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研究成果の概要（和文）：本研究により、我々が同定したノンコーディングRNA（miR-191とMyog pancRNA）が骨格筋細
胞の分化に必須である事が明らかとなった。Myog pancRNAによる筋分化制御には、RNA結合タンパク質であるDdx17やhn
RNPKとの相互作用が重要であり、これらの相互作用を阻害した場合に正常な筋分化が阻害される事が観察された。また
、Myog pancRNAは神経原性の筋萎縮時にも骨格筋で発現が向上する事が明らかとなったため、今後Myog pancRNAを標的
とする事で、神経原性筋萎縮等の筋疾患に対する新たな治療法の開発が可能である事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified two novel non-coding RNAs (miR-191 and Myog pancRNA) 
involved in the regulation of myogenic differentiation. We found that miR-191 is essential for the 
differentiation of myogenic cell line (C2C12 cells). In addition to the miRNA, we also revealed that Myog 
pancRNA, expressed from the promoter region of myogenin gene, regulates the differentiation of C2C12 
cells via the interaction with Ddx17 and hnRNPK proteins. Interestingly, knockdown of Ddx17 inhibited the 
C2C12 myogenic differentiation. On the other hand, knockdown of hnRNPK promoted the differentiation of 
C2C12 cells. We also found that the expression of Myog pancRNA is largely increased in atrophic skeletal 
muscle induced by denervation. Taken together, our results indicate that non-coding RNAs are new 
regulator of the myogenic cell differentiation, and suggest that Myog pancRNA is a new therapeutic target 
to improve skeletal muscle atrophy caused by denervation.

研究分野：解剖学一般（含組織学・発生学）
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１．研究開始当初の背景 
 細胞は様々な刺激に応答して分化し、多様
な器官や臓器を形成している。この細胞分化
に、タンパク質をコードしない RNA 分子であ
る non-coding RNA が関与している事が報告
され注目を集めている。例えば、約 22 塩基
の小さな non-coding RNA である miRNA は、
細胞分化のみならず発生・増殖等の様々な生
命現象において重要な役割を果たしている。
また近年、遺伝子のプロモーター領域近傍か
ら pancRNA（promoter associated non-coding 
RNA）と呼ばれる新しいタイプの long 
non-coding RNA が作り出され、近傍に存在す
る遺伝子の発現制御に関わる事が報告され
た(Tomikawa et al. JBC. 2011)。しかしな
がら、non-coding RNA がどのようにして種々
の細胞分化を制御しているのか、その分子機
構の詳細は未だ明らかではない。 
 骨格筋の細胞は、古くから細胞分化のモデ
ル系として利用されてきた。我々は筋芽細胞
株を用いた解析から、骨格筋細胞の分化（筋
分化）に伴い発現が著しく増加する５種類の
新規 miRNA を同定する事に成功している。ま
た、筋分化制御遺伝子である myogenin のプ
ロ モ ー タ ー 領 域 か ら 発 現 す る 新 規
non-coding RNA を世界で初めて見つけ出し、
Myog pancRNA と命名した。Myog pancRNA の
発現もまた筋分化に伴い大きく増加してい
た。よって、我々が同定した新規miRNAやMyog 
pancRNA が、筋分化の制御において重要な役
割を果たしている可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
(1)我々が同定した新規 non-coding RNAs
（miRNA と pancRNA）の筋分化における機能
を明らかにする事で、non-coding RNA を介し
た細胞分化制御機構の解明を試みる。 
 
(2)Non-coding RNA を利用した、皮膚等の細
胞から骨格筋細胞を作り出す（ダイレクトリ
プログラミング）手法の開発や、筋疾患に対
する新たな治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)miRNA による筋分化制御機構の解析 
 筋芽細胞株C2C12の筋分化誘導時に、miRNA 
Inhibitor を利用して miRNA の機能を阻害す
る事で、我々が同定した新規 miRNA が筋分化
制御に関与するか解析した。 
 
(2)Myog pancRNA の構造の決定と機能阻害 
 RACE(Rapid Amplification of cDNA Ends)
法により Myog pancRNA の全長配列を決定し、
得られた塩基配列を利用して siRNA と
ASO(Antisense 0ligonucleotide)を設計し、
Myog pancRNA の機能阻害を試みた。 
 
(3)Myog pancRNA 結合因子の同定 
 In vitro 合成した Myog pancRNA をベイト
として利用し、骨格筋細胞から Myog pancRNA

と相互作用するタンパク質を単離し、質量分
析により同定した。また、タンパク質との結
合に必要な Myog pancRNA 上の領域を RNA 
Pulldown により決定した。 
 
(4)Non-coding RNA の医療応用 
 我々が同定した新規 miRNA や pancRNA を利
用して、間葉系細胞株 C3H10T1/2 を高効率で
骨格筋細胞に分化誘導する事が可能な条件
の探索を行った。また、神経原性の骨格筋萎
縮時に、Myog pancRNA の発現がどのように変
化するかリアルタイム PCR により検出した。 
 
４．研究成果 
(1)miRNA による筋分化制御機構の解析  
 我々が同定した筋分化に伴い発現が増加
する miRNA(miR-22、 miR-128、 miR-152、
miR-191、miR-99a)が骨格筋細胞の分化制御
に関与しているかを明らかにするために、筋
芽細胞株 C2C12 を利用して miRNA の機能阻害
実験を行った。miR-128 に関しては骨格筋と
の関係性が他のグループによって報告され
てしまったため（Motohashi et al. JCS. 
2013）、残りの miRNA の機能について解析を
行った。その結果、miR-191 の機能阻害によ
り、筋分化マーカーである Myogenin と MHC
タンパク質の発現低下が観察され、miR-191
が筋分化に必須である事が明らかとなった。 
 次に、miR-191 による筋分化制御機構の詳
細を明らかにするために、miR-191 の標的と
なる遺伝子を TargetScan により予測した。
miR-191 の発現は筋分化に伴って増加するた
め、筋分化に伴い発現が低下する遺伝子が
miR-191 の有力な標的候補であると考えられ
た。そこで、TargetScanで予測されたmiR-191
の標的候補遺伝子の中で、筋分化に伴い発現
が減少する 5 種類の遺伝子を抽出した。
miR-191 の機能阻害時にこれらの遺伝子の発
現をリアルタイムPCRによって検出した結果、
有意な発現の増加が認められた。今後はタン
パク質レベルで標的候補遺伝子の発現増加
を確認し、miR-191 の真の標的因子を同定す
る予定である。 
 
(2)Myog pancRNA の構造の決定と機能阻害 
 RACE 法により、約 1200 nt におよぶ Myog 
pancRNA の全長配列を決定した。決定した配
列情報をもとに Myog pancRNA をクローニン
グし in vitro 翻訳する事で、Myog pancRNA
がタンパク質をコードしないnon-coding RNA
である事を実験的に証明した。さらに、配列
をもとに siRNA と ASO を設計し、C2C12 細胞
の筋分化時に Myog pancRNA の機能阻害を行
った。その結果、Myogenin と MHC の発現低下
が確認され、Myog pancRNA が C2C12 細胞の筋
分化に必須である事が明らかとなった。 
 
(3)Myog pancRNA 結合因子の同定 
 これまで報告されている long-non coding
の多くは、タンパク質との相互作用を介して



機能する事が報告されている。そこで網羅的
プロテオミクス手法を用いて、Myog pancRNA
と結合するタンパク質の探索を試みた。Myog 
pancRNA は分化誘導後の筋管細胞の核で多く
発現しているため、筋管細胞の核からタンパ
ク質を抽出し、in vitro 合成した Myog 
pancRNA と混合する事で、Myog pancRNA と結
合するタンパク質の同定を試みた。質量分析
による解析の結果、Myog pancRNA と結合する
タンパク質として、RNA 結合タンパク質であ
る Ddx17 と hnRNPK を同定する事に成功した。
また、これらのタンパク質に対する抗体を用
いたRNA免疫沈降により、骨格細胞内でDdx17
と hnRNPK が内在性の Myog pancRNA と実際に
結合している事を証明した。さらに、RNA 
Pulldown により、Myog pancRNA の 3'側の領
域が、Ddx17 や hnRNPK との結合に必要な領域
である事を見出した。 
 機能阻害実験によって Myog pancRNA が
mRNA レベルでの myogenin 遺伝子の発現調節
に関与している事が示唆された。そこで次に、
Ddx17 や hnRNPK との結合が Myog pancRNA に
よる myogenin 遺伝子の発現調節に必要であ
るかを明らかにするために、siRNA を用いて
Ddx17 と hnRNPK の機能阻害を行った。その結
果、Ddx17 の機能阻害により myogenin 遺伝子
の発現が低下し、C2C12 細胞の筋分化が阻害
された。一方、hnRNPK の機能阻害では
myogenin 遺伝子の発現向上が認められ、筋分
化が促進する事が確認された。また、
myogenin 遺伝子のプロモーター活性が、
Ddx17 によって向上、hnRNPK によって抑制さ
れることを確認した。さらに、Myog pancRNA
上の Ddx17との結合に必要な領域を欠損させ
た場合に myogenin 遺伝子のプロモーター活
性が低下する事が確認され、hnRNPK との結合
領域を欠損させた場合には myogenin 遺伝子
のプロモーター活性が向上する事が認めら
れた。これらの結果から、Ddx17 は myogenin
遺伝子の発現に対して正に作用し、hnRNPK は
負に作用する事が証明された。 
 
(4)Non-coding RNA の医療応用 
 Non-coding RNA を利用して、皮膚等の細胞
から骨格筋細胞をダイレクトリプログラミ
ングにより作成する事を目指し、C3H10T1/2
細胞を用いて骨格筋細胞の誘導条件の検討
を行った。C3H10T1/2 細胞は転写因子 MyoD の
遺伝子導入により骨格筋細胞へと分化する。
そこで、miRNA や pancRNA を遺伝子導入する
事で、MyoD を用いずに C3H10T1/2 細胞から骨
格筋細胞の分化誘導を行う事が可能か検討
した。骨格筋細胞での高発現が認められる
miR-1、miR-206、miR-133 と、我々が発見し
た miR-22、miR-128、miR-152、miR-191、
miR-99a、Myog pancRNA をそれぞれ C3H10T1/2
細胞へと遺伝子導入したが、残念ながら骨格
筋細胞へと分化誘導する事はできなかった。
一方で、miRNA と MyoD を共に C3H10T1/2 細胞
へと遺伝子導入した場合には、MyoD 単独の場

合よりも多数の筋管細胞が観察された。これ
らの結果から、non-coding RNA 単独では
C3H10T1/2 細胞から骨格筋分化を誘導するこ
とはできないが、non-coding RNA には MyoD
による筋分化誘導作用を促進する効果があ
る事が明らかとなった。 
 Myogenin 遺伝子は筋分化のみならず、神経
原性の骨格筋萎縮時にも骨格筋での発現が
増加する事が報告されている(Moresi et al. 
Cell. 2010)。そこで次に、Myog pancRNA の
発現が神経原性筋萎縮時にどのように変化
するか明らかにするため、座骨神経を切除し
たマウスの骨格筋で Myog pancRNA の発現が
どのように変化するかリアルタイムPCRによ
り検証した。その結果、座骨神経の切除によ
って前脛骨筋における Myog pancRNA の発現
が大きく増加する事が確認され、Myog 
pancRNA が神経原性筋萎縮に関与している可
能性が示唆された。今後は Myog pancRNA の
機能を阻害する事で、神経切除によって引き
起こされる骨格筋萎縮の緩和が可能か検討
する予定である。 
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