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研究成果の概要（和文）： 
MILI はマウスの精子形成に必須のタンパクで、小分子 RNA である piRNA を介して遺伝子抑制に
関わっている。MILI 欠損マウスの精巣より樹立した精巣性幹細胞株（GS 細胞）は、マウス同様、
piRNA の発現低下、レトロトランスポゾン IAP の DNA メチル化の低下と発現上昇がみとめられ
た。この MILI 欠損 GS 細胞に Mili 遺伝子を導入し MILI 回復 GS 細胞を樹立し、piRNA 合成や IAP
の発現抑制における MILI の役割を解析した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
MILI which is essential molecule for spermatogenesis, is concerned with gene suppression 
through small RNAs (piRNAs). We established GS (Germline Stem) cell lines from the MILI 
deficient testes. We found that piRNA expression was reduced, DNA methylation of the IAP 
retrotransposon was impaired, and IAP transcripts were accumulated in the MILI deficient 
GS cells. We introduced MILI expression in the MILI deficient GS cells and rescued the 
MILI function in the cells. 
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１．研究開始当初の背景 

幹細胞とは自己複製能と分化能を兼ね備
えた未分化な細胞であり、さまざまな遺伝子
が幹細胞の未分化性維持に重要であること
が報告されていた。PIWI ファミリーもそのひ
とつであり、生物種を超えて、幹細胞システ
ムの維持に重要な分子であることが明らか
になっていた。また、PIWI ファミリー分子は、 

新しいカテゴリーの small RNA である Piwi 
interacting RNA（piRNA）と結合すること、
その piRNAを介してレトロトランスポゾンの
抑制に関わっていること、などが知られてい
た。 
我々は、哺乳類においても PIWI ファミリ

ーが幹細胞の維持に重要な役割を担ってい
ることを期待し、そのマウス相同遺伝子の一



つである Mili（miwi like）遺伝子を単離し、
解析を続けてきた（Kuramochi- Miyagawa S. 
et al. Mech Dev. 108, 121-133, 2001）。MILI
は、胎仔期の生殖巣における始原生殖細胞や、
成体精巣での精原細胞から減数分裂初期の
精母細胞において発現しており、MILI 欠損マ
ウスを作製したところ、減数分裂初期の細胞
でアポトーシスが生じ、精子形成が停止する
ことが明らかとなった。しかし、組織学的な
観察では、精巣幹細胞（精原細胞）には異常
が認められなかった（Kuramochi- Miyagawa S. 
et al. Development. 131, 839-849, 2004）。 

ところが、長期にわたり MILI 欠損マウス
を飼育すると、生後半年程度で精巣幹細胞が
減少しはじめ、生後 1年頃には生殖細胞が完
全に消失することを見いだした。また、Germ 
stem cell（GS 細胞）株を MILI 欠損マウスの
新生仔の精巣から樹立してくる際、コントロ
ールに比較し、形成される GS 細胞コロニー
の数が少ないこともわかってきた。これらの
予備的結果は、MILI が精巣幹細胞の維持に重
要な機能を担っていること、すなわち、マウ
スの幹細胞維持においても PIWI ファミリー
の遺伝子が必須であること、を強く示唆して
いる。 

一方、我々は、MILI 欠損マウスの精巣にお
いて、通常では抑制されているはずのレトロ
トランスポゾンやセントロメア領域の遺伝
子の転写が上昇していることを見出してい
た。また、MILI 欠損マウスにおいてレトロト
ランスポゾン遺伝子の de novo メチル化が阻
害されていること、MILI はレトロトランスポ
ゾンに対する 27 塩基の piRNA に結合するこ
と、さらに、その piRNA が MILI 欠損マウス
には存在しないことも明らかにしていた。 

以上の成果は、哺乳類の幹細胞維持機構に
も RNA干渉が関与している可能性、すなわち、
MILI が、small RNA を介した RNA 干渉によっ
て生殖幹細胞の維持に機能している可能性、
を強く示唆するものである。 
 
２．研究の目的 

本研究では、精巣幹細胞維持における MILI
の役割を、small RNA 制御の観点から解析し
ていく。すなわち、マウス精巣幹細胞維持に
おける MILI の機能について明らかにするた
めに、small RNA の産生やレトロトランスポ
ゾンの抑制機構におけるメカニズムを解析
する。また、MILI の結合タンパクや結合 RNA
の探索などをおこない、MILI による精巣幹細
胞の維持機構だけでなく、幹細胞システムに
おける PIWI ファミリーの進化的に保存され
た分子機構の全容を明らかにしていく。 
 
３．研究の方法 
 これまで、生殖細胞の性質を反映した培養
細胞系はほとんど存在せず、遺伝子の過剰発

現やノックダウン、あるいは生殖幹細胞を大
量に必要とする生化学的実験等を行うこと
は非常に困難である。それに比較して、GS 細
胞は効率的な培養が可能であるため、十分な
細胞を得て、生化学的解析を容易かつ迅速に
おこなうことが可能である。また、GS 細胞は
増殖因子存在下で長期間培養することがで
き、遺伝子導入も可能であるという利点があ
る。GS 細胞は生後まもないマウスの精巣から
単離・長期培養する細胞であり、精巣幹細胞
に相当する細胞株である。変異マウスに由来
する GS 細胞を実験材料として活用し、より
効率的かつ多面的に解析をおこなう。 
  
４．研究成果 
マウスの精子形成では、胎仔期において、

レトロトランスポゾン遺伝子の転写調節領
域に DNA メチル化が生じ、その結果、生後の
レトロトランスポゾンの発現は抑制されて
いる。GS 細胞は生後の精子幹細胞に相当する
細胞であるので、野生型 GS 細胞では、レト
ロトランスポゾン IAP（intracisternal A 
particle）遺伝子の転写調節領域は強いメチ
ル化を受け、その結果、発現は抑制されてい
る。しかし、欠損マウスの精巣より樹立した
MILI 欠損 GS 細胞では、欠損マウスの雄性生
殖細胞と同様に、IAP 遺伝子の転写調節領域
のメチル化が著しく障害されており（図 1）、
IAP 転写産物の蓄積が認められた。さらに、
piRNA の産生量が低下していただけでなく、
piRNA の産生の場とされている生殖細胞特異
的な構造である生殖顆粒の形成にも異常が
認められた。 
 

 図 1: GS 細胞における IAP ゲノム DNA のメチル化 
 
 
この MILI 欠損 GS 細胞の表現型が、Mili 遺

伝子の導入により回復させることが可能か
どうかを調べるために、センダイウイルスを
用いた Mili 遺伝子導入をおこない、MILI 回
復 GS 細胞を樹立した。センダイウイルスベ
クターには、MILI 遺伝子の他、GFP 遺伝子と
薬剤耐性遺伝子を直列に組み込んだベクタ
ーを用い、GFP 蛍光を指標として発現を確認
し、また、薬剤選択により MILI 安定発現株
を樹立した。その結果、MILI の発現回復によ
り生殖顆粒が形成されること、また、野生型
よりもさらに大量の MILI 結合 piRNA が発現
すること、が明らかになった。しかし、IAP



遺伝子の転写調節領域の DNAメチル化は低下
したままであり、IAP の転写産物量にも変化
は認められなかった。以上の結果は、生後の
生殖幹細胞に相当する GS 細胞では、MILI や
piRNA が存在しても DNA メチル化は生じず、
胎仔期における MILI および piRNA が IAP の
発現抑制に重要であると結論づけることが
できた。 
 また、GS 細胞における IAP に対応する
piRNA の産生機構を解析するために、大規模
シークエンスをおこなった。その結果、piRNA
の発現は全体では野生型と比較すると約 3倍
に増加しており、さらに、IAP に対する piRNA
は約 20 倍に増加していた。一般に、レトロ
トランスポゾンに対応する piRNAの産生機構
は、一次生成と二次生成とから成立している。
一次生成では、センス鎖（＋鎖）の一本鎖 RNA
と考えられている piRNA 前駆体から、5’末
端がウラシルである（1st U）piRNA が産生さ
れる。二次生成は、ping-pong サイクルとも
呼ばれ、5’末端から 10 番目の塩基がアデニ
ンである（10th A）アンチセンス鎖（－鎖）
の piRNA が多く産生される。野生型 GS 細胞
と MILI 回復 GS細胞における piRNA を網羅的
に解析したところ、一次生成によって産生さ
れるセンス鎖の 1st U piRNAが有意に増加して
いることが明らかとなった（図 2）。このこと
から、MILI 回復 GS 細胞においては、IAP 転
写 産 物 か ら の 一             
次生成による piRNAの産生が亢進しているこ
とを明らかにした。また、以上の結果は、一
次産生機構のみが有意に生じている GS 細胞
は、未だ明らかになっていない哺乳類の
piRNA の一次産生機構を調べる上で、非常に
有用な材料になると考えられる。 

                  

〔雑誌論文〕（計 8件） 
1. 

 

図２: IAP に対する piRNA の 1 番目と 10 番目の塩基の

割合 
 
 さらに、本研究では、センダイウイルスを
用いた遺伝子導入法を利用した研究をおこ
なった。これまでの報告では GS 細胞への遺
伝子導入にはリポフェクション法や、エレク
トロポレーション法、あるいはレンチウイル

スによる方法が用いられてきた。しかし、増
殖の遅い GS 細胞ではこれらの方法による遺
伝子導入効率が著しく低いために、遺伝子導
入した細胞を樹立し十分な数を得るまでに
数ヶ月もの培養期間が必要になる。しかし、
センダイウイルスを用いた遺伝子導入では、
導入効率が極めて高く、数週間で導入細胞を
樹立し、十分な細胞数を獲得することができ
た。また、センダイウイルスは複数の遺伝子
を同時に導入できるという利点も有してい
る。さらに、転写・複製が細胞質でおこなわ
れ、染色体へのウイルスゲノムの挿入がおこ
らないため、GS 細胞に変異を引き起こすこと
なく安定発現細胞株を樹立することができ
る。以上のように、GS 細胞への遺伝子導入が
これまでよりも容易にできるようになり、
我々の研究は、唯一ともいえる生殖幹細胞株
である GS 細胞を用いた研究に道を開くもの

確信している。 
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