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研究成果の概要（和文）：本研究では、筋萎縮ストレスに対する骨格筋細胞独自の適応メカニズムを明らかにし
た。具体的には、申請者が見出した骨格筋特異的な新規長鎖非コードRNA（Irs1 lncRNA）の標的mRNAがRBおよび
p16であることを同定した。さらに、Irs1 lncRNAが相補的な配列を介してこれら標的mRNAをサイレンシングする
こと、その結果筋管細胞の脱分化を誘導し、筋萎縮抵抗性の表現型を獲得することを見出した。さらに、Irs1 
lncRNAとホスト遺伝子（Irs1 mRNA）の転写調節機構について検討し、これら２つは筋細胞の分化段階特異的に
転写制御されていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we clarified the adaptive mechanism of skeletal muscle cells 
(myotubes) against muscle atrophy stress. We identified the skeletal muscle-specific novel long 
non-coding RNA (Irs1 lncRNA). We demonstrated that the target mRNAs of Irs1 lncRNA are RB and p16. 
Furthermore, we found that Irs1 lncRNA silences these target mRNAs through complementary sequences, 
resulting in the dedifferentiation of myotube cells and the acquisition of a phenotype resistant to 
muscle atrophy stress. Furthermore, we investigated the transcriptional regulatory mechanism of Irs1
 lncRNA and the host gene (Irs1 mRNA), and revealed that these two RNAs are transcriptionally 
regulated in a stage-specific manner in muscle cell differentiation.

研究分野：分子生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、廃用性筋萎縮を引き起こすメカニズムについては、筋特異的な蛋白質分解システムの活性化(Atrogenesシ
ステム)が国内外で精力的に研究され、分子レベルでその詳細が明らかにされてきている。一方、筋細胞がもつ
「萎縮ストレスに対する適応能力」という観点から、筋萎縮を捉えた研究は未だない。本研究成果の学術的意義
は、骨格筋細胞に備わった筋萎縮抵抗性プログラムを明らかにし、廃用性筋萎縮の解決へ向けた新たな可能性を
示したことである。

※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 

超高齢化社会を迎えた我が国では、寝たきり患者が急増している。寝たきりによって骨格筋へ

の機械的負荷が減少（筋萎縮ストレス）するため、骨格筋量は著しく減少し（廃用性筋萎縮）、

その結果、寝たきり状態の回復が妨げられることが医療的・社会的に大きな問題となっている。

しかしながら、運動を除けば廃用性筋萎縮に対する有効な予防法や治療法は未だ確立されてい

ない。現在、廃用性筋萎縮を引き起こすメカニズムについては、筋特異的な蛋白質分解システム

の活性化(Atrogenesシステム)が国内外で精力的に研究され、分子レベルでその詳細が明らかに

されてきている。一方、筋細胞がもつ「筋萎縮ストレスに対する適応能力」という観点から、筋

萎縮を捉えた研究は未だない。本研究では申請者が見出した骨格筋特異的な新規の長鎖非コー

ド RNAが筋萎縮抵抗性を獲得させる分子メカニズムを明らかにする。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、筋萎縮ストレスに対する骨格筋細胞独自の適応メカニズムを明らかにする。具体

的には、申請者が見出した骨格筋特異的な新規の長鎖非コード RNA（Irs1-lncRNA）が最終分化

した筋管細胞に脱分化を誘導して、筋萎縮抵抗性を獲得させるメカニズムを解明する。 

 

３．研究の方法 

（１）Irs1-lncRNAの標的 mRNAの同定と機能解析 

 In vitro 転写システムで作製した Irs1-lncRNA を用いて、萎縮抵抗性を獲得した筋管細胞抽

出液から RNA プルダウン法により Irs1-lncRNA の標的 mRNA を取得する。Irs1-lncRNA と共沈降

した mRNAを鋳型に逆転写反応を行い cDNA を得たのち、PCR法で増幅し、DNAシークエンス解析

によって標的 mRNAを同定する。 

 Irs1-lncRNA が標的 mRNA 発現に及ぼす影響を検討するために、 Irs1-lncRNA と標的 mRNA を

発現するプラスミドを作製し、骨格筋細胞に共発現させた後、標的 mRNA の発現量をリアルタイ

ム PCR法により解析する。 

 Irs1-lncRNA と標的 mRNAの結合を検討するために、Irs1-lncRNAと標的 mRNA の２次構造予測

と相補的配列予測を行う。予測された相補的配列に変異を導入し、RNAプルダウン解析によって

Irs1-lncRNAと標的 mRNAの結合への影響を検討する。 

 

（２）Irs1-lncRNAによる標的 mRNAのサイレンシング機構の解析 

 種々の非コード RNAが標的 mRNAをサイレンシングする際に利用する分子群（SMG1, SMG5, SMG6, 

SMG7, Stau1, AGO1, AGO2, Dicer, UPF-1, UPF-2）の関与について検討するために、これら分子

の siRNA を用いてノックダウン解析を行い、Irs1-lncRNA による標的 mRNA のサイレンシングへ

の影響を解析する。また、Irs1-lncRNAから新たに小分子の非コード RNAが創出されるかについ

て解析するために、NuSiev3:1アガロースゲルを用いたノーザンブロット解析を行う。 

 

（３）Irs1-lncRNAによる遺伝子発現解析 

 筋管細胞を用いた Irs1-lncRNAの機能獲得系（過剰発現）と、萎縮抵抗性の筋管細胞を用いた

Irs1-lncRNA の機能喪失系（ノックダウン）を行い、Irs1-lncRNA によって制御される遺伝子群

をマイクロアレイ解析により網羅的に解析する。 

 

 

 



４．研究成果 

（１）Irs1-lncRNAの標的 mRNAの同定 

最終分化させた筋管細胞に萎縮ストレスを与え、細胞周期の再活性化を指標にして萎縮抵抗

性の筋管細胞を誘導する細胞モデルを構築した。萎縮抵抗性を獲得した筋管細胞を用いて、RNA

プルダウン法により Irs1-lncRNA の標的 mRNAを２つ（RB および p16）同定した。これら２つの

遺伝子産物は、骨格筋細胞の脱分化制御において中心的な役割を果たす分子であった。 

次に Irs1-lncRNA がこれら２つの標的 mRNA 発現に及ぼす影響を検討した。Irs1-lncRNA と標

的 mRNAを発現するプラスミドを作製し、骨格筋細胞に共発現させた結果、各標的 mRNAの発現量

は著しく低下した。 

次に、Irs1-lncRNAと標的 mRNA の配列解析を行った結果、Irs1-lncRNA は各標的 mRNA に対し

て短い相補鎖配列をもつことが分かった。そこでこれら相補鎖配列に変異を導入し RNA プルダ

ウン解析を行ったところ、Irs1-lncRNA は各標的 mRNA に対して相補鎖配列に依存して結合する

こと、および相補鎖配列に依存して標的 mRNAをサイレンシングすることが分かった。 

 

（２）Irs1-lncRNAによる標的 mRNAのサイレンシング機構の解析 

 Irs1-lncRNA による各標的 mRNA のサイレンシングの分子メカニズムについて検討を行った。

種々の非コード RNAが標的 mRNAをサイレンシングする際に利用する分子群（SMG1, SMG5, SMG6, 

SMG7, Stau1, AGO1, AGO2, Dicer, UPF-1, UPF-2）の関与について検討を行ったが、骨格筋特異

的長鎖非コードRNAによる各標的mRNAのサイレンシングはこれら因子には依存していなかった。

次に各分化段階の骨格筋細胞（筋芽細胞、筋細胞、筋管細胞）において、Irs1-lncRNAから新た

に小分子非コード RNAが創出されるかについて解析を行った。その結果、Irs1-lncRNAのプロセ

ッシングはどの分化段階の骨格筋細胞でも起っていなかった。 

 

（３）Irs1-lncRNAによる遺伝子発現解析 

 筋管細胞を用いた Irs1-lncRNAの機能獲得系（過剰発現）解析と、萎縮抵抗性の筋管細胞を用

いた機能喪失系（ノックダウン）解析により、Irs1-lncRNAによって制御される遺伝子群を網羅

的に解析した。その結果、Irs1-lncRNA によって発現が変動する遺伝子群は標的 mRNA（RB およ

び p16）の制御遺伝子群と相関することが分かった。これら変動遺伝子群は骨格筋細胞の分化と

脱分化に関係する一連の遺伝子群であることが解った。 

 

（４）Irs1-lncRNAの転写制御機構の解析 

最終分化させた筋管細胞に筋萎縮ストレスを暴露し、脱分化を誘導する環境下での Irs1-

lncRNAの転写制御機構について検討を行った。Irs1-lncRNA のプロモーター解析を行い、Irs1-

lncRNAの転写に関与する候補転写因子の絞り込みを行った結果、MyoD, MyoG, Sp1 が候補であ

ることが分かった。次に、候補転写因子の結合領域を阻害するために各配列を含むデコイ LNA２

本鎖 DNAを合成し解析を行った。加えて、候補転写因子のノックダウン解析も同時に行った。そ

の結果、筋管細胞に筋萎縮ストレスを暴露すると、Sp1が活性化して Irs1-lncRNAの転写が誘導

されることを明らかにした。また、未分化な筋芽細胞や筋細胞に筋萎縮ストレスを暴露しても

Sp1は活性化せず、Irs1-lncRNAの転写活性化はおこらないことを明らかにした。 

次に、ホスト遺伝子（Irs1 mRNA）の転写制御機構について検討を行った。Irs1 mRNAのプロ

モーター領域には６つの代表的な転写因子結合サイトがあり、転写因子について解析した結果、

ホスト遺伝子の転写には GRE,ERE 領域と C/EBP が重要であることが解った。以上の結果から、

Irs1-lncRNAとそのホスト遺伝子の転写制御は異なることが明らかとなった。 
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