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研究成果の概要（和文）：トランスポゾンをゲノムにおける「非自己」として選択的に抑制する仕組みが生物に
は必須である。piRNAと呼ばれる小分子RNAが核内でトランスポゾン領域のヘテロクロマチン化に関与し、発現抑
制を担っていることが示唆されているが、その責任因子および分子機構は未解明である。本研究では(1) piRNA
が3種類のPIWIタンパク質に振り分けられる仕組み、(2)Piwiタンパク質とpiRNAによるヘテロクロマチン誘導メ
カニズム、(3) Piwi-piRNA複合体による標的トランスポゾン認識機構、の３点を明らかにすることで「ゲノムに
おける非自己」制御の分子基盤の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：PIWI-interacting RNAs (piRNAs) are germline-specific small RNAs, which form 
the effector complexes with PIWI proteins to preserve the genome integrity by repressing 
transposable elements (TEs). Among PIWI-clade proteins in Drosophila, Piwi is known to 
transcriptionally silence their targets via heterochromatin formation. In this study, following 
points were analyzed in order to reveal the molecular mechanism of RNA silencing by Piwi-piRNAs: how
 piRNAs are assigned to three different types of PIWI proteins, how heterochromatin is induced by 
Piwi-piRNAs, and how Piwi-piRNA complex is guided to their target locus. The results obtained from 
these analyses revealed the mechanism how small RNAs and chromatin factors can recognize self and 
non-self in the genome.

研究分野：分子生物学、バイオインフォマティクス
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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 
	 真核生物ゲノムはレトロトランスポゾン
の無秩序増殖の脅威から自己防衛しつつ、生
存に必須な遺伝子群の発現を確保している。
ゲノムにコードされている生存に必須な遺
伝子群を「自己」、生存に脅威となるトラン
スポゾンやリピート配列群を「非自己」と定
義すれば、生命はこれらを明確に区別する分
子機構を備えていると言える。近年、この区
別に PIWI-interacting	RNA	(piRNA)	と呼ば
れる 20-30 塩基長の小分子 RNA を中心とした
RNA サイレンシングが主要な役割を果たすこ
とが示唆された[Siomi	et	al.	Nat	Rev	Mol	
Cell	Biol	(2011)]。piRNA は主にレトロトラ
ンスポゾンに由来し、PIWI タンパク質群（シ
ョウジョウバエでは Piwi,	Aub,	AGO3 の 3種
類）と複合体を形成する。PIWI 遺伝子変異個
体やpiRNA生合成関連遺伝子の変異ハエ個体
では、レトロトランスポゾンの発現が上昇し、
生殖幹細胞発生異常が起こり、不稔となる。
以上のことから、PIWI-piRNA 複合体はトラン
スポゾンやリピート配列群を「ゲノムにおけ
る非自己」として認識し選択的に抑制するた
めのガイド分子として働くと考えられる。	
	 piRNA の産生経路に関しては主に 2 つのモ
デル、プライマリー経路およびピンポンサイ
クルが提唱されている[Brennecke	et	al.	
Cell	(2007);	Gunawardane	et	al.	Science	
(2007)]。トランスポゾンのアンチセンス鎖
に由来する配列をもつ piRNA クラスター
（piRNA 前駆体）が、プライマリー経路を介
して短くプロセシングされ、Piwi および Aub
と結合する。そののち、アンチセンス piRNA
と結合した Piwi は核へと移行しトランスポ
ゾンの転写を抑制する。一方、アンチセンス
piRNA と結合した Aub は相補的な配列をもつ
トランスポゾンの RNA を切断し、これにより
ピンポンサイクルが開始される。切断された
トランスポゾンの RNA の一部はセンス piRNA
となりAGO3と結合する。さらに、センスpiRNA
と結合したAGO3は相補的な配列をもつpiRNA
クラスター由来の RNA を切断し、その一部が
アンチセンス piRNA として Aub と結合する。
ピンポンサイクルは Aub と AGO3 の間で、RNA
レベルでのトランスポゾンの抑制とpiRNAの
産生を同時に行う。この抑制機構が機能する
には、3種類の PIWI タンパク質がそれぞれ適
したpiRNAと複合体を形成する必要があるが、
そのメカニズムは明らかになっていない。	
	 AubおよびAGO3が細胞質でRNAの切断によ
り標的トランスポゾンを抑制する一方で、核
に局在する Piwi は、piRNA と複合体を形成す
ることにより、標的トランスポゾンの転写を
クロマチンの修飾を介して制御することが
知られている[Sienski	et	al,	Cell	(2012)]。
このことから、Piwi タンパク質および piRNA
は、新たなエピジェネティック制御因子とし
て機能すると考えられるが、この現象の責任
因子並びにこの過程を支える分子機構につ
いては未解明である。	

２．研究の目的 
	 トランスポゾンをゲノムにおける「非自
己」として選択的に抑制する仕組みが生物に
は必須である。piRNA と呼ばれる小分子 RNA
が核内でトランスポゾン領域のヘテロクロ
マチン化に関与し、発現抑制を担っているこ
とが示唆されているが、その責任因子および
分子機構は未解明である。本研究では(1)	
piRNAが 3種類のPIWIタンパク質に振り分け
られる仕組み、(2)Piwi タンパク質と piRNA
によるヘテロクロマチン誘導メカニズム、
(3)	Piwi-piRNA複合体による標的トランスポ
ゾン認識機構、の３点を明らかにすることで
「ゲノムにおける非自己」制御の分子基盤を
解明する。	
 
３．研究の方法 
	 ショウジョウバエ卵巣由来の培養細胞	
(OSC)は piRNA によるトランスポゾンの発現
抑制が起こる培養細胞である	[Saito	et	al.	
Nature	(2009)]。OSC では siRNA によるノッ
クダウンや過剰発現系が開発済みであり、生
化学的解析が容易である。そこでこの培養細
胞を基にした解析を進める。	
(1)	piRNA が 3種類の PIWI タンパク質に振り
分けられる仕組み	
	 研究代表者は、これまでの研究成果から
Krimper(Krimp)と呼ばれるタンパク質が
PIWI タンパク質と相互作用すること、並びに
Krimp ノックアウトショウジョウバエ個体で
は一部の PIWI タンパク質に結合する piRNA
の種類が変化することを見出していた。この
ことから、PIWI タンパク質に結合する piRNA
の種類をKrimpが制御している可能性を着想
した。これを検討するために、OSC を用いた
解析を行う。OSC では本来 Piwi 以外の PIWI
タンパク質（Aub 及び AGO3）は発現していな
いが、強制的に Aub 並びに AGO3 を発現させ
る。この条件下で Krimp の発現の有無で各
PIWIタンパク質にロードされるpiRNAの種類
や PIWI タンパク質および Krimp の局在にど
のような影響があるかを検討する。	
(2)	Piwi タンパク質と piRNAによるヘテロク
ロマチン誘導メカニズム	
	 核内で転写制御を行う Piwi と piRNA の複
合体が形成するヘテロクロマチン状態とそ
れが誘導される機構を明らかにするために、
Piwi と相互作用する因子を Piwi の免疫沈降
および質量分析（MS解析）で同定する。さら
に生化学的解析により、Piwi と関連因子との
相互作用様式および、複合体の新規構成要素
の同定を行う。一方で、各相互作用因子の役
割およびヒエラルキーを検討するため、各因
子を RNAi 法によってノックダウンし、複合
体の相互作用様式を免疫沈降解析で、標的ト
ランスポゾン領域のエピゲノム変化を
ChIP-seq 解析により検討する。加えて、
ATAC-seq 解析を用いて、Piwi-piRNA が結合
するゲノム領域のクロマチン構造にどのよ
うな変化が起こるかを明らかにする。	



(3)	Piwi-piRNA複合体による標的トランスポ
ゾン認識機構	
	 Piwi タンパク質がどのように標的トラン
スポゾンを選択するかを明らかにするため
に、Piwi 並びに既知の Piwi-piRNA 関連因子
と相互作用する因子を免疫沈降および質量
分析を用いて検出する。Piwi タンパク質の標
的配列への誘導に寄与する因子の同定を目
指し、検出された候補因子のなかでもとくに
RNA 結合ドメインや DNA 結合ドメインをもつ
ものに着目する。挙げられた候補因子並びに
Piwi タンパク質が結合する核酸領域を、CLIP
法、ChIP 法、並びに Dam-ID 法を用いて同定
し、Piwi-piRNA複合体の標的認識エレメント
及び機能プラットフォームを明らかにする。	
	
４．研究成果	
(1)	piRNA が 3種類の PIWI タンパク質に振り
分けられる仕組み	
	 ショウジョウバエの卵巣では卵巣性体細
胞においても piRNA が産生されているが、生
殖細胞と異なり Piwi のみが発現し、プライ
マリー経路により Piwi と結合するアンチセ
ンス piRNA のみが産生される。卵巣性体細胞
においても Krimp は発現しており、Krimp 顆
粒とよばれる細胞質顆粒体を形成する。	
	 卵巣性体細胞であるOSC を用いてAub を異
所的に発現させると，体細胞性のプライマリ
ー経路により産生されるアンチセンス piRNA
と結合するが、AGO3 を異所的に発現させても
Aub のようにアンチセンス piRNA との結合は
みられなかった。それぞれの細胞における局
在について調べてみると、Aub は細胞質の全
体に分布していたのに対し、AGO3 は Krimp が
形成する顆粒に局在していることが明らか
になった。さらに、Krimp をノックダウンし
たところ、AGO3 が細胞質全体へ拡散し、体細
胞性のプライマリー経路により産生された
アンチセンスpiRNAと結合した。したがって、
AGO3 はプライマリー経路により産生された
アンチセンス piRNA ともと結合しうるが、こ
れはKrimpにより抑制されていることが示唆
された。また、この条件下では AGO3 に本来
Piwiに結合すべきpiRNAがロードされること
により、Piwi に結合する piRNA 量が減少し、
Piwi のトランスポゾン抑制能が低下するこ
とが明らかとなった。これらの結果から、
Krimpは Piwiと結合するpiRNAが誤って他の
PIWI タンパク質に取り込まれることを防ぐ
機能をもつことを明らかにした[Sato	and	
Iwasaki	et	al.	Mol	Cell	(2015)]	。	
(2)	Piwi タンパク質と piRNAによるヘテロク
ロマチン誘導メカニズム	
	 Piwi-piRNA 複合体の核内での転写抑制機
構解明に向けて、免疫沈降を用いた関連因子
群の同定およびエピゲノム解析を行った。そ
の結果、核内における Piwi タンパク質の新
たな相互作用因子として、リンカーヒストン
である Histone	H1 を同定した。Piwi と H1 は
共通のトランスポゾンを抑制し、標的トラン

スポゾン領域におけるH1結合量は Piwi によ
り規定されることを見出した。これまでに、
Piwi-piRNA 複合体はトランスポゾン領域の
抑制性ヒストンマーク(H3K9me3)の形成に必
須であることが明らかにされてきた	
[Sienski	et	al.	Cell	(2012)]。一方で、H1
を介したPiwi標的トランスポゾンの抑制は、
Piwi による抑制性ヒストンマークの形成と
並行して機能することを示した。さらに、
Piwi-piRNA 複合体が H1 および抑制性ヒスト
ンマークの制御を介してクロマチン構造を
凝集させることが、Piwi-piRNA 複合体による
エピジェネティックなトランスポゾン発現
抑制の実態であることを明らかにした。これ
らの結果から、Piwi-piRNA 複合体は抑制性ヒ
ストンマークの形成に加え、リンカーヒスト
ンの位置情報を規定することで、クロマチン
構造を凝集させトランスポゾンの発現を抑
制する、という Piwi-piRNA 複合体による新
たなエピゲノム制御モデルを提唱した
[Iwasaki	et	al.	Mol	Cell	(2016)]。	
(3)	Piwi-piRNA複合体による標的トランスポ
ゾン認識機構	
	 Piwi の Dam-ID 解析、ChIP-seq 解析、CLIP
解析を試みたが、標的トランスポゾン特異的
なシグナルは得られなかった。そこで Piwi
が未知因子を介して標的遺伝子を認識して
いる可能性を検討するために、Piwi 並びに
piRNA 経路関連因子と複合体を形成する因子
に着目し、解析を進めた。	
	 Panoramix(Panx)は Piwiによって標的トラ
ンスポゾン領域へ係留され、ヘテロクロマチ
ンを形成すると考えられている	[Yang	et	al.	
Science	(2015);	Sienski	et	al.	Genes	Dev	
(2015)]。そこで Panx に対するモノクローナ
ル抗体を作製し、免疫沈降および質量分析に
よってPanxの相互作用因子を解析した結果、
Piwi に加えて新たに Nxf2 を同定した。Nxf2
は卵巣特異的に発現することが知られてお
り、ユニバーサルに発現する RNA 核外輸送因
子 Nxf1 と類似したドメイン構造をもつが、
その機能は明らかになっていない。Nxf2 の発
現を抑制したショウジョウバエ個体を用い
た解析結果から、Nxf2 が Piwi と同様に不妊
の原因遺伝子であることを見出した。
RNA-seq および ChIP-seq 解析により、Nxf2
が Piwi-piRNA 経路で H3K9me3 修飾以前に機
能し、トランスポゾンを抑制することを明ら
かにした。さらに、Nxf2 を人工的にレポータ
ー遺伝子にテザリングする実験系を用いた
解析により、Nxf2 は H3K9me3 修飾非依存的に
転写制御を引き起こすことを示した。これら
の結果から、Nxf2 は Piwi-piRNA 経路でヒス
トン修飾より前段階で転写を抑制している
と考えられる。また、NXF ファミリーのなか
でもRNA輸送因子としての機能が知られてい
る Nxf1 の RNA 結合ドメイン（ロイシンリッ
チリピート）が Nxf2 に保存されており、こ
の領域を欠損した Nxf2 変異体はトランスポ
ゾンを抑制することが出来ないことが示さ



れた。したがって、Nxf2 が Piwi と複合体を
形成し、標的 RNA の選択を担う可能性を着想
し、現在これをCLIP法により検証している。
以上の内容をまとめ、現在論文を執筆してい
る。	
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