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研究成果の概要（和文）：初代培養骨芽細胞の分化におけるmiRNAの発現について網羅的に検討し、これまでに骨芽細
胞分化において報告のないmiRNA-2137の発現が変動することを見出した。そこで、骨芽細胞様細胞株MC3T3-E1及び初代
培養骨芽細胞に対してmiRNA-2137を過剰発現すると、その分化は促進され、逆にノックダウンすることにより、その分
化は抑制された。更に、マウス骨髄除去モデルにおいて、骨髄内にmiRNA-2137を注入することにより、有意な新生骨形
成の増加を認めた。以上より、miRNAによる骨芽細胞分化の新たな調節機構が明らかとなり、臨床的にも骨形成促進薬
としてのmiRNAの可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Recent progress in bone biology has revealed the precise molecular mechanism 
behind bone remodeling. However, there are numerous issues yet to be understood.
To this end, we have devoted a considerable amount of time in the studies of the regulation of bone 
remodeling by microRNA, even while research in the field of microRNA is relatively new.
In this study, we found that the expression of miR-2137 is upregulated during osteoblast differentiation 
by microarray analysis. Overexpression of miR-2137 promoted osteoblast differentiation in both MC3T3-E1 
cells and the primary mouse osteoblast. On the contrary, knockdown of miR-2137 inhibited osteoblast 
differentiation. Moreover, administration of miR-2137 into bone marrow accelerated bone regeneration 
after bone marrow ablation in vivo. These results indicate that modulating expression of miRNA can lead 
to new therapeutic approaches in the treatment for osteoporosis and osteoporotic fractures.
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１．研究開始当初の背景 
人間の骨量は骨形成を担う骨芽細胞及び

骨吸収を担う破骨細胞の代謝を調整する機

構（リモデリング）により維持される。近年

の分子生物学の発展により、骨リモデリング

の分子レベルでの理解が進んだが、不明な点

も多く残されている。そこで、申請者は新た

な視点から骨形成の分子機構を研究すべく、

マイクロ RNA（以下 miRNA）に注目してきた。 

 本研究では、これまでの知見の蓄積を生か

して、骨粗鬆症や骨折といった疾患における

治療標的としての miRNA について検討し、そ

れら疾患における新たな治療戦略を構築す

ることを目的とする。 

２．研究の目的 
これまでに申請者らは、骨芽細胞に特定の

miRNA を過剰発現することで骨芽細胞の分化

が抑制されること、逆に miRNA の発現を抑制

することで骨芽細胞分化が促進されること、

さらに骨芽細胞特異的にmiRNAを過剰発現し

たトランスジェニックマウスの骨量が著明

に減少することを見出した（Inose et al, 

Proc Natl Acad Sci U S A 2009）。また、最

近では骨芽細胞特異的にmiRNAを欠損したノ

ックアウトマウスの骨量が有意に増加する

ことを見出した（Wei et al, J Cell Biol 

2012）。 

そこで、本研究では、マウス骨形成モデル

である骨髄除去マウスを作成し、そのマウス

において骨形成に重要であると考えられる

miRNA の発現を局所で制御することにより、

miRNA による骨形成への影響について検討す

る。 

３．研究の方法 

①骨芽細胞分化の過程において発現する新

規 miRNA の同定 

 マウス頭蓋冠由来の初代培養骨芽細胞に

対して BMP2 を投与し、その分化の過程にお

いて発現が変動するmiRNAについてマイクロ

アレイにて網羅的に検討する。 

②miRNA の機能解析(in vitro) 

In vitro において、骨芽細胞様細胞株

（MC3T3-E1）に①で同定した miRNA を過剰発

現およびノックダウンし、アルカリフォスフ

ァターゼ活性、リアルタイム PCR 法を用いて

miRNA の機能解析を行う。続いて、web 上の

検索プログラム（target scan, pictar 等）

を用いて同定されたmiRNAの標的候補遺伝子

を in silico で検索する。更に、得られた標

的候補遺伝子の発現をそれら細胞において

リアルタイム PCR 法及び western blotting

法によりｍRNA レベル、蛋白レベルで確認す

ることで in vitro での真の標的遺伝子を同

定する。 

③miRNA の機能解析(in vivo) 

同定されたmiRNAをマウス骨髄除去モデル

の骨髄に局所投与し、miRNA の骨形成過程に

与える影響についてマイクロ CT にて検討す

る。 

４．研究成果 

マイクロアレイでの網羅的な解析により、

これまでに骨芽細胞分化において報告のな

い miRNA-2137 の発現が骨芽細胞分化ととも

に変動することを見出した。 

 

そこで、骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 及び

初代培養骨芽細胞に対して miRNA-2137 を過

剰発現することにより、その分化は促進され

た。逆に、MC3T3-E1 に対して miRNA-2137 の

発現をノックダウンすることにより、その分

化は抑制された。 



 

 

また、qPCR 法により、実際に骨芽細胞にお

いて miRNA-2137 が発現していることを確認

した。 

 更に、マウス骨髄除去モデルにおいて、骨

髄内に miRNA-2137 を注入することにより、

negative control群と比較して新生骨形成の

有意な増加が認められた。 

 

 

以上より、miRNA による骨芽細胞分化の新

たな調節機構が明らかとなり、臨床的にも骨

形成促進薬としてのmiRNAの可能性が考えら

れた。 

また、miR-2137 の骨芽細胞分化における標

的因子については in silico での解析により

SLC12A5、PSD といった遺伝子が候補として考

えられた。それら遺伝子の miR-2137 による

調節についてはレポーターアッセイ及び

Western blotting にて現在解析中であり、今

後学会等にて報告していく予定である。 
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