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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエの雄減数分裂細胞は、サイズが大きく、分裂後期以降の解析にも適してい
る。この細胞内で波長の異なる蛍光タグで細胞内の構造を標識し、それらの動態を同時観察できるようにした。また、
メンブレントラフィックの関連遺伝子1030個を選び、精母細胞においてノックダウンさせ影響を調べた。その結果、小
胞輸送に必要なCOPI、COPIIが細胞質分裂に必要なことがわかった。前者は細胞質分裂の開始に必須なタンパクや脂質
を分裂溝に集積させるのに、後者は収縮環を細胞膜に固定するのに必要なことがわかった。一方、幼虫期神経芽細胞の
分裂にはこれらは必要ではなかった。膜系構造が発達した精母細胞に特異的と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Drosophila primary spermatocytes undergoing meiotic division I have advantages tha
t one can easily observe intracellular structures and can examine regulatory mechanism of later stages of 
cell divisions. We established multi-color imaging system that makes us possible to perform a time-lapse o
bservation of cell organelles as a progression of meiotic divisions. We carried out depletion experiments 
of 1030 genes that are possibly involved in membrane trafficking. Consequently, we identified COPI and COP
II components required for intracellular vesicle transport as essential factors of cytokinesis in male mei
osis. The COPI is required for initiation of cytokinesis by mediating transport of cleavage furrow protein
s or lipids toward cleavage sites. On the other hand, the COPII is indispensable for a progression of cyto
kinesis through maintenance of connection between contractile ring and plasma membrane. However, larval ne
uroblasts neither need both coatomer complexes. 

研究分野：

科研費の分科・細目：

発生遺伝学、細胞遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 ショウジョウバエを用いた細胞分裂の研
究から、哺乳類にも保存されている多数の重
要遺伝子が同定されてきた。これらの遺伝子
の同定には、シュジョウバエ幼虫の神経芽細
胞や雄減数分裂細胞の分裂が異常になる多
数の突然変異体が単離され、それらの原因遺
伝子が同定された。とくに後者は細胞のサイ
ズが大きく、分裂装置も詳細に観察できる。
チェックポイントも厳密でないので、微小管
構造が異常な変異体細胞でも分裂後期以降
の観察ができる。ところが細胞分裂を制御す
る遺伝子はショウジョウバエ発生の全過程
において必須である。したがってそれらが欠
損した突然変異体は通常、発生初期で致死と
なってしまう。減数分裂における表現型を調
べることができない。減数分裂細胞での表現
型を調べるにはハイポモルフ変異が必要と
なる。減数分裂細胞において遺伝子ノックダ
ウンに成功した例は研究開始当初は殆どな
かった。一方、培養細胞を用いた研究もなさ
れており、siRNA による遺伝子の網羅的同定
の試みもある。ところがショウジョウバエの
培養細胞は小さいので観察は容易でない。そ
こで、本研究では雄減数分裂細胞の長所を生
かしたライブ観察系を確立し、細胞内動態に
重要なメンブレントラフィック因子が細胞
分裂に果たす役割を明らかにすることを試
みた。従来、精巣からとりだした精母細胞は、
減数分裂を開始しても殆ど中期Iで停止して
しまい、連続観察はできなったが、本研究に
着手する直前に、生体外の培養条件下（ex 
vivo）で減数第１分裂の開始から終了までの
連続観察に成功した(Kitazawa et al., 2014)。
また、精巣内の精母細胞には、培養細胞のよ
うに細胞外からsiRNAを作用させることはで
きない。体細胞では、異所的な遺伝子発現誘
導システム（Gal4/UAS）を用いてノックダウ
ンが可能であるが、減数分裂前の精母細胞で
は極めて効率が悪い。これも研究開始後の早
い時期に効率の良い遺伝子ノックダウン系
を構築することができた。そこで以上２点の
成功をふまえ、これをさらに発展させる新た
な研究計画を実施した。 
 
２．研究の目的 
 ショウジョウバエの雄減数分裂細胞はサ
イズが大きく、分裂後期以降の解析にも適し
ているので細胞分裂の遺伝学的研究に繁用
されてきた。一方、分裂期を通して連続観察
できないという欠点もある。本研究では、減
数分裂にともなう種々の細胞内構造の変化
を同時に観察できるマルチカラーイメージ
ング法を確立させる。３種類の蛍光タグ付き
の融合タンパクを精母細胞において同時発
現させ、染色体、微小管、中心体、核膜、細
胞膜、ゴルジ体、小胞体の細胞内構造をマル
チカラー標識して視覚化する。それらが減数
分裂の過程でダイナミックに変化してゆく
様子を３色の蛍光で同時ライブ観察する。さ

らに減数分裂をおこなう精母細胞において、
効率よく遺伝子ノックダウンができる実験
系を構築する。そして細胞動態に重要なメン
ブレントラフィックに関わる遺伝子群をノ
ックダウンして、これらが減数分裂に果たす
役割を解明する。雄減数分裂においては、ミ
トコンドリア、ゴルジ体というオルガネラも
娘細胞に均等分配されることをみいだして
いる。これらの運搬に必要なモータータンパ
ク、制御タンパクを同定するため、候補とな
る遺伝子群（計１６個）を精母細胞において
ノックダウンし、オルガネラ分配が阻害され
ることを示す。雄減数分裂におけるオルガネ
ラの均等分配機構を明らかにする。これらの
機構は種間で保存されているので、ヒト無精
子症の原因遺伝子の同定につながる新規制
御遺伝子の発見も期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1)ショウジョウバエの遺伝子強制発現誘導
システム Gal4/UAS により、精母細胞内で異
なる蛍光タグ付きタンパク（ヒストン 2Av、
βチューブリン、アクチン、核ラミン C、α
COP、PDI、ミトコンドリア局在配列にそれぞ
れ GFP、mRFP、CFP タグが付いた融合タンパ
ク）を発現させ、染色体、微小管、細胞膜な
どをマルチカラー蛍光により可視化する。そ
れらが減数分裂の進行に伴って変化する様
子をライブ観察する。 
(2)減数分裂前の精母細胞特異的に２本鎖
RNA を発現、または(3)精母細胞に siRNA を電
子穿孔法により導入することにより、同細胞
特異的な遺伝子ノックダウン系を確立する。
メンブレントラフィック関連遺伝子群を網
羅的にノックダウンして減数分裂の異常を
明らかにする。上記のようにミトコンドリア、
ゴルジ体を蛍光標識して、雄減数分裂におけ
るオルガネラの伝達を解析する。精巣内から
取り出した精母細胞を生体外（ex vivo）で
培養し、その細胞が成長期を経て減数分裂に
移行できるか確認する。上記のようにゴルジ
体などの細胞内オルガネラを蛍光標識した
精母細胞を ex vivo にてしばらく培養する。
メンブレントラフィックの阻害剤であるプ
レフェルジン A、小胞輸送に関わる微小管の
重合阻害剤コルセミド、分裂に必須な POLO
キナーゼの阻害剤などを ex vivo 培養系に添
加し、ゴルジ体や小胞体などの膜系オルガネ
ラの形成、維持あるいは減数分裂における細
胞質分裂への影響を調べる。 
 さらに上記２にあるノックダウンにより
細胞質分裂の異常が認められた遺伝子に対
して siRNA を合成して、減数分裂精母細胞に
電気穿孔法により導入する。メンブレントラ
フィックに関与する遺伝子の中には、ノック
ダウンに必要なUAS系統が作られていない場
合もある。これらに対しては siRNA を作用さ
せて簡便にノックダウンをおこない、減数分
裂に必要なメンブレントラフィック遺伝子
を同定する。 



(4)体細胞モデルとして、幼虫期神経芽細胞
および、S2 培養細胞でも同様なマルチカラー
イメージング観察法を確立させ、細胞分裂に
よるオルガネラ伝達を観察するとともに、メ
ンブレントラフィックの阻害による細胞分
裂への影響を比較検討する。 
 
４．研究成果 
（１）ショウジョウバエ精巣細胞の ex vivo
培養法とそれを用いた減数分裂前の精母細
胞の成長および減数第１、第２分裂のライブ
観察法の確立 
 GFP、mRFP、CFP 蛍光タグを種々の細胞内構
造の構成タンパクに付与した融合タンパク
質を Gal4 依存的に誘導できる UAS 系統を作
製、入手した。これらを bam-Gal4 系統と交
配して得た F１個体の精母細胞において、核、
染色体、微小管、アクチン繊維、核膜、小胞
体、ミトコンドリアがそれぞれ蛍光標識され
ることを確認した。これらの精巣から取り出
した精母細胞を減数分裂前の細胞成長期か
ら、減数分裂開始、第１分裂、第２分裂終了
時までをタイムラプス観察できる実験系を
確立させた。さらに精母細胞を１４時間以上
ex vivo 培養して、それらの細胞が成長期を
経て減数分裂に以降できることを確認した。
そして細胞骨格が蛍光標識された精母細胞
の培養液に、微小管重合阻害剤コルヒチン、
アクチン重合阻害剤サイトカラシンDを加え
ると、当該細胞骨格が脱重合する様子が観察
できた。また、メンブレントラフィック阻害
剤プレフェルジンA、Exolを添加すると、COPI
小胞の減数分裂期における動態、幕系オルガ
ネラの形成が阻害される様子が観察された。 
 
（２）精母細胞特異的な遺伝子ノックダウン
系の確立 
 最初に精母細胞にsiRNAを直接導入する事
を検討した。形質転換ならびに導入遺伝子の
発現を確認するためにRFP-Tubulinを発現さ
せるプラスミドを電気穿孔法にて導入する
ことを試みた。電圧など種々の条件を検討し
たが、効率よく遺伝子導入できる条件をみい
だすことはできなかった。一方、代わってシ
ョウジョウバエの全遺伝子に対するdsRNAを
発現できるUAS系統ライブラリーが作られた
（VDRC 系統センター）。これらを bam-Gal4 系
統と交配することによって、次世代雄の精母
細胞においてショウジョウバエの全遺伝子
をノックダウンすることができる。このとき
２本鎖 RNAの分解に必要な Dicer を同時に発
現させることにより、効率よくノックダウン
できるようになった。 
 
（３）雄減数分裂の細胞質分裂におけるメン
ブレントラフィックの必要性の証明 
 メンブレントラフィックの阻害剤である
プレフェルジン A、小胞輸送に関わる微小管
の重合阻害剤コルヒチンを細胞に添加する
と、ゴルジ体や小胞体構造の形成、維持ある

いは減数分裂における分配が影響を受けた。
これらの薬剤処理により減数分裂時の細胞
質分裂も阻害されることから、雄減数分裂に
メンブレントラフィックが必須な役割をに
なうことが推測された。 
 さらにメンブレントラフィックに関わる
1,030個の候補遺伝子のdsRNAをGal4/UASシ
ステムにより、ひとつずつ精母細胞特異的に
発現させた。これらの個体から精母細胞をと
りだし、減数分裂における細胞質分裂に異常
がないか、ライブ解析法にて調べた、ノック
ダウンすると減数分裂に異常が表れた遺伝
子についは論文に発表した（Kitazawa et al., 
2014）。メンブレントラフィック因子が雄減
数分裂における細胞質分裂に必須なことが
証明された。 
 
（４）小胞輸送因子 COPI、COPII の細胞質分
裂における役割 
 さらに COPI のいずれの構成因子のノック
ダウンによっても、減数分裂における細胞質
分裂が阻害されることがわかった。これらの
細胞では細胞質分裂に必須なタンパクや脂
質が分裂溝に集積されていないことがわか
った。これらの細胞内運搬に COPI 小胞が必
要なことがわかったまた、小胞体からゴルジ
体への小胞輸送を担うCOPII複合体の５種類
の構成タンパクをそれぞれノックダウンあ
るいは、ノックアウトしても減数分裂時の細
胞質分裂が阻害された。タイムラプス観察の
結果、細胞膜の貫入が途中で停止し、もとに
もどるリグレッションが観察された。この結
果は COPI のみならず COPII による小胞輸送
も細胞質分裂に必須であることを示す。
COPII 複合体がショウジョウバエ雄の減数分
裂における細胞質分裂に果たす役割につい
て更なる検討をおこなった。COPII 構成因子
のノックダウンにより、細胞膜の貫入が途中
で停止し、もとにもどるリグレッション表現
型が観察された。このとき細胞質を分断する
アクトミオシンリングからなる収縮環が細
胞膜から遊離している異常が頻度高く観察
された。アクトミオシンリングを細胞膜に固
定するには PtdIns(4,5)P2(PIP2)が重要な働
きをすることが知られている。そこで PIP2
阻害剤であるPBP10の存在下で細胞質分裂を
観察したところ、COPII のノックダウンと同
じ表現型が観察された。COPII 複合体は細胞
分裂面には局在が観察されない。ところがそ
れを阻害すると細胞質分裂の開始は正常に
おきるが、進行に影響が表れる。COPII は収
縮環を細胞膜に固定するのに必要な PIP2 の
移送に必要であるとの作業仮説を立ててい
る。COPII が分裂溝に集積する他のメンブレ
ントラフィック因子を介して、PIP2 の集積に
影響を与えていないか検討している。 
 また、COPII などのメンブレントラフィッ
ク因子が幼虫期の神経芽細胞などの体細胞
の細胞質分裂にも影響するか検討した。同細
胞特異的に COPII 制御因子である sar1 をノ



ックダウンしたが、倍数化された細胞は観察
されなかった。メンブレントラフィック因子
と細胞質分裂との関連については、膜系の細
胞内構造がとくに発達している精母細胞に
おいてのみみられる現象である可能性が考
えられた。 
 
（５）雄減数分裂における細胞質オルガネラ
の分配 
 また、ミトコンドリア、ゴルジ体、小胞体
を蛍光標識して、雄減数分裂におけるそれら
の分配をタイムラプス観察した。精母細胞に
おいて RFP-Tubulin と YFP-mitochondria 局
在シグナルを同時発現させ、微小管とミトコ
ンドリアを異なる波長の蛍光で標識した。雄
減数分裂の過程でミトコンドリアが微小管
上を均等分裂される様子が観察された。微小
管モーター８種類においてミトコンドリア
分配への影響を調査した。Dhc64 および
milton をノックダウンしても顕著な影響は
みとめられなかった。 
 ゴルジ体等に局在する COPI 複合体のガン
マサブユニットにRFP蛍光タグを付与した融
合タンパクを精巣内の細胞で発現させ、ゴル
ジ体を蛍光標識した。この個体から精母細胞
を取り出し、ex vivo にて減数分裂を観察し
た。雄減数分裂ではゴルジ体が娘細胞に均等
分配されることがわかった。この分配には微
小管マイナス端モーターであるダイニンが
必要であることがわかった。 
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