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研究の概要 
PIWI-interacting RNA（piRNA）は、正しい遺伝情報を次世代へと受継ぐ使命を担う生殖細胞で 

DNA損傷を引き起こす転移性因子トランスポゾンから生殖細胞のゲノムをまもる。しかし、その 

動作原理は未だ不明である。本研究課題では、特に piRNA生合成と piRNA による核内サイレ 

ンシングの仕組みに焦点を絞り、piRNA 機構の全貌解明を目指す。 
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１．研究開始当初の背景 
RNAiの発見以降、小分子 RNA を介した遺伝子
発現抑制機構である RNAサイレンシングに関
する研究は国内外で精力的に進められた。そ
の結果、発生・分化や代謝など、個体形成や
生体生命にとって不可欠な経路に関わる
様々な因子が RNAサイレンシングによって巧
妙に制御されていることが明らかとなった。
トランスポゾンの利己的な転移活性による
生殖ゲノムの損傷は、不稔と共に次世代に誤
った遺伝情報を継承するため、有性生殖を伴
う動物は piRNAを中核因子とする RNAサイレ
ンシング機構を自己防衛手段として獲得し
たと考えられる。しかし、その動作原理は未
だ不明である。 
 
２．研究の目的 
piRNA 機構のうち、主に[I] piRNA生合成機
構と[II] piRNAによる核サイレンシング機構
に焦点をあて、piRNA機構を包括的に理解す
る事を目指す。さらには、[III]人工 piRNA
発現系の構築とその最適化を目指す。 
 
３．研究の方法 
研究材料としては主にショウジョウバエ卵
巣由来体細胞株 OSCとカイコ卵巣由来生殖細
胞株 BmN4を用いる。次世代シーケンサーや
電顕、ライブイメージングなど学際的最先端
技術を相互創出しつつ、生化学・細胞生物
学・生物情報学的側面から包括的に理解する
事を目指す。 
 

４．これまでの成果 
[I] piRNA生合成機構：Yb body形成機構の
解析 ：piRNA生合成の場 Yb body 構造体の形
成因子の同定を試みた。Yb bodyには Yb、Armi、
Vret、SoYbが局在する。また、Ybを欠失す
ると Yb body が形成されなくなる。Yb抗体や
Armi抗体で免疫沈降を行っても、全ての Yb 
body因子の共沈降は観察されなかった。Vret
抗体を作製し免疫沈降を行ったところ、既知
の Yb body因子が共沈した。この複合体は Yb 
bodyそのものに相当すると考えられたため、
複合体中の未知タンパク質の MS 解析を行っ
たところ、新規因子 Bor が得られた。現在、
Borが piRNA機構に必須か否か確認中である。
Vretは SoYb を安定化する因子であること、
二者は複合体として Yb body に取り込まれる
こと、Yb body形成のヒエラルキーは Yb＞
Armi＞Vret/SoYbであることが判明した。 
 
[I] piRNA 生合成機構：Ping-Pong サイクル
における Vasa 機能 ：カイコ卵巣由来生殖細
胞株 BmN4を用いて BmVasaの機能解析をすす
めた。Siwi-piRISC によって切断された標的
RNAは、AGO-RISCと異なり RISC上に留まる。
この RNAは二次 piRNAの前駆体として働くた
め RISC に留まった状態では二次 piRNA は作
られない。Vasa は DEAD-box 型 RNA ヘリカー
ゼ活性をもつため、BmVasaが Siwi-piRISC か
ら切断された RNAを解離させる因子として機
能するのではないかと考え、リコンビナント
を作製し、RNA と結合した Siwi-piRISC に作
用させたところ、予想通り RNA解離活性があ
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ることが判明した。Vasaは、Ping-Pong サイ
クルの中核因子として機能する２種類の
piRISCのうち、Siwi-piRISC のみに特異的に
作用することによって二次 piRNAの産生を促
進する因子であると考えられた。 
 
[I] piRNA 生合成機構：Ping-Pong サイクル
を伴う新規ショウジョウバエ細胞株の作
製：ショウジョウバエ生殖組織由来の細胞株
で piRNA増幅機構を有する生殖細胞株は存在
しない。がん抑制転写因子 l(3)mbtに着目し、
これを欠損した OSC 変異株を作成した。
l(3)mbt 欠損型ショウジョウバエは脳腫瘍を
形成し、その腫瘍には多くの piRNA 生合成因
子が異所的に発現するという報告があった
からである。l(3)mbt 欠損型 OSC 変異株
mbt -OSC においては piRNA 増幅場として知
られる nuageが新たに形成され、しかも piRNA
増幅機構が活性化していることが判明した。 
 
[II] 核サイレンシング機構：Maelstromの X
線構造解析 ：Mael は piRNA による転写抑制
反応に重要であるがその機能は不明である。
Mael は N 末端に HMG ボックス、中央に MAEL
ドメインを有する。リコンビナント MAEL ド
メインを作製し、その X線構造解析を行った
ところ、RNase 活性を有するタンパク質群と
の高い類似性がみられた。活性残基は MAEL
ドメインにおいては保存されていなかった
ため、Maelには RNase活性はないと予想され
たが、in vitro アッセイ系において MAEL ド
メインは RNA切断活性を維持していることが
判った。 
 
[III] 人工 piRNA 発現系の確立 ：tj mRNA 
3’UTRを由来とするジェニック piRNAの発現
に必須なシス配列（100塩基長）を決定した。
Yb bodyの中核因子 Ybに結合する RNAを同定
するため CLIP 解析をすすめたところ、tj シ
ス配列に Yb が結合することが判明した。Yb
は、まず、piRNA 前駆体のシス配列に特異的
に結合することによって Yb body にそれを収
束させ、その後、下流領域にさらに結合（移
動）することによって piRNA を産生する領域
を決定する因子であることが示唆された。 
 
５．今後の計画 
当初の計画に沿ってなるべくスムースに研
究目的を達成するように心がける。ラボミー
ティング等で進捗および問題点を研究室内
で密に共有し、問題点を長い間放置すること
なく解決策を論じることによって、なるべく
スムースに研究目的を達成するように心が
ける。 
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