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研究成果の概要（和文）： 
miR-124a と miR-181a による Dlx5 と Msx2 の制御は、非骨性細胞において骨芽細胞分化を抑制
するために Dlx5と Msx2を負に制御する重要なメカニズムであることを示した。 
Anti-miRNAでの分化誘導では anti-miR-124aと anti-miR-181aの 2つの導入では分化誘導され
なかった。Dlx5 及び Msx2 を直接的に標的とする miR-124a と miR-181a の抑制だけでは不十分
であり、これら 2つの miRNA に加え少なくとも、もう一つの miRNA の抑制が必要であると考え
られた。 
miR-10a、miR-10b、miR-19b、miR-9-3p は Dlx5 および Msx2 に対する制御メカニズムを構成す
る可能性が考えられた。 
マウス iPS 細胞を用いた BMP-4 処理による骨芽細胞分化誘導系で、骨芽細胞分化に関連
する 6 つの miRNA を同定し、分化制御での重要な役割を示した。標的遺伝子を抑制する
ことによりマウス iPS 細胞の BMP-4 誘導性骨芽細胞分化制御に強く関与し、重要な役割
を担う 6 つの miRNA を見出した。 
また、anti-miRNA を用いた骨芽細胞分化誘導の可能性を示した 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
The targeting of Dlx5 and Msx2 mRNA by miR-124a and miR-181a is a key mechanism for 
negatively regulating these factors in order to suppress osteoblastic differen- tiation 
in non-osseous cells. 
Transfection of anti-miR-124a and anti-miR-181a did not induce osteoblastic 
differentiation in mouse iPS cells, suggesting that suppression of miR-124a and miR181a, 
which directly target Dlx5 and Msx2, is not sufficient to induce osteoblastic 
differentiation of mouse iPS cells, but that suppression of at least one miRNA of miR-10a, 
miR-10b, miR-9-3p and miR- 19b besides miR-124a and miR-181a is required for osteoblastic 
differentiation.  
MiR-10a, miR-10b, miR-19b and miR-9-3p may constitute a control mechanism for Dlx5 and 
Msx2. 
We found 6 miRNAs that were strongly associated and played a key role in controlling 
BMP-4-induced osteoblast differentiation in mouse iPS cells by suppressing the 
translation of their targeting genes. 
We also showed the possiblity of osteoblastic differentiation by anti-miRNA. 
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１．研究開始当初の背景 
2007年に樹立された iPS細胞は再生医療の細
胞源として大いに期待されている。マウス
iPS 細胞を BMP-4 を用いて骨芽細胞へ分化誘
導を行い、骨芽細胞分化に成功し、ES 細胞と
同様に iPS細胞が骨芽細胞へ分化可能である
ことを確認した。 
この分化誘導系を用いて iPS細胞からの骨芽
細胞分化過程の制御機構を解明するために
miRNA に着目した。複数の miRNA が骨芽細胞
分化制御に関与していることが報告されて
おり、骨芽細胞分化間に特異的に発現変化す
る miRNA を見出し、その中で、発現低下した
miRNA に着目した。そして、その中で骨芽細
胞分化に関連する転写因子 Dlx-5 と Msx2 が
標的遺伝子であると推測される 2つの miRNA、 
mir-124および mir181 に注目した。現在まで
に、これら 2 つの miRNAが転写因子 Dlx-5 と
Msx2 の mRNA を特異的な標的することを確認
し、骨芽細胞分化を制御する miRNA であるこ
とを示した。 
 
２．研究の目的 
マウス iPS細胞を BMP-4を用いて骨芽細胞分
化させ、分化間に発現低下した miRNAの中で、
骨芽細胞分化に関連する転写因子 Dlx5、Msx2
を標的遺伝子とする miRNAに注目した。まず、
これらの anti-miRNA 導入によるマウス iPS
細胞の骨芽細胞分化を行い、さらに、マウス
iPS 細胞で確立した系をヒト iPS 細胞に応用
し、anti-miRNA による骨芽細胞分化を行い、
新たな骨芽細胞分化誘導系を確立すること
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
骨芽細胞分化に関与する転写因子 Dlx5 及び
Msx2を特異的な標的とする miRNAが同定した
ので、それらの anti-miRNA をマウス iPS細
胞に導入し骨芽細胞分化を行い、新たな分化
誘導系を確立する。 
 
(1)mir-124および mir181を含む複数の
miRNAの anti-miRNAをマウス iPS細胞に導入
し骨芽細胞分化を行い、分化誘導系を確立す
る。この段階で anti-miRNA の導入方法によ
る分化誘導効率を検討する。 

 
(2)マウス iPS細胞で確立された分化誘導系
をヒト iPS細胞に応用し、骨芽細胞分化にお
ける新たな誘導系を確立する。 
 
 
４．研究成果 
骨芽細胞分化に関与する miRNAが複数報告さ
れており、骨芽細胞分化に複数の miRNAが関
与すると考えられ、マウス iPS 細胞を BMP-4
て骨芽細胞分化誘導させ、骨芽細胞分化を負
に制御する miRNAを同定し、その anti- miRNA
を用いた骨芽細胞分化誘導系の確立を目的
とした。 
分化間に発現低下した miRNAの中で、mir124a
と mir181a を含む 6 つの miRNA は転写因子
Dlx-5または Msx2を標的遺伝子とすることが
予測され、このうち mir-124aと mir-181aは
それぞれ Dlx5 と Msx2 の mRNA を特異的に制
御し、蛋白発現を低下させ、骨分化マーカー
に影響を及ぼした。また anti-mir124a, 
anti-mir181a を含む骨芽細胞分化に正に働
く 6つの anti- miRNA を導入した分化誘導で
は有意な骨芽細胞分化マーカーの上昇がみ
られた。 
論文において miR-124a と miR-181a による
Dlx5 と Msx2 の制御は、非骨性細胞において
骨芽細胞分化を抑制するために Dlx5 と Msx2
を負に制御する重要なメカニズムであり
miRNA が骨芽細胞分化制御に関与しているこ
と示した。anti-miRNAによる分化誘導結果よ
り骨芽細胞分化に関与する Dlx5 および Msx2
に対する制御メカニズムを構成する可能性
を示した。 
本研究の結論として、マウス iPS 細胞を用
いた BMP-4 処理による骨芽細胞分化誘導
系で、骨芽細胞分化に関連する 6 つの
miRNA を同定し、分化制御での重要な役
割を示した。標的遺伝子を抑制することに
よりマウス iPS 細胞の BMP-4 誘導性骨芽
細胞分化制御に強く関与し、重要な役割を
担う 6 つの miRNA を見出した。また、
anti-miRNA を用いた骨芽細胞分化誘導の
可能性を示した 
Anti-miRNA での骨芽細胞分化では一部の骨
芽細胞分化マーカーの有意な上昇は認めた
が、更なる、効率的で効果的な分化誘導を行



うためにウイルスベクターを用いた誘導系
の確立、及びマウス iPS細胞からヒト iPS 細
胞への骨芽細胞分化段階への移行が 24 年度
までの研究内容である。 
最終的な目標はヒト iPS細胞での anti-miRNA
によつ骨芽細胞分化行うことであるが、マウ
ス iPSにおいてさらに効率的なトランスフェ
クション方法の確立が必要となる。 
下記に今回の研究でデータの結果の一部を
示す。 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

Anti-miRNAによる分化誘導プロトコル 
トランスフェクションは embryoid body 作製
後 day1及び day8で行った。 
 
 
 
 

 
Anti-miRNA を用いた分化誘導では図に示す
骨芽細胞分化マーカーの有意な発現増加を
認めた。しかし、染色結果は陰性であり充分
な骨芽細胞分化誘導ではなかった。しかし、
anti-miRNA による骨芽細胞分化誘導の可能
性を示した。 
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