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研究成果の概要（和文）： 

マウス PIWIファミリー遺伝子である MILI（mouse piwi like）および MIWI2（mouse piwi2）
の機能解析をおこない、これらの分子が、piRNA（PIWI interacting RNA）と呼ばれる生殖
細胞特異的な non-coding 小分子 RNA の産生、および、piRNA を介したレトロトランス
ポゾン遺伝子の DNA メチル化に必須であることを見いだした。また、MVH など、他の
遺伝子の piRNA産生における機能も明らかにした。さらに、GS（germline stem）細胞を
用いた piRNA 産生解析システムを構築し、ミトコンドリア外膜のタンパクである
glycerol-3-phosphate acyltransferase 2（GPAT2）が piRNA 産生に必須であることを見
いだした。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 We analyzed the molecular functions of two mouse PIWI family members, MILI (mouse piwi like) 

and MIWI2 (mouse piwi 2) and revealed that these two proteins were crucial for the biogenesis of germ 

cell specific small RNAs, piRNAs (piwi interacting RNA).  We also exhibited that MILI and MIWI2 

played pivotal roles in de novo DNA methylation of retrotransposon genes in embryonic male germ cells 

presumably through piRNA.  In addition, we showed the molecular functions of MVH (mouse vasa 

homologue), a germ cell specific RNA helicase and glycerol-3-phosphate acyltransferase 2 
(GPAT2) in piRNA-genesis. 

 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008年度 22,500,000 0 22,500,000 

2009年度 22,500,000 0 22,500,000 

2010年度 22,500,000 0 22,500,000 

2011年度 22,500,000 0 22,500,000 

2012年度 22,500,000 0 22,500,000 

総 計 112,500,000 0 112,500,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

 

科研費の分科・細目：基礎医学・医化学一般 

 

キーワード：遺伝子発現制御、小分子 RNA、非コード RNA、エピジェネティクス、piRNA、 

生殖細胞 

機関番号：14401 

研究種目：特定領域研究 

研究期間：2008 ～ 2012  

課題番号：20062007 

研究課題名（和文） 精子形成におけるエピジェネティック制御と small RNA 

                     

研究課題名（英文） Epigenetic Regulation and small RNAs in Spermatogenesis 

 

研究代表者 

仲野 徹（NAKANO TORU） 

大阪大学・生命機能研究科・教授 

 研究者番号：172370 

 

 



 

１．研究開始当初の背景 

 精子の産生は、典型的な幹細胞システ
ムの一つであると同時に、形態的にも遺
伝子発現制御においても、極めて劇的な
変化を伴う細胞分化過程である。ショウ
ジョウバエや線虫においては、遺伝学的
な手法から、幹細胞維持や精子形成に必
要な分子が同定されてきているが、哺乳
類においては不明な点が多く残されてい
る。我々はショウジョウバエの生殖幹細
胞やプラナリアの再生に必須な PIWI フ
ァミリーに着目して研究を展開してきた。 
 マウスには三つの PIWI ファミリー分
子（MIWI、MILI、MIWI2）が存在する。
我々は、特に、MILIについて詳細な解析
をおこなってきた。MILI 欠損マウスは、
精子形成の減数分裂において分化を停止
しアポトーシスにより死滅するために不
妊になることを明らかにしている
（Kuramochi-Miyagawa et al, Development 
2003）。一方、ショウジョウバエなどの研
究から、PIWIファミリーは、small RNA
のプロセシングに関与していることが報
告されており、我々は米国のグループと
共同で、piRNA（piwi interacting RNA）と
いう、従来とは別のカテゴリーに分類さ
れる small RNA が MILI に結合すること
を明らかにした（Aravin A et al. Nature 
442,203-7, 2006）。 
 

２．研究の目的 

 本研究では、上記の成果をさらに発展
させ、精子形成において、マウス PIWI
ファミリーが、どのように piRNAの産生
に関与しているのか、その piRNAがどの
ような機能を有しているのか、さらに、
その機能発現機構はどのようなものであ
るか、を解析することにより、PIWIファ
ミリーの、精子形成におけるエピジェネ
ティックな遺伝子発現制御機構を明らか
にする。また、生殖細胞特異的な RNAヘ
リカーゼである MVH（ mouse vasa 
homologue）の piRNA 産生における機能
を解析する。さらに、精子産生の幹細胞
に匹敵する培養細胞である GS（germline 
stem）細胞を用いた piRNA産生機構の解
析をおこなう。 
 

３．研究の方法 

 マウスPIWIファミリーの機能解析および、
MVH の機能解析、ともに、それぞれの遺伝
子破壊マウスを用いた解析をおこなった。そ
れらのマウスにおける piRNA の産生につい
ては、次世代シークエンサーを用いた網羅的
解析、バイサルファイト法を用いた DNA メ
チル化の解析などをおこなった。また、MILI

を欠損する GS 細胞とセンダイウイルスを用
いた実験系を確立し、piRNA産生機構の解析
をおこなった。 

 

４．研究成果 

＜マウス PIWIファミリーと piRNA＞ 

 MILI および MIWI2の遺伝子破壊マウス、
いずれにおいても、胎生期の雄性生殖細胞に
おいてLine-1と IAPというレトロトランスポ
ゾン遺伝子の発現が亢進していることが明
らかになった。通常、レトロトランスポゾン
の遺伝子発現はそのプロモーター領域の
DNA メチル化によることが知られている。
MILI および MIWI2 の遺伝子破壊マウスにお
いては、その DNA メチル化が低下すること
によって遺伝子発現の抑制が阻害されてい
ることがわかった。 

 また、時系列的な詳細な解析をおこなった
ところ、維持 DNAメチル化ではなく、de novo 

DNA メチル化の段階においてすでに異常が
認められることがわかった。これらの結果か
ら、MILI および MIWI2 は、胎生期の雄性生
殖細胞において、レトロトランスポゾン遺伝
子の de novo DNAメチル化に重要な役割を有
していることが明らかになった。 

 de novo DNAメチル化の分化段階における
piRNAの網羅的解析をおこなったところ、レ
トロトランスポゾンの塩基配列に対応する
piRNA が大半を占めることが明らかになっ
た。また、MILI 欠損マウスおよび MIWI2 欠
損マウスでは、piRNAの産生が著しく阻害さ
れていることが明らかとなった。 

 他にも piRNA 産生に障害のある遺伝子欠
損マウスが報告されているが、いずれにもい
ても、レトロトランスポゾン遺伝子の de novo 

DNA メチル化が障害されていることが示さ
れている。これらの結果とあわせて、MILI

および MIWI2 欠損マウスでは、piRNA の産
生に異常があり、その結果としてレトロトラ
ンスポゾン遺伝子の DNA メチル化に異常が
生じて発現が亢進していると結論づけた。 

 piRNA が DNA メチル化に関与している状
況証拠は多数あげられているが、直接的な証
明はなされておらず、現在、その研究をおこ
なっている。 

 

＜MVH の piRNA 産生における機能解析＞ 

 MVH は、ショウジョウバエからほ乳類ま
で進化的に保存された RNA ヘリカーゼであ
る。その欠損マウスには精子形成の異常が認
められることが以前から報告されていた。 

 その精子産生異常が MILI 欠損マウスと非
常に類似していることから、MVH 欠損マウ



スにおけるレトロトランスポゾンの発現を
解析したところ、予想通り亢進していた。ま
た、そのプロモーター領域の DNA メチル化
に異常があることも明らかになった。 

 piRNA の産生は一次産生機構と二次産生
機構に分けることができる。二次産生機構は
ping-pong増幅サイクルとも呼ばれ、一次産生
機構においてMILIに結合する piRNAが産生
され、ついで、その piRNA を鋳型にして
MIWI2 に結合する piRNA が産生される過程
である。 

 MILI も MIWI2 も piRNA に結合するが、
MVH 欠損マウスでは、MILI に結合する
piRNA は存在するが、MIWI2 に結合する
piRNA は存在しなかった。また、MVH を欠
損する胎仔の雄性生殖細胞における piRNA

を網羅的に解析したところ、二次産生機構が
機能していないことが明らかになった。以上
から、MVHは二次産生機構において、piRNA

の MIWI2 へのトランスファーにおいて機能
することが明らかになった。 

また、MVH 欠損マウスでは、piRNA 産生
の場である inter mitochondrial cement（IMC）
の形成に異常があることがわかった。この結
果は、MVHは、MIWI2結合 piRNAの産生だ
けでなく、IMCの形成にも機能することを示
している。 

現在、MVHのヘリカーゼ活性が piRNAの
産生に必要かどうか、あるいは、IMCの形成
に必要であるかどうか、の研究をおこないつ
つある。 

  

＜GS細胞を用いた piRNA 産生の解析＞ 

 野生型の GS細胞、MILIを欠損する GS細
胞、および、MILI欠損 GS細胞にセンダイウ
イルスベクターを用いて MILI の発現を回復
させた細胞（MILI リバータント GS 細胞）、
を用いて piRNA 産生についての比較検討を
おこなった。その結果、GS 細胞では piRNA

の一次生成のみがおこなわれていること、ま
た、MILI を欠損させた場合は piRNA 産生が
著しく阻害されることが明かとなった。 

 MILI は複数のタンパクと結合して機能す
ることが知られているので、MILIリバータン
ト GS細胞を用いて、MILIに結合するタンパ
クの網羅的なプロテオーム解析をおこなっ
た。その結果、GPAT2という脂質代謝に関与
するミトコンドリア外膜のタンパクを同定
することができた。 

 GPAT2 をノックダウンした GS 細胞では
piRNAの産生が障害されることから、GPAT2

は piRNA 産生に関与していることが明らか
になった。 次に、GPAT2 の酵素活性が
piRNA 産生に必要かどうかを解析したとこ
ろ、酵素活性がない GPAT2であっても piRNA

産生に十分であることがわかった。 

 これらの結果から、GPAT2は、ミトコンド

リアの外膜において、なんらかの『足場』と
して機能し、piRNAの産生に関与していると
いう仮説をたて、研究を推進している。 
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