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緒 言 
 
ゲノムプロジェクトの成果から、真核生物ゲノムの膨大な領域（ヒトでは45%）がトランスポゾンもしくはレトロ

トランスポゾンに占められることが分かった。レトロトランスポゾンはゲノム内を転移する能力を持つ寄生性 DNA
因子であるが、これはゲノムから排除されず、世代を越えて保持される。しかし、レトロトランスポゾンの転移は、

生物の次世代継承にとって脅威となるため、その発現は抑制されている。レトロトランスポゾンは多いもので数十万

コピー存在し、その配列は塩基置換によって多様なバリエーションがある。従って、レトロトランスポゾンの発現を

抑制するには、膨大な種類を認識することが可能な分子システムの存在が考えられる。2006年、我々を含む複数の研

究グループが、Piwi蛋白質群と結合するpiRNAと名付けた約25塩基長の小分子RNA群を発見した［1，2］。次世

代型シーケンサーを用いた解析から、piRNAはレトロトランスポゾンの転写産物に由来し、膨大な種類数（現在報告

されているもので数10万種類以上）が同定された。また、配列をゲノムにマッピングした結果、piRNAが大部分の

レトロトランスポゾン領域をカバーすることが分かった。すなわち、piRNAは抑制を受ける全レトロトランスポゾン

の断片化された配列情報である、と言える。Piwi遺伝子群の変異体は、生殖幹細胞発生異常が起こり不稔となる［3］。
piRNA の生合成変異ハエでは、各種レトロトランスポゾンの脱抑制が起こる［2］。以上の結果は、Piwi タンパク質

はpiRNAをガイド分子としてレトロトランスポゾンを認識し、その発現を抑制していることを示している。 
これまでの解析から、Maelstrom、HP1a、CG3893 遺伝子などがトランスポゾン抑制に関わる因子群であること

を明らかにしてきた。詳細な機能解明を行った結果、CG3893 は piRNA 生合成には関与しないこと、核局在蛋白質

であること、Piwi 同様ショウジョウバエ雌の生殖能に必須であること、Piwi-piRNA 複合体と相互作用すること、

CG3893が持つZn-finger motifがトランスポゾンの抑制に必須であること、などを明らかにした［4］。さらに近年、

Piwi に対するモノクローナル抗体を用いて、Piwi が相互作用する新たなクロマチン因子、リンカーヒストン H1 を

発見した。人工piRNAによる任意領域のエピゲノム改変系を構築し、PiwiがリンカーヒストンH1とクロマチンと

の相互作用を正に制御することを見いだした。一方、ChIP-seqやATAC-seqなどのエピゲノム解析を行ったところ、

Piwi-piRNA 複合体はトランスポゾン領域のクロマチン構造を配列特異的に制御するとともに、そのクロマチン構造

の制御はトランスポゾン周囲領域へと拡がる（Spread する）ことを見出した。実際、mRNA-seq 解析を行ったとこ

ろ、100種以上の蛋白質コード遺伝子の発現がPiwiの機能消失に伴って上昇することを見出している［5］。 
Piwi-piRNA 複合体が果たす生物学的重要性は明らかであるが、トランスポゾンの制御の破綻が一体どのようにし

て生殖機能不全につながるのか、その分子経路は未解明である。過剰に発現したレトロトランスポゾン mRNA が生

殖機能不全を引き起こすという考えがある一方、近年、レトロトランスポゾンのゲノム内配置が周囲の蛋白質コード

遺伝子の発現を制御する「足場」となることが報告されており、Piwiは直接的に生殖細胞形成に重要な蛋白質コード

遺伝子を制御する可能性も出てきた。本研究はPiwi-piRNA複合体がレトロトランスポゾンのみならず、その周囲領

域のタンパク質コード領域のエピゲノムを変化させ、これが生殖幹細胞の維持異常という表現型に直結しているとい

う仮説をたて検証することとした。 
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方 法 
 
1． 培養細胞OSCの維持と遺伝子導入 
培養細胞OSCの維持や遺伝子導入は以前の論文と同様に行った［6］。ノックダウンはNucleofector 4D deviseと

96 well shuttleシステムを用いて行った。用いた siRNA配列は以下の通りである。 
siEGFP:5'-GGCAAGCUGACCCUGAAGUdTdT / 5'-ACUUCAGGGUCAGCUUGCCdTdT、siPiwi:5'- 
GCUCCCAGGCGUGAAGGUGdTdT /  5'- CACCUUCACGCCUGGGAGCdTdT、siCG14438:5'- 
GCUAAGGACGCGCUUCAAUdTdT /  5'- AUUGAAGCGCGUCCUUAGCdTdT。 
2． RT-qPCR、mRNA-seq解析、ChIP解析 
培養細胞から ISOGENによって全RNAを単離した。DNase（NEB）処理後、エタノール沈殿で全RNAを精製し

た。Superscript IIIを用いて逆転写し、cDNAとした。得られた cDNAを鋳型に定量的PCRを行った（TAKARA PCR 
Thermal Cycler Dice）。得られたデータからRP49遺伝子をインターナルコントロールとしてレトロトランスポゾンの

発現量や ccn 遺伝子の発現量を相対定量した。mRNA-seq 解析は全 RNA を単離後、poly(A)+RNA を精製した後、

NEBNext Ultra RNA Library Prep Kit for Illuminaを用いてライブラリーを調整した。得られたNGSデータをCLC 
Genomics Workbenchを用いて発現量などのデータを解析した。ChIP解析は岩崎らの方法に従い行った［5］。 

 
結果および考察 

 
1．OSCが制御する蛋白質コード遺伝子の同定 
はじめに piRNA が抑制する標的蛋白質候補遺伝子を探索することとした。piRNA は 1 本鎖 RNA であり、標的は

piRNAと相補的なmRNAをコードする遺伝子であることが報告されている。これまでの遺伝学的解析からPiwiは生

殖細胞と卵巣性体細胞の空間配置を制御することが分かっており、この空間配置の制御には、細胞間接着分子、たとえ

ば DECad やFas3 が重要な役割を果たすことが報告されている［6］。実際 Piwi 変異ハエでは DECad の発現が上昇

しており、細胞間接着分子の制御が生殖細胞形成におけるPiwiの重要な役割である可能性が高い。そこで、piRNAに

よって制御される細胞間接着分子候補を探索したところ、イントロン中にトランスポゾン配列を持つ遺伝子を一つ見出

した。これは ccnと呼ばれる遺伝子で細胞外マトリックス結合蛋白質である。図1に示すように ccn遺伝子では、piRNA
がイントロン領域に集中的にマップされる。すなわち、piRNAは ccn mRNAのイントロンと相補的な配列である。従

ってPiwi-piRNA複合体は、イントロンを含む転写途上の ccn mRNAと塩基対を形成することで、その発現を抑制す

ることが予測された。 
 

図1．ccn遺伝子におけるpiRNAマップ 
OSCで得られたPiwi結合piRNA群を黒の線（点線枠内）で示す（ただし、同一配列は1つの線に省略した）。 
計837のpiRNAがccn領域にマップされた。ccn遺伝子のエキソン（青太線）、イントロン（水色細線）、 
イントロンに含まれるレトロトランスポゾン配列（マゼンタ）をそれぞれ下部に示す。マップされたpiRNA 
は、ccn遺伝子のmRNAと相補的である。 
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以上の結果から、Piwi が ccn 遺伝子を標的とする可能性を実際に検証することとした。piwi 遺伝子の発現をRNAi
法を用いてノックダウンし、ccn mRNAの発現量を定量した。Western Blot法を用いて解析した結果、ノックダウン

の有効性を確認することができた（図2A）。次に、mRNAを単離し、RT-qPCR法によって ccn mRNAを定量した。

その結果、Piwiノックダウン細胞において ccn遺伝子の発現が上昇することが明らかとなった（図2B）。すなわち ccn
遺伝子はPiwi-piRNA経路の制御下にあることが強く示唆された。 
 

 
 

図2．Piwiノックダウン細胞における ccn遺伝子の発現量 
(A) Piwiに対するsiRNAをOSCにトランスフェクションし、western blot法でRNAiの効果を検証した。 

ネガティブコントロールとしてEGFPに対するsiRNAを使用した。 
(B) ccn遺伝子のmRNAを定量するため、ccn遺伝子に対し2種類のprimer setを設計し、RT-qPCRを行った。 

リボソーム蛋白質の一つであるRP-49を内部コントロールとして ccn mRNAの相対量を定量した。 
 

 したがって、細胞外マトリックス結合蛋白質と予測される ccn 遺伝子がPiwi ノックダウン細胞で発現上昇すること

が分かった。現在、この制御が実際に生殖細胞形成において重要か検討する実験をハエ個体で行っている。 
 
２．新規クロマチン制御因子CG14438の同定とその機能解明 
 新規クロマチン制御因子の同定を試みた結果、CG14438 遺伝子がレトロトランスポゾンの抑制に必須であることを

見いだした（図3）。その脱抑制の効果は、Piwiやヘテロクロマチン因子HP1aのノックダウンに匹敵しており、レト

ロトランスポゾン抑制因子として重要な役割を果たすと期待された。 

図3．CG14438ノックダウン細胞におけるレトロトランスポゾンの脱抑制 
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CG14438は約370kDaのタンパク質であり、C2H2 typeのZn-fingerドメインを有する。したがって、転写因子な

ど核酸との相互作用が予測されるが、それ以外の機能は未知である。そこで、CG14438 遺伝子の機能を探るため、N
末端200アミノ酸残基とGSTとの融合タンパク質を大腸菌で発現、精製し、これを抗原としてモノクローナル抗体の

作製を開始した。その結果、当初 370 kDa という巨大蛋白質を認識する抗体を得るのは難しいと予想していたが、特

異的にCG14438 を認識する抗体が得られており、免疫沈降可能であることも確認した。現在、ChIP-qPCR 法を駆使

して、CG14438 がクロマチンと直接相互作用する可能性を検討している。一方、mRNA-seq 解析を行った結果、

CG14438 はトランスポゾンのみならず、ccn も制御していたことから、当初目的としていたレトロトランスポゾン制

御に特異的な因子ではないと結論づけた。Ccnは細胞間相互作用に働く因子であり、生殖幹細胞とニッチの相互作用に

機能する可能性が示唆されている。したがって、ccn 遺伝子を有力な Piwi の下流で働く蛋白質コード遺伝子の一つと

して位置付け、その制御が実際に生殖細胞形成に必須であるかどうかを今後検討する予定である。 
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