
 

様式 C-7-2 

自己評価報告書 

平成 21 年 7 月 14 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2006～2009 

課題番号：18592046 

研究課題名（和文） 内在性アンチセンスＲＮＡによるイオン輸送担体アイソフォームの発現

および機能調節 

研究課題名（英文） Regulations of expression and function for ion transporter isoforms 

by natural antisense RNAs 

研究代表者 

栗原 琴二 (KURIHARA KINJI) 

明海大学・歯学部・講師 

研究者番号：10170086 

 
研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：歯学・機能系基礎歯科学 

キーワード：アンチセンス，RNA，サイレンシング，イオン輸送担体，アイソフォーム， 

NA-ポンプ，Na/K/2Cl 共輸送体，唾液腺 

 

１．研究計画の概要 

腎臓での体液量調節や唾液分泌に関与する

「イオン輸送担体が如何に発現調節され，如

何に機能調節されるのか」を解明する。周知

の通り，イオン輸送担体の蛋白質は DNA のセ

ンス鎖から作られた mRNA を鋳型にして作ら

れる。一方，生体では“アンチセンス RNA”

が実在すること，また，これらは蛋白質の発

現調節に関与している可能性がある。イオン

輸送担体の発現調節，機能調節を明らかにす

るために，イオン輸送担体アイソフォームの

内在性アンチセンス RNAの実体およびアンチ

センス RNAがイオン輸送担体の発現にどのよ

うに関与しているのかを分子生物学的手法

で明らかにする。 

 
２．研究の進捗状況 

(1)３大唾液腺に発現している Na+/K+-ATPase 

αアイソフォームを RT-PCR で調べると，α1

は３大唾液腺すべてに検出され，α３は舌下

腺にのみ検出された。３大唾液腺のアイソフ

ォームをウエスターンブロットで検出する

と，mRNA の発現量に応じた蛋白質が検出され

た。また，舌下腺のα３を免疫染色すると漿

液細胞と肥満細胞の膜に陽性であった。一般

に，α３は脳，神経組織にのみ存在すると考

えられていたが，舌下腺にα３が強く発現し

ていることを明らかにできた。 

 

(2) ラット舌下腺の Total RNA を鋳型にして

α３に特異的なフォワードプライマーで逆

転写反応後，PCR を行うと，予想されるサイ

ズの PCR 産物が得られ，その配列はα３と一

致した。この結果から舌下腺に Na+/K+-ATPase 

α３のアンチセンス RNAが存在することを明

らかにできた。同時にアンチセンス RNAs を

簡便に検出する方法も確立できた。 

 

(3)Na+/K+-ATPase α３アイソフォーム蛋白

質の発現をウエスターンブロットで分析す

ると，脳の場合，10 週齢と 60 週齢で同様な

発現であったが，舌下腺では高週齢ラットに

顕著であった。また， mRNA およびアンチセ

ンス RNA量は蛋白質と同様に高週齢ラットに

顕著に発現していることを明らかにできた。 

 

(4)ゲノム DNA の配列から mRNA に転写されな

い数百塩基上流部分に相当する種々のフォ

ワードプライマーで逆転写反応を行い，PCR

を行うと理論的な増幅物ができた。よって，

アンチセンス RNA には mRNA に転写されない

部分が含まれる可能性が考えられた。 



 

(5) 内在性アンチセンス RNAのサイズを検討

するためにノーザンブロット分析を行った。

理論的にアンチセンス RNAに相補的な配列の

プローブを多数作製し，ハイブリダイゼーシ

ョンを試みたが，単一の強いシグナルは検出

されなかった。アンチセンス RNA は単一の大

きさを持っていないことが考えられる。 

 

３．現在までの達成度 

③やや遅れている。 

（理由） 

(1) Na+/K+-ATPase αアイソフォームのα３

のアンチセンス RNA の実体を明らかにし，ア

ンチセンス RNAの簡便な検出方法の確立は順

調であった。しかし，内在性アンチセンス RNA

のノーザンブロットの確立に時間を要した。

アンチセンス RNAのサイズについて明確な結

果を得られなかったが，本来，アンチセンス

RNA が単一の大きさを持っていない可能性も

ある。 

 

(2) 研究期間中，当教室では 2年もの間准教

授不在であり，当時，助教であった筆者が通

常の講義や大学業務に加え，欠員となってい

る準教授に代わりさらに多くの業務を科せ

られたため，研究のための時間が予想以上に

制限された。 

 

(3) 動物実験の制限が強くなり，学内の規則

が整えられるまで，実際的に動物を使用でき

ない状態が生じ，研究の遂行に支障をきたし

た。 

 

４．今後の研究の推進方策 

唾液腺にイオン輸送担体アイソフォームの

mRNA のみならず内在性アンチセンス RNA が

存在することを明らかにし，アンチセンス

RNA が加齢によって変化する知見を得てき

た。鍋島陽一博士等によって Klotho 遺伝子

の欠損が“早老症”になること(Nature 390, 

45, 1997) ， さ ら に Klotho 蛋 白 質 は

Na+/K+-ATPaseを細胞膜に移送させる機能を

持つこと（Science 329, 1615, 2007）が報

告されている。今後，高週齢で増加するア

ンチセンスRNAと Klotho遺伝子との関連性

について検討していきたい。 
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