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研究成果の概要（和文）：　piRNAは相補的な配列を持つ転移因子の発現を負に制御する機能性小分子RNAである。申請
者らは、ショウジョウバエpiRNA生合成機構に関する研究の過程で人工的に配列設計したpiRNAを生成できることを見出
した。本研究では、人工piRNAによる遺伝子ノックダウン法の開発を目指した。ショウジョウバエ卵巣由来培養細胞に
おいて任意の配列を持ったpiRNAを生成することができる発現ベクターを作製し、内在遺伝子を標的とした人工piRNAを
生成することで遺伝子発現が抑制されるかどうかを調べた。その結果、内在遺伝子のサイレンシングに成功し、この抑
制がpiRNA経路により転写レベルで起こることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：PIWI proteins, germline-specific members of the Argonaute family, function in RNA 
silencing in the gonad by associating specifically with PIWI-interacting RNAs (piRNAs). We found that it 
is possible to generate piRNAs that were artificially designed, using drosophila ovarian somatic cells. 
In this research, we developed the novel gene knockdown method using artificial piRNAs. We constructed 
the piRNA expression vectors that produces artificial piRNAs targeting optional genes, and examined the 
silencing effect by artificial piRNAs. As a result, artificial piRNAs succeeded in silencing of the 
endogenous gene, and we found that this suppression was occured at the transcriptional level by piRNA 
pathway.

研究分野：分子生物学

キーワード： piRNA　Piwi　RNAサイレンシング
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１．研究開始当初の背景 
 20〜30塩基長からなる機能性小分子 RNA
による遺伝子発現抑制現象は、RNA サイレ
ンシングと総称される。RNA サイレンシン
グ機構の中核となる分子は、マイクロ RNA
（microRNA：miRNA）を始めとして、RNA
干渉（RNA interference： RNAi）を誘起す
る small interfering RNA（siRNA）や、生
殖細胞特異的に発現する PIWI-interacting 
RNA（piRNA）などがある。これらの小分子
RNAは Argonaute蛋白質と結合することに
より、相補的な配列を持つ標的 RNA の分解
を促進する RNA 誘導型サイレンシング複合
体（RNA-induced silencing complex：RISC）
を形成する。RNA サイレンシングは、動植
物に幅広く備わった機構であり、発生や疾患
など様々な生命現象に関与している。 
 申請者はこれまでショウジョウバエをモ
デルとして、piRNAがどのように生成され、
どのようなメカニズムで遺伝子発現を抑制
するのかを研究してきた。piRNAはゲノム上
の piRNA クラスターと呼ばれる領域にコー
ドされており、この領域から転写された長い
RNA がプロセシングされることで成熟型の
piRNAが生成される。このような piRNA生
合成経路が保存されたショウジョウバエ卵
巣体細胞由来の培養細胞株（ovarian somatic 
cell：OSC）を用いた生化学的解析から、申
請者らはこれまでに以下のような研究結果
を得ている。 
 
(1)piRNA 生合成に必須の蛋白質因子として
Armitage（Armi）、Fs(1)Yb（Yb）、Zucchini
（Zuc）を同定した。Armiと Ybは、Yb body
と呼ばれる細胞質顆粒構造体の構成蛋白質
である。両者とも RNA へリカーゼドメイン
を持つ RNA結合蛋白質であり、piRNA生合
成過程の中間体と結合することが示唆され
た。また、Zucはミトコンドリア外膜上に局
在し、piRNA 前駆体を切断し成熟型 piRNA
を生成するヌクレアーゼであることを示し
た。 
 
(2)piRNAクラスターには、flamencoと呼ば
れる X染色体上の約 150 kbに渡る遺伝子座
に代表されるレトロトランスポゾン断片配
列が蓄積した領域と、特定の遺伝子の 3'非翻
訳領域（untranslated region：UTR） の２
種類がある。3'UTRに piRNAクラスターを
持つ遺伝子として traffic jam （tj）を同定し
た。tj mRNA は、Tj 蛋白質を産生すると同
時に、piRNAの前駆体にもなる。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは、piRNA生合成経路及びサイレ
ンシング機構に関する研究の過程で、人工的
に配列設計した piRNA を生成できることを
見出し、このシステムを用いた遺伝子発現抑
制法の着想に至った。本研究では、piRNAに
よる制御機構の理解を深めるとともに、人工

piRNA による遺伝子発現抑制の可否を検証
し、新たな遺伝子ノックダウン法の開発を目
指した。具体的には以下の研究項目を設定し
た。 
 
(1)piRNA の発現に必須な cis エレメントを
同定する。 
 
(2)piRNA 生成に必須の cis エレメントに相
互作用する蛋白質を明らかにする。 
 
(3)OSC において任意の遺伝子の発現を人工
piRNAにより抑制できるかどうかを調べる。 
 
３．研究の方法 
(1)piRNA の発現に必須な cis エレメントの
同定 
 EGFP の下流に tj 3'UTR 全長配列を付加
したレポーター遺伝子を OSC に導入し発現
させると、発現ベクター由来の piRNA が
3'UTR から合成されることがわかっていた。
この発現ベクターの tj 3'UTR の部分欠失変
異体を作製し、piRNA生成能への影響を調べ
piRNA 生成に必須の配列領域を同定した。
piRNA はノーザンブロット法により検出し
た。また、tj以外の 3'UTRに piRNAをコー
ドする遺伝子についても同様に必須領域を
特定した。 
 
(2)piRNA cis エレメントに相互作用する蛋
白質の同定 
 piRNA生合成に関与する因子として、Piwi、
Armi 、 Yb 、 Zuc を 同 定 し て い る 。
High-throughput sequencing of RNA 
isolated by crosslinking 
immunoprecipitation（HITS-CLIP）法を用
いて、これらの RNA 結合蛋白質が結合する
RNA配列を同定し、cisエレメントとの結合
を検証した。 
 
(3)人工 piRNAによる遺伝子サイレンシング 
 (1)で同定した cisエレメントを用いて任意
の配列を持った人工 piRNA 発現ベクターを
作製し、OSC の内在遺伝子を標的とした
piRNA を生成し発現抑制されるかどうかを
調べた。遺伝子発現量は、転写レベルの変化
を定量 RT-PCR、翻訳レベルの変化をウェス
タンブロット法により定量した。 
 
４．研究成果 
(1)piRNA の発現に必須な cis エレメントの
同定 
 tj 3'UTR全長配列1467 bpの部分欠失変異
体を作製した結果、202-301 bpの 100 bpの
領域が、下流から piRNA を生成するために
必要十分な cis エレメント配列であることが
分かった。この cis エレメントの下流に任意
の配列を挿入し、この配列に由来する piRNA
ができるかどうかをノーザンブロット法で
調べた結果、任意の配列から人工的な piRNA



が発現することが分かった。一方で、cis エ
レメントの上流からは piRNA は生成されな
かった。このことから、cis エレメントは下
流にのみ作用して piRNA を生成することが
示唆された。 
 tj とは別の piRNA コード領域である
flamencoについても、同様に piRNA生合成
に必須の cis エレメントが存在するかどうか
を検証した。flamencoは全長 150 kb以上の
長い転写領域を持つが、flamenco 転写産物
は複数のスプライスバリアントを持つこと
が知られており、特に上流に位置するエキソ
ン 1とエキソン２が高頻度に現れることが分
かっていた。tj cisエレメントが下流に作用す
るという知見から flamenco 転写開始位置に
近いエキソン 1 とエキソン 2 を選んで、
piRNA生成能を調べた。その結果、これらの
領域がpiRNA生成能を持つことが分かった。
また、tj と同様に蛋白質コード遺伝子の
3'UTRに piRNAをコードするいくつかの遺
伝子について同様の実験を行い、これらの遺
伝子にも cis エレメントが存在することを確
認した。本研究により複数の piRNA cisエレ
メントを同定したが、これらの配列あるいは
構造的な共通性については不明である。 
 
(2)piRNA cis エレメントに相互作用する蛋
白質の同定 
 OSC を用いた解析から、これまでに
piRNA生合成に必須のRNA結合蛋白質とし
て同定されていた Yb について HITS-CLIP
法を用いて結合 RNA を網羅的に同定した。
その結果、Yb結合領域が piRNAコード領域
に一致することがわかった。Ybは RNAヘリ
カーゼドメインを持つ蛋白質であり、ヘリカ
ーゼドメインのモチーフ配列の変異体を作
製したところ、RNA と結合できなくなるこ
とが分かった。また、この変異体では piRNA
が生成できなくなることが分かった。このこ
とから、Ybによる piRNA前駆体となるRNA
への結合が piRNA 生成に必須であることが
示唆された。 
 HITS-CLIPによる解析から、Ybの結合モ
チーフ配列の同定を試みたが、Yb に結合配
列特異性は見られなかった。このことから、
Yb が cis エレメントに特異的に結合する
trans-acting factorであるかどうかは明らか
になっていない。しかし、RNA ヘリカーゼ
による RNA 上を移動する活性によって、配
列特異性が見られなくなっている可能性が
考えられた。そこで、CRISPR-Cas9 システ
ムを用いてOSCの tj cisエレメントの欠失変
異体を作製し、Yb HITS-CLIPを行うことで、
tj 3'UTR全体での Yb結合に影響が見られる
かどうかを調べた。その結果、tj cisエレメン
ト欠失変異体では、Ybの 3'UTR全体への結
合量が低下していた。このことから、Yb は
まず、cisエレメントに結合し、RNAヘリカ
ーゼ活性により下流に移動しながら piRNA
生成に作用するというモデルが示唆された。

しかし、Ybとは別の trans-acting factorが
存在する可能性は否定できない。 
 
(3)人工 piRNAによる遺伝子サイレンシング 
 (1)で作製した人工 piRNA発現ベクターを
用いて内在遺伝子を標的とする piRNA を設
計し、OSCにおいて発現させた。ここでは内
在遺伝子として krimper と呼ばれる遺伝子
を選んだ。krimperの 5'UTR、CDS、3'UTR
のそれぞれに対して相補的な人工 piRNA を
発現させ、その抑制効果をウェスタンブロッ
トと免疫染色により調べた。その結果、全て
の標的において蛋白質発現が抑制されてい
ることが分かった。とくに、開始コドン付近
を標的とした場合と、3'UTRを標的とした場
合で、高い抑制効果が見られた。この抑制が
転写レベルで起こっているかどうかを確認
するために、PolⅡ ChIPを行った結果、Pol
Ⅱ結合量が低下していることが分かった。ま
た、Piwi をノックダウンして、piRNA 経路
を働かなくした場合、krimperの発現抑制は
見られなくなることが分かった。これらのこ
とから、人工的に発現させた piRNA により
転写レベルでのサイレンシングが可能であ
ることが示された。 
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