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研究成果の概要（和文）：piRNAは生殖細胞においてトランスポゾンの抑制に必要な小分子RNAであり、piRNA経
路の破綻は不妊を引き起こす。piRNAは前駆体RNAから生成されるが、前駆体RNAが選定されるメカニズムは十分
明らかでない。これまで前駆体RNA中にpiRNAの産生に必要十分である決定配列が存在することが報告されている
が、決定配列がどのようなタンパク質と結合するのかはほとんどわかっていない。本研究では、決定配列に結合
するタンパク質をChIRP-MSという手法で網羅的に同定し、新規因子を含む192のタンパク質候補が得られた。こ
れらのタンパク質はpiRNA産生の鍵となる有力な候補群となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：piRNA (PIWI-interacting RNA) is required for the suppression of transposons 
in the germline and disruption of the piRNA pathway leads to infertility. piRNAs are processed from 
piRNA precursors and key question is how RNAs are selected as piRNA precursors. Previous studies 
have shown that piRNA precursor have a determinant sequence that is necessary for and sufficient to 
the piRNA production. However, which proteins are associated with the determinant sequence remains 
elusive. Here we analyzed the proteins which associate with the piRNA determinant sequence in OSC 
cells. Using ChIRP-MS method, we identified 192 proteins which interact with the GFP-Flam-1st exon 
reporter. We found multiple novel proteins with unknown function as well as the proteins those are 
shown to be associated with PIWI and/or required for piRNA biogenesis. Our data will provide not 
only promising candidates for key proteins of piRNA precursor selection but also perspective of the 
whole piRNA biogenesis pathway.

研究分野： RNA生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は新しい研究手法を用いることで、piRNA生合成経路の各ステップに重要なタンパク質因子を横断的に明
らかにする世界に先駆けた独創的な研究である。本研究は、piRNA生合成の特異性を決める分子メカニズムの理
解に貢献し、piRNA生合成に重要な各遺伝子に関するこれまでの研究を線でつなぐ重要な研究である。将来的に
は不妊治療の基礎研究として創薬や医学への応用と貢献につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
トランスポゾンは哺乳類ゲノムの約半分もの領域を占め、自己複製しゲノム上を転移する性

質を持つ。トランスポゾンの活性化は遺伝子の変異や染色体異常の原因となるため、特に生殖細
胞 では、自己の遺伝情報を正確に次世代に伝えるためにトランスポゾンの活性を抑制するメカ
ニズムが必要となる。piRNA は相補的な配列をもつ標的 RNA の発現を特異的に抑制する小分
子 RNA であり、トランスポゾンの選択的な抑制に中心的な役割を果たす。piRNA 経路の破綻
は不妊になることが示されており、piRNA の仕組みの理解は不妊治療の基礎研究として重要で
あるだけでなく、「自己と非自己を選別する」という生物の本質的な性質の理解にも貢献する。 
piRNA はその前駆体の転写産物が生合成経路を経て産生されるが、どのような配列を持った転 
写産物が piRNA となるかは、排除する配列の決定、すなわち「非自己の認識」に直接つながる
根源的な問題であり、世界的に重要な研究テーマとなっている。しかしながら、複数ある piRNA 
前駆体が全転写産物の中からどのように選ばれてその生合成経路に誘導されるのか、選別の決
め手となるメカニズムについては十分に分かっていない。 

piRNA 前駆体は核外輸送後、細胞質で構造体を形成し、Yb タンパク質などによって加工され 
成熟した小分子 piRNA を産生する。先行研究では、piRNA 前駆体の 1 つである mRNA に存在
する特定の RNA 部分が piRNA の選択的な産生に極めて重要であることが示されている。さら
にこの部分は細胞質局在タンパク質である Yb に結合することが明らかにされている (Ishizu et 
al., Cell Reports, 2015)。これらの結果から piRNA の選択的な生合成には piRNA 前駆体の特定 
の RNA 配列が、決定因子となるタンパク質と結合することが重要であると仮説を立てた。しか
しながら piRNA 産生に重要な配列がどこでどのタンパク質と結合することが piRNA 前駆体の
選択につながるのか、その全貌は明らかではない。この問題を解決するためには、これまでのよ
うな特定のタンパク質に注目した解析ではなく、piRNA の前駆体 RNA に注目し相互作用因子
の解析を行う必要がある。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では piRNA 前駆体がどのように選択的に加工されるのか、その分子メカニズム

を明らかにすることを目的とする。これを達成するため、目的の RNA に結合するタンパク質を
網羅的に解析できる新しい手法、ChIRP-MS の実験系を構築する。この手法を用いて piRNA 前 
駆体の核内及び細胞質での包括的な piRNA 生合成経路を明らかにする。  
 
３．研究の方法 
本研究では任意の RNA に結合するタンパク質を in vivo で網羅的に解析することができる画

期的な手法、ChIRP-MS を導入する(Chu et al.,Cell, 2015)。この手法は長鎖非コード RNA の
相互作用因子の解析のために開発された手法であり、目的の RNA を相補的なオリゴプローブを
用いて特異的に沈降し、共沈されるタンパク質を MS 解析することで目的の RNA の in vivo で
の相互作用因子を網羅的に同定するものである。本研究ではこの手法が piRNA 前駆体の解析に
活用できることに着眼した。この手法を用いて piRNA 前駆体に結合するタンパク質を網羅的に
探索し、核内から細胞質に至るまでの包括的な piRNA 生合成経路の分子メカニズムとその特異
性の理解を目指す。  
 
４．研究成果 

piRNA 生合成経路の網羅的解析を行うため、ショウジョウバエ piRNA 前駆体である
flamenco(flam)に対し ChIRP-MS を行い、flam と相互作用するタンパク質因子を網羅的に同定
することを試みた。まず、十分なシグナルを得るために、flam の piRNA 産生に必要な RNA 領
域を 3’UTRにもつ GFP を恒常的に発現するハエの細胞株を Ovarian Somatic Cell (OSC)を用
いて作成した。先行研究により、この GFP の 3’UTR から piRNA が産生されることが確認され
ている。次に、ChIRP-MS の実験系の最適化として、細胞数、細胞固定法及びソニケーション
の条件検討を行った。その結果、本研究で使用する細胞株に最適な条件を見出した。さらに、作
成した OSC 株を用いて、flam に対するプローブを複数設計して ChIRP-MS を行ったところ、
コントロールに比べ有意に複数のタンパク質が検出された。これらのタンパク質群にはすでに
piRNA 生合成経路に必須であることが報告されている Armi や PIWI 結合因子を多数含んでお
り、実験系がうまく機能していることが確認された。さらにこれまでに報告のない未知の因子も
複数同定された。これらは核外輸送タンパク質、EJC complex, splicing factor, ER 局在タンパ
ク質、ミトコンドリア局在タンパク質、クロマチン結合因子などその局在と機能は多岐にわたっ
ていた。先行研究から考察すると、これらの結果は piRNA 生合成に重要な経路を網羅している
と推測される。以上の結果より、ChIRP-MS が本研究の狙い通り piRNA 生合成経路の網羅的解
析に非常に有効であることが示唆された。そこでさらに実験を複数回行い、統計的に有意な結果
を得た。これらのタンパク質が実際に piRNA の機能に必要かを検討するため、ノックダウンを
行い、トランスポゾンの発現が上昇するかを検討した。その結果、いくつかのタンパク質におい
て、ノックダウンによりトランスポゾンが脱抑制することが示唆された。これらのタンパク質は
いずれもこれまで piRNA の生合成経路としては報告がないものであるため、piRNA の生合成
経路あるいはトランスポゾンの抑制に新たな経路が関与する可能性が示された。さらにこれら
のタンパク質因子の結合ネットワークや機能予測および関連経路解析をバイオインフォマティ



クスの手法により解析した。その結果 piRNA 前駆体の結合因子には mRNA の品質管理および
翻訳に関与するタンパク質群が多数含まれるという結果を得た。これらの結果を合わせて考察
すると、piRNA の生合成経路あるいはトランスポゾンの抑制に mRNA 品質管理経路が関与す
る可能性が示された。 
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