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研究成果の概要（和文）：Peg10の詳細な機能解析の目的で CRISPR/Cas9 システムを用いて受精卵に DSB を導
入し、変異マウスの作製を行った。その結果、およそ30%の個体で、 レトロトランスポゾンなどの配列がDSB導
入部位に挿入されることを発見した。
他には、内在性の遺伝子配列のスプライス後の配列、すなわち、mRNA の逆転写産物が挿入していた。これらの
結果より、申請者はマウス受精卵には豊富なレトロトランスポゾンの逆転写 活性により多量の cDNA が存在す
る状態であり、受精卵における DSB 修復の際に microhomology を介して鋳型として働くことで DSB 部位に挿
入されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have produced Peg10 mutant mice by introducing DSB using CRISPR/Cas9 
system to analyze detailed function of Peg10. Then, we found that  about 30 % of mutant  mice had 
long de novo retrotransposon insertion(s) at DSB-introduced sites. In other cases, mutant mice had 
insertions from spliced mRNAs , indicating the involvement of reverse transcription (RT).In 
conclusion, RT-product, in the mouse zygote, were captured at DSB loci mediated by micro homology. 

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： 胎盤　レトロトランスポゾン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、マウス６番染色体近位部に位
置する新規父性発現インプリンティング遺
伝子 Peg10 を報告している。驚くべきこと
に、Peg10 は ORF1 および ORF1 が -1 フレ
ームシフトをして翻訳される ORF1-2 融合
タンパクを持ち、それぞれがフグの 
Sushi-ichi レトロトランスポゾンの Gag 
タンパクおよび Pol タンパクに高い相同性
を示すレトロトランスポゾン由来の遺伝子
であった。 
 
２．研究の目的 
Peg10 の機能解析を行うために、既に研究代
表者は Peg10 KO マウスを作製し、 Peg10 が
胎盤形成に必須な機能を持つことを明らか
にしている。しかしながら、レトロトランス
ポゾンの Gag, Pol タンパクに由来する 
Peg10 ORF1 および ORF1-2 融合タンパクの
機能については不明である。そこで本研究課
題において、 ORF1 および ORF1-2 融合タン
パクの詳細な機能解析を行い、 ORF1 および 
ORF1-2 融合タンパクに機能的差異があるの
か、また、それぞれ ORF に存在する機能ド
メインの解析を行うことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
Peg10 ORF1 には CCHC zinc finger domain 
が、 ORF2 には DSG protease domain が存
在している。研究代表者はゲノム編集技術 
「CRISPR/Cas9 システム」 を用いて、 
Peg10-ORF1 マウス、 Peg10 CCHC mutant マ
ウスおよび Peg10 DSG mutant マウスの作製
を行ない、機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
Peg10-ORF1 マウスに関しては、ORF1 および
ORF1-2 融合タンパクを認識する抗体を用い
てウエスタンブロットを行った。その結果、
研究代表者の予想通りに ORF1 だけが翻訳さ
れているマウスであることが確認できた。 
また、Peg10-ORF1 マウスは、Peg10 KO マウ
ス同様に胎盤形成不全による初期胚致死と
なった。よって、ORF1-2 融合タンパク、す
なわちフレームシフトすることが哺乳類の
生存に必須な機能をすることがわかった。 
 
「CRISPR/Cas9 システム」 を用いて受精卵に
DNA 二重鎖切断（DSB）を導入し、Peg10 変異
マウスの作製を行なう際に、変異配列を同定
するために、DSB 部位を含む領域を PCR によ
り増幅し、シーケンスの決定を行っている。 
 
 PCR 産物の電気泳動でおよそ３０％の個体
で、想定より 100bp 以上も長い PCR 産物が存
在することを発見した。  その多くはレトロ
トランスポゾンなどの断片配列が挿入した
ものであった。マウスゲノム中に存在するレ
トロトランスポゾンの存在比率は、L1、SINE
が非常に多い。しかし、受精卵での DSB 修復

部位に挿入されたレトロトランスポゾンの
多くは、MuERVL および MaLR であった。
MuERVL および MaLR は、マウス受精卵におい
て特異的に大量に発現し、高い逆転写活性を
持つことから、２細胞期で逆転写産物が多く
存在すると報告されている。 
 
 レトロトランスポゾンの他には、内在性の
遺伝子配列の挿入も数多くあった。これらの
中の一部ではスプライス後の配列が挿入さ
れており、すなわち、スプライス後の mRNA
の逆転写産物である。これらの結果より、研
究代表者はマウス受精卵には豊富なレトロ
トランスポゾンの逆転写活性により多量の
cDNA が存在する状態であり、受精卵における
DSB 修復の際に microhomology を介して鋳型
として働くことでDSB部位に挿入されること
を 明 ら か に し た 。 (Ono R., et al., 
Scientific Reports 5:12281, 2015) 
 
さらに、「CRISPR/Cas9 システム」 を用いて
変異を導入したマウス受精卵より作製した
マウス個体、およびマウス 3T3 細胞のゲノム
を抽出して、次世代シーケンサーを用いたア
ンプリコンシーケンスによるDSB部位の網羅
的解析を行ない、レトロトランスポゾン、マ
ウスに内在性遺伝子の mRNA および、使用し
たベクターDNA 配列の断片挿入の頻度を明ら
かにした。同時に、多くの場合は、数ベース
の microhomology を介した deletion である
ことも明らかにした。 
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