
 
 

１．はじめに 

20 から 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。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 1。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、いずれもタンパク質

群も線虫からヒトまで広く保存されている 2。 

PIWI サブファミリーは、piRNA (PIWI-interacting RNA)と呼ばれる 24~29 塩基長の生殖細胞特異的な小

分子 RNA と結合する事によって機能する。piRNA は、microRNA や内在性 siRNA といった小分子 RNA

の生合成とは独立した経路によって産生されており 3、その多くは、ゲノム上の転移因子、特にレトロト

ランスポゾンに由来する。Piwi タンパク質群は、piRNA の塩基配列特異的に標的遺伝子に作用することに

よって、転移因子の発現を抑制し、それらのゲノムへの侵略を防ぎ、生殖細胞のゲノムの品質管理を担っ

ている事が明らかになってきた 4。piRNA が産生されないと、減数分裂が進行せず、卵や精子が正常に形

成されなくなり、種の保存は成立しなくなる。マウスやショウジョウバエにおける遺伝学的な解析から、

piRNA による標的遺伝子の発現抑制過程には、ヘテロクロマチン化や DNA のメチル化などのエピジェネ

ティックな制御機構が介在することが示唆されているが、その分子機構の詳細はまったく明らかになって

いなかった。本研究では、ショウジョウバエ piRNA に焦点を当て、piRNA-Piwi 複合体がどのようにして

転移因子などの標的遺伝子の発現を抑制しているのか、その仕組みを明らかにすることを目指した。今回、

Piwi 核内複合体の構成因子として Maelstrom (Mael)を同定し、核内における Mael の役割について解析した

結果を報告する。 

 

２．方法  

・ショウジョウバエ卵巣性体細胞株OSCの核質抽出法の検討 

ヒト培養細胞を用いた古典的な細胞分画法を参考にして、OSCにおける細胞分画の条件検討を行った。具

体的に、細胞の低張処理後の細胞破砕法の検討、核分画からの核抽出液の調整法、について検討した。 

・免疫沈降法を用いたPiwi複合体の単離 

抗Piwiモノクローナル抗体5を吸着させたDynabeads (Invitrogen)に、OSC抽出液を加え、4°Cで2時間反応さ

せた。免疫沈降法により得られた複合体構成因子はウェスタンブロット法により解析した。 
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・OSCにおけるMaelのノックダウンとレスキュー実験 

maelに対する二本鎖小分子RNAをOSCにトランスフェクションすることにより、maelのノックダウンを行

った6。二本鎖小分子RNAが標的とするmael cDNA内の配列を同義置換することで、RNAi耐性型Maelを作

出した。 

 

３．結果 

近年、当研究室で樹立したショウジョウバエ卵巣由来の培養細胞株 OSC は、piRNA や Piwi が発現して

いる唯一のショウジョウバエ培養細胞株であり、OSC を用いた生化学的な解析により、piRNA の生合成

過程が明らかにされてきた 6, 7。Piwi は細胞質における Yb 顆粒体において piRNA と結合した後、核内に

移行し、転移因子の発現を抑制していると考えられている 6, 7。核内において、piRNA-Piwi 複合体がどの

ように転移因子の発現を抑制しているのか、その分子機構を明らかにするために、OSC を用いて Piwi 核

内複合体の構成因子の同定を行った。 

まず、Piwi 核内複合体を単離するに辺り、OSC の核抽出法を検討した。従来の核抽出法に基づき、OSC

を 10 mM KCl の低張液で処理したところ、細胞質と核を分離し 、核のみを単離することができた。また、

この際の細胞破砕は行わなく ても十分核画分を得ることができることを明らかにした。さらに、収集した

核を 400 mM KCl の高張液で処理（ 塩抽出） することにより 、 核質を抽出できることを明らかにした。

RNA サイレンシングに関わるいく つかの因子に対する抗体を用いてウェ スタンブロッ ト を行ったと ころ、

この核質成分には、細胞質における Yb顆粒体構成因子である Armitageはほとんど含まれていない一方、

piRNA 因子の一つである Maelstrom (Mael)が含まれていることが分かった。  

次に、得られた核質より 、 抗 Piwi モノ クローナル抗体を用いた免疫沈降法により 、 Piwi 複合体を単離

した。 それに含まれるタンパク質成分を SDS-PAGE により 分離後、 いく つかの piRNA 因子に対する抗

体を用いてウェ スタンブロッ ト を行ったと ころ、 Mael が検出された。  

OSC において Mael は、 主に細胞質に局在し 、 わずかに核内にも局在がみられた。 RNAi 法を用いて

mael のノ ッ クダウンを行ったところ、 piRNA 量に減少はみられなかったが、 解析したいく つかの転移因

子の発現が上昇していた。また、この Mael をノ ッ クダウンした OSC における転移因子の脱抑制は、RNAi

耐性型 Mael の強制発現により 回復できたことから、核移行シグナル(Nuclear Localization Signal; NLS)

や核外移行シグナル(Nuclear Export Signal; NES)を付加した Mael をそれぞれ強制発現させた場合に、

転移因子の脱抑制が回復するか、レスキュー実験を行った。その結果、 NLS 付加 Mael を強制発現させた

OSC では転移因子の抑制がみられたが、 NES 付加 Mael ではみられなかった。  
 

４．考察   

Mael は、ショウジョウバエだけでなくヒトなどの脊椎動物まで広く保存された遺伝子であり、マウス

においてはショウジョウバエ同様 piRNA 因子の一つとして知られている。また、Mael は、核と細胞質を

移行する分子として知られている 8, 9。これまでに我々は、ショウジョウバエ Mael が卵形成過程において、

微小管・中心体形成に関与することを明らかにしているが 10、この微小管・中心体形成の制御は Mael の

細胞質における機能であると考えられる。本研究により、核内において、Mael が Piwi と共に転移因子の

抑制に重要な役割を果たしていることが明らかにした。最近、Piwi がヒストン修飾や RNA ポリメラーゼ



II の機能を制御することにより、転移因子の発現を抑制していること、さらに、この抑制には Mael も寄

与していることが報告された 11。しかし、Piwi や Mael が核内で具体的にどのような分子と相互作用し、

転移因子の発現を制御しているのか、については全く明らかになってされていない。今後、引き続き、免

疫沈降法を用いて他の Piwi 核内複合体構成因子を同定するとともに、抗 Mael 抗体を用いた免疫沈降によ

り、核内における Mael 複合体構成因子についても明らかにしていきたい。これらの解析により、

piRNA-Piwi 複合体が転移因子のゲノム状態に与える影響を分子レベルで解明できると考えている。 
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