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研究成果の概要（和文）：1. NF90 もしくは NF90-NF45複合体は、microRNA生合成、mRNA安定化、翻訳抑制、ウイルス
RNAの複製、転写に関与することが知られている。本研究で我々は、個体レベルで、NF90-NF45複合体が骨格筋病のひと
つである中心核病 (筋分化異常) を引き起こし、その病態の発症がNF90-NF45複合体によるmiR-133a生合成抑制を介し
たdynamin 2 (中心核病の原因遺伝子)の発現増加に起因することを見出した。

2. NF90による蛋白質合成抑制能を介したATPの収支バランスの制御を、培養細胞を用いてIn vitroの系で検証を試みた
が、その制御を確認するに至らなかった、

研究成果の概要（英文）：1. The nuclear factor 90 (NF90) or the complex of NF90 with NF45 is known to be 
involved in microRNA biogenesis, mRNA stabilization, translational repression, replication of viral RNA 
and transcription in vitro. In this study, we found that the NF90-NF45 complex induces centronuclear 
myopathy through increased expression of dynamin 2, a causative gene of the disease, by an 
NF90-NF45-induced reduction of miR-133a expression in vivo.

2. We observed that the NF90-overexpressing HEK293 cells did not exhibit longer-term survival than the 
control cells transfected with mock plasmids when glucose was withdrawn, suggesting that cellular energy 
balance was not influenced by overexpression of NF90 in cultured cells in vitro.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) MicroRNA (miRNA)は 20〜24 塩基からな
る小分子 RNA で相補的、一部相補的なメッセ
ンジャーRNA の翻訳を抑制する。miRNA はこ
の機能を通じ、多くの生体制御に関与する。
一方、miRNA の発現量の変動は、様々な疾患
を引き起こす。特に「がん」では、多くの miRNA
の産生が低下しており、産生低下した miRNA
の中にはがんを抑制するmiRNA (anti-oncomi 
-R)が含まれ、anti-oncomiR の産生低下が「が
ん化」の一因であると考えられている。 
 
(2) miRNA の生合成の主たる経路として、下
記のことが分かっている。miRNA 遺伝子から
転写された初期転写産物(primary-miRNA: 
pri-miRNA)は核内で Drosha/DGCR8 により一
本 鎖 RNA 領 域 が 切 断 さ れ 前 駆 体
miRNA(precursor-miRNA: pre-miRNA)となる。
その後、pre-miRNA は核外に移行し、細胞質
でDicerによりループ構造が切断され短い二
本鎖 RNA となる。産生された短い二本鎖 RNA
は RISC によってほどかれた後、一方の鎖は
分解されもう一方の鎖が機能的なmiRNAとな
る。このように miRNA 生合成の正の制御に関
しては解析が進んでいる。一方で、当該経路
の負の制御機構に関しては不明な点が多い。
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pri-miRNAに結合することでDrosha/DGCR8
の接近を阻害し、pri-miRNA のプロセッシン
グを抑制することを見出した (Sakamoto et 
al., MCB 2009)。 
 
(3) これまでに我々を含め複数のグループ
の解析により、NF90 もしくは NF90-NF45 は非
小細胞肺がん、卵巣がん、乳がん、肝細胞が
んのがん部で発現が高いことが示されてい
る。また、NF90 のノックダウンは、様々な組
織由来のがん細胞株の増殖を抑制すること
も分かっている。さらに我々は、肝細胞がん
において NF90-NF45 が anti-oncomiR 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。加えて、肝細胞がん細胞株にお
いて NF90-NF45 のノックダウンや miR-7 の過
剰発現は、miR-7 の標的因子である上皮成長
因子受容体(EGFR)の発現を低下させること
も明らかとした。EGFR からの細胞内シグナル
伝達は、細胞増殖を促進することが知られて
いる。これらの知見より、NF90-NF45 の発現
増加は、miR-7 の生合成抑制を介して EGFR の
発現を上昇させることでがん細胞の増殖を
促進する可能性が考えられた。 
 
(4) NF90 は miRNA 生合成調節以外にも、単
独で転写や mRNA の安定化に寄与することが
知られている。しかしこれらの知見は、In 
vitro の解析で得られたもので、NF90 単独の
作用が個体に及ぼす影響に関してはほとん
ど解析が進んでいない。そこで我々は NF90

を単独で過剰発現させたマウス(NF90 Tg マ
ウス)を作製し表現型解析を行った。その結
果、NF90 Tg マウスは骨格筋及び心筋におい
てミトコンドリアが空胞変性しそれに伴い
筋量・筋力及び心機能の低下が確認された 
(Higuchi, Sakamoto et al., PLoS One 2012)。
一方で、興味深いことに、NF90 Tg マウスは、
筋組織でミトコンドリアが変性しているに
も関わらず、長期生存が可能である。 
                                                                                              
２．研究の目的 
(1) 研究当初の背景(3)にあるように、我々
は発現増加した NF90-NF45 が miRNA 生合成抑
制を介してがんなどの高次生命現象の制御
に関与することを In vitro の解析で見出し
てきた。そこで本研究の主な目的は、
「NF90-NF45 発現上昇 → miRNA 生合成抑制 
→ 高次生命現象発生」の一連の流れを、個
体レベルで検証することにある。 
 
(2) 研究当初の背景(4)にあるように、NF90 
Tg マウスは、筋組織のミトコンドリアが変
性しているにも関わらず、長期生存が可能で
ある。これまでの我々の解析により、野生型
マウスと比較しNF90 Tg マウスの骨格筋では
タンパク質合成速度が有意に低下している
ことが分かっている(Higuchi, Sakamoto et 
al., PLoS One 2012)。細胞の活動の中で、
タンパク質合成はエネルギー源であるATPを
大量に消費する活動であることが知られて
いる。従って、NF90 Tg マウスの長期生存は、
タンパク質合成低下に伴うATP消費量の減少
に起因する可能性が考えられた。そこで本課
題内で、この作業仮説を培養細胞を用いて検
証した。 
 
３．研究の方法 
(1) NF90-NF45の高発現がmiRNA生合成抑制
を介して高次生命現象へ及ぼす影響を個体
レベルで確認するためにNF90-NF45を全身で
過剰発現した遺伝子改変マウス (NF90-NF45 
dbTg マウス)を作製し、表現型を解析した。 
 
(2) 低栄養条件下におけるNF90過剰発現細
胞の長期生存を In vitro で解析するために、
NF90 を安定に過剰発現したヒト胎児腎細胞
HEK293 細胞株及び発現プラスミドのみを遺



伝子導入し抗生剤でセレクションしたコン
トロール細胞株を樹立した。これらの細胞株
を用いてグルコース非存在下における生存
率を測定した。細胞の生存率測定は、トリパ
ンブルー染色によって生細胞を識別し、トリ
パンブルー染色陰性細胞をカウントするこ
とで測定した。 
 
４．研究成果 
(1) NF90-NF45 dbTg マウスの外見的特徴と
しては、体が小さく、主要組織においては特
に骨格筋でNF90-NF45の過剰発現が確認され
た。X 線 CT 解析より、NF90-NF45 dbTg マウ
スの骨格筋は野生型マウスと比較し有意に
萎縮していることがわかった(図 1 右写真・
グラフ内黒バー)。さらに NF90-NF45 が過剰
発現している骨格筋の筋繊維は核が中心に
局在していた(図 2)。 
このような病態はヒトでも確認されており、
筋疾患のひとつで「中心核病」と称されてい
る。 

 次に、野生型と比較した際の NF90-NF45 
dbTgマウスの骨格筋におけるmiRNA量の変動
を網羅的に測定するために、miRNA マイクロ
アレイ法を用いて解析を行った。その結果、
野生型マウスと比較し NF90-NF45 dbTg マウ
スの骨格筋において 23 種類の miRNA が 0.5
倍以下に減少していた。それらの miRNA の中
で、我々は筋分化に関連することが知られて
いる miR-133a, miR-133b, miR-1, miR-378
に着目した。着目した miRNA に関してはリア
ルタイム PCR 法を用いて発現解析を行い、野
生型と比較し NF90-NF45 dbTg マウスの骨格
筋において有意に発現が低下していること
を確証した(図 3 左グラフ黒バー)。上述のよ

うに NF90-NF45 は 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。そこで着目した miRNA に関して、野生
型と NF90-NF45 dbTg マウスの骨格筋におけ
る pri-miRNA の発現をリアルタイム PCR法に
より解析した。その結果、野生型と比較し
NF90-NF45 dbTg マウスにおいて着目した
miRNA の pri 体の発現は有意に増加していた
(図 3 右グラフ黒バー)。 
これらの結果は、NF90-NF45 dbTg マウスの骨
格筋において筋分化関連miRNAの生合成が抑
制され、pri 体の蓄積と成熟型 miRNA の産生
低下が生じていることを示している。 
 本研究で着目した筋分化関連miRNAの中で、
miR-133a を欠損したマウスは NF90-NF45 
dbTg マウスの表現型と同様に骨格筋におい
て中心核病を引き起こすことが報告されて
いる (Liu et al., J Clin Invest 2011)。
そこで我々は NF90-NF45 の過剰発現に伴う
miR-133a の産生低下のメカニズムを解明す
るため、マウス骨格筋由来の細胞株である
C2C12細胞を用いpri-miR-133a-1のプロセッ
シングにおけるNF90-NF45の影響を解析した。
その結果、NF90 及び NF45 の過剰発現により
pri-miR-133a-1 のプロセッシングは顕著に
抑制されることが分かった(図 4 compare 
lanes 2 to 5)。また、NF90 及び NF45 の組換
え蛋白質を用いたRNAゲルシフト解析により、

NF90-NF45はpri-miR-133a-1に直接結合する
ことも明らかとなった。これらの解析結果は、
NF90-NF45 dbTg マウスの骨格筋において過
剰発現した NF90-NF45 が pri-miR-133a-1 に
結合し、そのプロセッシングを抑制すること
で miR-133a の産生を低下させることを示唆
している。 
 次に NF90-NF45 dbTg マウスの骨格筋にお
ける中心核病の要因を明らかにするために
miR-133a の標的因子の解析を試みた。
miR-133aの標的として知られているDynamin 
2 (Dnm2)は、中心核病の原因遺伝子であり、
Dnm2 の過剰発現マウスは中心核病を引き起
こす(Liu et al., J Clin Invest 2011)。そ
こで我々は、野生型と NF90-NF45 dbTg マウ
スの骨格筋における Dnm2 の発現を RNA 及び
蛋白質レベルで解析した(図 5)。その結果、

図4　 NF9 0-NF4 5がpri-m iR-13 3 a-1のプロセッ シングに及ぼす影響
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両マウス間で Dnm2 の発現は RNA レベルでは
有意な差は認められなかった(図 5A)。一方、
蛋白質レベルでは NF90-NF45 dbTg マウスの
骨格筋において Dnm2 の有意な発現増加が確
認された(図 5B and C)。また免疫組織化学染
色法においても、NF90-NF45 dbTg マウスの
骨格筋で Dnm2 の蓄積を確認することができ
た(図 5D)。これらの解析結果より、NF90-NF45 
dbTg マウスの骨格筋における中心核病は
miR-133a の産生低下による Dnm2 の蓄積が要
因のひとつであることが明らかとなった。 
 
これらの研究成果に関しては、主な発表論文
等の〔雑誌論文〕リスト 4として発表した。 
 

(2) 上記のように、NF90-NF45 dbTg マウスの
骨格筋では、NF90-NF45-miR-133a-Dnm2 経路
が活性化することで中心核化を伴う筋萎縮
を引き起こす。一方で NF90-NF45 は miR-133
に加え、miR-1 や miR-378 といった筋分化
miRNA の産生も抑制する(図 3)。従って、
NF90-NF45 dbTgマウスの骨格筋における中心
核化は、Dnm2 以外の因子も関与する可能性が
考えられる。そこで NF90-NF45 dbTg マウス
の骨格筋においてDnm2以外にmiR-133、miR-1、
miR-378 の標的となる候補因子を探索するた
めにマイクロアレイ解析を実施した。その結
果、野生型マウスと比較し、NF90-NF45 dbTg
マウスの骨格筋において725遺伝子の発現が
2 倍以上増加していた。それらの遺伝子群よ
り miR-133,-1,-378 の標的の候補を miRNA 標
的予測プログラムである TargetScan を用い
て探索した。その結果が下記となる。 
 
・ miR-133 Targets: Aifl1, Atp6ap2, Col8a1, 
Srgap3, Vat1 
 
・ miR-1 Targets: Anxa2, Anxa4, Atp6ap2, 
Atp6V1a, Azin1, Colo1b, G6pdx, H3f3b, 
Serp1, Sh3bgrl3, Zfp36 
 
・ miR-378 Targets: H3F3b, Vat1 
 
次に、これらの中から、中心核化を引き起こ
すアクチンや微小管の制御に関与する因子

を Gene ontology 解析を用いて調べた。 
その結果、Aifl1, Coro1b, G6pdx, Serp1, 
Sh3bgrl3 は中心核化を引き起こすアクチン
や微小管の制御に関与することが示唆され
た。従って、NF90-NF45 dbTg マウスの骨格筋
の中心核化には、NF90-NF45-miR-133-Dnm の
経路に加え、miRNA の産生制御を介して上記
5 因 子 (Aifl1, Coro1b, G6pdx, Serp1, 
Sh3bgrl3)の発現変動が関与する可能性を見
出すことができた。 
 
(3) 低栄養条件下でNF90が発現増加するこ
とで細胞が長期生存する可能性を検証する
ために、NF90 過剰発現 HEK293T 細胞株と発現
プラスミドのみを導入したコントロール
HEK293 細胞を用いて、細胞にとって主な ATP
供給源であるグルコース非存在下における
両細胞の生存率を検討した。その結果、両細
胞間で生存率の有意な相違は確認されなか
った。このことより、現時点では、研究の目
的欄の(2)に記載したNF90によるタンパク質
合成抑制能を介したATPの収支バランスの制
御を In vitro の系で確認にするに至らなか
った。 
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