
 

 

 

 

 

piRNA-seq に基づいた、 

プラナリア多能性幹細胞システムにおける

DjpiwiB 遺伝子の機能解析 

 

 

 

 

鹿島 誠 

 

 



1 

目次 

略語表 ................................................................................................................... 2 

要旨....................................................................................................................... 5 

序章....................................................................................................................... 7 

材料と方法 ......................................................................................................... 41 

第一章 プラナリアにおける PIWI タンパク質の細胞内局在 ...................... 61 

第二章 DjPiwiB-piRNA 複合体による転移因子の抑制 ............................... 83 

第三章 DjPiwiB-piRNA 複合体による非転移因子性タンパク質コード遺

伝子の制御 ....................................................................................................... 105 

第四章 細胞質 PIWI ファミリータンパク質による転移因子の抑制 ........ 153 

結章................................................................................................................... 178 

参考文献 ........................................................................................................... 181 

謝辞................................................................................................................... 209 

 

  



2 

略語表 

Ago3  Argonaute 3 

Armi  Armitage 

as-gypsy-P1  antisense RNA of gypsy-P1 

Aub  Aubergine 

calu  calumenin 

CB  Chromatoide body 

CDS  coding DNA sequence 

ChIP  Chromatin immunoprecipitation 

Dj  Dugesia japonica 

Dm  Drosophila melanogaster 

dpf  days post 2nd feeding 

dpi  days post irradiation 

Dr  Danio rerio 

dsRNA  double-stranded RNA 

ESC  Embryonic Stem Cell 

EST  Expressed sequence tag 

fasⅢ  fasciclinⅢ 

FDR  False Discover Rate 

flam  flamenco 

H3K9me3 Histone H3 trimethyl Lys9 

H-DEGs highly-differentially-expressed genes 

Hili  Hiwi-like 

Hiwi  Hydra Piwi 

iPSC  Induced Puluripotent Stem Cell 

L-DEGs lowly-differentially-expressed genes 

Masc  Masculinizer 

mcm2  minichromosome maintenance complex component 2 

mcm3  minichromosome maintenance complex component 3 

Mili  Miwi-like 

miRNA  micro-RNA 

Miwi  Mouse Piwi 

Miwi2  Mouse Piwi2 

Mm  Mus musculus 

OSC  Ovarian somatic cell 
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PAZ  Piwi-Argonaute-Zwille 

PAZ  Piwi/Argonaute/Zwille 

pcna  proliferating cell nuclear antigen 

PCR  Polymerase chain reaction 

ph  Pharynx 

pH3  phospholated histone H3 

piRNA  PIWI-interacting RNA 

PIWI  P-element induced wimpy testis 

RNAi  RNA interfearence 

RT-PCR Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

sDMA  symmetrical dimethyl arginine  

siRNA  small interfering RNA 

SIWI  silkworm Piwi 

Smed  Schmidtea mediterranea 

Syt  Synaptotagmin 

tj  traffic jam 

UTR  untranslated region 

Yb  fs(1)Yb 

Zili  Ziwi-like 

Ziwi  Zebrafish Piwi 

Zuc  Zucchini 
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要旨 

 近年、生殖細胞において転移因子を抑制することで次世代に安定してゲノム

を伝えるのに重要な役割を担う PIWI ファミリータンパク質が、無性生殖を行

うプラナリアの成体多能性幹細胞(neoblast：新生細胞)においても重要な機能を

担うことが示唆されてきた。しかし、PIWI がプラナリアでどのような標的遺伝

子の発現を制御することで、幹細胞制御に寄与しているかは未知であった。本研

究では、プラナリアの新生細胞の分化制御に不可欠であることが示唆されてい

る核局在型 PIWI である DjPiwiB タンパク質の機能解析を DjPiwiB に結合する

piRNA の配列をもとに行った。この結果、生殖細胞で発現する PIWI 同様に、

体細胞に分化中の細胞でありながら、DjPiwiB は転移因子の発現を抑制してい

た。興味深いことに、新生細胞で産生された DjPiwiB はすべての分化した体細

胞へと分解されることなく受け継がれており、転移因子抑制は新生細胞そのも

のではなく細胞分化の過程で DjPiwiB によって行われていることを明かにした。

さらに、DjPiwiB-piRNA 複合体は転移因子以外のタンパク質をコードする遺伝

子も標的にしており、新生細胞内で特定の細胞周期関連遺伝子の発現の調節や、

分化中の細胞に特異的な遺伝子の一過的な遺伝子発現を制御していることがわ

かった。加えて、新生細胞の細胞質に局在する DjPiwiC が DjPiwiB-piRNA 複

合体による標的遺伝子の発現制御に寄与していることを明らかにした。このよ
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うに、本研究は PIWI タンパク質が多能性幹細胞システムの遺伝子発現制御に

おいて多様な役割を担っていることを初めて明らかにすることに成功した。 
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序章 

多能性幹細胞と生殖細胞の共通点 

 分化全能性とは一個体を形成するすべての細胞種に分化することができ、自

律的な個体形成を行うことができる能力を指す。例えば、哺乳類では受精卵や卵

割初期の細胞のみが持つ能力であり、個体発生の過程を経て、この分化能力は次

第に失われていくのが一般的である(Suwińska et al., 2008)。近年、胚性多能性

幹細胞（ES 細胞）(Martin, 1981)や人工多能性幹細胞（iPS 細胞）(Takahashi 

and Yamanaka, 2006)等の発見により人工的な培養下ではあるが、生体を構成

するすべての細胞種に分化することができる分化多能性を持つ細胞を維持する

ことが哺乳類で可能になった。しかし、これらの細胞を生体内に移植すると腫瘍

化してしまう(Ben-David and Benvenisty, 2011)。一方で、一部の無脊椎動物（カ

イメン、ヒドラ、プラナリア、群体ボヤなど）では、三胚葉と生殖細胞に分化す

ることができる多能性幹細胞が成体においても腫瘍化することなく維持されて

いる(Agata et al., 2006; Sánchez Alvarado and Yamanaka, 2014)。これらの無

脊椎動物の成体多能性幹細胞が生体内でどのような制御を受けることで、腫瘍

化することなく維持されているのかを調べることは、基礎研究のみならず再生

医療などの応用研究にも寄与すると考えられている (Agata et al., 2006; 

Sánchez Alvarado and Yamanaka, 2014)。 
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では、なぜプラナリアやカイメンといった無脊椎動物では分化多能性を有す

る幹細胞を成体で維持しているのであろうか？その一つの理由は無性生殖を行

うためである。例えば、カイメンは数千の休止期幹細胞を含む芽球を形成するこ

とで(Funayama, 2013)、ヒドラや群体ボヤは出芽によって(Berrill 1947; Bode 

1996)、また、プラナリアは自切によって無性生殖を行う(Agata and Watanabe, 

1999)。これらの無性生殖の過程で新たな子孫を作り出す源となっているのが成

体多能性幹細胞である。つまり、有性生殖では生殖細胞と受精卵が担う役割を、

これら無脊椎動物の無性生殖では成体多能性幹細胞が担っているのである。生

殖細胞は分化細胞ではあるが受精によってすべての細胞種を生み出す細胞にな

りうるために、その制御の一部は幹細胞制御と同じあるいは似た機構によって

行われていると考えられている。実際、他の生物では生殖細胞特異的な遺伝子が、

カワカイメンやプラナリアの成体多能性幹細胞でも発現していることが報告さ

れている(Agata et al., 2006; Alié et al., 2011, 2015; Funayama et al., 2010; 

Önal et al., 2012; Shibata et al., 2010)。piwi ファミリー遺伝子(以下 piwi と記

述する)もそのうちの一つである。piwi は様々な生物で、生殖細胞だけでなく、

成体多能性幹細胞を含む体細胞でも発現しており、それら細胞の機能・維持に重

要であると考えられている(Juliano et al., 2011; Peng and Lin, 2013; Ross et 

al., 2014)。しかし、PIWI ファミリータンパク質（以下 PIWI と記述する）の機
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能の解析は主に生殖細胞で行われており、成体多能性幹細胞において PIWI が

担う分子機構についてはほとんど明らかにされていない。 

 

PIWI ファミリータンパク質の特徴 

 piwi ファミリー遺伝子の中で最初に同定されたのはショウジョウバエ

（Drosophila melanogaster）の piwi（P-element induced wimpy testis）（以

下、本論文では混同を避けるために、Dmpiwi とする）遺伝子である(Cox et al., 

1998)。Dmpiwi は生殖幹細胞の維持や生殖細胞の発生に必須な遺伝子として突

然変異体スクリーニングによって同定された(Cox et al., 1998, 2000)。PIWIは、

RNA 干渉（RNAi）経路の重要な因子である Argonaute（AGO）ファミリータン

パク質と同じ Argonaute ファミリーに属すタンパク質である。PIWI は小分子

RNA との結合に関与する PAZ(Piwi/Argonaute/Zwille)ドメインと RNaseH 活性を

持つPIWIドメインを持ち 、PAZドメインを介してpiRNA（PIWI-interacting RNA）

と呼ばれる小分子 RNA と結合することが知られている（図 0-1A）。PIWI-piRNA

複合体は、結合している piRNA をガイドとして、配列特異的に標的核酸に結合

し、転写レベルあるいは転写後レベルで標的遺伝子の発現を負に制御する（図 0-

1B）(Iwasaki et al., 2015)。PIWI は動物界で保存されたタンパク質であり、相同遺

伝子は多細胞生物ではカイメンからヒトに至るまで同定されている（図 0-1B）
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(Juliano et al., 2011)。 

 

図 0-1 （A）PIWI ファミリータンパク質では、PAZ ドメインと PIWI ドメインが

保存されている。(B)PIWI は多細胞生物ではカイメンからヒトに至るまで保存

され、生殖細胞や多能性幹細胞で発現している。また、PIWI は piRNA をガイド

として、配列特異的に転移因子などの標的遺伝子を負に制御する。  
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 PIWI は細胞内局在から、細胞質局在型 PIWI（細胞質 PIWI）と核局在型 PIWI

（核 PIWI）に分けることができる。PIWI による標的遺伝子の制御は、細胞質

では転写後制御、核内では転写制御によって行われるため、細胞内での局在は

PIWI の機能を理解する上で重要である(Iwasaki et al., 2015; Olovnikov et al., 

2012)。ショウジョウバエのゲノムには 3 種類の PIWI タンパク質をコードする

遺伝子が存在する。Argonaute 3（以下 DmAgo3 と記述する）と Aubergine（以

下、DmAub と記述する）は細胞質に局在するタンパク質であり、DmPiwi は核

に局在するタンパク質である（表 0-1）(Brennecke et al., 2007)。同様にマウス

（Mus musculus）にも、Mouse Piwi（以下、MmMiwi と記述する）、Miwi-like

（以下、MmMili と記述する）という 2 種類の細胞質 PIWI と Mouse Piwi 2（以

下、MmMiwi2 と記述する）と呼ばれる核 PIWI が存在する（表 0-1）(Carmell 

et al., 2007; Deng et al., 2002; Kuramochi-Miyagawa et al., 2004)。ショウジ

ョウバエやマウスのように 2 種類の細胞質 PIWI と 1 種類の核 PIWI を持つ動

物が見られる一方で、ゼブラフィッシュの Zebrafish Piwi（以下、DrZiwi と記

述する）、Ziwi-like（以下、DrZili と記述する）(Houwing et al., 2007, 2008)や

カイコガの silkworm Piwi（以下、BmSiwi と記述する）、Bombyx mori 

Argonaute 3（以下、BmAgo3 と記述する）(Nishida et al., 2014)のように 2 種

類の細胞質 PIWI のみを持つ動物も存在する（表 0-1）。 
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表 0-1 ゲノム中にコードされている 

すべての PIWI の細胞内局在が既知の生物の例 

 細胞質 PIWI 核 PIWI 

ショウジョウバエ DmAub, DmAgo3 DmPiwi 

マウス MmMili, MmMiwi MmMiwi2 

ゼブラフィッシュ DrZili, DrZiwi  

カイコガ BmAgo3, BmSiwi  

ヒドラ Hili, Hiwi  

 

細胞質 PIWI は PIWI ドメインの RNase H 活性を用いて、piRNA の配列依

存的に標的 RNA を切断することで転写後制御を行う(Iwasaki et al., 2015)。一

方で、核 PIWI による標的遺伝子の抑制はエピジェネティックな制御であると

考えられている。ショウジョウバエでは DmPIWI-piRNA 複合体が抑制性ヒス

トン修飾（H3K9me3）を介して(Sienski et al., 2012)、マウスでは MmMiwi2-

piRNA 複合体がゲノム DNA のシトシンのメチル化を介して(Aravin et al., 

2008)、ヘテロクロマチン化が誘導されることで、核 PIWI による標的遺伝子の

抑制が行われる。また、興味深いことに、ショウジョウバエの核 PIWI である

DmPIWI の RNaseH 活性をなくした変異体では生殖能力は正常であり、標的遺

伝子の抑制にも変化がないことから、核 PIWI の機能には RNaseH 活性は必須

ではないと考えられている(Darricarrere et al., 2013)。細胞内局在による PIWI

の作用機序の違いはショウジョウバエやマウスだけでなく、カイコの細胞質



13 

PIWI やアメフラシの核 PIWI でも確認されている (Kiuchi et al., 2014; 

Rajasethupathy et al., 2012)。ただし、例外もあり、一部の生物では異なる作用

機序を示す PIWI が存在する。例えば、線虫では細胞質 PIWI-piRNA 複合体に

よって認識された標的 RNA からアンチセンス鎖に相当する小分子 RNA が産生

される。そして、その小分子 RNA と AGO ファミリータンパク質が結合して作

用することによって遺伝子の発現が抑制されるという報告がなされている(Lee 

et al., 2012)。また、単細胞生物の繊毛虫では PIWI がゲノム再編成の制御に関

わっているという報告もある。例えば、テトラヒメナの大核1では核 PIWI-

piRNA 複合体によってヘテロクロマチン化が誘導された領域が除去されてゲノ

ム再編成が起こる(Mochizuki et al., 2002; Noto et al., 2010)。 

 

piRNA の特徴と産生機構 

 PIWI の標的遺伝子は、piRNA の配列によって決定される。piRNA は非タン

パク質コード小分子 RNA の一種であり、その他の非タンパク質コード小分子

                                               
1 テトラヒメナは小核と大核、2 つの核を持つ。小核は完全なゲノムを含む生

殖用の核であり、大核は不必要なゲノム領域が除去されたゲノムを複数コピー

含んでいる。これは必要な遺伝子のコピー数を増やすためだと考えられてい

る。 
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RNA（siRNA や miRNA：20-22 塩基）に比べて長く、生物種に依存して 24 塩

基から 31 塩基ほどである(Siomi et al., 2011)。また、miRNA などと比べて種

類が非常に多いことも特徴であり、例えば、ショウジョウバエやマウスの生殖細

胞では数百万種類以上の piRNA が報告されている(Brennecke et al., 2007; 

Kuramochi-Miyagawa et al., 2008; Reuter et al., 2011)。piRNA は一次 piRNA

と二次 piRNA に分けられる。一次 piRNA は最初の（5’末端の）塩基がウラシ

ル（1U）である傾向を持ち、(Aravin et al., 2008; Brennecke et al., 2007)。一

方、二次 piRNA は 5’末端から 10 塩基目がアデニン（10A）である傾向を示す

(Aravin et al., 2008; Brennecke et al., 2007)。piRNA の産生経路は、piRNA 前

駆体から一次 piRNA を産生する経路と、一次 piRNA を起点として細胞質 PIWI

が一次 piRNA と二次 piRNA を増幅する ping-pong 経路に分かれる(Iwasaki et 

al., 2015)。 

一次 piRNA 産生経路の研究は主にショウジョウバエの卵巣由来体細胞（OSC）

を用いて解析されてきた。3 種類の PIWI（DmPiwi, DmAgo3, DmAub）を発現

する生殖細胞と異なり、OSC は DmPiwi のみを発現している(Saito et al., 2009)。

そのため、OSC 内では細胞質 PIWI による ping-pong 経路を介した二次 piRNA

の産生は起こらない。OSC 内では、ゲノム上に存在する piRNA クラスター（詳

しくは後述する）と呼ばれる遺伝子座（flam 等）から転写される転写産物
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(Brennecke et al., 2007)やタンパク質タンパク質コード遺伝子（Dmtj 等）の 3’ 

UTR(Saito et al., 2009)などの一本鎖 RNA から一次 piRNA が産生される（図

0-2）。転写された長鎖一本鎖 RNA は核内から細胞質へと輸送され、DmYb、

DmPiwi、DmArmi 等のタンパク質から構成される Yb 小体（ミトコンドリア上

に存在する核近傍構造体）へと輸送される(Murota et al., 2014)。近年、flam は

Yb 依存的に Flam 小体と呼ばれる Yb 小体に隣接する構造体への輸送されるこ

とが明らかになっており、Yb は一次 piRNA の前駆体となる一本鎖 RNA の輸

送に関わっていると考えられている(Murota et al., 2014)。この輸送中に piRNA

の前駆体となる長鎖一本鎖 RNA から、DmZuc によって、未成熟一次 piRNA が

産生される(Pane et al., 2007)。未成熟一次 piRNA は、Yb 小体内で DmPiwi と

結合した後に(Saito et al., 2010)、3’末端分解とメチル化修飾を経て(Kawaoka et 

al., 2011)、DmPIWI-piRNA 複合体として核へと輸送される(Saito et al., 2010)。 
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図 0-2 OSCにおける一次piRNA産生機構。piRNAクラスター等に由来するpiRNA

前駆体は DmYb によって Flam 小体を経て、Yb 小体へと輸送される。この輸送中

に piRNA 前駆体は DmZuc によって未成熟一次 piRNA へと加工される。その後、

Yb 小体内で未成熟一次 piRNA は DmPiwi と結合した後に、3’末端分解とメチル

化修飾を経て成熟 DmPIWI-piRNA 複合体として核へと輸送される。 
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ショウジョウバエでは、OSC における一次 piRNA 産生に関わる DmArmi が、

生殖細胞でも DmPiwi や DmAub に結合する一次 piRNA の産生に関与してい

ることが明らかになっている(Malone et al., 2009)。しかし、Yb 小体を構成する

タンパク質の生殖細胞での piRNA 産生への関与は、DmArmi 以外に報告はな

く、ショウジョウバエの体細胞（OSC）と生殖細胞では一次 piRNA の産生機構

に部分的に差異があると考えられている。一方で、ショウジョウバエの OSC で

の一次 piRNA 産生に関与するタンパク質の相同タンパク質が、マウスでも

piRNA の産生に関与することが示されており(Frost et al., 2010; Soper et al., 

2008; Watanabe et al., 2011; Xiol et al., 2012)、種を超えて一次 piRNA の産生

経路が少なくとも部分的には保存されていることが示唆されている(Iwasaki et 

al., 2015)。 

二次 piRNA は ping-pong 経路によって産生される（図 0-3）。ショウジョウバ

エの生殖細胞では、細胞質 PIWI による ping-pong 経路による piRNA の産生

は、細胞質の核近傍に存在する高電子密度構造体である nuage で起こる(Lim 

and Kai, 2007)。ping-pong 経路では、DmAub-piRNA 複合体と DmAgo3-piRNA

複合体によって互いの標的 RNA（piRNA がセンス方向に一致する RNA とアン

チセンス方向に一致する RNA）の切断を介して、piRNA の産生が行われる。

DmAub には、前述した 1U を示す一次 piRNA が結合しており、piRNA に相補
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的な標的 RNA に結合する。DmAub-piRNA 複合体は piRNA の 10 塩基目と 11

塩基目の間を切断するために、切断された標的 RNA の 5’末端から 10 番目の塩

基は 10A を示す傾向がみられる(Brennecke et al., 2007)。この切断産物が二次

piRNA になる。この piRNA に見られる 1U と 10A 及び 10 塩基の相補的な一

致を合わせて、”ping-pong サイン”と呼ばれている。 

 

図 0-3 ショウジョウバエ生殖細胞における ping-pong 経路による piRNA 産生

機構。一次 piRNA と結合している PIWI が標的 RNA に結合し、一次 piRNA の 10

番目と 11番目の間に位置する箇所で標的 RNA を切断する。そのため、一次 piRNA

と二次 piRNA は 5’末端から 10 塩基が互いに相補的になる。その後、切断され

た標的 RNA の 3’末端はトリミングされ、二次 piRNA となる。そして、二次 piRNA

と結合した PIWI は同様に標的 RNA を切断し、一次 piRNA が産生される。この過

程を繰り返すことで一次 piRNA と二次 piRNA は増幅されていく。  
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ping-pong サインはマウスやヒドラ、プラナリアまで様々な動物で報告されて

おり(Friedländer et al., 2009; Kuramochi-Miyagawa et al., 2008; Lim et al., 

2014)、一次 piRNA を介した二次 piRNA の産生様式は種を超えて保存されてい

ると考えられている。マウスの始原生殖細胞でも、ショウジョウバエの nuage

同様に、核近傍に存在する高電子密度構造体である pi 小体（MmMili を含む構

造体）と piP 小体（MmMiwi2 を含む構造体）において二次 piRNA の産生が起

こっていることが示されている（図 0-4）(Aravin et al., 2008; Siomi et al., 2011)。

しかし、マウスの場合は、ショウジョウバエの生殖細胞で見られる ping-pong 経

路を介した piRNA 産生と異なり、「一方通行の」二次 piRNA 産生であると考え

られている（図 0-4）。これは、MmMili と一次 piRNA の複合体によって産生さ

れた二次 piRNA が MmMiwi2 に結合した後、Miwi2-piRNA 複合体は核に移行

するためである（図 0-4）(Aravin et al., 2008; Kuramochi-Miyagawa et al., 

2008)。 
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図 0-4 マウスの始原生殖細胞における ping-pong 経路。一次 piRNA-Mili 複合

体は pi小体において、二次 piRNA を産生し、piP 小体内の Miwi2 へと受け渡さ

れる。その後、二次 piRNA-Miwi2 複合体は核へと移行する。そのため、ping-

pong の繰り返しは起こらない。 

 

 piRNA クラスターとは一次 piRNA の前駆体となる転写産物をコードする遺

伝子座の総称であり、大量の piRNA が一致する領域として定義され、その長さ

は数千から数万塩基に及ぶこともある(Aravin et al., 2007; Brennecke et al., 

2007; Malone et al., 2009; Manakov et al., 2015)。前述のショウジョウバエの

flam も piRNA クラスターの一つであり、長さ 180,000 塩基にも及ぶ一本鎖

RNA をコードしている（図 0-5A）。flam RNA 中には gypsy などの転移因子の
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配列が主にアンチセンス方向に存在しており（図 0-5A）、転移因子に対するアン

チセンス piRNA が産生される(Brennecke et al., 2007; Sarot et al., 2004; Zanni 

et al., 2013)。piRNA クラスター内に新規の配列が挿入されると、挿入配列由来

の piRNA が産生される(Muerdter et al., 2012)。転移因子は自身の配列あるい

はコピーをゲノム中に転移させるので（図 0-5B）、piRNA クラスターに挿入さ

れた転移因子から piRNA が産生され、PIWI によって転移因子が配列特異的に

抑制されることにつながると考えられる（図 0-5C）(Khurana et al., 2011)。す

なわち、flam のような piRNA クラスターは転移因子を抑制するために piRNA

を産生するために特化したゲノム領域と考えられている。実際、piRNA の配列

の多くは転移因子と一致する。このことから PIWI の主な標的は転移因子であ

ると考えられ、転移因子に対する先天免疫として機能していると考えられてい

る(Aravin et al., 2007; Friedländer et al., 2009; Lim et al., 2014; Siomi et al., 

2011)。 
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図 0-5 （A）ショウジョウバエの flam 遺伝子座に存在する転移因子。（出典：

UCSC Genome Browser on D. melanogaster Aug. 2014）（B）活性型の転移因子

はゲノム上の別の座位に自身あるいはコピーを挿入する。（C）piRNA クラスター

に転移因子が挿入されると、挿入された転移因子由来の新規piRNAが産生され、

配列特異的に転移因子は抑制される。 
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生殖細胞における PIWI の機能 

では、PIWI はどのような役割を担っているのであろうか？まず、生殖細胞の

PIWI の機能について紹介する。ショウジョウバエやマウスのそれぞれの piwi

変異体では、生殖巣において、転移因子の抑制解除が起こる(Carmell et al., 

2007; Kalmykova et al., 2005; Li et al., 2009; Reuter et al., 2011; Vagin et al., 

2006; Wang et al., 2015)。piwi 変異体や機能阻害個体は結果として不妊となる

が、転移因子の発現抑制の解除がどのようにして生殖巣の発生異常を引き起こ

すのかについての具体的な機序についてはいまだ明らかになっていない。しか

し、転移因子が転移によってゲノム統合性を損ないうる点と Mmmiwi2 、

Dmaub や Dmarmi の変異体において DNA 損傷が確認されていることから

(Carmell et al., 2007; Klattenhoff et al., 2007)、生殖細胞における PIWI の主

な機能は転移因子の抑制を、核では転写レベルで、細胞質では転写後レベルで行

い、ゲノム統合性の維持を行うことで生殖細胞の正常な分化を保証することで

あると考えられている(Iwasaki et al., 2015)。 

また、近年、マウスの精子形成の段階で細胞質 PIWI である MmMiwi による

転移因子以外の mRNA の分解を示唆する報告がなされている(Siong et al., 

2015; Zhang et al., 2015)。特に、Zhang らは MmMiwi の標的であり DNA 修

復・組換えに関与する遺伝子である Xrcc2 や Rad1 の過剰発現が精子形成を阻
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害することを示し、MmMiwi によるこれら遺伝子の転写後抑制が精子形成（生

殖細胞の正常な分化）に重要性であること示した(Zhang et al., 2015)。 

 

体細胞における PIWI の機能 

前述のように、piwi は元々生殖細胞特異的遺伝子として同定されたが、近年

生殖細胞以外の体細胞でもpiwiの発現が報告されており、体細胞におけるPIWI

の役割が徐々に明らかになってきている。例えば、ショウジョウバエの卵胞細胞

2では、DmPiwi のみが発現している(Brennecke et al., 2007; Saito et al., 2009)。

Saito らは卵胞細胞由来の OSC を用いて、DmPiwi は転写因子 DmTj によって

転写を正に制御されており、さらに Dmtj の 3’ UTR に由来する piRNA を用い

て DmPiwi が細胞接着因子である DmfasⅢの過剰発現を抑制していることを明

らかにした(Saito et al., 2009)。過剰な FasⅢは細胞接着を強め、卵胞細胞の正

常な形状の維持、あるいは卵胞細胞と生殖細胞の接触、卵胞細胞の移動等に影響

を与えると考えられる。そのため、生殖巣の正常な発生に卵胞細胞内の DmPiwi

が細胞接着を制御することで寄与していると考えられている(Li et al., 2003; 

Saito et al., 2009)。また、ヒトからショウジョウバエに至るまで様々な癌細胞

での PIWI の発現が報告されている(Janic et al., 2010; Tan et al., 2015)。例え

                                               
2 卵胞を形成する体細胞。卵胞は卵母細胞を包む体細胞集団をさす。 
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ば、ショウジョウバエでは DmPiwi や DmAub の変異体での脳腫瘍の成長が抑

制される(Janic et al., 2010)。しかし、PIWI がどのような標的遺伝子を制御す

ることで腫瘍の増殖抑制に寄与しているかについては不明である。加えて、神経

細胞でも PIWI の発現が報告されている。ショウジョウバエの脳では DmAub

と DmAgo3 が発現し、転移因子の抑制に寄与している。しかし、キノコ体3では

これら 2 つの PIWI の発現が低く、転移因子の転移が起こり神経細胞の多様性

が生まれると考えられている(Perrat et al., 2013)。また、アメフラシの脳では

核 PIWI が発現しており、DNA のメチル化を介して、記憶に関わる抑制性転写

因子 CREB2 を抑制することで、神経の可塑性に関与していることが報告され

ている(Rajasethupathy et al., 2012)。他にも初期胚における PIWI の発現も報

告されている。ショウジョウバエの初期胚では受精卵での 3 種類の母性 PIWI

が初期胚でも分解されず、保持される。初期胚において保持された PIWI がどの

ような分子機構を担っているかは不明であるが、この 3 種類の PIWI は初期胚

の正常な細胞分裂に必須である(Mani et al., 2014)。また、カイコの初期胚では

細胞質 PIWI である SIWI が雌特異的 piRNA を使って、オス化転写因子をコー

ドするMasc mRNAを分解することで性決定を行っている(Kiuchi et al., 2014)。 

最後に、成体の多能性幹細胞での PIWI の機能について紹介する。プラナリア

                                               
3 昆虫の記憶や学習を司る中枢神経系 
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を含む扁形動物や群体ボヤでは、piwi 遺伝子の機能が再生能力の維持や幹細胞

の維持に必要であることが示されている(De Mulder et al., 2009; Palakodeti et 

al., 2008; Reddien et al., 2005; Rinkevich et al., 2010)。また、ヒドラでも多能

性幹細胞からの適切な体細胞分化に PIWI が必須であることが示されている

(Juliano et al., 2014)。これらの生物では、核酸の長さに基づく分画によって得

られた piRNA と予測される小分子 RNA の配列が決定されてきた(Friedländer 

et al., 2009; Palakodeti et al., 2008)。また、海産性の扁形動物（Macrostomum 

lignano）とヒドラにおいては PIWI に結合する piRNA 配列決定が、免疫沈降

法と次世代シークエンサーを用いて行われている(Juliano et al., 2014; Lim et 

al., 2014; Zhou et al., 2015)。これら piRNA の解析から、成体多能性幹細胞に

おいても PIWI は転移因子を標的としていると考えられている(Friedländer et 

al., 2009; Juliano et al., 2014; Lim et al., 2014; Palakodeti et al., 2008; Zhou 

et al., 2015)。しかし、実際に転移因子が PIWI によって制御されていることを

示した先行研究は M. lignano の先行研究のみである(Zhou et al., 2015)。また、

この先行研究でも、piwi 遺伝子の機能阻害によって転移因子の発現上昇が多能

性幹細胞自体で起こっているのかあるいは別の細胞で起こっているのかは示さ

れていない。また、興味深いことに、ヒドラやプラナリアなどの piRNA の解析

から、多能性幹細胞において転移因子以外の遺伝子が PIWI によって制御され
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ている可能性が示唆されている (Juliano et al., 2014; Lim et al., 2014; 

Palakodeti et al., 2008; Zhou et al., 2015)。しかし、プラナリア Schmidtea 

mediterranea の多能性幹細胞において、細胞質 PIWI である SMEDWI-1 と

SMEDWI-3 が histone h4 RNA の細胞内局在の制御に関与している以外に（詳

しくは第四章で後述する）、多能性幹細胞における PIWI の転移因子以外の標的

遺伝子の制御は未知である。 

以上のように PIWI-piRNA 複合体は多様な遺伝子の発現制御を介して様々な

役割を担っていると考えられているが、いまだ明らかになっていない部分が多

い。種を超えた piwi の多能性幹細胞での発現の保存性から、成体多能性幹細胞

における PIWI-piRNA 複合体の機能解析は、成体内で多能性幹細胞を維持する

のに重要な要素を理解する上で重要であると考えられる。また、生殖細胞と多能

性幹細胞は次世代を残す点において共通の役割を担っており、多能性幹細胞に

おける PIWI 機能の理解は、生殖細胞における PIWI の役割についても新たな

知見を与える可能性がある。 
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プラナリアの体制と生態 

 淡水生プラナリアの一種である Dugesia japonica（和名：ナミウズムシ）

は、扁形動物門・渦虫綱・三岐腸目に分類される左右相称の三胚葉性動物であり、

水質の良い河川に生息し、体の中央部にある咽頭を使って水棲昆虫などを食す

る肉食性の動物として知られる。全長は~2 cm ほどであり、扁平な体に三角形

の頭を持つ（図 0-6A, B）。頭部背側には一対の眼が、その下には逆 U 字型の脳、

また全身に亘って一対の腹側神経索とそれらをつなぐはしご状神経を持つ（図

0-6D）(Agata et al., 1998)。加えて、プラナリアの形態的特徴である三又に分岐

した腸管（三岐腸）が全身に分布している（図 0-6C）。体のほぼ中心にある腸管

の分岐部分から尾側にかけて、口と肛門を兼ねた咽頭が存在し、腹側には咽頭を

体外に出すための咽頭口が存在する（図 0 C, E）。このようにプラナリアは単純

ではあるが組織化された体制を持つ。プラナリアは自然界では有性生殖と無性

生殖の両方を行うことができ、主に冬場、気温が低下し生活環境が悪化すると有

性化し有性生殖を行う。一方で、それ以外の時には無性状態を維持し、体長が一

定を超えると自切4し再生することで二個体になる無性生殖を行う(Agata et al., 

2006)。 

                                               
4 プラナリアの場合、咽頭前部あるいは後部で横に自らくびれきれることを指

す。 
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図 0-6 淡水生プラナリア Dugesia japonica。（A）背側からの写真。スケール

バー：500 µm（B）背側からの外見の模式図。（C）腸管と咽頭の模式図背側から

の外見の模式図。（D）神経系の模式図。（E）腹側からの外見の模式図。 

 

プラナリアの再生と成体多能性幹細胞（新生細胞） 

 プラナリアは、小さな断片に人為的に切断した際にも、自切した際と同様に、

すべての断片から全身の器官をおよそ一週間で再生することができる(Agata, 

2003; Morgan, 1898)。頭部領域を切断した胴体断片からの再生の場合、切断直

後に傷口が閉じ、損傷治癒が起こる。そして、再生 1 日目には切断面に再生芽5

                                               
5再生段階の初期に傷口に見られる未分化細胞が集まった細胞塊と一般には定義

されるが、プラナリアでは頭部先端部に形成される分化中の細胞 (DjpiwiA 

mRNA 陰性/DjPiwiA タンパク質陽性)からなる細胞塊である最近明らかにされ
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が形態的に観察され、再生 3 日目には再生芽を含む領域に、再生した眼が確認

される（図 0-7A）。このプラナリアの驚異的な再生能力は多能性幹細胞である新

生細胞（neoblast）に依存している(Agata and Watanabe, 1999)。新生細胞は X

線によって特異的に消失する、再生芽形成に必須な細胞として同定された(Wolff 

and Dubois, 1948)。新生細胞はプラナリアにおいて唯一分裂能を持つ細胞であ

り(Hayashi et al., 2010; Newmark and Sánchez Alvarado, 2000)、成体を構成

するすべての細胞に分化する分化多能性を持つ（図 0-7B）(Wagner et al., 2011)。

新生細胞は再生時のみだけでなく、恒常性維持のための分化細胞の供給にも寄

与している（図 0-7B）(Newmark and Sánchez Alvarado, 2000)。新生細胞は成

体において全細胞の約 30%を占め、頭部と咽頭を除く全身に分布しており、間

充織内で恒常的に維持されている（図 0-7C）(Hayashi et al., 2006)。 

                                               

た(Tasaki et al., 2011a)。 
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図 0-7 （A）プラナリア D. japonica の再生過程の模式図。（B）新生細胞を

起点としたプラナリア幹細胞システム。恒常性の維持や再生に必要な細胞はす

べて新生細胞から供給される。（C）新生細胞の分布。（Djmcm2 のホールマウン

ト in situ ハイブリダイゼーション）。スケールバー：500 µm。 
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新生細胞の形態的・分子的特徴 

 新生細胞は球状で細胞の直径が 10 µm 程と小さいことや核が細胞全体に占め

る割合が大きいことなどの典型的な未分化細胞の形態的特徴を持っているため、

電子顕微鏡による観察によって容易に判別することができる(Morita et al., 

1969; Pedersen, 1959)。加えて、新生細胞は、クロマトイド小体と呼ばれる膜

構造を持たない高電子密度構造体を細胞質に持つという形態的特徴を持つ

(Coward, 1974; Hori, 1982)。クロマトイド小体は、RNA を含んでいることか

ら、RNA-タンパク質複合体であると考えられており(Auladell et al., 1993; Hori, 

1982)、多くの動物の生殖細胞で観察される生殖顆粒に形態的に似た構造体であ

る。新生細胞の分子的な特徴としては、細胞分裂関連遺伝子や piwi 遺伝子を含

む生殖細胞関連遺伝子を発現していることが挙げられる。前述のように、新生細

胞はプラナリアの成体において唯一分裂能を持った細胞であり、細胞周期関連

遺伝子を特異的に発現している。そのため、mcm2 や mcm3、pcna、histone な

どの S 期特異的に転写される遺伝子の in situ ハイブリダイゼーション法によ

る発現細胞の染色(Hayashi et al., 2010; Orii et al., 2005; Rouhana et al., 2014; 

Salvetti et al., 2000)や抗リン酸化ヒストン H3 抗体（抗 pH3 抗体）を用いた免

疫染色(Hendzel et al., 1997; Newmark and Sánchez Alvarado, 2000)によって、

新生細胞の一部を可視化することができる。また、電子顕微鏡による観察から見
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出された高電子密度構造体という新生細胞と生殖細胞の形態的な類似性に着眼

し、生殖細胞において生殖顆粒を構成する RNA 結合タンパク質をコードする遺

伝子が新生細胞特異的あるいは優位に発現していることが、D. japonica を含む

複数の種で報告されてきた(Guo et al., 2006; Hayashi et al., 2010; Reddien et 

al., 2005; Rouhana et al., 2010; Salvetti et al., 2005; Shibata et al., 1999, 2012; 

Solana et al., 2009; Yoshida-Kashikawa et al., 2007)。これらの中には、piwi 遺

伝子やクロマトイド小体の構成タンパク質として初めて同定された

Me31B/Dhh1/RCK/p54 のプラナリア相同タンパク質である DjCBC-1（Dugesia 

japonica Chromatoid-Body-Component-1）などが含まれる(Palakodeti et al., 

2008; Reddien et al., 2005; Yoshida-Kashikawa et al., 2007)。 

 

プラナリアにおける piwi ファミリー遺伝子の発現と機能 

先行研究において、S. mediterranea の新生細胞で 3 種類の piwi 遺伝子、

smedwi-1、smedwi-2、smedwi-3 が発現していることが示された(Palakodeti et 

al., 2008; Reddien et al., 2005; Sánchez Alvarado et al., 2002)。その後、異な

る 2 種類のプラナリア D. japonica と Dugesia ryukyuensis においても、それ

ぞれ 3 種類の piwi 遺伝子（smedwi-1、smedwi-2、smedwi-3 の相同遺伝子が

D. japonica では DjpiwiA、DjpiwiB、DjpiwiC、D. ryukyuensis では Drpiwi-
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1、Drpiwi-2、Drpiwi-3 と名付けられている）の新生細胞での優位な発現が報告

された(Hayashi et al., 2010; Nakagawa et al., 2011)。また、免疫染色法によっ

て、DjPiwiA、SMEDWI-1、DrPiwiA はすべて細胞質 PIWI であることが

(Nakagawa et al., 2011; Wenemoser and Reddien, 2011; Yoshida-Kashikawa 

et al., 2007)、SMEDWI-2 は核 PIWI であることが明らかになっている(Zeng et 

al., 2013)。また、近年、抗対称性メチル化アルギニン抗体である Y12 抗体によ

って認識されるクロマトイド小体に局在するタンパク質の一つが SMEDWI-3

であることを示唆する報告があり(Rouhana et al., 2014)、SMEDWI-3 は細胞質

PIWI である可能性が高い。RNA 干渉法（RNAi）による各遺伝子の機能阻害実

験の結果、Drpiwi-1 機能阻害個体では再生能力や多能性幹細胞の維持などには

大きな影響がない一方、生殖細胞の発生に異常が見られ、Drpiwi-1 は生殖細胞

分化に必須であることが明らかになっている(Nakagawa et al., 2011)。また、

smedwi-2 や Drpiwi-2 機能阻害個体では再生不全がおこることが報告されてい

る(Nakagawa et al., 2011; Reddien et al., 2005)。smedwi-2 RNAi 処理後初期

では分裂能を持った新生細胞が存在するにもかかわらず、再生能力が失われる

ことと、表皮の細胞の形状に異常が見られることから、SMEDWI-2 は新生細胞

の正常な分化に必要なのではないかと考えられている(Reddien et al., 2005)。ま

た、smedwi-2 機能阻害個体では、再生能力を失ってから数日後には、新生細胞
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が失われていく(Reddien et al., 2005)。この現象に関しては、新生細胞の分化異

常の結果、恒常性の維持ができなくなっているためではないかと Reddien らは

考察している。一方、smedwi-3 機能阻害個体でも、smedwi-2 機能阻害個体に

比べると緩やかではあるが、再生能力の喪失と新生細胞の消失が起こることが

報告されている(Palakodeti et al., 2008)。 

プラナリアにおいてはいまだ PIWI との直接の結合が示された RNA は得ら

れていないが、核酸の長さに基づいた分画による piRNA と予測される小分子

RNA の解析は行われている(Friedländer et al., 2009; Palakodeti et al., 2008)。

それら piRNA と予測される小分子 RNA は１U や ping-pong サインを示してお

り、多くの転移因子に一致していた(Friedländer et al., 2009; Palakodeti et al., 

2008)。また、Palakodeti らは SMEDWI-2 や SMEDWI-3 が少なくとも一部の

piRNA と予測される小分子 RNA の産生に重要であることを明らかにしている

(Palakodeti et al., 2008)。piRNA と予測される小分子 RNA には転移因子以外

の遺伝子に一致するものも多く含まれていた (Palakodeti et al., 2008)。

Rouhana らは、S. mediterranea を用いて、上記の先行研究で得られた piRNA

と予測される小分子 RNA の中に histone RNA に一致するものを同定し、RNAi

法を用いることで、SMEDWI-2 を除く SMEDWI-1 と SMEDWI-3 が histone 

h4 RNA のクロマトイド小体への局在に重要であることを示している



37 

(Rouhana et al., 2014)。しかし、histone h4 の局在を制御する以外に、PIWI が

成体多能性幹細胞システムにおいて具体的にどのような役割を担っているのか

は不明であった。 

 

本研究で明らかになったこと 

本研究では成体多能性幹細胞における PIWI の機能を理解するために、機能

阻害によって最も重篤な再生不全を引き起こした DjpiwiB 遺伝子を中心に標的

遺伝子の同定と PIWI の機能解析を行った。第一章では、3 種類の piwi 遺伝子

の機能阻害実験を行い、再生能力や新生細胞に与える影響を確認した。また、3

種類の PIWI に対する抗体を用いることで、DjPiwiA と DjPiwiC が細胞質 PIWI

であるのに対して、DjPiwiB が核 PIWI であることを示した。さらに DjPiwiB

のみがすべての分化細胞へと分解されることなく受け継がれていくことを明ら

かにした。第二章、第三章では、DjPiwiB の標的遺伝子の同定を試みた。まず、

第二章では、抗DjPiwiB抗体を用いた免疫沈降法によって、DjPiwiB結合piRNA

を得た。そして、決定した DjPiwiB 結合 piRNA の配列をもとに DjPiwiB-piRNA

複合体の標的として、転移因子である gypsy-P1 を同定した。コントロール個体

では gypsy-P1 の発現は完全に抑制されているが、DjpiwiB 機能阻害個体では

gypsy-P1 の発現が、新生細胞ではなく、DjPiwiB 陰性の分化中の細胞で確認さ
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れた。DjpiwiB 機能阻害個体で発現が上昇する他の転移因子に関しても、分化中

の細胞での抑制の解除が起こっていることを示唆する結果が得られた。これら

の結果から、新生細胞から保持される DjPiwiB-piRNA 複合体が転移因子の抑制

に重要であると結論づけた。第三章では、DjpiwiB 機能阻害個体の RNA-seq と

DjPiwiB 結合 piRNA の配列をもとに、転移因子以外のタンパク質コード遺伝子

が DjPiwiB-piRNA 複合体によって制御されうるのかを検証した。結果、

DjPiwiB-piRNA 複合体が新生細胞において細胞周期関連遺伝子（Djmcm2、

Djhistone h4）の発現を制御していることを明らかにした。さらに、DjPiwiB は

Djcalu を新生細胞と分化細胞で抑制することで、Djcalu の分化中の細胞におけ

る一過的な発現制御に寄与していることも示した。以上の結果から、DjPiwiB-

piRNA 複合体は新生細胞や分化細胞において、転移因子以外の機能性タンパク

質をコードする遺伝子の発現を制御する役割を持っていると結論づけた。第四

章では、DjPiwiC が新生細胞内の Y12 抗体免疫反応性クロマトイド小体上に局

在し、gypsy-P1 のアンチセンス RNA と共局在していることを見出した。また、

DjpiwiC 機能阻害個体では、DjPiwiB 陽性の分化中の細胞において gypsy-P1 の

発現が観察されたことや DjPiwiBの標的転移因子が DjpiwiC 機能阻害個体でも

発現が上昇することなど、DjPiwiC がアンチセンス RNA からの DjPiwiB 結合

piRNA の産生に関与していることを示唆する結果を得た。 
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本研究は、成体多能性幹細胞システムにおける PIWI-piRNA 複合体の多様な

役割、特に、遺伝子の発現制御における、分解されずに保持される核 PIWI の重

要性を初めて明らかにしたものであり、ここに報告する。 
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材料と方法 

生物試料と飼育法 

淡水生プラナリア Dugesia japonica （和名：ナミウズムシ）の GI 系統およ

び GI 系統の有性生殖によって生じた F1 である SSP 系統（2n=16）(Ito et al., 

2001)を用いた。人工海水塩 Instant Ocean Sea Salt（Aquarium systems）を

0.05 g/L になるように脱イオン水に溶かした飼育水中で、24℃で飼育し、一週

間あるいは二週間に一度ニワトリの肝臓を与えることで、無性個体を維持した。

一週間から二週間絶食したプラナリアを実験に使用した。 

 

X 線照射 

プラナリアを氷上の湿ったろ紙上に配置し SOFTEX B-5（SOFTEX）を用いて

150 レントゲンの X 線照射を行った。 

 

抗体作成 

抗体の作成は株式会社医学生物学研究所に依頼した。DjPiwiA、DjPiwiB、

DjPiwiC に対するウサギ抗体を作成するために、各 DjPiwi タンパク質の一部に

相当するペプチドを合成し、ウサギに投与した。そして、ウサギの血清から親和

性精製によって、各ペプチドに対するポリクローナル個体を得た。使用したペプ
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チドは以下の通りである。 

DjPiwiA EPALQPETIIDKVGKDG 27 アミノ酸から 43 アミノ酸に

相当 

DjPiwiB KKPMRRERRKPGEEDKE 303 アミノ酸から 319 アミノ酸

に相当 

DjPiwiC FENSEKPTTSKFRRREH 172 アミノ酸から 188 アミノ酸

に相当 

 

ホールマウント免疫組織染色 

プラナリアを 2% HCl を含む 5/8 Holtfreter 氏液（37.44 mM NaCl / 0.42 mM 

KCL / 0.57 mM CaCl2 / 1.49 mM NaHCO3）内で、室温で 5 分間激しく震盪し、酸

固定と粘液の除去を行った。次に、5% methanol / 4% パラホルムアルデヒド/5/8 

Holtfreter 氏液に液を交換し、室温で 30 分間震盪した。その後、5% 過酸化水

素/83% methanol 中で、蛍光灯下で 16 時間脱色を行った。100% methanol で

洗浄後、50% methanol/50% キシレンを加え、4 °C で 30 分間震盪した。さら

に再水和のため100%, 75%, 50%, 25%のエタノールを含む5/8 Holtfreter氏液、

TPBS（2.7 mM KCl / 8.1 mM Na2HPO4・12H2O / 136.9 mM NaCl / 1.5 mM KH2 PO4 

/ 0.1% Triton X-200）で 4 °C で 30 分間ずつ震盪した。g/mL proteinase K を含
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む TPBS に液交換をし、37 °C で 15 分間震盪し透過処理を行い、5% methanol/ 

4% パラホルムアルデヒド/5/8 Holtfreter氏液に交換し、4 °Cで30分間震盪し、

後固定を行った。その後 TPBS に液交換と 4 °C での 10 分間震盪を三回繰り返

した。その後、 TPBS で希釈した 10% ヤギ血清で 4ºC で 30 分振盪することで、

サンプルのブロッキングを行った。ブロッキングの後、一次抗体（抗 Syt 抗体：

1/500、Y12 抗体:1/250、抗 DjCBC-1 抗体：1/800、その他の一次抗体：1/1000 の

濃度で使用した。）を含む TPBS で希釈した 10% ヤギ血清で終夜 4ºC で振盪を

行った。その後 TPBS に液交換と 4 °C での 30 分間震盪による洗浄を 6 回以上

繰り返した。洗浄後、1/1000 に希釈した二次抗体（Alexa Fluor 488 / Alexa Fluor 

594 / Alexa Fluor 6980 (Molecular Probe) )と Hoechst33342 (1 μg/ml) (Calbiochem)）

を含むTPBSで希釈した 10% ヤギ血清で終夜 4ºCで振盪を行った。その後TPBS

に液交換と 4 °C での 30 分間震盪による洗浄を 6 回以上繰り返した。サンプル

は Fluosave Reagent (Merck Millipore)を用いて、スライドグラスに封入した後、 

共焦点顕微鏡 FLUOVIEW FV10i（Olympus）あるいは蛍光実体顕微鏡 M205FA T-

RC 1（Leica）を用いて観察と撮影を行った。  

Djhistone h4、Djcalu のクローニング 

正常個体由来の cDNA と下記のプライマーを用いて Ex-taq（Takara）を用いて

PCR を行ったのち、Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System（Promega）を用い
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て PCR 産物を精製した。そして、TOPO® TA Cloning® Kit, Dual Promoter, with 

pCR™II-TOPO® Vector（Invitrogen）を用いて、クローニングを行った。その後シ

ークエンスを行い、cDNA がセンス方向に挿入されているものを使用した。 

 

標的遺伝子名 方向性 配列 (5'->3') 

Djhistone h4 

forward CTCATGAAATCAATCCTGAGTTAGAAC 

reverse ATCGATAAAATGTCTGGACGTGG 

Djcalu 

forward ATGGTGTAATTTCATTCGCTGAG 

reverse GCAGTACAAGACAAAGAGATTTAAG 

 

PCR の条件は下記の通りである。 

① 94 °C で 1 分間 

② 98 °C で 10 秒間 

③ 55 °C で 15 秒間 

④ 72 °C で 2 分間 

⑤ 72 °C で 7 分間 

⑥ 4 °C 

②から④のサイクルを 35 回繰り返した。 
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RNA プローブ用鋳型調整 

 標的遺伝子が挿入されたプラスミド（Djhistone h4 と Djcalu は pCR II-TOPO

に、その他の EST ライブラリー(Nishimura et al., 2012)に存在する cDNA は

pBluescript に挿入されている）を下記の制限酵素を用いて切断したのち、

phenol/chloroform 抽出によって核酸を精製した。 

Djhistone h4：BamH1 

Djcalu：BamH1 

DjpiwiA（Dj_aH_000_03609HH）：BamH1 

DjpiwiB（Dj_aH_221_M14）：BamH1 

DjpiwiC（Dj_aH_000_05977HH）：BamH1 

gypsy-P1（Dj_aH_208_K05）：Not1（5’末端側）あるいは Xho1（3’末端側） 

Djmcm2（Dj_aH_301_B02）：Spe1 

DjgraA（Dj_aH_000_02072HH）:Not1 

 

標識 RNA プローブ合成 

 直鎖プラスミド DNA を鋳型として、アンチセンス鎖 RNA のプローブの作成

には T7 ポリメラーゼ（Fermentus）を、センス鎖 RNA のプローブの作成には T3
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ポリメラーゼ（Fermentus）あるいは SP6 ポリメラーゼ（Promega）を使用した。

RNA プローブの標識は、Digoxigenin (DIG)(Roche diagnostics Diagnostics)あ

る い は Fluoresceinisothiocyanate isomer-I (FITC)(Roche diagnostics 

Diagnostics)を取扱説明書に従い使用し行った。37 °C で三時間反応後、20 μl の

反応液に、125 mM EDTA を 1 μl 加えて、反応を停止させた。その後、NH3OAc 

(10 M) を 5 μl、EtOH を 60 μl 加えてエタノール沈殿によって、核酸を生成し

た。RNA プローブは 50 ng/µl の濃度になるように DEPC 処理水に溶解した。 

 

ホールマウント in situ ハイブリダイゼーション 

後固定の後の洗浄までは前述のホールマウント抗体染色と同様である。洗浄後、

サンプルはハイブリダイゼーションバッファー（50% formamide / 5x SSC (0.75 

M NaCl / 0.075 M tri-sodium citrate dihydrate) / 0.1 mg/mL 酵母全 RNA / 100 

U/mL heparin / 0.1% Tween-20 / 10 mM DTT / 10% Dextran）中で 55 ºC で一

時間振盪した。その後、熱変性した標識 RNA プローブを加えて、55 ºC で 40 時

間振盪した後、wash バッファー（50% formamide / 5x SSC / 0.1% Tween-20）

に液交換し、55 ºC で一時間に洗浄を 6 回繰り返した。Buffer I（0.1 M maleic 

acid / 5x SSC / 0.1% Tween-20：pH 7.5）への液交換をし、サンプルを馴染ませ

たのち、Buffer II (1% blocking reagent (Roche diagnostics)を含む Buffer I) 中
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で、4 °C で 30 分間震盪しブロッキングを行った。その後、 AP 発色の場合は、

1/2000 に希釈した抗 DIG-AP 抗体(Roche diagnostics)を含む Buffer II 中で、

蛍光発色の場合は 1/100 に希釈した 抗 DIG-POD 抗体(Roche diagnostics)を含

む Buffer II あるいは TUNEL-POD（Roche diagnostics）中で、4 °C での終夜

震盪を行った。その後、Buffer I による 4 °C での 30 分間の洗浄を五回以上行

った。AP 発色の場合は、175 µg/mL 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphatase 

(Roche diagnostics)と 180 µg/mL 4-nitro blue tetrazolium chloride (Roche 

diagnostics)を含む TMN 液（0.1 M Tris-HCl / 0.1 M NaCl / 50 mM MgCl2：

pH 9.5)中で発色を行い、TE（10 mM Tris-HCl / 1 mM EDTA：pH 8）を加え

ることで、反応を停止した。その後、T-PBS （2.7 mM KCl / 8.1 mM Na2HPO4・

12H2O /  136.9 mM NaCl / 1.5 mM KH2 PO4 / 1% Triton X-200) 中で、4 °C

での終夜震盪を行い、脱色を行った。蛍光発色の場合は、TSA kit #2 あるいは

#5（Thermo Fisher Scientific)を使用した。その後必要に応じて免疫染色を行っ

た。サンプルは Fluosave Reagent (Merck Millipore)を用いて、スライドグラス

に封入した後、 共焦点顕微鏡 FLUOVIEW FV10i（Olympus）あるいは蛍光実

体顕微鏡 M205FA T-RC 1（Leica）を用いて観察と撮影を行った。 

 

ウェスタンブロッティング 
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 プラナリアを 2 x サンプルバッファー （50 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% 

SDS, 10% glycerol, 0.12% bromophenol blue, 0.6% 2-mercaptoethanol） 中で

粉砕した後、98 ºC で 5 分間熱変性を行った。 10%ポリアクリルアミドゲルを

用いて 20 A で 100 分間の SDS-PAGE を行った後、immuno-Blot PVDF 

membranes (BIO-RAD) に対して 60 V で 90 分間転写を行った。サイズマーカ

ーとして MagicMark™ XP Western Protein Standard （Thermo Fisher 

Scientific）を使用した。1% ウシ血清アルブミンを含む TPBS（2.7 mM KCl / 

8.1 mM Na2HPO4・12H2O / 136.9 mM NaCl / 1.5 mM KH2 PO4 / 0.1% Triton 

X-200）中で、メンブレンのブロッキングを行った後、一次抗体（Y12抗体:1/250、

その他の一次抗体：1/1000 の濃度で使用した。）を含む TPBS 中で終夜 4ºC で

振盪を行った。その後 TPBS に液交換と室温での 15 分間震盪による洗浄を 3 回

以上繰り返した。洗浄後、1/5000 に希釈した HRP 結合二次抗体（Thermo Fisher 

Scientific )を含む TPBS 中で、室温で一時間振盪を行った。その後 TPBS に液

交換と室温での 15 分間震盪による洗浄を 3 回以上繰り返した。ImmunoStar 

Zeta (Wako)を用いて、シグナルの検出を行った。 

 

二本鎖 RNA（dsRNA）合成 

下記のプライマーと Ex-taq（Takara）を用いて、プラスミドに挿入された
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cDNA 断片の両端に T7 プロモーターを付加した。Wizard® SV Gel and PCR 

Clean-Up System（Promega）を用いて PCR 産物を精製したのち、MEGAscript 

T7 Transcription Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて、dsRNA を合成し

た。 

 

【使用したプライマー一覧】 

Zap Linker + T7 (DjpiwiA、DjpiwiB、DjpiwiC、gypsy-P1):  

GATCACTAATACGACTCACTATAGGGGAATTCGGCACGAGG  

SK Fw + T7 (gfp): 

GATCACTAATACGACTCACTATAGGGCGCTCTAGAACTAGTGGATC 

M13 Rev (gfp、DjpiwiA、DjpiwiB、DjpiwiC、gypsy-P1):  

GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAA. 

PCR の条件は下記の通りである。 

① 94 °C で 2 分間 

② 94 °C で 30 秒間 

③ 65 °C で 30 秒間 

④ 72 °C で 4 分間 

⑤ 72 °C で 7 分間 
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⑥ 4 °C 

②から④のサイクルを 35 回繰り返した。 

 

摂餌 RNA 干渉 (RNAi) 

すり潰したトリのレバーと等量の水を混ぜた溶液 25 μl に 6 μl の 2% Type 

IV agarose（Sigma）、6.5 μl の 2 μg/μl dsRNA を混ぜたものを 6μl ずつに分け

て、-20 °C で 30 分間固まらせ、15 匹のプラナリアに与えた。2 日の間をあけ

て、摂餌 RNA は 2 回行った。コントロールとして、egfp (enhanced green fluorescent 

protein)の dsRNA を使用した。 

 

RNA 抽出 

プラナリアを ISOGEN-LS（Nippongene）でホモジナイズし、取扱説明書に

従って High-salt solution （1.2 M NaCl, 0.8 M Sodium Citrate）を用いて、

RNA を抽出した。 

 

cDNA 合成 

抽出した RNA を鋳型として、QuantiTect Reverse Transcription Kit（QIAGEN）を

用いて cDNA 合成を行った。 
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定量 PCR を用いた発現量解析  

  第三章以外での定量 PCR は ABI PRISM 7900 HT（Applied Biosystems）

を用いて行った。1x QuantiTect SYBR green PCR master mix （QIAGEN）、 

0.3 µM 遺伝子特異的順鎖プライマー、0.3 µM 遺伝子特異的逆鎖プライマー、

1 µl の 20 倍希釈した cDNA を含む 10 µl の反応液中で PCR 反応を行った。 

第三章での qPCR は、Biomark HD（Fluidigm）と 96.96 DynamicArray IFC 

chips （Fluidigm)を用いて、取扱説明書に従って、反応を行った。鋳型には 1/5

に希釈した cDNA を TaqMan® PreAmp Master Mix Kit（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて増幅したものを用いた。 

 

cDNA の増幅時の PCR の条件は下記の通りである。 

① 95 °C で 10 分間 

② 95 °C で 15 秒間 

③ 60 °C で 4 分間 

④ 4 °C 

②から③のサイクルを 14 回繰り返した 

 



52 

定量 PCR の条件は下記の通りである。 

① 50 °C で 2 分間 

② 95 °C で 15 分間 

③ 95 °C で 15 秒間 

④ 60 °C で 30 秒間 

⑤ 72 °C で 1 分間 

②から⑤のサイクルを 40 回繰り返した 

 

【使用したプライマー一覧】 

標的遺伝子

名 
方向性 配列 (5'->3') 

c24699_g1 
forward ATGGCCAACAATTCAATGTG 

reverse CGTTTTCCGTCTTTCTAAATTTG 

c30762_g1 
forward TGACCCTGCTGAGGAAATTC 

reverse TGCCTTAAATCGATTCCAGC 

c34156_g1 
forward GACCAGCTTTCAAGGATTGC 

reverse TGAAACCAATTGCACAAAGC 

c41596_g2 
forward TGACACATGAACCAAAACGAC 

reverse AATAACTGCGATCGGATTGAG 

c42056_g1 
forward CCGATTCAGGCAGATAAAGG 

reverse TTTGCATAGCCTGTTGGTTG 

c45204_g2 
forward TTGAAACAGGAATTCGAGGTG 

reverse AGGCTGTGTTAATGCCCATC 

c45827_g2 
forward GCAAGTTGCGCATGTACAAG 

reverse AAAGCTGTCTGTGTCACCTGC 

c45937_g2 forward ATTTTCCGTCCGTCAAAATG 



53 

reverse GGTGCTCTGCCTTCAGATTC 

c46079_g1 
forward CCAAGATCGGTCAATGTGTTACC 

reverse TCGGCATCAATAGGACCACC 

c46086_g1 
forward TGGGCAATTGGGAGGACATC 

reverse TGGCTCCTGTATTTCGTCTGG 

gypsy-P1 
forward GTCTTTTCTGAAACGTTCAACGAAC 

reverse CAGCCCATTTACATTTTGTAGGCTT 

Djcbc-1 
forward TCAGTGTTTTGTGAACTTTAGTGGTGCTGAA 

reverse GTCTTTCACATTATCTTGCAATTTGCTAACAC 

Djcalu 
forward GGAACACCTTTACGAGCAACC 

reverse TAGTGCCACCGTGCGAATTA 

Djhistone h1 
forward CTTGAAACTTCCCGAAGCAC 

reverse ATGGTCCATTTCTACGACGTG 

Djhistone h2a 
forward CCTAGGCATTTGCAGCTCGCTATTC 

reverse GAGACTTGTGGATATGAGGTATAACTCCAC 

Djhistone h2b 
forward ATTCAAACATCCGTCCGTCT 

reverse TTTTGTAACAGCCTTCGTTCC 

Djhistone h3 
forward CCTTTCCAAAGACTGGTTCG 

reverse TAAAGCACCAACAGCAGCAC 

Djhistone h4 
forward GCCAACAAGAAGCAGCAGTAG 

reverse AACCCTTTACGGATTCGGAG 

Djcalu 
forward CATTCTGGCTGTGGATCTTTATTAC 

reverse TTCGCATACATTCGACCAGA 

Djg3pdh 
forward ACCACCAACTGTTTAGCTCCCTTAG 

reverse GATGGTCCATCAACAGTCTTTTGC 

pcna 
forward ACCTATCGTGTCACTGTCTTTGACCGAAAA 

reverse TTCATCATCTTCGATTTTCGGAGCCAGATA 

Djmcm2 
forward AAATTGTTCACTCGCATCACC 

reverse AAAATCGCTGTTGGACAAGG 

Djmcm3 
forward GAGTCAGTTCCAAATCATCGATTATATCCT 

reverse TTCAAGGATGTCCTGAAGAAGACGAACAAG 

c44080_g1 
forward AAATTTCATCCGCAAAGTCG 

reverse TCAACAATGCACAATCCACC 

c45902_g1 forward TGAGGCGATTAGGGGTTCAG 
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reverse AACAAGCATCAACCAGCCAG 

c45810_g2 
forward CGTCAAGATGAATGTGGAGTGG 

reverse ATGCTTTTATACCACAACTACCTGG 

c40767_g1 
forward AAGGTCATCATCCCGATCAG 

reverse CTGTGCTGAATGGATGCAAG 

c45663_g1 
forward GGACACAAATAATTGGTGGGA 

reverse GGGTTTTGAGAACATGGAGC 

 

U0126 処理と摂餌 RNAi 

MAPK/ERK kinase (MEK)阻害剤 U0126 (Cell Signaling Technology)は

0.25%の DMSO を含む飼育水中に終濃度が 25 µM になるようにして、使用し

た。1 度目の摂餌 RNAi の直後から継続して、U0126 処理を行った。  

 

免疫沈降に用いるプラナリア組織抽出液の調整 

 250 μl の Medium Salt Buffer (MSB: 50 mM Tris-HCl / 150 mM NaCl / 0.05% 

NP-40) と Mini Complete protease inhibitors (Roche diagnostics)をプラナリア二十

匹に加え、液体窒素で冷凍した。凍結させたプラナリアは氷上で解凍しつつ、ホ

モジナイズを行い、さらにピッペッティングによって細胞を解離させた。冷凍と

解凍をもう一度繰り返したのち、18000 x g、4 ºC で 10 分間の遠心を行い、上清

を新しいチューブに移した（サンプル 1）。 200 µl の MSB とプロテーゼ阻害剤

を入れて、上記の破砕、冷凍、解凍を繰り返した。そして、上清を新しいチュー
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ブに移した（サンプル 2）。さらに同様の操作を行い、サンプル 3 を得た。そし

て、サンプル 1-3 を混ぜたものを免疫沈降に用いた。 

 

 

免疫沈降 

まず、300 µl の Protein G SepharoseTM 4 Fast Flow slurry（GE Healthcare）

を 1 ml の MSB に加えて、5 分間転倒混和を行った。遠心後,上清を捨て、650 

µl の MSB を加えたのち、100 µl 毎に分けた。そして、50 µl の抗 DjPiwiA 抗

体、抗 DjPiwiB 抗体あるいはコントロールとして正常個体由来の血清を加えて

のち、総量が 1 ml になるように MSB を加えた。混合液の転倒混和を 4 ºC で 3

時間行った。1 ml の MSB による 1 分間の洗浄と遠心を介した液交換を 4 回行

った。300 µl のプラナリア組織抽出液を上記の混合液にそれぞれ加え、MSB を

総量が 1 ml になるように加えた。その後、混合液の転倒混和を 4 ºC で 1 時間

行った。その後、1 ml の MSB による 3 分間の洗浄と遠心を介した液交換を 5

回行い、最終的に免疫沈降物が得られた。 

 

銀染色 

得られた免疫沈降物に対して、250 µl のサンプルバッファー を加えてのち、
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95 ºC で 10 分間熱変性させた。その後、前述のように SDS-PAGE を行った。銀

染色には SilverQuestTM Staining Kit（Invitrogen, Carlsbad, CA）を用いた。 

 

DjPiwiB 結合 piRNA-seq 

抗 DjPiwiB 抗体を用いて得られた免疫沈降物に 150 µl ずつ H2O と 

phenol/chloroform を加え、phenol/chloroform 抽出、ethanol 沈殿を行った。得

られた RNA を 32P で標識した後、電気泳動を行った。免疫沈降によって得られ

たRNAのGA IIxを用いたシークエンスは北海道システムサイエンスに依頼し、

リード長 36 塩基の配列情報が得られた。 

 

DjPiwiB 結合 piRNA の解析 

自家製の Ruby スクリプトによりアダプター配列を除去したのち、33 塩基以

下の配列のみを解析に用いた。D. japonica に由来する配列のみを選択するため、

D. japonica EST とショットガンゲノムシークエンスの結果に対する piRNA の

マッピングをBWA (0.6.1-r104; http://bio-bwa.sourceforge.net/) (Li and Durbin, 

2009)によって行った。マッピングの結果から EST あるいはゲノムに一致する 

piRNAs の み を 選 択 し 、 piRNA の 各 位 置 に お け る 塩 基 頻 度 は

seqLogo(http://www.bioconductor.org/packages/2.12/bioc/html/seqLogo.ht

http://www.bioconductor.org/packages/2.12/bioc/html/seqLogo.html
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ml)を用いて解析した。 

 

転移因子のアノテーション 

第二章における D. japonica EST の転移因子のアノテーションは Repbase 

(ver. 16.08; http://www.girinst.org/downloads/) (Jurka et al., 2005)に含まれる

タンパク質のアミノ酸と BLASTX (ver. 2.2.25) によってえられた結果に基づい

て行った。E-value が 1E-6 未満の結果のうち、もっとも E-value が小さいもの

をアノテーションに使用した。 

 

oligo (dT)ビーズを用いた mRNA 精製 

http://openwetware.org/wiki/MRNA_Prep に従って、Sera-Mag Oligo (dT) 

Coated Magnetic particles（GE Healthcare Life Sciences）を用いた 2 度の

mRNA 精製を行った。  

 

Illumina シークエンサー用のライブラリー調整 

RNA-seq 用のライブラリー調整には TruSeq RNA Sample Preparation Kits 

v2 （illumina）を用いた。100 µg の oligo (dT)ビーズを用いた精製済み RNA を

用いた。逆転写からアダプター付加までは取扱説明書に従って行った。その後、

http://www.bioconductor.org/packages/2.12/bioc/html/seqLogo.html
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LIMprep（http://bit.riken.jp/protocols/）に従い、2xKAPA HiFi HS （KAPA 

BIOSYSTEMS) を用いて、5 サイクルのライブラリーの増幅を行った。 

 

RNA-seq 

RNA-seq は GS FLX +（Roche diagnostics）、 Miseq(Illumine）あるいは

Hiseq2500 （illumina） を用いて行った。すべての結果は PRJDB4258 に保存

されている。 

 

次世代シークエンスリードの前処理 

Miseq を用いて得られたリードのアダプター配列と信頼度が低い塩基配列の

除 去 を trimmomatic-0.30.jar （ オ プ シ ョ ン は PE -phred33 

ILLUMINACLIP:TruSeq2-PE.fa:2:30:7 LEADING:10 TRAILING:10 

SLIDINGWINDOW:15:10 MINLEN:36 HEADCROP:10）(Bolger et al., 2014)

によって行った。その後、ペアエンドリードのアセンブリを PEAR（オプション

は-j 10 -p 1.0 -v 40）(Zhang et al., 2014a)を用いて行った。さらに、アセンブル

されなかったリードの信頼度が低い塩基配列 の除去をより厳しく

trimmomatic-0.30.jar（オプションは PE -phred33 ILLUMINACLIP:TruSeq2-

PE.fa:2:30:7 LEADING:10 TRAILING:10 SLIDINGWINDOW:15:30 

http://bit.riken.jp/protocols/
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MINLEN:36）で行った。一方で、GS FLX +を用いて得られたリードのアダプ

ター配列と信頼度が低い塩基配列の除去を trimmomatic-0.30.jar（オプション

は SE -phred33 ILLUMINACLIP:454_adapter.fa:2:30:7 LEADING:10 

TRAILING:10 SLIDINGWINDOW:15:20 MINLEN:36 HEADCROP:10）で行

っ た 。 そ の 後 、 seqclean （ オ プ シ ョ ン は -MAL ）

(http://sourceforge.net/projects/seqclean/)を用いて、N が多いリードの除去を行

った。  

 

de novo トランスクリプトームアセンブリー 

 de novo トランスクリプトームアセンブリーは Trinity の CuffFly オプシ

ョンを用いて行った。  (version r20140413p1) (Henschel et al., 2012)。アセンブル

の結果は DRZ007413 に保存されている。 

 

発現変動遺伝子解析 

上記の de novo トランスクリプトームアセンブリーで得られたリファレンス

を用いて、発現変動遺伝子解析を行った。マッピングは Trinity に同梱されてい

る align_and_estimate_abundance.pl を用いて、bowtie(Hatem et al., 2011)と 

eXpress(Henschel et al., 2012)によって行った。予測された各遺伝子に対応するリ

http://sourceforge.net/projects/seqclean/
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ード数を四捨五入し、Sun らによって提唱されている手法を用いて、発現変動遺

伝子解析を行った(Sun et al., 2013)。 解析結果は DRZ007434 に保存されている。 

 

DjpiwiB 機能阻害個体における H-DEG のアノテーション 

DjpiwiB 機能阻害個体における H-DEG のアノテーションを BLASTX 

(version 2.2.25)を用いて行った。Repbase (version 17.08) (Jurka et al., 2005)

と Swiss-Prot (Boeckmann, 2003)に含まれるアミノ酸配列をデータベースとし

て使用し、E-value が 1E-6 未満の結果のうち、もっとも E-value が小さいもの

をアノテーションに使用した。 
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第一章 プラナリアにおける PIWI タンパク質の細胞内局在 

序論 

 淡水生プラナリア D. japonica は新生細胞（neoblast）と呼ばれる多能性幹細

胞を成体においても維持している。そのため、小さな断片からでもおよそ一週間

で、全身を再生することができる(Agata and Watanabe, 1999; Shibata et al., 

2010)。プラナリアの新生細胞の特徴として、再生能力が低い生物の生殖細胞で

通常特異的に発現している遺伝子を発現していることがあげられる (Rink, 

2013; Shibata et al., 2010)。その内の一つが piwi 遺伝子である。有性生殖を行

う生物にとって PIWI と piRNA による遺伝子抑制機構は必要不可欠である

(Siomi et al., 2011)。PIWI や piRNA が機能しない生殖細胞では転移因子の抑

制が解除され、最終的にその個体は不妊になってしまう(Brennecke et al., 2007; 

Khurana and Theurkauf, 2010)。プラナリアの新生細胞も無性生殖においては

すべての体細胞を、また有性生殖では生殖細胞を供給するという観点から、次世

代を残す源となる細胞であり、有性生殖を行う生物の生殖細胞とプラナリアの

新生細胞で piwi の発現が保存されているのは非常に興味深い。 

 先行研究によって、別種のプラナリア Schmidtea mediterranea の新生細胞

で、3 種類の piwi（smedwi-1、smedwi-2 、semdwi-3）が優位に発現している

ことが示され(Palakodeti et al., 2008; Reddien et al., 2005)、特に smedwi-2 や
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semdwi-3 が新生細胞の機能に重要であることがそれぞれの遺伝子の機能阻害

実験によって示唆されている(Palakodeti et al., 2008; Reddien et al., 2005)。ま

た、SMEDWI-1、SMEDWI-2 がぞれぞれ細胞質 PIWI と核 PIWI であることが

示されており(Guo et al., 2006; Zeng et al., 2013)、加えて、PIWI の抗対称性メ

チル化アルギニンを認識する Y12 抗体を用いた先行研究によって SMEDWI-3

が細胞質 PIWI であることが強く示唆されている(Rouhana et al., 2012)。一方

で、D. japonica の新生細胞においても 3 種類の piwi（smedwi-1、smedwi-2、

smedwi-3 の相同遺伝子が、それぞれ、DjpiwiA、DjpiwiB、DjPiwiC）が発現し

ていることが明らかになっている（図 1-1）(Hayashi et al., 2010; Yoshida-

Kashikawa et al., 2007)。しかし、D. japonica において、各 piwi の機能や、細

胞質 PIWI である DjPiwiA 以外の他の 2 種類の PIWI の細胞内局在は不明であ

った。そこで、本章では、まず、RNA 干渉法（RNAi）を用いて、DjpiwiA、DjpiwiB、

DjpiwiC 機能阻害がプラナリアの組織の恒常性や再生に与える影響を調べた。

また、DjPiwiA、DjPiwiB、DjPiwiC のそれぞれに特異的な抗体を用いてホール

マウント免疫染色を行い、プラナリアにおけるそれぞれの PIWI タンパク質の

発現パターンと細胞内局在を明らかにした。以上の知見を踏まえて、本章では、

プラナリア新生細胞における PIWI の機能や細胞内局在を紹介する。 
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図 1-1 D. japonica の新生細胞で発現する 3種類の piwi のホールマウント in 

situ ハイブリダイゼーション。正常個体では新生細胞での優位な発現が確認さ

れるが、X線照射後 7日目の X線照射個体では、新生細胞の消失に伴って、piwi

の発現は確認されなくなる。ただし、DjpiwiB 及び DjpiwiC は脳での発現が確認

される。スケールバー：500 µm。 
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結果 

DjPiwiB は新生細胞の体細胞分化に必要である 

 プラナリア D. japonica における PIWI の機能を明らかにするために、まず、

各 piwi 遺伝子（DjpiwiA、DjpiwiB、DjpiwiC）の機能阻害が再生能力に与える

影響を調べた。RNAi は標的 mRNA に対応する二本鎖 RNA（dsRNA）を含む

餌による摂餌RNAi法によって行った。2日の合間をあけて、2度の摂餌を行い、

2 回目の摂餌 RNAi 後 7 日目（7 dpf）に咽頭前部及び後部で切断し、胴部断片

の再生を一週間観察した（図 1-2A）。各 piwi RNAi は各標的 piwi 遺伝子特異的

に発現量の減少を引き起こしていた（図 1-2B）。DjpiwiA 機能阻害個体や

DjpiwiC 機能阻害個体では、コントロール個体と同様に、正常な頭部再生が観察

された（図 1-2C）。一方で、DjpiwiB 機能阻害個体では再生芽の形成すら観察さ

れなかった（図 1-2C）。切断を行っていない個体を用いて、7 dpf におけるリン

酸化ヒストン H3（pH3）陽性細胞（M 期の細胞：Hendzel et al., 1997; Newmark 

and Sánchez Alvarado, 2000)の数を調べたところ、7dpf DjpiwiB 機能阻害個体

では正常に細胞分裂が起こっていることが示された（図 1-3A、B）。また、7 dpf 

DjpiwiB 機能阻害個体における新生細胞マーカー遺伝子 Djpcna、Djhistone h2b、

Djprmt(Sakurai et al., 2012; Shibata et al., 2012; Tasaki et al., 2011a)の発現

も、コントロール個体と比べて優位な差は見受けられなかった（図 1-3C）。 
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図 1-2 RNAi による各 Djpiwi 遺伝子の機能阻害。（A）摂餌 RNAi を用いた機能

阻害個体再生実験の日程。（B）RT-qPCR（逆転写定量 PCR）で調べた、2回目の摂

餌 RNAi から 7 日目（7 dpf）の各 piwi 遺伝子機能阻害個体における piwi 遺伝

子の発現量。エラーバーは標準誤差を表している。RNAi は標的遺伝子特異的に

作用していた。（C）7 dpf でプラナリアを切断すると、DjpiwiA 機能阻害個体や

DjpiwiC 機能阻害個体では正常な頭部の再生が観察された。しかし、DjpiwiB 機

能阻害個体では再生芽が形成されず、重篤な再生不全が観察された。 
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図 1-3（A）2回目の摂餌 RNAi 後 7日目

（7 dpf）の DjpiwiB 機能阻害個体とコ

ントロール個体の抗 pH3 抗体（緑）およ

び抗 DjPiwiA 抗体（マゼンタ）を用いた

ホールマウント免疫共染色。スケール

バー：500 µm（上段）、100 µm（下段）。

（B）NSは統計的有意差がないことを示

している。DjpiwiB 機能阻害個体とコン

トロール個体における pH3 陽性細胞数。

NS は統計的有意差がないことを示して

いる。（C）RT-qPCR によって得られた、

7 dpf DjpiwiB 機能阻害個体とコント

ロール個体における新生細胞マーカー

遺伝子の発現量。エラーバーは標準誤

差を表している。 
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 一方で、2 回目の摂餌 RNAi 後 1 日目（1 dpf）に切断を行った場合には（図

1-4A）、コントロール個体と比べて不完全ではあるが、DjpiwiB 機能阻害個体

でも眼の再生が観察された（図 1-4B）。このことから、再生能力の喪失は 2 度

目の摂餌 RNAi 後一週間（7dpf）以内に起こると考えられた。また、同様のス

ケジュールで再生実験を行った DjpiwiC 機能阻害個体では、頭部を再生した

後、より後期で、頭部が先端から失われていく現象（頭部退縮）が観察された

（図 1-4C）。この現象は X 線照射個体などでも観察される現象で、新生細胞の

異常によって起こると考えられている。 
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図 1-4 RNAi 後 1日目に切断した際の DjpiwiB あるいは DjpiwiC 機能阻害の影

響。（A）摂餌 RNAi を用いた機能阻害個体再生実験の日程。（B）2回目の摂餌 RNAi

後 1日目（1 dpf）でプラナリアを切断すると、DjpiwiB 機能阻害個体はコント

ロール個体と比べて不完全ながら再生した。白矢印は再生した眼を表している。

（C）DjpiwiC 機能阻害再生個体では、頭部の再生後、より後期で頭部の退縮が

観察された。スケールバー：100 µm。 

 

 

 以上の結果から、S. mediterranea の smedwi-1 や smedwi-2、smedwi-3 の先
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行研究の結果と一致して、DjpiwiB は新生細胞の制御に最も重要であり、

DjpiwiC も新生細胞の制御に寄与していることが強く示唆された。一方で、

DjpiwiA は新生細胞の制御に必須ではないと考えられた。また、7 dpf における

DjpiwiB 機能阻害個体の再生能力の喪失は、新生細胞の不足によるものではな

いことから、新生細胞からの分化異常に起因する可能性が示唆された。 

 

DjPiwiB タンパク質は新生細胞から分化細胞へと保持される 

 次に D. japonica における PIWI の発現パターンと細胞内局在を、各 PIWI に

対する抗体を用いた免疫染色を行うことで調べた。先行研究と同様に、DjPiwiA

は新生細胞の細胞質で特異的に検出された（図 1-5）(Yoshida-Kashikawa et al., 

2007)。同様に、DjPiwiC 新生細胞の細胞質で特異的に検出されたが、顆粒状の

強いシグナルが細胞質で観察され、DjPiwiC が新生細胞特異的な RNA-タンパ

ク質複合体であるクロマトイド小体(Shibata et al., 2010)に局在している可能

性が示唆された（図 1-5B：矢尻）。一方で、驚くべきことに、DjPiwiB はすべて

の細胞の核で観察された（図 1-5C-E）。別種のプラナリアの相同タンパク質であ

る SMEDWI-2 は新生細胞優位な核への局在が報告されているが(Zeng et al., 

2013)、D. japonica では、すべての新生細胞（DjPiwiA 陽性細胞）と分化細胞

（DjPiwiA 陰性細胞）の核に DjPiwiB は局在していた。DjPiwiB の特に強いシ
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グナルが核小体（核内で Hochest のシグナルが弱い領域）で観察され（図 1-5D

矢印）、DjPiwiB の核小体への局在が示唆された。 

 

図 1-5 （A、B）抗 DjPiwiA 抗体（マゼンタ）と抗 DjPiwiC 抗体（緑）を用い

たホールマウント免疫共染色。Hoechst 33342 染色（青）。（C-E）抗 DjPiwiA 抗

体（マゼンタ）と抗 DjPiwiB 抗体（緑）を用いたホールマウント免疫共染色。
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Hoechst 33342 染色（青）。（A、C）全身図。（B、D）新生細胞。（E）分化細胞。

矢尻は DjPiwiC の顆粒状のシグナルを示している。矢印は核小体への DjPiwiB

の局在を示している。スケールバー：1 mm（A、C）、10 µm（B-E）。 

 

DjpiwiB RNA の発現と DjPiwiB タンパク質の関係を調べるために、in situ

ハイブリダイゼーションと免疫染色を組み合わせた実験を行った。ホールマウ

ント in situ ハイブリダイゼーションによって、DjpiwiB RNA の発現が新生細

胞及び脳特異的であることが再確認された（図 1-6A、B）。その一方で、DjPiwiB

タンパク質は新生細胞や脳の領域に存在する DjpiwiB 発現細胞だけでなく、咽

頭などの DjpiwiB を発現していない細胞を含むすべての細胞の核で観察された

（図 1-6B、C）。 
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図 1-6 DjPiwiB は DjpiwiB を発現していない細胞を含むすべての細胞の核に存

在する。（A）正常個体及び X 線照射後 7 日目の X 線照射個体を用いた DjpiwiB

のホールマウント in situ ハイブリダイゼーション。（B、C）DjpiwiB のホール

マウント蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（マゼンタ）と抗 DjPiwiA 抗体

（緑）及び抗 DjPiwiB 抗体（シアン）を用いたホールマウント免疫共染色（緑）。

Hoechst 33342 染色（青）。矢尻は脳を示している。*：眼。ph:咽頭。点線は咽

頭の境界を表している。スケールバー：1 mm（A）、50 µm（B）、10 µm（C）。 

 



73 

次に、DjpiwiB RNAi によって DjPiwiB の新規産生を阻害した際の DjPiwiB

陽性細胞への影響を調べるために、抗 DjPiwiB 抗体を用いた 7 dpf DjpiwiB 機

能阻害個体のホールマウント免疫染色を行った。咽頭前部領域の観察から、コン

トロール個体ではほぼすべての細胞がDjPiwiB陽性であるのに対して、DjpiwiB

機能阻害個体では、80%以上の新生細胞で DjPiwiB タンパク質は陰性であるこ

とが明らかとなった（図 1-7A、B）。対照的に、90%の分化細胞は DjPiwiB 陽性

であった（図 1-7A、B）。 

また、X 線照射個体のウエスタンブロッティングを行ったところ、DjpiwiB の

発現は脳以外では確認されないにも関わらず（図 1-6A）、DjPiwiA や DjPiwiC

と異なり、X 線照射個体における DjPiwiB タンパク質の量の減少はほとんど確

認されず（図 1-7C）、DjPiwiB タンパク質は新生細胞以外の細胞にも多く存在

することが示唆された。この結果は、脳を含むすべての分化細胞に DjPiwiB が

確認されたホールマウント免疫染色と一致するものであった。 
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図 1-7（A）7 dpf コントロール個体と DjpiwiB 機能阻害個体の抗 DjPiwiA 抗

体（マゼンタ）と抗 DjPiwiB 抗体（緑）を用いたホールマウント免疫共染色。

Hoechst 33342 染色（青）。スケールバー：50 µm。（B）7 dpf コントロール個

体と DjpiwiB 機能阻害個体内の新生細胞及び分化細胞における DjPiwiB 陽性細

胞の割合。***：p < 0.005（t検定）。エラーバーは標準誤差を表している。

（C）抗 DjPiwiA 抗体、抗 DjPiwiB 抗体あるいは抗 DjPiwiC 抗体を用いた、正

常個体及び X線照射後 7日目の X線照射個体のウエスタンブロッティング。M
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はサイズマーカー。X線照射個体では新生細胞が消失しているため、DjPiwiA、

DjPiwiC の量が劇的に減少している。一方で、DjPiwiB のタンパク質量には大

きな変化は見られなかった。 

 

これらの結果は、分化細胞内の DjPiwiB タンパク質は、mRNA からの新規タ

ンパク質産生非依存的に存在しうることを強く示唆していた。そのため、

DjPiwiB は新生細胞で産生されたのち、新生細胞から体細胞へと細胞分化の過

程で分解されず保持されていくのではないかと考えられた。この仮説は、

DjpiwiB 機能阻害個体の再生中の個体を用いたホールマウント免疫共染色によ

ってさらに支持された。前述したように、DjpiwiB 機能阻害個体を 1 dpf で切断

すると不完全ながら頭部再生が観察される（図 1-4B）。再生した頭部領域には

DjPiwiB 陰性新生細胞に由来する新規分化細胞が多く存在している（図 1-8A）。

再生した領域内の分化細胞では、DjPiwiB はほとんど存在しておらず（図 1-8B）、

分化細胞内の DjPiwiB タンパク質は新生細胞に由来することが示唆された。対

照的に、非再生部位に存在する既存分化細胞はDjPiwiB陽性であった（図1-8B）。 

以上の結果から、DjPiwiA と DjPiwiC は新生細胞特異的に存在する細胞質

PIWI である一方で、DjPiwiB は新生細胞からすべての分化細胞へと保持されて

いく核 PIWI であると結論づけた。 
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図 1-8（A）2回目の摂餌 RNAi 後 1日目にプラナリアを咽頭前部領域で切断し、

胴部断片からの再生 6 日目の個体を観察した。再生部位には新規分化細胞が、

非再生部位には既存分化細胞が存在すると考えられる。（B）再生 6 日目のコン

トロール個体とDjpiwiB機能阻害個体の再生個体の抗DjPiwiA抗体（マゼンタ）

と抗 DjPiwiB 抗体（緑）を用いたホールマウント免疫共染色。Hoechst 33342 染

色（青）。矢印は DjPiwiB 陰性分化細胞を示している。スケールバー：50 µm。 
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考察 

成体多能性幹細胞システムにおける PIWI の重要性 

 本章では、RNAi による機能阻害個体の再生実験を通して、新生細胞で発現す

る 3 種類の piwi 遺伝子の内、DjpiwiB と DjpiwiC が幹細胞システムの機能に

重要であることを明らかにした。また、3 種類の piwi 遺伝子は 2 種類の細胞質

PIWI と 1 種類の核 PIWI をコードしていることも明らかにした。以上の知見は

別種のプラナリアを用いた先行研究の結果と一致するものである(Nakagawa et 

al., 2011; Palakodeti et al., 2008; Reddien et al., 2005; Zeng et al., 2013)。プ

ラナリアの異なる種で相同な関係にある PIWI の細胞内局在や、機能阻害実験

から示唆される幹細胞システムにおける役割が、種を超えて保存されているこ

とは、PIWI がプラナリア多能性幹細胞システムにおいて担う役割の重要性を示

唆している。そのため、PIWI が成体多能性幹細胞システムにおいて具体的にど

のような機能を担っているかを明らかにすることで、成体多能性幹細胞システ

ムの制御についての理解が深まることが期待される。 

 

DjPiwiB は新生細胞で産生され、分化細胞でも保持される 

DjPiwiB がすべての細胞の核に存在する一方で、DjpiwiB は、脳を除くと、

新生細胞でのみ発現している。分裂能を持たない分化細胞では、DjPiwiB タン
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パク質が mRNA からの新規タンパク質産生なしに維持されていることから、

DjPiwiB は、分裂中の細胞でのみ産生されすべての細胞へと保持されていくヒ

ストンタンパク質のように、核内で非常に安定なタンパク質であると考えられ

る。一方、新生細胞はプラナリアで唯一分裂を恒常的に行っている細胞であり、

摂餌後には 24 時間に一回以上の速度で分裂すると考えられている(Newmark 

and Sánchez Alvarado, 2000)。そのため、新生細胞では、mRNA からの新規産

生なしには DjPiwiB は細胞分裂のたびに希釈され最終的には消失してしまうと

考えられる。このため、DjpiwiB 機能阻害個体では新生細胞でのみ優位に

DjPiwiB タンパク質の消失が観察されるのであろう（図 1-7A、B）。本章で見出

した DjPiwiB が新生細胞から分化細胞へと分解されずに保持される現象は

PIWI が mRNA の発現細胞を超えて機能する可能性を、多能性幹細胞システム

において初めて示唆するものである。ショウジョウバエでは、受精卵から初期胚

へと PIWI が分解されずに保持されることが初期胚細胞分裂に重要であるとの

報告が Mani らによってなされており(Mani et al., 2014)、PIWI の保持は、

DjPiwiB 特異的な現象ではないと考えられる。しかし、ショウジョウバエにお

いても保持された PIWI が具体的にどのような機能を担っているのかについて

は明らかになっておらず、保持された先の細胞で DjPiwiB がどのような標的遺

伝子の制御を行っているのかは非常に興味深い。また、脳に存在する核 PIWI が
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転移因子の抑制やシナプスの可塑性に関与することがそれぞれショウジョウバ

エやアメフラシで報告されており(Perrat et al., 2013; Rajasethupathy et al., 

2012)、脳における DjPiwiB の機能解明も今後の課題である。 

 

プラナリア多能性幹細胞システムでは、PIWI による制御機構が「共

同型」から「単独型」へと変化する 

D. japonica の新生細胞では 3 種類の piwi が発現し、2 種類の細胞質 PIWI と

1 種類の核 PIWI が存在している。このことから、新生細胞では PIWI による

「共同型」遺伝子発現制御がなされていると予想される（図 1-8A）。一方、分化

細胞では脳を除き、piwi 遺伝子の転写はなくなり、新生細胞から分解されずに

保持されている DjPiwiB のみが存在している。つまり、プラナリアの分化細胞

では PIWI による「単独型」遺伝子発現制御がなされていると考えられる（図 1-

8A）。ショウジョウバエの卵巣では、生殖細胞では、転写を伴って 3 種類の PIWI

（細胞質 PIWI：DmAub、DmAgo3 と核 PIWI：DmPiwi）が存在しており

(Brennecke et al., 2007)、「共同型」遺伝子発現制御が行われている（図 1-8B）。

一方で、生殖細胞を取り囲む体細胞である卵胞細胞では転写を伴って、核 PIWI

である DmPiwi のみが存在しており、「単独型」遺伝子発現制御が PIWI によっ

て行われている(Saito et al., 2009) （図 1-8B）。すなわち、プラナリアにおいて
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は細胞分化の過程で PIWI による遺伝子発現制御が「共同型」から「単独型」に

転換されるのに対して、ショウジョウバエの卵巣では、異なる細胞起源（生殖細

胞と体細胞）を持つ細胞で PIWI による遺伝子発現制御が「共同型」と「単独型」

が使い分けられているといえるのではないだろうか（図 1-9）。PIWI タンパク質

の組み合わせという観点から見えてきたこの類似した遺伝子発現の制御機構が、

次世代を残すことにおいて重要な役割を担う「多能性幹細胞システム」と「生殖

巣の発生」で使われていることは非常に興味深い。それぞれのシステムにおける

PIWI による制御の対象となる遺伝子の同定と比較を通じて、多能性幹細胞シス

テムにおける PIWI と生殖巣における PIWI が担う役割の共通項と差異が明ら

かになっていくことが期待される。 
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図 1-9  プラナリア多能性幹細胞システムとショウジョウバエの生殖巣でみら

れる PIWI による遺伝子発現制御の類似点（A）プラナリアでは、新生細胞では 3

つの PIWI による「共同型」の遺伝子発現制御が、分化細胞では、DjPiwiB が分

化細胞で分解されずに保持されることと piwi 遺伝子の発現がなくなることで、

分化細胞では「単独型」の PIWI による遺伝子発現制御が行われていると考えら

れる。（B）ショウジョウバエの卵巣では、生殖細胞で「共同型」の遺伝子発現制

御が、卵胞細胞では「単独型」の遺伝子発現制御が行われている。  
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第二章 DjPiwiB-piRNA 複合体による転移因子の抑制 

序論 

 多能性幹細胞からの分化過程では、エピジェネティックな修飾の劇的な変化

によって発現遺伝子群が大幅に変化することが知られている(Xie et al., 2013)。

この過程では、細胞分化に必要な特定の遺伝子座でクロマチン構造が緩むと考

えられる。そして、このユークロマチン化によって近傍に位置する転移因子の不

意の活性化が起こると、ゲノムの統合性を脅かされる可能性が高い。それゆえに、

細胞分化の過程では転移因子は常に抑制されなければならない。多能性幹細胞

の分化時には、ヒストン修飾が転移因子の抑制に寄与していることが知られて

いるが(Leung and Lorincz, 2012)、転移因子がどのようにして配列特異的に認

識されて抑制をされているのかはいまだ明らかになっていない。 

 プラナリアの成体多能性幹細胞である新生細胞では、多くの生物の生殖細胞

において転移因子を抑制することで次世代に安定してゲノムを伝えるのに重要

な役割を担う piwi が発現している(Hayashi et al., 2010; Juliano et al., 2011; 

Nakagawa et al., 2011)。これらの遺伝子がコードしている PIWI は PIWI 結合

RNA（piRNA）をガイドとして利用することで、生殖細胞において配列特異的

に転移因子の抑制を行うことが知られている(Iwasaki et al., 2015; Malone et 

al., 2009)。プラナリアにおいても、核酸の長さに基づいた分画によって得られ
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た小分子 RNA の配列解析から、PIWI が転移因子を標的遺伝子としている可能

性が示唆されており、新生細胞においても PIWI は転移因子の抑制に関与して

いると考えられている(Friedländer et al., 2009; Palakodeti et al., 2008)。しか

し、プラナリアの新生細胞システムにおいて PIWI によって抑制されている転

移因子はいまだ同定されていない。 

 第二章では Dugesia japonica の新生細胞システムにおいて PIWI が転移因子

の抑制に実際に寄与しているのかどうかを明らかにすることを目指した。標的

転移因子を同定するために、まず抗 DjPiwiB 抗体を用いた免疫沈降法によって

得られた DjPiwiB 結合 piRNA の配列決定を行った。そして、piRNA との配列

相補性から DjPiwiB 標的転移因子の同定に成功した。興味深いことに、DjPiwiB

は、新生細胞自体における転移因子の抑制ではなく、保持された先の分化中の細

胞における転移因子の抑制に寄与していた。 
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結果 

DjPiwiB 結合 piRNA の網羅的解析 

 PIWI の標的遺伝子は piRNA の配列依存的に決定されている。DjPiwiB 結合

piRNA（以下、piRNA と表記する）の配列を決定するために、まず、抗 DjPiwiB

抗体を用いた免疫沈降法によって、プラナリア正常個体から DjPiwiB-piRNA 複

合体を得た（図 2-1A）。免疫沈降物に含まれる RNA の多くはおよそ 32 塩基程

の長さであった（図 2-1B）。ストランド特異的な6次世代シークエンスによって、

免疫沈降によって得られた piRNA に由来する 4,177,817 リードの配列情報を得

ることに成功した。D. japonica ゲノムの断片配列 2,629,514,899 塩基（予測さ

れるゲノム全長の 2.9 倍に相当、An et al., unpublished）と D. japonica EST

データベース(Nishimura et al., 2012, 2015)に対して、得られた piRNA 配列の

マッピングを行った結果、74%に相当する 3,087,450 リードの piRNA がゲノム

あるいは EST に完全に一致した。以後の解析にはこれらマッピングされた配列

のみを用いた。得られた piRNA は 1,053,855 種類の配列を含み、ショウジョウ

バエやマウスの piRNA と同様に (Brennecke et al., 2007; Kuramochi-

Miyagawa et al., 2008; Li et al., 2003)、非常に多様であった（図 2-1C）。また、

                                               
6 通常次世代シークエンスで得られる配列情報は方向性を持たないのに対し

て、ストランド特異的なシークエンスは配列の方向性の情報も含んでいる。 
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80%程度の piRNA は 5’末端がウラシル（1U）であり、典型的な一次 piRNA の

特徴を持っていた（図 2-1D）。一方で、10A や 5’末端から 10 塩基の相補的な重

なりといった ping-pong サイン(Iwasaki et al., 2015)は見出せなかった。 

 

図 2-1（A）SDS-PAGE と銀染色による、免疫沈降物の確認。免疫沈降はコントロ

ール抗体、抗 DjPiwiA 抗体、抗 DjPiwiB 抗体を用いて行った。抗 DjPiwiB 抗体

を用いた免疫沈降によって、DjPiwiB が優位に得られている。矢尻は DjPiwiB と

予測される分子量のバンドを示している。（B）免疫沈降物から抽出した RNA の

電気泳動図。陰性コントロールはコントロール抗体を用いた免疫沈降によって

得られた RNA を意味している。抗 DjPiwiB 抗体を用いた免疫沈降によって、小

分子 RNA が優位に得られていた。（C）ストランド特異的な次世代シークエンス

の結果のコピー数の内訳。半数の配列は 10リード以上完全一致する配列が得ら
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れていた。（D）得られた DjPiwiB 結合 piRNA の seqLogo 解析の結果。およそ 80%

のリードで 5’末端の塩基がウラシルであった。 

 

 DjPiwiB 結合 piRNA のうち、206,992 リードは EST データベースに一致し

(Nishimura et al., 2012)、そのうち 34%の piRNA は転移因子と配列の類似性

を示す EST に一致していた（図 2-2A）。転移因子に一致した piRNA の内、54%、

19%、15%がそれぞれ polinton、penelope、gypsy に分類される転移因子に特異

的に一致していた（図 2-2A）。転移因子にセンスあるいはアンチセンス方向で一

致する piRNA は共に 1U の傾向を示していたが、転移因子に対しては 60%の

piRNA がアンチセンス方向で一致していた（図 2-2B、C）。転移因子以外を含む

EST に一致する piRNA の場合は、アンチセンス方向に一致する piRNA が 48%

であることを考慮すると（図 2-2B）、DjPiwiB-piRNA 複合体はアンチセンス

piRNA を用いて転移因子を制御している可能性が示唆された。次に、アンチセ

ンス piRNA を介した DjPiwiB による転移因子の制御が実際に行われているの

かを検証するために、piRNA の配列と相補的な転移因子に注目して、DjpiwiB

機能阻害個体におけるそれら転移因子の発現量を、逆転写定量 PCR（RT-qPCR）

を用いて調べた。その結果、71 リードのアンチセンス piRNA が一致する gypsy-
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P1（Dj_aH208_K05 7）の発現量が DjpiwiB 機能阻害個体において増加するこ

とを見出した（図 2-2D）。DjpiwiB 機能阻害個体では、1 dpf において gypsy-P1

の発現量はコントロール個体の 4 倍になっていた（図 2-2D）。その後 gypsy-P1

の発現量は増加し続け、5 dpf では 8 倍にまで増加していた（図 2-2D）。 

 

図 2-2（A）piRNA が一致する転移因子の内訳。D-TP：DNA トランスポゾン、LINE：

長鎖散在反復配列 LTR-RTP：LTR 型レトロトランスポゾン。（B）全 EST あるいは

転移因子に一致する piRNA の方向性の内訳。（C）転移因子に一致するアンチセ

ンスあるいはセンス piRNA の seqLogo 解析の結果。どちらの場合でも、およそ

90%のリードで 5’末端の塩基がウラシルであった。（D）1-7 dpf のコントロー

ル個体と DjpiwiB 機能阻害個体における gypsy-P1 の発現量。エラーバーは標準

                                               
7 D. japonica の EST ライブラリーのクローン名。 
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誤差を表している。 

 

DjPiwiB の喪失は、分化中の細胞での転移因子の抑制の解除を引き

起こす 

 DjpiwiB 機能阻害によって、どのような組織、細胞で gypsy-P1 の発現が変化

しているのか調べるために、gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in situ ハイブリ

ダイゼーションを行った。2 日の合間をあけて、2 度の摂餌 RNAi を行い、2 回

目の摂餌 RNAi 後 3 日目（3 dpf）に機能阻害個体を観察したところ、コントロ

ール個体では gypsy-P1 の発現は検出されず、正常個体では gypsy-P1 の発現は

抑制されていることが示唆された。しかし、DjpiwiB 機能阻害個体では、頭部領

域、特に眼よりも前方側に集中して gypsy-P1発現細胞が観察された（図 2-3A）。

この領域は、通常新生細胞が存在しない領域であり(Shibata et al., 2010)、実際、

gypsy-P1 発現細胞は DjPiwiA 陰性細胞であった（図 2-3B）。このことから、

gypsy-P1 の抑制解除は、新生細胞ではなく、分化細胞で起こっていることが示

唆された。 
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図 2-3（A）2回目の摂餌 RNAi から 3日目（3 dpf）のコントロール個体と DjpiwiB

機能阻害個体の gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in situ ハイブリダイゼーショ

ン（緑）と抗 DjPiwiA 抗体（マゼンタ）を用いたホールマウント免疫染色。（B）

A の DjpiwiB 機能阻害個体の強拡大図。Hoechst 33342 染色（青）。gypsy-P1 は

基本的には DjPiwiA 陰性細胞で発現細胞していた。スケールバー：500 µm（A）、

10 µm（B）。 

  

 DjpiwiB 機能阻害個体において観察される gypsy-P1 発現細胞は RNAi 処理の

前から存在する既存分化細胞なのか、あるいは RNAi 後に新規に新生細胞から

分化した新規分化細胞であるのかを検証するために、X 線照射によって新生細

胞を特異的に除去した DjpiwiB 機能阻害個体における gypsy-P1 の発現を調べ

た（図 2-4A）。X 線照射 DjpiwiB 機能阻害個体では gypsy-P1 発現細胞は、コン

トロール個体同様に、観察されなかった（図 2-4A）。また、新生細胞からの細胞
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分化を阻害する MEK 阻害剤である U0126(Tasaki et al., 2011a)で処理した

DjpiwiB 機能阻害個体での gypsy-P1 の発現を調べると、DMSO 処理個体と比

べて劇的に gypsy-P1 発現細胞の数は減少していた（図 2-4B）。さらに、DjpiwiB

機能阻害個体における gypsy-P1 の抑制解除と細胞分化の関係性を検証するた

めに、DjpiwiB 機能阻害個体の再生個体（再生中の個体）における gypsy-P1 の

発現を調べた（図 2-4C）。これは、再生個体では再生に必要な分化細胞を供給す

るために、新生細胞の分裂と分化が促進されるためである(Wenemoser et al., 

2012)。3 dpf DjpiwiB 機能阻害個体の非再生個体では gypsy-P1 の発現は胴部、

特に咽頭後部では、ほとんど検出されないのに対して、胴部断片の再生個体では、

特に尾部を含む切断面付近で、多くの gypsy-P1 発現細胞が検出された（図 2-

4C）。以上の結果から、DjpiwiB 機能阻害個体における gypsy-P1 発現細胞は

RNAi 後に新規に新生細胞から分化した細胞であると結論づけた。この結論と一

致して、DjpiwiB 機能阻害個体における gypsy-P1 発現細胞は DjPiwiB 陰性細

胞であり、DjPiwiB 陰性新生細胞から分化した細胞であると考えられた（図 2-

5）。加えて、DjpiwiB 機能阻害個体においてごく稀に gypsy-P1 を発現している

DjPiwiA 陽性細胞が観察されたことから（図 2-5 矢尻）、gypsy-P1 発現細胞は

分化中の細胞であることが示唆された。 
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図 2-4 2 日の合間をあけて、2度の摂餌 RNAi を行った。（A）X線非照射あるい

は X線照射を行った、2回目の摂餌 RNAi から 5日目（5 dpf）のコントロール個

体と DjpiwiB 機能阻害個体の gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in situ ハイブリ

ダイゼーション。X 線照射を行った翌日に 1 度目の摂餌 RNAi を行った。数字は

個体数。（B）DMSO 処理（コントロール）あるいは U0126 処理を行った、5 dpf の

コントロール個体と DjpiwiB 機能阻害個体の gypsy-P1 のホールマウント蛍光

in situ ハイブリダイゼーション。薬剤処理は 1度目の摂餌 RNAi 直後から継続

して行った。数字は個体数。棒グラフは各実験標本における gypsy-P1 発現細胞

数を示している。**：p < 0.01（t検定）。***：p < 0.005（t検定）。NSは統計

的有意差がないことを示している。エラーバーは標準誤差を表している。（C）3 

dpf DjpiwiB 機能阻害個体の再生 2 日目の再生個体あるいは非再生個体の
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gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（緑）。Hoechst 

33342 染色（青）。Int：非再生個体。数字は個体数。スケールバー：500 µm。 

 

図 2-5 gypsy-P1 発現細胞は DjPiwiB 陰性であった。2回目の摂餌 RNAi から 7

日目（7 dpf）の DjpiwiB 機能阻害個体の gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in 

situ ハイブリダイゼーション（緑）と抗 DjPiwiA 抗体（マゼンタ）あるいは抗

DjPiwiB 抗体（青）用いたホールマウント免疫染色。矢印は gypsy-P1 を発現す

る DjPiwiA 陰性細胞を、矢尻は gypsy-P1 を発現する DjPiwiA 陽性細胞を示して

いる。スケールバー：50 µm。 

  また、7 dpf DjpiwiB 機能阻害個体の RNA-seq を用いた発現変動遺伝子解

析によって、piRNA が一致し、かつ 7 dpf DjpiwiB 機能阻害個体で発現量が増

加する、gypsy-P1 とは異なる、10 種類の転移因子を同定した（発現変動遺伝子
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解析の詳細は第三章で紹介する。本解析では、DjpiwiB 機能阻害において発現が

上昇する gypsy、polintone、NeSL 以外の DjPiwiB 標的転移因子(penelope な

ど)は同定されなかった。）。これらの遺伝子は、gypsy-P1 同様に、X 線照射や

U0126 処理によって、DjpiwiB 機能阻害による発現量の上昇が抑制された（図

2-6）。以上の結果に基づいて、DjpiwiB 機能阻害個体における gypsy-P1 を含め

た転移因子の発現抑制の解除は、新生細胞においてではなく、新生細胞から分化

した分化中の細胞で起こっていると結論づけた。 
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図 2-6  RNA-seq で同定された DjPiwiB 標的転移因子の DjpiwiB 機能阻害個体

における発現への X 線照射や U0126 処理の影響を調べた。10 種類すべての転移

因子で X 線照射あるいは U0126 処理によって、DjpiwiB 機能阻害による発現量

の上昇が抑制された。機能阻害個体はすべて2回目の摂餌RNAi後5日目（5 dpf）

を用いている。X 線照射を行った翌日に 1 度目の摂餌 RNAi を行った。また、薬

剤処理は 1度目の摂餌 RNAi 直後から継続して行った。**：p < 0.01（t検定）。

*：p < 0.05（t検定）。エラーバーは標準誤差を表している。 
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DjpiwiB 機能阻害は細胞分化の異常を引き起こす 

 次に、DjpiwiB 機能阻害個体において分化中の細胞で起こる転移因子の抑制

の解除が細胞分化に与える影響を調べた。gypsy-P1 発現細胞は Hoechest 染色

陰性細胞であったことから、gypsy-P1 発現細胞では、ゲノム DNA に何らかの

異常が起こっていることが示唆された（図 2-7）。 

 

図 2-7 2 回目の摂餌 RNAi から 7 日目（7 dpf）の DjpiwiB 機能阻害個体の

gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（緑）と抗

DjPiwiB 抗体を用いたホールマウント免疫染色（マゼンタ）。Hoechst 33342 染

色（青）。矢尻は gypsy-P1 発現細胞を示している。スケールバー：10 µm。グラ

フは gypsy-P1 発現細胞の Hoechest 染色陽陰性に基づいた内訳。 

また、2 回目の摂餌 RNAi 後 1 日目（1 dpf）で切断した、再生 6 日目の DjpiwiB
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機能阻害個体では、S. mediterranea の早期表皮前駆細胞マーカー遺伝子の相同

遺伝子である Dj_aH_000_05955HH(Eisenhoffer et al., 2008; Josien C. van 

Wolfswinkel, Daniel E. Wagner and Reddien, 2014; Shibata et al., 2012)を発

現している細胞数が再生領域において、コントロール個体と比べて、減少してい

た（図 2-8）。このことから、DjpiwiB 機能阻害個体では、細胞分化の初期で異

常が起こっていると考えられた。 

 

図 2-8 2 回目の摂餌 RNAi から 1 日目（1 dpf）でコントロール個体あるいは

DjpiwiB 機能阻害個体を咽頭前部及び後部で切断した再生 6 日目の再生個体の

Dj_aH_000_05955HH（早期表皮前駆細胞マーカー）のホールマウント蛍光 in situ

ハイブリダイゼーション（緑）と抗 Syt 抗体（神経細胞マーカー）を用いたホ

ールマウント免疫染色（マゼンタ）。スケールバー：500 µm。点線は脳を含む再

生部位の境界を、グラフは再生部位に含まれる早期表皮前駆細胞数を表してい

る。*：p < 0.05（t検定）。エラーバーは標準誤差を表している。 
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さらに、転移因子の抑制の解除が細胞分化に与える影響を調べるために、摂餌

RNAi 後翌日に切断した再生 2 日目の再生個体の再生芽基部付近の細胞を、電

子顕微鏡を用いて観察した。再生 2 日目の DjpiwiB 機能阻害個体の、再生芽基

部では gypsy-P1 発現細胞が比較的多く存在している（図 2-4C）。Pellettieri らに

よて、プラナリアの再生初期では細胞死が起こることが報告されており

(Pellettieri et al., 2010)、この報告と一致して、コントロール再生個体では変性細

胞と思われる異常な核と細胞質を持つ細胞が観察された（図 2-9A、B）。同様の

細胞は DjpiwiB 機能阻害個体の再生個体でも観察された（図 2-9C-F）。加えて、

DjpiwiB 機能阻害個体の再生個体でのみ、核内にウィルス様粒子が存在する細胞

が観察され（図 2-9E、G）、gypsy-P1 などの転移因子が活性化している細胞では

おそらく細胞変性が起こっていることが示唆された。 
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図 2-9 コントロール個体あるいは DjpiwiB 機能阻害個体の再生個体における

電子顕微鏡を用いた観察像。2 回目の摂餌 RNAi 後翌日に頭部と尾部切断し、再

生 2日目（3 dpf）の個体を観察に用いている。（A）コントロール個体の再生芽

基部で観察された異常な形態の核を持つ細胞。（B）Aの細胞の細胞質の囲い部分

の強拡大図。細胞質内に異常な構造が観察された。（C）DjpiwiB 機能阻害個体の

再生芽基部で観察された異常な形態の核を持つ細胞。（D）Cの細胞の細胞質の囲

い部分の強拡大図。細胞質内に Bと同様な異常な構造が観察された。（E）DjpiwiB
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機能阻害個体の再生芽基部で観察された異常な形態の核を持つ細胞。（F）Eの細

胞の細胞質の下側の囲い部分の強拡大図。細胞質内に B や D と同様な異常な構

造が観察された。（G）Eの細胞の細胞質の上側の囲い部分の強拡大図。矢尻は核

に存在するウィルス様粒子を示している。N：核（A-G）。スケールバー：2 µｍ

（A、C、E）、0.1 µm（B、D、F、G）。 

  



102 

考察 

生殖巣の発生と多能性幹細胞の細胞分化で保存された PIWI の役割 

PIWI と piRNA による転移因子の抑制は、生殖細胞におけるゲノム統合性の

維持を通じて次世代を残すための根源的な機構である。本章では、プラナリアの

多能性幹細胞の細胞分化の過程における転移因子の抑制において、核 PIWI で

ある DjPiwiB が重要な役割を担っていることを明らかにした。この結果は、生

殖巣の発生と多能性幹細胞の細胞分化において PIWI の機能が保存されている

ことを示唆している。プラナリアの再生は無性生殖の一過程であり、有性生殖に

おける生殖細胞のように、新生細胞は次世代を残すことに関して、重要な役割を

担っている。多能性幹細胞での piwi の発現が、プラナリアの新生細胞に限った

ことではなく、無性生殖を行う他の無脊椎動物の成体多能性幹細胞においても

報告されていることからも次世代を担う細胞での PIWI の重要性は示唆されて

いる(Juliano et al., 2011)。今のところ確たる証拠はないが、次世代を残す過程

において転移因子を抑制することは保存された PIWI の機能なのではないだろ

うか？少なくとも別種のプラナリアである Dugesia ryukyuensis では、新生細

胞だけでなく、生殖細胞においても 3 種類の piwi が発現している(Nakagawa 

et al., 2011)。この事実は、PIWI が次世代を残す過程において重要な役割を担

っていることを示唆しているように思われる。 
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なぜ、DjPiwiB のみが分化細胞へと保持されるのか？ 

 DjpiwiB 機能阻害個体において、新生細胞は正常に分裂し、また転移因子（少

なくとも gypsy-P1）は抑制されていた（図 2-3B）。この結果は、新生細胞には

DjPiwiB 以外の転移因子抑制機構が存在していることを示唆している。一つの

可能性としては、DjPiwiA と DjPiwiC が転移因子を抑制していると考えられる。

加えて、PIWI 以外の機構、例えば AGO ファミリータンパク質などによって転

移因子の抑制が新生細胞では行われている可能性も考えられる。一方で、

DjPiwiB タンパク質の喪失は gypsy-P1 の活性化を分化中の細胞で引き起こす

（図 2-4）。gypsy-P1 発現細胞は死につつある細胞と思われることから（図 2-7、

9）、DjpiwiB 機能阻害個体では転移因子の活性化によって再生に必要な分化細

胞の供給が起こらなくなり、結果として再生不全が引き起こされているのでは

ないだろうか（図 2-10）。実際、DjpiwiB 機能阻害個体では、早期前駆細胞の数

が減少していた（図 2-8）。よって、分化中の細胞や分化細胞における DjPiwiB

による転移因子の抑制は、再生時だけでなく組織恒常性の維持においても重要

であると考えられるが、DjpiwiB の転写はそれらの細胞では起こっていない。

DjPiwiB が分解されずに保持されるのは、分化中の細胞や分化細胞での転移因

子抑制における DjPiwiB の必要性を満たすためであると考えられる。他の生物
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でも、piwi の発現は体細胞では基本的に起こっていないことを踏まえると、プ

ラナリアの体細胞で piwi の発現が見られないことは不思議ではない。そこで、

プラナリアは細胞分化の過程で転移因子を抑制するために、DjPiwiB を分化細

胞でも保持させるという機構を獲得したのではないだろうか。その一方で、

DjPiwiA や DjPiwiC は完全に分化した細胞へは保持されない。DjPiwiB だけが

保持される理由として考えられるのは、核 PIWI である DjPiwiB がおそらく転

写レベルでの抑制が行えることであろう。1 種類の PIWI による転写抑制は、細

胞質での ping-pong 経路を介した 2 種類の PIWI による転写後制御よりも、シ

ンプルでありまた効果的に思われる。よって、分解されずに保持される DjPiwiB

による転移因子の抑制は必要最低限でありかつ十分であると考えられる。 

 

図 2-10 多能性幹細胞システムでの DjPiwiB のよる転移因子抑制のモデル。 
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第三章 DjPiwiB-piRNA複合体による非転移因子性タンパク質

コード遺伝子の制御 

序論 

 幹細胞からの分化過程には、段階的な遺伝子発現の変化が求められる。胚性

多能性幹細胞（ES 細胞）(Martin, 1981)や人工多能性幹細胞（iPS 細胞）

(Takahashi and Yamanaka, 2006)などの多能性幹細胞においては、多能性の

維持に必要な遺伝子群はその発現が維持されなくてはならない(Martello and 

Smith, 2014)。一方で、分化の過程では細胞系譜に適した特定の遺伝子の発現

が劇的かつ正確に変化する必要がある(Gan et al., 2014; Hayashi et al., 

2012)。自己複製時や分化途上あるいは最終分化時などの細胞の状態に応じ

て、それら遺伝子群の発現が適切に制御されるためには、ヒストン修飾や

DNA メチル化などの広範囲にわたるエピジェネティックな制御が多くの動物

で重要な役割を担っていることが知られている(Boland et al., 2014)。しかし、

どのような機構によって成体多能性幹細胞の分化時にゲノム中の特定の遺伝子

が配列特異的に制御されているのかは完全には理解されていない。 

  最近の研究によって、小分子非コード RNA や長鎖非コード RNA とその

共役タンパク質が配列特異的な遺伝子発現の制御に関わっていることが明らか

になってきた(Chen and Aravin, 2015; Imamura et al., 2014)。それらの内、
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小分子非コード RNA は Argonaute ファミリータンパク質と共役して非コード

RNA が標的とする遺伝子の発現制御を行う(Chen and Aravin, 2015)。

Argonaute ファミリータンパク質は AGO サブファミリー（AGO）と PIWI サ

ブファミリー（PIWI）に分類される。AGO とそのガイド RNA（miRNA や

siRNA）は RNA 干渉（RNAi）経路に関与するだけでなく(Siomi and Siomi, 

2009)、体細胞の核でヘテロクロマチン化を誘導することで機能性タンパク質

コード遺伝子や転移因子を抑制することが知られている(Cernilogar et al., 

2011; Janowski et al., 2006)。一方で、PIWI と piRNA は生殖細胞における転

移因子抑制において主要な役割を担うことで有名である(Siomi et al., 2011)。

特に核 PIWI-piRNA 複合体はヒストン修飾や DNA メチル化などのエピジェネ

ティックな制御を介して、配列特異的に転移因子を抑制することが知られてい

る(Aravin et al., 2008; Sienski et al., 2012)。 

 序章で紹介したように、近年、生殖細胞における転移因子の抑制に加えて、

いくつかの体細胞での転移因子以外の遺伝子の核 PIWI-piRNA 複合体による

制御が報告されている(Rajasethupathy et al., 2012; Saito et al., 2009)。第一

章で明らかにしたように、DjPiwiB はプラナリア成体多能性幹細胞（新生細

胞）で産生され、分化細胞でも分解されずに保持される。興味深いことに、保

持された DjPiwiB は分化中の細胞における転移因子の抑制に重要であった。
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DjPiwiB 結合 piRNA の解析から、転移因子以外にも機能性タンパク質をコー

ドする遺伝子が DjPiwiB-piRNA 複合体による制御を受ける可能性が示唆され

たが、実際に DjPiwiB-piRNA 複合体が転移因子以外の遺伝子を新生細胞や分

化中の細胞または分化細胞で制御しうるかは明らかになっていない。 

 そこで、本章では転移因子以外の DjPiwiB-piRNA 複合体標的遺伝子を同定

するために RNAi 処理後 7 日目（7 dpf）の DjpiwiB 機能阻害個体の RNA-seq

に加えて、3 dpf、5 dpf の DjpiwiB 機能阻害個体の RNA-seq を行い、発現変

動遺伝子解析を行った。転移因子の分化中の細胞での抑制と異なり、DjPiwiB

は新生細胞において Djmcm2 と Djhistone h4 の発現量の調整を行っていた。

また、DjPiwiB は Djcalu を新生細胞と分化細胞で抑制することで、分化中の

細胞での Djcalu の一過的な発現の制御に寄与していることを明らかにした。

本章では、DjPiwiB-piRNA 複合体が担う、自己複製時や細胞分化過程におけ

る段階的な遺伝子発現の制御について報告する。 
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結果 

 新規の DjPiwiB 標的遺伝子を同定するために、DjpiwiB RNAi 処理後複数の

時点で RNA を抽出し、発現変動遺伝子解析を行った。まず D. japonica のトラ

ンスクリプトーム配列のデータベースの拡充を行った。DjPiwiB の機能の一つ

は gypsy-P1 の場合と同様に発現抑制であると考えられる。そのため、DjPiwiB

が機能している正常個体に由来する現行のESTデータベース(Nishimura et al., 

2012)には DjPiwiB 標的遺伝子の配列が含まれていないと考えられた。そこで、

当研究室に存在する Roche 454 及び Miseq によって得られた再生個体や新生細

胞特異的遺伝子の機能阻害個体の RNA-seq データを用いて、de novo トランス

クリプトームアセンブリーを行った（表 3-1）。de novo トランスクリプトーム

アセンブラ－Trinity による配列復元の結果(Grabherr et al., 2011)、137,201 コ

ンティグからなる 108,676 遺伝子が予測された。  
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表 3-1 de novo トランスクリプトームアセンブリーに用いた RNA-seq の一覧 

 

 

第一章で明らかにしたように DjpiwiB 機能阻害後プラナリアは再生能力を失

う。2 度目の摂餌 RNAi 後 7 日目（7 dpf）では分裂能を持った新生細胞を持つ

が、その後においては新生細胞が消失する個体が観察される（データ非公開）。

新生細胞の消失は新生細胞特異的遺伝子の全体的な発現減少を引き起こすと考

えられたので、DjPiwiB-piRNA 複合体の直接の標的候補遺伝子を得るために、

RNAi 後初期の機能阻害個体に注目した。発現変動遺伝子解析を行うために、3、

5、7 dpf のコントロール個体（以下、図中では gfp(RNAi)と表記する）と DjpiwiB

機能阻害個体（以下、図中では piwiB(RNAi)と表記する）から得た RNA から、

オリゴ dT ビーズを用いたポリ A 精製によって得られた RNA の配列決定を行

った（図 3-1）(表 3-2)。 
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図 3-1 DjpiwiB 機能阻害個体の発現変動遺伝子解析に用いた実験個体の RNAi

処理日程。2 回の摂餌 RNAi 処理のち、3、5、7 日目に、コントロール個体

（gfp(RNAi)）、DjpiwiB 機能阻害個体（DjpiwiB(RNAi)）から RNA 抽出を行って

いる。また、X線照射個体も同時に用意した（詳細は後述）。 

 

表 3-2 DjpiwiB 機能阻害個体の発現変動遺伝子解析に用いた RNA-seq 一覧 
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結果、3 dpf の DjpiwiB 機能阻害個体において高発現している遺伝子（Highly-

Differentially-Expressed Genes：H-DEGs）を 236 遺伝子、低発現している遺

伝子（Lowly-Differentially-Expressed Genes：L-DEGs）を 135 遺伝子検出し

た（図 3-2A）。また、5 dpf において、585 個の H-DEGs と 637 個の L-DEGs

を、7 dpf において、324 個の H-DEGs と 329 個の L-DEGs を検出した（図 3-

2A）。gypsy-P1 の発現上昇は、2 回目の摂餌 RNAi 後 1 日目で観察され、5 日

目まで発現量が上昇し、7 日目でも高い発現量が維持されていることから（図 2-

2D）、発現変動遺伝子のうち、少なくとも H-DEG は複数の時点（特に 5 dpf と

7 dpf）で共通して検出されることが期待された。しかし、3、5、7 dpf の三時点

で共通して検出された DEGs は全 H-DEG の内、わずか 9%であり、5 dpf と 7 

dpf に二点で共通して検出された H-DEGs でさえ 19%であった（図 3-2B）。 
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図 3-2（A）RNAi 後各時点におけるコントロール個体と DjpiwiB 機能阻害個体の

RNA-seq の結果の MA プロット8。発現変動遺伝子解析の結果から、FDR（偽陽性

率）< 0.05 の遺伝子をマゼンタでプロットしている。プロット上の数値は各時

点での DjpiwiB 機能阻害個体での H-DEGs と L-DEGs の個数を示している。（B）

各時点での DjpiwiB 機能阻害個体での H-DEGs と L-DEGs の重なりを示したベン

図。dpf：2回目の摂餌 RNAi からの日数。 

                                               
8 RNA-seq での発現変動遺伝子解析で用いられるプロット図。縦軸の M は

「二標本群間の log2 変換された遺伝子発現量の差」であり、横軸の A は「二

標本群間の log2 変換された遺伝子発現量の平均値」を表す。 
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 RNAi 処理後複数の時点で共通して検出されている DEG（共通 DEG）は比

較的大きな倍率変化を示し、DEG 検出における統計的閾値（FDR(偽陽性率 < 

0.05)）から離れた部分にプロットされていた（図 3-3）。対照的に、RNAi 後に

一過的にしか検出されない DEG（特異的 DEG）は比較的小さな倍率変化を示

し、DEG 検出における統計的閾値の近傍に位置していた（図 3-3）。このこと

から、統計的有意ではないために DEG として検出されてはいないが、共通し

て発現が変動している遺伝子は実際に検出された以上に多いと考えられた。 

 

 

図 3-3  RNAi 後各時点におけるコントロール個体と DjpiwiB 機能阻害個体の

RNA-seq の結果の MAプロット。発現変動遺伝子解析の結果検出された DEG の

内、複数の時点で検出された「共通 DEG」をマゼンタで、一時点のみで検出さ

れた「特異的 DEG」を青でプロットしている。共通 DEG の方が、特異的 DEG よ

りも大きな倍率変化を示し、DEG の検出境界よりも離れた位置にプロットされ

る傾向があった。 



114 

 次に得られた DEG の発現制御への DjPiwiB 結合 piRNA（以下、piRNA と

表記する）の関与を調べるために、前述の de novo トランスクリプトームアセ

ンブリーで得られたトランスクリプトームリファレンスへの、第二章で得られ

た piRNA のマッピングを行ない、どの遺伝子（EST）に piRNA が何リード一

致するのかを調べた。そして、RNAi 後の各時点において、DEGの内の何割が

piRNA と一致するのかを調べた。また、全遺伝子の内の何割が piRNA に一致

するのかを比較対象として評価した（図 3-4）。5 リード以上の piRNA が一致

する遺伝子の割合が全遺伝子では 18%であるのに対して、DjpiwiB 機能阻害個

体における H-DEG では各時点で 40-50%であった（図 3-4）。一方で、

DjpiwiB 機能阻害個体における L-DEG の内 5 リード以上の piRNA が一致す

る遺伝子の割合は各時点で 20-25%と、全遺伝子の場合に近い割合を示した

（図 3-4）。この結果は、DjPiwiB による標的遺伝子の抑制は piRNA の配列依

存的に起こっていることを強く示唆している。 
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図 3-4 piRNA が一致する遺伝子の割合を、各時点の DEG や全遺伝子で表して

いる。L-DEG の内 piRNA が一致する遺伝子の割合は、全遺伝子中の piRNA が一

致する遺伝子の割合に近く、piRNA 非依存的な発現変動であることを示唆して

いる。一方で、H-DEG は piRNA が一致する遺伝子を多く含む傾向があり、piRNA

依存的に DjPiwiB によって制御されていることを示唆している。dpf：2回目の

摂餌 RNAi からの日数。 
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DjPiwiB-piRNA 複合体標的候補遺伝子の絞り込み 

続いて、DjPiwiB-piRNA 複合体の標的遺伝子を同定するために、いくつか

の H-DEGs の DjpiwiB 機能阻害個体における発現パターンを調べた。7dpf に

おける DjpiwiB 機能阻害個体の H-DEGs の一つである D. japonica granulin 

homolog A (DjgrnA; c34759_g19)陽性細胞は、7 dpf の DjpiwiB 機能阻害個体に

おいて数の増加が見られるものの、DjgrnA 陽性細胞はすべて DjPiwiB 陽性細胞

であった（図 3-5A:矢尻）。そのため、DjgruA には 1 リードの piRNA が一致す

るものの、DjgrnA の発現上昇は DjPiwiB の消失によって直接的に引き起こされ

たものではないと考えられた。このことから、新生細胞への処理によって二次

的に特定の遺伝子の発現が上昇していることが推測された。実際、X 線照射に

よって引き起こされる新生細胞の消失の過程でいくつかの遺伝子発現が上昇す

ることが報告されている(Solana et al., 2012)。予測した通り、X 線照射後 3 日目

の個体でも、DjgrnA 陽性細胞の増加が観察された（図 3-5B:矢尻）。 

                                               
9 Trinity によるアセンブルされた各遺伝子配列に与えられる仮の配列名 
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図 3-5 DjgrnA のホールマウント蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（マゼ

ンタ）。抗 DjPiwiB 抗体を用いた免疫組織染色（緑）、Hoechst 33342 染色（青）。

矢尻は DjgraA 発現細胞を表している。（A）2 回目の摂餌 RNAi から 7 日目（7 

dpf）のコントロール個体と DjpiwiB 機能阻害個体。（B）正常個体と X 線照射

後 3日目の個体。スケールバー：（最上段）500 µm、（下段）10 µm。 
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 DjpiwiB機能阻害によって副次的に発現量が上昇する遺伝子を候補遺伝子から

除くために、X 線照射 3 日目（3 dpi）の個体の RNA-seq も行った（図 3-1）。

結果として、X 線照射個体における 2777 個の H-DEG を検出した。DjgraA の

in situ ハイブリダイゼーションの結果と一致して、RNA-seq の結果は 3 dpi の

X 線照射個体と 7 dpf の DjpiwiB 機能阻害個体における DjgraA の発現量の上

昇を検出していた。X 線照射個体と DjpiwiB 機能阻害個体で共通して検出され

る H-DEGs の数は、7 dpf の DjpiwiB 機能阻害個体において劇的に増加してお

り、3 dpf や 5 dpf の H-DEGs に比べて多くの DjpiwiB 機能阻害によって副次

的に発現が上昇する遺伝子を、7 dpf の H-DEGs が含むことが示唆された。 
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図 3-6 （A）コントロール個体と X線照射 3日目の個体の RNA-seq の結果の MA

プロット。発現変動遺伝子解析の結果から、FDR（偽陽性率）< 0.05 の遺伝子を

マゼンタでプロットしている。プロット上の数値は X線照射個体での H-DEGs と

L-DEGs の個数を示している。（B）RNA-seq に基づく、DjgrnA の発現量。（C）X線

照射個体とRNAi後各時点におけるDjpiwiB機能阻害個体で共通して検出される

H-DEGs の割合。dpf：2 回目の摂餌 RNAi からの日数。エラーバーは標準誤差を

表している。 

 

 以上の結果を踏まえて、より確度の高い DjPiwiB-piRNA 複合体の標的遺伝子

候補を得るために、さらなる絞り込みを行った。gypsy-P1 で得た知見から、統

計的に有意でなくとも、7 dpf までは DjpiwiB 機能阻害個体においてコントロー

ル個体と比べて高い標的遺伝子の発現が観察されると考えられた。また、

DjpiwiB RNAi 処理後、徐々に DjPiwiB が消失していくことから（図 3-7）、

DjPiwiB の標的遺伝子には 3 dpfでは DEGとして検出されないものが含まれる
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可能性も考えられた。 

 

図 3-7  DjpiwiB RNAi 処理後

の DjPiwiB 陽性新生細胞の割合

を、抗 DjPiwiB 抗体と抗 DjPiwiA

抗体を用いたホールマウント免

疫染色よって得た。エラーバー

は標準誤差を表している。 

 

そのため、3 dpf の H-DEGs と 5 dpf の H-DEGs の内、H-DEG として検出さ

れた時点以降は DjpiwiB 機能阻害個体でコントロール個体に比べて、FDR に関

わらず、高発現している遺伝子（3-7 dpf H-DEGs と 5-7 dpf H-DEGs）、545 個

の遺伝子を PiwiB の標的遺伝子候補として選択した。この際に 7 dpf でのみ H-

DEGs として検出された遺伝子は、DjpiwiB 機能阻害の副次的な影響による発

現変動を示している可能性があるため（図 3-6C）、今回の標的遺伝子の解析には

用いなかった。さらに 3 dpi の H-DEGs や一致する piRNA が 5 リード未満の

遺伝子（227 個の遺伝子）も DjPiwiB-piRNA 複合体標的遺伝子としての信頼性

が低いと考え除いた。結果として、DjPiwiB-piRNA 複合体標的遺伝子の候補と
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して、281 個の遺伝子を得た。さらに、転移因子のデータベースである Repbase

に対して blastx 検索を行い、転移因子がコードするタンパク質と類似性を示さ

ない 223 個の遺伝子を選出した。最終的に、タンパク質のデータベースである

Swiss-Prot に対して、blastx 検索を行い、転移因子以外のタンパク質をコード

する可能性がある 8 種類の遺伝子を得ることに成功した。 

 

 

図 3-8 RNA-seq や piRNA の配列に基づいた DjPiwiB-piRNA 複合体標的遺伝子

候補の選出手順。dpf：2回目の摂餌 RNAi から日数。 
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 次に、定量的逆転写 PCR（RT-qPCR）によって、DjpiwiB 機能阻害個体にお

ける、得られた 8 種類の遺伝子の発現量を確認した。また、X 線照射によって新

生細胞を特異的に除去した DjpiwiB 機能阻害個体における上記の遺伝子の発現

量も調べた。その結果、4 種類の遺伝子に関しては RNA-seq の結果と一致して

5 dpfのDjpiwiB機能阻害個体での発現の上昇が確認された（図3-8）。c35065_g3

（Djhistone h4）と c45097_g1（Djmcm2）の発現量は DjpiwiB 機能阻害個体

では、コントロール個体に比べ、それぞれ、5.2 倍と 1.6 倍に上昇していた（図

3-8）。また、これら 2 種類の遺伝子の発現量は X 線照射個体では劇的に低下し

ていた。これは 3 dpi の RNA-seq の結果とも一致するもので、先行研究とも一

致して(Hayashi et al., 2010; Salvetti et al., 2000; Wang et al., 2007)、両遺伝

子の新生細胞特異的な発現を示唆するものである。本研究で新たに同定された

新規遺伝子である D. japonica calumenin 相同遺伝子（Djcalu）の発現量は

DjpiwiB 機能阻害個体では、コントロール個体に比べ、3.7 倍に上昇していた（図

3-8）。また、X 線照射 DjpiwiB 機能阻害個体でも、X 線照射コントロール個体

に比べて、2.1 倍の Djcalu の発現量の上昇が観察された。さらに、X 線照射に

よって DjpiwiB 機能阻害個体での Djcalu の発現の上昇量は減少することを確

認した（図 3-8）。C44080_g1（新規の D. japonica AGO ファミリータンパク質

をコードする遺伝子）は X 線照射コントロール個体と X 線照射 DjpiwiB 機能阻
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害個体の両方で、X 線非照射 DjpiwiB 機能阻害個体よりも高い発現量を示した

（図 3-8）。この結果に一致して、3 dpi の RNA-seq でも、FDR が高いために

DEG として検出されてはいなかったが、C44080_g1 の発現量の X 線照射個体

での上昇が確認できたことから、この遺伝子の発現量の上昇は DjpiwiB RNAi

の副次的な影響であると結論づけた。以上の解析結果にもとづき、DjPiwiB-

piRNA 複合体によって抑制される標的遺伝子として Djhistone h4、Djmcm2、 

Djcalu の 3 遺伝子を同定した。以後はこれらの遺伝子についての詳細な解析を

行った。 
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図 3-8  DjPiwiB-piRNA 複合体の標的タンパク質コード候補遺伝子の RT-qPCR

の結果。コントロール個体と DjpiwiB 機能阻害個体、X線照射コントロール個体

と X 線照射 DjpiwiB 機能阻害個体におけるそれぞれの発現量を示している。す

べて RNAi 後 5 日目の個体を使用し、X 線照射の一日後に 1 度目の摂餌 RNAi を

行った。**：p < 0.01（t検定）。エラーバーは標準誤差を表している。 
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DjPiwiB は Djmcm2 と Djhistone h4 の新生細胞での適切な遺伝子発

現に寄与している 

 まず、すでに新生細胞特異的に発現することが明らかになっている Djmcm2

と Djhistone h4 について調べた。Djmcm2 に関しては、piRNA は転写産物の配

列の主に CDS の 3’末端及び 3’ UTR にセンス鎖・アンチセンス鎖両方向で一致

していた（図 3-9）。また、Djhistone h4 に関しては、piRNA は転写産物の配列

の主に 5’ UTR にセンス鎖方向に一致していた（図 3-9）。 
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両遺伝子はコントロール個体だけでなく、DjpiwiB 機能阻害個体においても

新生細胞特異的に発現していたことと（図 3-8、10 A、B、D、E）、これらの遺

伝子の発現量の上昇は新生細胞で起こっていると考えられた。Djmcm2 は S 期

から M 期にかけての一部の新生細胞で発現していることが Hayashi らによっ

て報告されている(Hayashi et al., 2010)。実際、コントロール個体では Djmcm2

陽性細胞は DjPiwiA 陽性細胞の 57%であった。しかし、5dpf DjpiwiB 機能阻害

個体では、コントロール個体と比べて、Djmcm2 陽性細胞の数が 140%まで増加

していた（図 3-10C）。また、Djhistone h4 陽性細胞は、コントロール個体では

DjPiwiA 陽性細胞の 87%であったのに対して、5dpf DjpiwiB機能阻害個体では、

コントロール個体と比べて、Djhistone h4 陽性細胞の数は 107%まで増加して

いた（図 3-10F）。一方で、5 dpf の時点では M 期の細胞である pH3 陽性細胞の

数はコントロール個体では変化しておらず（図 3-10G）、また、他の細胞分裂関

連遺伝子（Djmcm3 や Djpcna）あるいはヒストン遺伝子（Djhistone h1、h2a、

h2b、h3）の発現量もコントロール個体に比べて DjpiwiB 機能阻害個体で上昇

していなかった（図 3-10H）。 
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図 3-10（A）2 回目の摂餌 RNAi から 5 日目（5 dpf）の コントロール個体と

DjpiwiB 機能阻害個体の Djmcm2 のホールマウント in situ ハイブリダイゼーシ

ョン。（B）5 dpf コントロール個体と DjpiwiB 機能阻害個体の Djmcm2 のホール

マウント蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（緑）と抗 DjPiwiA 抗体を用い

たホールマウント免疫染色（マゼンタ）。Hoechst 33342 染色（青）（C）5 dpf コ

ントロール個体とDjpiwiB機能阻害個体における、DjPiwiA陽性細胞中のDjmcm2

陽性細胞の割合。（D）5 dpf コントロール個体と DjpiwiB 機能阻害個体の
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Djhistone h4 のホールマウント in situ ハイブリダイゼーション。（E）5 dpf 

コントロール個体と DjpiwiB 機能阻害個体の Djhistone h4 のホールマウント蛍

光 in situ ハイブリダイゼーション（緑）と抗 DjPiwiA 抗体を用いたホールマ

ウント免疫染色（マゼンタ）。Hoechst 33342 染色（青）。（F）5 dpf コントロー

ル個体と DjpiwiB 機能阻害個体における、DjPiwiA 陽性細胞中の Djhistone h4

陽性細胞の割合。（G）5 dpf コントロール個体と DjpiwiB 機能阻害個体におけ

る、pH3 陽性細胞の数。（H）5 dpf コントロール個体と DjpiwiB 機能阻害個体に

おける、細胞周期関連遺伝子とヒストン遺伝子の発現量。スケールバー：（A, D）

500 µm, （B, E）10 µm。**：p < 0.01（t検定）。エラーバーは標準誤差を表し

ている。 
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Djcalu は再生時に分化細胞で一過的に発現する 

 Djcalu は今回 DjPiwiB の標的遺伝子として新規に同定された遺伝子であり、

その発現細胞は未知であった。そこで、Djcalu の発現細胞を調べるために、ホ

ールマウント in situ ハイブリダイゼーションを行った。正常個体では、特に明

瞭な Djcalu の発現は観察されなかった（図 3-11A）。しかし、興味深いことに、

再生個体では再生芽において Djcalu の発現が観察された（図 3-11B）。再生芽は

切断面付近に形成される頭部先端部の分化中の細胞の塊である(Tasaki et al., 

2011a)。まず、切断後 12 時間において、胴体断片の頭部側と尾部側両方の切断

面で Djcalu の発現が観察された（図 3-11B：矢尻）。その後継続的に再生芽細胞

及び再生芽基部10で発現が検出された（図 3-11B：矢尻）。そして、再生 7 日目

には Djcalu の発現は観察されなくなった（図 3-11B）。 

                                               
10 再生芽の基部に位置し、再生芽に細胞を供給するために新生細胞の分裂が活

発に行われている領域(Baguna et al., 1989; Tasaki et al., 2011b)。 
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図 3-11（A）正常個体を用いた Djcalu のホールマウント in situ ハイブリダイ

ゼーション。（B）再生個体を用いた Djcalu のホールマウント in situ ハイブリ

ダイゼーション。スケールバー：500 µm。 

 

この再生過程における発現の変化は、Djcalu の一過的な発現が新生細胞から

の分化途上にある再生芽細胞で起こっていることを示唆している。そこで、

Djcalu 発現細胞が新生細胞に由来する分化中の細胞であるのかを検証するため

に、切断後 24 時間の X 線非照射再生個体と X 線照射再生個体における Djcalu

の発現を調べた。X 線非照射再生個体では、Djcalu は再生芽の先端部分に存在

する分化中の細胞(DjPiwiA タンパク質陽性 /DjpiwiA mRNA 低発現細胞：

Tasaki et al., 2011a)で特異的に発現していた。一方で、X 線照射再生個体では、
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Djcalu の発現は全く観察されなかった。これらの結果は Djcalu 発現細胞が新生

細胞に由来する分化中の細胞であることを明瞭に示している。つまり、再生過程

において、Djcalu は分化中の細胞では発現する一方で、新生細胞や分化細胞で

は発現が抑制されていることが明らかとなった。 

 

図 3-12 切断後 24時間の X線非照射再生個体と X線照射再生個体（X線照射

後 7日目に切断した個体）を用いた、Djcalu（緑） 及び DjpiwiA（シアン）

のホールマウント in situ ハイブリダイゼーションと抗 DjPiwiA 抗体を用いた

ホールマウント免疫染色（マゼンタ）。Hoechst 33342 染色（白）。破線は

DjpiwiA から予測される再生芽の境界を示している。スケールバー：50 µm。 
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DjPiwiB は新生細胞と分化細胞で Djcalu の発現を抑制する 

 piRNA は Djcalu の転写産物の 3’ UTR にセンス鎖方向に一致していた（図 3-

13）。  
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DjpiwiB 機能阻害個体での Djcalu の発現パターンを調べたところ、コントロ

ール個体では Djcalu の明瞭な発現が観察されなかったのに対して、DjpiwiB 機

能阻害個体では新生細胞の分布に類似した発現パターンが観察された（図 3-14）。 

 

図 3-14 2 回目の摂餌 RNAi から 5日目（5 dpf）

の コントロール個体と DjpiwiB 機能阻害個体の

Djcalu のホールマウント in situ ハイブリダイゼ

ーション。スケールバー：500 µm。 

 

再生過程での Djcalu の発現パターンから、正常個体においても Djcalu は分

化中の細胞で一過的に発現しているのではないかと考えられた。そこで、コント

ロール個体を詳細に観察すると期待通り、稀にではあるが、Djcalu の発現が

DjPiwiA陽性細胞と陰性細胞の両方で観察された（図 3-15A）。この観察結果は、

再生過程だけでなく、正常個体においても Djcalu の一過的な発現が分化中の細

胞で起こっていることを示唆している。一方で、DjpiwiB 機能阻害個体では、コ

ントロール個体と比べて 28 倍もの数の Djcalu 発現細胞が観察された（図 3-15 

A、B）。興味深いことに、DjpiwiB 機能阻害個体においても、Djcalu の発現は

DjPiwiA 陽性細胞と陰性細胞の両方で観察された（図 3-15 A、B）。また、DjpiwiB
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機能阻害個体で観察された Djcalu 陽性細胞はそのほとんどが DjPiwiB 陰性細

胞で、DjPiwiB 陽性細胞であっても、DjPiwiB のシグナルが弱い細胞であった

（図 3-15A、C）。このことから、Djcalu は DjPiwiB によって抑制されているこ

とが強く示唆された。つまり、DjPiwiB は新生細胞だけでなく、DjPiwiA 陰性

細胞（分化中の細胞あるいは分化細胞）においても Djcalu の発現を抑制してい

ると考えられた。 

 

図 3-15（A）2 回目の摂餌 RNAi から 5 日目（5 dpf）の コントロール個体と

DjpiwiB 機能阻害個体の Djcalu のホールマウント蛍光 in situ ハイブリダイゼ

ーション（緑）と抗 DjPiwiA 抗体（マゼンタ）と抗 DjPiwiB 抗体（シアン）を

用いたホールマウント免疫染色。Hoechst 33342 染色（青）。矢印は DjPiwiA 陽

性細胞、矢尻は DjPiwiA 陰性細胞を示している。（B）5 dpf コントロール個体

と DjpiwiB 機能阻害個体における DjPiwiA 陰性細胞あるいは DjPiwiA 陽性細胞

に中の Djcalu 発現細胞数。（C）5 dpf コントロール個体と DjpiwiB 機能阻害個

体におけるDjPiwiB陰性細胞あるいはDjPiwiB陽性細胞に中のDjcalu発現細胞
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数。スケールバー：10 µm。**：p < 0.01（t検定）。エラーバーは標準誤差を表

している。 

 

 最後に、DjpiwiB 機能阻害個体において、Djcalu を発現している DjPiwiA 陰

性細胞は分化中の細胞のみなのか、あるいは、分化細胞で異所的に Djcalu が発

現しているのかどうかを調べた。DjPiwiB 陰性分化細胞での Djcalu の発現を調

べるために、DjpiwiB 機能阻害個体の再生個体における DjPiwiB 陰性新生細胞

に由来する DjPiwiB 陰性分化細胞に注目した。第一章で示したように、DjpiwiB

機能阻害個体も RNAi 初期では不完全ながら再生することができる。そこで、

コントロール RNAi あるいは DjpiwiB RNAi 処理後 1 日目に処理個体の頭部を

切断し、6 日間再生させた（図 3-16A）。予測通り、コントロール再生個体の再

生部位では、すべての細胞で DjPiwiB タンパク質が存在し、Djcalu 発現細胞は

少数しか観察されなかった（図 3-16B）。一方、DjpiwiB 機能阻害再生個体の再

生部位では、再生した眼が観察されるにもかかわらず、多くの DjPiwiB 陰性細

胞が存在していた（図 3-16B）。そして、興味深いことに、その領域では多くの

Djcalu 発現 DjPiwiB 陰性細胞が観察された（図 3-16B）。さらに咽頭内部の分

化細胞でも、コントロール個体では観察されない Djcalu を発現している

DjPiwiB 陰性分化細胞が観察され（図 3-16C）、DjPiwiB が存在しない分化細胞
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では、異所的に持続して Djcaluの発現が起こっている可能性が強く示唆された。

以上の結果から、DjPiwiB-piRNA 複合体は Djcalu を新生細胞で抑制し、さら

に分化細胞でも抑制することで、分化中の細胞における Djcalu の一過的な発現

に寄与していると考えられた。 
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図 3-16（A）2回目の摂餌 RNAi 後 1日目にプラナリアを咽頭前部領域で切断し、

胴部断片からの再生 6 日目の個体を観察した。（B）再生 6 日目のコントロール

個体と DjpiwiB 機能阻害個体の Djcalu（緑）と DjpiwiA（シアン）のホールマ

ウント蛍光 in situ ハイブリダイゼーションと抗 DjPiwiB 抗体（マゼンタ）を

用いたホールマウント免疫染色。破線は DjPiwiB 陰性分化細胞からなる再生し
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たと予測される領域と既存の組織の境界を表す。（B）再生 6 日目のコントロー

ル個体と DjpiwiB 機能阻害個体の Djcalu ホールマウント蛍光 in situ ハイブリ

ダイゼーション（緑）と抗 DjPiwiB 抗体（マゼンタ）を用いたホールマウント

免疫染色。Hoechst 33342 染色（青）。破線は咽頭を表す。スケールバー：50 µm。 
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考察 

プラナリアの核 PIWI-piRNA 複合体は転移因子以外のタンパク質コ

ード遺伝子を、おそらく転写レベルで制御する 

 近年、いくつかの先行研究によって PIWI が単に転移因子の発現を抑制して

いるだけでなく、その他のタンパク質をコードしている遺伝子を標的として制

御しうることが明らかにされてきた(Kiuchi et al., 2014; Rajasethupathy et al., 

2012; Rouhana et al., 2014; Saito et al., 2009; Zhang et al., 2015)。例えば、カ

イコガの細胞質 PIWI は雌特異的な piRNA と共役して、転写因子をコードする

遺伝子を抑制することで性決定を行っている(Kiuchi et al., 2014)。また、アメ

フラシの中枢神経系では、核 PIWI が抑制性転写因子を制御することで、記憶に

関わる神経の可塑性を制御していることが示されている(Rajasethupathy et al., 

2012)。加えて、最近の海産性の扁形動物を用いた研究では、PIWI が転移因子

の抑制以外に多能性幹細胞の維持に重要な役割を持っていることが示唆された

(Zhou et al., 2015)。しかし、プラナリアの新生細胞においては、別種のプラナ

リアである S. mediterranea を用いて、histone h4 が細胞質 PIWI の標的遺伝

子として報告されたのみであった (Rouhana et al., 2014)。本研究では、

Djhistone h4 だけでなく、Djmcm2 と Djcalu を新生細胞の核 PIWI によって制

御される機能性タンパク質コード遺伝子として初めて同定した。興味深いこと



142 

に、これらの遺伝子のエキソンに一致する piRNA はプラナリアだけでなく、マ

ウスやショウジョウバエの相同遺伝子でも存在していた（図 3-17）。このことは、

mcm2 や histone h4、calumenin が PIWI の保存された標的遺伝子であること

を示唆している。 

 

図 3-17  mcm2、histone h4、calumenin 相同遺伝子の転写産物に対するマウ

スあるいはショウジョウバエ piRNA のマッピングの結果。転写産物上でセンス

鎖方向に一致する piRNA のリード数は赤(図では遺伝子を示す線の上側に累積)

で、アンチセンス鎖方向に一致する piRNA のリード数は青(図では遺伝子を示す
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線の下側に累積)で示されている。縦軸の最大値 50リードである。（A）マウス。

（B）ショウジョウバエ。 

 

興味深いことに、これらの遺伝子に一致する piRNA は、マウスやショウジョ

ウバエなどでも主にセンス鎖であった（図 3-17）。核 PIWI はセンス鎖 piRNA

やアンチセンス鎖 piRNA と共役して標的遺伝子を転写レベルで抑制している

一方で、細胞質 PIWI はアンチセンス鎖 piRNA と共役して転写後レベルで標的

遺伝子を抑制していると考えられている(Iwasaki et al., 2015)。この説に基づく

と、mcm2 や histone h4、calumenin に一致するセンス鎖 piRNA はこれらの遺

伝子の転写レベルでの抑制に寄与していると考えられる。実際に、公開されてい

るMmmiwi2をノックアウトした生殖細胞を用いたChIPの結果では(Manakov 

et al., 2015; Zhang et al., 2014b)、Mmmiwi2 をノックアウトした生殖細胞にお

いて、抑制性のヒストン修飾（H3K9me3）が Mmmcm2 の遺伝子座やゲノム中

に複数ある Mmhistone h4 の一部の遺伝子座で減少していた（図 3-18）。これら

のことから、PIWI-piRNA 複合体による mcm2 や histone h4、そしておそらく

calumenin のエピジェネティックな制御が他の動物でも保存されていると考え

られた。 
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図 3-18 第一列は一致する piRNA、第二列は抗 H3K9me3 抗体を用いた Mmmiwi2

ヘテロ接合体由来の生殖細胞の ChIP-seq の結果、第三列は抗 H3K9me3 抗体を用

いた Mmmiwi2 ホモ接合体由来の生殖細胞の ChIP-seq の結果、第四列は各遺伝子

の CDS を示している。ChIP-seq の結果は黒い程高密度で H3K9me3 が存在してい

ることを示している。Mmmiwi2 ホモ接合体由来の生殖細胞では H3K9me3 が減少

している傾向がみられる。（A）Mmcalu。（B）Mmmcm2。（C）Mmhistone h4。 

 

DjPiwiB-piRNA 複合体は新生細胞の自己複製に合わせた遺伝子の発

現を適切に制御している 

 S. mediterranea において、新生細胞と分化中の細胞の細胞質特異的な RNA-

タンパク質複合体であるクロマトイド小体(Morita et al., 1969)上への histone 

h4 RNA の局在は 2 種類の細胞質 PIWI（SMEDWI-1、SMEDWI-2）によって

制御されていることが示されており、この制御がプラナリアにおける histone h4

の転写後制御に重要であると考えられている (Rouhana et al., 2014)。S. 

mediterranea では、これら 2 つの細胞質 piwi 遺伝子の機能阻害によって、pcna

や histone h4 を含むヒストン遺伝子群の発現が上昇する(Rouhana et al., 2014)。

対照的に、核内 PIWI タンパク質をコードする DjpiwiB 機能阻害個体では、

Djmcm2 と Djhistone h4 の発現のみが特異的に上昇し、他の細胞周期関連遺伝
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子やヒストン遺伝子群の発現上昇や M 期の新生細胞の数に変化は見られなかっ

た（図 3-10）。このことは、核内 DjPiwiB による histone h4 の制御が他の細胞

質 PIWI による制御とは異なることを示唆している。では、DjPiwiB は新生細

胞においてどのように Djmcm2 や Djhistone h4 の遺伝子発現を制御している

のであろうか？両遺伝子とも、細胞周期に依存して転写されることが他の動物

で知られていることから(Marzluff and Duronio, 2002; Tye and Chang, 2004)、

D. japonica においてもこれらの遺伝子の発現は細胞分裂の進行に沿って制御さ

れていると考えられる。実際、これらの遺伝子の発現は一部の新生細胞でのみ観

察される(図 3-10 B,C,E,F, Hayashi et al., 2010)。DjpiwiB 機能阻害個体では、

細胞分裂が正常に進行していると思われる一方で、Djmcm2 や Djhistone h4 陽

性細胞数は増加していた（図 3-10 B,C,E,F）。このことから、通常は DjPiwiB に

よって両遺伝子の発現が抑制されるはずの特定の細胞周期の新生細胞で、両遺

伝子の異所発現が起こっていることが示唆された。すなわち、DjPiwiB は細胞

周期依存的な一過的遺伝子発現の適切な制御に重要であると考えられる。 

 DjpiwiB の機能阻害は、Djmcm2 と Djhistone h4 の発現上昇を特異的に引き

起こす一方で、他の細胞周期関連遺伝子の発現上昇は引き起こさない。なぜ、こ

の 2 つの遺伝子だけが DjPiwiB による制御を受けているのであろうか？この両

遺伝子の過剰発現が分裂能を有する細胞のアポトーシスを引き起こすことが報
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告されている(Hasegawa et al., 2009; Singh et al., 2010; Suzuki et al., 2012)。

このことから、D. japonica のゲノムにおいてこれらの遺伝子コピー数が偶発的

に増加しており、発現量の補償が必要である可能性が考えられる。少なくとも

DjPiwiB による Dj histone h4 の発現量の補償が新生細胞で起こっている可能

性は高い。DjpiwiB 機能阻害個体において、コントロール個体と比べて、

Djhistone h4 陽性細胞の数は 1.1 倍しか増加していないのに対して、その発現

量は 4 倍まで増加していた。この結果は、DjPiwiB の喪失によって各新生細胞

における Djhistone h4 の最大発現量が増加していることを示唆するものである。

つまり、DjPiwiB-piRNA 複合体は、一部の Djhistone h4 遺伝子の抑制に寄与

していると推測される。多くの動物でヒストン遺伝子は遺伝子クラスターを形

成し、ゲノム中に複数コピーが存在することから、おそらく D. japonica におい

てもゲノム中に元々クラスターとして複数コピー存在すると考えられる。その

ため、Djhistone h4 遺伝子のコピー数の増加の影響が、通常はゲノム中に一コ

ピーしか存在しない Djmcm2 遺伝子のコピー数増加よりも顕著に見られたので

はないであろううか？実際、D. japonica のドラフトゲノムを調べたところ、興

味深いことに、Djmcm3 と Djpcna に相当するコンティグは一つずつしか存在し

ていなかったのに対して、 Djmcm2 遺伝子のみが、一部分しか含まないものも

含めると、5 つの異なるコンティグ上に確認された。この結果は、ドラフトゲノ
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ムであるため断定はできないが、Djmcm2 遺伝子がゲノム中で複製されている

可能性を示唆するものである。 

 

なぜ、Djcalu は DjPiwiB-piRNA 複合体によって新生細胞および分化

細胞で抑制されなければならないのか？ 

 本研究では、新規に同定した遺伝子 Djcalu が DjPiwiB によって新生細胞と

分化細胞で抑制され、分化中の細胞では発現することを見出した（図 3-11-16）。

では、何故 Djcalu の発現は、DjPiwiB-piRNA 複合体によって厳密の制御され

なければならないのであろうか？分化中の細胞における Djcalu の機能を明らか

にするために Djcalu の機能阻害実験を行ったが、今のところ顕著な表現型は得

られていない。また、プラナリアでは遺伝子導入技術が樹立されておらず、新生

細胞や分化細胞で異所的に発現する Djcalu の機能に迫ることも困難である。し

かし、Calumenin は線虫からヒトまで保存されたタンパク質であり、シャペロ

ンや転写因子として、小胞体の機能や細胞移動などに関わる非常に多機能なカ

ルシウム結合性タンパク質であることが知られている(Zheng et al., 2015)。加

えて、マウスの脳では神経前駆細胞で特異的に発現しており、神経細胞の細胞移

動や細胞分化に関わっていることが示唆されている(Vasiljevic et al., 2012)。

Djcalu はプラナリアの再生時でも、おそらく細胞移動を行っている再生芽を形
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成する分化中の細胞で特異的に発現している（図 3-11,12）。新生細胞や分化細

胞における異所的な Djcalu の発現は不適切な細胞移動や不完全な細胞分化を引

き起こすのではないだろうか。このように、DjPiwiB-piRNA 複合体は転移因子

の抑制のみならず、新生細胞の増殖制御や新生細胞からの適切な細胞分化に重

要な機能を担っていると考えられる。 

 

DjPiwiB-piRNA 複合体は新生細胞からの分化細胞に至る過程で、細

胞状態に合わせて遺伝子発現の制御に関わっている 

 第二章において、DjPiwiB が分化を開始した細胞において転移因子を抑制す

ること明らかにした（図 2-4、5）。本章では、それに加えて、新生細胞において

DjPiwiB が Djmcm2 や Djhistone h4 の発現制御に関与していることを見出し

た（図 3-19）。先に考察した様に、これら両遺伝子の制御は細胞周期に関連して

いると考えられる。おそらく、細胞周期の進行に合わせて、新生細胞特異的な遺

伝子発現の制御機構によって両遺伝子の転写は活性化し、その後、DjPiwiB-

piRNA 複合体によって、再び不活性化するのではないであろうか。もしそうで

あるならば、DjpiwiB 機能阻害個体において、新生細胞以外ではこれら両遺伝子

の発現が観察されないのは、転写自体は新生細胞特異的な制御機構に依存して

いるためであると考えられる。対照的に、正常個体において Djcalu は、新生細
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胞と分化細胞では DjPiwiB-piRNA 複合体によって抑制されているために、分化

中の細胞でのみ発現が観察される（図 3-19）。このように、新生細胞における

Djmcm2 や Djhistone h4 の制御や細胞分化の過程における Djcalu の制御の両

方の場合において、DjPiwiB-piRNA 複合体による抑制と細胞状態依存的な転写

活性化機構のせめぎ合いによって段階的な遺伝子発現が実現していると思われ

る。DjPiwiB-piRNA 複合体が新生細胞で産生され、分化細胞でも分解されずに

保持されることを考えると（第二章）、おそらく、DjPiwiB-piRNA 複合体はプラ

ナリア成体多能性幹細胞システムにおいて抑制されるべき遺伝子のエピジェネ

ティックな記憶媒体として機能していると言えるのではないだろうか。 

 本章では、PIWI-piRNA 複合体が、自己複製過程や分化途上、分化後などの

各細胞状態依存的に、転移因子以外のタンパク質コード遺伝子を制御している

ことを見出すことに成功した。このように、本研究は多能性幹細胞システムにお

ける PIWI-piRNA 複合体に機能について新たな観点を与えるものと考えている。 
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図 3-19  DjPiwiB-piRNA 複合体による遺伝子発現制御のモデル（Ａ）正常個体

での各細胞状態における Djmcm2、Djhistone h4、Djcalu の発現を示している。

（B）DjpiwiB 機能阻害個体での各細胞状態における Djmcm2、Djhistone h4、

Djcalu の発現を示している。DjPiwiB の喪失によって、普段遺伝子発現が見ら

れない細胞で異所発現が起こる。 
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第四章 細胞質 PIWI ファミリータンパク質による転移因子の

抑制 

序論 

 新生細胞の形態的特徴として、クロマトイド小体が知られている。クロマトイ

ド小体は新生細胞と分化中の細胞の細胞質に見られる膜構造を持たない高電子

密度構造体であり、RNA-タンパク質複合体であると考えられている(Auladell et 

al., 1993; Coward, 1974; Hori, 1982)。また、クロマトイド小体は、他の生物の

生殖細胞で観察される生殖顆粒に似た形態的特徴を持っている(Gao and Arkov, 

2013; Hori, 1982; Shibata et al., 2010; Voronina et al., 2011)。生殖顆粒は PIWI

などの RNA 結合タンパク質や Tudor ドメインを含むタンパク質、そして RNA

を含む高電子密度構造体であることが知られている(Gao and Arkov, 2013)。次

世代を担う生殖細胞における生殖顆粒が担う重要な役割として、転移因子の抑

制を介したゲノム統合性の維持があげられる。例えば、マウスの pi 小体や piP

小体、ショウジョウバエの Yb 小体などの生殖顆粒に局在する PIWI が転移因子

の抑制に関与していることが報告されている(Aravin et al., 2008; Murota et al., 

2014; Qi et al., 2011; Siomi et al., 2011)。 

クロマトイド小体と生殖顆粒の類似性に注目した免疫電子顕微鏡観察を用い

た先行研究によって、クロマトイド小体の構成タンパク質として、プラナリアの
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Me31B/Dhh1/RCK/p54 相同タンパク質である DjCBC-1 (Dugesia japonica 

Chromatoid-Body-Component-1)を同定した(Yoshida-Kashikawa et al., 2007)。

また、近年、Rouhana らによって、対称性メチル化アルギニン（sDMA）を認

識する Y12 抗体が、Schmidtea mediterranea の新生細胞内でクロマトイド小

体に結合することが免疫電子顕微鏡を用いて示された(Rouhana et al., 2012)。

さらに、ウエスタンブロッティングにおいて Y12 抗体が SMEDWI-3 を認識す

ることと、smedwi-3 機能阻害個体では、クロマトイド小体への histone h4 の

mRNA の局在が異常を示すことから、SMEDWI-3 がクロマトイド小体の構成

タンパク質であることが示唆されていた(Rouhana et al., 2012, 2014)。しかし、

SMEDWI-3 のクロマトイド小体への局在は直接的には示されておらず、また

histone h4 の mRNA のクロマトイド小体への局在を制御する以外の機能に関

しては未知であった。 

第四章では、SMEDWI-3 の D. japonica における相同タンパク質であり、第

一章で細胞質の顆粒構造体への局在が示唆された DjPiwiC の機能を明らかにす

ることを目指した。免疫染色の結果、DjPiwiC が、DjCBC-1 陽性クロマトイド

小体ではなく、Y12 抗体免疫応答性クロマトイド小体に局在することが明らか

となった。また、DjpiwiC 機能阻害実験を通じて、DjPiwiB-piRNA 複合体によ

る転移因子の抑制への DjPiwiC の寄与を示唆する結果を得たので報告する。 
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結果 

 S. mediterranea での報告と一致して(Rouhana et al., 2012)、新生細胞

（DjPiwiA 陽性細胞）の細胞質特異的に、Y12 抗体の顆粒状のシグナルが観察

され（図 4-1A）、D. japonica においても Y12 抗体がクロマトイド小体を認識し

ていることを支持する結果を得た。次に、第一章で報告した DjPiwiC が局在す

る顆粒構造が Y12 抗体によって認識されるクロマトイド小体であるかを検証す

るために、Y12 抗体と抗 DjPiwiC 抗体を用いたホールマウント免疫共染色を行

い、ほぼすべての Y12 抗体の顆粒状のシグナルが抗 DjPiwiC 抗体の強いシグナ

ルと一致することを見出した（図 4-1B、C）。ただし、前述のように抗 DjPiwiC

抗体の弱いシグナルは新生細胞の細胞質の広範囲に検出された（図 4-1B、C）。

定量化したところ、全体として 89%の顆粒状のシグナルは両方のシグナル陽性

であった（図 4-1D）。また、Y12 抗体が DjPiwiC を認識しているのか確認する

ために。ウエスタンブロッティングを行った。DjpiwiC RNAi によって、DjPiwiA

の減少は確認されない一方で、DjPiwiC は減少していた（図 4-1E）。また、Y12

抗体を用いたウエスタンブロッティングによって、Y12 抗体は複数の D. 

japonica のタンパク質を認識していることが示された（図 4-1F）。そして、

DjpiwiC 機能阻害個体では、S. mediterranea を用いた先行研究と一致して

(Rouhana et al., 2012)、分子量から DjPiwiC と予測されるバンドが劇的に減少
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していた（図 4-1F）。これら結果は、SMEDWI-3 の sDMA 同様に(Rouhana et 

al., 2012)、DjPiwiC の sDMA(対称性メチル化アルギニン)が Y12 抗体によって

認識されていることに加えて、DjPiwiC が Y12 抗体免疫応答性クロマトイド小

体に局在することを示唆している。 



157 

 

図 4-1（A）抗 DjPiwiA 抗体（マゼンタ）と Y12 抗体（緑）を用いたホールマウ
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ント免疫共染色。Hoechst 33342 染色（青）。（B）抗 DjPiwiC 抗体（マゼンタ）

と Y12 抗体（緑）を用いたホールマウント免疫共染色。Hoechst 33342 染色（青）。

（C）B の細胞の模式図。（D）22 個の新生細胞における Y12 抗体単陽性顆粒、

DjPiwiC 単陽性顆粒、両陽性顆粒の数。（E）抗 DjPiwiC 抗体あるいは抗 DjPiwiA

抗体を用いた、コントロール個体と DjpiwiC 機能阻害個体のウエスタンブロッ

ティング。α tubulin はインターナルコントロール。黒矢尻は DjPiwiC の予測

分子量の位置を、白矢尻は DjPiwiA の予測分子量の位置を表している。（F）Y12

抗体を用いた、コントロール個体と DjpiwiC 機能阻害個体のウエスタンブロッ

ティング。黒矢尻は DjPiwiC の予測分子量の位置を表している。スケールバー: 

10 μm（A） 、5 μm（B）。エラーバーは標準誤差を表している。 

 

 次に、先行研究で報告されている DjCBC-1 陽性クロマトイド小体(Yoshida-

Kashikawa et al., 2007)と Y12 抗体免疫応答性クロマトイド小体が同一のクロ

マトイド小体であるのか異なるクロマトイド小体であるのかを検証するために、

抗 DjCBC-1 抗体と Y12 抗体を用いたホールマウント免疫共染色を行った。先

行研究での結果と一致して、DjCBC-1 の弱いシグナルは細胞質に広がって観察

された一方で、顆粒状の強いシグナルが観察された（図 4-2A）。DjCBC-1 のシ

グナルと Y12 のシグナルは基本的には重なっていなかった（図 4-2A、B）。定量
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化したところ、41%が DjCBC-1 単陽性、49%が Y12 単陽性、そして、わずか

10%が両陽性であった（図 4-2C）。この結果から、基本的には DjPiwiC が局在

する Y12 免疫応答性クロマトイド小体（y/pCBs）と DjCBC-1 陽性クロマトイ

ド小体（cCBs）が異なる構造体であると結論づけた。 

 

図 4-2（A）抗 DjCBC-1 抗体（マゼンタ）と Y12 抗体（緑）を用いたホールマウ

ント免疫共染色。Hoechst 33342 染色（青）。（B）Bの細胞の模式図。（C）22個

の新生細胞における DjCBC-1 単陽性顆粒、Y12 抗体単陽性顆粒、両陽性顆粒の

数。スケールバー: 5 μm。エラーバーは標準誤差を表している。  
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gypsy-P1 のアンチセンス鎖 RNA は新生細胞で発現している 

 ショウジョウバエでは、一次 piRNA は flam などの piRNA クラスターに由

来する長鎖一本鎖 RNA から産生される（図 0-2）(Iwasaki et al., 2015)。例え

ば、flam の転写産物には gypsy などの転移因子の配列がアンチセンス方向に存

在している（図 0-5）(Zanni et al., 2013)。flam RNA は Flam 小体と呼ばれる

顆粒構造体の構成要素であり、Yb 小体に受け渡され、piRNA へと加工されてい

く（図 0-2）(Nishida et al., 2014)。これらの知見から、プラナリアにおいても

転移因子のアンチセンス鎖 RNA を用いて PIWI による転移因子の抑制が行わ

れているのではないかと推測した。この可能性を検証するために、第二章で同定

された gypsy-P1 のアンチセンス鎖 RNA の発現をホールマウント蛍光 in situ

ハイブリダイゼーションによって調べた。第二章で得られた結果と一致して、

gypsy-P1 の発現は正常個体では検出されなかった（図 4-3A-D）。対照的に、

gypsy-P1 のアンチセンス鎖 RNA（as-gypsy-P1）の発現は弱いものの明瞭に検

出された（図 4-3E）。as-gypsy-P1 の発現パターンは DjPiwiC の免疫染色によ

って可視化された新生細胞の分布に似たものであった（図 4-3E-G）。高倍率で観

察してみると、as-gypsy-P1 のシグナルは DjPiwiC 陽性の新生細胞で観察され

た（図 4-3H）。as-gypsy-P1 のシグナルの特異性を検証するために、二本鎖 RNA

を用いて機能阻害を行い、gypsy-P1 のセンス鎖 RNA プローブを用いてホール
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マウント蛍光 in situ ハイブリダイゼーションを行った。その結果、gypsy-P1 機

能阻害個体（図中では gypsy-P1(RNAi)）では、as-gypsy-P1 のシグナルは検出

されず（図 4-3I-L）、プローブの特異性が示された。よって、D. japonica の新生

細胞では as-gypsy-P1 が発現していると結論づけた。 

 

図 4-3（A-H）正常個体。（I-L）2回目の摂餌 RNAi から 7日目（7 dpf）の gypsy-

P1 機能阻害個体。（A）gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in situ ハイブリダイゼ

ーション（黄）。（E、I）as-gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in situ ハイブリダ

イゼーション（黄）。（B、F、J）抗 DjPiwiC 抗体を用いたホールマウント免疫染

色（緑）。（C）Aと Bの重ね合わせ図。（G）Eと Fの重ね合わせ図。（K）I と Jの
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重ね合わせ図。（D）C の強拡大図。（H）G の強拡大図。（L）K の強拡大図。スケ

ールバー：100 µm（C、G、K）、10 µm（D、H、L）。 

 

gypsy-P1 アンチセンス鎖 RNA は新生細胞内の顆粒構造に存在する 

 次に、as-gypsy-P1 の細胞内局在を調べるために、as-gypsy-P1 のホールマウ

ント蛍光 in situ ハイブリダイゼーション及び Y12 抗体を用いたホールマウン

ト免疫染色を行った。as-gypsy-P1 は新生細胞において、ショウジョウバエの

Flam 小体内の flam RNA のように、基本的には細胞質に存在する顆粒状のシグ

ナルとして観察され、y/pCB(DjPiwiC が局在する Y12 免疫応答性クロマトイド

小体)と隣接あるいは y/pCB 内に存在する傾向が確認された（図 4-4A）。as-

gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in situ ハイブリダイゼーション及び抗

DjPiwiC 抗体を用いたホールマウント免疫染色でも同様の観察結果が得られた

（図 4-4B）。全 as-gypsy-P1 陽性顆粒のうち、15%は y/pCB と共局在し、28%

が y/pCB に隣接していた（図 4-4C）。これらの結果は as-gypsy-P1 陽性顆粒と

y/pCB が何らかの関係を持っていることを示唆している。 
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図 4-4（A）as-gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in situ ハイブリダイゼーショ

ン（黄）と Y12 抗体を用いたホールマウント免疫染色（緑）。Hoechst 33342 染

色（青）。（B）Aの模式図（C）as-gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in situ ハイ

ブリダイゼーション（黄）と抗 DjPiwiC 抗体を用いたホールマウント免疫染色

（緑）。Hoechst 33342 染色（青）。（D）Cの模式図。（E）y/pCB との位置関係に
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基づく as-gypsy-P1 陽性顆粒の内訳。スケールバー：10 µm（A上段）、5 µm（A

下段、B）。 

 

 また、y/pCB の場合と同様に、cCB(CBC-1 単陽性クロマトイド小体)と as-

gypsy-P1 陽性顆粒の関係についても調べた（図 4-5）。全 as-gypsy-P1 陽性顆粒

のうち、10%は cCB と共局在し、18%が cCB に隣接しており（図 4-5C）、y/pCB

は cCB よりも as-gypsy-P1 陽性顆粒の近傍に存在する傾向が示唆された。 

 

図 4-5（A）as-gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in situ ハイブリダイゼーショ

ン（黄）と抗 DjCBC-1 抗体を用いたホールマウント免疫染色（マゼンタ）。Hoechst 

33342 染色（青）。（B）Aの模式図。（C）cCB との位置関係に基づく as-gypsy-P1

陽性顆粒の内訳。スケールバー：5 µm。 
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DjpiwiC 機能阻害は gypsy-P1 の抑制解除を引きおこす 

 次に、DjPiwiC と gypsy-P1 の制御の関係性を調べるために、DjpiwiC 機能阻

害個体における gypsy-P1 の発現をホールマウント蛍光 in situ ハイブリダイゼ

ーションによって調べた。as-gypsy-P1 の発現には変化が見られない一方で、

DjpiwiB 機能阻害個体と同様に、gypsy-P1 の発現が DjpiwiC 機能阻害個体で検

出された（図 4-6A）。定量的逆転写 PCR（RT-qPCR）を用いて、DjpiwiC 機能

阻害個体における gypsy-P1 の発現量を調べると、コントロール個体と比べて

3.5 倍に発現量が増加していた（図 4-6B）。一方で、Djcbc-1 機能阻害個体では、

gypsy-P1 の発現量の増加は観察されず（図 4-6B）、y/pCB と cCB が異なる機能

を担っていることを示唆する結果を得た。驚くべきことに、DjpiwiC 機能阻害個

体における gypsy-P1 陽性の細胞は DjPiwiC が発現している DjPiwiA 陽性細胞

ではなく、DjPiwiA 陰性の細胞であった（図 4-6C）。このことから、DjpiwiC 機

能阻害個体においても DjpiwiB 機能阻害個体同様に、gypsy-P1 の抑制解除が新

生細胞以外の細胞、おそらく分化中の細胞で起こることが示唆された。 
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図 4-6（A）2 回目の摂餌 RNAi から 7 日目（7 dpf）の コントロール個体と

DjpiwiC 機能阻害個体の gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in situ ハイブリダイ

ゼーション（黄）（B）7 dpf コントロール個体と DjpiwiC 機能阻害個体、Djcbc-

1 機能阻害個体における gypsy-P1 の発現量。（C）A の強拡大図。抗 DjPiwiA 抗

体を用いたホールマウント免疫染色（マゼンタ）。Hoechst 33342 染色（青）。ス

ケールバー：100 µm（A）、10 µm（B）。**：p < 0.01（t検定）。NS は統計的有

意差がないことを示している。エラーバーは標準誤差を表している。 
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DjPiwiC は DjPiwiB による遺伝子発現制御に重要である 

 では、新生細胞で発現する DjPiwiC はどのようにして gypsy-P1 の抑制に関

与しているのであろうか？興味深いことに、DjpiwiC 機能阻害個体における

DjPiwiBのホールマウント免疫染色を行ったところ、gypsy-P1発現細胞のうち、

約半数が DjPiwiB 陰性であった一方で、残りは DjPiwiB 陽性細胞であった（図

4-7A、B）。このことから、DjpiwiC 機能阻害個体では gypsy-P1 は DjPiwiB に

よって抑制されていないことが示唆された。また、第二章及び第三章で同定され

た他の DjPiwiB-piRNA 複合体標的遺伝子の DjpiwiC 機能阻害個体における発

現量を調べたところ、DjpiwiB の発現量に変化がないにもかかわらず、polinton-

P1 を除くすべての転移因子でコントロール個体と比べて有意な発現量の上昇が

確認された（図 4-7C）。一方で、転移因子以外のタンパク質コード遺伝子に関し

ては、Djhistone h4 を除いて、発現量の上昇は見られなかった（図 4-7C）。これ

らの結果から、DjPiwiB-piRNA 複合体標的遺伝子の制御には DjPiwiC 依存的

なものと非依存的なものが存在することを示唆された。 
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図 4-7（A）2回目の摂餌 RNAi から 7日目（7 dpf）の DjpiwiC 機能阻害個体の

gypsy-P1 のホールマウント蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（黄）と抗

DjPiwiB 抗体を用いたホールマウント免疫染色（シアン）。上段は DjPiwiB 陰性

の細胞。下段は DjPiwiB 陽性の細胞。（B）7 dpf DjpiwiC 機能阻害個体における

gypsy-P1 発現細胞の内 DjPiwiB 陽性細胞の割合。（C）7 dpf コントロール個体

と DjpiwiC 機能阻害個体における DjPiwiB 標的遺伝子の発現量。スケールバー：
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10 µm。**：p < 0.01（t検定）。*：p<0.05（t検定）。NSは統計的有意差がない

ことを示している。エラーバーは標準誤差を表している。 
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考察 

Y12 抗体は新生細胞のクロマトイド小体内の DjPiwiC の対称性メチ

ル化アルギニンを認識する 

S. mediterranea においては、Y12 抗体が sDMA-SMEDWI-3 や他の sDNA

を持つタンパク質を認識することが、ウエスタンブロッティングを用いて示さ

れている(Rouhana et al., 2012)。ショウジョウバエでは、PIWI ファミリータン

パク質の sDMA はアルギニンメチル基転移酵素である DmPRMT5 によって付

加され、sDMA が piRNA の生合成に関わる Tudor ドメインを持つタンパク質

との結合に必須であることが知られている(Kirino et al., 2009; Liu and Paroo, 

2010; Nishida et al., 2009; Siomi et al., 2010, 2011; Vagin et al., 2009)。S. 

mediterranea においても、PRMT5 の相同遺伝子が SMEDWI-3 の sDMA を制

御していると考えられている(Rouhana et al., 2012)。本研究では、Y12 抗体と

抗 DjPiwiC 抗体を用いたホールマウント免疫染色を行い、2 つの抗体の顆粒状

のシグナルが重なり合うことを見出した（図 4-1B-D）。また、ウエスタンブロッ

ティングによって、Y12 抗体によって認識される DjPiwiC に相当するバンドが、

DjpiwiC RNAi によって減少することを示し（図 4-1F）、Y12 抗体が DjPiwiC

を認識していることを明らかにした。DjPiwiC のアミノ酸配列中には、

SMEDWI-3 同様に、GRGR や GRGRG といった sDMA を受けうる配列が含ま
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れており（図 4-8）(Hayashi et al., 2010; Rouhana et al., 2012)、この配列中の

アルギニンがメチル化されたのち Y12 抗体によって認識されていると考えられ

る。以上のことから、DjPiwiCはY12抗体免疫応答性クロマトイド小体（y/pCB）

の構成タンパク質であると結論づけることができた。 

 

図 4-8 DjPiwiC のアミノ酸配列。黄色は予測される sDMA の候補配列を示して

いる。 
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gypsy-P1 のアンチセンス鎖 RNA は新生細胞内に顆粒構造を形成して

いる 

 gypsy-P1 のアンチセンス鎖 RNA（as-gypsy-P1）が新生細胞で優位に発現し

ていることを本研究では見出した（図 4-3）。as-gypsy-P1 は新生細胞の細胞質中

の顆粒構造に存在しており、y/pCBsと隣接あるいは共局在する傾向にあった（図

4-4）。 

ショウジョウバエの卵胞由来体細胞（OSC）では、gypsy の配列を複数含む

flamenco 遺伝子（flam）(Zanni et al., 2013)から flam RNA が転写され、piRNA

に加工された後、DmPiwi に結合することで、核内での転移因子の抑制に寄与し

ていることが知られている(Murota et al., 2014)。この過程で、flam RNA は Yb

小体の主要な構成タンパク質である Yb と結合し、Yb 小体に隣接する Flam 小

体を形成する(Murota et al., 2014)。このことから、Flam 小体は piRNA の生合

成に重要であると考えられている。 

今回、D. japonica で観察された顆粒構造を形成する as-gypsy-P1 RNA がゲ

ノム中の gypsy-P1 それ自体に由来するのか、あるいはショウジョウバエの flam

のような gypsy-P1 の配列を含む別の遺伝子座に由来するのかは、未だ不明であ

る。しかし、本研究で得られた知見から、ショウジョウバエで見られる piRNA

の生合成経路と似た仕組みで、プラナリア新生細胞においても piRNA 産生が行
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われている可能性が示唆された。 

 

Y12 免疫応答性クロマトイド小体の機能 

 本研究では、構成タンパク質の違いから、新生細胞には少なくとも 2 種類の

クロマトイド小体（cCB、y/pCB）が存在することを示した。cCB は、構成タン

パク質である DjCBC-1 の他の生物における相同タンパク質の機能から、mRNA

の翻訳の制御や RNA の輸送を行っていると考えられている (Agata and 

Watanabe, 1999; Yoshida-Kashikawa et al., 2007)。一方で、y/pCB の主な機能

の一つは piRNA の生合成であると考えられる。ショウジョウバエの生殖細胞で

は ping-pong 経路を介して、転移因子の転写後抑制と piRNA の生合成が PIWI

によって行われており、DmAgo3 と DmAub の細胞内局在からこれらの機能は

RNA-タンパク質複合体である nuage で行われていると考えられている

(Brennecke et al., 2007)。また、ショウジョウバエの OSC では RNA-タンパク

質複合体である Yb 小体が piRNA の生合成と転移因子の抑制に重要であること

が明らかになっている(Murota et al., 2014; Saito et al., 2010)。マウスの始原生

殖細胞においても、RNA-タンパク質複合体と考えられている pi 小体と piP 小

体において、転移因子の抑制と核 PIWI と結合する piRNA の生合成が行われて

いる(Aravin et al., 2008; Ishizu et al., 2011)。これらの事実は、RNA-タンパク
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質複合体は piRNA の生合成や転移因子の抑制に重要であること示唆している。

実際、プラナリアの新生細胞では、DjPiwiC は y/pCB に局在していた（図 4-1）。

また、as-gypsyp-P1 陽性顆粒は y/pCB に隣接あるいは共局在する傾向があった

（図 4-4A-E）。そして、DjpiwiC 機能阻害個体では gypsy-P1 の抑制の解除が

DjPiwiB 陽性細胞でも起こっていた（図 4-6,7）。さらに、DjPiwiB-piRNA 複合

体の標的遺伝子として同定されたほとんどすべての転移因子の発現が、DjpiwiC

機能阻害個体で上昇していた（図 4-7C）。加えて、S. mediterranea において、

smedwi-3 を機能阻害すると、piRNA と予測される小分子 RNA が減少すること

から、SMEDWI-3 は piRNA 産生において重要な役割を担っていると考えられ

ている(Palakodeti et al., 2008)。以上を踏まえると、y/pCB の主な機能は、お

そらく転移因子のアンチセンス鎖 RNA からの DjPiwiB 結合 piRNA 産生を介

した、転移因子の抑制であると考えられる（図 4-9）。 
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図 4-9  Y12 抗体免疫応答性クロマトイド小体（y/pCB）の機能モデル。y/pCB

は DjCBC-1 陽性クロマトイド小体とは異なる構造体である。y/pCB に局在する

DjPiwiC を介して、as-gypsy-P1 陽性顆粒に存在する転移因子のアンチセンス鎖

RNA から DjPiwiB 結合 piRNA が産生され、DjPiwiB-piRNA 複合体によって転移因

子が抑制されると考えられる。 

 

 

 

一方で、S. mediterranea において、histone RNA の y/pCB への局在が近年



176 

報告されている(Rouhana et al., 2014)。この先行研究では、histone RNA に一

致する小分子 RNA の存在とともに、histone RNA の局在制御への SMESWI-1

と SMEDWI-3 の関与が示され、クロマトイド小体における PIWI の多様な機能

が示唆されている。DjPiwiA は、CB には局在することなく、新生細胞の細胞質

に偏在している(Shibata et al., 2010; Yoshida-Kashikawa et al., 2007)。そのた

め、DjPiwiA と DjPiwiC は細胞質の広範囲で共局在しており、おそらく何らか

の物理的な相互作用を伴って、piRNA の産生や histone RNA の局在の制御に 2

種類の細胞質 PIWI は関与していると考えられる。 

smedwi-1 と smedwi-3 を同時に機能阻害すると、histone h4 のクロマトイド

小体への局在が乱れるとともに、発現量が上昇することが報告されている

(Rouhana et al., 2014)。それらのことから、本研究で観察された DjpiwiC 機能

阻害個体での Djhistone h4 の発現量の増加は、Djhistone h4 のクロマトイド小

体への局在の異常によって、DjPiwiB 非依存的に引き起こされた可能性が高い。

もしそうであるとするならば、DjPiwiB-piRNA 複合体による（少なくとも本研

究で同定された）転移因子以外のタンパク質コード遺伝子の制御は DjPiwiC 非

依存的であることになる。転移因子とそれ以外の遺伝子で、DjPiwiC の依存性

に違いが見られるのは非常に興味深い。DjPiwiC による piRNA の産生を介する

メリットは、ping-pong 経路を介した piRNA の増幅が行われることであると考
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えられる。特定の細胞状態で適切に発現しなければならないタンパク質コード

遺伝子とは異なり、転移因子は、ゲノム統合性を維持するために、常に抑制され

なければならない。そのために、y/pCB に局在する DjPiwiC は ping-pong 経路

を通じて、実際に転写されている転移因子の量に応じて piRNA を産生すること

で、効率的な DjPiwiB による転移因子の抑制を実現しているのではないだろう

か。今後、DjpiwiC 機能阻害が与える DjPiwiB 結合 piRNA への影響を調べる

ことで、y/pCB の機能がさらに明らかになることが期待できる。加えて、y/pCB

や gypsy-P1 陽性顆粒の機能を理解する為に、それらに局在する新規タンパク質

や RNA を同定が求められる。 
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結章 

 本研究では、多能性幹細胞における PIWI の機能を明らかにするために、プラ

ナリアの多能性幹細胞システムにおける PIWI の機能の解明を目指した。結論

として、プラナリアの多能性幹細胞システムにおける PIWI による遺伝子制御

機構とショウジョウバエの生殖線などで見られる PIWI による遺伝子制御機構

には下記のような類似性が存在することが示唆された。 

1. 次世代を残すために重要な細胞（有性生殖における生殖細胞と無性生殖にお

ける多能性幹細胞）で機能している点（第一章）(Juliano et al., 2011; Siomi 

et al., 2011)。 

2. 1 種類の核 PIWI と 2 種類の細胞質 PIWI による「共同型」の遺伝子制御機

構と 1 種類の核 PIWI による「単独型」の遺伝子制御機構が存在する点（第

一章、第四章）(Brennecke et al., 2007)。 

3. PIWI は転移因子の抑制にかかわる点（第二章）(Siomi et al., 2011)。 

4. 転移因子の制御に関わる piRNA の産生に細胞質の顆粒構造が関わっている

点（第四章）(Iwasaki et al., 2015)。 

 

 

一方で、類似性だけでなく、核 PIWI が細胞分化の過程で分解されずに保持さ
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れていくという多能性幹細胞システム特異的な点も本研究は明らかにした。最

近の先行研究によって、ショウジョウバエの受精卵から初期胚（生殖細胞から体

細胞）にかけての母性 PIWI の保持が報告されており(Mani et al., 2014)、その

生物学的意義の共通項と差異を明らかにすることは今後の課題の一つである。 

また、DjPiwiB 結合 piRNA の解析から、DjPiwiB は転移因子の抑制のみなら

ずその他のタンパク質コード遺伝子の制御も行っていることが明らかとなった。

様々な生物で piRNA の解析から、PIWI による転移因子以外のタンパク質コー

ド遺伝子制御の可能性は示唆されていたが(Lim et al., 2014; Zhou et al., 2015)、

実際の報告例は少なく、特に多能性幹細胞においては細胞質 PIWI の標的とし

て histone h4 が同定されていたのみであった(Rouhana et al., 2014)。第三章で

は、DjPiwiB の標的タンパク質コード遺伝子として、Djhistone h4 を含む 3 種

類の遺伝子を同定した。興味深いことに、これら 3 つの遺伝子は calumenin を

含めて(Honoré and Vorum, 2000)、動物界で非常に保存された遺伝子である。

また、これらの遺伝子に一致する piRNA がショウジョウバエやマウスでも存在

していた（図 3-17）。これらに加えて、前述した多能性幹細胞システムにおける

PIWI と生殖細胞における PIWI の類似性を考慮すると、この 3 種類の遺伝子

は、プラナリア多能性幹細胞システム特異的な標的ではなく、他の生物の多能性

幹細胞システムやあるいは生殖細胞においても、共通の標的遺伝子であること
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は十分に考えられる。実際、マウスの生殖細胞において、mcm2 や histone h4

の制御への MIWI2 の関与を示唆する結果が存在しており（図 3-18）、その可能

性が強く示唆されている。 

以上のように、本研究は多能性幹細胞システムと生殖細胞での保存された

PIWI の機能を明らかにしただけでなく、多能性幹細胞システムにおける PIWI

の新たな知見は生殖細胞や他の体細胞での PIWI の機能を理解するうえで、新

たな着眼点を与えうるものであると考えている。 
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