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Abstract 

PIWI-interacting RNAs (piRNAs) are 24-31 nucleotides germ specific small RNAs that 

bind to PIWI family proteins. piRNAs and PIWI family proteins are essential for the 

maintenance and development of germ cells, and repression of retrotransposons. In 

piRNA biogenesis, pre-piRNAs are synthesized from long single-stranded precursor 

transcripts by endonuclease and subsequently loaded onto PIWI family proteins. The 

pre-piRNAs are longer in length as compared to mature piRNAs and have a strong bias 

for uridine at the 1st position (1stU bias) of 5’ end. Finally, the 3’ ends of PIWI loaded 

pre-piRNAs are trimmed by a nuclease, known as Trimmer to yield mature piRNAs. 

Recently, poly(A)-specific ribonuclease (PARN)-like domain containing 1 (Pnldc1) was 

identified as Trimmer in silkworm. However, the biological significance of the piRNA 

trimming remains elusive. Thus, I generated Pnldc1 mutant mice to investigate the roll 

of mouse PNLDC1 as Trimmer in piRNA 3’ end trimming in vivo and its physiological 

significance. In this study, result shows that the Pnldc1 mutant mice displayed 

spermatogenic arrest at meiotic and spermiogenic stages. Accumulation of long piRNAs 

was found in Pnldc1 mutant testes as indicated in next-generation sequencing data. 

These long piRNAs contained the 1stU bias which was similar to the control’s result. 

Furthermore, the repression of long interspersed nuclear element (LINE) 

retrotransposons by piRNA-dependent DNA methylation was impaired. In conclusion, 

the results suggested that the mouse PNLDC1 is essential for piRNA trimming, 

repression of retrotransposon expression, and spermatogenesis. 
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要旨 

piRNA（PIWI-interacting RNA）は、PIWIファミリータンパク質に結合する生殖細胞特

異的な 24-31 塩基長の小分子 RNA である。piRNA 及び PIWI タンパク質は、雄性生殖細

胞の維持・分化、及び、レトロトランスポゾンの発現抑制に必須であることが知られてい

る。この piRNA の生合成過程ではまず、長い一本鎖の RNA が切断されることで成熟型よ

り長い pre-piRNA が産生され、PIWI ファミリータンパク質に取り込まれる。取り込まれ

た pre-piRNA は 5’末端がウラシル(1stU)の特徴を持つ。その後、pre-piRNA はトリマーと

呼ばれるヌクレアーゼタンパク質により 3’末端が削られ、成熟した piRNA となる。近年、

カイコでエキソヌクレアーゼドメインを持つ PNLDC1（poly(A)-specific ribonuclease 

(PARN)-like domain containing 1）がトリマーとして機能している事が報告された。本研

究では、そのマウスオルソログの生体内での機能解析、及び、piRNA の 3’末端成熟の生理

的な意義を明らかにすることを目的とし、Pnldc1 欠損マウスを作製した。解析の結果、

Pnldc1 欠損マウスの胎生期及び生後の精巣において、成熟型よりも長い piRNA が蓄積し

ていること、その長い piRNAが 1stUの特徴を持つことを見出した。加えて、Pnldc1欠損

マウス精巣では LINE（long interspersed nuclear element）レトロトランスポゾンのゲノ

ム DNA メチル化レベルの低下と、RNA の発現増加が観察された。また、この欠損マウス

では、減数分裂期の発生異常、及び、半数体で分化異常の二つの表現型が観察された。本

研究により、マウス PNLDC1 が piRNA の 3’末端形成に重要なトリマーとして機能してお

り、piRNA の 3’末端成熟がレトロトランスポゾンの抑制と精子形成に必須であることが、

明らかとなった。 
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序論 

遺伝子の発現を調節する小分子 RNA 

 多くの生物のゲノムが解読され、タンパク質をコードする遺伝子はヒトでは全体の 1.5%

程度にしか満たず、ゲノムのほとんどがタンパク質をコードしていない非コード領域であ

ることが解明された(Gregory, 2005)。生物の複雑性は、タンパク質をコードする遺伝子の

数とは明瞭な相関が無く、むしろ非コード領域の割合と相関しており(Mattick, 2011)、高

等生物である程ゲノム中の非コード RNAの数や種類が多いことが知られている。その中で、

遺伝子の発現を調節する機能的な小分子 RNAが、Argonauteファミリータンパク質と結合

し、生物にとって重要な役割を果たしていることが明らかとなってきた。 

小分子 RNAは、21-23塩基長のmiRNA（micro RNA）、siRNA（small interfering RNA）

及びそれより長い 24-31塩基長の piRNA（PIWI-interacting RNA）の三種類に分類される

（参考図 1）。miRNAは Argonauteファミリーの Agoタンパク質と結合し、標的遺伝子の

翻訳抑制と転写後制御を行い、細胞の発生や分化において重要な役割を果たす。また、

siRNA は、哺乳類において、主に外来のウイルスなどの RNA が Dicer に分解されること

によってのみ合成され、Agoタンパク質と結合して外来 RNAの発現抑制に寄与していると

考えられてきた。その後、卵母細胞では内在のウイルスであるレトロトランスポゾン由来

の RNA が siRNA となり、レトロトランスポゾンの発現抑制に必須の機能を果たすことが

報告された(Watanabe et al., 2008)。一方、piRNA は Argonauteファミリーの PIWI（P 

element induced wimpy testis）タンパク質と結合し、レトロトランスポゾン遺伝子の転写

制御領域の DNAメチル化による転写抑制や、レトロトランスポゾン転写産物の転写後抑制

により、発現抑制に働くことが知られている。 

piRNA は、植物やトリパノソーマで発見された当初は、レトロトランスポゾンの配列を

持つことから rasiRNA（repeat-associated small-interfering RNA）と呼ばれていた

(Djikeng et al., 2001; Hamilton et al., 2002)。rasiRNAはショウジョウバエで生殖巣にお
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いて高発現していることが報告され(Aravin et al., 2003)、後に rasiRNAが PIWIファミリ

ータンパク質と結合することが明らかとなったことがきっかけとなり、piRNA と名付けら

れた (Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006; Grivna et al., 2006)。 

参考図 1. 小分子 RNA の特徴 
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ゲノムを脅かすレトロトランスポゾン 

トランスポゾン遺伝子はゲノム中を転移する反復配列で、DNA 型トランスポゾンと、

RNA型トランスポゾン（レトロトランスポゾン）に分けられる(Siomi et al., 2011)。DNA

型トランスポゾンがカットアンドペーストでゲノム中を転移するのに対し、レトロトラン

スポゾンは転写された後に逆転写されるコピーアンドペーストでゲノムに挿入されるため、

その数を膨大に増やし、ゲノムに変異をもたらしてきた。レトロトランスポゾンの転移が

もたらす変異は生物の進化に大きく寄与したと考えられているが、一方で生存に必須な遺

伝子に変異をもたらし、細胞のがん化や個体の死を引き起こす可能性も示唆されている。

そのため、生物はこれらの発現制御領域に DNAメチル化や抑制型ヒストン修飾を導入して

ゲノムをヘテロクロマチン化することで、レトロトランスポゾンの発現抑制を行うと考え

られている。 

レトロトランスポゾンは、末端に長い反復配列 LTR（long terminal repeat）を持つ LTR

型レトロトランスポゾンと、非 LTR 型レトロトランスポゾンに分けられる。マウスでは、

レトロトランスポゾンはマウスゲノムの約 30％を占め(Waterston et al., 2002)、変異を引

き起こす可能性があるレトロトランスポゾンとして、LTR 型の IAP と非 LTR 型の LINE

（long interspersed nuclear element）レトロトランスポゾンが知られている（参考図 2）。

IAPは 5’末端の LTR 配列、LINE1は 5’末端の繰り返し配列が転写制御領域として DNAメ

チル化による抑制を受けている。特に次世代へ遺伝情報が伝搬される生殖細胞では、レト

ロトランスポゾンの転移活性を抑制してその転移からゲノムを守るため、piRNA を利用し

た特異的な DNAメチル化機構が獲得されたと考えられている。 

参考図 2. IAP及び LINE1の模式図 
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マウス雄性生殖細胞の分化過程 

マウスの胎生期発生過程において、まず雄性生殖細胞の元となる始原生殖細胞が、精巣

となる場所に移動してくる。そして、始原生殖細胞は胎生期 14日齢前後でゴノサイトと呼

ばれる細胞分裂を停止した状態となる。この時期までに生殖細胞では、DNA のメチル化が

消去され、胎生期 16日から出生までに精子特異的な DNAメチル化パターンが再確立され

る(Saitou et al., 2012)。この際、レトロトランスポゾン領域のメチル化も大部分が消去さ

れるが、その後 piRNA を利用した再獲得（de novo DNAメチル化）が起こる。ゴノサイト

は、出生後に精細管と呼ばれる管の基底膜に接着し、精原細胞と呼ばれる細胞集団となる。

精原細胞には精子幹細胞が含まれており、自己複製を続けることで精子は半永続的に供給

される。一部の精原細胞は、細胞分裂後に分化型精原細胞になり、減数分裂中の精母細胞

を経て、半数体の円形精子に分化する。円形精子は更に、核の濃縮や尾の延長といった形

態変化を経て、成熟した精子へと分化する。精子細胞は分化の進行に従って精細管の中心

へ移動し、精巣上体で貯蔵される（(Hogarth and Griswold, 2010)、参考図 3）。 

参考図 3. マウス生殖細胞の分化過程模式図(Hogarth and Griswold, 2010)
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マウスの精子形成過程で発現する piRNAと PIWIタンパク質 

piRNA（PIWI-interacting RNA）は、生殖細胞特異的な小分子 RNAであり、解析され

たすべての生物種において、生殖細胞の維持・分化や妊孕性の獲得に必須である(Bohmert 

et al., 1998; Carmell et al., 2007; Cox et al., 1998; Moussian et al., 1998; Reddien et al., 

2005; Tabara et al., 1999)。piRNA結合タンパク質として、マウスでは三種類の PIWIフ

ァミリータンパク質MILI（Mouse PIWI Like）、MIWI（Mouse PIWI）、及びMIWI2が

存在する。胎生期精巣ではMILI及びMIWI2が、出生後は、精原細胞から減数分裂初期に

おいては MILI が、減数分裂パキテン期から円形精子においては MILI 及び MIWI が発現

し、それぞれ、胎生期 piRNA、プレパキテン piRNA、パキテン piRNAと呼ばれる piRNA

の生合成に関与している（参考図 4）。胎生期 piRNA と生後の piRNAの一部は、レトロト

ランスポゾン由来の配列を持ち、転写抑制及び転写後抑制によってレトロトランスポゾン

RNAの発現抑制に寄与することが知られている。また、パキテン piRNAは大部分が piRNA

クラスターと呼ばれるゲノム領域由来であり、相補的な標的 RNAを持たず、その機能は未

解明な点が多く残されている(Deng and Lin, 2002; Di Giacomo et al., 2013; Girard et al., 

2006; Grivna et al., 2006; Kuramochi-Miyagawa et al., 2004; Kuramochi-Miyagawa et 

al., 2001; Reuter et al., 2011; Vourekas et al., 2012)。                     

参考図 4. 雄性生殖細胞発生過程での PIWIファミリータンパク質と piRNAの発生時期 

de novo DNAメチル化の時期と欠損マウスにおける発生停止時期（×）を同時に示した。 
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piRNA生合成 

piRNA の生合成は一次生成と二次生成に分類され、PIWI タンパク質を含めた複数の

RNA分解酵素によって行われる（参考図 5）。マウス胎生期の一次生成では、前駆体となる

長い一本鎖 RNA がミトコンドリア膜結合型の RNA 分解酵素である MitoPLD によって切

断されることで、成熟した piRNAよりも若干長い pre-piRNAが産生される(Ipsaro et al., 

2012; Nishimasu et al., 2012)。pre-piRNAは、その後MILIと結合し、3’末端からエキソ

ヌクレアーゼによって削られ（以下、トリミングと記載）、成熟 piRNAとなる(Saxe et al., 

2013)。一次生成の特徴として、MILI と結合する pre-piRNA及び piRNA の 5’末端は、ウ

リジンに富んでおり、1stU バイアスと呼ばれる塩基の偏りが観察される。二次生成では、

MILI が自身のスライサー活性によって結合 piRNA と相補的な RNA を切断し、産生され

た piRNAがMIWI2あるいはMILIに受け渡される(De Fazio et al., 2011)。MILIによる

相補鎖 RNAの切断部位はMILI結合 piRNAの 10塩基目になるため、センス・アンチセン

ス鎖 piRNA に 10 塩基長（nt）の完全な相補配列が認められ（以下、10nt 重複と略記）、

加えて 1stUに対応する形で、相補鎖piRNAの 10塩基目にはアデニンが多く観察される（以

下、10thAと略記）。これら二つの特徴は二次生成の指標として知られている(Aravin et al., 

2008; De Fazio et al., 2011)。MIWI2に渡された piRNAは、MILI結合 piRNA と同様に 3’

末端がトリミングされ、その後 MIWI2-piRNA 複合体は核へ移行し、レトロトランスポゾ

ン領域への DNAメチル化（de novo DNAメチル化）を誘導することでこれらの転写抑制

に繋がると考えられている(Aravin et al., 2006; Aravin et al., 2008; Carmell et al., 2007; 

Kuramochi-Miyagawa et al., 2008)。また、生後における piRNA合成は一次生成が中心に

行われる。 
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参考図 5. マウス胎生期 piRNA の生合成モデル 
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piRNA生合成の場である生殖顆粒 

piRNA生合成は、生殖顆粒と呼ばれる RNAとタンパク質の複合体で構成される特徴的

な構造体で行われていると考えられている(Aravin et al., 2009; Chuma et al., 2006; 

Kuramochi-Miyagawa et al., 2010; Shoji et al., 2009; Yabuta et al., 2011)。生殖顆粒は

様々な動物の生殖細胞の細胞質に認められ、piRNA 生合成に関わるタンパク質が局在する

ことが知られている（(Meikar et al., 2011)、参考図 6）。胎生期のゴノサイトには、MILI

を含む胎生期 piRNA の一次生成に関わるタンパク質が局在する pi-bodyと、MIWI2を含

む二次生成に関わるタンパク質が局在する piP-bodyと呼ばれる生殖顆粒が存在する。

pi-bodyは、電子顕微鏡による解析で二つのミトコンドリアの間に認められることから、

IMC（Inter Mitochondrial Cement）とも呼ばれる。生後ではMILIやMIWIが局在する

IMCが観察される。また、円形精子の生殖顆粒はクロマトイドボディ（CB : Chromatid 

Body）と呼ばれ、RNAを安定化して貯蓄する場としての機能を持つと考えられている。生

後の piRNAは主に減数分裂中に産生されると考えられていることから、CBよりも IMCが

piRNAの産生場所として重要である可能性が高い。一方で、piRNAの多くが CBに集積し

ていることから、CB は piRNAが機能を果たすために重要な場であることが提唱されてい

る。 

参考図 6. マウス雄性生殖細胞の分化段階において観察される生殖顆粒と、そこに含まれ

るタンパク質(Meikar et al., 2011) 
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piRNAの 3’末端トリミング 

piRNAは精子形成に必須であると考えられており、piRNAの機能、生合成の過程や場な

ど、様々な解析により明らかとなりつつあるが、不明な点は未だに多く残されている。そ

の中で、本研究は piRNA3’末端のトリミングと、その生理的意義に着目した。カイコの培

養細胞を用いた研究から、piRNA のトリミング活性が不溶性画分に存在し、膜画分に

piRNA のトリミングを行う酵素が存在していることが示唆されていたが、その詳細は未解

明なままであった(Kawaoka et al., 2011)。近年の研究から、カイコの培養細胞では、ミト

コンドリア膜貫通ドメインをもつポリ A 特異的 RNA 分解酵素である Pnldc1

（poly(A)-specific ribonuclease (PARN)-like domain containing 1）がトリマーとして機能

しており、そのマウスホモログも試験管内でトリミング活性を有することが報告されてい

る(Izumi et al., 2016)。そこで私は、マウスにおいて、Pnldc1が piRNAのトリマーとして

機能するか、さらにはトリミングが DNAメチル化の獲得や精子形成に必須であるかを明ら

かにすることを目的として、CRISPR/Cas9（Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats / CRISPR associated proteins）システムを用いて遺伝子改変マウス

を作製し、解析を行なった。 
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結果 

Pnldc1欠損マウスにおける精子形成異常 

マウス PNLDC1 の生体内での機能を明らかにするため、CRISPR/Cas9 システムを利用

して Pnldc1 遺伝子変異マウスを作製した。PNLDC1 の機能に重要と考えられるヌクレア

ーゼドメインをコードしている第 3 エキソンに設計した sgRNA（single-guide RNA）と

Cas9 mRNAを受精卵にインジェクションし、変異を導入した。その結果、11塩基欠損（図

1A、1B）の変異体マウスが得られた。この 8 週齢 Pnldc1 欠損マウスは外見や体重に有意

な差が認められなかったが（図 1C）、精巣は有意に萎縮していた（図 1D）。そこで、精巣

のパラフィン切片をHE（Hematoxylin and eosin）染色した所、精子形成に明確な分化異

常が観察された（図 1E 上）。さらに、成熟した精子の貯蓄場所である精巣上体に成熟精子

が観察できなかったことから、Pnldc1 欠損の雄マウスは不妊であると考えられた（図 1E

下）。また、同じく Pnldc1 のヌクレアーゼドメインをコードしている第 7 エキソンに設計

した sgRNAで作製した約 800塩基挿入が認められる変異マウスにおいても、同様の表現型

を示したことから（図 2）、以下は 11塩基欠損マウスを主として解析に用いた。 

Pnldc1 欠損マウスが示す精子形成不全は、減数分裂期の異常と減数分裂を経た半数体の

分化異常という 2 つの表現型が観察された（図 1F 左）。どちらが主要な表現型であるかを

調べるために 2個体の Pnldc1欠損精巣の精細管を観察したところ、減数分裂で精子形成を

停止している精細管と半数体の分化異常を示す精細管はほぼ同等数であることが分かった

（図 1F右）。この結果から、Pnldc1は減数分裂とその後の半数体の分化に必須である事が

示唆された。 

 

Pnldc1依存的な胎生期 piRNAの成熟 

胎生期 piRNA がほとんど合成されない Mili 欠損精巣や、piRNA を介した DNA メチル

化が誘導されない Miwi2 の欠損精巣では、減数分裂期において発生が停止することが報告
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されている(Aravin et al., 2008; Carmell et al., 2007; Kuramochi-Miyagawa et al., 2004; 

Kuramochi-Miyagawa et al., 2008)。Pnldc1欠損精巣も減数分裂期での発生異常を示すた

め、胎生期 piRNA の生合成、及びレトロトランスポゾン領域の DNAメチル化の異常の有

無を検証した。このために、piRNA生合成が活発で、なおかつ de novo DNA メチル化活性

の高い胎生期 16.5日齢精巣を回収し、その小分子RNAを次世代シーケンサーで解析した。

まず、piRNAが多く含まれる 24から 50塩基長のRNAを抽出し、RefseqとRepeat Masker

にマップされた piRNA 発現量の変化を調べた。その結果、Pnldc1 欠損精巣では、遺伝子

領域や遺伝子間領域などの転写産物由来の piRNA に大きな変化は見られず、LTR、LINE

及び SINE（short interspersed nuclear element）レトロトランスポゾン由来の piRNAは、

約 30%の減少が認められた（図 3A）。さらに、LTR および LINE レトロトランスポゾン

piRNA についてセンス鎖とアンチセンス鎖に分けて発現量を調べた所、LINE 由来のアン

チセンス鎖 piRNAが最も顕著に減少しており、約 50％程度にまで減少していた（図 3B）。

次に、この LTR 及び LINE 由来の piRNA のトリミングが正常に起きているかを調べた。

野生型の piRNA は大部分が 24-31 塩基長にトリミングされているのに対し、Pnldc1 欠損

精巣ではそれよりも長い piRNAが多く蓄積していることが明らかとなった（図 3C）。次に

これらの長い piRNA が 1stUの特徴を有しているかを検証するために、24-31塩基長と、そ

れより長い 32-50塩基長に分けて、LTR型レトロトランスポゾンの IAPと、LINE型レト

ロトランスポゾン L1Mdの Aタイプ（L1Md_A）及び Gfタイプ（L1Md_Gf）の 1stUの割

合を調べた。その結果、Pnldc1欠損精巣の 32-50塩基長の piRNAは、成熟した piRNAと

同程度の 1stUの比率を持つ事が明らかになった（図 3D）。さらに、Pnldc1欠損精巣の piRNA

をゲノムにマップし、3’末端とその下流の塩基の分布を観察した所、3’末端の 1塩基下流に

T の比率が高いという特徴を見出した（図 3E）。また、エキソンを始めとした、その他の

piRNA においても、Pnldc1 欠損精巣で長い piRNA の蓄積が観察され、これらも高い比率

で 1stUを持つことも見出した（data not shown）。以上の結果から、Pnldc1欠損精巣では
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胎生期 piRNAの 3’末端トリミングが正常に行われないことに加えて、レトロトランスポゾ

ン piRNAは発現量の減少を示すことが明らかとなった。 

 

胎生期 Pnldc1欠損精巣で観察される二次生成 piRNA 

次に、Pnldc1 欠損によるトリミングの異常が二次生成にどのように影響を与えるかを検

証した。この目的のために、二次生成による増幅効率の指標である 10nt重複の存在と、二

次生成で産生される 10thA を持つ piRNA の発現量を解析した。この結果、Pnldc1 欠損精

巣には、LTR及び LINE由来の piRNAに関して、野生型と同程度の割合で 10nt重複が認

められた（図 4A）。これは、一次生成 piRNA のトリミングに異常が生じても、MILI のス

ライサー活性による相補鎖の切断が行われることを示している。Pnldc1欠損精巣において、

IAPに関しては、長い piRNAが増加するが、その発現量としてはおいても大きな変化は無

く（図 4B、4C）、二次生成により piRNAが十分に産生されていることが明らかとなった。

一方で、L1Md_Aと Gfに関しては 10thAの有無に関わらずアンチセンス鎖 piRNAの発現

量が減少していた（図 4B、4C）。以上のことから、piRNAのトリミングは L1Mdアンチセ

ンス鎖 piRNA の二次生成に重要であるが、IAP 由来の piRNA の二次生成には大きな影響

がない可能性が示唆された。 

 

胎生期 Pnldc1欠損精巣におけるMILI及びMIWI2の局在異常 

piRNAの生合成に異常がある遺伝子改変マウスでは、piRNA合成の場と考えられている

生殖顆粒や、MIWI2の核内移行に、異常が生じることが知られている(Aravin et al., 2008; 

Carmell et al., 2007; Frost et al., 2010; Kuramochi-Miyagawa et al., 2010; Meikar et al., 

2010; Watanabe et al., 2011; Zheng et al., 2010)。そのため、Pnldc1欠損精巣における

piRNA のトリミング異常が、生殖顆粒の形成や MIWI2 の局在に影響を及ぼすのかを検証

した。このためにまず、胎生期 16.5日齢精巣の凍結切片を作製し、蛍光免疫染色法により、
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MILIの局在を観察した。野生型雄性生殖細胞では、細胞質全体と特に蛍光強度の強いドッ

ト状の生殖顆粒として MILI タンパク質のシグナルが観察された。一方、Pnldc1 欠損細胞

では、MILIタンパク質のシグナルは細胞質中で偏りが認められ、生殖顆粒の数が減少して

いた（図 5）。次に piRNA 依存的な核内移行を示す MIWI2 の局在を観察した所、Pnldc1

欠損の生殖細胞の核では、シグナルが弱くなっている事を見出した（図 5）。この結果から、

Pnldc1は生殖顆粒の形成に寄与している事、また Pnldc1欠損精巣では、核内のMIWI2が

減少していることが明らかとなった。 

 

Pnldc1欠損精巣における LINE1プロモーターの DNAメチル化異常 

Pnldc1 欠損精巣において核の MIWI2 タンパク質のシグナルが減少していたことから、

piRNA-MIWI2依存的な DNAメチル化が正常に誘導されていない可能性が考えられた。こ

れを検証するために、生後 10 日齢精巣から Ep-CAM 陽性生殖細胞を FACS（Flow 

Cytometry）で回収し、バイサルファイトシーケンシングを行った。この細胞集団は大多数

が減数分裂前の精母細胞で、胎生期 16.5 日齢におけるレトロトランスポゾン領域の DNA

メチル化状態を概ね反映している事が知られている(Kuramochi-Miyagawa et al., 2014)。

まず、FACSによる生殖細胞の精製度を確認するために、雄性生殖細胞では完全にメチル化

されるが、体細胞では半分の 50%がメチル化される H19 の DMR（Differentially 

methylated region）領域のメチル化状態を確認した（図 6A）。次に piRNA 依存的なメチ

ル化を受ける IAP1d1、L1Md_A及び L1Md_Gfのプロモーター領域を調べた。野生型では

L1Md_A、L1Md_Gf 及び IAP1d1 は約 90%の高メチル化状態を示すのに対し、Pnldc1 欠

損では A及び Gfで約 70%程度にメチル化が低下していることを見出した。また、IAP1d1

では野生型同様に約 90%の高メチル化状態を示していた（図 6A）。この結果は第 7 エキソ

ンの変異マウスにおいても同様であった（図 6B）。以上の結果から、Pnldc1 は L1Md_A、

L1Md_Gfの DNAメチル化には必要であるが、IAP1d1の DNAメチル化に重要な役割を担
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っていないことが明らかとなった。 

 

生後 12日齢 Pnldc1欠損精巣における LINE1レトロトランスポゾンの発現増加 

 Pnldc1欠損マウス精巣において観察されるLINE1レトロトランスポゾンのDNAメチル

化の減少は、これらの RNAの発現量の増加に繋がることが予想されるため、レトロトラン

スポゾンの発現を qPCRで調べた。その結果、Pnldc1欠損マウス精巣において、L1Md_A

及び Gf の発現上昇が認められ、IAP1d1 についてはほとんど変化が観察されなかった（図

7）。このことから、Pnldc1は LINE型レトロトランスポゾンの発現抑制に必須であること

が明らかとなった。 

 

出生後の Pnldc1欠損雄性生殖細胞におけるMILI及びMIWIの局在異常 

Pnldc1欠損により、胎生期 piRNAのトリミングに異常が生じたことから、PNLDC1は

生後の piRNA の成熟にも寄与している可能性が考えられた。そこで、まず Pnldc1 欠損精

巣において、パキテン piRNAが合成される精母細胞及びそれらが集積している円形精子の

生殖顆粒形成を調べるため、生殖顆粒に含まれるMILI、MIWIの局在を蛍光免疫染色によ

り調べた。この結果、Pnldc1欠損においてパキテン期以降の精母細胞では、MILIとMIWI

いずれにおいても蛍光強度の強いドットが観察できず、piRNA生合成の場である IMCの形

成に異常が認められた（図 8）。一方で、Pnldc1欠損の円形精子では、野生型と同様に RNA

を貯蓄する場であるクロマトイドボディが観察できた（図 8）。以上のことから Pnldc1欠損

によりパキテン piRNAの生合成にも異常が生じている可能性が示唆された。 

 

Pnldc1依存的なパキテン及びプレパキテン piRNAの成熟 

出生後の Pnldc1 欠損精巣における piRNA 生合成を調べるため、細胞集団の大部分がパ

キテン期を経た、生後 24日齢精巣の piRNAの解析を行なった。電気泳動により小分子RNA
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の長さを調べた結果、コントロールでは約 30 塩基長に piRNA と一致するバンドが観察さ

れた。一方、Pnldc1欠損精巣ではこれよりも少し長い 30-40塩基長に複数のバンドが観察

され（図 9A）、Pnldc1 は生後においても piRNA のトリミングに重要な役割を担っている

事が示唆された。 

出生後の piRNA について発現量や長さを調べるため、生後 24 日齢精巣の小分子 RNA

を次世代シーケンサーで解析した。Pnldc1 欠損精巣において、パキテン piRNA クラスタ

ー由来の piRNA発現量が顕著に減少しており、一方でリピート、遺伝子及び遺伝子間領域

由来の piRNA の発現量にはほとんど変化が見られなかった（図 9B）。piRNA クラスター

由来のパキテン piRNA の長さを調べるため、塩基長毎の piRNA 発現量を調べた。その結

果、コントロールでは 29-31塩基長にピークが認められ、大部分が 32塩基長以下の piRNA

であるのに対し、Pnldc1欠損精巣ではピークが 30-32塩基長であり、コントロールではほ

とんど存在しない 33塩基よりも長い piRNAが多く蓄積していることを見出した（図 9C）。

さらに、Pnldc1欠損精巣で産生される長い piRNAが、piRNAの特徴である 1stUを持つか

どうかを、24-32 塩基長と、それよりも長い 33-50 塩基長に分けて調べた。その結果、33

から 50塩基長の RNAにおいても非常に高い割合で 1stUを持つ事を見出した（図 9D）。次

に、出生後の Pnldc1 欠損精巣の piRNA をゲノムにマップし、3’末端とその下流の塩基の

分布を観察した所、胎生期と同様に 3’末端の 1 塩基下流に T の比率が高いことを見出した

（図 9E）。またプレパキテン piRNA クラスター由来の piRNA（図 10A、 B）や他の領域

の piRNA（data not shown）に関しても長い piRNAが蓄積していた。以上の結果より、

Pnldc1は生後の piRNA 3’末端トリミングにも重要である事が明らかとなった。 

 

  



20 

 

考察 

本研究により、Pnldc1 欠損精巣では、胎生期、生後のいずれにおいてもトリミングされ

ていない未成熟な piRNA が蓄積し、精子形成不全が起きていることが確認された（図 1、

2、3、9、10）。この結果から、精子形成にはトリミングが必須であると考えられる。実際、

レトロトランスポゾンのDNAメチル化は、IAP1d1には有意な変化は無いが、一方でLINE1

においては減少が認められた。（図 6）。加えて、クラスター由来のパキテン piRNA のトリ

ミング不全と減数分裂後の分化異常が観察されることから（図 1、2、9）、パキテン piRNA

もトリミングされることで役割を果たしている可能性が初めて示唆された。以上のことか

ら、piRNA は、その役割を果たすためにトリミングを必要とするものと、そうでないもの

があることが示された。 

 

マウス piRNAの 3’末端形成 

マウス PNLDC1 によるトリミングには TDRKH（Tudor and KH domain-containing 

protein）が必須であることが、先行研究の in vitroの実験により報告されている(Izumi et 

al., 2016)。また、Tdrkh欠損マウス精巣においても、piRNAの 3’末端トリミングに異常が

認められることが報告されている(Saxe et al., 2013)。さらに、Tdrkh 欠損マウス精巣で

piRNA3’末端の 1 塩基下流に高頻度で U が観察される事が報告されており、未成熟な

piRNA の 3’末端は mitoPLD によって切断されたままの状態であると考えられている(Han 

et al., 2015a; Mohn et al., 2015)。Pnldc1欠損精巣においても、3’末端の 1塩基下流のゲノ

ムに Tが多く観察されることから、RNAとしてはUが多く存在しており、同様の特徴が観

察された（図 3E、9E）。本研究によって、マウス piRNAの 3’末端は、mitoPLDによる切

断が起こった後に、PNLDC1が 3’末端トリマーとして機能し、成熟することが示唆された。 

PNLDC1 はカイコとマウスでは piRNA トリマーとして機能しているが、ショウジョウ

バエにはその類似遺伝子は存在しないため、異なるタンパク質が piRNAのトリミングを行
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っていることが示唆されていた。近年、miRNAのトリマーとして知られていた 3’-5’エキソ

ヌクレアーゼであるNibblerがショウジョウバエの piRNAトリマーであることが報告され

た(Hayashi et al., 2016)。PNLDC1 はポリ A 特異的 RNA 分解酵素であるのに対して、

Nibbler は DEDD 型エキソヌクレアーゼである。マウスやカイコとショウジョウバエは進

化の過程において異なる RNA 分解酵素を用いて piRNA のトリミング能を獲得したと推測

される。実際に Pnldc1 欠損マウスの精巣と同様に、Nibbler 欠損ショウジョウバエの卵巣

においても、piRNAの 3’末端の 1 塩基下流にはウラシルが多く存在し、トリミングが起こ

らない場合、mitoPLDが 3’末端に切断されたままとなるという共通点も確認された。 

 

Pnldc1欠損マウス精巣における胎生期 piRNAの生合成と de novo DNAメチル化 

主に一次生成によって合成されるエキソン、5’UTR、及び、3’UTRにマップされる piRNA

の発現量は、Pnldc1 欠損マウスの胎生期精巣においても大きな差は認められなかった（図

3A）。すなわち一次生成のみによって産生される piRNA（pre-piRNA）の発現量は、PNLDC1

による 3’末端のトリミングに非依存的であると考えられる。一方、Pnldc1 欠損マウス精巣

において、一次生成と二次生成によって産生されるレトロトランスポゾン由来の piRNAは

発現量が減少しているが（図 3B、3C）、10nt重複の割合は野生型と同様に観察された（図

4）。このことは、MILIのスライサー活性による転写産物の切断は、piRNA の長さの影響

を受けずに行われることを示唆している。また、IAP に関しては、1stU 及び 10thA を持つ

piRNA発現量に変化は認められない。一方で、L1Md_A及び Gfに関しては、10thAの有無

に関わらず長いアンチセンス鎖 piRNA が減少していた（図 4B、4C）。以上のことから、

Pnldc1 欠損マウス精巣では、二次生成による piRNA の産生量が低下するものとしないも

のが存在することが明らかとなったが、この原因は不明である。 

二次生成によって産生された piRNAは MIWI2 に取り込まれ、核移行することが知られ

ているが、Pnldc1欠損マウス精巣では核に局在するMIWI2が減少していた（図 5）。この
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原因としては、（1）MIWI2の発現量が低下している、（2）トリミングされていない未成熟

な piRNA と結合した MIWI2 は結合 piRNA とともに分解される、という可能性が考えら

れる。このうちMIWI2の分解がより可能性が高いと考えられる。その理由として、piRNA

のトリミングに異常が起きる Tdrkh欠損精巣においても、MIWI2の発現量の減少が確認さ

れていること、伸長精子細胞において、MIWIは一部の piRNAと結合することで、ポリユ

ビキチン化を介した分解が誘導されること(Zhao et al., 2013)、などが挙げられる。いずれ

においても、この詳細は今後の解析が待たれるが、piRNA のトリミング不全は、MIWI2

の核内移行の減少と LINE1の DNAメチル化レベルの低下、及び LINE1 RNA の増加に繋

がっていると考えられる。 

 

Pnldc1依存的なパキテン piRNAの合成とその機能 

パキテン piRNA の生合成に必須の遺伝子である Miwi、Rnf17 の変異マウスでは、減数

分裂後の半数体の分化異常が生じることから(Deng and Lin, 2002; Wasik et al., 2015)、パ

キテン piRNA は精子形成に必須であると考えられている。パキテン piRNA の大部分は標

的 RNAが存在しないと考えられてきたが、近年の報告で、一部のパキテン piRNAはMIWI

とともに相補的な配列を持つ mRNA や長鎖非コード RNA を標的とし、その分解を誘導す

ることが報告された(Goh et al., 2015; Watanabe et al., 2015; Zhang et al., 2015)。

PNLDC1 によるパキテン piRNA のトリミングがこれらの MIWI 依存的な標的 RNA の分

解にも寄与している可能性が考えられる。パキテン piRNAはその機能が不明なものが大部

分であるが、Pnldc1 欠損マウスの解析を進めることによって、トリミングの役割が明らか

になることが期待される。 



23 

 

材料・手法 

受精卵へインジェクションする sgRNA発現ベクター構築 

Pnldc1 エキソン 3またはエキソン 7を認識するオリゴ（表 1）のセンス鎖・アンチセン

ス鎖をそれぞれ 250pmol/ml となるように混ぜ、ヒートブロックで 5 分間 95℃加熱。ヒー

トブロックの電源を切り、常温に下がるまで放置し、センス鎖とアンチセンス鎖をアニー

リングさせた。pBlueScript-SK(+)II-T7-gRNAを制限酵素 BbsIで 37℃1h処理後、直鎖状

したプラスミドとアニーリングしたオリゴを Ligation high（東洋紡）でライゲーションし、

DH5αに形質転換を行い、コロニーを得た。コロニーを各々10個ずつ 2ml LB 培地中で 8

時間 37℃インキュベートし、核酸自動分離装置（クラボウ）を用いてプラスミド DNA を

抽出した。BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit（サーモフィッシャー）とM13 

Primer P8ユニバーサルプライマー（表 2）を用いて目的領域を増幅し、エタノール沈殿で

精製した。Hi-Diホルムアミド（サーモフィッシャー）に増幅したサンプルを溶解し、3分

間 99.9℃で加熱後、サンガーシーケンサー（アプライド）で配列を解読した。 

 

In Vitro Transcription 

Pnldc1 エキソン 3 またはエキソン 7 を認識するオリゴを挿入した pBlueScript-SKII を

制限酵素 XbaIで 37℃、O/N処理し、直鎖状にした。Pnldc1 エキソン 3と 7をターゲット

した sgRNA 及び Cas9 mRNA を得るため、mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra Kit

（Ambion）を用いて In vitro transcriptionを行った。Cas9 mRNAには poly A を付与し

た。反応後、Nuc Away kit（サーモフィッシャー）を用いて夾雑物を除いた。 

 

CRISPR/Cas9システムを用いた Pnldc1欠損マウスの作製 

 雄 C57BL6J の精巣上体から精子を採取し、ミネラルオイル（ナカライ）で覆った HTF

培地（101.6mM 塩化ナトリウム、4.69mM 塩化カリウム、2.03mM 塩化カルシウム二水
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和物、0.37mM リン酸二水素カリウム、0.2mM 硫酸マグネシウム七水和物、25mM 炭酸

水素ナトリウム, 2.78mM D-グルコース, 0.34mM ピルビン酸ナトリウム, 0.34%乳酸ナト

リウム 60%, 5mgストレプトマイシン, 7.5mg ベンジルペニシリン, 0.0004%フェノールレ

ッド, 0.4%ウシ血清アルブミン（BSA））の 400µlドロップ中で、2時間 37℃でインキュベ

ート。約 63時間前に 7.5IUの PMSG（あすかアニマルヘルス）注射と、約 15時間前に 7.5IU

の hCG（あすかアニマルヘルス）注射を行った雌 C57BL6NCrの卵管膨大部から未受精卵

を摘出。新しい 400µl HTF 培地中に 50 個の未受精卵と 100cell/µl の濃度で精子を入れ、

37℃インキュベータ中で 3 時間の培養によって、人工授精させた。培養後ヒアルロニダー

ゼ（シグマ）を添加し、2 分 37℃インキュベートにより卵丘細胞を除いたのち、受精卵を

ミネラルオイルで覆った k-som 培地（94.47mM 塩化ナトリウム, 2.55mM 塩化カリウム, 

1.7mM 塩化カルシウム二水和物, 0.37mM リン酸二水素カリウム, 0.2mM硫酸マグネシウ

ム七水和物, 25mM 炭酸水素ナトリウム, 0.22mM D-グルコース, 1.03mM L-グルタミン, 

0.2mM ピルビン酸ナトリウム, 0.145%乳酸ナトリウム 60%, 5mg ストレプトマイシン, 

8mg ベンジルペニシリン, 99µM エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム, 0.3%BSA）の

10µl ドロップへ移動させた。実態顕微鏡の明視野で雌雄前核が見えるまで受精卵を発生さ

せ、Cas9 mRNA（50ng/µl）と sgRNA（25ng/µl）を混ぜた Nuclease Free Waterをイン

ジェクションし、k-som培地中で 2細胞期まで 37℃でインキュベート。医学系研究科動物

施設の生殖工学ユニットに依頼し、2細胞期胚を偽妊娠 ICRマウスに移植し、産仔を得た。

それぞれ設計したプライマー（表 3）で産仔から得たゲノムを増幅し、欠損が入っている個

体を得た。増幅したゲノムの配列をサンガーシーケンサーで読むことで、欠損パターンを

確認した。 

 

パラフィン切片作製 

精巣をブアン固定液（シグマ）に浸し、16 時間４℃振とうして固定した。その後、固定
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液を PBSに置換し、30分間常温での振とうを、2回行った。引き続き 70%、80%、90%エ

タノールへの置換を各 1回、99.5%エタノールへの置換を 3回、キシレンへの置換を 3回行

った。それぞれ置換の度に 30 分間常温で振とうした。最後に 60℃で溶かしたパラフィン

（paraplast X-TRA、シグマ）に置換し、60℃1時間での振とうを 2回行った後に、包埋し

た。切片は回転式ミクロトーム（カールツァイス）で 7µmに薄切して作製し、40℃の水で

伸展後、スライドガラス上に載せ、16時間 42℃で乾燥させた。 

 

エマトキシリン・エオシン染色 

常温で行い、各手順において特に記載が無い場合は 30 秒間浸した。切片をキシレンに 3

回浸し、脱パラフィンを行う。その後 99.5%、90%、85%、70%、50%、PBS と浸し、マ

イヤーヘマトキシリン溶液（シグマ）に浸して 10 分間染色する。その後 10 分間流水水洗

を行い、80%エタノールに 20秒間浸した後、エオジン・フロキシン B液（1%エオシン Y：

1%フロキシン B：99.5%エタノール：酢酸 = 20：2：156：1）で 30秒間染色した。次に、

80%エタノールに 20 秒浸した。最後に、99.5%エタノールとキシレンに各 2 回ずつ浸した

後、エンテラン（メルク）を用いてカバーガラスで切片を封入した。観察は BZ-X710（キ

ーエンス）で行った。 

 

RNA抽出・精製 

精巣から ISOGEN（ニッポン・ジーン）を用いて RNA抽出した。その後、TURBO DNase

（サーモフィッシャー）で処理し、フェノールクロロホルム抽出とエタノール沈殿により、

RNAを精製した。 

 

small RNA-seq 

TruSeq Small RNA Library Prep Kit（イルミナ）を用いて、小分子 RNAに 3’アダプタ
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と 5’アダプタを付与し、逆転写後、PCRによる増幅を行った。その後 PAGEで cDNAを展

開し、20-50塩基長相当の small RNA由来の cDNAを切り出し精製でライブラリを調整し

た。ペアエンドで Illumina Hiseqを用いてライブラリの配列を解析した。この項目の実験

操作は北海道システム・サイエンス株式会社に依頼した。 

 

NGS解析 

配列データからアダプタを除去し、miRNA を 20-24 塩基長、piRNA を 24-50 塩基長と

して、解析ツール Pipipes(Han et al., 2015b)を用いて解析を行なった。また、IAP と

L1Md_A及び Gf 由来 piRNAの 1stUの解析は、IAP（M17551）、L1MdA（M13002）及

び L1MdGf（D84391）のコンセンサス配列にマップ（配列のミスマッチは 2塩基許容）さ

れた配列をそれぞれ由来の piRNAとして用いた。 

 

凍結切片作製 

精巣を 2%PFA/PBS液に浸し、4℃で振とう。胎生期精巣は 1時間固定、8週齢精巣は精

巣の膜に 27ゲージ注射針（テルモ）で穴を複数空け、2時間固定。その後、PBSに置換し、

1時間 4℃で振とう。次に、10%スクロース/PBSに置換し、1時間 4℃で振とうした後、さ

らに 20%スクロース/PBSに置換した。精巣が液中で沈むようになるまで 4℃で振とうした

後、10%スクロース+OTC コンパウンド（サクラ）/PBSで置換し、16時間 4℃で振とうし

た。OTCコンパウンドで精巣を包埋し、クライオスタット（ライカ）で 8µmに薄切し、ス

ライドガラス上に切片を載せた。風乾させた後、-80℃で保存した。 

 

蛍光免疫染色 

切片を PBST（0.05% Tween/PBS）で三回洗浄した後、0.5% TritonX-100/PBSに 30分

間常温で浸漬。MILI及びMIWI2抗体染色の際には抗原賦活化を行った。10mMクエン酸
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ナトリウム緩衝液（1.8mM クエン酸水溶液, 8.2mM クエン酸ナトリウム水溶液）中に切

片を浸漬し、オートクレーブ（トミー精工）による高温高圧を 20分間 121℃の条件で行い、

抗原を賦活化した。温度が 100℃以下に下がった後に室温に取り出し、30 分間常温に静置

した。ブロッキング液（10%正常ヤギ血清、3%ウシ血清アルブミン/PBS）を切片にのせ、

1時間常温でブロッキングした。その後、ブロッキング液で希釈した 1次抗体（抗MILI抗

体（#2071、CST）400倍希釈、抗MIWI2抗体（ab21869、abcam）200倍希釈、抗MIWI

抗体（#2079、CST）200倍希釈）を切片にのせ、16時間 4℃で反応させた。PBSTで三回

洗浄し、ブロッキング液で希釈した 2次抗体 Goat anti-Rabbit IgG(H+L) Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody, Alexa Fluor 488（抗MILI抗体に対して 400倍希釈、抗MIWI2、

MIWI 抗体に対して 500 倍希釈）（A11008、サーモフィッシャー）を切片にのせ、遮光下

で 1時間常温に置いて反応させた。PBSTで三回洗浄し、1µg/ml 4′, 6-ジアミジノ-2-フェニ

ルインドール（DAPI）/PBS を切片にのせ、5 分間常温で DNA を染色した。PBS で 3 回

切片を洗浄した後、封入剤（Fluoromount-G、Southern Biotech）で封入した。画像の取

得は共焦点顕微鏡 FV1000-D（IX）倒立型（オリンパス）で行った。 

 

生殖細胞のソーティング 

脱膜した精巣を 1.5mlチューブに入れ、PBSで 2回洗浄した。500µl ハンクス平衡塩溶

液（Ca、Mg、フェノールレッド含有）（HBSS）（ナカライ）に置換し、0.5mg Collagenase 

B（ロシュ）と 10µg DNase（DP212、フナコシ）を加え、20分間 37℃でインキュベート。

HBSS で 2 回洗浄し、500µl 0.25%トリプシン（サーモフィッシャー）を添加し、10 分間

37℃でインキュベート。その後、500µl FCS（サーモフィッシャー）/DMEMを加え、さら

に 0.2mg DNase Iを添加し 5分間 37℃でインキュベート。HBSSで 2回洗浄し、300µl 5% 

BSA/PBSに置換。1µg PE anti mouse CD326（Ep-CAM） antibody（BioLegend）を添

加し、遮光して 2時間 4℃で抗体反応。HBSSで 2回洗浄し、700µl 5% BSA/PBSに置換
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後、細胞をセルストレイナー（ファルコン）で細胞をフィルトレーションして細胞を単離

した。ソーティングは FACS AriaII（ベクトン・ディッキンソン）で行った。 

 

バイサルファイトシーケンシング 

DNeasy Blood & Tissue kit（QIAGEN）を用いて FACSで回収した細胞から DNAを抽出

し、EpiTect Fast Bisulfite Conversion Kit（QIAGEN）を用いて DNAをバイサルファイ

ト処理した。Epi Taq 酵素とプライマー（表 4）を用いてバイサルファイト処理後の DNA

を PCR増幅し、電気泳動で展開後、目的産物を Gel Extraction kit（QIAGEN）を用いて

精製した。H19、IAP1d1、L1MdGfは、1st PCRと 2nd PCRで二回の増幅を行った。次

に、目的産物を pGEM-T easy（プロメガ）にライゲーションし、大腸菌 DH5αに形質転

換した。コロニーを各々20個ずつ得、2ml LB 培地中で 8時間 37℃インキュベートした。

核酸自動分離装置（クラボウ）を用いてプラスミドを抽出し、BigDye Terminator v1.1 Cycle 

Sequencing Kit（サーモフィッシャー）と T7ユニバーサルプライマー（表 2）を用いて目

的領域を増幅し、エタノール沈殿で精製した。Hi-Di ホルムアミド（サーモフィッシャー）

に増幅したサンプルを溶解し、3 分間 99.9℃で加熱後、サンガーシーケンサー（アプライ

ド）で配列を解読した。 

 

逆転写反応と qPCR 

ThermoScriptTM RT-PCR system（サーモフィッシャー）により精製したRNAを逆転写し、

cDNAを得た。CFX384 TouchTM リアルタイム PCR解析システム（バイオ・ラッド）を

解析に用い、THUNDERBIRDTM SYBR qPCR Mix（東洋紡）で qPCRを行った。プライ

マーは表 5に示した。 
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RNA電気泳動 

DNase処理済みの RNAを 4M尿素入り 15%変性ゲル（和光純薬）にアプライし、TBEバ

ッファー（500mM トリス塩基、485mM ホウ酸、20mM EDTA）を泳動バッファーとし

て電気泳動を行った。泳動像の撮影は、3µl Sybr Gold Nucleic Acid Gel Stain（サーモフィ

ッシャー）を添加した 30ml TBEバッファーにゲルを 10分間常温で浸して染色した後、ゲ

ル撮影装置 FAS-IV（日本ジェネティクス）で行った。 
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表 1、sgRNA作製用オリゴ塩基配列 

sgRNA オリゴ 配列 

Exon3 Sense 5'-AGGGTCTTCAGATACCACTCAGA-3' 

Exon3 Antisense 5'-AAACTCTGAGTGGTATCTGAAGAC-3' 

Exon7 sense 5'-AGGGCGATGCCAGGCAGAGTCATC-3' 

Exon7 Antisense 5'-AAACGATGACTCTGCCTGGCATCG-3' 

 

表 2、ユニバーサルプライマー塩基配列 

ユニバーサルプライマー 配列 

M13 P8 5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGGAAAC-3' 

T7 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' 

 

表 3、ジェノタイピングプライマー塩基配列 

ジェノタイピング用プライマー 配列 

アニーリング 

温度 

Exon3 Forward 5'-CCTTGCCTATGCAGTGAGATG-3' 

60℃ 

Exon3 Reverse 5'-CGCCAAAGCTGGTTTTACCTAC-3' 

Exon7 Forward 5'-AGTCACAGCGTTGAAAGCAC-3' 

60℃ 

Exon7 Reverse 5'-GGCACACAGGAAAGAGAATCTG-3' 
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表 4、バイサルファイトシーケンシングプライマー塩基配列 

バイサルファイト 

PCRプライマー 

配列 

アニーリング 

温度 

サイクル数 

1st PCR       

H19 Forward 5'-GAGTATTTAGGAGGTATAAGAATT-3' 

56℃ x30 

H19 Reverse 5'-ATCAAAAACTAACATAAACCCCT-3' 

L1MdA Forward 5'-TTATTTTGATAGTAGAGTT-3' 

52℃ x40 

L1MdA Reverse 5'-CRAACCAAACTCCTAACAA-3' 

L1MdGf Forward 5'-GTTAGAGAATTTGATAGTTTTTGGAATAGG-3' 

56℃ x10 

L1MdGf Reverse 5'-CCAAAACAAAACCTTTCTCAAACACTATAT-3' 

IAP1d1 Forward 5'-GTTTGTAATGGTGGGAGAT-3' 

50℃ x30 

IAP1d1 Reverse 5'-ATTCTAAAATAAAATATCCCTCC-3' 

2st PCR 

  

  

H19 Forward 5'-GTAAGGAGATTATGTTTATTTTTGG-3' 

56℃ x30 

H19 Reverse 5'-CCTCATTAATCCCATAACTAT-3' 

L1MdGf Forward 5'-TAGGAAATTAGTTTGAATAGGTGAGAGGT-3' 

56℃ x30 

L1MdGf Reverse 5'-TCAAACACTATATTACTTTAACAATTCCCA-3' 

IAP1d1 Forward 5'-AAATAAATTGTGGGAAGT-3' 

51℃ x30 

IAP1d1 Reverse 5'-CAAAAAAAACACCACAAACCAAAAT-3' 
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表 5、qPCR プライマー塩基配列 

qPCRプライマー 配列 

アニーリング

温度 

Actb F 5'-CGGTTCCGATGCCCTGAGGCTCTT-3' 

60℃ 

Actb R 5'-CGTCACACTTCATGATGGAATTGA-3' 

IAP 1d1 F 5'-AACGCTGCTGCTTTAACTCC-3' 

60℃ 

IAP 1d1 R 5'-ATTGTTCCCTCACTGGCAAA-3' 

LINE1A type F 5'-CAGCTGAGTCGCCTGACAC-3' 

60℃ 

LINE1A type R 5'-CTCTCCTTAGTTTCAGTGG-3' 

LINE1Gf type F 5'-CTGTACCACCTGGGAACTGC-3' 

60℃ 

LINE1Gf type R 5'-TGCTGGCAAGCTCTCTTACA-3' 
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図 1. Pnldc1遺伝子の第 3エキソンを 11塩基欠損したマウスにおける精子形成不全 

（A）Cas9/sgRNAでターゲットした領域（緑下線部）、Pnldc1欠損マウスの変異箇所、及

び、欠損を確認したシーケンス結果と欠損マウスにおける Pnldc1 mRNA の終止コドンの

位置。矢印はジェノタイピング用プライマーの位置を示す。（B）PCRによるジェノタイピ

ングの結果。（C）8週齢野生型及び Pnldc1欠損マウスの外観（上）及びその重量（下）。（D）

8 週齢野生型及び Pnldc1 欠損マウス精巣の外観（上）及びその重量（下）。p = 0.00028。

（Scale bar = 2mm）（E）8週齢の野生型、及び Pnldc1欠損マウス精巣（上）と精巣上体
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（下）のHE染色像（Scale bar = 50µm）。（F）減数分裂異常及び形態形成異常を示す精細

管の代表図（Scale bar = 50µm）（左）と Pnldc1欠損マウス精巣 2個体の精子形成異常の

比率（右）。 

 

図 2. Pnldc1遺伝子の第 7エキソンに約 800塩基の挿入のあるマウスの精子形成不全 

（A）Cas9/sgRNA でターゲットした領域（緑下線部）とその周辺の概略図と Pnldc1 欠損

マウスの変異箇所。矢印はジェノタイピング用プライマーの位置を示す。（B）PCRによる

ジェノタイピングの結果。（C）8週齢の野生型、Pnldc1ヘテロ欠損、及び、Pnldc1欠損マ

ウス精巣の外観。（Scale bar = 2mm）（D）8週齢の野生型、Pnldc1ヘテロ欠損、及び、Pnldc1

欠損マウス精巣（上）と精巣上体（下）のHE染色像（Scale bar = 50µm）。 
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図 3. 胎生期 16.5日齢 Pnldc1欠損精巣における pre-piRNAの蓄積 

（A）遺伝子領域及びリピート配列に由来する piRNA の発現量。（B）LTR及び LINE由来

のセンス鎖・アンチセンス鎖 piRNA それぞれの発現量。（C）各塩基長の piRNA 発現量。

（D）LTR 型レトロトランスポゾン IAP、及び、LINE 型レトロトランスポゾン A タイプ

と Gfタイプのコンセンサス配列にマップされる RNAを 24-31塩基長と 32-50塩基長のグ

ループに分類し、各グループの RNA5’末端のウラシル（1stU）の比率。（E）ゲノムにユニ

ークヒットする出生後 24日齢 piRNAの上流と下流のゲノム配列の塩基分布。Pnldc1欠損

精では piRNA の 3’末端の下流の塩基がチミンに偏っている。（左）LTR 由来の piRNA。

（右）LINE由来の piRNA。gDNA ; genome DNA 
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図 4. 胎生期 16.5日齢 Pnldc1欠損精巣における piRNAの二次生成 

（A）LTR及びLINEのコンセンサス配列にマップされたセンス鎖とアンチセンス鎖piRNA

の 5’末端が相補する塩基長の算出結果。（B）LTR型レトロトランスポゾン IAP（M17551）、

及び、LINE型レトロトランスポゾン A（M13002）タイプと Gfタイプ（D84391）の配列

にマップされる 24-50塩基長のアンチセンス鎖 RNAを、24-31塩基長と 32-50塩基長のグ

ループに分類。各グループの 10thA piRNA の発現量を示す。（C）IAP、LINE1 の A タイ

プ及び Gf タイプの配列にマップされる 24-50 塩基長のセンス鎖 RNA を、24-31 塩基長と

32-50塩基長のグループに分類。各グループの 1thU piRNA の発現量を示す。 
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図 5. Pnldc1欠損精巣におけるMILI及びMIWI2の局在異常 

胎生期 16.5 日齢野生型及び Pnldc1 欠損マウスにおける MILI 及び MIWI2 の免疫染色像

（Scale bar = 10µm）。 
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図 6. Pnldc1欠損精巣における DNAメチル化異常 

生後 10日齢コントロール及びPnldc1欠損精巣から回収したEp-CAM陽性の生殖細胞にお

ける IAP1d1 及び LINE1 プロモーター領域の DNA メチル化状態。（A）エキソン 3 を 11

塩基欠損したマウス。（B）エキソン 7に 約 800塩基挿入されたマウス。（QUMAによる解

析 : identity > 90%、converted >90%） 
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図 7. Pnldc1欠損精巣における LINE1の発現増加 

生後 12 日齢コントロール及び Pnldc1 欠損精巣におけるレトロトランスポゾン RNA の発

現量。エラーバーはテクニカルトリプリケート。（n=1） 

 

 

 

 

 

 

図 8. Pnldc1欠損成体精巣におけるMILI及びMIWIの局在異常 

8 週齢野生型及び Pnldc1 欠損マウス精巣の精母細胞及び円形精子における MILI 及び

MIWIの免疫染色像（Scale bar = 10µm）。 
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図 9. 生後 24日齢 Pnldc1欠損精巣におけるパキテン pre-piRNAの蓄積 

（A）生後 24日齢コントロール及び Pnldc1欠損精巣の total small RNA電気泳動像。（B-D）

生後 24 日齢コントロール及び Pnldc1 欠損精巣中の小分子 RNA 解析。（B）24-50 塩基長

小分子 RNA の各分類の発現量（上）と各 piRNA クラスターの比率（下）。（C）パキテン

piRNAクラスター由来の piRNAの各塩基長の発現量。（D）パキテン piRNAクラスターに

マップされる RNAを 24-32塩基長と 33-50塩基長のグループに分類し、その 5’末端のウラ

シル（1stU）の比率。（E）ゲノムにユニークヒットする胎生期 16 日齢 piRNA の上流と下

流のゲノム配列の塩基分布。Pnldc1欠損精では piRNAの 3’末端の下流の塩基がチミンに

偏っている。gDNA ; genome DNA 
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図 10. 生後 24日齢 Pnldc1欠損精巣におけるプレパキテン pre-piRNAの蓄積 

（A）プレパキテン piRNA クラスター由来の piRNA の各塩基長の発現量。（B）プレパキ

テン piRNAクラスターにマップされる RNAを 24-32塩基長と 33-50塩基長のグループに

分類し、その 5’末端のウラシル（1stU）の比率。 
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