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研究成果の概要（和文）：piRNAは、生殖細胞特異的に発現する小分子RNAで、PIWIタンパク質と複合体を形成し遺伝子
発現を抑制する。piRNAは、第一次と第二次経路で生成される。しかし、piRNA生成経路については、未だ不明な点が存
在する。そこで、カイコ生殖細胞であるBmN4を用いて、piRNA生成経路の解明を試みた。
PIWIタンパク質であるSiwiとBmVasaと結合していることが判った。さらに、第二次piRNA生成経路において、BmVasaタ
ンパク質のタンパク質からRNAを解離する機能が重要であることを明らかにした。また、BmSpn-Eと呼ばれるタンパク質
は、第一次生成経路で機能していることも判明した。

研究成果の概要（英文）：piRNAs associate with PIWI proteins and silence selfish transposable elements. 
piRNA biogenesis consists of two sequential steps; primary piRNA processing and the Ping-Pong cycle. 
However, piRNA biogenesis remains elusive. We aimed to elucidate about piRNA pathway.
A Bombyx mori germ cell line, BmN4, is an excellent tool to investigate the molecular pathways of piRNA 
biogenesis. BmN4 expresses two PIWI proteins (Siwi and BmAgo3). We show that Siwi binds with BmVasa. 
BmVasa is DEAD-box RNA helicase protein. A lack of BmVasa abolishes the Ping-Pong cycle. Also, Siwi is 
associated with BmSpn-E. BmSpn-E, unlike BmVasa, is necessary for primary piRNA production. We propose a 
new model for piRNA biogenesis, where the BmSpn-E function in primary piRNA processing, whereas BmVasa is 
important for the Ping-Pong cycle.

研究分野： RNA生物学
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１．研究開始当初の背景 
RNA サイレンシングと呼ばれる 20-30 塩基
長の小分子 RNA が引き起こす遺伝子発現抑
制機構が存在する。この RNA サイレンシン
グの代表例が RNAi 機構である。この RNAi
機構で中心的な役割を果たしている因子が
Argouante タンパク質である。Argouante タ
ンパク質は、AGO と PIWI の 2 種類のサブ
ファミリーに分類される。 
PIWI タンパク質は、生殖細胞特異的に発現
し、piRNA（PIWI-interacting RNA）と複
合体を形成することでトランスポゾンなど
の遺伝子発現を抑制し、生殖細胞内でゲノム
の品質管理を行っている。piRNA は、まず
Primary pathway で 作 ら れ 、 そ の 後
Ping-pong cycle で増幅される。Ping-pong 
cycle では、PIWI タンパク質自身が piRNA
の生成に関わっている。これまで piRNA 生
成経路に関与する因子が、多く同定されてき
た。しかし、それらの因子がどの段階で、ど
のように機能することで piRNA 生成経路が
成り立っているのかについては未だよく判
っていないのが現状であった。 
piRNA 生合成経路を理解するためには継代
可能な生殖細胞由来細胞株が有用であるが、
ショウジョウバエやマウス、魚などの動物種
においては入手不可能である。しかし、カイ
コには卵巣由来生殖細胞から樹立した培養
細胞であるBmN4が存在する。BmN4では、
2種類のPIWIタンパク質（SiwiとBmAgo3）
が発現していること、PIWI タンパク質が
piRNA と結合すること、piRNA 生合成経路
を持つことが判っている。 
 
２．研究の目的 
私は、作製した Siwi 及び BmAgo3 に対する
特異的なモノクローナル抗体を用いた解析
から Siwi 及び BmAgo3 は多数のタンパク質
因子と相互作用していることが判明した。こ
れまでに相互作用する因子としてショウジ
ョウバエの Spindle-E（Spn-E）ホモログで
あるBmSpn-EとショウジョウバエのQinホ
モログである BmQin を同定した。この 2 つ
の因子は、ショウジョウバエやマウスの解析
から piRNA 生合成経路に関与することが判
っている。しかし、これら因子の分子機能に
ついては未だ不明である。生化学的な解析す
ることで、piRNA 生合成経路におけるこれら
因子の分子機能を明らかにする。 
また、これまで in vitro において piRNA 生
合成経路（Ping-pong cycle）を再構成したと
いう報告はない。in vitro における piRNA 生
合成経路の再構成は piRNA 生合成経路を理
解するために重要である。そこで、申請者は
カイコ生殖細胞由来培養細胞 BmN4 を用い
て in vitro piRNA 生合成経路を再構成し、
piRNA 生合成経路の解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 

(1)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。BmSpn-E 複
合体及び BmQin 複合体に含まれる piRNA
前駆体を同定する抗 BmSpn-E 抗体を用いた
CrossLinking ImmunoPrecipitation（CLIP）
法により、piRNA 前駆体の精製を行い、
piRNA 前駆体のライブラリーを作成する。そ
の後、次世代シーケンサの使用とバイオイン
フォマティクス解析により、piRNA 前駆体を
同定する。  
 
(2) piRNA は、主にトランスポゾンを標的と
して発現を抑制することで生殖細胞ゲノム
の品質管理を担っている。piRNA 生合成経路
に関与する因子を同定する上で、トランスポ
ゾン遺伝子の脱抑制は判断基準になる。
Siwi-piRNA 複合体によるトランスポゾンの
発現抑制を明らかにするために、Siwi に対す
る siRNA を用いてノックダウンした BmN4
を用意し、RNA seq によって、どのトランス
ポゾンが発現上昇するかをみてみる。 
 
(3)Ping-pong cycle における Siwi から
BmAgo3（または逆）への piRNA 受渡しの
in vitro assay 系を確立する。 
 
(4)この受渡しに関わる因子を同定する。 
 
(5)piRNA 生合成経路における BmSpn-E の
機能解析 
以上の結果を総括することにより、piRNA 生
合成経路のモデル化をする。 
 
４．研究成果 
(1)作製したBmSpn-Eに対するモノクローナ
ル抗体を用いて、CLIP 法を行ったところ、
BmSpn-E が RNA と結合していることが判
明した。さらに、BmQin も CLIP 法により、
RNA と結合している結果を得た。現在、結
合する RNA の同定を進めている。 
 
(2) BmN4細胞でBmAgo3をノックダウンし
た条件下で Siwi を発現されると Siwi には
piRNA が load されていた。一方、Siwi をノ
ックダウンした条件下で BmAgo3 を発現さ
れると BmAgo3 には piRNA が load されて
いなかった。この結果は、Siwi には Primary 
pathwayで生成されたpiRNAがろ loadされ、
BmAgo3 には ping-pong cycle で生成された
piRNA が load されると示唆された。 
Siwi に対する siRNA を用いてノックダウン
した BmN4 において、一部のトランスポゾ
ンが上昇することが判った。特に急上昇する
１種類の新規のトランスポゾンが存在する
ことも明らかにした。このトランスポゾンは
LTR 型に分類されるものであった。 
 
(3)PIWI タンパク質 -piRNA 複合体は、
piRNAの配列をガイドとして標的RNAを探
し出し、PIWI タンパク質の RNA を切断す



る活性(slicer活性)により標的RNAを切断す
ることで遺伝子発現を抑制している。さらに、
この活性は、ping-pong cycle において、
piRNA の生成のために重要であることが知
られている。 
Siwi 抗体の用いた免疫沈降法により精製し
たSiwi-piRNA複合体の標的RNAへのslicer
活性実験を行った結果、Siwi に slicer 活性が
保存されていることが確認できた。さらに、
切断後の標的 RNA は、Siwi 複合体に結合し
たままであることが明らかになった。しかし、
AGO サブファミリーであるショウジョウバ
エ Ago2 は、標的 RNA を切断後、解離する
ことが判った。以上の結果から、ping-pong 
cycle を円滑に進めるために Siwi 複合体は切
断後の標的 RNA を保持していることが示唆
された。 
 
(4)ショウジョウバエ Vasa ホモログであるマ
ウス MVH の解析から、MVH が ping-pong 
cycle に関与していることが示唆されていた。
Vasa は、DEAD-box 型 RNA ヘリカーゼと呼
ばれる RNA やタンパク質などの高次構造を
解きほぐす機能が有ると言われているタン
パク質である。そこで、Siwi 複合体から標的
RNA を解離される因子の候補因子として、
Vasa に注目した。カイコにも Vasa のホモロ
グ(BmVasa)が発現していることも報告され
ている。まず、BmVasa の抗体を作製して、
免疫沈降法により Siwi との結合を確認し、
複合体を形成していることが判った。さらに、
切断後の標的RNAを保持したSiwi複合体に、
BmVasa を加えたところ、標的 RNA が解離
した。この解離は、BmVasa のヘリカーゼ活
性が重要であることも明らかにした。 
BmVasa をノックダウン条件下で、Siwi また
は BmAgo3 を発現させて piRNA の有無をみ
たところ、Siwi は piRNA と結合しているの
に対し、BmAgo3 は piRNA が load されてい
なかった。これらの結果から、BmVasa のヘ
リカーゼ活性が、ping-pong cycle のために必
須であることが判明した。 
 
(5)Siwi は、BmVasa との複合体とは異なる
BmSpn-E 及び BmQin と複合体を形成して
いる。BmSpn-E をノックダウンして、piRNA
の発現量をみたところ、Siwi に結合している
piRNA が減少していた。この結果は、
BmSpn-E が Primary pathway で機能して
いることを示す。 
本研究により、piRNA 生合成経路における新
たなモデルを提唱することができた。 
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