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研究成果の概要（和文）： 

カイコTud(BmTud)は、BmSpn-E及びSiwiが複合体を形成することが判った。BmSpn-Eを

RNAiで消失させた細胞では、piRNAが減少し、カイコPIWタンパク質であるSIWIへpiRNAが

loadされなくなることが判った。さらに、BmSpn-E複合体には、piRNAと結合していない空の

Siwiが含まれていることが判明した。これは、piRNAがloadされる前のSiwiがSpn-Eと結合し

ていることが考えられる。つまり、BmSpn-EはSiwiへpiRNAをloadするために必要な因子であ

ることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We discovered that immunopurified BmTud complexes from BmN4 contain BmSpn-E and 

Siwi. Depletion of BmSpn-E also caused Siwi to be loaded with less piRNAs than that in 

naive BmN4 cells. We discovered that Siwi, in a form associated with BmSpn-E, is not 

significantly loaded with mature piRNAs. Our data suggest that BmSpn-E in BmN4 might 

be involved in piRNA loading to Siwi. 
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１．研究開始当初の背景 
小分子 RNA を介した遺伝子発現抑制機構は

RNA サイレンシングと総称される。RNA サ

イレンシングの代表例は RNAi である。この

RNAi で、中核の因子として機能するのが小

分子RNA-Argonauteタンパク質の複合体であ

る。ショウジョウバエには、5種類のArgonaute

タンパク質[AGO1, AGO2, AGO3, Aubergine 

(Aub), Piwi]が発現している。これらのタンパ

ク質は、アミノ酸配列と発現領域の違いから

AGO と PIWI サブファミリーに分類される。

AGO サブファミリーの AGO1 と AGO2 は、
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ほぼ全組織で恒常的に発現するのに対し、

PIWI サブファミリーの AGO3、Aub や Piwi

は、生殖細胞特異的に発現する（Williams and 

Rubin PNAS 2002）。AGO1 と AGO2 は、miRNA

と siRNA 各々と特異的に結合し miRNA 経路

と RNAi 経路でそれぞれ機能している。一方、

PIWI サブファミリーについては、遺伝学的解

析から生殖細胞の形成と維持そしてトラン

スポゾンの遺伝子発現抑制に関与している

ことが知られていた。近年、申請者らは、作

製した PIWI タンパク質ぞれぞれに対する抗

体を用いた生化学的解析から、PIWI タンパク

質 は ト ラ ン ス ポ ゾ ン 由 来 の

piRNA(PIWI-interacting RNA)と特異的に結合

することを示した(Saito et al. Genes & Dev. 

2006, Gunawardane et al. Science 2007, Nishida 

et al. RNA 2007)。piRNA 生合成経路には、第

一次生成経路と第二次生成経路があると考

えられている。しかし、piRNA 生合成経路に

ついては、未だ明らかになっていない点が多

く存在する。最近、PIWI タンパク質は、種を

超えてメチルトランスフェラーゼである

PRMT5 によりアルギニンの対称的ジメチル

化(sDMA)修飾を受けることが判明した。ショ

ウジョウバエ dprmt5 欠失変異体では、piRNA

が減少していた(Kirino et al. NCB 2009)。これ

らのことから sDMA 修飾は piRNA 生合成経

路に重要であることが示唆された。また、

sDMA 修飾を受けた PIWI タンパク質に特異

的に結合する因子が piRNA 生合成経路に関

与していると考えた。そこで、申請者は

Aub-sDMAペプチドを用いて卵巣抽出液から

Pull-down 解析を行ったところ、TUDOR ドメ

インを有する Tud と結合することを明らかに

した。さらに、Aub と AGO3 は、sDMA 修飾

依存的に Tudと結合し三者複合体を形成する

ことが判明した。この複合体には piRNA 前駆

体が含まれていることから、Tud は piRNA 生

合成経路のプラットフォームとして機能す

ることが示唆された。Tud の欠失により、Aub

や AGO3 に受け渡す piRNA 量とトランスポ

ゾン由来の piRNA の種類に影響を与える。こ

れらの結果から、Tud は piRNA の受渡しに関

与している(Nishida et al. EMBO J. 2009)。しか

し、piRNA 生合成経路における Tud の詳細な

分子機能、その他の因子については、未だ明

らかになっていないのが現状である。そのた

め、Tud の詳細な分子機能を解析することが、

piRNA 生合成経路の解明に繋がると考えら

れる。 

 
２．研究の目的 
piRNA は、生殖細胞特異的に発現する PIWI

タンパク質と結合しトランスポゾンなどの

遺伝子発現を抑制することで生殖細胞の形

成維持と分化を正常に保っている。申請者の

解析により、piRNA 生合成経路である増幅サ

イクルにおいて PIWI タンパク質の切断活性

が必須であること、Tudor (Tud)がプラットフ

ォームになること、Tud が piRNA の受渡しで

機能していることを見出した。しかし、piRNA

生合成経路における Tud の詳細な分子機能、

そしてその他の因子については、明らかにな

っていない。そこで、申請者は Tud について

の詳細な解析を進める事により、piRNA 生合

成経路を解明することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

Tud の piRNA 生合成経路におけて詳細な

piRNA 受渡しの作用機序を明らかにする。本

研究は、ショウジョウバエ野生型そして欠失

変異体卵巣を用いて解析を試みる。piRNA 前

駆体は、piRNA 生合成経路を理解する上で重

要な要素である。そのため、(1) Tud 複合体へ

受渡しされる piRNA 前駆体を同定する。そし

て、(2) Tud の詳細な機能を明らかにするため、

Tud と特異的に結合する新規因子を同定する。

(3) 新規因子が piRNA 生合成に関与している

かを piRNA 量の変化により検討する。(4) 新

規因子に対するモノクローナル抗体を作製



 

 

する。(5) piRNA 生合成経路への関与が認め

られた場合、新規因子の欠失変異体を用いて、

Tudへの piRNA前駆体の受渡しの影響を検討

する。 (6) piRNA 受渡し assay 系を確立する。

以上の結果を総括することにより、piRNA 生

合成経路における Tud の piRNA 前駆体の受

渡し機構をモデル化する。 

 

４．研究成果 

生殖細胞特異的に発現するpiRNAは、PIWI

タンパク質と結合しトランスポゾンの発現を

抑制すること生殖細胞を正常に保つことが知

られている。piRNAを生成する経路は、2種

類(第一経路と第二経路)存在する。しかし、

piRNA生成経路はよく判っていないのが現状

である。TudのpiRNA生合成経路における詳

細な作用機序の解明を目的とする。Tudの詳

細な作用機序を明らかにするため、Tudと特

異的に結合する新規因子の同定を試みた。シ

ョウジョウバエTudのN末150アミノ酸を抗

原にしてモノクローナル抗体を作製し、この

抗体を用いて免疫沈降を行ったが新規因子の

同定には至らなかった。同時期に作製したカ

イコTud(BmTud)に対するモノクローナル抗

体を用いて、カイコ生殖細胞由来の培養細胞

であるBmN4から免疫沈降を行ったところ、

他の生物においてpiRNA生合成経路で関与す

るSpindle-E(Spn-E)のホモログ(BmSpn-E)

を同定した。しかし、Spn-EのpiRNA生合成

経路における詳細な機能については不明であ

る。このBmSpn-EもTUDORドメインを持つ

因子である。BmSpn-Eの解析を進めることは、

Tudタンパク質がpiRNA生合成経路でどの様

に働いているかを解明するための手助けにな

ると考えられる。BmTud免疫沈降物には、カ

イコのPIWIタンパク質であるSiwiも含まれ

ることから、BmTud、BmSpn-E及びSiwiは、

複合体を形成する(図)。BmTudと相互作用を

確認するため、BmSpn-Eに対するモノクロー

ナル抗体を作製した。この抗体を用いて、

BmTud免疫沈降物のウェスタンブロット解

析を行うとBmSpn-E及びSiwiのバンドが検

出された。この結果より、BmTudとBmSpn-E

の相互作用を確認できた。TUDORドメイン

タンパク質である。BmSpn-EのRNAiで消失

させた細胞では、piRNAが減少し、カイコ

PIWタンパク質であるSIWIへpiRNAがload

されなくなることが判った。さらに、

BmSpn-E複合体には、piRNAと結合していな

い空のSiwiが含まれていることが判明した。

これは、piRNAがloadされる前のSiwiが

Spn-Eと結合していることが考えられる。つ

まり、BmSpn-EはSiwiへpiRNAをloadするた

めに必要な因子であることが示唆された。現

在、BmSpn-Eのどのような機能がSiwiへの

piRNAのloadに必要であるのかを明らかにす

るため解析を進めている。 

 
Krimper が卵巣と精巣において機能してい

る段階が異なっていることを明らかにした

論文に関わった(Frontiers in GENETICS, 

2011)(第三著者)。この論文の中で、卵巣と精

巣におけて piRNA 生合成経路関連因子が蓄

積する Nuage 形成の階層関係が異なってい

ることを明らかにした。 
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