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研究成果の概要（和文）：生殖細胞特異的な非コード小分子RNAであるpiRNA（piwi-interacting RNA）の生合成の分子
基盤の解析、ならびに、その機能発現についての研究をおこなった。前者としては、ミトコンドリア外膜上の脂質代謝
酵素であるGPAT2（glycerol-3-phosophate acyltransferase 2）がpiRNAの産生に必須であること、および、レトロト
ランスポゾン以外の遺伝子に対するpiRNAを人為的に誘導できることを明らかにした。また、後者については、人為的
に誘導したpiRNAにより、生殖細胞にDNAメチル化を生じさせることが可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：piRNAs are germ cell specific non-coding small RNAs, which play crucial roles on 
gene silencing of retrotransposons in embryonic male germ cells. We carried out the analyses on the 
molecular mechanisms of piRNA biogenesis and the functional properties of the piRNAs, and obtained the 
following results. First, GPAT2 (glycerol-3-phosophate acyltransferase 2), a mitochondria outer-membrane 
protein with the enzymatic activity of lipid metabolism, was essential for the production of piRNAs. 
Second, piRNA other than retrotransposon-related ones was successfully produced in transgenic mouse 
model. Third, the artificially introduced non-retrotransposon piRNAs gave rise to DNA methylation and 
subsequent gene silencing in the male germ cells. These results provide new insights in the 
characteristics of piRNAs.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
非コード RNA の多彩な機能が脚光を浴

びており、20～30 ヌクレオチド（nt）長の
小分子 RNA も、転写調節や転写後調節にお
いて重要な機能を有することが明らかにな
ってきている。小分子 RNA には、miRNA
（micro RNA）、 siRNA（ short interference 
RNA）および piRNA（piwi-interacting RNA）
が存在し、ほ乳類では miRNA と piRNA が
主要な小分子 RNA である。しかし、これら
二つの小分子RNAには、サイズ、組織分布、
機能、生合成経路などに大きな違いがある。
piRNA は、雄性生殖細胞特異的に存在する
小分子 RNA であり、我々を含む複数のグル
ープが、2006 年にその存在を報告した。
miRNA は、RNA を切断する Dicer 依存的に
産生され、その長さが 21～25nt であり、転
写後調節に機能する。それに対して、piRNA
は Dicer 非依存的に産生され、長さが 26～
31nt であり、転写抑制に機能する、など、
多くの違いが報告されている。 

piRNA の生合成は、一次生成と、MILI
（mouse Piwi-like）および MIWI2（mouse 
Piwi-2）が寄与する「ping-pong 増幅サイク
ル」と名付けられた二次生成とにわけるこ
とができる。我々は、piRNA に結合するマ
ウス PIWI ファミリータンパクである MILI
および MIWI2 について種々の解析をおこな
い、これらの遺伝子欠損マウスでは、精子
形成に異常が生じて不妊になることを見い
だした。さらに、これらのマウスでは、piRNA
の産生が著しく低下していることも明らか
にした。 
一方、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DNAに新た
なメチル化が生じる（de novo DNA メチル
化）ことが知られている。その時期に一致
して、レトロトランスポゾン遺伝子に対応
する piRNA が大量に存在していること、ま
た、MILI および MIWI2 欠損マウスでは、そ
の piRNA 産生が著しく低下しているだけで
なく、レトロトランスポゾン遺伝子の de 
novo DNAメチル化が生じないことも明らか
にした。さらに、マウス PIWI ファミリーの
機能解析と並行して、生殖細胞特異的な
RNA ヘリカーゼである MVH（mouse vasa 
homologue）の解析もおこない、MVH 欠損
マウスにおいても piRNA の生合成経路に異
常があり、ping-pong サイクルの最初の段階
で piRNA 合成が停止することを明らかにし
た。 
これらの成果は、ほ乳類における piRNA

の合成および piRNA の機能について、世界
のトップをいく研究として高く評価されて
おり、Nature や Genes & Development をはじ
めとする一流誌に発表してきた。本研究で
は、我々のこれまでの研究成果をさらに展
開し、piRNA の生合成過程ならびに piRNA
による de novo DNA メチル化機構を明らか
にしていく。 

２．研究の目的 
piRNA の網羅的な解析、および、そのゲ

ノム上での存在領域の解析などから、piRNA
の一次生成には、非常に長い一本鎖 RNA で
あるprimary transcriptが必要であろうと推測
されているが、その実体は不明である。ま
た、種々の状況証拠から、piRNA は DNA メ
チル化を介して遺伝子サイレンシングをお
こなうと考えられているが、その分子機構
も、現時点においては全く不明である。そ
こで、下記のような四つの研究テーマを展
開することにより、piRNA の合成過程につ
いて、特にほとんどわかっていない一次生
成過程を中心に解析するとともに、piRNA
がどのような分子機構で de novo DNA メチ
ル化をもたらすのかを明らかにしする。 

 

＜人為的 piRNA 産生システムを用いた 
de novo DNA メチル化機構の解析＞ 

piRNA の一次生成は、非常に長い一本鎖
RNA から開始されると推測されているが、
その実体は不明であり、分子機構の解析は
極めて困難である。この問題点を克服する
ために、人為的に piRNA 合成を誘導するモ
デルシステムを構築しつつある。後述のよ
うに、このモデルシステムは、センスおよ
びアンチセンス EGFP 遺伝子を胎生期の雄
性生殖細胞において同時に発現させ、EGFP
に対する piRNA 合成と、その piRNA を介し
た EGFP 遺伝子の de novo DNA メチル化を
誘導するものである。この独創的なシステ
ム （ Artificial piRNA of EGFP induction 
system：APE システム）を用いて、piRNA
合成経路を明らかにする。 
また、この方法論が、トランスジーンの

みでなく、内在性の遺伝子にも適用できる
かどうかを明らかにする。 

 

＜GS 細胞（Germline Stem Cell、生殖 
幹細胞）を用いた一次生成機構の解析＞ 
GS 細胞は、精子幹細胞の性質を有したま

ま培養できる生殖系列の幹細胞である。こ
れまでに、MILI 欠損マウスから GS 細胞を
樹立し、解析をおこなってきた。また、MILI
欠損 GS 細胞に MILI を発現させて、その表
現型がどのように変化するかについての解
析も開始している。これらの予備的研究か
ら、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、その過程に
おいてMILIが重要な役割を果たしているこ
と、がわかってきている。この基礎データ
を元に、piRNA の一次生成経路を明らかに
していく。 

 
３．研究の方法 
＜人為的 piRNA 産生システムを用いた 

de novo DNA メチル化機構の解析＞ 
 APE システムを確立するため、DNA の de 
novo メチル化が生じる時期の雄性生殖細胞
で特異的に発現する MIWI2 遺伝子のプロモ
ーターによって EGFP のアンチセンス鎖を



発現するトランスジェニックマウスを作成
した。この EGFP アンチセンストランスジェ
ニックマウスと、胎生期の雄性生殖細胞に
おいて EGFP を発現する Oct4-EGFP トラン
スジェニックマウスの交配をおこない、ダ
ブルトランスジェニックマウスの作成をお
こなった。 
 このダブルトランスジェニックマウスに
おける EGFP の発現を解析した。また、その
バックグラウンドを piRNA の産生に異常の
ある MILI 欠損や MIWI 欠損にすることによ
り、EGFP の発現がどうなるかをしらべた。
さらに、EGFP アンチセンストランスジェニ
ックマウスならびにダブルトランスジェニ
ックマウスにおける piRNA の網羅的解析や、
それぞれにおける EGFP 遺伝子の DNA メチ
ル化状態の解析もおこなった。 
 内在性の遺伝子に対しても APE システム
と同様の戦略が適用できるかどうかをしら
べるため、胎生期の雄性生殖細胞における
de novo DNA メチル化に必須なタンパクで
ある DNMT3L（DNA methyl transferase 3L）
の遺伝子のアンチセンス鎖を Miwi2 プロモ
ーターの制御下に発現するトランスジェニ
ックマウスを作成した。 
 EGFP のダブルトランスジェニックマ

ウスの場合と同様、Dnmt3l のプロモーター
領域に DNA メチル化が生じているか、
Dnmt3lに対応する piRNAが産生されている
か、などの解析をおこなった 

 

＜GS 細胞（Germline Stem Cell、生殖 
幹細胞）を用いた一次生成機構の解析＞ 

 MILI を欠損する GS 細胞を作成し、その
GS 細胞における piRNA の産生を解析した。
研究成果の項に記述のとおり、MILI 欠損 GS
細胞では、piRNA の一次産生において大き
な異常が認められたため、GS 細胞において
MILI と結合するタンパクの探索をおこなっ
た。 
 MILI と結合するタンパクとして、ミトコ
ンドリアの外膜に存在する、脂質の代謝に
関連る酵素活性を持つとされる GPAT2
（ Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase 
2）を同定したので、GS 細胞の piRNA 産生
における GPAT2 の機能解析をおこなった。 
 

４．研究成果 
＜人為的 piRNA 産生システムを用いた 

de novo DNA メチル化機構の解析＞ 
Oct4-EGFP トランスジェニックマウスに

おいて認められる EGFP の蛍光は、ダブルト
ランスジェニックでは発現が抑制されてい
ることが明らかになった。この遺伝子発現
抑制が piRNA 依存的かどうかを明らかにす
るため、piRNA 産生に異常がある MILI およ
び MIWI2 欠損状態における EGFP の発現を
解析した。 
その結果、MILI あるいは MIWI2 の欠損、

すなわち、piRNA の発現に異常がある場合
には、ダブルトランスジェニックによる発

現抑制が認められないことが明らかになっ
た。この結果から、胎生期の雄性生殖細胞
における、EGFP アンチセンスによる発現抑
制は piRNA 依存的であると結論した。また、
ダブルトランスジェニックマウスでは、
EGFP 遺伝子に DNA メチル化が認められる
ことを見いだした。さらに、ダブルトラン
スジェニックマウスにおいて、EGFP に対応
する piRNA が多数発現していることも明ら
かにした。 
以上のように、EGFP トランスジーンを用

いた人為的な piRNA 誘導システムである
APE システムを確立できたため、この方法
論が内在性の遺伝子に適用できるかどうか
の解析を開始した。 

Miwi2 プロモーターで制御される Dnmt3l
のアンチセンス鎖を発現するトランスジェ
ニックマウスでは、DNMT3L 欠損マウスと
同様に、パキテン期において雄性生殖細胞
がアポトーシスで死滅し、不妊になること
が明らかになった。このマウスでは、正常
マウスでは認められない Dnmt3l に対する
piRNA が大量に存在していた。また、Dnmt3l
遺伝子の制御領域において、DNA メチル化
が顕著に増加していた。この結果から、胎
生期の雄性生殖細胞において発現している
遺伝子であれば、人為的な piRNA 産生なら
びに、piRNA に起因する遺伝子発現抑制が
可能であることを明らかにできた。 

 

＜GS 細胞（Germline Stem Cell、生殖 
幹細胞）を用いた一次生成機構の解析＞ 

MILI を欠損する GS 細胞を作成したとこ
ろ、piRNA の産生が顕著に低下しているこ
とが明らかとなった。この実験系を確立す
るため、レンチウイルスやセンダイウイル
スを用いて、MILI 欠損 GS 細胞において
MILI の発現を回復させ、piRNA 産生が正常
化することを確認した。 

GS 細胞において MILI が piRNA 産生に必
須であることが明らかになったので、MILI
と結合するタンパクの探索をおこない、
GPAT2 を同定することができた。GPAT2 が
MILI と結合するだけでなく、piRNA の産生
に関与しているかどうかを明らかにするた
め、GS 細胞において GPAT2 のノックダウン
をおこなったところ、piRNA の一次産生に
異常が生じることがわかった。以上から、
GPAT2 も piRNA の一次産生に関与するタン
パクであることが明らかになった。 

GPAT2 は脂質の代謝に関与する酵素活性
を有するとされているので、その酵素活性
が必要かどうかについて、酵素活性を欠損
する GPAT2 を作成して解析をおこなった。
その結果、GPAT2 の酵素活性は piRNA 産生
には不要であること、すなわち、GPAT2 は、
おそらく、ミトコンドリアの外膜上で、MILI
をはじめとする piRNA 産生に必要なタンパ
クのアンカーとして機能するであろうこと
がわかった。 
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