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研究成果の概要（和文）：高等生物の高次機能における小分子RNAの重要性について、以下の４点を明らかにした。１
）コカイン応答に関与するmiRNAを同定し、マイクロRNAとヒト薬物中毒との関連性を見いだした。２）miRNAが関与す
る神経細胞形態制御機構ネットワークの分子基盤の一端を明らかにした。３）精巣幹細胞に相当するGS細胞を用い、pi
RNAの生合成に関与するMILIに結合するタンパクとして、ミトコンドリア外膜の脂質代謝酵素（GPAT2）を同定した。４
）piRNAの二次生成やpiRNAを介するde novo DNAメチル化を人為的に起こすシステムをマウス胎仔精巣内で構築した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we showed the importance of small RNAs in brain and testis as descr
ibed below. 1) We found that several miRNAs in the striatum are involved in cocaine addiction. 2) Using un
biased screening methods, we found that several miRNAs, such as miR-132, regulates neural morphogenesis. 3
) To analyze the molecular function of MILI in piRNA biogenesis, we utilized germline stem (GS) cells, whi
ch are derived from testicular stem cells and possess a spermatogonial phenotype. We found that glycerol-3
-phosphate acyltransferase 2 (GPAT2), a mitochondrial outer membrane protein for lysophosphatidic acid, bo
unds to MILI in GS cells. 4) We developed a novel artificial piRNA production system to reveal that the co
ncomitant expression of sense and antisense RNA transcripts is necessary and sufficient for piRNA producti
on and subsequent piRNA-dependent gene silencing.
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１．研究開始当初の背景 

miRNAや piRNAといった小分子RNAが、様々

な標的遺伝子の発現制御等を通して、発生・

代謝・稔性等の多様な生物学的機能を緻密に

コントロールしていることが急速に明らか

になってきている。しかしながら、哺乳類の

脳高次機能発現や精子形成といった複雑な

生命現象における、個別の小分子 RNA の生理

機能はほとんど解明されていない。 

(miRNA) 神経細胞の高度に極性を伴った形

態形成は、神経回路の特有の機能、ひいては

脳の高次機能発現を決定していると考えら

れている。miRNA は中枢神経系に豊富に発現

しているが、その機能はほとんど未知であり、

miRNA による神経細胞形態制御についてもご

くわずかしか報告がない。 

(piRNA) これまでに、piRNA は DNA のメチル

化を介してエピジェネティックにレトロト

ランスポゾンの発現を抑制していることを

明らかにしている。しかし、その詳細なメカ

ニズムは明らかになっていない。また、piRNA

は一次生成と二次生成によって産生される

ことが知られている。一次生成では、MILI を

介して 5'末端がウラシルである piRNA（1stU 

piRNA）が産生される過程であり、胎仔期の

精巣で生じる二次生成では、MILI と MIWI2 が

機能し、センス鎖とアンチセンス鎖の RNA か

ら piRNA が産生されると考えられている。こ

の piRNA の多くが、レトロトランスポゾン配

列を持つこと、piRNA クラスターと呼ばれる

遺伝子領域に由来すること、から、piRNA の

産生には、レトロトランスポゾン配列に何ら

かの意義があるのではないか、また、piRNA

クラスターに由来する長い RNA転写産物が必

要なのではないか、と考えられている。 

２．研究の目的 

これまで中澤、宮川らは、新規スパイン形

態制御分子が miRNA による発現調節を受けて

いること、またマウスの PIWI ファミリータ

ンパク質が精子形成における piRNAの発現と

精子形成に重要な役割を果たしていること

を明らかにしてきた。 

本研究では、脳高次機能制御の基盤である

神経系細胞の miRNA による形態制御、および、

生殖細胞特異的な piRNAによる精子形成過程

制御という二つの優れたモデルシステムを

用い、小分子 RNA 作用マシナリーが果たす具

体的な生理機能とそのメカニズムを体系的

に解析する。得られた研究成果を統合的に解

析することにより、高等生物の高次機能や複

雑性における小分子 RNA の重要性を、時間・

空間の二つの側面から明らかにすることを

目的とした。 

３．研究の方法 

（１）コカイン投与によって発現が変動する

miRNA を同定し、その欠損マウスを作製し、

解析することによって、miRNA による薬物依

存制御の分子基盤の解明を行う。 

（２）神経活動依存的にその挙動が変化し、

かつ神経細胞の形態制御に関与する miRNAを 

マイクロアレイの系を用いて同定する。同定

した miRNA のうち、刺激依存的に局在を変え

るものや、発現量の変わるものを同定する。

特に、神経系細胞の形態を制御する遺伝子の

制御に関連する miRNA に注目する。 

（３）miR-132 による p250GAP の発現制御の

意義は不明である。miR-132 による神経細胞

形態制御分子 p250GAP の発現制御の解析を、

上記実験１のモデルケースとして先行して

研究する。 

（４）生殖幹細胞での MILI の生理機能を明

らかにするために、精巣より樹立した GS 細

胞（germ stem cell）を用いて解析をおこな

う。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、

piRNAとPIWIファミリーの解析をおこなうこ

とができる。具体的には、通常マウスの精巣

中では、生殖幹細胞の数は非常に少なく、生

殖幹細胞を大量に必要とする生化学的実験



等を行うことは困難である。GS 細胞を用いる

ことによりこの問題点を解決することがで

き、さらに、遺伝子の過剰発現やノックダウ

ンもおこなうことができる。 

（５）piRNA の産生には、レトロトランスポ

ゾン配列や、piRNA クラスターに由来する長

い RNA 転写産物が必要なのではないか、と考

えられているが、我々は、これに対して、単

に、センス鎖とアンチセンス鎖の RNA が存在

しさえすれば、piRNA の産生に必要十分では

ないかという仮説を立て、EGFP 遺伝子のセン

ス鎖とアンチセンス鎖を発現するトランス

ジェニックマウスを用いたモデル系を構築

し、解析をおこなう。 

４．研究成果 

（１）マイクロ RNA による薬物依存制御の分

子基盤の解析：線条体は薬物依存や報酬系の

制御を司っている神経核である。マイクロ

RNA による線条体機能制御の報告は世界的に

ほとんどない。本研究では、線条体に高発現

しているマイクロ RNA 群を同定し、解析を行

った。特に高発現しているものについては欠

損マウスの作出・解析を行い、欠損マウスで

はコカインに対する感受性が高いことやコ

カインに対して嗜好性が上昇することを見

いだした（中澤ら、投稿中）。また、その分

子基盤としてモノアミンの代謝異常を明ら

かにした（中澤ら、投稿中；下図）。興味深 

（miRNA による薬物依存制御） 

いことにヒトの当該マイクロ RNA 遺伝子座に

薬物中毒と関連する変異を共同研究にて見

いだした。マイクロ RNA と薬物中毒に関する

報告はほとんどなく、マウスおよびヒトレベ

ルにおける本研究の成果は、世界的に見て例

がなく新規性が極めて高いと考えている。 

（２）マイクロ RNA による神経細胞の形態制

御の分子基盤の解析：神経細胞の極性をもっ

た特徴的な形態形成は、脳機能の礎である。

マイクロ RNA による神経細胞の形態制御の分

子機構を明らかにすることを目的として、初

代分散培養神経細胞の系を用いて unbiased

スクリーニングを行った結果、神経細胞の形

態の変化によって発現が変動する miRNA を複

数個同定した（小林ら、投稿中）。また、miRNA

自身の転写制御機構や標的分子群を明らか

にし、細胞外液性因子群→受容体→リン酸化

酵素群→miRNA 群→標的分子群という miRNA

が関与する神経細胞形態制御機構ネットワ

ークの一端を明らかにした（小林ら、投稿中）。 

（３）miR-132およびその標的である p250GAP

と統合失調症との関連性の解析：以前の研究

で、神経細胞形態制御分子として新規分子

p250GAP を同定していた（中澤ら、Mol. Biol. 

Cell, 2003）。また、p250GAP は miR-132 の標

的遺伝子となっていることを見いだしてい

る。統合失調症患者では miR-132 の発現が低

下していることから、p250GAP と統合失調症

との関連性を解析した結果、miR-132 の標的

配列に近い 3’-UTR 領域に疾患と関連する一

塩基多型を同定するとともに、統合失調症型

パーソナリティ障害と p250GAP との関連性を

明 ら か に し た 。 本 研 究 に よ っ て 、

p250GAP/miR-132 ネット―ワークと統合失調

症との関連性を明らかにすることができた

（大井ら、PLoS One, 2012）。 

（４）piRNA 合成過程と PIWI タンパクの機

能解析：欠損マウスを用いた研究をおこなう

過程において、雄性生殖細胞の純化、すなわ

ち、実験材料の得にくさが研究の進捗におけ

る大きな制約であることがわかってきた。そ

こで、新たな研究ツールとして、精巣幹細胞

miRNA群

？

miRNAによる薬物依存制御の分子基盤

成熟神経細胞 神経活動の基盤であるシナプス部位

受容体・下流分子群の活性化

・シナプス刺激
・栄養因子刺激
・細胞外因子刺激

シナプス部位のmiRNAの機能

局在・発現量・活性の変化

（例）コカインによるmiRNA
の発現上昇

（例）miRNA欠損マウスの
コカイン嗜好性の増加

各種薬理行動実験

miRNA遺伝子座
とヒト薬物依存症
との関連性

脳高次機能制御

miRNAによる薬物依存制御という新規分子基盤を提唱



に相当する培養細胞である GS（germ stem）

細胞に着目した実験を開始した。正常な GS

細胞と MILI 欠損 GS細胞における piRNA の網

羅的解析により、GS 細胞は piRNA が発現して

いること、特に、MILI 欠損マウス由来の GS

細胞にMILI遺伝子を導入したMILI rescue GS

細胞は、1 次生成過程を解析するために最適

の細胞であることをみいだした（下図）。 

（GS 細胞は piRNA 一次生成に特化した細胞

である。） 

この結果は、今後の哺乳類の piRNA 研究に

おける有用な細胞として、期待できるもので

ある。この細胞を用い、MILI に結合するタン

パクとして、ミトコンドリア外膜の脂質代謝

酵素である GPAT2（Glycerol-3- phosphate 

acyltransferase 2）を同定した。Gpat2 遺伝

子のノックダウン実験から、GPAT2 は piRNA

の産生に必須であり、さらに、GPAT2 の脂質

代謝酵素としての活性は piRNA 産生には不必

要であることを明らかにした（Shiromoto, et 

al. RNA, 2013）。 

（５）人為的 piRNA 合成と de novo DNA メ

チル化：piRNA の二次生成や piRNA を介する

de novo DNA メチル化を人為的に起こすシス

テムをマウス胎仔精巣内で構築した。piRNA

の2次生成はMILIおよびMIWI2が機能して、

センス鎖とアンチセンス鎖の RNA から piRNA

が産生される過程である。我々は、単に、セ

ンス鎖とアンチセンス鎖の RNAが存在しさえ

すれば二次生成が進行しうるのではないか

という仮説の下に実験系を構築した。胎生期

の雄性生殖細胞において、EGFP アンチセンス

鎖を発現する Miwi2-asEGFP トランスジェニ

ックマウスを作製し、同時期に EGFP のセン

ス鎖を発現する Oct4-EGFP トランスジェニ

ックマウスマウスと交配した。その結果、

piRNA依存的にEGFP遺伝子に対するDNAのメ

チル化が生じ、EGFP 遺伝子の発現が抑制され

ることが明らかになった（下図）。この結論

は従来までの piRNA 産生の常識（クラスター

由来の転写産物やレトロトランスポゾン配

列が必要であるという考え方）を覆すもので

あり、そのインパクトはきわめて大きいと考

えられる。（投稿中） 

（人為的 piRNA合成と de novo DNA メチル化） 
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