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研究成果の概要（和文）：生体内には小さなRNA（小分子RNA）が数多く存在し、遺伝子やタンパクの発現を調節してい
る。piRNA（PIWI interacting RNA）は、生殖系列の細胞で発現している25～31塩基の小分子RNAであり、ゲノム上の繰
り返し配列（レトロトランスポゾン遺伝子）の発現を抑制している。本研究では、遺伝子改変マウスやマウスの精巣由
来の細胞株を用いて、ミトコンドリアの外膜に存在するGPAT2タンパクや、MVH（mouse VASA homologue）と呼ばれるタ
ンパクの酵素活性が、piRNAの生合成や精子形成に必須であることを明らかした。

研究成果の概要（英文）：piRNA (PIWI interacting RNA) is a germ cell-specific small RNA in whose 
biogenesis PIWI (P element wimpy testis) family proteins play crucial roles. MILI (mouse Piwi like), one 
of the mouse PIWI family members, is indispensable for the piRNA production, DNA methylation of 
retrotransposons through the piRNA, and spermatogenesis. To analyze the molecular function of MILI in 
piRNA biogenesis, we utilized germline stem cells (GS cells), which are derived from testicular stem 
cells and possess spermatogonial phenotype. We found that glycerol-3-phosphate acyltransferase 2 (GPAT2), 
a mitochondrial outer membrane protein for lysophosphatidic acid, bound to MILI and that gene knockdown 
of GPAT2 brought about the impaired piRNA production in GS cells. GPAT2 is not only one of the MILI bound 
proteins but also a protein essential for the primary piRNA biogenesis. In addition, MVH (mouse vasa 
homologues) helicase activity is also indispensable for piRNA production and spermatogenesis.

研究分野： 発生分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 piRNA（PIWI interacting RNA）は、siRNA
（small interfering RNA）や miRNA（micro 
RNA）よりもサイズが長い 25～31 塩基の小
分子 RNA である。piRNA は、その産生に PIWI
ファミリータンパクが機能すること、生殖系
列の細胞で発現すること、PIWI ファミリー分
子とともにレトロトランスポゾン遺伝子の
発現抑制に深く関与すること、などが知られ
ている。欠損マウスの解析から、MILI（mouse 
PIWI like）や MIWI2（mouse PIWI 2）が piRNA
の生合成や維持に必要であること、また、制
御領域における DNA のメチル化を介したレ
トロトランスポゾンの抑制にも piRNA が必
須 で あ る こ と を 明 ら か に し て き た
（Kuramochi-Miyagawa et al. Genes & Dev. 22, 
908-917. 2008）。 

piRNA の生合成過程は 1 次生成と 2 次生成
から成りたっており、1 次生成には MILI が、
2 次生成には MILI と MIWI2 が関与している
と考えられている。我々は、生殖細胞特異的
に発現しているRNAヘリカーゼMVH（mouse 
VASA homologue）が piRNA の 2 次生成過程
の初期に関与することも明らかにした
（Kuramochi- Miyagawa et al. Genes & Dev. 23, 
887-892. 2010）。 
一方、精巣性幹細胞に相当する細胞株 GS

（germline stem）細胞を MILI 欠損マウスの精
巣から樹立している。さらに、その MILI 欠
損 GS 細胞に Mili 遺伝子を導入し MILI の発
現を回復させた『MILI回復GS細胞』がpiRNA
合成過程の解析に有用であると考え、研究を
進めている。これまでの解析により、MILI
回復 GS 細胞では、piRNA の産生が亢進して
いること、そして、その piRNA 産生には
ping-pong サイクルは関与しておらず、1 次生
成によってのみおこなわれていること、がわ
かってきている。 
 
２．研究の目的 
（１）piRNA 生合成過程の解析： piRNA の
生合成過程は１次生成と２次生成が並存す
るため、ある分子が 1 次生成と 2 次生成のそ
れぞれにどの程度関与しているかを解析す
るのは非常に困難である。しかし、これまで
の予備的解析により、MILI 回復 GS 細胞に
おいては、2 次生成がおこなわれていないこ
と、さらに、piRNA の産生が野生型よりも亢
進していることから、この細胞は、1 次生成
の分子機構を解析するために最適の系であ
ることがわかってきた。そこで、本研究では、
MILI 回復 GS 細胞を用いて、1 次生成に関与
する分子の同定をおこない、その分子メカニ
ズムを明らかにする。 
（２）MVH の分子機能解析： MVH 欠損マ
ウスの解析から、MVH は piRNA の 2 次生成
の初期に重要であること、piRNA 合成の「場」
と考えられている pi-body と呼ばれる生殖顆
粒の形成に必須であることを明らかにして
きた。MVH はヘリカーゼドメインを有して

いるが、piRNA 産生、および pi-body の構築
にヘリカーゼ活性が必要かどうかは不明で
ある。そこで、ヘリカーゼ活性のない MVH
（MVH helicase dead = MVH-HD）を発現する
マウスを作製し、MVH の機能構造連関を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
 哺乳類における piRNA 生合成過程を明ら
かにするため、MILI と MVH の分子機能に
ついて、マウス GS 細胞や遺伝子改変マウス
を用いた研究を展開する。 
（１）piRNA 生合成過程の解析：『MILI 回
復 GS 細胞』では、レトロトランスポゾンの
発現抑制は回復しなかったが、piRNA 生成が
亢進し、さらにその piRNA は 1 次生成のみ
で産生されていることが明らかとなった。こ
の細胞を用いて、生化学的なアッセイをおこ
ない、MILI の 1 次生成における機能を解析
する。また、MILI 抗体や FLAG-tag 抗体を
用いて、MILI 結合タンパク質を同定し、
MILIを介するpiRNA生合成過程を明らかに
する。 
（２）MVH の分子機能解析 ：ヘリカーゼ活
性のない MVH（MVH-HD）を MILI プロモ
ーターの制御下で発現するトランスジェニ
ックマウスを作製し、MVH-KO マウスと交
配し、MVH-HD のみを発現するマウス作製
し、MVH がどのような分子機構で piRNA 産
生に寄与しているかを明らかにする。さらに、
MVH 欠損マウスや MVH 変異マウス由来の
GS 細胞を樹立して、1 次生成過程における
MVH の機能や、ヘリカーゼとしての MVH
の役割を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（1-1）GS 細胞を用いた piRNA 生合成過程
の解析: 
これまでに、GS 細胞が piRNA の 1 次生成

分子機構の解析にきわめて有用なツールで
あることを見い出していた。そこで、MILI
と協調して piRNA の 1 次生成に関与する因
子を同定するため、GS 細胞における MILI
結合タンパクの探索をおこなった。その結果、
グリセロール-3-リン酸にアシル基を付加し、
リゾホスファチジン酸を産生するミトコン
ドリア膜酵素である GPAT2 （ glycerol- 
3-phosphate acyltransferase 2）を同定する
ことができた。MILI 回復 GS 細胞において
GPAT2 をノックダウンしたところ、piRNA
の 1次生成が著しく障害されていた。さらに、
アシル基転移活性ドメインに変異を導入し
た GPAT2 を、GPAT2 ノックダウン GS 細胞
に導入したところ、変異体においても MILI
結合 piRNA が産生されていた(Fig1)。すなわ
ち、GPAT2 の酵素活性は piRNA 産生と無関
係であるといえる。以上の結果から、MILI
結合タンパクである GPAT2 が piRNA の 1
次生成に重要な役割を果たすことを明らか
にした。 



 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Fig1 :GAPT2 の酵素活性は piRNA 産生に必要ない：

GPAT ドメインの HXXXXD モチーフのアミノ酸残基の

変異体を作成し、GPAT2 ノックダウン GS 細胞に発現さ

せた。MILI 結合 piRNA の解析をおこなったところ、変

異体においても野生型の GPAT2 と同様に MILI 結合

piRNA が確認された。 
 
(1-2) GPAT2 ノックアウトマウスの解析： 
生体内における GPAT2 の役割を明らかに
するために、GPAT2 ノックアウト（GPAT2- 
KO）マウスを作製し、解析をおこなってき
た。GPAT2-KO マウスの胎仔期精巣における
小分子RNAの解析をdeepシークエンスによ
って解析した結果、piRNA はほとんど産生さ
れておらず、MILI-KO マウスと比較しても
低レベルであった。このことから、GPAT2
は piRNA の産生には不可欠の分子であるこ
とが、KO マウスを用いた結果からも明らか
になった。さらに、生後の精巣においては、
精子形成初期にアポトーシスが生じており
不妊になることが明らかになった。 
 

Fig2 :GAPT2 マウス(5W)の精巣と HE 染色像 
 
 
(2) MVH の変異体マウスを用いた piRNA 生
合成過程と MVH の分子機能解析： 
 生殖細胞特異的に発現する RNA ヘリカー
ゼである MVH は、piRNA の生合成に重要な
役割を果たしている。今回、ヘリカーゼ活性
に必要なアミノ酸の置換によりヘリカーゼ
活性 Null の変異体（MVH-HD）に、FLAG-tag
を付加した Tg マウスを作製した。このマウ
スを MVH 欠損マウスに交配して、MVH-HD
のみを発現するマウスを作製して解析をお
こなった。その結果、レトロトランスポゾン
LINE1 や IAP の配列をもつ 1 次生成 piRNA
は KO と比較して増加していたが、2 次生成
piRNA は KO マウスと同様に低下していた。

一方、MVH-KO マウスで認められた生殖顆
粒の消失は MVH-HD マウスではみとめられ
ず、正常であった。以上のことから、これま
で報告してきた piRNA 生合成における
MVH の２つの役割、①piRNA の合成の場で
ある生殖顆粒形成に重要、②2 次生成 piRNA
の合成に重要、のうち、MVH のヘリカーゼ
活性は、2 次生成の産生には必要であるが、
生殖顆粒形成には必要ないことが明らかと
なった。この結果は、MVH 欠損マウスでは
不明であった、MVH の２つの機能を、ヘリ
カーゼ活性の有無で分けることができた点
で重要な結果であるといえる。  
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