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研究成果の概要（和文）：microRNA（miRNA）は骨代謝調節に関わることがわかっているが、その詳細は明らかではな
い。我々はDEAD-box型RNAヘリカーゼのp68がmiRNAプロセシング過程における重要な因子であることを明らかにしてき
た。そこで、本研究ではmiRNAのプロセシングに関与するp68の骨組織特異的遺伝子欠損マウスの作成し、骨組織におけ
るmiRNAの機能解明を試みた。また、骨芽細胞分化調節機能を有する新たなマイクロRNAを同定し機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that regulate the expression of the 
target protein by inhibiting the translation or accelerating the degradation of the transcript through 
binding to the 3’-UTR of those target genes. MiRNAs are important regulators in various developmental, 
physiological and pathological conditions. Previous reports suggested that miRNAs are also intimately 
involved in the osteoblast and osteoclast differentiation.In this study, we identified miR-382 as an 
up-regulated miRNA during osteoblast differentiation. We discovered that miR-382 stimulates osteoblast 
differentiation by targeting Prps2 and Ddx3x.

研究分野：骨代謝学
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１．研究開始当初の背景 
骨は運動・支持器官としての強度と血中
カルシウム濃度の恒常性を保つため、一生
涯にわたり形成と破壊を繰り返している。
近年の高齢化社会の進展に伴い、骨粗鬆症
や関節リウマチ、変形性関節症等、正常な
骨代謝の破綻を起因とする疾患の患者数は
飛躍的に増加しているが、その病態の解明
や創薬研究については進展していない。従
って、骨代謝の分子メカニズムを解明し、
その成果を臨床や創薬に還元することが社
会的な急務となっている。 
 骨代謝は間葉系幹細胞を由来とする骨
形成を担う骨芽細胞、単球マクロファージ
を由来とする骨吸収を担う破骨細胞および
骨芽細胞に由来する骨細胞により調節され
ている。近年の分子生物学の進歩により、
骨代謝研究は飛躍的に進展しており、骨代
謝を担う各細胞群に対する種々のホルモン
やサイトカイン類、転写因子等の重要性が
明らかにされつつある。しかしながら、骨
代謝には未解明な部分が多く、その全貌は
未だに明らかとなっていない。 

 
 
２．研究の目的 
 miRNA は標的遺伝子の翻訳を調節す
ることにより様々な生理現象に関与する非
コードRNAの一種である。すでに我々は、
骨代謝調節に特定の miRNA が重要である
ことを明らかにした。また、我々は、RNA
ヘリカーゼ p68 が miRNA のプロセシング
を包括的に調節することを明らかにした。
本研究では、特定の miRNA だけでなく、
miRNA システム全体の骨代謝における生
理的意義を明らかにすべく、我々が独自に
作成した骨組織特異的 p68欠損マウスの骨
の解析を行う。また、これまでにも骨代謝
に関わる miRNA が報告されてきているが
骨代謝に関係する因子の数を考慮すると、
まだ同定されていない miRNA の存在が考
えられる。そこで、骨代謝調節機能を有す
る新たな miRNA の同定を行う。これによ
り miRNA システムによる骨代謝調節機構
の全貌を解明し、miRNAを標的とした骨粗
鬆症の新たな治療の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 我々が樹立した p68 flox マウスを用い、
骨組織特異的Cre発現マウスとの交配を行っ
た。また、骨分化誘導をかけた培養細胞を用
い、マイクロアレイにて発現が変動する
miRNA の同定を行った。さらに MC3T3-E1 細胞
を用い、同定した miRNA の性状解析解析をお
こなうと共に in silico 解析にて標的遺伝子
を探索した。 
 
４．研究成果 
 全身性のp68遺伝子欠損マウスは胎生致死
であることが判明している。そこで骨代謝に

おける p68 機能を解明するため、骨組織特異
的 p68 遺伝子欠損マウスの作出を試みた。骨
組織特異的p68遺伝子発現マウスの作出にあ
たり、骨組織に存在する細胞のうち、最も存
在比率の高い骨細胞に着目した。骨細胞特異
的 Cre 発現マウスとして DMP1-Cre 発現マウ
スを用い、我々が樹立に成功した p68 flox
マウスと交配を行った。その結果、骨細胞特
異的p68遺伝子欠損マウスの作出に成功した。 
 我々の過去の報告により、骨芽細胞におい
ても miRNA が発現し、分化を制御しているこ
とが示唆されているが、詳細は不明である。
そこで、マイクロアレイ法を用いて骨芽細胞
分化時に発現が上昇するmiRNAの検索を行な
い、複数個の miRNA に成功した。そこで
MC3T3-E1 細胞を用い、これら miRNA の骨芽細
胞分化に対する作用を検討した。その結果、
miR-382 において骨芽細胞分化マーカーであ
るアルカリフォスファターゼ活性の上昇を
確認した（図 1）。また、細胞の石灰化能に対
する効果を検討したところ、miR-382 を過剰
発現することで石灰化が更新することが明
らかとなった（図 2）。これらの結果から
miR-382 は骨芽細胞分化を亢進させる機能が
あることが考えられた。 
 

 

図1　骨芽細胞分化に対するmiR-382の効果 

図2　細胞石灰化に対するmiR-382の効果 



 次に複数の miRNA データベースを用い、
miR-382 が標的とする遺伝子の検索を行った
ところ、各データベースに共通する数十種類
の標的遺伝子候補が抽出された。MiR-382 を
細胞に過剰発現し、各標的候補遺伝子のタン
パク質レベルをウェスタンブロットにて確
認したところ、Prps2 及び Ddx3x の 2 遺伝子
について発現の低下が観察された（図３）。 
 

 
 
Prps2、Ddx3x の各遺伝子が miR-382 の直接の
ターケットであるか否かを確認するため、ル
シフェラーゼ遺伝子直下にそれぞれの遺伝
子3’-UTR中に存在する標的配列を接続した
レポーターを作成した。レポーターを導入し
た培養細胞にmiR-382を過剰発現したところ、
各レポーターのルシフェラーゼ活性の有意
な低下が観察された(図 4)。これらの結果か
ら、miR-382 は Prps2、Ddx3x を直接の標的と
することが明らかとなった。 
 
 

 
 これら一連の研究から、miR-382 は骨芽細
胞分化とともに発現が上昇し、Prps2 および
Ddx3x を標的として発現を調節することによ
り、骨芽細胞分化を亢進する機能を有する
miRNA であることを見出した。これまでの研
究によりmiRNAは既知の様々な調節機構とと
もに多種多様な細胞の増殖や分化、発生など

に深く関与していることが明らかとなりつ
つある。今回の研究結果は骨にも同様 miRNA
が関与した複雑な代謝調節系が存在するこ
とを示唆している。骨粗鬆症の病態を理解し、
治療法や治療薬の開発を進める上でもこの
代謝調節機構の解明及び理解の進展が期待
される。 
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