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研究成果の概要（和文）：真核生物の細胞内には様々な種類のRNA顆粒が存在している．これらのRNA顆粒は，タ
ンパク質とRNA間の多価結合によって生じる液液相転換により形成される．Yb bodyはショウジョウバエ卵巣体細
胞においてpiRNA前駆体とpiRNA生合成因子から成る膜を持たない顆粒構造体であり，piRNA生合成に関与するこ
とが知られている．しかし，Yb bodyの機能や構成因子の全容は未解明である．
本研究では，細胞内での特異的なタンパク質間ネットワークを調べるために用いられるアスコルビン酸ペルオキ
シダーゼ（APEX）を融合したYbをOSCで発現し，Yb body局在化タンパク質を特異的に標識することに成功した．

研究成果の概要（英文）：Eukaryotic cells contain many kinds of RNP granules; P bodies, stress 
granules,  etc. Several observations suggest that liquid-liquid phase separation is the molecular 
basis for RNP granule assembly. Weak multivalent interactions between RNA-binding proteins and 
ssRNAs play a role in RNP granule assembly. Yb bodies are non-membrane-bound organelles consisting 
of precursor piRNA transcripts and piRNA factor proteins in Drosophila ovarian somatic cells, and 
are involved in piRNA biogenesis. However, the composition and function of Yb bodies are largely 
unknown. 
Ascorbic acid peroxidese (APEX) has been used to interrogate specific protein networks. In this 
study, APEX was fused to Yb to capture components of Yb bodies in OSCs. We found that APEX proximity
 labeling was able to enrich protein components of Yb bodies.

研究分野： 分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

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．PIWI-interacting 
RNA（piRNA）は，生殖細胞特異的に発現す
る小分子 RNA であり，生殖細胞において
PIWI と呼ばれる Argonaute タンパク質と結
合することでレトロトランスポゾンの発現
を抑制し，転移因子による有害変異から自身
のゲノムを護る役割を担っている．piRNA が
関与する RNA サイレンシングは，次世代に
遺伝情報を継承する生殖細胞が利己的転移
因子に対して構築した防御機構であり，この
防御機構の背景には分子レベルで自己非自
己の識別を可能にする巧妙なシステムの存
在が予想されている．これまでに，piRNA 生
合成経路が保存されたショウジョウバエ卵
巣由来培養細胞OSCを用いてpiRNA生合成
経路の解析を行なった結果，RNA 結合タン
パク質である Armitage（Armi）と Fs(1)Yb
（Yb）が piRNA 前駆体と相互作用すること
でpiRNA生合成に関与することを見出した．
さらに，piRNA 生成に必須の因子として
Zucchini（Zuc）と呼ばれるミトコンドリア
外膜に局在する RNA 分解酵素を同定した．
Armi と Yb は，piRNA の前駆体となる RNA
とともにYb bodyと呼ばれる膜を持たない細
胞質顆粒体に局在している．piRNA 生合成に
必須のタンパク質としてその他にもいくつ
かの因子が同定されており，これらの因子も
Yb body に局在することが分かっていた．ま
た，Yb 抗体を用いた免疫電顕法による観察
から，Yb body がミトコンドリアに隣接する
ことが明らかとなり，Zuc と Yb body 構成タ
ンパク質との相互作用が示唆された．以上の
ことから，Yb body は piRNA 生合成及び，
サイレンシングに作用する Piwi-piRNA複合
体形成の場として機能すると考えられる．し
かし，Yb body 構成因子の全容は不明であり，
piRNAの前駆体となるRNAを選択的に局在
化させるメカニズムや顆粒形成機構などは
わかっていない． 
 真核生物の細胞内には P body や Stress 
granule など，Yb body に類似したタンパク
質と RNA の凝集体が複数種類存在している．
これらの RNA 顆粒体は，mRNA の貯蔵や分
解に働くことで細胞状況に応じて遺伝子発
現を制御している．転写後発現制御において，
一群の RNA を選択的に特定の場所に局在化
させる RNA 顆粒体の重要性は明らかである．
しかし，免疫沈降法などでの精製が困難であ
ることから生化学的な解析は十分進んでお
らず，その形成メカニズムや構成因子のダイ
ナミクスに関しては不明な点が多い．そこで
本研究では，近年開発されたアスコルビン酸
ペルオキシダーゼ（APEX）を用いたプロテ
オーム解析により，Yb body 局在化タンパク
質を網羅的かつ定量的に同定し，Yb body 形
成機構及び piRNA 生合成機構の解明を目指
した． 

 
２．研究の目的 
 piRNA は，相補的な配列を持つレトロトラ
ンスポゾンの発現を負に制御する生殖細胞
特異的な機能性小分子 RNA である．ショウ
ジョウバエ生殖細胞において，piRNA は Yb 
body と呼ばれる細胞質顆粒構造体で生成さ
れることが示唆されている．Yb body は複数
種のタンパク質と piRNA前駆体となるRNA
により構成される RNA 顆粒体であるが，そ
の構成因子や形成機構に関しては不明な点
が多い．本研究では，プロテオーム解析によ
る細胞内 RNA 顆粒体の網羅的かつ定量的な
解析プラットフォームを構築し，Yb body 構
成因子を同定することで Yb body における
piRNA 生合成機構を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
 本研究では，ショウジョウバエ卵巣体細胞
由来培養細胞株 OSC を用いて，細胞質顆粒
構造体Yb bodyの局在タンパク質を同定する
ために，APEX による in vivo タンパク質ビ
オチン標識を行った．APEX は過酸化水素水
存在下でフェノール誘導体のラジカル化を
触媒する．その触媒作用はチラミドシグナル
増幅法に用いられる HRP と同様であるが，
APEX は HRP と異なり生細胞内においても
活性が維持されるため，生細胞内での標識が
可能となる．本研究では，Yb body に局在す
るタンパク質を APEX によりビオチン標識
し，ストレプトアビジンビーズを用いたプル
ダウン法によりYb body局在タンパク質を単
離した． 
 
４．研究成果 
 Yb body に局在化するタンパク質をビオチ
ン標識するために，Yb タンパク質の N 末端
側に APEX を融合した組換えタンパク質ベ
クターを作製し，OSC にトランスフェクショ
ンすることで一過的に APEX 融合 Yb を発現
させた．また，NES を付加した APEX 融合
EGFP 発現ベクターを作製し，ネガティブコ
ントロールとして用いた．トランスフェクシ
ョン後，48 時間培養した OSC にビオチンフ
ェノール及び過酸化水素を添加することで，
APEXによるタンパク質ビオチン標識を行っ
た．細胞を固定し，蛍光標識ストレプトアビ
ジンによるビオチン化タンパク質の染色と
anti-Yb 抗体を用いた免疫染色を組み合わせ
た二重染色を行った結果，Yb body とビオチ
ン化タンパク質のシグナルが共局在した．ま
た，ビオチン化処理した細胞からストレプト
アビジンビーズを用いてビオチン化タンパ
ク質を精製した結果，既知の Yb body 局在因
子である Yb 及び Armi が含まれていること
をウェスタンブロッティングにより確認し
た．以上の結果から，OSC において Yb body
局在化タンパク質を特異的にビオチン化で
きることがわかった． 
 トランスフェクションによる一過的な発



現により，OSC において APEX を用いた Yb 
body 局在化タンパク質のビオチン標識法を
確立できた．しかし，トランスフェクション
では導入効率が低くプロテオーム解析に十
分な量のビオチン化タンパク質が得られず，
また，過剰発現によるバックグラウンドの増
加が問題となった．そこで，APEX 融合 Yb
の発現量を内在 Yb を同じにするために，
APEX をノックインした OSC 細胞株を作製
した．ノックインは CRISPR-Cas9 システム
を用いて行った．N 末端に APEX が付加され
るようにドナー配列を設計し，Cas9 発現ベ
クター及び sgRNA発現ベクターと共にOSC
に導入した．薬剤選択と希釈培養によるクロ
ーニングにより，目的のノックイン OSC 細
胞株を作製できた．この細胞を用いて，最適
なビオチン標識条件を確立した．今後，この
細胞株を用いて iTRAQ 法による定量プロテ
オーム解析を行う予定である． 
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