
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23 年 5 月 31 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：  
次世代シークエンサーを用いた解析により、マウス精子において特異的に存在する小分子 RNA
を 2 つ発見した。これらの小分子 RNA は約 20 塩基からなり、全体に渡って相同性が高く、5’
末端から 9 塩基目までは完全に配列が一致していた。これら小分子 RNA をマイクロインジェ
クションによりマウス受精卵の雄性前核に導入し、初期発生における細胞内局在の観察を行っ
たところ、胚盤胞期まで核に安定に局在することがわかった。さらに、変異型の RNA を作製
し同様の実験を行ったところ、核局在に寄与する 8 塩基からなるモチーフ配列を見いだした。
精子特異的小分子 RNA が、受精の際に精子から卵子へ伝達されるのか qPCR 法によって調べ
たところ、未受精卵においては検出されなかったが、受精卵において約 10 コピーの小分子 RNA
が検出された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
I report the discovery by deep sequencing technology of a suite of small noncoding RNAs in 
mature mouse sperm. Two of them were highly enriched in sperm and detectable 
exclusively in germ cells. Designated ‘spR-12 and -13’ for ‘sperm RNAs’. After fertilization, 
they were maintained in low copy numbers in the egg and the dividing blastomeres. A strict 
nuclear localization was evidenced by microinjection of fluorescence-tagged RNAs into the 
male pronucleus of one-cell embryos. Stably maintained during the preimplantation period, 
they were equally distributed between blastomeres at cell division, remaining strictly 
localized in the nucleus until the blastocyst stage at which they were not detectable. A 
sequence motif UGGG(G)CGGG common to the two spRs was sufficient for nuclear 
addressing of unrelated small RNAs. A knock-down experiment performed by 
microinjection of the spR-12 and spR-13 complementary sequences linked to the nuclear 
addressing motif showed a deleterious effect suggestive of a functional role of the two RNAs 
in early embryogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
近年行われた大規模な cDNA 配列解析プロ
ジェクトにより、タンパク質をコードしてい
るmRNAの他に膨大な数の非コードRNAが
ゲノムの至る所から転写されていることが
明らかとなった。また、mRNA の分解や翻訳
抑制、ヘテロクロマチンの形成などに関わっ
ている micro RNA (miRNA)、small 
interfering RNA (siRNA) などの機能性小分
子 RNA が多くの動植物から見つかってきて
いる。最近、複数のグループによって
Piwi-interacting RNA (piRNA) とよばれる
生殖細胞特異的に転写する小分子 RNA が同
定された。これらの機能は不明であるが、転
写部位の幾つかはヒトとマウスで保存され
ていることから、生殖細胞形成において何ら
かの役割を果たしていると考えられている。
一方、成熟精子ではプロタミンタンパク質に
よる非常に凝集したクロマチン構造のため
転写や翻訳は行われておらず、その役割は受
精の際に半数体ゲノムを卵細胞に伝達する
ことだと考えられている。しかしここ数年の
トランスクリプトーム解析により、ヒト精子
中に様々な RNA が存在していることが明ら
かとなってきた。さらに昨年、54 種類の
miRNA がマウス精子より同定された。これ
らの解析は精子中の転写産物の存在を明確
にしたが、RNA の検出にマイクロアレイを
用いたため、アレイ上にプローブが設計され
ている RNA しか検出できないことから、精
子中には未同定の RNA が存在すると考えら
れる。今まで精子を用いた大規模な cDNA 配
列解析はなされていない。ところで、ヒト精
子由来の RNA が受精時に卵細胞に伝達され
うることがハムスターテストによって示さ
れた。また最近、野生型とヘテロ変異型の親
から産まれたマウスにおいて遺伝子型は野
生型にもかかわらず変異型の表現型が現れ、
その表現型が次世代の野生型マウスにも遺
伝するという現象が報告された。詳細な解析
から、親から伝達された RNA がこの現象の
原因ではないかという仮説が立てられてい
る。これらのことから、精子内にある RNA
のなかには単に精子形成の際に転写された
RNA の残存だけではなく、生理機能をもっ
て存在しているものもあると予想される。 
 
２．研究の目的 

マウス精巣と精子中に存在する小分子 RNA の網
羅的同定を塩基配列決定により行う。これらのデ
ータは、RNA が遺伝物質であるという仮説の上に
立った候補 RNA を探索する基礎データになりう
る。これらのデータから、新規の機能性小分子
RNA 分子を探索する。さらに、受精時に精子から
受精卵に伝達される転写産物を同定し、その転写
産物の機能を解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
次世代シーケンサーを用いて、マウス精巣と精子
の小分子 RNA のライブラリーを作成し、塩基配
列を決定する。精子特異的小分子 RNA をマイク
ロインジェクションにより生殖細胞に導入し、そ
れらの細胞内局在を解析する。精子特異的 RNA
の卵子への伝達を qPCR 法により調べる。 
 
４．研究成果 
次世代シークエンサーを用いた解析により、マウ
ス精子において特異的に存在する小分子 RNA を
2 つ発見した。これらの小分子 RNA は約 20 塩基
からなり、全体に渡って相同性が高く、5’末端か
ら 9 塩基目までは完全に配列が一致していた。そ
れらは piRNA クラスター内にコードされており、
その周辺の転写の状況からpiRNA前駆体RNA由
来の小分子 RNA と推測された。これら小分子
RNA の末端に蛍光標識を連結して、マイクロイン
ジェクションによりマウス受精卵の雄性前核に導
入し、初期発生における細胞内局在の観察を行っ
た。その結果、これら小分子 RNA は胚盤胞期ま
で核に安定に局在することがわかった。さらに、
変異型の RNA を作製し同様の実験を行ったとこ
ろ、核局在に寄与する 8 塩基からなるモチーフ配
列を見いだした。これら小分子 RNA に特異的に
結合するタンパク質の同定を共免疫沈降法によっ
て試みたところ、RNA 結合タンパク質を含む複数
のタンパク質が結合しうることが示唆された。こ
の精子特異的小分子 RNA が、受精の際に精子か
ら卵子へ伝達されるのか qPCR法によって調べた
ところ、未受精卵においては検出されなかったが、
受精卵において約 10コピーの小分子RNAが検出
された。精子特異的小分子 RNA が高発現するト
ランスジェニックマウスを作成したところ、コン
トロールと比べて有意に成長の遅い小型マウスが
現れた。 
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