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研究成果の概要（和文）：哺乳類生殖エピゲノム形成機構の解析を行い、マウスゴノサイト期にメガベースサイ
ズのクロマチン領域がダイナミックに変動することを見出しDAD (Differentially accessible domain) と名付
けた。DADの形成に伴いその領域内のヒストンの修飾とDNAのメチル化が変化すること、さらに、DAD領域に存在
する転移因子の転写が活性化されることを見出した。一方、ハムスターのPIWI遺伝子欠失個体（KOハムスター）
の作製に成功した。PIWIL1 KO個体は雄雌共に不稔であった。これは、哺乳類におけるPIWI変異による雌不稔の
初めての例であり、学術的な意義は大きい。

研究成果の概要（英文）：The PIWI-piRNA pathway is a conserved cellular pathway that represses 
transposable elements (TEs) and plays an important role in germline development. We have recently 
generated PIWI KO hamster (Syrian hamster; Mesocricetus auratus) in which three of its four distinct
 PIWIs are expressed in the ovary and found that PIWI KO female are sterile.We have also found novel
 chromatin domains termed DADs (Differentially Accessible Domains) which span more than mega bases, 
get transiently accessible in embryonic male germ cells right after the reprogramming event, and 
turn back to closed state during gonocyte. Interestingly, TEs located in DAD become activated during
 mid-gonocyte stages.
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１．研究開始当初の背景 
生殖細胞特異的なArgonauteであるPiwiタンパ

ク質は生殖細胞の形成とその維持・発生分化に

必須の因子である。Piwi は少分子非コード RNA

である piRNA と作動複合体を形成し、転移因子

（トランスポゾン）の配列特異的なエピゲノム

形成に関与する。この仕組みは種間で保存性が

高いが、その分子機構は未だ不明であった。	 

 
２．研究の目的 
哺乳類核内 Piwi-piRNA 作動複合体（piRISC）の

解析、霊長類特異的 Piwi/piRNA の解析、そして

生殖細胞エピゲノムの動的変化の解析とおして、

哺乳動物の生殖エピゲノム形成機構の解明を目

指した。	 

 
３．研究の方法 
本研究では、精巣・卵巣及びそれらに由来する

培養細胞を用いて piRISC の機能解析を行いっ

た。マウス、マーモセット、ハムスター、そし

てヒト Piwi タンパク質に対する抗体の作成し、

これら抗体と最新の解析技術（HITS-CLIP,	 ChIP,	 

超高感度プロテオミクス,	 RNA-seq,	 ATAC-seq,	 

nanoCAGE-seq 等）を組み合わせ、piRISC とクロ

マチン修飾及び高次構造変化を繋ぐ因子を同定

し、その機能解析を進めた。また、マウス胎児

期精巣のおける生殖細胞エピゲノム及びクロマ

チン構造解析を進め、クロマチン構造の動的変

化を解析した。一方、マウスでは PIWI タンパク

質が精巣でほぼ特異的に発現しており、卵巣で

は発現がほとんど見られない。しかし、最近の

ゲノム解析の進展から、ヒトを含む他の多くの

哺乳類では PIWI は卵巣・精巣どちらでも発現し

ていることが明らかとなった。卵巣における

PIWI の機能を理解するため、ハムスターをモデ

ル動物として用い、PIWI を欠失した個体の作出

を進め、個体の稔性や卵形成、さらに初期発生

を解析した。	 

	 

４．研究成果	 

(1)霊長類モデルとして近年よく用いられてい

るマーモセット（Callithrix	 jacchus）精巣に

おける小分子RNAの大規模配列解析を行い、新規

miRNA	 300種を含む約700種類のmiRNAを同定し

た。さらに、約11,00万リードの小分子RNAが

piRNAに相当し、しかも、これらの大半がPIWIタ

ンパク質に１つであるMARWI	 (PIWIL1)と複合体

（piRISC）を形成していることを明らかにした

。これらpiRNAが転移因子のみならず偽遺伝子に

由来していること、そして、それらの大半が元

の親遺伝子に対してアンチセンスであることを

見いだした。つまり、これらの結果は、元の親

遺伝子のmRNA（センス）と相補的塩基対形成を

通して、MARWI-piRISCが転移因子抑制のみなら

ず、タンパク質をコードする遺伝子の発現制御

にも関与している可能性を示唆する。また、マ

ウスには存在せず霊長類を含む他の多くの哺乳

類には存在する第4のPIWIであるPIWIL3の特異

的な抗体を作成した。発現解析を行い、PIWIL3

が霊長類（ヒトとマーモセット）においてこの

PIWIが卵巣において特異的に発現していること

を確認した。しかも、卵巣内で成長過程にある

卵の細胞質にのみ発現していた。他のPIWI	 

(PIWIL1,	 PIWIL2,	 PIWIL4)の内、PIWIL1,	 PIWIL2

は卵巣と精巣いずれにおいても発現が確認でき

た。これらの成果はPIWIL1-3が卵形成に関与し

ている可能性を示唆する。マーモセット卵巣に

おける小分子RNAの大規模配列解析を行い、

miRNAとpiRNAに相当する小分子RNAを同定した。	 

	 

(2)哺乳類生殖エピゲノム形成機構における

PIWI-piRNA 複合体の機能解析を行うため、様々

な生殖組織由来培養細胞における PIWI の発現

を調べたが、生化学が可能なレベルでの発現を

確認することができなかった。また、PIWI の発

現が報告されている細胞株や iPS 細胞も試みた

が、これら論文に記載された発現は確認できな

かった。そこで、独自に細胞株の作成に着手し、

様々な方法を試したが、現在まで有用な細胞株

は樹立できていない。このため、piRISC 核内複

合体の機能解析を進めるため、ショウジョウバ

エおよびカイコの生殖組織由来培養細胞（OSC



細胞と BmN4 細胞）をモデル系として解析を進め

た。その結果、ショウジョウバエ piRISC 核内複

合体構成成分としてリンカーヒストン H1、さら

に Panoramix と mRNA 核外輸送因子である NXF2

を同定した。H1 は PIWI の標的クロマチンへの

結合を介して標的クロマチンの凝縮、つまり、

ヘテロクロマチン化を誘導し、標的遺伝子（転

移因子）の転写レベルでの抑制に関与している

ことを明らかにした（図 1）。一方、Panoramix

とNXF2の2因子は相互作用と通してお互いの安

定性に寄与しており、また、Piwi-piRNA 核内複

合体による標的トランスポゾンの転写レベルの

抑制に直接関与していることを明らかにした。

現在、マウス NXF2 に対する抗体の作製を進めて

いる。一方、カイコでは PIWI-piRNA 複合体によ

る核内サイレンシングは存在しない（または極

めて弱い）ことを明らかにした。	 

	 

図 1:Piwi 標的転移因子（gypsy）クロマチン部

位における Piwi 及び H1 の効果。RNAi により

Piwi または H1 の発現を低下させた場合

（knock-down/KD）のクロマチンの修飾及び凝縮

程度を解析した。EGFP-KD はコントロール。	 

	 

(3)マウス精子形成過程におけるクロマチン構

造変化を ATAC-seq 法を用いて行い、ゴノサイト

時期におけるメガベースサイズのゲノム領域の

クロマチン凝集と弛緩が経時的にダイナミック

に変動することを見出した。このような領域を

DAD	 (differentially	 accessible	 domain)と名

付けた。具体的には、DAD 領域は E13.5 期にお

いて閉じているが E17.5 期において開いた構造

を取り、また、ゴノサイト期の終盤には閉じる

ことが判明した。各種ヒストン修飾の解析から、

ヒストン修飾(H3K4me3,	 H3K27me3,	 H3K9me3)変

化のダイナミクスは DAD 形成のダイナミクスと

正または負の関係にあることも明らかにした。

したがって、これらの結果は、 DAD が

facultative	 heterochromatin（条件的ヘテロク

ロマチン）であることを示唆している。また、

nanoCAGE-seq 解析の結果、興味深いことに、DAD

領域に存在する転移因子は E13.5 期では転写が

抑制されている、E17,5 期では発現しているこ

とが明らかとなった。この発現パターンはゲノ

ムの他の領域に存在する転移因子とは全く異な

る挙動である。さらに、DMA メチル化解析（バ

イサルファイトシークエンス法）の結果、ゴノ

サイト期における DAD 領域の DNA メチル化は他

のゲノム領域に比べ、遅いという結果を得、つ

まり、これはゴノサイト期の DNA メチル化は二

段階で起こることを示唆する。	 

	 

(4)ハムスター（ Mesocricetus	 auratus）の

PIWIL1、PIWIL2、PIWIL3 タンパク質に対する特

異的なモノクローナル抗体を作成し、それを用

い、ハムスター卵巣より、それぞれが形成する

piRISC 複合体を精製した。それぞれの複合体に

含まれる piRNA の配列解析の結果、これら PIWI

タンパク質が結合している piRNA のサイズが大

きく異なること、しかしその大半がゲノムの同

じ領域に由来していることを見出した。一方、

ハムスターはその卵や初期胚が光毒性を示すこ

とから、胚操作が極めて難しく（つまり、卵へ

の核酸のインジェクションや卵の移植をすべて

暗室で行う必要があるため）、そのゲノム改変

の成例は少ない。私達は CRISPR-Cas9 法を用い

て、ハムスターの PIWIL1 及び PIWIL3 遺伝子に

欠失を導入した動物個体（KO ハムスター）を作

製することに成功した。PIWIL1	 KO ハムスター



は雄雌共に不稔であった。これは、哺乳類にお

ける PIWI 変異による雌不稔の初めての例であ

り、学術的な意義を大きい。一方、PIWIL3	 KO

ハムスター雌は妊娠率と産仔数共に低いことを

見出した。また、PIWIL3	 KO ハムスター卵の紡

錘体は形態異常を示すこと、さらに、受精後、

初期胚の発生異常（半数以上が 2細胞胚で停止）

が見られた。	 
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