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研究成果の概要（和文）：生殖細胞は遺伝情報を子孫に伝える。ショウジョウバエの生殖細胞形成は生殖質に依
存する。生殖質因子は母性RNAやタンパク質と顆粒を形成する。Aubなど多くの生殖質タンパク質は哺育細胞の核
周縁にも局在し、piRNAの産生と転移因子（TE）抑制を行うnuageと呼ばれる顆粒を形成する。nuageと生殖細胞
との協調機構はわかっていない。生殖質形成に関与する新たな母性因子を同定し、tppと命名した。tpp-卵巣で
は、Aub結合piRNAの量とAubの生殖質局在が減少したが、TEの脱抑制は見られなかった。すなわち、ショウジョ
ウバエ卵巣におけるTE抑制と生殖質形成に必要なpiRNA量が異なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Germ cells give rise to gametes and transmit genetic information to 
offspring. Drosophila germ cell formation relies on the germ plasm, which is assembled into 
condensates with maternal RNAs and proteins. Many germ plasm proteins including Aubergine (Aub), 
also localize around nurse cell nuclei and form condensates, called nuage, which is the site for 
piRNA production and Aub-dependent cleavage of transposons. How the functions and assemblies of the 
nuage and germ plasm are coordinated remains elusive.
We have identified a novel maternal factor involved in the germ plasm assembly, named tiny pole 
plasm (tpp). In tpp- ovaries, the posterior localization of Aub was reduced. Tpp colocalized with 
Aub in the nuage, but not in the germ plasm. In tpp- ovaries, the amount of Aub-bound piRNAs was 
reduced, without severe derepression of transposons. These results suggest that differential piRNA 
abundance is required for transposon silencing and germ plasm assembly in the Drosophila ovary.

研究分野：発生生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
トランスポゾンはゲノム情報に損傷を与える。一方、生物進化の原動力の一つでもあると考えられている。本研
究では、ショウジョウバエをモデルに、トランスポゾンの分解を行うpiRNAが生殖細胞形成にも重要であり、生
殖細胞形成に必要なpiRNA量の閾値がトランスポゾン抑制の必要量よりも高いことを明らかにした。ショウジョ
ウバエではpiRNAが次世代の生殖細胞に引継がれトランスポゾン抑制に貢献する。卵巣内でトランスポゾン抑制
に必要な量よりも過剰なpiRNAを産生することで、次世代に十分な多様性を持ったpiRNAの伝搬を保証していると
予想された。このような知見は今まで提唱されておらず、学術的意義が高い。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生殖細胞は、配偶子（卵と精子）を生み出し、次世代へ遺伝情報を伝達する唯一の細胞系譜で

ある。ショウジョウバエを含む多くの動物において、生殖細胞の形成は生殖質と呼ばれる母性由
来の RNA やタンパク質が集積した特殊な細胞質領域によって制御されている。ショウジョウバ
エの生殖質は、卵形成過程において卵母細胞の後極に形成され、その後、胚発生過程において極
細胞（生殖細胞の前駆細胞）へと取り込まれる。生殖質 RNA や生殖質タンパク質は、生殖顆粒
（極顆粒）と呼ばれる、生殖質に特異的に観察される細胞内オルガネラに濃縮される。生殖顆粒
は、非膜性の RNA-タンパク質複合体（RNP）が凝集した構造体であり、液-液相分離（liquid-liquid 
phase separation; LLPS）により形成されることが知られている。そして、顆粒内において、RNA
は安定性や翻訳タイミングの時空間的な制御を受ける。母親の卵形成過程における生殖質因子
の欠失は、しばしば次世代における生殖顆粒や生殖細胞の形成不全を引き起こし、その結果とし
て孫なし（grandchild-less）の表現型を示す。このことから、生殖顆粒は生殖細胞の形成にお
いて必須な役割を果たしていると考えられる。生殖顆粒は、マウスなどの生殖質を持たない動物
種の生殖細胞においても観察される。また、このような動物種において、ショウジョウバエにお
ける生殖質 RNA や生殖質タンパク質のホモログが生殖細胞で特異的に発現し、顆粒を形成して
機能する。以上より、生殖質及び生殖顆粒の形成機構を解明することは、生殖細胞の特質を理解
する上で極めて重要である。 
 ショウジョウバエの生殖質は、卵形成過程におい
て生殖質因子が卵母細胞の後極に段階的に集積する
ことにより形成される（図１）。まず、生殖質因子で
ある oskar (osk)が哺育細胞において転写され、生
殖細胞を繋ぐ細胞質連絡を通って卵母細胞へと輸送
される。卵形成ステージ 9以降において、osk mRNA
とその結合タンパク質である Staufen（Stau）はキ
ネシン Iによる輸送を受け、卵母細胞後極に局在す
る。そして、局在化した osk RNA のみが Osk タンパ
ク質へと翻訳される。osk mRNA からは、開始コドン
の位置により機能の異なる二種類の Osk タンパク質
（Short Osk と Long Osk）が産生される。このうち、
Short Osk は Vas や Tud、Aubなどの生殖質タンパク
質を卵母細胞の後極にリクルートする役割を持つの
に対して、Long Osk はリクルートされたこれらのタ
ンパク質を後極に繋ぎ止める。Short Osk は、DEAD-
box RNAヘリカーゼである Vas との直接的なタンパ
ク質間相互作用を介して、Vas を卵母細胞後極へと
リクルートする。卵母細胞後極に集積した Vas は、
Tud をリクルートすると考えられている。Tud は、対
称的ジメチルアルギニン修飾（sDMA）を認識・結合
する Tudorドメインを持つ Tudorドメインタンパク
質（Tdrd）の一つである。Aubは、Capsuléen (Casul)
と Valois (Vls)から構成されるタンパク質アルギニ
ンメチルトランスフェラーゼ 5（PRMT5）により sDMA
修飾を受け、この sDMA 修飾を介して Tud と相互作
用して卵母細胞の後極へとリクルートされる。これらの生殖質タンパク質は、生殖細胞の形成に
必須の母性 mRNA である nanos (nos)、germ cell-less (gcl)、polar granule component (pgc)
などを、極顆粒（生殖顆粒）に集積させる。興味深いことに、Vas や Tud、Aub などの生殖質タ
ンパク質の多くは、哺育細胞の核膜周辺部において nuage と呼ばれる別の種類の生殖顆粒を形
成する。nuage は、生殖細胞においてトランスポゾンを抑制する小分子 RNA である PIWI-
interacting RNA（piRNA）の産生の場である。また、nuage において、Aubは結合した piRNA と
相補的な配列を持つトランスポゾン mRNA を切断する。 
 piRNA は、生殖細胞に存在する約 23-30 塩基からなる小分子 RNA である。小分子 RNA には、他
にも約 20-25 塩基の一本鎖 RNA からなる micro RNA (miRNA)や、約 20-24 塩基の二本鎖 RNA であ
る small interfering RNA (siRNA)などがある。これら小分子 RNA は、Argonaute（Ago）ファミ
リータンパク質と RISC（RNA-induced silencing complex）を形成し、相補的な配列を持つ遺伝
子の発現を制御する。小分子 RNA の生合成過程において、miRNA 及び siRNA は二本鎖 RNA に由来
するのに対して、piRNA は一本鎖 RNA を前駆体とする。ショウジョウバエにおいて、miRNA は
Ago1、siRNA は Ago2、piRNA は Ago3、Aub、Piwi と RISCを形成し、機能する。 
piRNA は、ショウジョウバエにおいて、PIWI ファミリータンパク質である Piwi、Aub、Ago3と

複合体を形成し、トランスポゾンを抑制する。PIWI ファミリータンパク質のうち、核に局在す

 
図１：nuage 及び生殖質の形成機構 
図中の矢印は、nuag/生殖質因子の段階

的集積の遺伝学的ヒエラリキーを示

す。生殖質は、卵形成過程において生

殖質因子が段階的に集積することに

よって形成される。生殖質タンパク質

のうち、Vas, Tud, Aub は哺育細胞の核

膜周辺部で nuage を形成する。 
 



る Piwi は転写／エピゲノム制御のレベルでトランスポゾンを抑制するのに対して、nuage に集
積する Aub及び Ago3はトランスポゾン RNA を切断することによって転写後レベルでトランスポ
ゾンを抑制する。piRNA の産生には、内在トランスポゾンの転写産物とともに、転移活性を失っ
たトランスポゾン断片が蓄積したゲノム領域（piRNA クラスター）からの転写産物が用いられる。 
piRNA クラスターは、ゲノムの片方の鎖から転写される uni-strand piRNA クラスターと、両
方向の鎖から転写を受ける dual-strand piRNA クラスターに分類される。ショウジョウバエ卵
巣の濾胞細胞（体細胞）においては、主に uni-strand piRNA クラスターからの転写産物が piRNA
前駆体として用いられる。この際の転写産物は、トランスポゾンに対して相補的なアンチセンス
鎖である。一方で、dual strand piRNA クラスターは、卵巣における生殖細胞における piRNA 生
合成に寄与する。これら piRNA クラスター由来の転写産物は piRNA 前駆体として認識された後、
複数のプロセシングを受け piRNA となる。 
 nuage は、ピンポンサイクルと呼ばれる piRNA増幅経路の反応場である。ピンポンサイクルに
おいて、アンチセンス piRNA と複合体を形成した Aubは、piRNA と相補的な配列を持つ piRNA ク
ラスターの転写産物やトランスポゾン RNA を標的として認識する。認識された標的 RNA は、Aub
のエンドヌクレアーゼ（スライサー）活性によって piRNA の 10 塩基と 11 塩基の間で切断され
る。この際に生じた RNA断片は、piRNA 前駆体として Ago3へと受け渡され、プロセシングを受
けてセンス piRNA となる。Ago3は結合したセンス piRNA と相補的な配列を持つ piRNA クラスタ
ーの転写産物を切断し、この RNA断片が Aubへと受け渡される。このように、Aubと Ago3はト
ランスポゾン断片を互いに受け渡しながら piRNA を効率的に増幅し、同時にトランスポゾンの
転写後抑制を担う。興味深いことに、Aub は piRNA と結合した状態で生殖質へと局在し、piRNA
の持つトランスポゾン標的情報を次世代の生殖細胞へと受け継ぐと考えられている。したがっ
て、哺育細胞各周縁部の nuage における piRNA産生と、卵母細胞後極の生殖質の集積には、何ら
かの協調関係があると予想される。しかし、その協調メカニズムは未解明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が同定した生殖顆粒の動態制御に関わる新規因子について分子機能解析を進
めることで、生殖顆粒の制御による生殖細胞の発生制御機構、ならびに生体顆粒の相分離・相転
移制御の分子メカニズムに関する知見を深めることを目指した。特に、新規母性因子として同定
した tiny pole plasm (tpp)に焦点を当て、Tpp を介した哺育細胞各周縁部の nuage における
piRNA産生と、卵母細胞後極の生殖質の集積との連携機構とその生理学的意義について明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 新規母性因子として同定した tpp について、分子細胞生物学と発生遺伝学的手法を駆使して
機能解析を進めた。具体的には、Tpp に対する抗体の作成、CRISPR-Cas9 技術を用いたゲノム編
集による tpp を含めた様々な遺伝子のノックアウト系統、並びに蛍光タンパク質（EGFP, 
mScarlet など）やタグ（FLAG, HA など）をノックインした系統の作出、これら系統を用いた共
局在解析や免疫沈降実験、ψC31-attP/attBシステムを用いたトランスジェノック系統の作出な
どを進めた。また、Piwi ファミリータンパク質の複合体を免疫沈降により精製し、複合体に含
まれる piRNA の解析などを行った。これら実験結果を総合的に議論して、Tpp を介した生殖質形
成機構の分子機構を明らかにし、さらにその生理学的意義について新たな仮説を提唱した。 
 
４．研究成果 
（１）生殖質形成に関わる新起因の同定 
既知の生殖質因子である osk 及び nos mRNA や生殖質タンパク質である Vas（mRNA は生殖質に局
在しない）の mRNA は、産卵後 0から 2時間の胚において高発現を示すが、胚発生が開始すると
速やかに分解されるという特徴を示す。そこで、同様のパターンを示す機能未知の遺伝子を抽出
し、CRISPR-Cas9 技術を用いてノックアウト系統を作成し、ノックアウトメス由来の胚における
生殖細胞形成能を検討した。その結果、tiny pole plasm (tpp)と命名した遺伝子を欠いた胚で
は、生殖細胞数の減少が確認された。次に、蛍光 in situハイブリダイゼーションを行い、生殖
細胞形成に必須な生殖質 mRNA である gcl、nos、pgc の胚発生過程における分布を検討した。そ
の結果、母性 tpp を欠く胚ではこれら生殖質 mRNA の局在は減少していた。すなわち、tpp変異
胚における生殖細胞の形成の不全は、gcl を含む生殖質 mRNA の局在の減少により生殖質の活性
が低下することに起因すると考えられた。 
 
（２）tpp変異卵巣においける Aubの生殖室への局在異常 
卵母細胞における生殖細胞質タンパク質の分布パターンを可視化するため、Vas、Tud、Aubの EGFP
ノックイン系統を作成し、tpp変異卵巣における生殖質タンパク質の局在を検討した。その結果、
Vas, Tud の卵母細胞後極（生殖質）への集積は、tpp を欠いてもほぼ正常であったのに対し、
Aubの卵母細胞後極への局在は顕著に減少していた。Aubは生殖質 RNA の卵母細胞後極へのリク
ルート及び安定化する機能を持つことが報告されている。したがって、生殖質における Aubの局
在量の低下が、tpp変異胚において観察された tiny pole plasm表現型の主要な原因であると考
えられた。 



 
（３）tpp変異卵巣における Aubの sDMA修飾の解析 
Aub の卵母細胞後極への集積過程では、Aub の対称的ジメチル化アルギニン（sDMA）を介し Tud
と相互作用することがわかっている。抗 sDMA 抗体である SYM11 抗体を用いて Aub の sDMA 修飾
を検討した。sDMA修飾酵素の構成因子である csul変異卵巣及び vls変異卵巣において、Aubは
SYM11に対して免疫反応性を示さなかった。一方、tpp変異卵巣においては、Aubの sDMA修飾が
検出された。したがって、tpp変異卵巣における Aubの生殖質への集積量の低下は、sDMA による
制御とは独立していると考えられた。 
 
（４）Tpp タンパク質の分布パターンの検討 
卵形成過程における Tpp の分布を検討するため、 Tpp::mScarletKI 系統を作成した。

Tpp::mScarletKIはホモ接合体として樹立・維持できたことから、Tpp の C末端への mScarlet融

合は Tpp の機能に影響を与えないことが示唆された。Tpp::mScarletKIを Vas、Tud 及び Aub の

GFP融合タンパク質と共発現させたところ、Tpp::mScarletKIは哺育細胞の核膜周辺部の nuage に

おいて Vas、Tud 及び Aubと共局在していた。生殖質タンパク質である Vas、Tud 及び Aubは、ス

テージ 9以降、卵母細胞の後極に局在した。一方、Tpp::mScarletKIの卵母細胞後極への局在は

観察されなかった。したがって、nuage における Tpp と Aubの相互作用が、Aubの卵母細胞後極

への局在に重要であることが示唆された。 

 

（５）tpp変異卵巣におけるトランスポゾン制御の解析 

nuage は生殖細胞系列におけるトランスポゾンの抑制に重要である。nuage において、トランス

ポゾンを抑制の標的とする小分子 RNA である PIWI-interacting RNA（piRNA）が産生される。tpp
変異卵巣において、トランスポゾンが適切に抑制されているかを検討するため、RNA-seq 解析を

行い、ショウジョウバエで発現しているトランスポゾン配列にマッピングした。tpp変異卵巣で

は、発現上昇したトランスポゾンは僅かで、ほとんどのトランスポゾンは正常に抑制されていた。

したがって、tpp変異卵巣における生殖質形成の不全は、トランスポゾンの脱抑制とは独立して

起きていると考えられた。 

 次に、tpp変異卵巣における piRNA産生及び PIWI ファミリータンパク質への piRNA 結合能に

ついて検討した。卵巣抽出液を用いて、PIWI ファミリータンパク質（Piwi、Aub、Ago3）に対す

る特異的な抗体を用いて免疫沈降を行い、各 PIWI ファミリータンパク質を精製した。そして、

共沈降した piRNA を[𝛾-32P]-ATP で末端標識した後、電気泳動で分離し、オートラジオグラフィ

ーで検出した。その結果、tpp変異卵巣において、Aub及び Ago3に結合する piRNA の量は野生型

と比較して顕著に減少していた。すなわち、Tpp は nuage における piRNA 生合成に関わる新規因

子であり、その欠失により piRNA と結合している Aubが減少していると考えられた。 

 

（６）Aubの piRNA 結合能と卵母細胞抗局への局在能との関連性の検討 

tpp変異卵巣における Aubの生殖質局在の低下は、piRNA 非結合型 Aubが生殖質に局在できない

ためではないかとの仮説が考えられた。この仮説を検証するため、Aubの piRNA 結合部位に変異

を導入した EGFP-Aub トランスジェニック系統を作成した。その結果、piRNA との親和性が著し

く低下すると予想される変異型 EGFP-Aub（AubK572Aおよび AubF333A-Y342A）は、卵母細胞の後極（生

殖質領域）にほとんど局在しなかった。したがって、Aubへの piRNA の結合が生殖質への局在に

必須であると考えられた。 

 

（７）piRNA 生合成量と生殖細胞形成能との関連性の検討 

tpp変異卵巣では、piRNA の産生及び piRNA の Aubへの取り込みが減少しているにも関わらず、

トランスポゾンはほぼ正常に抑制されていた。興味深いことに、近年、トランスポゾンを標的と

する piRNA の 40%以上を担う 3 つの主要な piRNA クラスター遺伝子座（20A、38C、42AB）を同時

に欠失したメス成虫において、トランスポゾン抑制及び稔性は正常であることが報告された。そ

こで、tpp変異体バックグラウンドに 38CΔ 42ABΔ欠失を導入して、生殖細胞型性能を比較し

た。その結果、野生型では 36.1 ± 4.28 個の生殖細胞が形成されるのに対して、38CΔ 42AB メ
ス由来の胚では 17.7 ± 9.23個、tppfs4/Df(2L)BSC110 メス由来の胚では 15.6 ± 4.44個であ

った。一方、tpp- 38CΔ 42AB メス由来の胚では、1.59 ± 3.28 個にまで著しく低下していた。

これに対し、ほとんどのトランスポゾンは tpp- 38CΔ 42ABΔ卵巣においても抑制されていた。

さらに、約 80％の胚において生殖細胞が全く形成されなかった。以上の結果から、生殖細胞の

形成とトランスポゾンの抑制に必要な piRNA量の閾値が異なることが示された。 

 

（８）成果の考察 

piRNA はトランスポゾンやレトロウイルスなど外来の遺伝子配列を分解し不活化するための防

御機構（RNA免疫）として機能する。piRNA による防衛により、生物のゲノムは遺伝的侵略者で



あるトランスポゾンとの攻防に打ち勝ち、種の保存がなされている。一方で、piRNA とトランス

ポゾンの間のこのような軍拡競争は、進化の原動力に成り得るとも考えられている。この軍拡競

争は、piRNA のみならずトランスポゾンの進化・改変も促すため、ゲノムに侵入するトランスポ

ゾンの数は潜在的に無限であると言える。このような無限ともいえる遺伝的侵略者に対応する

ためには、既に侵略者として確認同定された配列に対しては、確実に次世代へと配列情報を伝播

することで、新たな侵略者に対する防御機構を保証する必要があると予想される。ショウジョウ

バエでは、卵形成過程において、卵巣内でトランスポゾンを抑制するために必要な量よりも過剰

な piRNA を産生することにより、確認同定された遺伝的侵略者を標的とする piRNA レパートリ

ーを Aub と共に生殖質に局在させ、次世代に十分な多様性を持った piRNA の伝搬を保証してい

るのであろう（図２）。卵形成過程における piRNA産生の閾値がトランスポゾン抑制と生殖質形

成との間で大きく異なること、及びトランスポゾン抑制に対して過剰な piRNA が生産される生

理的意義については今まで報告されておらず、本研究は新たなコンセプトを提示する成果であ

る。 
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図２：Tpp の生理機能 
Nuage は piRNA 生合成とトランスポゾン抑制の場であり、Aub と Ago3 がピンポンサイクル

と呼ばれる piRNA増幅経路を形成している。 おそらく Tpp はピンポンサイクルの促進因

子である。tppを欠いた卵巣では、piRNA 非結合の Aub が増大し、生殖質形成が不全となっ

た。 Aub と共に生殖質に集積した piRNA は、次世代に伝搬され新たな piRNA 合成の鋳型

となる。卵形成過程において、卵巣内でトランスポゾンを抑制するために必要な量よりも過

剰な piRNA を産生することにより、確認同定された遺伝的侵略者を標的とする piRNAレパ

ートリーを Aub と共に生殖質に局在させ、次世代に十分な多様性を持った piRNA の伝搬を

保証していると考えられる。 
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