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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞は様々な細胞種への分化能を持ち、脂肪細胞と骨芽細胞への分化のバラ
ンスを調節するメカニズムは骨粗鬆症や生活習慣病の発症や病態と密接に関連する。
脂肪細胞分化および骨芽細胞分化する際の調節に関るRNAバリアントやnoncodingRNA (ncRNA)を同定することを
目的として、分化誘導刺激を加えた細胞を用いてトランスクリプトーム解析を行い、全遺伝子の各エクソンと
ncRNAの発現変動を網羅的に調べた結果、顕著な発現変動を示すRNAバリアントやncRNAを複数検出することがで
きた。これらのRNAバリアントやncRNAの中に、実際に分化の制御に関わるものが含まれていると考えている。

研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem cells can differentiate into various cell types. 
Particularly the regulatory mechanisms of the balance between differentiation to adipocytes and 
osteoblasts are closely linked to the pathogenesis of metabolic syndrome and osteoporosis. We 
performed detailed RNA expression analysis using differentiating cells. Differential expression of 
each exon and ncRNAs are comprehensively analyzed using exon array, miRNA array and RNA-sequencing. 
As a result, we detected various RNA variants of other genes and ncRNAs that are differentially 
expressed between both types of differentiation. We estimate that specific RNA variants and ncRNAs 
which regulate the differentiation are involved in those differentially expressed RNA variants, and 
currently the experiments for their validation are underway

研究分野：分子生物学
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１． 研究開始当初の背景 
骨髄間葉系幹細胞は、骨芽細胞や脂肪細胞、
筋細胞、軟骨細胞などへの分化能力を持ち、
骨、脂肪、筋組織などの生体を形作る基本的
な組織の構成バランスを保つために非常に
重要な役割を持つ。骨髄間葉系幹細胞の分化
方向性を決定付ける遺伝子としては、転写因
子 PPARが脂肪細胞分化において重要であ
る事が知られている。近年ではカテニンを
はじめとする Wnt シグナルが骨芽細胞分化
と脂肪細胞分化の振り分けに重要な役割を
持つ事が報告されている。我々はこれまでに、
マウスの骨髄間葉系幹細胞において、転写因
子 Id4が骨芽細胞分化を促進、脂肪細胞分化
を抑制する遺伝子であることを突き止めた
（Tokuzawa et al, PLoS Genetic s, 2009）。
またマイクロ RNAのmiR-210とmiR-125b
が骨芽細胞分化をそれぞれ促進、抑制するこ
とを明らかにした（Mizuno et al, FEBS 
letters, 2009; Mizuno et al, BBRC, 2008）。
他にも様々な遺伝子やmiRNAが 2方向の分
化制御に関与する事を明らかにしてきた。 
 
一方で、個々の遺伝子には転写開始点やスプ
ライシングパターンなどが異なる複数の
RNA バリアントが存在する事が報告されて
いる。また、これらが生体内の組織や細胞の
種類によって繊細に使い分けられていて、一
つの遺伝子の中でも特定の RNA バリアント
のみが一定の機能を持つ事も報告されてい
る。例えば転写因子 PPARには、転写開始点
やスプライシング部位が異なるバリアント
が1, 2, 3などをはじめとして7種類以上知
られており、それぞれが異なる細胞種で異な
る働きを有しているが、これらの中で2のバ
リアントのみが脂肪細胞分化に必須な働き
を持つ。こうした現象は単に個々の遺伝子の
RNA 発現量を調べるだけでは見逃されてし
まう重要な細胞機能制御メカニズムである。
また、成熟 mRNA 形成時の選択的な開裂・
ポリ A付加により、同一遺伝子でも長さの異
なる 3’非翻訳領域（UTR）を持つ mRNA
が生成する。マイクロ RNA (miRNA)は標的
遺伝子の 3’UTR上の特定配列を認識して抑
制するため、同じ遺伝子でも 3’UTRが長い
RNA バリアントは多くの miRNA による抑
制を受け、逆に 3’UTRが短いバリアントで
は特定のmiRNAによる抑制を免れる。さら
に、タンパク質をコードしない非コード RNA 
(ncRNA)の中でもmiRNAについては新知見
が蓄積されてきているが、近年では Large 
non-coding RNA (lncRNA)をはじめとする
miRNA 以外の ncRNA が生体内で様々な重
要機能を持つことが報告されている。骨芽細
胞分化、脂肪細胞分化においても、特定の遺
伝子 RNA バリアントや ncRNA が重要な機
能を有する事が考えられるが、そうした新知
見はまだ非常に少ない。骨芽細胞と脂肪細胞
への分化の方向付けに関して、個々の遺伝子
の転写開始点やスプライシングパターンな

どの転写物バリアントの違いまでを区別し
て、特定の RNA バリアントが特徴的な作用
メカニズムによって分化を制御することを
明らかにした報告は世界的にもまだほとん
ど存在しない。また ncRNA の様々な生命現
象への関与が報告される中、骨芽細胞と脂肪
細胞への分化の方向付けに関与するものは
miRNA 以外ではまだほとんど見つかってい
ない。 
 
２．研究の目的 
(1)骨芽細胞分化、脂肪細胞分化時に、異なっ
て発現する遺伝子RNAバリアントとncRNA
を同定する。(2)上記の RNAの中で、骨芽細
胞分化、脂肪細胞分化に実際に影響を与える
RNA を同定する。(3)上記２の RNA による
骨芽細胞分化、脂肪細胞分化制御メカニズム
を解明する。(4)これらの RNA自体がどのよ
うな発現調節を受けて発現しているのかを
解明する。 
目的とする RNA バリアントと ncRNA を同
定するために、次世代シーケンサーによる
RNA シーケンス解析や、エクソン発現アレ
イ解析を行う。申請者らがこれまでに蓄積し
てきた発現アレイデータや RNA シーケンス
データも本研究に活用する。転写物を解析す
るためのこれらの大規模データ、すなわちト
ランスクリプトーム情報を駆使して、骨芽細
胞分化、脂肪細胞分化の新たな制御メカニズ
ムを解明する。本研究では個々の遺伝子の中
でも一つ一つの RNA バリアントにまで着目
して、骨芽細胞分化、脂肪細胞分化の制御能
力を有する真の RNA バリアントと ncRNA
を同定し、その制御メカニズムを明らかにす
る。本研究で用いるトランスクリプトーム情
報をまとめて解析・俯瞰することで、これま
では見ることのできなかった幹細胞分化制
御メカニズム解明の新機軸を打ち立ててい
くことができると考えられる。 
本研究により得られる新知見から、特定の遺
伝子の中でも骨芽細胞分化、脂肪細胞分化の
制御機能を持つバリアントのみを標的とし、
同一遺伝子の他の細胞機能には影響を及ぼ
さないような創薬標的の発見につながると
考えられる。このことは、骨粗鬆症や糖尿病、
肥満などの疾患に関して、副作用軽減の観点
からも期待される。さらに他の疾患において
も同様の解析手法を用いることで、疾患原因
となる真の転写物やそれに由来するタンパ
クを突き止め、副作用の少ない治療法開発に
つながる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
（１）骨芽細胞分化、脂肪細胞分化時に、異
なって発現する遺伝子 RNA バリアントと
ncRNA の同定 
目的とする RNAバリアントと ncRNA を同定す
るために、我々がこれまでに蓄積してきたデ
ータと新規に構築するデータを合わせて活
用した。マウス間葉系幹細胞を用いてデータ



を取得、解析し、同定された RNA のヒトでの
保存性をヒト間葉系幹細胞を用いて確認し
た。 
 
（２）転写開始点バリアントの同定・定量 
RNA の 5’転写開始点部分の発現量を定量す
る。理化学研究所で開発された CAGE (Cap 
analysis of Gene Expression) 解析手法に
より定量を行った。マウス間葉系幹細胞で骨
芽細胞分化・脂肪細胞分化時系列それぞれ 15
点のタイムポイントの CAGE データを既に取
得しており、これを利用した。これまでの予
備解析で、骨芽細胞分化、脂肪細胞分化誘導
細胞間での転写開始点バリアントや機能未
知の ncRNA を既に複数種類見出してきた。 
 
（３）スプライスバリアントの同定・定量 
骨芽細胞、脂肪細胞の分化過程で異なって発
現するスプライスバリアントを同定するた
め、遺伝子 RNA のエクソンごとの詳細な発現
解析を行った。アフィメトリクス社の次世代
型エクソン発現アレイであるトランスクリ
プトームアレイを用いて、各分化方向でそれ
ぞれ 8ポイントと、分化誘導をしないコント
ロール細胞を合わせて合計 18 ポイントの時
系列サンプルを採取してアレイ解析を行い、
各エクソンの発現量を詳細に定量した。 
 
（４）各遺伝子の詳細な発現定量 
骨芽細胞、脂肪細胞への分化時に発現変動す
る遺伝子を確認するために、既存の発現アレ
イデータを活用した。マウス間葉系幹細胞を
用いて分化誘導過程の非常に高密度な時系
列で採材した発現データを既に取得してお
り、これを用いて骨芽細胞分化、脂肪細胞分
化時の連続的な遺伝子発現パターンを高精
細に解析した。 
 
（５）3’UTR 長バリアントと lncRNA の発現
量解析 
骨芽細胞、脂肪細胞の分化過程で異なって発
現する 3’UTR 長バリアントと lncRNA を同定
するため、次世代シーケンサーを用いた RNA
シーケンス解析を行った。lncRNA の定性・定
量については、ゲノム上の未知の転写領域も
検出するため、CAGE データも併せて活用した。 
 
（６）miRNA の発現定量 
骨芽細胞、脂肪細胞の分化過程で発現量が変
化する miRNA を同定するため、アジレント社
miRNA アレイによる発現アレイ解析を行った。
マウス間葉系幹細胞を用いて、各分化方向に
分化誘導後 6日目、12 日目のタイムポイント
でのデータを既に取得している。本研究では
分化の方向性を規定するmiRNAを同定するた
め、新たに分化の初期段階（分化誘導後 30
分、1 時間、6 時間、12 時間、1 日目、３日
目）での miRNA 発現アレイデータを取得し、
miRNA の発現変動を調べた。 
 

４．研究成果 
マウストランスクリプトームアレイ解析、マ
イクロ RNA マイクロアレイ解析、small RNA 
シーケンス解析、RNA シーケンス解析を行い、
各遺伝子についてのエクソンごとの相対的
利用量の変動を解析した結果、脂肪細胞分化、
骨芽細胞分化に伴って、特徴的なエクソン利
用を示す遺伝子を複数種類検出することが
できた。また各分化に伴って異なる発現パタ
ーンを示すマイクロ RNA と長鎖非コード RNA
を多く検出することができた。これらの遺伝
子やマイクロRNAの標的遺伝子についてGene 
Ontology 解析を行ったところ、脂肪細胞分化、
骨芽細胞分化の Term を持つ遺伝子カテゴリ
が優位に濃縮されていることがわかった。ま
た miRNA と mRNA の発現パターンが高い逆相
関の関係にあるペアを複数見出した。これら
の RNA が骨芽細胞分化、脂肪細胞分化に深く
関わっていることが示唆された。 
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