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I. 研究背景と目的 
 

(１) 真核生物とトランスポゾン 

 

	 我々ヒトを含めた全ての生物は細胞と呼ばれる小さな構成単位より成り、ひとつひとつの細胞

には「ゲノム」と呼ばれる遺伝情報が積み込まれている。「変異」とは、このようなゲノムを構成

する遺伝物質である DNAや RNA等に変化（置換、挿入、欠損）が起こることを指す。変異は全

ての生物に普遍的に起こるものであり、その要因として、細胞分裂時の DNA複製の際に生じるエ

ラーや、化学物質・放射線照射による DNAの損傷、ウイルスの感染、および「トランスポゾン」

と呼ばれる転写因子による遺伝子の破壊等が挙げられる。トランスポゾンとは、ゲノムを自由に

飛び回る（トランスポジションする）ことのできる一群の転移因子である 1。諸説の中には、トラ

ンスポゾンは転移によりゲノムを変化させることで、多様性を増幅させて生命の進化に貢献して

きたという考え方が存在する。しかしながら、一般的には、トランスポゾンは正確な遺伝情報の

伝達を撹乱し、時として重篤な変異を引き起こしてしまう「宿主にとって有害なもの」という考

え方が受け入れられている。 

 

	 トランスポゾンはその転移様式の違いより、RNA型トランスポゾンとDNA型トランスポゾンの

大きく２つに分類される。RNA型トランスポゾンはトランスポゾン全体が転写された後、トラン

スポゾンRNAが逆転写酵素によりDNAに逆転写され、そのDNAが新たな位置に挿入される（コピ

ー＆ペースト方式）2。遺伝子領域に挿入が起こることで突然変異を誘発する場合がある。また、

転移様式から推測できるように、転移の際にはコピー数は増え、ゲノムのサイズを大幅に増加さ

せる。逆転写が必須なことから逆転写酵素遺伝子を持つことが一般的であり、RNA型トランスポ

ゾンの代表として、LINE1因子や Alu因子、Gypsy因子等が挙げられる。 

 

	 一方、DNA型トランスポゾンは、転移のために自身がコードする「トランスポザーゼ」と呼ば

れる酵素を必要とする。DNAトランスポゾンは末端に逆向きの反復配列を持っており、トランス

ポザーゼはこの配列を認識してトランスポゾンをゲノムから切り出し、別のゲノム領域に挿入す

る（カット＆ペースト方式）3。この際コピー数は変化しない。遺伝子領域に挿入が起こることで

突然変異を誘発したり、切り出しの際に周辺遺伝子を削り、染色体異常を引き起こしたり、不完

全な切り出しによりジャンク配列を残したりすることもある。DNA型トランスポゾンとしてはシ

ョウジョウバエのP因子が有名である4,5。P因子はわずか50年程前に水平移動により自然界のショ
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ウジョウバエに持ち込まれたと考えられており、それ以前に野外から採集されていた多くの系統

はPエレメントを持たない。そのため、50年以上前から研究室で維持されていたP因子を持たない

系統と、野外から採集してきたP因子を持つ系統とを交配させると、P因子の転移が原因となり高

頻度で不妊を引き起こす Hybrid dysgenesis と呼ばれる現象が生じる6,7。このように、新たにゲ

ノムに導入されたトランスポゾンはゲノムを改変し、時として重篤な変化を引き起こしてしまう。 

 

	 上記の転移様式から分かるように、ゲノムにおけるコピー数は、RNA型トランスポゾンの方が

DNA型トランスポゾンよりも多い。真核生物のゲノムにおいてトランスポゾンは非常に大きな割

合を占めており、ショウジョウバエでは約15 %、ヒトやマウスでは約45 %、植物に至っては80 % 

以上も存在する1,8。タンパク質をコードする遺伝子が高々2 % 程度であることと比較すれば、そ

の存在数の多さは驚くべきである。 

 

	 さて、生物がゲノムの遺伝情報を子孫へと伝え残す仕組み、すなわち「生殖」を鑑みたとき、

トランスポゾン等によるゲノムの変異は非常に大きな影響を与え得る。多くの真核生物は有性生

殖を行うが、特に動物は有性生殖を唯一の生殖手段としている。有性生殖とは、一般的にオスの

精子とメスの卵の核が受精することにより新しい個体ができることを指す。精子や卵、精細胞や

卵細胞等の生殖のための細胞は「生殖細胞」と呼ばれ、動物の遺伝情報は生殖細胞をとおして次

世代へ受け継がれる。よって、生殖細胞に変異が生じると、それが子孫に代々伝わることになる

ので、生殖細胞におけるゲノムの「品質管理」は極めて重要である。このため、動物はトランス

ポゾンの活性をコントロールするさまざまな仕組みを進化させてきた。 

 

(２) PIWIタンパク質と piRNA 
 

	 生殖細胞において、トランスポゾンの活性をコントロールする中心的な役割を果たすのが、生

殖巣に特異的に発現する PIWIタンパク質である。PIWIタンパク質の PIWIとは、P-element 

induced wimpy testis の略であり、1990年後半にショウジョウバエの遺伝学的スクリーニングに

より、卵巣形成不全および精子形成不全の原因遺伝子として発見されたことに始まる 9,10。最初に

同定された PIWIタンパク質は Piwiと Aubergine (Aub) であった。Piwi変異体のショウジョウバ

エのメスでは、卵巣の発達過程で生殖幹細胞が失われており、オスでも、やはり精巣の発達過程

で生殖幹細胞が失われ、精巣が萎縮していた。その後の配列解析の結果、Piwiには Aubの他にも

う一つのパラログが存在することが分かり、AGO3と名付けられた 11。そしてこれら 3種類はい

ずれも生殖巣特異的に発現すること、しかしながらそれぞれの局在場所は異なること、それぞれ
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の機能に相違があること、等が明らかになった。昆虫の卵巣は生殖細胞である卵母細胞および栄

養細胞と、体細胞である濾胞細胞より構成される。Piwiが生殖細胞の核と体細胞の核に局在する

のに対して、Aubと AGO3は生殖細胞特異的に発現し、細胞質の中でも特に「nuage」と呼ばれ

る核膜の外側に位置する顆粒状の構造体に局在する 12,13。このように、ショウジョウバエやマウ

スによる遺伝学的な解析から、1990年代後半には PIWIタンパク質が生殖系列細胞の形成・維持

に重要な因子として認識されていたが、その詳細な役割については長い間分かっていなかった。 

 

	 やがて、2005年にショウジョウバエのPIWIタンパク質の変異がトランスポゾンの脱抑制をもた

らすことが示され、2006年にはマウスやラットを用いた解析により、PIWIタンパク質は

PIWI-interacting RNA（piRNA）とよばれる23～30塩基の小分子RNAと複合体を形成することが

明らかとなった14-20。piRNAはその配列や長さが非常に多様であり、種間ではほとんど保存されて

いない。しかしながら、piRNA配列はトランスポゾンRNA配列に相補的であるものが圧倒的に多

い、という共通点を持つ13。piRNAは、配列の相補性を利用してトランスポゾン RNAを認識し、

PIWIタンパク質の持つ切断活性によってRNAを切断することでトランスポゾンの発現を抑制し

ているのである（図1-2-1）。実際、ショウジョウバエだけでなくマウス、ゼブラフィッシュ等を

用いた遺伝学的な研究から、PIWIタンパク質の変異体では、トランスポゾンの脱抑制が起こるこ

とが示されている21,22。また、PIWIタンパク質の変異がDNA二本鎖切断 (double-strand breaks 

(DSBs)) を引き起こすことが知られており、これもトランスポゾンの脱抑制によると考えられて

いる23。以上のことより、PIWIタンパク質は生殖巣の発達や維持と、トランスポゾンのコントロ

ールに重要な役割を果たしていることが分かる。動物においてはsiRNAもトランスポゾンの抑制

に寄与していることが知られているが、piRNAはその最前線の防御機能を果たしていると言える。

さらに、最近では、ショウジョウバエのPiwiが核内でHP1等のヘテロクロマチン関連因子と相互

作用を持ち、クロマチンやDNAのメチル化に関与することや、遺伝子を転写レベルで制御してい

るという可能性も示唆されている24,25。 
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図 1-2-1.	 PIWIタンパク質によるトランスポゾン抑制機構 
PIWIタンパク質は、PIWI-interacting RNA（piRNA）と複合体を形成する。piRNAはトランスポ
ゾン RNA 配列に相補的であるものが多く、piRNA が配列の相補性を利用してトランスポゾン 
RNAを認識し、PIWIタンパク質の持つ切断活性によって RNAを切断することでトランスポゾン
の発現を抑制している。 
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(３) PIWIタンパク質の生化学的特徴 

 

	 PIWIタンパク質は、そのドメイン構造よりRNAサイレンシングの中核であるArgonauteファミ

リーに属する26。Arongauteファミリーに属するタンパク質は、「PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille) ド

メインとPIWIドメインを持つタンパク質」と定義されており、そのような最初のタンパク質は植

物で見つかった。Argonauteファミリータンパク質は、恒常的に発現しているAGOタンパク質と

生殖巣特異的に発現しているPIWIタンパク質という２つのサブファミリーに大別される27（図

1-3-1）。 

 

	 AGOタンパク質は、1993年に線虫ではじめてRNAサイレンシングが報告され以来、タンパク質

をコードしない18-30塩基長の小分子RNAと結合し、重要な生命現象に関わることが明らかにな

っている28。代表的な小分子RNAとして、microRNA (miRNA) とsmall interfering RNA (siRNA) が

ある。miRNAはゲノム中にコードされた内在性の小分子RNAであり、発生や分化、形態形成、細

胞周期、アポトーシスなど生体内のさまざまな生命現象を綿密に制御している。一方、siRNAは

ウイルスなど外来遺伝子に対する防御応答として働く外因性の小分子RNAであり、RNA 

interference (RNAi) を引き起こす。最近では、細胞内で発現する二本鎖RNAによって生じる内在

性のsiRNAの存在が報告されている。内在性siRNAはトランスポゾンなど動く遺伝子からゲノム

を守るのに寄与する。 

 

	 AGOタンパク質に関しては、現在までに生化学的解析だけでなく、構造生物学的な解析もすす

み、個々のドメインを切り分けた構造解析や、高度好熱菌Thermus thermophilusや、超好熱菌

Aquifex aeolicusといった原核生物のAGOホモログタンパク質を用いた構造解析などが行われて

きた。2012年には、ヒトのAgo2と出芽酵母の一種であるKluyveromyces polysporusのAGOタン

パク質の全長の結晶構造解析が報告され、AGOタンパク質の作用機序への理解が進んでいる29,30。

AGOタンパク質は、4つのドメイン（Nドメイン、PAZドメイン、MIDドメイン、PIWIドメイン）

と２つのリンカー部分（L1リンカー、L2リンカー）から構成される分子量が100kDa程度のタン

パク質である（図1-3-2）。結合するRNAは、5’末端にモノリン酸基を持ち、AGOタンパク質と主

に5’末端から1～7番目の塩基と3’末端の2塩基によって結合する31。 

 

	 MIDドメインと PIWIドメインとの境界部分には、結合する RNAの 5´末端のモノリン酸基を厳

密に認識し、結合する 5’末端結合ポケットが存在する。5’末端モノリン酸の認識に関しては、

Thermus thermophilus や Aquifex aeolicus等の原核生物と、真核生物の AGOタンパク質では違
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いがあり、原核生物では、AGO タンパク質はリン酸基との相互作用に Mg2+を用いているが、真

核生物では真核生物でのみ保存されているリジン残基がMg2+と同様の役割が果たされている 32-34。

生化学的な解析により、この 5’末端の塩基の認識には好みがあることが知られており、AGOタン

パク質によっては特定の 5’塩基を持つ小分子 RNAを優先的に取り込むものもある。 

 

	 総じて、ヒト、ショウジョウバエ、植物の miRNAには、5’末端塩基が Uや Aである miRNAが

多いのだが 35,36、例えば、ショウジョウバエに存在する二種類の AGOタンパク質（Ago1と Ago2）

のうち、Ago1は 5’末端塩基目がウラシル（1U）、Ago2は 1Cの小分子 RNAと選択的に結合する
36-38。また、10種類存在する Arabidopsisの AGOタンパク質（Ago1-Ago10）においては、Ago1

は 1U、Ago2 、Ago4、Ago6、Ago9は 1A、Ago5は 1Cの選択性があり、5’末端の塩基を変える

と異なる AGOタンパク質と複合体を形成することが生化学的な実験から分かっている 39-42。4種

類あるヒトの AGO タンパク質（Ago1-Ago4）のうち、最も存在量の多い Ago2 に関しては、1U

の小分子 RNAと結合することが多く、次いで 1Aが多いことが知られている 35。 

 

	 なぜこのような塩基の偏りが見られるのだろうか。ヒト Ago2の結晶構造解析より、5’末端結合

ポケットは、MID ドメインの中で最も正の電荷を帯びており、結合する RNA の 5’末端のモノリ

ン酸基と、ポケットを構成するアミノ酸は水素結合を形成することが明らかになった。さらに、

小分子 RNAの 5’塩基が Cや Gであるよりも Aや Uである方が 5’末端結合ポケットと強い相互作

用を持てることが示されている。結合 RNAの 3´末端の 2塩基は PAZドメインと結合し、固定さ

れているのだが、標的を認識すると PAZ ドメインより解き放たれる。そのような場合でも、1U

や 1A の小分子 RNA は 5’末端結合ポケットと強い結合を保ち続けることができ、AGO タンパク

質と比較的安定して結合していられるので、1C や 1G の小分子 RNA より好まれていると考えら

れている。ヒト Ago2において Aより Uの方が多いのは、プリン塩基とピリミジン塩基によるわ

ずかな違いが影響していると考えられている。しかしながら、ショウジョウバエの Ago2 や植物

の Ago5等で 1Cが好まれる理由については明確な答えは得られていない。後述するように、ショ

ウジョウバエの Ago2は選択的に siRNAと結合することや、植物の Ago5が他の植物の Agoと異

なり発現場所が生殖細胞に偏っていることを踏まえると、ショウジョウバエの Ago2 や植物の

Ago5が少し特殊であると考えられる。少なくとも、それぞれの AGOタンパク質は、正しく機能

を発揮するために、小分子 RNAの 5’末端塩基に異なる親和性を持ち、いずれの AGOタンパク質

と結合するか規定していると考えられている。実際、ヒト Ago2に結合する小分子 RNAの一つで

ある let-7の 5’末端塩基である Uを別の塩基に変えると、ヒト Ago2とは結合できるが、標的 RNA

を切断できなくなり、正しい機能を発揮できないことが生化学的な実験より示されている。これ
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らのことからも、小分子 RNAの 5’末端塩基の認識が AGOタンパク質の機能に重要な役割を持つ

と考えられる 35。 

 

	 AGOタンパク質のスライサー活性を担うのはPIWIドメインであり、RNase Hと似た構造をとっ

ている。AGOタンパク質による標的RNAの切断は、結合RNA（ガイド鎖）の5´末端から数えて10

番目と11番目の塩基と塩基対を形成している標的RNAのリン酸エステル結合を切断することに

よって起こる43。これまでAGOタンパク質のスライサー活性は、PIWIドメイン内の２つのアスパ

ラギン酸と１つのヒスチジン残基（DDH）、あるいは3つのアスパラギン酸（DDD）によって活性

部位が形成され、それに配位する2つのMg2+がRNA加水分解を促進することにより、標的RNAを

切断すると考えられていた44。しかし、2012年の出芽酵母とヒトのAgoタンパク質の結晶構造解

析により、新たにグルタミン酸残基が活性中心を形成する重要なアミノ酸として見つかり、DEDH

の4残基によって活性中心が形成されることが判明した29,30,45。 

 

	 AGOタンパク質のスライサー活性は、すべてのAgoタンパク質に保存されている訳ではない。

例えば、ショウジョウバエでは、Ago1はAgo2に比べて極めて弱いスライサー活性を持つ。植物

では、Ago1、Ago5、Ago7、Ago10にはスライサー活性があり、Ago2、Ago3、Ago4、Ago6、Ago8、

Ago9には無いことが示されている。また、ヒトの4種類のAGOタンパク質においては、Ago2だけ

がスライサー活性を持っており、残りのAgo1、Ago3、Ago4は完全にその活性が失われている46,47。 

 

	 一方、PIWIタンパク質もAGOタンパク質と同様に、4つのドメインと2つのリンカー部分から構

成されていることがアミノ酸配列上分かっている。PIWIタンパク質も、5’末端にモノリン酸基を

持つ小分子RNAと結合することが知られており、piRNAの5’末端は5’結合ポケットにより認識され

ていると考えられている。また、AGOタンパク質と同様に、PIWIドメインの持つスライサー活性

により、結合したpiRNAの5´末端から数えて10番目と11番目の塩基と塩基対を形成している標的

RNAを切断することが、Piwi、Aub、AGO3やマウスのPIWIタンパク質であるMiwi等を用いた解

析で明らかになっている18,48,49。しかしながら、AGOタンパク質に比較して、PIWIタンパク質の

生化学的・構造生物学的な解析は遅れている。 
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図 1-3-1.	 Argonaute スーパーファミリー 

Argonauteファミリーには、AGOタンパク質と PIWIタンパク質が含まれる。 
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図 1-3-2.	 AGOタンパク質の構造  
ヒト Ago2 が小分子 RNA と結合する様子。AGO タンパク質は、4 つのドメイン（N 末端ドメイ
ン、PAZドメイン、PIWIドメイン、C末端ドメイン）と２つのリンカー部分（L1リンカー、L2
リンカー）から構成される。MID ドメインと PIWI ドメインとの境界部分には、結合 RNA の 5’
末端のモノリン酸基を厳密に認識し結合するポケットが存在する。Elkayam et al., 2012より。 
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(４) 	 piRNAの生合成経路 
 

①	  piRNAと他の小分子 RNA群との比較 
 

	 piRNAの生合成経路を理解するために、現在までに詳細な理解がすすんでいる siRNAとmiRNA 

の生合成経路について触れる（図 1-4-1）。 

 

	 siRNA経路は外来性、あるいは内在性の長い二本鎖 RNAが、Dicerと呼ばれる RNaseⅢ型酵素

によって 21-22塩基の二本鎖 siRNAに切断されるところから始まる。切断された RNA二本鎖は

AGO タンパク質に取り込まれ、一方の鎖は AGO タンパク質の中に残り、AGO タンパク質と

RNA-induced silencing complex (RISC) を形成する。もう一方の鎖は AGOから解離して分解さ

れる。AGO タンパク質に残る側の鎖をガイド鎖、そうでない方の鎖をパッセンジャー鎖と呼ぶ。

いずれの鎖がガイド鎖となるかは、主に小分子 RNA 二本鎖の 5´末端の熱力学的不安定性によっ

て決まる。5´末端が熱力学的により不安定な鎖がガイド鎖となり、より安定な 5´末端をもつ鎖が

パッセンジャー鎖となりやすい 50-55。 

 

	 miRNA経路は、ポリメラーゼⅡによりステムループ構造を持つ primary miRNA (pri-miRNA) が

転写されることから始まる。pri-miRNA は、核内で RNaseⅢ型酵素である Drosha とその補因子

である二本鎖 RNA 結合タンパク質 （ヒトでは DGCR8、ショウジョウバエでは Pasha）などに

より切断され、70-80塩基程度のヘアピン型 RNAとなる。その後、Exportin-5により核から細胞

質へと輸送され、やはり Dicerによって 21-22 塩基の二本鎖 miRNA (miRNA/miRNA*) へと切断

される 50,52。miRNA/miRNA*は互いにミスマッチを持った二本鎖 RNA である。miRNA/miRNA*

はAGOタンパク質へと積み込まれ、miRNAがAGOタンパク質とRISCを形成する。一方、miRNA*

は自身の塩基組成や熱力学的な安定性に基づいて、AGOタンパク質から排除される。 

 

	 ショウジョウバエでは基本的に miRNAは Ago1に、siRNAは Ago2に取り込まれる。この「振

り分け」は miRNA/miRNA*二本鎖や siRNA二本鎖の構造に依存しており、中央付近にミスマッチ

を持つ miRNA/miRNA*二本鎖は Ago1に取り込まれ、中央付近にミスマッチを持たない相補的な

siRNA 二本鎖は Ago2 に取り込まれる 56-59。一方、ヒトの場合は、ショウジョウバエのような厳

密な「振り分け」は存在せず、miRNA/miRNA*二本鎖も、siRNA二本鎖も、Ago1-4すべてに取り

込まれる 46,47（図 1-4-2）。 

 

	 siRNAや miRNAにおける標的 mRNAの認識に特に重要な役割を果たすのは、ガイド鎖の seed
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領域（5´末端から数えて 2-8 番目の塩基）であり、seed 領域の相補性をたよりに標的 RNA を認

識する。siRNA経路では、標的の認識後は、標的を切断することで標的の発現抑制を行う。一方、

miRNA経路では、通常、mRNAの 3’ UTR領域に存在する標的サイトに結合し、ポリ A鎖の分解

と翻訳の抑制をひき起こすことで標的の発現抑制を行う。miRNAの標的サイトが 3´ UTR にある

のは、もし miRNAの標的サイトが 5´ UTRや Open Reading Frame (ORF) にあると、リボソー

ムなどが RISC による標的認識を阻害してしまうからであろうと考えられ、それを回避するため

進化的に標的配列が 3´ UTRに蓄積されていったためだと考えられている 60,61。また、例は多くな

いものの、miRNA が切断活性を持つ AGO タンパク質（哺乳類では Ago2 のみ）に取り込まれ、

標的 mRNA の配列がほぼ完全に相補的である場合には、siRNA の場合と同様に、標的 mRNA の

切断が行われる。 

 

	 対して、piRNAの生合成は siRNAや miRNAと大きく異なる過程を経ることが知られている。

piRNA の生合成には Dicer が不必要であることがショウジョウバエ、ゼブラフィッシュを用いた

遺伝学的解析から証明されており、一本鎖の長い前駆体より生合成されることが明らかになって

いる 20,21。piRNAの生成合成過程は、一次生成過程と、一次生成過程に続いて起こる piRNA増幅

経路であるピンポンサイクルの２つに大別できる。以下にそれぞれの過程を説明する。 

 

②	 一次生成過程 

 

	 一次生成過程は、「piRNAクラスタ」と呼ばれる、転移能力を失ったトランスポゾンの残骸が

集積したゲノム領域から RNAポリメラーゼⅡにより長い一本鎖 RNAが転写されることから始ま

る（図 1-4-3）。この piRNAクラスタは、マウスやショウジョウバエにおいて、次世代シークエ

ンサーを用いた piRNAの網羅的解析の結果見つかった。80 % 近くの piRNAは、全ゲノム中の数

十〜数百カ所程度の、ゲノム全体の約 1 % 程度にしか満たない領域に集中的にマッピングされ、

その領域が piRNAを産生するゲノム領域として piRNAクラスタと名付けられた 25,62。piRNAク

ラスタは一つあたり数 kb〜200 kbにも及び、各 piRNAはほぼランダムにマッピングされる。現

在までに見つかったクラスタのうちのほとんどは、ペリセントロメア領域と呼ばれるセントロメ

アと隣接する DNA領域か、テロメア領域に存在する。特に有名な piRNAクラスタとしては、P

因子を抑制する X染色体上の X-TAS (teromere associated sequence) や、gypsy、ZAM、Idefix

などのトランスポゾンを抑制する X染色体上のペリセントロメア領域に存在する flamencoと呼

ばれる領域が挙げられる 13。ショウジョウバエでは piRNAクラスタは二種類に大別でき、DNA

の両鎖から piRNAを産生する 2方向性クラスタと単方向性クラスタが知られている 13。また、最
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近の解析から単方向性クラスタの一群として、大 Maf転写因子 traffic jamというタンパク質をコ

ードする遺伝子の mRNAの 3’ UTRにもクラスタが存在することが明らかとなった 63。 

 

	 piRNAクラスタからの転写には、Heterochromatin protein1 (HP1) のパラログであるRhinoや、

Cutoff等の因子が必須であるということが、最近の研究で明らかにされている 64,65。piRNAクラ

スタから転写された長い piRNA前駆体は、Zucchini (Zuc) と呼ばれるエンドヌクエアーゼ等によ

り適当な長さに切断された後、5’末端塩基がウラシル（1U）の piRNA前駆体が選択的にある種の

PIWIタンパク質と結合する 66,67。その後、Trimmerと呼ばれる Mg2＋依存的なエキソヌクレアー

ゼにより 3’末端が削られ、最終的に 3’末端の 2’OH基がメチル化され（2’OMe修飾）、成熟 piRNA

となる 68,69。この 2’OMe修飾反応は Hen1と呼ばれる Mg2＋依存的な RNAメチルトランスフェラ

ーゼによって行われる。また、3’末端が適切な長さまで削られる為には PAPIと呼ばれるタンパク

質が必要である 70,71。 

 

	 現在のところ、2012年に報告された Zucのみが piRNAの一次生成過程に関与するエンドヌク

レアーゼとして明らかになっている。Zucはもともと雌不妊の原因遺伝子としてショウジョウバ

エの遺伝的スクリーニングで同定された因子である。Mitochondrial phospholipase D (PLD) サブ

ファミリーに属し、ミトコンドリア外膜に局在し、ダイマーとして機能する。piRNA前駆体はあ

る決まった構造や配列を持たないと考えられており、Zucがどのようにして piRNA前駆体と他の

RNA転写物を見分けているのかは明らかではない。現在までに、Zucは、DEAD-boxヘリカーゼ

である Armitage (Armi) や Ybといった piRNAの一次生成経路への関与が示唆されている因子な

どと共同してはたらいていることが示唆されている 72,73。さらに、ショウジョウバエにおける近

年の研究で、核外輸送に関与するDEAD-boxヘリカーゼであるUAP56がRhinoと共局在したり、

nuage上に局在したりしていることや、piRNA前駆体と結合していることが明らかになった。こ

れらのことを踏まえると、複数の piRNA関連因子らが結合・共同することによって、piRNA前駆

体を他のRNAと区別するためにはたらきつつ piRNA生合成経路へと誘導しているのではないか、

と考えられている 64,74。 

 

	 ショウジョウバエの三種類の PIWIタンパク質（Piwi、Aub、AGO3）や、マウスの三種類の PIWI

タンパク質（Miwi、Miwi2、Mili）、ゼブラフィッシュの二種類の PIWIタンパク質（Ziwi、Zili）お

よびカイコの二種類の PIWIタンパク質（Siwi、BmAgo3）のうち、Piwi、Aub、Miwi、Mili、Ziwi、

Siwiには 1U piRNAが結合することが分かっている（1Uバイアス~80 %）。In vitroの実験では、

Zucが RNAを切断する際には塩基特異性が無く、ランダムに切断することが分かっているので、
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piRNAに 1Uが多いのは、未だ明らかになっていない因子の影響や、PIWIタンパク質に存在する

5’結合ポケットの選択性によると考えられている 66,67。前述したように、1Uのガイド RNAと選

択的に結合する性質は PIWIタンパク質に限ったことではなく、ショウジョウバエの AGOタンパ

ク質や植物の AGOタンパク質等でも見られる現象である。PIWIタンパク質においても、何故そ

れほどまでに 1Uの piRNA前駆体との結合が好まれるのか、ということに関しては、明確な答え

が得られていない。 

 

③	 ピンポンサイクル 
 

	 一方、ピンポンサイクルは一次生成過程に続いて起こる piRNAの増幅過程であり、二種類の

PIWIタンパク質の切断活性に基づいて行われる。PIWIタンパク質も他の AGOタンパク質と同様

に、結合 piRNAの 5’末端から 10番目と 11番目の塩基の間で標的 RNAを切断する。ピンポンサ

イクルでは、一方の PIWIタンパク質に結合した piRNAをガイドとして相補的な RNAが認識お

よび切断され、その切断産物が新たな piRNA 前駆体となり、他方の PIWIタンパク質と複合体を

形成する。その後、Trimmerにより 3’ 末端が削られ、3’末端に 2’OMe修飾が入り、成熟 piRNA

となる（図 1-4-4）。このようにして、ピンポン（卓球）のラリーのように PIWIタンパク質と piRNA

の複合体が標的の間を行き来することで piRNAが増幅する仕組みをとることから、ピンポンサイ

クルと名付けられた。このピンポンサイクルは、1塩基目から 10塩基目までの配列が完全に相補

的なpiRNAが存在すること（10塩基オーバーラップ）と、1U piRNAと10塩基目がアデニン（10A）

の piRNAの対が多い（1U/10Aバイアス）という配列上の情報から提唱されたモデルであるが、

生化学的な実証は未だ行われていない 13,48,64（図 1-4-5）。 
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図 1-4-1.	 PIWIタンパク質と AGOタンパク質 
PIWI タンパク質と AGO タンパク質、およびそれぞれに結合する小分子 RNA の特徴を示した。
siRNAは二本鎖 RNA、miRNAはヘアピン RNAから作られるのに対し、piRNAはその前駆体が一
本鎖である。また、piRNAは siRNAや miRNAよりも長く、発現場所も生殖巣に限定される。 

サブファミリー

タンパク質  
PIWI AGO 

結合小分子 piRNA siRNA miRNA 

長さ (塩基) 23-30 21-22 21-22 

前駆体 一本鎖 RNA 二本鎖 RNA ヘアピン RNA 

発現組織 生殖巣 恒常的 恒常的 

機能 
トランスポゾン 

制御 

トランスポゾン・ 

ウイルス制御 

遺伝子発現 

制御 
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図 1-4-2.	 ヒトにおける RNAサイレンシングの模式図 

依田真由子博士により作成された図である。 



 18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-4-3.	 一次生成過程 
piRNA クラスタから長い一本鎖 RNA が転写され、Zucchini と呼ばれるエンドヌクエアーゼ等に
より断片化された後、1Uの piRNA前駆体が選択的にある種の PIWIタンパク質と結合する。その
後、Trimmerにより 3’ 末端が削られ、最終的に 3’末端が 2’OMe修飾され、成熟 piRNAとなる。 
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図 1-4-4.	 ピンポンサイクル 
ピンポンサイクルは、二種類の PIWIタンパク質の切断活性に基づく。一方の PIWIタンパク質に
結合した piRNA をガイドとして相補的な RNA が認識および切断され、その切断産物が新たな 
piRNA 前駆体となり、他方の PIWIタンパク質と複合体を形成し、成熟 piRNAとなる。それぞれ
の PIWIタンパク質に結合する piRNAどうしが、10塩基オーバーラップと 1U/10Aバイアスの特
徴を持つ。 
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図 1-4-5.	 10塩基オーバーラップと 1U/10Aバイアス 
図 1-4-4の切断サイトを拡大した。PIWIタンパク質は、結合した piRNAの 10番目と 11番目の
塩基の間で標的 RNAを切断する。また、一次生成過程でできる piRNAの 5’末端塩基は Uである
ものが 80 % 近くを占める。ピンポンサイクルで生成された piRNAどうしは 10塩基オーバーラ
ップと 1U/10Aバイアスの特徴を持つ。 
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(５) ショウジョウバエにおける piRNA研究 
 

	 piRNAはショウジョウバエの卵巣においてもっともよく調べられている。ショウジョウバエに

は Piwi、Aub、AGO3の三種類の PIWIタンパク質が存在し、Aubと Ago3は生殖細胞で発現し、

細胞質の特に nuageに局在する。一方、Piwiは生殖巣の体細胞と生殖細胞に発現し、核に局在す

る 13,75,76。Piwiや Aubに結合する piRNAはトランスポゾンのアンチセンス鎖に由来し、5’末端の

塩基が Uである piRNAが多いことが明らかとなっている。一方、AGO3に結合する piRNAはト

ランスポゾンのセンス鎖に由来し、10塩基目が Aであるものが多い。そして Piwiには AGO3の

15倍、Aubには AGO3の 6.4倍の piRNAが結合している 75。また、配列解析より、Aubに結合

する piRNAと AGO3に結合する piRNAは、5’末端から 10塩基において相補性を示す対が多く存

在し、Aubと AGO3の間でピンポンサイクルが動いているというモデルが提唱されている。一方、

Piwiに結合する piRNAは主に一次産生経路によって生成されると考えられている。従って、Piwi

のみが発現する生殖巣の体細胞では、ピンポンサイクルが動いていないことが判明している 75,76。 

 

	 piRNAを生化学的に解析するためのツールとして、大きな役割を果たして来たものの一つに、

ショウジョウバエの体細胞に由来する培養細胞、OSC（Ovarian Somatic Cell）がある 63,77。2009

年以降、OSC細胞が piRNAを発現する培養細胞であることが示され、OSC細胞を用いた piRNA

研究が行われてきた。しかしながら、OSC細胞には三種類存在するショウジョウバエの PIWIタ

ンパク質のうち Piwiしか発現しておらず、ピンポンサイクルが動いていないため解析できる経路

には限界がある。 

 

	 ショウジョウバエ以外のモデル生物としては後述するカイコや、マウス、ゼブラフィッシュ、

カエル等が挙げられる。マウスでは、Miwi2、Miwi、Miliの三種類の PIWIタンパク質が発現して

おり、Miwi2と Miliの間でピンポンサイクルが動いている。Miliにはトランスポゾンのアンチセン

ス鎖に由来する 1U piRNAが結合し、Miwi2にはトランスポゾンのセンス鎖に由来する 10A piRNA

が結合する。 

 
(６) piRNA経路関連遺伝子 

 

	 これまでPIWIタンパク質の生化学的特徴や piRNAの生合成機構について述べてきたが、piRNA

経路には他の多くのタンパク質が関与することが示されており、ここではそれらの因子について

簡単に触れる。 

	 質量分析の結果、PIWIタンパク質のアルギニン残基が翻訳後修飾を受けることが分かり、その
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修飾には arginine methlytransferase 5 (dPRMT5) が関与すること明らかになった。PIWIタンパ

ク質は、N 末端領域にアルギニンとグリシンからなるドメイン（RG ドメイン）が存在し、その

ドメインが dPRMT5により対称性ジメチル化修飾（Symnetrc dimethyl arginine (SDMA) 修飾）

される 78。ショウジョウバエの Aub や AGO3 は、SDMA 特異的な結合能を持つ一群の Tudor タ

ンパク質と、SDMA修飾依存的に相互作用する 79。例えば、Aubや AGO3は Tudorタンパク質の

一種である「Tudor」(Tud) と sDMA 依存的に相互作用するのだが、Tud に変異のあるショウジ

ョウバエでは、結合する piRNAの量や配列に変化がみられた。その他、これまでに、ショウジョ

ウバエの Tudorタンパク質として、Papi、Qin（Kumo）、Teja (Tej)、Spindle E (Spn-E)、Yb、Brother 

of Yb (BoYb)、Sister of Yb (SoYb)、Vreteno (Vret)、Krimper (Krimp)、dSETDB1等多数報告され

ており、piRNA経路への関与も示され、変異体を用いた実験等からそれぞれの機能の解析も行わ

れているが、ここでは詳細は省略する。現在までの研究より、Tudorタンパク質は PIWIサブファ

ミリータンパク質に結合する piRNAの「質」や「種類」を制御する、ピンポンサイクルの「プラ

ットフォーム」としてはたらく重要な因子であると考えられる。 

 

	 その他、前述した Zucや Armi、DEAD-box ヘリカーゼである Vasa、ヌクレアーゼである Squash 

(Squ) や Maelstorm (Mael) と呼ばれる因子等がいずれも piRNA経路へ関与することが示唆され

ている 80。このように piRNA経路には様々な因子が時間的、空間的な違いを持ちながら関与して

いることが多数報告されているものの、その全体像に関しては未だ混沌としている。 

 

(７) 本研究の目的 

 

	 siRNAや miRNAについては生化学的な解析も進み、生合成経路も明らかになってきたのに対

し、piRNAの生化学的機能に関する直接的な研究例は難航を極めていた。その要因は、piRNAの

発現が生殖巣に限られているため多量のタンパク質抽出液の調製が困難であることや、ピンポン

サイクルが動いている生殖細胞由来の培養細胞を見つけられていなかったことにあった。OSC細

胞には Piwiという一種類の PIWIタンパク質しか発現せず、ピンポンサイクルが動いていないた

め、ピンポンサイクルに対する生化学的な実証は行われて来なかった。そんな中、東京大学大学

院農学生命科学研究科	 勝間進准教授の研究室と我々の研究室では、数年前よりカイコ卵巣由来

の培養細胞 BmN4に注目し、BmN4細胞が piRNAを発現し、かつ、ピンポンサイクルが動いて

いることを見いだし、共同で piRNAの生化学的解析をすすめてきた 69,81-83。 

	 BmN4細胞には Siwiと BmAgo3という２つの PIWIタンパク質が発現している。これまでの解

析から、Siwiにはトランスポゾンのアンチセンス鎖に由来する配列を持つ 1U piRNAが多く結合
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し、BmAgo3にはセンス鎖に由来する 10A piRNAが多く結合することが明らかになっている。そ

して Siwiと BmAgo3に結合する piRNA間で 10塩基オーバーラップと 1U/10Aバイアスを示す対

が多い。また、BmN4培養細胞抽出液（ライセート）を用いた in vitroの実験において、Siwiのみ

1U RNAと選択的に結合する性質を持ち、BmAgo3はそのような性質を持たないことが示されて

おり、両タンパク質間で、piRNAの 5’末端塩基の認識に違いがあることが分かっている 69。これ

らの解析結果より、カイコの piRNA経路でも Siwi-BmAgo3間でピンポンサイクルが動いている

と考えられている 81（図 1-7-1）。これらのことから、piRNA経路を研究する上で、BmN4細胞は

非常に重要なツールとなっている。 

 

	 さて、ピンポンサイクルのモデルから、Siwiに 1U piRNAが選択的に結合するのであれば、切

断によって生じる BmAgo3結合 piRNAの 10塩基目（Siwi 結合 piRNAの 1Uの向かいの塩基）

が Aになるのはごく当然のことのように思える。しかしながら、PIWIと同じく Argonauteファ

ミリーに属するヒトや出芽酵母の AGOタンパク質の結晶構造から、小分子 RNAの 5’末端塩基は

AGOタンパク質の 5’末端結合ポケットにより認識されていて、標的 RNAと塩基対を形成できな

い位置にあることが明らかになった 29,30,45 (図 1-7-2)。すなわち、BmAgo3に 10A piRNAが多い

のは、切断時に Siwiに結合する piRNAの 5’末端塩基の Uと塩基対を形成することによるのでは

ないのである。 

 

	 さらに、mRNAの 3’UTR領域において、ヒトの miRNAの標的サイトを網羅的に解析した結果、

miRNAの 5’末端塩基の向かいの標的 RNA塩基（t1）に Aが多いことが明らかになった。これも、

AGOタンパク質と結合するガイド RNAの 5’末端塩基に Uが多いことによらない。miRNAの 5’

末端が Uでない場合（すなわち、5’末端が Aや G、Cである miRNAに対する標的）でも、塩基

対を形成できる塩基よりも約 2倍、t1Aが多いことが明らかになっている 84,85。以上のことより、

AGOタンパク質自身が t1Aの標的 RNAを選択的に認識する性質を持つ可能性が考えられる。 

 

	 この性質を PIWIタンパク質に当てはめると、Siwiにより切断・生成された BmAgo3結合 piRNA

に 10Aが多いことから、Siwiにもヒト Ago2等と同様に t1Aの選択性が存在すると考えられる。

一方、Siwiに結合する piRNAの 10番目の塩基に明らかな偏りは見られないことから、BmAgo3

には標的 RNAの t1塩基の選択性は無く、ヒト Ago2等とは性質が異なることが予想される。こ

のように、ピンポンサイクルに関わる２つの PIWIタンパク質において t1Aの認識に違いがある

ことは、カイコに限った現象ではない。ショウジョウバエやマウス、ゼブラフィッシュにおいて

も、片方の PIWIタンパク質に結合した piRNAにのみ 10Aのバイアスが見られることより、やは
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り二種類の PIWIタンパク質間で t1Aの選択性に違いがあることが想定され、種間で保存された

性質であることが予想できる。 

 

	 そこで私は、BmN4細胞に発現する２つの PIWIタンパク質、Siwiと BmAgo3の t1塩基の選択

性の違いに注目し、この違いが何によるものであるのかを生化学的に検証するために本研究を行

った。 
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図 1-7-1.	 カイコにおける piRNA生合成過程 
一次生成過程では 1U piRNA 前駆体が選択的に Siwi と結合し、成熟 piRNA となる。続いてピン
ポンサイクルでは Siwi に結合した piRNA と相補的な標的が切断され、BmAgo3 と結合し、成熟
piRNAとなる。Siwiと BmAgo3に結合する piRNAどうしは 10塩基オーバーラップと 1U/10Aバ
イアスの特徴を持つ。 
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図 1-7-2.	 AGOタンパク質の 5’末端結合ポケットによる RNAの 5’塩基の認識 
(a) 小分子 RNAの 5’末端塩基は AGOタンパク質の 5’末端結合ポケットにより認識されていて、
標的 RNA と塩基対を形成できない位置にあることがヒトや出芽酵母の結晶構造解析により明ら
かになった。 
(b) seed配列をたよりに mRNAの 3’UTR領域の標的サイトを網羅的に解析した結果、miRNAの
5’末端塩基に関わらず、5’末端塩基の向かいの標的 RNA塩基（t1）に Aが多いことが明らかにな
った。 

a 

b 
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II. 結果 
 

(１) ヒト Ago2は t1Aの選択性を持つ 
 

	 予てよりヒトにおいて、miRNA の 5’末端塩基に関わらず、miRNA の 5’末端塩基の向かいの標

的 RNA 塩基 (t1) に A が多いことが網羅的な標的 RNA 解析により明らかになっている。しかし

ながら未だに、ヒト Ago2 が実際に t1A を選択的に切断する様子を生化学的に解析した研究は無

い。そこで著者は、まずヒト Ago2の t1Aの選択性が in vitroの切断アッセイによって観察できる

かどうか確かめた。 

 

	 以下に示すようなガイドRNAとパッセンジャーRNAを用いて、それらの5´末端をリン酸化し、

ガイド RNAとパッセンジャーRNAをアニールさせて二本鎖 siRNA前駆体様の、完全に相補的な

二本鎖 RNAを作成した。FLAG-ヒト Ago2をヒト由来の培養細胞 HEK293Tに一過的に過剰発現

し、ライセートを作成し、ライセートと二本鎖 RNAを 37 ℃で 30分間インキュベートすること

でヒト Ago2 に RNA を取り込ませ、RISC を形成させた。その後、ライセート中に t1 塩基が A、

U、G、Cのいずれかの 5’キャップ構造を放射性ラベルした標的 RNAを加え、切断アッセイを行

った。標的 RNAは、pGL3 basicベクターを鋳型とし、T7配列を持つプライマーと標的配列を含

むプライマーを用いて転写した後、30 % ホルムアミド+7 M尿素を含む 6 % ポリアクリルアミ

ド変性ゲルで電気泳動して目的の RNA 転写物を切り出し、ScriptCapTM m7G Capping System 

(cell script) により 5’キャップ構造に放射性標識を入れた後、再びゲル切り出しを行うことで目的

の標的 RNAのみを得た。 

 

	 それぞれの切断効率の指標として、「Fraction target cleaved」の割合を、「Cleaved」のバンド

の強度を「Cleaved」と「Target」のバンドの強度の和で割ることで算出した (図 2-1-1)。そして

t1 塩基とその切断効率を比較した。独立した複数回の切断アッセイを行った結果、図 2-1-2 に示

されるように、ガイド RNAの 5’末端塩基が Aであるにも関わらず、t1Aの標的 RNAの切断効率

が他のものに比べて高いことが観察された。統計処理を行った場合も、t1Aとその他の t1塩基に

よる切断効率の間には、優位差が存在した。この結果は、AGOタンパク質による t1Aの選択性は、

ガイドの一塩基目と t1塩基の塩基対によらないことを強く示唆する結果であった。尚、今回の実

験に用いたガイド RNAは、後述する BmAgo3に結合する 1A piRNAの、5’末端より 21塩基と同

じ配列である。用いた 4種類の標的 RNA (標的 A3_1A_t1A、標的 A3_1A_t1U、標的 A3_1A_t1G、

標的 A3_1A_t1C) も後に BmAgo3の標的切断アッセイに用いる標的 RNAと同じ配列である。 
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標的 A3_1A 

A3_1A_t1A 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACA
AGACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCCCGCAGACAGCAAAUUCUCAUGCUUUACCUUUUAUA
CAACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1A_t1U 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACA
AGACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCCCGCAGACAGCAAAUUCUCAUGCUUUUCCUUUUAUA
CAACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1A_t1G 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACA
AGACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCCCGCAGACAGCAAAUUCUCAUGCUUUGCCUUUUAUA
CAACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1A_t1C 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACA
AGACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCCCGCAGACAGCAAAUUCUCAUGCUUUCCCUUUUAUA
CAACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 
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図 2-1-1.	 ヒト Ago2を用いた標的切断アッセイの模式図 
FLAG-ヒト Ago2 を一過的に過剰発現した HEK293T 細胞より作成したライセートをと二本鎖
RNAを 37 ℃で 30分間インキュベートすることでヒト Ago2に RNAを取り込ませ、RISCを形
成させた。その後、ライセート中に t1 塩基が A、U、G、C のいずれかの 5’キャップ構造を放射
性ラベルした標的 RNA を加え、ライセート中で標的切断アッセイを行った。そして t1 塩基とそ
の切断効率を比較した。 
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図 2-1-2.	 ヒト Ago2による標的 A3_1Aの切断 
(a) ヒト Ago2を用いた標的 A3_1Aの切断のゲル写真。 
(b)  (a) をグラフ化した。「Fraction target cleaved」は「Cleaved」のバンドの強度を「Cleaved」
と「Target」のバンドの強度の和で割ることで算出した。 
(c) 15分後をグラフ化し、統計処理を行った。全体の分散分析に Analysis of variance (ANOVA)
の分散分析法を用い、t1Aとその他の t1塩基との切断効率の対比較には、Tukey検定を用いた。 

a 
 

b C 
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(２) Siwiは t1Aの選択性を持ち、BmAgo3は持たない 
 

	 BmN4 細胞に発現する piRNA の配列解析を行った結果、BmAgo3 に結合する piRNA に 10A 

piRNA が多いことから Siwi はヒト Ago2 と同様に t1A の選択性を持つことが予想される。一方、

Siwiに結合する piRNA塩基の 10番目に塩基の偏りが見られないことより、BmAgo3にはそのよ

うな選択性がないことが予想される。そこで、実際に in vitroで両 PIWIタンパク質の t1塩基の選

択性の違いが観察できるかどうか調べた。 

 

	 当初、ヒト Ago2で行ったように、ライセート中に任意のガイド RNAを取り込ませることによ

り切断アッセイを行うことを試みた。しかしながら FLAG-Siwiや FLAG-BmAgo3へのガイド RNA

取り込み効率が非常に低く、それを用いて切断アッセイを行うことは非常に困難であった。その

ため外部から RNAを取り込ませることを行わず、内在の piRNAに対する標的 RNAを用いること

により切断アッセイを行うことにした。 

 

	 以前、河岡慎平博士により行われた Siwiまたは BmAgo3に結合する piRNA配列の網羅的な解

析結果を用いて、Siwiまたは BmAgo3に結合する piRNAのうちリード数が多い 1U piRNA、1C 

piRNA、1A piRNA等をガイド piRNAとして選んだ 83。それぞれのガイド piRNA対する標的 RNA

について t1 塩基が A、U、G、C の４通りを作成し、5’キャップ構造に放射性標識を入れ、標的

RNAとして用いた。ガイド piRNAとして選択した piRNA配列と、それに対する t1塩基が A、U、

G、Cの標的RNAは配列表に示した通りである（標的S_1U、標的S_1C、標的S_1U2、標的A3_1U、

標的 A3_1C、標的 A3_1A）。本研究で用いた全ての標的 RNAは、(1) と同様の方法で作成されて

おり、pGL3 basic ベクターを鋳型とし、T7 配列を持つプライマーと標的配列を含むプライマー

を用いて転写した後、30 % ホルムアミド+7 M尿素を含む 6 % ポリアクリルアミド変性ゲルで

電気泳動して目的の RNA転写物を切り出し、ScriptCapTM m7G Capping System (cell script) によ

り 5’キャップ構造に放射性標識を入れた後、再びゲル切り出しを行うことで目的の標的 RNAのみ

を得た。 
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標的 S_1U：Siwiに結合する 1U piRNAとそれに対する標的 RNA 
S_1U  
ガイドpiRNA 5'UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCC 3' 

S_1U_t1A 
5'GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGAACCUUUUAUACAAC
CGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

S_1U_t1U 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGUACCUUUUAUACAAC
CGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

S_1U_t1G 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGGACCUUUUAUACAAC
CGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

S_1U_t1C 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGCACCUUUUAUACAAC
CGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

 

S_1C：Siwiに結合する 1C piRNAとそれに対する標的 RNA 
S_1C 
ガイドpiRNA 5'CAAUCACCAUAGAAUUAACCCACUGAGU 3' 

S_1C_t1A 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCACUCAGUGGGUUAAUUCUAUGGUGAUUAACCUUUUAUACA
ACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

S_1C_t1U 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCACUCAGUGGGUUAAUUCUAUGGUGAUUUACCUUUUAUACA
ACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

S_1C_t1G 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCACUCAGUGGGUUAAUUCUAUGGUGAUUGACCUUUUAUACA
ACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

S_1C_t1C 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCACUCAGUGGGUUAAUUCUAUGGUGAUUCACCUUUUAUACA
ACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

 

S_1U2：Siwiに結合する 1U piRNAとそれに対する標的 RNA 
S_1U2 
ガイドpiRNA 

5'UGUUGCAAUUCCCACGACUGACGUACA 3' 

S_1U2_t1A 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCUGUACGUCAGUCGUGGGAAUUGCAACAACCUUUUAUACAA
CCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

S_1U2_t1U 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCUGUACGUCAGUCGUGGGAAUUGCAACUACCUUUUAUACAA
CCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

S_1U2_t1G 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCUGUACGUCAGUCGUGGGAAUUGCAACGACCUUUUAUACAA
CCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

S_1U2_t1C 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCUGUACGUCAGUCGUGGGAAUUGCAACCACCUUUUAUACAA
CCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 
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標的 A3_1U：BmAgo3に結合する 1U piRNAとそれに対する標的 RNA 
A3_1U 
ガイドpiRNA 5'UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUC 3'  

A3_1U_t1A 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGACCUUUUAUACAACC
GUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1U_t1U 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGUCCUUUUAUACAACC
GUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1U_t1G 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGGCCUUUUAUACAACC
GUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1U_t1C 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGCCCUUUUAUACAACC
GUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

 

標的 A3_1C：BmAgo3に結合する 1C piRNAとそれに対する標的 RNA 
A3_1C 
ガイドpiRNA 5' CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAACC 3' 

A3_1C_t1A 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGGUUCCGGCGUGGUGCAUCUUUCUAUACCUUUUAUACAAC
CGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1C_t1U 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGGUUCCGGCGUGGUGCAUCUUUCUAUUCCUUUUAUACAAC
CGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1C_t1G 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGGUUCCGGCGUGGUGCAUCUUUCUAUGCCUUUUAUACAAC
CGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1C_t1C 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGGUUCCGGCGUGGUGCAUCUUUCUAUCCCUUUUAUACAAC
CGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

 

標的 A3_1A：BmAgo3に結合する 1A piRNAとそれに対する標的 RNA 

（(1) においてヒト Ago2のアッセイに用いた標的と同じ配列である） 
A3_1A 
ガイドpiRNA 

5'AAAAGCAUGAGAAUUUGCUGUCUGCGG 3' 

A3_1A_t1A 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCCCGCAGACAGCAAAUUCUCAUGCUUUACCUUUUAUACAAC
CGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1A_t1U 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCCCGCAGACAGCAAAUUCUCAUGCUUUUCCUUUUAUACAAC
CGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1A_t1G 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCCCGCAGACAGCAAAUUCUCAUGCUUUGCCUUUUAUACAAC
CGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1A_t1C 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAG
ACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCCCGCAGACAGCAAAUUCUCAUGCUUUCCCUUUUAUACAAC
CGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 
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	 著者は本研究に至るまで、ピンポンサイクルを生化学的に実証しようと、PIWIタンパク質を用

いた標的 RNA 切断条件の最適化を図るために、12 ヶ月に渡り様々な試行錯誤を続けてきた。ラ

イセートの作成方法や、使用するライセート量、免疫沈降後の洗いの条件、標的 RNAの放射性ラ

ベルの位置や、切断アッセイに用いるバッファーの塩濃度、切断時間等の検討の数々をここで簡

単に紹介する。当初、BmN4 ライセートをそのまま系に用いることで切断アッセイを行おうとし

たが、活性が非常に弱く、切断産物が検出できなかった。そこで、BmN4細胞に一過的に FLAG-Siwi

や FLAG-BmAgo3を過剰発現し、ライセートを作成した。そのようにして作成したライセートか

ら抗 FLAG抗体と Protein G Magnetic beadsを用いて FLAG-Siwiまたは FLAG-BmAgo3を免疫

沈降した。しかしながら、それらの免疫沈降物により標的を切断することはできなかった。これ

は、トランスフェクション後 72時間では、過剰発現した FLAG-Siwiや FLAG-BmAgo3によるピ

ンポンサイクルが十分に動いておらず、piRNAが十分に増幅していないことによるのではないか、

と考えられた。そこで、恒常的に FLAG-Siwiや FLAG-BmAgo3を発現する BmN4細胞を樹立し、

それらより作成した大量のライセートより、FLAG-Siwiまたは FLAG-BmAgo3を抗 FLAG抗体と

Protein G Magnetic beadsを用いて免疫沈降した。そして、lysis bufferで 3回という弱い条件で

沈降物を洗った後、標的 RNA と数時間（Siwi の場合は 8 時間以上）インキュベートすることで

切断アッセイを行う系を確立した。lysis bufferで 3回という弱い条件で洗うのは、タンパク質の

性質上、塩濃度の高いバッファーで洗うと、beads自体から FLAG-Siwiや FLAG-BmAgo3外れて

しまうことによる。BmN4細胞における Siwi、BmAgo3の発現の様子と wash bufferによる影響

は図 2-2-1 に示した。また、放射性ラベルの位置に関しても、本研究で用いているような 5’キャ

ップ構造へのラベルの他に、キャップ構造を持たない標的 RNAの 5’末端のリン酸基にラベルを入

れたり、標的 RNAの切断部位付近に内部ラベルを入れたり様々な試行錯誤を行った。しかしなが

らいずれも、切断 RNA産物の検出効率を上昇させるに至らなかった。切断アッセイに用いるバッ

ファーに関しては、一般的にヌクレアーゼの活性に必要とされる二価の陽イオンとして Mg2+以外

にも Ca2+や Mn2+等の濃度条件を検討したが、激的に切断効率を上昇させるような条件を見つけ

られなかった。現在のところ、当実験で用いている条件が、著者が見つけられた最適条件である。

それでも、図 2-2-6 に示すように、大量のライセートを用いて長い時間をかけて切断アッセイを

行っても、用いた標的 RNAの数 % 程度しか切断されなかった。 

 

	 まず、標的 RNA がガイド piRNA の配列依存的に正しい位置で切断されていることを、切断産

物の長さと、ガイド RNAと相補的な配列を持つ 2’OMe修飾の入った RNA （competitor RNA）

を用いた実験で確認した（図 2-2-2）。2’OMe修飾を持つ competitor RNAは、ヌクレアーゼによ

る分解に耐性があり、RISCに切断されにくい RNAとして機能することが知られている。そのた
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め、もし標的 RNAがガイド piRNAの配列依存的に切断されているのであれば、competitor RNA

を加えるにつれて、RISCが competitor RNAを標的として認識する割合が増え、その結果、放射

性ラベルされた標的 RNA の切断は低下していく様子が観察されるはずである。Siwi に結合する

1U piRNAに対する標的（標的 S_1U） の切断アッセイ系に 1U piRNAに対する competitor RNA

を加えると、標的 RNA の切断効率は低下した。対して、無関係な配列を持つ 2’OMe 修飾 RNA

を加えても、標的 RNAの切断効率には変化が無かった。同様に、BmAgo3に結合する 1A piRNA 

に対する標的（標的 A3_1A）の切断アッセイ系に 1A piRNAの competitor RNAを加えると、標

的 RNAの切断効率は低下し、無関係な 2’OMe修飾 RNAを加えても、標的 RNAの切断効率には

変化が無かった。これらのことより、標的 RNA がガイド piRNA の配列依存的に切断されている

ことが確認できた（図 2-2-3）。 

 

	 続いて、標的 S_1U、標的 S_1C、標的 S_1U2それぞれにおいて、t1が A、U、G、Cの 4種類

の標的 RNAと、Siwiをインキュベートし、t1塩基と切断効率を比較した。また、標的 A3_1U、

標的 A3_1C、標的 A3_1Aそれぞれにおいて、t1が A、U、G、Cの 4種類の標的 RNAと BmAgo3

をインキュベートし、t1塩基と切断効率を比較した。「Fraction target cleaved」は「Cleaved」の

バンドの強度を「Cleaved」と「Target」のバンドの強度の和で割ることで算出した。それぞれの

グラフは独立した 3回のアッセイ結果に基づいて作成された（図 2-2-4、図 2-2-5、図 2-2-6）。 

 

	 図 2-2-5 に示すように、統計処理を行った結果、Siwi は標的 S_1U、標的 S_1C、標的 S_1U2

のいずれの標的を用いても t1Aを優位に選択的に切断していることが分かった。対して、BmAgo3

に関しては標的 A3_1U、標的 A3_1C、標的 A3_1Aのいずれの標的 RNAを用いても t1塩基の選

択性は特に見られなかった。尚、特に Siwiは切断効率が低く、切断産物が見られるには、平均し

て 8時間にもわたる標的 RNAとのインキュベートが必要であったため、一点で測定している。 
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図 2-2-1. ウェスタンブロット法による発現とWash条件の確認 
(a) 恒常的に FLAG-Siwiまたは FLAG-BmAgo3を発現した BmN4細胞よりライセートを作成し、
抗 FLAG抗体を用いて IPすることにより、その発現を確認した。 
(b) 抗 FLAG抗体を用いて IPを行う際の Washに含まれる塩濃度（Na+）を上げることにより、

beadsに結合するタンパク質が減少した。 

b a 
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図 2-2-2.	 切断産物の長さの確認 
BmAgo3を用いて 182塩基の標的 A3_1A を切断した。マーカーを比較した結果、目的の 117塩
基付近に切断産物が見られた。 
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図 2-2-3.	 Competitorによる切断の確認 
Siwiによる切断は標的 S_1Uを用い、BmAo3による切断には標的 A3_1Aを用いた。それぞれの
competitor RNAを加えた結果、Siwiでは、S_1U competitor RNAを加えた時、BmAgo3では A3_1A 
competitor RNAを加えた時に切断産物が見られなくなった。 
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図 2-2-4.	 Siwi、BmAgo3を用いた切断アッセイの模式図 
恒常的に FLAG-Siwi や FLAG-BmAgo3 を発現する BmN4 細胞から作成したライセートより、抗
FLAG抗体にを用いて FLAG-Siwiまたは FLAG-BmAgo3を免疫沈降した。lysis bufferで 3回洗っ
た後、いずれかの標的 RNAと数時間インキュベートすることで切断アッセイを行った。 
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図 2-2-5.	 Siwi、BmAgo3による切断アッセイのゲル写真 
(a) Siwiにより、左から標的 S_1U、標的 S_1C、標的 S_1U2を切断した。 
(b) BmAgo3により、左から標的 A3_1U、標的 A3_1C、標的 A3_1Aを切断した。 

a 

 b 
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図 2-2-6.	 図 2-2-5の結果のグラフ化と統計処理 
「Fraction target cleaved」は図 2-2-6の「Cleaved」のバンドの強度を「Cleaved」と「Target」
のバンドの強度の和で割ることで算出した。全体の分散分析に Analysis of variance (ANOVA)の分
散分析法を用い、t1Aとその他の t1塩基との切断効率の対比較には、Tukey検定を用いた。その
結果、Siwi では t1A 塩基とそれ以外の塩基で優位な切断効率の差が見られた (a)。BmAgo3 では
標的 A3_1Cを用いた場合の t1Uと t1Gの以外では優位な切断効率の差は見られなかった (b)。 

a 

b 
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	 前述したように、PIWI タンパク質はその性質上、ヒト Ago2 のように外からガイド RNA を取

り込ませて切断アッセイをする系を確立できなかった。ここで、内在の piRNAを用いて標的 RNA

切断アッセイを行う場合に問題となるのは、PIWI タンパク質に結合する piRNA はその配列と長

さの両方において非常に多様であることである。Siwi や BmAgo3 に結合する piRNA も例外では

なく、非常に多様であることが分かっており、類似配列を持つ piRNAが切断アッセイに与える影

響を考慮しなければならない。piRNA が標的 RNA を切断するには標的 RNA が piRNA の 2 塩基

目から 22塩基目にかけての 21塩基が完全に相補的でなければならないとされている 86。この結

果を参考に、Siwiや BmAgo3それぞれに結合する piRNAのうち、上の実験で用いたガイド piRNA

と 21塩基にわたり完全に一致し、標的 RNAを切断し得る piRNAを探した。その結果、以下の表

に示すような piRNAの候補が見つかった。 

 

S_1Uガイド piRNAの類似配列（標的 S_1Uを用いた切断アッセイ） 
順位-リード数 配列 切断様式 
>1-87260 
（S_1Uガイド pi RNA） 

UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCC 標的 RNAの切断 

>5-19049 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCC 	  
>6-18610 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCCC 	  
>26-7919 AUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCC t1Aが切れる 
>76-4751 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUC 	  
>178-3124 CUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCC 

 
>342-2269 AUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCC t1Aが切れる 
>1359-1054 AUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCCC t1Aが切れる 
>1446-1010 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCCA 	  
>1630-933 CUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCCC 

 
>2024-821 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCA 	  
>2250-771 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAU 	  
>2268-766 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCCCC 	  
>2311-757 AUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUC t1Aが切れる 
>3600-570 CUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCC t1Aが切れる 
>5329-436 CUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCC 

 
>7477-339 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAU 	  
>9188-289 ACUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCC 	  
>12536-226 GUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCC 	  
>13958-206 AAUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCC t1Uが切れる 
>14128-204 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCU 	  
>15833-186 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCA 	  
>17562-170 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUACCCC 	  
>19105-158 CCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCC 	  
>19778-154 CUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCC t1Aが切れる 
>23392-132 ACAGUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGU 

 
>25231-124 GUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUC t1Aが切れる 
>25366-123 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCCCA 	  
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S_1Cガイド piRNA の類似配列（標的 S_1Cを用いた切断アッセイ） 
順位-リード数 配列 切断様式 
>19-9573 
（S_1Cガイド pi RNA） 

CAAUCACCAUAGAAUUAACCCACUGAGU 標的 RNAの切断 

>1357-1054 CAAUCACCAUAGAAUUAACCCACUGAG 	  
>1489-989 CAAUCACCAUAGAAUUAACCCACUGAGUU 	  
>3554-573 CAAUCACCAUAGAAUUAACCCACUGAGUC 	  
>4143-520 ACAAUCACCAUAGAAUUAACCCACUGAGU t1Gが切れる 
>5053-453 CAAUCACCAUAGAAUUAACCCACUGAGC 	  
>23668-131 AAUCACCAUAGAAUUAACCCACUGAGU 

 
 

S_1U2ガイド piRNAの類似配列（標的 S_1U2を用いた切断アッセイ） 
順位-リード数 配列 切断様式 
>2-28399 
(S_1U２ガイド pi RNA) TGTTGCAATTCCCACGACTGACGTACAC   

>16-10131 TGTTGCAATTCCCACGACTGACGTACA   
>62-5263 TGTTGCAATTCCCACGACTGACGTACACC   
>1782-891 ATGTTGCAATTCCCACGACTGACGTACAC t1A が切れる 
>3284-606 TGTTGCAATTCCCACGACTGACGTAC   
>5725-413 ATGTTGCAATTCCCACGACTGACGTACA t1A が切れる 
>7220-348 TGTTGCAATTCCCACGACTGACGTACACA   
>9411-284 TGTTGCAATTCCCACGACTGACGTACAT   
>17746-168 TGTTGCAATTCCCACGACTGACGTACAA   
>18493-162 TGTTGCAATTCCCACGACTGACGTACC   
>18680-161 TGTTGCAATTCCCACGACTGACGTA   
>19872-153 TGTTGCAATTCCCACGACTGACGCACAC   
>24288-128 TGTTGCAATTCCCACGACTGACGTACCC   

 

A3_1Uガイド piRNAの類似配列（標的 A3_1Uを用いた切断アッセイ） 

順位-リード数 配列 切断様式 

>2-101505 
(A3_1Uガイド pi RNA) UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUC 標的 RNAの切断 

>6-47103 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCC 	  
>17-29347 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCC 	  
>100-10137 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAU 	  
>543-3157 CUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUC 

 
>755-2472 AUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUC t1Aが切れる 
>1057-1891 CUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCC 

 
>1124-1813 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCCC 	  
>1159-1775 CUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCC 

 
>1564-1414 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGU 	  
>2079-1118 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCA 	  
>2128-1095 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUA 	  
>2450-981 AUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCC t1Aが切れる 
>2796-886 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUA 	  
>3210-790 ACGGUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGU t1Aが切れる 
>4520-602 ACAGUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGU t1Aが切れる 
>6147-464 AUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCC t1Aが切れる 
>6354-449 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCA 	  
>6730-426 AAGGUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGU t1Aが切れる 
>8050-361 CUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCCC 

 
>8848-331 AUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAU t1Aが切れる 
>8969-327 CUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUC t1Aが切れる 
>9973-297 AACGUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGU 	  
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>11793-253 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCCA 	  
>11808-253 GUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUC t1Aが切れる 
>13780-219 CUUCGGUAGUATAGUGGUCAGUAU 

 
>14487-209 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUU 	  
>16001-190 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUACC 	  
>16090-189 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCU 	  
>16317-186 AAGUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGU t1Aが切れる 
>19678-156 UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAAA 	  
>20949-146 AAUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUC t1Aが切れる 
>23398-131 ACUUCGGUAGUATAGUGGUCAGUAUC 	  
>24413-126 CUCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCC t1Aが切れる 

 

A3_1Cガイド piRNAの類似配列（標的 A3_1Cを用いた切断アッセイ） 

順位-リード数 配列 切断様式 

>3-58635 
(ガイド A3_1CpiRNA） 

CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAACC 標的 RNAの切断	  

>57-13886 CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAAC 	  
>275-5316 CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAACCC 	  
>499-3323 AUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAACC 

 
>1014-1958 CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAA 	  
>2462-977 ACAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAACC t1Gが切れる 
>3390-754 CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAACCU 	  
>4971-555 AUCCAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGA t1Gが切れる 
>5125-541 AUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAAC 

 
>5692-496 CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAACCA 	  
>6485-441 CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAAA 	  
>7894-367 AUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAACCC 

 
>10312-288 ACAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAAC t1Gが切れる 
>10465-283 CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAACA 	  
>14343-210 CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAACCG 	  
>18393-166 CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGA 	  
>19251-159 CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAAU 	  
>21994-140 AUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAACCGA 

 
>22356-137 CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAACU 	  
>24937-123 UCCAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAAC t1Gが切れる 
>25024-122 CAUAGAAAGAUGCACCACGCCGGAAAC 	  

 

A3_1Aガイド piRNA の類似配列（標的 A3_1Aを用いた切断アッセイ） 

順位-リード数 配列 切断様式 
>1-115680 
(ガイド A3_1A piRNA） AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGT 	  

>31-20480 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGG 	  
>373-4141 ACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGT  
>498-3324 AAACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGT t1Uが切れる 
>594-2926 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGTC 	  
>714-2563 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGTTC 	  
>898-2176 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGTT 	  
>1071-1876 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAG 	  
>1631-1366 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGC 	  
>2800-885 AAACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGG t1Uが切れる 
>2962-846 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGTA 	  
>4339-624 CAACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGT 	  
>5073-546 ACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGG  >7009-409 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGA 	  
>8417-346 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGTTCC 	  
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>8966-327 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGA 	  
>13598-221 AAAACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGT t1Uが切れる 
>14073-214 ACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGTTC  
>14682-206 TAACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGG t1Uが切れる 
>17071-179 GAACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGT t1Uが切れる 
>17551-174 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGTCA 	  
>17908-171 CAACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGG t1Uが切れる 
>19315-159 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGA 	  
>19515-157 ACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGTC  >20805-148 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGTAA 	  
>22561-136 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGC   
>25079-122 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGGTCC   
>25926-118 AACGGGAGATGTGGTGTTCGGGAGAT   

 

	 今回アッセイで用いたガイド piRNA と類似配列を持つ piRNA を厳密に見ていくと、いくつか

の piRNAは確かに t1Aの標的 RNAを優先的に切断し得る配列を持つ。しかしながら、注目した

ガイド piRNAと比較した場合、リード数が一桁以上少ないことや、類似配列を持つ piRNAが t1A

を優先的に切断するように作用しない場合（標的 S_1Cを用いた場合）であっても Siwiは t1Aを

優先的に切断していることが分かる。逆に、類似配列を持つ piRNAが t1Aを優先的に切断するよ

うに作用し得る場合（標的 A3_1A、標的 A3_1U、標的 A3_1Cを用いた場合）においても BmAgo3

は t1A の選択性に大差が見られないことが分かった。これらより、内在の PIWI タンパク質を用

いた in vitroのアッセイ系でも、Siwiは t1Aの標的 RNAを選択的に切断し、BmAgo3はそのよう

な選択性無く切断していることが再度裏付けられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 46 

(３) piRNAの網羅的な標的 RNA解析 
 

	 現在、共同研究先のマサチューセッツ州立大学、Phillip D. Zamore 博士の研究室の Visitting 

Student である Wei Wang 氏により、ショウジョウバエとカイコにおいて、ピンポンサイクルに

関わる 2種類の PIWIタンパク質の t1塩基の認識の違いを、網羅的にバイオインフォマティック

ス解析して頂いている。未発表データであるため、詳細の紹介は省略するが、まず、ショウジョ

ウバエやカイコにおいてピンポンサイクルに関与する二種類の PIWI タンパク質に結合する

piRNAについて、ピンポンサイクルのペアとなる組み合わせを網羅的に探した。そして、それぞ

れの piRNAペアにおいて、一方の piRNAの一塩基目の向かい側の塩基を調べることにより、t1A

の選択性を網羅的に解析した。その結果、ショウジョウバエにおいては Aub、カイコにおいては

Siwiが t1Aを選択的に認識している傾向が見られた。一方、ピンポンサイクルにおけるそれぞれ

の相手のPIWIタンパク質であるAGO3 、BmAgo3には t1Aの選択性が見られない。これは、in vivo

においても片方の PIWIタンパク質が t1Aを選択的に認識しているということを示す結果であり、

in vitroで著者が観察している結果と矛盾しない。 
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(４) Siwi、BmAgo3、ヒト Ago2の MID-PIWIドメインの発現 
 

	 ( 1 )〜( 3 ) により、ヒト Ago2と Siwiには t1Aの選択性があり、BmAgo3には無いことが示さ

れた。この t1Aの選択性の違いは、PIWIや AGOタンパク質自身の性質の違いによるのであろう

か。それとも別の因子の影響によるものであろうか。 

 

	 この疑問を確かめるため、まず、大腸菌を用いて GST-タグ付きのヒト Ago2、Siwi、BmAgo3

のリコンビナントタンパク質を発現した。当研究室の佐々木浩氏により、過去に全長の Siwi と

BmAgo3 のリコンビナントタンパク質の発現は試みられていたが、発現量が低い上、発現したタ

ンパク質の大半が不溶性画分に出てしまうため精製が困難であった。そこで、pGEX-6P-2ベクタ

ー（GE Healthcare）を用いて、ヒト Ago2、Siwi、BmAgo3タンパク質ドメインのうち、ガイド

RNA の結合と標的 RNA の切断に関与する MID-PIWI ドメインのみを GST タグ付きで発現した。

いずれのタンパク質もやはり大半が不溶性画分に出てしまうが、大量の大腸菌培養液からわずか

に可溶性画分に出たタンパク質を、少量の glutathione により溶出することにより精製した。いく

つかのコンストラクションを作成し、発現・精製効率を試行錯誤した結果、GST-ヒト Ago2 

(458-859) (72 kDa)、GST-Siwi (539-899) (67 kDa)、GST-BmAgo3 (565-926) (68 kDa)を以下の切

断アッセイに用いることになった (図 2-4-1)。精製したタンパク質は、その後カラム精製などは

一切行わずに直接切断アッセイに用いた。GST-ヒト Ago2 (458-859) は 1.82 µM、GST-Siwi 

(539-899) は 1.64 µM、GST-BmAgo3 (565-926) は 5.67 µMで精製できた。 尚、MID-PIWIドメ

イン部分のリコンビナントタンパク質でもガイド RNAを取り込むことができ、かつ標的 RNAが

切断できるということは、ショウジョウバエの AGO タンパク質によってなされた過去の実験に

基づく 87。 
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図 2-4-1.	  Siwi (539-899)、BmAgo3 (565-926) 、ヒト Ago2 (458-859) の発現 
(a) それぞれのリコンビナントタンパク質の発現に用いた領域の模式図。 
(b)	 精製した GST-Siwi (539-899) (67 kDa)、GST-BmAgo3 (565-926) (68 kDa)、GST-ヒト Ago2 
(458-859) (72 kDa) をウェスタンブロット法により確認した。 

a 

b 



 49 

(５) リコンビナントの Siwi、BmAgo3、ヒト Ago2は t1Aの選択性が無い 
 

	 当研究室における依田真由子博士や岩崎信太郎博士による先行研究や、過去の報告により、大

腸菌で発現したリコンビナント Ago2は、一本鎖 RNAは取り込むことができ、標的 RNAを切断

できるが、二本鎖 RNAは取り込むことができず、標的 RNAも切断できないことが分かっている
88-90。通常、細胞内で AGOタンパク質が二本鎖 RNAを取り込む場合は、Hsc70/Hsp90シャペロ

ンマシナリーが必要であるのだが、これはシャペロンが ATP の加水分解エネルギーを利用して

AGOタンパク質の構造変化を引き起こすことによって二本鎖 RNAを取り込む手助けをしている

ことによる、と考えられている 90。従って、シャペロンマシナリーの存在しないリコンビナント

の AGOタンパク質は、二本鎖 RNAを取り込むことができない。また、当研究室における Pieter 

Bas Kwak博士の研究により、AGOタンパク質の Nドメインは、二本鎖 RNAの末端に、ちょう

ど「くさび」を打ち込む様なかたちで作用することで、取り込んだ二本鎖 RNAを引きはがし、成

熟 RISC の形成に寄与していることが示されている 91。これらのことを踏まえ、今回 MID-PIWI

ドメインのみを発現したリコンビナントタンパク質には、シャペロンマシナリーを加えず、一本

鎖 RNAを取り込ませて標的 RNAを切断することにした。 

 

	 以下の表に、リコンビナントタンパク質によるアッセイに用いたガイド RNAと標的 RNAの配

列を示す。Siwi に結合する 1U piRNA や BmAgo3 に結合する 1U piRNA と同じ配列を持つ合成

RNAの 5’末端をリン酸化し、ガイド RNAとして用いた。 

 

 

 

 

標的 S_1U 
S_1U  
ガイド RNA 

5'UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUCCC 3' 

S_1U_t1A 
5'GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACA
AGACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGAACCUUUUAUA
CAACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

S_1U_t1U 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACA
AGACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGUACCUUUUAUA
CAACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

S_1U_t1G 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACA
AGACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGGACCUUUUAUA
CAACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

S_1U_t1C 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACA
AGACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGCACCUUUUAUA
CAACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 
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標的 A3_1U 

 

	 まず、精製した GST-Siwi (539-899) を用いてこのリコンビナントタンパク質が実際にガイド

RNAの配列と相補的な標的 RNAを認識し、正しい位置で切断できるかどうか確認した。GST-Siwi 

(539-899) と S_1Uガイド RNAを 25 ℃で 30分間インキュベートし、タンパク質にガイド RNA

を取り込ませた。それを用いて、まず、t1 Aの標的 RNA（S_1U_t1A）を切断したところ、時間

経過に従って切断産物が増加する様子が観察できた。この切断産物は標的 RNA と GST-Siwi 

(539-899) のみ反応させた場合や、無関係な配列を持つガイド RNA を取り込ませた GST-Siwi 

(539-899) と反応させた場合には観察されなかった（図 2-5-1）。さらに、GST-Siwi (539-899) に

よって標的 S_1Uを切断した時に見られた切断産物の長さは、( 2 ) で内在の Siwiを用いて標的

S_1Uの切断アッセイで見られた切断産物の長さと同じであった（図 2-5-1）。これらの結果より、

MID-PIWI部分のリコンビナントタンパク質は、結合したガイド RNAと相補的な配列を持つ標的

RNAを正しい切断位置で切断していることが確認できた。 

 

	 続いて、精製した GST-ヒト Ago2 (458-859)、GST-Siwi (539-899)、GST-BmAgo3 (565-926)

それぞれと、S_1Uガイド RNAや A3_1Uガイド RNAを 25 ℃で 30分間インキュベートし、タ

ンパク質にガイド RNAを取り込ませた。それらを用いて t1塩基が A、U、G、Cである標的 RNA

を切断した。その結果、( 2 ) で Siwiは t1Aの選択性が観察されたこととは対照的に、GST-Siwi 

(539-899) のリコンビナントタンパク質では t1Aの選択性は観察されなかった。ヒト Ago2も、( 1 ) 

で内在のヒト Ago2 を用いて切断アッセイを行った際には t1A の選択性が観察されたのにも関わ

らず、GST-ヒト Ago2 (458-859) リコンビナントタンパク質を用いた場合は観察されなかった（図

2-5-2、図 2-5-3）。 

	  

 
 

A3_1U 
ガイド RNA 

5'UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUC 3'  

A3_1U_t1A 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACA
AGACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGACCUUUUAUAC
AACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1U_t1U 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACA
AGACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGUCCUUUUAUAC
AACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1U_t1G 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACA
AGACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGGCCUUUUAUAC
AACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 

A3_1U_t1C 
5’GUCACAUCUCAUCUACCUCCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACA
AGACAAUUGCACUGAUCAUGAACUCCUCUCUUCGAUACUGACCACUAUACUACCGAAGCCCUUUUAUAC
AACCGUUCUACACUCAACGCGAUGUAAAUCUAUAGUGUCACCUAA 3' 
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図 2-5-1.	 GST-Siwi (539-899) による標的 RNA切断認識 
(a) GST-Siwi (539-899) に、t1 Aの標的 RNA（S_1U_t1A）を用いて切断アッセイを行った。S_1U
ガイド RNAを取り込ませ多場合のみ時間経過に従って切断産物が増加する様子が観察できた。 
(b) 左端が内在の Siwiを用いて行った切断アッセイであり、右端が GST-Siwi (539-899) を用いて
行った切断アッセイである。ともに標的 S_1U を用いた。観察された切断産物の長さは同じであ
った。 

a 

b 
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図 2-5-2.	 リコンビナントタンパク質による標的切断のゲル写真 
(a) Siwi (539-899) による標的 S_1Uの切断。 
(b) BmAgo3 (565-926) による標的 S_1Uの切断。 
(c) ヒト Ago2 (458-859) による標的 A3_1Uの切断。 

a 

b 

c 
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図 2-5-3.	 リコンビナントタンパク質による標的切断のグラフ 
(a)  Siwi (539-899) による標的 S_1Uの切断。 
(b)  BmAgo3 (565-926) による標的 S_1Uの切断。 
(c) ヒト Ago2 (458-859) による標的 A3_1Uの切断。 

c 

b a 
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(６) ヒト Ago2の t1Aの選択性にはライセート中の因子が関与する 
 

	 ヒト Ago2 におけるここまでの結果をまとめると、HEK293T 細胞に一過的に過剰発現した

FLAG-ヒト Ago2を用いてライセート中で標的 RNAを切断すると、t1Aの選択性が観察できた。

しかしながらヒト Ago2 の MID-PIWI ドメインのリコンビナントタンパク質では t1A の選択性は

観察されなかった。この違いは、用いたヒト Ago2 のドメインの違いに因るのではないかという

仮定のもと、HEK293T細胞に MID-PIWIドメインのヒト Ago2を過剰発現し、そこから作成した

ライセートを用いることで t1Aの選択性が観察できるかどうか調べることにした。HEK293T細胞

に過剰発現する際に用いた MID-PIWI ドメイン領域は、リコンビナントタンパク質を発現する際

に用いた MID-PIWI ドメイン領域と同一である。尚、ここでまずヒト Ago2 を用いて実験をすす

めていくことにしたのは、図 2-2-5に示されるように、Siwiでは 8時間にわたって標的 RNAとイ

ンキュベートしても非常に切断効率が悪いためである。 

 

	 HEK293T細胞に一過的に FLAG-ヒト Ago2 (458-859) を過剰発現し、ライセートを作成した。

ライセート中には内在の全長ヒトAgo2も発現しているため、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降し、

塩濃度の高いウォッシュバッファー（0.8 M NaClと 1 % Triton X-100 (WAKO) を含む 1× lysis 

buffer） で 3 回洗うことによりできるだけ他の因子を除き、ヒト Ago2 (458-859) のみを濃縮し

た。その後、1× lysis buffer で３回洗った上で、FLAG-ヒト Ago2 (458-859) とガイド RNA

（A3_1A_siRNAguide） を 37 ℃で 30分間インキュベートすることでガイド RNAを取り込ませ

た。さらにその後、lysis bufferで 3回洗うことにより、FLAG-ヒト Ago2 (458-859) に取り込ま

れなかったガイド RNAを取り除いた。そして、標的 A3_1Aを加えて切断アッセイを行った。そ

の結果、t1Aの選択性は見られなかった（図 2-6-1、図 2-6-2）。 

 

	 また、比較のため、HEK293T細胞に一過的に全長の FLAG-ヒト Ago2を過剰発現し、ライセー

トを作成し、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降した。そして FLAG-ヒト Ago2 (458-859) で行った

のと同様に、塩濃度の高いウォッシュバッファーと 1× lysis buffer で３回洗った上で、ガイド

RNA（A3_1A_siRNAguide）を取り込ませ、RISC を形成させた。その後、lysis buffer で 3 回洗

うことにより、ヒト Ago2 に取り込まれなかったガイド RNA を取り除き、標的 A3_1A を用いて

切断アッセイを行った。その結果、やはり t1A の選択性は見られなかった (図 2-6-4	 左)。すな

わち、ライセート中で切断すると t1Aの選択性が観察できたにも関わらず（図 2-1-2）、リコンビ

ナントの MID-PIWI ドメイン部分のヒト Ago2、細胞に発現した MID-PIWI ドメイン部分のヒト

Ago2、全長のヒト Ago2のいずれも、t1Aの選択性が見られなかった。 
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	 続いて、HEK293T細胞に一過的に全長のFLAG-ヒトAgo2を過剰発現し、ライセートを作成し、

抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降した。そして FLAG-ヒト Ago2 (458-859) で行ったのと同様に、

塩濃度の高いウォッシュバッファーと 1×  lysis buffer で３回洗った上で、ガイド RNA

（A3_1A_siRNAguide）を取り込ませ、RISCを形成させた。その後、1× lysis bufferで 3回洗っ

た後、再びヒトAgo2のライセートを加え戻してから標的RNA切断アッセイを行った。その結果、

非常に驚くべきことに、t1Aの選択性が復活した（図 2-6-3、図 2-6-4）。 

 

	 今度は、ガイド RNAを取り込ませる順番を変えた場合でも同様の結結果が得られるかどうか実

験した。全長の FLAG-ヒト Ago2 を一過的に過剰発現した HEK293T からライセートを作成し、

ガイド二本鎖 RNA（A3_1A_dsRNA）とインキュベートすることによりまずヒト Ago2 にガイド

RNAを取り込ませて RISCを形成させ、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降した。その後、塩濃度の

高いバッファーと 1× lysis bufferで３回洗うことで、ライセート中の他の因子をできるだけ洗い

流し、ヒト Ago2のみを濃縮し、標的 A3_1Aを用いて切断アッセイを行った。その結果、やはり

t1Aの選択性が見られなかった。続いて、免疫沈降後、塩濃度の高いバッファーと 1× lysis buffer

で３回洗った後に再びライセートを加え戻してから標的 RNA切断アッセイを行った結果、t1Aの

選択性が復活した（図 2-6-5、図 2-6-6）。 

 

	 続いて、t1 塩基による切断効率の違いがライセート中の標的 RNA の分解速度の違いによらな

いことを確認するため、標的 A3 と切断産物のライセート中での安定性の違いを比較した（図

2-6-7）。標的 A3は t1塩基に寄らず、15分間ライセート中でインキュベートすると、65~70 % 程

度に分解されるという同等の安定性を示した。一方、ヒト Ago2 に結合したガイド RNA

（A3_1A_siRNAguide）により切断されてできる切断産物は、t1 塩基によらず全て同じ配列を持

ち、安定性が同等である。よって、図 2-6-4と図 2-6-6で観察できた t1塩基の選択性はヒト Ago2

自身の標的 RNAの選択性をあらわしていると考えられた。 

 

	 図 2-5-4と 2-6-6より、lysis buffer中で標的 RNAを切断した時よりも、ライセートを加え戻し

たときの方が切断効率が低いのは、ライセート中の因子が、RISCの標的 RNAを認識・切断を妨

害しているためである可能性と、切断産物がライセート中のヌクレアーゼにより分解されている

可能性が考えられた。 lysis buffer中で標的 RNAを切断した場合に t1Aの選択性が観察されなか

ったのが、切断効率が良く、標的 RNAの切断が飽和状態にあったためでは無かったことを確認す

るため、希釈したライセートを用いてアッセイを行った。HEK293T細胞に一過的に全長の FLAG-

ヒト Ago2を過剰発現し、ライセートを作成し、そのライセートを 1/60に希釈した上で抗 FLAG
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抗体を用いて免疫沈降した。塩濃度の高いウォッシュバッファーと 1× lysis bufferで３回洗った

上で、ガイド RNA（A3_1A_siRNAguide）を取り込ませ、RISCを形成させた。その後、1× lysis 

buffer で 3 回洗うことにより、ヒト Ago2 に取り込まれなかったガイド RNA を取り除き、標的

A3_1A を用いて切断アッセイを行った。その結果、RISC 濃度が低い場合でも、やはり t1A の選

択性は見られなかった（図 2-6-8）。 

 

	 これらの結果を総合的に踏まえると、ヒト Ago2単独にガイド一本鎖 RNAを取り込ませた場合

でも、ライセート中のヒト Ago2に二本鎖 RNA を取り込ませて RISC を形成させた後ヒト Ago2

だけを濃縮した場合でも、ヒト Ago2単独では t1Aの選択性は観察できなかった。しかしながら、

標的 RNAを加える際にライセートも一緒に加え戻すと、t1Aの選択性は復活した。以上より、t1A

の選択性にを生み出しているのはライセート中に存在する何らかの因子であることが強く示され

た。尚、今回用いたライセートは、HEK293T 細胞をダウンスホモジナイザーで破砕後、17,000

× g で 20 分間遠心した際の上清であるので、細胞質中の因子が含まれている。よって、t1A の

選択性を生み出す因子も細胞質中に存在すると考えられた。 
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図 2-6-1.	 FLAG-ヒト Ago2 と FLAG-ヒト Ago2 (458-859) の発現 
抗 FLAG抗体を用いて IPを行う際の wash bufferに含まれる塩濃度（Na+）を 800mMまで上げ
ても、beadsに結合するタンパク質は減少しなかった。 
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図 2-6-2.	 FLAG-ヒト Ago2 (458-859) による標的切断アッセイ 
(a) 一過的に FLAG-ヒト Ago2 (458-859) を過剰発現したHEK293T細胞からライセートを作成し、
抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降した。それにガイド RNA（A3_1A_siRNAguide）を取り込ませ、
標的 A3_1Aを用いて切断アッセイを行った。 
(b) (a)をグラフ化した。「Fraction target cleaved」はこれまでと同様に算出した。 
(c) 切断後 3時間後の切断効率をグラフ化し、統計処理を行った。その結果、t1Aの優位な選択性
は見られなかった。 

a 

b C 
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図 2-6-3.	 ヒト Ago2による、免疫沈降後一本鎖 RNAを取り込ませる切断アッセイの模式図 
FLAG-ヒト Ago2 を過剰発現した HEK293T 細胞より作成したライセートを、抗 FLAG 抗体を用
いて免疫沈降した。その後、塩濃度の高いウォッシュバッファーで洗った上で、ガイド RNA
（A3_1A_siRNAguide）を取り込ませ、RISCを形成させた。Lysis bufferで 3回洗うことで取り
込まれなかったガイド RNAを取り除き、標的 A3_1Aを加えて切断アッセイを行った。ライセー
トを加え戻す場合は標的 RNAを入れる際に同時に加えた。 



 60 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-6-4. ヒト Ago2による、免疫沈降後一本鎖 RNAを取り込ませる切断アッセイ 
(a) 図 2-6-3に示すように標的 A3_1Aを用いて切断アッセイを行った。Lysis buffer中で切断アッ
セイを行った結果 t1Aの選択性は見られなかった。しかしながら、標的 RNAを加える際に、ライ
セートを加え戻すと t1Aの選択性が復活した。 
(b) (a) の結果をグラフ化した。ライセートを加え戻した場合のみ、t1Aの選択性が復活した。 

b 

a 
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図 2-6-5.	 RISC形成後、免疫沈降したヒト Ago2による切断アッセイ 
ガイド二本鎖 RNA（A3_1A_dsRNA）とヒト Ago2 をインキュベートし、RISC を形成させ、抗
FLAG抗体を用いて免疫沈降した。その後、塩濃度の高いバッファーで洗い、標的 A3_1Aを用い
て切断アッセイを行った。ライセートを加え戻す場合は標的 RNAを入れる際に同時に加えた。 
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図 2-6-6	 RISC形成後、免疫沈降したヒト Ago2による切断アッセイ 
(a) 図 2-6-5に示すように、HEK293Tライセートにガイド二本鎖 RNA（A3_1A_dsRNA）とヒト
Ago2をインキュベートし、RISCを形成させ、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降した。その後、塩
濃度の高いバッファーで洗い、標的 A3_1Aを用いて切断アッセイを行った。 
(b) (a) の結果をグラフ化した。ライセートを加え戻した場合のみ、t1Aの選択性が復活した。 

b 

a 
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図 2-6-7.	 t1塩基と標的 RNAの安定性 
(a) 標的 A3_1A、A3_1U、A3_1G、A3_1Cのライセート中での分解を示したゲル写真。 
(b) 0分後を 1として、15分後の標的 RNAの割合をグラフ化したもの。 

a 

b 



 64 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-6-8.	 希釈したヒト Ago2を用いた切断アッセイ 
(a) HEK293T細胞に一過的に全長の FLAG-ヒト Ago2を過剰発現し、ライセートを作成し、その
ライセートを 1/60に希釈した上で抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降した。塩濃度の高いウォッシュ
バッファーで洗った上で、ガイド RNA（A3_1A_siRNAguide）を取り込ませ、RISC を形成させ
た。その後、lysis bufferで 3回洗うことにより、ヒト Ago2に取り込まれなかったガイド RNAを
取り除き、標的 A3_1Aを用いて lysis buffer中で切断アッセイを行った。 
(b) (a)をグラフ化したもの。t1Aの選択性は観察されなかった。 

a 

b 
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(７) t1Aの選択性にはライセート中のタンパク因子が関与する 

 

	 続いて、t1A の選択性に関与するライセート中の因子がタンパク質であるか、あるいはそれ以

外の因子（核酸、無機化合物など）であるかどうか調べた。まず、FLAG-ヒト Ago2 を一過的に

過剰発現した HEK293T細胞より作成したライセートと、ガイド二本鎖 RNAをインキュベートす

ることにより RISC を形成させた後、抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降を行った。その後、高い塩

濃度のバッファーと 1× lysis bufferで洗った。標的 RNAを加える際に、ライセートの代わりに、

95 ℃で 5 分間加熱したライセートあるいはフェノール・クロロホルム沈殿を行ったライセート

の水層を加え戻した。その結果、t1A の選択性は復活しなかった。フェノールは強力なタンパク

質変成作用を持つため、ライセートにフェノール・クロロホルム沈殿を行うと、核酸や無機化合

物などは水層、タンパク質はフェノール層にトラップされることとなり、除タンパク質された水

溶液が得られることになる。 

 

	 一方、加熱したライセートを加え戻した場合は、わずかに t1A の選択性が見られた。好熱菌に

由来する特殊なタンパク質を除くと、タンパク質は一般的に 100 ℃以下で変性する。しかしなが

ら、ペプチドなどのような小さなタンパク質や折りたたみがタイトな一部のタンパク質は熱に耐

性があることが知られている。これにより、t1A の選択性を生みだす因子は、比較的熱に耐性の

あるタンパク質であると想定できた（図 2-7-1）。 

 

	 では、t1A の選択性を生み出すタンパク質因子は、いったいどのようなタンパク質なのであろ

うか。予め AGOタンパク質と相互作用があることが知られているタンパク質因子の代表として、

シャペロンに注目し、シャペロンが t1A の選択性を生み出す因子であるかどうか調べた。シャペ

ロンとは、前述したように、多くのタンパク質の折りたたみや、構造変化を促すことができる一

群のタンパク質である。有名なものに Hsp60、Hsp70、Hsp90、Hsp100ファミリータンパク質が

ある。これらはすべて ATP依存的に、結合するタンパク質の折りたたみや、構造変化を促すこと

ができる。当研究室における、岩崎信太郎博士と依田真由子博士の先行研究によって、ショウジ

ョウバエおよびヒトの Ago2 への小分子 RNA 二本鎖の積み込みに Hsc70/Hsp90シャペロンマシ

ナリーが必要であることが明らかになった 90。Hsc70とは、Hsp70の恒常的発現ホモログである。

Hsc70と Hsp90は、様々なコシャペロンを含む「マシナリー」として共同してはたらくことによ

り、AGOタンパク質の構造変化を促すことで、小分子 RNA二本鎖と結合できる状態にしている

と考えられており、Hsc70 または Hsp90 のいずれかが欠けるとその機能を発揮できない。一方、

標的 RNA の切断や、切断された標的 RNA の乖離には Hsc70/Hsp90 シャペロンマシナリーは必
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要ないということが明らかになっている。 

 

	 今回、Hsp90 の特異的阻害剤として良く知られる、ゲルダナマイシンの誘導体である

17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG) を用いた。17-AAGは Hsp90がもつ ATPase

に結合し、ATP と競合阻害することが知られている 92。Hsc70 の阻害剤としては、

2-phenylethynesulfonamide (PES) を用いた。近年の報告により PESはクライアントタンパク質

と Hsp70の結合を阻害することが報告されている。PESは Hsp70にのみ作用し Hsc70には作用

しないことが示唆されていたが、岩崎信太郎博士の先行研究により、Hsc70 にも作用することが

示されていた 93。 

 

	 FLAG-ヒトAgo2を一過的に過剰発現したHEK293T細胞から作成したライセートとガイド二本

鎖 RNAをインキュベートすることにより RISCを形成させた後、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降

した。そして、高い塩濃度のバッファーと 1× lysis bufferで洗い、標的 RNAと共にライセート

を加え戻す際に、17-AAGあるいは PESを同時に加え、t1Aの選択性の復活が阻害されるかどう

か調べた。その結果、17-AAGを加えた場合も PESを加えた場合も、t1Aの選択性は復活した（図

2-7-2）。PESを加えた際に、t1Aの復活がわずかに緩やかに見えるのは、PESがそもそも Hsp70 

(Hsc70) のみに作用するだけでなく、様々な細胞シグナリング経路に影響を与え、コシャペロン

やその他のタンパク質との相互作用にも影響を及ぼすことが示されていることと関係すると考え

られる。しかしながら、現段階では Hsc70の関与は完全に否定できないため、更なる解析が必要

である。例えば、私の確立したアッセイ系を用いれば、系の中にリコンビナント Hsc70を加える

ことにより、Hsc70の関与をよりはっきりと解析できると考える。 
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図 2-7-1.	 フェノール・クロロホルム沈殿、熱処理したライセートによるアッセイ 
(a) ライセートの代わりに、フェノール・クロロホルム沈殿を行ったライセートの水層、あるい
は 95 ℃で 5分間加熱したライセートを加え戻した。標的 A3_1Aを使用。 
(b) (a)をグラフ化したもの。独立した二回の実験において同様の実験結果が得られた。 

a 

b 
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図 2-7-2.	 シャペロン阻害剤を加えたライセートによるアッセイ 
(a) ライセートを加え戻す際に、17-AAG (1 mM) あるいは PES (1 mM) を同時に加え、t1Aの選
択性の復活が阻害されるかどうか調べた。標的 A3_1Aを使用。 
(b) (a)をグラフ化したもの。独立した二回の実験において同様の実験結果が得られた。 

b 

a 
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(８) 希釈したライセートを用いた標的切断アッセイ 

 

	 t1A を生み出す因子の同定を見据えた場合、古典的なカラムクロマトグラフィーやゲル濾過ク

ロマトグラフィー等を用いてライセート中のタンパク質を分画し、それぞれの画分に t1A の選択

性を生み出す因子が存在するか検討し、MS 解析等を用いて同定して行くこととなる。その場合

を想定し、ライセートをどの程度まで希釈しても t1A を生み出す因子の影響を観察できるかどう

か調べた。これまでと同様に、HEK293T 細胞ライセートに二本鎖 RNA を取り込ませ、RISC を

形成させた後、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降し、塩濃度の高いバッファーで洗った。入れ戻す

ライセートを、1× lysis bufferで 1/4、1/16、1/64、1/256、1/1024と希釈していった結果、1/16

までの希釈では t1Aの選択性が観察できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-8-1.	 希釈したライセートによるアッセイ 
(a) HEK293T細胞ライセートを加え戻す際に、それぞれ 1× lysis bufferで 1/4、1/16、1/64、1/256、
1/1024と希釈たものを加え戻した。標的 A3_1Aを使用。 
(b) (a) をグラフ化したもの。独立した二回の実験において同様の実験結果が得られた。 

a 

b 
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(９) ウォッシュバッファーの塩濃度の検討 
 

	 t1Aを生み出す因子の同定を目的とし、ライセート中のタンパク質を分画する別の方法として、

抗 FLAG 抗体による FLAG-ヒト Ago2 の免疫沈降後の wash 条件を検討した。すなわち、t1A を

生み出す因子は、どの程度の塩濃度であればヒト Ago2 と相互作用を持つことができるかどうか

調べることで、wash液中に適切に溶出できる。これまでと同様に、HEK293T細胞ライセートに

二本鎖 RNAを取り込ませ、RISCを形成させた後、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降し、通常の lysis 

buffer、または 0.2 M NaClと 1 % Triton X-100 (WAKO) を含む 1× lysis buffer、または 0.4 M NaCl

と1 % Triton X-100を含む1× lysis buffer、または0.6 M NaClと1 % Triton X-100を含む1× lysis 

buffer、または 0.8 M NaClと 1 % Triton X-100を含む 1× lysis bufferで 3回洗い、さらに 1× lysis 

bufferで 3回洗った後、標的 RNAとインキュベートし、切断効率を比較した。その結果、0.2 M NaCl

付近を境に、t1Aの選択性が観察できなくなった。尚、1× lysis bufferで 3回洗うだけでも、ラ

イセート中で標的を切断するより t1A の選択性は緩やかであった。Siwi の場合は、免疫沈降後 1

× lysis bufferで 3回洗ってから標的を切断しても t1Aの選択性が明らかに観察されたことと比較

すると、多少、タンパク質により t1A を生み出す因子との相互作用の差異がある可能性が想定さ

れた。 
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図 2-9-1.	 ウォッシュバッファーの塩濃度の検討 
抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降し多後の washに用いる befferを、通常の lysis buffer、または 0.2 
M NaClと 1 % Triton X-100を含む 1× lysis buffer、または 0.4 M NaClと 1 % Triton X-100  を
含む 1× lysis buffer、または 0.6 M NaClと 1 % Triton X-100を含む 1× lysis buffer、または 0.8 
M NaClと 1 % Triton X-100を含む 1× lysis bufferと変えた。30分後の切断の様子をグラフ化し
たものである。標的 A3_1Aを使用。独立した二回の実験において同様の実験結果が得られた。 
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(１０) ゲルろ過クロマトグラフィーによる t1Aを生み出す因子の分画 

 

	 続いて、t1A の選択性を生み出す因子を同定するための第一段階として、タンパク質を分画す

る古典的手法の一つであり、大きの違いにより分子を分離することができるゲルろ過クロマトグ

ラフィーを用いてタンパク質の精製を行った。ゲルろ過クロマトグラフィー用担体としては、当

研究室で使用されている Superdex 200 Increase 5/150 GL（GEヘルスケア・ジャパン）を用い

た。 

 

	 まず、これまでの実験で用いたのと同様の方法で作成した HEK293T 細胞ライセートを分画に

用いた。すなわち、用いた HEK293T 細胞ライセートは、回収した HEK293T 細胞の重さに対し

て 2倍量の 1x lysis buffer (1x Protease Inhibitor Cocktail、1 mM DTTを含む) を加え、ダウンス

ホモジナイザーを用いて 4 ℃で破砕した後 17,000 x g、4 ℃、20分の遠心分離を行った上清であ

る。図 2-10-1 に示すようにタンパク質が溶出されたと思われる画分を A5-A8、A9-A12、B1-B4

の大きく三つのグループにまとめ、いずれの画分に活性があるのか解析した。しかしながら、図

2-10-2に示すように、A5-A8、A9-A12、B1-B4のいずれにおいても t1Aの選択性は観察されず lysis 

buffer 中で切断した際と同様の結果を示した。そしてその原因はライセートが希釈され過ぎたこ

とにあると考えられた。 

 

	 そこで今度は、ライセートを作成する際に、回収した HEK293T 細胞の重さに対して 1 倍量の

1x lysis buffer （1x Protease Inhibitor Cocktail、1 mM DTTを含む）を用いることで、通常より濃

い HEK293T細胞ライセートを作成し、それらを用いて同様の分画を行った。図 2-10-3に示すよ

うに、前回と同様の溶出パターンを示したので、やはり前回と同様にタンパク質が溶出されたと

思われる画分を A5-A8、A9-A12、B1-B4の大きく三つのグループにまとめ、いずれの画分に活性

があるのか解析した。二回の独立したアッセイを繰り返したが、図 2-10-4 と図 2-10-5 に示すよ

うに、A5-A8と A9-A12の両方において t1Aの選択性が観察され、A5-A12のいずれの画分に t1A

の選択性が生み出す因子が存在するか断定するまで至らなかった。その要因としては、今回用い

たゲル濾過クロマトグラフィー用担体や条件による分画では、t1A を生み出す因子を適切に分離

できず、いくつかの画分にまたがって溶出してしまったためだと考えられた。しかしながら、少

なくとも B1-B4ではなく A5-A12の範囲に t1Aを生み出す因子が存在する可能性が示唆できたの

で、きちんと条件検討を行うことによって、分画の精度を上げられる可能性があると考える。よ

って、今後はゲルろ過クロマトグラフィーだけでなく、電荷の違いを利用するイオン交換クロマ

トグラフィー、疎水性の違いを利用する疎水クロマトグラフィー、互いの親和性の違いを利用す
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るアフィニティークロマトグラフィーなどの様々な方法と、それに用いるカラムや条件を検討し、

タンパク質を分画していくことで、適切にタンパク質を精製していくべきであると考える。 
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図 2-10-1.	 ゲルろ過クロマトグラフィーの溶出パターン① 
A5-B4の画分にタンパク質が溶出する様子が観察された。 
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図 2-10-2.	 ゲルろ過クロマトグラフィーによる分画サンプルを用いたアッセイ① 
(a)、(b)に示すように、分画したサンプルを用いた切断アッセイでは、lysis buffer中で切断アッセ
イを行ったときと同様の切断効率を示した。これは、分画により、ライセートが希釈され過ぎた

ことによると考えられた。尚、独立した二回の切断アッセイで同様の結果を示した。 

a 

b 
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図 2-10-3.	 ゲルろ過クロマトグラフィーの溶出パターン② 
濃い HEK293T細胞ライセートを用いて分隠した場合も、図 2-10-1と同様に、A5-B4の画分にタ
ンパク質が溶出する様子が観察された。 
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図 2-10-4.	 ゲルろ過クロマトグラフィーによる分画サンプルを用いたアッセイ②-1 
(a)、(b) に示すように、A4-A9または A10-A12のいずれかの分画に t1Aを生み出す因子が溶出し
ている様子が観察された。 

a 

b 
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図 2-10-5.	 ゲルろ過クロマトグラフィーによる分画サンプルを用いたアッセイ②-2 
(a)、(b) に示すように、A4-A9または A10-A12のいずれかの分画に t1Aを生み出す因子が溶出し
ている様子が観察された。 

a 

b 
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(１１) MID-PIWIにライセートを加え戻すと切断産物が見られない 
	  
 

	 続いて、これまでの結果を踏まえ、MID-PIWIドメインタンパク質にライセートを戻すことによ

り、t1A の選択性が復活するかどうか確かめた。まず、リコンビナントタンパク質である GST-

ヒト Ago2 (458-859)、GST-Siwi (539-899)、GST-BmAgo3 (565-926) それぞれと、S_1Uガイド

RNAや A3_1Uガイド RNAを 25 ℃で 30分間インキュベートし、タンパク質にガイド RNAを取

り込ませた。それに、HEK293Tライセート、または BmN4ライセートと t1塩基が A、U、G、C

である標的 RNAを加えて切断アッセイを行った。しかしながら、切断産物は観察できなかった。 

 

	 今度は、一過的に FLAG-ヒト Ago2 (458-859) を過剰発現した HEK293T 細胞からライセート

を作成し、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降し、塩濃度の高いウォッシュバッファーで洗い、FLAG-

ヒト Ago2 (458-859) のみを濃縮した。その上で、ヒト Ago2 (458-859) とガイド RNA

（A3_1A_siRNAguide）を 37 ℃で 30分間インキュベートし、lysis bufferで 3回洗うことにより、

ヒト Ago2 (458-859) に取り込まれなかったガイド RNAを取り除いた。そして、HEK293Tライ

セートと標的 A3_1Aを加えて切断アッセイを行った。しかしながら、やはり切断産物は観察でき

なかった。 

 

	 これらの実験より、切断産物が観察できなかった要因は、MID-PIWIドメインのみでは、ガイド

RNAの 5’末端が、5’末端結合ポケットに結合しているだけで、通常の RISC形成のようにタンパ

ク質によってきちんと守られた形を取っておらず、3’末端がふらふらした状態にあるためである

と考えられる。そのため、ライセートを加えるとライセート中のヌクレアーゼ等の影響で、ガイ

ド RNAが素早く分解してしまい、標的 RNAの切断が見られなかったと考えられた。 
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(１２) PIWIタンパク質を用いた t1Aを生み出す因子の検討 
 

	 続いて、ヒト Ago2 で行ったように、免疫沈降後のウォッシュバッファーの塩濃度を上げるこ

とで Siwiで観察された t1Aの選択性が失われる様子や、ライセートを加え戻すことにより t1Aの

選択性が復活する様子が観察できるかどうか実験を行った。図 2-2-1に示したように、FLAG-Siwi

は免疫沈降後のウォッシュバッファーの塩濃度を 200 mM NaCl以上にすると、beadsから外れて

しまい、標的 RNAの切断が観察されなかった。そこで、当研究室の泉奈津子博士が使用されてい

た Halo-Siwi を発現する BmN4 細胞を用いて標的切断実験を行うことにした。Halo-Siwi は

Magne™ HaloTag® Beads (Promega) とのインキュベート後のウォッシュバッファーの NaClの

濃度を 800 mMまで上げても beadsから外れないことが予備実験により分かっていた。 

 

	 まず、Halo-Siwi を pIZ/V5-His vector (Invitrogen) にサブクローニングしたプラスミドを泉博士

に分けて頂き、Halo-Siwi を発現する BmN4 細胞を作成した。当初、FLAG-Siwi で行った時と同

様に Halo-Siwiを恒常的に発現する BmN4 細胞を樹立しようと試みたが、長い時間飼育すると細

胞が死滅して行く様子が観察されたため、一過的に過剰発現する方法をとった。BmN4細胞を 1x 

106 cells/mLで 6 cm Dish (treated)（IWAKI社）にまき、1 dishあたり 100 µLの無添加の IPL-41

培地に 1 µg/µLの上記の発現プラスミド 5 µLと X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent

（Roche）10 µLを加えて室温で 30分インキュベートし、BmN4細胞に加えてトランスフェクシ

ョンをおこなった。トランスフェクション後 72時間で細胞を回収し、通常通りライセートを作成

した。 

 

	 Halo-Siwi を一過的に過剰発現する BmN4 細胞から作成したライセートと Magne™ HaloTag® 

Beads (Promega) を 25 ℃で 90分間インキュベートした。そして、1×lysis bufferで 3回洗った

後、いずれかの標的 S_1U RNAを加え（終濃度 ~1 nM）、25 ℃でインキュベートすることで切

断アッセイを行った。その結果、図 2-12 (a) に示すように、適切な長さの切断産物が観察でき、

かつ、t1Aの選択性がみられた。以前、FLAG-Siwiを一過的に過剰発現した BmN4細胞より精製

したライセートでは切断が観察されなかったが、Halo-Siwiの場合は一過的な過剰発現でも切断の

観察が十分可能であった。 

 

	 続いて、wash条件による t1Aの選択性を観察するために、Halo-Siwiを一過的に過剰発現する

BmN4細胞から作成したライセートと Magne™ HaloTag® Beads (Promega) を 25 ℃で 90分間

インキュベートした。その後、beadsを 0.8 M NaClと 1 % Triton X-100 (WAKO) を含む 1× lysis 

bufferで beadsを 3回洗った後、1× lysis bufferでさらに 3回洗った。その上で、いずれかの標
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的 S_1U RNAを加え（終濃度 ~1 nM）、25 ℃でインキュベートすることで切断アッセイを行っ

た。すると、lysis buffer中で切断アッセイを行った場合は、明らかに t1Aの選択性が失われた。

一方、標的の切断時に BmN4 ライセートを加え戻すと t1Aの選択性が復活する様子が観察された

（図 2-11）。尚、標的 RNA切断時に加えた BmN4ライセートは、野生型であり、本研究で用いる

ライセートの作成方法に従って細胞を破砕した後、破砕液を 17,000 × gで遠心した上清を用いた。 

 

	 このように、Siwiにおいても、ヒト Ago2で観察されたように、濃縮してきた Siwiを強い wash

条件で洗うと t1A の選択性が失われ、再びライセートを加え戻すと t1A の選択性が復活する様子

が観察できた。このことより、Siwi もヒト Ago2 と同様にライセート中のタンパク因子が t1A の

選択性を生み出している可能性が強く示唆された。尚、Halo-Siwiでは、Magne™ HaloTag® Beads 

(Promega)とインキュベーション後に 0.4 M NaClと 1 % Triton X-100 (WAKO) を含む 1× lysis 

bufferで beadsを 3回洗っただけでは、t1Aの選択性は完全に失われなかった（結果省略）。これ

は、ヒト Ago2において免疫沈降後の wash条件を検討した際に、0.4 M NaClで完全に t1Aの選

択性が失われていたこととは、異なる点である（図 2-9-1）。これには、HEK293T 細胞と BmN4

細胞のライセート調製法の違いや、AGOタンパク質と PIWIタンパク質の性質の違いが影響して

いると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-12.	 Halo-Siwiによる標的切断アッセイ 
(a) Halo-Siwiにより、標的 S_1Uを切断した。左から、lysis bufferで wash後 lysis buffer中で切
断アッセイ、0.8M NaClを含む lysis bufferで wash後 lysis buffer中で切断アッセイ、0.8M NaCl
を含む lysis bufferで wash後 BmN4ライセート 17,000 x g上清中での切断アッセイ。 
(b) (a) をグラフ化した。 

b 

a 
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III. 考察 
 

	 本研究により、はじめて AGOタンパク質と PIWIタンパク質の t1Aの選択性を生化学的に解析

することに成功し、著者が確立したアッセイ系により、t1Aの選択性は AGOや PIWIといったタ

ンパク質自身にあるのではなく、ライセート中の他のタンパク質因子による影響であることをは

じめて示した。これまで、ヒト Ago2では、網羅的な miRNAの標的解析と結晶構造により、miRNA

の 5’末端塩基に関わらず t1Aの選択性があることが示唆されていたが、実際に in vitroでそれらを

確かめたのは著者が初めてであった。また、ピンポンサイクルのモデルより、Siwi に 1U piRNA

が結合するのであれば、それをガイドとして切断された標的 RNAの t1塩基 （すなわち BmAgo3

に結合する piRNAの 10塩基目）が Aとなるのは、ごく当然のことのように考えられていた。し

かしながら、10Aのバイアスは 1Uと 10Aの間で塩基対が形成されることによらないことを in vitro

で示した。そして、ピンポンサイクルに関与する 2 つの PIWI タンパク質の間で t1A の選択性に

違いがあることを示した。 

 

	 これまでに 5’末端結合ポケットは、結合 RNA の 5´末端のモノリン酸基を厳密に認識すること

が知られている。構造学的な解析より、AGO タンパク質の 5’末端ポケットが、1U や 1A を好む

ことも塩基とアミノ酸の間における相互作用の側面から明らかになりつつある 35。一方、t1 塩基

の選択性に関しては、AGO タンパク質の構造を見る限りでは、AGO タンパク質自身が t1A を選

択するような特徴を持つようには考えられない。著者の研究により、t1A を生み出す因子はライ

セート中のタンパク質であることが強く示唆されたが、現在のところ、その因子は、積極的に t1A

の標的 RNAを認識するようにはたらいているのか、あるいは t1U、t1G、t1Cの標的 RNAを認識

しにくいようにはたらいているのかは不明である。さらには、t1Aを生み出す因子は標的 RNAと

直接相互作用を持つことにより、AGOタンパク質や PIWIタンパク質の t1Aの選択性を生み出し

ているのか、あるいは、AGOタンパク質や PIWIタンパク質と結合することでその構造を何らか

の形で変化させることにより、t1A の選択性を生み出しているのかどうかも明らかではない。こ

れらを明らかにする為にも、今後、t1 塩基の選択性を生み出す因子の同定が急がれる。方法とし

ては原始的なカラムクロマトグラフィー等を用いてタンパク質を分画し、t1Aの選択性を指標に、

活性のある画分を質量分析法を用いて同定して行くことが王道であると考える。 

 

	 それでは、t1Aを選択する意義は何であろうか。Argonauteファミリーの中で、現在までに t1A

の選択性が知られているのは、AGOタンパク質であるヒト Ago2や、ピンポンサイクルのモデル

より PIWIタンパク質である Siwi、Aub、Miwi2等が挙げられる。種を越えて保存された性質であ
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ることを鑑みると、t1A の選択性は Argonaute ファミリーにおいて何らかの意味を持つと考えら

れる。 

 

	 ヒトおいて、標的を切断しない miRNAの標的 RNAの網羅的解析で t1Aの割合が多いことが明

らかになったことより、AGOタンパク質の t1Aの選択性は、切断時ではなく、標的の認識時に作

用していると考えられる。また、Andrew Grimsonらの研究で、miRNAが実際に発現を制御し得

る mRNAの 3’UTR領域における標的サイトを網羅的に解析した結果、seed領域とマッチするサ

イトの近傍はAやUである割合が高いことが明らかになった 85。これらのことを踏まえると、AGO

タンパク質を中心とするサイレンシング複合体が、3’UTR 上に存在する標的を認識する一つのポ

イントとして、AUリッチな領域を認識すること、さらには t1Aを認識することが含まれているの

ではないか、と想定される。mRNA はその配列が多様であり、mRNA 上に様々な RNA 結合タン

パク質が結合し、複雑な高次構造をとる。そのような中で、確実に標的サイトを見つけるには、

Aや Uといった塩基を頼りに探していくことが非常に有用であり、より確実に 3’UTR領域上に存

在する標的サイトを見つけるために、Aや Uを認識するように進化していったのではないか、と

考えられる。このような t1 塩基の選択性はヒト Ago2 以外の AGO タンパク質では現在のところ

解析されていないが、他の AGO タンパク質においても、標的サイト周辺の塩基配列と、t1 塩基

の選択性の関係を解析することでより明確な答えが得られるかも知れない。 

 

	 PIWIタンパク質の場合はどうであろうか。ピンポンサイクルより、PIWIタンパク質の持つ t1A

の選択性には、AGO タンパク質の場合とは異なる理由が考えられた。もしも Siwi が t1A の選択

性を持たなければ、BmAgo3に結合する piRNAの 10塩基目に特には特にバイアスが見られない

ことになる。BmAgo3に結合した 10Aバイアスを持たない piRNAをガイドとして相補的な piRNA

が切断された場合、新たにできる piRNAは 1Uのバイアスを持たないことになる。Siwiが U以外

の塩基を 5’末端に持つ RNAとは結合しにくいことは、以前 in vitroの実験において示されている

ので、そのような piRNAは Siwiと結合できなくなってしまい、ピンポンサイクルにおける piRNA

の増幅は見られないことになってしまう 69（図 3-1）。このような理由から、PIWIタンパク質では

進化の過程で片方が t1Aの選択性を持つようになったのではないか、と考えられる。 

 

	 ここで重要になってくるのは、なぜ Siwiは 1Uの piRNA前駆体と選択的に結合するのか、とい

うことである。結晶構造解析がすすんでいる AGOタンパク質を参考にすると、ヒト Ago2の結晶

構造より、結合する RNAの 5’末端のモノリン酸基と、5’末端結合ポケットを構成するアミノ酸は

水素結合を形成することが明らかになった。さらに、小分子 RNAの 5’塩基が Cや Gであるより
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も A や U である方が 5’末端結合ポケットと強い相互作用を持てることが示されており、これは、

標的 RNAを認識した際に結合 RNAの 3’末端が AGOタンパク質の PAZドメインから解き放たれ

た後でも、安定して AGO タンパク質と結合できるためだと予想できる。高度好熱菌 Thermus 

thermophilus や、超好熱菌 Aquifex aeolicus といった原核生物の AGO ホモログタンパク質の結

晶構造からは、真核生物で見られるような、5’末端ポケットとガイド RNAの 5’末端塩基との相互

作用が無く、結合 RNA の 5’末端塩基に特別な選択性が無いと考えられる。よって、1U や 1A の

選択性は、原核生物の AGOタンパク質から真核生物の AGOタンパク質へと進化する過程で、よ

り正確に標的 RNAを認識するために獲得していった特徴ではないか、と推測できる。 

 

	 PIWI タンパク質のピンポンサイクルは、トランスポゾンのアンチセンス鎖に由来する 1U の

piRNA が結合した PIWI タンパク質（カイコの場合は Siwi）と、トランスポゾンのセンス鎖に由

来する 10A piRNAが結合した PIWIタンパク質（カイコの場合は BmAgo3）の二種類によって動

くが、機能面から考えても、存在量から考えても、トランスポゾンのアンチセンス鎖に由来する

1Uの piRNAおよびそれに結合する PIWIタンパク質 （カイコの場合は Siwi）がより重要な役割

を担うことが予想できる。トランスポゾンのアンチセンス鎖に由来す 1Uの piRNAをガイドとし

て PIWIタンパク質が標的 RNAを認識する際、AGOタンパク質と同様に、5’末端塩基と PIWIタ

ンパク質の 5’末端ポケットとの相互作用が重要になると考えられる。そのような中で、より重要

な方の PIWIタンパク質（カイコで言うと Siwi）が 1Uの選択性を持つようになったのではなかろ

うか。 

 

	 それでは、t1A の選択性を生み出すタンパク質因子とはどのようなタンパク質であろうか。そ

もそもヒト Ago2 で観察された t1A を生み出すタンパク質因子と、Siwi で観察されたタンパク質

因子は同じタンパク質による同様の作用機序に基づくものであろうか。 

 

	 AGOタンパク質と相互作用がある因子の第一候補としてシャペロンに目を付けて、シャペロン

が t1Aを生み出す因子であるかどうか本研究で検証した。AGOタンパク質が二本鎖 RNAを取り

込む場合には、Hsc70/Hsp90シャペロンマシナリーが必須である。AGOタンパク質が二本鎖 RNA

を取り込む際には、Hsc70/Hsp90シャペロンマシナリーは様々なコシャペロン等とともに共同し

てはたらくことや、いずれかの因子が欠けるとその機能を十分に発揮できないことが知られてい

る。今回、17-AAG を用いて Hsp90 のシャペロンのはたらきを阻害しても、ライセート中の t1A

の選択性が失われなかったことより、少なくとも Hsc70/Hsp90シャペロンマシナリーは t1Aを生

み出す因子の候補から外れた。Hsc70に関しては、PESを加えた際に、わずかに t1Aの選択性が
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阻害されている様子が観察された。これは、そもそも PESが Hsp70のみに作用するだけでなく、

様々な細胞シグナリング経路に影響を与え、コシャペロンやその他のタンパク質との相互作用に

も影響を及ぼすことが示されていることを併せて考えると、そのような影響によるものだとも考

えられる。しかしながら、現段階では Hsc70が t1Aを生み出す因子ではないことが完全に否定で

きないので、更なる解析が必要である。例えば、私の確立したアッセイ系を用いれば、系の中に

リコンビナントHsc70を加えることにより、Hsc70の関与をよりはっきりと解析できると考える。 

 

	 ヒトの miRNA 経路に関わる因子として現在知られているものに、pri-miRNA 切断に関与する

Droshaや DGCR8等が挙げられるが、いずれも核内に存在するため、t1Aを生み出す因子である

可能性は非常に低い。siRNA二本鎖の切断やヘアピン型 miRNAの切断に関与する Dicerは、ヒト

においては、RISC形成にすら必要無い因子だと考えられている 94,95。そのため、標的の認識時に

作用しているとは考えにくい。その他、GW182と呼ばれる因子が存在し、ショウジョウバエ Ago1、

ヒト Ago1-4に直接結合し、翻訳の抑制、poly (A) 鎖の短縮、標的 mRNAの分解に関与している

ことが明らかになっている 96,97。GW182はその名前からも分かるようにグリシンとトリプトファ

ン (GW) に富む領域を持ち、それらのトリプトファンが AGO タンパク質の PIWI ドメインに存

在するトリプトファンポケットと結合する 98。全ての AGOタンパク質が GW182と相互作用を持

つわけではなく、トリプトファンポケットが保存されていないショウジョウバエの Ago2 は

GW182と相互作用を持たない。今回、カイコやハエの PIWIタンパク質のドメインを解析したと

ころ、トリプトファンポケットが保存されていないことが分かり、PIWIタンパク質とは相互作用

を持たないと考えられる。そのため、GW182は t1Aの選択性を生み出す因子である可能性は低い

と考えられる（図 3-2）。 

 

	 これらのことから、t1Aの選択性を生み出す因子は、Argonauteファミリーのサイレンシングマ

シーナリーにおいて、標的の認識時に作用する未だに知られていない因子である可能性があり、

非常に興味深い 99。 

 

	 今回、著者は t1A塩基の選択性という切り口から PIWIタンパク質や AGOタンパク質の標的塩

基認識機構に迫った。特に、AGOタンパク質に比較してまだまだ未解決な謎が多く残される PIWI

タンパク質の作用機序に関して、未だに生化学的な解析が難航しているピンポンサイクルに注目

したことは非常にチャレンジングであり、興味深いことであった。ピンポンサイクルの様式より、

二種類の PIWI タンパク質による標的 RNA の切断機構を理解することは、同時に piRNA の成合

成経路を理解することに繋がる。piRNA は PIWI タンパク質と結合してトランスポゾンの抑制や
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生殖系列細胞の形成・維持に重要な役割を果たしていることを鑑みると、piRNAの切断機構や生

合成機構を理解することは、PIWI タンパク質そのものの機能の理解へと繋がるため、非常に重

要である。本研究では、以前はごく当然と思われていた piRNAの成合成経路に注目し、実は PIWI

タンパク質の緻密な標的認識機構のもと制御されていることを明らかにした。t1A 塩基を生み出

す因子の同定は今後の課題であるが、その研究は PIWIだけでなく、Argonauteファミリーに属す

るタンパク質全体において、標的認識に関与する新たなタンパク質の同定へと繋がる可能性が非

常に高い。 
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図 3-1.	 Siwiが t1Aの選択性を持たなかった場合の模式図 
上に示すように、Siwi が t1A の選択性を持たないと、BmAgo3 に結合する piRNA に 10A バイア
スは見られなくなる。よって BmAgo3 に結合した piRNA をガイドとして新たに作られる piRNA
は 1Uのバイアスを持たなくなり、その結果、Siwiに結合できず、ピンポンサイクルが動かない。 
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図 3-2. トリプトファンポケット 
黄色でハイライトしたアミノ酸がトリプトファンポケットの形成に重要である。GW182と相互作
用を持たないことが知られているショウジョウバエの Ago2 や、Siwi、BmAgo3 にはそれらのア
ミノ酸が保存されていない。 
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IV. 材料と方法 
 

本研究で用いたbufferなど  

本研究で用いたbufferなどの組成は以下の通りである。40× reaction mixの作成は次の論文に準拠

した（Haley et al., 2003）。 

 

1x lysis buffer 

 

 

 

 

2x lysis buffer 

 

 

 

 

2x PK buffer 

 

 

 

 

 

ホルムアミドloading dye 

 

 

 

 

 

BmN4培養細胞  

BmN4細胞は IPL-41培地 (Gibco) に 10 %（v/v）非働化 FBS（invitrogen）を添加した培地を用

いて、27 ℃にて培養した。 

 

30 mM  HEPES-KOH、pH 7.4 

100 mM KOAc 

2 mM Mg(OAc)2 

60 mM HEPES-KOH、pH 7.4 

200 mM KOAc 

4 mM Mg(OAc)2 

200 mM Tris-HCl、pH 7.5 

25 mM EDTA、pH 8.0 

300 mM NaCl 

2 % w/v SDS 

98 % w/v deionized formaide 

10 mM EDTA、pH 8.0 

0.025 % w/v xylene cyanol 

0.025 % w/v bromophenol blue 
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HEK293T細胞培養  

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（DMEM）（Sigmaまたはナカライ）に 10 %（v/v）FBS（Sigma）

と 100 U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシンを添加した培地を用いて、5 % CO2イ

ンキュベーターで 37 ºCにて培養した。 

 

FLAG-Siwi、FLAG-BmAgo3を恒常的に発現する BmN4細胞の作成  

河岡慎平博士によって作製された、FLAG タグを付加した Siwi、BmAgo3 を pIZ/V5-His vector 

(Invitrogen) にサブクローニングしたプラスミドを分けて頂いた。pIZ/V5-His vectorにはゼオシン

耐性遺伝子がコードされている。 

BmN4細胞を 1x 106 cells/mLで 6 cm Dish (treated)（IWAKI社）にまき、1 dishあたり 100 µL

の無添加の IPL-41 培地に 1 µg/µL の上記の発現プラスミド 5 µL と X-tremeGENE HP DNA 

Transfection Reagent（Roche）10 µLを加えて室温で 30分インキュベートし、BmN4細胞に加

えてトランスフェクションをおこなった。トランスフェクション後 0.5 µg/µL ゼオシンと 10 % 

(v/v) 非働化 FBS を添加した IPL-41 培地で培養し、FLAG-Siwi および FLAG-BmAgo3 を恒常的

に発現する BmN4細胞を樹立した。その後、0.25 µg/µLのゼオシンと 10 %（v/v）非働化 FBSを

添加した IPL-41培地で培養を行った。 

 

FLAG-Siwi、FLAG-BmAgo3を発現する細胞ライセートの調製  

細胞を回収後、PBS (137 mM NaCl、2.7 mM KCl、4.3 mM Na2HPO4、1.4 mM KH2PO4) により

洗い、1,000 x g の遠心で細胞のペレットを回収した。回収した細胞の重さの 2 倍量の 1x lysis 

buffer（1x Ptotease Inhibitor Cocktail、1 mM DTTを含む）に懸濁しダウンスホモジナイザーを用

いて 4 ℃で破砕した。破砕液をそのまま crude細胞ライセートとし、液体窒素で凍結させて−80 ºC

で保存した。 

 

Halo-Siwiを一過的に過剰発現する BmN4ライセートの作成  

泉奈津子博士によって作製された、Haloタグを付加した Siwiを pIZ/V5-His vector (Invitrogen) に

サブクローニングしたプラスミドを分けて頂いた。 

BmN4細胞を 1x 106 cells/mLで 6 cm Dish (treated)（IWAKI社）にまき、1 dishあたり 100 µL

の無添加の IPL-41 培地に 1 µg/µL の上記の発現プラスミド 5 µL と X-tremeGENE HP DNA 

Transfection Reagent（Roche）10 µLを加えて室温で 30分インキュベートし、BmN4細胞に加

えてトランスフェクションをおこなった。トランスフェクション後 72時間で細胞を回収した。回

収した BmN4細胞は重さを量り、2倍量の 1x lysis buffer （1x Protease Inhibitor Cocktail、1 mM 
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DTT を含む）に懸濁し、ダウンスホモジナイザーを用いて 4 ℃で破砕した。破砕液をそのまま

crude細胞ライセートとし、液体窒素で凍結させて−80 ºCで保存した。 

 

FLAG-ヒト Ago2を発現する細胞ライセートの調製  

依田真由子博士によって作製された、FLAGタグを付加したヒト Ago2を pCAGEN vectorにサブ

クローニングしたプラスミドを分けて頂いた。HEK293T細胞をトランスフェクションする前日に、

抗生物質を抜いた培地を用いて 1x 106 cells/mLで 15 cm Dish (treated)（IWAKI社）にまいた。翌

日 1 dishあたり 2 mlの無添加の DMEM培地に 1 µg/µLの上記の発現ベクター10 µLとポリエチ

レンイミン（PEI）60 µLを加えて室温で 30分インキュベートし、HEK293T細胞に加えてトラン

スフェクションをおこなった。トランスフェクション後 24 時間で細胞を回収した。回収した

HEK293T細胞は重さを量り、2倍量の 1x lysis buffer （1x Protease Inhibitor Cocktail、1 mM DTT

を含む）に懸濁し、ダウンスホモジナイザーを用いて 4 ℃で破砕した。破砕液は 17,000 x g、4 ℃、

20分の遠心分離をおこない、上清を HEK293Tライセートとして回収し、液体窒素で凍結させて

−80 ºCで保存した。 

 

ウェスタンブロット解析  

抗 FLAG抗体（1：2500）（Sigma、マウスモノクローナル抗体）、抗アクチン抗体（1：2500）（Sanata 

Qruiz Buitechnology、ヤギポリクローナル抗体）を用いて行った。化学発光を SuperSignal West 

Dura substrate（Pierce）によって誘導し、LAS-3000 imaging systemによってシグナルを検出し

た。また Multi Gauge software（Fujifilm Life Sciences）によって画像を解析した。 

 

標的RNAの作成  

本研究で使用した全ての標的 RNAの作成に用いたプライマーと作成した標的 RNAの配列は表に

まとめた。 

 

Forward プライマーはすべて以下の配列を用いた。 

5' GCGTAATACGACTCACTATAGTCACATCTCATCTACCTCC 3' 
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標的 RNA 

 

Reverse プライマー 

 標的

S_1U 

A 
5'TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGTTCTTCGGTAGT
ATAGTGGTCAGTATCGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

U 
5'TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGTTCTACGGTAGT
ATAGTGGTCAGTATCGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

G 
5'TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGTTCTCCGGTAGT
ATAGTGGTCAGTATCGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

C 
5'TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGTTCTGCGGTAGT
ATAGTGGTCAGTATCGAAGAGAGGAGTTCATG3’ 

 標的

S_1U2 

A 
5’TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGTGTTGCAATTCC
CACGACTGACGTACAGAAGAGAGGAGTTCATG 3’  

U 
5’TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGAGTTGCAATTCC
CACGACTGACGTACAGAAGAGAGGAGTTCATG 3’  

G 
5’TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGCGTTGCAATTCC
CACGACTGACGTACAGAAGAGAGGAGTTCATG 3’  

C 
5’TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGGGTTGCAATTCC
CACGACTGACGTACAGAAGAGAGGAGTTCATG 3’  

 標的

S_1C 

A 
5’TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGTAATCACCATAGA
ATTAACCCACTGAGTGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

U 
5’TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGAAATCACCATAGA
ATTAACCCACTGAGTGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

G 
5’TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGCAATCACCATAGA
ATTAACCCACTGAGTGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

C 
5’TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGAATCACCATAGA
ATTAACCCACTGAGTGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

 標的

A3_1U 

A 
5'TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGTTCTTCGGTAGT
ATAGTGGTCAGTATCGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

U 
5'TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGTACTTCGGTAGT
ATAGTGGTCAGTATCGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

G 
5'TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGTCCTTCGGTAGT
ATAGTGGTCAGTATCGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

C 
5'TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGTGCTTCGGTAGT
ATAGTGGTCAGTATCGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

標的

A3_1C 

A 
5'TTAGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGTATAGAAAGATGC
ACCACGCCGGAACCGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

U 
5'TTAGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGAATAGAAAGATGC
ACCACGCCGGAACCGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

G 
5'TTAGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGCATAGAAAGATGC
ACCACGCCGGAACCGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

C 
5'TTAGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGGATAGAAAGATGC
ACCACGCCGGAACCGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

 標的

A3_1A  

A 
5'TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGTAAAGCATGAGA
ATTTGCTGTCTGCGGGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

U 
5'TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGAAAAGCATGAGA
ATTTGCTGTCTGCGGGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

G 
5'TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGCAAAGCATGAGA
ATTTGCTGTCTGCGGGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

C 
5'TTAGGTGACACTATAGATTTACATCGCGTTGAGTGTAGAACGGTTGTATAAAAGGGAAAGCATGAGA
ATTTGCTGTCTGCGGGAAGAGAGGAGTTCATG 3’ 

 

それぞれの標的 RNAを作成するため、pGL3-Basic（Promega）を鋳型に、標的配列を含む DNA

断片を表にまとめたプライマーを用いて増幅した。増幅したDNA断片からT7-ScribeTM Standard 

RNA IVT Kit (cell script) を使って標的 mRNAを転写した。その後、30 % ホルムアミド+7 M尿
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素を含む 6 % ポリアクリルアミド変性ゲルで電気泳動して目的の RNA転写物を切り出した。さ

らに、ScriptCapTM m7G Capping System (cell script) とα-32P[GTP]を用いて 5´末端のキャップ構

造を放射性標識した後、再びゲル切り出しを行うことで目的の標的 RNAのみを得た。以下に詳細

をまとめる。 

 

DNA断片を作成する際の PCR反応は全て酵素 KOD –Plus- Neo（東洋紡社）を使用し、以下の

50 µLの反応系でおこなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ゲル精製をした後、NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up（MACHEREY-NAGEL）を用いて精製

し、以下の 20 µLの反応系で標的 mRNAの転写をおこなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10x buffer for KOD –Plus- Neo 5 µL 

2 mM dNTP 5 µL 

25 mM MgSO4 3 µL 

10 µM Fwプライマー 1 µL 

10 µM Rvプライマー 1 µL 

1 ng/µL template DNA 1 µL 

MilliQ 33 µL 

10 U/µL KOD –Plus-Neo buffer 1 µL 

 50 µL 
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37 ℃で 2時間インキュベート後、20 µLのホルムアミド loading dyeに溶かして 8 M尿素を含む

6 % ポリアクリルアミド変性ゲルで電気泳動にて電気泳動泳動を行い、目的の基質 RNA バンド

を切り出し、ゲル片を 2x PK buffer 500 µLと混合し室温で一晩インキュベートして RNAを溶出

した。溶出した RNAはエタノール沈殿により回収して MilliQに溶かし、1 µMとなるように調製

した。 

末端のキャップ構造の放射性標識は、以下の 20 µLの反応系でおこなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

37 ℃で 2時間インキュベート後、MilliQで 50 µLにしてから G-25カラム（GEヘルスケア社）

によってα-32P[GTP]を除去し、50 µLのホルムアミド loading dyeに溶かして 8 M尿素を含む 6 % 

ポリアクリルアミド変性ゲルで電気泳動にて電気泳動泳動を行い、目的の基質 RNAバンドを切り

出し、ゲル片を 2x PK buffer 500 µLと混合し室温で一晩インキュベートして RNAを溶出した。

DNA断片 1 µg 

10x T7 scribe buffer 2 µL 

100 mM ATP 1 µL 

100 mM UTP 

100 mM GTP 

100 mM CTP 

1 mM DTT 

RNase inhibitor 

T7 enzyme 

1 µL 

1 µL 

1 µL 

2 µL 

0.5 µL 

2 µL 

DNA断片 

MilliQ 

5 µL 

9.5 µL 

 20 µL 

10x ScriptCap buffer 2 µL 

2 mM S-adenosyl-methionine 1 µL 

1 µM 標的 mRNA 2 µL 

ScriptCap enzyme 

3.3 µM α-32P[GTP] 

1 µL 

1 µL 

MilliQ 13 µL 

 20 µL 
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溶出した RNAはエタノール沈殿により回収して MilliQに溶かし、10 nMとなるように調製した。 

 

切断アッセイに用いる際には t1A、t1U、t1G、t1Cであるそれぞれの標的 RNAの放射性標識の強

度が揃うように濃度調整を行った。 

 

ガイド RNAおよびガイド 2本鎖 RNAの調製  

使用したガイド RNA、二本鎖 RNA調製用のガイド鎖、パッセンジャー鎖の基質 RNAは表にまと

めた。これらの基質 RNAはジーンデザイン社から購入した。 

 
A3_1A_siRNAguide 5’AAAAGCAUGAGAAUUUGCUGU 3’ 
A3_1A_siRNApass 5’AGCAAAUUCUCAUGCUUUUAA 3’ 
A3_1U_piRNA 5’UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUC 3’ 
S_1U_piRNA 5’UCUUCGGUAGUAUAGUGGUCAGUAUC 3’ 

 

基質 RNAと T4 polynucleotide kinase（T4 PNK、タカラバイオ社）を以下のように調製し、37 ℃

で 2時間インキュベートして 5’末端をリン酸化した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

インキュベート後、フェノール・クロロホルム精製とエタノール精製を行った後 MilliQ でガイド

鎖、パッセンジャー鎖を 5 µMに調製した。 

 

二本鎖 RNAを作成する場合は、以下の組成でガイド鎖とパッセンジャー鎖の基質 RNAを混合し、

95 ℃で 2分インキュベートした後に室温で 1時間インキュベートすることでアニーリングした。 

 

 

 

 

 

10 µM RNA 10 µL 

10x PNK buffer 2 µL 

10 mM ATP 2 µL 

T4 PNK 1 µL 

MilliQ 5 µL 

 20 µL 

ガイド鎖 (5 µM) 4 µL 

ガイド鎖 (5 µM) 6 µL 

2x lysis buffer 10 µL 

 20 µL 
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アニーリング後はガイド二本鎖 RNAの濃度が 500 µMとなるように 1x lysis bufferで調製した。 

 

FLAG-ヒトAgo2を用いた切断アッセイ  

HEK293T細胞で FLAG-Ago2を過剰発現させたライセート 5 µLを以下の組成でガイド RNAと混

ぜ、37 ºCで 30分インキュベートすることによってガイド RNAをプログラムした。 

 

 

 

 

 

 

そこに標的 RNAを 1 µL加え (終濃度 ~1 nM)、計 10 µLの反応系アッセイを行った。 

切断反応開始後 5分、15分、30分等でサンプリングし、反応液は除タンパク質処理を行った後、

共沈剤として 1µLのグリコーゲンを加えてエタノール沈殿を行った。乾燥した後、ホルムアミド

loading dyeを加えて 8 M尿素を含む 6 % ポリアクリルアミド変性ゲルで電気泳動を行った。ゲ

ルを乾燥した後に FLA-7000 image analyzer （Fujifilm）でシグナルを検出し、Image Gauge 

software（Fujifilim）で画像を解析した。  

 

FLAG-Siwi、FLAG-BmAgo3を用いた切断アッセイ  

まず、4 µLの抗 FLAG抗体（M2、Sigma）と 40 µLの Dynabeads protein G（Invitrogen）と混

ぜて，4 ºCで 1時間インキュベートした。その後、1× lysis bufferで 2回洗った後、FLAG-Siwi

または FLAG-BmAgo3のライセートを 120 µL加えて 4 ºCで 1時間インキュベートした。1× lysis 

bufferで beadsを 3回洗った後、4つに分け（t1A、t1U、t1G、t1C）、それぞれに 3 µLの 40× mix、

6 µLの 1× lysis buffer、1 µLの標的 RNA (終濃度 ~1 nM) を加えて計 10 µLの反応系で 25 ℃で

アッセイを行った。基本的に、BmAgo3の場合は切断反応開始後 3時間、Siwiの場合は切断反応

開始後 8時間でサンプリングし、反応液は除タンパク質処理を行った後、共沈剤として 1 µLのグ

リコーゲンを加えてエタノール沈殿を行った。乾燥した後、ホルムアミド loading dyeを加えて 8 

M 尿素を含む 6 % ポリアクリルアミド変性ゲルで電気泳動を行った。ゲルを乾燥した後に

FLA-7000 image analyzer (Fujifilm) でシグナルを検出し、Image Gauge software (Fujifilim）で画

像を解析した。 

 

 

1x  lysate 	 5 µL 

40x reaction mix 	 3 µL 

二本鎖 RNA (500 µM)  	  1 µL  

 	 10 µL 
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Competitor実験  

まず、1 µLの抗 FLAG抗体（M2、Sigma）と 10 µLの Dynabeads protein G（Invitrogen）と混

ぜて、4 ºCで 1時間インキュベートした。その後、1× lysis bufferで 2回洗った後、FLAG-Siwi

または FLAG-BmAgo3のライセートを 30 µL加えて 4 ºCで 1時間インキュベートした。1× lysis 

bufferで beadsを 3回洗った後、3 µLの 40× mix、5 µLの 1× lysis buffer、1 µLの competitor RNA

を加えて 25 ℃で 10分間インキュベートした。その後 1 µLの標的 RNA (終濃度 ~1 nM) を加え

て 10 µLの反応系でアッセイを行った。反応液は除タンパク質処理を行った後、共沈剤として 1 µL

のグリコーゲンを加えてエタノール沈殿を行った。乾燥した後、ホルムアミド loading dyeを加え

て 8 M尿素を含む 6 % ポリアクリルアミド変性ゲルで電気泳動を行った。ゲルを乾燥した後に

FLA-7000 image analyzer (Fujifilm) でシグナルを検出し、Image Gauge software（Fujifilim） で

画像を解析した。以下に competitor RNAの配列を示す。（M）は、2’OMe修飾を示す。 

 
A3_1A 

competitor 

5’U(M)C(M)U(M)U(M)C(M)C(M)C(M)G(M)C(M)A(M)G(M)A(M)C(M)A(M)G(M)C(M)A(M)A
(M)A(M)U(M)U(M)C(M)U(M)C(M)A(M)U(M)G(M)C(M)U(M)U(M)U(M)U(M)C(M)C(M)U(M)
U(M)U(M) 3’ 

S_1U 

competitor 

5’U(M)C(M)U(M)U(M)C(M)G(M)A(M)U(M)A(M)C(M)U(M)G(M)A(M)C(M)C(M)A(M)C(M)U
(M)A(M)U(M)A(M)C(M)U(M)A(M)C(M)C(M)G(M)A(M)A(M)G(M)A(M)A(M)C(M)C(M)U(M)
U(M)U(M) 3’ 

 

大腸菌発現用ベクターの調製  

GST-ヒトAgo2 (458-859)、GST-Siwi (539-899)、GST-BmAgo3 (565-926) の発現ベクターは、次

のように構築した。Siwi、BmAgo3、ヒトAgo2のcDNAクローンをテンプレートとして以下のプラ

イマーと酵素KOD –Plus- Neo (東洋紡社) を用いてPCRを行った。これらのDNA断片は、EcoR1

とBamH1で制限酵素処理し、ゲル精製をした後、NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

（MACHEREY-NAGEL）を用いて精製した。GST融合タンパク質発現ベクターであるpGEX-6P-2

（GE Healthcare）をEcoR1とBamH1で制限酵素処理し、ゲル精製をした。次にDNA Ligation Kit 

＜Mighty Mix＞ (タカラバイオ) を用いて、線状化したpGEX-6P-2とヒトAgo2 (458-859)、Siwi 

(539-899)、BmAgo3 (565-926) の３つのDNA 断片を結合させ、プラスミドを構築した。得られ

たプラスミドはDNA シークエンシングにより塩基配列を確認した。 

以下の表にプラスミド作製に用いたプライマーの配列を示す。 

 

Siwi (539-900) Fw プライマー 5’CATGGATCCGAAAGACAAC 3’ 

Rv プライマー 5’TACGAATTCGGTTAGAGGAAA 3’ 

BmAgo3 
(566-926) 

Fw プライマー 5’CATGGATCCCAGAGGGATAAGCAG 3’ 

Rv プライマー 5’TACGAATTCGGCTACAAAAAGAACAGCT 3’ 

ヒト Ago2 
(460-859) 

Fw プライマー 5’CATGGATCCCGCCAGTGCACG 5’ 

Rv プライマー 5’TACGAATTCGGTTAAGCAAAGTACATGGTGC 3’ 
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タンパク質の発現と精製  

GST-ヒトAgo2 (458-859)、GST-Siwi (539-899)、GST-BmAgo3 (565-926) それぞれのタンパク質

を次のように発現精製した。発現ベクターを用いて大腸菌BL21 株に形質転換し、10 mLのLB 培

地で一晩前培養を行った。翌日、全培養液を遠心して上清を取り除いた後に、菌体を1L のLB 培

地に加え、OD600 が0.6 に達するまで振盪培養した。培養液を30分間氷上に静置し、イソプロ

ピル-β-チオガラクトピラノシド（IPTG）を終濃度1 mM になるように添加した。その後18 ℃で

24 時間振盪培養を行った。培養後は2,730× g で20分間遠心して大腸菌を回収し、液体窒素で

凍結して－80 ℃で保存した。精製に用いたバッファーは以下の通りである。 

 

バッファーA :  

1x lysis、1 mM DTT、1× Ptotease Inhibitor Cocktail、1 % Triton X-100 (WAKO) 

バッファーB :  

1x lysis、1 mM DTT、1× Ptotease Inhibitor Cocktail 

溶出バッファー :  

1x lysis、1 mM DTT、1× Ptotease Inhibitor Cocktail、10 mM Glutathione（還元型） 

 

精製方法を以下に示す。 

凍った大腸菌のペレットを低温室で溶解し、バッファーA	 30 mLで懸濁した。ソニケーターによ

り氷上で3 分間大腸菌を破砕し、10,000 x g で20分間遠心することで可溶性画分と不容性画分を

分離した。 

 

500 µLのStreptavidin Sepharose (GE healthcare) を用意し、バッファーBで2回洗った。ライセー

トの可溶性画分とSepharose beadsを混合し、4 ℃ で2時間インキュベートした。その後、ディ

スポーザブルカアムに混合液を充填し、バッファーB で5回洗った後に、500 µLの溶出バッファ

ーによりbeads上の目的タンパク質を溶出させた。目的タンパク質の溶出をSDS-PAGE により検

出し、濃度を測定した後、液体窒素で凍らせ、－80 ℃ で保存した。 

 

GST-ヒト Ago2 (458-859)、GST-Siwi (539-899)、GST-BmAgo3 (565-926) を用いた切断アッ

セイ  

精製した GST-ヒト Ago2 (458-859)、GST-Siwi (539-899)、GST-BmAgo3 (565-926) それぞれ 5 µL

を以下の組成でガイド RNAと混ぜ、25 ºCで 30分インキュベートすることによってガイド RNA

をプログラムした。GST-ヒト Ago2 (458-859) には A_1U_piRNA、GST-Siwi (539-899) と
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GST-BmAgo3 (565-926) には S_1U_piRNAをガイド RNAとして用いた。 

 

 

 

 

 

 

そこに 1 µLの標的 RNA (終濃度~1 nM) を加え、計 10 µLの反応系で 25 ℃にて切断アッセイを

行った。切断反応開始後 30分、1時間、3時間、6時間等でサンプリングし、反応液は除タンパ

ク質処理を行った後、共沈剤として 1 µLのグリコーゲンを加えてエタノール沈殿を行った。乾燥

した後、ホルムアミド loading dyeを加えて 8 M尿素を含む 6 % ポリアクリルアミド変性ゲルで

電気泳動を行った。ゲルを乾燥した後に FLA-7000 image analyzer (Fujifilm) でシグナルを検出し、

Image Gauge software（Fujifilim）で画像を解析した。 

 

FLAG-ヒト Ago2 (458-859) を発現する細胞ライセートの調製  

pCAGEN-FLAG-ヒトAgo2をテンプレートとして以下のプライマーと酵素KOD –Plus- Neo （東洋

紡社） を用いてPCRを行った。1 µLのDpn1（タカラバイオ）を加え、37 ℃で1時間インキュベ

ートした後、大腸菌にトランスフォーメーションした。得られたプラスミドはDNA シークエンシ

ングにより塩基配列を確認した。トランスフェクションや、ライセートの調製法等は上と同じで

ある。以下の表にプラスミド作製に用いたプライマーの配列を示す。 

 
  pCAGEN-ヒト Ago2 (458-859) 

Forward プライマー 5' ATGACAAGCCCCAGCGCCAGTGCAC 3' 

Reverse プライマー 5' CGCTGGGGCTTGTCATCGTCGTCCT 3' 

 

FLAG-ヒト Ago2、FLAG-ヒト Ago2 (458-859) の免疫沈降物による標的切断アッセイ  

まず、2 µLの抗FLAG抗体（M2、Sigma）と20 µLのDynabeads protein G（Invitrogen）と混ぜて，

4 ºCで1時間インキュベートした。その後、1× lysis bufferで2回洗った後、FLAG-ヒトAgo2また

はFLAG-ヒトAgo2 (458-859) のライセートを30 µL加えて4 ºCで1時間インキュベートした。0.8 

M NaClと1 % Triton X-100 (WAKO) を含む1× lysis bufferでbeadsを3回洗った後、1× lysis 

bufferでさらに3回洗い、それぞれ以下の組成でガイドRNAと混ぜ、37 ºCで30分インキュベート

することによってガイドRNAをプログラムした。A3_1A_siRNAguideをガイドRNAとして用いた。 

 

1× lysate 	  5 µL 

40× reaction mix 	  3 µL 

一本鎖 RNA (500 µM)  	   1 µL 

 	  9 µL 
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その後、1× lysis bufferで 3回洗い、4つに分けた（t1A、t1U、t1G、t1C）。そこに、3 µLの 40

× reaction mix、6 µLの 1× lysis buffer、1 µLの標的 RNA (終濃度 ~1 nM) を加えて計 10 µLの

反応系で 37 ℃アッセイを行った。ライセートを加え戻す場合は、標的 RNAを投加える際に lysis 

bufferの代わりに HEK293T細胞ライセートを 6 µL加えた。 

切断反応開始後 1 時間、3 時間等でサンプリングし、反応液は除タンパク質処理を行った後、共

沈剤として 1 µL のグリコーゲンを加えてエタノール沈殿を行った。乾燥した後、ホルムアミド

loading dyeを加えて 8 M尿素を含む 6 % ポリアクリルアミド変性ゲルで電気泳動を行った。ゲ

ルを乾燥した後に FLA-7000 image analyzer (Fujifilm)でシグナルを検出し、 Image Gauge 

software (Fujifilim）で画像を解析した。 

 

また、FLAG-ヒト Ago2へ二本鎖 RNAを取り込ませてから免疫沈降する場合は、まず、4 reaction

分のライセート 20 µLを以下の組成でガイド RNAと混ぜ、37 ºCで 30分インキュベートするこ

とによってガイド RNAをプログラムした。 

 

 

 

 

 

 

その後、予め 2 µLの抗 FLAG抗体 （M2、Sigma） と 20 µLの Dynabeads protein G （Invitrogen）

を 4 ºCで 1時間インキュベートし、lysis bufferで洗ったものをライセート中に加え、4 ℃で一時

間インキュベートした。0.8 M NaClと 1 % Triton X-100 (WAKO) を含む 1× lysis bufferで beads

を 3回洗った後、1× lysis bufferでさらに 3回洗い、4つに分け （t1A、t1U、t1G、t1C）、3 µL

の 40× reaction mixと 6 µLの lysis buffer、1 µLの標的 RNAを加え (終濃度 ~1 nM)、計 10 µL

の反応系アッセイを行った。ライセートを加え戻す場合は、標的を加える際に 1× lysis bufferの

代わりに HEK293T細胞ライセートを 6 µL加えた。 

切断反応開始後 15 分、30 分等でサンプリングし、反応液は除タンパク質処理を行った後、共沈

Beads + lysis buffer 	  5 µL 

40× reaction mix 	  3 µL 

一本鎖 RNA (500 µM)  	   1 µL 

 	  9 µL 

1× lysate 	 20 µL 

40× reaction mix 	 12 µL 

二本鎖 RNA (500 µM)  	 4 µL 

 	 36 µL 
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剤として 1 µLのグリコーゲンを加えてエタノール沈殿を行った。以下は同様の手順で解析を行っ

た。 

 

フェノール・クロロホルムまたは煮沸処理したライセートの添加  

まず、4 reaction分のライセート 20 µLを以下の組成でガイド RNAと混ぜ、37 ºCで 30分インキ

ュベートすることによってガイド RNAをプログラムした。 

 

 

 

 

 

 

その後、予め 2 µLの抗 FLAG抗体 （M2、Sigma）と 20 µLの Dynabeads protein G （Invitrogen）

を 4 ºCで 1時間インキュベートし、lysis bufferで洗ったものをライセート中に加え、4 ℃で一時

間インキュベートした。0.8 M NaClと 1 % Triton X-100 (WAKO) を含む 1× lysis bufferで beads

を 3回洗った後、1× lysis bufferでさらに 3回洗い、4つに分け ( t1A、t1U、t1G、t1C)た。そ

れぞれに 3 µLの 40× reaction mixと 1 µLの標的 RNA (終濃度 ~1 nM)、6 µL のフェノール・ク

ロロホルム処理したライセート または、95 ℃で 5分間煮沸したライセートの上清を加え、計 10 

µL の反応系アッセイを行った。切断反応開始後 30 分でサンプリングし、反応液は除タンパク質

処理を行った後、共沈剤として 1 µLのグリコーゲンを加えてエタノール沈殿を行った。以下は同

様の手順で解析を行った。 
 

 

シャペロン阻害剤の添加  

まず、4 reaction分のライセート 20 µLを以下の組成でガイド RNAと混ぜ、37 ºCで 30分インキ

ュベートすることによってガイド RNAをプログラムした。 

 

 

 

 

 

 

1× lysate 	 20 µL 

40× reaction mix 	 12 µL 

二本鎖 RNA (500 µM)  	 4 µL 

 	 36 µL 

1× lysate 	 20 µL 

40× reaction mix 	 12 µL 

二本鎖 RNA (500 µM)  	 4 µL 

 	 36 µL 
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その後、予め 2 µLの抗 FLAG抗体 （M2、Sigma） と 20 µLの Dynabeads protein G （Invitrogen）

を 4 ºCで 1時間インキュベートし、lysis bufferで洗ったものをライセート中に加え、4 ℃で一時

間インキュベートした。0.8 M NaClと 1 % Triton X-100 (WAKO) を含む 1× lysis bufferで beads

を 3回洗った後、1× lysis bufferでさらに 3回洗い、4つに分け （t1A、t1U、t1G、t1C）、それ

ぞれに 3 µLの 40× reaction mixと 1 µLの標的 RNA (終濃度 ~1 nM) を加えた。そして、1 µL の

10mM 17-AAG または 1 µL の 10mM PESとインキュベートした 5 µLの HEK 293T細胞ライセ

ートを加え、計 10 µLの反応系アッセイを行った。切断反応開始後 30分でサンプリングし、反応

液は除タンパク質処理を行った後、共沈剤として 1 µLのグリコーゲンを加えてエタノール沈殿を

行った。以下は同様の手順で解析を行った。 

 

ゲルろ過クロマトグラフィーによる分画  

ゲル濾過クロマトグラフィーによる精製はAKTA purifier（GE Healthcare）を用いて行い、カラム

は当研究室で使用されているSuperdex 200 Increase 5/150 GL（GEヘルスケア・ジャパン）を用

いた。一回目のゲル濾過クロマトグラフィーに用いたライセートは通常と同様に、回収した

HEK293T細胞の重さの2倍量の1x lysis buffer （1x Protease Inhibitor Cocktail、1 mM DTTを含む）

に懸濁し、ダウンスホモジナイザーを用いて4 ℃で破砕し後、17,000 x g、4 ℃、20分の遠心分

離をおこなった際の上清を用いた。二回目のゲルろ過クロマトグラフィーに用いたライセートは

HEK293T細胞の重と等量の1x lysis buffer （1x Protease Inhibitor Cocktail、1 mM DTTを含む）

に懸濁し、以下、同様の操作を行った。用いたライセート量は二回とも150 µLである。Bufferは1 

mM DTTを含む1x lysis bufferを用い、合計3 mLのbufferで各フラクション200 µLずつ溶出できる

ように設定した。 
 

Halo-Siwiを用いた切断アッセイ  

まず、Magne™ HaloTag® Beads (Promega) を 1× lysis buffer で 2 回洗った後、120 µL の

Halo-Siwiを過剰発現する BmN4ライセートと 25 ℃で 90分間インキュベートした。通常の切断

アッセイを行う場合は 1× lysis bufferで 3回洗った後、4つに分け（t1A、t1U、t1G、t1C）、6 µL 

の BmN4 ライセートと、3 µL の 40× reaction mix、1 µL いずれかの標的 S_1U RNAを加え（終

濃度 ~1 nM）、計 10 µLの反応系で 25 ℃で 12時間以上インキュベートすることで切断アッセイ

を行った。Wash条件を変える場合は、インキュベート後の Magne™ HaloTag® Beads (Promega) 

を 0.8 M NaClと 1 % Triton X-100 (WAKO) を含む 1× lysis bufferで beadsを 3回洗った後、1

× lysis bufferでさらに 3回洗った後、4つに分け（t1A、t1U、t1G、t1C）、6 µL の lysis buffer

または BmN4ライセート、3 µL の 40× reaction mix、1 µL いずれかの標的 S_1U RNAを加え



 105 

（終濃度 ~1 nM）、計 10 µLの反応系で 25 ℃で 8時間インキュベートすることで切断アッセイ

を行った。反応液は除タンパク質処理を行った後、共沈剤として 1 µLのグリコーゲンを加えてエ

タノール沈殿を行った。乾燥した後、ホルムアミド loading dyeを加えて 8 M尿素を含む 6 % ポ

リアクリルアミド変性ゲルで電気泳動を行った。ゲルを乾燥した後に FLA-7000 image analyzer 

（Fujifilm）でシグナルを検出し、Image Gauge software（Fujifilim）で画像を解析した。尚、標

的 RNA 切断時に加えた BmN4 ライセートは、野生型のものであり、本研究で用いるライセート

の作成方法に従って細胞を破砕し、その後破砕液を 17,000 × gで遠心した際の上清を用いた。 
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