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研究成果の概要（和文）：トランスポゾンとその残滓は、ヒトゲノムでは 45%もの領域を占めている。トランス
ポゾンの持つ転移能は個体に有害であり、特に生殖細胞におけるトランスポゾンの発現抑制は次世代への正確な
遺伝情報の伝達を考えた場合に、生物にとって喫緊の課題である。私は小分子RNAがトランスポゾンの発現を生
殖細胞でいかに抑制しているかに関して研究をハエとマウスを用いて行ってきた。ハエにおいては、特定ゲノム
領域に存在するタンパク質群を網羅的に同定する手法を開発してきた。また、マウスにおいては精巣中に含まれ
る少量の生殖細胞からクロマチン状態をプロファイルし、その様態を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：More than 45% of human genome consists of transposons and its remnants. 
Transpositional events of them are deleterious to their hosts, especially in their gonads. Here, I 
am engaged in how small RNA would induce transcriptional silencing at transposon sequences, by using
 both fly and mouse systems. For fly system, I am trying to establish a method to proteomically 
identify the chromatin components at specific genomic region. For mouse system, I have profiled the 
chromatin dynamics in the small number of germ cells within the whole testis, and comprehensively 
described its temporal change in detail, particularly at transposon sequences.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： 小分子RNA　トランスポゾン　生殖細胞
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様 式

１．研究開始当初の背景
 トランスポゾンとその残滓は、ヒトゲノム
では
ゾンの持つ転移能は個体に有害であり、特に
生殖細胞におけるトランスポゾンの発現抑
制は次世代への正確な遺伝情報の伝達を考
えた場合に、生物にとって喫緊の課題である。
PIWI
RNA
で特異的に発現しており、トランスポゾン抑
制に重要な働きを持つ。
標的の発現を
目は、自身の持つ
路。二つ目は、標的遺伝子座のクロマチンを
転写に抑制的な状態に
特に後者の抑制機構に関しては、それに関与
する因子が数個単離されているのみで未だ
にその全容が明らかになっていない。さらに
現象の包括的理解に欠かせない、各素過程の
生化学的解析に関しては殆どなされていな
いのが現状である。
 PIWI
際に障害となってきたのは、その限局した発
現パターンである。
生殖巣から樹立された「
養細胞では機能的な
発現しており、現在までに生化学的な解析が
進んでいるのに対して、マウスなど哺乳類で
はそのような培養細胞が現在までに得られ
ていない。
きを持っているのは
時期で、これは
生殖細胞を指す。
Piwi
イトの時期に
Miwi2
のメチル化や抑制性ヒストン修飾が知られ
ているが、
ノム変換を引き起こしているかに関しては
未だ謎が多い。
因の一つとして、一個体から得られるゴノサ
イトの
つの精巣あたり
実験に用いるには程遠く、この細胞の持つ
「稀少性
 
２．研究の目的
 本研究課題では
されるクロマチン修飾の分子メカニズムを
明らかにすることを目的と
 ショウジョウバエ
は特定クロマチン領域に存在するタンパク
質を網羅的に同定することで
によって誘起されるクロマチン変化の全体
像を知ることを目標とした。
 マウス
析に関しては、生化学的実験に用いる
できるような
量細胞からクロマチン変化に関するデータ
取得すること

式 Ｃ－１９、Ｆ－１９

１．研究開始当初の背景
トランスポゾンとその残滓は、ヒトゲノム
では 45%もの領域を占めている。トランスポ
ゾンの持つ転移能は個体に有害であり、特に
生殖細胞におけるトランスポゾンの発現抑
制は次世代への正確な遺伝情報の伝達を考
えた場合に、生物にとって喫緊の課題である。
PIWI タンパク質とそれに結合する小分子
RNAであるpiRNA
で特異的に発現しており、トランスポゾン抑
制に重要な働きを持つ。
標的の発現を 2通りの経路で抑制する。一つ
目は、自身の持つ
路。二つ目は、標的遺伝子座のクロマチンを
転写に抑制的な状態に
特に後者の抑制機構に関しては、それに関与
する因子が数個単離されているのみで未だ
にその全容が明らかになっていない。さらに
現象の包括的理解に欠かせない、各素過程の
生化学的解析に関しては殆どなされていな
いのが現状である。

PIWI-piRNA の核内で
際に障害となってきたのは、その限局した発
現パターンである。
生殖巣から樹立された「
養細胞では機能的な
発現しており、現在までに生化学的な解析が
進んでいるのに対して、マウスなど哺乳類で
はそのような培養細胞が現在までに得られ
ていない。マウスで
きを持っているのは
時期で、これは胎生後期から生後数日までの
生殖細胞を指す。
Piwiファミリータンパク質の一つで、ゴノサ
イトの時期に核内で
Miwi2 に依存したトランスポゾン上の
のメチル化や抑制性ヒストン修飾が知られ
ているが、Miwi2
ノム変換を引き起こしているかに関しては
未だ謎が多い。Miwi2
因の一つとして、一個体から得られるゴノサ
の少なさが挙げられる。
つの精巣あたり 1
実験に用いるには程遠く、この細胞の持つ
「稀少性の壁」を超える必要がある。

２．研究の目的 
本研究課題では
されるクロマチン修飾の分子メカニズムを
明らかにすることを目的と
ショウジョウバエ
は特定クロマチン領域に存在するタンパク
質を網羅的に同定することで
によって誘起されるクロマチン変化の全体
像を知ることを目標とした。
マウス PIWI-piRNA
析に関しては、生化学的実験に用いる
できるような培養細胞の樹立と
量細胞からクロマチン変化に関するデータ
することを目的とした。

Ｃ－１９、Ｆ－１９

１．研究開始当初の背景 
トランスポゾンとその残滓は、ヒトゲノム
もの領域を占めている。トランスポ

ゾンの持つ転移能は個体に有害であり、特に
生殖細胞におけるトランスポゾンの発現抑
制は次世代への正確な遺伝情報の伝達を考
えた場合に、生物にとって喫緊の課題である。
タンパク質とそれに結合する小分子

piRNAは高等真核生物の生殖巣
で特異的に発現しており、トランスポゾン抑
制に重要な働きを持つ。PIWI

通りの経路で抑制する。一つ
目は、自身の持つ RNA 切断活性を介した経
路。二つ目は、標的遺伝子座のクロマチンを
転写に抑制的な状態に誘導する経路である。
特に後者の抑制機構に関しては、それに関与
する因子が数個単離されているのみで未だ
にその全容が明らかになっていない。さらに
現象の包括的理解に欠かせない、各素過程の
生化学的解析に関しては殆どなされていな
いのが現状である。 

の核内での働きを解明する
際に障害となってきたのは、その限局した発
現パターンである。ショウジョウバエでは雌
生殖巣から樹立された「OSC
養細胞では機能的な PIWI-piRNA
発現しており、現在までに生化学的な解析が
進んでいるのに対して、マウスなど哺乳類で
はそのような培養細胞が現在までに得られ

マウスで PIWI-piRNA
きを持っているのはゴノサイトと呼ばれる

胎生後期から生後数日までの
生殖細胞を指す。Miwi2 は 3
ファミリータンパク質の一つで、ゴノサ
核内で特異的に発現している。

に依存したトランスポゾン上の
のメチル化や抑制性ヒストン修飾が知られ

Miwi2が直接何に結合してエピゲ
ノム変換を引き起こしているかに関しては

Miwi2研究を遅らせている要
因の一つとして、一個体から得られるゴノサ
少なさが挙げられる。ゴノサイトは一

1万個程度であり、生化学的
実験に用いるには程遠く、この細胞の持つ

を超える必要がある。

 
本研究課題では、RNA によって引き起
されるクロマチン修飾の分子メカニズムを
明らかにすることを目的とする。
ショウジョウバエの OSC を用いた研究で
は特定クロマチン領域に存在するタンパク
質を網羅的に同定することで
によって誘起されるクロマチン変化の全体
像を知ることを目標とした。

piRNA のクロマチン変化解
析に関しては、生化学的実験に用いる

培養細胞の樹立と
量細胞からクロマチン変化に関するデータ

を目的とした。

Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９

トランスポゾンとその残滓は、ヒトゲノム
もの領域を占めている。トランスポ

ゾンの持つ転移能は個体に有害であり、特に
生殖細胞におけるトランスポゾンの発現抑
制は次世代への正確な遺伝情報の伝達を考
えた場合に、生物にとって喫緊の課題である。
タンパク質とそれに結合する小分子

は高等真核生物の生殖巣
で特異的に発現しており、トランスポゾン抑

PIWI タンパク質は
通りの経路で抑制する。一つ
切断活性を介した経

路。二つ目は、標的遺伝子座のクロマチンを
誘導する経路である。

特に後者の抑制機構に関しては、それに関与
する因子が数個単離されているのみで未だ
にその全容が明らかになっていない。さらに
現象の包括的理解に欠かせない、各素過程の
生化学的解析に関しては殆どなされていな

の働きを解明する
際に障害となってきたのは、その限局した発

ショウジョウバエでは雌
OSC」と呼ばれる培

piRNA 複合体が
発現しており、現在までに生化学的な解析が
進んでいるのに対して、マウスなど哺乳類で
はそのような培養細胞が現在までに得られ

piRNAが核内で働
ゴノサイトと呼ばれる

胎生後期から生後数日までの
3 つあるマウス

ファミリータンパク質の一つで、ゴノサ
特異的に発現している。

に依存したトランスポゾン上の DNA
のメチル化や抑制性ヒストン修飾が知られ

に結合してエピゲ
ノム変換を引き起こしているかに関しては

研究を遅らせている要
因の一つとして、一個体から得られるゴノサ

ゴノサイトは一
であり、生化学的

実験に用いるには程遠く、この細胞の持つ
を超える必要がある。 

によって引き起
されるクロマチン修飾の分子メカニズムを

する。 
を用いた研究で

は特定クロマチン領域に存在するタンパク
質を網羅的に同定することで、PIWI-piRNA
によって誘起されるクロマチン変化の全体
像を知ることを目標とした。 

のクロマチン変化解
析に関しては、生化学的実験に用いることの

培養細胞の樹立と並行して、少
量細胞からクロマチン変化に関するデータ

を目的とした。 

、Ｚ－１９、ＣＫ－１９

トランスポゾンとその残滓は、ヒトゲノム
もの領域を占めている。トランスポ

ゾンの持つ転移能は個体に有害であり、特に
生殖細胞におけるトランスポゾンの発現抑
制は次世代への正確な遺伝情報の伝達を考
えた場合に、生物にとって喫緊の課題である。
タンパク質とそれに結合する小分子

は高等真核生物の生殖巣
で特異的に発現しており、トランスポゾン抑

タンパク質は
通りの経路で抑制する。一つ
切断活性を介した経

路。二つ目は、標的遺伝子座のクロマチンを
誘導する経路である。

特に後者の抑制機構に関しては、それに関与
する因子が数個単離されているのみで未だ
にその全容が明らかになっていない。さらに
現象の包括的理解に欠かせない、各素過程の
生化学的解析に関しては殆どなされていな

の働きを解明する
際に障害となってきたのは、その限局した発

ショウジョウバエでは雌
」と呼ばれる培
複合体が

発現しており、現在までに生化学的な解析が
進んでいるのに対して、マウスなど哺乳類で
はそのような培養細胞が現在までに得られ

が核内で働
ゴノサイトと呼ばれる

胎生後期から生後数日までの
つあるマウス

ファミリータンパク質の一つで、ゴノサ
特異的に発現している。

DNA
のメチル化や抑制性ヒストン修飾が知られ

に結合してエピゲ
ノム変換を引き起こしているかに関しては

研究を遅らせている要
因の一つとして、一個体から得られるゴノサ

ゴノサイトは一
であり、生化学的

実験に用いるには程遠く、この細胞の持つ

によって引き起こ
されるクロマチン修飾の分子メカニズムを

を用いた研究で
は特定クロマチン領域に存在するタンパク

piRNA
によって誘起されるクロマチン変化の全体

のクロマチン変化解
ことの

並行して、少
量細胞からクロマチン変化に関するデータ

 
３．研究の方法
(1) 
 ショウジョウバエにおける
関連タンパク質群を網羅的に
の手法
手法自体の
ため、その方法に関しては
記述する。
(2) 
ン動態解析
 ATAC
で、
常に簡便に、かつ少量の細胞からゲノムワイ
ドに知ることが出来る。
クロマチン構造変化をプロファイルす
めに、この手法をゴノサイトに適用する。マ
ウス胎仔の精巣には非常に多くの体細胞が
含まれており、そのなかでゴノサイトの占め
る割合は数
トランスジェニックマウス
精巣からゴノサイトのみを回収することに
した
E10.5
マウス胎仔精巣から
細胞集団を濃縮したところ、単一の精巣から

約 5000
で得られた。その後、この細胞集団から
ATA
代シーケンサーで配列決定した
後の配列解析により、得られたデータはゴノ
サイト特異的なデータを反映していること
が明らかになった。
の項目で記述する
 
４．研究成果
(1) 
 OSC
みてきた。
計することで
その領域を大量に細胞から回収した。細胞か
らの核の単離法や
の調製法などの改良の結果、一回の免疫沈降
のステップで非常に純度の高いクロマチン
を得ることが出来た。しかし、現段階では遺
伝子座ごとで得られるタンパク質群に差が
見られず、
良を行っている。
 上記と並行して

、ＣＫ－１９（共通）

３．研究の方法
 Genome-IP
ショウジョウバエにおける
関連タンパク質群を網羅的に
の手法(以下、Genome
手法自体の確立が成果の一部となっている
ため、その方法に関しては
記述する。 

 ATAC-seq
ン動態解析 

ATAC-seq 法は
で、DNA へのアクセシビリティの情報を非
常に簡便に、かつ少量の細胞からゲノムワイ
ドに知ることが出来る。
クロマチン構造変化をプロファイルす
めに、この手法をゴノサイトに適用する。マ
ウス胎仔の精巣には非常に多くの体細胞が
含まれており、そのなかでゴノサイトの占め
る割合は数%に満たない。そこで
トランスジェニックマウス
精巣からゴノサイトのみを回収することに
した(Mvh は生殖細胞特異的なマーカーで
E10.5からその発現が見られる
マウス胎仔精巣から
細胞集団を濃縮したところ、単一の精巣から

5000個程度の生殖細胞が
で得られた。その後、この細胞集団から
ATAC-seq ライブラリを調製し、それを次世
代シーケンサーで配列決定した
後の配列解析により、得られたデータはゴノ
サイト特異的なデータを反映していること
明らかになった。
の項目で記述する

４．研究成果 
 Genome-IP
OSC を用いて、
みてきた。gRNA
計することで Cas9
その領域を大量に細胞から回収した。細胞か
らの核の単離法や
の調製法などの改良の結果、一回の免疫沈降
のステップで非常に純度の高いクロマチン
を得ることが出来た。しかし、現段階では遺
伝子座ごとで得られるタンパク質群に差が
見られず、現在この点に関
良を行っている。
上記と並行して

（共通） 

３．研究の方法 
IP法 

ショウジョウバエにおける
関連タンパク質群を網羅的に

Genome-IP法
確立が成果の一部となっている

ため、その方法に関しては研究成果の項目で

seq 法によるゴノサイトクロマチ

法は 2013 年に開発された手法
へのアクセシビリティの情報を非

常に簡便に、かつ少量の細胞からゲノムワイ
ドに知ることが出来る。ゴノサイトにおける
クロマチン構造変化をプロファイルす
めに、この手法をゴノサイトに適用する。マ
ウス胎仔の精巣には非常に多くの体細胞が
含まれており、そのなかでゴノサイトの占め

に満たない。そこで
トランスジェニックマウスを用いて、胎仔の
精巣からゴノサイトのみを回収することに

は生殖細胞特異的なマーカーで
その発現が見られる

マウス胎仔精巣から FACS
細胞集団を濃縮したところ、単一の精巣から

個程度の生殖細胞が
で得られた。その後、この細胞集団から

ライブラリを調製し、それを次世
代シーケンサーで配列決定した
後の配列解析により、得られたデータはゴノ
サイト特異的なデータを反映していること
明らかになった。データの詳細は研究成果
の項目で記述する 

 
IP法の確立 
を用いて、GenomeIP

gRNAをゲノム上の特定領域に設
Cas9 を当該領域に呼び込み、

その領域を大量に細胞から回収した。細胞か
らの核の単離法や免疫沈降に用いるビーズ
の調製法などの改良の結果、一回の免疫沈降
のステップで非常に純度の高いクロマチン
を得ることが出来た。しかし、現段階では遺
伝子座ごとで得られるタンパク質群に差が

現在この点に関してのさらなる
良を行っている。 
上記と並行して、GenomeIP

ショウジョウバエにおける PIWI-piRNA
関連タンパク質群を網羅的に解析するため

法)を開発してきた
確立が成果の一部となっている

研究成果の項目で

法によるゴノサイトクロマチ

年に開発された手法
へのアクセシビリティの情報を非

常に簡便に、かつ少量の細胞からゲノムワイ
ゴノサイトにおける

クロマチン構造変化をプロファイルす
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けた試みを TALENシステムを用いて行った。
OSC ではゲノム上のワンコピーの遺伝子座
に対して実験を行ったが、TALEN の場合は
NIH3T3細胞や mES細胞を用いて、セント
ロメアやテロメアに存在するリピート配列
をターゲットにした。リピート配列を認識す
る TALEコンストラクトに flagやGFPとい
ったタグ配列をタンデムに融合させた。この
コンストラクトを恒常的に発現する細胞株
では、セントロメアもしくはテロメアが光る
様子が観察される。この細胞株から、２種類
のタグ配列を用いて２回連続的に免疫沈降
したところ、ネガティブコントロールの遺伝
子座に比べて 10 万倍程度のシグナルノイズ
比が得られた。現在、以上の条件で大量の細
胞から免疫沈降産物を調製している。今後、
得られた画分に含まれるタンパク質群を
MASS解析で同定し、その機能を生化学的に
解明する。 
(2) ゴノサイトにおけるクロマチン変化解析 
 ATAC-seq 法をゴノサイトに適用した。
Miwi2 が発現しはじめる E13.5 から生後 6
日目までの間を時系列に沿ってプロファイ
ルしたところ、E17.5でクロマチン構造が緩

む領域が多数存在した。この領域はその後ま
た閉じたクロマチン構造に戻るため、このク
ロマチン構造形成が非常に一過的であるこ
とが明らかとなった(図 2)。今回、以上のよ
う な 振 る 舞 い を 示 す 領 域 を DAD 
(Differentially Accessible Domain)と命名し

た。この染色体領域に注目して観察すると、
DAD は遺伝子が無い領域、いわゆる gene 
desert に形成されていた(図 3)。マウスゲノ
ム上には計75のDADが存在する。そのうち、
殆どの DADは gene desert上に形成された
が、残りのものに関しては特殊な遺伝子上に
形成された。Olfactory receptor gene、
Prolactin gene、Keratin geneはゲノム上の
特定の領域での遺伝子重複により、クラスタ
ーを形成している。DAD はこれらクラスタ
ーの領域に形成された(図 4)。 
 次に、DAD 内の ATAC-seq ピークの周辺
に多く存在する DNA モチーフを抽出したと
ころ、図５で示したような DNA モチーフが
得られた。これらは既知の DNA 結合モチー

フにマッチしなかったため、これらの配列を
用いて BLAST検索をした。すると、これら
３つの配列は全て LINE1 トランスポゾンに
由来することがわかった。そこで今度は、ト
ランスポゾン上のアクセシビリティが上昇
しているかファミリーごとの変動を数値化
することで確認したところ、実際に多くのト
ランスポゾンのファミリーのアクセシビリ
ティが上昇していることがわかった(図 6)。 
 ATAC-seq による解析と並行して、ゴノサ
イトの各ステージおいてのトランスクリプ

トームを nanoCAGE-seq によってプロファ
イルしている。nanoCAGE-seqは少量細胞か
らトランスクリプトームを知ることのでき
る手法で、ゴノサイトを用いた解析に適して
いる。さらに、およそ 2万個のゴノサイトを
用いた ChIP-qPCRも可能になり、分化の主
要なマーカーと考えられている H3K27me3

の ChIP-seq を現在行っている。以上の
ATAC-seq、nanoCAGE-seq、ChIP-seqのデ
ータを総合的に解析することでゴノサイト
のクロマチン状態を詳細に記述する。 
 上記の解析は主に野生型ゴノサイトの性
状記述のためのものである。では、Miwi2は
これらの過程にどのような働きをもってい
るのだろうか。そこで、ゴノサイトの
ATAC-seqによる解析をMiwi2ノックアウト
においても行い、Miwi2の寄与を明らかにす
る。また、申請書にも記述したように、Miwi2
と H3K27me3 の責任酵素であるポリコーム
複合体との相互作用を two-hybrid で見出し
ている。よって、ATAC-seq のみならず、
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H3K27me3 の ChIP-seq を通して、Miwi2
のヒストン修飾への影響をも詳細に理解し
ていく。 
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