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研究成果の概要（和文）：骨量の維持には、骨形成及び骨吸収を調整する機構が必要であるが、その分子機構に
は未だ不明な点が多い。我々は長鎖ノンコーディングRNA（以下長鎖ncRNA）に注目し、骨リモデリングにおける
その役割について検討した。間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化においていくつかの長鎖ncRNAの発現が変動して
いた。そのうち我々は、CRNDEに注目した。CRNDEの発現は骨芽細胞分化の過程と共に増加した。また、CRNDEの
発現を抑制すると、骨芽細胞分化は有意に抑制された。更にCRNDE欠損マウスを作成した。今後は骨形態計測を
行い、CRNDEの骨リモデリングにおける働きについて更に明らかにしていく予定である。

研究成果の概要（英文）：Recently, long non-coding RNAs (lncRNAs) have been shown to regulate various
 developmental and metabolic events. Osteoblast differentiation is an indispensable process in 
proper skeletal development and acquisition of bone mass, however, the physiological role of lncRNAs
 in osteoblast differentiation have not yet to be fully understood. Here, we found that CRNDE is an 
important regulator of this process through comprehensive analysis of lncRNAs expression during 
osteoblast differentiation by RNAseq. CRNDE was expressed in osteoblasts, and its expression 
increased over the course of osteoblast differentiation. Overexpression of CRNDE in osteoblasts 
promoted their differentiation, and on the opposite side, deletion of CRNDE expression inhibited 
osteoblast differentiation. Finally, we established CRNDE knockout mice using CRISPR/Cas9, and will 
continue to investigate its phenotype in further research. Our data shows that lncRNA is an 
important regulator of osteoblast differentiation.
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１．研究開始当初の背景 

骨リモデリングは、骨において分泌される

因子による局所調節とホルモンによる全身

的な調節によりコントロールされており、そ

れらの機構が破綻することにより骨粗鬆症

が生じる。したがって、適切な骨量を維持す

るために、骨のリモデリングの機序の解明が

急務である。 

しかしながら、骨リモデリングの分子機構

に関しては未だ不明な点も多く、その解明に

あたり、既存の手法ではなく、新しい視点か

らのアプローチが必要であると考えられて

いる。そのため、申請者らはこれまで、新た

な遺伝子発現の調節因子として注目されて

いるマイクロRNAによる骨代謝の調節機構に

ついて検討を行ってきた（Inose et al. PNAS 

2009, Wei and Inose et al. J Cell Biol 2012

など）。長さ 20 塩基程度のノンコーディング

RNA であるマイクロ RNA が過去 5 年余りの間

にきわめて詳細な解析が行われ、新たな遺伝

子発現抑制機構が明らかとなりつつあるの

に比べ、それ以外の ncRNA、特に長鎖 ncRNA

の機能解析は一向に進んでいないのが現状

である。もちろん、これまでのところ、骨代

謝領域、特に骨芽細胞での長鎖 ncRNA の意義

は明らかでない。 

申請者らは長鎖 ncRNA が骨芽細胞の分化、

増殖、機能を調節するとする仮説をたてた。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は骨芽細胞分化における長鎖

ncRNA の意義について明らかにすることであ

る。 

３．研究の方法 

(1) 骨芽細胞分化において変動する長鎖

ncRNA の探索・同定 

BMP2 を投与して骨芽細胞に分化誘導したマ

ウス間葉系幹細胞である ST2から RNAを抽出

し、次世代シークエンサーによる網羅的遺伝

子発現解析を行い、骨芽細胞分化の過程にお

いて発現が変動する長鎖 ncRNA を同定する。 

 

(2) 骨芽細胞における長鎖ncRNAの発現の確

認 

定量的 RT-PCR により長鎖 ncRNA の発現を

マウス初代培養骨芽細胞及びマウス骨芽細

胞様細胞 MC3T3-E1 において確認する。そし

て、定量的 RT-PCR により骨芽細胞分化過程

における長鎖ncRNAの発現の変動について検

討する。 

 

(3) 長鎖 ncRNA の機能解析 

長鎖 ncRNA をゲノム配列上より PCR法によ

り切り出し、CMV ベクターを利用したプラス

ミドベクター及びアデノウイルスを利用し

て骨芽細胞及びセルラインの細胞に遺伝子

導入を行い、その影響をアルカリフォスファ

ターゼ活性及び real time PCR 法にて検討す

る。さらに抑制系の実験でも長鎖 ncRNA の作

用について確認することが必要と考えられ

る。具体的には長鎖 ncRNA に対する siRNA を

カチオン系の試薬を用いて骨芽細胞もしく

はセルラインの細胞に導入して長鎖ncRNAの

発現を抑制し、その影響をアルカリフォスフ

ァターゼ活性及び real time PCR 法にて検討

する。 

 

(4) 長鎖 ncRNA 欠損マウスの作成および組

織学的検討 

ゲノム編集技術を用いて、長鎖 ncRNA 欠損

マウスを作成し、骨形態計測を行い、その表

現型について検討する。 

 

４．研究成果 

 ST2 の骨芽細胞への分化においていくつか

の長鎖 ncRNA の発現が変動していた。そのう

ち 我 々 は 、 CRNDE(Colorectal Neoplasia 

Differentially Expressed)に注目した。

CRNDE の発現は骨芽細胞分化の過程と共に増

加した。また、CRNDE の発現を抑制すると、



骨芽細胞分化は有意に抑制された。 

 最後に、ゲノム編集技術を用いて CRNDE 欠

損マウスを作成した。マウスは現在 f0 世代

であり、今後研究を継続し、論文発表を行っ

ていく予定である。 
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