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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、ミトコンドリア酵素のミトコンドリア外の細胞質中での機能を明らかにす
ることを目的とし、初期胚細胞周期の維持に必要な新規の分子機構と分化した組織・器官
の細胞における細胞分化での普遍的な機能を検証した。とくに、アフリカツメガエルの初
期胚細胞周期においてクエン酸合成酵素の分布と挙動を明らかにし、細胞周期転換と原腸
胚形成において細胞質中でクエン酸合成酵素と相互作用している分子を明らかにした。 

研究成果の概要（英文）：
 In this study, we tried to clarify the function of mitochondrial enzymes in the 
cytoplasm outside mitochondria, with particular attention to a novel molecular 
mechanism of cellular differentiation in differentiated tissues and organs.  We 
found the distribution and behavior of citrate synthase and the molecules interacting 
with it during mid-blastula transition and gastrulation.   
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１．研究開始当初の背景 
 動物の初期発生では初期胚型（卵割型）か
ら体細胞型の細胞周期への転換が起き、細胞
の分化が始まる。受精後の卵由来の mRNA と
タンパク質に依存した制御（母性型）から、
接合核由来のゲノム遺伝子の発現を伴う制

御（胚性型）へと細胞周期が転換することは、
哺乳類を含む多くの動物の発生過程で普遍
的に見られ、発生に必須な現象である。脊椎
動物における発生メカニズムの有用な研究
モデル動物であるツメガエルでは、胞胚中期
以 降に体 細胞型 の分裂 周期へ 移行し
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（Mid-Blastula Transition; MBT）、母性型
／胚性型転移（MZT）の分子メカニズムの解
明は初期胚での細胞分化と形態形成のしく
みを明らかにするために欠くことができな
い。我々が独自に開発した透明なツメガエル
割球により、これらの細胞周期の調節分子の
挙動を生きた割球（細胞）でのバイオイメー
ジングに成功し、個々の細胞の細胞周期（G1
期、S 期、G2 期、M 期）の調節機構を明らか
にしてきた。さらに、受精時の初期胚細胞周
期の再開において、精子細胞質中のクエン酸
合成酵素が卵の Ca シグナル経路を活性化し
て M期を終了させることを始めた明らかにし
た。これは通常はミトコンドリア内で機能し
ているクエン酸合成酵素が、細胞質中でも重
要な機能をもつことを初めて示したもので
ある。また、イモリとツメガエル胚での初期
胚細胞周期で核と紡錘体に特異的に発現し
ているクエン酸合成酵素があり、この発現は
体細胞型分裂へ移行後の形態形成に必要で
あることがわかってきた。これは、脊椎動物
の発生においてクエン酸合成酵素がミトコ
ンドリア外の細胞質中で機能していること
を国内外で初めて示したものである。本研究
では、ミトコンドリア酵素（クエン酸合成酵
素）のミトコンドリア外の細胞質中での機能
を明らかにすることを目的としており、初期
胚細胞周期の維持に必要な新規の分子機構
を解明する。さらに、クエン酸合成酵素が分
化した組織・器官の細胞においてもミトコン
ドリア外の細胞質中で機能しているかを明
らかにすることにより、脊椎動物の発生過程
において細胞分裂や細胞分化で普遍的に機
能しているかを検証した。 

２．研究の目的 
(1) クエン酸合成酵素のミトコンドリア外
での分布と挙動の解明 アフリカツメガエ
ルの初期胚細胞周期において、クエン酸合成
酵素のミトコンドリア外細胞質中での分布
と挙動を明らかにする。とくに、これまでに
知られていなかった生きた細胞での核内と
紡錘体微小管の周囲の分布を我々が開発し
た透明化割球イメージングシステムを用い
て検証する。 
(2) クエン酸合成酵素の初期胚発生におけ
る機能の解明 クエン酸合成酵素の初期胚
での発現を阻害すること、または亢進するこ
とで、細胞分裂や細胞分化におけるこの酵素
の役割を解明する。また、細胞質中でクエン
酸合成酵素と相互作用している分子を調べ
る。さらに、この分子のミトコンドリア外で
の機能に酵素活性が必要であるかどうかを
明らかにする。 
(3) 細胞質型クエン酸合成酵素の分子機能
の解明 細胞質型（高分子型）クエン酸合成
酵素がどのような分子構造をもつか、あるは

どのような修飾を受けているかを明らかに
することで、その機能と活性調節のしくみを
明らかにする。 
(4) 細胞分化におけるクエン酸合成酵素の
役割の解明 クエン酸合成酵素が機能して
いる可能性が高いアフリカツメガエル初期
胚の神経形成をモデルとして、核内に分布す
るクエン酸合成酵素の細胞分化における遺
伝子発現調節の機能を明らかにする。これに
より、ミトコンドリア外のクエン酸合成酵素
が発生過程において普遍的な役割をもつか
を検討する。 
 これらにより、これまでに未知であったミ
トコンドリア酵素の新規機能を解明するこ
とができる。発生における細胞機能の制御に
関して新たな概念を提起したいと考えてい
る。 

３．研究の方法 
(1) クエン酸合成酵素のミトコンドリア外
での分布と挙動の解明 
 アフリカツメガエルの初期胚細胞周期に
おいて、クエン酸合成酵素のミトコンドリア
外の細胞質中での分布と挙動を明らかにす
る。これまでの予備的な観察から、高分子型
分子が細胞周期の間期には核に、またＭ期に
は紡錘体付近に分布していることがわかっ
てきたので、抗クエン酸合成酵素抗体を用い
た蛍光抗体法と共焦点レーザー顕微鏡によ
る詳細な観察をおこない、その分布と細胞周
期中での挙動を明らかにする。また、実際に
生きた細胞内での挙動を確かめるため、GFP
蛍光タンパク質を融合させたクエン酸合成
の mRNA を受精卵に注入して GFP 融合タンパ
ク質を発現させる。さらに、我々の開発した
透明化割球イメージングシステムを用いた
観察により、細胞内での挙動を蛍光顕微鏡用
高感度カメラにより生きた細胞で詳細に観
察し、核と紡錘体での分布を証明する。 
(2) クエン酸合成酵素の初期胚発生におけ
る機能の解明 
 アフリカツメガエルの初期胚では、MBT 期
まではS期と M期からなる短い細胞周期をも
っているが、その後、細胞の大きさの減少に
より S期の伸張し、G2 期と G1 期が出現して
体細胞型周期となり、細胞分化と形態形成が
始まる。細胞質型クエン酸合成酵素の初期胚
での発現を、特異的にタンパク合成を阻害す
るアンチセンス・モルフォリノオリゴを用い
て低下させるか、mRNA の注入によって発現を
増加させて発生での機能を調べる。とくに、
細胞周期転換と原腸胚形成における機能を
明かにする。また、細胞質中でクエン酸合成
酵素と相互作用している分子の同定をおこ
なう。さらに、酵素の活性中心の欠失した分
子を作成し、ミトコンドリア外でのクエン酸
合成酵素の機能に酵素活性が必要か、あるい



は他の分子との相互作用が必要性について
検討する。これらにより細胞質型（高分子型）
クエン酸合成酵素の分子構造とその作用機
序を明らかにする。これらにより、クエン酸
合成酵素のミトコンドリア外での分子作用
を明らかにする。 
(3) 細胞分化におけるクエン酸合成酵素の
役割の解明 
 ミトンドリア外のクエン酸合成酵素は、繊
毛虫では中間径繊維を形成することが知ら
れており、細胞骨格分子と相互作用している
可能性が高い。そこで、クエン酸合成酵素が
細胞分化、とくに細胞骨格が重要な神経系細
胞の分化と形態維持に果たす役割について
明らかにする。アフリカツメガエル胚での神
経形成をモデルとして、クエン酸合成酵素の
分布を蛍光抗体法によって調べ、特異的な分
子の発現を検索する。さらに、アンチセン
ス・モルフォリノオリゴを用いた機能阻害に
より、後期発生における形態形成での役割を
追求する。以上の研究から、ミトコンドリア
外のクエン酸合成酵素の役割とその機能の
全容を明らかにできると考えており、これま
でに未知であったミトコンドリア酵素の初
期発生における新規機能を解明することが
できる。クエン酸合成酵素がミトコンドリア
外でも重要な機能をもつことを明らかにす
ることで、脊椎動物の発生さらに細胞機能の
制御に新たな分野を開拓する。 

４．研究成果 
(1) クエン酸合成酵素のミトコンドリア外
での分布と挙動の解明 
 アフリカツメガエルの初期胚細胞周期に
おいて、クエン酸合成酵素のミトコンドリア
外の細胞質中での分布と挙動を明らかにし
た。これまで、高分子型分子が細胞周期の間
期には核に、またＭ期には紡錘体付近に分布
していることがわかってきたが、抗クエン酸
合成酵素抗体を用いた蛍光抗体法と共焦点
レーザー顕微鏡による詳細な観察をおこな
い、その分布と細胞周期中での挙動を明らか
にした。さらに、実際に生きた細胞内での挙
動を確かめるため、GFP 蛍光タンパク質を融
合させたクエン酸合成の mRNA を受精卵に注
入して GFP融合タンパク質を発現させ、遠心
による透明化割球イメージングシステムを
用いた観察により、細胞内での挙動を生きた
細胞で詳細に観察し、核と紡錘体での分布を
証明した。 
(2) クエン酸合成酵素の初期胚発生におけ
る機能の解明 
 アフリカツメガエルの初期胚では、MBT 期
まではS期と M期からなる短い細胞周期をも
っているが、その後、細胞の大きさの減少に
より S 期の伸張し、G2 期と G1 期が出現して
体細胞型周期となり、細胞分化と形態形成が

始まる。細胞質型クエン酸合成酵素の初期胚
での発現を、特異的にタンパク合成を阻害す
るアンチセンス・モルフォリノオリゴを用い
て低下させた。また、mRNA の注入によって発
現を増加させて発生での機能を調べた。とく
に、細胞周期転換と原腸胚形成における機能
を明かにした。細胞質中でクエン酸合成酵素
と相互作用している分子、とくに細胞骨格分
子を一部同定し、さらに検討を続けている. 
(3) 細胞質型クエン酸合成酵素の分子機能
の解明 
 細胞質型クエン酸合成酵素とミトコンド
リア型クエン酸合成酵素の細胞内局在化シ
グナルの相違点を明らかにするため、高分子
型と低分子型の酵素の機能を明らかにした。
翻訳後修飾の可能性も考えられるので、クエ
ン酸合成酵素分子のリン酸化、糖鎖付加、部
分切断の有無などを詳細に検討した。さらに、
酵素の活性中心の欠失した分子を作成し、ミ
トコンドリア外でのクエン酸合成酵素の機
能に酵素活性が必要か検討した。これらによ
り細胞質型（高分子型）クエン酸合成酵素の
分子構造とその作用機序を明らかにした。 
(4）細胞分化におけるクエン酸合成酵素の役
割の解明 
 ミトンドリア外のクエン酸合成酵素は、繊
毛虫では中間径繊維を形成することが知ら
れており、細胞骨格分子と相互作用している
可能性が高い。そこで、クエン酸合成酵素が
細胞分化、とくに細胞骨格が重要な神経系細
胞の分化と形態維持に果たす役割について
明らかにした。アフリカツメガエル胚での神
経形成をモデルとして、クエン酸合成酵素の
分布を蛍光抗体法によって調べ、特異的な分
子の発現を検索した。さらに、抗クエン酸合
成酵素抗体を用いて胚発生における形態形
成での役割を追求した。これらにより、ミト
コンドリア外のクエン酸合成酵素の発生過
程における普遍的な役割を明らかにした。 
 クエン酸合成酵素が細胞骨格上で形成さ
れる構造の中でも母系 mRNA の機能調節に関
わる P-body とどのように相互作用している
かを検討した。最近、哺乳類精子においても
クエン酸合成酵素がミトコンドリア外の細
胞質中に多量に分布していることがわかっ
た。これは、細胞質型クエン酸合成酵素が脊
椎動物の発生過程で広く機能していること
を示唆している。これらにより動物胚でのミ
トコンドリア外での酵素の機能を明らかに
した。 
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