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研究成果の概要（和文）：近年、ヒトやマウスのゲノムの大部分が転写されており、かつ、その大半が、タンパクをコ
ードしないRNA（noncoding RNA）であることが明らかとなった。しかし、noncoding RNAの機能を塩基配列から推測す
るのは困難である。本研究では、我々が開発した迅速な遺伝子破壊法を用いて、noncoding RNAを破壊したマウスES細
胞を多数作製し、noncoding RNAの機能を系統的に解析した。

研究成果の概要（英文）：Recent researches demonstrated that most regions of the mammalian genome such as 
human and mouse are transcribed. Furthermore, most of such transcripts are noncoding RNAs. However, 
speculation of the function of noncoding RNAs from nucleotide sequences is difficult. We recently 
developed a method to rapidly generate mutant mouse ES cells. In the present study, we generated mutant 
mouse ES cell lines using this method and conducted systematic functional analysis of noncoding RNAs.

研究分野：分子生物学
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1. 研究開始当初の背景 
 近年、多細胞生物ゲノム上のタンパクをコ
ードする遺伝子数は、ヒトや線虫のように進
化的に離れた種間においても大差の無いこ
とがわかってきた。一方、ヒトやマウスのゲ
ノムの大部分が転写されており、かつ、その
大半が、タンパクをコードしない RNA
（noncoding RNA）であることも明らかとな
った。Noncoding RNAの種類は高等な生物
種ほど多様化する。これより、noncoding 
RNA の多様性こそが生物の複雑さを規定し
ているのではないかとの仮説が提唱された
（Mattick, J.S.: Nature Rev. Genet., 5, 
316-323, 2004）。しかし、この仮説の検証は、
困難を極めている。 
 Noncoding RNA には、microRNA や
piRNAに代表される、数十塩基からなる短鎖
型と、mRNAと構造の類似した長鎖型に大別
される。単鎖型の解析については、過去 10
年で、極めて大きく進展したが、長鎖型の解
析は大きく遅れている。その最大の理由は、
長鎖型 noncoding RNAの膨大な数と、配列
の多様性による。このため、どの RNA から
解析すれば一般的な原理に辿り着けるのか
の判断が難しい。 
 このような状況の中で、John Rinnと Eric 
Lander のグループは、マウスゲノムのヒス
トン修飾の特徴から、機能的に重要な可能性
のある 1,600個の non-coding RNAを推定し
た（ Guttman, M. et al.: Nature, 458, 
223-227, 2009）。この中には、HOTAIRのよ
うな、機能性が証明されている noncoding 
RNAも含まれており、膨大な数の noncoding 
RNA の解析の糸口を与えるものとして、注
目に値する。ただし、HOTAIRのような極一
部の例以外は、機能については推測の域に留
まっており、実験的な検証が待たれる状況に
ある。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景を鑑み、本研究では、noncoding 
RNA を、機能面から系統的に解析すること
を試みる。そのために、申請者が独自に開発
した、「マウス ES細胞でホモ変異体を迅速に
作製する方法（Horie et al. Nature Methods  
8: 1071-1077, 2011）」を用いて、noncoding 
RNA が破壊されたホモ変異体 ES 細胞を大
量に単離する。過去の報告から、noncoding 
RNA の中には、核内で機能しているもの
も多い。このため、細胞質が主たる効果の
場である RNAi法は、適用が困難と予想さ
れ、DNA レベルで遺伝子を破壊する本手
法の特性が生かせると考えられる。さらに、
ES 細胞の分化誘導系と遺伝子発現プロファ
イル解析により、変異体の表現型を同定する。
本研究は、培養細胞を用いた実験系であるた
め、多くの noncoding RNAに対して同一の
機能解析法を適用することで、実験結果の標
準化・比較が容易である。この特性を利用
し、かつ、多くの変異体解析をすることに

より、noncoding RNA の機能に関する一般
的原理の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）ホモ変異体 ES細胞の単離 
 Guttman, M. et al. の手法に準拠して、転
写領域に特異的なヒストン修飾を有すゲノ
ム領域をリスト化し、我々が所有している変
異体と照合した。ホモ変異体の単離は、既に
樹立済みの、テトラサイクリン添加による手
法（ Horie et al. Nature Methods  8: 
1071-1077, 2011）を用いた。 
 
（２）変異体の表現型解析 
 ES 細胞の未分化性の評価時の培養条件に
は、通常の血清培地に加えて、極めて未分化
な ES細胞分画の濃縮・維持が可能な 2i培地
（Gsk3b/Mek阻害剤を添加した無血清培地）
も用いた。遺伝子の発現レベルは、Roche 
LightCycler または ABI7900HT による
qRT-PCRで定量した。分化誘導実験系には、
血清培地からの LIF除去や、embryoid body
形成、N2B27 無血清培地による神経系への
分化誘導等を用いた。 
 
（３）ベクター除去による復帰株の単離 
 CAG-Flp-IRES-puro ベクターを変異 ES
細胞株へトランスフェクトし、puro選択によ
りトランスフェクトされた細胞を濃縮した。
この細胞を希釈して播種し、１細胞由来の細
胞株を樹立し、ベクター領域の除去の有無を
ベクターの内外に配置したプライマーを用
いて、PCRにより解析した。 
 
４．研究成果 
（１）ヘテロ変異体 ES細胞バンクにおける
noncoding RNAの特定と、ホモ変異体 ES細
胞の作製 
 我々が作製済みの約 2,000株のヘテロ変異
体 ES 細胞株の中から、長鎖型 noncoding 
RNAに変異を有す細胞株を、in silico解析で
スクリーニングした。具体的には、「ヒスト
ンH3の 4番目のリジンの trimethylationの
ピークに続いてヒストン H3 の 36 番目のリ
ジンの trimethylationの高値が継続する」と
いう特徴を有す遺伝子を、ヘテロ変異体のデ
ータベースから特定した。これらのヘテロ変
異体を解凍後、テトラサイクリンシステムを
用いて Bloom遺伝子を一過性に抑制し、相同
組換え間頻度を高めることにより、ホモ変異
体を誘導した。さらに、我々が開発した薬剤
選択法を用いて、ヘテロ変異体を死滅させ、
ホモ変異体を濃縮した。得られた細胞株がホ
モ変異体であることを、変異部位にリンクし
た SNPの解析と、変異部位の PCR解析によ
り確認した。 
 
（２）ホモ変異体の表現型解析 
 上記で単離したホモ変異体について、増殖
因子・feeder 細胞の除去や embryoid body



形成等による分化誘導を行った。形態的な変
化に加えて、分化誘導前後での RNA の単離
と、未分化マーカー／分化マーカーの
qRT-PCR による定量的解析、および、免疫
染色による未分化マーカー／分化マーカー
の空間的な発現分布についても検討した。
Flp/FRT を用いてベクター配列をゲノムか
ら除去し、表現型が消失することを確認した。 
 
（３）生細胞による表現型解析 
 上記解析の過程で、同一細胞株内において
も、個々の細胞ごとに表現型がばらつくこと
を観察した。このため、生細胞を用いた時系
列解析の必要性を痛感し、蛍光蛋白質を用い
た多能性の評価実験系を構築した。具体的に
は、細胞の追跡用に、細胞の核を各タンパク
と融合した mCherry を発現させることで標
識し、かつ、多能性マーカー遺伝子内へ
EGFPや Venusをノックインした。蛍光蛋白
のデータを生細胞で取得するには、励起光の
照射による細胞毒性を最小限に抑える必要
があるため、種々の観察条件を検討し、安定
的に蛍光蛋白の発現レベルを定量できるよ
うになった。また、蛍光蛋白の発現レベルに
応じた cell sorting も可能となったので、こ
れを利用して、発現レベルが ES細胞の多能
性と相関を示す noncoding RNAを特定した。 
 
（４）考察 
 本研究を通じて、我々は、新規の noncoding 
RNA の機能の特定に成功した。Noncoding 
RNA の機能は多岐に渡り、研究開始当初の
期待のように、機能に関する一般的原則を導
き出すにはさらに多くの解析が必要と考え
られた。しかしながら、本研究で確立した実
験手法は、今度も noncoding RNAの解析に
有用であることは間違いない。また、ES/iPS
細胞の分化誘導系の進展により、表現型解析
法はさらに広がりをみせると思われる。
CRISPR/Cas9 システムの開発により、遺伝
子破壊株の作製も簡便化しつつある。このよ
うな手法を統合することにより、noncoding 
RNAに関するさらなる機能解析を進めたい。 
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