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他（TA）者を排除する転移因子と大核形成：PiggyMac, TPB2, and TBE 
 
	
 近年になって繊毛虫の大核形成には他の生物のヘテロクロマチン化、RNAi経
路との共通点が示されるようになってきた。しかし一方で古くからトランスポ

ゾンの関与も示唆されてきた｡その一例が Paramecium で見られる IES（internal 
eliminated sequence）末端の TAである。「繊毛虫の大核形成(1)：Tetrahymenaの
場合」と重複するが､Parameciumでは、大核から除去される配列には 2グループ
ある。一つは BES（breakage eliminated sequence）で境界があまり明瞭ではなく､
切断され残った配列にはテロメア反復配列が付加される。もう一つが IES で通
常遺伝子の内部にあり、切り出しが厳密に行われ、残った配列は結合される。IES
内部の配列はそれぞれユニークで逆位反復配列も持たないが、両末端が TA で、
除かれた後に片方の TAだけが残ることが知られていた｡この TAはMariner/Tc1
スーパーファミリーの転移因子が作る target site duplicationと同じことから、こ
の仲間の転移因子に由来する酵素が切断を行っているのではないかという仮説

が提示されていた。しかし同時に、Mariner/Tc1 が転移の際に 2 塩基の 3’突出
末端を形成する一方で IESの切り出しでは 4塩基の 5’突出末端が形成されるこ
とも知られており、疑問視されていた。 
	
 Baudry らは 4 塩基の 5’突出末端を作ることが知られている別のグループの
トランスポゾン piggyBacに着目し、Parameciumで一つの配列を発見した（Baudry 
et al. 2009; Motl and Chalkerの紹介記事も参照）｡トランスポゾンなどの反復配列
は大核形成の際にほとんどが除去され、大核ゲノムには残らない｡しかしこの

piggyBac由来の遺伝子は大核に残る。この遺伝子は、大核（Macronucleus, Mac）
にあることから piggyMacと名付けられた。piggyMac 周辺には Terminal inverted 
repeat や target site duplication などのトランスポゾンとしての特徴はないが、
piggyMac は 1065 アミノ酸をコードし、活性残基 DDD と PHD ドメインを持っ
ている点は piggyBacと共通する。一方で C末に piggyBacの持たない約 300アミ
ノ酸の配列がある。 
	
 piggyMacは大核形成中に、SPO11よりも遅れて発現し、新しい大核に局在す
る。SPO11は減数分裂期組換えの開始反応である DNA二重鎖切断の形成に必須
なタンパク質である｡自家接合（autogamy）の際に RNAiにより piggyMacの発現
を抑制すると大核形成が起こるがその後正常に増殖しない｡自家接合の実験で

は小核の減数分裂、核接合、大核形成の 3 段階を区別できないが、異なる 2 株
を掛け合わせる実験を行うと、減数分裂と接合以降の過程を分離することがで

き、その間に RNAiを行うことができる。減数分裂前から RNAiを行っても減数
分裂後だけに RNAi を行っても piggyMac の dsRNA の場合には正常な増殖は起
こらない｡一方、SPO11 の dsRNA の場合には、減数分裂後に RNAi を行った場
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合には正常な増殖が起こる｡これは SPO11 が減数分裂に必要な因子だからであ
る。従って piggyMacは核接合と大核形成の過程で必要な因子である。自家接合
後の時間を区切って PCRを行った実験では、piggyMacの RNAiでは IESの切り
出しが起こっていないことが示された｡ 
	
 以上の結果は直接的ではないが piggyMacが IESの末端切断に関わっているこ
とを示している｡piggyBacの TSDは TTAAなのでその中央部は TAである｡4塩
基の 5’突出も考え合わせると piggyMacが IESの末端切断酵素であると考える
のは妥当であろう｡ 
	
 Paramecium と同じ貧膜口類に属する Tetrahymena thermophila にも piggyMac
によく似た遺伝子があり､DDD が保存され、C 末端に余分な配列もある。T. 
thermophila には 3 つの piggyBac 由来の遺伝子があり､その内の 1 つ TPB2 が
piggyMacと同様に IESの切り出しに関与していることが示されている（Cheng et 
al. 2010）｡TPB2も piggyMac同様に大核形成時に発現し､RNAiにより抑制され
ると大核形成異常を引き起こし細胞増殖ができなくなる。また、TPB2の抑制で
は IESの切り出しだけでなく、BESの切断にも異常が出ることが示された｡TPB2
は PDD1 と核内での局在が一致し､TPB2 抑制により PDD1 を中心に形成される
ヘテロクロマチン上の構造が形成されなくなることから、TPB2と PDD1とは何
らかの形で相互作用していることが示唆された｡一方で PDD1が IESに局在する
のにはなんら影響を与えない｡ 
	
 in vitroで発現された TPB2タンパク質は DNA二重鎖を切断する｡切断する配
列にはある程度の嗜好性があり、TTAA、GTAGは切断するが GTTGは切断せず､
AGTGATは切断したがAGTGACは切断しない｡従って piggyBacの転移酵素のよ
うに強い TTAA への嗜好性は無い。切断末端が 4 塩基の 5’突出になる点は
pigyBacと TPB2は共通する｡T. thermophilaでは IESの末端は TAではないが切
断されると 4塩基の 5’突出を作ることが知られているので、これらの TPB2の
特徴は IES切断酵素として矛盾しない。 
	
 piggyMac/TPB2 は貧膜口類の共通祖先で獲得された IES 切り出し酵素なのだ
ろう。IESは TIRを持たないし、ほとんどがユニークな配列であることから、単
純に piggyMac/TPB2 が IES の末端をゲノム中から認識して切断するとは考えに
くい｡既に知られている他の因子､PDDやヒストンの修飾、scan RNAなどの関与
があり、最後に piggyMac/TPB2 が TA を認識して切断するという経路を想定す
べきだろう。 
	
 旋毛類の Oxytricha trifallax でも別の形でトランスポゾンの関与が示されてい
る。「繊毛虫の大核形成(2)：Oxytrichaの場合」で紹介したように、O. trifallaxで
は、小核ゲノムの 95%が捨てられて大核が形成される。この中には、大量の DNA
トランスポゾンが含まれている。DNAトランスポゾンは telomere-bearing element 
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(TBE)と命名され、配列によって 3 タイプ(TBE1–3)に分けられている。TBE は
3bpの標的配列重複(target site duplication, TSD)に挟まれた、4kb前後のトランス
ポゾンである。TBEは 3つの蛋白質をコードし、その内 5’側の 1つが DD35Eタ
イプの転移酵素（transposase）である。3’側には、Kinase/ZnFと名付けられた蛋
白質がコードされており、protein kinase活性を持つ。中央部の蛋白質の機能はわ
かっていない。転移酵素には強い負の淘汰圧がかかっている。これは転移酵素

としては異例である。 

	
 Nowackiらが Northern hybridizationにより確認したところ、TBEはいずれも接
合中に転写されていた（Nowacki et al. 2009）。これは、接合型の異なる O. trifallax
を混ぜ合わせて接合を誘導してから 24時間後に相当する。また、RT-PCRによ
り polyAを 3’末端に持った形で転写されていることも明らかとなった。そこで、
TBEをそれぞれ１種類ずつ、あるいは組み合わせで RNAiにより阻害する実験
を行なった。dsRNAを入れる時間を、混合後 3時間から 15時間まで時間を振っ
て調べたところ、12から 15時間後に dsRNAを入れた場合の効果が最も大きか
った。この場合、生き残る細胞の数が非常に少なく、生き残ったものでも成長

が遅れた。これは大核形成がうまく行かないためと考えられる。生き残った細

胞では、大核形成の際の遺伝子の再編成がうまくいっていないものが多く認め

られた。以前の解析でも、順序の入れ替えの無いMDSの接続は比較的進んでい
るものが多かったが、順序の入れ替えを必要とするMDSの接続は出来ていない
ものが多い傾向があったが、今回も同様の傾向が見られた。これは、遺伝子再

編成において順序の入れ替えの無いMDSの接続（IESの除去）が先行するため
であろう。IESの除去は TBEの除去よりも先に起こる場合があることも示され
ている。従って、TBEの除去が起こらないことにより IESの除去が起こらず、
遺伝子再編成が不全であるというわけではない。 
	
 興味深い事に、TBE1から 3を全て阻害した場合には遺伝子再編成の阻害効果
が強く、1と 2の場合にも弱い阻害効果が見られたが、他の組み合わせや単独で
は遺伝子再編成は阻害されなかった。これは TBE1、2、3がある程度相補的に遺
伝子再編成に寄与している事を示唆している。 
	
 ChengらはO. trifallaxのようにたくさんの転移因子が切り出しに関わる形から、
一つの遺伝子化された転移酵素が全ての切り出しを担う形に進化してきたと想

定している。しかし TBEについては IESの切り出しに積極的に関与していると
いう証拠は得られていない｡むしろTBEの異常が正常な IESの切り出しを妨害し
ているのかもしれない。TBEの切り出しは捨てられる大核から小核へと逃げよ
うとする TBEの生存戦略と考えられないだろうか？切り出された後、小核に新
しく転移する TBEは存在しないのか？ piggyMac/TPB2についても piggyBacが
競争相手の Tc1/Marinerを排除するという競争が起源なのかもしれない｡ 
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