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研究成果の概要（和文）：本研究では、transposonを記憶し、抑制するためのpiRNAの産生限となるpiRNAクラス
ターが、どのように成長するかを明らかにすることを目的に研究を行なっ
た。その結果、まず、特異的に転移していたトランスポゾンが成長中のpiRNAクラスターの一例として扱えるこ
とを明らかにした。さらに、人工トランスポゾン由来のpiRNAとsiRNAは産生される領域が異なり、細胞内に存在
するあり方が異なることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on piRNA clusters, which are the source of "piRNAs
 for transposon storage and repression. The goal of this study was to elucidate how piRNA clusters 
grow. As a result, we first found that specifically transposed transposons can be treated as an 
example of growing piRNA clusters in silkworm cultured cells. Furthermore, we found that artificial 
transposon-derived piRNAs and siRNAs differ in the regions in which they are produced and how they 
are located in the cell.

研究分野：分子生物学

キーワード： piRNA 　トランスポゾン　カイコ 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
piRNAはゲノム中に存在する非自己因子であるトランスポゾンを選択的に抑制する。この際、piRNAクラスターと
呼ばれるゲノム中の領域が一種の記憶装置として機能し、piRNAクラスター中のトランスポゾン断片からpiRNAを
産生することでトランスポゾンの発現を抑制しているとされている。そのため、piRNAクラスターがどの様にト
ランスポゾンを記憶できるのか、という問いは、生物がゲノム中に存在する非自己とどの様に折り合いをつけて
きたのかを明らかにすることに他ならない。

※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 

トランスポゾンは、ゲノム中に存在する利己的な転移因子であり、自身がコードする転移酵素を

利用しゲノム中を飛び回り増殖する。また、ヒトゲノムでは五割程度を占める一方で、トランス

ポゾンの転移が遺伝子領域に起きると当該遺伝子は破壊される。そのため、次代へと伝わる生殖

細胞においてはトランスポゾンの転移を特に抑制する必要があり、トランスポゾン抑制機構の

中核をなすのが piRNA と呼ばれる小分子 RNA である。 

しかし、通常の遺伝子とトランスポゾンは塩基配列という点では同じであり、トランスポゾン特

異的な抑制の実現には、トランスポゾンのみを見分ける機構が必要である。それを実現するのが、

piRNA クラスターと呼ばれるゲノム中の領域である。piRNA クラスターにはトランスポゾンの断

片が集積されており、この断片を元に piRNA を産生するため、配列特異的にトランスポゾンを

抑制できる。このように”今現存する piRNA クラスターがどの様なものか”はわかりつつある

一方で”どの様にして新たに piRNA クラスターにトランスポゾンの断片を集積し、そこから

piRNA を作る様になるのか”という過程は不明である。今年 Molecular Cell 誌に発表された論

文では、piRNA クラスターの保存性は高くなく、進化的に不安定であるとこが示された (Gebert 

et al., 2021)。このことは、裏を返せば piRNA クラスターは生まれては消えていくことを繰り

返しているゲノム領域であることを意味する。そこで、本研究では「どのようにして新たに piRNA

クラスターになるのか」を中心的な問いに据える。 

 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、新規に transposon をトラップする piRNA クラスターに着目したゲノムワイドな探

索を行う。これにより、成長中の若い piRNA クラスターを網羅的に同定し、piRNA クラスターが

新たにトランスポゾンをトラップするための条件や、新たに piRNA クラスターになるための条

件を一般化する。これらの達成を通じて、どのようにして新たな piRNA クラスターが成立し、成

長していくのか、を明らかにする。 

現在までの piRNA クラスターに関する研究は、「今現在存在している piRNA クラスター」を piRNA

クラスターたらしめているものは何なのか、に着目した研究である。一方、本研究では、torimochi 

piRNA クラスターのような”成長中の piRNA cluster”に着目することで、「piRNA クラスターが

新たに成立していくイベント」に着目した解析を行う。また、新たに存在するようになったこと

と、新規に transgene の転移を誘導し易いことの間の関係にも着目する。申請者は、piRNA クラ

スターの発達の初期段階には、transgene の断片を収集する必要があるため、この様な性状は比

較的若い piRNA クラスターに存在する性状であると考えているが、そもそもその点を含めて

piRNA クラスターの発達過程は不明である。本研究により、piRNA 研究に新たに時間軸を持ち込

むことができると考えている。 

 
 
 
３．研究の方法 

本研究では、新規に transgene をトラップし、そこから piRNA を産生するような piRNA クラス

ターを網羅的に同定する。具体的には、GFP 陽性細胞に対して新規に GFP 断片を転移させ、その



転移先と piRNA 産生、GFP 発現量の対応を取得する。GFPの断片は GFP タンパク質にならないが、

piRNA の材料となった場合、元々存在する GFP を in trans に抑制することが可能である。する

と、転移させた配列の一部は piRNA クラスターに挿入され、GFP の断片に由来する piRNA の産生

量に応じて GFP が抑制される。そこで、GFP の発現量を指標に FACS で細胞を回収し、long read

シークエンサーを用いて GFP 抑制時に特異的な挿入箇所を同定し、さらにその際の piRNA の産

生量を small RNA seq によって大規模に収集する。これらのデータを詳細に解析することで、新

規の piRNA 産生に寄与するゲノム中の領域を網羅的に特定する。また、transgene に薬剤耐性遺

伝子を導入することで、piRNA を産生し易いゲノム中の領域（transgene があり、GFP 蛍光がな

い）と、piRNA を産生しにくいゲノム中の領域（transgene があり、GFP 蛍光がある）を別々に

同定することができる。これによって、transgene が挿入されやすい場所と piRNA を産生しやす

い場所を分けて議論することが可能になる。 

次に、piRNA を産生しやすい領域と産生しにくい領域について、その違いを説明する特徴を、様々

なデータベースを用いた横断的なバイオインフォマティクス解析によって明らかにする。これ

らの達成によって、新たに piRNA クラスターになりつつある配列の網羅的同定と、それらの特徴

を一般化することで、どのようにして新たな piRNA クラスターが成立し、成長していくのか、を

明らかにする。 

また、新規にトランスポゾンをトラップするような piRNA クラスターが持つ特徴を明らかにす

るとともに、培養細胞中のトランスポゾンの状態の網羅的な解析を行い、細胞内の piRNA クラス

ターとトランスポゾンの関係を明らかにする。 

 
 
４．研究成果 

本研究では、transposon を記憶し、抑制するための piRNA の産生限となる piRNA クラスターが、

どのように成長するかを明らかにすることを目的に研究を行なった。その結果、まず、成長中の

piRNA クラスターの一例として、torimochi と呼ばれる piRNA クラスターが研究に用いたカイコ

培養細胞中において特異的に転移していたトランスポゾンであったことが明らかになった。さ

らに、人工トランスポゾン由来の piRNA 産生に応じて GFP が抑制されるような実験系を作出し、

新規に transposon をトラップする piRNA クラスターに着目したゲノムワイドな探索を行った。

ただし、GFP が抑制される様な細胞では、piRNA のみならず siRNA も産生されてしまっていた。

解析の結果、piRNA を産生するトランスポゾンの状態と siRNA を産生するトランスポゾンの状態

は異なることが判明した。具体的には、piRNA は適切にトランスポゼースで転移したカセットか

ら産生されていた一方で、siRNA は導入に用いたプラスミド全体から産生されていた。そのため、

プラスミドの配列に分別するレポーター配列をさらに加えることで、これらを分別することが

可能であると考えた。そこで、現時点では、これらを見分けるためにさらに改良したレポーター

を作出し、複数回の条件検討とセルソートを経て、予想通りの蛍光を示す細胞が得られた。今後

は、これらの細胞を詳細に解析する予定である 
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