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研究成果の概要（和文）：選択的mRNA核外輸送による雄性生殖細胞分化・維持の制御機構を明らかにするため、
精原細胞におけるmRNA核外輸送受容体TapおよびNxf2により輸送されるmRNA種の同定を試みた。Nxf2およびTapと
RNA塩基修飾酵素の融合タンパク質の機能を培養細胞を用いた実験系で検証した。また、融合タンパク質を発現
するマウス作成のため、それぞれのTGを保有するES細胞を樹立した。さらにTGマウスを複数ライン作成したが、
精巣組織において解析に十分な発現量が得られない、という問題が生じ、計画実現のためには発現系のさらなる
改良が必要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The aim of present study was elucidation of the role of “selective mRNA 
export” for differentiation and development of male germ cells. To this end, the usefulness of a 
newly developed method for identification of target mRNA was evaluated. ES cell lines harboring mRNA
 exporter-base modifying enzyme fusion TGs were established. By using these ES cell lines several TG
 mouse lines were also established, however, it turned out that the TGs were only poorly expressed 
in testicular tissues, indicating further optimization of the expression system is required to fully
 exploit the system for future analysis.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 核―細胞質間輸送

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
改良の余地が依然として多く残されているものの、本研究で採用したRNA標識法が、動物個体を用いたRNA輸送の
研究を行なう上で、有望なツールであることを検証することができた。また、研究過程で作成したノックアウト
マウスを精子形成過程や幹細胞維持機構の研究等に利用可能な研究材料として公的機関に寄託し、広く利用でき
るようにすることで、研究コミュニティーに貢献することができた。

※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 
真核細胞における核－細胞質間物質輸送は、核膜孔複合体を介して行なわれる。その際、

輸送受容体と総称される一群のタンパク質が、積み荷の特異的な認識、核膜孔の通過といっ
た過程において、きわめて重要な役割を果たす（Katahira, 2015）。核－細胞質間輸送受容体
群の中でも最も多様性に富んだインポーチンファミリー輸送受容体は、転移 RNA、マイク
ロ RNA 前駆体といった低分子量 RNA や NES（Nuclear Export Signal）配列を有するタンパ
ク質など、それぞれの積み荷に特有の構造を識別し、核外へと輸送する（Shibata et al., , 2005, 
Okada et al., 2009, Katahira et al., 2012, Kressler et al., 2012）。 

一方、mRNA の核外輸送には、インポーチンファミリー輸送受容体群に属さないユニー
クな輸送受容体である Tap が関与する（Katahira et al., 1999, Katahira, 2015）。転移 RNA やマ
イクロ RNA 前駆体に比べ構造的な多様性の遥かに高い分子である mRNA を輸送するため、
Tap は、mRNA の一次配列や構造ではなく、mRNA に結合するアダプタータンパク質群との
相互作用により、mRNA を特異的な積み荷として識別し、輸送する（Zhou et al., 2000, Katahira 
et al., 2009, Katahira et al., 2015）。 

近年報告されている研究データは、特定の遺伝子の mRNA の核外輸送レベルにおける厳
密な制御が、ストレス応答や細胞分化といった高次の生命機能発現の基盤となっているこ
とを示唆している。言いかえれば、核外輸送過程は、これまで考えられてきたように、単に
mRNA を細胞質に局在する翻訳装置へと供給するためだけの単純なプロセスではなく、そ
の選択性を介して、さまざまな生命活動の基盤となる遺伝子発現を調節するメカニズムの
一つとしても重要な役割を担っていることが明らかにされつつある（Wickramasinghe and 
Laskey, 2015）。 

多細胞生物では、mRNA 核外輸送に関与するアダプターの多様性だけでなく、輸送受容
体にも多様性が認められ、Tap に相同性を示す複数のパラログ遺伝子は、NXF（Nuclear RNA 
eXport Factor）ファミリー遺伝子と総称される mRNA 輸送受容体ファミリーを形成してい
る。マウスでは、ユビキタスに発現の認められる Tap の他に、組織特異的に発現する 3 種類
の NXF ファミリー遺伝子が同定されている（Sasaki et al, 2005, Takano et al, 2007, Katahira et 
al, 2008）。インポーチンファミリー輸送受容体の積み荷の多様性から、NXF ファミリーメ
ンバーも mRNA の選択的輸送を通じて細胞機能制御に関与すると予想されてきたが、その
役割はほとんど明らかにされていない。 

 
２．研究の目的 
本申請研究では、技術的制約から未解明のままであった mRNA 核外輸送受容体 Tap およ

びそのパラログである Nxf2 により輸送される mRNA 種を新規の RNA 標識法を用いて同定
し、選択的 mRNA 核外輸送による精原細胞分化・維持の制御機構を明らかにすることを目
的とした。具体的には、RNA 修飾酵素と Nxf2 および Tap の融合タンパク質を発現するトラ
ンスジェニック（TG）マウスを作成し、精原細胞において Tap および Nxf2 に結合する mRNA
を同定し、輸送受容体の多様性に基づく選択的 mRNA 核外輸送を介した遺伝子発現制御機
構を明らかにするとともに、精原細胞に特有な mRNA 核外輸送受容体の多様性の生物学的
な意義の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
１）Tap-および Nxf2－RNA 修飾酵素融合タンパク質の機能解析 
 融合タンパク質の発現ベクターを作製した。作成した発現ベクターを HEK293 細胞にト
ランスフェクションし、それぞれの融合タンパク質の発現を融合タンパク質に付加したタ
グに対するモノクローナル抗体を用いたウエスタンブロッティングにより、また、mRNA 核
外輸送能をルシフェラーゼレポーターアッセイ（Katahira et al. 2015）により解析した。 
 
２）Tap-および Nxf2-RNA 修飾酵素融合タンパク質発現マウスの作成 
 Tap および Nxf2 と塩基修飾酵素融合タンパク質発現カセットを作成し、CRISPR/Cas9 を
用いて、ES 細胞の Nxf1 および Nxf2 遺伝子座へノックインした。ノックインの確認は、ゲ
ノム DNA を用いた PCR により行った。また、融合タンパク質の発現を確認するため、Nxf2
および Tap の大腸菌リコンビナントタンパク質を免疫源として、ウサギ抗 Nxf2 および Tap
抗体を作製した。ES 細胞における Tap 融合タンパク質の発現は、特異抗体を用いたウエス
タンブロッティングにより確認した。 

 得られた ES 細胞株をマウスの桑実期胚にマイクロインジェクションし、キメラマウスを
作製した。さらに、キメラマウスを野生型マウスと交配し、TG ラインを樹立した。TG ライ
ンの遺伝子型確認は、耳介組織の DNA を用いた PCR 法により行った。また、TG マウスの
精巣を採取し、その重量を測定するとともに、ライセートを作成して、ウエスタンブロッテ
ィングにより TG の発現を確認した。 



 
３）Nxf2 ノックアウトマウスの作成 

C57Bl6/J マウスの受精卵前核へ CRISPR/Cas9 とともにガイド RNA を導入し、マウス Nxf2
遺伝子の第 4 エクソンに変異を導入した。変異導入の確認は、PCR によって得られたゲノ
ム DNA 断片のダイレクトシークエンシングにより行なった。さらに、野生型マウスとの交
配を繰り返し、Nxf2 KO マウスラインを樹立した。Nxf2 の発現は、特異抗体を用いた精巣
ライセートのウエスタンブロッティング、および、精巣組織凍結切片の免疫染色により確認
した。さらに、野生型雌マウスと交配を行い、妊孕性についての解析を行うとともに、精巣
重量の解析、精巣上体および精巣の組織切片の観察、KO マウスから採取した精子を用いた
体外受精を行ない、精子形成過程、および、成熟精子の異常を解析した。 
 
４．研究成果 
選択的 mRNA 核外輸送による雄性生殖細胞分化・維持の制御機

構を明らかにするため、mRNA 核外輸送受容体 Tap および Nxf2 に
より輸送される mRNA 種の同定を試みた。TG マウス作成に先立

ち、融合タンパク質の発現及
び機能を培養細胞を用いた
実験系で検証した。それぞれ
の融合タンパク質をコードする cDNA を CMV プロモ
ーターの下流にクローニングし、哺乳動物細胞用発現
ベクターを構築した。それぞれの発現ベクターを
HEK293 細胞にトランスフェクトし、ウエスタンブロ
ッティングにより発現を解析した。その結果、予想通
りの分子量の融合タンパク質の発現を確認することが
できた（図 1、asterisk）。また、ルシフェラーゼレポー
ターを用いた mRNA 核外輸送アッセイを行なったと
ころ、Tap および Nxf2 融合タンパク質は、GFP 融合タ
ンパク質（Katahira 

et al., 2015）と同等の mRNA 核外輸送能を有しているこ
とが明らかとなった（図 2）。さらに、Tap 融合タンパク
質を一過性に過剰発現した HEK293 細胞より総 RNA を
採取し、RT-PCR 産物のダイレクトシークエンスを行な
ったところ、Tap の内在性ターゲットとして知られる
NXF1 遺伝子の第 10 イントロン（Li et al. 2006）に塩基
修飾が起こることを確認できた（図 3）。これらのことか
ら、融合タンパク質は Tap および Nxf2 のターゲットの
同定に有用であると判断した。 

 
融合タンパク質を発現する TG マウス

作成のため、それぞれの TG を保有する
ES 細胞を樹立した。組織特異的、かつ、
内在性レベルの発現量を得られるよう、
それぞれの融合遺伝子を Nxf1 および
Nxf2遺伝子座にCRISPR/Cas9システムを
用いてターゲティングした（図 4 上）。各
ES細胞株のゲノムDNAを用いたPCRに
よりスクリーニングを行ない、ポジティ
ブクローンを選択するとともに、各遺伝
子座へのTGの挿入を確認した（図 4下）。
ES 細胞で発現の見られる Tap に関して

は、TG ES 細胞株のライセートを用いてウエスタンブロッティングを行い、融合タンパク質
の発現を確認した。その結果、TG ES 細胞では、野生型 ES 細胞に比べて、内在性の Tap の
発現量がおよそ半減すると同時に、予想された分子量の位置に融合タンパク質の発現を確
認することができた（図 5）。さらに、これらの TG ES 細胞株を桑実期マウス胚にマイクロ
インジェクションした後、仮親に戻し、キメラマウスの作成を行なった。キメラマウスはコ

ントロール TG、および、Nxf2 TG について、それぞれ 3 ラインず
つが得られた。一方、Tap TG に関しては、計 4 回試行したものの、
キメラマウスの樹立には至らなかった。ES 細胞ですでに融合タン
パク質の発現が認められることから、胎児の発生に伴う細胞分化
などの過程において融合タンパク質が影響を与え、そのことがキ
メラマウスの発育に何らかの影響を及ぼしたものと推察された。 
得られたキメラマウスは野生型マウスと戻し交配し、TG ライン

を作製した。Nxf2 融合タンパク質の発現に関して、精巣組織のラ



イセートを用いたウエスタンブロッティングにより確認を行なったが、有意な発現を認め
られなかった。また、同腹の野生型オスと比較したところ、Nxf2 KO マウスと同様に TG マ
ウスでも精巣重量の減少が観察された。このことから、TG の発現抑制、あるいは、融合タ
ンパク質の不安定化のために、KO と同様のフェノタイプを示していると考えた。精巣組織
において解析に十分な融合タンパク質の発現が得られなかったことから、研究計画実現の
ためには、TG の挿入部位の検討、融合タンパク質の安定化など、TG 発現系の改良が必要
であると結論付けた。発現系の改良は、現在も継続中である。 

 
研究の過程で CRISPR/Cas9 シ

ステムを用いて、Nxf2 遺伝子の
KO マウスを作成した。KO マウ
スでは、精巣における Nxf2 タン
パク質の発現の消失（図 6、7）
が、組織ライセートを用いたウ
エスタンブロッティング、およ
び、精巣組織の免疫染色により
観察された。また、9 週齢のマウ
スにおいて精巣重量の有意な低
下（図 8）を認めた。野生型雌マ
ウスとの交配を行なったところ、
7~8 週齢頃までの若齢期の雄マ
ウスの妊孕性に関しては、野生
型マウスと KO マウスとの間で
差異が認められなかった。一方、
9 週齢以降、比較的晩発性の妊孕
性の低下が認められた。さらに、
9 週齢（図 9）、12 週齢において
KO および同腹の野生型マウス

の精巣の組織切片を比較観察したところ、KO マウスにおいて精細管の萎縮や精子の低形成
が認められた。また、このとき、精原細胞マーカーである PLZF 陽性細胞の数は、野生型マ
ウスと KO マウス間で有意な差を認めなかった。9 週齢 KO マウスから採取した精子を体外
受精に用いたところ、媒精の前培養中に精子の運動性の顕著な低下が認められ、受精卵を得
ることができなかった。このことから、Nxf2 遺伝子 KO により、精子形成の低下以外にも、
成熟精子自体に何らかの異常が起こっていることが推察された。Nxf2 の標的 mRNA の同定
という観点から、これらの異常について考察できるだけのデータを得るまでに至っていな
いが、本研究で作成した Nxf2 KO マウスは、選択的 mRNA 核外輸送の研究のみならず、精
原細胞の分化・維持機構の研究に資する研究材料であることが明らかとなった。そこで、研
究コミュニティーで広く利用できるよう、医薬基盤・栄養・健康研究所に凍結胚を生物資源
として寄託・公開した。 
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