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研究成果の概要（和文）：生殖細胞は遺伝情報を次世代に伝搬する細胞種である。生殖細胞の形成・維持に必要
な固有のオルガネラとして生殖顆粒が知られている。私たちはノックダウンに より生殖細胞形成に異常をきた
す母性因子として、転写コアクチベーターSrlを同定した。Srlの生殖細胞形成における役割を明らかにするた
め、null突然変異体を作成し、表現型解析を行った。その結果、Srlは生殖顆粒の動態制御に関わる新規因子で
あることが分かった。一方、Srlの哺乳類ホモログPGC-1はミトコンドリアを制御する転写制御因子である。残念
ながらsrl変異体におけるミトコンドリアへの影響については、助成期間中には結論を出すことができなかっ
た。

研究成果の概要（英文）：Germ cells are the only cell type that transmits genetic information to the 
next generation. Germ cells contain a specialized organelle called germ granules, which play 
important roles in germ cell formation and maintenance. We have conducted a genetic screening to 
identify new maternal factors involved in germ cell formation, and recovered Spargel (srl), of which
 knockdown in oogenesis causes germ cell-less defects in the embryo. To examine how Srl is involved 
in germ cell development, we generated srl-null mutants. We found that Srl is a new maternal factor 
that plays an important role in the assembly of germ granules. The mammalian srl homolog is PGC-1, 
which is known to be involved in mitochondrial homeostasis. Thus far, we fail to obtain firm 
evidence whether or not Srl also plays a role in mitochondria homeostasis in the Drosophila ovary.

研究分野：発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生殖細胞は、卵子や精子といった配偶子を産生する細胞種であり、有性生殖を通して遺伝情報を次世代に伝える
役割を持つ。生殖細胞に生じた遺伝的変化のみが次世代に伝わることから、生殖細胞は生物種の連続性や進化に
深く関わる重要な細胞種である。本研究では、ショウジョウバエをモデル動物として、生殖細胞形成に関わる新
規因子の機能について解析を進めた。その結果、生殖細胞を特徴づけるオルガネラである生殖顆粒の動態を制御
する転写制御因子Srlを同定することができた。Srlの哺乳類ホモログはミトコンドリアの機能を制御する遺伝子
の発現に関わることから、生殖細胞形成とミトコンドリア動態とが関連している可能性が考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 生殖細胞は、卵子や精子と言った配偶子を産生する細胞種であり、有性生殖を通して遺伝情報
を次世代に伝える役割を持つ。生殖細胞に生じた遺伝的変化のみが次世代に伝達されることか
ら、生殖細胞は生物種の連続性や進化に深く関わる重要な細胞種である。 
 動物の生殖細胞を特徴づけるオルガネラとして生殖顆粒（germ granule）が知られている。生
殖顆粒は、電子顕微鏡で観察された範囲において、すべての動物の生殖細胞で見出されている。
ショウジョウバエにおいて、生殖顆粒は卵形成過程において形成されるが、卵母細胞後極の生殖
質に形成される極顆粒（polar granule）と哺育細胞核膜周縁部に形成されるヌアージ（nuage）
の 2 つの形態を取る。極顆粒は、次世代の生殖細胞の形成・分化に必要な母性因子（mRNA タン
パク質）が集積し、液-液相分離することで形成される。顆粒中の mRNAの安定性や翻訳のタイミ
ングが制御されることにより、胚発生期における生殖細胞の形成・分化が一連の過程として制御
されている。一方、ヌアージは極顆粒と多くのタンパク質が共通であるにもかかわらず、生理機
能が異なる。ヌアージは、転位因子（transposable element; TE）の発現を抑制する場として機
能しており、TEサイレンシングに関わる piRNA（PIWI-interacting RNA）の生合成の場として働
いている。興味深いことに、PIWI ファミリータンパク質の 1 つである Aubergine（Aub）は、ヌ
アージにおいて piRNA 生合成に関与し、極顆粒へ piRNA と共に集積する。そして、胚発生過程に
おいて、Aub は piRNA と共に生殖細胞に取り込まれ、TE の情報を piRNA に書き込まれた配列と
して次世代に伝えている。このように 2つの生殖顆粒には機能的な連携が存在するが、これらの
動態を制御するメカニズムについては、不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 私たちは、ショウジョウバエ生殖細胞形成機構に興味を持ち、生殖細胞形成に関わる新規因子
の同定を試みてきた。具体的には、卵形成過程で遺伝子をノックダウンすることにより、胚発生
過程における生殖細胞の形成分
化に異常を示す遺伝子をスクリ
ーニングした。これらの過程で、
転写コアクチベータ PGC-1 をコ
ードする spargel (srl)をノッ
クダウンした胚では、生殖細胞
数が激減することを見出した。
すなわち、Srl は生殖質の形成
に関わる新規因子であると考え
られた。Srl は転写に関わる因
子であるので、生殖顆粒の相分
離や相転移の制御に転写レベル
の制御機構が関わっていること
が予想された。興味深いことに、
哺乳類細胞における PGC-1 の主要な標的はミトコンドリア（mt）生合成に関わる遺伝子群である
が、ハエ卵巣においてmtはヌアージや極顆粒に近接している。特に、卵後極において、mtは極
顆粒の繋留と同じ分子機構を用いて生殖質に集積する。このような背景を元に、ショウジョウバ
エ生殖細胞形成における PGC-1 転写コアクチベータの分子機能の解明をめざした。特に、ミトコ
ンドリアと生殖顆粒という２つのオルガネラが相互依存的な動態制御を行うことで、動物の生
殖細胞形成とミトコンドリアの次世代への分配とが共役している可能性についても検討するこ
とにした。 
 
３．研究の方法 
以下の３つの戦略のもと研究を進めた。 
① RNA-seq 解析による Srl 標的遺伝子の同定 
 CRISPR-Cas9 技術により srlノックアウト系統を作成し、表現型解析を進めた。既作成の生殖
顆粒タンパク質に対する蛍光タンパク質ノックイン系統 (Kina et al., 2019)を活用して、表
現型解析を行うと共に、新たなノックイン系統の作成も進めた。さらに、RNA-seqによる発現プ
ロファイル解析を行った。このようなアプローチから、Srl によって発現制御される遺伝子の同
定を目指した。さらに、卵巣のクロマチン免疫沈降（ChIP）-seq による Srl 結合部位の解析を
行い、Srl が直接転写を調節している遺伝子群の同定を目指した。この目的のため、3xFLAGある
いは 3xTy1 タグを srlコーディング配列中にノックインさせた系統の作出を行った。 
② Srl と協奏的に働く転写因子の同定 
 哺乳類細胞において PGC-1 と共にミトコンドリア生合成に関わる転写因子をして GABPA が知
られている。興味深いことに、GABPA のハエホモログである Ets97D は、雌性不稔を示すと報告

 
図１：srl ノックダウン胚における生殖細胞形成不全 

生殖細胞は mKO-Vas により可視化している(矢印)。(上段)

コントロール胚。(下段)srlノックダウン胚。 



 

 

されている (Gajewski and Schulz, 1995; Martin et al., 2003)。そこで、CRISPR-Cas9技術
により Ets97Dの欠失変異体を作成し、生殖顆粒の動態制御への影響を解析することにした。 
③ Srl 変異体におけるミトコンドリア動態 
 srl 変異体におけるミトコンドリアの分布や活性を検討することにより、生殖顆粒形成とミト
コンドリア機能との相関を検討した。 
 
４．研究成果 
 CRISPR-Cas9 技術により srl ノック
アウト（フレームシフト変異、及びコー
ディング配列の大部分を欠失させた変
異）系統を作成し、卵形成過程における
ヌアージ・極顆粒の動態を観察した。興
味深いことに、srl-null 変異体におい
て、生殖顆粒を構成する Vasa, Tudor, 
Aub タンパク質 は卵形成初期の哺育細
胞核膜周縁部に局在した。しかし、その
後シグナルが激減し、生殖質へのシグ
ナルはほとんど観察されなかった(図
２)。貯蔵 RNA を大量に含む、成熟卵を 
含まないように注意して調整した卵巣
より抽出した RNA を用いて RNA-seq 解
析を行った結果、vasa mRNA レベルが低
下していることが判明した。一方、
tudor,aub の mRNA レベルの低下は観察
されなかった。そこで、srl-null 卵巣
において vasa 遺伝子を過剰発現し、
srl-null 卵巣における生殖顆粒の動態
以上がレスキューされるかを検討し
た。その結果、Vasa や Tudor タンパク質のヌアージへの局在は回復したが、生殖質のシグナル
は回復しなかった。これらの結果から、Srl はヌアージと極顆粒という 2 つの生殖顆粒の形成に
異なった経路で関わっていることが示唆された。 
 生殖質における極顆粒形成は、oskar ｍRNA の卵母細胞後極への局在と局所的な Oskar タンパ
ク質への翻訳によって開始される。srl-null におけるoskar mRNA および Oskar タンパク質の挙
動を smFISHと抗体染色により検討した結果、oskar mRNA の局在量が減少し Oskar タンパク質が
ごく少量した検出されなかった。一方、srl-null 卵巣において卵母細胞前極に oskar mRNA を異
所的に発現させると、卵母細胞前極に生殖顆粒タンパク質が集積した。これらの結果より、srl
は、vas の発現制御を介した生殖顆粒
(ヌアージ)の形成と共に、oskar mRNA
の卵母細胞後極への輸送・局在・係留を
介した極顆粒の形成にも関わっている
と予想された。Srl は転写に関わる因子
であるので、Srl は oskar mRNA輸送に
関わる因子の発現を制御しているのか
もしれない。 
 mRNA-seq 解析に加えて、ChIP-seq解
析を行うために、3xFLAG および 3xTy1
タグを GSS リンカーを介してノックイ
ンした系統を作成した。抗 FLAG 抗体及
び抗 Ty1 抗体を用いたウエスタン解析
により、卵巣ライゼートでこれらタン
パク質の発現を確認することができ
た。一方、srlコーディング配列に EGFP
をノックインした系統についても作成
し、核への局在を確認することができた(図３)。現在、卵巣組織全体から調整したクロマチン画
分に対する ChIP の条件について検討しているところであり、再現性のある条件を確立次第、
ChIP-seq 解析を進める予定である。 
 Ets97D は転写因子 GABPA/NRF2A のショウジョウバエホモログである。哺乳動物において、
GABPA/NRF2A は、PGC1αとともにミトコンドリア生合成を活性化する。ショウジョウバエでは、
fat bodyにおいて、Srl と Ets97Dとは、多くの標的遺伝子を共有することが報告されているこ
とから、Ets97Dは Srl を共役因子としている可能性が考えられた（Tiefenböck et. al, 2010)。
そこで、ets97Dの null（フレームシフト変異、及びコーディング配列の大部分を欠失させた変
異）変異体を作成した。ets97D-null 変異体はすべてのアリルが劣勢致死であった。そこで、Ets

 
図２：ショウジョウバエ PGC-1（Srl）は生殖顆粒の

動態制御に関わる 

生殖顆粒（inset）は Vas::EGFPKIにより可視化した。

PGC-1 (Srl）を欠く卵巣では、生殖顆粒（ヌアージ）

は卵形成初期には正常に形成される（白色矢尻）。

しかし、中期以降安定に維持されず（灰色矢尻）、

卵母細胞後極の極顆粒に集積しなかった（矢印）。 

 
図３：ショウジョウバエ Srl は核に局在する 



 

 

ドメインに Y397F変異が入った hypomorphic アリルである ets97D[tne4]とのトランスへテロ体
について解析を進めた。その結果、ets97D[tne4]/etd97D∆は srl-null 変異体と良く似た表現型
を示した。すなわち、生殖顆粒タンパク質のヌアージへの局在は、卵形生殖には観察されるがそ
の後低下し、生殖質への集積は見られなかった。さらに、vasa mRNA レベルの低下が観察された。
以上の結果から、Srl と Ets97D は、卵形成過程においても協奏的に働いていると考えられた。
既に 3xFLAGおよび 3xTy1ノックイン系統を作成した。今後、ets97D[tne4]/etd97D∆卵巣におけ
る mRNA-seq 解析と共に、Ets97D-Srl の相互作用やEts97Dに対する ChIP-seq 解析を進める予定
である。 
 一方、srl-null 卵巣において、ミトコンドリア機能が影響を
受けているのかについては不明なままである。srl-null 卵巣に
おける mRNA-seq 解析では、ミトコンドリア生合成因子の発現レ
ベルに大きな変化は観察されなかった。また、srl-null 卵巣に
おけるミトコンドリアの分布パターンを抗 ATP5A 抗体
（mitochondrial ATP synthaseαに対する抗体)で染色した結
果、明確な以上は観察されなかった（図４）。mito-tracker によ
る生体染色よるミトコンドリア活性の可視化を試みたが、残念な
がら卵室内部の生殖系列細胞まで浸透せず、明確な結論は得られ
なかった。現在、正常な膜電位を持つミトコンドリアでは速やか
に分解されるミトコンドリア外膜タンパク質である PINK1 を利
用したミトコンドリアセンサーの報告を参考（Usugi et al, 
2021）に、UASp-PINK1-EGFP-T2A-TOMM20-mScarletI 系統を作成
しており、ミトコンドリア活性をショウジョウバエ S2 細胞なら
びに in vivo で検討できるか確認中である。 
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