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研究成果の概要（和文）：RNA ヘリカーゼの 1 種である p68 は miRNA 合成に関わるなど種々

の生理作用を有している。しかし、骨組織での p68 の役割は明らかとなっていない。そこで、

その機能解明のため、骨組織特異的 p68 ノックアウトマウスの作製を試みた。その結果、p68 
flox マウスの作製に成功した。また、細胞を用いた実験系により、p68 が骨芽細胞分化に影響

を与えることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： p68 is one of the founding members of DEAD box family and an 
established RNA helicase. p68 functions in many cellular processes commonly dysregulated 
in cancer including processing of pre-mRNA and alternative splicing, cell proliferation, 
microRNA processing, and ribosome biogenesis. However, p68 function in bone tissue was 
remains unknown. In this study, we generate p68 flox mice for conditional gen targeting 
and cell-based assay showed that p68 affected osteoblast differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 

骨は運動・支持器官としての強度と血中カル

シウム濃度の恒常性を保つため、一生涯にわ

たり形成と破壊を繰り返している。骨の形成

は骨芽細胞、破壊（骨吸収）は破骨細胞が担

っており、形成と破壊の絶妙なバランスによ

って骨組織の恒常性が維持されている。近年

の高齢化社会の進展に伴い、高齢者の生活の

質（Quality Of Life: QOL）の向上と維持の

面からも骨疾患に代表される運動機器疾患

の制御と克服が社会的にも求められている。

骨粗鬆症や関節リウマチ、変形性関節症等、

正常な骨代謝の破綻を起因とする疾患は患

者数が非常に多いにも関わらず、そのメカニ

機関番号：32612 

研究種目：若手研究(A) 

研究期間：2010～2012 

課題番号：22689042 

研究課題名（和文） 骨組織におけるＲＮＡヘリカーゼｐ６８の機能解明 

 

研究課題名（英文） Molecular analysis of p68 function in bone 

 

研究代表者 

福田 亨（FUKUDA TORU） 

慶應義塾大学・医学部・特任助教 

 研究者番号：20301492 



ズムの解明や創薬研究についてはあまり進

んでないのが現状である。このため、骨代謝

の分子メカニズムを解明し、その成果を臨床

応用することが社会的な急務となっている。 

 

２．研究の目的 

骨代謝の調節は種々の転写因子やホルモン、

サ イ ト カ イ ン に よ り 制 御 を 受 け る 。

microRNA（miRNA）は mRNA に結合し、

タンパク質翻訳を抑制する 21〜24 ヌクレオ

チドの non-cording RNA である。近年、骨

組織中においても miRNA の発現が確認され、

骨代謝に直接関わる細胞系での miRNA の機

能が解明されつつある。一方、RNA ヘリカ

ーゼは NTP を加水分解するエネルギーを利

用して、二本鎖 RNA を巻き戻し、RNA の構

造、RNA-タンパク質複合体構造を制御する

活性を持つ酵素群である。p68 は DEAD ボッ

クス型 RNA ヘリカーゼ群に属し、全身に渡

って広範に発現している。p68 の機能は他の

ヘリケース同様に mRNA スプライシング複

合体であるスプライソゾームの構成分子と

しての機能の他、rRNA 生成や mRNA の輸

送･分解に関与することが知られている。

miRNA プロセシングに関与するタンパク質

複合体のうち、Drosha 複合体の構成因子と

して、p68 が含まれることが報告された。さ

らに、女性ホルモンの一種であるエストロゲ

ンは閉経後における骨粗鬆症に代表される

ように、骨代謝に重要な作用を及ぼしている。

エストロゲンの生理作用はエストロゲン受

容体（ERα）を介した標的遺伝子の転写制御

により発揮される。最近では、破骨細胞特異

的 ERαノックアウトマウスの解析により、

エストロゲンが Fas-FasL 系を介して破骨細

胞のアポトーシスを制御していることが示

されているが、骨代謝におけるエストロゲン

の作用には未解明な部分が多い。興味深いこ

とに、p68 は ERαのコアクチベーターとし

て機能し、ERαによる転写の活性化を促進す

ることが明らかにされた。このことは p68 が

ERαの転写活性を介し、骨代謝調節機能を有

する可能性を示唆しているが、p68 の骨組織

での機能についての報告は未だされていな

い。成体における p68 の機能解明には KO マ

ウスが必要であるが、全身性 p68 KO マウス

は胎生致死のため、成体での詳細な解析は不

可能である。p68 の機能を詳細に解析する上

でも致死性を回避した組織・細胞腫特異的

KO マウスの作製は必須である。 

 

３．研究の方法 

本研究では細胞種特異的 p68ノックアウトマ

ウスの骨組織を解析することにより、骨代謝

における p68の機能を解明することを目的と

している。そこで本研究では 1）Cre-loxP シ

ステムによる細胞種特異的ノックアウトマ

ウスを作製するための p68 flox マウスの樹

立、2）骨芽細胞特異的 Cre 発現マウスとの

交配による骨芽細胞特異的ノックアウトマ

ウスの作製と解析、3）破骨細胞特異的 Cre

発現マウスとの交配による破骨細胞特異的

ノックアウトマウスの作製と解析、を行う。

最終的に各ノックアウトマウスの解析から

得られた結果を比較・検討することで、骨組

織における p68 の機能の解明を目指す。 

 

４．研究成果 

p68 floxマウス作製のためのターゲティング

ベクターは、Exon2 から 5を loxP 配列で挟ん

だ構造とし、BAC を用いた組み換えにより作

成した。このターゲティングベクターを ES

細胞に導入し、5ラインの相同組み換え ES ク

ローンを取得した。この 5 ラインのうち、2

ラインの ES 細胞を用いてキメラマウスの作

出を行ったところ、両ラインにて 100％キメ



ラの獲得に成功した。また、p68 を組織特異

的に過剰発現するトランスジェニックマウ

スの作製するため、トランスジェニックマウ

ス用のベクターの作製を行った。本ベクター

の Creリコンビナーゼ依存性発現を培養細胞

系において確認したところ、Cre リコンビナ

ーゼ共発現時のみ p68を過剰発現させること

ができることを確認した。この作製したベク

ターを用い、マウス受精卵へのインジェクシ

ョンを行ったところ、数匹の組織特異的

founder マウスの作出に成功した。 

一方、培養細胞を用いた in vitro 実験系に

おいて p68が骨芽細胞分化に影響を与えるか

について解析を行った。マウス線維芽細胞由

来 MC3T3 –E1 細胞を用い、siRNA で p68 をノ

ックダウンすると骨芽細胞分化マーカーで

あるアルカリフォスファターゼの活性が低

下した（図 1）。さらに p68 と非常によく似た

分子であり、RNAヘリケース活性を有する p72

についても同様の解析を行ったところ、p72

も骨芽細胞分化に影響を及ぼすことを明ら

かにした。これらの結果より、p68 およびｐ

72 が骨芽細胞分化に重要な役割を果たして

いることが示唆された。 
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