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研究成果の概要（和文）：piRNA（PIWI-interacting RNA）は生殖細胞のゲノムをトランスポゾンの脅威から守る小分
子RNAである。本研究では、これまで存在が予想されながら分子実体が不明であったpiRNA前駆体の末端を削りこみ、成
熟型piRNAをつくりだすヌクレアーゼTrimmer（トリマー）を同定し、piRNAの成熟機構とその重要性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A class of small RNAs called PIWI-interacting RNAs (piRNAs) plays an important 
role in protecting the germline genome from the threat of transposons. This study identified “Trimmer” 
the enzyme that trims the 3’ end of precursor piRNAs to generate mature piRNAs, and demonstrated the 
mechanism and significance of piRNA maturation.

研究分野： RNAサイレンシング

キーワード： RNAサイレンシング
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１． 研究開始当初の背景 

 

ヒトを含む生物ゲノムには、ゲノム上を自

由に転移できるトランスポゾンとよばれる

配列が存在する。トランスポゾンの無秩序な

転移は、生物の遺伝情報を破壊する可能性が

あり、特に次世代の個体をつくり出す生殖細

胞では、その活性を抑制することは極めて重

要である。近年、piRNA （PIWI interacting 

RNA）と呼ばれる小分子 RNA が動物の生殖

細胞に特異的に発現しており、生殖細胞での

トランスポゾンの発現抑制に中心的役割を

担っていることが明らかになってきた。      

piRNAはRNA切断活性を有する PIWIタン

パク質と複合体を形成し、標的トランスポゾ

ンの転写抑制やトランスポゾン RNA の切断

を介して、トランスポゾンの活性を封じ込め

る。piRNAがどのようにしてつくられるのか、

そのプロセスは未だ不明な点が多いが、生成

の最終段階で、成熟型より長い piRNA前駆体

が PIWI タンパク質に取り込まれ、その末端

が削りこまれることで成熟型 piRNA がつく

られると考えられている。 

私たちの研究グループは、内在的に piRNA

を発現するカイコ卵巣由来のBmN4細胞を用

いて、piRNAの生成過程の一部を試験管内で

再現する方法を確立してきた。さらにこの実

験系での解析から、piRNA 前駆体の末端を成

熟型の長さまで削りこむ活性（以降トリミン

グ活性と呼ぶ）が細胞の不溶性画分に存在し

ていることを見出し、その活性を担うと考え

られる仮想上のヌクレアーゼを「Trimmer（ト

リマー）」と名付けた。しかし、細胞の不溶

性画分からトリミング活性を可溶化できな

いという問題が Trimmer の同定を阻み、これ

までその分子実体は不明であった。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究は、生殖細胞のゲノムをトランスポ

ゾンの脅威から守る小分子 RNA、piRNA が

前駆体から成熟する機構を明らかにするこ

とを目的とする。特にその存在が予想されて

いながら、実体が不明な piRNA の 3’末端形

成を担うヌクレアーゼ Trimmer を同定し、

Trimmer を中心とした解析から piRNA の 3’

末端プロセシング機構の全容解明を目指す。 

 

 

３．研究の方法 

 

本研究は (1) Trimmer の同定 (2) piRNA 3’

末端形成に関わる因子と Trimmerの関係の解
析という 2つの内容から構成される。 

 

(1) Trimmer の同定 

Trimmer の同定を阻む最大の要因は、細胞

の不溶性画分からトリミング活性を可溶化

できないことにあった。予備実験の結果、ミ

トコンドリア粗精製画分を用いることで、一

部のトリミング活性を可溶化できる条件を

見出すことに成功した。この画分から

Trimmer を同定するため、各種クロマトグラ

フィーによりトリミング活性を分離し、

piRNA 前駆体に対するトリミング活性を指

標に活性タンパク質の精製を試みる。最終的

に得られた精製画分に含まれるタンパク質

を質量分析により同定する。Trimmer は Mg2+

依存性 3’-5’DNA/RNAエキソヌクレアーゼで

あることが示唆されていることから、これに

合致する候補ヌクレアーゼを選別し、ノック

ダウン実験により細胞のトリミング活性が

低下するか、内在の piRNA の長さに影響を与

えるかを検証する。 

 

(2) piRNA 3’末端形成に関わる因子と

Trimmer の関係の解析 

PIWI タンパク質結合因子の一つである

Papiの機能阻害は、piRNA の伸長を引き起こ

すことから、piRNA前駆体の 3’末端トリミン

グへの関与が示唆されていた。しかし Papi

自体にはヌクレアーゼドメインが予想され

ず、トリミングにおける Papi の役割や、

Trimmer との関係は不明であった。そこで、

Papiノックダウンと Trimmerノックダウンで

の piRNAの長さに与える影響の比較や、Papi

の機能ドメインの変異体を用いた解析から、

piRNA 前駆体のトリミングにおける Papi の

役割と Trimmer との関係を明らかにする。 

 

 

４．研究成果 

 

本研究では、PIWIタンパク質結合因子であ

る Papi の結合タンパク質の解析から、PARN

（polyA specific ribonuclease）に類似したヌク

レアーゼドメインを有する機能未知のヌク

レ ア ー ゼ PNLDC1 （ PARN like domain 

containing 1）をカイコの Trimmer として同定

した。Trimmer はミトコンドリア画分に多く

存在し、膜貫通ドメインが予想されることか

ら、ミトコンドリア膜タンパク質だと考えら

れた。興味深いことに Trimmer は単独では機

能できず、Papi と協力して piRNA前駆体の末

端を削りこんでいることが明らかとなった。



さらに Papi の機能ドメインの変異体解析か

ら、Papi の PIWI タンパク質との相互作用、

核酸結合能がトリミングに必要であること

も明らかとなった。これらの結果から、piRNA

前駆体トリミングのメカニズムとして、

piRNA 前駆体を取りこんだ PIWI タンパク質

を Papi がミトコンドリア膜上に引き寄せ、さ

らに piRNA 前駆体と結合することで、

Trimmerが piRNA前駆体を削りやすくしてい

るというモデルが考えらえた。 

また、piRNA 前駆体を取りこんだ PIWI タ

ンパク質に比べ、トリミング後の成熟型

piRNA を結合した PIWI タンパク質の方が、

効率的に標的 RNA を切断できたことから、

piRNA 前駆体がトリミングを受けて成熟型

になることが、piRNAが機能を発揮する上で

重要であることが示された。 

本研究は、モデル系であるカイコ卵巣由来

の BmN4 細胞を用いて行われたが、マサチュ

ーセッツ州立大学 Craig Mello 博士らによる

解析から、線虫においても PARN のホモログ

が線虫 piRNA 前駆体の末端のトリミングに

はたらいていることが同時報告された。また、

カイコ Trimmerのホモログはマウスやヒトに

も保存されていることから、そのはたらきは

種を超えた普遍的なものであると予測され

る。これらの研究結果は、piRNAが前駆体か

ら成熟するしくみとその重要性を明らかに

したものであり、生殖細胞のゲノムを守る

piRNA 生成メカニズムの理解を大きく前進

させる成果といえる。 
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