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研究成果の概要（和文）：遺伝子トラップ法により未知の長鎖non-coding RNA(lncRNA)のクローンの中から胎児
期に心臓特異的に発現する複数のクローンを見出した。その中の1クローンのトラップベクター挿入部位は
AK141659のintron領域に存在しており、そのクローンのホモマウスはAK141659欠損マウスであることを明らかに
した。AK141659欠損マウスは野生型と比べ心臓組織及び心機能に関して明らかな表現型を認めなかった。心不全
病態形成におけるAK141659の作用を検討するためAK141659欠損マウスを用いて横行大動脈縮窄による圧負荷心不
全モデルを作製し、心機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：We found that embryonic cardiac specific expressed-clones among unknown long
 non-coding RNA (lnc RNA) clones using gene trap methods. In one clone of them, the trap vector was 
inserted into the intron site of lnc RNA AK141659 gene. We elucidated that its clone’s homozygous 
mice were AK141659 KO mice. AK141659 KO mice did not exhibit significant differences in cardiac 
morphology and function compared with wild-type mice. To assess the role of AK141659 in pathological
 mechanism of heart failure, we operated transverse aorta constriction model (TAC) using AK141659 KO
 mice and analyzed the cardiac function of them.

研究分野：分子生物学

キーワード： non-coding RNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マウスの個体を用いたlncRNAと心疾患の病態形成分子機構に関する解析は現在数少なく、この研究方法および結
果は非常に貴重な成果になると期待される。本研究により細胞質に存在するlncRNAの新たな作用機構の解明だけ
でなく、種々の遺伝子改変マウスを用いることで生体の心臓における分子機構が明らかになると期待される。さ
らに、この心不全病態形成における細胞質lncRNAの基盤研究が、トランスレーショナルリサーチとして、心不全
の予防医学に向けた新規治療法開発へと期待される。

※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 
  近年、ゲノムのかなりの部分が転写され
mRNA 以外に非常に多くの RNA が存在する
と明らかになり、その中で比較的長い長鎖ノ
ンコーディング RNA(long non-coding RNA; 
lncRNA)の発見が、最近続けて報告され、その
役割について注目を集めている。lncRNA は、
mRNA 同様 5’末端にキャップ構造、3’末端に
ポリ A鎖を持ち、スプライシングを受けるが、
オープンリーディングフレームが見出されな
いことからタンパク質には翻訳されていない
と考えられる RNAである。lncRNAのうち、コ
ード領域との相対的な位置関係により分類され、
特に遺伝子間に存在するものを large intergenic non-
coding RNA(lincRNA)と総称され（Guttman.M et al., 
Nature, 2009）、その機能については、広範な生
理機能への関与が少数の例で報告されている
が、大部分の lncRNA に関しては、ほとんど
解明されていない。 
本邦では超高齢化社会に伴って高血圧症に
罹患する患者が増加し、それに起因する圧負
荷心肥大の管理が重要な課題となっている。
心肥大は生体の要求に応じた代償反応として
生理的に重要な機構であるが、最終的には心
不全という心機能破綻に繋がる現象と捉えら
れる。現在、心不全の 5 年生存率は平均して
50-60%と依然として非常に予後不良の症候群
である。この心不全の病態形成には心筋肥大、ア
ポトーシス、線維化といった心筋リモデリングが
重要な役割を持っている事が明らかになっており、
心肥大の病態形成に関わる分子機構やその促
進因子の解明が進んでいるものの、抑制因子
に関する情報は極めて少なく、lncRNA の関連
した研究についてはほとんど行われていない。 
 申請者は本研究にて、変異 loxを用いることによ
りレポーター遺伝子を任意の遺伝子に変換可能な
可変型遺伝子トラップ法により単離されたク
ローンの中で、未知の lncRNA のクローンの
中から胎児期に心臓特異的に発現する複数ク
ローンを認めた。その中の 1 クローンについ
て解析し、トラップベクター挿入配列は
lncRNA である AK141659 領域のイントロン
部に挿入されており、さらにそのクローンの
ホモマウスは AK141659 RNAの検出を認めず、
AK141659欠損であることを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 胎児期より心臓に豊富に発現している
lncRNA AK141659と心不全病態形成との関連
を明らかにし、心不全の新規治療薬への臨床
応用に展開するための基盤研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 AK141659 欠損マウスを用いて AK141659
の心臓における解析を行い、また、AK141659
に関する種々の遺伝子改変マウス作製し、表
現型の解析及び横行大動脈縮窄による圧負荷
心不全モデルを作製し、心不全病態形成にお
ける AK141659の機能解析を行う。 
 

４．研究成果 
(1) AK141659の発現解析： 
AK141659 の発現解析についてはトラップベ
クターに含まれる-geo 遺伝子を利用した X-
gal染色により、マウス心臓組織の心室、心房
共に発現を認めた。MHC-EGFP Tgマウスの
心組織を用いて心筋細胞（GFP 陽性）と非心
筋細胞（GFP陰性）に分離し、qRT-PCR解析
を行ったところ、非心筋細胞の発現は非常に
低く、心筋細胞に多く認めた。さらに
AK141659の細胞内局在を調べるために、核と
細胞質の RNA を分離し qRT-PCR 解析を行っ
た所、AK141659 は心組織において核内より
も細胞質に高発現を認めた。これを検証する
ため AK141659 に特異的に結合する複数の蛍
光プローブを作製し、このプローブと C2C12
細胞株を用いて FISH 解析を行ったところ
AK141659 の細胞内の局在は、核内ではなく
細胞質に存在することを認めた。以上より、
AK141659 は心筋細胞の細胞質に存在する
lncRNAであることが明らかとなった。 
(2)AK141659 に関連した遺伝子改変マウスの
作製とその表現型の解析： 
AK141659 欠損マウスとその同腹仔野生型を
16週齢まで経時的に観察したが、心臓の形態
および血圧に関しては、明らかな差異を認め
なかった。AK141659は心臓発生に関与してい
ないと考えられた。病態におけるAK141659の
関与を検討するために、AK141659欠損マウス
を用いて圧負荷心不全モデルを作製し、経時
的に動物用心エコー測定による心機能解析を
行った。術後 4 週において AK141659 欠損マ
ウスは野生型に比べ、明らかな心機能低下を
認め、さらに術後の生存率の明らかな低下を
認めた。心筋細胞において AK141659 の心保
護作用の可能性が示唆されたため、CAGプロ
モーター(全身性)およびMHC プロモーター
（心筋細胞特異的）による AK141659 強制発
現マウスを作製した（CAG-AK141659 Tg、
MHC-AK141659 Tg）。両ラインを用いて圧負
荷心不全モデルを作製したところ、いずれの
ラインにおいても同腹仔の野生型に比べ、心
機能低下の明らかな抑制を認め、心筋におけ
る AK141659 が心保護作用を有することが示
唆された。 
(3)AK141659 と相互作用する分子の網羅的解
析： 
細胞質に存在する AK141659 と相互作用を認
める分子を探索するため、AK141659 欠損マ
ウスおよび全身性 AK141659 強制発現 Tg マ
ウスの心臓組織を用いてプロテオーム解析を
行った結果、変動を認める遺伝子を複数同定
した。その中で最も変動を認める Hint1 遺伝
子は、AK141659 欠損マウスの心臓において
Hint1 mRNA の発現変化を認めないものの、
Hint1 タンパク発現の明らかな上昇を認めた。
逆に、全身性 AK141659強制発現 Tgマウスの
心臓においては Hint1 mRNA の発現変化を認
めなかったが、Hint1タンパク発現の明らかな
低下を認めた。このことから AK141659 は



Hint1 の発現レベルを転写ではなく翻訳制御
により抑制していることが示唆された。 
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