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研究成果の概要（和文）： 
 本研究課題では主にアフリカツメガエル卵を用いて、初期発生過程における様々な正および

負の細胞周期制御因子の発現や機能制御に関して詳細な研究を行った。その結果、未受精卵の

分裂停止で重要な機能を果たす Emi2 タンパク質の活性が様々なリン酸化酵素や脱リン酸化酵

素によって制御されていることを明らかにした。また、神経形成や形態形成が FoxM1、Wee1、

Chk1、Cdc25B などの様々な細胞周期制御因子によって巧妙に制御されていることなどを示した。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this project, we have studies the detailed mechanisms of both positive and negative 
controls of the cell cycle during early development of the amphibian Xenopus. We showed 
that the activity of Emi2, an meiotic inhibitor in unfertilized egg, is finely regulated 
by both various kinases and phosphatases. Furthermore, we demonstrated that neurogenesis 
and morphogenesis in early embryos are regulated by various cell-cycle regulators, such 
as FoxM1, Wee1, Chk1 and Cdc25A. Thus,our results revealed the important roles of various 
cell cycle regulators in early development of Xenopus. 
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１．研究開始当初の背景 
 初期発生における細胞周期の様式は体細
胞のそれと著しく異なっている。そして，初
期発生の正および負の細胞周期制御は，細胞

分裂のみならず，細胞分化や形態形成にも密
接に関係している。従って、初期発生過程を
細胞周期の制御の観点からとらえることの
意義は大きい。しかし、初期発生と細胞周期
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制御の分子レベルでの関係は未だ大きな謎
に包まれていた。本研究では，これらの視点
及び申請者のこれまでの研究成果を踏まえ，
実験操作の点などで多くの利点を持つアフ
リカツメガエル（以下ツメガエル）の系を中
心に，初期発生過程における正および負の細
胞周期制御の研究を行った。 
２．研究の目的 
 初期発生において細胞の増殖・分裂と分化
は相互に密接に関係している。従って、初期
発生過程を細胞周期制御の観点からとらえ
ることの意義は大きい。本研究では、分子生
物学的知見や実験操作の点などで多くの利
点を持つアフリカツメガエルの系を中心に、
初期発生過程における正および負の細胞周
期制御の研究を行った。具体的には、(1)卵
成熟(減数分裂)における細胞周期制御、(2)
受精・卵割における細胞周期制御、(3)中期
胞胚遷移(MBT)および形態形成における細胞
周期のリモデリング、において機能する様々
な正および負の細胞周期制御因子の発現制
御、機能・役割を解析した。また、分担研究
として、ゼブラフィッシュの MBT における
Cdk9 の活性制御等を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 平成 19 年度：(1)受精における Cdc25A の
合成開始機構を，Cdc25A mRNA の非翻訳領域
に作用するトランス・タンパク質の単離同定
によって明らかにする；(2) ゼブラフィッシ
ュ Cdk9 と複合体を作るサイクリン Tの cDNA
をクローン化する（分担研究）。 
 平成 20 年度：(1)卵割期における Plx1 の
機能を Plx1 結合タンパク質との関係におい
て生化学的に解析する；(2) MBT における ATR
の活性化機構を卵割期における DNA 合成阻害
等で生化学的に解析する；(3) 受精卵におけ
る Cdk9 のキナーゼ活性を解析し、その制御
因子群を単離する（分担研究）。 
 平成 21 年度：(1) MBT において，ATR/Chk1
経路の標的候補である Wee1/Myt1 の活性制御
や役割を生化学的に解析する；(2)MBT 後の
ATR/Chk1経路の不活性化機構をDNA複製関連
因子の発現阻止等で解析する(3) Cdk9活性制
御と MBT の転写開始機構を分子レベルで解析
する（分担研究）。 
 平成 22 年度：(1)MZT における正の胚性細
胞周期因子（Cdc25B やサイクリン E2 など）
の役割を生化学・細胞生物学的に解析する；
(2) MZT における負の胚性細胞周期因子
(Wee1B や CKI など)の役割を同様な手法で解
析する；(3) 引き続き，Cdk9 の活性制御と
MBT の転写開始機構を解析する（分担研究）。 
 平成 23 年度：(1) 上記正・負の胚性因子
の胚部域・組織特異的発現を whole mount 法
や共焦点イメージ解析法などで解析する；

(2)上記正・負の胚性因子の発現制御をそれ
ぞれの転写因子の同定によって解析する；
(3) Cdk9 活性制御/MBT 転写開始に関連する
因子の生化学的解析を行なう（分担研究）。 
 
 
 
４．研究成果 

  卵成熟の細胞周期制御 

1. 卵の減数分裂周期の進行は、CPEB のユビ
キチン系に依存した分解により誘導され

る。今回、ツメガエル CPEB の N 末端に分

解に関与するドメイン(TSG motif と命名)

を同定した。また、リン酸化された TSG 

motif に SCF(βTrCP)ユビキチンリガーゼ

が結合することを示した。更に、TSG motif

のキナーゼとして Plx1 を同定し、Plx1 が

CPEB の分解に必須なことを示した。 

2. 脊椎動物の未受精卵の Meta-II 停止には

細胞分裂抑制因子(CSF)が関わっており、

CSF は Mos-MAPK 経路と Emi2 から成るとさ

れてきた。今回、ツメガエル卵の CSF では

Mos-MAPK 経路下流の Rsk キナーゼが Emi2

を直接的にリン酸化することを見いだし

た。さらに、このリン酸化が Emi2 を安定

化・活性化することで CSF 活性を示すこと

を明らかにした。 

3. Rsk による Emi2 の安定化・活性化の分子
機構を生化学的手法で詳細に解析した。こ

れに先立ち、まずEmi2のC最末端(RL tailと命名)

が APC/C(anaphase-promoting 

complex/cyclosome)と結合し、その活性を

阻害することを示した。また、Cdk1-サイ

クリン B が Emi2 の N 末端をリン酸化し、

そこに結合した Cdk1 自身や Plk1 が他の N

末端や RL tail を含むいくつかの部位をリ

ン酸化し、Emi2 を不安定化・不活性化させ

ること見出した。そして、重要なことに Rsk

によるリン酸化部位(S335/T336)には PP2A

ホスファターゼが結合し、Cdk1 や Plk１に

よるリン酸化に拮抗することで Emi2 を安

定化・活性化させることを明らかにした。

こ れ ら の 結 果 か ら 、 Mos-MAPK 経 路

(Rsk/PP2A)による Emi2 の活性化・安定化

がきわめて動的な制御－－正の空回り制御－

－によっていることが判明した(図 1)。 

受精と卵割の細胞周期制御 

1. ツメガエル卵の受精におけるCdc25Aの翻
訳開始機構を明らかにする目的で、Cdc25A 

mRNAの3’UTR領域に様々な変異を導入し、

受精時における同mRNAの翻訳を調べた。そ

の結果、3’UTRに存在する２つのC/Uに富ん

だ領域が翻訳開始に必須であることが分

った。また、この領域にトランスに働く因



 

 

子が存在することが示された。 

2. 多機能キナーゼであるPlx1が受精に際し
て正の細胞周期因子Cdc25C及び負の因子

Myt1と結合することを見出した。さらに、

この結合とリン酸化によって、Cdc25Cが活

性化される一方、Myt1が不活性化され、卵

割期における早いCdc2の活性化が可能に

なることが示された。 

 MBTとその後の細胞周期制御 

1. 卵割期におけるATRキナーゼ活性がDNA合
成阻害、過剰核の存在、(MBTでのDNAと同

量の)プラスミドの導入によって上昇する

ことから、MBTがDNA複製チェックポイント

によることを直接的に示した。また、過剰

（未複製）DNAにATRが結合し、活性化され

ることを示した。 

2. MBTでは、Cdc25A以外にWee1/Myt1キナーゼ
もATR/Chk1経路の標的になる可能性があ

る。実際、Chk1はin vivo 及びin vitroで

Wee1（母性Wee1A）のC末端をリン酸化し、

その活性を阻害することで、MBTでの細胞

周期伸長に関与することが示された。 

3. Cdc25BやサイクリンE2がMBT直後から発現
されることを見出した。そこで、これらの

正の(胚性)細胞周期因子の発現をモルフ

ォリーノオリゴやsiRNA法で阻害し、これ

らが原腸胚期後での細胞周期リモデリン

グで機能することを示した。一方、胚性型

Wee1(WEE1B)やCKIの一種が原腸胚期に発

現することを見出した。そして、これらの

負の(胚性)細胞周期因子の発現をモルフ

ォリーノオリゴ/siRNA法で阻害し、それら

が脊索等の形成に関与することを示した。 

4. 哺乳動物細胞でG2/M転移に重要とされる
転写因子(FoxM1)のツメガエル胚発生にお

ける役割を分子生物学・発生学的手法で解

析した。その結果、FoxM1がMBT後のCdc25B

、サイクリンB1などG2/M制御因子の発現に

必須であることを見出した。さらに、FoxM1

がこれらの細胞周期制御因子の発現を介

して神経分化のために重要な役割を果た

すことを示した(図2)。 

5. Cdc25には新規Cdc25Dが存在し、肝臓原基
などに発現することを見出した。また、細

胞運命決定に重要なNotchがCdk2などによ

って負に制御され、神経分化に関与するこ

とを示した。 

 分担研究（ゼブラフィッシュのMBTとCdc9) 

1. ゼブラフィッシュのMBTにおけるCdk9の活
性制御を検討する目的で、発現抑制のため

のモルフォリーノオリゴ微小注入で受精

直後の卵を処理した。その結果、MBTで転

写される少なくとも5つの遺伝子に転写異

常が検出され、同時にCdk9キナーゼの標的

であるRNAポリメラーゼIIのリン酸化が抑

制されていることを示した。 

2. Cdk9タンパク質は中期胞胚遷移(MBT)頃ま
では胚に一定量存在しその後増加し始め

るが、それは母性mRNAのpoly(A)鎖伸長で

翻訳反応が促進されることにより生じ、胚

性転写に依存するものではないことを明

らかにした。 

3. mRNAのpoly(A)鎖伸長を阻害することで翻
訳効率を低下させることが可能な、モルフ

ォリノオリゴヌクレオチドを用いた新規

アンチセンス法を開発した。 

 

以上、本研究によってツメガエル初期発生

における細胞周期制御の詳細な分子機構

が明らかになった。これらの成果は本分野

に大きなインパクトを持つものであり、ま

た本分野の更なる進展のフレームワーク

になるものである。 
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