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研究成果の概要（和文）：生体内に存在するマイクロRNAと呼ばれるもののうち、脳下垂体にたくさん存在するmiR-200
bとmiR-429が排卵をおこすために必須の役割をしていることを明らかにしました。これらのマイクロRNAをもたないマ
ウスを作製すると不妊になります。その仕組みはこれらのマイクロRNAがZEB1と呼ばれる転写因子の産生量を減らすこ
とにより、排卵に必要な黄体形成ホルモンが正常に分泌されるようにしていることがわかりました。排卵は生殖の原点
であり種を維持していくために非常に大切ですが、生殖に重要である「排卵現象」が小さな分子であるマイクロRNAの
調節なしにはうまく機能できないことを明らかにしました。

研究成果の概要（英文）：miR-200b and miR-429 are nearly essential for successful reproduction in female 
mouse.　The miR-200b and miR-429 double-disrupted (miR-DKO) mouse line featured healthy animals. However, 
the miR-DKO females were infertile as a result of anovulation. Both miRNAs were found to be expressed 
strongly in the pituitary gland and they were functioning to suppress the expression of transcriptional 
repressor ZEB1. The elimination of these miRNAs increased ZEB1 which resulted in the inhibition of 
luteinizing hormone (LH) synthesis through LH beta subunit gene. This lowered the serum LH concentration 
and impaired LH surge, leading to aovulation.

研究分野： 実験動物・分子生物
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様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景	
 

	
 現在、日本において１０組に 1組が不妊で

あると言われている。女性側に起因する不妊

の原因は、結婚の高齢化や女性の社会進出が

その背景の１つとして考えられているが、そ

れと同様に遺伝的背景により支配される原

因についても議論されており、遺伝的病因の

解明や治療法の開発が切望されている。	
 

	
 

（１）miRNA と雌性不妊	
 	
 

	
 申請者はこれまでに新規遺伝子群である

マイクロ RNA（miRNA）に着目し、ノックアウ

トマウスを作製・解析することで、miRNA が

寄与する生命現象を明らかにしてきた。これ

まで解析を行った miRNA の中で、下垂体で特

に強く発現する miR-200 ファミリー遺伝子

（miR-200a,	
 miR-200b,	
 miR-200c,	
 miR-141,	
 

miR429）がある。miR-200b,	
 miR-429 遺伝子

を欠損させたマウスは雌性不妊であり、その

原因は下垂体機能不全による排卵機能障害

であることを明らかにした。	
 

	
 

（２）miRNA ノックアウトマウス解析の意義	
 

	
 miRNA の機能は標的とする遺伝子に干渉し、

その発現を翻訳レベルで抑制的に調節する

ことにより生命現象を調節していると考え

られている。したがって、miRNA ノックアウ

トマウスではその標的となる遺伝子群が

miRNA により抑制されなくなることで、表現

型を示すこととなる。言い換えると、miRNA

ノックアウトマウスでは、標的遺伝子の翻訳

が上昇し、任意のタンパク質量が増加するこ

とが、表現型の原因となっているわけである

（右図）。これらのことから、miRNA ノックア

ウトマウスは、これまでのタンパク質をコー

ドする遺伝子をノックアウトしたマウスで

は知り得なかった遺伝子発現制御の破綻か

ら生じる新たな疾患モデルマウスとなるも

のである。miRNA を起点として新たな疾患関

連遺伝子群を明らかにすることで、これまで

になかった知見が得られることが予想され

る。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 miR-200b,miR-429 ノックアウトマウスは

排卵不全により雌性の不妊となる（下図）。	
 

	
 

	
 

これまでの解析から、抑制型の転写因子であ

る Zeb1 遺伝子が miR-200b と miR-429 の下垂

体における標的遺伝子であることを明らか

にし、ZEB1 による発現制御の破綻が下垂体機

能異常による不妊を引き起こしていると考

えている。実際に、Zeb1 を下垂体前葉のゴナ

ドトロフで強発現させた Zeb1 トランスジェ

ニックマウスも排卵不全による不妊となる。

しかしながら、どのようなメカニズムで Zeb1

が排卵異常による不妊を引き起こしている

のかについては不明である。本研究では、視

床下部—下垂体—卵巣系における miRNA−標的

遺伝子—高次生命現象の関わりを明らかにす

るために、miR-200b,	
 miR-429 および Zeb1 遺

伝子に着目し、Zeb1 から排卵までの遺伝的カ

スケードを個体レベルで解明することを目

的とし研究を進めた。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

miR-200b,	
 miR-429 ノックアウトマウスとそ

の標的遺伝子である Zeb1 トランスジェニッ

クマウスに見られる下垂体機能異常を詳細

に解析するために、これらの下流にある遺伝

子群を分子生物学的手法により見つけ出し、



分子レベルでの機能解析を行う。	
 

	
 

（１）Zeb1 により制御される生殖内分泌遺伝

子群の検索	
 

	
 下垂体における Zeb1 の下流遺伝子を明ら

かにするために、miR-200b,	
 miR-429 ノック

アウトマウスおよび Zeb1 トランスジェニッ

クマウスの下垂体を試料として、Zeb1 抗体を

用いたクロマチン免疫沈降（ChIP）を行った。

既知の排卵関連遺伝子群に絞って qPCR を行

い、miRNA-Zeb1 の直接の下流遺伝子の抽出を

試みた。	
 

	
 

（２）内分泌機能異常の解析	
 

	
 miR-200b,	
 miR-429 ノックアウトマウスの

卵巣には、成熟した卵胞はあるが黄体がなく

肥大化した間質細胞が見られる。この形態は、

LH サージに異常がある時に起こる特徴的な

形態であるため、卵巣切除とエストラジオー

ルを用いて LH サージを誘導し、血中の LH サ

ージが機能しているかどうか調べる。また、

膣スメア法で発情前期の雌マウスに排卵ホ

ルモン（hCG）を投与することで排卵が起き

るかどうか調べ、miR-200b,	
 miR-429 ノック

アウトマウスの表現型が LH サージに起因し

ているかどうか検討した。	
 

	
 

（３）miRNA ノックアウトマウスの表現型を

示す直接の原因遺伝子の解析	
 

	
 上記（１）および（２）の研究により見出

された Lhb 遺伝子について、その発現を

RT-qPCR 法を用いて野生型マウスと miR-200b,	
 

miR-429 ノックアウトマウスを比較した。さ

らに、miR-200b および miR-429 の直接の標的

遺伝子として見出した Zeb1 について、下垂

体のゴナドトロフ細胞でのみ強発現するト

ランスジェニックマウスについても合わせ

て Lhb 遺伝子の発現解析を行った。	
 

	
 また、Lhb 遺伝子と miR-200b,	
 miR-429 の

標的遺伝子である抑制性転写因子 Zeb1 との

関係性について、Lhb の発現制御における

Zeb1 の機能をゲルシフトアッセイおよび

Chip アッセイにより検討した。	
 

	
 

４．研究成果	
 

これまでに miR-200b,	
 miR-429 ノックアウト

マウスに見られる不妊の直接的な原因が不

明であったが、本研究により新たな排卵調節

機構が明らかとなった（下図）。	
 

（１）miR-200b,	
 miR-429 が下垂体のゴナド

トロフから無くなったことで、その細胞内の

Zeb1 遺伝子の翻訳抑制が解除され多くの

ZEB1 タンパク質がつくられる。	
 

（２）Lhb 遺伝子の発現が ZEB1 タンパク質に

より転写抑制されることで十分な LH が産生

されない。	
 

（３）排卵の引き金となる LH サージが起こ

らないため、排卵不全となる。	
 

	
 

	
 

生殖という生物の繁栄には不可欠な現象が

20塩基程度のRNAによって制御されているこ

とを見出し、培養系では決して明らかにでき

ない miRNA と高次生命現象との関係を明らか

にした。さらに、miR-200b と miR-429 の生体

内での標的遺伝子と明らかにした Zeb1 遺伝

子はこれまで排卵機能に関わるという報告

はなく、miRNA ノックアウトマウスを解析す

ることで初めて明らかにした。このように

miRNA ノックアウトマウスを用いた研究を行

うことにより、miRNA が関わる生命現象を浮

き彫りにするだけでなく、タンパク質をコー



ドする標的遺伝子の新たな機能を見出すこ

とが可能であることを明らかにした。	
 

これらの成果は、世界的に評価され Science

誌（vol.	
 341,	
 2013）に掲載されるとともに、

新聞（下図）やインターネットニュースに取

り上げられました。さらに、臨床を中心とし

た日本受精着床学会や日本卵子学会におい

て招待講演として発表し社会へ発信しまし

た。	
 

	
 

	
 今後は、miR-200b,	
 miR-429 と配列が類似

した miR-200a,	
 miR-200c,	
 miR-141 のノック

アウトマウスもすでに作製しており、miRNA

視点からの生命科学研究、生殖内分泌を制御

する新しい遺伝子群としての視点から、さら

に研究を進めるとともに、小分子 RNA や Zeb

が新たな生殖内分泌異常の標的となるか否

かについて検討を進めたいと考えている。	
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