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研究成果の概要（和文）：本研究では骨細胞特異的に発現するmiRNAに着目し、骨細胞のメカニカルストレス応答にお
けるmiRNAの生理的意義を検討した。骨細胞特異的GFP発現マウスを用いて、骨細胞を単離し、骨細胞特異的miRNAを次
世代シークエンスにて同定した。miRNA過剰発現した骨細胞を二次元及び三次元環境下で培養し、骨細胞分化を抑制す
るmiRNAを同定した。さらに、miRNA標的遺伝子と関連するシグナル伝達経路を検討するため、蛋白発現及び転写調節の
解析を行った。以上より、骨細胞分化を制御するmiRNAの転写調節メカニズムの一端を解明し、骨細胞研究の進展に繋
がる成果を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on osteocyte specific miRNA and examined the effect of 
miRNA in osteocyte differentiation and response to mechanical stress. We isolated the osteocytes from 
osteocyte specific GFP expression mice by using FACS and identified miRNA expressed higher or lower than 
osteoblasts through the new generation sequencer. When some of miRNA was overexpressed in osteocyte, its 
differentiation was inhibited. Moreover, we identified the target genes of osteocyte specific miRNA by in 
silico analysis and examined protein expression and transcriptional activity of target genes. In 
conclusion, we succeeded to clarify one of the molecular mechanism by which miRNA regulates osteocyte 
differentiation.

研究分野： 骨代謝

キーワード： 骨細胞　メカニカルストレス　マイクロRNA

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
骨粗鬆症は、骨量低下及び骨質劣化に伴い

骨折の危険性が増大する疾患である。骨粗鬆
症患者は高齢者に多く、骨折により寝たきり
になった場合に更に骨量が低下し、悪循環に
陥ることが問題となっている。その要因とし
て、長期の臥床生活においては、骨にかかる
荷重の低下により骨形成が抑制されること
が考えられている。 
骨の代謝は、骨芽細胞による骨形成と破骨

細胞による骨吸収の均衡により調節されて
いる。しかし、近年、骨細胞がメカニカルス
トレスや血中カルシウム・リン酸濃度の変化
を感知し、骨芽細胞や破骨細胞を介して骨代
謝を制御していることが明らかとなってき
た。なかでも、遺伝学的に骨細胞を除去した
マウスでは、荷重の減少に伴う骨量の低下が
認められないことから、骨細胞はメカニカル
ストレスの感知において重要な役割を担っ
ていることが分かってきた。すでに、骨細胞
は荷重条件下において、スクレロスチン、
Dkk1などのWntシグナル阻害因子の分泌を
抑制し、骨形成を促進することが報告されて
いる。しかしながら、骨細胞のメカニカルス
トレス受容メカニズムに関連する知見は限
られており、未だに不明な点が多い。 
 miRNA はタンパク質をコードしない
non-coding RNA の一種であり、標的とする
メッセンジャーRNAと干渉することにより、
タンパク質合成を阻害する。miRNA はヒト
では約 1900 種類存在し、細胞の分化・増殖
や発癌など様々な生命現象に関与すること
が報告されている。申請者の所属する研究グ
ループでは、miRNA の一種である miR-206
が骨芽細胞分化を抑制することを世界に先
駆けて明らかにした（Proc Natl Acad Sci 
USA. 2009）。骨細胞によるメカニカルストレ
ス応答は骨芽細胞分化と密接な関わりがあ
ることから、申請者は、骨細胞のメカニカル
ストレス受容における miRNA の意義に着目
し、既に骨細胞特異的に発現が認められる
miRNA を複数同定した（塩飽ら未発表デー
タ）。そこで、骨細胞特異的 miRNA による
メカニカルストレス受容の分子機構を明ら
かにすることを目的とし、本研究を行う。 
 
２．研究の目的 
骨細胞特異的に発現が変動する miRNA を

同定し、細胞及び個体レベルにおける
miRNA の機能解析を行うことにより、骨細
胞のメカニカルストレス応答における
miRNA の生理的意義を明らかにすることを

目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)骨細胞特異的な miRNA の同定 －骨芽
細胞との比較検討－ 
次世代シークエンサーを用いた網羅的解

析によって、骨細胞では特異的に発現変動し、
骨芽細胞では顕著な変化が認められない
miRNA を同定する。申請者らは、骨細胞と
骨芽細胞をフローサイトメトリー（FACS）
によって識別し、それぞれの細胞を単離する
手法を既に確立している。 

 
(2)骨細胞特異的 miRNA のシグナル伝達機
構の解明 
同定した骨細胞特異的 miRNA 下流のシグ

ナル伝達を明らかにするため、in silico 解析
を用いて、miRNA の標的候補遺伝子を探索
する。骨細胞特異的 miRNA の過剰発現また
はノックダウン試験を行い、in silico で得ら
れた標的候補遺伝子の発現変動を調査する。
また、骨芽細胞分化に関与する転写因子の活
性を評価系にして、miRNA 下流のシグナル
伝達機構を明らかにする。さらに、メカニカ
ルストレス負荷条件下において骨細胞特異
的 miRNA の発現変動を解析し、骨細胞のメ
カニカルストレス応答における miRNA の骨
細胞分化能調節を解明する。 
 
４．研究成果 
(1)次世代シークエンサーによる骨細胞特異
的 miRNA の同定 －骨芽細胞との比較－  
骨 細 胞 お よ び 骨 芽 細 胞 に お い て

Argonaute タンパク質に結合する miRNA を、
次世代シークエンサーを用いて網羅的に解
析した。初代骨細胞を単離するために、
DMP1-Cre トランスジェニックマウスと
EGFP レポーターマウスとを交配し、骨細胞
特異的にGFPを発現するマウスを作成した。
また、初代骨芽細胞の単離には、Col1 プロモ
ーター下流で ECFP を発現するトランスジ
ェニックマウスを用いた。フローサイトメト
リー (FACS) を用いて、GFP 陽性の骨細胞
と CFP 陽性の骨芽細胞を識別し、骨細胞と
骨芽細胞の miRNA 発現を比較検討し、骨細
胞特異的に発現が増加または減少している
miRNA を同定した（図 1、2）。 
 
 
 
 



 
(2)骨細胞培養による miRNA 標的遺伝子の
検討と骨芽細胞分化能の評価 

piggyBac トランスポゾンを用いて、
miRNA を定常過剰発現する骨細胞株を作成
し、骨細胞分化能と石灰化能を評価した。そ
の結果、骨細胞特異的に発現し、ALP 活性及
び石灰化を抑制する miRNA が同定され、骨
細胞分化・石灰化調節に重要な役割を担う可
能性が示唆された（図 3、4）。 
 

 
 

 

 
(3)三次元培養による骨細胞特異的 miRNA
の機能評価 
生体内により近い三次元環境下において

miRNA が骨細胞分化能に与える影響を明ら
かにするため、コラーゲン・ゲル包埋培養法
を用いた三次元培養を確立し、miRNA の過
剰発現あるいはノックダウン試験を行った。
その結果、三次元培養においても骨細胞分化
能を調節する miRNA が存在していることが
明らかとなった。二次元培養での骨細胞分化
の傾向と比較検討することにより、これまで
同定していた miRNA の中から、骨細胞分化
調節において特に重要な miRNA の絞り込み
に成功した。 
 
(4)骨細胞特異的 miRNA 標的遺伝子の同定
と転写調節の解明 
同定した miRNA の標的候補遺伝子を

target scan, pictar 等のデータベースを用い
て in silico で解析を行った。二次元骨細胞培
養において、miRNA の過剰発現あるいはノ
ックダウン試験を行い、miRNA 標的遺伝子
の蛋白発現をウエスタンブロッティングに
より評価した。その結果、複数の標的候補遺
伝子の中から、骨細胞特異的 miRNA により
発現が変化する標的遺伝子の絞り込みに成
功した。また、標的遺伝子に関連するシグナ
ル伝達経路に着目し、ルシフェラーゼアッセ
イによる転写調節の解析を行った。以上より、
骨細胞分化を制御する miRNA の転写調節メ
カニズムの一端を解明し、骨細胞研究の進展
に繋がる成果を得た。今後は、メカニカルス
トレス負荷条件下において、miRNA による
骨細胞分化と転写調節の関連を明らかにし
ていく予定である。 
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