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研究成果の概要：出芽ホヤ生殖系列の再生を実行している間葉系幹細胞ヘモブラストを、分子

レベルでcharacterizeし、RNA干渉法で機能を検討した。生殖系列幹細胞は、Vasa, Piwi, Myc, 
RACK1 を強く、Nanosを弱く発現した。VasaとRACK1 は、生殖腺形成に必須である。Piwi
は、Vasaより広い範囲の生殖系列細胞で発現した。本研究結果は、Vasa-,Piwi+ヘモブラストが

生殖系列の供給源（前駆細胞）であり、ホヤ生殖系列は、Piwiに代表される分子によって体細

胞系列から仕切られていることを支持した。 
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１．研究開始当初の背景 
動物の生殖系列は、ショウジョウバエのよ

うに、卵細胞質の生殖細胞決定因子により前
成的に決定される場合と、哺乳類のように、
生殖細胞が発生学上等価な細胞群から後成
的に形成される場合がある。いずれにしても、
生殖系列は胚発生の早い時期に体細胞から
隔離され、生殖細胞はその系列の子孫細胞の
みから出現すると考えられた。  
2000 年前後から、Vasa や Nanos ホモログ

をプローブとして用いて、ヒドラ、コツブク
ラゲ、プラナリアなどの原始的後生動物の生

殖細胞を追跡する研究が始まった。ヒドラの
幹細胞は、生殖系列マーカーを恒常的に弱く
発現しており、生殖細胞にコミットされると
強く発現し、体細胞に分化すると発現を失っ
た。コツブクラゲの場合は更に興味深い。胚
期で発現していたマーカーを、ストロンポリ
プ世代は完全に失う。しかし、次のクラゲ世
代が到来すると、Nanos の発現が復活すると
ともに、始めて生殖細胞が出現する。このよ
うに、原始的後生動物の生殖は、世代交代と
深い関係をもっており、胚期の割球と成体の
生殖細胞が直線で結びつかないのが一般的



である。しかし、系統学的に高等な動物で、
そのようなことが起きる例はまだ知られて
いなかった。 
 
 
２．研究の目的 
群体ボヤは、間葉系未分化細胞ヘモブラス

トをもつ。我々は、群体ボヤの生殖系列ヘモ
ブラストと体細胞系列ヘモブラストの関係
について４つの作業仮説を立てた。①ホヤの
ヘモブラストは分化全能性であり、生殖系列
と体細胞系列のどちらにも分化可能である。
②生殖系列ヘモブラストは厳密に体細胞系
列から隔離されており、互換性はない。③ホ
ヤは生殖系列と体細胞系列のヘモブラスト
をもつが、その他にどちらにもコミットされ
ていない small population をもつ。④生殖
系列と体細胞系列のヘモブラストは、低い確
率で分化転換可能である。 
これらの可能性を実験的に検証し、群体動

物における生殖細胞樹立のメカニズムを明
らかにすることが本研究の目的である。この
問題を解決することにより、「群体動物は有
性生殖のためになぜ世代交代を必要とする
のか」という古典的疑問に解答を得ることが
期待される。 
 
３．研究の方法 
 ミダレキクイタボヤとミサキマメイタボ
ヤを用いた。各々の群体ライブラリから ERK, 
RACK1, Myc, Vasa, Piwi, Nanosの cDNAを
クローニングし、in situ hybridization 法に
より発現部位と時期を調べた。 
 RACK1, Myc, Nanos の機能を RNAi 法に
より調べた。 
 BrdU 標識法を用いて、ミダレキクイタボ
ヤ幹細胞の分裂増殖活性を調べた。 
 ミダレキクイタボヤの血管系にヒトリコ
ンビナント BMP を顕微注射した。抗 Vasa
抗体を用いて、生殖系列幹細胞が誘導される
か否かを調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 未分化細胞で特異的に発現する遺伝子と
その機能 
群体ボヤ RACK1 は、生殖系列未分化細胞

で強く発現した。生殖上皮(卵原細胞)と精巣
外縁(精原細胞)で特に強い発現が見られた。
ホヤ芽体の体細胞系列脱分化細胞も RACK1
を発現した。ホヤ芽体を RACK1 siRNA 処理
し、4 週齢で観察したところ、22 例中全てに
おいて生殖腺の発達が認められず、クランプ
状態（細胞塊）で止まっていた。また、12
例において個虫の成長が遅延した。成長不良
の個体は、その後回復し、10 週前後（2-2.5
ヶ月）で対照群と見分けがつかなくなった。 

RACK1 が生殖系列未分化細胞で強く発現

することを更に確かめるため、RACK1 5’ 
flanking region 約 1.9kb をクローニングし、
GFP レポーター遺伝子に連結し、生殖腺外植
体にエレクトロポレーションした。その結果、 

図 1 ミサキマメイタボヤの生殖巣における
RACK1-GFP の発現 矢印、卵原細胞と卵母
細胞 
 
生殖系列幹細胞が特に強いシグナルを発す
ることがわかった(図 1)。 
ミダレキクイタボヤの Myc は、生殖細胞系

列の未分化細胞と体細胞系列の多能性上皮
(芽体原基)で強く発現したが、組織幹細胞(食
道上皮や咽頭縦走血管)では発現しなかった。
また、Myc RNAi は、体細胞系列幹細胞によ
る Vascular budding を阻害した。これらの
結果は、Myc が未分化細胞の維持増殖に機能
していることを示している。 

ホヤ Vasa と Piwi は生殖系列特異的で、
Piwi がより広い範囲の細胞を染めた(図 2)。
Vasa RNAi は、体細胞系列に全く影響するこ
となく、生殖巣の形成と発達を阻害した。 

図 2 ホヤ生殖巣における Piwi の発現 
 
ホヤ Nanos は、精巣で強く発現し、卵巣で

ほとんど発現が見られなかった。体細胞系列
は、芽体原基などの未分化組織が弱いシグナ
ルを発した。Nanos RNAi は、体細胞系列に
影響を与えることなく、精巣の組織のみを破
壊した。 
ホヤ生殖巣における ERK は、卵巣でのみ

発現が見られた。体細胞系列では、芽体の形
態形成領域で強い発現が認められた。発現す
る組織は、順次、表皮、間充織、囲鰓腔上皮



に広がった。ERK は細胞の未分化性と直接
関係しない、と結論した。 

 
 

(2) 群体ボヤ幹細胞の分裂増殖活性 
ミダレキクイタボヤ群体に BrdUを顕微注

射し、一定時間ごとに群体の一部を固定し、
抗 BrdU 抗体で核染色した。その結果、生殖
系列では、loose cell mass の BrdU 標識指数
が低く(図 3)、compact cell mass と精巣は著
しく高い値を示した。Loose cell mass は、抗
Vasa 抗体で最初に染まる組織でもある。こ
れらの結果は、loose cell mass が群体ボヤの
生殖幹細胞であることを示している。体細胞
系列では、芽体原基が高い取り込み指数を示
すのみならず、成体の食道、咽頭縦走血管、
内柱が標識された。これらの組織が成体幹細
胞をもつことが始めて示唆された。血球は、
内柱の周りや咽頭内で強く標識された。他方、
被のう血管中の血球は、パルスラベルでほと
んど染まらず、注射後 4 日目によく染まるよ
うになった。この結果は、血球は体外の被の
う血管では分裂せず、個体の血体腔を住処と
して増殖していることを示している。 

 
 

図 3 loose cell mass による BrdU 取り込み 
 
 
ここまでを整理すると、生殖系列幹細胞は、

Vasa, Piwi, Myc, RACK1 を強く発現する細
胞であり、このうち Vasa と Piwi は生殖系列
特異的であることがわかった(図 4)。 
 

 
図 4 ヘモブラストとその子孫細胞による遺
伝子発現 

 
(3) BMP による Vasa 誘導 
 ミダレキクイタボヤの zooid-free colony
（血管群体）に BMP2 を顕微注射（0.15-0.2 
γ/λ）すると、vascular bud の数が著しく増
加した(図 5)。また、同じ群体で抗 Vasa 抗体
に反応する未分化様細胞が出現した(図 6)。
特定の分子が、生殖系列を誘導できることを
示したのは、少なくとも無脊椎動物では本研
究が最初である。 

Vascular bud 

 
図 5 BMP による vascular bud の誘導  

Vasa-positive cells 

Loose cell mass 
 

 図 6 BMP による Vasa 陽性細胞の誘導 
 
 
ホヤ BMP 関連分子が、体細胞系列幹細胞の

組織分化、あるいは体細胞系列と生殖細胞系
列の分化を調節する内在性因子か否かを確
かめるため、以下の実験を行った。 

testis 

  まず、ホヤ BMP cDNA を調製した。5’末
端は不完全ながら、3’末端は poly(A)までを
含む約 1.5 kb 長 cDNA を得た。この配列をプ
ローブにして、in situ hybridization を行
った。発現部位は、生殖巣が位置する腹側血
体腔に限られた。特によく発現したのは、腹
側表皮であり、期待されたとおりの発現パタ
ーンであった。 
 
 
(4) 結論 
生殖系列のヘモブラストは、Vasa-,Piwi+細

胞とVasa+,Piwi+細胞を含んでいる。BMPに
よって誘導がかかるのは、Vasa-,Piwi+細胞と
予想されることから、この細胞が生殖系列の
供給源（前駆細胞）である可能性が高い。ま
た、本研究は、ホヤ生殖系列がPiwiに代表さ
れる分子によって体細胞系列から仕切られ
ていることを支持した。 
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