
	 

様式 C-19	 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	 

	 
平成 24年	 4月	 20日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：本研究において、骨芽細胞を BMP-2刺激することで 9種類のmicroRNA 
(以下 miRNA)の発現が変動することを突き止めた。それらのうち、miRNA-141/-200a が Dlx5
を、miRNA-208が Ets1を、miRNA-370が BMP-2および Ets1をそれぞれ標的遺伝子としている
ことを明らかにした。以上のことから骨芽細胞の分化には miRNA が密接に関与していること
が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In	 this	 study,	 we	 found	 that	 the	 expression	 levels	 of	 9	 miRNAs	 (log	 
ratio,	 1.5<)	 were	 distinct	 between	 BMP-2-	 treated	 and	 nontreated	 cells.	 Among	 these,	 we	 
showed	 that	 Dlx5,	 Ets1	 BMP-2	 and	 Ets1	 genes	 were	 regulated	 by	 miR-141/-200a,	 miR-208,	 
and	 miR-370,	 respectively.	 The	 above-mentioned	 results	 strongly	 suggests	 that	 miRNAs	 has	 
been	 closely	 involved	 in	 BMP-2-induced	 osteoblast	 differentiation.	 
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１．研究開始当初の背景	 
	 近年、microRNA(以下 miRNA)や siRNA など
の短い RNA が発生・分化やクロマチンのメチ
ル化、発ガンなど、様々な生理現象に関与す
ることが明らかになり、その報告数は年々増
加している。本研究では、骨代謝における
miRNA による制御機構についての報告が少な
いことから、マウス頭蓋骨由来前駆骨芽細胞
MC3T3-E1 細胞を用いて強力な骨分化誘導因
子である Bone	 morphogenetic	 protein-2	 
(以下 BMP-2)刺激によって変動する miRNA 発

現および分化制御機構について明らかにす
ることを考えた。国内外の骨芽細胞分化に関
わる miRNA 発現解析については Brandi らの
研究グループが前駆脂肪幹細胞から骨芽細
胞の分化に miRNA-26a が Smad1 の発現を調節
していること 1)を、また、岡崎らの研究グル
ープがマウス間葉系幹細胞を用いた BMP-4 刺
激後の骨芽細胞分化において miRNA-125b が
骨芽細胞の増殖に関与することを其々報告
している。2)	 これら報告から研究成果より
骨芽細胞分化には miRNA が密接に関与してい
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ることが示唆されている。1)	 	 Luizi	 et	 al.	 
Osteogenic	 differentiation	 of	 human	 adipo	 
tissue-derived	 stem	 cells	 is	 modulated	 by	 
the	 miR-26a	 targeting	 of	 the	 SMAD1	 
transcription	 factor. 	 J.	 Bone.	 Miner.	 
Res.	 23(2):	 287-95	 (2008).	 2)	 Mizuno	 et	 al.	 
miR-125b	 inhibits	 osteob	 lastic	 
differentiation	 by	 down-regulation	 of	 
cell	 proliferation.	 Biochem.	 Biophys.	 Res.	 
Commun.	 2008;	 368(2):267-72	 (2008).	 	 
	 
２．研究の目的	 
(1)	 本研究課題では、miRNA	 対	 mRNA の関係
は「多	 対	 多」であることから、BMP-2 刺激
により発現変動した miRNA が制御している
標的遺伝子は数種あると推測されることか
ら、さらにこれら miRNA の標的遺伝子とその
骨芽細胞分化制御メカニズムを明らかにす
る。	 
	 
(2)	 近年、miRNA はリンパ腫診断マーカー、
アポトーシス阻害遺伝子の抑制など医療分
野において注目され、最近では国立がんセン
ター研究所の落谷らが血中の miRNA で肝臓が
んの診断が可能であることを報告している。
このように miRNA は診断マーカーや治療薬と
しての機能性を有していることから、骨代謝
における miRNA 機能の解明は本分野において
これまでにない RNAi 創薬開発など治療への
応用研究へ展開できることから、RNAi 創薬の
可能性を推察する。また、現在の骨芽細胞の
分化は骨形成マーカーである ALPase 活性、
オステオポンチンなどの骨基質タンパク、I
型コラーゲンなどを用いて評価されいるが
検出感度、分化及び石灰化確認の長期培養な
どの問題がある。しかし、miRNA を分化バイ
オマーカーとして用いることで検出感度の
上昇、評価期間の短縮、ランニングコストの
軽減が期待でき、現行法と比較して優位性が
認められることから骨粗鬆症に対する医
薬・機能性食品開発に向けた化合物の迅速評
価系のスクリーニングマーカーとなりうる
か検討する。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)	 BMP-2 刺激により発現変動した miRNA の
標的遺伝子の同定	 
①発現が低下した miRNA については、
Precursor	 miRNA（Ambion 社の修飾 miRNA で
ある Pre-miR™）を、発現が上昇した miRNA に
対してはその miRNA に対するアンチセンス鎖
をそれぞれマウス前駆骨芽細胞 MC3T3－E1 細
胞にそれぞれリポソーム法により細胞に導
入した。導入細胞における BMP-2 誘導骨芽細
胞分化への影響については、導入細胞を
BMP-2 により刺激し、アルカリホスファター
ゼ（以下 ALP）活性および Alizarin	 Red 染色

による石灰化を分化マーカーとして導入
miRNA の骨芽細胞分化への関与を評価した。	 
	 
②変動 miRNA の標的遺伝子の同定	 
	 BMP-2 刺激により変動した miRNA の標的遺
伝子を Sangar	 miRbase および TargetScan6.1
などのバイオインフォマティックスを駆使
し推測後、Western	 Blot 法および Real	 time
‐PCR法によりタンパクおよびmRNA発現レベ
ルについて検証した。	 
	 次に、miRNA による mRNA 翻訳制御及び分解
は miRNA が標的遺伝子の	 3’-非翻訳領域に
結合することが必須であることから、推定し
た標的遺伝子の	 3’-非翻訳領域（以下 UTR:	 
untrans	 region）を含むまたは含まない
pGL3control ベクターを用い,センサーベク
ターを作製し、Luciferase	 reporter	 assay
により標的遺伝子を決定した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 miR-141/-200a による Dxl5	 (Distal-less	 
homeobox	 5)	 発現制御	 
	 マウス頭蓋骨由来前駆骨芽細胞 MC3T3-E1 細
胞に強力な骨分化誘導因子である BMP-2 刺激
すると miR-141/-200a の発現は有意に低下し
た。そこで、Precursor	 miRNA-141または-200a、
miR-141/-200a を細胞に導入したところ、骨
芽細胞分化の指標である ALP活性や石灰化の
指標である Alizarin	 Red 染色像は有意に低
下した（図 Aおよび B）。	 

 



その一方、miR-141/-200a それぞれのアンチ
センスインヒビターを細胞に導入したとこ
ろ ALP 活性は有意に上昇した（図 C）。以上の
ことから、BMP-2 刺激による骨芽細胞の分化
には miR-141/-200a の発現低下が重要である
ことが示唆された。	 
	 
	 次に miR-141/-200a の標的遺伝子を同定す
る た め に Sangar	 miRbase お よ び
TargetScan6.1 などのバイオインフォマティ
ックス解析したところ、骨芽細胞分化に深く
関与している Dlx5 が候補遺伝子として推定
された。そこでウエスタンブロッティング法
により miR-141/-200a 導入細胞の Dlx5 タン
パク発現レベルを検討したところ、導入する
ことにより発現が有意に低下した。また、
Dlx5 により発現制御される下流分子である
Osterix の発現も同様に低下した（図 D）。	 

 
 
 
 
 
 
 
 
	 

	 さらに、Dlx5 が標的候補遺伝子であるとい
うことを同定するために、Dlx5	 mRNA の 3’-	 
UTR における miR-141/-200a の結合領域をク
ローニングし、pGL-3	 control	 vector に組み
込んだセンサーベクターを作製後、ルシフェ
ラーゼレポーターアッセイにより検討した。
その結果、結合領域を含んだベクターを組み
込んだ細胞ではルシフェラーゼの活性が有
意に低下した。また、このルシフェラーゼ活
性の低下は変異を結合領域に入れると回復
した。以上のことから miR-141/-200a の標的
候補遺伝子は Dlx5 であると結論づけた（図 E
~H）。	 
 
 

 
 

	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 

	 
	 
	 
	 

(2)	 miR-208によるEts1	 (V-ets	 

erythroblastosis	 virus	 E26	 oncogenehomolog	 

1)発現制御	 

	 (1)	 と同様に MC3T3-E1 細胞に BMP-2 刺激
すると miR-208 の発現は有意に低下した。そ
こで、Precursor	 miRNA-2008 を細胞に導入し
たところ、骨芽細胞分化の指標である ALP 活
性や石灰化の指標である Alizarin	 Red 染色
像は有意に低下した（図 A および B）。一方、
miR-208 のアンチセンスインヒビターを細胞
に導入したところ ALP活性は通常レベルと同
等であった。（図 C）。以上のことから、BMP-2
刺 激 に よ る 骨 芽 細 胞 の 分 化 に は
miR-141/-200a の発現低下が重要であること
が示唆された。	 

	 次に miR-208 の標的遺伝子を同定するため
に Sangar	 miRbase および TargetScan6.1 な
どのバイオインフォマティックス解析した
ところ、骨芽細胞分化に深く関与している転
写因子の一つである Ets1 が候補遺伝子とし
て推定された。そこでウエスタンブロッティ
ング法により miR-208 導入細胞の Ets1 タン
パク発現レベルを検討したところ、導入する
ことにより発現が有意に低下した。一方、
miR-208 のアンチセンスインヒビターを導入
した細胞では ETs1 のタンパク発現は BMP－2
刺激細胞の発現レベルと同等であった（図 D）。	 
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	 さらに、Ets1 が標的候補遺伝子であるとい
うことを同定するために、Ets1	 mRNA の 3’-	 
UTR における miR-208 の結合領域をクローニ
ングし、pGL-3	 control	 vector に組み込んだ
センサーベクターを(1)と同様に作製後、ル
シフェラーゼレポーターアッセイにより検
討した。その結果、結合領域を含んだベクタ
ーを組み込んだ細胞ではルシフェラーゼの
活性が有意に低下した。また、このルシフェ
ラーゼ活性の低下は変異を結合領域に入れ
ると回復した。以上のことから miR-208 の標
的候補遺伝子は Ets1 であると結論づけた。	 
	 
(3)	 miR-370 による BMP-2 及び Ets1 発現制御	 
	 前述(1)及び(2)同様、MC3T3-E1 細胞に
BMP-2 刺激すると miR-370 の発現は分化初期
段階において有意に低下した。そこで、
Precursor	 miRNA-370 を細胞に導入したとこ
ろ、骨芽細胞分化の指標である ALP 活性や石
灰化の指標である Alizarin	 Red 染色像は有
意に低下した。一方、miR-370 それぞれのア
ンチセンスインヒビターを細胞に導入した
ところALP活性は有意に上昇した（図A~C）。
以上のことから、BMP-2 刺激による骨芽細胞
の分化には miR-370 の発現低下が重要である
ことが示唆された。	 
	 	 

	 
	 次に miR-370 の標的遺伝子を同定するため
に Sangar	 miRbase および TargetScan6.1 な
どのバイオインフォマティックス解析した
ところ、骨芽細胞分化を強く誘導するタンパ
ク BMP-2 と転写因子 Ets1 が候補遺伝子とし
てそれぞれ推定された。そこでウエスタンブ
ロッティング法により miR-208 導入細胞の
BMP-2およびEts1のタンパク発現レベルをそ
れぞれ検討したところ、導入することにより
いずれのタンパクとも発現が有意に低下し
た（図 D）。	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 また、miRNA-370 を導入した細胞では Ets1
の下流因子である osteopontin,	 RUNX2,	 
PTHrP の発現も低下した（図	 E）。	 
	 	 
	 
	 BMP-2	 および Ets1 が標的候補遺伝子である
ということを同定するために、BMP-2 または
Ets1	 mRNA の 3’-	 UTR における miR-370 の結
合領域をクローニングし、pGL-3	 control	 
vector に組み込んだセンサーベクターを(1),	 
(2)と同様に作製後、ルシフェラーゼレポー
ターアッセイにより検討した。その結果、結
合領域を含んだベクターを組み込んだ細胞
ではルシフェラーゼの活性が有意に低下し
た。また、このルシフェラーゼ活性の低下は
変異を結合領域に入れると回復した。以上の
ことから miR-370 の標的候補遺伝子は BMP-2
と Ets1 であると結論づけた。また、下流因
子の変動や CREレポーターアッセイの結果か
ら BMP-2-Ets1-PTHrP	 feed-forward	 loop を
miRNA が効率よく制御していることを推察し
た（図	 F）。	 
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