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研究成果の概要（和文）：本研究では、piRNA生合成の場であるYb bodyとFlam bodyに局在するタンパク質の機
能を解明することを目的として行った。その結果、Yb body構成因子であるVretとsoYbタンパク質は直接相互作
用することで、相互にタンパク質の安定化を促していること、一方、Armiという別の因子については、Vretとの
相互作用にRNAを必要とすることが分かった。さらに、Yb bodyで生合成されたpiRNAはその場でPiwiと結合し、
その後核内輸送因子であるImportinαと結合することで核内へ輸送されることも明らかにした。 

研究成果の概要（英文）：In this study, it was intended to elucidate a function of protein located in
 Yb body and Flam body which were piRNA biosynthetic place. As a result, Vret and soYb protein which
 are localized in Yb body promote stabilization of the protein mutually by interacting directly. On 
the other hand, about the different factor called Armi, it was revealed that the interaction of it 
and Vret  needs RNA. Furthermore, piRNA composed in Yb body  establishes piRISC with Piwi . And 
then, piRISC combined with Importin alpha of transportation factor in the nucleus and was 
transported to the nucleus.

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 
 piRNAは、生殖組織特異的に発現する小分
子 RNAで、PIWIタンパク質と結合するこ
とで、トランスポゾン等の遺伝子発現を抑
制している。生殖組織におけるトランスポ
ゾンの転移はゲノムの損傷を引き起こし、
卵・精子形成不全や不稔を導くことが分か
っている。piRNAは、一次経路と Ping-pong
とよばれる二次経路により産生される。本
研究において使用したショウジョウバエ卵
巣由来体細胞株 OSCは、PIWIタンパク質
の一つである Piwiが関与する一次経路のみ
が発現している。OSCにおける一次経路で
は、fs(1)Yb（Yb）と呼ばれるタンパク質が
中核となる細胞質顆粒体 Yb bodyが piRNA
の生合成の場であることが分かっており、
Yb bodyには、Armiや Vret、 SoYbといっ
たタンパク質が局在することが報告されて
いる。また、本研究代表者らは、細胞質内
に piRNA中間体が蓄積する場である Flam 
bodyが存在し、その形成に Yb bodyが必要
であることを報告している。Yb bodyで生
合成された piRNAは、その後 Piwiと結合
し、核内へ輸送され、トランスポゾンを抑
制している。これまでの当研究室の研究に
より、Piwiは piRNAと結合した時のみ、核
へ輸送されることがわかっている。 
２．研究の目的 
 これまでの研究により、Armiや Vret、SoYb
といった Yb bodyの構成因子については明
らかになっている。しかし、個々のタンパ
ク質の機能については不明な点が多い。ま
た、Flam bodyと呼ばれる細胞質顆粒体が存
在することも明らかにしたが、piRNA中間
体の蓄積する場である以外の機能や、局在
する他の因子については明らかになってい
ない。そのため、Yb body因子である Vret
やSoYbの機能やFlam bodyに局在する因子
の探索を進めることで、piRNA合成経路の
更なる解明を目指した。さらに、当研究室
の研究により、piRNAが Piwiと結合した時
のみ、Piwiは核内へ輸送されることを報告
したが、piRNA-Piwi複合体を核へ輸送する
因子や、piRNA-Piwi複合体を形成した時の
み、核へ輸送されるメカニズムについては、
未だ明らかになっていない。そのため、
piRNA-Piwi複合体を核内へ輸送する因子の
探索や、輸送メカニズムの解明を行う。こ
れらを明らかにすることにより、piRNAの
生合成経路を明らかにするだけでなく、
piRNAのトランスポゾン抑制機構に対する
新しい知見を見出すことを目指した。 
３．研究の方法 
（１）Vret と SoYb の相互作用の解析 
 OSC における、Yb body 構成因子である
Vretと SoYbの相互作用を解析するために、
まず抗 Vret 抗体や抗 SoYb 抗体を用いて免
疫沈降を行った。その後、上記２種類の抗
体を用いて western blotting を行った。ま
た、同じ抗体を用いて、Vret と SoYB の共

免疫染色を行うことにより、細胞内局在を
確認した。さらに、RNase で処理した OSC
懸濁液を用いて、抗 Vret 抗体や抗 SoYb 抗
体により共免疫沈降を行うことで、この 2
つのタンパク質の相互作用に RNA が介在す
るかを確認した。また、大腸菌により発現
させた Vret や SoYb タンパク質を用いて、
in vitro でのプルダウンアッセイも行い、
これら２つのタンパク質が直接相互作用し
ているかについても確認を行った。その後、
タンパク質の持つ各ドメインに着目し、ド
メイン毎の変異体や一塩基置換変異体を作
成し、同様に相互作用の確認を行った。ま
た、Vret、SoYb をノックダウンした細胞を
用いて、抗 Vret 抗体や抗 SoYb 抗体により
western blotting を行い、これらのタンパ
ク質の発現を調べることで、タンパク質の
安定性を調べた。 
（２）Vret と Armi の相互作用の解析 
 Vret と Armi の相互作用を確認するため
に、（１）同様に OSC を用いて、抗 Armi 抗
体または抗 Vret 抗体による免疫沈降法と
共免疫染色、RNase 処理した OSC 懸濁液を
用いた共免疫沈降を行った。 
（３）piRNA-Piwi 複合体の核内輸送因子の
探索 
 代表的な核内輸送因子として、Importin
αがあげられる。ショウジョウバエには、
Importinα１（Impα１）、Importinα2（Imp
α2）、Importinα3（Impα3）の３種類が
発現していることが知られている、そのた
め、まず 3種類の Impαをそれぞれノック
ダウンした OSC での Piwi の細胞内局在を、
抗 Piwi 抗体を用いた免疫染色法で確認す
ることで、piRNA-Piwi 複合体の核内輸送に
Impαが関与するかを確認した。その後、Imp
α１、Impα2、Impα3、に対する抗体を作
成した。これらの抗体を用いて、まず３種
類の Impαの細胞内におけるタンパク質の
存在比を調べた。存在比を調べるために、
大腸菌で各 Impαを発現させ、その精製タ
ンパク質と OSC の内在のタンパク質量を、
western blotting により比較した。その後、
OSC を用いて抗 Impα2、Impα3抗体による
免疫沈降を行った。さらに、Piwi の N末端
を削った変異体を作成し、免疫染色により
各変異体の細胞内局在を確認することで、
Impαが結合するドメイン（Nuclear 
localization sequence（NLS））を特定し
た。 
（４）piRNA-Piwi 複合体の核内輸送メカニ
ズムの解明 
 Piwi は、piRNA と結合しないと核内へ輸
送されないことは、これまでの当研究室の
研究により報告したが、そのメカニズムは
不明なままである。そこで、２つの仮説を
立てた。①piRNA が結合する前の Piwi に未
知のタンパク質 Xが結合し、Impαが Piwi
に結合するのを阻害している。②piRNA が
Piwi に結合することで、Piwi タンパク質自



体の構造が変化し、Impαが結合できるよう
になる。これら２つの仮説のどちらが正し
いかを立証するために、まず Piwi の NLS を
典型的な NLS として知られる、SV40 NLS に
置換したタグをつけた変異体を作成し、Yb
をノックダウンした OSC に強制発現させ、
その局在を抗タグ抗体により観察した。そ
の後、②の仮説を立証するために、Piwi と
piRNA-Piwi 複合体を、タンパク質分解酵素
であるキモトリプシンにより限定分解し、
抗 Piwi 抗体を用いた western blotting に
より得られたバンドのパターンを比較した。
piRNAと結合していない Piwiを得るために、
piRNA が発現していないショウジョウバエ
の胚由来細胞である S2 細胞に Piwi を強制
発現させ、その懸濁液より Piwi を抗 Piwi
抗体により単離した。また、piRNA-Piwi 複
合体については、OSC 懸濁液を用いて、同
様の方法で単離した。 
４．研究成果 
（１）Vret と SoYb の相互作用の解析 
OSC を用いて共免疫沈降を行った結果、
Vret と SoYb が結合していることが分かっ
た。さらに、共免疫染色を行うことで、Vret
と SoYb が Yb body に局在することも確認で
きた。さらに、OSC の細胞懸濁液に RNase
を処理した状態で共免疫沈降を行った。そ
の結果、RNase を処理した状態でも Vret と
SoYbの相互作用が確認できた。Vretと SoYb
が直接相互作用していることをより明確に
するために、それぞれのタンパク質を大腸
菌により発現させ、その精製タンパク質を
用いて、in vitro でのプルダウンアッセイ
を行った。その結果、in vitro でも Vret
と SoYb が相互作用していることが分かっ
た。このことから、Vret と SoYb が直接相
互作用していることが分かった。その後、
Vret と SoYb の各ドメインに着目し、ドメ
イン毎の変異体や一塩基置換変異体を用い
て免疫沈降し、お互いのタンパク質が結合
している部位の特定を行った。また、Vret
や SoYb をノックダウンした細胞を、それぞ
れに対する抗体を用いた Western blotting
により解析した結果、Vret をノックダウン
することにより SoYb の発現量が、SoYb を
ノックダウンすることにより Vret の発現
量がそれぞれ減少することが分かった。こ
れらの結果により、Vret と SoYb が相互に
結合することにより、お互いを安定化する
ことが明らかとなった。これまでの研究で、
Vret と SoYb が Yb body に局在することに
ついては報告されていたが、いずれもタグ
のついたタンパク質を強制発現させること
により解析が行われていた。しかし本研究
では、当研究室で作成した、内在の Vret や
SoYbに対する抗体を用いて解析を行ってお
り、この点で他の報告よりもインパクトが
ある。 
（２）Vret と Armi の相互作用の解析 

（１）同様に、Vret と Armi の相互作用解
析を行った。その結果、OSC において、Vret
と Armi は相互作用していることが分かっ
た。しかし、Vret と SoYb の結果と違い、
OSC の細胞懸濁液に RNase を処理すると、
Vret と Armi の相互作用が失われた。この
ことから、Armi と Vret の結合は RNA を介
していると考えられる。こちらの実験につ
いても、抗 Vret 抗体、抗 Armi 抗体共に、
当研究室で作成した内在のタンパク質に対
する抗体を用いて解析を行っており、タグ
のついたタンパク質を強制発現させて解析
を行っている報告よりもインパクトの高い
結果である。 
（３）piRNA-Piwi 複合体の核内輸送因子の
探索 
Impα1、Impα2、Impα3をノックダウン
した OSC を、抗 Piwi 抗体を用いて免疫染色
を行った。その結果、Impα2、Impα3をノ
ックダウンすることにより、Piwi の核移行
が阻害される結果を得た。そこで、Impα1、
Impα2、Impα3 に対する抗体を作成した。
その結果、western blotting や免疫沈降、
免疫染色に用いることが可能な質の良い抗
体を得ることができた。これまで、ショウ
ジョウバエの Impαに対する抗体はいくつ
か報告されているが、いずれも免疫染色に
向かない、免疫沈降ができない等の問題が
あった。今回当研究室で得られた抗体は、
全ての解析に適した抗体であるため、この
点でもインパクトが高いと考えられる。こ
れらの抗体を用いて、まず OSC における、
Impα1、Impα2、Impα3のタンパク質存在
比を調べた。その結果、Impα2の存在量が
一番多く、ついで Impα3が多いことが分か
った。また、Impα1に至っては、４％ほど
と、ほとんど発現していないことが分かっ
た。そのため、Impα1をノックダウンした
際に Piwi の核移行が阻害されなかったの
は、Impα1が核移行に関与していないので
はなく、存在量が極端に少ないため、ほと
んど影響がみられなかったためと考えられ
る。次に、OSC を用いて、作成した抗 Imp
α2抗体や抗Impα3抗体により免疫沈降を
行った。その結果、Piwi と Impα2や Imp
α3が相互作用していることが確認できた。
これらの結果より、piRNA-Piwi 複合体の核
内輸送因子として、Impαを同定した。これ
まで、piRNA-Piwi 複合体を核内へ輸送する
因子についての報告はなく、本研究により
初めて同定された。さらに、Piwi の N末端
を削った変異体を作成し、免疫染色により
各変異体の細胞内局在を調べた。その結果、
N末端 36 アミノ酸を削ると、Impαが存在
するにも関わらず、Piwi の核輸送が阻害さ
れた。この結果より、Piwi の N末 36 アミ
ノ酸が NLS であると考えられる。 
（４）piRNA-Piwi 複合体の核内輸送メカニ
ズムの解明 



研究の方法に記載の仮説①を検証するた
めに、Piwi の NLS を SV40 NLS に置換した
変異体を作成し、Yb をノックダウンした
OSC に強制発現させた。その後、免疫染色
によりこの変異体の細胞内局在を調べた。
もし、仮説①が正しければ、Piwi の NLS に
結合するタンパク質 Xは、この変異体に結
合できず、Yb をノックダウンして、
piRNA-Piwi複合体を形成できない状態であ
っても、NLS が露出できるため、Piwi は Imp
αにより核へ輸送されるはずである。免疫
染色の結果、Piwi と同様にこの変異体につ
いても、Ybをノックダウンすることで、Piwi
の核移行が阻害された。この結果より、仮
説①にあるタンパク質 Xは存在しない可能
性が高いことが示唆された。次に、仮説②
を検証するために、Piwi と piRNA-Piwi 複
合体をタンパク質分解酵素であるキモトリ
プシンにより限定分解し、抗 Piwi 抗体を用
いた western blotting により解析した。
Piwiと同じ Argonaute タンパク質に属する、
人の AGO2 タンパク質を用いた研究により、
miRNA が結合する AGO2 と結合していない
AGO2 を、タンパク質分解酵素であるサーモ
リシンでそれぞれ処理すると、分解パター
ンが違うということが報告されている
（Elkayam et al. 2012）。この結果は、miRNA
の結合の前後で AGO2 タンパク質の構造が
変化していることを示唆している。この研
究と同様に、Piwi と piRNA-Piwi 複合体に
ついても、キモトリプシンにより限定分解
を行った。人の AGO2 の研究においては、
AGO2 を大腸菌により発現させ、そのタンパ
ク質を精製し、限定分解に用いていた。し
かし、Piwi については、大腸菌から精製す
ることができなかった。そのため、piRNA
を発現していない S2 細胞に Piwi を強制発
現させ、抗 Piwi 抗体により精製することで、
piRNAと結合していない Piwiを得た。また、
piRNA-Piwi 複合体については、OSC より、
抗 Piwi 抗体を用いて精製した。精製された
２つのタンパク質をキモトリプシンにより
処理し、抗 Piwi 抗体を用いて western 
blotting を行った。その結果、piRNA と結
合していない Piwi はいろいろなサイズに
分解されているのに対し、piRNA と結合し
たPiwiはN末から数十アミノ酸が削れる以
外は分解されないことが分かった。この結
果より、Piwi は AGO2 同様 piRNA の結合前
後で構造を変化させていることが分かった。
Piwi タンパク質が piRNA の結合の前後で
構造を変えているという報告は今までにな
く、この結果が初めてであるため、インパ
クトが高いと考えられる。しかし、限定分
解による結果は、タンパク質の構造が変化
しているという間接的な結果である。さら
にインパクトのある報告とするために、
Piwi の構造を明らかにする必要がある。し
かし、これまで Piwi タンパク質の構造に関
する報告はない。さらに、当研究室におい

ても構造の解明を試みたものの、未だに結
晶化に成功していない。そのため、クライ
オ電顕などの新しい技術を用いて、Piwi の
構造やpiRNAが結合する前後のPiwiの構造
の変化を明らかにする手法の構築が必要で
ある。 
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