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研究成果の概要（和文）：ゲノム刷り込みは哺乳動物に特異的な遺伝子発現制御機構で、刷り込み遺伝子は片親
のアリルから排他的に発現することが生殖細胞の発生段階で決定づけられている。刷り込み遺伝子近傍には連続
した複数のマイクロRNA（miRNA）遺伝子がコードされているケースが散見され、これらの遺伝子群をmiRNAクラ
スターと呼ぶ。マウスでは胎盤形成に必須の刷り込み遺伝子であるSfmbt2遺伝子内部に70個以上のmiRNA遺伝子
を含むマウスゲノム最大の大規模miRNAクラスターが存在するが、その発生過程における機能は未解明である。
本研究では、この巨大なmiRNAクラスターの胎盤形成における役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Genomic imprinting in mammals is an epigenetic process where the two 
parental alleles of a gene expressed exclusively. The parent of origin-specific monoallelic 
expression of imprinted genes is marked during their germline development. In some cases, multiple 
consecutive microRNA (miRNA) genes are encoded within the imprinted gene, and these genes are called
 miRNA clusters. In the mouse, the Sfmbt2 gene, an essential imprinted gene for placental 
development, contains the largest cluster of miRNAs in the mouse genome. However, its function 
during development remains to be elucidated. In this study, we investigated the role of this largest
 miRNA cluster in mouse development.

研究分野： 発生工学

キーワード： 胎盤　マイクロRNA　刷り込み遺伝子　ゲノム編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胎盤は、妊娠期間中に母体と胎児を結び栄養やガス交換を行う哺乳類特有の器官である。胎盤は母体の健康と胎
児の成長に重要な役割を持っているが、胎盤形成に関与している遺伝子については未解明な点が多い。マイクロ
RNA（miRNA）はタンパクをコードせずに、他の遺伝子の発現を抑制する機能を持つ小さなRNAである。本研究で
は、刷り込み遺伝子内部に連続して存在するmiRNA遺伝子が、胎盤の正常な形成に重要な役割を占めることを明
らかにしており、将来的には臨床における胎盤異常の原因解明やマーカー遺伝子の開発などに役立つと期待され
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）刷り込み遺伝⼦領域に存在するマイクロ RNA（miRNA）クラスターについて 
 胎盤は哺乳動物に特徴的な構造であり、妊娠期間中に⺟体と胎児を繋ぐことで栄養やガスな
どの物質交換を⾏う組織である。妊娠期間中というごく限られた期間にのみ必要とされるにも
関わらず、その重量は胎児の 10％程度に達する。胎盤は受精卵胚盤胞において⽣じる栄養膜細
胞から構成され、胚体組織へと成⻑する内部細胞塊とは明確に区別され発⽣する。 
 刷り込み遺伝⼦は哺乳動物に特異的な遺伝⼦で、⽚親のアリルから排他的に発現することが
⽣殖細胞の発⽣段階で決定づけられている遺伝⼦である。胎盤/胎仔の発⽣には複数の刷り込み
遺伝⼦が必須であり、そこにはタンパクをコードしない non-coding RNA も多く含まれている。
non-coding RNA の⼀種であるマイクロ RNA（miRNA）も刷り込み遺伝⼦内部、または近傍に
存在するケースが多く観察されるが、そのうち遺伝⼦が連なる⼤規模なクラスター構造を取る
ものとして以下の３種類が知られている。 
 
表１：哺乳類の刷り込み遺伝子領域に存在するmiRNA クラスター 

クラスター名 保有する 
動物種 

発現 
様式 遺伝⼦数 機能 胎盤で

の発現 
KO 動物
の有無 

(1) Mirg  
miRNA 
クラスター 

哺乳類 
全般 ⺟性 46（ヒト） 

39（マウス） 
出⽣直後の 
代謝変換 ○ ○ 

(2) C19 miRNA 
クラスター 

霊⻑類 
のみ ⽗性 46（ヒト） 妊娠⾼⾎圧症 

に関連 ○ × 

(3) Sfmbt2  
miRNA 
クラスター 

齧⻭類 
のみ 不明 72（マウス） ？不明 ○ × 

 
 これまで、（1）については、遺伝⼦組換えマウスを⽤いて、出⽣直後の代謝変換や社会⾏動に
関連することが明らかとなっている（⽂献１、２）。（2）については、妊娠⾼⾎圧症との関連が
⽰唆されており、胎盤成⻑との関連が疑われているが、霊⻑類特異的なクラスター構造であるた
め、モデル動物の作製はこれまで⾏われていない。(3)は、発現様式、機能いずれについても不
明であるが、胎盤で強い発現を⽰すことから、重複した miRNA によって何らかの遺伝⼦発現を
強く抑制することで、胎盤形成において重要な役割を果たしていると予想される。 
（２）Sfmbt2 遺伝⼦の特性 
Sfmbt2（Scm-like with four mbt domains 2）遺伝⼦は、それ⾃⾝が４個の MBTドメインをコー
ドする coding 遺伝⼦である。これまでにヒトを含む霊⻑類やマウスなどの齧⻭類、ウシやブタ
などの偶蹄類まで広い動物種の胎盤でその発現が観察されているが、齧⻭類においてのみ⽗性
由来の刷り込み型発現を⽰す。マウスを⽤いた遺伝⼦組換え実験では、⽗性アレルの遺伝⼦⽋損
により、SFMBT2 タンパクが合成されず、胎盤が成⻑できずに胚性致死になることが明らかと
なっている（⽂献３）。さらに興味深いのはその遺伝⼦構造である。表１に⽰したように、Sfmbt2 
miRNA クラスターは齧⻭類にのみ存在する構造であり、その第１０イントロン上に複数の
miRNA が連続する miRNA クラスターが存在する（⽂献４）。その遺伝⼦数はマウスでは７０個
以上に及び、マウスゲノム上で最⼤の miRNA クラスターといえる。すなわち、齧⻭類では、
Sfmbt2 遺伝⼦は、MBTドメインのタンパク coding と non-coding RNA である miRNA の２種
類の機能を有する特異な遺伝⼦であるといえるが、その miRNA の機能は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、第⼀にマウスゲノム上で最⼤数の miRNA 遺伝⼦を有する Sfmbt2 miRNA クラ

スターの胎盤発⽣における機能について、遺伝⼦⽋損動物を利⽤して明らかにすると共に、発現
様式についても解析することを⽬的としている。また、⽣殖⼯学技術によってしばしばもたらさ
れる胎盤形態異常に Sfmbt2 miRNA クラスターがどのように関わっているかも明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、Sfmbt2 miRNA クラスターの機能について、以下のプロセスに分けて研究を⾏っ
た。 
（１） Sfmbt2 miRNA クラスターの発現様式の解析 

マウスより正常胎盤を採取し、マイクロアレイと RT-PCR によって miRNA と Sfmbt2 
mRNA の発現量を定量し、発現時期と発現様式の同定を⾏った。 



 

 

（２） Sfmbt2 miRNA クラスター⽋損マウスの作製 
ゲノム編集システムを利⽤して、当該領域の遺伝⼦⽋損（KO）マウスを作製した。 
マウス受精卵に Cas9 遺伝⼦とガイド RNA をコードするベクターを導⼊することで、
Sfmbt2 miRNA クラスター遺伝⼦領域（約 53kbp）を⽋損したマウスラインの作製を試
みた。該当領域のゲノムは PCR法によって⽋損を確認した。 

（３） Sfmbt2 miRNA の遺伝様式の解析 
雌雄の KO マウスを作製し、野⽣型マウスと交配することによって、次世代への遺伝様
式を確認した。また、heterozygous KO マウス同⼠を交配して、homozygous マウスが
獲得可能かどうかを確認した。 

（４） 胎盤における当該遺伝⼦の機能解析 
雌雄アレル由来の KO マウスを獲得し、胎仔・胎盤の発⽣を観察することで、Sfmbt2 
miRNA クラスターの機能解析を⾏った。 

（５） Sfmbt2 miRNA クラスターの標的遺伝⼦の同定 
正常胎盤と KO 胎盤の遺伝⼦発現解析を⾏い、差次的発現遺伝⼦を同定した。これらの
遺伝⼦リストにおいて in silico解析を⾏うことで、Sfmbt2 miRNA クラスターの標的遺
伝⼦を同定した。 

（６） 異常形態胎盤における Sfmbt2 miRNA クラスターの発現解析 
胎盤形態に異常が⾒られる体細胞クローン胎盤において Sfmbt2 miRNA クラスターの
発現量の解析を⾏い、胎盤形態異常との関連性について調べた。 

 
４．研究成果 
Sfmbt2 miRNA の胎盤における発現解析を⾏うために、胚性（E）11.5 ⽇胚から胎盤を採取し、
マイクロアレイにて miRNA の発現を調べたところ、55 個の成熟miRNA が発現していた。その
うち、発現量の⾼い３種の遺伝⼦について E9.5から 19.5 ⽇齢まで RT-PCR による発現定量を
⾏ったところ、E11.5から 15.5⽇胚胎盤で発現が⾼くなっていることが⽰された（図１左）。同
時に、Sfmbt2 miRNA クラスターのホスト遺伝⼦である Sfmbt2 の mRNA について胎盤を採取
し、RT-PCR にて発現量を解析したところ、E11.5 ⽇齢での発現が⾼いことが確認された。（図
１右） 

図 1 胎盤における Sfmbt2 miRNA（左）と Sfmbt2 mRNA（右）の発現量 
 
 次にマウス前核期胚に Cas9 と Sfmbt2 miRNA クラスターの両端の配列を認識するガイド
RNA（図２）をコードしているベクターを注⼊し、Sfmbt2 miRNA クラスターKO マウスの作製
を試みた。63 個の注⼊胚を⼦宮移植し、10匹のマウスを獲得したが、そのうち、１匹の F0 雌
マウスに想定した領域の⽋損が観察された。この F0 マウスを野⽣型の雄と交配し、10 匹の
heterozygous F1 マウスを獲得することができた。F1雄個体と雌個体をそれぞれ野⽣型マウスと
交配させ、F2世代における KO個体の率を調べたところ、雌アレル KO由来（KOm）はおよそ
半分の確率（54〜61％）で KO産仔が得られるのに対し、雄アレル KO由来（KOp）では、30.9％
となり、何らかの選択圧が存在する可能性が⽰唆された。また hetero 同⼠の交配により
homozygousマウスも獲得する事ができた。 

 
 
 
 
 
 

図２ Sfmbt2 の遺伝⼦構造とガイド RNA（１・２）の設計部位。ガイド RNA の外側のラインは検出に利
⽤した PCRプライマー部位。縦線は Exon を表す。 
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KOm と KOp 個体の胎盤において、miRNA 発現の定量解析を⾏ったところ、KOm では、野⽣
型とほぼ同等の発現量が⾒られたが、KOp胎盤では検出限界以下であった（図３）。したがって、
Sfmbt2 miRNA クラスターはホスト遺伝⼦の Sfmbt2 と同様、刷り込み型の⽗性発現を⽰すこと
が明らかとなった。 
 

図３ 雌雄アレル由来の KO 胎盤における
Sfmbt2 miRNA の発現量 
KOm(Dm/+)では、野⽣型と⽐較して遜⾊なく
発現しているのに対し、KOp（+/Dp）では、
homozygous（D/D）同様に発現が観察されない。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
KOp 胎盤における表現型を明らかにするために、妊娠中期の胎仔を採取し形態を観察したとこ
ろ、明らかな胎盤の低形成と胎仔の発⽣遅延が⾒られた。⼀部の胎仔については、妊娠期間中に
致死の表現型を⽰した。この発⽣遅延は出⽣まで継続し、出⽣後の胎盤・胎仔重量は野⽣型・
KOm に⽐べ、有意に低いものとなった。さらに詳細な組織像を観察したところ、⺟体側の胎盤
構成層である脱落膜と直接接している海綿栄養芽層の細胞の増殖が抑制されていることが明ら
かとなった。（図４） 

 
図４ 雌雄アレルの KO 胎盤の形態観察 
KOp 胎盤は、野⽣型や KOm 胎盤に⽐べて低形成となって
いる（左）。組織観察を⾏ったところ、海綿栄養芽層細胞の
増殖が⼤きく抑制されていることが明らかとなった（右）。 
 
 
 miRNA は、標的遺伝⼦の mRNA を配列特異的に認識することで、標的遺伝⼦の発現を負に
制御することが知られている。Sfmbt2 miRNA の標的遺伝⼦を明らかにするために、野⽣型と
KO 胎盤の発現データより 3118 個の差次的遺伝⼦を抽出し、その中から Sfmbt2 miRNA と相補
的配列を持つ遺伝⼦を選ぶことで、102 個の標的遺伝⼦候補を選抜した。そのうち、15 個の遺
伝⼦について KO 胎盤で RT-PCR を⽤いて遺伝⼦発現解析をしたところ、9 個の遺伝⼦におい
て野⽣型の胎盤との間に発現の有意差が⾒られた。したがって、これらの遺伝⼦が Sfmbt2 
miRNA の標的候補と予想される。（図５） 
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図５ 標的候補遺伝⼦の遺伝⼦発現解析 
15 個の標的候補遺伝⼦について野⽣型と KO 胎盤にお
ける RT-PCR による発現解析を⾏ったところ、内 9 個
の遺伝⼦において発現変動が確認された。 
 

 
体細胞核移植クローン技術（SCNT）は、除核した卵⼦に体細胞の核を移植することで個体を再
⽣する⽣殖⼯学技術である。SCNTにより作出されたマウスは、胎盤が⼤型化する過形成などの
異常が必ず⽣じ、胎仔の成⻑を妨げていると考えられている。しかし 1990年代後半に体細胞ク
ローン動物が誕⽣して以来、胎盤異常が起こる原因は⻑い間不明であった。この胎盤形態異常と
miRNA 遺伝⼦との関連性を明らかにするために、マイクロアレイにより SCNT 胎盤における
miRNA 遺伝⼦発現を観察したところ、SCNT胎盤においては Sfmbt2 miRNA 発現が亢進、Mirg 
miRNA 発現が抑制されていることが明らかとなった（図６左）。そこで、Sfmbt2 miRNA の発現
を正常化するために KOm マウスの体細胞を利⽤して SCNT 個体の作製を⾏ったところ、胎盤
重量が正常に近くなり、その形態も⼤幅に改善していた（図６右、図７）。これらの結果より SCNT
により⽣じる胎盤異常には Sfmbt2 miRNA の発現異常が関連していることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ SCNT胎盤における miRNA クラスターの発現と Sfmbt2 miRNA 発現補正による胎盤形態の改善 
Sfmbt2 miRNA（⾚）と Mirg miRNA（⻘）の発現プロット（左）。野⽣型の SCNT胎盤と Sfmbt2 miRNA 
KOm SCNT胎盤の重量⽐較（右）。 

図７ 野⽣型 SCNTと KO 胎盤の形態⽐較 
野⽣型 SCNT胎盤に⽐べて KO 胎盤は海綿栄養芽層の細胞増殖が緩和している。 
 
⽂献 
1. Labialle, S. et al. EMBO J. 33, 2216‒2230 (2014). 
2. Lackinger, M. et al. EMBO Rep. 20, e46429 (2019). 
3. Miri, K. et al. Development 140, 4480‒4489 (2013). 
4. Wang, Q. et al. BMC Genomics 12, 204 (2011) 
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