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研究成果の概要（和文）：本研究においては、マウス生殖細胞の雄性化に必須な機能を持つ RNA
結合タンパク質 NANOS2の生化学的・細胞生物学的解析を行うことによってその細胞内局在、
結合するタンパク質や RNA を明らかにした。以上の知見をもとにして Nanos2 の機能モデル
を提唱すると共に、生殖細胞の雄性化を制御する分子機構についてその一端を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In this project, we biochemically and cell biologically analyzed 
functions of RNA-binding protein NANOS2 which plays a critical role in the differentiation 
of mouse germ cells. We found cellular localization of NANOS2 protein, and identified 
Nanos2-associating proteins and RNAs. These data reveal a part of NANOS2 function in 
the differentiation of mouse embryonic male germ cells. 
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１．研究開始当初の背景 
マウスの生殖細胞は、受精後約７日目に胚体

外に４０個ほどの集団として発生した後に増

殖しながら移動し、将来の生殖巣へと到達す

る。移動期の生殖細胞は卵にも精子にも分化

する能力を持つが、生殖巣に到達すると体細

胞側の性に従って分化する。すなわち、雌の

生殖細胞は減数分裂に移行するのに対して、

雄の生殖細胞は細胞周期を停止する。 
Nanos2 は生殖巣に到達した雄の生

殖細胞でのみ発現する遺伝子であり、生殖細

胞の雄性分化を制御する。Nanos2 を欠損し
た雄性生殖細胞は雌の生殖細胞のように減数

分裂へと移行すると同時に、雌性生殖細胞の

分化に必須な遺伝子が発現上昇する。また、

Nanos2 を強制発現させられた雌の生殖細胞
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においては減数分裂が抑制されると同時に雄

特異的な遺伝子が発現上昇する。以上のよう

に、Nanos2 は生殖細胞の雄性分化に重要な
役割を持つが、その分子的基盤については未

だに不明であった。 
 
２．研究の目的 
上述のように、Nanos2 が生殖細胞の雄性化
に重要な機能を持つことは明らかであるが、

その生化学的、細胞生物学的な機能について

は不明であった。そこで、本研究においては、

生殖細胞の雄性化を制御する分子機構を明ら

かにすることを目的とした。具体的には、

Nanos2 タンパク質の細胞内局在、結合する
タンパク質や RNA を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Nanos2細胞内局在の解析 
Nanos2 が発現している生殖細胞を含む胎児
期雄性生殖巣の切片を作製し、Nanos2 抗体
で免疫染色を行った。その際、各種の細胞内

オルガネラのマーカーと共染色することで

Nanos2タンパク質の細胞内局在を解析した。 
 
（２）Nanos2結合タンパク質と RNAの同定 
まず、Nanos2 の N 末に３×FLAG タグを付
与したトランスジーンを持つマウスを作製し

た。そのマウスの胎児期雄性生殖巣由来の細

胞抽出液を作製し、FLAG 抗体を用いて３

×FLAG-Nanos2 タンパク質を免疫沈降によ
って回収した。その際、共沈殿するタンパク

質については質量分析によって、RNAについ
ては RT-PCRによって同定した。 
 
４．研究成果 
（１）Nanos2は P-bodyに局在する 

上述のように雄の胎児期生殖巣切

片を Nanos2 抗体で染色したところ、
NANOS2は細胞質に顆粒状に局在した。この

局在様式は P-bodyと呼ばれるRNA分解の場

とよく似ていたため、P-body のマーカー
（DCP1A 抗体）で共染色したところ、上図
の矢頭のようにNanos2はP-bodyに局在する
ことが明らかになった。このことは、Nanos2
が RNA 分解の経路に関わっていることを強
く示唆している。 
 
（２）Nanos2は CCR4-NOT deadenylation 
complexと結合する 
 次に、Nanos2 の結合タンパク質を
同定するために、胎児期雄性生殖巣の抽出液
から Nanos2 抗体によって Nanos2 タンパク
質を回収し、SDS-PAGEによって分離した後
に銀染色した。 
その結果、右図の赤矢頭の
ように 200kDa 付近に特異
的なバンドを検出したため、
これを質量分析によって同
定したところ CNOT1 であ
ることが明らかになった。
CNOT1 は CCR4-NOT 
deadenylation complex の
構成因子であることから、
Nanos2 は CCR4-NOT 
deadenylation complex と
結合していることが強く示
唆された。そこで、この結果をウエスタンブ
ロッティングによって確認すると、下図のよ

うに、Nanos2は他の構成因子であるCNOT3, 
6L, 7, 9とも結合していることから、Nanos2
と CCR4-NOT deadenylation complex との
結合が明らかになった。また、この結合は
RNase存在下においても変わらないため、タ
ンパク質−タンパク質結合であることも明ら
かになった。 
 
（ ３ ） Nanos2-CCR4-NOT 複 合 体 は
deadenylation 活性を示す 
 CCR4-NOT deadenylation 複合体
と結合しているという事実から、Nanos2 を
含むタンパク質複合体に deadenylation 活性
があることを示唆していた。そこで、3×



FLAG・Nanos2 を過剰発現させた精巣から
FLAG 抗体を用いて Nanos2 タンパク質を免
疫沈降によって回収し、deadenylation 活性
の有無について解析した。 

 
そ の 結 果 、 上 図 右 パ ネ ル の よ う に
Deadenylation complexの catalytic unitで
ある CNOT6と CNOT7が Nanos2と共沈殿
し、かつ、上図左パネルのように Nanos2 免
疫沈降物は deadenylation 活性を持つことが
示された。以上のことから、Nanos2 は実際
の細胞内において、mRNAの deadenylation
に関与することが強く示唆される。 
 
（４）Nanos2は減数分裂関連の mRNAと結
合する 
 Nanos2と Deadenylation complex
との結合が明らかになったため、それらのタ
ーゲット RNAを探索するために、Nanos2結
合 RNA の同定を試みた。3×FLAG-Nanos2
を発現する雄性生殖巣の抽出液からFLAG抗
体によって Nanos2 を免疫沈降し、共沈殿す
る RNAを回収した。この RNAから poly(dT)
を用いて一本鎖 cDNAを逆転写によって合成
した。Nanos2 は減数分裂を抑制する機能を
持つため、そのターゲット RNA は減数分裂
を促進する遺伝子の mRNA である可能性が
高い。そこで、それらの遺伝子について PCR
によって共沈殿の有無を確認したところ、
Scp3, Taf7L, DazLなどの mRNAが Nanos2
と特異的に結合していることが明らかになっ
た。 
 
（４）Nanos2の機能モデル 
以上のことから、Nanos2 の機能モデルとし
て下図のようなことが考えられる。 

 

ゲノム DNA から転写された減数分裂関連遺
伝子の mRNA は Nanos2 と CCR4-NOT 
deadenylation complex によって認識されて
P-bodyへと移行すると、そこに局在する酵素
群によって分解され、結果として発現は抑制
される。それに対して、Nanos2 欠損マウス
においては減数分裂関連遺伝子の mRNA は
ポリソームに運ばれてタンパク質として機能
することによって生殖細胞を減数分裂へと移
行させる。 
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