus

such as S. mutans, S. pneumoniae and S. pyogenes. S. mutans is known to

be principal aetiological agent of dental caries and S. pneumoniae is

the most common cause of lobar pneumonia. S. pyogenes causes a

wide range of infections, including pharyngitis, sepsis, toxic shock-

like syndrome, and life-threatening necrotizing fasciitis [21]. In all

of these species, HGT appears to have played an important role in

their evolution. For example, the uptake of exogenous DNA by

transformation apparently increased the diversity of S. pneumoniae

and S. sanguinis while insertion sequences (IS) and transposons

contribute to the genetic diversity of S. mutans [22,23,24,25,26,27].

Most notably, S. pyogenes is a unique species which has acquired

strain-specific virulence genes by means of multiple prophages

[28,29]. The sequences of 13 strain-specific genomes from S.

pyogenes revealed the existence of 2–8 prophages and ,90%

conserved genomic sequences (excluding exogenous genetic

regions) [29,30] therefore suggesting that their diversity and

disease causing capacity might be related to the acquisition of

prophages [31]. Because of the predicted role of CRISPR in

limiting HGT including phage insertions, it would be of

significance to determine whether the CRISPR are involved in

the acquisition of prophages in S. pyogenes. In this study, we

examined 13 sequenced S. pyogenes strains and the relationship

between CRISPR and the acquisition of prophages. In addition,

we extended the analysis of the distribution of CRISPR and

prophages by examining a total of 35 streptococcal strain

sequences.

Results

S. pyogenes has two distinct CRISPR loci containing
relatively few spacers
We determined the distributions of CRISPR loci and cas genes

for all of the 13 sequenced S. pyogenes strains. 15 CRISPR were

found and classified as two distinct loci (designated CRISPR1 and

CRISPR2) based on their typical repeat sequences. Of the 13

strains, seven strains (SF370, MGAS5005, MGAS10270,

MGAS2096, MGAS9429, MGAS6180, NZ131) had both

CRISPR1 and CRISPR2, one strain (MGAS10750) possessed

only the CRISPR2 locus, and the position of each one of the

CRISPR loci was conserved across strains (Table 1, Fig. S1). In

contrast, five strains (MGAS315, SSI-1, MGAS8232, Manfredo,

MGAS10394) had no CRISPR loci. The typical repeat sequences

of both CRISPR1 and CRISPR2 were highly conserved between

the strains (Table S1). The typical repeat sequences of CRISPR1

and CRISPR2 belong to the repeat clusters 10 and 3 previously

defined, respectively [32]. As is often the case, the terminal repeat

sequences of CRISPR1 and CRISPR2 are relatively degenerate

compared with their typical repeat sequences (Table S1)

[20,33,34,35]. CRISPR1 is located between hemN and lepA while

CRISPR2 is positioned between valS and msrA (Fig. S2). In

MGAS10750, MGAS315, and SSI-1, one sequence that is similar

to the CRISPR1 terminal repeat sequence but not remainder of

CRISPR (i.e. not a cluster of repeat sequences) was found (Table

S1). Although the CRISPR1 terminal repeat-like sequence of

MGAS10750 is also located between hemN and lepA, those of

MGAS315 and SSI-1 are distant by 39.5 kb from the CRISPR1

locus of the other strains (Fig. S1A, B). This interesting case is

described more in detail below.

We next identified the cas genes in the S. pyogenes genome. cas

gene sets are clustered into 8 subtypes based on the member of cas

genes [36]. The CRISPR clusters 10 and 3 usually are associated

with the Nmeni and Dvulg subtype cas genes, respectively [32].

Indeed, Nmeni and Dvulg subtype cas genes were found upstream

Table 1. Distribution of CRISPR loci and prophages in S. pyogenes.

Strain M type CRISPR1a CRISPR1 locationb CRISPR2a CRISPR2 locationb Prophagec ICEd

SF370 1 7 1049–1050 4 1559–1561 4 1

MGAS5005 1 4 772–773 5 1284–1285 3 1

MGAS10270 2 3 889–890 4 1364–1365 5 2

MGAS315 3 (1)e 889–890 - - 6 0

SSI-1 3 (1)e 937–737 - - 6 0

MGAS10750 4 (1)e 736–737 6 1391–1392 4 2

Manfredo 5 - - - - 5 0

MGAS10394 6 - - - - 8 0

MGAS2096 12 3 846–847 7 1303–1304 2 2

MGAS9429 12 3 888–889 8 1278–1279 3 1

MGAS8232 18 - - - - 5 0

MGAS6180 28 5 751–752 2 1288–1289 4 3

NZ131 49 5 827–828 6 1206–1207 3 0

aThe number of repeats are shown.
bGene numbers that located both side of CRISPR are shown.
cThe number of prophage regions are shown.
dThe number of ICE are shown.
e(1) indicate that the presence of one terminal repeat-like sequence.
f- indicate the absence of CRISPR locus.
doi:10.1371/journal.pone.0019543.t001

CRISPR in Streptococcus pyogenes

PLoS ONE | www.plosone.org 2 May 2011 | Volume 6 | Issue 5 | e19543
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from CRISPR1 and CRISPR2, respectively (Fig. S2). Not only the

seven CRISPR1-harboring strains but MGAS10750 and

MGAS315 also have Nmeni subtype cas genes at the same relative

position as CRISPR1-harboring strains. Since the repeat

sequence, the cas gene subsets and the location of CRISPR/cas

loci were conserved among the strains, it is suggested that S.

pyogenes harbored CRISPR/cas loci early in their evolution.

Therefore, the absence of CRISPR may have been adaptive by

allowing the integration of bacteriophages into genomes to acquire

new traits like Enterococci, which could acquire antibiotic

resistance genes for environmental adaptation [20,37].

As CRISPR/cas loci are widely distributed among streptococcal

species, we compared the characteristics of CRISPR/cas among

these species. The repeat sequence, repeat size, spacer size, and cas

genes subtypes are very similar within the same repeat cluster

(Table S2). Interestingly, we found a major difference in the

number of spacers per locus. The mean number of repeats per

genome within S. pyogenes was only 6.6, which was significantly

fewer than for other streptococci (P,0.01) (Fig. 1). Because it was

reported that there is a correlation between the numbers of spacers

in a CRISPR locus and phage resistance [11,15], it is suggested

that phage resistance in S. pyogenes is lower than that for other

streptococci.

Spacer deletion and acquisition in S. pyogenes CRISPR
Since new spacers are regularly added at the end of the repeat

cluster adjoining the leader sequence as a spacer-repeat unit

[11,34,38,39,40], there is regularity in the alignment of the

sequence of spacers. It has been established experimentally and

computationally that the leader-proximal end of spacers are more

diversified and the leader-distal end of spacers are more conserved

among strains [20,41]. Indeed, in S. mutans and S. thermophilus,

similar spacer structures were observed [20,42]. In contrast, S.

pyogenes spacer structure was characteristic in that the spacers were

variable between strains and the most conserved spacers were

observed in only closely related strains (Fig. 2A, B). This suggests

that the progenitor spacers were deleted and the existing spacers

were obtained relatively recently after their diversification [43].

These observations indicate that both spacer acquisition and

deletion are active in S. pyogenes CRISPR. Considering the location
of deleted spacers, the deletions seem to occur randomly and is

consistent with previous reports in Mycobacterium tuberculosis and

Yersinia pestis [39,44].

Despite the fact that S. pyogenes CRISPR appear to be active in

spacer acquisition, the number of spacers is small. In the spacer

acquisition stage, it is known that Cas1 functions to integrate novel

spacers into the CRISPR loci [45]. Hence, small number of S.
pyogenes CRISPR spacers may result from a mutation or

inactivation of Cas1. In light of this, we examined the cas1 gene

sequences in S. pyogenes. However, the amino acid sequences of

Cas1 were highly conserved (.96% identity) among strains, and

the sequences exhibited high similarity with the sequence of S.
thermophilus LMD-9 (79.6% identity) and S. mutans NN2025

(87.15% identity), whose CRISPR are thought to function in

acquiring novel spacers [20,27]. The phylogenic tree for the cas1
sequence was similar to the MLST tree of S. pyogenes suggesting
that the CRISPR/cas loci were not acquired recently but may

have existed in an early ancestor (data not shown).

S. pyogenes CRISPR inhibits phage insertion
To assess the functionality of S. pyogenes CRISPR, we examined

their spacer sequences and defined their respective protospacers. It

was previously shown that perfect identity between spacer and

protospacer is required to provide immunity [11,46]. However,

because of the rapid evolution of phage sequences, we compared

the protospacers with a criteria of .95% identity. Of 41 distinct

spacers, 27 spacers matched streptococcal phage genomes and one

spacer matches one of its own chromosomal gene sequences with

.95% identity (Table 2). The remaining 13 spacers (32%) did not

match known sequences, which may reflect the small number of

sequenced phages and the existence of unknown phages which

have recently infected these strains. All spacers that matched

streptococcal phages showed exact or approximate matches with

the sequences of the prophage regions in various S. pyogenes strains
(Fig. S3). For example, the most recently added spacer (i.e. the

spacer adjacent to the leader sequence) in MGAS370 CRISPR1

matched the sequences within the prophage regions of

MGAS10394, MGAS6180, MGAS8232 and SSI-1 (Fig. S3). This

suggests that S. pyogenes has acquired the spacers following infection

with similar streptococcal phages. Of note, despite the fact that all

26 spacers derived from streptococcal phages match the variable

prophage regions in S. pyogenes genomes, there is no spacer which is

homologous to a prophage region in its own genome (Table 2).

This strongly suggests that S. pyogenes CRISPR are antagonistic to

phage insertions.

A spacer similar to the sequence of the host gene trcF was

observed in MGAS2096 and MGAS9429 (Fig. S3). However, the

spacer has a one-base pair difference with the trcF gene sequence

and the trcF sequence is conserved among S. pyogenes strains as well
as in S. dysgalactiae. This suggests that the spacer sequence, but not
trcF, was mutated and has a relatively low impact on the host.

The CRISPR/Cas system is thought to provide the host

bacteria with resistance against not only phages but also various

mobile genetic elements [12]. It is known that several exogenous

integrated conjugative elements (ICEs) are present in the S. pyogenes
genome and the ICEs contain various genes such as antibacterial

resistance genes [29]. Therefore, we investigated whether S.

Figure 1. Box plot of the number of spacers in streptococcal
CRISPR. The boxes indicate the medians and 25th–75th percentiles of
the number of spacers per genome of streptococcal CRISPR. Whiskers
indicate 5th to 95th percentiles and outliers are indicated by the closed
circle.
doi:10.1371/journal.pone.0019543.g001

CRISPR in Streptococcus pyogenes

PLoS ONE | www.plosone.org 3 May 2011 | Volume 6 | Issue 5 | e19543



433Annual Report 2011

中川　一路

pyogenes CRISPR also contain spacers to counteract ICEs. In spite

of the presence of 12 ICEs distributed in 13 sequenced strains, we

could not find any spacers that showed similarity with the

sequences of ICEs in S. pyogenes strains (data not shown).

Although all 13 S. pyogenes strains possess multiple prophages,

five of them lack CRISPR/cas loci and the existing CRISPR have

relatively few spacers. This implies that S. pyogenes CRISPR could

not have functioned as an immunity system against invading

phages. Instead, the spacer contents suggest that CRISPR appears

to have functioned to inhibit phage insertions.

Inverse correlation of S. pyogenes prophages and the
number of spacers in a CRISPR locus
To further confirm the function of S. pyogenes CRISPR, we

investigated whether CRISPR-possessing strains have fewer

prophages than those lacking CRISPR by a Wilcoxon rank sum

test. We addressed the null hypothesis that there is no difference in

the numbers of prophages between the CRISPR-positive and -

negative strains and the null hypothesis could be rejected (P,0.01)

indicating that the numbers of acquired prophages significantly

differ between CRISPR-positive and -negative S. pyogenes strains.

We next investigated whether a correlation exists between the

number of spacers and prophages in each S. pyogenes genome. As

shown Fig. 3A, we observed a clear inverse correlation between

the total number of repeats per genome and the number of

prophages within each genome (R=20.83; P,0.001). These

results strongly suggest that S. pyogenes CRISPR functions to inhibit

phage incorporation into host genomes which depends on spacer

number. Interestingly, although the correlation between the

number of CRISPR2 repeats and the number of prophages was

also clear (R=20.82; P,0.001), the negative correlation between

the number of CRISPR1 repeats and the number of prophages

was relatively low (R=20.60; P,0.05) (Fig. 3B, C), indicating

that CRISPR2 may be more active than CRISPR1 in S. pyogenes

genomes. Taken together, it was suggested that the absence of

CRISPR/cas loci in five of the genomes and the low number of

spacers in the seven strains with a functional CRISPR loci may

explain the relatively high number of prophages in S. pyogenes.

Insertion of phages into the terminal repeat-like
sequence of S. pyogenes MGAS315
As described above, in MGAS315 cas genes are located in the

same locus as that of the other CRISPR harboring strains and a

terminal repeat-like sequence was found about 39.5 kb from the

cas genes (Fig. S1B). In SSI-1, the terminal repeat-like sequence is

located at the same position as MGAS315, and cas genes are

located far away from the loci of cas genes in other strains. Since it

was reported that the location of all CRISPR adjacent to the cas

genes is required for their role as an acquired immunity system

[11], it was suggested that the CRISPR/Cas system was not

functional in the two strains. The prophage region (W 315.1) was

found in between a terminal repeat-like sequence and cas genes of

MGAS315 and SSI-1 also has a prophage (W SPsP5) just

downstream of the cas genes (Fig. S2). From further detailed

analysis of sequences around the prophage insertion site and

between the terminal repeat-like sequence and cas genes, we found

a portion of a terminal repeat sequence (14 bp in length) upstream

of the prophage (Fig. 4A). The sequence of the prophage (W 315.1)

in MGAS315 is highly similar to the sequence of Phage 3396 and

these two phages were designated as the W315.1-like family by

Davies [47]. We investigated the Phage 3396 genome and found

that a region of the Phage 3396 genome is identical to an upper

12 bp of the terminal repeat-like sequence in MGAS315 and is the

region for an att site (Fig. 4B). It is suggested, therefore, that the att

site sequence can be used for recombination and enables phage

genomes to be incorporated into the host MGAS315 genome. As

shown Figure 4B, if recombination between the 14 bp sequence at

the att site of the phage (GAGCTATG) and the homologous

terminal repeat sequence (GAGCTATG) occurred, a combined

sequence (GTTTTAGAGCTATG) is formed upstream of the

prophage and a chimeric sequence of the former part of att site and

the latter part of the repeat is produced downstream of the

Figure 2. Phylogenetic relationship and spacers across the two CRISPR loci for S. pyogenes strains. (A) An MLST-based dendrogram of
the 13 strains was generated using the S. pyogenes MLST database (see Materials and Methods). (B) Conserved spacers among strains were shown as
colored boxes. Single spacers appear in white background; identical spacers are represented using a same color background and identical number.
cas genes and leader sequences are represented by black and brown boxes, respectively.
doi:10.1371/journal.pone.0019543.g002
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prophage (Fig. 4B). These observations could explain how the

terminal repeat-like sequence of MGAS315, which is different by 2

bases from the typical terminal repeat sequence of CRISPR1, was

produced after separation of the terminal sequence and cas genes

by insertion of the phage into the MGAS315 genome.

We also compared the leader sequences among the strains and

found that the leader sequence of MGAS315 was the same as

those of other CRISPR1-harboring strains. This result suggests

that the insertion of phages into the terminal repeat sequence of

MGAS315 did not occur because of the impairment of the

CRISPR system following mutation of the leader sequence.

Derivative strain, SSI-1, from MGAS315 by large-scale
genomic recombination
As with MGAS315, the position of the terminal repeat sequence

of SSI-1 is separated from the cas genes and the distance in SSI-1 is

187 kbp further than that of MGAS315. The average of Single

Nucleotide Polymorphism (SNP) per gene comparing MGAS315

and SSI-1 is 0.05% and high similarity is recognized between these

genomes [48]. Nevertheless, the relative position of the CRISPR

sequence and cas genes in the MGAS315 genome is clearly distinct

from SSI-1. This can be explained by large genomic rearrange-

ments which have occurred during evolution of the two strains

[48]. Genomic rearrangement is a phenomenon whereby a

genome region is exchanged between homologous sequences

[49]. Although it was showed that large-scale genomic recombi-

nations occurred in MGAS315 or SSI-1 [48], which is the

ancestral strain has not been determined. In this study, we showed

that MGAS315 was generated from the ancestral strain following

the insertion of phage, suggesting that MGAS315 is the progenitor

of SSI-1 (Fig. 4C).

Distribution of prophages and CRISPR loci in other
streptococci
To further examine the relationship between CRISPR/Cas

systems and prophages in the genus Streptococcus, we expanded

the analysis to an additional 35 bacterial sequenced streptococci.

Prophage elements were widely distributed and observed in both

CRISPR-harboring and CRISPR-lacking species (Fig. S4). To

examine the impact of CRISPR on the acquisition of prophages

for the genus of Streptococci, we evaluated whether CRISPR-

possessing species have fewer prophages than those lacking

CRISPR by a Wilcoxon rank sum test. We addressed the null

hypothesis that there is no difference in the distributions of

prophages between the CRISPR-positive and -negative species,

and the null hypothesis could not be rejected (P.0.05). Similar

results were obtained when the same analysis was performed with

the 35 streptococci strains omitting the 13 S. pyogenes strains.

Therefore, we could not conclude that CRISPR-lacking strepto-

cocci have acquired more prophages than CRISPR-harboring

ones. However, it is possible that the influences of CRISPR on the

acquisition of prophage vary among species. We then examined

the distribution of prophages and CRISPR within each species

though the number of sequenced strains per species was relatively

small. S. mutans, S. gordonii, S. sanguinis, some S. agalactiae, and some

S. thermophilus possess CRISPR loci and do not have any phage

inserted into their genomes, whereas S. mitis and some strains of S.

pneumoniae and S. suis do not have CRISPR locus and permitted

insertion of phages into their genomes (Fig. S4). However, some S.

agalactiae, S. dysgalactiae, S. equi, and S. thermophilus possess both

CRISPR loci and prophage elements, and other S. pneumoniae

strains have no prophage despite they lack the CRISPR locus (Fig.

S4). These observations suggest that CRISPR may be involved in

the inhibition of phage insertion even in streptococci other than S.

pyogenes and the degree of contribution of CRISPR to the

restriction of phage insertion varies among species. Further study

is needed with more complete genome sequences to delineate

more clearly the effects of CRISPR systems on genomic evolution.

Figure 3. The relationship between the number of repeat
sequences and prophages in S. pyogenes. (A), (B) and (C) show the
number of prophages per genome versus the number of repeats per
genome in CRISPR1 and CRISPR2, respectively. Red dots means
overlapping of two dots.
doi:10.1371/journal.pone.0019543.g003
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Discussion

S. pyogenes strains are well-known to induce a variety of diseases

and the sequences of 13 strains suggested that the prophage

regions contain variable virulence genes and confer pathogenic

capacities [31]. In this study, we examined all 13 sequenced S.

pyogenes strains and evaluated the relationship between CRISPR

and the acquisition of prophages in S. pyogenes. We found that five

of 13 S. pyogenes strains lacked CRISPR/cas loci and the existing

CRISPR in seven strains have essentially complete repeat

sequences and cas gene systems. Furthermore, the number of

spacers was fewer than that of other CRISPR-harboring

streptococci. As the number of spacers is a reliable indicator of

CRISPR activity [43], the activities of S. pyogenes CRISPR may be

lower than for other streptococcal CRISPR.

Spacer content and arrays suggested that most spacers were

deleted and the acquisition of new spacers is an ongoing process. It

is known that the Cas1 protein is involved in a spacer-acquisition

step dependent upon its endonuclease activity [18,50]. There is

also a report that S. mutans UA159 has a truncating mutation in its

cas1 gene and its CRISPR contains only one spacer [42],

supporting the importance of Cas1 in spacer acquisition. In our

study, we could not find any apparent mutation in S. pyogenes cas1.

Although it was recently reported that the divalent metal binding

site of Cas1 are likely important for the function in Pseudomonas

aeruginosa CRISPR [50], the cas1 gene of P. aeruginosa varies greatly
from that of S. pyogenes or other streptococci, and the active sites for

streptococcal Cas1 activity have not yet been identified. So, we

cannot exclude the possibility that S. pyogenes Cas proteins have

undefined defect(s) such as a single amino-acid substitution in

active site regions in some strains. In S. thermophilus, csn2 (cas7) gene
was shown to be involved in the spacer acquisition [11]. csn2 is a

member of the Nmeni subtype cas genes and widely harbored in

Streptococcal genomes including S. pyogenes, and S. pyogenes csn2
showed the high similarity with that of S. thermophilus. As well as the

case of cas1, further detailed investigation of cas genes will be useful

to determine whether the currently identified S. pyogenes Cas

proteins have any defects.

The deletion of spacers is frequently observed in other bacteria,

which is thought to be necessary to prevent over-inflation of the

CRISPR locus [39,51,52]. The lacking of several spacers was

observed among same M1 type S. pyogenes strains, indicating that

spacer deletion frequently occurs in S. pyogenes CRISPR [35]. We

also found evidence of frequent spacer deletion in S. pyogenes

CRISPR. However, it is not clear whether such deletions occur

actively or result from passive homologous recombination.

Considering the irregularity of spacer deletion in S. pyogenes, the
deletions may be a consequence of spontaneous homologous

Figure 4. Phage insertion into the repeat sequences of MGAS315 and genome rearrangements. (A) The adjacent sequence of the W315.1
insertion site in the MGAS315 genome. (B) A scheme forW315.1 insertion into the repeat sequences of MGAS315. (C) Schematic diagram of the
evolutionary relationship of MGAS315 and SSI-1 following phage insertion and genome rearrangement.
doi:10.1371/journal.pone.0019543.g004
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recombination events. Therefore, one of the reasons for the small

number of S. pyogenes CRISPR spacers may be that homologous

recombinations have frequently occurred and/or the S. pyogenes

CRISPR/Cas system is unable to acquire new spacers as efficiently

as other streptococcal CRISPR due to unknown effect(s).

Despite the low number of spacers in S. pyogenes CRISPR, spacer

contents and the relationship between the number of repeats and

prophages showed that S. pyogenes CRISPR has rejected the phage

insertion. Interestingly, the inverse correlation between number of

spacers and phages is significant for CRISPR2 (R=20.82;

Fig. 3C), and less so for CRISPR1 (R=20.60; Fig. 3B). We

found that larger portion of spacers in CRISPR1 (82.6%; 19/23)

showed high similarity to known sequences, whereas smaller

portion of that in CRISPR2 (64.7%; 22/34) matched with known

sequences. Among these spacers, 21.1% (4/19; in CRISPR1) and

45.5% (10/22; in CRISPR2) of spacers match prophages with

.95% identity but not 100%. Since phages specifically mutated

the proto-spacer to overcome CRISPR/Cas immunity [19], it

may be suggested that spacers in CRISPR1 are acquired more

recently than that in CRISPR2. This may be the reason why

CRISPR1 showed less inverse correlation compared to CRISPR2.

Recently, there was a report that transcription of the cas genes

and some CRISPR arrays is repressed by heat-stable nucleoid-

structuring (H-NS) proteins in Escherichia coli [53], suggesting the

existence of a CRISPR regulation system. Transmittable phages

and plasmids contain unique genetic elements which could confer

novel characteristics on the recipients. In addition, these

characteristic contributions are thought to be important for host

environmental adaptation. For example, lysogenic infection of P.

aeruginosa with bacteriophage DMS3 inhibits biofilm formation and

swarming motility and this inhibition requires the CRISPR region

[54]. Based on this report, Papenfort also suggested that some

pathogens might adapt CRISPR activity to control prophage-

encoded genes for virulence [55]. More recently, it was reported

that Enterococci have acquired antibiotic resistant genes through

the loss of CRISPR/cas loci demonstrating an additional role for

CRISPR/cas in HGT [37]. In the case of S. pyogenes, despite

prophage-encoded genes providing important characteristics to

the organism, CRISPR/cas is present in their genomes and

appears to function in inhibiting phage insertions. This raises the

possibility that S. pyogenes might have evolved its CRISPR activity

for incorporation of beneficial phages into its own genome.

The CRISPR/Cas system was reported to have a potential for

influencing genome-scale evolution involving spacers which are

homologous to chromosomal genes in Pelobacter carbinolicus [56]. In

S. pyogenes CRISPR, one spacer in MGAS2096 and MGAS9429

was similar to the sequence within trcF, a transcription repair

coupling factor gene of S. pyogenes. TrcF has been well studied in E.

coli and is known to be involved in the transcription coupled repair

system for DNA which operates in tandem with transcription [57].

Therefore, there it is possible that the spacers could influence

DNA repair systems. However, for S. pyogenes, the spacer sequence

has a one-base difference from the trcF gene sequence and this

later sequence is conserved among S. pyogenes strains as well as in S.

dysgalactiae. This suggests that it has a relatively low impact on the

host. To definitely determine the effects of the spacer on the host,

further experimental studies will be necessary.

As for MGAS315 and SSI-1, because these strains have almost

completely conserved genome sequences, it was difficult to

determine which is the more primitive strain. In this study, we

suggested that MGAS315 is the ancestral strain of SSI-1. Although

the insertion of phages into the repeat sequences may be a random

event, we propose the possibility that this event is a novel anti-

CRISPR mechanisms which allow phages to subvert CRISPR

antagonism and facilitate entry of more phages into the host

genome. Of note, CRISPR have been identified within two

prophages in Clostridium difficile [58]. When the prophages inserted

into the CRISPR are deleted due to homologous recombination

between the repeat sequences that are located external to the

prophages, CRISPR-containing phages are produced. Therefore,

the invasion of phages into the repeat sequences may be required

not only for inactivation of the CRISPR/Cas system but also for

the acquisition of CRISPR. However, the identification of

CRISPR in prophage regions is still somewhat limited so

additional comprehensive research may provide further interesting

findings regarding the relationship between phages and CRISPR.

As a result of the analysis of an additional 35 streptococcal

genomes, the influences of CRISPR loci on the distributions of

prophages appeared to be species dependent. This could be

explained by the presence of other anti-phage systems or unknown

environmental effects. If these species have additional strict self-

defense systems against invading phages or their habitats contain

fewer phages, the CRISPR/cas locus may be unnecessary.

Therefore, even in the same genus, the contribution of CRISPR

to phage sensitivity seems to depend on the species and bacteria

might have evolved their intrinsic self-defense systems depending

on their environments. Prophage identification using prophage

prediction tools such as Prophinder [59] is principally based on

similarity searches, gene annotation and detection of conserved

pairs of genes found in phage genomes. Moreover, where similar

prophages are inserted into one genome, it is very difficult to

identify the actual number of prophages [59]. Therefore, to

understand the relationship between the CRISPR/Cas system and

prophages, more complete genome sequences are required. We

also showed the importance of comparative genome analysis in

CRISPR research in previous studies [37,43]. However, experi-

mental studies will also be indispensable to verify our findings.

The involvement of CRISPR in bacterial adaptation to their

environments is suggested in enterococci which lack endogenous

CRISPR/cas loci and can obtain new antibiotic resistance genes in

antibiotic treated environments [37]. Likewise, S. pyogenes might

have evolved limited CRISPR/Cas activity to enhance the

acquisition of virulence genes, and this phenomenon might have

contributed to the diverse strain-specific pathogenicities observed in

this important pathogen. More generally, the absence of CRISPR

could be one important survival strategy for human pathogens.

Materials and Methods

Genomes
The information for the complete genome sequences of

streptococcal strains used in this study was derived from the

Table 2. Characteristics of spacers in S. pyogenes.

CRISPR1 CRISPR2

Spacer size (bp) 30 (30–31) 35 (33–36)

Number of spacers 23 33

Number of distinct spacers 18 23

Number of single spacers 14 (78%) 13 (57%)

Number of distinct spacers matched chromosome 1 0

Number of distinct spacers matched prophage 13 13

Number of distinct spacers matched own prophages 0 0

doi:10.1371/journal.pone.0019543.t002
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search results of the Gold genome online database (http://www.

genomesonline.org/) as complete sequences as of October 20, 2010.

These data include 13 strains of S. pyogenes (accession no.

NC_002737, NC_007297, NC_003485, NC_007296, NC_004606,

NC_011375, NC_006086, NC_009332, NC_008022, NC_008024,

NC_008023, NC_004070, NC_008021), three strains of S. agalactiae
(NC_007432, NC_004116, NC_004368), one strain of S. dysgalactiae
(NC_012891), three strains of S. equi (NC_012471, NC_012470,
NC_011134), one strain of S. gallolyticus (NC_013798), one strain of S.
gordonii (NC_009785), one strain of S. mitis (NC_013853), two strains

of S. mutans (NC_013928, NC_004350), 12 strains of S. pneumoniae
(NC_011900, NC_012468, NC_010582, NC_008533, NC_011072,

NC_010380, NC_012466, NC_012467, NC_003098, NC_012469,

NC_014251, NC_003028), one strain of S. sanguinis (NC_009009), six
strains of S. suis (NC_009442, NC_009443, NC_012926, CP_

000837, NC_012925, NC_012924), three strains of S. thermophilus
(NC_006449, NC_008532, NC_006448), and one strain of S. uberis
(NC_012004). Each complete gene sequence was obtained from the

NCBI (http://www.ncbi.nlm.gov) database.

CRISPR analysis
The CRISPR candidates were obtained with CRISPRfinder

(http://crispr.u-psud.fr/Server/) [60]. The CRISPR candidates

were confirmed manually by examining their adjacent sequences

[34]. We added the CRISPR data for S. mutans and S. thermophilus
from previous reports [20,27,42]. The classification of repeat

clusters was based upon a previous study [32]. To investigate proto-

spacers, the nucleotide sequence database was queried with each of

the CRISPR spacers of S. pyogenes using Blastn of NCBI with default

parameters for short input sequences [61]. Amino acid and nucleic

acid sequence alignments were generated with ClustalW in DDBJ

(http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html) [62].

Prophage identification
To identify the distribution of prophages in streptococci, we

used Prophinder (http://aclame.ulb.ac.be/Tools/Prophinder/)

[59]. We submitted Genbank files of genome data obtained from

NCBI to a query system of Prophinder and generated the results

for prophage prediction.

Analysis of streptococcal CRISPR and prophage
distribution
To test whether the numbers of acquired prophage elements

differ in the presence or absence of CRISPR/loci, we performed

the nonparameric Wilcoxon rank sum test.

Phylogenetic tree of S. pyogenes
Thirteen concatenated sequences were obtained from

MLST.net [63] and aligned with the ClustalW-2.0.12 Software

[62]. The MEGA4 program [64] was used to estimate nucleotide

diversity and evolutionary distances as well as to build phyloge-

netic trees by the neighbor-joining method [65] using the Jukes-

Cantor distances [66], which were selected for nucleotide

substitutions using jModelTest, version 0.1.1 [67]. The reliability

of clustering patterns in the phylogenetic trees was assessed by

bootstrapping [68] and 1000 bootstrap pseudo-samples were used.

Before conducting the phylogenetic analysis, we tested for

recombination using the PHI test as implemented in the

SplitsTree4 program [69] and no recombination events were

detected (cutoff value: P,0.05). The data were mid-point-rooted

and images were created using FigTree v1.3.1 [70].

Supporting Information

Figure S1 Position of the CRISPR/cas and exogenous elements

loci in the chromosome. (A) The position of prophages, ICEs, and

CRISPR/cas loci were shown. The position of prophages and

ICEs were followed by Beres et al [28]. CRISPRs are indicated

with diamond shapes, cas genes set with rectangles, prophages

with triangles, and ICEs with circles. Stacked shapes indicate a

common insertion site. Elements are color-coded to indicate the

source strain. (B) Enlarged figure of the position of cas genes and
terminal repeat-like sequence in MGAS315 and SSI-1 was

shown.

(PDF)

Figure S2 S. pyogenes CRISPR locus overview. Nmeni cas
subtype is characterized by the presence of 4 successive genes;

csn1, cas1, cas2, and csn2. Dvulg cas subtype is characterized by 7

successive genes; cas3, cas5, csd1, cds2, cas4, cas1, and cas2. Repeat-
spacer array are shown as white boxes. Same or homologous genes

are represented by identical color boxes.

(PDF)

Figure S3 Graphic representation of spacers matched a known

sequence. Repeats are not included. The spacers matched a

known sequence are represented with colored box. The spacers

does not match a known sequence are represented with white

box. Names of prophage or bacterial chromosome gene

sequences that are matched with the spacer were shown under

the boxed (perfect identity: black character, .95% identity:

colored character).

(PDF)

Figure S4 CRISPR and prophage distribution in all sequenced

Streptococci. All 48 sequenced streptococci are listed. Possessing

prophage is shown in blue, and CRISPR locus presence is shown

in red. The number of prophage, CRISPR loci or repeats are

shown.

(PDF)

Table S1 Repeat sequences of S. pyogenes CRISPR.

(PDF)

Table S2 Characteristics of CRISPR loci of Streptococci.

(PDF)
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