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研究成果の概要（和文）：本研究では，骨格筋の持久性運動適応における長鎖ノンコーディングRNA（lncRNA）
の機能を明らかにすることを目的とした．運動後の腓腹筋を用いた網羅的遺伝子発現解析から，運動誘導性
lncRNAを同定し，これらの機能を検討するため，ミトコンドリア量を指標とした機能的スクリーニングを生体骨
格筋で行った．骨格筋の運動効果を模倣するPGC-1α Tgマウスの前脛骨筋においてあるlncRNAをノックダウンし
たところクレアチンキナーゼ活性の顕著な低下が認められた．したがってこのlncRNAはミトコンドリア量を調節
する因子である可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the function of long non-coding 
RNAs (lncRNAs) in skeletal muscle adaptation to endurance exercise. Based on our RNA-seq analysis 
using the gastrocnemius muscle following exercise training, we identified 16 exercise-inducible 
lncRNAs whose functions have not yet been determined. To address the function of these lncRNAs, we 
manipulated their expression and evaluated citrate synthase (CS) activity as a marker of 
mitochondrial volume in adult skeletal muscle. Knockdown of an lncRNA in the tibialis anterior 
muscle of PGC-1α Tg mice, which mimics the effects of skeletal muscle exercise, resulted in a 
significant decrease in CS activity. This suggests that this lncRNA could be a novel regulator of 
mitochondrial volume in skeletal muscles.

研究分野： スポーツ科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
長鎖ノンコーディングRNA（lncRNA）は新たな機能性RNA分子として注目されているが，その生理機能はほとんど
明らかでない．またこれらのRNAはがんをはじめとするさまざまな疾患の治療標的となる可能性がある．本研究
は，骨格筋の運動適応に関与する新たなlncRNAを同定し，その生理機能を明らかにすることで代謝性疾患の治療
標的の開発へ繋がることが期待される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 持久性運動は，高い疲労耐性を有する遅筋線維や ATP 産生を担うミトコンドリアの量・活性
の増加，筋線維を取り巻く毛細血管網の発達などの骨格筋適応を誘導するが，その分子メカニズ
ムは十分に明らかにされていない．骨格筋の運動適応の分子機序を明らかにすることで，骨格筋
のエネルギー代謝を活性化し肥満や糖尿病といった代謝性疾患を改善する新たな治療標的の開
発に貢献することが期待される． 
 長鎖ノンコーディング RNA（long non-coding RNA: lncRNA）はタンパク質へ翻訳されない全
長 200 塩基以上のノンコーディング RNA であり，エピジェネティクス修飾やタンパク質との相
互作用をはじめ，さまざまな分子機構によりその生理機能を発揮する（Yao et al. Nat Cell Biol. 
2019）．現在までに骨格筋細胞に発現する lncRNA の筋細胞の増殖や分化，マウス骨格筋の発生
における役割が明らかにされてきた（Cesana et al. Cell. 2011, Jin et al. PNAS. 2018, Ballarino et al. 
EMBO J. 2018）．一方で，持久性運動による lncRNA の発現変動およびそれらの運動適応におけ
る機能を検討した報告はない． 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では，骨格筋の持久性運動適応における lncRNA の機能を明らかにすることを目的とし
た． 
 
 
３．研究の方法 
 骨格筋における運動誘導性の lncRNA を抽出するため，12 週間の自発走運動を行わせたマウ
スの腓腹筋サンプルを回収し RNA-seq 解析を実施した．このデータセットから，運動によって
有意に発現が増加あるいは低下した lncRNA を抽出した． 
 核および細胞質への分画は，Hwang らの方法を改良して実施した（Hwang et al. Science. 2007）．
マウス C2C12 筋芽細胞を 2%ウマ血清を含む DMEM 培地で培養し，筋管細胞へ分化誘導した． 
筋管細胞を 0.5% NP-40 を含む lysis buffer を用いて溶解，洗浄し，遠心分離後の液相を細胞質分
画，ペレットを核分画として回収した．Isogen-LS または Isogen II を用いて RNA を精製し PCR
解析に用いた． 
 運動誘導性 lncRNA の機能を検討するため，骨格筋の運動適応の表現型を模倣する PGC-1α ト
ランスジェニック（Tg）マウス（Tadaishi et al. PLoS One. 2011）において shRNA を用いた機能的
スクリーニングを行った．lncRNA の発現を低下させるため，それぞれの lncRNA に対する shRNA
発現ベクターをデザインした．コントロールベクター（pGFPbsd-U6-shLuciferase）あるいは
lncRNA を標的とするベクター（pGFPbsd-U6-shlncRNA）をエレクトロポレーション法によって
コントロールおよび PGC-1α Tg マウスの左右の前脛骨筋へそれぞれ導入した．その 2 週間後に
骨格筋を回収し，クエン酸合成酵素活性（CS 活性）を評価した．CS 活性の測定は Spinazzi らが
報告した方法に従って実施した（Spinazzi et al. Nat Protoc. 2012）． 
 
 
４．研究成果 
 運動後の腓腹筋を用いた RNA-seq 解析から，これまでに機能が明らかとなっていない 16 の運
動誘導性 lncRNA を同定した．このうちいくつかの lncRNA は速筋線維が優位な足底筋と比較し
て，遅筋線維が優位であるヒラメ筋において高い発現が認められた． 
 lncRNA はその細胞内局在によって異なる機能を発揮することが知られており（Yao et al. Nat 
Cell Biol. 2019），機能未知である lncRNA の細胞内局在を明らかにすることは，それらの機能お
よびメカニズムを理解する上で重要な手がかりとなる可能性がある．筋管細胞を核および細胞
質分画へ分離後，それぞれの分画における lncRNA の発現を PCR 解析で定量した．本研究にお
いて同定された運動誘導性 lncRNA は主に細胞質に局在することが明らかとなった． 
 運動によって発現が増加した lncRNA に着目し，これらの機能を明らかにするためにミトコン
ドリア量を指標とした機能解析を生体骨格筋で行った．PGC-1α Tg マウスの前脛骨筋においてあ
る lncRNA（lncRNA-X）をノックダウンしたところ CS 活性の顕著な低下が認められた（図 1）．
したがってこの lncRNA-X はミトコンドリア量を調節する因子である可能性が示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
       
   
      
       

図 1，lncRNA-X のノックダウンによる CS 活性の
変化 PGC-1α Tg マウスの骨格筋に lncRNA に対す
る shRNA を発現するベクターを導入し，その 2 週
間後に骨格筋組織を採取して CS 活性を評価した．
その結果，lncRNA-X の発現低下によって CS 活性
の顕著な低下が認められた． 
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