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RNA干渉法 (RNAi) を用いた培養細胞の骨格筋細胞への分化阻害

芋川　浩 *

Diff erentiation inhibition of cultured mononucleated myocytes by RNA interference (RNAi)
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要　旨

＜目的＞ mRNAは DNAより転写された１本鎖の構造をもち , タンパク質への遺伝情報の伝達役として , ゲノ

ム中の数％のみがmRNAに転写されると考えられてきた . しかし , 最近のゲノム解析から , 70％以上のゲノム

DNAが転写され , タンパク質には翻訳されないが , 生命現象に重要な働きをもつことが明らかになってきた . そ

の一つはRNA干渉 (RNAi) と呼ばれ , 現在医療・看護技術・医薬品への応用が大いに期待されているものである . 

そこで , イモリの培養細胞系を用いて , 特定分子の遺伝子発現制御による細胞分化過程の制御をRNAi を利用し解

析してみた . 

＜結果＞筋分化に重要な働きをすると考えられる長鎖ミオシンの二本鎖RNA(dsRNA) を作成し , 単核筋芽細胞が

多核の筋管細胞へ分化する培養細胞系でのRNAi 効果を解析した . その結果 , 長鎖ミオシンの二本鎖RNAは培養

細胞系において単核筋芽細胞の筋管細胞への分化を強く抑制できることがわかった . 

＜考察＞イモリでは , これまでRNAi 解析がほとんどなさられておらず , 今回の研究により , イモリにおいても

RNAi により遺伝子発現調節が哺乳動物など他の脊椎動物同様に行われていることが明らかとなった . これはイモ

リの再生機構のメカニズム解明に大いに役立つばかりではなく , 今後の創傷治癒や再生医療への応用にも役立つ

ものと思われる . 

キーワード： 分化　RNA干渉法　培養細胞　遺伝子発現　医療への応用

緒　言

　ヒトゲノムの中で , タンパク質をコードする遺伝子

は数％であり, 残りは不要なDNAと考えられてきた. 

しかし , 最近のゲノム解析から , この不要と考えられ

てきたDNAの大半もタンパク質には翻訳されないが, 

転写され, 生命現象に重要な機能をもつncRNA(non-

coding RNA) として機能していることが明らかに

なってきた(多比良ら, 2004: 塩見ら, 2004). また , 

クリックにより唱えられた「セントラルドグマ」によっ

ても , RNA は DNA内にある遺伝情報をタンパク質

に変換するための道具であり , １本鎖として機能する

と考えられていた . しかし , Fire, Xu, Montgomery

ほか (1998) によって , 線虫で RNA 干渉 (RNAi) が

発見され , その分子機構が解明されるにつれて , これ

まで全く注目されていなかった 21～ 24 塩基程度の

小さなRNA(microRNA, mcRNA) は２本鎖構造をも

ち , ヒトをはじめとしたほとんどの生物において遺伝

子発現制御の活性を持つことが明らかとなってきた

のである (廣瀬哲郎ら , 2009). この RNAi に関わる

21～ 24塩基程度の小さなRNAには , これまでにマ

イクロ RNA(microRNA, miRNA), パイ RNA(PIWI-

interacting RNA, piRNA) などが見つかっている

が , どの種のRNAも 2本鎖構造をしており , 2 本鎖

RNA(double strand RNA, dsRNA) として遺伝子発
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現制御に関わっている .

　このRNAi のメカニズムを利用した核酸医薬である

RNAi 医薬は , 創薬・医薬品開発における新しい手法

として注目されており , 疾患の原因となるタンパク質

を作り出す遺伝子 (mRNA) に直接かつ選択的に作用

することにより ,これら病原タンパク質の産生を副作

用も少なく抑制できると考えられている . すなわち , 

RNAi 医薬は , これまでとは根本的に異なる方法で疾

患を治療できるため , 特に疾病や感染症などの治療に

非常に有用であり , 医療・看護技術への応用も大いに

期待されており , 現在臨床試験も含めた研究が活発に

行われている . 従って , 大学病院などにおいては , 看

護の現場においても広く利用されうるものと思われ

る . 

　そこで , 本研究では , 培養細胞系を用いて

(Imokawa, Gates, Chang, Simon, and Brockes. 

2004), 特定の分子の発現制御による細胞の分化過程

の制御をRNAi を用いて解析してみた . 

方　法

１．培養細胞

　培養細胞としては , アメリカ産ブチイモリより確

立した A1細胞という単核筋芽細胞を使用した . A1

細胞の培養方法は過去文献に詳細に報告されている

(Kumar, Velloso, Imokawa, and Brockes, 2000: 

Imokawa et al., 2004). 両生類用として 75%希釈

された10%牛胎児血清入りMEM培地 (高血清培地 , 

HS 培地 ) をもちいて維持し , ３－５日ごとに継代す

る . この A1細胞を骨格筋細胞 ( 多核筋管細胞 ) への

分化誘導させる場合は , 牛胎児血清を２％に下げた両

生類用MEM( 低血清培地 , LS 培地 ) をもちいた . ま

た , 細胞は常に 25℃ , ２％ CO₂ の環境下で培養され

た . 

２．対象遺伝子

　使用した遺伝子は , イモリの長鎖ミオシン遺伝子で

あり , 骨格筋細胞 ( 多核筋管細胞 ) の分化に重要な働

きをする分子である (Kumar et al., 2000: Imokawa 

et al., 2004). また , 対照実験としては , 緑色蛍光タ

ンパク質 (GFP) 遺伝子を使用した . どちらも ,  3’

非翻訳領域 (3’UTR領域 ) の 200 塩基対の領域を利

用した . 

３．2本鎖RNAの作成

　2本鎖 RNA(dsRNA) の作成は RNAi 専門雑誌にか

かれた文献中の方法に従って行った (Shao-YaoYing

ら , 2006).  dsRNAは , イモリの長鎖ミオシン遺伝

子特異的な 3’UTR領域の 200 塩基対の領域を利用

した . 

４．細胞の免疫組織化学的染色

　長鎖ミオシンの染色は以前の文献と全く同様に行っ

た (Kumar et al., 2000: Imokawa et al., 2004). 

結　果

　GFPの 2本鎖 RNA (GFP dsRNA) を加えた LS培

地で A1細胞を３－４日間培養したところ , A1 細胞

は通常の LS培地下で３－４日間培養されたときと同

様に , 多くの多核筋管細胞に分化していた ( 図１A). 

さらに , その筋管細胞を長鎖ミオシン特異的な抗体

で染色したところ , 図１Bで示されるように , GFP 

dsRNA 存在下で分化したA1細胞から形成された筋

管細胞には多量の長鎖ミオシンが発現しており , 骨格

筋細胞として終末分化していることが明らかとなっ

た . それに対し , 長鎖ミオシンの dsRNA を加えた

LS培地で A1細胞を３－４日間培養したところ , A1

細胞は , 骨格筋細胞への分化誘導培地である LS培地

下においても , ２本鎖 GFP RNA を加えた LS 培地

での状態と比較して , 有意に多核筋管細胞の数が少な

くなっていた ( 図１C). その上 , ２本鎖長鎖ミオシン

RNA 存在下で培養されたA1細胞を長鎖ミオシン特

異的な抗体で染色した結果 , 赤く蛍光染色される筋管

細胞が対照実験である２本鎖GFP RNA 存在下で培

養されたA1細胞と比較して非常に少なくなっている

こともわかった (図１D). 

　また , A1 細胞を HS 培地のまま３－４日間培養

し , 多核筋管細胞への分化誘導をかけなかったA1細

胞は , 単核細胞が非常に込み合った状態にはなってい

るものの , 2%程度しか多核筋管細胞へ分化していな

かった ( 図１E-F). この状態は , 図１C-Dとよく似た

状態であり , ２本鎖長鎖ミオシンRNA 存在下で培養

されたA1細胞は多核筋管細胞への分化が dsRNAに

より抑制されていることを示している . 
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　図１長鎖ミオシン dsRNA による多核筋管細胞への分化抑制

　A-B; GFPdsRNAが添加された LS培地下で分化誘導された多核筋管細胞 , C-D; 長鎖ミオシン dsRNAが添加

された LS培地下で培養されたA1細胞 , E-F; HS 培地で培養されたA1細胞 , A, C, E; 位相差顕微鏡像 , B, D, 

F; 抗長鎖ミオシン抗体を用いた蛍光染色 (赤 ). 長鎖ミオシン dsRNAの添加により , LS 培地下でもA1細胞の多

核筋管細胞への分化が抑制されていることがわかる . 

芋川， RNA干渉法(RNAi)を用いた培養細胞の骨格筋細胞への分化阻害
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考　察・結　論

　近年 , 世界中の研究者が協力して実施したヒトゲノ

ムプロジェクトも終了し , ヒトの全ゲノム配列が解明

された . それに伴い , ポストゲノムとして , ゲノム配

列から推測される遺伝子の機能やタンパク質の改変

が , 新しい医療技術の開発として進んできている . そ

のひとつとして , タンパク質を翻訳していない non-

coding RNA が非常に多くの生命現象を調節してお

り , かつゲノムの中の大半の遺伝情報がこの ncRNA

として転写されており ,  ２本鎖RNA(dsRNA)となっ

て , 多くの生命現象 , 特に遺伝子の発現制御に重要な

働きをしていることが明らかとなりつつある . それに

伴い , その dsRNAをもちいた創薬が２１世紀の薬と

して非常に注目されており , 世界中の製薬会社が効果

的な新しい治療薬の開発を目指し研究を進めている

上 , すでに医療現場でも dsRNAを用いた治療薬の実

用化に向けた臨床試験も行われ始めている . しかし

ながら , この RNA研究はまだはじまったばかりであ

り , 未知の部分も非常に多く , 今後の本格的な臨床応

用のためにはさらに多くの研究が行われなくてはなら

ない状態でもある . その中で , 今回の研究は , ヒトと

同じ脊椎動物ではあるが , イモリという実験動物にお

いては , まだ dsRNAの研究がほとんどなされていな

いため , 現在言われているRNAi 効果などが未だ明ら

かとなっていない . さらに , イモリ培養細胞を用いた

研究では , RNAi についての研究が全くなされていな

いのが現状であった .  イモリは手足や眼球内の水晶

体を再生できる唯一の脊椎動物であり , そのメカニズ

ムの解明にも , この RNAi 法が有用であると考えられ

る . そこで , 今回イモリ培養細胞の分化誘導現象を利

用して , dsRNAの遺伝子発現抑制効果を調べてみた

結果 , イモリの場合においても , 他の脊椎動物と同様

に dsRNAが有効な遺伝子発現抑制効果を示すことが

明らかとなったのである (図 1A-D). この研究は , ト

ランスジェニックやノックアウトという技術が十分に

使えないイモリにおいて , RNAi 法により遺伝子発現

を部位特異的 , 時間特異的に調節できることを示して

いる . つまり , この RNAi 法は手足を再生できるイモ

リ再生現象の調節メカニズムの解明に利用可能である

ことが示されたのである ( 吉里ら , 1996: Stocum, 

2006: Carlson, 2007). この RNAi 法を用いて , イ

モリの再生現象の分子的解析が大きく進むことは , 創

傷治療学など将来の再生医療の発展に大きく貢献でき

るものと期待できる . 
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