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研究成果の概要（和文）：piwiおよび tudor遺伝子は生殖細胞に特徴的な piRNA 産生に機能し、

レトロトランスポゾン活性の抑制に必要である。本研究ではマウス tudo-piwi 複合体の解析に

より新たに同定された複数の因子の解析を進め、生殖幹細胞における RNA、エピゲノムレベル

のレトロトランスポゾン抑制に重要な役割を担う分子機構を明らかにした。Piwi スライサー活

性変異体の解析を通じて同活性の生理機能と piRNA 生成に重要な基質 RNA の相補性ルールを明

らかにした。生殖幹細胞株を用いた piwi 経路の培養実験系の解析を共同研究を通じて進めると

共に同細胞株のマルチオミクス解析を行った。これらの研究は生殖細胞ゲノムをトランスポゾ

ンから保護する分子メカニズムの解明に大きく寄与する成果である。 

 
研究成果の概要（英文）：The piwi-tudor pathway is essential for piRNA biogenesis and it acts to 
suppress retrotransposons in the germline. In this study, we carried out mass spec and high 
throughput sequencing analyses of the piwi-tudor complex and identified novel factors that 

function to control retrotransposons in germline stem cells at RNA and epigenetic levels. Genetic 
and biochemical analyses of a mutant of a mouse piwi revealed (1) an essential and physiological 
role of the piwi slicer activity in the germline and (2) a complementarity dependent rule required 
for the slicer activity mediated piRNA biogenesis. In a collaborative work, we characterized piwi 
pathway operation in an established cell line of spermatogonia and carried out multi-omics analyses. 

These results provide novel insights into key mechanisms that protect the germline genome from 
transposon activity. 
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１．研究開始当初の背景 
生殖細胞は遺伝情報を次世代に伝え、個体発

生の起点となる細胞系譜であり、そのゲノム

DNA は発生分化プロセスを通じて安定に維持、

継承される必要が有る。高等生物ゲノムの大

部分はトランスポゾンもしくは類縁配列が

占め（哺乳類では全ゲノムの約 40-50%）、こ

れらトランスポゾン配列はゲノムサイズの

拡大やクロマチン構造の進化等に寄与する

一方、その転移活性は遺伝情報を破壊し DNA

障害を誘起する事から、生殖系列では特に厳

密にコントロールされる必要がある。研究代

表者はマウス生殖顆粒の構成蛋白質をコー

ドする tudor 遺伝子群 Tdrd1, 6, 7, 9 を同

定し遺伝子改変マウスを作製した所、いずれ

も雄生殖細胞の分化過程に異常を示す事が

明らかとなった。このうち TDRD1, TDRD9 は

argonauteサブファミリーに属するpiwi蛋白

質 MILI、MIWI2 と遺伝的、物理的に相互作用

し、LINE1 等のレトロトランスポゾン活性を

抑制する事が明らかとなった。MILI、MIWI2

はレトロトランスポゾンのセンスおよびア

ンチセンス配列を持つ RNA から primary およ

び secondary piRNA を産生する feed-forward

サイクルで中心的な役割を担う。TDRD1, 

TDRD9 はこの piRNA 生成過程に機能的に必要

であり、TDRD1-MILI および TDRD9-MIWI2 はそ

れぞれ独立した RNP 複合体を形成する。興味

深い事に Tdrd1, Tdrd9, Mili, Miwi2遺伝子

改変マウスはいずれもレトロトランスポゾ

ンRNAが抑制されるだけではなく、ゲノムDNA

中のレトロトランスポゾン制御領域の de 

novo CpG メチル化が成立しない。分裂酵母や

植物では small non-coding RNA が相補鎖認

識を通じてクロマチンリモデリング因子等

をゲノム標的配列にガイドしヘテロクロマ

チン形成もしくは維持に働く事が明らかと

なっている。しかし動物細胞、特に哺乳類で

は内在性 small RNA によるエピゲノム制御シ

ステムは殆ど実証されていない。本研究計画

は生殖細胞ゲノムをレトロトランスポゾン

活性から保護する tudor-piwi 経路の詳細な

解析を進め、動物細胞において small RNA と

エピゲノム制御を繋ぐ分子基盤の解明に貢

献する事を目指す。 

 
２．研究の目的 
tudorおよび piwi遺伝子は生殖系列に特徴的

な piwi 結合 small RNA(piRNA)産生に機能し、

レトロトランスポゾンの RNA 制御および de 

novo DNA メチル化に必要である。TDRD1 と

MILI、TDRD9 と MIWI2 蛋白質は各々異なった

RNP 複合体を形成し、これら tudor-piwi 複合

体の相互作用が piRNA のセンス、アンチセン

ス鎖の feed-forward 生成サイクルに働く事

が示唆されている。しかし tudor-piwi 複合

体の詳細な分子構成、生化学機能および

piRNA 経路とエピゲノム制御に関わる分子基

盤は明らかになっていない。本研究計画では

生殖細胞の tudor-piwi 複合体の包括的解析

を進め、新たな機能分子の同定と解析を進め

る事を目的とする。 

 
３．研究の方法 
本研究計画ではマウス tudor-piwi 複合体の

構成分子同定と機能解析および tudor-piwi

経路を介するエピゲノム制御について研究

を進める。具体的には(1) tudor-piwi 複合体

の包括的プロテオミクスと piRNA の次世代シ

ークエンス解析、(2) tudor-piwi 複合体の

slicer 活性検出と in vitro piRNA 生合成の



 

 

再構成、(3) 樹立生殖幹細胞株を用いた

piRNA 経路の培養実験系の構築、を行う。研

究の過程で得られた機能未知遺伝子群につ

いてはノックアウトマウスの作出、収集とト

ランスポゾン制御、piRNA 生合成、エピジェ

ネティクス制御、piwi-tudor 複合体の解析と

生化学アッセイを中心に研究を進め、生殖細

胞のゲノム保護機構に関わる piRNA 経路の新

たな機能分子の同定と分子パスウェイを理

解する事を目指す。 

 

４．研究成果 

本研究ではマウス tudo-piwi 複合体の解析に

より新たに同定された複数の因子の遺伝学

的、生化学的解析解析を進め、生殖幹細胞に

おける RNA、エピゲノムレベルでのレトロト

ランスポゾン抑制に重要な役割を担う新規

遺伝子群を明らかにした。特に RNP 複合体の

形成から精原幹細胞のエピゲノム制御に繋

がる重要な経路で働く新たな因子を同定し

た。Piwi スライサー活性変異体の解析を通じ

て同活性の生殖細胞分化における生理機能

を明らかにすると共に、合成 RNA 基質と精製

PIWI 複合体を用いて piRNA 生成に重要な

piRNA-target RNAの相補性ルールを明らかに

した。また生殖幹細胞株を用いた piwi 経路

研究の為の培養実験系の特性解析を共同研

究を通じて進めると共に同細胞株のマルチ

オミクス解析を行った。また dara driven 型

研究と併行して candidate gene approach に

より tudor-piwi 複合体とエピゲノム制御の

連携を示唆する分子経路の予備的データを

得た。これらの結果は生殖細胞ゲノムをトラ

ンスポゾンから保護する piwi-small RNA シ

ステムの全体像の解明に大きく寄与する研

究成果である。 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