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緒緒  言言  

 
真核生物ゲノムはトランスポゾンの無秩序増殖の脅威から自己防衛しつつ、生存に必須な遺伝子群の発現を確保して

いる。近年、この自己防衛にPIWI-interacting RNA（piRNA）と呼ばれる20～30 塩基長の非コード小分子RNA を

中心とした RNA サイレンシングが主要な役割を果たすことが示唆された［1，2］。piRNA は主にトランスポゾンに 

由来し、PIWI タンパク質群と複合体を形成する。PIWI 遺伝子変異個体では、トランスポゾンの発現が上昇し、生殖

幹細胞発生異常が起こり、不稔となる。以上のことから、PIWI-piRNA 複合体はトランスポゾンを選択的に抑制する 

ことが示唆される。ショウジョウバエPIWIタンパク質の一種であるPiwiは核に局在し、piRNAと複合体を形成する

ことにより、標的トランスポゾンとその周辺ゲノム領域に抑制性ヒストン修飾を付加し、転写を制御する［3，4］。  

我々はこれまでに、Piwi-piRNA 複合体による転写制御の実態は、リンカーヒストン H1 等複数の因子の誘導を伴う 

クロマチン構造の変動によることを明らかにした［5］。さらに、この制御が PolII の抑制を介した転写制御とヘテロ  

クロマチン形成の二段階からなることを示した［6］。これらのことから、piRNA は新たなエピゲノム因子として機能

すると考えられるが、標的トランスポゾン領域のヘテロクロマチン形成に伴うゲノムワイドな影響は未解明である。 

本研究では、Piwi-piRNAによるトランスポゾン抑制が引き起こす核内高次構造変化を網羅的に同定する。 
 

方方  法法  

  
11．．材材料料 
本研究では、マルチオミクス解析と顕微鏡観察を用いた複合的解析により、Piwi-piRNA が引き起こす核内制御を 

明らかにした。この解析を行うにあたり、我々が所属する研究室で確立されたショウジョウバエ卵巣由来の培養細胞

（Ovarian Somatic Cell：OSC）を使用した。OSCは、Piwi-piRNAによるトランスポゾンの発現抑制機構を観察し、

容易に生化学的解析を行うことができる培養細胞株である［7］。 
22．．シシーーケケンンシシンンググ解解析析をを用用いいたた核核内内動動態態変変化化のの網網羅羅的的解解析析 

OSC を用いてPiwi ノックダウン条件下においてHi-C 解析［8］を行い、Piwi による制御が阻害された際のゲノム

の三次元構造の変化を解析した。さらに、同条件下でLamin DamID-seq解析［9］を行い、転写制御の際に観察され

る核内での位置関係を明らかにした。これらに加えて、ヒストン修飾などをChIP-seq解析、遺伝子発現量をRNA-seq
解析で網羅的に同定することで、piRNAの制御に伴うエピゲノム変化の全体像を明らかにした。 
33．．顕顕微微鏡鏡観観察察をを用用いいたたPPiiwwii--ppiiRRNNAAがが制制御御すするる核核内内位位置置関関係係のの解解析析  
核内位置関係の変化を検証するために、レポーター上にPiwi-piRNAによるサイレンシングを再構成する系を利用し

た（図 2A）。この系では、Piwi と複合体を形成し、ヘテロクロマチン形成を開始する因子である Nxf2［6］の            
λN フュージョンタンパク質を発現させ、これをレポーター上の boxB 配列に強制的にテザリングすることができる。

λN-Nxf2を発現させ、レポーターの核内での位置関係をOligo-FISH解析［10］により観察することで、Piwi-piRNA
制御を再構成したレポーター上でも核内配置の変化が観察されるかを検討した。 
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結結  果果  

  

11．．PPiiwwii--ppiiRRNNAAがが誘誘導導すするる核核内内動動態態変変化化  
Hi-C 解析をはじめとしたシーケンス解析結果を組み合わせ、Piwi-piRNA が誘導する核内動態変化を網羅的に明ら

かにした（図1）。Hi-C解析の結果、Piwiノックダウン条件下では、Piwi-piRNAに制御されるトランスポゾンが挿入

されているゲノム領域特異的に TAD 内相互作用頻度の減少と TAD 間相互作用並びに長距離間相互作用頻度の増加が

確認された。さらに、Lamin DamID-seq解析の結果、Piwi-piRNA標的トランスポゾンをコードするクロマチン領域

について、Piwiノックダウンに伴い核ラミナとの相互作用が減少する傾向が明らかとなった。これらに加え、ChIP-seq
データ解析から、抑制性ヒストン修飾であるH3K9me3 やH1 については、Piwi ノックダウンに伴う減少を、活性化

ヒストン修飾である H3K27Ac や H3K4me3 については、逆に上昇を観察した。また、RNA-seq データ解析から、  

トランスポゾン挿入領域周辺の遺伝子の RNA 量についても、これらのクロマチン変化と相関するかたちで Piwi   

ノックダウンに伴う増加を確認した。 
 

 
図1．piRNA標的トランスポゾン挿入領域のクロマチン状態とゲノム構造 

Piwi のノックダウンに伴い、piRNA 標的トランスポゾン挿入領域を中心に、ゲノム三次元構造、 

ヒストン修飾、核ラミナ相互作用の変化が観察された。  
 

22．．PPiiwwii--ppiiRRNNAAがが制制御御すするる核核内内位位置置関関係係のの変変化化  
Lamin DamID-seq解析（図1）の結果、piRNA標的ゲノム領域について、Piwiノックダウンに伴いLaminとの相

互作用が減少していることが明らかになった。Laminは核膜付近に局在することから、Laminとの相互作用の減少は、

piRNA 標的ゲノム領域が核膜付近から核内部へ移動していることを示唆する。これを Oligo-FISH 解析をもちいたイ

メージング技術により、検証した。 
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まず、図 1 に示す piRNA 標的ゲノム領域（トランスポゾン挿入領域）に対するプローブを設計し、これを用いた

Oligo-FISH解析を行った。Piwiノックダウンに伴いこのゲノム領域の局在がどのように変化するか解析した結果、核

膜からの距離が有意に増加した。この解析結果をさらにレポーターを用いた人工的なpiRNA 制御の再構成システムを

用いて検証した（図 2A）。レポーター遺伝子（Luciferase）に piRNA 経路の必須因子である Nxf2 を強制的にテザリ

ングした際に、レポーターの核内局在を先と同様に Oligo-FISH 解析により観察した。その結果、Nxf2 をテザリング

した細胞について、レポーターの局在が核膜付近で確認された（図 2B）。この解析結果からも、piRNA は標的遺伝子

を制御する際にその核内配置を変化させるということが明らかになった。  
 

 
 

図2．Piwi-piRNA因子の人工的なテザリングにより標的ゲノム領域の核内配置が変化する 
A） テザリング実験の概念図。新たに同定したPiwi-piRNA経路制御因子であるNxf2を、λNを 

用いて強制的にレポーター遺伝子にテザリングする。これにより、Piwi-piRNA による転写制

御を人工的に再構成している。 
B） 図 A のテザリング実験系を用いて Nxf2 をテザリングした際に観察されるレポーター領域の 

核内配置の変化をOlig-FISH実験により観察した。 
 

考考  察察  

 
本研究より得られたデータは、Piwi-piRNAによるトランスポゾンの抑制は、局所的な転写抑制にとどまらず、標的

トランスポゾンを中心とした核内での空間的な配置やゲノム三次元構造の制御を伴うダイナミックな核内構造体形成

であることを示唆する。 
卵巣で機能する Piwi-piRNA 複合体の一部は、卵にディポジットされることにより、ゲノム配列情報非依存的に

piRNA によるサイレンシングを次世代に継承できることが知られている。このことから、本研究で明らかになった

Piwi-piRNAが誘導するクロマチン状態とその形成機構は、未だ原理や分子機構がほとんど明らかになっていない、複

数世代にわたるクロマチン状態の継承の理解に繋がることが期待される。近年、RNA 結合タンパク質や哺乳類 L1 ト

ランスポゾンが引き起こすゲノム高次構造変化やクロマチン凝集状態の変化が、ゲノムの安定性や発生に大きく影響す

るという報告もある。このことから、本研究で解明した核内のダイナミックな制御が、Piwi-piRNAの機能不全で観察

されるゲノム不安定化や生殖細胞の発生不全、不妊といった表現型の説明に繋がることも期待される。また、本研究対
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象である PIWI タンパク質と piRNA は、ヒトを含む霊長類まで広く保存されており、マウス PIWI-piRNA 複合体も

ショウジョウバエと同様に核内の転写制御を担うことが示唆されている。実際に我々は、ハムスターをモデル生物とし

て哺乳類を対象とした PIWI-piRNA 機能解析も進めている。したがって、本研究で得られた知見が幅広い生物種で保

存される根幹的なエピゲノム制御の理解に貢献することも期待される。 
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