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研究成果の概要（和文）：生殖細胞特異的に産生される小分子RNAであるpiRNA (PIWI-interacting RNA)はトランスポ
ゾンなどの発現抑制に寄与する。本研究では、カイコ生殖細胞におけるpiRNA生合成経路に焦点を当て、その生合成必
須因子Maelstromの分子機能の解明を目的とし、Mael相互作用RNA(①)及びタンパク質(②)の解析を進めた。①について
は、CLIP法の条件を整え、現在Mael相互作用RNAの解析を進めている。②については、抗Mael抗体などを用いた免疫沈
降により結合タンパク質を同定した。現在Maelとの機能的な相互作用機序の解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：piRNA (PIWI-interacting RNA) is a subset of small RNAs specifically produced in 
animal gonad, and associates with PIWI proteins to suppress the expression of transposons. BmN4 cell is 
derived from silkworm ovarian germ cell, and is a useful culture system to studying germline piRNA 
biogenesis. In this project, I examined the molecular function of an piRNA factor Maelstrom (Mael) in the 
germline piRNA biogenesis in silkworm. Especially, I aimed to identify the Mael-interacting RNA and 
proteins. First, to isolate the Mael-interacting RNAs, I performed CLIP analysis using anti-Mael 
antibody, and detected RNAs which was crosslinked with Mael. Now, I am trying to prepare the RNA library 
for deep sequence. Next, I identified a silkworm PIWI protein Siwi and two piRNA factors, BmSpn-E and 
BmQin in the Mael-complexes. Now, I am analyzing Mael-complex formation and cellular localization when 
each piRNA factor is depleted in BmN4 cells.

研究分野：分子生物学

キーワード： piRNA　Maelstrom　Transposon　RNA scilencing　Germline　Silkworm　Piwi　RNAi
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１．研究開始当初の背景 
 

20~30塩基長の小分子 RNAによって引き

起こされる遺伝子発現抑制機構を RNA サイ

レンシングと呼ぶ (Kim et al. 2009)。その代

表例は RNA干渉（RNA interference、RNAi）

である。RNAiの発見以来、RNAサイレンシ

ングに関する基礎研究は飛躍的に進み、この

機構が発生や代謝、ウイルス感染防御といっ

た、生命に欠かせない多くの現象を遺伝子発

現レベルで制御していることが明らかにな

ってきた。RNA サイレンシングにおいて中

核的な役割を担う因子は Argonaute タンパ

ク質であり、これらは生殖細胞特異的に発現

する PIWIサブファミリーとほぼ全組織で恒

常的に発現する AGO サブファミリーに分類

される。PIWI サブファミリーは、piRNA 

(PIWI-interacting RNA)と呼ばれる 24~29

塩基長の小分子 RNA と結合する事によって

機能する(Kim et al. 2009; Siomi et al. 2011)。

piRNA の多くは、ゲノム上の転移因子

（Transposable element; TE）、特にレトロ

トランスポゾンに由来し、PIWI サブファミ

リータンパク質と piRNA が特異的に結合す

る事によって、生殖細胞系において TEなど

の遺伝子発現を抑制し、それらのゲノムへの

侵略を防ぎ、ゲノムの品質管理を行っている

事が明らかになってきた(Siomi et al. 2011)。 

piRNA 生合成経路のおおまかなモデルと

して、長い前駆体 piRNA から何らかの切断

過程を経て生成された piRNA が PIWI に結

合する「プライマリー経路」と、それを素に

してできたpiRNA-PIWI複合体がTE転写産

物を切断し、その切断産物がさらに短く切断

され、新たな piRNAになる「ピンポン経路」

が提唱されている（図 1）(Gunawardane et al. 

2007; Brennecke et al. 2007)。これらの経路

は、脊椎動物から昆虫など、様々な動物でよ

く保存されているが、その分子機構は不明な

点が多く残されている。カイコの培養細胞株

BmN4 は生殖細胞由来の細胞株であり、

piRNA 生合成の分子機構を生化学的に解析

するうえで非常に強力なツールとなってい

る (Nishida 2015)。カイコは SIWI と

BmAGO3の 2つのPIWIタンパク質をもち、

SIWIへはプライマリー経路によって piRNA

が結合し、これにより piRNA を保持した

SIWIが引き金となり、SIWI-BmAGO3との

間でピンポン経路が生じることで二次的に

piRNAが産生される。 

 

Maelstrom (Mael)はヒトからカイコまで

広く保存された piRNA 生合成因子の一つで

あり、Maelの機能に異常が生じると piRNA

が産生されなくなる。Mael は HMG 様ドメ

インと機能未知の MAEL ドメインをもち、

これまでの当研究室における構造的・生化学

的な解析から、HMG 様ドメインが一本鎖

RNA と物理的な親和性を持つこと、また、

MAELドメインは、それ自体に RNA結合能

はないが、一本鎖 RNA を切断するヌクレア

ーゼ活性をもっていることを明らかにして

きた (Matsumoto et al. 2015; Sato and 

Siomi. 2015)。これらの結果は、Maelが前駆

ピンポン経路

piRNA BmAGO3

トランスポゾンmRNA

piRNA前駆体

SIWI

プライマリー経路

piRNA前駆体

SIWI

トランスポゾン

piRNAの生成(増幅)
トランスポゾンの抑制

piRNAの生成

トランスポゾンの抑制

図 1. piRNA生合成過程 piRNAはプライマリ
ー経路とピンポン経路の 2つの機構によって作
られる。ここではカイコの PIWI タンパク質
(SIWI と BmAGO3)を例に用いる。プライマリ
ー経路ではトランスポゾン mRNA と相補的な
配列をもつ一本鎖の長いRNA(piRNA前駆体)が
短くプロセシングされ、SIWIへ結合する。この
一部がピンポン経路の引き金となり、切断され
たトランスポゾン mRNA 断片が短くプロセシ
ングされ、BmAGO3へ結合する。BmAGO3は
さらに相補的な piRNA前駆体を認識・切断し、
SIWIの piRNAを生み出す。 



体 piRNA や TE 転写産物と相互作用し、そ

れらの切断過程を制御していることを強く

示唆する。 
 
２．研究の目的 
 

piRNA生合成に関わるMaelは一本鎖RNA

結合性をもつヌクレアーゼであり、この結果

は、Maelが前駆体 piRNAや TE転写産物の切

断過程に関与することを強く示唆する。 

本研究の具体的な目的は、Mael-RNA 複合

体に着目し、Maelがどのような分子機構によ

って piRNA 生合成を制御しているのかを明

らかにすることである。そこで、以下の 2点

について明らかにする。 

 

(1) HITS-CLIP 法を用いた Mael 相互作用

RNAの解析 

 これまでの解析で、我々はMaelが HMG様

ドメインを介して RNA と相互作用すること

を明らかにしてきた。そこで、HITS-CLIP法

を用いてMaelと相互作用しているRNAを単

離・解析することで、Maelがどのような RNA

を標的としているのかを明らかにする。 

 

(2) 免疫沈降法を用いた Mael 相互作用タン

パク質の同定と解析 

 Mael による piRNA 生合成の作用機序を探

るために、Maelがどのような因子と相互作用

しているのか、抗 Mael 抗体などを用いた免

疫沈降実験と質量分析(MS)解析により、それ

らへの結合タンパク質の同定を行う。 
 
３．研究の方法 
 

(1) HIT-CLIP法を用いたMaelのHMG様ド

メイン相互作用 RNAの解析 

 抗 BmMael抗体を用いて CLIP法により、

BmN4細胞からMael相互作用 RNAを単離

する。また、BmN4 細胞内で Myc タグ付き

のMael全長などを強制発現し、抗Myc抗体

を用いた RNAの単離を行う。 

 

(2) 免疫沈降法を用いた Mael 相互作用タン

パク質の同定 

 BmN4細胞内で、抗Mael抗体を用いた免

疫沈降実験を行った。免疫沈降により回収し

たタンパク質は SDS-PAGE により分離後、

銀染色を行い、シグナルを検出する。ネガテ

ィブコントロールとして non-immune IgG

抗体を用いた免疫沈降を行い、抗 Mael 抗体

でのみ得られる特異的なシグナル（バンド）

を切り出し、Mael 相互作用タンパク質を回

収する。その後、質量分析（MS）解析を行

うことで、その分子を同定する。 
 
４．研究成果 
 

(1) HIT-CLIP法を用いたMaelのHMG様ド

メイン相互作用 RNAの解析 

 CLIP は一般に、細胞に紫外光（254 nm）

を 照 射 し 、 タ ン パ ク 質 -RNA 架 橋

（UV-crosslink）を行う手法と、PAR-CLIP

と呼ばれる 4-thiouridine (4-SU)を細胞に取

り込ませた後に、紫外光（365 nm）を照射し、

タンパク質-4-SU RNA架橋（UV-crosslink）

を行う手法が使われ（Hafner et al. 2010）、

どの手法が有用であるかは、細胞の種類、免

疫沈降するタンパク質によって異なり、それ

ぞれについて条件検討を行う必要がある。そ

こで、まず、抗 BmMael抗体による CLIP法

を行うに当り、CLIP及び PAR-CLIPの条件

検 討 を 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の 細 胞 を

UV-crosslink後、抗Mael抗体を用いた免疫

沈降を行い、回収した RNA を CIP-PNK 処

理による 5' end labeling法により RI標識し

た。得られた RI 標識サンプル（Mael-RNA

複合体）を SDS-PAGEで分離し、RI標識シ

グナルを調べた結果、いずれの場合も Mael

のタンパク質サイズに非常に弱いながらシ

グナルがみられた(図 2)。 

 また、BmN4細胞からMael相互作用RNA

を単離する別の方法として、RNA 免疫沈降



(RNA-IP)も試みた。BmN4細胞内でMycタ

グ付きのMael全長、及び、MAELドメイン

変異体を強制発現したところ、MAELドメイ

ン変異体において RNA の強いシグナルが得

られた。 

 

(2) 免疫沈降法を用いた Mael 相互作用タン

パク質の同定 

抗 Mael 抗体を用いた免疫沈降実験を行った。

免疫沈降により回収したタンパク質は

SDS-PAGEにより分離後、銀染色を行い、シ

グナルを検出した。結果、特異的なシグナル

（バンド）がいくつか得られた。それらのバ

ンドに含まれるタンパク質をMS解析により

同定したところ、カイコ PIWIタンパク質で

ある Siwi、 piRNA 生合成に関与する

BmSpn-E, BmQinが含まれていた(図 3)。こ

れらのタンパク質に対する抗体は取得済み

であったため(Nishida et al. 2015)、ウェスタ

ンブロット法により、Mael とこれらのタン

パク質との相互作用を確認し、Mael 複合体

の構成タンパク質が明らかとなった。 
 

本研究では、Mael-RNA 複合体に着目し、

Maelがどのような分子機構によって piRNA

生合成を制御しているのかを明らかにする

ことを目指した。具体的に、①HIT-CLIP 法

を用いたMaelの HMG様ドメイン相互作用

RNA の解析、②免疫沈降法を用いた Mael

相互作用タンパク質の同定、の 2点について

解析を進めた。 

まず、①については、抗 Mael 抗体を用い

た CLIP 法の条件検討を行い、CLIP、

PAR-CLIPとも RNAのシグナルはみられた

が、非常に弱いものであった。この条件では、

ライブラリー作成に必要な RNA 量を集める

ことは困難であると判断されるため、今後、

収率を向上させるための検討が必要である。

具体的には、免疫沈降の条件（バッファー、

細胞 Lysate量など）を検討し、抗Mael抗体

が有効に働く CLIPの条件を整えていく。そ

れらの条件が整い次第、CLIP により Mael

相互作用 RNA を単離し、その Mael 結合性

RNA の配列を、次世代型シークエンサーを

用いて解析する予定である。解読した RNA

配列は、piRNA前駆体や TE転写産物と比較

し、Mael がどのような部分と相互作用して

いるのか、さらに、結合配列特異性などにつ

いて明らかにしていく。 

次に、②については、抗 Mael 抗体などを

用いた免疫沈降実験とMS解析により結合タ

ンパク質を同定できた。さらに、これらのタ

ンパク質については、それぞれの抗体を用い
図 1. 抗 Mael モノクローナル抗体を用いた免
疫沈降による Mael（BmMael）複合体の単離 
Mael複合体には Siwi, Spn-E, Qinが含まれて
いた。h.c.、l.c.は抗体のバンドを示す。 

図 2. CLIP による Mael 結合 RNA の単離 
Mael結合 RNAを CIP-PNK処理したところ、
Mael タンパク質サイズ（およそ 52 kDa）に
RNAのシグナルが検出された。Vasaはポジテ
ィブコントロール。 



たウェスタンブロットにより、相互作用を確

認できた。今回、Mael 相互作用タンパク質

には、Siwi、BmSpn-E、BmQinが含まれて

おり、これらは Siwi のプライマリー経路に

よる piRNA 生合成に関わる因子である

（Nishida et al. 2015）。しかし、その経路に

おける BmSpn-E、BmQinの分子的な役割は

明らかになっていない。今後、ノックダウン

法を用いて、それぞれの相互作用の変化や、

細胞内局在パターンの変化などを解析し、

piRNA生合成におけるMael複合体の分子機

能を明らかにしていく。 
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