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研究成果の概要（和文）：卵母細胞は受精後の発生プロセスを進行させるため、翻訳を抑制した数千種類のmRNA
を蓄積する。本研究は受精後にこれらmRNAがどの様な仕組みで翻訳を開始するのか、その解明を目的とした。本
研究で、3’末端配列の短縮というmRNAの新たなプロセシングを発見し、この分子機構が翻訳を制御することを
示すに至った。さらに、mRNAが顆粒状構造を形成し、その内部構造と性質の変化によって翻訳が制御されること
を見出した。その成果は、受精後の発生が今まで未知であったメカニズムによって進行することを示した。

研究成果の概要（英文）：Oocytes of many animals accumulate thousands of mRNAs that are 
translationally repressed to direct embryonic development. This study aimed to clarify the molecular
 mechanisms that regulate the translation of these dormant mRNAs during oogenesis and embryogenesis.
 In this study, we identified a previously unknown RNA processing that shortens the 3’ end 
sequences of mRNAs. We then demonstrated that this RNA processing promotes the translational 
activation of dormant mRNAs. We also found that the dormant mRNAs form granular structures during 
oogenesis and embryogenesis. The changes in internal structures and states of these RNA granules 
control the translation of assembled mRNAs. Our results revealed that the developmental processes 
after fertilization are directed by the previously unknown mechanisms.

研究分野：分子発生生物学

キーワード： 卵母細胞　mRNA　翻訳制御　細胞内微細構造　RNAプロセシング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
翻訳による遺伝子機能制御は、生物のあらゆる組織・器官において重要な役割を持つと考えられるが、その研究
は容易ではない。本研究における成果は、動物の卵が受精し、発生プロセスを進行させるために重要な翻訳制御
機構の一端を解明したもので、個体形成の根源的な仕組みに迫るものと言える。その成果は基礎生物学的な研究
に資するのみでなく、不妊の原因解明や生殖医療の発展、家畜動物の出産率向上など多くの分野に貢献すること
が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 遺伝子産物の機能は転写・翻訳・蛋白質の修飾で制御される。翻訳による遺伝子機能制御
はごく一部の細胞、かつ、少数の限られた遺伝子でのみ働くと考えられてきた。しかし、最新
の技術の進歩で細胞内の RNA 発現を高感度に検出することが可能となり、この技術を用いた
網羅的な研究から、多くの生物の様々な細胞で mRNA が局在することが示されてきた。これ
は、生物のあらゆる組織・器官において翻訳による遺伝子機能制御が重要な役割を果たすこと
を示唆する。しかし、翻訳の分子機構を解析する方法は未だに限られており、翻訳制御の研究
はその生物学的意義も含め未知の領域が多く残されている。 
 
(2) 我々は RNA を高感度に検出する新規技術を用い、翻訳を抑制された cyclin B1, mos, 
mad2, emi2 mRNA が卵母細胞において多数の顆粒を形成し局在することを見出してきた。これ
ら mRNA の翻訳抑制は、卵母細胞が受精可能となる過程（卵成熟過程）でそれぞれに異なる
時期に解除される。合成された蛋白質は、卵核胞崩壊、紡錘体形成、DNA 複製なしの減数第
一・第二分裂移行を進行させ、最終的に卵母細胞を受精可能な成熟卵とする。翻訳抑制を受け
ない mRNA を微量注入した卵母細胞は、卵核胞崩壊後に正常な紡錘体を形成しない、あるい
は成熟前に分裂を停止してしまう。すなわち、翻訳抑制を受けた mRNA が時期特異的に翻訳
されることが受精可能な卵の形成に重要である。我々は、1) これら mRNA が形成する顆粒構
造は翻訳抑制が解除される時期に消失し、この高次構造の変化が時期特異的な翻訳に重要であ
ること、2) Pumilio1 蛋白質が cyclin B1 と mad2 mRNA に共通して結合し、蛋白質凝集体を形
成、この凝集体の形成と拡散を介して標的 mRNA の翻訳時期を制御することを見出してきた 
(Takei et al., 2020)。すなわち、細胞内の微細構造の形成とその変化が mRNA の翻訳を制御し、
時期特異的な翻訳を実現すると考えられる。その成果は、卵成熟過程における翻訳制御の分子
機構に新たな局面をもたらした。 
 
(3) 一方で、卵母細胞の多くの mRNA は受精後に翻訳を開始し、時空間特異的に蛋白質を合
成することで発生を進行させる（図 1）。しかし、その制御機構はほとんどわかっていない。こ
の時期の細胞は転写活性を持たないため、翻訳制御は極めて重要である。 

 

 
(4) ゼブラフィッシュの pou5f3 遺伝子とマウスの Pou5f1 遺伝子は卵子形成過程で転写さ
れ、mRNA は翻訳を抑制された状態で卵細胞質に蓄積される。その翻訳抑制は受精後に解除さ
れ、合成された蛋白質は接合体性遺伝子の転写開始、中胚葉誘導や原腸形成に重要な役割を持
つ。pou5f3 と Pou5f1 mRNA の翻訳制御は生物の発生に極めて重要であるが、どのような機構
で制御されるのか全くわかっていなかった。 
 
(5) 我々は pou5f3 と Pou5f1 mRNA が卵成熟過程で翻訳される mRNA と同様に顆粒状構造
をとること、また、その構造は卵成熟過程を通して維持されることを見出した。興味深いこと
に、顆粒構造は翻訳が活性化する卵割期においても維持された。さらに、翻訳が活発なポリソ
ームの存在部位を最新技術の Ribopuromycylation 法で検出した結果、受精後の時間経過ととも
に  pou5f3 が形成する RNA 顆粒と部分的に重なるようになった。これらの結果から、pou5f3 
mRNA は胚発生過程で顆粒構造のまま翻訳されることが示唆された。卵成熟過程で翻訳される 
mRNA は、翻訳に先駆け 3’末端のポリ A 鎖を伸長する。卵割期における pou5f3 mRNA の 3’
末端の変化を解析した結果、卵成熟で翻訳される mRNA には見られない末端の約 70塩基が削
除されること、さらにその後にポリ A 鎖を伸長し蛋白質を合成することが明らかとなった。
我々の成果は、受精後の翻訳が卵成熟の翻訳と大きく異なる未知のシステムで制御されること
を示唆した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、翻訳の抑制と活性化を可能にする「mRNA 3’末端のプロセシング」と「細胞内微
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細構造の変化」を切り口に、発生プロセスに必須の翻訳制御システムの解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規 RNA プロセシングを介した翻訳制御システムの普遍性解明 
 我々は、mRNA の 3’末端の削除が pou5f3 遺伝子における特殊な現象ではなく、受精後に翻訳
される wnt8a 遺伝子においても同様に約 100塩基の削除が起こることを示した。さらに、この
現象はマウス Pou5f1 遺伝子においても見られることを示した。 
本研究では第一に、全 mRNA 3’末端の変化を次世代シークエンスで網羅的に解析した。具体

的には、成熟卵と受精後 4 時間の胚から RNA を抽出し、3’end RNA-Seq 法を用いることで 
RNA 3’末端のみを cDNA ライブラリ化した。この、3’end RNA-Seq 法を用いることで、数十塩
基の配列の変化とその変化の定量を可能にした。第二に、受精後に翻訳される mRNA の何%
が翻訳時に 3’末端を削減するのかを解析した。受精後に翻訳される mRNA は、既存の RNA-
seq データベース (Winata et al., 2018) を参照した。これらの解析によって、新規 RNA プロセ
シングによる翻訳制御システムの普遍性の解明を目指した。 
 
(2) Long と Short タイプの Pou5f1 mRNA に結合する蛋白質の同定 
 我々は研究分担者の山本博士との共同研究で、pou5f3 mRNA に結合しうる蛋白質を網羅的に
解析した。具体的には、試験管で合成した Long と Short タイプの pou5f3、および、Long の 
Antisense 鎖の RNA を卵母細胞抽出液と反応させ、それぞれの RNA に結合した蛋白質を質
量分析法で同定した。その結果、Long タイプの RNA に特異的に結合する蛋白質を 129種
類、Short タイプに特異的に結合する蛋白質を 191種類、両方に共通して結合する蛋白質を 63
種類同定した。これは事前の予想に反する結果であり、Long から Short タイプに配列が削除
されることで、結合する蛋白質が大規模に変化することを想定させた。 
 本研究では、卵母細胞において実際に Pou5f1 mRNA と結合する蛋白質を次の方法で同定し
た。Long タイプの pou5f3 に特異的に結合する hnRNPD と、 Short タイプに特異的に結合す
る Gemin5 と Dhx9 のポリクローナル抗体を作成した。これら抗体で内在の蛋白質を免疫沈降
し、RT-PCR 法で Pou5f1 mRNA が共沈降するかを解析した。 
 
(3) pou5f3mRNA の 3’末端削除の生理学的意義 
 これまでの我々の研究から、受精直後の pou5f3 mRNA は受精前より短いポリ A 鎖となるこ
と、短縮した 3’末端には段階的な長さのものが存在することが示された。これは、エンドヌクレ
アーゼによって特定の配列が切断されるのではなく、 エキソヌクレアーゼによって 3’末端から 
RNA が削られることを示唆する。 
 本研究では、遺伝子編集技術により pou5f3 遺伝子の 3’末端配列に変異を導入し、3’末端を持
たない mRNA の翻訳制御を解析した。これら個体の卵母細胞および受精卵と初期胚におい
て、Pou5f3 蛋白質の発現量の変化を解析した。また、卵形成および胚発生に及ぼす影響を形態
学的、細胞生物学的に詳細に解析した。これらの解析によって、新規 RNA プロセシングが持
つ生理学的意義の解明を目指した。 
 
(4) mRNA の高次構造、および、蛋白質・mRNA 複合体による細胞内微細構造の解析 
 我々は翻訳抑制状態の顆粒の微細構造を解析し、mRNA の 3’非翻訳領域 (UTR) が外縁部
に、蛋白質コード領域が内部に位置することを明らかにした。さらに、蛍光光学顕微鏡の解析
から、pou5f3 mRNA の RNA 顆粒は受精後に体積を増加することが示されている。これは、抑
制型の顆粒の高次構造が翻訳を活性化する構造に変化することを示唆する。 
本研究では第一に、翻訳活性に働く顆粒の微細構造を次の方法で解析する。はじめに、

pou5f3 mRNA の 蛋白質コード領域と 3’UTR のそれぞれに対するプローブを用い、受精前と受
精後の RNA 顆粒を Fluorescence in situ hybridization (FISH) 法で染色した。超解像度顕微鏡を用
い、RNA 顆粒の内部構造とその変化を 100 nm の分解能で解析した。 
第二に、細胞内微細構造の変化と翻訳活性の変化を次の手法で解析した。我々は 

Ribopuromycylation 法を用い、受精前の pou5f3 RNA 顆粒にポリソームが存在しないこと、受
精後に RNA 顆粒の一部がポリソームと共局在することを示した。しかし、共局在部位におけ
る Pou5f1 蛋白質の合成は確認できていなかった。本研究では Ribopuromycylation 法を応用し
た Puro-PLA (Proximity ligation assay) 法を用い、Pou5f1 蛋白質が翻訳される部位を特定した。
これらの解析によって、RNA 顆粒が構造変化を起こす原理の探求と、細胞内微細構造の変化
が翻訳制御に果たす役割の解明を目指した。 
 
４．研究成果 
(1) 我々が発見した「mRNA の 3’末端配列の短縮」が限られた mRNA のみで起こる現象
か、多くの mRNA で普遍的な現象かを解明するため、ゼブラフィッシュを用い受精直後の胚
（0 時間）と原腸胚初期の胚（4 時間）から RNA を抽出、全 mRNA の 3’末端配列を増幅した
ライブラリーを作製した（図 2A）。次世代シークエンサーによってこれらライブラリーを解読
し、ゼブラフィッシュ・ゲノムにマップした。初期胚で翻訳される mRNA のリスト (Winata et 
al., 2018) から約 600種類の mRNA を抽出し、0 時間と 4 時間における 3’末端の変化を解析し



た結果、40%を超える mRNA において 3’末端配列が短縮することを見出した（図 2B-D）。こ
れは、pou5f3 と Pou5f1 mRNA に見られた 3’末端の短縮が多くの mRNA に共通する普遍的な
現象であることを示す。 
 

 
(2) 質量分析で同定した hnRNP D、Gemin5、Dhx9 タンパク質に対する抗体を作製し、マウ
ス卵母細胞と 2 細胞期における発現を解析した。ウェスタンブロットと免疫染色のどちらにお
いても、これらタンパク質の発現を検出した。次に、UV-Crosslink 法により、試験管内でこれ
らタンパク質と Pou5f1 mRNA との結合を解析した。質量分析の結果と同様に、hnRNP D は 
Long の 3’UTR に、Gemin5 と Dhx9 は Short の 3’UTR により強く結合した。この結果は、
これらタンパク質が Pou5f1 mRNA と直接結合することを示す。さらに、卵母細胞と 2 細胞期
における Pou5f1 mRNA との結合を免疫沈降により解析した。その結果、hnRNP D は卵母細胞
において Pou5f1 mRNA と結合し、Gemin5 と Dhx9 は 2 細胞期胚で Pou5f1 mRNA と結合す
ることが示された（図 3A）。従って、これらタンパク質が Pou5f1 mRNA の翻訳に関係するこ
とが強く示唆された。 
 次に、これらタンパク質の機能を明らかにするため、Trim-Away システムによるノックダウ
ンを試みた。抗 hnRNP D 抗体と Trim27 mRNA を微量注入した卵母細胞で、hnRNP D タンパ
ク質が特異的に分解できることを確認した（図 3B）。Gemin5 と Dhx9 においても、同様の結
果が得られた。興味深いことに、hnRNP D をノックダウンした卵母細胞では、Pou5f1 タンパ
ク質の発現量が上昇し、Gemin5 と Dhx9 をノックダウンした胚では Pou5f1 タンパク質の発
現量が減少した（図 3C）。これらの結果から、hnRNP D タンパク質は 3’末端が短縮する前の 
Pou5f1 mRNA に結合し翻訳を阻害、Gemin5 と Dhx9 タンパク質は 3’末端が短縮した Pou5f1 
mRNA に結合し翻訳を活性化すると結論付けた。また、これらの結果は 3’末端の短縮が翻訳の
抑制と活性化を切り替える分子スイッチとして働くことを示唆する。 
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(3) mRNA の 3’末端の短縮が胚発生でどのような意義を持つのか明らかにするため、ゲノム

編集により pou5f3 mRNA の 3’末端の配列に変異を導入した。興味深いことに、3’末端に 21塩
基、あるいは 7塩基の配列が挿入されたゼブラフィッシュの両方で、受精卵においてすでに 3’
末端の短縮が起こっており、Pou5f3 タンパク質の合成量が大幅に増加していた。従って、3’末
端配列は pou5f3 mRNA の翻訳抑制に必須であると考えられる。これらの胚は原腸形成期に入

り覆い被せ運動に遅れを生じ、その後、泳ぐことができず胚致死となった。以上の結果から、

3’末端の短縮を介した pou5f3 mRNA の翻訳制御は、胚発生の正常な進行に極めて重要である

ことが明らかとなった。これらの成果をとりまとめ、2023年に Science Advances 誌に論文を公

表した。 

 

(4) 我々は pou5f3 mRNA が顆粒状の高次構造をとり、この構造が翻訳を抑制される時期から

活性化時期まで維持されることを見出してきた。その内部構造が変化するかどうかを明らかに

するため、コード領域と 3’UTR の配列に相補的な約 500塩基の RNAプローブをそれぞれ合成

し、in situ hybridization を行った。超解像度顕微鏡の観察から、翻訳を抑制された顆粒はコード

領域を内側に、3’UTR を外側の数カ所で束ねていることが明らかとなった。一方、翻訳が活性

化した顆粒ではコード領域と 3’UTR 配列がそれぞれ球の半分（半球）を形成することが明ら

かとなった。従って、pou5f3 mRNA の顆粒は、翻訳状態によってその内部構造を大きく変える

ことが示された（図 4）。 

 さらに、顆粒内での翻訳を詳細に観察するため、Puro-PLA 法を用いリボソームで合成されて

いる Pou5f3タンパク質の検出を試みた。様々な実験条件から、抗 Pou5f3 抗体と抗 Puromycin 
抗体を用いた PLA 法は合成途中の Pou5f3タンパク質の検出を可能にすることが示された。さ

らに、pou5f3 mRNA の in situ hybridization 法と同時に実施することで、顆粒内で Pou5f3タンパ
ク質が合成されることを示すに至った。この結果は、Ribopuromycylation 法に依存しない

Rpl11-PLA 法でも再現された。さらに、液滴を拡散する Hexanediol で胚を処理すると、受精卵

の pou5f3 RNA 顆粒は変化せず、胞胚期の pou5f3 RNA 顆粒は拡散することが示された。興味深

いことに、Hexanediol処理で pou5f3 mRNA の翻訳活性は大幅に減少した。以上の結果から、

pou5f3 mRNA は翻訳抑制型の顆粒から翻訳活性化型の顆粒に内部構造と性質を変化させ、液滴

の顆粒において翻訳を活性化させるという結論に至った（図 4）。これらの成果をとりまとめ、

2022年に iScience 誌に論文を公表した。 

 本研究は、「受精後の発生に備え卵母細胞がどのような翻訳システムを構築するのか」の一端

を解明し、今までに知られていない未知のメカニズムによって発生プロセスが進行することを

初めて示したものである。このメカニズムは特定の遺伝子に限られたものではなく、多くの遺

伝子に共通の普遍的な仕組みであると予想される。今後の研究の発展により、動物の発生プロ

セスを進行させる根源的な仕組みが明らかになるものと期待される。 
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図 4  卵形成過程と胚発生における胚性
RNA顆粒の模式図。（左）卵形成過程にお
いて動物局に存在する pou5f3 mRNAの顆
粒は翻訳を抑制され、図のような構造をと

り、固相様の性質を示す。（右）受精後に

この RNA顆粒は内部構造を変化させ、液
相様の性質を示すようになる。この液相様

の顆粒内で翻訳が起こり、Pou5f3 タンパ
ク質が合成される。合成されたタンパク質

は発生を進行させる。 
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