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緒緒  言言  

 
生殖細胞は、卵子と精子に分化し、染色体の組み合わせにより多様な子孫を作る。生殖細胞の異常な分化は、    

次世代に重篤な悪影響を及ばすため、有性生物にとっては致命的である。この重篤な悪影響を及ぼす原因の1つとして、  
トランスポゾンの無作為な転移による遺伝子破壊が挙げられる。そのため、生物はトランスポゾンの発現を抑制する

機構を進化させてきた。生殖細胞特異的に発現する25〜30塩基長のpiRNAは、PIWIタンパク質とpiRISCを形成し、
piRNAの配列に相補的なトランスポゾンmRNAの発現を転写段階または転写後段階で抑制し、生殖ゲノムを守って 

いる［1］。piRNAは、始めに第一次経路で生成された後、ピンポン経路で増幅される。piRNAの素となるpiRNA   

前駆体は、ゲノム上でトランスポゾン断片が挿入されたpiRNAクラスターと呼ばれる領域から転写される。     

これまでにpiRNA生成経路に関与する因子は多数同定されてきた。しかし、これら因子のpiRNA生成経路における 

詳細な分子機能については未だよく判っていない。 
私は、カイコ卵巣由来の生殖細胞から樹立した培養細胞であるBmN4を実験材料として用い、piRNA生成経路の 

解明を試みた。カイコでは、2種類のPIWIタンパク質（SiwiとAgo3）がpiRNAと結合し、piRNA生成経路も保存   

されている［2］。これまでに、ピンポン経路においてSiwi-piRISCからAgo3へのpiRNA中間体（piRNA前駆体とpiRNA
の  中間産物）の受渡しにRNAヘリカーゼであるVasaが必要であることをin vitroアッセイ系を用いた解析から  

示し［3］、Vasaがピンポン経路で重要な員であることが判明した［3，4］。さらに、ミトコンドリア局在因子である
PapiとエンドヌクレアーゼであるZucの機能により、ミトコンドリア上でpiRNA中間体からpiRNAが生成される新規
piRNA生成経路のモデルを提唱した［5］。しかし、もう一つの経路である第一次経路については、どの因子が    

どのように機能してpiRNAを生成するのかは、ほとんど判っていなかった。 
これまでに行った解析から、Spn-Eが第一次経路に関与し、SiwiとQinとともに複合体を形成することを示した［3］。

Spn-Eは、ショウジョウバエやマウスにおいてpiRNA生成に重要な因子であることが判っているが［6］、分子機能に
ついては不明であった。Qinは、ショウジョウバエでピンポン経路で機能することは報告されていたが［7］、     

第一次経路で必要であるのかは不明であった。私が、SiwiをノックダウンしたBmN4でRNA seqを行ったところ、  

顕著に発現上昇が見られる新規LTR様トランスポゾンCountdown（Cd）を同定した。また、Qinは、Cd由来piRNA
の生成に関与し、Cd mRNAの発現を抑制するために重要であることが判った。一方、Spn-Eは、Cd由来piRNAの  

生成に影響は無いが、その他のトランスポゾン由来piRNAの生成に関与した。つまり、Spn-EとQinは第一次経路で 

異なるpiRNAの生成を制御していることが示唆された。しかし、Spn-EとQinは同じ複合体を形成するにも関わらず、
異なるpiRNAの生成で機能する仕組みは判らなかった。そこで、Spn-EとQinに特異的に結合する新規因子および
piRNA前駆体を同定することで、同じ複合体を形成するにも関わらず、異なるpiRNAを生成する仕組みを明らかに 

することを目的とした。 
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方方  法法  

 
11.. QQiinnままたたははSSppnn--EEにに結結合合すするる新新規規ppiiRRNNAA生生合合成成経経路路因因子子のの同同定定 

Qin または Spn-E と特異的に結合する因子を同定することは、第一次経路の詳細を解明するために有効な手段で   
ある。複合体を形成する前にSpn-EまたはQinと特異的に結合する新規因子を免疫沈降法により精製し、質量分析に
よって網羅的に検索し同定した。新規因子を RNAi でノックダウンした BmN4 細胞を用いて piRNA の発現量を      
ノーザンブロット法により検討した。 
22.. 新新規規トトラランンススポポゾゾンンppiiRRNNAAがが由由来来すするるppiiRRNNAAククララススタターーのの検検索索 
私の先行研究により、Cd 由来の piRNA が生成されることが判った。そのため、ゲノム内には、Cd 断片を含んだ

piRNAクラスターが存在すると推測された。しかし、カイコのデータベースが整備されておらず、piRNAクラスター
についての解析は進んでいなかった。最近、カイコのゲノム配列が詳細に読まれ、未知のゲノム領域が明らかになった

［8］。ショウジョウバエやマウスの解析から、piRNA クラスターは多種のトランスポゾンが混在している領域である
ことが判っている。そこで、これまでに得られた piRNAの情報と本研究で得られる piRNA前駆体の情報を統合し、
バイオインフォマティクス解析を行った。 
33.. SSppnn--EEままたたははQQiinnにに結結合合すするるppiiRRNNAA前前駆駆体体のの同同定定 

Spn-E抗体またはQin抗体を用いた iCLIP法により Spn-EとQinのそれぞれがRNAと結合することを明らかに
した。しかし、piRNA 前駆体のどのような種類そして、どれくらいの塩基長が結合しているのかは不明であった。     
また、これら因子がどのようにして、piRNA 前駆体を認識しているのかは謎である。本研究では、piRNA 前駆体の   
種類そして結合部位については抗体を用いた iCLIP 法を行った。piRNA 前駆体の塩基長については Qin をノック    
ダウンした BmN4 細胞から抽出した total RNA を用いたノーザンブロット法、または次世代シーケンサの使用と     
バイオインフォマティクス解析により、piRNA前駆体の特徴を同定する。 
 

結結  果果  

 
11.. QQiinnままたたははSSppnn--EEにに結結合合すするる新新規規ppiiRRNNAA生生合合成成経経路路因因子子のの同同定定  

Spn-E と Qin は、同じ複合体を形成するにも関わらず、異なる piRNA を生成することがわかった。しかし、    

この異なる仕組みが未だ明らかになっていないため、この複合体形成よりも上流過程で Qin または Spn-E に結合  

する新規 piRNA生合成経路因子の同定を試みた。コントロールまたはそれぞれの因子を RNAiでノックダウンした
サンプルから、それぞれの抗体を用いて免疫沈降を行い、ショットガン解析を試みた。その結果、それぞれ      

約 300 因子が得られた。一段階目のスクリーニングとして、これら因子をノックダウンしたサンプルと比較して、  

タンパク質の量比のスコアが1.5以上ある因子をそれぞれ56（Qin結合因子）と71（Spn-E結合因子）個抽出した。
二段階目の スクリーニングとして、RNA 結合能または核酸結合能を持つ因子を更に 11（Qin 結合因子）と     

15（Spn-E結合因子）個選別した（図 1）。これらの因子に対する dsRNAを作製し、BmN4細胞を用いたRNAi法
によりノックダウンを行い、ノーザンブロット法を用いて piRNA の生成量を確認した。その結果、2 因子       

（タンパク質EとF）について、RT3 piRNAの量に変化が見られないが、CD piRNAの量の劇的な減少が見られた
（図2）。  
22.. 新新規規トトラランンススポポゾゾンンppiiRRNNAAがが由由来来すするるppiiRRNNAAククララススタターーのの検検索索  
カイコのデータベースは、整備されておらず不完全なゲノム配列しか判っていなかった。そのため、piRNA の基  

となるpiRNA前駆体を転写するpiRNAクラスターを同定することは、非常に困難であった。最近、Kawamotoらが   
報告した論文により、詳細にカイコゲノムが読まれ、データベースが整備された。そこで、私は、Siwi に結合する   

Cd piRNAを新しいゲノム配列にマップすることで、Cd piRNAクラスターの同定を試みた。その結果、2つの染色体
の一部の領域で、Cd断片が挿入されており、piRNAがマップされることが判った。おそらく、これらの領域からpiRNA
前駆体が転写されていると考えられた。  
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33.. SSppnn--EEままたたははQQiinnにに結結合合すするるppiiRRNNAA前前駆駆体体のの同同定定  
Spn-EおよびQin抗体を用いた iCLIP法を行い、結合するRNAの cDNAライブラリーを作製して、イルミナ社の

miseqでdeep sequenceを行った。現在、得られた結果を解析中である。 
QinをノックダウンしたBmN4細胞から抽出した total RNAを用いたノーザンブロット法を行った結果、5,000 nt
の位置にアンチセンス鎖のCdのバンドが検出された。このバンドを同定するために、total RNAをアガロースゲルで
泳動後、RNA抽出キットを用いて、目的サイズを精製した。精製効率を確認するために、このサンプルと total RNA
を用いて、ノーザンブロット法を行った。しかし、total RNAではCd RNAのバンドが検出されるが、精製したサン
プルではバンドが消失した。この Cd のバンドが RNA であることを明らかにするために、RNaseA または DNase I   
処理を行ったところ、RNase処理ではバンドが消えず、DNase処理で消失することが判った。この結果より、Cd mRNA
を基に逆転写酵素により逆転写されたアンチセンス鎖の cDNA が、mRNA とアニーリングした状態であることから、
RNAと一緒に total RNAに含まれていたと考えた。 

 

  
図1．相互作用因子のスクリーニング 

コントロール、Qin kd、そしてSpn-E kdのBmN4から、Qin又はSpn-E抗体を
用いて、免疫沈降を行い、ショットガン解析を行った。得られた結果を、2 段階の 
スクリーニングにより新規piRNA生合成因子の候補を選別した。 

 

 

図2．新規因子EとFはCd piRNAの生成に関与する 
それぞれの新規因子についてノックダウンしたBmN4細胞から抽出した total RNAを
用いて、Cd piRNAとRT3 piRNAに対するノーザンブロット解析を行った。 
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考考  察察  

 
本研究で、piRNA 生合成に関与する新規因子を同定するに至った。更に、カイコの Cd piRNA クラスターと推測   
されて領域の情報も得ることができた。これら因子の生化学的機能を明らかにすることで、piRNA 生合成経路を更に
明らかにすることができると考える。 
現在、同定した新規piRNA生合成因子の機能を明らかにするため、トランスジーンを用いた生化学的解析を試みて
いる。更に、内在の同定された新規因子の機能を解析するために、抗体作製そして作製した抗体を用いた生化学的解析

を進める予定である。 
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