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緒　言

　アンチセンスRNAは非コードRNAの一種であり，
蛋白質をコードする遺伝子の相補鎖側から転写される
RNAである（図 1）．GenBankに登録されているデー
タの解析から，約 2 割のマウス遺伝子で相補鎖側から
RNAが転写していることがわかっている．このよう
なアンチセンスRNAの一部が機能分子として働くこ
とは以前から報告されており，Xist 遺伝子およびその
アンチセンスRNAであるTsixのバランスによるX 染色
体不活化機構が知られている 1)．がん化やES 細胞分化
などの様々な生命現象の中でも，アンチセンスRNA
がその相補鎖遺伝子（センス遺伝子）の発現を調節し
ていることが近年明らかになってきた 2)．そのため骨
量減少と脂肪細胞の蓄積が同時におこる老人性骨粗
鬆症 3, 4)など，間葉系幹細胞から脂肪細胞・骨芽細胞
への適切な分化が鍵となる多因子疾患でもアンチセン
スRNAによる発現制御が重要だと考えられる（図 2）．
しかし間葉系幹細胞から脂肪細胞・骨芽細胞への分化
時に発現するアンチセンスRNAの役割はこれまで解
明されていない．これはマイクロアレイのような既存
の方法では既知遺伝子の発現しか検出できず，間葉系
幹細胞分化特異的なアンチセンスRNAの発現がこれ
まで検出できなかったことに起因する．
　著者はこれまで文部科学省ゲノムネットワークプ
ロジェクトにおいて，間葉系幹細胞から脂肪細胞・骨
芽細胞に分化する際の遺伝子転写調節ネットワーク
について研究をおこなってきた5, 6)．なかでもmRNAの
5’ 側配列決定による発現解析法（CAGE 法：図 3）7, 8)を
もちいた発現プロファイル解析により，非常に多く
のアンチセンスRNAが脂肪細胞・骨芽細胞分化過程
で特異的に発現変化していることがこれまでわかっ
ている．実際に骨芽細胞分化に影響を与えるセンス遺
伝子とアンチセンスRNAのペアも同定している（data 
not shown, 論文準備中）．しかしさらに多くのアンチ

センスRNAが老人性骨粗鬆症のような多因子疾患に深
く関わっていることが容易に想像でき，それらは生活習
慣病発症のあらたな機序解明と創薬標的の開発に重要
な役割を担うと考えられる．そこで本研究では超並列
高速シーケンサー（次世代シーケンサー）によるCAGE
解析により，脂肪細胞分化および骨芽細胞分化で機能
するアンチセンスRNAの網羅的な探索をおこなった．

材料と方法

細胞と分化条件
　本研究では材料にはマウス骨髄由来間質系細胞で
あるST2 細胞を用いた．この細胞は培地交換により脂
肪細胞分化も骨芽細胞分化も効率良く誘導すること
ができる．本研究で用いたST2の脂肪細胞分化誘導は
0.5 mMイソブチルメチルキサンチン，0.25 mMデキサ
メタゾン，5 mg/ml インスリン，1 mMロシグリタゾン
含有培地によりおこなった．また骨芽細胞分化誘導は
100 ng/ml BMP4含有培地にておこなった．
シークエンシングデータ解析
　本研究では理化学研究所オミックス研究基盤との共
同研究により，DNA 増幅工程が不要で測定ダイナミッ
クレンジが広い超並列高速シーケンサー（ヘリコス社
Heliscope）とCAGE 法による遺伝子発現解析を組み合
わせた手法（Heliscope -CAGE）9, 10)によるST2 細胞分化
過程の時系列発現データを利用した．これは両分化方
向各 15 点および未分化対照細胞 2 点による計 94サン
プル分の低バイアスかつ高精細なRNA 転写プロファ
イルデータである（図 4：それぞれ反復実験 3 回分の
データ）．この時系列発現データを各サンプル・各領域
の発現量を100 bpごとの小領域に分割して集計・視覚
化し，その発現の増減を全時系列で統計的に比較 11, 12)

する手法（CAGE Loci Oriented Heatmap; CAGELOH, 
論文準備中）をあらたに開発し，全ゲノム領域から
分化過程特異的な発現変化を示すRNAを同定した．
分化過程特異的な発現変化をしめしたRNAの中から
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公共データベース（GenBank13)およびEnsembl14)）の
遺伝子領域情報をもちいてアンチセンスRNAを抽出
した．またアンチセンスRNAと対になるセンス遺伝
子に関してはGene Ontology15)やKEGG16)などの公共
データベースを利用してその機能情報を考察した．

結　果

　本研究では，脂肪細胞分化および骨芽細胞分化にて
発現変化のあったアンチセンスRNAを同定して機能
解析をおこない，アンチセンスRNAを介した2 方向性
の分化制御モデルの構築を最終的な目的としている．
そのため超並列高速シーケンサーをもちいたCAGE 解
析による時系列発現データから，脂肪細胞および骨芽
細胞分化時期に特異的に発現変化するアンチセンス
RNA群を多数同定した．
　間葉系幹細胞から脂肪細胞・骨芽細胞への分化過程
において，CAGE 解析により全ゲノム中 418, 187 領域
においてN ＝ 3の反復実験すべてでのRNAの発現が観
測された．その中の11,185 領域においてアンチセンス
RNAが分化過程で有意に発現変動していることがわ

かった（FDR ＜ 0.05）．このうち分化特異的な発現亢進
または発現減少を示すアンチセンスRNAの発現領域
は脂肪細胞分化・骨芽細胞分化でそれぞれ2,066 領域

（センス鎖には1,445 遺伝子），680 領域（センス鎖には
531遺伝子）であった．
　これらのうち35 領域（29 遺伝子）のアンチセンス
RNAは脂肪細胞分化で発現亢進かつ骨芽細胞分化で
発現減少していた．逆に脂肪細胞分化で発現減少し，
骨芽細胞分化で発現亢進するアンチセンスRNAが
40 領域（33 遺伝子）で同定された．またこれらのアン
チセンスRNAとそのセンス鎖遺伝子についてGene 
Ontologyデ ー タ お よ びKEGGデ ー タ を も ち い た 解
析をおこなったところ，脂肪細胞分化で発現亢進か
つ骨芽細胞分化で発現減少したアンチセンスRNA
の セ ン ス 鎖 遺 伝 子 群 に はosteoclast differentiation 

（p -value＝0.007）やG-protein coupled receptor protein 
signaling pathway（p ＝ 0.01）に関わる遺伝子が顕著に
含まれていることがわかった．逆に脂肪細胞分化で発
現減少し骨芽細胞分化で発現亢進するアンチセンス
RNAの セ ン ス 鎖 遺 伝 子 群 に はphosphatidylinositol 

図 1. アンチセンスRNA．

図 2. アンチセンスRNAによる2方向性間葉系幹細胞分化制御．
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3 -kinase cascade（p＝0.00005）， sphingolipid metabolic 
process（p＝0.001）， membrane lipid metabolic process

（p ＝ 0.002）， ceramide metabolic process（p ＝ 0.004）
などの機能をもつ遺伝子が顕著に含まれていた．
これらのような2 方向性の細胞分化でそれぞれ排他的

な発現プロファイルをもつアンチセンスRNAはその
センス鎖遺伝子とともに2 方向分化の鍵因子として機
能している可能性があり，現在これらセンス鎖遺伝子
−アンチセンスRNAペアの機能解析を進めている（data 
not shown）．

図 3. CAGE解析によるアンチセンスRNA同定．

図 4. CAGE解析でもちいた時系列発現サンプルの概要．
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考　察

　本研究では超並列高速シーケンサーをもちいる
ことで，マウスST2 細胞から脂肪細胞および骨芽細胞
へと分化する過程で時期特異的に発現するアンチセン
スRNA 群を同定した．数千におよぶ領域で分化特異的
に有意な発現変化を示すことが判った．また2 方向性
の細胞分化でそれぞれ排他的な発現変化をしめすアン
チセンスRNAも約 60 領域で同定することができた．
これらの結果から間葉系幹細胞から脂肪細胞・骨芽細
胞への分化の過程におけるアンチセンスRNAの役割
の大きさが推測される．間葉系幹細胞の発現調節ネッ
トワーク解析に今回のような高精細な時系列データ
を利用した例は類がなく，同定されたセンス鎖遺伝
子 −アンチセンスRNAペアの機能解析から老人性骨粗
鬆症の新規かつ詳細な発症機序を描出できると考え
られる．今後はこれらのセンス鎖遺伝子 −アンチセン
スRNAペアが2 方向性の細胞分化におよぼす影響を解
析し，老人性骨粗鬆症および周辺疾患の作用機序モデ
ル構築することで，新たな診断マーカーや創薬標的の
開発を目指す予定である．また本研究におけるCAGE
データと解析結果，各種データベース情報の閲覧・
解析・公開の統合プラットフォームとしてCAGE Loci 
Oriented Heatmap（CAGELOH）の公開も現在準備中
である．
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