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研究成果の概要（和文）：生殖腺の発生、分化、機能におけるマイクロRNAの役割を解析した。マイクロRNA 生合成の
最終段階に関わるDicerをゲノム編集を応用することにより生殖腺特異的にKOするマウスは計画通りに作製できたが、
実際には生殖腺でのKOができていない可能性が考えられた。生殖腺特異的に発現するmicroRNA-202の標的を生殖腺で強
制発現させたマウスは野生型と変わらない表現型であった。microRNA-202 KOマウスのF2では卵巣が野生型に比べて黄
体化しており、また多卵濾胞が多く観察された。以上より、一部のマイクロRNAは卵巣の機能に必要である可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Roles of microRNA in gonadogenesis and gonadal function were analyzed. Gonad 
specific knockout mouse of Dicer, that is essential for microRNA biogenesis, was designed based on genome 
editing. The mouse was generated as designed, but Dicer seems not to be knocked out. A transgenic mouse 
containing a forced expression cassette of a target gene of microRNA-202, which is expressed specifically 
in gonads, was generated, but the phenotype was indistinguishable to that of wild type mouse. Ovaries of 
F2 generation of microRNA-202 KO mouse were more luteinized than those of wild type, implying that some 
of microRNA have a role in ovarian function.

研究分野：発生遺伝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の胎仔期生殖腺は将来精巣、卵巣へ
も 分 化 す る こ と が で き る 、 い わ ゆ
る”bipotential”な状態である。未分化な
胎仔期生殖腺で Y 染色体上の雄決定遺伝子
Sry が発現すると雄では精巣が形成される。
精巣と卵巣は生殖細胞を育て、ホルモンを賛
成する点で特異な組織であるが、生殖腺内体
細胞特異的に発現している遺伝子は見つか
らない。精巣、卵巣特異的に発現する遺伝子
は生殖腺の形成や機能維持に重要な遺伝子
であることが推測される。 
 マイクロ RNA は個体の発生や細胞分化、細
胞の癌化等多様な生命現象に関与する事が
示唆されているが、生殖腺形成や機能維持に
おけるマイクロRNAの機能はほとんど分かっ
ていない。胎生期の精巣形成の中盤ごろから
マイクロ RNAの生合成に必須の Dicer をコン
ディショナル KO したマウスは報告されてお
り、そのマウスでは不妊になることから、精
巣の機能において何か機能していることは
分かっているが、生殖腺形成の初期での機能
は不明のままである。 
 私はこれまでに次世代シークエンサーを
用いた独自の microRNA プロファイリング法
を開発し、マウスの胎仔、成獣各組織の
microRNA ボディマッププロジェクトを行い、
マウス胚 11 ステージ、成獣 21 組織でのマイ
クロ RNA の発現状態を明らかにしてきた。こ
のデータベースから、成獣の精巣、卵巣特異
的に発現するものとして microRNA-202 を同
定した。次世代シークエンサーによるボディ
マップからの同定であるため、data depth は
深く、極めて特異的であると考えられた。さ
らに、この microRNA-202 の胎生期での発現
解析を行い、生殖腺形成の極めて初期の段階
から成獣に至るまで生殖腺特異的に発現し
ていること、支持細胞で発現していることを
明らかにしてきた。 
 microRNA-202 の標的に関しては先行研究
によりバイオアッセイにより同定した。方法
としては、ヒト cDNA をルシフェラーゼの
3’UTRに組み込んだ約5,000の独立クローン
からなるライブラリーを用い、このライブラ
リーのプラスミドと microRNA-202 強制発現
プラスミド、またはこのライブラリーのプラ
スミドとmicroRNA発現プラスミド（microRNA
は入れていない空ベクター）を培養細胞へ導
入し、ルシフェラーゼの活性を測定すること
により行った。microRNA-202 の標的の場合は
microRNA-202 強制発現プラスミドを導入し
たときのみルシフェラーゼの活性が下がる
ことにより microRNA-202 の標的を同定する
ことができる。この方法により、一つの標的
の同定に成功した。 
 
２．研究の目的 
 生殖腺の発生、分化、機能にマイクロ RNA
が関与しているのかを明らかにする。生殖腺
形成の初期にマイクロRNAが存在しないマウ

スを作製するため、性決定におけるマイクロ
RNA の機能が解明できる可能性がある。また、
性分化への関与が考えられる場合には将来
性分化関連疾患の原因の同定へと繋げて行
きたい。 
 
３．研究の方法 
（1）生殖腺形成初期に Dicer 遺伝子をコン
ディショナルノックアウトするマウスの作
製を試みた。Dicer は RNaseIII の一種をコー
ドしており、コードするタンパク質はマイク
ロ RNA の生合成の最終段階で機能する。その
ため、Dicer をノックアウトすることにより、
マイクロRNAが存在しない細胞を作製するこ
とができる。そのため、まず cre-loxP シス
テムによる作製を試みた。これまでに
microRNA-202 のプロモーターにより、胎仔期
生殖腺の初期段階から遺伝子を強制発現さ
せることが可能であることを見いだしてい
るため、microRNA-202 のプロモーターに
cre-ires-EGFP をつないだトランス遺伝子を
マウスの受精卵に microinjection すること
によりマウスの作製を行った。得られたトラ
ンスジェニックマウスを ROSA26 locus に
floxed stop-LacZを持つマウスとかけ合わせ、
cre の活性を測定した。 
（2）ゲノム編集技術による Dicer 遺伝子コ
ンディショナルノックアウトの作製を試み
た。使用したコンストラクトを図１に示した。
gRNA1とgRNA2はDicer遺伝子を標的にした。
こ の コ ン ス ト ラ ク ト で は さ ら に 、
microRNA-202 のプロモーター存在下で Cas9 
D10A を発現させることができる。ゲノム編集
を基にコンディショナルノックアウトを行
うため、off-target が問題となることが考え
られる。そのため、ニッケースである Cas9 
D10A を用いることによるノックアウトを行

うことにした。また、gRNA1 と gRNA2 の認識
配列はニッケースによるノックアウトに適
した配列とした。このコンストラクトの
gRNA2 か ら EGFP ま で を 受 精 卵 に
microinjection することによりマウスを作
製した。方法としてはトランスジェニックマ
ウス作製法と同じである。そのため、作製に
要する時間を大幅に短縮できる。 
（3）既に TALEN により作製していた
microRNA-202 ノックアウトマウスの F2 世代
を掛け合わせにより作製し、成獣での表現型
を解析した。 
（4）マイクロ RNA はその物自体で機能する
わけではなく、標的となる mRNA を介して機
能する。そのため、microRNA-202 の標的遺伝
子を生殖腺で強制発現させることにより、そ
の機能の解析を試みた。その標的遺伝子は生



殖腺支持細胞では本来 microRNA-202 により
翻訳が抑制されているため、標的遺伝子の強
制発現により microRNA-202 をノックアウト
した場合と同様の表現型を示すことが期待
される。この実験を行うために、図 2に示し
たコンストラクトを用いた。microRNA-202 

target と記したところには標的遺伝子の
Open reading frame のみを用いた。このコン
ストラクトでは研究の方法（1）で用いたも
のと同じ microRNA-202 プロモーターを使用
することにより、生殖腺形成の初期から標的
遺伝子の強制発現を行った。 
 
４．研究成果 
（1）microRNA-202 のプロモーター配列を用
いることで、生殖腺特異的に cre を発現させ
ることを試みた。ファウンダー世代のトラン
スジェニックマウスを 7 頭得る事ができた。
そのうち、5 頭に妊孕性が確認できたため、
得られたトランスジェニックマウスを
ROSA26 locus に floxed-LacZ を持つマウスと
かけ合わせ、胎仔期で生殖腺 cre の活性を測
定したところ、一部の細胞で LacZ の活性が
観測された。コンディショナルノックアウト
での表現型解析に使用できるレベルのcreの
発現ではないと判断したため、この方法によ
る解析は断念した。 
（2）cre-loxP システムでのコンディショナ
ルノックアウトが難しいため、次にゲノム編
集による方法を試みた。マウスの受精卵に図
1のトランス遺伝子を microinjection し、フ
ァウンダー世代のトランスジェニックマウ
スを 3頭得る事ができた。しかし、そのうち
の 1 頭は germ line transmission しなかっ
た。この方法ではファウンダー世代でも生殖
腺特異的コンディショナルノックアウトと
なっていることが想定されているため、germ 
line transmission しなかった 1 頭の成獣の
精巣の表現型を組織学的に解析したが、野生
型と変わらなかったため、精巣の機能不全で
はなく、germ line transmission しなかった
と判断した。残りの 2頭は C57BL/6 にかけ合
わせ、ヘテロのマウスを得た。これらは雄で
も妊孕性が正常であったため、ゲノム編集に
よるノックアウトの効率が悪い可能性が考
えられる。現在 F2 世代を作製しており、ト
ランス遺伝子をホモで持つマウスにおいて
妊孕性の確認、microRNA の発現量の確認をし
ていく必要がある。研究成果（1）（2）から、
残念ながら性決定、性分化におけるマイクロ
RNA の関与を解析することができなかった。 
（3）既に TALEN により作製していた
microRNA-202ノックアウトマウスをC57BL/6
とかけ合わせて作製したヘテロの F1 同士を
かけ合わせ、F2 世代を得た。目視による観察

ではホモ欠損の F2 と野生型に差は見られな
かったが、組織切片にし、ヘマトキシリン・
エオシン染色後観察したところ、ホモ欠損の
F2 では野生型に比べて卵巣の黄体化が進行
していた。またホモ欠損の F2 では野生型に
比べて多卵濾胞が多く観察された。一方、精
巣は目視による観察でも組織学的観察でも
ホモ欠損の F2 と野生に差はなかった。
microRNA-202 は卵巣の形成か機能維持に関
与していることが示唆された。 
（4）microRNA-202 の標的 mRNA は生殖腺内で
は microRNA-202 により翻訳が抑制されてい
る。そのため、microRNA-202 の標的遺伝子を
生殖腺内で過剰に発現させることにより、
microRNA-202 をノックアウトした場合と同
様の表現型が得られると考えられる。図 2に
示したコンストラクトをマウスの受精卵に
microinjection し、ファウンダー世代のトラ
ンスジェニックマウスを6頭得る事ができた。
これらのトランスジェニックマウスを
C57BL/6にかけ合わせて得たF1世代のマウス
の生後の精巣と卵巣を取り出し、目視による
観察を行ったが、野生型との差は見られなか
った。その後、精巣と卵巣を組織切片にし、
ヘマトキシリン・エオシン染色後観察した。
その結果、トランスジェニックマウスと野生
型マウスの間に差は認められなかった。この
ことから、強制発現による microRNA-202 の
発現量が十分でなかった可能性と、
microRNA-202 の標的が今回検討した mRNA 以
外にも存在する可能性が考えられた。 
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