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研究成果の概要（和文）：近年、遺伝子間に存在する長鎖非コードRNA (lincRNA) が多数同定されているが、機能解析
はまだ進んでいない。我々は遺伝子トラップによりlincRNA遺伝子に挿入変異を起こした13系統を用い、生体における
機能解析を行った。発現解析では、12系統においてさまざまな組織で特異的発現が観察され、何らかの機能を果たして
いることが示唆された。また、ホモ接合体がメンデル比に従った割合で出生するか調べたところ、12系統は異常を示さ
なかったが、１系統では胎生9.5日においてもホモ接合体の存在割合が低かったことから、このlincRNAが初期発生に機
能している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Many numbers of large intergenic non-coding RNAs (lincRNAs) has been reported, 
however, in vivo functions of lincRNAs have remained unclear. We have performed gene-trap insertional 
mutagenesis in mouse ES cells and isolated 1,067 trap lines. Among them, 33 clones have the trap vector 
integrated into lincRNA genes. We selected 13 clones and established the mouse lines. This study intended 
to analyze the function of lincRNAs in vivo using the gene-trap mice. We analyzed the expression patterns 
during development and adult mouse tissues by X-gal staining.Twelve trap lines have stained positively in 
various tissues,and many of lincRNAs were expressed in the brain. We produced homozygous mice through 
heterozygous intercrossing, and observed whether the homozygotes were born in the expected Mendelian 
ratio and whether they can survive until weaning. Although 12 trap lines have no apparent abnormalities, 
one line showed low birth rate of homozygotes suggesting abnormal development.

研究分野：発生工学
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１．研究開始当初の背景 
大規模トランスクリプトーム解析により、ゲ
ノムのかなりの部分が転写され、mRNA 以外に
非常に多くの長鎖非コードRNA (lncRNA)が存
在すると明らかにされたが、その機能は、
Xist など一部の事例をのぞき、まだその実体
すら明らかになっていない。 
2009 年、Guttman らは Nature に、ヒストン
H3 のメチル化の状態が、アクティブな遺伝子
と同様であるにもかかわらず、既知の蛋白コ
ード遺伝子が存在しない領域を1675個同定、
そのような locus には ncRNA がコードされて
いることを発見、その一連の RNA 群を large 
intervening non-coding RNA (lincRNAs)と
名付けた (Nature, vol. 458, pp223-227, 
2009)。 
我々は可変型遺伝子トラップ法による挿入
変異ライブラリーの作出を行ってきた。トラ
ップされた遺伝子が既知の遺伝子に対応し
ない配列が得られたクローンについて、その
配列が上述のlincRNA領域内もしくは近傍に
対応するかどうか調べたところ、33 クローン
も存在することが分った。遺伝子トラップは
マウス ES 細胞で行っているので、これらの
トラップクローンを利用し、マウス系統を樹
立・解析すれば、これらのクローンにおいて
トラップ（破壊）されている lincRNA 遺伝子
の生体内での機能解析が出来ると考えた。 
 
２．研究の目的 
我々のトラップクローンでlincRNA領域及び
その近傍に存在するクローンを用い、その領
域から転写されるlincRNAの全長を決定する。 
トラップ ES クローンからマウスラインを樹
立してlincRNAの発現パターンとホモ変異体
における表現型を解析、lincRNA が細胞分化
や個体の発生過程において機能しているの
か、しているのであれば、どのようなタイミ
ングで発現してどのような遺伝子の発現に
影響しているのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
解析対象となるlincRNA領域及びその近傍に
存在する 33 トラップクローンについて、ゲ
ノム上のトラップベクター挿入部位をイン
バース PCR などで明らかにし、5’RACE, 
3’RACE でトラップされた lincRNA の全長を
同定する。 
個体レベルでの解析のため、トラップ ES ク
ローンからマウスラインの樹立を行う。
lincRNA が生体のどの組織で機能しているの
かを知るため、トラップベクターに含まれて
いるgeo 遺伝子を利用し、成体および胎児期
における発現パターンをX-gal染色により解
析する。ヘテロ接合体同士の交配を行い、ホ
モ接合体がメンデル比に応じて出生するか
どうか、生まれた場合には、何らかの表現型
を示すかどうか解析する。ホモ接合体が生ま
れない場合には、胎生期にさかのぼって解析
し、早期の胚性致死の場合には、ホモ ES を

樹立し、転写産物の解析を行うことで、どの
ような遺伝子発現に影響するのかを解析す
る。 
 
４．研究成果 
① トラップクローン選抜とそれらの挿入部
位、転写産物解析 
 5’RACE産物のゲノム上のpositionが
lincRNA領域内もしくは近傍に存在する33の
トラップクローンの配列情報とゲノムへの挿
入パターンを詳細に調べた結果、重複してい
るものやProtein coding geneの可能性が高い
もの、 snoRNA host geneをトラップしている
もの、ベクター挿入時にリアレンジの起こっ
ているものやゲノム上での挿入部位が
lincRNA領域から離れるものが存在したので、
これらを解析対象から除外した。さらに、キ
メラマウス作製によるラインが樹立できなか
ったものを除き、残った13クローンを解析対
象とした。 
トラップされたncRNA配列を同定するため、ゲ
ノムブラウザ上に転写産物情報が全くないか
少ないものを中心に、転写産物解析を3’RACE
により行った。結果を下の表１に示す。 
 

表１ 選択クローンと転写産物解析 
 
Ayu21-W241、Ayu21-106、Ayu21-W115 では、
EST すら存在しない状況であったが、3’RACE
により転写産物の同定に成功、この部位から
転写が起こっていることが確認できた。また、
Ayu21-T34、Ayu21-W148 では、登録されてい
る EST とは異なる配列が同定された。 
 
② X-gal 染色による発現解析 
 次に、発現組織を解析するために、各マウ
スラインを用い、成体及び 12.5 日胚で X-gal
染色を行った。結果を表２に示す。 
 
 lincRNA として MGI に遺伝子が登録されて
いる４系統については比較的強い染色が見
られた。また、Ayu21-W203 の胸腺、Ayu21-W115
の胎盤においても強い染色が確認された。そ
の他の系統では染色強度は弱い蛍光にあっ
たが、いずれの時期でも全く染色の見られな
かったのは Ayu21-KBW264 系統１つだけであ
った。このことは、これらの lincRNA が実際
に生体において転写されており、何らかの機
能を果たしている可能性が高いことを示唆



する。また、発現組織では脳が多く、脳では
多くの ncRNA が発現していると推察される。 
 

表２ X-gal 染色解析結果 
 
③ 表現型解析 
 これらの系統のホモ接合体が何らかの表
現型を示すかどうか調べるため、ヘテロ接合
体同士の交配を行い、ホモ接合体の出生比率
と、外見上の異常の有無を観察した。表３に
各遺伝子型の出現比率を示す。全ての系統に
おいてホモ接合体が得られたが、Ayu21-W321
のみホモ接合体の出現率が低く、胚性致死に
なっていることが予想された。 
 

表３ ヘテロ接合体同士の交配で得られた  
産仔の４週齢における遺伝子型比率。なお、
全てのホモ接合体は外見上正常であった。 
 
④ Ayu21-W321 系統の致死時期の解析 
4 週齢でホモ接合体の割合が少なかった
Ayu21-W321 系統において、いつホモ接合体が
致死になるのかを調べるため、e9.5 日胚にお
け る 遺 伝 子 型 比 率 を 調 べ た が 、
WT14:Hetero15: Homo1とこの時点で既にホモ
の割合は低く、これよりも早期に致死になっ
ている可能性が高いと考えられた。そこで、
ヘテロ接合体同士の体外受精で得られたブ
ラストシストから ES 細胞株を樹立した。48
ライン樹立でき、その遺伝子型を調べたとこ
ろ、WT20:Hetero24: Homo4 という割合で、こ

こでもホモ接合体の割合は低かった。しかし、
樹立できたホモ ES 細胞は、正常な形態をし
ており、高寄与率のキメラも作製できた。ホ
モ ES キメラと野生型マウスを交配したとこ
ろ、子孫は全てヘテロ接合体であったので、
キメラは間違いなくホモ接合体である。現在
のところ、ホモ接合体の大部分は着床前致死
になるが、一部生存できたものはその後正常
に発生が進むのではないかと考えている。 
 
⑤ ホモ個体の転写産物解析 
 Ayu21B-186、Ayu21-T167、Ayu21-W321、
Ayu21-T75 の４系統については、ゲノムブラ
ウザ上ですでにlincRNAとアノテーションさ
れており全長転写産物の配列情報も登録さ
れている。そこで、これらの情報を元に、ホ
モ接合体において、トラップアレルがヌルに
なっているのかどうかをRT-PCRで検証した。
その結果、４系統全てにおいて、ホモ接合体
ではトラップしたlincRNAの転写は検出され
ず、トラップベクターの挿入により、全長の
転写産物の産生は消失していることが分っ
た。 
ncRNA はシスに機能した場合、近隣の遺伝子
発現に影響することが報告されている。そこ
で、Ayu21-B186 クローンにおいて、すぐ上流
に存在するp21遺伝子の発現を調べたところ、
野生型よりも低下していることが分った。今
後、他のトラップクローンについても解析す
る予定である。 
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