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研究成果の概要（和文）：QinおよびSpn-Eは、生殖組織特異的なpiRNAの生合成に必須の因子である。本研究で
は、カイコ卵巣由来BmN4細胞を用いて、両者の分子機能と作用機序を解明することを目的とした。
Qin発現抑制下では細胞質に多数のカプシド様構造が認められたことから、Qinはトランスポゾンカプシド様構造
の形成を抑制することが明らかになった。さらに、QinはCdの発現を特異的に抑制する因子であることが示唆さ
れた。また、ノーザンブロットにより、Qin発現抑制下で蓄積するCd-piRNA前駆体を検出した．その結果、
Cd-piRNA前駆体は、polyAが付いていること、Qinと複合体を形成していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Qin and Spn-E are essential for piRNA biogenesis in germ cell. In this 
study, we aimed to clarify the molecular functions of both factors using silkworm ovary-derived BmN4
 cells.
Under the downregulation of Qin, numerous capsid-like structures were observed in the cytoplasm, 
indicating that Qin suppresses the formation of transposon capsid-like structures. Furthermore, Qin 
was suggested to be a specific repressor of Cd expression. We also detected Cd-piRNA precursors that
 accumulated under the repression of Qin expression by Northern blotting. The results revealed that 
Cd-piRNA precursors were attached with polyA and formed a complex with Qin.

研究分野： RNA生物学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、Spn-EとQinが、第一次経路でどのようにして異なるpiRNAの生成で機能するのかに焦点をあてて解
析を進め、piRNA生合成経路の解明をする。本研究の解析が進捗することにより、倫理的な面や材料の確保から
解析が難しいヒトなどの哺乳類へpiRNA生合成経路への解明に繋がり、piRNA生合成経路を応用して不妊治療など
の医療へと繋がると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
piRNAは、生殖細胞で発現するトランスポゾン由来の小分子 RNAである。piRNAは PIWIタ
ンパク質と複合体を形成し、トランスポゾンmRNAの遺伝子発現を抑制する。piRNAは、第一
次経路で生成されたのち、第二次経路で増幅される。これまでの解析から piRNA生合成経路に
関与する多数の因子が同定されてきた。しかし、これら因子の piRNA生合成経路における分子
機能は、未だよく判っていない。 
BmN4 は、カイコの生殖細胞から由来する培養細胞であり、2 種類の PIWI タンパク質（Siwi

と Ago3）が発現している。さらに、BmN4は、現在に存在する唯一の生殖細胞由来の培養細胞
であり、piRNA生合成経路の解析で有効な材料である。 
第二次経路については、関与する因子の分子機能も解析され次第に明らかになってきたが、第一
次経路についての情報は乏しく謎のままであった。申請者は、RNAヘリカーゼである Spn-Eが
第一次生合成経路において Siwi-piRNAの生成で重要な因子であること、Spn-Eは Qinおよび
Siwiと複合体を形成することを示した(Nishida et al. Cell Reports 2015)。これまでにショウジ
ョウバエの Qinは、第二次経路で piRNAの生成に関与することは報告されていた(Zhao et al. 

2011)。しかし、Qinが第一次経路において必要であるかどうかは知られていなかった。 
 
２．研究の目的 
これまでの解析から、①Siwiの欠失は Countdown（Cd）と名付けた新規 LTR様トランスポゾ
ンの劇的な発現上昇を引き起こすこと、②Qin が Siwi に結合する piRNA の全体の生成量には
影響しないが、Cd-piRNAの生成に関与すること、③Spn-Eは Siwiに結合する piRNAの全体
の生成量に影響を与えるが、Cd-piRNAの生成に関与しないことを明らかにした。つまり、Qin

と Spn-Eは同じ複合体を形成しているにも関わらず、第一次生合成経路において異なる piRNA

の生成に関与することが示唆された。しかし、Spn-Eと Qinが、どのようにして異なる piRNA

の生成で機能しているのかは判っていない。 

本研究では、Qinおよび Spn-Eを生化学的に解析することにより、第一次経路における piRNA

生成への仕組みの違いを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）カプシド様構造の観察 
Siwi 発現抑制下では BmN4 細胞質内に多数認められる Cd の顆粒様構造が Qin 発現抑制下
においても同様に検出されることを，Cd のモノクローナル抗体を用いた免疫染色法によっ
て確認した．さらに，免疫染色法で検出されるCd の顆粒様構造がトランスポゾンカプシド
であるかを明らかにするため，透過型電子顕微鏡を用いて Qin 発現抑制下における BmN4
細胞内の構造観察を行なった． 
（２）Qin が抑制するトランスポゾンの網羅的な解析 
Siwi によって抑制されるトランスポゾンのうち Qin 依存的に抑制されるものを同定するこ
とを目的として，次世代シーケンサーを用いた RNA sequencing によりQin 発現抑制下で発
現する RNAの網羅的な配列解析を行った． 
（３）Qin が生合成に寄与するpiRNAの網羅的な解析とそれが生み出されるCd相同領域の同定 
Siwi に結合する piRNA のうち Qin 依存的に生合成されるものを同定することを目的とし
て，次世代シーケンサーを用いた small RNA sequencing によりQin 発現抑制下で Siwi に結
合する piRNA の網羅的な配列解析を行った．さらに，Qin 依存的に生合成される piRNAが



生み出されるCd 相同領域をカイコゲノムにおいて網羅的に探索した． 
（４）Qin が結合するpiRNA前駆体の解析 
Qin 依存的にプロセシングされる Cd-piRNA 前駆体を同定することを目的として，まず，
Cd 断片配列を RNA probe として用いたノーザンブロットを行い，BmN4 細胞で発現する
Cd-piRNA 前駆体を検出した．さらにQin モノクローナル抗体を用いた RNA免疫沈降法に
より，Qin 複合体中にCd-piRNA 前駆体が含まれるかを検証した． 
 
４．研究成果 
（１）カプシド様構造の観察 
免疫染色法の結果，Siwi 発現抑制下と同様にQin 発現抑制下でも細胞質に多数の Cd の顆粒
様構造が検出された．さらに透過型電子顕微鏡観察の結果，Qin 発現抑制下では細胞質に多
数のトランスポゾンカプシド様構造が認められた．今後は，このカプシド様構造が免疫染色
法で検出された Cd の顆粒様構造と同一であることを，Cd のモノクローナル抗体を用いた
免疫電子顕微鏡観察によって明らかにする方針である． 
（２）Qin が抑制するトランスポゾンの網羅的な解析 
Siwi によって抑制されるトランスポゾンのうち，Qin 発現抑制下ではCd のみが顕著に脱抑
制されることを見出した．従って，Qin は piRNA 経路において Cd の発現を特異的に抑制
する因子であることが示唆された． 
（３）Qin が生合成に寄与するpiRNAの網羅的な解析とそれが生み出されるCd相同領域の同定 
Qin 依存的に生合成される piRNA を同定し，さらに，それらが生み出される Cd 相同領域
をカイコゲノムにおいて複数候補同定した．しかし，カイコゲノム中の繰り返し配列の多さ
が障壁となり，項目 2.および 3.で得られた解析リソースから候補領域を絞り込むことは困難
であった．そこで，項目 4.の解析を通じて目的達成を試みた． 
（４）Qin が結合するpiRNA前駆体の解析 
ノーザンブロットの結果，Qin 発現抑制下では polyA のついた Cd-piRNA 前駆体が蓄積す
ることが判明した．さらに RNA免疫沈降法の結果，このCd-piRNA 前駆体がQin と結合す
ることが示唆された．現在，次世代シーケンサーを用いた PacBio Sequel II により BmN4 細
胞で発現する RNAの全長配列について網羅的な解析を行っている．本解析は項目 2.と比較
してより長い RNA配列の解読が可能であり，項目 2.および 3.の結果と合わせることでCd-
piRNA 前駆体，およびそれらが生み出されるゲノム領域の同定につながると期待される． 
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