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和文要旨 

受精卵の細胞質は均質ではなく、母性因子や細胞内小器官、卵黄が局在す

る。多くの動物種の胚発生において、母性局在mRNAは、体軸の形成や細胞

の発生運命の決定等、重要な役割を果たすことが知られている。ホヤ胚の後方

には、Centrosome-Attracting body (CAB) と呼ばれる細胞内構造が存在し、

CABには postplasmic/PEM RNAsと呼ばれる母性mRNA群が局在する。

CABには、生殖質と呼ばれる、生殖細胞の形成に必要な因子を含む特殊な細胞

質に似た構造が含まれ、CAB及び postplasmic/PEM RNAsは卵割を経て生殖

細胞系列に受け継がれる。近年、postplasmic/PEM RNAsの一つ、Pemは、

4~16細胞期の生殖細胞系列の核に存在し、RNA polymeraseⅡの転写伸長反応

の活性化に重要な因子 pTEFbに結合し、グローバルな転写抑制を引き起こす

ことが明らかになった。この転写抑制は、生殖細胞系列が体細胞の分化に巻き

込まれることなく全能性を保ち続けることに必要であると考えられている。一

方で、Pem以外の postplasmic/PEM RNAsが生殖細胞系列の形成にどのよう

に寄与するかは殆ど明らかになっていない。本研究では、生殖細胞系列におけ

る postplasmic/PEM RNAsの転写制御機能を明らかにすることで、同系列の

体細胞からの分離に重要な役割を果たす転写抑制に代表される転写制御機構の

全体像を明らかにすることを目的とした。 

まず、生殖細胞系列における転写抑制に寄与する Pem以外の因子を探索し

た。結果、postplasmic/PEM RNAsの一つ Popk-1を機能阻害した 16細胞期

胚の生殖細胞系列において、体細胞の運命決定に重要な FoxD.aが異所的に発

現した。また、Popk-1機能阻害胚では生殖細胞系列の転写抑制に必要な核で

の Pemタンパク質の発現量が減少した。このような胚において、同時に Pem

タンパク質の強制発現を行ったところ、生殖細胞系列における異所的な

FoxD.aの発現は消失した。よって、Popk-1は Pemを介して生殖細胞系列で

の転写抑制を制御することが示唆された。先行研究から、Popk-1機能阻害胚

では、CABにおける postplasmic/PEM RNAsの局在は正常だが、CABの大き

さが縮小し、局在するmRNAの量が減少することが明らかになっている。ま

た、postplasmic/PEM RNAsは CABで翻訳されることが示唆されている。以

上より、Popk-1は CABの大きさの制御を通して、局在する Pem mRNA量及

び、タンパク質量を間接的に制御し、生殖細胞系列の転写を抑制することが示

唆された。 

続いて、Pemによるグローバルな転写抑制が 32細胞期以降にどのように解

除され、生殖細胞形成に必要な遺伝子の発現 (胚性発現) が始まるかを調べ

た。まず、生殖細胞系列胚性発現の開始時期を明らかにするために、尾芽胚の
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生殖細胞系列で発現することが知られている遺伝子 Clone 45の胚性発現開始

時期を解析した。そのために、各胚発生ステージから転写阻害剤処理をし、後

期神経胚まで発生させた後、その胚の生殖細胞系列での Clone 45の発現を観

察した。結果、110細胞期以前から転写阻害剤処理を開始した胚では生殖細胞

系列での Clone 45の発現が観察されたが、初期原腸胚以後に処理を開始した

胚では Clone 45の発現が観察された。以上より、生殖細胞系列では 110細胞

期～初期原腸胚期から少なくとも一つの胚性遺伝子の発現が開始することが示

唆された。 

次に、遺伝子 Clone 45 の発現を指標として、生殖細胞系列での胚性発現の

開始機構について調べた。Pemタンパク質は発生に伴い減少していくことが知

られていたことから、発生に伴い Pemタンパク質が減少する事で転写抑制が

解除される機構を予想した。そこで、Pemタンパク質を過剰発現させ、発生に

伴う Pemの減少を抑えた結果、尾芽胚の生殖細胞系列での胚性発現は減少し

た。反対に、Pemの機能阻害を行うことで、Pemタンパク質の減少を早めた

結果、Clone 45の胚性発現の開始のタイミングが早まった。よって、胚発生に

伴う Pemタンパク質の減少は、生殖細胞系列における胚性遺伝子の発現の開

始に必要十分であることが示唆された。以上より、Pemタンパク質の発現量を

調節することで生殖細胞遺伝子の胚性発現の開始のタイミングが制御されるこ

とが予想された。 

続いて、postplasmic/PEM RNAsの一つ、Zf-1の機能阻害胚では、生殖細胞

系列の Clone 45の胚性発現が減少した。よって、Zf-1は生殖細胞系列の胚性

発現に必要であるということが示唆されたので、Zf-1が Pemタンパク質の減

少を介して生殖細胞遺伝子の胚性発現を開始させるかを検証した。そのため

に、Zf-1機能阻害胚における Pemタンパク質の影響を調べたところ、本来は

Pemタンパク質が殆ど観察されない時期である 64細胞期において、核での

Pemタンパク質の増加が観察された。さらに、Zf-1と Pemを同時に機能阻害

した結果、Clone 45の胚性発現が観察された。よって、Zf-1機能阻害による

Clone 45の胚性発現の減少は Pemタンパク質の減少が抑制されたからだと考

えられた。以上より、Zf-1は Pemタンパク質の発現を減少させることで、胚

性発現を開始させることが示唆された。 

本研究から、Popk-1 と Zf-1 が転写抑制因子 Pem タンパク質の翻訳レベルを

それぞれ正・負に制御し、生殖細胞系列において適切な転写制御が行われること

で、生殖細胞系列の形成に寄与することが示唆された。しかし、

postplasmic/PEM RNAsは機能未知のものが依然として多く存在し、ホヤの生

殖細胞系列の形成に関する知見はその他のモデル動物と比べると乏しい。今後

は更なる研究によってこれらの知見が蓄積し、ホヤと他のモデル動物との比較
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によって生殖細胞系列の形成における更なる理解へ繋がることを期待したい。 

 

欧文要旨 

In many animals, germline is segregated from the somatic linage in 

development. Transcriptional regulation in the germline is known to play 

pivotal roles in germline segregation. In ascidian embryos, maternal 

mRNAs called postplasmic/PEM RNAs are localized to a subcellular 

structure called the Centrosome-Attracting Body (CAB), which contains the 

ascidian germ plasm and are inherited by the germline cells during 

embryogenesis. Previous studies have shown that Pem, a postplasmic/PEM 

RNAs member, represses somatic gene expression in the cleavage-stage 

germline and contributes to germline segregation. However, other 

mechanisms by which gene expression is regulated in the germline, in 

particular, by other postplasmic/PEM RNAs members, are largely unknown. 
Here, we analyzed the functions of three postplasmic/PEM RNAs members: 

Popk-1, Pem and Zf-1 and found that 1) Popk-1 contributes to the repression 

of germline transcription indirectly by regulating the proper CAB formation 

and the amount of Pem protein produced there, 2) decreasing Pem protein 

level in the course of development is necessary and sufficient for the onset of 

zygotic germline gene expression at the gastrula stage, and, 3) Zf-1 

facilitates the downregulation of Pem protein level for zygotic gene 

expression. Taken together, we propose that two maternally localized factors 

Popk-1 and Zf-1 control the Pem protein level and regulate transcription 

during ascidian germline formation.  
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第一章 序論 

1. 1 生殖細胞系列の形成と転写制御 

多くの動物種の細胞は体細胞と生殖細胞に大別される。体細胞は個体の死と

ともに消滅してしまうのに対し、生殖細胞は、生殖によって次世代に遺伝情報

を伝え、世代を超えて生き続けることのできる唯一の細胞である。多くの動物

種において始原生殖細胞は胚発生中に形成されることが知られている。発生過

程において、生殖細胞を作る細胞系譜は生殖細胞系列 (germline) と呼ばれ、

発生運命が生殖細胞のみに限定された細胞は始原生殖細胞 (primordial germ 

cells, PGCs) と呼ばれる。始原生殖細胞は生殖巣へと移動し、生殖巣原基 

(gonad rudiment) を形成する。その後、始原生殖細胞は分化して生殖母細胞 

(gametocyte) になり、減数分裂を経て配偶子である卵・精子を形成するように

なる。 

胚発生中に始原生殖細胞が形成される動物での生殖細胞系列の形成様式は生

殖質局在型 (Preformation typeまたは、Cytoplasmic inheritance type) と誘

導型 (Epigenesis typeまたは、Zygotic induction type) に大別される 

(Extavour and Akam, 2003; Kumano et al., 2015; Swartz et al., 2015) 。生殖

質局在型は、ホヤ Harocynthia roretzi (Tomioka et al., 2002; Kumano et al., 

2011) / Ciona robusta (Fujimura and Takamura, 2000) 、アフリカツメガエ

ル Xenopus laevis、(Blackler, 1962; Kloc et al., 2002)、ゼブラフィッシュ

Danio rerio (Bontems et al., 2009)、ショウジョウバエ Drosophila 

melanogaster (Illmensee and Mahowald, 1974; Lehman, 1992)、線虫

Caenorhabditis elegans (Kawasaki et al., 1998; Seydoux and Strome, 1999; 

Subramanian and Seydoux, 1999) 等においてみられ、生殖質 (germ plasm) 

と呼ばれる始原生殖細胞の形成に必要な因子が集積する特殊な細胞質が卵の中

に局在する。そして、卵割に伴い生殖質を受け継ぐ細胞が始原生殖細胞に分化

する。誘導型の形成様式は、マウスMus musculus (Ginsburg et al., 1990; 

Hayashi et al., 2007) 、アホロートル Ambystoma mexicanum (Johnson et 

al., 2001; Johnson et al., 2004)、コオロギ Gryllus bimaculatus (Ewen-

Campen et al., 2012; Donoughe et al., 2014) 等の胚でみられ、卵の時期に生

殖質は観察されず、胚発生のある時期に細胞間誘導シグナルによって始原生殖

細胞が誘導される。動物界全体で誘導型の形成様式をとる動物が多く、生殖質

局在型の形成様式をとる系統はは少数派であること、海綿動物や刺胞動物等の

進化の段階で早くに分岐した系統において誘導型の形成様式をとることから、

誘導型が祖先的形質であると考えられており、生殖質局在型の形成様式は個々

の系統で独立して獲得された形質だと考えられている (Extavour and Akam, 
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2003; Kumano et al., 2014) 。また、誘導型の動物は系統的に離れた動物種間

にあるにもかかわらず、BMPシグナル経路によって始原生殖細胞が誘導され

る点が共通であることに対し (Hayashi et al., 2007; Chatfield et al., 2014; 

Donoughe et al., 2014) 、生殖質の形成に必要な因子はそれぞれの系統におい

て新規に獲得した因子によっておこる (Ephrussi et al., 1999; Hanazawa et 

al., 2011; Bontems et al., 2009; Machado et al., 2005) 。このことは、誘導型

の形成様式が祖先型の形質であるという主張を支持する結果である。 

以上のように始原生殖細胞は大きく異なる形成様式をとる一方で、いくつか

の共通の特徴も存在する (Extavour and Akam, 2003) 。その特徴として、①

生殖細胞系列では、胚発生の一時期に全遺伝子もしくは多くの遺伝子の転写が

抑制されること、②分裂が G2期で一時的に停止すること、③Vasa, Nanos, 

Piwiなどの生殖細胞マーカーをmRNAもしくはタンパク質として含んでい

る。 

多くの動物種では、生殖細胞系列は胚発生の初期に体細胞系列から分離され

る。この分離によって生殖細胞系列は体細胞系列の発生分化プログラムに巻き

込まれないように保護され、さらに全能性 (totipotency) や不死性 

(immortality) 等の生殖細胞の特徴を保つことができると考えられている。こ

の分離を維持し、生殖細胞系列を保護する機構として、①体細胞遺伝子の転写

抑制、② 有糸分裂活性の減少、③トランスポゾンの活性の減少等が挙げられ

る。いずれの機構も、重要な遺伝情報がコードされている DNAに傷や変異が

入るリスクを下げるための機構であると考えられている他、①については転写

が活性化されている体細胞系列の分化プログラムに巻き込まれないようにする

ためであるとも考えられている。これらのうち、①に代表されるような胚発生

期の生殖細胞系列における転写制御機構は長年の重要な研究対象となっている 

(Nakamura and Seydoux et al., 2008; Nakamura et al., 2010; Robert et al., 

2015; Strome and Updike et al., 2015)。 

 

1. 2 生殖細胞系列の転写制御に重要な母性局在因子 

生殖細胞系列の形成における転写制御機構のうち、近年最も研究されている

現象の一つは、体細胞系列からの分離に重要な転写抑制である。 

この現象は、ショウジョウバエ、線虫 (Seydoux et al., 1997)、アフリカツメ

ガエル (Venkatarama et al., 2010)、ホヤ (Kumano et al., 2011; Shirae-

Kurabayashi et al., 2011)、アメリカムラサキウニ Strongylocentrotus 

purpuratus (Swartz et al., 2014)、マウス (Saitou et al., 2002) 等多くの動物

種において観察されている。その中でも特に生殖質局在型の形成様式をとる動

物において、初期胚における転写抑制は母性因子が制御していることが知られ
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ている。その例として、ハエの Polar granule component (Pgc)、Germ cell-

less (Gcl)、 Nanos (Asaoka et al., 1998; Deshpande et al., 1999; Leatherman 

et al., 2002; Martinho et al., 2004; Hanyu-Nakamura et al., 2008; Timinszky 

et al., 2008)、線虫の OMA-1/-2、PIE-1 (Batchelder et al., 1999; Zhang et al., 

2003; Guven-Ozkan et al., 2008) 、アフリカツメガエルの Nanos1 (Lai et al., 

2010) 、ホヤの Pem (Kumano et al., 2011; Shirae-Kurabayashi et al., 2011) 

が知られている。これらの因子のうち、ショウジョウバエの Pgc, 線虫の PIE-

1、マボヤHalocynthia roretzi の Pemは RNA polymerase II の転写伸長活性

を制御する pTEFb (positive transcription elongation factor b) に結合するこ

とで転写抑制することが知られている (Hanyu-Nakamura et al., 2008; 

Batchelder et al., 1999; Kumano et al., 2011) 。カエルの Nanos1についても

RNA PolymeraseⅡの転写伸長活性を制御することが示唆されているが、分子

メカニズムについては不明である (Lai et al., 2010) 。これらの抑制メカニズ

ムは RNA polymeraseⅡの制御を介することから、グローバルな転写抑制であ

ると考えられている。ただし、Pgc, PIE-1, Pemの三者の間にはアミノ酸配列

の共通性は見られない。マボヤの Pemには既知のドメイン構造はなく、その

ホモログはホヤ以外では検出されない。よって、これらはそれぞれその系統で

独立に進化したと考えられている (Kumano et al., 2011) 。 

体細胞遺伝子の転写を抑制するメカニズムとしては、RNA polymeraseⅡに

よる転写産物の伸長を制御するメカニズムの他に、クロマチン修飾によるエピ

ジェネティックな制御が知られており、ショウジョウバエや線虫では Pgcや

PIE-1による転写抑制の後、エピジェネティックな転写抑制に切り替わること

が報告されている (Nakamura and Seydoux, 2008; Strome and Updike, 

2015) 。ショウジョウバエでは、Pgcによる転写抑制機構が機能している時期

および Pgcタンパク質が分解された時期において、転写の指標となるヒストン

H3K4のメチル化は生殖細胞系列の核において観察されず、Pgcタンパク質が

分解された後も、遺伝子の発現はほとんど抑制されたままである (Martinho et 

al., 2004; Van Dren et al., 1998; Zalokar, 1976) 。この H3K4のメチル化の抑

制には Nanosが必要であると考えられている (Schaner et al., 2003) 。一方

で、線虫では PIE-1による抑制が解除された後、生殖細胞系列の核において、

転写の指標であるヒストン H3K4のメチル化および、ヒストン H4K8のアセ

チル化活性が消失する (Schaner et al., 2003; Checchi and Kelly et al., 

2006) 。また、転写抑制の指標であるヒストン H3K27のトリメチル化は初期

胚のすべての細胞の核で観察されるが、PIE-1による抑制が解除された後は生

殖細胞系列のみにおいてトリメチル化修飾が維持される (Bender et al., 

2004) 。変異体の解析から、H3K4のメチル化の抑制には Nanosが必要であ
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ること (Schaner et al., 2003) 、H3K27トリメチル化の維持にはMES-2, 

MES-3, MES-6が必要であることが知られている。 

このように、母性局在因子による生殖細胞系列での体細胞系列遺伝子の転写

抑制機構はハエや線虫等のモデル動物において詳しく研究されている。しか

し、グローバルな転写抑制は胚発生の進行とともに解除され、生殖細胞系列の

形成に必要な遺伝子の発現（胚性遺伝子の発現／転写）が開始するが、そのス

イッチングに関わる機構についてはほとんど解析されていない。また、転写を

正に制御する母性局在因子の候補として、ハエのOVOが唯一同定されているの

みである。OVOは転写因子であり、生殖細胞系列で発現する遺伝子の転写を促

進すること、体細胞系列遺伝子の発現を抑制することが示唆されている 

(Yatsu et al., 2008; Hayashi et al., 2017) 。さらに、生殖細胞系列における転

写抑制が解除されると、生殖細胞系列遺伝子の発現が開始するが、体細胞系列

遺伝子の転写は抑制された状態が保たれる。しかし、どのようにして体細胞系

列遺伝子と生殖細胞系列遺伝子の転写調節が区別されるのかについては殆ど研

究されていない。 

一方で、誘導型の形成様式をとるマウスにおいても、体細胞系列遺伝子の転

写が抑制されることが知られている (Saitou et al., 2002) 。BMPシグナルに

よる誘導によって生じた始原生殖細胞では、ヒストン H3K9の脱メチル化、

RNA PolymeraseⅡの転写伸長活性の抑制、ヒストン H3K27のメチル化が起

こることにより、体細胞系列遺伝子の転写が抑制される。特に、ヒストン

H3K27のメチル化は、Blimp1、Prdm14、AP2γによって制御されており、

またこれらの因子は生殖細胞系列の遺伝子の転写を促進する転写因子でもある

ことが知られている (Ohinata et al., 2005; Kurimoto et al., 2008; Yamaji et 

al., 2008; Weber et al., 2010) 。 

以上のことから、生殖質局在型・誘導型の形成様式に関わらず、生殖細胞系

列の形成には厳密な転写調節機構が重要であることが伺える。 

 

1. 3 ホヤ胚における生殖細胞系列形成の特徴とpostplasmic/PEM RNAs 

ホヤは脊索動物門尾索動物亜門 (もしくは脊索動物上門尾索動物門) ホヤ綱

に分類され (Satoh et al., 2014) 、脊椎動物の姉妹群に属する動物である。成

体は脊索を持たないが、幼生期は脊索及び背側神経管等の脊索動物固有の特徴

を有している (Satoh, 1994; Kumano and Nishida, 2007; Lemaire and Pitte, 

2016) 。ホヤは、①胚発生が早く、②細胞系譜が詳細に記されており 

(Nishida, 1987; Hotta et al., 2007) 、③発生に個体差がないこと、④幼生の細

胞数が3000個程度と少ないため (Yamada and Nishida, 1999) 、1細胞レベル

での解析が可能であり (Kumano and Nishida, 2007) 、⑤顕微操作が容易で、
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⑥近年、ゲノム配列情報が明らかになったこと (Satou et al., 2005; Tassy et 

al., 2010; Borozovic et al., 2015; Borozovic et al., 2017) などの理由から、発

生生物学のモデル動物として重要視されている。 

ホヤの生殖細胞系列は、Fig. 1 A-Hの濃紫色で示す細胞である。ホヤの生殖細

胞系列は、卵割期では植物半球の後極末端に存在し、3回の連続する不等分裂

により生じるという特徴がある (Fig. 1 A-F) 。例えば、16細胞期の生殖細胞系

列B 5.2 (Fig. 1 C) は不等分裂し、32細胞期においては後方末端に位置するよ

り小さい生殖細胞系列B 6.4と、より大きい姉妹体細胞系列のB 6.3に分かれる 

(Fig. 1 D) 。胚発生が進行すると、原腸陥入に伴い、生殖細胞系列の細胞は体

の内側へ移動し、神経胚期においては腹側の正中線上の後方末端に (Fig. 1 

G) 、尾芽胚においては尾の先端に存在するようになる (Fig. 1 H) 。この細胞

がホヤの生殖細胞系列であると考えられている根拠として以下の事が挙げられ

る。①これら細胞では転写が抑制されていること (Tomioka et al., 2002; 

Kumano et al., 2011; Shirae- Kurabayashi et al., 2011) 、②細胞分裂が胚発

生中の一定期間停止すること (Nishida, 1987; Shirae-Kurabayashi et al., 

2006) 、③生殖質様の構造を含むCentrosome-Attacting body (CAB) とよばれ

る細胞内構造が存在すること (Hibino et al., 1998; Iseto and Nishida, 

1999) 、④生殖細胞マーカーVasa mRNAが発現すること (Fujimura and 

Takamura, 2000; Takamura et al., 2002; Makabe and Nishida, 2012) 、⑤カ

タユウレイボヤ (Ciona robusta) 胚を用いた生殖細胞系列B 7.6の追跡の結

果、幼若体の生殖巣原基の中に移動することが確認されている (Shirae-

Kurabayashi et al., 2006) 点が挙げられる。 

 CABには、ホヤの母性局在mRNA群であるpostplasmic/PEM RNAs が局在

する (Sardet et al., 2005; Prodon et al., 2007; Makabe and Nishida, 2012) 。

興味深いことに、postplasmic/PEM RNAs はホヤ唯一の母性局在mRNA群で

あり、全て同じ局在パターンを示す。postplasmic/PEM RNAsはカタユウレイ

ボヤでは39種類、マボヤでは14種類の遺伝子が同定されている (Sardet et al., 

2005; Prodon et al., 2007; Makabe and Nishida, 2012) 。postplasmic/PEM 

RNAsはホヤの胚発生において極めて重要なmRNA群である。これらのmRNA

は胚後方に局在することから想像できるように、後方組織の形成に関わること

が知られている。例えば、その一つであるMacho-1は転写因子をコードしてお

り、筋肉決定のマスター遺伝子である (Nishida and Sawada 2001; Sawada et 

al., 2005) 他、後方組織である間充織の形成にも重要である (Kobayasi et al., 

2003; Imai et al., 2003; Tokuoka et al., 2005) 。また、Pemは胚後方に特徴的

な不等分裂に必要である (Negishi et al., 2007) 。これらの他にも、Popk-1の

翻訳産物はCABの形成に必要であることが知られている (Nakamura et al.,  
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Fig.1 マボヤ胚生殖細胞系列の細胞系譜 

8細胞期 (B) と尾芽胚 (H) は胚を横から、4細胞期 (A) 及び 16細胞期から神経胚ま
で (C-G) は植物極側から見た図である。4細胞期と尾芽胚は左が胚の前方、右が後方、残
りは上が胚の前方、下が胚の後方である。卵割期では生殖細胞系列の割球 (濃紫) は植物
半球の後極末端に存在する。生殖細胞系列の細胞は細胞分裂によって生殖質 (赤) を受け
継ぐ生殖細胞系列と体細胞系列 (薄紫) に分かれる (A-E) 。その後原腸陥入を経て体の内
側に移動し、尾芽胚 (G) では尾部の末端に始原生殖細胞 (PGCs) が存在するようにな
る。卵割期の生殖細胞系列とその姉妹体細胞は線で結んでいる。赤は生殖質と同時に
posiplasmic/ PEM RNAsの局在場所を示している。(I) 生殖系列を細胞系譜図で表したも
の。赤線が生殖細胞系列である。PGCs; 始原生殖細胞、TVCs; 体幹部腹側細胞。 

 

  

I 
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2005) 。しかしながら、postplasmic/PEM RNAsは生殖質 (CAB) に局在する

という特徴があるにも関わらず、生殖細胞系列の形成における機能について明

らかになっているものは前述の通りPemのみである。 

 

1. 4 本研究の目的と概要 

Pemは生殖質局在型を示す新口動物ではじめて転写抑制に関わる母性因子と

して同定され、それによる転写抑制の分子メカニズムが明らかになった因子で

ある。ホヤを用いることでPemを足掛かりにして、生殖細胞系列における転写

制御の全体像を明らかにできる可能性がある。本研究では、postplasmic/PEM 

RNAsのなかで、生殖細胞系列の形成に重要な転写調節機構に関与する因子の

探索と機能解析をすることで、その一端を明らかにすることを目的とした。 

その結果、①Popk-1は正常な CABの形成を介して、Pem mRNAを局在さ

せ、転写抑制に十分な量の Pemタンパク質の翻訳を促すことで、生殖細胞系

列における体細胞遺伝子の転写抑制に寄与すること、②胚発生に伴う Pemタ

ンパク質の減少が生殖細胞系列における遺伝子の胚性発現に必要十分であるこ

と、③ Zf-1 (Nakamura et al., 2003; Sasakura et al., 2010) が、Pemタンパ

ク質の発現を減少させることで胚性発現の開始に寄与することが示唆された。 

以上のことから、転写抑制因子 Pemは生殖細胞系列における体細胞系列遺

伝子の異所的な発現を抑制するだけでなく、生殖細胞系列における胚性発現の

開始も制御していることが明らかになった。そして、Popk-1、Zf-1が Pemタ

ンパク質の発現量をそれぞれ正・負に制御することによって生殖細胞系列の転

写制御に関与することが明らかになった。  
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第二章 材料と方法 

2. 1 動物 

本研究では、脊索動物門尾索動物亜門 (または脊索動物上門尾索動物門) ホ

ヤ綱マボヤ亜目に分類されるマボヤ Halocynthia roretziを用いた。青森県陸

奥湾にて自然生息している個体、もしくは陸奥湾及び岩手県大槌湾で養殖され

た個体を用いた。マボヤは放卵・放精を抑えるために低温 (8℃) 、恒明条件下

で常時飼育した。実験の際には、海水温を11~13℃に上昇させ、恒暗条件下で4

～8時間飼育した後、恒明条件に切り替えることによって放卵・放精を促し

た。マボヤは雌雄同体であるが、自家不和合性を持つため、異個体由来の卵と

精子を混ぜ合わせ、人工授精させた。受精卵は濾過海水に移し、9～13℃で発

生させた。濾過海水は自然海水を孔径0.45 μm/mのニトロセルロース膜 

(Millipore) を用いて濾過滅菌し、50 mg/Lのストレプトマイシン硫酸塩 

(Sigma) と50 mg/Lのカナマイシン硫酸塩 (Wako) を加えたものを使用した。 

 

2. 2 Whole-mount in situ hybridization (WISH) 

目的のmRNAの発現時期・場所を調べるために、Whole-mount in situ 

hybridization (WISH) によってFoxD.a (Harore.CG.MTP2014.S128.g04021 

in the Aniseed database, https://www.aniseed.cnrs.fr/; Kumano et al., 

2006) 、Pem (Harore.CG.MTP2014.S480.g14149; Nishida and Sawada et 

al., 2001) 、Clone 45 (Harore.CG.MTP2014.S737.g07016) のmRNAの発現を

検出した。Clone 45はADT/ATP translocase (ATL1) をコードしている遺伝子

である (Miya et al., 1994) 。Clone 45プローブはマボヤESTデータベースで

あるMAGEST (Makabe et al., 2001; http://magest.hgc.jp/) のFE107G06のク

ローンプラスミドをテンプレートとして、digoxigenin (DIG) 標識したアンチ

センスRNAを合成することで用意した。手順としては、テンプレートとなるプ

ラスミドをNotⅠで直鎖化し、T7 RNA polymeraseⅡ (Roche) によって合成

した。WISHのプロトコールはWada et al., 1995に従った 。WISH後、80% 

Glycerol in PBSにマウントし、実体顕微鏡SZX16 (Olympus) もしくは正立顕

微鏡BX-51 (Olympus)で観察した。 

 

2. 3 アクチノマイシンD処理 

転写の抑制をするために、転写阻害剤であるアクチノマイシンD処理 

(Sigma) を行った。64細胞期から中期神経胚までの各ステージから40 μg/mlの

アクチノマイシンD処理を開始した。コントロール胚 (アクチノマイシンDの溶

媒であるDMSOを含む海水で発生させた胚) が後期神経胚まで発生した時点

https://www.aniseed.cnrs.fr/
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で、WISH用に、4%パラフォルムアルデヒドを含んだFix buffer (0.5 M NaCl, 

0.1 M MOPS (pH 7.5) ) を用いて、4℃、16時間固定した。別種のホヤ

Phallusia (Ascidia) nigraにおいて、20 μg/mlの濃度でアクチノマイシンD処理

をすることによって、uridineの取り込みを70% 抑制すること、取り込まれな

かった30%は低分子のRNAであることが報告されている (Smith, 1967) 。ま

た、マボヤにおいても、20 μg/mlの濃度のアクチノマイシンD処理によって、

アセチルコリンエステラーゼ、Myosin heavy chain, Epidermis-specific 

antigenの転写が十分阻害されることが知られている (Satoh and Ikegami, 

1981; Nishikata et al., 1987a,b) 。 

 

2. 4 in vitro mRNAの合成と強制発現実験 

Pem mRNAと LacZ mRNAは、プラスミド Pem in pBluescriptHTB(N)お

よび、pSP6nuβGal をテンプレートにしてmRNA合成を行った。Zf-1 

(Harore.CG.MTP2014.S839.g14521; Sasakura et al., 2000) の強制発現コン

ストラクト Zf-1 in pBluescriptHTB (N)は、以下の通りに作成した。まず、

MAGESTの FE201N08 のクローンプラスミドをテンプレートとして Zf-1の

Open Reading Frame (ORF) と 1652 bp の 3’ UTR領域を PCR法を用いて増

幅した。その際に、Forward primerとして制限酵素 Sma1の認識サイト 

(CCCGGG) とコザック配列 (CCACC) 、および Zf-1の翻訳開始点から+1 ~ 

+16 bpの配列をカバーしたプライマー、5’- 

CGCCCGGGCCACCATGGGAATTCCACCAC -3’を、Reverse primerとし

て、制限酵素 Pst1の認識サイト (CTGCAG) および、翻訳開始点から+3497~ 

+3516の領域 (ACATTTGTGTGTGATAATAA) をカバーした領域を含む配列

の相補的配列である 5’- CGCTGCAGTTATTATCACACACAAATGT -3’を用い

た。得られた PCR断片を Sma1と Pst1で切断し、同じ酵素で直鎖化した

pBluescriptHTB(N)にサブクローン化することによって得た。 

Pemおよび Zf-1コンストラクトは Not-Ⅰで直鎖化したのち、T3 mMassage 

mMachine kit (Ambion) を用いてmRNA合成を行い、LacZコンストラクト

は Xho-1で直鎖化したのち、SP6 mMassage mMachine kit (Ambion) を用い

てmRNA合成を行った。その後、Poly (A) Tailing kit (Ambion) により poly 

A付加を行った。 

Pem mRNA およびLacZ mRNAは0.1 μg/μlの濃度に希釈し、受精卵もしく

は16細胞期の左右両側の生殖細胞系列 (B 5.2) に細胞の1/5 ~ 1/4径の量を顕微

注入することにより、Pemタンパク質の強制発現実験を行った。なお、顕微注

入によるB 5.2の子孫細胞の生死は、mRNA同時に顕微注入した蛍光色素ファ

ストグリーンの赤色蛍光観察によって確認し、尾芽胚の時点でファストグリー
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ンの蛍光が始原生殖細胞系列としての正しい位置に観察される胚のみを用いて

解析を行った。Zf-1 mRNAは後述のZf-1 MOと受精卵に共注入した。 

 

2. 5 モルフォリノアンチセンスオリゴの顕微注入 

Popk-1 (Harore.CG.MTP2014.S69.g03049) 、Pem、Zf-1の機能を抑えるた

めに、モルフォリノアンチセンスオリゴ (MO, Gene Tool社) を用いた。その

ために、受精卵にPopk-1 MO (Nakamura et al., 2005) を1000 pg、Pem MO 

(Negishi et al., 2007) を100 pg、Zf-1 MOを350 pgもしくは200 pg注入した。

Zf-1 MOの配列は、Zf-1の翻訳開始点から−25~−1bpの5’ UTR領域 (5’-

TCTCTGCTTTTTTGTTATTCCTTGC-3’) をカバーした5’-

GCAAGGAATAACAAAAAAGCAGAGA-3’である。また、Zf-1 MOの特異性を

検証するために、Zf-1 MO 100 pgとZf-1 mRNA 200 pgを卵に顕微注入した。

このとき使用したZf-1 mRNAはZf-1 MOがカバーする領域である−25~−1bpの

5’ UTR領域をふくまないため、Zf-1 MOが注入したZf-1 mRNAの翻訳を阻害す

ることはない。それぞれのコントロールとして、Gene Tools社のstandard MO 

(5’-CCTCTTACCTCAGTTACCATTTATA -3’)を注入した。 

 

2. 6 Pemタンパク質に対する免疫染色 

Pemタンパク質の検出を行うために Pemの免疫染色を行った。プロトコー

ルは Kumano et al., 2011 を基本に、以下のような改良を加えた。即ち、使用

する抗 Pemポリクローナル抗体 (ウサギ) 25倍希釈を 450倍もしくは 750倍

希釈に、胚の洗浄に用いる PBS, 0.05% Triton X-100を PBS, 0.1% Triton X-

100に変更し、バックグラウンドを下げるための NH4Cl処理の後に PBS, 1% 

Triton X-100で 10分の界面活性剤処理をするように工程を加えた。染色を終

えた試料は PBS, 0.1% Triton X-100で洗浄した後、VECTASHIELD 

Mounting Medium with DAPI (VECTOR LABORATORIES社) でマウント

し、BX51蛍光顕微鏡 (Olympus)を用いて観察した。 
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第三章 結果 

3. 1 Popk-1 は生殖細胞系列における転写抑制に寄与する。 

マボヤ胚の生殖細胞系列における転写調節機構については、postplasmic 

/PEM RNAsの一つである Pemが体細胞系列の運命決定に関わる因子のうち、

調べた限り全ての転写を抑制する因子であることが明らかになっている

(Kumano et al., 2011) 。マボヤの生殖細胞系列での転写制御の全体像に迫るた

めに、まず、胚発生初期の生殖細胞系列における転写抑制を制御する Pem以

外の因子の探索を行った。Pem機能阻害胚の生殖細胞系列では、FoxD.a 等の

体細胞の運命決定に重要な転写因子の異所的な発現が観察されることが知られ

ているので、解析の際は生殖細胞系列において異所的な FoxD. aの発現が観察

されるかを指標とした。 

先行研究から、postplasmic/PEM RNAsの一つである Popk-1を機能阻害し

た胚において、CAB のサイズが縮小し、CABに局在する postplasmic/PEM 

RNAsの量が減少することが明らかになっている (Nakamura et al., 2005) 。

また、Pem等の postplasmic/PEM RNAsは CABにおいて翻訳されることが

示唆されている (Paix et al., 2011) 。これらのことから、Popk-1は正常な

CABの形成を促し、生殖細胞系列での転写抑制因子である Pemタンパク質の

翻訳の場を形成することを介して、転写抑制を行う可能性が考えられたので、

Popk-1について解析を以下の通りに行った。 

まず、Popk-1 MOを 1000pg顕微注入することで目的の遺伝子の機能阻害を

行った受精卵を、16細胞期まで培養したのちにWISH用に固定し、FoxD.aの

WISHを行った。その結果、Popk-1 MOを 1000pg顕微注入した胚では、24% 

(n=38) の胚において、B 5.2において異所的な FoxD. a の発現が観察された 

(Fig. 2 A ,B, E) 。なお、注入する Popk-1 MOの量を 1500 pgに上げると、

95% (n=19) の胚において、B 5.2の異所的な FoxD. a の発現が観察される胚

が観察された (熊野らの未発表データ) 。このことから、Popk-1もまた、Pem

による転写抑制が起こる時期にこの転写抑制に必要であることが示唆された。

Popk-1はリン酸化酵素である。 

以上のことから、Popk-1は正常な CABの形成を促し、生殖細胞系列での転

写抑制因子である Pemタンパク質の翻訳の場を形成することで、生殖細胞系

列における転写抑制に働く十分量の Pemタンパク質を提供するという仮説が

立てられた。 

そこで、Popk-1を機能阻害した胚を 16細胞期の時点で固定し、Pemタンパ

ク質の免疫染色を行った。control MOを 1000 pgを注入した胚では、生殖細

胞系列 B 5.2の核において Pemタンパク質の発現が観察された (Fig. 2 F, 白
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矢印) 。一方、Popk-1 MOを 1000 pg注入した胚では、生殖細胞系列 B 5.2の

核における Pemタンパク質の発現レベルが減少した (Fig. 2 G, 白矢印) 。先

行研究より、核の Pemタンパク質が転写抑制に関わることが知られているこ

とから (Kumano et al., 2011) 、Popk-1機能阻害胚では転写抑制に必要な

Pemタンパク質が減少しているといえる。また、CAB上のシグナルも減少し 

 

 

Fig.2 生殖細胞系列の転写抑制における POPK-1機能阻害の影響 
Popk-1 MOを受精卵に顕微注入することで機能阻害を行ったところ、生殖細胞系列にお

いて体細胞系列遺伝子 FoxD. aの異所的な発現が観察された (B、矢印) 。また、Popk-1 
MOと Pem mRNAの共注入した胚においては異所的な発現が消失した (D、矢印) 。黒矢
印は生殖細胞系列を指している。Eは A-Dの胚の生殖細胞系列 (B 5.2) において異所的
な FoxD. Aの発現が観察された胚の数の割合を示している。**はフィッシャー正確確率検
定を行い、片側検定において P<0.01の有意差が、*は P<0.05の有意差が見られたことを
示している。 

Pemタンパク質は 16細胞期の生殖細胞系列の核 (矢印) と CAB (矢尻) において検出さ
れる(F)。Popk-1機能阻害胚においては核における Pemタンパク質の発現レベルが減少し
た(G)。下段は F, Gと同じ焦点面の DIC画像であり、矢印は核の位置を示している(F’, 

G’)。同じ焦点面で G’では核に焦点を合わせているので、Gで核の Pemタンパク質のシグ
ナルが減少しているのは、焦点が核から外れていることが原因ではない。 

図の胚は全て植物極側から撮影し、上が胚の前方、下が胚の後方である。F, Gにおいて
は左上が全胚像で、破線で囲んだ部分の拡大図を示している。スケールバーは 50 μmであ
る。各胚の図の右下には、生殖細胞系列において FoxD. aの異所的な発現が見られた胚の
数と割合 (A-D) と、生殖細胞系列の核において Pemタンパク質のシグナルが観察された
胚の数と割合 (F, G) を示している。 
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ていることから (Fig.2 F, G, 白矢尻) 、先行研究の結果通り CAB の大きさが

縮小し、翻訳されたであろう Pemタンパク質量自体が減少していることが分

かる。 

 

次に、Popk-1の転写抑制機能が Pemを介しているか否かを確かめるため

に、Popk-1の機能阻害によって Pemタンパク質量が減少した胚において、

Pemタンパク質の強制発現を行い、Pemタンパク質量を増やしたときの

FoxD.aの異所的な発現への影響を調べた。Popk-1 MO 1000 pgと Pem 

mRNA 50 pgの共注入を行ったところ、16細胞期の生殖細胞系列での FoxD.a

の異所的な発現は消失し、また体細胞系列での遺伝子発現も消失した (Fig.2, 

C-E)。 

以上の結果から、Popk-1は、正常な CAB の形成を促すことで、CABで翻

訳され、転写抑制に働く十分な Pemタンパク質量を確保して生殖細胞系列に

おける転写抑制を確実なものとすると考えられる。 

 

3. 2 生殖細胞系列における胚性発現開始時期 

胚発生初期における生殖細胞系列でのグローバルな転写抑制は胚発生の進行

に伴い解除され、生殖細胞の形成に必要な遺伝子の転写 (胚性発現; zygotic 

expression) が開始する。多くの動物種において生殖細胞系列における胚性発

現がどのようなメカニズムで開始するかについては不明な点が多い。先行研究

では、マボヤのPem mRNA発現量は発生が進むにつれて減少し、Pemタンパ

ク質もまた、発生が進むにつれて減少することが知られている (Fig. 3;  

 

 

Fig. 3 胚発生におけるPemタンパク質とPem mRNAの発現の変化 (Negishi et 
al., 2007より引用) 
未受精卵～64細胞期における各胚発生ステージでのPemタンパク質 (A-H) および、

Pem mRNA (A’-H’) を、免疫染色もしくはWISHを用いて検出している。Pemタンパク質
は2細胞期以後のCABにおいて観察され (C-H) 、Pem mRNAは1細胞期の胚の後方の細胞
質で (B’) 、2細胞期以後はCABで観察される (C’- H’) 。発生の進行に伴い、Pemタンパ
ク質、Pem mRNAの発現シグナルの強さが減少することが観察される。 
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Negishi et al., 2007) 。このことから、発生が進むにつれてPemの発現量が減

少することで転写抑制が解除され、胚性発現が開始する可能性を考えた。 

上記の可能性を検証するためにまず、解析の指標となる、生殖細胞系列におけ

る胚性発現のマーカー遺伝子の探索を行った。マボヤ ESTデータベース

MAGESTに登録されている遺伝子のうち、20種類が尾芽胚の始原生殖細胞で

発現が見られることが知られている (Makabe et al., 2001) 。そのうち、Clone 

45と呼ばれる遺伝子が尾芽胚の始原生殖細胞で特に強い発現を示すことから、

Clone 45を本研究で用いた (塙 2005年 卒業研究) 。Clone 45のWISHを中

期原腸胚から中期尾芽胚までの各発生ステージで行った。結果、Clone 45 は初

期神経胚以後のステージの胚における始原生殖細胞 (Fig 4D-H, 矢印) と間充

織 (Fig 4D-H, 矢尻) で発現が観察された。しかしながら、神経板期以前のス

テージでは母性由来と考えられる発現が始原生殖細胞の周辺に検出されるた

め、始原生殖細胞での発現の有無が判定できず、どのステージから Clone 45

の胚性発現シグナルが検出されるのかを特定することができなかった (Fig. 4 

A-C) 。 

 

 
Fig.4  各発生ステージの生殖細胞系列における Clone 45の発現 
中期原腸胚から中期尾芽胚までの胚において Clone 45のWISHを行った。初期神経胚

以後において生殖細胞系列発現が観察されたが (D-H, 矢尻) 、神経板期以前では母性由来
のmRNAによると考えられる染色の存在により、生殖細胞系列で発現しているかを判別
することができなかった (A-C) 。左上が胚の全胚像で、破線で囲んだ部分の拡大図を示し
ている。図は全て上が胚の前方、下が後方である。中期・後期原腸胚は植物極側から見た
図、神経板期〜後期神経胚は腹側から、初期・中期尾芽胚は横側から観察した。スケール
バーは 50 μm、各図の右下には生殖細胞系列発現が観察された胚の数と割合を示す。左上
全胚像内の矢尻は間充織における染色を示している。生殖細胞系列での発現かどうかを判
別できなかった胚は n.d. (not determined) と表記した。 
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そこで、Clone 45の転写開始時期を調べるために転写阻害剤アクチノマイシ

ンDを用いた以下の実験を行った。110細胞期から中期神経胚までの各発生ス

テージから40 μg/mlのアクチノマイシンD処理を始め、そのステージ以降に開

始する転写を阻害した。アクチノマイシンD処理をしてもそれまでに蓄積され

ていたmRNAを使って、しばらくは細胞分裂と形態変化は続いていく。その

後、母性mRNAの残存がほとんど見られなくなる後期神経胚相当の時期まで発

生させた後、固定し、これらの胚のClone 45の発現をWISHにより調べた 

(Fig. 5) 。結果、未処理胚と神経板期からアクチノマイシンD処理をした胚に

おいては、95%以上の胚 (神経板期 n=62; 初期神経胚 n=78; 中期神経胚 

n=66; 未処理胚; n=118, Fig.5 F-I) で、生殖細胞系列におけるClone 45の明瞭

な発現が観察された。初期原腸胚から後期神経胚においてアクチノマイシンD

処理をした胚においては、65%以上の胚で生殖細胞系列でのClone 45シグナル

が観察されたが、(初期原腸胚 n=50; 中期原腸胚 n=58; 後期原腸胚; n=66, 

Fig.5 C-E) 神経板期以後に処理を開始した胚と比べて弱いClone 45シグナルを

示す胚の割合が増加した (Fig. 5 J) 。しかし、110細胞期からアクチノマイシ

ンD処理を開始した胚において明瞭な発現が観察された胚は12% (n=34) であ

った (Fig.5 B) 。 

以上のことから、① Clone 45の生殖細胞系列における発現は胚性発現をと

もなっていること、② アクチノマイシン Dの効果がすぐに現れるとすると、

Clone 45の胚性発現の開始時期は 110細胞期〜初期原腸胚の間であることが

示唆された。よって、これ以降、Clone 45を生殖細胞系列における胚性発現マ

ーカーとして用いることにした。 

 

3. 3 Pem タンパク質の減少が生殖細胞系列の胚性発現に必要十分である。 

次にClone 45を用いてマボヤにおける胚性発現開始機構を調べた。すなわ

ち、Pemタンパク質が減少することにより胚性発現が始まるという仮説の検証

を行った。そのためにまず、Pemの強制発現を行い、発生に伴うPemタンパク

質の減少を抑制することによって、胚性遺伝子の発現が抑制されるか否かを観

察した。16細胞期の左右両方の生殖細胞系列の細胞B5.2 (Fig.1 C) にPem 

mRNAを顕微注入し、中期尾芽胚まで発生させ、Clone 45のWISHを行った。

このとき、顕微注入マーカーの観察によりB5.2の子孫細胞が確かに生き残って

いる胚を用いて解析を行った (2. 4参照) 。コントロールとしてLacZ mRNAを

注入した胚では始原生殖細胞で明瞭なClone45の発現が観察されたが (Fig. 6 

A, 82%, n=28) 、Pem過剰発現胚では生殖細胞系列における明瞭なClone45の

シグナルを示す胚は減少した(Fig. 6 B, 24%, n=21) 。このことから、胚発生に

伴いPemタンパク質が減少することが、生殖細胞系列での胚性遺伝子発現にと
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って必要であることが示唆された。 

 

 
Fig. 5 アクチノマイシン D 処理胚における Clone 45 の発現 

64細胞期から中期神経胚までの各発生段階からアクチノマイシン D処理を開始し、後
期神経胚まで発生させた後、Clone 45のWISHを行った。初期原腸胚以降にアクチノマ
イシン D処理を開始した胚の多くで、生殖細胞系列において遺伝子発現が観察された (C-

H, 矢印, J) 。しかし、110細胞期以前からアクチノマイシン D処理をした胚では Clone 

45の発現は殆ど観察されなかった (A, B, J) 。胚の図は全て腹側から観察したもので、上
が胚の前方を、下が後方である。左上は全胚像で、全胚像の破線で囲った部分の拡大図を
示している。矢印は生殖細胞系列での胚性発現を、矢尻は間充織での染色を、数字は生殖
細胞系列での発現が観察された胚の数と割合を示している。スケールバーは 50 μmであ
る。Jは A-Hの各処理において Clone 45の強い発現、弱い発現が観察された胚、発現が
観察されなかった胚の割合を示している。文中および図中の「明瞭な発現」は強い発現と
弱い発現の両方を示している。 
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次に、Pemの機能阻害を行い、通常よりも早い段階で Pemタンパク質を減

少させることによって、胚性遺伝子の発現の開始が早まるか否かを観察した。

受精卵に Pem MOを顕微注入した胚を、110細胞期まで発生させ、アクチノ

マイシン D処理を開始し、後期神経胚期でWISH用に固定した。正常胚にお

いて 110細胞期からのアクチノマイシン D処理では、Clone 45の生殖細胞系

列での発現はほとんど観察されないため (Fig. 4 A参照) 、この時期からアク

チノマイシン D処理をしたうえで Clone 45の発現が観察されるのであれば、

胚性発現の開始が早まったと判断できる。 

上記実験の結果、control MOを注入した胚では約半数の胚で観察されたが 

(Fig 6 C, 48%, n=44) 、Pem機能阻害胚では90%以上の胚において生殖細胞系

列でのClone 45の発現が観察された (Fig. 6 D, 91%, n=44) 。このことから、

胚発生に伴いPemタンパク質が減少することが、胚性発現の開始に十分である

ことが示唆された。以上の結果から、発生に伴うPemタンパク質の減少が生殖

細胞系列でのClone 45の胚性発現に必要十分であることが示唆された。また、

生殖細胞系列に存在するPemは初期卵割期においては、体細胞系列遺伝子の発

現を抑制していることが分かっていたが (Kumano et al., 2011) 、その後、

110～eGにおいて、生殖細胞系列遺伝子であるClone 45の胚性発現を調節する

ことが分かった。Clone 45の結果が、生殖細胞系列における胚性発現遺伝子に 

 
Fig. 6 Pemによる Clone45 の胚性発現の制御 

コントロールとして LacZ mRNAを生殖細胞系列 B 5. 2の左右両側に顕微注入した
胚では、尾芽胚の生殖細胞系列での Clone 45の発現が観察された (A) 。Pem mRNA

を B 5. 2の左右両側に顕微注入し過剰発現を行い、これら子孫細胞で Pemタンパク
質の減少を抑えたところ、Clone 45の発現が弱くなった (B)。矢印は生殖細胞系列で
の発現を示している。図は、側面から撮影した胚である。右が胚の前方、左が胚の後
方である。左上は全胚像であり、破線で囲んだ部分を拡大して示している。受精卵に
control MOを注入し、110細胞期からアクチノマイシン D処理をした胚では生殖細胞
系列における Clone 45の発現は検出されなかった (C) 。Pem MOを受精卵に顕微注
入した胚においては強い Clone 45の発現が検出された (D, 矢印) 。Eは A-Dの胚の
生殖細胞系列において Clone 45の発現が観察された胚の数と割合を示している。**はカ
イ二乗検定を行い、P<0.01の有意差が見られたことを示している。 

胚の図は、胚を腹側から撮影している。上が胚の前方、下が胚の後方である。矢尻
は間充織と考えられる体細胞での Clone 45の発現を示している。右下の数字は胚性発
現マーカーClone 45の明瞭なシグナルが観察された胚の数 を示している (A-D) 。 
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おいて普遍的であるとすると、転写抑制因子Pemは生殖細胞系列で発現する遺

伝子の転写のタイミングを調節していることが考えられた。 

 

3. 4 Zf-1は Pem タンパク質を減少させることにより胚性発現を開始させる。 

生殖細胞系列遺伝子の発現に関与する postplasmic/PEM RNAsの探索を引

き続き行った。先行研究から、postplasmic/PEM RNAsの一つ Zf-1の機能阻

害胚では、尾芽胚の始原生殖細胞において Clone 45 の発現を示す胚が減少す

ると報告されていた (塙 卒業研究、2005年) 。よって、Zf-1が生殖細胞系列

における胚性発現に必要な因子であると考えた。Zf-1が生殖細胞系列における

胚性発現の開始に関わるか否かを調べるために、Zf-1 MOを受精卵に顕微注入

し、既に Clone 45の胚性発現が開始されている時期である神経板期からアク

チノマイシン D処理を開始し、後期神経胚期でWISH用に固定した。アクチ

ノマイシン D処理によって神経板期以降の転写を抑制することで、初期の胚性

発現のみを観察することができる。結果、conrol MOを 350 pg注入した胚の

生殖細胞系列において、Clone 45の明瞭な発現シグナルが観察されたが (Fig. 

7 A, n=15, 67%) 、Zf-1機能阻害胚では、Clone 45の発現を示す胚の割合は、

control MOを注入した胚と比べて減少した (Fig. 7 B, D, n=19, 21%) 。以上

より、Zf-1は生殖細胞系列における初期の胚性発現の開始に必要であることが

示唆された。 

使用した Zf-1 MOの特異性を検証するために、Zf-1 MOと Zf-1 mRNAの共

注入によるレスキュー実験を行った。結果、Zf-1 MOと LacZ mRNAを共注入

した胚においては、21%の胚でのみ生殖細胞系列での Clone 45の明瞭な発現

シグナルが観察されたのに対し (Fig. 7 F, n=56) 、Zf-1 MOと Zf-1 mRNAを

共注入した胚においては、47%の胚で Clone 45 の発現が観察された (Fig. 7 G, 

矢印、n=74) 。このことから、Zf-1 MOによる Clone 45の発現の減少は、Zf-

1 mRNAを共注入することによりレスキューされたことが示された。よって、

使用した Zf-1 MOは Zf-1の翻訳を特異的に阻害しているといえる。 

つづいて、Zf-1がどのようにして胚性発現を制御しているのかを調べた。前

項 3. 3の結果から、胚性遺伝子の発現には Pemタンパク質の減少が関わるこ

とが明らかになったので、Zf-1が Pemタンパク質の減少に関わるか否かを調

べた。もし、Zf-1が Pemタンパク質の減少に関わるのであれば、Zf-1の機能

阻害では生殖細胞系列の核における Pemタンパク質の減少が抑制されること

で、Clone 45の発現の生殖細胞系列での発現が減少すると考えられる。よっ

て、Zf-1と Pemを同時に機能阻害することで、胚性発現が回復するか否かを

検証した。その結果、Zf-1と Pemの二重機能阻害では、67% (n=23) の胚にお

いて正常胚と同程度の強さの Clone 45の発現が観察され、このような胚の頻
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度は Zf-1 MOと control MOを共注入した場合よりも有意に高くなった (Fig. 

7 B, C) 。よって、Zf-1による胚性発現の調節は Pemの量的調節を介している

ことが示された。 

さらに、Zf-1機能阻害胚の生殖細胞系列における Pemタンパク質を免疫染

色し、Zf-1が Pemタンパク質量をコントロールしているか否かを直接検証し

た。正常な 64細胞期の生殖細胞系列では、Pemタンパク質は核においてわず

かに検出された (n=24; Fig. 7 I) 。しかしながら、Zf-1機能阻害を行ったすべ

ての 64細胞期胚の生殖細胞系列の核において Pemタンパク質の明瞭なシグナ

ルが検出された (n=28, Fig. 7 J) 。以上の結果から、Zf-1は Pemタンパク質

を減少させることにより、胚性発現を促進していることが示唆された。また、 

 

 

Fig. 7 Zf-1による Clone45 の胚性発現と Pemの制御 
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A-D: 受精卵に control MOを注入し、神経板期からアクチノマイシン D処理を
し、後期神経胚で固定した胚は、生殖細胞系列において Clone 45の発現が観
察される (A, 矢印) 。Zf-1 MOと control MOを受精卵に顕微注入した胚で
は、生殖細胞系列での Clone 45の明瞭な発現を示す胚の数が減少した (B) 。
Zf-1 MOと Pem MOを顕微注入した胚 (C) においては、control MOのみを
注入した胚 (A) と同程度の強さの Clone 45の発現を示す胚の割合が増加した 

(A, C, D) 。Dは A-Cの胚の生殖細胞系列において Clone 45の発現が観察さ
れた胚の数と割合を示している。**はカイ二乗検定を行い、P<0.01の有意差
が見られたことを示している。胚の図の黒矢印は生殖細胞系列における Clone 
45の発現を示している。スケールバーは 20 μmである。図の左上は全胚像で
あり、破線で囲んだ部分を拡大して示している。右下の数字は胚性発現マーカ
ーClone 45の明瞭なシグナルが観察された胚の数を示している。 

 

E-H: 使用した Zf-1 MOの特異性を検証するために Zf-1のレスキュー実験を行っ
た。神経板期からアクチノマイシン D処理をした正常胚においては Clone 45
の発現が観察された (E, 矢印)。Zf-1 MO注入胚では Clone 45の発現を示す胚
の割合は減少した (F, 矢印)。Zf-1 MOと Zf-1 mRNAを共注入したところ、ア
クチノマイシン D処理をしたのみの胚 (E, 矢印) と同程度の強さの発現を示
す胚の数が増加した (G, 矢印)。Hは E-Gの胚の生殖細胞系列において Clone 
45の発現が観察された胚の数と割合を示している。**はカイ二乗検定を行い、
P<0.01の有意差が見られたことを示している。胚の図の黒矢印は生殖細胞系
列における Clone 45の発現を示している。スケールバーは E-Gは 50 μmであ
る。図の左上は全胚像であり、破線で囲んだ部分を拡大して示している。右下
の数字は胚性発現マーカーClone 45の明瞭なシグナルが観察された胚の数を示
している。 

 

I- L: ZF-1機能阻害胚における Pemタンパク質の影響を調べた。受精卵に
control MOを注入した 64細胞期においては、生殖細胞系列の核での Pemタ
ンパク質は少ない割合の胚でわずかに検出されるのみであった (I) 。Zf-1機能
阻害胚では生殖細胞系列の核において明瞭な Pemタンパク質が検出された胚
の数が増加した (J) 。I’ J’では DAPI染色によって生殖細胞系列の核を検出し
ている (I’, J’, 矢印) 。I’ J’はそれぞれ I, Jと同じ焦点面で撮影している。よっ
て、核から焦点面が外れているため、核での Pemタンパク質シグナルが検出
されなかったのではない。Kは I, Jの胚の生殖細胞系列の核において Pemタ
ンパク質の明確な発現が観察された胚の数と割合を示している。**はカイ二乗
検定を行い、P<0.01の有意差が見られたことを示している。Lは I, Jの胚に
おいて、核に Pemタンパク質が存在しないであると考えられている体細胞 a 

7.10の核の蛍光強度を 1としたときに、生殖細胞系列の細胞 B 7.6での核の蛍
光強度が何倍強いかを各胚において計測した結果である。マン・ホイットニー
の U検定およびウェルチの t検定を行い、P<0.01の有意差が見られたことを
表に記載している。 

胚の図の白矢印は生殖細胞系列の核を (I, I’, J, J’) を示している。図は、植
物極側から撮影している。上が胚の前方、下が胚の後方である。スケールバー
は 20 μmである。図の左上は全胚像であり、破線で囲んだ部分を拡大して示し
ている。右上；の数字は、核における Pemタンパク質が明瞭に観察された胚
の数 (I, J) を示している。 
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CABでのシグナルも増加したことから、CABにおける Pemタンパク質の翻訳

量が増加していることが示唆された。しかし、Zf-1が CABの構造や大きさに

影響を与えている可能性もある。 

それでは、Zf-1はどのような分子メカニズムで Pemタンパク質を減少させ

るのだろうか。Zf-1は C3H型 zinc finger domainをコードしていることか

ら、RNA結合タンパク質であると考えられている (Nakamura et al., 2003; 

Sasakura et al., 2000) 。このことから、Zf-1は Pem mRNAと結合すること

により、Pemの翻訳抑制もしくはmRNAの分解によってタンパク質の減少を

引き起こしている可能性が考えらる。 

そこで、尾芽胚期において Pem mRNAのWISHと Pemタンパク質の免疫

染色を行ったところ、尾芽胚期の生殖細胞系列では、WISHによって Pem 

mRNAのかなりの残存が観察されるのに対して (Fig. 8 A) 、免疫染色によっ

て Pemタンパク質は検出されなかった (Fig. 8 B) 。このことから、Pem 

mRNAは存在するものの、翻訳が抑制されている可能性が考えられたので、

Zf-1が Pem mRNAの翻訳を制御している可能性が高いことが分かった。 

 

 

 
Fig. 8 尾芽胚における Pem mRNA および Pem タンパク質の発現 
中期尾芽胚における Pem mRNA (A) および Pemタンパク質 (B) の発現を観察した。

Pem mRNAは生殖細胞系列で発現が観察されたが (A, 矢印) 、Pemタンパク質は検出さ
れなかった (B) 。図は全て横から観察しており、全胚図 (左上) のうち破線で囲んだ部分
の拡大図を示している。また、生殖細胞系列の前方に Pem mRNAの点在が観察された (A 

白矢尻) 。カタユウレイボヤ胚においては、生殖細胞系列 B 7.6は始原生殖細胞 B 8.12

と、B 8.12の前方に位置する細胞 B 8.11に分裂することが知られている (Shirae-

Kurabayashi et al., 2006) 。しかし、マボヤ胚における Pem mRNAの点在 (A, 白矢印) 

が細胞であるかどうか、そして細胞である場合は B 8.11に相当するものであるかどうかは
不明である。各図の右下には生殖細胞系列における Pem mRNAもしくは Pemタンパク
質の観察された胚の数と割合を示している。スケールバーは 50 μmである。 
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第四章 考察 

4.1 本研究から示唆されたこと 

本研究の結果から以下の事項が示唆された。 

① 卵割期の生殖細胞系列では、Popk-1が CAB の大きさの制御を通して、局

在するmRNA量及び転写抑制に必要な Pemタンパク質量を間接的に制御

することで、生殖細胞系列のグローバルな転写抑制に寄与する。 

② 生殖細胞系列における胚性発現マーカー遺伝子 Clone 45の転写は 110細胞

期～初期原腸胚において開始する。 

③ 転写抑制因子 Pemが発生に伴い減少する事により生殖細胞系列の胚性発現

遺伝子 Clone 45 の発現が開始する。 

④ Zf-1は Pemタンパク質翻訳量を減少させることにより、胚性発現を開始さ

せる。 

 

これらの結果及び先行研究の結果を基にして、マボヤの胚発生期における生

殖細胞系列での転写制御機構は以下のようなものであると考えている (Fig. 

9) 。すなわち、4細胞期～16/ 32細胞期頃までの初期胚においては、Popk-1 

 

 

Fig. 9 postplasmic/PEM RNAsによる生殖細胞系列の転写調節機構のモデル 
生殖細胞系列の転写調節において Pemは、体細胞系列遺伝子の抑制 (16~32細胞期頃ま

で) と生殖細胞系列の胚性遺伝子の発現の調節 (110~初期原腸胚期以後) の 2つの機能を
持つと考えられる。そして、これらの機能を担う Pemタンパク質の発現レベルは Popk-1

と Zf-1が調節していることが示唆された。16~32細胞期頃までの初期卵割期胚において
は、Popk-1が CABを形成し、転写抑制に十分な量の Pem mRNAの CABへの局在を促
すことにより、Pemタンパク質の翻訳に寄与する。結果、Popk-1はグローバルな転写抑
制をする。そして、Zf-1が Pemタンパク質の発現量を減少させることにより、生殖細胞
系列の胚性遺伝子の発現が開始する環境を提供し、110~初期原腸胚期から生殖細胞系列の
胚性発現が開始する。また、32細胞期頃から体細胞系列遺伝子の異所的な発現は Pemに
よる抑制からそのほかの抑制機構に受け継がれる。 
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が正常な大きさの CABを形成することにより、Pem mRNAは CABに局在

し、翻訳される。翻訳された Pemタンパク質は生殖細胞系列の核へ移行し、

pTEFbに結合することにより、RNA polymeraseⅡの転写伸長活性を抑制す

る。このことによって、グローバルな抑制がおこる。発生が進行すると、Zf-1

によって Pemタンパク質の翻訳量が減少し、Pemによる転写抑制が解除され

る。このことにより、転写が開始する環境が整えられ、110細胞期/初期原腸胚

から、生殖細胞系列遺伝子の胚性発現が開始する。しかし、Zf-1の発現がどの

発生ステージから開始し、いつまで機能するかは現段階では不明である。同系

列における体細胞遺伝子の発現の抑制は Pemによるグローバルな抑制の後

に、Pemとは独立したその他の機構によって抑制され続けるので、生殖細胞系

列において発現が開始することはない。このように、本研究での解析は、マボ

ヤの生殖細胞系列における転写制御機構の全体像を明らかにすることに貢献し

たといえる。 

 

4. 2 生殖質の形成と転写抑制 

本研究から、リン酸化酵素である Popk-1は Pemを介して、間接的に生殖細

胞系列での体細胞系列遺伝子の転写を抑制することが示唆された。先行研究か

ら、CABには postplasmic/PEM RNAsが局在し (Nakamura et al., 2003; 

Prodon et al., 2007; Makabe and Nishida, 2012) 、これらのmRNA群は

CABにおいて翻訳されると考えられている (Paix et al., 2011) 。このことか

ら、Popk-1は Pemの翻訳の場を適切に形成することを介して、生殖細胞系列

での転写抑制に寄与していると考えられる。 

先行研究から、Popk-1機能阻害胚では筋肉及び間充織マーカー遺伝子の発

現が観察されないこと、postplasmic/ PEM RNAsの一つMacho-1 mRNAの

CABに局在する量が減少することが報告されている (Nakamura et al., 

2005) 。Macho-1 は筋肉のマスター因子であり、間充織の形成を制御するこ

とから (Nishida and Sawada, 2001; Kobayashi et al., 2003) 、Popk-1は

CABの形成を促し、正常な量のMacho-1 mRNA を局在させることによって

筋肉と間充織の形成を制御すると考えられる (Nakamura et al., 2005) 。この

先行研究からの知見は、Popk-1が正常な CABの形成を促し、局在する Pem 

mRNAの量を制御することにより、転写抑制に寄与するという本研究結果と類

似している。 

他の動物種においても、生殖質を形成する因子が数種類同定されている。そ

の例として、ショウジョウバエの Oskar (Ephrussi et al., 1999; Bretwieser et 

al., 1996) 、線虫の PGL-1, 3 (Hanazawa et al., 2011) 、ゼブラフィッシュの

Backy ball (Bontems et al., 2009) 、アフリカツメガエルの Xpat (Machado et 
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al., 2005) が挙げられる。これらの因子は他の母性mRNAとタンパク質を生殖

質に局在させ (Ephrussi et al., 1999, Hanazawa et al., 2011, Bontems et al., 

2009, Machado et al., 2005)、始原生殖細胞の形成に必要であることが知られ

ている (Ephrussi et al., 1999, Bontems et al., 2009, Machado et al., 2005) 。

ハエでは、oskar変異体の生殖質では pgc mRNAの後極での局在および翻訳は

観察されないこと (Nakamura et al., 1996; Rangen et al., 2000)、Nanosは生

殖質に局在した nanos mRNAのみが翻訳されること(Gavis and Lehmann, 

1992; Wang et al., 1994; Zaessinger et al., 2006; Jaske et al., 2015) が知られ

ている。このことから、ハエはマボヤと同様に生殖質の形成に必要な因子が転

写抑制因子の適切な翻訳を介して転写抑制を制御する可能性がある。しかしハ

エを含む他の動物において、生殖質の形成に必要な因子が生殖細胞系列の転写

抑制に寄与するかについては殆ど調べられていない。 

また、上述のホヤ以外の動物種において生殖質の形成を制御する因子であ

る、ハエの Oskar、線虫の PGL-1, 3、ゼブラフィッシュの Backy ball は互い

に進化的な保存性がなく、他の動物にオーソログが存在しない、それぞれの系

統で新たに獲得した遺伝子である (Ephrussi et al., 1999; Hanazawa et al., 

2011; Bontems et al., 2009; Machado et al., 2005; Ewen-Campen et al., 2010; 

Kumano et al., 2014) 。このことは、生殖質局在型の形成様式は祖先的な形質

ではなく派生的な形質であることを支持する。しかし、Popk-1はリン酸化酵

素であり (Nakamura et al., 2005) 、線虫およびマウスにおいてそれぞれオー

ソログである SAD-1, SAD-Aが存在することが知られており、これらの動物種

においては、神経軸索の正常な機能に重要であることが知られている (Crump 

et al.,2001; Kishi et al., 2005) 。他の動物種においても、Popk-1のオーソロ

グが生殖細胞系列の形成に関与するかはとても興味深い。なお、ホヤ胚におい

て Popk-1のリン酸化標的因子や生殖質の形成に寄与する詳細な分子メカニズ

ムについては不明である。 

 

4. 3 Pem による体細胞遺伝子および生殖細胞遺伝子の転写制御 

本研究から、胚発生に伴う Pemタンパク質レベルの減少は、生殖細胞系列

の胚性発現の開始に必要十分であることが示唆された。先行研究では、免疫染

色によって検出される Pemタンパク質レベルは 32~64細胞期において徐々に

減少することが知られている (Negishi et al, 2007) 。この結果は、Clone 45

の胚性発現が 110細胞期～初期原腸胚において開始することを示唆するという

本研究の結果と一致する (Fig. 5) 。よって、Pemは体細胞系列遺伝子の発現

の抑制の他に (Kmano et al., 2011) 、その量的減少によって生殖細胞系列での

胚性発現の開始時期の制御をしていることが示唆された。それでは、どのよう
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な機構によって、Pemは異なる種類の遺伝子の転写を調節しているのだろう

か。 

先行研究から、少なくとも 8~32細胞期頃の生殖細胞系列において、調べら

れた限りすべての体細胞系列遺伝子の発現は Pemによって抑制され、Pem機

能阻害胚では生殖細胞系列において、異所的な体細胞系列遺伝子の発現が観察

される。しかし詳細にみると、16細胞期の Pem機能阻害胚の生殖細胞系列に

おいて異所的な発現を示す体細胞系列の転写因子 FoxA, FoxD.a, SoxB1は、32

細胞期胚においては生殖細胞系列での異所的な発現は観察されない (Kumano 

et al., 2011) 。生殖細胞系列では、体細胞系列遺伝子の転写は継続的に抑制さ

れることを考慮すると、このことは、Pemによる体細胞系列遺伝子の転写抑制

機構は 32細胞期以降に別の抑制機構に引き継がれる可能性を示しており、

Pemの後に別の転写抑制機構が存在すると考えられる。 

一方で、生殖細胞系列で起こる胚性遺伝子発現は 110細胞期~初期原腸胚ま

で Pemによる転写抑制を受けていると考えられる。すなわち、生殖細胞系列

において Pemによる体細胞系列遺伝子と胚性の生殖細胞系列遺伝子の転写抑

制制御が起こっている時期が異なることが示唆される。よって、Pemが減少す

ることにより体細胞系列遺伝子が発現することを防ぐために、体細胞系列の抑

制機構は Pemによる機構から別の機構に移行する可能性が考えられる。この

ことにより、発生がさらに進行し、生殖細胞系列での胚性発現が開始する時期

においても体細胞系列遺伝子の発現は抑制されたままであると考えれられる。 

体細胞系列遺伝子の転写抑制機構がより早い時期においてPemからそれ以外

の機構に移行するということは、体細胞系列遺伝子の発現はPemタンパク質量

の減少の影響を非常に受けやすい可能性がある。実際、生殖細胞系列から分離

した体細胞 (B 5.1等) では、分離後速やかにFoxA等の体細胞遺伝子の転写が

開始される。すなわち、生殖細胞系列から分離した体細胞系列では、Pemタン

パク質の供給源と考えられているCABが受け継がれないため、Pemタンパク質

が減少し、転写抑制が解除されることで体細胞系列遺伝子の発現がすぐに開始

すると考えられる。 

Pemによる転写抑制が解除された後、速やかに体細胞系列遺伝子が転写され

るのは、体細胞遺伝子の転写は伸長反応の途中段階で停止しているからだと考

えられている。酵母、ショウジョウバエ、ヒトの細胞などにおいては、転写が

不活性化している多くの遺伝子においてRNA PolymeraseⅡがDNA上にロード

されているが伸長活性のない状態で各遺伝子の5’ 領域に留まっていることが報

告されている (Radonjic et al., 2005; Zeitlinger et al., 2007; Muse et al., 2007; 

Guenther et al., 2007) 。そして、この状態が、胚発生におけるシグナル制御

に応じての素早い転写の開始に寄与していると考えられている (Zeitlinger et 
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al., 2007; Kumano et al., 2011) 。マボヤのPemは転写伸長を抑制することか

ら、転写の開始は既に起こっていることが予想される (Kumano et al., 

2011) 。このことにより、Pemによる抑制が解除され、体細胞遺伝子の転写の

伸長が速やかに再開され、転写が起こると考えられる。 

 

4. 4 Pem 以外の転写抑制機構 

前項 4. 3で述べたように、Pemの他に生殖細胞系列における体細胞系列遺

伝子の転写抑制機構が存在し、32細胞期頃から別の抑制機構に引き継がれるこ

とが示唆された。線虫では、PIE-1による RNA polymeraseⅡの転写伸長の制

御による転写抑制機構の後、体細胞系列遺伝子の抑制はクロマチン修飾による

抑制機構に引き継がれると考えられている (Schaner et al., 2003; Lachner et 

al., 2003; Bender et al., 2009) 。また、線虫の生殖細胞系列遺伝子の胚性発現

は、PIE-1タンパク質が消失するだけで活性化することが知られている 

(Spencer et al., 2011) 。このことから、PIE-1分解後の線虫の生殖細胞系列で

は、胚性発現遺伝子に関してはクロマチン修飾による抑制をうけないのかもし

れない。ホヤの生殖細胞系列においても、Pemがなくなっても生殖細胞系列に

おける体細胞系列遺伝子の抑制はクロマチン修飾によって体細胞系列遺伝子の

転写が抑制され続けるため、生殖細胞系列の胚性発現遺伝子のみが発現するよ

うになるのかもしれない。 

 

4. 5 Zf-1による Pemタンパク質の減少機構 

本研究では、Zf-1が Pemタンパク質レベルを減少させることにより、胚性

発現のタイミングを制御することが示唆された。Zf-1 mRNAは母性由来で未

受精卵中に存在する。そのため、Zf-1タンパク質は発生過程で徐々に翻訳さ

れ、Pemの翻訳抑制に十分量蓄積することで、あるタイミングから Clone 45

の転写開始を引き起こすと予想される。 

Zf-1は C3H型の Zinc finger domainをコードしていることから RNA結合

タンパク質であることが予想される (Nakamura et al., 2003; Sasakura et al., 

2000) 。RNA結合タンパク質による翻訳抑制は他の動物種の生殖細胞系列の

形成においても重要な役割を果たすことが知られている (Ewen-Campen et 

al., 2010; Marlow et al., 2015; Strome et al., 2015) 。例えば、Nanosは RNA

結合タンパク質の Pumilioと複合体を形成し、胚の前方の形成に重要な

hunchbackの翻訳抑制をすることで胚後方の形成に寄与する (Sonoda and 

Wharton 1999; Edwards et al., 2001) 。他にも、RNA結合タンパク質 Bruno

は oskarの翻訳抑制を介して oskar mRNAの胚後方への局在が完了するまで
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に Oskarの翻訳が起こらないようにしている (Kim-Ha et al., 1995; Webstar 

et al., 1997) 。 

よって、マボヤにおいても RNA結合タンパク質によって生殖細胞系列の形

成が制御されている可能性が十分考えられる。現在、Zf-1が Pem mRNAもし

くは、Pemタンパク質の翻訳を正に制御する因子のmRNAに結合することに

よって Pemタンパク質の翻訳量を減少させる機構を予想している。今後、こ

の可能性を検証するために後述 4. 6で述べる解析を行うことにより検証した

い。 

 

4. 6総括および今後の課題 

本研究の結果から、postplasmic/PEM mRNAsのメンバーである Popk-1と

Zf-1が、転写抑制因子 Pemのタンパク質レベルをそれぞれ正もしくは負に制

御することで生殖細胞系列において適切な転写制御が行われ、生殖細胞系列の

形成に寄与することが示唆された。 

今後の課題として以下の研究が挙げられる。すなわち、本研究に直接関わる

ものとして、①Zf-1による Pemタンパク質の減少メカニズムの詳細な解析、

②今回得られた胚性発現の開始メカニズムが普遍的であるかを検証するために

Clone 45以外の胚性発現マーカーを用いての解析が挙げられる。また、ホヤの

生殖細胞系列における生殖細胞系列の転写制御の全体像の解明のために、③

Pem以外の転写調節機構の解明とそれを制御する因子の探索が挙げられる。 

 

課題① Zf-1による Pem タンパク質の減少メカニズムの詳細な解析。 

本研究では、Zf-1が Pemタンパク質を減少させることにより、生殖細胞系

列での胚性発現が開始することが示唆された。しかし、本研究では詳細な解析

には至らなかった。Zf-1による Pemタンパク質減少の詳細なメカニズムを明

らかにするための実験として、1) Zf-1の強制発現実験、2) Zf-1タンパク質の

発現パターンの記載、3) Zf-1タンパク質と Pem mRNAの結合実験が挙げられ

る。 

 

1) Zf-1の強制発現実験 

本研究では、生殖細胞系列の核における Pemタンパク質の発現量の減少や

胚性発現の開始が Zf-1により引き起こされるのか、その十分性を検証するに至

らなかった。これらを検証するために、Zf-1 の強制発現を行い、Pemタンパ

ク質の減少する時期が早まるか、胚性発現の開始時期が早まるかを調べる必要

がある。現在、Zf-1の強制発現に対する Pemタンパク質の影響を検証してい

る。例数は少ないが、LacZ mRNAを受精卵に顕微注入した全ての胚では、32
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細胞期の生殖細胞系列の核と CABにおいて明瞭な Pemタンパク質の存在が観

察された (Fig. 10 A, 100%, n=6) 。しかし、Zf-1 mRNAを顕微注入した胚で

は生殖細胞系列の核において明瞭な Pemタンパク質の存在を示した胚の数は

減少した (Fig. 10 B, 40%, n=10) 。このことから、Zf-1は Pemタンパク質の

減少に十分であることが示唆された。まだ、これは予備的な結果であり、参考

までにここに記したが、今後、実験の例数を増やすことにより、引き続き検証

する。 

また、C3H型 Zinc finger domainが欠失した Zf-1 mRNAを顕微注入し、

RNA結合機能が失われた Zf-1を強制発現した胚において Pemタンパク質の減

少する時期が早まるか、胚性発現の開始時期が早まるかを調べることにより、

Zf-1の RNA結合機能が Pemタンパク質の減少及び、胚性発現の開始に重要で

あるかを検証する必要がある。 

 

2) 胚発生における Zf-1タンパク質の翻訳量の変化の記載 

先行研究から、Pemを含む postplasmic/PEM RNAsは CABで翻訳される

ことが示唆されているので (Paix et al., 2011) 、Zf-1は CABにおいて Pemタ

ンパク質の翻訳量を減少させていると考えられる。そして、Pemタンパク質の

翻訳量は胚発生に伴い減少するので、反対に、Zf-1タンパク質は胚発生のある 

 

 
Fig. 10 Zf-1による Clone45 の胚性発現と Pem の制御 

ZF-1強制発現胚における Pemタンパク質量の影響を調べた。LacZ mRNAを注入した
32細胞期においては、生殖細胞系列の核での Pemタンパク質は生殖細胞系列の核 (A, 矢
印) と CAB (A, 矢尻) で観察された 。しかし、Zf-1 mRNAを注入した胚では、Pemタ
ンパク質は CABで観察されたが (B, 矢尻) 、核では Pemタンパク質は殆ど観察されなか
った (B, 矢印) 。写真はコンフォーカル顕微鏡を用いて撮影しており、生殖細胞系列の細
胞全体を撮影した写真をMax intensityによって重ね合わせたものである。スケールバー
は 50 μmである。図の左上は全胚像であり、破線で囲んだ部分を拡大して示している。右
上の数字はもしくは核における Pemタンパク質が明瞭に観察された胚の数を示してい
る。 
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時期から徐々に翻訳されることが予想される。このことを検証するために、受

精卵から尾芽胚までの各胚発生ステージにおいて Zf-1タンパク質の免疫染色を

行い、CABにおける Zf-1タンパク質の翻訳量を検出することで、解析を行う

必要がある。 

 

3) Zf-1タンパク質と Pem mRNAの結合実験 

Zf-1の分子的なメカニズムの解析は重要な実験である。現在、Zf-1は翻訳抑

制によって Pemタンパク質の発現を制御する機構を予想している。そのため

に、in vitro翻訳系を用いて Zf-1タンパク質存在下で Pemタンパク質の翻訳

が起きるか否かを検証することが必要である。また、Zf-1タンパク質と Pem 

mRNAが結合するか否かを調べるために pull down assay 法を用いて Zf-1タ

ンパク質に結合するmRNAに Pem mRNAが含まれるのかを解析することも

重要である。 

 

 

Fig. 11 各発生ステージの生殖細胞系列における Clone 45の発現 
中期原腸胚から中期尾芽胚までの胚において Clone 172のWISHを行った。初期神経胚

以後において生殖細胞系列発現が観察されたが (D-H) 、神経板期以前では母性由来の
mRNAによると考えられるバックグラウンドが生殖細胞系列の周辺で発現していたため、
生殖細胞系列で発現しているか否かを判別することができなかった (A-C)。左上が胚の全
胚像で、破線で囲んだ部分の拡大図を示している。図は全て上が胚の前方、下が後方であ
る。中期、後期原腸胚は植物極側から見た図、神経板期〜後期神経胚は腹側から、初期・
中期尾芽胚は横側から観察した。スケールバーは 50 μm、各図の右下には生殖細胞系列発
現が観察された胚の数と割合を示す。矢尻は間充織における染色を示している。生殖細胞
系列での発現かどうかを判別できなかった胚は n.d. (not determined) と表記している。  
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課題② Clone 45 以外の胚性発現マーカーを用いての解析 

本研究では胚性発現マーカーとして Clone 45を用い、生殖細胞系列の胚性

発現は 110細胞期~初期原腸胚期の間に開始することが示唆された。ただし、

Clone 45には母性mRNAがあらかじめ存在すること、生殖細胞系列以外でも

間充織に胚性発現があることなどから理想的な生殖細胞遺伝子の胚性発現マー

カーであるとは言い難い。ただし、そのような理想的な発現を示す遺伝子はま

だマボヤでは同定されていない。よって、Clone 45 以外の生殖細胞系列の胚性

発現遺伝子についても、転写開始時期や開始機構が同じかは興味深い。よっ

て、MAGESTから他の胚性発現マーカーの探索を行い、胚性発現の開始時期

および機構について解析することが望まれる。 

予備的には、Clone 45 の他に Clone 172と呼ばれる遺伝子について解析を試

みている。その予備的結果を参考までに以下に示しておく。Clone 172 はWW 

domain-containing adapter proteinをコードすると予測されている遺伝子であ

る。まず、生殖細胞系列における Clone 172の胚性発現の開始時期を特定する

ために、WISHを中期原腸胚から中期尾芽胚までの各発生ステージで行った。

結果、初期神経胚以後のステージの胚の生殖細胞系列で Clone 172の発現が観

察された (Fig. 11 D-H, 矢印) 。しかし、神経板期以前のステージでは生殖細

胞系列の周囲に弱いながらもシグナルが観察されたため生殖細胞系列での発現

を確認することができなかった (Fig. 11 A-C) 。このように、Clone 172 にも

母性mRNAや間充織での発現が存在しており、残念ながら理想的なマーカー

ではない。 

Clone 45を解析した際と同様にアクチノマイシン D処理を用いた実験を行

った (Fig. 12) 。その結果、初期原腸胚からアクチノマイシン D処理をした胚

においては、59%以上の胚において明瞭な生殖細胞系列における Clone 172 の

発現の発現が観察された (Fig 12 C-H) 。110細胞期から処理を開始した胚に

おいては 62%において発現は観察されず (Fig 12 B, n=50) 、64細胞期から処

理を開始した胚においては発現を示す胚は観察されなかった (Fig. 12 A, 

n=48) 。このことから、Clone 172の生殖細胞系列における胚性発現は 110細

胞期頃から開始することが示唆された。本研究結果から、生殖細胞系列での

Clone 45の胚性発現は 110細胞期～初期原腸胚から始まることが示唆された

ことから、Clone 45, 172 の胚性発現はほぼ同時期に開始することが示唆され

た。 
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Fig. 12 アクチノマイシン D処理胚における Clone 172の発現 

64細胞期から中期神経胚までの各発生段階からアクチノマイシン D処理を開始し、後
期神経胚まで発生させた後、Clone 172のWISHを行った。初期原腸胚以降に処理を開始
した胚の多くで、生殖細胞系列において遺伝子発現が観察されたが (C-H, 矢印) 、110細
胞期で処理を開始した胚では発現が観察された胚は 42%であり (B) 、64細胞期から処理
した胚は 0%であった (A) 。胚の図は全て腹側から観察したもので、上が胚の前方を、下
が後方である。左上は全胚像で、全胚像の破線で囲った部分の拡大図を示している。矢印
は生殖細胞系列での胚性発現を、矢尻は間充織での染色を、数字は生殖細胞系列での発現
が観察された胚の数と割合を示している。スケールバーは 50 μmである。 

Jは A-Hの各処理において Clone 172の強い発現、弱い発現が観察された胚、発現が観
察されなかった胚の割合を示している。 
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次に、Clone 172の生殖細胞系列における胚性発現が Pemによって制御され

ているかを調べた。生殖細胞系列において Pemタンパク質を過剰発現した尾

芽胚においては、コントロール胚 (Fig. 13 A, n=16) と比較して Clone 172 の

発現量が減少し、コントロールと同程度の Clone 172の発現を示す胚は観察さ

れなかった (Fig. 13 B, n=13) 。一方で、Pemの機能阻害をすると、Clone 45

の解析結果とは異なり、Clone 172の発現は観察されなかった (Fig 13 D, 

n=32) 。このことから、ネガティブリザルトであるが、生殖細胞系列における

Clone 172の胚性発現に Pemタンパク質の減少は必要であるが十分ではないこ

とが示唆された。 

さらに、Clone 172 の発現が Zf-1によって制御されているかを調べた。Zf-1

機能阻害胚では、Clone 45 の発現と同様に神経板期における明瞭な Clone 172

の発現を示す胚の数は減少した (Fig 13 F, n=20, 45%) 。しかし、Zf-1 MOと

Pem MOを共注入した胚においては、生殖細胞系列での Clone 172の胚性発現

が観察された胚は 39%であり (Fig. 13 G, n=18) 、Zf-1のみを機能阻害した胚

と有意差は確認されなかった (Fig. 13 H) 。このことから、Clone 172 の発現

は Zf-1の機能阻害によって抑制されるが、この発現の抑制は Pemの機能阻害

によって解除されないことが示唆された。 

以上の結果から、Clone 172 の胚性発現は Zf-1によって制御されるが、Pem

の減少を介さない別の機構によって制御されている可能性が考えられた。しか

し現時点ではまだ、これらの結論を確証するには至っていない。Pemの機能阻

害が十分ではない可能性もあるため、注入する Pem MO量を増やすことによ

り、さらなる検証を行う必要がある。 

 

課題③Pem 以外の転写調節機構の解明とそれを制御する因子の探索 

postplasmic/PEM mRNAsはいまだ機能未知遺伝子が多く存在し、本研究で

は機能解析に至らなかった他の postplasmic/PEM mRNAsについて、生殖細

胞系列の転写調節における解析を行うことが望まれる。具体的には本研究と同

様に遺伝子特異的なMOによる機能阻害を行い、卵割期の生殖細胞系列におけ

る FoxD.aの異所的な発現がみられるかを観察することで、体細胞系列遺伝子

の転写抑制に寄与するかを検証する。因子が特定された場合、Pemを介した転

写調節をするのか、Pemとは独立した機構によって転写調節に寄与するのかに

ついて調べるために、特定された因子のMOを注入した胚の生殖細胞系列の核

において Pemタンパク質が減少するかを調べるとよい。 

 また、胚性発現の開始に寄与する因子の探索をする。特に、生殖細胞系列の

発現を正に制御する転写因子の探索は重要である。postplasmic/ PEM mRNAs

のうち、転写因子をコードしているのはMacho-1 (Nishida and Sawada et al., 
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2001) 及び Ets (Miya and Nidhida, 2003) があるので、これらを第一の候補 

 

 
Fig. 13 Zf-1による Clone172 の胚性発現と Pemの制御 
A, B: LacZ mRNA を生殖細胞系列 B 5. 2の左右両側に顕微注入した胚では尾芽胚

の生殖細胞系列での Clone 172の発現が観察される (A) 。Pem mRNAを B 5. 

2の左右両側に顕微注入し過剰発現を行い、これら子孫細胞で Pemタンパク質
の減少を抑えたところ、Clone 45の発現が弱くなった (B)。矢印は生殖細胞系
列での発現を示している。図は、側面から撮影した胚である。右が胚の前方、
左が胚の後方である。 

C, D: 受精卵に control MOを注入し、110細胞期からアクチノマイシン D処理を
した胚では生殖細胞系列における Clone 172の発現は検出されなかった 

(C) 。Pem MOを受精卵に顕微注入した胚においても Clone 172の発現は検出
されなかった (D) 。上が胚の前方、下が胚の後方である。 

E-H: 受精卵に control MOを注入し、神経板期からアクチノマイシン D処理をし
た胚では、Clone 172の発現が観察される (E, 矢印) 。Zf-1 MOと control 

MOを受精卵に顕微注入した胚では、生殖細胞系列での Clone 172の明瞭な発
現を示す胚の数が減少した (F)。Zf-1 MOと Pem MOを顕微注入した胚にお
いても生殖細胞系列での Clone 172の明瞭な発現を示す胚の数が減少した 

(G)。Hは E-Gの胚の生殖細胞系列において Clone 172の発現が観察された胚
の数の割合を示している。**はカイ二乗検定を行い、P<0.01の有意差が見ら
れたことを示している。胚の図は、胚を腹側から撮影している。上が胚の前
方、下が胚の後方である。黒矢印は生殖細胞系列における Clone 45の発現を
示している。スケールバーは A-Cは 20 μm、E-Gは 50 μmである。図の左上
は全胚像であり、破線で囲んだ部分を拡大して示している。右下の数字は胚性
発現マーカーClone 45の明瞭なシグナルが観察された胚の数を示している。 
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因子として解析することで、これら postplasmic/ PEM mRNAsが生殖細胞系

列の胚性遺伝子の転写を正に制御するのか否かを調べる必要がある。また、

postplasmic/ PEM mRNAsの他にも、β-cateinタンパク質は CABに局在す

ることが報告されているので (Kumano et al., 2009) 、β-cateinについても候

補因子として挙げられる。 

さらに、Pemの減少後、体細胞系列遺伝子の抑制と、生殖細胞系列の胚性発

現抑制との遺伝子の区別がどのようなメカニズムで行われているのかについて

解析することは興味深い。他の動物においては、転写抑制因子による抑制の

後、クロマチン修飾による抑制に引き継がれることが考えられているため、転

写開始の指標となるヒストン H3K4のメチル化や H4K8のアセチル化、転写

抑制の指標となるヒストン H3K27のメチル化を検出する抗体を用いて生殖細

胞系列の核のエピジェネティックな制御状態について解析する。32細胞期以降

の生殖細胞系列においてクロマチン修飾による転写抑制の状態が観察された際

は、それを制御する因子の探索をする。その候補因子は postplasmic/ PEM 

mRNAsだけでなく、ヒストン H4K8の脱アセチル化を担う histone 

deacetylase (HDAC) (contigs 52, 3281) 、Polycomb タンパク質の Enhancer 

of zeste homolog 2 (EZH2) (contig 7325) など、他の動物で転写抑制に関わる

遺伝子のオーソログがMAGESTに登録されている因子も含まれる。生殖細胞

系列のクロマチン修飾を制御する因子の探索に成功した場合は、その因子の機

能阻害胚の生殖細胞系列において異所的な体細胞系列遺伝子の発現が観察され

るかを検証する。 

 

ホヤの生殖細胞系列の発生における知見はその他のモデル動物と比べると乏

しい。よって、生殖細胞系列の転写抑制機構だけでなく、詳細な細胞系譜の追

跡や始原生殖細胞に特徴的である細胞分裂の停止機構等の現象について解析を

行うことによって、新たに興味深い知見を得られることが期待される。特に、

生殖細胞系列の詳細な細胞系譜は基礎的かつ重要な情報を提供するにも関わら

ず、マボヤでは初期原腸胚期以後は不明である。そこで、64~110細胞期の生

殖細胞系列 B 7.6を蛍光色素 DiIで標識することで、どのステージにおいて分

裂するのか、分裂パターンはカタユウレイボヤと同じであるかを解析する。そ

して、尾芽胚期において始原生殖細胞は正中線上に一列に並ぶことが知られて

いるが、生殖細胞系列 B 7.6の左右の子孫細胞がどのような配置をとるかを記

載する。その際、DiI及び DiOによって左右の生殖細胞系列を標識し、細胞を

追跡する。 

他にも、尾芽胚期において観察される Pem mRNAの点在 (Fig.8 A, 白矢尻) 

が細胞である場合、生殖細胞系列の形成に寄与するかは興味深い。マボヤの尾
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芽胚では一部の胚において、点在が存在する位置に向けて生殖細胞系列の細胞

から突起状の構造観察されることを、筆者は観察した (未発表データ) 。ショ

ウジョウバエ、ゼブラフィッシュ、マウス、ウニ等の動物では、生殖巣原基へ

異動する始原生殖細胞において突起構造が観察され (Richardson and 

Lehmann, 2010; Campanale et al., 2014) 、線虫においては始原生殖細胞の細

胞質の一部がローブ状に変形し、隣接する体細胞に貪食される現象が知られて

いる (Adbu et al., 2016) 。このマボヤで観察された突起が生殖細胞系列の形

成においてどのような機能を持つかは非常に興味深い。 

以上のように、様々な問題が残っているが、本研究では生殖細胞系列におけ

る転写制御機構について大まかな道筋をつけることができたと考えられる。 
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