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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュ初期胚における始原生殖細胞形成過程において、dead-end (dnd) 遺伝子
の発現阻害によって正常な始原生殖細胞形成を阻害した初期胚（dnd発現阻害胚）と野生型胚のRNAを次世代シークエン
サーを用いて比較解析し、発現量が変化する遺伝子群を網羅的に同定した。このうち特に転写制御関連因子についてさ
らに解析を進めている。また、DNDタンパク質の機能解析を行ったところ、これまでの報告と異なり、ゼブラフィッシ
ュDNDタンパク質が標的mRNAの翻訳抑制因子として働くことが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：The mechanism underlying how germ cell-specific gene expression is regulated by 
the cytoplasmic determinant "germ granules" that is maternally supplied remains to be elucidated. In this 
study, we performed RNA-seq analyses of the wild type and germ cell-deficient embryos and identified many 
candidates that may act in germ cell-specific transcriptional regulation. In addition, we showed that a 
germ cell-specific RNA-binding protein DND has the ability to repress translation of target mRNAs in 
zebrafish.

研究分野：分子生物学・発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
生殖細胞は次世代を生む特別な細胞であり、
その特性の理解や形成・分化機構の解明は、
生命科学の最重要課題の一つである。 

 胚発生過程における始原生殖細胞の形成
には、マウスなどの胚誘導による形成機構、
および、ショウジョウバエやツメガエルなど、
卵内の一部に局在する母性細胞質「生殖質」
による決定機構が存在するが、これら形成様
式や生物種を問わず、生殖細胞を特徴づける
「生殖顆粒」やヌアージ (nuage)など類似し
た細胞質内の顆粒状構造の存在が知られて
おり、生殖細胞関連遺伝子も種間で共通する
ものが多い。生殖顆粒は特定の mRNA やタ
ンパク質を含む巨大な顆粒状構造であるこ
とから、生殖顆粒による生殖細胞の決定には、
mRNA局在、分解、翻訳制御などの RNA制
御機構が中心的役割を果たすと考えられる。
また、ゲノム品質管理に働く piRNA の生合
成の場としても注目されている。 

 私達は、これまでに、脊椎動物のモデル実
験生物として汎用される小型淡水魚ゼブラ
フィッシュ（Danio rerio）の始原生殖細胞形
成過程が、mRNA制御を主要な分子基盤とす
る４つの機構、すなわち、「生殖顆粒の形成」
「生殖顆粒による始原生殖細胞決定」と、「体
細胞で生殖顆粒因子の誤作動を防ぐ保証機
構」および「この保証機構を始原生殖細胞で
解除する機構」から成立していることを示し
てきた。しかしながら、脊椎動物における生
殖顆粒の形成機構や、生殖顆粒の生理機能に
ついては依然として不明な点が多い状況で
ある。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、ゼブラフィッシュ胚をモデル系
とし、細胞質に存在する生殖顆粒の情報がど
のようにして核内へと伝えられ、転写レベル
での生殖細胞特異的なゲノム情報発現制御
活性が獲得されるのか、について解明するこ
とを目的とするものである（図 1）。 
 

 
 具体的には、ゼブラフィッシュ初期胚の始
原生殖細胞で転写活性化される遺伝子群の

探索を行い、核内におけるゲノム情報発現様
式の情報を集積するとともに、始原生殖細胞
特異的なゲノム情報発現制御に関与するタ
ンパク質をコードする生殖顆粒構成 mRNA
について探索を行い、生殖細胞における発現
時期や細胞内局在性、始原生殖細胞形成にお
ける役割を検証する。これらの知見を統合し
て、細胞質の生殖顆粒による核内ゲノム情報
発現制御機構について解明する。 
 
 
３．研究の方法 
 
 ゼブラフィッシュ生殖細胞特異的な RNA
結合タンパク質をコードする dead-end 
(dnd) 遺伝子について、mRNAの翻訳開始領
域に設計したアンチセンスモルフォリノオ
リゴを受精卵にインジェクションし、翻訳阻
害を行うことによって生殖細胞欠損胚を作
製した。 

 ゼブラフィッシュの野生型初期胚と生殖
細胞欠損胚（それぞれ、受精後６時間胚、お
よび、２４時間胚）から抽出した全 RNA を
用いた RNA-seq 解析を行い、野生型胚と生
殖細胞欠損胚で発現量が変動する転写産物
を洗い出すことによって、始原生殖細胞で発
現する遺伝子群のカタログ化を行った。
RNA-seq解析によって得られた結果は、半定
量的な RT-PCRによって確認した。 

 DNDタンパク質により直接mRNA安定性
や翻訳レベルの制御を受けると推測される
標的候補 mRNAについては、Dnd発現阻害
胚や強制発現胚における内在 mRNA の存在
量の検討を行うとともに、標的候補 mRNA
の 3’非翻訳領域（3’UTR）を連結したレポー
ターmRNAを作製し、受精卵へのインジェク
ション実験などによる解析を行った。 

 Dnd タンパク質の翻訳制御活性について
は、λN タンパク質を用い、レポーター
mRNA に人為的に結合してその効果を検討
する tethering 実験を行った。また、デアデ
ニレーション酵素のドミナント・ネガティブ
変異体型タンパク質を共発現し、レポーター
mRNA の安定性や翻訳活性に対する効果に
ついて検討した。 

 また、生殖顆粒構成タンパク質について、
タグを付加し、生殖細胞で発現するトランス
ジェニック系統を作成するとともに、生殖顆
粒構成因子について、TALEN 法による機能
欠損変異体作成などによって始原生殖細胞
形成における役割を検証した。なお、TALEN
法を用いた解析に関しては、米国ユタ大学の
星島一幸博士と情報交換や共同研究を行っ
た。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ゼブラフィッシュ野生型胚と始原生殖



細胞欠損胚におけるトランスクリプトー
ムの比較解析 
 
 ゼブラフィッシュ生殖細胞特異的に発現
するdead-end (dnd)遺伝子に対するアンチセ
ンスモルフォリノオリゴを受精卵にインジ
ェクションにより導入して翻訳を阻害し、始
原生殖細胞が欠損もしくは著しく減少した
初期胚（受精後 24 時間胚）を得た。受精後 6
時間胚では、モルフォリノオリゴを導入した
胚においても始原生殖細胞の現象は観察さ
れなかった。そこで、野生型の 6時間胚、24
時間胚、および、dnd の発現阻害を行った 6
時間胚、24時間胚について、RNA-seq による
比較解析を行い、発現量が 2倍以上変動する
遺伝子群を同定した（図 2）。 

 

 Dnd発現阻害を行った24時間胚において発
現量が減少する遺伝子群の中には、転写制御
関連因子が多数含まれていたため、始原生殖
細胞特異的な遺伝子発現制御に関与するも
のを同定するためにさらに絞り込みを進め
ている。 

 また、興味深いことに、始原生殖細胞に関
係する dazl 遺伝子などいくつかの既知遺伝
子や、多能性維持などに関係すると考えられ
る nanog の mRNA が Dnd 発現阻害を行った初
期胚で増加することが明らかになった。 
 
 
(2) ゼブラフィッシュ生殖細胞特異的に発
現する DND タンパク質の翻訳制御活性の
解析 
 
 ゼブラフィッシュ初期胚において、DND は
生殖細胞形成に関与する nanosや tdrd7 mRNA
に結合し、miRNA である miR-430 による抑制
（mRNA 分解促進や飜訳抑制）を解除し、mRNA
安定化や翻訳活性化を行う働きがあること
が報告されている。これに対して、私達が受
精卵に Dnd を強制発現させても、これらの
mRNA の異所的な翻訳活性化が観察されなか
った。 

 そこで、ゼブラフィッシュ胚において、レ
ポーターmRNA の 3’UTR に人為的に DND（λN
融合タンパク質）を結合させて tethering す
る実験を行ったところ、レポーターmRNA の翻

訳が阻害されることが明らかとなった。この
効果は、デアデニレース活性を阻害すると抑
制された。これらのことから、ゼブラフィッ
シュ胚においてDNDが翻訳抑制因子として働
くことが強く示唆された。 
 
(3) ゼブラフィッシュ生殖顆粒形成に関与
する Buc 遺伝子の発現制御機構 
 
 ゼブラフィッシュ初期胚の生殖顆粒や卵
形成期のミトコンドリア凝集体の形成に関
与すると考えられる Bucky Ball (Buc) の発
現制御機構について解析を行った。Buc はタ
ンパク質が生殖質への局在化活性を有する
が、これに加えて、胚発生過程において
miR-430 が buc mRNA の 3’UTR を認識し、胚
全体で翻訳抑制制御を行っていることを見
出した。生殖質 mRNA である nanos や tdrd7
の場合には、生殖細胞特異的な RNA 結合タン
パク質である DND や DAZL が 3’UTR に結合し
てmiR-430による抑制を解除することが示さ
れているが、buc mRNA の場合には、これらの
RNA 結合タンパク質が存在しても抑制の解除
が起こらないことがわかった。生殖細胞にお
ける Buc タンパク質の発現（mRNA 翻訳制御）
に他の制御因子が関与するか、さらに検討を
進めている。 
 
(4) ゼブラフィッシュ生殖顆粒構成因子の
機能解析系の構築 
 
 タグを付加した生殖顆粒構成タンパク質
Buc などを発現するトランスジェニック系統
を樹立し、内在性タンパク質と同様にタグ付
きBucタンパク質について生殖顆粒への局在
を再現することが出来た。しかしながら、そ
の後の系統維持の過程でトランスジーンの
サイレンシングが起こり、生化学的解析に使
用することが出来ない状況となったため、
mRNA インジェクションによって強制発現さ
せたタンパク質を用いて免疫沈降実験など
を行い、生殖顆粒構成因子と相互作用する新
規タンパク質候補を同定した。 

 また、brul の mRNA およびタンパク質は生
殖質に局在化することを明らかにしている
が、その役割は明らかとなっていない。そこ
で、ゲノム編集法である TALEN 法によって
brul 遺伝子の機能欠失変異体を作成し、母性
ホモ変異胚の表現型解析を進めている。 

 一方、共同研究によって他生物種における
始原生殖細胞形成機構についても研究を進
め、種を越えた共通性などの考察を行った。 
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