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研究成果の概要（和文）：本研究ではmiRNAに注目し、骨芽細胞分化ならびに骨細胞分化におけるmiRNAの影響を検討し
た。骨芽細胞分化において発現が増加するmiRNAを過剰発現すると、骨芽細胞分化が促進された。本miRNAの標的遺伝子
を数種同定し、これらを骨芽細胞でノックダウンすると、骨芽細胞分化が促進された。さらに本miRNAをin vivoの異所
性骨化モデルに投与すると、対照群と比較して有意な石灰化の促進が観察された。また、骨細胞特異的GFP発現マウス
を用いて、骨細胞単離後、骨細胞特異的に発現するmRNAならびにmiRNAを次世代シークエンスを用いて同定した。現在
骨細胞における機能解析を実施している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the miRNA, and examined the effect of miRNA in ostebl
ast and osteocyte differentiation. When miRNA was overexpressed in osteoblast, its differentiation was acc
elerated. Next, we identified the target genes of this miRNA by in silico analysis. The protein expression
 of these target genes were decreased by miRNA over-expression. When these target genes were knocked down 
by siRNA in osteoblast, osteoblast differentiation was poromorted. Moreover, the miRNA induced calcificati
on of collagen sponge in mouse heterotopic ossification model. On the other hand, we isolated the osteocyt
e and osteoblast from osteocyte specific GFP expression mice by using the FACS. We performed new generatio
n sequence to evaluate the expression of mRNA and miRNA in GFP positve cell (osteocyte). In osteocyte, we 
identified the some mRNA and miRNA which were higher or lower than osteoblast. We are progressing the eval
uation of physiological function of these mRNA and miRNA in osteocyte.
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１．研究開始当初の背景 
 
 骨粗鬆症は、人間のかかる疾患のうち、も
っとも頻度が高く、今後社会の高齢化に伴い、
さらに増加が見込まれているが、骨粗鬆症の
発症機序については未だ不明な点が多い。 
 成長後の骨の代謝は、主に骨形成を担う骨
芽細胞、骨吸収を担う破骨細胞そして骨芽細
胞に由来する骨細胞によって調節されてい
る。近年の分子生物学の進歩は、骨芽細胞及
び破骨細胞に関する研究を飛躍的に進展さ
せ、骨粗鬆症治療の進歩に多大な貢献をもた
らした。すなわち破骨細胞分化において、骨
芽細胞が発現する RANKL、M-CSF が必須
であることや、シグナル伝達因子 TRAF6 や
転写因子 NFATc1、NF-κB が重要であるこ
となど画期的な知見が相次いで報告されて
いる。しかし、骨芽細胞に関しては転写因子
Runx2,Osterixがその分化に必須であること
が示されているものの未だ不明な点が多い。
加えて、骨細胞に関する研究は未だ黎明期に
ある。骨細胞は骨芽細胞から分化し、骨組織
の中で最も数が多いことが知られており、こ
れまでに重力のメカノセンサー、石灰化の調
節、マイクロダメージの感知・修復などの作
用を示すことが示唆されているものの、詳細
は不明であり、その生理的機能ならびに調節
機構に関しては謎に包まれている。中でも骨
芽細胞から骨細胞への分化調節機構に関し
ては全く明らかとなっておらず、これらの全
容の解明には、新たな視点からのアプローチ
が必要であると考えられる。 
 そこで、申請者らはマイクロ RNA
（miRNA）に着目した。miRNAは、タンパ
ク質をコードしない non-coding RNAの一種
であり、細胞の分化、増殖、発ガンなど様々
な生命現象に関与しており、現在までにヒト
で900個程度存在することが報告されている。
これまでに、骨代謝におけるmiRNAの作用
に関しては不明であったことから、申請者ら
は、miRNA による骨芽細胞分化の調節機構
に注目して研究を進めてきた。骨芽細胞分化
に伴いその発現が変動するmiRNA群を網羅
的解析により多数同定後、そのうちの
miR-206に注目し、miR-206が未分化骨芽細
胞で発現し、骨芽細胞分化を抑制することを
見出した。さらに、miR-206を骨芽細胞特異
的に過剰発現するマウスを作製し、解析した
結果、骨量が著明に減少することを見出した。
このように、miRNAが in vivoでの骨芽細胞
分化の生理的な制御因子であることを世界
で初めて明らかにした（越智、竹田ら Proc 
Natl Acad Sci U S A. 2009）。 
 以上のような背景より、骨芽細胞における
miRNA は骨芽細胞分化に重要な役割を果た
していると考えられ、新たな骨代謝性疾患の
治療ターゲットとなる可能性を秘めている。
また同時に、骨芽細胞から終末分化した骨細
胞においてもmiRNAが重要な生理的意義を
有していることは容易に推測することは可

能であるが、骨細胞おける miRNA の発現、
生理的意義に関しては全く不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、骨代謝調節機構における
miRNA の役割を解明するために、特に骨芽
細胞および骨細胞に注目し、骨芽細胞ならび
に骨細胞特異的に発現するmiRNAを同定す
る。さらに、その生理的意義を解明する共に、
骨芽細胞から骨細胞分化機構を解明するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 遺伝子工学的手法により、骨細胞を標識し
たマウスを用いて骨細胞ならびに骨芽細胞
をそれぞれ単離する。単離した細胞から
Total RNAを抽出し、次世代シークエンサー
を用いて骨細胞および骨芽細胞特異的に発
現するmiRNAを同定する。さらに同定され
たmiRNAを骨芽細胞、骨細胞の細胞株で過
剰発現あるいはノックダウンし、生理的機能
を解析する。また、同定されたmiRNAの標
的遺伝子の同定、機能解析を実施する。 
 
４．研究成果 
 
 1)骨芽細胞分化を正に調節するmiRNAの標
的遺伝子の同定と機能解析 
 申請者らは、すでに骨芽細胞様細胞株の分
化後に発現が増加するmiRNAを同定しており、
本miRNAを骨芽細胞様細胞株ならびに初代骨
芽細胞において過剰発現すると骨芽細胞分
化が促進されることを明らかにした。そこで
本研究では本miRNAの標的遺伝子を同定する
とともに、その機能解析を実施した。 
 まず、in silico において、データベース
上で標的遺伝子候補を検索し、数種類の遺伝
子を標的遺伝子の候補として選択した。これ
らのうち PCR 法を用いて、骨ならびに骨芽細
胞様細胞株で発現が認められたものを最終
的に標的遺伝子とした。 
 miRNA の過剰発現を行うと、これらの候補
遺伝子はmRNAレベルでは変化が無いものの、
タンパクレベルで発現が抑制されることが
明らかとなった。一方、候補遺伝子を siRNA
を用いてノックダウンすると、一部の遺伝子
で骨芽細胞分化が促進された。 
 
 2)in vivo における miRNA の骨形成促進効
果の評価 
申請者らが同定した骨芽細胞分化を正に制
御する miRNA が in vivo においても同様な効
果を示すか確認するために、マウス背側に
BMP2 を少量含有したコラーゲンスポンジを
埋没し、miRNA の有無による骨形成を評価し
た。14 日間観察後、コラーゲンスポンジを摘
出し組織切片を作成、von kossa 染色により
石灰化の度合いを比較評価した。その結果、
miRNA を添加した群で、有意に石灰化の促進
が認められた。この結果は、本 miRNA は生体
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においても骨形成促進効果を有することを
示しており、骨形成促進薬としての可能性を
示唆するものである（現在論文投稿中）。 
 
3）次世代シークエンサーを用いた骨細胞に
特異的に発現する mRNA および miRNA の同定 
 
骨細胞のマーカー遺伝子である DMP1
のプロモーター下流にCre遺伝子を組み込ん
だトランスジェニックマウスと、レポーター
マウスである、CAG-CAT-EGFP トランスジ
ェニックマウスとを交配することにより骨
細胞特異的に GFPを発現するマウスを作成
した（図１）。 
 

  
本マウスから骨細胞および骨芽細胞を酵素
処理により分離し、FACS を用いて GFP 陽性骨
細胞と骨芽細胞を単離した（図 2）。 

 
 単離した骨細胞ならびに骨芽細胞から
total RNA を抽出し、Real Time PCR により、
骨細胞および骨芽細胞が発現するマーカー

遺伝子の発現量を確認した。その結果、GFP
陽性細胞の分画では、骨細胞で発現する遺伝
子が高発現しており、一方で GFP 陰性細胞分
画では骨芽細胞マーカーの発現が高かった
（図 3）。 

  
マーカー遺伝子の発現を確認したサンプル
を用いて、次世代シークエンサーにおいて、
mRNA-sequenceおよびmiRNA-sequenceを実施
した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この結果より、骨細胞で発現が高値を示した
遺伝子が約 200 種類、低値を示した遺伝子が
約 500 種類確認された。一方、miRNA-seq で
は、骨細胞で高値を示したものが約300種類、
低値を示したものが約 600 種類抽出された。
現在、より詳細な解析を実施し、遺伝子や
miRNA の数を更に絞り、発現解析や機能解析
を実施している。 
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図１ 骨細胞特異的GFP発現マウス作成

GFP(+)細胞集団

FACSによるGFP陽性骨細胞のソーティング

GFP陽性骨細胞

図２ FACSを用いたGFP陽性骨細胞の単離
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