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研究成果の概要（和文）：われわれは、long non-coding RNAと思われていたRNAから翻訳される新規ポリペプチ
ドである、KastorとPolluksを同定した。これらはどちらもVDAC3と非常に強く結合しており、KastorとPolluks
欠損するマウスは雄性不妊を示した。われわれはin vitro current trace assayなどを用いて、Kastorと
PolluksがVDAC3のチャネル活性に影響するかどうか検討したが、VDAC3のチャネル活性には影響しなかった。こ
れらの結果より、Kastor/PolluksはVDAC3のチャネル活性以外の機能を制御することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified two novel polypeptides, Kastor and Polluks, which are 
translated from RNAs that were thought to be long non-coding RNAs. Both of them bind strongly to 
VDAC3, and mice lacking Kastor and Polluks show male infertility. We examined whether Kastor and 
Polluks affect the channel activity of VDAC3 using in vitro current trace assays and other methods, 
but found no effect on VDAC3 channel activity. These results suggest that Kastor/Polluks regulate 
functions other than channel activity of VDAC3.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでlong non-coding RNAと思われていたRNAが、実はKastorとPolluksという2種類の新規ポリペプチドを産
生し、それらが精子ミトコンドリアの形態制御を担っていることを明らかにした。KastorとPolluksは共にヒト
を含む哺乳類に広く保存されており、これらの生物では、共通した機能を持つと考えられる。精巣特異的な遺伝
子の機能解析は、男性不妊の原因解明だけでなく、これらを標的とした避妊薬の開発への展開が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
【われわれは⼀部の lncRNA が翻訳されていることを明らかにした】 
Long non-coding RNA (lncRNA)と呼ばれるタンパク質をコードしない⻑鎖 RNA が⼤
量に存在することが明らかとなったが、多くの lncRNA からは 100 アミノ酸以下の⼩
さな ORF の存在が推測されている。そこでわれわれは質量分析計を⽤いて解析を⾏っ
たところ、lncRNA と思われていた RNA から翻訳される新規ポリペプチドを多数同定
した [Matsumoto et al., Nature 541: 228-232 (2017)]。われわれの解析の結果、lncRNA
として登録されている RNA の⼀部は、non-coding RNA ではなく coding RNA である
ということが分かった。 
 
【新規精⼦特異的ポリペプチドの同定：同⼀遺伝⼦座から 2 つの異なるポリペプチドが
翻訳され、どちらも VDAC と⾮常に強く結合する】 
lncRNA の多くが精⼦特異的に発現していることが知られているため、in silico 解析を
⽤いた精⼦特異的な新規ポリペプチドのスクリーニングを⾏い、多数の新規ポリペプチ
ドを同定することに成功した。その中から、同⼀遺伝⼦座の第 1 エキソンが異なる 2 つ
のアイソフォームから翻訳される 2 つの新規ポリペプチドに着⽬して解析を進めてい
くことにした（図１）。これらポリペプチ
ドはアミノ酸配列が全く異なるにも関わ
らず、どちらもミトコンドリアの外膜に
局 在 す る Voltage-Dependent Anion 
Channel (VDAC)と⾮常に強く結合して
いた。 
 
【ノックアウトマウスのオスは精⼦のミトコンドリア形態異常により不妊となる】 
VDAC は哺乳類では 3 種類のアイソフォーム (VDAC1~3)が存在し、VDAC3 ⽋損マウ
スは精⼦ミトコンドリアの形態異常により雄性不妊になることが知られている 
[Sampson M. J. et al., J. Biol. Chem. (2001)]。そこで、2 つの新規ポリペプチドを両⽅
⽋損するマウスを作製したところ顕著な雄性不妊が⾒られ、この変異マウス由来の精⼦
は VDAC3 ⽋損精⼦と類似したミトコンドリアの形態異常を⽰した。次に、新規ポリペ
プチドをそれぞれ単独で⽋損したマウスを作製したところ、2 重⽋損より弱い表現型で
はあるが、どちらのポリペプチドを⽋損しても受精能が低下したことから、これらポリ
ペプチドは協調的に VDAC を制御していることが考えられる。 
 
 
 
２．研究の⽬的 
以上の結果より、精⼦形成に必須な 2 つの VDAC 結合新規ポリペプチドを同定した。
本課題では、この新規ポリペプチドが VDAC をどのように制御しているのかという詳
細な分⼦機構を(1) In vitro current trace assayと、(2) 結晶構造解析を⾏うことにより
明らかにしていく。 
 
 



 

 

 
３．研究の⽅法 
【In vitro current trace assayによりチャネルの開閉に与える影響を検討する】 
チャネルとして機能する VDAC は膜電
位依存的に開閉することが知られてお
り、この現象は in vitro で再構成するこ
とができる（図２）。⽳の空いた遮蔽板で
左右の部屋を区切り、それぞれに電極を
繋いでおく。遮蔽板の⽳に脂質の膜を張
ってから VDAC を埋め込むと、VDAC の
開閉による電流の変化を計測すること
が可能となる（図２）。この⽅法を⽤い
て、新規ポリペプチドが VDAC の開閉に
どのような影響を与えるかを検討する。 
 
【結晶構造解析を⾏いポリペプチドの結合で VDAC の構造がどのように変化するかを
検討する】 
理化学研究所の⽩⽔研などのグループにより、VDAC の⽴体構造が明らかとなっている 
[Hosaka et al., Protein Sci. (2017)]。そこで、⽩⽔研との共同研究により、新規ポリペ
プチドが結合した VDAC の結晶構造解析を⾏う。ポリペプチドがそれぞれ VDAC のど
の領域に結合し、結合により VDAC の構造がどのように変化するのかなどを明らかに
していく。 
 
 
 
４．研究成果 
まずわれわれは、同定された新規ポリペプチドを、双⼦座の星の名前に由来する、Kastor
と Polluks という名をつけた。われわれは in vitro current trace assay、さらに in vitro 
liposome assayも⾏い、Kastor と Polluks が VDAC3 のチャネル活性に影響するかど
うか検討したが、Kastor と Polluks の有無は VDAC3 のチャネル活性には影響しなかっ
た。さらに Kastor/Polluks ノックアウトマウスを⽤いて精⼦のミトコンドリアの代謝
活性やカルシウム濃度、mPTPの形成など多様な解析を⾏ったが、いずれにおいても優
位な差は検出されなかった。これらの結果より、Kastor/Polluks は VDAC3 のチャネル
活性以外の機能を制御することにより、精⼦の形成に寄与することが⽰唆された。 
また、Kastor/Polluks と VDAC の共結晶の構造解析により、VDAC3 の内腔にポリ

ペプチドらしき電⼦密度が観察されたが、あまり精細な構造は得られなかった。今後、
より詳細な結果を得るために、さらに精密な条件検討を⾏っていく必要がある。 
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