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研究成果の概要（和文）：霊長類生殖組織における小分子RNAを介したトランスポゾンの発現抑制に関しては未知の部
分が大きい。そこで、霊長類モデル生物マーモセットの小分子RNAを次世代シーケンサにより網羅的に解析した。その
結果、マーモセット精巣において、トランスポゾン領域由来の新規miRNAなどを同定すると同時に、発現している小分
子RNAの大部分がpiRNAに占められていることを見いだした。piRNAについて詳細な解析を進めたところ、多くがトラン
スポゾン類似配列やトランスポゾン自身に由来していた。さらに、トランスポゾンの転移能と発現するpiRNA量などの
特徴を解析し、piRNAによるトランスポゾン抑制モデルを提唱した。

研究成果の概要（英文）：Small RNAs mediate transposable element (TE) silencing by binding Argonaute/Piwi 
proteins. Here, we describe small RNA profiling of the adult testes of Callithrix jacchus, a model 
primate. We identified 353 novel miRNAs, which some originated from TEs. Meanwhile, the most abundant 
class of small RNAs in the adult testis was piRNAs. Therefore, we generated an antibody for MARWI, a 
marmoset PIWI protein, and performed high throughput sequencing analysis. MARWI-piRNAs show 
characteristics of mouse pachytene piRNAs, and are mostly derived from conserved clustered regions in the 
genome, known as pIRNA clusters. Further analysis revealed that strand bias observed for piRNAs mapped to 
each TE subfamily correlates with the polarity of TE copies inserted in clusters. Also, more piRNAs map 
to TE subfamilies when they have copies in piRNA clusters. These findings suggest that TE insertions to 
pachytene piRNA clusters determine abundance and strand-bias of TE-derived piRNAs.

研究分野：分子生物学，ゲノム生物学
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 
	
 近年、「RNA サイレンシング」と呼ばれる
20-30 塩基長程の小分子 RNA を介した遺伝情
報の発現制御機構が、植物からヒトまで広範
な生物種において、発生・分化・疾患等のさ
まざまな生命現象の根幹的な調節機構とし
て機能していることが明らかとなった。小分
子 RNA は、PIWI-interacting	
 RNA(piRNA)・
microRNA	
 (miRNA) ・ endogenous	
 siRNA	
 
(esiRNA)の 3 種が知られており、異なる作用
機構により標的遺伝子を制御している。
miRNAおよびesiRNAはほぼ全組織で恒常的に
発現し、Argonaute タンパク質と複合体を形
成する一方、piRNA は生殖組織特異的に発現
し、PIWI タンパク質と複合体を形成する。こ
れら小分子 RNA が制御対象とする遺伝子とそ
の制御機構に関しては未だ不明な部分が多
いが、piRNA および esiRNA は主にトランスポ
ゾン（転移因子）領域から発現し、トランス
ポゾンを制御すると考えられている。また、
miRNA は様々なゲノム領域から転写され、標
的となる遺伝子の主に 3’UTR 領域に部分的
な相補性をもって結合することにより、翻訳
を抑制すると考えられている。	
 
	
 細胞種や細胞の状態ごとにトランスポゾ
ンの発現パターンが大幅に異なり、生命現象
に大きく関与していることが知られている
が、これが piRNA・miRNA・esiRNA の発現パ
ターンの違いに起因している可能性がある。
例えば、piRNA に関しては、生殖細胞特異的
な発現が知られているが、マウス精巣におい
て生殖細胞と体細胞とではレトロトランス
ポゾンの発現パターンが異なる。また、ヒト
癌細胞において miRNA の発現量は減少する一
方で、トランスポゾンの発現量が上昇すると
いう報告もある。三種類の小分子 RNA による
トランスポゾンの発現抑制が示唆されるな
か、これらがどのような関係性をもってトラ
ンスポゾンを抑制しているか、その詳細は未
だ不明である。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 
	
 ゲノムの膨大な領域はレトロトランスポ
ゾンによって占められており、その適切な制
御がゲノムの品質管理の鍵となる。トランス
ポゾン制御因子として piRNA や esiRNA とい
った小分子 RNA 群が機能することが報告され
ている。一方で、予備解析として既存のショ
ウジョウバエ生殖組織における小分子 RNA の
シーケンスデータを解析したところ、トラン
スポゾンに由来する miRNA 様小分子 RNA を見
いだした。すなわち、miRNA もトランスポゾ
ンの抑制因子として働くことが示唆された。
そこで本研究は、piRNA・esiRNA・miRNA とい
った小分子 RNA 群がどのように機能すること
でトランスポゾンの脅威からゲノムを防衛
しているかを包括的に理解する。	
 
	
 

３．研究の方法	
 
	
 
	
 既存のショウジョウバエ卵巣における小
分子 RNA シーケンスデータの予備解析結果よ
り、生殖組織において、piRNA・esiRNA・miRNA
といった小分子 RNA が協調してトランスポゾ
ンを抑制している可能性が示された。一方で、
ヒトをはじめとした霊長類生殖組織におい
てどのような小分子 RNA が発現し、トランス
ポゾンを抑制しているかについては未知の
部分が大きい。そこで、本研究では霊長類モ
デル生物コモンマーモセット	
 (Callithrix	
 
jacchus)	
 の精巣における小分子 RNA 並びに
mRNA を次世代シーケンサにより網羅的に解
析した。	
 
	
 コモンマーモセット精巣において、小分子
RNA のうち piRNA が主要に発現している、と
いう結果が得られた。これを受け、piRNA に
ついてより詳細な解析を行うために、コモン
マーモセット PIWI タンパク質である、MARWI
に対するモノクローナル抗体を作成した。こ
の抗体を用いて免疫沈降を行うことにより、
MARWI に結合している piRNA を抽出し、次世
代シーケンサにより配列を決定した。さらに、
piRNA がゲノム中のどのような配列に由来し、
どういった特徴を有するかを情報学的に解
析した。また、同定された piRNA の発現をノ
ザンブロッティングにより検証し、さらに
MARWI-piRNA 複合体が標的遺伝子の切断活性
をもつことをスライサーアッセイにより生
化学的に示した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
	
 霊長類モデル生物コモンマーモセット	
 
(Callithrix	
 jacchus)	
 の精巣における小分
子 RNA を次世代シーケンサにより網羅的に解
析した。miRNA については、685 種を同定し、
うち 353 種に関しては、これまでに報告のな
い新規 miRNA であった。とくに興味深い例と
して、X 染色体に位置する miRNA クラスター
が挙げられる。通常、生殖細胞において X染
色体は、減数分裂機性染色体不活性化（MSCI）
と呼ばれる機構により不活化されている。し
かしながら、このクラスター中の miRNA に関
しては、MSCI を逃れ、発現していることが明
らかとなった。さらに興味深いことに、この
miRNA は、 Medium	
 Reiteration	
 frequency	
 
(MER)と呼ばれるリピート配列に由来してい
ることから、miRNA がリピートやトランスポ
ゾンを標的としている可能性が示された。そ
の一方で、esiRNA については、既知の特徴を
有するものを同定することが出来なかった。
したがって、ショウジョウバエにおいてトラ
ンスポゾン抑制に大きく関与していると考
えられている esiRNA は、霊長類ではほとん
ど発現していないと考えられる。	
 
	
 コモンマーモセット精巣における小分子
RNA 発現量の全体分布を解析した結果、miRNA
および siRNA に該当する配列長のものは全体



の 6.3%程度であった。これに対し、piRNA に
該当する配列長ものは全体の 83.5%と大部分
を占めていた。加えて、RNA-seq によるトラ
ンスクリプトーム解析を行い、4 種の
Argonauteタンパク質および4種のPIWIタン
パク質の発現量を確認した結果、PIWI タンパ
ク質の一種である MARWI の発現量が非常に高
かった。これらのことから、コモンマーモセ
ット精巣で主に発現しているのは、MARWI に
結合する piRNA であることが明らかとなった。	
 
	
 上記を受け、MARWI に結合する piRNA を
MARWI の免疫沈降により抽出し、これを次世
代シーケンサにより解析した。同定された
piRNA のなかには、グルタミン酸 tRNA など、
特定の tRNA の 5’末端や、偽遺伝子に由来す
るものが含まれ、これらの領域から piRNA が
産生されていることが明らかとなった。また、
マウスおよびショウジョウバエで報告があ
るような、mRNA の 3’UTR 領域から産生され
る piRNA も同定され、これらがタンパク質コ
ード遺伝子の発現調節を担う可能性を見い
だした。	
 
	
 一方で、同定された piRNA の多くは、piRNA
クラスターと呼ばれる特定のゲノム領域や
トランスポゾンに由来し、マウスのパキテン
piRNA と類似した特徴を有していた。各種ト
ランスポゾンと piRNA の関係性をさらに解析
したところ、piRNA クラスターへの転移があ
るトランスポゾンほど多くの piRNA を産生し、
トランスポゾンが piRNA クラスターへ挿入さ
れる方向性が産生される piRNA の方向性を規
定していることが明らかとなった。これらの
ことから、トランスポゾンが piRNA クラスタ
ーへ転移することにより、そのトランスポゾ
ンを抑制する piRNA が産生される、というモ
デルを提唱した（下図）。	
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