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奨励賞受賞者論文

長鎖非コード RNA Myoparr による筋形成制御機構の解明と
筋萎縮病態に対する新たな治療法開発への応用

Ⅰ．はじめに
　長鎖非コード RNA（lncRNA）は，タンパク質に翻
訳されない 100−200 塩基以上の RNA の総称である。
LncRNA は，遺伝子間領域だけでなく，プロモーター
やエンハンサーなどの転写調節領域，イントロン，
3’ 非翻訳領域にも存在し，転写因子，ヒストンタンパ
ク質，RNA 結合タンパク質などとの相互作用を介して
様々な生命現象に関わることが明らかになりつつある。
最新のデータベースに登録されているヒト lncRNA の
数は 18 万以上にも及ぶが，その多くの役割は未解明
である。著者らは最近，骨格筋細胞の正常な分化に必
須な新規 lncRNA として Myoparr を発見しその分子
機構を明らかにした

1

。また，Myoparr が新たな骨格筋
萎縮誘導因子として作用することも明らかにしている

1, 2

。
本稿では Myoparr の分子機能を中心に，lncRNA によ
る筋分化制御機構について概説し，lncRNA を標的と
した筋萎縮に対する新たな治療法開発の可能性につい
て述べる。

Ⅱ．背　　　景
　骨格筋は運動や姿勢の維持にのみ必要な組織という
印象が強いが，実際には体温の恒常性維持やエネル
ギー・糖代謝にも関わる我々の健康維持に必須な組織
である。そのため，がんを始めとする様々な疾患や，
老化，外傷などで生じる骨格筋量の減少（筋萎縮）は，
患者や高齢者の生活の質や生存率を大きく低下させる
主要因であると考えられている。しかしながら，筋萎
縮に対する安全で有効な治療法は未だ確立されておら
ず，超高齢化社会を迎えた本邦において，骨格筋の形
成（筋形成）機構や筋萎縮病態の発症機構を解明し筋
萎縮に対する新たな治療法の開発につなげる研究への
需要が非常に高まっている。
　骨格筋を構成する筋繊維は，単核の筋芽細胞が増殖
を停止後，分化（筋分化）・融合し多核の筋管細胞とな
り成熟することで形成され，MyoD や myogenin と

いった塩基性ヘリックスループヘリックス型転写因子
の協調的な作用によって制御されている。20−25 塩基
長の小さな非コード RNA であるマイクロ RNA（miR-
NA）についても，標的遺伝子の発現制御を介して筋
形成や筋量の調節に寄与していることが解明されている

3, 4

。

Ⅲ．新規 lncRNA Myoparr の発見
　Myogenin 遺伝子を欠損したマウスは，横隔膜を含
む骨格筋の形成不全により周産期致死に至ることから，
myogenin 遺伝子は筋形成に必須な遺伝子として知ら
れている

5, 6

。Myogenin は骨格筋特異的な発現を示し，
骨格筋での高レベルな myogenin の発現には myogenin
遺伝子の上流約 1,500 塩基の DNA 領域が必要である

6

。
しかしながら，この DNA 領域が有する分子機能に関
してはこれまで不明であった。
　我々は，筋形成過程における RNA ポリメラーゼⅡ

（Pol II）のクロマチン免疫沈降シーケンシングデータ
を解析することで，myogenin の上流約 1,500 塩基の
DNA 領域にも Pol II の結合シグナルが存在することを
発見した。そこでこの領域をカバーする複数のプライ
マーを設計し PCR 法により未知の転写産物の検出を
試みた結果，逆転写反応に依存したシグナルが検出さ
れ転写産物の存在が示された。Rapid amplification of 
cDNA ends（RACE）法によるクローニングと全長配
列の決定により，この転写産物が myogenin 遺伝子に
対して反対方向に発現する単一エクソンから成る 1,172
塩基の RNA であることが明らかとなった（図 １ ）。In 
silico 塩基配列の解析，クロマチン画分への局在検定，
in vitro 翻訳実験の結果から，我々は同定した RNA
が lncRNA であると結論付け，myogenin promoter-
associated myogenic regulatory anti-sense lncRNA 

（Myoparr）と命名した。
　さらにヒトの骨格筋細胞を用いた解析から，ヒトの
myogenin 遺伝子の上流にも Myoparr 類似の RNA が
発現していることを発見した。RACE 法による解析の
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vitro で合成した Myoparr を骨格筋細胞の核抽出液と
混合し RiboTrap 法を行うことで Myoparr 結合タンパ
ク質を単離し，質量分析解析によって Myoparr 結合
タンパク質として転写共役活性化因子 Ddx17 を同定し
た。内在性の Myoparr と Ddx17 の結合は，Ddx17 特
異的抗体を用いた RNA 免疫沈降法によって確認され
た。Ddx17 と Myoparr の結合には Myoparr の中央付
近に位置する約 300 塩基の領域が必要であり，この領
域を欠損させることで myogenin 遺伝子のプロモー
ター活性が大きく低下した。また Ddx17 の KD によ
り，myogenin の発現が減少し筋分化が抑制されたこ
とから，Myoparr と Ddx17 の結合が myogenin の発
現活性化と正常な筋分化に必要であることが示唆され
た。Ddx17 が転写共役活性化因子として作用するため
には，ヒストンアセチル基転移酵素 PCAF と結合する
ことが必要である

8

。興味深いことに，この Ddx17 と
PCAF の結合は，Myoparr の KD によって有意に減
少した。また，Myoparr 存在下では Ddx17 と PCAF
の結合が強まることが確認された。一方で，myogenin
のプロモーターに対する Ddx17 と PCAF それぞれの
結合は Myoparr の KD では影響を受けないことから，
Myoparr は myogenin のプロモーター上で Ddx17 と
PCAF の結合を強めることで Pol II のリクルートを増
加させ，myogenin の転写を活性化していると考えら
れる（図 ２ ）。
　我々は次に myogenin 以外の Myoparr の標的遺伝
子 を 明 ら か に す る た め に，RNA-Seq 解 析 に よ り
Myoparr，myogenin，Ddx17 のそれぞれによって制御
される遺伝子の比較を行った

9

。Myoparr，myogenin，
Ddx17 の KD によって，筋収縮や筋分化に関わる遺
伝子群の発現に変化が見られた。その一方で，細胞分
裂や細胞周期に関連する遺伝子の発現は，Myoparr と
Ddx17 の KD によって増加したが，myogenin の KD
では変化が見られなかった。骨格筋細胞は筋分化の誘
導とともに細胞増殖を停止する。しかしながら，

結果，ヒトでは ２ 種類の Myoparr が発現していた（図
１ ）。一つはマウス Myoparr と同様に myogenin 遺伝
子の上流に存在する単一エクソンからなる転写産物で
あった。もう一つは，myogenin 遺伝子のエクソン 3
から myogenin 遺伝子の上流方向に向かって発現する
３ つのエクソンから成る転写産物であった。他の ln-
cRNA と同様にマウスとヒトの Myoparr の塩基配列の
進化的な保存性は低かったが，筋分化の誘導後に
myogenin の発現と同時に Myoparr の発現が増加する
ことは種間で共通であったことから，myogenin 遺伝
子の発現制御への Myoparr の関与が示唆された。

Ⅳ．Myoparr による筋形成制御機構
　Myoparr が myogenin 遺伝子の発現制御に関与して
いるかを明らかにするために，我々はまず Myoparr の
ノックダウン（KD）を試みた。Myoparr に対する siRNA
の導入により，筋芽細胞株 C2C12 において Myoparr
の発現のみならず，myogenin の発現の有意な低下が
観察された。Myoparr の KD によって，myogenin の
プロモーターにおける転写活性化の指標（Pol II の会
合，H3K4me3，H3K27ac）が低下することもクロマチ
ン免疫沈降によって観察された。さらに，Chromatin 
Isolation by RNA Purification（ChIRP）法による解析
から，Myoparr が myogenin のプロモーターへ直接結
合していることが判明した。また，Myoparr の KD に
よって，筋分化マーカーであるミオシンタンパク質の
発現が大きく減少した。これらの結果から，Myoparr
が転写レベルで myogenin の発現を活性化することが
骨格筋細胞の正常な分化に必須であることが明らかと
なった。
　多くの lncRNA は転写因子や転写共役因子などのタ
ンパク質と結合することで遺伝子の発現制御に関わる

7

。
そこで我々は，Myoparr による myogenin 遺伝子の発
現活性化機構を明らかにするために，Myoparr と直接
結合する RNA 結合タンパク質の同定を試みた。In 

図 １　マウスとヒト Myoparr と myogenin 遺伝子のゲノム構造
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は筋萎縮誘導因子として作用する
10

。我々の解析によ
り，除神経処置 ３ 日後と ７ 日後のマウス前脛骨筋にお
いて，Myoparr の発現が myogenin と共に大きく増加
していることが明らかとなった。そこで筋萎縮時にお
ける myogenin の発現の活性化に Myoparr が関与して
いると想定し，Myoparr に対する shRNA をマウスの
前脛骨筋に注入し，エレクトロポレーションにより
shRNA を筋肉へと遺伝子導入する RNA 干渉法を用い
て in vivo での Myoparr の発現阻害を試みた。Myoparr
の KD によって除神経処置によって増加した myo︲
genin の発現が大きく低下したことから，生体内での
筋萎縮時においても Myoparr が myogenin の発現活性
化に必須であることが明らかとなった。Myoparr の
KD は myogenin の発現を減少させるのみならず，除
神経処置による前脛骨筋の筋重量減少を 30％も緩和
した。Myoparr の KD による筋萎縮の緩和作用は，筋
断面積の解析からも確認された。これらの解析により，
我々は Myoparr が筋萎縮の新たな誘導因子であること
を明らかにした。
　さらに，筋萎縮過程における myogenin 以外の
Myoparr の標的遺伝子を明らかにするために，RNA-
Seq による網羅的な遺伝子発現変化の解析を行なっ
た。除神経処置された前脛骨筋において，Myoparr の
KD によって 423 種類の遺伝子の発現が増加し，425
種類の遺伝子の発現が減少した。その内の １ つである
Gdf5 遺伝子は別名 BMP14 としても知られ，bone 
morphogenetic protein（BMP）シグナルを活性化する
ことで，除神経処置で誘導される筋萎縮を緩和するこ
とが知られている

11

。ウエスタンブロット法による解析
から，Myoparr の KD は除神経処置後のマウス前脛骨
筋における GDF5 の発現を増加させ，BMP シグナル
を活性化させることが示された。また興味深いことに，
Myoparr の KD よって BMP シグナルの構成因子であ
る Smad5 の発現も増加することが観察された。これら
の一連の解析から，Myoparr は myogenin 遺伝子の発
現を活性化させるだけでなく，Gdf5 遺伝子の発現を抑

Myoparr と Ddx17 のそれぞれを KD した場合には，筋
分化誘導以降も筋芽細胞の増殖が停止していないこと
が，ヌクレオシドアナログを用いた細胞増殖アッセイ
によって示され，Myoparr と Ddx17 の両者が筋芽細
胞の増殖停止に必須であることが明らかとなった。さ
らに RNA-Seq 解析により，miR-133b と miR-206
の前駆体 RNA と lncRNA H19 の発現が，Myoparr
と Ddx17 のそれぞれの KD によって大きく減少するこ
とを見出した。また Myoparr と Ddx17 の KD により，
miR-133b と miR-206 の発現が減少することが確認
された。H19 は miR-675 の前駆体としても知られて
いるが，Myoparr と Ddx17 の KD によって miR-675
の発現も減少する傾向にあった。一方で，myogenin
の KD によってこれらの miRNA の発現に変化は見ら
れなかった。興味深いことに，Myoparr と Ddx17 の
KD によって，これらの miRNA の標的である ERK シ
グナルが活性化することと，Cdc6 と DNA ポリメラー
ゼ １ の発現が増加することが観察された。miR-133b，
miR-206，miR-675 は，ERK シ グ ナ ル の 抑 制 や，
Cdc6 や DNA ポリメラーゼ １ の発現抑制を介して筋
芽細胞の増殖停止に寄与している。よって Myoparr
は Ddx17 と共にこれらの miRNA の発現を活性化する
ことで，myogenin の機能非依存的に筋芽細胞の増殖
を停止していることが明らかとなった（図 ２ ）。
　ここまでに本研究から得られた知見をまとめると，
骨格筋が正常に形成されるためには，筋分化と筋芽細
胞の増殖停止のタイミングが Myoparr によって絶妙に
調節されることが必要であると考えられる。

Ⅴ．Myoparr による筋萎縮誘導機構
　骨格筋における myogenin の発現は，筋形成後に骨
格筋が脊髄からの運動神経による支配を受けることで
抑制される。しかしながら，除神経処置などにより神
経支配が解除されると成熟した骨格筋組織においても
myogenin の発現は再活性化し，MurF1 や Atrogin-1
といった E3 リガーゼの発現活性化を通じて myogenin

図 ２　Myoparr による筋形成制御の分子機構
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制することで BMP シグナルを抑制し筋萎縮の誘導に
関わることが明らかとなった（図 ３ ）。BMP シグナル
は除神経処置により増加した myogenin の発現を抑制
する

12

。そのため Myoparr/myogenin/Gdf5 による相互
の発現制御機構が，除神経処置による筋萎縮の誘導に
関与していると考えられ，今後包括的に Myoparr の結
合分子を同定することでその分子機構の全容が明らか
になることが期待される。

Ⅵ．結　　　語
　本研究により，Myoparr が近傍の myogenin 遺伝子
だけでなく，遠位に存在する複数の miRNA の発現制
御にも関与していることが明らかとなり，lncRNA が
有する遺伝子発現の制御機構が想像以上に巧妙かつ複
雑であることが示された。多くの lncRNA の機能解析
が培養細胞を用いた in vitro での実験のみで示されて
きた中で

13

，骨格筋組織での Myoparr の機能を明らかに
した本研究成果は lncRNA の分子機能を解明する上で
の重要な知見を提供すると考えられる。
　骨格筋での myogenin の発現増加は，除神経処置に
よる筋萎縮以外にも筋萎縮性側索硬化症，脊髄性筋萎
縮症，ハンチントン病での筋萎縮時にも観察される

14−16

。
そのため Myoparr の発現阻害は，神経原性の筋萎縮
全般に対する治療法開発に応用可能であると考えられ
る。我々は Myoparr のみならず，LncMyod や linc-
MD1 など複数の lncRNA の発現が様々な筋萎縮病態
下で大きく変化することを発見し報告している

17

。また，
RNA-Seq 解析により筋萎縮に関わる複数の新規 ln-
cRNA を同定することにも既に成功しており，現在そ
の詳細な分子基盤の解析を進めている。疾患における
lncRNA の役割はまだ不明点が多く，lncRNA の持つ
未知の機能を理解することは，各種疾患に対する新た
な治療法の確立にもつながることが期待される。今後
は，Myoparr のノックアウトマウスの作製や筋萎縮モ
デルマウスとの交配により，筋萎縮に対する Myoparr
の阻害効果をより詳細に検証し，Myoparr を標的とし
た新たな筋萎縮治療法の開発につなげたいと考えてい
る。

図 ３　Myoparr による筋萎縮の誘導機構
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