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研究成果の概要（和文）： 
ゼブラフィッシュ始原生殖細胞形成をモデル系とした解析を行い、数種の生殖質 mRNA が体細胞
で miRNA による抑制制御を受けるのに対し、始原生殖細胞では RNA 結合タンパク質 DAZL がその
抑制解除に働くことを示した。また、miRNA によるサイレンシング機構として、PABP に依存し
ない翻訳抑制機構の役割を示した。一方、生殖顆粒構成因子 Gra タンパク質が翻訳開始因子
eIF4E との結合を介して翻訳抑制を行う可能性を見出した。さらに、TALEN 法によって、いくつ
かの mRNA 制御因子の変異体系統を樹立した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In zebrafish, primordial germ cells (PGCs) are determined by a specialized maternal 
cytoplasm, germ plasm, which forms at the distal ends of the cleavage furrows in 4-cell 
embryos. During embryogenesis, miR-430 represses some germ plasm mRNAs incorporated into 
somatic cells. Here we showed that a germline-specific RNA-binding protein DAZL 
counteracts the miRNA-mediated repression of tdrd7 and dazl mRNAs. Also we showed that, 
in zebrafish embryos, miRNA inhibits translation of the target mRNA in a deadenylation- 
and PABP-independent manner at early time points. 
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１．研究開始当初の背景 
 
生殖細胞は次世代を生む特別な細胞であり、
その特性の理解や形成・分化機構の解明は、

生命科学の最重要課題の一つである。小型淡
水魚ゼブラフィッシュでは、初期発生過程に
母性の「生殖質」を取り込んだ細胞が始原生
殖細胞となる。生殖質には mRNA やタンパク
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質を含む「生殖顆粒」が存在し、生殖質によ
る生殖細胞形成には、mRNA 局在、分解、翻訳
制御などの RNA制御機構が中心的役割を果た
すと考えられる。しかし、生殖顆粒の形成機
構や生殖質による生殖細胞決定機構は未解
明な点が多い。 
 研究代表者は、生殖質に局在化すべき
nanos1 や tdrd7 mRNA が体細胞に取り込まれ
ると、microRNA (miRNA) の miR-430 によっ
てポリ A鎖短縮化を介した抑制制御を受ける
こと、一方、miR-430 は生殖細胞にも存在す
るが、nanos1 や tdrd7 の発現抑制は生殖細胞
では何らかの機構で解除されることを見出
していた(Mishima et al., Curr Biol, 2006)。 
 また、ゼブラフィッシュ胚における解析か
ら、miRNA が標的 mRNA の翻訳抑制に加え、ポ
リ A鎖の短縮化や分解促進を担うことを示し
ていた。 
(Giraldez et al., Science, 2006) 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ゼブラフィッシュ初期胚におけ
る始原生殖細胞形成が、RNA プログラムを主
要な分子基盤とする４つの機構、すなわち、
「生殖顆粒の形成」「生殖顆粒による始原生
殖細胞決定」と、「体細胞で生殖顆粒因子の
誤作動を防ぐ保証機構」および「この保証機
構を始原生殖細胞で解除する機構」から成立
していると捉え、mRNA-タンパク質複合体 
(mRNP) の局在化による生殖質・生殖顆粒の
形成機構、生殖顆粒を構成する mRNP の生理
機能、生殖質 mRNA の分解・翻訳抑制装置、
および、その分解・翻訳抑制の解除に働く生
殖細胞特異的機構の解明を進めることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 
ゼブラフィッシュ初期胚や卵母細胞を用い、
mRNA 制御を受ける遺伝子や制御因子につい
て、ホールマウント in situ ハイブリダイゼ
ーション法や免役染色により、発現様式や細
胞内局在性の検討を行った。 
 初期胚への mRNA インジェクションによる
RNA 結合タンパク質の強制発現や、アンチセ
ンスモルフォリノオリゴによる発現阻害実
験を行い、GFP に 3’UTR を連結したレポータ
ーmRNA の安定性や翻訳効率への効果を検討
するとともに、λN ペプチドを融合したタン
パク質を用いることによってレポーター
mRNAに制御因子を繋留させるtethering系を
用いて解析を進めた。さらに、mRNA 制御や
miRNA 機能を検出するレポーター遺伝子を発
現する各種のトランスジェニック系統を作
成し、より内在に近い状況での解析を行った。 
 また、ゼブラフィッシュ胚や卵母細胞の抽

出液を作成し、mRNA 制御因子複合体の生化学
的解析を行った。 
 さらに、人工ヌクレアーゼを用いた TALEN
法を導入し、制御関連因子の機能を欠損する
変異体系統を樹立した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 生殖細胞・体細胞の分化確立に働く
miRNA 制御システム 
 
① ゼブラフィッシュ胚では、生殖質に局在
化する nanos1 や tdrd7 の母性 mRNA が体細胞
に取り込まれると、miR-430 によって翻訳抑
制や mRNA 分解促進制御を受ける(Mishima et 
al, Curr Biol, 2006)。これに対して miR-430
は生殖細胞にも発現しているが、生殖細胞特
異的な RNA 結合タンパク質である DAZL が
tdrd7 mRNA の 3’UTR に結合し、ポリ A 鎖伸
長化を促進することによって miR-430による
抑制を解除していることを見出した（図 1）。
さらに、dazl mRNA も体細胞における miR-430
による抑制を受け、DAZL 蛋白質によってポリ
A 鎖伸長化を介して生殖細胞特異的に発現活
性化されることがわかった（論文 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② メダカ miR-430 の同定・機能解析を行っ
た結果、miR-430 が胚発生初期の母性プログ
ラムの消去や、生殖細胞・体細胞の分化確立
に関与している可能性が強く示唆された（論
文 8）。ゼブラフィッシュと比較して、miR-430
は同様な生理的役割を担っているものの、標
的となる生殖細胞関連 mRNA は異なっている
ようである。 
 
③ miRNA によって標的 mRNA の翻訳抑制や
mRNA 分解促進が行われる分子基盤を明らか
にするため、miRISC のコア因子 TNRC6 につい
て、レポーターmRNA への tethering 系や
miRNA 機能を検出するレポーター遺伝子を発
現するトランスジェニック系統などを用い
た解析を行った。miRISC によるサイレンシン



グ機構として、ポリ A鎖短縮化及びポリ A鎖
結合タンパク質 PABP に依存しない翻訳抑制
機構が大きく貢献することを明らかにした
（図 2）（論文 5）。さらに、TALEN 法により機
能欠損型の TNRC6A 変異体系統を樹立した。
今後この変異体系統を用いることで、個体レ
ベルでの TNRC6の生理機能や活性調節機構を
明らかにしていくことが可能と考えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 生殖顆粒形成に働く mRNP 局在化機構 
 
①ゼブラフィッシュ初期胚の生殖質に局在
化する vasa, nanos1, dazl などの mRNA は、
卵形成過程にミトコンドリア凝集体によっ
て植物極へと輸送される。 
 (Kosaka et al, Mech Dev, 2007) 
これに対し、askopos mRNA の場合、初期胚の
生殖質に局在化が観察されるが、卵形成過程
にはミトコンドリア凝集体・植物極経路をと
らず、動物極に局在化することを見出し、生
殖質 mRNA が多様な局在化経路をとることの
意義について検討中である。また、卵成熟過
程に c-mos mRNA が動物極局在化することを
示した（論文 14）。 
 
②メダカでは生殖細胞関連遺伝子の母性
mRNA 局在化は報告されておらず、生殖質の存
在についてもこれまで明確となっていない。
ゼブラフィッシュ卵母細胞におけるミトコ
ンドリア凝集体の形成には Bucky Ball (Buc)
タンパク質が中心的役割を果たす可能性が
示唆されており、4 細胞期胚では、卵割面両
端の生殖質に局在化する(Marlow & Mullins, 
Dev Biol, 2008)。メダカにおいて解析した
結果、Buc タンパク質は初期卵割期に卵割溝
には存在しないが、生殖顆粒様の凝集塊の状
態で散在していることを見出した。 
 
③生殖顆粒構成因子である Graタンパク質が
翻訳制御因子として働く可能性を見出した。
すなわち、Gra タンパク質は 4E-BP と類似の
モチーフを有し、mRNA キャップ構造に結合し
ている eIF4Eへの結合を介して翻訳を抑制す
る活性を持っていることが明らかになった

（図 3）。ヒト gra 遺伝子について解析したと
ころ、精巣に強く発現することがわかった。
また、Gra タンパク質をヒト HeLa 細胞で発現
させると細胞質に顆粒状に存在することを
見出している。さらに Gra タンパク質の生理
機能解析を押し進めるために、TALEN 法によ
って変異体系統を樹立した。4 細胞期に生殖
質に局在するRNA結合タンパク質Bruno-like 
(Brul)についても変異体系統を樹立した。 
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