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研究成果の概要（和文）： 
「転移因子と RNAサイレンシング機構の間の‘軍拡競争’が複雑な遺伝子発現制禦を可能にす

るゲノムの進化をもたらした」という仮説の検証をショウジョウバエを用いて行った。その結

果、転移因子の抑制機構が体細胞では遺伝子の発現制御にも密接に関与していること、そして、

生殖細胞では生殖幹細胞—体細胞相互作用や卵形成過程における軸形成に関与していることを

示唆する結果を得た。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To test the hypothesis that the arms race between transposable elements (TEs) and 
hosts leads to positive selection for cellular defense mechanisms, parts of which are 
co-opted for evolving new regulatory circuits, we have elucidated RNA silencing 
pathways in Drosophila. Our studies have revealed that RNA silencing pathways not 
only repress the expression of TEs but also regulate the expression of specific cellular 
genes, which in turn regulate important cellular processes including body axis 
formation and somatic niche-germline stem cell interactions. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノムの場合、全体の 45％以上が転移因

子（transposable elements; TE）とその‘残

骸’で占められている。このような TE は、

最近まで、ジャンクや利己的 DNAと見なされ、

宿主にとって中立的もの、またはむしろ害を

与えるものと捉えられてきた。しかし、近年

のゲノム解析から、TEはエピジェネティック

な制御下にあり、この制御は近傍の宿主遺伝

子にも影響を与えることが明らかなってき

た結果、TE こそがゲノム進化の主役であり、

宿主と TE との間の軍備拡張競争（‘arms 
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race’）の結果がゲノムを形づくって来たと

考えられるようになってきた。この軍拡競争

の宿主側の重要な‘武器’が RNAサイレンシ

ング機構であり、その分子経路における鍵と

なる因子が Argonaute である。 

 
２．研究の目的 
siRNAや miRNAに代表される 20〜30塩基長の
小分子 RNAが関与する遺伝子発現抑制現象は
RNA サイレンシングと呼ばれる。このような
小分子 RNAはその核酸の相補性を利用するこ
とで、作動複合体を標的遺伝子または標的染
色体領域にターゲットするガイド分子とし
て機能する。RNA サイレンシング機構は、元
来、ウイルスや TE を不活化する生体防御機
構として進化してきたと考えられている。本
研究の目標は、TEと RNAサイレンシング機構
の間の‘軍拡競争’の結果が複雑な遺伝子発
現制禦を進化させ、それらが特に Argonaute
を中核とする「生命活動を支えるプログラ
ム」に組み込まれてきたことを理解すること
にある。 
 
３．研究の方法 
モデル系としてショウジョウバエを用い、以

下の 4課題に重点的に取り組んだ。 

(1) TE 由来の小分子 RNA（piRNA や内在性

siRNA）が宿主遺伝子の発現制禦に関与

している可能性についての検討. 

 RNAサイレンシングにおける作動複合体は

RISC (RNA induced silencing complex)と呼

ばれ、その中核は小分子 RNA と Argonaute蛋

白質から成る。ショウジョウバエには

Argonauteが 5種類存在し、これらは発現様

式の違いから 2 つのグループ、全ての組織で

発現する AGO（AGO1, AGO2）と生殖系特異的

な PIWI AGO3, Aub, Piwi)、に分類される。

これら Argonaute それぞれに対するモノク

ローナル抗体を作製し、それを用い、各蛋白

質-小分子 RNA 複合体を精製し、それぞれに

特異的に結合する小分子 RNA の次世代シー

ケンサによる解析を行った。得られた配列を

用いてゲノム配列との相同検索を行い、宿主

遺伝子と相同性の高いものを選び、その発現

が RNAサイレンシング機構下にあるか、検討

した。 

(2) エピジェネティックな TE 抑制機構とそ

の宿主遺伝子発現制禦への関与. 

 植物やショウジョウバエの遺伝学から TE

は RNA サイレンシング機構を介したヘテロ

クロマチン化と DNA メチル化により抑制さ

れていることが明らかになってきている。シ

ョウジョウバエゲノムではその約 20％が TE

で占められ、各種 TE がクラスターしている

染色体領域が見られる。一般にこれらの領域

はヘテロクロマチン化されている。このよう

なヘテロクロマチン領域内には、実は多くの

宿主遺伝子が点在している。これら遺伝子の

発現が近傍の TE の発現と関連しているかを

検討した。 

(3) ‘TE抑制シグナル’が世代間に伝播され

るメカニズム. 

 ショウジョウバエにおいて、染色体の‘記

憶’（ヘテロクロマチン化の領域特異性を規

定するもの）が母から子孫に伝達され、次世

代において発生の極めて早い時期にヘテロ

クロマチン化が確立されることが示されて

いる。また、以前よりショウジョウバエでは

ある種のトランスポゾンの抑制が母から子

孫に伝達されていく現象が知られており、

hybrid dysgenesis と呼ばれる。この世代間

に伝わる抑制シグナルは cytotype と呼ばれ

る。この染色体‘記憶’と cytotype の実体

が PIWI グループ Argonaute 蛋白質-小分子

RNA複合体であることを検討した。 

(4) RNA サイレンシング機構の幹細胞生物学

への関与. 

 PIWIグループ Argonaute蛋白質は生殖幹細

胞形成／自己新生に必須である。これら

Argonauteによる TE抑制機構と生殖幹細胞形

成機構との接点を探るため、ショウジョウバ

エ卵巣における生殖幹細胞とその周辺存在

する体細胞（follicle cell）との相互作用

に PIWI 蛋白質が関与しているかを遺伝学を

用いて検討した。 

 
４．研究成果 

「転移因子とRNAサイレンシング機構の間の

‘軍拡競争’が複雑な遺伝子発現制禦を可能

にするゲノムの進化をもたらした」という仮

説の検証を行い、以下のことを明らかにした

。 

 

(1)ショウジョウバエArgonauteタンパク質

であるAGO1、AGO2、AGO3、Aub、そしてPiwi

に対する特異的なモノクローナル抗体をそ

れぞれ作成し、それらを用いて、免疫沈降

法にてそれぞれの複合体を精製した。それ

ら複合体に含まれるタンパク質と小分子

RNAをそれぞれ質量分析法と次世代型シー

ケンサーにて解析した。AGO2複合体に含ま

れる小分子RNAの配列情報に基づき、生化学

的遺伝学的な解析を行った結果、体細胞に

おいてTEの抑制に関与する新規小分子RNA

（endo-siRNA）を発見し、その生合成を明

確にした。これは、ショウジョウバエにお

いてTE抑制に関わるRNAサイレンシング経



路が体細胞と生殖細胞で異なることを示す

ものでもある。また、これらendo-siRNAが

TEのみならず多くの活発に転写されている

蛋白質コーディング遺伝子に由来している

こと、そして、それらの大半が遺伝子に対

してアンチセンスであることを見いだした

。これらの結果は、endo-siRNA-AGO2複合体

が転移因子抑制のみならず、細胞の遺伝子

の発現制御にも関与していることを示唆す

る。 

(2)生殖細胞特異的なPiwi/Aub/AGO3-piRNA

複合体の解析を進め、piRNAの配列情報に基

づき、標的遺伝子候補（TE及び細胞の遺伝

子）を探索し、それら遺伝子の発現抑制機

構を、特に生殖細胞系体細胞の培養細胞で

あるOSC (ovarian somatic cells)を用いて

進めた。OSCを用いたRNAiスクリーニングの

系を立ち上げ、piRNA生合成及びTE抑制に関

する遺伝子を現在までに10種類同定するこ

とに成功した。さらに、TE抑制機構には細

胞質におけるTE転写産物の切断による転写

後レベルの抑制と核における転写レベルの

抑制が存在知ることを明らかにした。

Piwi/Aub/AGO3の内、Piwiのみが核に局在す

るが、この核移行の仕組みをPiwi相互作用

タンパク質の解析により解明した。核内

PiwiはTEを転写レベルで抑制するのみなら

ず、それらTEの近傍に位置する遺伝子の発

現も抑制していることを見いだした。 

(3)OSC細胞においてPiwiと相互作用する

piRNAの配列解析から、一群のpiRNAが細胞接

着因子であるFasIIIの発現を制御しているこ

とを見いだした。Piwi変異体ではFasIIIが過

剰発現しており、この結果、卵巣形成の初期

において、生殖幹細胞とその周辺の体細胞が

混じり合わず、分離してしまい、したがって

、卵巣の形成が異常となることが示唆された

。つまり、Piwiは周辺体細胞の遺伝子発現を

とおして、生殖幹細胞の正常な形成に関与し

ていることが示唆された。 

(4)生殖細胞ではpiRNAは一次プロセッシン

グ経路で合成された後、ping-pong cycleと

呼ばれる増幅経路によりその産生が増幅さ

れる。一方、OSC細胞においては一次プロセ

ッシング経路のみが機能しており、piRNAの

増幅は見られない。いずれの場合もsiRNAや

miRNAと異なり、Dicer非依存的に合成され

ることがわかっていたが、piRNA前駆体から

成熟piRNAへのプロセスに関与するRNA切断

酵素は不明であった。RMAiスクリーニング

により、候補遺伝子としてZucchiniを同定

した。構造解析と生化学的な解析により、

ZucchiniがpiRNA前駆体を切断し、piRNAの

成熟化に直接関与するRNA切断酵素である

ことを見いだした。Zucchiniはミトコンド

リア上に局在しており、ミトコンドリア表

面がpiRNA合成の場であることを明らかに

した。 

(5)自ら作製したPiwiファミリータンパク

質（AGO3, Aub, Piwi）それぞれに対するモ

ノクローナル抗体を免疫染色に用いること

で、AubとPiwiが卵形成過程で後極、そして

生殖顆粒に局在し、直接、母親からその子

孫に受け渡されることを明確にした。この

ことは、TE抑制シグナルがpiRNAの配列情報

としてAub-、Piwi-piRNA複合体というカタ

チで母親から直接次世代に引き渡されるこ

とを示唆し、Hybrid dysgenesisの分子機構

の解明に寄与した。 

(6)ショウジョウバエ卵巣におけるTE抑制

に関与するMaelの機能解析を進め、Maelが

微小管形成中心（MTOC）構成因子と複合体

を精製していることを見いだした。また、

mael変異体ではMTOCが形成されないことが

わかった。MTOCは卵形成過程における軸形

成に必須である。これらの成果はTE抑制と

MTOC形成（したがって、軸形成）が関連し

ている可能性を示唆する。 

  

以上のように、TE抑制機構が体細胞では遺伝

子の発現制御にも密接に関与していること、

そして、生殖細胞では生殖幹細胞—体細胞相互

作用や軸形成に関与している可能性を示唆す

る結果を得た。 
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