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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでにRNA結合タンパク質であるNF90とNF45の複合体(NF90-NF45)の過剰発
現が骨格筋萎縮を引き起こすことを見出している。本研究により、当該萎縮の発症と骨格筋細胞融合のマスター
因子であるMYMK/MYMXの恒常的発現との関連性が見出された。加えて、NF90-NF45を介して「lncRNA
(pri-miR-378a)蓄積-miRNA(miR-378a-3p)産生低下-mRNA(MyoG mRNA)発現上昇」ネットワークと「筋分化マスタ
ー因子(MyoD)の転写活性能上昇」が協調し、病態生理現象の要因(MYMK/MYMXの恒常的発現)が生じる可能性を新
たに見出した。

研究成果の概要（英文）：We previously found that overexpression of NF90-NF45 complex, a RNA-binding 
protein, induces skeletal muscle atrophy. This study demonstrated that the muscle atrophy is deeply 
correlated with constitutive expression of Myomaker (MYMK)/Myomixer (MYMX) which are responsible 
factors for myoblast fusion during myogenesis. It is known that the expression of MYMK/MYMX is 
controlled by MyoD and MyoG which are myogenic regulatory factors. Finally, we newly found that the 
constitutive expression of MYMK/MYMX is caused by coordination via NF90-NF45 between “a network of 
lncRNA(pri-miR-378a) accumulation-miRNA(miR-378a-3p) reduction-mRNA(MyoG mRNA) increment” and “an 
activation of transcriptional ability of MyoD”, resulting in the skeletal muscle atrophy. 

研究分野：分子生物学

キーワード： RNA結合タンパク質　骨格筋萎縮　非翻訳RNA　細胞融合　NF90　NF45　Myomaker/Myomixer
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NF90-NF45の発現上昇による骨格筋萎縮は筋繊維の中心に核が局在する「中心核化」を呈する。この「中心核
化」は、筋力低下等の病態を呈する「筋強直性ジストロフィー I型(DM1)」や「中心核病」等でも確認される。
近年、DM1の生検においてNF90-NF45の発現上昇が確認されている(Sabater-Arcis et al. Mol. Ther. Nucleic 
Acids 2020)。従って、本研究で見出された「NF90-NF45の高発現による中心核化を伴う筋萎縮の新規分子メカニ
ズム」は、筋疾患DM1及び中心核病の発症機序解明や治療薬開発等において有益な情報になり得るものと考えて
いる。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ヒトの遺伝子数は約 2万 2千個でゲノム全体を 100%と考えた場合、遺伝子が占める割合は約 2%
にすぎない。従って、ヒトゲノムにおいては非コード DNA 領域が約 98%を占める。一方、転写産
物の網羅的解析が行われ、ゲノム全体の約 70%の領域が転写され RNA が産み出されることが分か
った。従って、生体にはタンパク質に翻訳されない RNA(非翻訳 RNA)が数多く存在することが知
られるようになった。そのため生体に数多く存在する非翻訳 RNA の機能解明は、現在の生命科学
において重要な課題の一つである。 
一般的に非翻訳RNAはRNA結合タンパク質(RBP)と
複合体を形成し機能を発揮することが知られてい
る(図１)。従って、非翻訳 RNA の機能解明には RBP
の機能解析が欠かせない。我々はこれまでに RBP の
一つである Nuclear Factor 90 (NF90)とその結合
パートナーであるNF45の複合体(NF90-NF45)の機能
解析を通じ、非翻訳 RNA の機能解明に取り組んでき
た。その結果我々は、NF90-NF45 は非翻訳 RNA であ
る microRNA(miRNA) の初期転写産物 (primary-
miRNA: pri-miRNA)に結合し、そのプロセッシング
を阻害することでmiRNA生合成を負に制御すること
を見出した(Sakamoto et al. MCB 2009)。加えて NF90-NF45-pri-miRNA 複合体形成が成熟型
miRNA による標的メッセンジャーRNA の翻訳抑制能の解除を引き起こし「がん」や「骨格筋の中
心核化」等の病態生理現象を生じさせることを見出した (Higuchi, Sakamoto et al. JBC 
2016)(Todaka, Sakamoto et al. MCB 2015)。 
一方で、NF90-NF45 は pri-miRNA 以外に他の長鎖非翻訳 RNA(lncRNA)や mRNA の非翻訳領域(UTR)
にも結合することが知られており、NF90-NF45の発現の増減は、miRNAを介する系以外にもlncRNA
の機能調節や mRNA の安定性制御とも協調しながら生体制御や病態発症に影響を及ぼすことが予
測される。そのため、NF90-NF45 の発現の増減による生体制御や病態発症においては、「miRNA に
よる作用」、「lncRNA の作用」、「mRNA の安定化・翻訳抑制」の 3つのイベント間のクロストーク
を明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、NF90-NF45 を介した「lncRNA」「miRNA」「mRNA」のクロストークによる病態生理現
象の分子機構を解明することで、高次生命現象に影響する非翻訳 RNA の作用の全体像の一端を
掴むことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
項目 2 の「研究の目的」達成のために、特

に本研究課題では NF90-NF45 の発現の増減に
よる病態生理現象として、NF90-NF45 の高発現
による骨格筋萎縮に着目した。我々はこれま
でに、NF90-NF45 が全身性に過剰発現する遺伝
子改変マウス(NF90-NF45 dbTg mice)を作製
し、当該マウスの骨格筋が顕著な萎縮を引き
起こすことを見出している(図 2, X-ray CT)。
加えて、既述のように、当該マウスの骨格筋は
核が筋細胞の中心に局在する「中心核化」を呈
することも分かっている(図 2, HE 染色)。通
常、成熟した筋細胞の核は辺縁に局在する。従
って、筋細胞の「中心核化」は筋未成熟の特徴
の一つとなっている。我々の解析により、当該
マウスの骨格筋における「中心核化」は NF90-NF45 と筋分化 miRNA の初期転写産物との複合体形
成により生じることが分かっている(Todaka, Sakamoto et al. MCB 2015)。一方で、当該マウス
の骨格筋における筋萎縮の分子機構に関しては不明な点が多い。そこで本研究ではこの点の解
明を進めた。 
解析に関しては主に下記の項目に取り組んだ。 
① 筋分化・成熟化に関わるマーカー因子の発現解析 
② 転写産物の網羅的発現解析 
③ miRNA の網羅的発現解析 
④ 筋分化マスター因子 MyoD の転写活性化能への影響 
 



 

 

４．研究成果 
 
① 筋分化・成熟化に関わるマーカー因子の発現解析 
骨格筋の分化・成熟化は以下のように進む。 
筋衛星細胞 → 筋前駆細胞 → 筋芽細胞 → (細胞融合) → 筋管細胞 → 筋繊維 
各細胞において下記の特徴的な因子の発現が確認される。 
筋衛星細胞: Pax3, Six1, Six4 
筋前駆細胞/筋芽細胞: Myh5 
筋芽細胞/筋管細胞: embryonic MyHC (eMyHC), MRF4 
筋繊維: Myh4, MCK 
そこで野生型マウス及び NF90-NF45 dbTg mice (13-17週齢,Male/Female) の大腿四頭筋を用い
て上記因子の発現を qRT-PCR法により解析した。その結果、野生型マウスと比較し、NF90-NF45 
dbTg mice の大腿四頭筋においては eMyHC の顕著な発現上昇と、Myh4及び MCKの有意な発現低
下が確認された。eMyHC の顕著な発現上昇は筋損傷後の筋再生においても観察される。加えて筋
損傷時には、損傷筋から血中に漏れ出すクレアチンキナーゼ(CK)の量が上昇する。そこで野生型
マウス及び NF90-NF45 dbTg mice の血中 CK 活性を測定したところ、両マウス間で CK 活性の差
異は認められなかった。これらの結果より、NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋は、筋破壊・再生を
繰り返している状態ではなく、筋分化・成熟化過程において「筋芽細胞が細胞融合し筋管細胞を
形成」する段階で止まった未成熟な状態にあるのではないかと考えられた。このことを検証する
ために、新生仔期、3 週齢、10週齢の野生型マウスの大腿四頭筋における NF90-NF45 の発現を解
析した結果、新生仔期マウスの未熟な大腿四頭筋においてのみ NF90-NF45 の発現が認められた。 
これらの知見より、NF90-NF45 の恒常的発現は骨格筋の未熟化を引き起こすと考えられた。 
 

② 転写産物の網羅的発現解析 

本項目では、項目①の解析で見出さ

れた NF90-NF45 の高発現による骨格

筋未成熟化の分子機構を解明するこ

とを目指し、我々が以前行った野生

型 マ ウ ス 及 び NF90-NF45 dbTg 

mice(16-18週齢, Male/Female)の大

腿四頭筋における転写産物の網羅的

発現解析結果の再解析を行なった

(Todaka, Sakamoto et al. MCB 

2015, GSE67591) (図 3)。その結果、

野生型マウスと比較し NF90-NF45 

dbTg mice の骨格筋において発現が

2 倍以上高い遺伝子数は 733 個(図

3,赤スポット)、発現が 1/2 以下に低

下している遺伝子数は 126 個(図 3,

緑スポット)であった。NF90-NF45 

dbTg mice の骨格筋において発現が 2倍以上高い遺伝子群には NF90-NF45及び eMyHC が含まれて

いる(図 3,矢印)。このことは項目①の qRT-PCR 解析でも確認されており、本解析の信頼性の高

さが示されている。本解析により我々は、筋芽細胞融合のマスター因子である Tmem8C 

(Myomaker:MYMK)が NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋において発現が 2倍以上高い遺伝子群に含ま

れることを新たに見出した(図 3,矢印)。筋芽細胞融合のマスター因子としては Myomixer(MYMX)

も知られている(Bi et al. Science 2017)。加えて、MYMK 及び MYMXは筋芽細胞融合を促進後、

筋成熟化に伴い発現が顕著に低下することが知られている。一方で上述のようにNF90-NF45 dbTg 

mice の骨格筋では、MYMK の発現が高い状態にある。さらに我々は、qRT-PCR 法を用い、野生型

マウス及び NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋における MYMK/MYMXの発現量を解析した。その結果、

野生型マウスと比較し、NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋において MYMK/MYMXの高発現が認められ

た。これらの知見より、NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋の未成熟化は MYMK/MYMXの恒常的発現と

関連する可能性が考えられた。 

 

③ miRNA の網羅的発現解析 

 本項目においては、項目②で認められた NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋における MYMK/MYMXの

恒常的発現の分子機序の解明を目指し、解析を進めた。これまでに、MYMK/MYMX遺伝子は、筋分

化マスター因子 MyoD とその標的因子の一つで筋分化制御因子である Myogenin (MyoG)により転

写促進されることが示唆されている(Millary et al. Genes Dev 2014)(Bi et al. Science 
2017)。我々はこれまでに、RNAレベルで、野生型マウスと比較し、NF90-NF45 dbTg mice の骨格



 

 

筋において MyoD の発現には差異が認められず、MyoGの発現は顕著に上昇していることを見出し

ている(Todaka, Sakamoto et al. MCB 2015)。従って、NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋における

MYMK/MYMXの発現上昇は MyoGの発現増加に起因する可能性が想定された。そのため、NF90-NF45 

dbTg mice の骨格筋における MyoGの発現上昇の分子機序に着目し、解析に取り組んだ。既述の

ように我々は以前、NF90-NF45 が miRNA の初期転写産物(pri-miRNA)と複合体を形成し、当該 pri-

miRNA のプロセッシングを抑制することで、miRNA 生合成を負に制御することを見出している

(Sakamoto et al. MCB 2009)。そのため NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋における MyoGの発現上

昇は miRNA の翻訳抑制解除に起因する可能性が考えられた。そこで、miRNA アレイ法を用いて、

NF90-NF45 の高発現により産生が低下し且つ MyoG の翻訳を抑制する miRNA を探索した(図 4)。

miRNA アレイ解析の結果、野生型マ

ウスと比較し、NF90-NF45 dbTg mice

の骨格筋において発現が 2倍以上に

増加しているmiRNAが 37個(図 4,赤

スポット)、1/2 以下に低下している

miRNA が 39 個(図 4,緑スポット)存

在することがわかった。次に miRNA

の 標 的 探 索 ソ フ ト で あ る

「TargetScan」を用い MyoGを標的と

する miRNAs 群を抽出した。さらに、

抽出した miRNAs 群の中に、野生型マ

ウスと比較し NF90-NF45 dbTg mice

の骨格筋において発現が 1/2 以下に

低下している 39 個の miRNA と一致

する miRNA を探索した。その結果、

当該条件を満たす miRNA として「miR-378a-3p」を見出すことができた(図 4)。次に、野生型マ

ウス及び NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋において「成熟型 miR-378a-3p」とその初期転写産物で

ある「pri-miR-378a」の発現を解析した結果、野生型マウスと比較し、NF90-NF45 dbTg mice の

骨格筋において「成熟型 miR-378a-3p」の産生は顕著に低下し、「pri-miR-378a」の発現は増加し

ていることがわかった。このことより、高発現した NF90-NF45 は「pri-miR-378a」から「成熟型

miR-378a-3p」へのプロセッシングを抑制する可能性が考えられた。さらに、「miR-378a-3p」が

MyoG mRNA を直接の標的とするか、否か、を検証するために、MyoG mRNA をルシフェラーゼ(Luc)

遺伝子の 3’非翻訳領域(UTR)に繋げたリポーター遺伝子(pmiR-GLO-MyoG mRNA 3’UTR)を構築

し、HEK293 細胞を用いて解析した。その結果、miR-378a-3p の高発現は pmiR-GLO-MyoG mRNA 

3’UTR の Luc活性を有意に低下させた。このことより、miR-378a-3p は MyoG mRNA の 3’UTR を

直接の標的とするものと考えられた。これらの知見より、NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋萎縮に

おける MYMK/MYMXの発現上昇の分子機序としては「lncRNA(pri-miR-378a)蓄積-miRNA(miR-378a-

3p)産生低下-mRNA(MyoG mRNA)発現上昇」ネットワークの影響が考えられた。 

 

④ 筋分化マスター因子 MyoD の転写活性化能への影響 

既述のように、野生型マウスと比較し、

NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋においては

MyoG 及び MYMK/MYMX の発現上昇が確認さ

れる。一方で、MyoD の発現に差異は認めら

れない。このことを NF90-NF45 のノックダ

ウン(KD)状況下で検証するために、筋芽細

胞株である C2C12 細胞を用いて解析を行

った。C2C12細胞は低血清(馬血清 2%)条件

下で培養することで、細胞融合が促進され

筋管細胞へと分化する。また当該分化に伴

い、MyoD, MyoG, MYMK/MYMXの発現上昇が

確認される。そこで C2C12 細胞において

NF90-NF45をKDし、qRT-PCR法によりMyoD, 

MyoG, MYMK/MYMXの発現を解析した。その結果、NF90-NF45 の KD により MyoG 及び MYMK/MYMXの

発現は顕著に低下した。一方で MyoD に関しては、NF90-NF45 の KD による発現変動は確認されな

かった。上述の NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋及び NF90-NF45 KD C2C12細胞における MyoD, 

MyoG, MYMK/MYMXの発現解析により、NF90-NF45 は MyoG 及び MYMK/MYMXの発現量に関しては促

進的に作用する一方、MyoD の量的変化には影響しないことが明らかとなった。 



 

 

既述のように、MYMK/MYMX遺伝子の転写は MyoD及び MyoGによって正に制御されている。加え

て MyoGの発現も MyoD によって制御されていることが知られている。そのため、NF90-NF45 の KD

による MyoG 及び MYMK/MYMXの発現低下は、NF90-NF45 の KD による MyoD の質的変化(転写活性化

能の変化)にも起因する可能性が想定された。そこで我々は、Luc 遺伝子の上流に MyoG遺伝子の

プロモーター領域を連結させたリポーター遺伝子(MG185-luc)を用いて、NF90-NF45 が MyoD の転

写活性能に及ぼす影響を検証した(図 5)。その結果、MyoD による MG185-luc の活性上昇は、NF90-

NF45 により増進することが明らかとなった(図 5)。一方で、MyoD 非存在下では NF90-NF45 によ

る MG185-luc の活性上昇は確認されなかった(図 5)。これらの結果より、NF90-NF45 による MyoD

の転写活性化能の増強が、MyoG 及び MYMK/MYMX の遺伝子群の転写を促進させ、当該因子群の恒

常的発現を伴う筋萎縮を生じさせている可能性も考えられた。 

 

項目①〜④の解析を通じて、NF90-NF45 によ

り引き起こされる病態生理現象(骨格筋萎

縮)において「lncRNA(pri-miR-378a)蓄積-

miRNA(miR-378a-3p) 産生低下 -mRNA(MyoG 

mRNA)発現上昇」ネットワークと「転写因子

(MyoD)の転写活性能上昇」が NF90-NF45 を

介して協調することで、病態生理現象の要

因(MYMK/MYMX の恒常的発現)が生じる可能

性を新たに見出すことができた(図 6)。 

 

興味深い事に、他のグループの報告では

miR-378a-3p と MyoD間で下記の関係性が報

告されている(Gagan et al. JBC 2011)。 

 

MyoD → pri-miR-378a 遺伝子の転写活性化 → miR-378a-3p 産生増加 → miR-378a-3p 標的因

子 MyoR (MyoD 転写活性能抑制因子)産生低下 → MyoD 転写活性能上昇 

 

従って、NF90-NF45 による MyoD の転写活性能上昇(図 5)は、miR-378a-3p を介した MyoD 転写活

性能の増強を引き起こす可能性も想定される。このことは、「miR-378a-3p 生合成経路」と「NF90-

NF45 による MyoD 転写活性能上昇」間の新たなクロストークの存在を示唆している。このクロス

トークもまた MYMK/MYMXの恒常的発現を引き起こし、NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋の萎縮に繋

がる可能性がある。 

 

結論として、NF90-NF45 が有する「lncRNA 結合能」と「転写因子活性化能」が協調し、且つ「NF90-

NF45 による転写因子活性化能」と「miRNA 生合成経路」がクロストークすることで病態生理現象

(骨格筋萎縮)を引き起こす可能性が見出された。 

一方、現時点では、当初のモデルである NF90-NF45 による「lncRNA 機能制御」「miRNA 生合成抑

制」「mRNA安定化・翻訳抑制」がクロストークし病態生理現象(骨格筋萎縮)を引き起こす分子メ

カニズムを見出すには至っていない。これらのクロストークを見出すために、現在着目している

因子が長鎖非翻訳 RNA(lncRNA)である「linc-MD1」である。「linc-MD1」は筋分化 miRNA である

miR-133と結合し、miR-133の翻訳抑制作用を阻害する機能(スポンジ機能)を介し筋分化を促進

する(Cesana et al. Cell 2011)。我々はこれまでの解析で、NF90-NF45 dbTg mice の骨格筋に

おいて「linc-MD1 の発現上昇」(第 41回 分子生物学会 一般演題発表)、「miR-133生合成抑制」

(Todaka, Sakamoto et al. MCB 2015)を見出している。加えて「linc-MD1」遺伝子は MyoD が転

写活性化することが示唆されている(Cesana et al. Cell 2011)。さらに「linc-MD1」のエクソ

ン領域には miR-133の pri-miRNA が含まれており、NF90-NF45 が当該 pri-miRNA に結合する可能

性は考えられる。我々は以前、mRNA前駆体に存在する pri-miRNA に NF90 が結合し当該 pri-miRNA

のプロセッシングを抑制することで当該 mRNA前駆体のスプライシングが促進することを見出し

ている(Barbier et al. Cell Research 2018)。そのため NF90-NF45 が linc-MD1内の pri-miR-

133 に結合し、miR-133 に対するスポンジ機能を有する linc-MD1 の産生を促進する可能性も考

えられる。これらの知見より、「NF90-NF45 による MyoD の転写活性能促進作用(図 5)及び NF90-

NF45 の linc-MD1 への結合を介した linc-MD1 の産生促進」と「NF90-NF45 による miR-133 生合

成抑制作用」がクロストークし、miR-133 の質と量が顕著に阻害されることで病態生理現象(骨

格筋萎縮)が引き起こされる可能性は想定される。今後、これらの作業仮説に着目し解析を進め

ることで、NF90-NF45 による「lncRNA 機能制御作用」と「miRNA 生合成抑制作用」のクロストー

クによる病態生理現象(骨格筋萎縮)の一端を明らかにできないかと考えている。 
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