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研究成果の概要（和文）：「レトロウイルス由来の哺乳類獲得遺伝子」という概念が哺乳類の進化を理解する上
で重要なことをマウスを用いた遺伝学的実験で実証した（Proof of concept）。具体的には、1) 胎盤形成に必
須なPeg10は母子免疫寛容にも関わること、2)胎盤の機能維持に必須なPeg11/Rtl1が胎児期・新生児期の筋肉の
発生や脳機能にも重要な機能を果たし、鏡－緒方症候群、テンプル症候群の主要原因遺伝子であること、3)
Sirh3とSirh8は、脳の免疫細胞であるミクログリアで発現し、自然免疫系の一員として機能すること、4) 
Sirh4-6が特定のヒト神経疾患に関係する可能性を示唆したことなどである。

研究成果の概要（英文）：Systematic analyses have been carried out concerning mammalian-specific 
acquired genes from a retrovirus, such as Peg10, Peg11/Rtl1, Sirh3/Rtl6, Sirh8/Rtl5 and 
Sirh4-6/Rtl8a-c. All these results demonstrate that the concept of mammalian-specific acquired genes
 is quite useful to elucidate mammalian specific features by genetic approaches. For example, 1) in 
addition to the essential role in placenta formation, Peg10 is suggested to be involved in 
feto-maternal immunotolerance during fetal development. 2) Peg11/Rtl1 contributes to muscle 
development in fetal and neonatal stages as well as brain functions, indicating that PEG11/RTL1 is a
 major gene responsible both Temple and Kagami-Ogata syndromes. 3) Sirh3/Rtl6 and Sirh8/Rtl5 play 
important roles in innate immune system in the brain as microglia genes. 4) Sirh5, 6/Rtl8a,b play 
important roles in the brain and are related to certain human neurological diseases. 

研究分野： ゲノム生物学、ゲノム進化学

キーワード： 胎盤　哺乳類進化　脳機能　レトロウイルス　獲得遺伝子　母子免疫寛容　自然免疫　胚体外組織
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研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類にのみ存在するレトロウイルス由来の獲得遺伝子が、胎盤形成だけでなく、脳機能の高度化や自然免疫、
母子免疫寛容、いくつものヒト疾患に関係することを明らかにした。これにより「獲得遺伝子」という概念が、
哺乳類の特徴を解明するのに有効であることを証明し、ヒトの理解に「ウイルス由来の霊長類・ヒト特異的獲得
遺伝子」の解析の必要性を示した、ネオゲノミクス科学分野の先駆けとなるものである。進化学における新しい
概念を提唱したものであり、学術上の貢献が非常に高い。
ヒト、哺乳類の進化は一般人の関心が高い分野だが、これらの成果はNHKの科学番組や関連書籍として取り上げ
られ、広く社会一般にも知識が還元されている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ−１９、Ｆ−１９−１、Ｚ−１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

哺乳類にのみ存在するレトロウイルス由来のインプリント遺伝⼦ Peg10、Peg11/Rtl1 が、胎
盤形成や機能維持に必須の役割を果たしていることを申請者は明らかにした。これは、「ウイル
ス由来の哺乳類特異的獲得遺伝⼦」の解析が進化の過程で哺乳類が獲得した個体発⽣上の特徴
を解明するのに有効であることを意味している。この「ウイルス由来の哺乳類特異的獲得遺伝⼦」
概念が、哺乳類の理解に有効であり、より広く成⽴するかどうか、その概念検証（Proof of concept）
として、同様の由来を持つ SIRH/RTL 遺伝⼦群の解析が有効であり、網羅的解析を⾏なった。
また、Peg10、Peg11/Rtl1 を含め、個別の各遺伝⼦は、ヒト疾患関連遺伝⼦としても重要な位置
を占めている。そのため、これらのノックアウトマウスの解析を進め、胎盤だけでなく、どのよ
うな哺乳類の特徴に関わるのか、明らかにすることに⾼い意義があると考えられた。 
 
２．研究の⽬的 

本申請では、胎盤形成や機能維持に必須の役割を果たしているレトロトランスポゾン由来の
インプリント遺伝⼦Peg10、Peg11/Rtl1が、胎盤固有の組織でどのような固有の機能、および
これらの相互作⽤について明らかにすることを⽬的とした。さらに、Peg10に関しては⺟⼦間
の免疫寛容や、胎児側における機能についても解析を広げ、その機能の全貌に迫ることを⽬的
とした。また、PEG11/RTL1は鏡―緒⽅症候群の主要原因遺伝⼦として、胎盤機能維持以外に
も、胎児期/新⽣児期特異的な筋⾁形成、脳神経系における関与、機能を明らかにすることを⽬
的とした。さらに、Sirh遺伝⼦群についても、胎盤や脳に関する機能の個体レベル、細胞レベ
ル、タンパク質レベルでの解析を⾏い、哺乳類の個体発⽣の特殊性を明らかにすることを⽬的
とする。最終的に、これらの遺伝⼦獲得が、哺乳類のおける胎盤の出現や胎⽣機構への適応、
脳機能の⾼度化に果たした系統発⽣(進化)における意義や、遺伝⼦獲得機構についても明らか
にする。 
 
３．研究の⽅法 
１）Peg10が胎盤形成においてどのような⽣化学的機能を果たしているのかを明らかにする。

WTおよびPeg10 KOから作成したTS細胞で、胎盤への分化誘導を⾏った際に、ラビリン
ス、スポンジオトロホブラスト層の細胞への分化能⼒の違いを明らかにできたので、これ
に関わるシグナル伝達経路など、その詳細を明らかにする。 

２）Peg10 のプロテアーゼドメイン⽋損変異体（ASG変異体）では胎盤に⼤きな異常が⽣じ、
周産期致死となる。この死亡の原因は胎盤を介した⺟⼦免疫寛容の異常によるもの可能性
がある。それを確かめるために、これらの受精胚をINFシグナルが遮断された変異体の偽
妊娠マウスに移植し、妊娠が継続するかどうかを確認する。また、胎盤における異常の詳
細を明らかにする。 

３）Peg11の発現過剰は、ヒトでは鏡-緒⽅症候群の原因となっている。そこでPeg11が胎児期
の筋⾁の運動制御にどのように関わるか、筋⾁を構成する各種タンパク質との共局在、相
互作⽤などを調べる。Peg11が胎児期、新⽣児期の筋⾁に発現するのは、胎⽣への適応で
あると考えられる。その意義についても考察する。 

４）胎盤機能、筋⾁機能に加えて、マウスモデルにおいてPeg11の発現過剰の及ぼす脳機能へ
の異常を明らかにする。網羅的な⾏動解析を⾏うこと、脳における発現部位を明らかにす
ることで、PEG11のこの疾患における重要性を明らかにするとともに、この獲得遺伝⼦の
真獣類の脳機能進化における重要性を明らかにする。 

５）LTRレトロトランスポゾン由来の獲得遺伝⼦の中で最も進化的に保存されている
Sirh3/Rtl6の⽣物学的機能をKOマウスの解析から明らかにする。 

６）LTRレトロトランスポゾン由来の獲得遺伝⼦の中で唯⼀トリプレット遺伝⼦として存在し
ているSirh4, 5, 6に関して、その⽣物学的機能をKOマウスの解析から明らかにする。 

 
４．研究成果 
1) Peg10 KOマウスは発⽣初期で胎盤形成不全により致死となる。そのため。実際のマウス組

織を⽤いての Peg10タンパク質の機能の解析は難しいため、in vitro で胎盤のすべての細胞
に分化する胎盤の幹細胞である TS 細胞（trophoblast stem cells）を利⽤した細胞分化系を



 

 

利⽤して詳細な解析を⾏なった。実際には、細胞のほとんどが TGC (trophoblast giant cells)
に分化してしまうが、条件を詳細に検討することにより SpT（spongiotrophoblast）細胞を
効率よく分化させる系を確⽴し、この系を⽤いて in vivo 同様に Peg10 KO由来の TS細胞
では SpT 細胞分化が起きないことを確認した。この際、TGFβに関わるシグナル伝達系が
必要であり、Peg10 KOではこの系が活性化しないことを明らかにした（Shiura et al. 投稿
準備中）。 

2) PEG10 タンパク質に保存されているプロテアーゼ活性を失った変異マウス（Peg10-
DSGmut）の胎盤では、これまで報告の無い極めて珍しい胎児⽑細⾎管の異常が⾒られ多く
の個体が出⽣前後で致死となる（図 1）。 

 
図１ Peg10 ASG マウスは周産期致死となる 
胎児（上段）と胎盤（2-4 段⽬）。WT(左)と変異体（右） 
アルカリホスファター(AP)染⾊（トロホブラスト細胞と胎
児⽑細⾎管内⽪細胞）、CD31 染⾊（胎児⽑細⾎管内⽪細
胞）、サイトケラチン（CK）染⾊（トロホブラスト細胞）
から、胎児⽑細⾎管内⽪細胞とそれを囲うトロホブラスト
細胞全体の異常が起きていることがわかる。 
 
この胎盤の胎児⽑細⾎管では炎症が起き、その周囲に多く
の⽩⾎球が集まっている。PEG10 タンパク質はこの胎児
⽑細⾎管の最外層のトロホブラスト細胞でも発現してい
る。このことは、この変異体では、PEG10タンパク質の機
能不全のため⺟体免疫システムにより胎盤内の胎児性⾎
管が攻撃されている、すなわち⺟⼦間の免疫寛容が喪失し
た可能性が⽰唆された。 

 
図 2 胎児⽑細⾎管における PEG10 と PEG11/RTL1 
胎児⽑細⾎管内⽪細胞を囲うトロホブラスト細胞（PEG10
が発現）は、⺟親由来の⾎液（免疫細胞を含む）と直接、相
互作⽤をしている。⼀⽅で、 
胎児⽑細⾎管内⽪細胞では PEG11/RTL1 が発現すること
から、PEG10 と PEG11/RTL1 の作⽤の間には協調関係も
必要とされる。 
 

また、PEG10 が発現するトロホブラスト細胞は、PEG11/RTL1 が発現する胎児⽑細⾎管内
⽪細胞を覆っていることから、⺟⼦境界に位置する胎児⽑細⾎管では、レトロウイルス由来
の２つの遺伝⼦産物、PEG10 と PEG11/RTL1 の相互作⽤が存在し、この構造を守っている
ことが明らかになった（図２、Shiura et al. Development 2021）。この⺟体免疫に IFNシグ
ナルが関与する可能性を確認するために、このシグナルの⼀部を遮断した Ifngr1 KOマウス
を⺟親とし、Peg10-DSGmut 胚を移植すると、胎盤異常・胎児致死性の⼀部が回復される
ことから、⺟親の免疫系の関与が⽰された。これは、胎盤形成だけでなく、それに伴って⽣
じる⺟⼦免疫寛容の新たな問題の解決にも PEG10 が重要な役割を果たしていることを⽰唆
している（Shiura et al. 投稿準備中）。 

3) PEG11/RTL1 タンパク質特異的抗体を⽤いて、これが胎児期・新⽣児期特異的に筋⾁で発
現することを確認し、さらに蛍光免疫法を⽤いて筋細胞内での発現部位を確認した。
PEG11/RTL1タンパク質は横紋筋に特徴的なストライプ状に存在するが、α-アクチニンと
は微妙に⼀致せず、その隣に位置するデスミンと⼤部分が⼀致した(図３)。デスミンは筋細 

 
図 3 ⾻格筋細胞における PEG11/RTL1 
縦断⾯（左）と横断⾯（右）における PEG11/RTL1
タンパク質（⾚）。横紋筋のストライプ構造に沿っ
て（⽮頭）存在し、デスミンタンパク質（緑、⽮
印）と発現部位が⼤部分⼀致する。 

mice) were used for phenotypic analysis throughout this study. First,
we examined whether Peg10-ASG mice exhibit early embryonic
lethality like Peg10 null KO mice. Unexpectedly, the mutant
embryos and placenta exhibited an apparently normal appearance at
12.5 dpc (Fig. S3). In western blotting experiments (Fig. 1B), a
PEG10 self-cleavage product (∼75 kDa) was observed only in the
wild-type (+/+) placenta but was undetectable in the Peg10-ASG
placenta, thus confirming the fact that the mutation from DSG to
ASG disrupts protease activity, as expected. These results
demonstrate that loss of the DSG protease function is not
responsible for the early embryonic lethality associated with the

differentiation and growth defects of placental trophoblast cells
observed in Peg10 null KO mice.

At the weaning stage, the total proportion of mutant pups was
extremely low, only 14% (5 mutants/35 total pups) compared with
the expected value of 50% (Table 1), indicating that most of the
Peg10-ASG pups died during the course of perinatal development
and growth. Approximately 50% of the recovered mutant fetuses
were found dead at 18.5 dpc (22 dead fetuses/44 total fetuses)
(Fig. 1C, Table 1). Moreover, the surviving mutant fetuses had
small overall body size and had small placentas compared with
normal mice (Fig. 1C). The mutant embryos were of normal weight
before 13.5 dpc, but their growth retardation started around 15.5 dpc
and reached over 20% reduction at 18.5 dpc (Fig. 1D), whereas the
placental weight reduction was already evident at 12.5 dpc and
persisted to term (Fig. 1E). Given that the Peg10 expression levels
are unaffected by this mutation (Fig. S4), these results demonstrate
that the DSG protease activity itself is essential for placental growth
in mid- to late-gestation and that the inactive ASG mutation
apparently caused placental hypoplasia, which consequently led to
fetal growth retardation and perinatal lethality.

Peg10-ASG mice exhibited severe defects in the vascular
network in the labyrinth layer
Evident morphological abnormalities were observed in the
labyrinth layers of the Peg10-ASG placenta. The fine, mesh-like

Fig. 2. Abnormal vascular organization
in the +/ASG placentas. (A,B) Trophoblast
cells (A) and fetal endothelial cells (B) in the
labyrinth layers at 18.5 dpc were detected
by alkaline phosphatase (AP) staining
and immunohistochemical staining with an
anti-CD31 antibody, respectively. Nuclei
were stained with Nuclear Fast Red.
(C) Immunofluorescence analysis of the
18.5 dpc labyrinth layers with an
anti-cytokeratin (CK; trophoblast cells
marker, green) and CD31 (red)
antibodies. (D) Magnified images of
immunofluorescence with an anti-CD31
antibody (red) and nuclear staining with
DAPI (white). The asterisks indicate fetal
blood spaces.

Table 1. The number of embryos or pups from +/+ dams crossed with
+/ASG or ASG/+ sires

Litters
Observed
ratio +/+: +/ASG

Expected
ratio (1:1)

χ2

value P-value

12.5 dpc 8 40 (5):29 (1) 34.5:34.5 1.75 NS (0.19)
13.5 dpc 6 28 (2):30 (0) 29:29 0.07 NS (0.79)
15.5 dpc 12 41 (3):55 (3) 48:48 2.04 NS (0.15)
18.5 dpc 12 56 (1):22 (22) 39:39 14.8 <0.0005
Weaning stage 9 30:5 17.5:17.5 17.6 <0.0001

The Chi-square test was used to determine whether the difference between an
observed and expected frequency distribution (Mendelian ratio; 1:1) was
statistically significant. NS, not significant. The number of dead embryos is
indicated in parentheses in the ‘Observed ratio’ column.
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in placental development in a stage-dependent manner – placenta
formation via trophoblast differentiation and growth in the early
gestational stage and maintenance of the fetal capillary network
from mid- to late-gestation – and that PEG10 protease activity is
indispensable for the latter process.
Interestingly, retrotransposon Gag like 1 (RTL1, also called

PEG11), another paternally expressed imprinted gene, exhibits
homology to the same sushi-ichi retrotransposon as PEG10
(Charlier et al., 2001; Seitz et al., 2003; Youngson et al., 2005). It
is a eutherian-specific gene and plays an essential role in the
maintenance of the fetal capillary network in mid- to late-gestation
on the endothelial cell side (Sekita et al., 2008; Kitazawa et al.,
2017). Thus, it is likely that there exists some interaction between
the two retrovirus-derived genes Peg10 and Rtl1, along with their
effects at the feto-maternal interface in the mouse placenta for
maintaining the fetal vasculature, via their functions in trophoblast
and endothelial cells, respectively.

RESULTS AND DISCUSSION
Disruption of PEG10 DSG protease activity leads to both
fetal and placental growth retardation, resulting in
frequent perinatal lethality
The DSG protease domain in the POL-like PEG10-ORF2 is highly
conserved among therian mammals (Fig. S1), suggesting the
importance of the function(s) of this domain. In an effort to
determinewhat function the PEG10DSG protease plays in placental
development, we generated a mutant strain harboring a point
mutation in the DSG domain by replacing aspartic acid (D) with an
alanine (A) residue using the CRISPR-Cas9 system (Fig. 1A;
Fig. S2). It has been reported that the PEG10 DSG protease exerts
self-cleavage activity, producing several fragments, and that the
same amino acid substitution (DSG to ASG) disrupts the protease
activity of the human PEG10 protein in vitro (Clark et al., 2007). As
Peg10 is a paternally expressed gene, mice carrying a paternally
transmitted mutant allele (+/ASG) (hereafter called Peg10-ASG

Fig. 1. Generation of Peg10-ASG mice harboring the PEG10 protease mutation. (A) Schematic of the Peg10-ASG mutation. The aspartyl protease domain
composed of DSG residues was disrupted by substitution of alanine (A) for the aspartic acid (D) residue. (B) PEG10 protein expression in placenta was confirmed
by using an anti-PEG10-ORF2 antibody. PEG10 self-cleaved products (∼75 kDa) were undetectable in the +/ASG placentas. (C) Wild-type (+/+) (top left) and
+/ASG (top right) embryos at 18.5 dpc. Some of the +/ASG embryos recovered at this stagewere already dead (bottom right). (D,E) Comparison between +/+ and
+/ASG embryo (D) and placental (E) weights. Mean weights were calculated for each genotype within a given litter and a value of 1 represents the mean weight of
the +/+ mice. The mean±s.e.m. of each genotype were plotted. Statistical significance was calculated using a two-tailed unpaired Student’s t-test with Welch’s
correction (**P<0.01).
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importance of the function(s) of this domain. In an effort to
determinewhat function the PEG10DSG protease plays in placental
development, we generated a mutant strain harboring a point
mutation in the DSG domain by replacing aspartic acid (D) with an
alanine (A) residue using the CRISPR-Cas9 system (Fig. 1A;
Fig. S2). It has been reported that the PEG10 DSG protease exerts
self-cleavage activity, producing several fragments, and that the
same amino acid substitution (DSG to ASG) disrupts the protease
activity of the human PEG10 protein in vitro (Clark et al., 2007). As
Peg10 is a paternally expressed gene, mice carrying a paternally
transmitted mutant allele (+/ASG) (hereafter called Peg10-ASG

Fig. 1. Generation of Peg10-ASG mice harboring the PEG10 protease mutation. (A) Schematic of the Peg10-ASG mutation. The aspartyl protease domain
composed of DSG residues was disrupted by substitution of alanine (A) for the aspartic acid (D) residue. (B) PEG10 protein expression in placenta was confirmed
by using an anti-PEG10-ORF2 antibody. PEG10 self-cleaved products (∼75 kDa) were undetectable in the +/ASG placentas. (C) Wild-type (+/+) (top left) and
+/ASG (top right) embryos at 18.5 dpc. Some of the +/ASG embryos recovered at this stagewere already dead (bottom right). (D,E) Comparison between +/+ and
+/ASG embryo (D) and placental (E) weights. Mean weights were calculated for each genotype within a given litter and a value of 1 represents the mean weight of
the +/+ mice. The mean±s.e.m. of each genotype were plotted. Statistical significance was calculated using a two-tailed unpaired Student’s t-test with Welch’s
correction (**P<0.01).

2

RESEARCH REPORT Development (2021) 148, dev199564. doi:10.1242/dev.199564

D
E
V
E
LO

P
M

E
N
T

WT(+/+) +/ASG

Fetal capillary

Fetal capillary

Fetal 
hemocyte

Maternal hemocyte

Maternal blood sinus

Maternal blood sinus

Trophoblast
Peg10 

expression

Fetal endothelia
Rtl1/Peg11 

expression

Maternal blood sinus

Feto-maternal 

interface

Decidua

Placenta

Spongiotrophoblast

Labyrinth

Feto-maternal exchange

SynT-I

SynT-II

S-TGC

Fetal 
endotherial cell

basement 
membrane

Fig. S10. A model for maintenance of fetal vascular network by Peg10 and Rtl1/Peg11.
Two retrovirus-derived genes, Peg10 and Rtl1/Peg11, function in trophoblast and fetal endothelial cells, 
respectively, acting at the feto-maternal interface to ensure normal feto-maternal exchange.
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Localization of RTL1 protein in adjoining area of the Z-disc
close to the DESMIN protein
Immunofluorescence experiments using both longitudinal and
cross-sections of these skeletal muscles demonstrated the
localization of the RTL1 protein in the muscle fibers and the
sarcolemma as well as around the muscle fiber nuclei (Fig. 3A,B).
We found that RTL1 protein is expressed in a typically striped
pattern in the striated muscle, displaying a pattern strikingly similar
to that of α-actinin, which is located at the sarcomeric Z-disc (Clark
et al., 2002; Sjöblom et al., 2008), although the signals of RTL1
were not evidently merged with α-actinin under high magnification
(Fig. S8A,B). However, RTL1 seemed to be partially merged with
desmin, which is known as an intermediate filament as well as one
of a sarcomeric cytoskeleton showing some of the links between
membranes (sarcolemma and nuclear membrane) and sarcomeres at
the Z-disc. This confirms the precise location of RTL in the
adjoining area of the Z-disc (Goldfarb and Dalakas, 2009)
(Fig. 3A). Importantly, in the cross-section, both RTL1 and
desmin localized on the surface of myofibrils at the Z-disc in an
alternated manner but were not merged, demonstrating that these
two proteins are located next to each other (Fig. 3B and Fig. S8C). It
has been reported that desmin (Des) is the earliest marker in muscle
development, detected around E9.0 (Fürst et al., 1989; Milner et al.,
1996). However,DesKOmice are normal at birth but exhibit severe
skeletal and cardiac muscle defects around 2 weeks after birth,
leading to partial lethality (Milner et al., 1996; Li et al., 1997). This
corresponds with the time point when Rtl1 expression ceases in the
skeletal muscles (Fig. 1). Thus, it is likely that RTL1 plays a specific
role in the fetal/neonatal muscle fibers, such as stabilizing the
muscle contractile apparatus and/or regulating muscle constriction,
instead of (or together with) desmin. This seems consistent with the
severe shrinkage of the muscle fibers observed in the Mat-Rtl1Δ
mice after fixation (Fig. 2D and Fig. S7E).

Rtl1 regulates satellite cell proliferation and determines the
integrity of their differentiated myotubes
Consistent with the in vivo data, Rtl1 expression was observed in
undifferentiated proliferating muscle satellite cells (SCs), which are
stem cells for skeletal muscle regeneration, obtained from mice at
3 weeks of age, as well as in SC-differentiated myoblasts (Fig. 4A)
where levels of the muscle stem cell marker Pax7 and the early

muscle differentiation markers Myf5 and Myod1 were typically
decreased, whereas the levels of the late muscle differentiation
markersMCK (Ckm) andMyh4 were increased (Relaix et al., 2005;
Wang and Rudnicki, 2011; Buckingham and Rigby, 2014)

Table 1. Human upd(14) compared with UPD12 and Rtl1 KO mice

Human upd(14)mat
(Temple syndrome)

Mouse
mUPD12

Mouse Pat-Rtl1Δ
(this study)

Human upd(14)pat
(Kagami-Ogata
syndrome) Mouse pUPD12

Mouse Mat-Rtl1
Δ (this study)

Lethality No Yes (60%) Yes, B6, 100%
No, 129/B6 F1,
D2/B6 F1

Yes Yes Yes

Growth retardation Yes Yes (60%) Yes, B6, 80%
129/B6 F1, 90%

Yes Normal Almost normal*

Costal abnormalities No No No Bell-shaped thorax Outward
protrusion
of thoracic cage
Hypo-ossification

No‡

Limb muscle abnormalities Hypotonia Yes (small muscle) Slightly abnormal Short limb, etc. Yes§ Yes§

Intercostal muscle abnormalities ND ND Yes ND ND Yes§

Diaphragm abnormalities ND Yes Yes ND Yes§ Yes
Abdominal abnormalities ND ND Yes Diastasis recti, hernia ND Yes

Comparison of lethality, growth retardation, costal and muscle phenotypes in human upd(14)mat, mUPD12 and Rtl1 Pat-Rtl1Δ mice that lack Rtl1, as well as human
upd(14)pat, pUPD12 and Rtl1 Mat-Rtl1Δ mice that overexpress Rtl1. ND, No data reported.
*Heavier weight and morphologically stocky (edema), but statistically not significant.
‡Small body size and a proportionally small thorax cage, but statistically not significant and no data available on ossification.
§Centrally localized nuclei (for details, see Tables S1-S3).

Fig. 3. ExpressionofRtl1 in the neonatal muscle. (A,B) Immunofluorescence
staining of RTL1 protein in the neonatal forelimb muscles from Mat-Rtl1Δ and
WT(m) mice. Long axis views (A) and cross-sectional views (B) of the
muscle fibers. Co-immunostaining with RTL1 (red; arrowheads), desmin
(green; arrows) and DAPI (blue), and their merged images. Scale bars: 20 μm.
The neonates were not fixed before being embedded in the OCT compound.
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pattern in the striated muscle, displaying a pattern strikingly similar
to that of α-actinin, which is located at the sarcomeric Z-disc (Clark
et al., 2002; Sjöblom et al., 2008), although the signals of RTL1
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(Fig. S8A,B). However, RTL1 seemed to be partially merged with
desmin, which is known as an intermediate filament as well as one
of a sarcomeric cytoskeleton showing some of the links between
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the Z-disc. This confirms the precise location of RTL in the
adjoining area of the Z-disc (Goldfarb and Dalakas, 2009)
(Fig. 3A). Importantly, in the cross-section, both RTL1 and
desmin localized on the surface of myofibrils at the Z-disc in an
alternated manner but were not merged, demonstrating that these
two proteins are located next to each other (Fig. 3B and Fig. S8C). It
has been reported that desmin (Des) is the earliest marker in muscle
development, detected around E9.0 (Fürst et al., 1989; Milner et al.,
1996). However,DesKOmice are normal at birth but exhibit severe
skeletal and cardiac muscle defects around 2 weeks after birth,
leading to partial lethality (Milner et al., 1996; Li et al., 1997). This
corresponds with the time point when Rtl1 expression ceases in the
skeletal muscles (Fig. 1). Thus, it is likely that RTL1 plays a specific
role in the fetal/neonatal muscle fibers, such as stabilizing the
muscle contractile apparatus and/or regulating muscle constriction,
instead of (or together with) desmin. This seems consistent with the
severe shrinkage of the muscle fibers observed in the Mat-Rtl1Δ
mice after fixation (Fig. 2D and Fig. S7E).

Rtl1 regulates satellite cell proliferation and determines the
integrity of their differentiated myotubes
Consistent with the in vivo data, Rtl1 expression was observed in
undifferentiated proliferating muscle satellite cells (SCs), which are
stem cells for skeletal muscle regeneration, obtained from mice at
3 weeks of age, as well as in SC-differentiated myoblasts (Fig. 4A)
where levels of the muscle stem cell marker Pax7 and the early

muscle differentiation markers Myf5 and Myod1 were typically
decreased, whereas the levels of the late muscle differentiation
markersMCK (Ckm) andMyh4 were increased (Relaix et al., 2005;
Wang and Rudnicki, 2011; Buckingham and Rigby, 2014)

Table 1. Human upd(14) compared with UPD12 and Rtl1 KO mice

Human upd(14)mat
(Temple syndrome)

Mouse
mUPD12

Mouse Pat-Rtl1Δ
(this study)

Human upd(14)pat
(Kagami-Ogata
syndrome) Mouse pUPD12

Mouse Mat-Rtl1
Δ (this study)

Lethality No Yes (60%) Yes, B6, 100%
No, 129/B6 F1,
D2/B6 F1

Yes Yes Yes

Growth retardation Yes Yes (60%) Yes, B6, 80%
129/B6 F1, 90%

Yes Normal Almost normal*

Costal abnormalities No No No Bell-shaped thorax Outward
protrusion
of thoracic cage
Hypo-ossification

No‡

Limb muscle abnormalities Hypotonia Yes (small muscle) Slightly abnormal Short limb, etc. Yes§ Yes§

Intercostal muscle abnormalities ND ND Yes ND ND Yes§

Diaphragm abnormalities ND Yes Yes ND Yes§ Yes
Abdominal abnormalities ND ND Yes Diastasis recti, hernia ND Yes

Comparison of lethality, growth retardation, costal and muscle phenotypes in human upd(14)mat, mUPD12 and Rtl1 Pat-Rtl1Δ mice that lack Rtl1, as well as human
upd(14)pat, pUPD12 and Rtl1 Mat-Rtl1Δ mice that overexpress Rtl1. ND, No data reported.
*Heavier weight and morphologically stocky (edema), but statistically not significant.
‡Small body size and a proportionally small thorax cage, but statistically not significant and no data available on ossification.
§Centrally localized nuclei (for details, see Tables S1-S3).

Fig. 3. ExpressionofRtl1 in the neonatal muscle. (A,B) Immunofluorescence
staining of RTL1 protein in the neonatal forelimb muscles from Mat-Rtl1Δ and
WT(m) mice. Long axis views (A) and cross-sectional views (B) of the
muscle fibers. Co-immunostaining with RTL1 (red; arrowheads), desmin
(green; arrows) and DAPI (blue), and their merged images. Scale bars: 20 μm.
The neonates were not fixed before being embedded in the OCT compound.
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図 4 PEG11/RTL1 の⽋失と過剰発現による
肋間筋の異常 
WT（中央）と⽐較して、PEG11⽋失（左）で
筋繊維の段⾯積は⼩さくなり、PEG11 過剰発
現（右）では⼤きくなるが、ホルマリン固定に
より筋繊維の著しい収縮が起きる。また、筋細
胞の核の位置が周辺部（⽮頭）ではなく中⼼部
（⽮印）にあり、PEG11 過剰発現によって筋細
胞が未成熟状態にあることを意味する。 

 
胞内⾻格として、筋繊維を筋膜と核膜に固定する役割を果たしている（Goldfarb and DalaKas 
J. Clin Invest 2013）。PEG11/RTL1タンパク質を過剰に発現するとこの、接合が緩み、ホ
ルマリン固定処理を⾏うと筋繊維が筋膜から遊離してしまうことが確認できた。この異常は、
四肢よりも呼吸に関係する横隔膜、肋間筋、腹筋などで著しく（図４)、これが鏡―緒⽅症候
群で⾒られる呼吸不全による新⽣児致死や腹直筋乖離の原因になると考えられた。また、
PEG11/RTL1 タンパク質を⽋失した場合にも、筋繊維が細くなることが⽰され、テンプル
症 候 群 で⾒ら れ る 筋緊張低下の 原 因 と な り う る こ と を確認し た （Kitazawa et al. 
Development 2020）。これにより、鏡―緒⽅症候群、テンプル症候群で⾒られる筋⾁組織の
異常が、主として PEG11/RTL1 の問題に起因していることが確認できた。 

4) PEG11/RTL1 タンパク質特異的抗体を⽤いて、このタンパク質が⼤脳⽪質第５層から脊髄
を結ぶ⽪質脊髄路（錐体路）、左右の脳半球を繋ぐ脳梁などの交連繊維、海⾺からの出⼒に
関係する海⾺采、脳⼸や情動に関係する内側扁桃核で発現していることを確認した（図５)。
また、PEG11/RTL1 タンパク質を⽋失、過剰発現させたマウスでは、不安様⾏動の増加な

ど、特に後者での記憶⼒の著しい低下など、
さまざまな⾏動異常が観察された（図 6)。
また、⽪質核路は呼吸制御に関係する脊髄
神経との連絡もあることから、呼吸障害に 
 
図 5 PEG11/RTL1 の脳における発現部位 
[錐体路] (⽪質脊髄路、⽪質核路、⽪質網様

体路) ①⼤脳⽪質第五層 ②内包 ③中脳⼤脳脚 ④中脳 ⑤後脳 ⑥橋 ⑦延髄。[交連繊
維] ①脳梁 ②海⾺交連 ③前交連。[⼤脳辺縁系] ①海⾺采 ②脳⼸ ③内側扁桃核  

図 6 モリスの⽔迷路テストの結果 
４⽇間の試⾏における正解の位置に到
達す る ま で の時間 を表し て い る 。
Peg11 KOマウスはWT よりも記憶⼒
が増している（左）。⼀⽅で、Peg11 過
剰マウスは全く記憶⼒の向上が⾒られ
ない。  
 

よる新⽣児致死には、筋⾁の異常だけでなく神経系との接続も関係する可能性が考えられた。
このことから、鏡-緒⽅症候群で⾒られる精神遅滞、テンプル症候群で⾒られる摂⾷障害、発
語の遅れなどの神経疾患に関しても PEG11/RTL1 が主要原因遺伝⼦として関与しているこ
とが⽰唆された（Kitazawa et al. Genes Cells 2021）。 
Sirh3/Rtl6 は、SIRH/RTL 遺伝⼦群の中でも、真獣類間で特に保存性の⾼い遺伝⼦であり、
真獣類にとって重要な役割を果たしていると考えられていた。しかし、mRNAが各種臓器、
組織で⾼く発現するにも関わらず、タンパク質が検出できないことから、KOマウスは⾏動
異常を⽰すが、実際に脳で機能していることが⽰なかった。今回、内在性遺伝⼦の末端に蛍
光タンパク質の Venus をコードする遺伝⼦融合したノックイン(KI)マウスを作製し、蛍光
を検出することで個体発⽣における発現部位を解析した。また、同様に、⾏動異常を⽰し、
Sirh3/Rtl6に⼀番相同性の⾼い Sirh8/Rtl5に関しても、蛍光タンパク質のmCherryをコー
ドする遺伝⼦を融合した KI マウスを作製し、同様の解析を⾏なった。これらの２つ融合タ
ンパク質を持つ DKI マウス脳での解析から、これらのタンパク質がそれぞれミクログリア

shown in Fig. S4B, suggesting leaky expression from the maternal
alleles.

Structural abnormalities in neonatal skeletal muscles in
Pat- and Mat-Rtl1Δ mice
Hematoxylin and Eosin (HE) staining, as well as anti-laminin
antibody staining revealed apparent structural abnormalities of the
skeletal muscles in both the Pat-Rtl1Δ andMat-Rtl1Δmice. The Pat-
Rtl1Δ mice exhibited significantly thinner muscle fibers compared
with the wild-type controls (Fig. 2A,B, left), whereas the Mat-Rtl1Δ
mice had a significantly larger muscle fiber size, as estimated by the
anti-laminin antibody staining of non-fixed cryosectioned samples
(Fig. 2A,B, right). Georgiades et al. also reported similar features in
the diaphragm and forelimb muscles using mUPD12 and pUPD12
mice (Table 1: Georgiades et al., 2000). However, after fixation with

Super Fix, the muscle fibers of the Mat-Rtl1Δmice displayed severe
shrinkage and became detached from the extracellular matrix
(ECM) in the intercostal (Fig. 2C and Fig. S7A, Elastica van Gieson
staining), diaphragm (Fig. S7B), abdominal (Fig. S7C) and limb
(Fig. S7D) muscles. Therefore, a substantial muscle fiber cross-
sectional area of the Mat-Rtl1Δmice had shrunk as in the case of the
Pat-Rtl1Δ mice (Fig. 2D and Fig. S7E), suggesting some unknown
structural abnormality in the Mat-Rtl1Δ myofibers. Notably,
the proportion of centronuclear muscle fibers was significantly
high in the intercostal and limb muscles of the Mat-Rtl1Δ mice
(P=0.000224 and P=0.000143, two-tailed Student’s t-test,
respectively), also suggesting defects in muscle fiber maturation
(Georgiades et al., 2000; Fürst et al., 1989) (Fig. 2C,E, Fig. S7D,F).
We did not observe such differences in the diaphragm or abdominal
muscles (Fig. S7F).

Fig. 2. Histological abnormalities in
intercostal muscle of Pat- and Mat-Rtl1Δ.
(A,B) Hematoxylin and Eosin (HE) staining and
immunofluorescence staining of the neonatal
intercostal muscle. (A) HE staining of
the neonatal intercostal muscle. (B) Co-
immunostaining with laminin (green) and DAPI
(blue) (top row), and higher magnification
views of the intercostal muscle (yellow boxes)
(bottom row). The arrowheads in the Pat-Rtl1Δ
column indicate thinner muscle fibers and the
arrows in the Mat-Rtl1Δ column indicate large
muscle fibers. The neonates were not fixed
before being embedded in OCT compound.
(C) HE staining in neonate intercostal muscle
(top) and higher magnification views (bottom):
Pat-Rtl1Δ (left), wild type (middle) and Mat-
Rtl1Δ (right). The arrowheads in the wild-type
columns indicate normal nuclei and the arrows
in the Mat-Rtl1Δ column indicate muscle fibers
with centrally located nuclei. Scale bars:
50 μm. Neonates were fixed in Super Fix.
(D) Distribution of the muscle fiber cross-
sectional area (CSA) in wild-type (black, n=4),
Pat-Rtl1Δ (blue, n=3) and Mat-Rtl1Δ (red, n=3)
neonates [non-fixed samples (left) and fixed
samples with Super Fix (right)]. (E) Proportion
of muscle fibers with centrally located nuclei
(arrows in C) between wild-type (black, n=4),
Pat-Rtl1Δ (blue, n=4) and Mat-Rtl1Δ (red, n=4)
neonates. Neonates were fixed in Super Fix.
*P<0.05, **P<0.01 (two-tailed Student’s t-test).
Data are mean±s.d.
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antibody staining revealed apparent structural abnormalities of the
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Rtl1Δ mice exhibited significantly thinner muscle fibers compared
with the wild-type controls (Fig. 2A,B, left), whereas the Mat-Rtl1Δ
mice had a significantly larger muscle fiber size, as estimated by the
anti-laminin antibody staining of non-fixed cryosectioned samples
(Fig. 2A,B, right). Georgiades et al. also reported similar features in
the diaphragm and forelimb muscles using mUPD12 and pUPD12
mice (Table 1: Georgiades et al., 2000). However, after fixation with

Super Fix, the muscle fibers of the Mat-Rtl1Δmice displayed severe
shrinkage and became detached from the extracellular matrix
(ECM) in the intercostal (Fig. 2C and Fig. S7A, Elastica van Gieson
staining), diaphragm (Fig. S7B), abdominal (Fig. S7C) and limb
(Fig. S7D) muscles. Therefore, a substantial muscle fiber cross-
sectional area of the Mat-Rtl1Δmice had shrunk as in the case of the
Pat-Rtl1Δ mice (Fig. 2D and Fig. S7E), suggesting some unknown
structural abnormality in the Mat-Rtl1Δ myofibers. Notably,
the proportion of centronuclear muscle fibers was significantly
high in the intercostal and limb muscles of the Mat-Rtl1Δ mice
(P=0.000224 and P=0.000143, two-tailed Student’s t-test,
respectively), also suggesting defects in muscle fiber maturation
(Georgiades et al., 2000; Fürst et al., 1989) (Fig. 2C,E, Fig. S7D,F).
We did not observe such differences in the diaphragm or abdominal
muscles (Fig. S7F).

Fig. 2. Histological abnormalities in
intercostal muscle of Pat- and Mat-Rtl1Δ.
(A,B) Hematoxylin and Eosin (HE) staining and
immunofluorescence staining of the neonatal
intercostal muscle. (A) HE staining of
the neonatal intercostal muscle. (B) Co-
immunostaining with laminin (green) and DAPI
(blue) (top row), and higher magnification
views of the intercostal muscle (yellow boxes)
(bottom row). The arrowheads in the Pat-Rtl1Δ
column indicate thinner muscle fibers and the
arrows in the Mat-Rtl1Δ column indicate large
muscle fibers. The neonates were not fixed
before being embedded in OCT compound.
(C) HE staining in neonate intercostal muscle
(top) and higher magnification views (bottom):
Pat-Rtl1Δ (left), wild type (middle) and Mat-
Rtl1Δ (right). The arrowheads in the wild-type
columns indicate normal nuclei and the arrows
in the Mat-Rtl1Δ column indicate muscle fibers
with centrally located nuclei. Scale bars:
50 μm. Neonates were fixed in Super Fix.
(D) Distribution of the muscle fiber cross-
sectional area (CSA) in wild-type (black, n=4),
Pat-Rtl1Δ (blue, n=3) and Mat-Rtl1Δ (red, n=3)
neonates [non-fixed samples (left) and fixed
samples with Super Fix (right)]. (E) Proportion
of muscle fibers with centrally located nuclei
(arrows in C) between wild-type (black, n=4),
Pat-Rtl1Δ (blue, n=4) and Mat-Rtl1Δ (red, n=4)
neonates. Neonates were fixed in Super Fix.
*P<0.05, **P<0.01 (two-tailed Student’s t-test).
Data are mean±s.d.
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shown in Fig. S4B, suggesting leaky expression from the maternal
alleles.

Structural abnormalities in neonatal skeletal muscles in
Pat- and Mat-Rtl1Δ mice
Hematoxylin and Eosin (HE) staining, as well as anti-laminin
antibody staining revealed apparent structural abnormalities of the
skeletal muscles in both the Pat-Rtl1Δ andMat-Rtl1Δmice. The Pat-
Rtl1Δ mice exhibited significantly thinner muscle fibers compared
with the wild-type controls (Fig. 2A,B, left), whereas the Mat-Rtl1Δ
mice had a significantly larger muscle fiber size, as estimated by the
anti-laminin antibody staining of non-fixed cryosectioned samples
(Fig. 2A,B, right). Georgiades et al. also reported similar features in
the diaphragm and forelimb muscles using mUPD12 and pUPD12
mice (Table 1: Georgiades et al., 2000). However, after fixation with

Super Fix, the muscle fibers of the Mat-Rtl1Δmice displayed severe
shrinkage and became detached from the extracellular matrix
(ECM) in the intercostal (Fig. 2C and Fig. S7A, Elastica van Gieson
staining), diaphragm (Fig. S7B), abdominal (Fig. S7C) and limb
(Fig. S7D) muscles. Therefore, a substantial muscle fiber cross-
sectional area of the Mat-Rtl1Δmice had shrunk as in the case of the
Pat-Rtl1Δ mice (Fig. 2D and Fig. S7E), suggesting some unknown
structural abnormality in the Mat-Rtl1Δ myofibers. Notably,
the proportion of centronuclear muscle fibers was significantly
high in the intercostal and limb muscles of the Mat-Rtl1Δ mice
(P=0.000224 and P=0.000143, two-tailed Student’s t-test,
respectively), also suggesting defects in muscle fiber maturation
(Georgiades et al., 2000; Fürst et al., 1989) (Fig. 2C,E, Fig. S7D,F).
We did not observe such differences in the diaphragm or abdominal
muscles (Fig. S7F).

Fig. 2. Histological abnormalities in
intercostal muscle of Pat- and Mat-Rtl1Δ.
(A,B) Hematoxylin and Eosin (HE) staining and
immunofluorescence staining of the neonatal
intercostal muscle. (A) HE staining of
the neonatal intercostal muscle. (B) Co-
immunostaining with laminin (green) and DAPI
(blue) (top row), and higher magnification
views of the intercostal muscle (yellow boxes)
(bottom row). The arrowheads in the Pat-Rtl1Δ
column indicate thinner muscle fibers and the
arrows in the Mat-Rtl1Δ column indicate large
muscle fibers. The neonates were not fixed
before being embedded in OCT compound.
(C) HE staining in neonate intercostal muscle
(top) and higher magnification views (bottom):
Pat-Rtl1Δ (left), wild type (middle) and Mat-
Rtl1Δ (right). The arrowheads in the wild-type
columns indicate normal nuclei and the arrows
in the Mat-Rtl1Δ column indicate muscle fibers
with centrally located nuclei. Scale bars:
50 μm. Neonates were fixed in Super Fix.
(D) Distribution of the muscle fiber cross-
sectional area (CSA) in wild-type (black, n=4),
Pat-Rtl1Δ (blue, n=3) and Mat-Rtl1Δ (red, n=3)
neonates [non-fixed samples (left) and fixed
samples with Super Fix (right)]. (E) Proportion
of muscle fibers with centrally located nuclei
(arrows in C) between wild-type (black, n=4),
Pat-Rtl1Δ (blue, n=4) and Mat-Rtl1Δ (red, n=4)
neonates. Neonates were fixed in Super Fix.
*P<0.05, **P<0.01 (two-tailed Student’s t-test).
Data are mean±s.d.
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で発現することが明らかにできた。また、これらタンパク質が lipopolysaccharide (LPS)、
dsRNA、⾮メチル化DNAなどの病原体物質と結合し、脳内で病原体物質の瞬時の検出／排
除に関する機能を持つことを明らかにした(図 7)。LPS は病原体物質中でも危険度の⾼いも
のであるため、これの排除に関わる Sirh3/Rtl6が特に、保存性が⾼かったと考えられる。 

 
図 7 SIRH3/RTL6 タンパク質-LPS複合体 
LPS-Alexa594 (⾚ )は 脳内に投与 す る と
SIRH3/RTL6-Venus タンパク質（緑）と素早
く複合体を形成する（上）。この複合体を 3D
の連続切⽚(0.7μm 間隔)で観察すると、
SIRH3/RTL6-Venus タンパク質が作るコア
の周りに LPS が結合している。 
 
ま た 、 こ れ ら ２ つ は 、 ウ イ ル ス 由 来 の
SIRH/RTL 遺伝⼦が、ミクログリアで発現し、

脳の⾃然免疫に関与することを明らかにした初めてのものである（Irie et al. BioRxiv 2021）。 
5) Sirh4, 5, 6は 3つの相同遺伝⼦がクラスターを成して X染⾊体上に存在している。この３つ

という数や遺伝⼦のアミノ酸配列は、Sirh3 に次いで⾼く保存された遺伝⼦であり、これら
の機能の重要性を⽰唆されていた。Sirh5と 6 は、全く同じアミノ酸配列を持つタンパク質
をコードし、Sirh4はそれと 70%の相同性を持つ。そこでまず、Sirh5、6 DKOマウスをゲ
ノム編集で作製し、異常を解析した。この DKO マウスは、8w 齢以降、過⾷による肥満を
⽰すようになり、網羅的⾏動解析の結果、⾏動性低下と無気⼒状態の亢進という表現型が⾒
られた。また、特異的抗体を⽤いた免疫染⾊から、脳の特定部位において発現することを確
かめた（Fujioka et al. 投稿準備中）。これら遺伝⼦が特定のヒトの精神疾患に関係する原因
遺伝⼦である可能性が⾼いと考えられる。 

6) Peg10、Peg11/Rtl1、Sirh7/Ldoc1/Rtl7の３遺伝⼦は、胎盤の形成・機能維持・内分泌調節
に必須な機能を持つ遺伝⼦であることを以前報告した。今回の解析で、Peg11/Rtl1 は胎児・
新⽣児期に特異的に筋⾁発⽣に重要であり、また脳の神経細胞において発現し、⾏動異常な
どにも関係することが明らかにできた。さらに、Sirh3/Rtl6, Sirh8/Rtl5はミクログリアで発
現することによって、脳機能に影響を与えることを明らかにできた。脳の免疫細胞であるミ
クログリアは近年、卵⻩嚢に起源し、個体発⽣中に脳に移住する細胞であることが明らかに
なっている。 
このことから、この５つの遺伝⼦に関しては、全て、胎盤または卵⻩嚢という胚体外組織に
起源する組織で機能することが明らかになり、胎盤での機能をもつ Peg11/Rtl1 はニューロ
ンで、胎盤では発現が低い Sirh3/Rtl6, Sirh8/Rtl5 はミクログリアで機能することで、脳機
能に影響を与えることが明らかとなった。哺乳類の特徴として胎盤と⾼度の脳機能が挙げら
れるが、これらの遺伝⼦がどちらにも関係していることが明らかにできた。また、胚体外組
織はDNAメチル化によるエピジェネティック制御が弱く、内在性のレトロウイルスやレト
ロトランスポゾンが常時発現する組織として知られている。そのため、これらの胚体外組織
は、ウイルス由来の遺伝⼦が変異によって新しい機能を獲得する際の選択の場として機能し
ていると考えられる（図８）。すなわち「ウイルス由来の獲得遺伝⼦の誕⽣と育成の場」と
しての胚体外組織の重要性を明らかにすることができた（Irie et al. BioRxiv 2021）。 

 
図 8 胚体外組織はウイルス由来遺伝⼦獲得の
場である（仮説） 
胎児組織では DNA メチル化により内在性ウイ
ルスの発現は完全に抑えられるが、胚体外組織
では低 DNA メチル化レベルのため、常時、内
在性ウイルスやトランスポゾンの発現が起き
ている。このため内在性ウイルス遺伝⼦が変異
してできた遺伝⼦の機能は、選択を受け、⽣体
に有利な機能を持つものが、新しい内在遺伝⼦
として獲得されることが可能になる。 
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