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研究成果の概要（和文）：本研究において、骨芽細胞分化に重要な役割を持つ転写因子Osterixによって転写制御を受
けるマイクロRNAを同定することができた。このマイクロRNAは、骨芽細胞分化を促進する遺伝子を標的として抑制し、
またそのマイクロRNA自体の転写がOsterixにより抑制的に制御されていることが分かった。さらにこのマイクロRNAが
骨芽細胞分化を負に制御することも明らかとなった。従って、本研究により、骨髄間葉系幹細胞において骨芽細胞の方
向性に影響を与えるマイクロRNAを明らかにすることができた。これにより、骨粗鬆症や肥満を含む成人病の発症過程
におけるmiRNA関与機構の解明が一段と明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified a microRNA which are transcriptionally regulated by t
he transcription factor osterix that have critical roles for osteoblast differentiation. We identified tha
t this micro RNA targets the genes which promote osteoblast differentiation and inhibit their function, an
d transcription of this micro RNA itself is negatively regulated by osterix. Moreover, we also found that 
this micro RNA negatively regulates osteoblast differentiation. Therefore, in this study we found a micro 
RNA that could regulate the fate of mesenchymal stem cells for osteoblast differentiation. This finding fu
rther contributes the understanding of pathogenic mechanisms with micro RNAs to the life-style diseases su
ch as osteoporosis and obesity.
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１．研究開始当初の背景 

申請者らは miR-125b がマウス骨髄間葉

系幹細胞の骨芽細胞分化を抑制する事を

示し、骨芽細胞分化へのマイクロ RNA 

(miRNA)の関与を世界で初めて明らかにし

た（Mizuno et al. BBRC 2008）。これを皮

切りに他のmiRNAが骨芽細胞分化を抑制す

る事を示す様々な報告がなされてきた。申

請者らはさらにmiR-210が骨芽細胞分化を

促進する事を示した (Mizuno et al. FEBS 

Lett 2009)。培養細胞下では TGF-βシグナ

ルが骨芽細胞分化を抑制することが知ら

れていたが、miR-210 は TGF-β/アクチビ

ン受容体を抑制することで、骨芽細胞分化

を促進する事を示した。 

骨髄間葉系幹細胞は骨芽細胞の他にも

脂肪細胞、筋細胞、軟骨細胞などに分化す

る。これらの様々な分化への miRNA の関与

について、2007 年には 50報以上、2008 年

以降では年間100報を超える論文発表があ

り、年々増加している。このように世界中

で活発に研究が行われていることからも、

間葉系幹細胞分化におけるmiRNAの重要性

は明らかである。骨粗鬆症や肥満などの間

葉系幹細胞が関連する成人病に対する治

療開発の観点からも、miRNA による細胞分

化制御機構の全容を解明することは急務

である。 

 

具体的には、現時点で以下のような問

題が未解決なままである。 

 

(1) miRNA の分化への関与についての個々

の報告では、脂肪細胞や骨芽細胞などのう

ちの、特定の一方向への分化の抑制または

促進に関する観点にとどまっている。

miRNA による他の方向への分化制御を考慮

に入れた説明がない。 

 

(2) これまでの研究では、単に分化に関与

するmiRNAとその標的遺伝子の解明が中心で

ある。“miRNA 自体が分化時にどのように発

現制御を受けているのか”という観点を含

めた、miRNA による分化方向の決定づけの機

構に関する一連の流れを総合的に理解する

研究がなされていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、前述の問題を解明するために、

特にヒトとマウスの骨髄間葉系幹細胞の脂

肪細胞分化、骨芽細胞分化に焦点を当てて、 

各方向への分化で重要な役割を持つ PPARγ、

C/EBPα、Smad1、Runx2、Osterix などの転写

因子（以下、脂肪細胞・骨芽細胞キー転写因

子）が、特定の miRNA の発現を制御すること

を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

miRNAによる骨髄間葉系幹細胞の分化方向

性決定づけに関する一連のメカニズムを総

合的に理解するため、ヒトとマウスの間葉系

幹細胞を用い、大きく分けて以下の３つのア

プローチをとる。 

 

(1) 脂肪細胞・骨芽細胞キー転写因子によっ

て発現調節を受けるmiRNAの同定と機能解析。 

 

(2) 上記で同定されたmiRNAの標的遺伝子と

その機能解析。 

 

４．研究成果 

マウス骨髄間葉系幹細胞 ST2 において、骨

芽細胞分化の鍵転写因子の一つである

Osterix を RNA 干渉法によりノックダウンし

て得られた RNA サンプルを用いてマイクロ

RNA 発現アレイ解析を行った結果、Osterix

をノックダウンすることでmiR-Xが発現上昇

する事が見い出された。定量的 RT-PCR 解析

により、miR-X およびその前駆体 RNA の発現

変動が発現アレイで検出された方向性と合



致することが確認された。また ST2 を骨芽

細胞分化誘導して経時的にサンプリング

し、miR-X の分化時における発現パターン

を定量的 RT-PCR 解析によりモニタリング

したところ、miR-X は細胞継代後分化誘導

を行わない培養条件で発現が次第に上昇

してくるが、骨芽細胞分化誘導を行った場

合には、その上昇の度合いが大きく抑制さ

れることが明らかとなった。 

さらに、miR-X 前駆体 RNA のゲノムプロ

モーター領域をレポーターベクターに挿

入し、Osterix の siRNA と共に ST2 細胞に

導入してレポーター活性（転写活性）を定

量した。その結果、Osterix 発現を siRNA

で抑制すると、miR-X 前駆体の転写活性が

増加することが分かった。 

一方、公共データベース検索により、

骨芽細胞分化を促進する２つの遺伝子が

miR-X の抑制標的候補として挙げられてい

る事が明らかとなった。また、この内の１

つについては、脂肪細胞分化を抑制する機

能を持つことが報告されているものであ

った。これらの標的配列部分をレポーター

ベクターに挿入し、miR-X とともに ST2 細

胞に導入したところ、miR-X が対象配列を

特異的に抑制する事が明らかとなった。 

これらのことから、miR-X は骨芽細胞分化

を促進する遺伝子を抑制するマイクロ RNA

であるが、その miR-X 自体は骨芽細胞鍵転

写因子Osterixにより負の制御を受ける事

が分かった。また、このマイクロ RNA の標

的遺伝子の一つは脂肪細胞分化を抑制す

る機能を持つことから、このマイクロ RNA

は脂肪細胞分化に対しては正の調節機能

を持つ可能性が示唆された。 

従って、本研究により、骨髄間葉系幹

細胞において骨芽細胞と脂肪細胞分化の

方向性に影響を与えるマイクロRNAを明ら

かにすることができた。このマイクロ RNA

は、脂肪細胞分化を抑制する特定の遺伝子

の機能を抑制し、細胞を脂肪細胞分化しやす

くし、それにより骨芽細胞分化を抑制する機

能を持つことが分かった。これにより、骨粗

鬆症や肥満を含む成人病の発症過程におけ

るmiRNA関与機構の解明が一段と明らかにな

った。 
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