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研究成果の概要（和文）：タンパク質をコードしない機能性 RNA であるマイクロ RNA についてノ

ックアウトマウスを作製し解析したことによって、任意の miRNA が生物の種を保存し繁栄させ

るための生命機能である生殖機能を司っていることを見出した。さらに、表現型を示す組織に

絞り込んでマイクロ RNA の標的遺伝子を解析したことによって、数百あると言われている標的

遺伝子の中から生命現象に直結した標的遺伝子を明らかにすることができた。 

 
研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNAs) are endogenous small non-coding RNAs In 

mammals, the role of miRNAs is indicated in a few miRNAs, but the understanding of 

a relationship between the impairment of miRNA and diseases in animals is not clearly 

demonstrated. I tried to establish the miRNA knockout mouse and revealed that 

reproductive function was regulated by miRNA. Furthermore, I have clarified a real target 

gene related with phenotype using the miRNA knockout mouse. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）ゲノムプロジェクトおよび塩基配列解
析技術の発展により、生物を司るゲノムDNA
には遺伝情報としてタンパク質をコードす
る遺伝子以外に RNA として機能する遺伝子
が多く存在していることが明らかになった。 
 
（２）タンパク質をコードしない RNA
（non-coding RNA）は多種多様であり、メ
ッセンジャーRNA（mRNA）様のもの、百キ
ロ塩基以上の大きなもの、核内で機能すると
考えられている snRNA、20 塩基程度のマイ
クロ RNA（miRNA）などの存在がわかって
いた。 
 
（３）miRNA は低分子 RNA 群に属する
non-coding RNA で、RNA を標的としてその
翻訳を阻害することで、標的遺伝子の発現を
制御していることが明らかとなった。これま
で遺伝子の発現の制御は染色体 DNA から
RNA に転写される際の調節が主であると考
えられてきたが、機能性 RNA による遺伝子
発現制御という新しい概念が生まれた。 
 
（４）miRNA は 8 塩基の配列（seed 配列）
の相同性をもとに標的遺伝子の 3’-UTR に干
渉することで、遺伝子の発現を調節すること
が提唱された。ただし、seed 配列のみで
miRNA が作用する mRNA を検索すると、数
百もの標的遺伝子が候補となり、実際に生体
で機能する標的遺伝子についてはほとんど
未知である。 
 
２．研究の目的 
（１）miRNA の機能および miRNA が寄与
する生命現象を明らかにするためには、動物
個体を用いて解析することが必要である。そ
のために、遺伝子改変動物作製技術を用い
miRNA ノックアウトマウス、miRNA トラン
スジェニックマウスを作製することを目的
とする。 
 
（２）作製した miRNA 遺伝子改変動物の表
現型を解析することで、miRNA が寄与する
生命現象を浮き彫りにすると共に、miRNA
により制御される標的遺伝子について、
miRNA 機能組織から同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）miRNA ノックアウトマウスの作製 
任意の miRNAを欠損させたターゲティングベ
クターを作製し、ES 細胞を用いた相同組換え
法により miRNA を欠損させた ES 細胞を樹立
する。樹立した組換え ESクローンからキメ
ラマウスを作製し、交配させることでノック
アウトマウスを作製した。PCR 法、サザンブ

ロッティング法、ノザンブロッティング法、
リアルタイム PCR 法を用いて、目的 miRNA の
欠損を検定した。 
 
（２）表現型の解析 
分子生物学・生化学・組織解剖学的手法を用
い miRNAノックアウトと野生型あるいはヘテ
ロノックアウトマウスを比較解析した。 
 
（３）標的遺伝子の同定 
miRNA 標的遺伝子を同定するために、コンピ
ューター検索解析を行い、標的遺伝子をリス
トした。その中から、標的配列を複数もつ遺
伝子についてレポーター遺伝子を構築し、
miRNA 発現ベクターと一緒に培養細胞に導入
することで、miRNA の標的解析を行った。さ
らに、ノックアウトマウスを用い、標的候補
となる遺伝子の挙動を RNA・タンパク質レベ
ル（転写・翻訳レベル）で解析した。 
 
４．研究成果 
１）miRNA ノックアウトマウスの作製 
任意の miRNA を欠損させた ES 細胞を 2 ライ
ン樹立し、PCR 法およびサザンブロット法に
より目的の欠損が生じていることを確認し
た。 
それぞれの組換え ES 細胞から複数ラインの
キメラマウスの作製に成功し、野生型マウス
（C57B/L6）と交配させ、miRNA 欠損染色体が
伝わったヘテロノックアウトマウスの作出
に成功した。 
ヘテロノックアウトマウスを交配させノッ
クアウトマウスを作製することができた。こ
のとき、メンデルの法則に従い野生型、ヘテ
ロノックアウト、ホモノックアウトマウスが
生まれたことより、この miRNA 欠損では胎生
致死は起こらず、健康に生まれ成長すること
がわかった。 
 
２）表現型の解析-1 
腎臓、肺、胸腺で強く発現していることから
それらの組織切片を作製し観察したが、野生
型と変わらず異常がなかった。また、1 年以
上健康に飼育できた。 
 
（３）表現型の解析-2 
生殖組織である精巣および卵巣でも発現し
ていることから、ノックアウトマウスの生殖
能力を調べたところ、雄は正常であったが雌
が強い不妊傾向を示すことがわかった。 
不妊の原因を調べるために、交尾行動と妊娠
について調べたところ、ノックアウトマウス
は交尾をするにもかかわらず、妊娠しないこ
とがわかった。さらに、妊娠しない原因は排
卵不全によるものであった。（図１） 
 



 

 

図１ miRNA ヘテロノックアウト(+/-)とノ
ックアウト(-/-)マウスの卵巣切片 
(-/-)は排卵不全のために排卵後の黄体形成
が見られない 
 
 
（４）表現型の解析-3 
排卵は視床下部―下垂体―卵巣系により厳
密に制御されている。これらのどの組織に不
妊の表現型が起因するか調べた。まず、卵巣
が支障が部からの刺激により下垂体から分
泌される排卵ホルモン注射に反応し排卵す
るか確認したところ、ノックアウトマウスで
も野生型・ヘテロノックアウトマウスと同等
に排卵することが確認できた。このことから、
不妊の表現型がみられたmiRNAノックアウト
マウスの卵巣は正常に排卵できる能力があ
ることがわかった。 
視床下部および下垂体はこれまで、ノックア
ウトした miRNAの発現を確認していなかった
組織であったことから、ノザンブロッティン
グ法により miRNA の発現を確認した。その結
果、視床下部では発現しておらず、下垂体で
強く発現していることを確認した。このこと
から、不妊の原因は下垂体の機能不全である
可能性が示唆された。 
これまでにいくつかの miRNA欠損マウスの解
析が国内外で報告されているが、生殖機能に
表現型が観察された最初の研究成果である。 
 
（５）標的遺伝子の解析-1 
miRNAの標的候補遺伝子をseed配列の相同性
をもとに検索したところ、約 1,000 の遺伝子
が候補となりえることがわかった。すべての
遺伝子について調べることはできないので、
ヒトとマウスで共通し且つ複数の標的配列
を 3’-UTR 内にもつ遺伝子に絞り込んで、
DsRed2 を指標としたレポーター遺伝子を作
製し、培養細胞に miRNA 発現ベクターと一緒
に導入することで標的遺伝子を検定した。そ
の結果、約 8 割の遺伝子が優位に miRNA 存在
下でDsRed2の蛍光が減弱することがわかり、
多くの遺伝子が１つの miRNAにより制御され
ていることが示唆された。 
 
（６）標的遺伝子の解析-2 
培養細胞を用いた実験で見出した標的遺伝
子がmiRNAノックアウトマウスの不妊の表現
型に関係しているのかどうか調べるために、
下垂体での発現を RT-PCR およびウエスタン

ブロッティング法を用い、RNA およびタンパ
ク質量を調べた。その結果、miRNA ノックア
ウトマウスで miRNA が欠損しても、タンパク
質量が変化しないものが大半であり、コンピ
ューターによる解析や in vitro の培養細胞
を用いた解析系では標的遺伝子と考えられ
るものが多く存在するが、生命現象を正常に
維持・機能させるための真の標的遺伝子はほ
んの一握りしかないことが示唆された。 
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