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研究成果の概要（和文）：原腸胚の各胚葉を可視化するMIERUマウスより高品質な胚性幹(Embryonic Stem, 以下
ES)細胞を樹立した。四倍体胚とMIERU-ES細胞の胎齢7.5日および9.5日のキメラ胚は、正常な形態と期待通りの
レポーター遺伝子の発現を示し、キメラ胚の満期産子も回収可能であった。
このES細胞をもちいてRNA結合タンパクをコードする11遺伝子をそれぞれ欠損させたKO-MIERU-ES細胞を作出し
た。そのそれぞれからキメラマウス胚を作出し、その胚体内胚葉のトランスクリプトームのデータを得た。
そのデータにおいて、各RNA結合タンパクの類似性や特異性を見出した。

研究成果の概要（英文）：High quality ES cells were established from MIERU mice visualizing each germ
 layer of the gastrula. Chimeric embryos of E7.5 and E9.5 derived  from tetraploid embryos and 
MIERU-ES cells showed normal morphology and expression of reporter genes as expected, and a chimeric
 newborn could be obtained.
Using these ES cells, KO-MIERU-ES cells were generated, each lacking 11 genes encoding RNA-binding 
proteins. Chimeric mouse embryos were generated from each of them, and transcriptome data of the 
definitive endoderm of the embryos were obtained.
In the data, we found the similarity and specificity of each RNA-binding protein.

研究分野：実験動物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
選択的スプライシングとは、単一の遺伝子から複数種のmRNAを産生させることを可能にし、膨大な分子の多様性
を作り出す極めて重要な機構である。選択的スプライシングは器官の発達に関わる。従って、スプライシングバ
リアントの網羅的な理解がなくては、真の意味での組織や器官の発達の分子メカニズムの解明はない。しかしな
がら、原腸胚におけるスプライシングバリアントの機能的意義は解明されていない。
本研究にて、我々は各RNA結合タンパクによって制御される発生関連遺伝子を特定するとともに、各RNA結合タン
パクの標的類似性と特異性を明らかにした。この成果は、遺伝子よりも更に細かい単位での胚発生の理解に貢献
する。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
選択的スプライシングとは、遺伝子発現制御機構のひとつであり、単一の遺伝子から複数種の
mRNA を産生させることを可能にし、限られた数の遺伝子から、膨大な分子の多様性を作り出す
極めて重要な機構である。ヒトの遺伝子の約 90～95％は選択的スプライシングを受ける。その
内の 35％程度の遺伝子から多様なタンパク質アイソフォームが産生されると推定され、リーデ
ィングフレーム変更・mRNA の安定性・翻訳への影響などで機能が異なる多様なタンパク質アイ
ソフォームが生成される。現在、選択的スプライシングは細胞の分化や細胞系譜の決定、器官の
発達に関わることが知られている。従って、スプライシングバリアントの網羅的な理解がなくて
は、真の意味での組織や器官の発達の分子メカニズムの解明はない。しかしながら、原腸胚にお
けるスプライシングバリアントの機能的意義は解明されていない。その理由は、in vivoでの胚
葉特異的にエキソンの組み合わせまで理解できるトランスクリプトーム解析とその機能的証明
が容易ではないためである。マウスにおいて選択的スプライシングに関わるスプライシング調
節因子、Ptbp1 (polypyrimidine tract binding protein 1)、Srsf2 (serine/arginine-rich 
splicing factor 2)、Srsf3、Elof1 (ELF1 homolog, elongation factor 1)などをノックアウト
（KO）すると、胚齢 7.5 日（E7.5）以前で胚発生が停止し、致死を起こすことが報告されている。
さらに我々は、公開されている複数のデータベース内でも、複数の RNA 結合タンパク(RBP)遺伝
子 KO マウスで原腸形成異常が生じおり、胚葉形成における選択的スプライシングの重要性が示
唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、胚葉形成における選択的スプライシングの機能的意義を網羅的に解明することを
目的とした。そのため、胚葉可視化 RBPノックアウトマウスの原腸胚の胚葉特異的なトランスク
リプトープデータソースを構築し、表現型との比較から胚葉形成に重要なスプライシングバリ
アントを抽出した。 
 
３．研究の方法 
我々は原腸胚の各胚葉を可視化する MIERU マウスを開発し(Exp Anim. 2019 Nov 6;68(4):499-
509. doi: 10.1538/expanim.19-0031.)、外胚葉、内胚葉、原始線条(中胚葉)に分化した細胞集
団を異なる蛍光で分取可能とした。受精卵ゲノム編集はモザイクの可能性を完全に排除できな
いため、この MIERUマウスより高品質な胚性幹(Embryonic Stem, 以下 ES)細胞を樹立し、この
MIERRU ES細胞にて RBPをそれぞれ KO した MIERU RBP-KO ES細胞を樹立する戦略とした。 
各 MIERU RBP-KO ES細胞を 4 倍体補完法によりキメラ胚へと発生させ、蛍光を指標に分取した
標的胚葉細胞集団をトランスクリプトーム解析した。 
 
４．研究成果 
受精卵ゲノム編集では意図しない変異やモザイクの可能性を除けない。一方、ES 細胞内のゲノ
ム編集では、個体化前の遺伝型解析により様々な変異をもつ不均一な細胞集団から目的の変異
をもつ細胞を特定し選択的に用いることができる。また、四倍体のホスト胚と ES 細胞と凝集さ
せる四倍体補完法により、三胚葉を含む胚のエピブラスト由来の細胞の供給源が ES 細胞のみで
ある胚をファウンダー世代で解析することも可能となる。そこで MIERU-ES細胞の樹立を試みた。
ホモ接合型 MIERUマウスから精子および未受精卵を回収し体外受精させ、得られた 124個の 2細
胞期胚を胚盤胞期まで培養した。正常に胚盤胞まで発生した 53 個の胚をフィーダー細胞上に播
種した。出現した内部細胞塊由来の細胞を 2i/LIF 法で継代し増殖させることで、8 株の MIERU-
ES 細胞が樹立された。MIERU-ES 細胞#30 は 8 株の中で最も高い増殖速度を示したことから、こ
の株を以降の実験に使用することとした。 
MIERU-ES 細胞の多能性を確認するため、その多能性を確認する最も厳格な方法である四倍体補
完法によるキメラマウス作製を行った。四倍体胚と MIERU-ES 細胞#30 の胎齢 7.5 日のキメラ胚
は、明視野の観察像において早期原始線条期から後期頭摺期の正常な形態を示した。蛍光観察で
もキメラ胚は、3 種類のレポーター遺伝子がそ
れぞれ胚葉特異的な部位で確認された。共焦点
顕微鏡解析でも解析した全ての胚が正常な形
態と期待通りのレポーター遺伝子の発現を示
した(図 1A)。胎齢 9.5日のキメラ胚でも正常な
形態とレポーター遺伝子の発現を示した(図
1B)。キメラ胚の満期産子も回収可能で、この胎
仔は胎盤も形成された(図 1C)。以上の結果は、
MIERU-ES 細胞はキメラ胚にて三胚葉の蛍光レ
ポートが可能で、出生まで発生できるほど十分
な多能性をもつことを示唆する。 
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次に、標的とする胚葉のトランスクリプトーム解析プラットフォームの構築を試みた。単一の非
KO キメラマウス原腸胚を一細胞化し、三胚葉可視化マウス ES細胞に由来する蛍光を指標として
標的の細胞集団を分取後、RNA-seqを実施した。この実験にて、最も高精度で分取できる胚葉が
胚体内胚葉であることが分かり、これ以降の研究では胚体内胚葉を解析対象にすることとした。
実際に回収された細胞集団を用いて、胚体内胚葉のトランスクリプトームを解析できたかを確
認するため、回収した細胞で発現する全遺伝子に基づいたプロットを描画し、各胚葉のマーカー
遺伝子を可視化した(図 2)。他
の胚葉のマーカー遺伝子群は
低発現である一方、図 2の緑枠
のとおり、胚体内胚葉のマーカ
ー遺伝子群は高発現を示した。
この結果は検討した全 4個体で
同様であったため、本プラット
フォームは胚体内胚葉のトラ
ンスクリプトーム解析に有用
であると考えた。 
トランスクリプトーム解析プラットフォームが確立できたため、次に、データベースを活用して、
器官形成期に胚性致死を示す遺伝子の中から、RNAスプライシングまたは RNA結合タンパク質に
特に強く関わる 11 種類の遺伝子を抽出した。その後、MIERU-ES細胞#30でのゲノム編集で、各
候補遺伝子 KO した。そのうちのひとつが Strap遺伝子で CRISPR/Cas9 による遺伝子破壊マウス
作製用の webtoolである KOnezumiを用いて 2種類の gRNAを設定した。その sgRNA と Cas9タン

パク質をそれぞれ発現する pX330-C 
Strap Target Lと pX459 Strap Target 
R を MIERU-ES 細胞#30 にトランスフェ
クションし、Strapのエキソン 2を除去
された Strap KO-MIERU-ESを作製した。
サンガーシーケンス解析にて期待通り
にエキソン 2 が欠失していること(図
3A)、ウェスタンブロッティング解析に
て STRAP タンパクの発現がないことを
確認した(図 3B)。この Strap-/--MIERU-
ES を用いた四倍体補完法を実施し、
Strap の全身性遺伝子破壊マウスにて
既に形態学的異常があると報告されて
いる胎齢 9.5 日において、キメラ胚を
観察した結果、期待通りの異常表現型
と蛍光レポーター発現が確認された
(図 3C)。この手法にて全 11 の KO- 
MIERU-ES 細胞を作出した。 

四倍体補完法を組み合わせて、それぞれの KO-MIERU-ES 細胞に由来する KOキメラマウスシリー
ズを作製した。続けて、各 KO 系統で胚体内胚葉の細胞分取と RNA-seq(SMART-Seq)を実施し、得
られたトランスクリプトームのデータから、非 KO 系統と比較して変動したスプラシングを抽出
した。各 KOキメラの胚体内胚葉においてはおよそ 1500 から 2500程度のスプライシングの変動
が確認された。次に選択的スプライシングをイベントの種類ごとに分類した結果、どの系統にお
いても、選択的エキソンの包含/除去を制御するエキソンスキッピングの変動が最も多く生じる
ことが明らかとなった(図 4A)。各 KOキメラの胚体内胚葉においてエキソンスキッピングが生じ
た遺伝子のうちに、器官形成に重要な遺伝子が含まれるかを解析した結果、KO において使用頻
度が減少/増加した器官形成関連遺伝子がいずれの KO キメラにおいても認められ、その数はい
ずれも 5～20程度とあまり差がないことが明らかになった(図 4B)。 

今後、これらの遺伝子におけるエキソンの機能的重要性を確認していく予定である。 
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