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研究成果の概要（和文）：piRNAと呼ばれる小分子 RNAは Piwi蛋白質群と結合し、生殖細胞
形成に必須の役割を果たす。本研究では、piRNAの生合成機構をモデル動物ショウジョウバエ
において解析した。その結果、新規の piRNA 生合成因子を発見した。更に、その分子機能の
詳細も明らかにした。従って、本研究の成果により、生殖細胞の特性の理解が進むと考える。 
 
研究成果の概要（英文）：piRNAs associating with Piwi family proteins are essential small 
RNAs for germ cell development. In this study, I investigated how piRNAs are produced 
in germ cells using Drosophila melanogaster as a model organism. As a result, I have 
identified novel piRNA biogenesis factors and characterized the molecular functions of 
them. Thus, this study will contribute to our understanding of the characters of germ 
line cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 20～30塩基程度の小分子RNAによって引
き起こされる遺伝子発現抑制機構を RNA サ
イレンシングと呼ぶ。RNA サイレンシング
における中核因子は Argonaute である。
Argonauteは小分子 RNAと直接結合する事
によってその塩基配列に従って標的 RNA を
認識し、それに作用する事によって標的RNA
の発現を抑制する。ショウジョウバエは５種
類の Argonaute タンパク質を発現する。
AGO1 と AGO2 はほぼ全組織で恒常的に発
現する一方、AGO3、Aubergine、Piwiは生
殖細胞特異的に発現する(Brennecke et al. 
Cell 128:1089-1103)。これらショウジョウバ
エArgonauteに結合する小分子RNAはお互

い異なっており、さらには各 Argonauteが機
能する RNA サイレンシング経路は独立して
存在する事が示されている。私はこれまでシ
ョウジョウバエArgonauteのうち、主にPiwi
タンパク質に焦点をあて研究を進める事に
よって、Piwiが関わる RNAサイレンシング
経路の存在を見出し、さらには本経路におけ
る必須、及び関連因子の同定およびそれらの
機能解析を進めてきた。これら一連の研究を
通して、Piwiは、レトロトランスポゾン由来
の小分子RNAであるpiRNAと結合する事に
よってレトロトランスポゾンの発現を抑制
する因子である事、piRNA の生合成には
Aubergine と AGO3 の Slicer 活性が関わる
事、これら Slicer 活性依存的に piRNA 
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Amplification loopが成立し、様々な種類の、
数多くの piRNA が生成される事、また
piRNA は Pimet によって 3’末端メチル化
修飾を受ける事、などを明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
 これまでの RNA サイレンシングに関する
研究から、様々な生物種の生殖細胞において
は、miRNA のみならず、内在性の siRNA
（endogenous siRNA; esiRNA）や piRNA
（PIWI-interactingRNA）といった小分子
RNA が多数発現している事が明らかになっ
た。これら小分子 RNA は、塩基配列特異的
に標的 RNA に作用する事によって、タンパ
ク質をコードする遺伝子だけでなく、レトロ
トランスポゾンなどの発現を負に制御する
事によって、生殖細胞のゲノムの品質管理を
担う事が次第に示されてきている(Aravin et 
al. Science 318:761-764)。piRNAが無い条
件下においては、生殖巣が正常に発生せず、
卵子や精子形成に異常が来たし、種の保存は
成立しない。piRNAの生合成経路に関しては、
miRNA や esiRNA の生合成とは独立してい
る事、また、5’末端形成に関する報告はあ
るものの、未だ充分な知見が得られていない。
本研究においてはショウジョウバエ piRNA
の生合成経路に焦点をあて、その分子機構を
包括的に理解する事を目指した。 
 
３．研究の方法 
 ショウジョウバエは遺伝学的・生化学的解
析に秀でたモデル動物である。しかし、生殖
巣は多くの性質の異なる細胞群から構成さ
れているため、遺伝学的解析を行っても2次
的な影響が排除できない。また、生化学的研
究に必要な培養細胞系が確立されていなか
った。そこで私はまず、ショウジョウバエ卵
巣由来の培養細胞（OSCと命名）を初年度に
確立し報告した (Saito et al. Nature 2009)。
OSCはpiRNAやPiwiが発現し、非常にシンプ
ルな実験系で機能解析ができる。更に、私は
OSCにおいて、高効率のRNAiやトランスフェ
クションによる過剰発現系を構築した。
piRNAが発現する培養細胞でRNAiや過剰発現
を遂行できる実験系はOSC以外に例がなく、
生化学的アプローチによって、これまで明ら
かにできなかった様々な問題点を迅速に解
明できると考えた。具体的手法を以下に記載
する。 
 
（1）これまでにpiRNAは長い前駆体RNAと
して転写され、細胞質において短いRNAへと
プロセシングされることを見いだしている。
PiwiをRNAiによって発現抑制した場合、
piRNAの量が顕著に減少することが報告され
ている。従って、piRNAの生合成因子の機能
消失は、piRNAの減少が引き起こされると考

えられる。そこで、OSCにおいてRNAi法によ
る遺伝子発現抑制を行い、piRNAの量が変動
する遺伝子をスクリーニングする。piRNAの
検出にはノザンブロット法を用い、RIラベル
したプローブによって、全RNA中のpiRNA量
を算定し、評価する。 
 
（2）piRNA生合成因子候補の機能を解明する
ため、アイソトープで標識した前駆体RNAと、
大腸菌を用いて精製したPiwi蛋白質、そし
てOSCの抽出液を用いたin vitroのpiRNA
生合成系を立ち上げる。この実験系をもとに
piRNA生合成に関わる因子の分子機能をスク
ロースグラジエント法やゲル濾過などの分
画法や免疫沈降法などの生化学的実験系に
よって明らかにする。得られた因子に対する
モノクローナル抗体を作製し、各因子の相互
作用蛋白質や細胞内局在を解析し、piRNA生
合成経路における各因子の機能理解を目指
す。piRNAと他のRNA分子との違いを見分け
る分子機構を検討するため、各因子が結合す
るRNA配列や構造的特徴を解析する。解析に
は次世代型シーケンサーやRNA分子の質量分
析等の手法を用いる。 
 
４．研究成果 
(1)2006 年、茨城大学の仁木博士によって、
ショウジョウバエ生殖巣由来の培養細胞
（fGS/OSS）が確立された（Niki et al., PNAS, 
2006）。そこで、この培養細胞を譲り受け、
独自に培養を行った。fGS/OSS は生殖幹細胞
に性質の近い細胞と生殖巣を構成する体細
胞から成る混合培養細胞系であるが、私はこ
こから体細胞由来の細胞株を取得し、OSC と
命名した。はじめに、OSC において piRNA及
び Piwi 蛋白質の発現を確認し、結合 piRNA
の配列を次世代型シーケンサーで検討した。
その結果、OSC においてもショウジョウバエ
卵巣と同様にレトロトランスポゾンに由来
する piRNA を見いだした。更に詳細に piRNA
配列を解析した結果、レトロトランスポゾン
ではなく、いくつかの蛋白質コード遺伝子の
3’UTRからもpiRNAが発現することを見いだ
した。特に大Maf転写因子のファミリーに属
するtraffic jam遺伝子の3’UTRからpiRNA
が多く作られることを見いだした。これまで
の研究から、traffic jam は、Piwi 同様に、
生殖巣の発生に必須な因子であることから、
なんらかの機能的関連性があると考えられ
たことから、traffic jam 遺伝子の研究を開
始した。その結果、traffic jam 蛋白質は、
Piwi 遺伝子の発現に必須な転写因子である
ことを見いだした。すなわち、traffic jam
は、Piwi蛋白質の発現と、piRNAの供給とい
う二つの分子メカニズムによって Piwi の機
能制御を担うという経路の発見に至った(図
1)。また、zucchiniと呼ばれる遺伝子がpiRNA



の産生に重要であることを示した。以上の解
析結果を論文として報告した（Saito et al., 
Nature, 2009）。以上の知見は、piRNA経路の
一端が解明できたという点において非常に
重要であると考える。 
 

 
 図1：traffic jamによるPiwiの機能制御 
 
(2)OSC において RNAiによる簡便な遺伝子ノ
ックダウン実験系を開発した。Piwiのノック
ダウンによってレトロトランスポゾンの発
現が上昇したことからOSCを用いれば、piRNA
によるレトロトランスポゾン抑制機構の詳
細を明らかにできると考えられた。そこで、
私は、OSCを用いて、RNAi法による生合成関
連遺伝子のスクリーニングを行った。その結
果、RNAヘリカーゼドメインをもつarmitage 
(armi)がpiRNA生合成に必須であることを見
いだした。更に、独自に作製した Armi 抗体
を用いて解析を進めることにより、Yb body 
(生殖幹細胞維持に必須な細胞質内顆粒状構
造体)にArmi蛋白質が局在すること、さらに
はArmiのYb bodyへの局在にはYb蛋白質が
必要であることを明らかにした。また、Armi
複合体にはYb、Piwi、そしてpiRNA前駆体様
RNA が含まれる事も判明した。OSC にて armi
あるいはybをノックダウンした条件下では、
PiwiはpiRNAと結合しておらず、また、核へ
移行しなくなる。piRNA 生合成に関わると以
前報告されたヌクレアーゼ様遺伝子
zucchini をノックダウンした条件下では、
Armi複合体はpiRNA前駆体様RNAを含むもの
の、成熟型 piRNA は Piwi に結合しない。ま
た、Piwi の核への移行は阻害されており、
Piwi は Yb body に繋留されていた。従って、
Yb bodyはprimary piRNA生合成の場であり、
しかも piRNA と結合した Piwi のみを核へ輸
送させるチェックポイントであると考えら
れた。以上の解析から、piRNA 生合成機構に

おける Piwi 以外の蛋白質群の具体的役割を
提案し、報告した（図2、Saito et al., Genes 
& Dev. 2010）。 
 

 
 図2：piRNA生合成の分子機能モデル 
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