
国立遺伝学研究所・系統生物研究センター・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

６３８０１

新学術領域研究（研究領域提案型）

2017～2013

小分子ＲＮＡが誘導するエピゲノム形成の分子機構

Molecular mechanisms of small RNA-mediated epigenetic programming

３０４２３３９６研究者番号：

齋藤　都暁（SAITO, KUNIAKI）

研究期間：

２５１１２００５

平成 年 月 日現在３０   ６ １５

円    63,300,000

研究成果の概要（和文）：Piwi蛋白質の機能を解明するため、新たなPiwi相互作用因子の探索を行ったところ、
DmGTSF1と命名した因子を発見した。DmGTSF1はレトロトランスポゾンの抑制に必須であることやZn-fingerモチ
ーフの重要性を明らかにした。更に、リンカーヒストンH1もPiwiと相互作用することを見いだした。生化学的解
析から、Piwiが標的レトロトランスポゾンとH1との相互作用を正に制御することを発見した。さらに、ATAC-seq
法を駆使することでPiwiがH1を介してクロマチン凝集を促す因子であることを明らかにした。以上の結果から、
小分子RNAによるエピゲノム制御の分子機構の一端が解明された。 

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the function of Piwi, we looked for Piwi-interacting 
proteins and discovered a factor named DmGTSF1. We discovered that DmGTSF1 is essential for 
retrotransposon silencing and importance of Zn-finger motif of DmGTSF1. In addition, we found that 
linker histone H1 also interacts with Piwi. Biochemical analyses revealed that Piwi positively 
regulates the interaction between target retrotransposons and H1. Furthermore, ATAC-seq method 
enabled us to conclude that Piwi promotes chromatin aggregation of target retrotransposons via H1. 
Based on the above results, a molecular mechanism of epigenome regulation by small RNA was 
addressed.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 20〜30塩基程度の小分子RNAによって引き
起こされる遺伝子発現抑制機構を RNA サイレ
ンシングと呼ぶ。RNA サイレンシングにおけ
る中核因子は Argonaute である。Argonaute
は小分子 RNA と直接結合する事によってその
塩基配列に従って標的 RNA を認識し、それに
作用する事によって標的 RNA の発現を抑制す
る。ショウジョウバエは５種類の Argonaute
タンパク質を発現する。AGO1 と AGO2 はほぼ
全組織で恒常的に発現する一方、AGO3、
Aubergine、Piwi は生殖細胞特異的に発現す
る(Brennecke	et	al.	Cell	2007)。これらシ
ョウジョウバエ Argonaute に結合する小分子
RNA はお互い異なっており、さらには各
Argonaute が機能する RNA サイレンシング経
路は独立して存在する事が示されている。私
はこれまでショウジョウバエ Argonaute のう
ち、主に Piwi タンパク質に焦点をあて研究
を進める事によって、Piwi が関わる RNA サイ
レンシング経路の存在を見出し、さらには本
経路における必須、及び関連因子の同定およ
びそれらの機能解析を進めてきた。これら一
連の研究を通して、Piwi は、レトロトランス
ポゾン由来の小分子 RNA である piRNA と結合
する事によってレトロトランスポゾンの発
現を抑制する因子である事、piRNA の生合成
には Aubergine と AGO3 の Slicer 活性が関わ
る事、これら Slicer 活性依存的に piRNA	
Amplification	loopが成立し、様々な種類の、
数多くの piRNA が生成される事、また piRNA
は Pimet によって 3’末端メチル化修飾を受
ける事、などを明らかにしてきた。一方で、
ショウジョウバエ卵巣由来の培養細胞 OSC を
確立し、新しい piRNA 実験系の開発（Saito	et	
al.	Nature	2009）に成功した。それをもと
にして生合成因子の同定した(Saito	et	al.	
Genes	&	Dev.	2010)。更に、piRNA 生合成過
程において Zucchini が endoribonuclease と
して働くという仮説を提示した(Nishimasu	
and	Ishizu	et	al.	Nature	2012)。このよう
に piRNA 生合成機構の解明が進んでいた一方、
piRNA によるレトロトランスポゾンの発現抑
制機構については不明な点が多かった。	
 
２．研究の目的 
	 ショウジョウバエをモデル動物として用
い、Piwi-piRNA 複合体によるレトロトランス
ポゾン抑制機構を解明することを目指す。シ
ョウジョウバエ卵巣由来培養細胞	(OSC)で
は piRNA が発現し、トランスフェクション法、
ノックダウン法など様々な生化学的実験手
法が開発済みであることから、単純化された
実験系を駆使することで piRNA によるヘテロ
クロマチン形成誘導機構に迫りたい。具体的
には、(a)Piwi-piRNA 複合体によるレトロト
ランスポゾン認識機構の解明、(b)レトロト
ランスポゾン領域のエピゲノム変化の同定
と誘導機構解明、(c)エピゲノム変化を誘導
する蛋白質因子群の同定と、その役割の解明、

(d)エピゲノム変化の誘導に至るカスケード
の解明、(e)小分子 RNA によるエピゲノム変
化が周囲のクロマチン領域に与える影響、を
解明する。最終的に piRNA によって誘導され
るエピジェネティックマークとその誘導機
構を関連蛋白質群の機能解明を通じて理解
したい。	
 
３．研究の方法 
ショウジョウバエ卵巣由来培養細胞 OSC	
(Saito	et	al.	Nature	2009)	を駆使し、以
下の解析を行う。	
(1)トランスポゾンの発現抑制に重要な因子
のスクリーニング	
	 Piwi をノックダウンした場合、コントロー
ルに比較して約 100 倍ものレトロトランスポ
ゾン mRNA の過剰発現が起こる。この感度の
良いシステムを用いて、既に 150 種の候補遺
伝子から、4 種の因子(HP1a、spindle	E、
maelstrom、CG3893)がトランスポゾンの抑制
段階に必須であることを見いだした。そこで、
これらに対するマウスモノクローナル抗体
を作製し、直接結合する核酸や蛋白質を同定
する。更に、クロマチン免疫沈降法による相
互作用ゲノム領域の特定、免疫沈降法による
蛋白質間相互作用と相互依存性解析、各種ヒ
ストン修飾を認識する抗体を用いた
ChIP-seq パターンが、各因子のノックダウン
で変動するかの検討、などを行う。これらの
解析結果を統合し、各トランスポゾン抑制因
子の機能と相互作用様式を決定する。	
(2)	piRNA-Piwi蛋白質群複合体によるトラン
スポゾン抑制機構	
	 piRNA は一本鎖の RNA 分子であり、これが
レトロトランスポゾン認識の配列情報とし
て働くには、DNA との塩基対形成、もしくは
転写途上の RNA と塩基対を形成することで機
能すると考えられる。そこで、現有する抗
Piwi 抗体を用いて Piwi-piRNA が直接結合す
る RNA 分 子 を Cross-Linking	
ImmunoPrecipitation(CLIP)法で、直接結合
する DNA を ChIP 法で検討し、Piwi-piRNA 複
合体が直接結合する核酸分子を同定する。次
に(1)の解析において同定した蛋白質が、
piRNA-Piwi 複合体による標的核酸の認識に
影響するか否かを検討する。更に	(1)で同定
した蛋白質の発現を抑えた際に標的核酸結
合能が減少するか否かを定量的 PCR によって
検討する。	
４．研究成果	
	 研究開始当時は piRNA と結合する Piwi タ
ンパク質が核内で働くことがレトロトラン
スポゾンの抑制に重要であることが分かっ
ていたが、抑制段階に働く因子は報告されて
いなかった。OSC においてレトロトランスポ
ゾン mdg1 の発現を指標にレトロトランスポ
ゾン抑制因子の探索を行った。100 以上の候
補遺伝子群に対して siRNA によるノックダウ
ンを行った結果、CG3893 遺伝子を含む複数の
レトロトランスポゾン抑制候補遺伝子を見



いだした。CG3893遺伝子をDmGTSF1と命名し、
更にその機能解明を行った。はじめにノザン
ブロット法によって piRNA 生合成への関与を
検討した。DmGTSF1 のノックダウン細胞では
piRNA 量に変動が認められなかった。したが
って、DmGTSF1 遺伝子は piRNA 生合成に関与
しないことが明確となった。更に、細胞内局
在を検討した結果、核に局在することが明ら
かとなった。DmGTSF1 遺伝子のハエ個体での
機能を検討するため、DmGTSF1 変異ハエ系統
を確立した。DmGTSF1 変異ハエを用いて解析
下結果、著しく卵巣形成が阻害され、Piwi 変
異ハエ同様、不稔となることを見いだした。
次にトランスポゾンの発現について RT-qPCR
法で検討したところ、DmGTSF1 変異ハエでは、
レトロトランスポゾンの発現が上昇してい
ることが分かった。次に、DmGTSF1 の分子機
能に迫るため、Piwi との相互作用の有無を
IP-western	blot 法で検討した。その結果、
PiwiはDmGTSF1と蛋白質間相互作用すること
を見いだした。次に、DmGTSF1 は CHHC	type
の Zn-finger ドメインを有することから、そ
のレトロトランスポゾンサイレンシングへ
の重要性を検討することとした。OSC を用い
たレスキュー実験において、Zn-finger の点
突然変異型は、Piwi と相互作用するものの、
レトロトランスポゾンの抑制能を消失する
ことが明らかとなった。以上のことから、
DmGTSF1 は Piwi と核内で相互作用し、その
Zn-finger ドメインを介して機能することで
piRNA の標的となるレトロトランスポゾンの
発現を抑制していることが明らかとなった。	
	 更に Piwi-piRNA 複合体によるエピゲノム
制御の分子機構に迫るため、Piwi と相互作用
する新たな核内因子を探索した。OSC の核抽
出液を用いて、抗 Piwi 抗体による免疫沈降
解析を行った結果、Piwi がリンカーヒストン
H1 と蛋白質間相互作用することを見いだし
た。H1 が実際に Piwi と相互作用するかを
IP-western	blot 法や GST-pull	down 法によ
って確認したところ、Piwi と H1 は蛋白質間
相互作用することが明らかとなった。次に H1
が Piwi 同様レトロトランスポゾンの抑制に
関与するか否かを OSC で検討いた。mRNA-seq
解析の結果、Piwi 同様、H1 のノックダウン
でレトロトランスポゾンの発現が上昇した。
従って、H1 はレトロトランスポゾンの抑制因
子の一つであることが明確となった。	
	 次に Piwi と H1 の相互関係を解析すること
とした。H1 は転写の抑制を担う因子として知
られている。一方、Piwi も転写レベルでレト
ロトランスポゾンの抑制を担う。以上のこと
から Piwi は、レトロトランスポゾンと H1 と
の相互作用を担うのではないか、と仮定した。
これを検討するため抗 H1 マウスモノクロー
ナル抗体を作製し、クロマチン免疫沈降
(ChIP)解析を行った。その結果、Piwi のノッ
クダウンによって、H1 のレトロトランスポゾ
ン上での密度が優位に減少することを見い
だした。すなわち、Piwi は H1 の密度を正に

制御すると考えられた。次に、ChIP-seq、
ATAC-seq 法を駆使し、H1 の制御が Piwi によ
るクロマチン凝集制御に必須であることを
見いだし、報告した(Iwasaki	YW	et	al.	Mol	
Cell	2016)（図）。	

	
	

図:Piwi-piRNA 複合体によるエピゲノム制御
モデル	
	
以上の研究では、ヘテロクロマチンの指標と
して考えられている HP1a 蛋白質が高密度で
クロマチン上に存在していても、必ずしもそ
れがクロマチン凝集につながらないことも
併せて明らかにした。言い換えれば、HP1a と
クロマチン凝集には 1：1 の相関関係が無い
と結論づけられ、ヘテロクロマチンと転写の
相互関係に対する理解を新たにする必要性
があると考えられた。	
	 以上のことから、研究開始当時に目標とし
ていた関連因子群の同定と機構解明の両方
を達成できたと考える。	
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