〈タイトル〉ZucchiniはpiRNAの産生に必須のエンドリボヌクレアーゼである
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〈要 約〉

　piRNAはPIWIサブファミリータンパク質と結合し生殖細胞のゲノムをトランスポゾンによる損傷から保護する役割を担っている．約30塩基長の成熟型piRNAは，特定のゲノム領域から転写される長い一本鎖RNAがなんらかのリボヌクレアーゼにより切断されることによって産生されると考えられていた．しかし，piRNAの産生にかかわるリボヌクレアーゼの正体は長いあいだ不明であった．今回，筆者らは，ZucchiniがpiRNAの産生に必須なリボヌクレアーゼであることを明らかにした．X線結晶構造解析により，Zucchiniは一本鎖RNAが結合するのに適した形状の酵素活性部位をもつことが明らかになった．生化学的な解析により，Zucchiniは一本鎖RNAを切断する酵素活性をもつことが明らかになった．さらに，細胞生物学的な解析により，Zucchiniのもつリボヌクレアーゼ活性はpiRNAの産生とトランスポゾンの抑制に必須であることが確かめられた．以上の結果から，Zucchiniは動物の生殖細胞においてpiRNAの産生にかかわるエンドリボヌクレアーゼであることが示された．

はじめに

　動物のゲノムにはトランスポゾンとよばれる“動く遺伝子”が存在する．遺伝情報を次世代に正確に受け継ぐ必要のある生殖細胞では，piRNA（PIWI-interacting RNA）とよばれる約30塩基長のsmall RNAが生殖細胞に特異的なArgonauteであるPIWIサブファミリータンパク質と結合し，生殖細胞のゲノムをトランスポゾンによる損傷から保護している1)．piRNAは，piRNAクラスターとよばれる特定のゲノム領域から転写される長い一本鎖RNAがなんらかのリボヌクレアーゼにより切断されることによって産生されると考えられていた2-5)．また，piRNA経路にはZucchini（Zuc）をふくむ複数のタンパク質が関与している6,7)．

　zuc遺伝子は，もともと雌不妊の原因遺伝子としてショウジョウバエの遺伝学的なスクリーニングにより同定された8)．ショウジョウバエやマウスにおいてZucは生殖細胞に発現しており，ミトコンドリア外膜に局在する6,9-11)．zuc遺伝子の変異はpiRNA産生の低下，トランスポゾンの脱抑制，精子形成や卵形成の異常をひき起こす3,5-7,10,12)．ZucはN末端にあるミトコンドリア局在シグナル，膜貫通へリックス，および，ホスホリパーゼDスーパーファミリーに属する触媒ドメインからなる．ホスホリパーゼDスーパーファミリータンパク質はHKDモチーフを共通にもち，基質のホスホジエステル結合を加水分解する．その基質特異性は多様で，脂質を基質とするホスホリパーゼDや核酸を基質とするNuc 13) などが含まれる（Nucはリパーゼではなくヌクレアーゼであるが，アミノ酸配列にもとづきホスホリパーゼDスーパーファミリーに分類されている）．ZucはNucともっとも高い配列同一性（26％）をもつことから，ZucはpiRNAの産生にかかわるリボヌクレアーゼの候補と考えられていた12)．一方，マウスのZucホモログであるMmZuc（Pld6やMitoPLDともよばれる）はミトコンドリアに存在する脂質カルジオリピンを加水分解しシグナル分子であるホスファチジン酸を産生することから9)，Zucは脂質シグナルを介して間接的にpiRNAの産生にかかわるというモデルも提唱されていた10,11)．しかし，Zucのもつヌクレアーゼ活性をていねいに調べた報告はなく，Zucがリボヌクレアーゼとして直接的にpiRNAの産生にかかわる可能性も残されていた．

1．ZucのX線結晶構造

　Zucの機能解明の第一歩として，ショウジョウバエに由来するZuc（DmZuc）のX線結晶構造解析を行った．N末端のミトコンドリア局在シグナルと膜貫通へリックスを削除したDmZuc（残基41～253）の結晶構造を1.75Å分解能で決定した（図1a）．DmZucは触媒ドメイン（残基49～62，残基89～245）とZn2+結合ドメイン（残基63～88）からなり，二量体を形成していた．触媒ドメインは8つのβストランドからなるβシートとその両側をかこむαへリックスからなり，NucなどのホスホリパーゼDスーパーファミリータンパク質とよく似ていた．HKDモチーフを構成する3つの残基のうち，His169とLys171は酵素活性部位を形成し，Asp176は立体構造の安定化に寄与していた．Cys63，His67，Cys83，Cys88はZn2+と結合しZn2+結合ドメインを形成していた．二次構造予測から，DmZucは既知のホスホリパーゼDスーパーファミリータンパク質とは異なり，触媒ドメインの1番目のβストランドとαへリックスとのあいだに30残基の一定の構造をとらないディスオーダー領域をもつことが示唆されていたが，この領域がZn2+結合ドメインを形成していたことは予想外の発見だった．Zn2+結合ドメインのほとんどの部分は結晶構造においても一定の構造をとっておらず，この領域は実際にディスオーダー領域であると考えられた．Zn2+と結合すると考えられた残基はほかの動物においても保存されていたことから，Zn2+結合ドメインはZucの構造的な特徴であると考えられた．

　酵素活性部位は二量体の界面に存在し，保存された残基（Tyr112，His169，Lys171，Ser204，Asn206，Trp207，Thr208，Asn215，Glu217）により形成されていた．これらの残基はNucにおいてもよく保存されており同様の立体配置をとっている．したがって，ZucはNucと同様の反応機構により基質を加水分解すると考えられた．しかし，DmZucとNucの酵素活性部位の形状には顕著な違いが存在した（図1b）．Nucは一本鎖の核酸と二本鎖の核酸の両方を切断し，二本鎖の核酸が結合するのに適した広い溝からなる酵素活性部位をもつ13)（PDB ID：1BYR）．一方，DmZucの酵素活性部位はNucに比べ狭く，二本鎖の核酸は結合できないようにみえた．さらに，マウスのZucホモログであるMmZucはカルジオリピンを加水分解することが報告されていたが9)，DmZucの酵素活性部位にはカルジオリピンのようなかさ高い脂質分子は結合できないようにみえた．DmZucの酵素活性部位の反対側にはN末端にあるへリックスが位置し，正に帯電した分子表面が存在していた．この構造的な特徴は，DmZucはミトコンドリア外膜に局在するというモデルとよく一致していた6,9-11)．以上の結晶構造解析の結果，Zucはミトコンドリア外膜において一本鎖の核酸を切断するヌクレアーゼであることが示唆された．

2．Zucは一本鎖RNAを切断するエンドヌクレアーゼである

　Zucがヌクレアーゼであるかどうかを検証するため，結晶化純度にまで精製したDmZucと放射性同位体により標識した合成RNAを用いてリボヌクレアーゼ活性を測定した．その結果，DmZucは一本鎖RNAを切断することがわかった．一方，酵素活性部位の変異体（4種類）はいずれもリボヌクレアーゼ活性を示さなかった．この結果から，酵素活性部位にある保存された残基はリボヌクレアーゼ活性に必須であること，ならびに，リボヌクレアーゼ活性は大腸菌に由来する夾雑タンパク質によるものではないと考えられた．Zn2+結合ドメインを削除したDmZuc変異体のリボヌクレアーゼ活性は著しく低下していたことから，Zn2+結合ドメインはリボヌクレアーゼ活性に重要であることがわかった．一般的なジンクフィンガーと同様に，Zn2+結合ドメインは基質であるRNAとの結合にかかわると考えられた．DmZucは環状の一本鎖RNAを切断したことから，エンドヌクレアーゼであると考えられた．酵素活性部位の形状から予想されたように，DmZucは二本鎖RNAを切断しなかった．さまざまな配列をもつ一本鎖RNAを用いて切断実験を行ったところ，DmZucは厳密な塩基特異性をもたないことが示唆された．DmZucは一本鎖DNAも切断したが，生理的には一本鎖RNAの切断活性が重要だと考えられた．つぎに，DmZucにより切断された一本鎖RNAの5’末端の構造を調べた．5’末端にリン酸基をもつ一本鎖RNAに特異的な末端エキソヌクレアーゼはDmZucによる切断産物を分解したのに対し，これをアルカリホスファターゼにより処理したものは分解しなかった．したがって，DmZucにより切断された一本鎖RNAは5’末端にリン酸基をもつと考えられた．PIWIサブファミリータンパク質に結合した成熟型piRNAは5’末端にリン酸基をもつ2,14)．したがって，DmZucはpiRNAの5’末端を規定するリボヌクレアーゼであることが示唆された．最後に，Zucがカルジオリピンを分解するかどうかを検証した．DmZucとカルジオリピンをインキュベーションしたのち反応溶液の脂質を質量分析により定量したところ，カルジオリピンの減少およびそれにともなうホスファチジン酸の増加は観察されなかった．この結果から，DmZucはカルジオリピンに対する分解活性をもたないことが示唆された．さらに，マウスのZucホモログであるMmZuc（残基35～221）もリボヌクレアーゼ活性を示したが，カルジオリピン分解活性は示さなかった．これらの結果は，さきにも述べた，MmZucはカルジオリピン分解酵素であるという過去の報告と一致しなかった9)．この理由は不明だが，酵素活性測定に用いたタンパク質の純度の違いによるのかもしれない．以上の生化学的な解析の結果，Zucは一本鎖の核酸に特異的なエンドヌクレアーゼであることが明らかになった．

3．Zucのリボヌクレアーゼ活性はpiRNAの産生とトランスポゾンの抑制にかかわる

　ショウジョウバエの卵巣の体細胞に由来する培養細胞を用いて，DmZucのリボヌクレアーゼ活性がトランスポゾンの抑制にかかわっているかどうかを検証した．この細胞に発現する内在性のDmZucをRNAiによりノックダウンしたところ，piRNA中間体の蓄積と成熟型piRNAの減少，および，それにともなうトランスポゾンの発現の上昇が観察された．そこで，内在性のDmZucをノックダウンした卵巣の体細胞に由来する培養細胞にRNAiに耐性となる変異をもつ野生型DmZucを発現させ，トランスポゾンの発現量を定量RT-PCR法により定量したところ，トランスポゾンの発現は抑制されることがわかった．一方，野生型DmZucの代わりに酵素活性部位の変異体（8種類）を発現させてもトランスポゾンの発現は抑制されなかった．Zn2+に結合するCys63あるいはHis67をAlaに置換した変異体や，Zn2+結合ドメインを欠損した変異体はトランスポゾンの発現を抑制した．これは，酵素活性部位の変異体はリボヌクレアーゼ活性をまったく示さなかったのに対し，Zn2+結合ドメインを欠損した変異体はわずかにリボヌクレアーゼ活性を保持していたためであると考えられた．酵素活性部位に存在する保存された残基His169，Lys171，Asn206，Asn215のそれぞれをAlaに置換した変異体はリボヌクレアーゼ活性およびトランスポゾン抑制能の両方を示さなかったことから，DmZucのリボヌクレアーゼ活性はトランスポゾンの抑制に必須であると考えられた．さらに，内在性のDmZucをノックダウンした卵巣の体細胞に由来する培養細胞に野生型DmZucを発現させると，piRNA中間体が減少し成熟型piRNAが増加した．一方，酵素活性部位の変異体を発現させてもpiRNAの産生は回復しなかった．したがって，Zucのリボヌクレアーゼ活性はpiRNAの産生にかかわることが示唆された．

4．piRNAの産生モデル

　今回の結果を総合すると，ZucはpiRNAの産生にかかわるエンドリボヌクレアーゼであると考えられた．ショウジョウバエのもつPIWIサブファミリータンパク質のひとつであるPiwiに結合した成熟型piRNAの1番目の塩基はUにかたよっており2,14)，Argonauteの結晶構造からもPiwiはpiRNAの5’末端の塩基を認識していることが示唆されている15)．今回の生化学的な解析の結果から，Zucは厳密な塩基特異性をもたずに一本鎖RNAを切断し，5’末端のリン酸基を産生することが示された．したがって，ZucはpiRNA中間体を配列に非依存的に切断することにより5’末端にリン酸基をもつpiRNA断片を産生し，Piwiはそのうち1番目の塩基がUのpiRNA断片を選択的に取り込んでいるという可能性が考えられた．そののち，PiwiからはみだしたpiRNAの3’末端が別のヌクレアーゼ16) によりトリミングされることで，成熟型のpiRNAが産生されると考えられた（図2）．

おわりに

　この研究には多くの紆余曲折があった．二次構造予測を行ってディスオーダー領域を削除するのは結晶構造解析の定石のひとつである．そこで，DmZucの二次構造予測を行いさまざまなコンストラクトを検討したところ，膜貫通へリックスの直後にあるディスオーダー領域（さきに述べたとおり，この領域はZn2+結合ドメインに対応し，この直前にある1本のβストランドが二量体化に必須だった）までを削除したコンストラクトは大腸菌でよく発現し高純度に精製できることがわかった．また，結晶化スクリーニングを行うなかで，C末端にあるディスオーダー領域が結晶化に影響をあたえていることがわかったので，試行錯誤のすえ，DmZuc（残基89～250）の結晶構造を決定することに成功した．しかし，このDmZuc（残基89～250）はNucと異なり二量体を形成していなかった．DmZucとNucの結晶構造を比較したところ，DmZuc（残基89～250）ではNucにおいて二量体化に寄与しているβストランドがひとつ欠けていることがわかった．二次構造予測の結果からも，DmZucは膜貫通へリックスとディスオーダー領域とのあいだに1本のβストランドをもつことが予想された．そこで，βストランドをふくむDmZuc（残基41～253）を大腸菌で発現させ，4段階のカラムクロマトグラフィーにより精製した．ゲルろ過の結果からも，このDmZuc（残基41～253）は二量体を形成していることが示唆された．しかしながら，その発現量はきわめて低く，十分に結晶化スクリーニングを行うことができなかった（10リットルの大腸菌培養液から約0.02 mgしか精製できなかった）．しかし，幸運なことに，機能解析のため変異体を調製している過程で，Lys171をAlaに置換した変異をもつDmZuc（残基41～253）は大腸菌においてよく発現することを見い出した（この変異体のほかの変異体はどれも発現量が低く，酵素活性測定のためそれぞれ5リットルの大腸菌培養液から精製した）．このK171A変異体を用いて結晶化スクリーニングをやり直しその結晶構造を決定したところ，この変異体はNucと同様に二量体を形成していることがわかった．しかし，K171A変異体の酵素活性部位は負に帯電しており核酸が結合しそうにはみえなかった．たった1残基の置換により構造が変化しているとは思っていなかったが，野生型のDmZucも同様の結晶化条件により結晶化することができたので，念のためその結晶構造を決定した．その結果，驚くべきことに，野生型とK171A変異体では酵素活性部位においてループの構造が大きく変化しており，野生型DmZucは正に帯電した酵素活性部位をもつことがわかった．

　米国の研究グループによる同様の論文も，Nature誌に同時に掲載された17)．この研究グループも生化学的な解析を行い，マウスのZucホモログMmZucは一本鎖の核酸を切断する一方で，カルジオリピンを切断しないことを示していた．さらに，このMmZucの結晶構造を決定し，MmZucのもつ酵素活性部位はNucに比べ狭いことに着目し，Zucは一本鎖の核酸に特異的なリボヌクレアーゼであると結論づけていた．2つの独立した研究が同様の結論にいたったことからも，Zucはリボヌクレアーゼとして直接的にpiRNAの産生にかかわると考えられた．実は，この研究の裏にはこの米国の研究グループとのし烈な競争があった．筆者らが“正しい”結晶構造にたどりつき，さらに，構造解析と同時並行で進んでいた生化学的な解析によりDmZucがリボヌクレアーゼであることを見い出したのは，論文投稿の3週間前のことだった．
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〈図説明〉

図1　Zucの結晶構造

（a）DmZucのリボンモデル．DmZucは二量体を形成し，その界面に酵素活性部位をもつ．2つのプロトマーを緑色と黄緑色で示した．Zn2+結合ドメインを黄色で示し，Zn2+を灰色の球で示した．

（b）DmZucとNucの分子表面モデル．正に帯電した表面を青色で示し，負に帯電した表面を赤色で示した．酵素活性部位を黄色の破線で示した．また，一本鎖RNA，二本鎖RNA，カルジオリピンの分子構造を示した．

図2　piRNA産生のモデル

piRNAクラスターとよばれるゲノム領域からpiRNA前駆体が転写される．piRNA前駆体はなんらかのリボヌクレアーゼにより切断され，数百塩基長のpiRNA中間体が産生される．piRNA中間体はさらにZucにより切断され，約30塩基長のpiRNAが産生される．Ybボディとよばれる顆粒構造体において，ArmiやYbのはたらきによりPiwiにpiRNAが組み込まれる．形成されたPiwi-piRNA複合体は核へと移行し，トランスポゾンの発現を抑制する．
