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研究成果の概要（和文）：生殖細胞において、レトロトランスポゾンを抑制する分子機構としてpiRNA経路が存
在する。雄マウスの生殖細胞のpiRNA経路において、レトロトランスポゾンRNAは MILI-piRNA複合体によって切
断されるが、GTSF1タンパク質はこの過程において極めて重要なタンパク質であることを示した。また、免疫細
胞に着目し、レトロトランスポゾンの発現と脾臓T細胞の機能が関係する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In germ cells, a molecular machinery, piRNA pathway, suppresses 
retrotransposons. Our data indicate that GTSF1 protein has a critical role in a process, where 
retrotransposon RNAs in mouse male germ cells are sliced by MILI-piRNA complexes. We next focused to
 retrotransposons in immune cells. Our data suggested that retrotransposon activation may link to 
the function of splenic T cells.

研究分野：免疫学、分子生物学

キーワード： retrotransposon

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝情報を担うゲノムDNAの維持にとって、レトロトランスポゾンの侵入は脅威であるため、その抑制機構が存
在する。piRNA経路は、生殖細胞などにおいて働き、レトロトランスポゾンを抑制する細胞内免疫機構の一つで
ある。研究代表者らは過去に、マウス雄の生殖細胞においてGTSF1がレトロトランスポゾンの抑制に関係してい
ることを明らかにしたが、その分子機構は不明であった。本研究課題においては、GTSF1はpiRNA経路において働
くことを示した。また、免疫とレトロトランスポゾンの関連を示唆するデータは、レトロトランスポゾン抑制機
構と生体恒常性維持機構がどのように関連するのかを理解する上で重要である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
哺乳類では、生殖細胞の分化過程においてゲノム全体の DNA メチル化レベルが大きく変化す
る。マウスの精子形成過程では、胎齢 10.5～13.5 の生殖細胞においてゲノムの脱メチル化が起
こり、胎齢 15.5～18.5 においてメチル化の再形成が生じる。piRNA 経路は、このメチル化再形
成の時期（胎仔期前精原細胞）において、転写レベルと翻訳前レベルの 2段階でレトロトランス
ポゾンや遺伝子の発現を抑制する。この機構では、piRNAs（25-30 nt）という small RNAs と結
合する Piwi family タンパク質 MILI と MIWI2 がそれぞれの関連タンパク質と複合体を形成して
中心的な役割を果たす。MILI-piRNA 複合体は、レトロトランスポゾンや遺伝子の mRNA を切断
することによって、新たに piRNA を生成すると同時に、相補性を利用して増幅する（翻訳前抑
制、piRNA 増幅サイクル）。生成した piRNA は MIWI2 複合体にも捕捉されて MIWI2-piRNA 複合体
となり核へ移行する。MIWI2-piRNA 複合体は、piRNA 配列を参照してゲノム上のレトロトランス
ポゾンや遺伝子の発現調節領域をメチル化し、転写抑制すると考えられている（Kuramochi-
Miyagawa, Watanabe et al., Genes Dev., 2008; Fazio et al., Nature, 2011）。 
研究代表者らは、真核生物種の間で保存され、マウス雄性生殖細胞で強い発現を示す遺伝子と
して、UPF0224 family遺伝子群を見出した。マウスにおいてこのfamilyのタンパク質にはGTSF1、
GTSF1L、GTSF2 の 3つがあり、RNA との結合活性を有する CHHC Zinc-finger domain を 2つもつ。
GTSF1 は胎仔期前精原細胞から精細胞まで、GTSF1L、GTSF2 は胎仔期前精原細胞に加えて一過性
に精細胞で発現することが分かった（Yoshimura et al., Gene Expr. Patterns, 2007；Takemoto, 
Yoshimura et al., PLoS ONE, 2016）。GTSF1L 欠失マウス、GTSF2 欠失マウスは、いずれも精子
形成異常を示さなかったが、タンパク質間相互作用解析から、GTSF1L と GTSF2 はいずれも Piwi 
family タンパク質複合体に結合し得ることから、Piwi family タンパク質が関わる機序に何ら
かの役割を果たしているものと予想された（Takemoto, Yoshimura et al., PLoS ONE, 2016）。
一方 GTSF1 欠失マウスは、雄性不妊を示し、成獣精巣は著明に萎縮し、生殖細胞の精子形成は減
数分裂ザイゴテン期以降へ進行しなかった。また、GTSF1 欠失マウス成獣精巣では、レトロトラ
ンスポゾンの発現が上昇し、その発現制御領域におけるメチル化レベルが低下していた。これら
の結果は GTSF1 が精子形成およびレトロトランスポゾンを抑制する機構に関与することを示し
ていた（Yoshimura et al., Dev.Biol., 2009）。次に、GTSF1 がレトロトランスポゾン抑制機構
においてどのように機能しているのかを解析した。タンパク質局在解析から、胎仔期前精原細胞
において GTSF1 タンパク質は、piRNA 経路で中心的に働く MILI および MIWI2 タンパク質と共局
在することが分かった。タンパク質間相互作用解析においては、GTSF1 タンパク質は MILI-およ
び MIWI2-piRNA 複合体の両者に含まれることが分かった。これらの解析は、GTSF1 タンパク質が
MILI-および MIWI2-piRNA 複合体と相互作用して働くことを示唆していた。また、GTSF1 欠失胎
仔期前精原細胞において、レトロトランスポゾンの発現は顕著に上昇し、MIWI2 および MIWI2 複
合体関連タンパク質の局在は異常を示した。このとき、MILI-piRNA 複合体による piRNA 増幅サ
イクルは阻害されており、MIWI2 は piRNA と結合できないことが分かった。 
 
２．研究の目的 
 
生殖細胞は次世代に遺伝情報を伝えるための細胞である。そのため、体細胞とは異なる分子機
構を持つ。生殖細胞などで働くレトロトランスポゾン抑制機構として、piRNA 経路が存在し、ゲ
ノムに有害な変異が入るのを防いでいる。研究代表者らは雄の生殖細胞の分化に必須な因子と
して GTSF1 を同定し、GTSF1 が piRNA 経路で働くことを明らかにした。本研究課題では piRNA を
ガイドとしてレトロトランスポゾンを制御するという真核生物種に普遍的な分子機構の解明を
進める。 
 
３．研究の方法 
 
（１）GTSF1 欠失 piRNA 胎仔期前精原細胞において増幅サイクルがどのように障害されているの
かを詳細に調べるために、次世代シークエンサーを用いて GTSF1 欠失胎仔期前精原細胞におけ
る MILI 結合 piRNAs と MIWI2 結合 piRNAs を網羅的に調べた。 
 
（２）GTSF1 欠失胎仔期前精原細胞における MILI-piRNA 複合体のターゲット RNA を解析し、切
断されているかどうかを調べた。GTSF1 の piRNA 増幅サイクルにおける役割を明らかにするため
に、Piwi タンパク質により切断された際に生じるモノリン酸化 5’末端をもった RNA にのみア
ダプター配列を結合させる反応（Modified RACE 法）を用いて（Watanabe et al., Science, 332, 
848-52, 2011)、アダプター配列結合 RNA のみを PCR 増幅し、MILI-piRNA 複合体のターゲット
RNA の切断を調べた。また、RT-qPCR 法を用いて、このターゲット RNA の発現レベルを調べた。 
 
（３）レトロトランスポゾンと免疫細胞の関連を調べるために、抗体カラムを用いて Dock2 欠失
マウスの脾臓から T細胞および B細胞を精製し、RNA を抽出した。RT-PCR を行い、レトロトラン
スポゾン（LINE-1 と IAP）の発現変化を野生型のものと比較して調べた。 
 



（４）マウス血液凝固第八因子（FVIII）を取得するために、げっ歯類細胞株に対して piggyBac 
transposon ベクターを導入し、マウス FVIII 発現カセットをゲノムへ挿入した。得られたマウ
ス FVIII 発現げっ歯類細胞株を suspension culture し、その培養上清に含まれる FVIII タンパ
ク質量を凝固活性（U/ml）により測定した。 
 
４．研究成果 
 
（１）生殖細胞におけるレトロトランスポゾン抑制機構 
 
本研究課題では、GTSF1 遺伝子の片アリル欠失（GTSF1 +/-）は野生型（GTSF1 +/+）と同じ表
現型を示すため、GTSF1 +/-と GTSF1 欠失（GTSF1 -/-）を比較した。マウス GTSF1-/-胎仔期前
精原細胞において、piRNA の増幅サイクルがどのように障害されているのかを詳細に調べるため
に、MILI 結合 piRNAs
と MIWI2 結合 piRNAs 
を網羅的に調べた。 
GTSF1-/- における
MILI 結合 piRNAs は量
的に大きく変化して
いなかった（図１A）。
この結果は、MILI 結合
piRNAs を Northern 
Blot で検出した既存
データと一致してい
た。また、GTSF1-/-に
お け る MILI 結 合
piRNAsはpiRNA増幅サ
イクルが機能してい
るときの特徴を持た
なかった（図１B、C）。
この結果は、GTSF1-/-
胎仔期前精原細胞に
含まれる総 piRNAs を
網羅的に調べた既存
データと一致してい
た。 
一方で、GTSF1-/-に
お ける MIWI2 結 合
piRNAs は大きく減少
していた（図２A）。こ
の結果は、MIWI2 結合
piRNAs を Northern 
Blot で検出した既存
データと一致してい
た。しかしながら、
MIWI2結合piRNAsは少
し存在するように見
える。サイズごとの
piRNA の割合をプロッ
トしてみると、MILI 結
合 piRNAs の特徴と一
致した曲線を示すこ
と（図２B）、および
MILI複合体とMIWI2複
合体はわずかに相互
作用することから、
MILI 結合 piRNAs のわ
ずかなコンタミネー
ションと考えられる。 



マウス GTSF1 の piRNA 増幅サイクル
における役割を明らかにするために、
MILI-piRNA 複合体によって切断される
箇所が同定済みである１つのターゲッ
ト RNA に着目し、GTSF1 欠失胎仔期前精
原細胞においてこの RNA が切断されて
いるかどうかを調べたところ、この切
断は検出されなかった（図３）。また、
このターゲット RNA の発現レベルは
GTSF1 欠失によって有意に増大してい
た（図４）。これらの結果から、マウス
GTSF1 は MILI-piRNA 複合体がターゲッ
ト RNA を切断するために重要であるこ
とを明らかにした。 
ハエにおける GTSF1 の分子機能解析
に関する報告から、GTSF1 はレトロトラ
ンスポゾン抑制に重要な二つの過程
（piRNA 増幅サイクル、エピジェネティ
ックな転写制御）のうち、エピジェネテ
ィックな転写抑制機構に関係している
と報告されていた（Muerdter et al., 
Mol. Cell, 2013; Donertas et al., 
Genes Dev., 2013; Ohtani et al., 
Genes Dev., 2013）。そのため、マウス
でも同様にエピジェネティックな転写
制御機構における GTSF1 の役割に焦点
が当たっていた。研究代表者らは、ハエ
における解析の報告よりも前に、マウ
スにおいて GTSF1 はレトロトランスポ
ゾンの抑制に必須であることを報告し
ていたが(Yoshimura et al., Dev. Biol., 2009)、
関係している分子機構については報告していなか
った。本研究課題においては、マウスでは piRNA 増
幅サイクルが作動するために GTSF1 が必須なタン
パク質の一つであることを示し、マウス GTSF1 は
piRNA 経路においてレトロトランスポゾン RNA の
切断過程に関わり、そのため piRNA 増幅サイクル
とエピジェネティックな転写制御の両方の過程で
働く可能性を示した。 
以上のような解析データをまとめ、論文発表を
行った（Yoshimura et al., EMBO Rep., 2018）。 
 
 
 
 
（２）免疫細胞におけるレトロトランスポゾン 
 
piRNA 経路は生殖細胞で機能する機構で、次世代へ受け渡すための大切なゲノムをレトロトラ
ンスポゾンから保護する機構に関わること
が盛んに研究され、報告されてきた。近年で
は、piRNA 経路構成因子は特定の条件下で体
細胞においても発現し、類似した機構で働く
可能性について報告されている。ヒトやマウ
スにおいて、多くの体細胞由来がん細胞にお
いて piRNA 経路構成因子の発現について報
告がある（Ross et al., Nature, 2014）。こ
の中には、生殖細胞におけるレトロトランス
ポゾン抑制機構に関して研究代表者らが着
目した分子、GTSF1 も含まれ、リンパ腫にお
いて発現する。また、マウスにおいては、炎
症に伴って piRNA経路構成因子である MIWI2
が肺上皮細胞で発現し、自然免疫系の誘導に
機能することが示唆されている(Wasserman 



et al., J.Clin.Invest., 2017)。この知見は、piRNA 経路と類似した機構が免疫系の生理的な
機序の中に組み込まれていることを示している。レトロトランスポゾン制御系に関して革新的
な方向性を探る中、本研究課題においては上記のような驚くべき知見をもとに、レトロトランス
ポゾンと免疫系の関係に着目した。リンパ球の機能を阻害したときにレトロトランスポゾンの
発現がどのように変化するのかを明らかにするために、Dock2 欠失マウスを用いた。Dock2 は細
胞骨格やシグナル伝達に関与し、免疫細胞の移動、活性化を制御している。脾臓に存在する Dock2
欠失 T細胞および B細胞におけるレトロトランスポゾンの発現を調べたところ、Dock2 欠失 T細
胞では野生型に比べてレトロトランスポゾンの発現が有意に低下していた（図５）。この結果は、
脾臓 T細胞の活性変化とレトロトランスポゾンの発現が関連する可能性を示唆している。 
脾臓には、血液凝固第八因子（FVIII）に対する中和抗体の産生に関わる濾胞性ヘルパーT 細
胞（Tfh）が存在し(Jing et al., Blood Adv., 2019)、また、FVIII 由来ペプチドを Tfh に提示
して駆動する抗原提示細胞も存在する（Navarrete et al., J. Thromb. Haemost., 2009; Zerra 
et al., Blood, 2017）。先天性血友病 Aは FVIII の
変異によってその活性が障害される血液凝固異常疾
患で、FVIII の静脈内投与による補充療法が行われ
ているが、30％の患者では FVIII 中和抗体が生じる
ため、この機序の解明は臨床上の重要な課題となっ
ている。先天性血友病 A のモデルマウスに対しマウ
ス FVIII を投与する実験系を用いて、マウス脾臓 T
細胞におけるレトロトランスポゾンの活性制御と
FVIII 中和抗体産生機序の関係を調べることを試み
た。マウス FVIII は細胞にとって高発現の困難なタ
ンパク質の一つであり、またヒト FVIII のように製
剤タンパク質を入手できないため、マウス FVIII 発
現・精製系の構築が必要である。その課題を解決す
るために piggyBac transposon ベクターによるマウ
ス FVIII 発現カセットのゲノムへの挿入法を用いた
新規なタンパク質高発現系を構築したところ、マウ
ス FVIII を効率よくげっ歯類細胞株に産生させるこ
とに成功した（図６）。今後、マウス FVIII を先天性
血友病 A マウスへ投与し、分子機構解析を進める。
レトロトランスポゾンの活性化は自然免疫系を活性
化し、FVIII 中和抗体産生を増強すると予想される。 
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