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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウス初期胚の次世代シークエンサー解析から得られた一本鎖の非コードRNA(
ncRNA)について、ゲノム配列特異的エピジェネティクス変換に係る機能性を解析し、これを基礎として、RNAを利用し
た人為操作胚の質的向上に向けた知見を得ることを目的とした。これまでは、遺伝子発現をOFFにするncRNAはよく知ら
れていたが、本研究によりDNA脱メチル化などを介して遺伝子ONに働くncRNAを1000以上同定することに成功した。イン
ターロイキン17d遺伝子その他５つのpancRNAについては、遺伝子の発現を介して細胞増殖・アポトーシス抑制・細胞運
命決定に確かに機能することまで明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In mice, zygotic activation occurs for a wide variety of genes, mainly at the 
2-cell stage. In this study, directional RNA-seq of MII oocytes and 2-cell embryos identified more than 
1000 divergently transcribed long noncoding RNA (lncRNA)/mRNA gene pairs. Expression of these 
bidirectional promoter-associated noncoding RNAs (pancRNAs) was strongly associated with the upregulation 
of their cognate genes. Conversely, knockdown of three abundant pancRNAs led to reduced mRNA expression, 
accompanied by sustained DNA methylation even in the presence of enzymes responsible for DNA 
demethylation. In particular, microinjection of siRNA against the abundant pancRNA partner of interleukin 
17d (Il17d) mRNA at the 1-cell stage caused embryonic lethality, which was rescued by supplying IL17D 
protein in vitro at the 4-cell stage. Thus, this novel class of lncRNAs can modulate the epigenetic 
machinery in cis to activate zygotic genes and is essential for preimplantation development.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： ノンコーディングRNA　DNAメチル化　DNA脱メチル化　遺伝子活性化　人為操作胚　雌性発生胚
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１．研究開始当初の背景	 
	 核移植/iPS 細胞作製技術は家畜の効率的
生産等の応用展開へのシーズであるが、両技
術とも低成功率であるという大問題を抱え
ている。RNA は生化学的にも壊れやすい分子
であり、したがって上記のゲノムリプログラ
ミングを伴う再生関連技術が安定しないこ
とを説明する格好の分子標的である可能性
が高い。	 
	 生物の設計図とも言われるゲノム DNA には、
タンパク質を作る命令を出す遺伝子の他に
も、タンパク質にはならずに RNA として機能
を発揮する分子群を生み出す情報がコード
されている。このような RNA はノン（タンパ
ク質）コーディング RNA あるいは非コード
RNA(ncRNA)と呼ばれており、2006 年には、米
国の Craig	 Mello 博士と Andrew	 Fire 博士が、
短い二本鎖 RNA（＜40 塩基）による遺伝子の
抑制機構である「RNAi」の発見によりノーベ
ル医学・生理学賞を受賞している。2001 年に
ヒトゲノム DNA の配列解読がなされて以来、
ビッグデータ解析を基礎とした大規模 RNA 解
読が進行しており、その過程において、短い
二本鎖 RNA 以外にも多種多様な ncRNA が見つ
かってきている。	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究では、まず、次世代シーケンサー
解析から一本鎖の ncRNA を同定し、バイオ
インフォマティクスにより統合的に mRNA
発現情報と紐付けたデータベースを構築す
ることを第一目標とした。また、得られる
ncRNA についてゲノム配列特異的エピジェ
ネティクス変換に係る機能性を実証し、こ
れを基礎として RNA を利用した人為操作胚
の質的向上に向けて、マウス受精卵等を用
いて検討した。特に、初期胚は受精後に全能
性型遺伝子発現パターンを精確に再現する
ために配列特異性が高い分子である長鎖
ncRNA による制御機構を利用している、と予
測し、それを検証することを最大の目標とし
た。	 
	 
３．研究の方法	 
	 promoter-associated	 noncoding	 RNA	 
(pancRNA)と名付けた、両方向性の遺伝子プ
ロモーター領域から遺伝子とは反対方向に
転写される pancRNA に着目した。pancRNA は
いくつかの遺伝子座において、プロモーター
領域を配列特異的に DNA 脱メチル化し、パー
トナーとなる遺伝子を活性化することを
我々のグループがすでに報告していた。そこ
で、胚性遺伝子活性化の際に多数の pancRNA
が配列特異的遺伝子活性化に寄与している
という仮説をたて、以下の大別した３つの方
法により検証した。	 
	 
１）当該課題が文科省新学術領域研究「ゲノ
ム支援」の支援課題にも選ばれたため、次世
代シーケンサー解析からの初期胚型 pancRNA

含有遺伝子の網羅的取得を目指し、イルミナ
社 Hiseq2000 を用いて、マウス微量 RNA サン
プルからの directional	 RNA-seq 解析を強力
に進めた。同様に、ブタの pancRNA につい
ても生体における pancRNA の同定を進めた。	 
	 
２）項目１）で取得した初期胚型 pancRNA の
うち、ノックダウンにより胚性致死となる
Il17d 遺伝子の pancRNA	 (pancIl17d)につい
て、機能解析をさまざまな細胞実験系を構築
して遂行した。	 
	 
３）人為操作胚において pancRNA の標的とな
りうる DNA メチル化異常をゲノムワイドに明
らかにするため、マウス雌性発生胚を活用し
た Post-Bisulfite	 Adapter-Tagging	 (PBAT)
法による DNA メチローム解析を行った。	 
	 
４．研究成果	 
	 pancRNA のそれぞれは、特定の遺伝子とペ
アで機能しうることを確かめた。これまで、
遺伝子機能を OFF にするノンコーディング
RNA はよく知られていたが、今回、下述する
ように、pancRNA は、確かに遺伝子機能を ON
にするメカニズムに関与することで、ほ乳類
個体発生のごく初期から機能していること
が明らかになった。	 
	 	 
	 まず、受精前後のマウス初期発生胚を用い
て、directional	 RNA-seq 解析を行ったとこ
ろ、胚性遺伝子活性化時に pancRNA 群が 1000
以上の遺伝子座からパートナーとなる mRNA
に共役して転写されていることが明らかに
なった。そのうちの代表的な 5 つの pancRNA
の機能解析結果から、マウス初期発生におい
て、pancRNA が胚性遺伝子活性化メカニズム
に寄与し、パートナーとなる直下の遺伝子を
配列特異的に活性化する役割を担っている
ことが明らかになった。	 
	 
	 興味深いことに機能解析を深化する過程
で、インターロイキンファミリーの一つであ
る Il17d 遺伝子をパートナーとする pancRNA
である pancIl17d のノックダウンが胚盤胞形
成不全を引き起こすことが明らかになった。
その阻害効果は IL17D タンパク質の培養液中
添加によりレスキューできた。胚盤胞形成期
はマウス初期発生において、初めての細胞系
列分岐が起こる重要なステージであり、この
細胞系列分岐によって多能性を持つ内部細
胞塊と胎盤系列細胞の栄養芽層が生み出さ
れる。したがって、その制御機構の解明は発
生生物学上、極めて重要な課題であり、
pancIl17d ノックダウンによる細胞系列分岐
への影響を解析した。pancIl17d ノックダウ
ンにより、桑実胚期に異所性の細胞死が亢進
することが示された。pancIl17d ノックダウ
ン胚の RNA-seq 解析からは細胞死関連遺伝子
に加え、栄養芽層分化と多能性細胞分化関連
遺伝子発現にも異常をきたしていることが



示された。さらに、内部細胞塊の培養および
ES 細胞におけるノックダウン実験から、
pancIl17d は細胞増殖を促進することが分か
った。以上から、pancIl17d は Il17d 遺伝子
を活性化することで、初期発生における細胞
生存・細胞増殖・細胞運命決定に重要な役割
を果たしていることが示された（図１）。	 
	 
	 

図１	 pancRNA による遺伝子発現 ON の効果	 
	 
	 
	 上記のメカニズムが細胞の人為操作によ
り乱される可能性が考えられたため、PBAT 法
による DNA メチローム解析を人為操作胚に適
用し、その妥当性を探索した。その結果、母
方由来ゲノムにおいて、受動的脱メチル化領
域以外にも、受精から二細胞期までに能動的
脱メチル化あるいは新規メチル化が起こり
うる 39,000 領域の同定に成功した。これら
の可変領域には反復配列である LTR の MERVK
ファミリー属する配列が多く含まれていた。
今後の展開として、DNA メチル化異常領域に
よる遺伝子発現の乱れについて、それを是正
するための自在制御を目指して、pancRNA を
含む ncRNA の活用が見込まれた。	 
	 
	 様々な動物種から得られてきた細胞リソ
ースを医療・農畜産応用に結びつける上で、
動物種差を理解し、安全性を考慮しながら活
用することが必須である。機能性 ncRNA が、
遺伝子機能抑制だけでなく発生の最初期か
ら遺伝子活性化に働くことを発見した本研
究成果により、動物種を超えて遺伝子のスイ
ッチ ON／OFF を制御する研究展開が見込まれ
た。	 
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