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研究成果の概要（和文）：piRNAは、PIWIタンパク質と相互作用することでトランスポゾンを抑制する。カイコ
piRNAの生成にミトコンドリア因子Papiが関与することが示唆された。しかし、piRNA生成で中核因子のエンドヌ
クレアーゼZucがカイコのpiRNA生成で重要であるかは不明であった。
Zucの欠失によりPapi複合体にpiRNA中間体が蓄積すること、PapiはPIWIとの相互作用と自身のリン酸化により
piRNA中間体と結合することを見出した。これは、階層的に複合体形成が行われてpiRNAが生成されることを示唆
する。また、piRNAの5’末端はPIWIにより、3’末端はZucにより形成されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：piRNAs bind PIWI proteins to control transposons to maintain germline genome
 integrity. piRNA intermediates are bound with PIWI anchored onto mitochondrial PAPI. However, 
whether Zucchini (Zuc) endonuclease, which play pivotal roles in Drosophila piRNA biogenesis, are 
required for this remains elusive. 
We show that loss of Zuc in Bombyx aberrantly accumulated piRNA intermediates within the PAPI 
complex. PAPI exerted its RNA-binding activity only when being bound with PIWI and phosphorylated, 
suggesting a hierarchical process of the complex assembly. Both 5′ and 3′ ends of piRNA 
intermediates showed the hallmark of PIWI-Slicer. The 5′ end of Bombyx piRNA is formed by 
PIWI-Slicer, while the 3′ end is formed by Zuc endonuclease. The Bombyx piRNA biogenesis is simpler
 than that of Drosophila, because Bombyx has no phased piRNAs.

研究分野： RNA生物学
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１．研究開始当初の背景 
トランスポゾンは、自分自身の複製物を他の
ゲノム領域に転移させる因子として知られ
ている。このトランスポゾンの転移は、生物
の多様性を生み出す進化のためにも重要で
あるが、転移を原因とする遺伝子の突然変異
により生体に重大な悪影響を及ぼす。そのた
め、生体内でトランスポゾンの発現を抑制す
る機構が進化してきた（Siomi and Siomi. 
Nature 2009）。生殖細胞におけるトランスポ
ゾンの遺伝子発現抑制は、生殖細胞が正常に
形成される過程において非常に重要である。
そのため、トランスポゾンの遺伝子発現抑制
機構について研究を行うことは、生殖細胞形
成及び維持を明らかにするために非常に意
義がある。トランスポゾンの発現抑制は、
PIWI タンパク質が piRNA と複 合 体
(piRNA-induced silencing complex:piRISC)
を形成することにより引き起こされる。
PIWI タンパク質の欠失は、piRNA が減少す
ることによるトランスポゾンの過剰発現と
その過剰発現の影響による生殖細胞形成不
全を引き起こす（Siomi et al. Nat. Rev. Mol. 
Cell. Biol. 2011）。piRNA は、第一次および
第二次生合成経路により生成されると考え
られている。第一次生合成経路においては、
単方向のトランスポゾン転写物より第一次
piRNA が生合成される。第二次生合成経路に
おいては、第一次 piRNA を基として piRNA
の増幅が行われる。piRNA 増幅機構の基質と
なるのはトランスポゾン転写産物である。つ
まり、この増幅機構によってトランスポゾン
転写産物は分解へと導かれ、その転移活性は
抑制される（Gunawardane et al. Science 
2007）。しかしながら、piRNA 生合成経路で
機能するその他の因子については、よく判っ
ていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
カイコ卵巣由来の生殖細胞から樹立した培
養細胞である BmN4 を実験材料として用い
た。BmN4 では、2 種類の PIWI タンパク質
（Siwi と Ago3）が発現している（Kawaoka 
et al. RNA 2009）。Siwi から BmAGO3 への
piRNA loadingをBmVasaが行っている事を
報告した論文が発表された(Xiol et al. Cell 
2014)。申請者も Siwi-piRISC から piRNA
前駆体を解離する因子として、Vasa を同定
した。さらに、Siwi-piRISC から Vasa が
piRNA 前駆体を解離することを in vitro の
assay 系を確立することに初めて成功した
(Nishida et al. Cell reports 2015)。また、
Siwi と相互作用する因子として Spindle-E 
(Spn-E)と Qin を同定した。この 2 つの因子
は、ショウジョウバエやマウスの解析から
piRNA 生合成経路に関与することが判って
いる。Spn-E は、RNA ヘリカーゼドメイン
を有するタンパク質であるが、分子機能につ
いては未だ不明である。Spn-E に対するモノ
クローナル抗体を用いて解析を行ったとこ

ろ、Spn-E、Qin 及び Siwi は三者複合体を形
成しうることが判った。Siwi をノックダウン
した BmN4 を用いて mRNA-seq を行ったと
ころ、顕著に上昇すると新規 LTR 様トラン
スポゾンが存在することが判った。Qin をノ
ックダウンした BmN4 において、新規 LTR
様トランスポゾン由来 piRNA が減少し、新
規 LTR 様トランスポゾンの脱抑制がみられ
た。一方、Spn-E のノックダウンで、新規
LTR 様トランスポゾン由来 piRNA の量変化
はみられないが、その他のトランスポゾン由
来piRNAが減少することが判った。つまり、
Qin と Spn-E によって合成される piRNA 種
が異なることが示唆された。これら因子のド
メイン変異体を用いた解析を進めることに
より、piRNA 生合成経路の解明に繋がると考
える。さらに、これら複合体を用いて in vitro
における piRNA 生合成経路の再構成を目指
す。 
 
３．研究の方法 
Qin 及び Spn-E の機能、piRNA loading 
assay 系の確立、In vitro piRNA 生合成経路
の再構成により、piRNA 生合成経路を明らか
にすることが目的である。本研究には、カイ
コBmN4細胞を用いて解析を進める。piRNA
前駆体は、piRNA 生合成経路を理解する上で
重要な要素である。そのため、(1)Spn-E 複合
体に含まれる piRNA 前駆体を同定する。
Spn-Eは、RNAヘリケースドメインを持つ。
よって、Spn-E 複合体には、piRNA 前駆体
が含まる可能性がある。次世代シーケンサの
使用とバイオインフォマティクス解析によ
り、piRNA 前駆体を同定する(2)piRNA 生合
成経路に関わる Qin に結合する新規因子が
piRNA 生合成に関与しているかを piRNA 量
及びトランスポゾン発現量の変化により検
討する。Qin と特異的に結合する因子を同定
することは、Qin 及び piRNA 生合成経路の
詳細を解明するために有効な手段である。
Qin と特異的に結合する新規因子を免疫沈降
法により精製し、質量分析によって同定する。
(3)第二次生合成経路におけるAgo3からSiwi
への piRNA loading 関与因子の同定及び
piRNA loading assay 系を確立する。Vasa と
同様に、RNA 高次構造や RNA タンパク質複
合体の構造を融解する活性があるヘリカー
ゼタンパク質が考えられる。AGO3 複合体を
免疫沈降法により精製し、特異的な因子の同
定を試みる。(4) in vitro piRNA 生合成経路
の再構成。以上の結果を総括することにより、
piRNA 生合成経路のモデル化をする。 
 
４．研究成果 
piRNA 生合成経路は、数多くの因子が関与し
ている。しかし、それら因子の生化学的な機
能について未だ不明な点が多く存在する。そ
れら因子の一つである Spn-E は、RNA へリ
ケースドメインを持つことから、RNA と結
合することが考えられる。そこで、Spn-E の



CLIP を行った。その結果、予想した通り
RNAが結合していることが判った。さらに、
生合成経路因子のQinでも同様にCLIPを行
ったところ、RNA が結合していた。現在、
それらの RNA をクローニングし、解析中で
ある。これら因子に結合する RNA を同定す
ることで機能の違いを明らかにする糸口に
なると考えられる。piRNA 生合成経路は、未
だ同定されていない新規因子が存在してい
ると考えられる。そこで、Spn-E 及び Qin に
結合する新規因子の同定のため、それぞれの
抗体で免疫沈降実験を行い、ショットガン解
析により新規因子の同定を進めている。Qin
の Nuage への局在に Zinc finger ドメインと
TUDORドメインの両方必要なことが判って
きた。現在、piRNA 生合成へのこれら 2 つの
ドメインの必要性を明らかにしようとして
いる段階である。 
Argonaute ファミリータンパク質は、Ago タ
ンパク質と PIWI タンパク質に分類される。
これまでに Ago タンパク質の全長の構造は
解かれている。しかし、PIWI タンパク質の
部分的な構造は明らかになっているが、全長
の構造がどのようになっているのかは判っ
ていない。また、Human の Ago タンパク質
である Ago2 は小分子 RNA と結合した状態
では、プロテアーゼに対しても安定的な構造
を取っていることが判っていた。そこで、
BmN4 細胞から Siwi 抗体を用いて精製した
Siwi-piRISC をサーモリシンにより処理して
みたところ、抗体から 10kDa ほど低い位置
に Siwi-piRISC と思われるタンパク質を単
離できた。単離した Siwi が piRISC を形成し
ているのかを確認するために、RNA を抽出
後にRIでラベルしたところpiRNAの位置に
シグナルが検出された。次に、この単離した
Siwi-piRISC を 2.4Å の解像度で構造を決定
した。単離された Siwi-piRISC は、N 末が
120 アミノ酸程度削れたものであることが判
った。さらに、構造解析から得られた情報を
元に、どのアミノ酸が piRNA との結合に重
要であるのかを明らかにするために、多種類
のアミノ酸の点変異体を作成した。生化学的
な解析を行い、piRNA の 5’末端及び 3’末端と
結合するために重要なアミノ酸が構造解析
で得られた結果と一致することが判った。以
上 の 知見を 統 合して 論 文を発 表 し た
(Matsumoto et al. Cell 2016)。 
以前から、Nuage とミトコンドリアに関連性
があることが報告されていた。しかしながら、
どのようにミトコンドリア上で piRNA 生合
成が生じているのかは、よく判っていなかっ
た。カイコにおいて、ミトコンドリア局在因
子のエキソヌクレアーゼ Trimmer (Trim)が
piRNAの 3’末端形成に関与すること、piRNA
中間体はミトコンドリア因子である Papi 上
の PIWI に結合していることが示唆された。
ショウジュウバエの piRNA 生合成経路で中
核 の 役割を 持 つエン ド ヌクレ ア ー ゼ
Zucchini (Zuc)がカイコのpiRNA生合成経路

において重要であるかは不明であった。また、
Nbr はショウジュウバエの piRNA 生合成経
路に関与することが報告されているが、カイ
コにおいて必要であるかは判っていない。ま
ず始めに、Papi、Trim そして Nbr をノック
ダ ウ ン し た 条 件 下 で 強 制 発 現 さ せ た
Flag-Siwi または Flag-Ago3 に結合する
piRNA を確認した。Papi のノックダウンに
より、Flag-Siwi と Flag-Ago3 に結合する
piRNA の量は劇的に減少したが、Nbr をノ
ックダウン条件下ではほぼ影響がなかった。
Trim のノックダウンにより、piRNA が 1 塩
基程度伸長している結果が得られたが、
piRNA の種類や strand bias に変化は見られ
なかった。次に、Papi 抗体を作製し、Papi
複合体を精製したところ、予想通り Siwi と
の結合が見られた。さらに、ミトコンドリア
因子で piRNA 生合成に関与するヌクレアー
ゼであるZucもこの複合体に含まれることが
判った。この複合体内の Siwi は piRNA とほ
ぼ結合していないことを見出した。また、こ
の複合体には 60-70 塩基の piRNA 中間体が
含まれることが判った。Zuc の欠失により
Papi 複合体に piRNA 中間体が顕著に蓄積す
ることを見出した。一方、Trim の欠失では
piRNA 中間体の蓄積はみられなかった。つま
り、piRNA 生合成において、Trim よりも Zuc
の方が重要であることが示唆された。piRNA
生合成の場として、Papi が重要な足場になっ
ていることが判った。Papi の KH ドメイン
は、piRNA 中間体と結合するために必要であ
る。さらに、Papi は PIWI との相互作用と自
身のリン酸化により RNA 結合能を獲得する
ことで piRNA 中間体と結合する。これは、
階層的に複合体形成が行われて piRNA が生
成されることを示唆する。Papi 複合体に含ま
れる piRNA 中間体の 3’と 5’末端は、PIWI
のスライサー活性により形成されている。
Zuc の欠失は、この piRNA 中間体の 3’と 5’
末端形成にほぼ影響を与えない。つまり、成
熟型 piRNA の 5’末端は PIWI のスライサー
活性により形成され、一方で 3’末端は Zuc の
エンヌクレアーゼ活性により形成されるこ
とが示唆された。カイコの piRNA 生合成経
路は、ショウジョウバエでみられる Phased 
piRNA によるサイレンシング機構が無いこ
とからショウジョウバエよりも単純な経路
であることを明らかにした。以上の知見を統
合して論文を発表した (Nishida et al. 
Nature 2018)。 
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