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研究成果の概要（和文）：1.肝細胞がんの「がん」部におけるNF90-NF45の発現増加は、NF90-NF45によるmiRNA
生合成抑制からのフィードバック制御が関与することを見出した。2.NF90-NF45の過剰発現による筋萎縮が、筋
小胞体へのCa2+取り込み抑制による「小胞体ストレス」に起因する可能性を見出した。
3.2型糖尿病患者において膵beta細胞の減少が確認されている。本研究より内在性NF90-NF45は膵beta細胞の生存
に寄与し、糖尿病モデルマウスの膵島においてはNF90-NF45の発現低下が確認されている。これらの知見より、2
型糖尿病の発症にNF90-NF45の発現低下が影響する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：1.The elevation of NF90-NF45 is caused by feedback regulation of 
microRNA-biogenesis which is suppressed by NF90-NF45 in Hepatocellular Carcinoma. 2.Mice 
overexpressing of NF90-NF45 exhibit skeletal muscle atrophy. In this study, we found that the 
myopathy is correlated with the blockade of Ca2+ incorporation into endoplasmic reticulum (ER) which
 is due to the rise in sarcolipin, inhibitor of Ca2+ incorporation, in skeletal muscle of NF90-NF45 
dbTg mice. 
3.It is known that the amount of pancreatic beta  cells is diminished in pancreas of type II 
diabetes patients. In this study, we showed that NF90-NF45 positively functions in the survival of 
beta cells. Furthermore, we observed that the expression of NF90-NF45 is decreased in the islets of 
diabetic model mice. Collectively, these findings imply that the reduction in NF90-NF45 expression 
in the islets may induce the onset of type II diabetes. 

研究分野： 分子生物学

キーワード： がん　筋萎縮　糖尿病　RNA結合タンパク質　microRNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝臓や骨格筋において内在性NF90-NF45の発現は極めて低い。一方、これらの臓器でその発現が亢進すると「が
ん」や「筋萎縮」等の病態を発症する。現実に、肺, 卵巣, 肝臓等由来の「がん」の臨床検体でこれらの因子の
発現増加が確認されている。NF90-NF45の発現亢進が引き起こす疾患の治療では、その発現を抑制するsiRNAやそ
のRNA結合能を阻害するデコイ核酸の開発が有効と考える。
一方、本研究では、内在性NF90-NF45が高い膵b細胞でその発現が低下すると糖尿病を誘発する可能性が示唆され
た。この場合はNF90-NF45を発現亢進するウイルスベクター等の開発が当該疾患の治療法開発に有効と考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 2004 年にヒトゲノム解析が終了し、ヒトの遺伝子の数が約 2万 2 千個であることが分かっ
た。一方で、ヒトのゲノム全体で遺伝子が占める割合は約 2%にすぎず、残りの部分は「ジャン
ク」と称されることもあった。しかし、その後の網羅的トランスクリプトーム解析により、ゲノ
ム全体の約 70%から RNA が転写されていることが明らかとなった。このことは、ヒトにおいてタ
ンパク質に翻訳されない RNA(非翻訳 RNA)が多種類存在することを示唆している。従って、現在
の生命科学において、生体に多種類存在する「非翻訳RNA」の機能を解明することは、重要な課
題となっている。 

(2) 非翻訳 RNA の中でも 21〜24 塩基の小分子 RNA である「マイクロ RNA (miRNA)」は、相補的、
一部相補的なメッセンジャーRNA(mRNA)に結合し、その翻訳を抑制する。miRNA はこの機能を通
じ細胞の増殖・分化・アポトーシスに関与することが知られており、生体制御や「がん」等の疾
患発症に影響を及ぼすことが知られている。 

(3) 我々はこれまでに二本鎖 RNA 結合タンパク質である Nuclear Factor 90 (NF90)とその結合
パートナーである NF45 の複合体(NF90-NF45)が miRNA の生合成を負に制御することを見出して
いる (Sakamoto et al. MCB 2015)。従って、NF90-NF45 は miRNA の翻訳抑制能を介して様々な
高次生命現象に影響を及ぼすことが想定される。これまでに、様々な組織由来の「がん」におい
て多くの miRNA の産生低下が確認されている。さらに、「がん」で発現低下している miRNA の標
的は多くが「がん遺伝子」であることが見出されている。加えて、様々な組織由来のがん部で
NF90-NF45 の発現増加が確認されている。これらの知見より、がん部で発現上昇した NF90-NF45
が miRNA の産生を負に制御することで、がん遺伝子の発現が増加し、細胞腫瘍化が促進すること
が考えられた。実際に我々は、肝細胞がんのがん部でNF90-NF45 の発現が上昇し、miRNA のひと
つである miR-7 の生合成を負に制御することを見出した。その結果、miR-7 の標的である上皮成
長因子受容体(EGFR)の発現が増加し、細胞腫瘍化が促進することを明らかにした (Higuchi, 
Sakamoto et al. JBC 2016)。 

(4) NF90-NF45の発現増加によるmiRNAの機能を介した細胞腫瘍化の亢進を生体内で検証するた
めに、我々は NF90-NF45 を全身で発現増加させた遺伝子改変マウス(NF90-NF45 dbTg mice)を作
製し、当該マウスにおける細胞腫瘍化の発症の有無を検証した。しかしながら、現時点で、細胞
腫瘍化の自然発生率の上昇は確認されていない。一方で、NF90-NF45 dbTg miceは体が小さく、
X線 CT解析や組織学的解析により、骨格筋の萎縮が確認された (Todaka, Sakamoto et al. MCB 
2015)。通常、成体の成熟した骨格筋細胞の核は辺縁に局在する。ところが、NF90-NF45 dbTg mice
の骨格筋細胞の核は中心に局在する。この表現型はヒトの筋萎縮疾患である「中心核病」の病態
と類似している。我々はこれまでに NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋における中心核化は、発現増
加した NF90-NF45 が筋分化 miRNA のひとつである miR-133 の生合成を負に制御することで、miR-
133 の標的である Dynamin 2 の発現が上昇し生じることを見出した(Todaka, Sakamoto et al. 
MCB 2015)。 

(5) 上記(3)、(4)にあるように、NF90-NF45 の発現上昇は「がん」や「筋疾患」を引き起こすこ
とがわかってきた。一方で、健常マウスの成体における主要組織を用いて NF90-NF45 の発現プロ
ファイリングをタンパク質レベルで実施したところ、脳、眼、胸腺、肺、膵臓、精巣等において、
NF90-NF45 の高い発現が確認された。特に膵臓においては、膵ランゲルハンス島(膵ラ島)で NF90-
NF45 の発現が増加していることがわかった。 

 
２．研究の目的 
(1) 研究当初の背景(3)にあるように、様々な組織由来のがん部で NF90-NF45 の発現上昇が確認
され、発現増加した NF90-NF45 が miRNA の機能を介し細胞腫瘍化を促進することが分かってき
た。一方で、がん部におけるNF90-NF45 の発現増加の分子機構は不明なままである。そこで本項
目では、当該分子機構の解明を試みる。 

(2) 研究当初の背景(4)にあるように、NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋は萎縮が確認されている。
しかしながら、この筋萎縮のメカニズムに関しては未だ不明である。本項目では、NF90-NF45 dbTg 
mice の筋萎縮の分子機構の解明に取り組む。 

(3) 研究当初の背景(5)にあるように、膵臓の膵ラ島において NF90-NF45 の高い発現が確認され
ている。生体において、膵ラ島は血糖値を低下させるインスリンを産生できる唯一の臓器であり、
生体の糖代謝において極めて重要な組織である。そこで本項目では膵ラ島における NF90-NF45 の
機能を解明することで、糖代謝における内在性 NF90-NF45 が果たす役割を明らかにすることを
目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究当初の背景(3)にあるように、我々はこれまでに肝細胞がん細胞株において NF90-NF45
が miR-7 の生合成を負に制御することを明らかにした。この解析に際し我々は、miR-7 を高発現
させると NF90 の発現がタンパク質レベルで低下することを見出した。加えて、肝細胞がん細胞
株において NF90-NF45 により負に制御される miRNA として我々が見出している miR-629-3p の標



的候補のひとつが NF90 のスプライシングバリアントである NF110 であることを見出した。さら
に、NF90 mRNAを標的とする miRNA を Target Scan で探索したところ miR-181a が確認された。
そこで、これらの知見をもとに miR-629-3p 及び miR-181a が NF90 及び NF110 の発現に影響を及
ぼすか、否かを検証するために、肝細胞がん細胞株に上記 miRNA のオリゴヌクレオチドを遺伝子
導入することで解析した。miR-7 に関しては、NF90 mRNA の miR-7 予測結合部位を含むレポータ
ー遺伝子や miR-7 のオリゴヌクレオチドを肝細胞がん細胞株に遺伝子導入し解析することで、
miR-7 による NF90 mRNA の翻訳抑制能を確証する解析を進めた。 

(2) NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋萎縮の分子機構の解明に関しては、主に当該マウスの骨格筋
において NF90が相互作用する因子を探索することを足がかりに解析を進めた。 

(3) 膵ラ島における NF90-NF45 の役割
を解明するために、野生型マウスの膵
臓の免疫染色や NF90-NF45 ノックダウ
ン(KD)膵 beta 細胞株の動態解析を中
心に行った。 
 
４．研究成果 
(1) 肝細胞がん細胞株 Huh7 に miR-7, 
miR-181及びmiR-629-3pを過剰発現さ
せ、NF90 及び NF110 の発現レベルを解
析した。予測通り、miR-7 及び miR-181
は NF90 の発現を抑制した(図 1)。一方
で、miR-629-3p は NF110 の発現に影響
を及ぼさなかった(図 1)。miR-7 に関し
ては、NF90 mRNA 上に存在する miR-7 予測結合配列を含むレポーター遺伝子を用いることで、
miR-7 が当該予測結合配列に作用し、NF90 mRNA の翻訳を抑制する可能性を示唆することができ
た。また元来、内在性 NF90 の発現が低く miR-7 の発現が高い神経芽細胞種細胞株である SK-N-
SH 細胞を用いて miR-7 の機能阻害実験を行なった結果、内在性 NF90 の発現促進が確認された。
研究当初の背景(3)にあるように、NF90-NF45 は miR-7 の生合成を負に制御する。これらの知見
より NF90 の発現は、NF90-NF45 による miR-7 の生合成抑制によりフィードバック制御を受ける
ことが明らかとなった。 

(2) NF90-NF45 dbTg mice の主たる表現型である骨格筋萎縮の分子メカニズムを明らかにするこ
とを目的に、当該マウスの骨格筋において NF90 と相互作用する因子の探索を免疫沈降法と質量
分析法を組み合わせた方法(IP-MS法)を用いて行
なった。その結果、Sarcoplasmic/endoplasmic 
reticulum calcium ATPase 1 (SERCA1)を見出す
ことができた(図２)。SERCA1 は筋小胞体膜に局
在し、小胞体内への Ca2+取り込みを促進するタン
パク質である。加えて NF90-NF45 dbTg mice の骨
格筋を用いた網羅的遺伝子発現解析により、
NF90-NF45 dbTg mice においてサルコルピン
(SLN)の発現が顕著に上昇していることも分かっ
た。SLN は SERCA1 による筋小胞体への Ca2+取り
込みを阻害するペプチドである。SLN は未成熟な
筋組織において発現が高く、筋成熟に伴い発現が
低下する。つまり、細胞質 Ca2+濃度の低下が筋成
熟化を促進するものと想定される。一方で、NF90-
NF45 dbTg mice の骨格筋は成体においても SLN
が高く、細胞質 Ca2+濃度が高い状態が続き、慢性
的な小胞体ストレス状態にあることが予測され、
そのことが筋萎縮の要因となっているのではな
いかと想定された。 

(3) 健常な肝臓や骨格筋において NF90-NF45 の
発現はタンパク質レベルで極めて低い。一方で、
当該臓器でNF90-NF45の発現が上昇するとmiRNA
の機能等を介して「がん」や「筋疾患」の病態生
理現象を引き起こす。対照的に、研究当初の背景
(5)にあるように健常なマウス膵臓の膵ラ島においては NF90-NF45 の発現が高い。しかしながら
膵ラ島における NF90-NF45 の機能に関しては不明なままである。そこで本研究では、膵ラ島にお
ける NF90-NF45 の機能を解明することで、正常組織における内在性 NF90-NF45 の機能の一端を
明らかにすることを目指す。先ず、野生型マウスの膵臓において NF90, NF45, インスリンに対



する抗体を用いて免疫染色
を行なった。その結果、NF90-
NF45 は、膵ラ島のインスリン
陽性細胞の核において高発
現していることがわかった
(図３)。つまり NF90-NF45は
膵b細胞の核で高い発現を示
すことが明らかとなった。次
に NF90-NF45 KD 膵b細胞株
の動態解析を行なった。その
結果、コントロール細胞株と
比較し、NF90-NF45 KD 細胞
株の増殖は有意に低下する
ことがわかった。さらにその
分子機構の解明を目指し、
NF90-NF45 KD 膵b細胞株を
用いてマイクロアレイ法に
よる網羅的遺伝子発現解析を行なった。その結果、NF90-NF45 の KD によりアポトーシス促進因
子である Tp53inp1 の発現が有意に増加することを突き止めた。これらの知見より、NF90-NF45
はアポトーシス促進因子 Tp53inp1 の発現抑制等を介して膵b細胞の生存に寄与するのではない
かと考えられた。近年、2 型糖尿病患者の膵臓において膵b細胞の減少が確認されている。興味
深いことに、高脂肪食による糖尿病モデルマウスや公共データベースに登録されている糖尿病
モデルマウス(db/db)の膵ラ島では NF90-NF45 の発現が低下していることがわかった。従って、
2 型糖尿病患者の膵臓におけるb細胞の減少と NF90-NF45 の発現低下が関連する可能性は考えら
れる。今後、この点の検証を進める必要がある。そこで現在、膵b細胞特異的に NF90-NF45 をノ
ックアウトしたマウスを作出し、当該マウスの表現型の解析を進めている。 
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