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研究成果の概要（和文）：塩見グループは、継代可能なショウジョウバエ卵巣由来体細胞OSCを用いて（１）
piRNA前駆体の選択性機構、（２）piRNA生合成の場Yb body形成機構、（３）Piwi-piRNA複合体の核移行機構の
作用機序を明らかにすることを目的として研究を進めた。各テーマに関して研究成果を論文として発表すること
ができた。大野グループは、哺乳動物細胞で多量に発現するlncRNAの核内保持機構の作用機序を明らかにする研
究を進めた。lncRNA の代表例であるNeat1 RNAの核内保持機構に関して研究を進め仮説を証明するに至った。現
在、その成果を論文にまとめるべく論文投稿準備中である。

研究成果の概要（英文）：The Siomi group has investigated to elucidate the molecular mechanisms of 
(1) piRNA precursor selection, (2) Yb body formation, and (3) nuclear localization of the Piwi-piRNA
 complex. For this, the Siomi group has used cultured ovarian somatic cells in which the Piwi-piRNA 
complex is fully functional in transposon silencing. The Siomi group published several papers in 
this 5-year project. The Ohno group has investigated to understand the mechanism underlying the 
nuclear retention of nuclearly located lncRNAs, particularly of Neat1 RNA, and came to the point to 
propose the model for the event. Currently, the Ohno group is preparing the manuscript.

研究分野： 機能生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
piRNAはトランスポゾンの抑制を介して生殖ゲノムの品質を管理する。piRNAの機能異常はトランスポゾンの脱抑
制やゲノム損傷を引き起こし、卵・精子形成の異常や不稔を導く。よってpiRNA機構は有性生殖を伴う生物にと
って不可欠な分子機構であり、この仕組みを理解することは学術的、社会的観点から非常に意義高い。これまで
生体内で起こる様々な現象はタンパク質をコードする遺伝子の機能によって担われていると考えられていたが、
それでは説明がつかないことが多々ありlncRNA研究の重要性が浮上した。lncRNAの機能を正確に知る上でlncRNA
核内保持機構の作用機序解明は非常に意義高いと言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
真核生物のゲノムからは多種多様なRNA 種が転写され、独自の生合成経路に沿って成熟化し、そ

れぞれの機能を果たすために的確な細胞内部位に局在する。piRNAは、トランスポゾンの利己的

転移を抑制することによって生殖ゲノムの品質をまもるncRNAである。piRNAはPIWIタンパク質と

作動装置RISCを形成し、標的の発現を抑制するが、他の小分子RNA とは異なり、生殖細胞系列特

異的であることやDicer 非依存的に生合成されるといった特徴をもつ。piRNAの作動原理の解明

は、生殖系疾患の創薬へ結びつく可能性を秘めており、幹細胞科学への貢献も期待されるため、

国内外で精力的に研究されつつある。塩見は、ここ10年余りRNA サイレンシング研究領域の第一

線に位置し、特にpiRNA研究によってこの競争の激しい研究領域を牽引してきた。この間、長い

こと機能が不明であったショウジョウバエ母性因子Armi、Tud、Zuc や生殖幹細胞因子YbがpiRNA

生合成因子であること、またYbが中核となって形成される細胞内構造体Yb bodyが、piRNA生合成

やpiRISC形成の場であることなどを明らかにしてきた。piRNAは、piRNAクラスタから転写される

ncRNAや特定のmRNA（3’UTR）を前駆体とし、独自のプロセシング経路を経て成熟化する。これ

らのpiRNA 前駆体はYb bodyやNuageといった核近傍構造体に局在するが、その選択的局在の仕組

みは未だ不明である。そこで本研究では、piRNA前駆体をYb bodyやNuageへ選択的に導くための

作動エレメント及びそれに結合するタンパク質によって制御される細胞内局在決定機構を明ら

かにし、piRNA 生合成機構の全容解明を目指す。大野はこれまでに、同じRNA Pol IIによって転

写されるmRNAとU snRNAが、なぜ異なる経路で核外に輸送されるのかという長年の問題に取り組

み、RNA 結合タンパク質hnRNP CがRNAの長さを測ることにより両RNA を識別し異なる輸送経路に

振り分けることを明らかにした。ncRNAもmRNAやU snRNAと同様にPol II によって転写される。

これらのncRNAは、mRNAと同様に長大で、5’キャッピング・スプライシング・3’ポリA 付加を

経て産生されるにもかかわらず、その多くは核外輸送を受けずに核内に留まる。そこで本研究は

mRNAとncRNAの核内における仕分け・振り分け機構の理解を目指す。 

 
２．研究の目的 
真核生物ゲノムから産生される多くのncRNAは、mRNAと同様にPol IIによって転写される。しか

し、mRNAが細胞質へと輸送され翻訳の基質となるのに対し、ncRNAの多くは核に局在して機能す

る。また核外輸送される一部のncRNAは、細胞質において特異的な構造体に局在する。こうした

RNAの的確な細胞内局在化は、個々のncRNAの機能を果たすために不可欠であるが、ncRNA特有の

細胞内局在を規定する機構は全く分かっていない。本研究では、ncRNAの細胞内局在の決定機構

に注目し、その特異性を担うncRNA 上の目印を作動エレメントとして捉え、これを指標にして

ncRNAを分類、ncRNAネオタクソノミの確立に資することを目的とする。塩見は、piRNA前駆体の

細胞質における局在に着目した研究を行う。生殖細胞においてトランスポゾンの抑制に関与する

piRNA は、Yb bodyやNuageなどの核近傍構造体に局在して成熟型piRNAとなり、PIWI タンパク質

と作動装置を形成することにより機能を発揮するが、その選択的局在化機構は不明である。そこ

で、piRNA前駆体のYb body/Nuageへの局在に必須な作動エレメントを同定し、ncRNAの細胞質に

おける局在化機構を解明する。大野は、これまで独自にすすめてきたmRNAとU snRNAの特異的核

外輸送経路に関する研究を発展させ、mRNAと核内繋留ncRNAとの間の仕分け・振り分けが、どの

ような機構でなされるかを解析する。本研究を通して、mRNAと同様にPol IIにより合成される

様々なncRNAが、核内あるいは細胞質においてどのように峻別され、局在化し、それぞれの作動

装置の形成に至るのかを明らかにすると共に、これにもとづいた新たなタクソンを確立する。 

 
 
 



３．研究の方法 
塩見は、piRNAクラスタであるflamenco遺伝子座由来のpiRNA前駆体について、作動エレメントと

考えられる共通のRNA配列を既に同定していた。さらに、核近傍の細胞質に存在する構造体であ

るYb bodyにおいて、その形成の中核となるYbタンパク質がこのエレメントに結合することを、

抗Yb抗体を用いたクロスリンク免疫沈降法と次世代シークエンサーによる解析によって見出し

ていた。塩見は、先行研究において、Ybの発現をRNAiによって低下させるとpiRNA発現が著しく

低下することを報告したが、上記の結果はflamenco 以外のpiRNAクラスタ遺伝子やmRNAのUTRに

由来するpiRNA前駆体にも、同様の作動エレメントが存在しYbと相互作用している可能性を強く

示唆している。また、クロスリンク免疫沈降法で得られたRNA配列を用いて、flamenco 以外の

piRNA 遺伝子座に対してマッピングを行った結果、作動エレメントとして機能すると期待される

複数の候補配列（YbBR）を見出している。本研究では、YbBRを欠失したpiRNA 前駆体や、YbBR

を新たにpiRNAの下流に挿入したトランスジーンを用い、piRNAの生成量やPIWIとの結合への影響

を解析することにより、YbBRのコアとなる配列候補を絞り込む。また、YbBRには特定の構造的特

徴が見られるため、この構造を不安定化するYbBR 変異体を作成し、Ybとの結合やpiRNAの生合成

への影響を解析する。さらには、Yb body の構成因子を網羅的に同定し、piRNAとYbBRとの相互

作用に与える影響を調べる。大野は、ncRNAの細胞内局在に関与する可能性のある因子のカタロ

グ作りのため、hnRNPタンパク質、CBC、スプライシング因子、ポリA付加因子、mRNA品質保証関

連因子（核内エキソソーム）、RNA核外輸送因子など、一般的なmRNAの生合成過程でRNAに核内で

結合する代表的なタンパク質因子群を、タグ付き融合タンパク質として安定発現する培養細胞株

を樹立する。また、代表的な核内ncRNAであるNeat1、Malat1、Gomafu RNA の3’末端形成シグナ

ル領域の配列をGFPの下流に連結したレポーター遺伝子のRNA 転写産物の局在を解析することに

より、3’末端形成がRNAの細胞内局在へ与える影響を解析する。 

 
４．研究成果 

当初の計画に沿って、主にショウジョウバエ卵巣内体細胞株 OSC を用いて解析を進めた。まず

は piRNA 生合成に関わる既存因子に対する抗体を作成し生化学的解析を進め、それらの Yb body

構成機構におけるヒエラルキーを明らかにした。また、Piwi-piRNA 複合体の核移行機構に関す

る研究を進め、Importin alpha が Piwi-piRNA 複合体の核移行に重要であることを見出すに至

った。piRNA に結合していない Piwi は NLS を持つものの内部に隠されており、Importin alpha

が結合できない状態にあること、この仕組みによってpiRISC になった Piwi のみが選択的に核

に移行されることを明らかにした。SF1 RNA helicase タンパク質 Armitage の解析を進め、

Armitage は Yb が結合した piRNA 前駆体には安定的に結合するが、それ以外の RNA には、一旦

は結合するものの ATP 加水分解によって得られるエネルギーを利用することによって速やかに

解離することを明らかにした。また、Armitage は RNA 解きほぐし能を利用することによって

piRNA 前駆体の構造をリラックスさせ piRNA生合成を促すこともわかった。マウス Neat1_1 RNA

中に、この RNA の核内保持に必須である約800 塩基長の領域を同定し、この領域に mRNA 前駆体

のスプライシング因子が結合することを明らかにした。スプライシング阻害剤である FR901464

処理により、NEAT1_1 RNA の核内保持活性は解除され、同時にパラスペックルが消失した。こ

のことから、NEAT1 RNA はスプライシングを受けないにもかかわらず、その核内保持はmRNA 前

駆体の核内保持と共通の機構で行われており、その核内保持がパラスペックル形成に重要であ

ることが強く示唆された。これらの成果は論文として発表した。現在、執筆中の論文に関して

は今後投稿し、その成果を公表する予定である。 
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