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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、カタユウレイボヤ胚の生殖質様領域 postplasm に蓄積する母性 RNA 遺伝子 Ci-PEM 
(Ci-pem-1)と Ci-TDRD7(Ci-pem-11)の翻訳産物がそれぞれ生殖細胞分化において重要な役割を
持つ事を明らかにした。Ci-PEM は卵割期の postplasm と生殖割球の核に局在し、生殖系列割球
における体細胞分化関連遺伝子群の転写抑制に必要であった。一方 Ci-TDRD7 は多細胞動物に保
存された生殖細胞マーカーVasa のホモログである CiVH と複合体を形成し、原腸胚期以降始原
生殖細胞の核辺縁において生殖顆粒様の CiVH 顆粒を形成する為に必要であることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, I found that the protein products of two postplasmic/PEM RNA genes Ci-PEM 
(Ci-pem-1) and Ci-TDRD7 (Ci-pem-11) have crucial roles in germline formation of Ciona 
intestinalis respectively. The protein product of Ci-PEM was distributed in the nucleus in 
the germline blastomeres as well as the postplasm in the cleavage stage and required for 
the repression of somatic gene expression in the germline. Ci-TDRD7 protein formed a 
complex with CiVH, a homolog of the conserved germ cell marker Vasa, in the germline 
cells, and it was involved in the formation of the peri-nuclear CiVH granules in the 
primordial germ cells (PGCs) after gastrulation.  
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１．研究開始当初の背景 
＜生殖細胞形成モデル動物としてのホヤ＞ 
 生殖細胞は、卵や精子といった配偶子を形
成し、受精により両親の遺伝情報を混合し次

世代に伝えることのできる唯一の細胞種である。
従って、世代間の連続性や種多様性の観点からき
わめて重要な細胞種といえる。多細胞動物の胚発
生過程において、生殖細胞は初期段階から始原生
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殖細胞として体細胞と区別される。始原生殖
細胞形成にはショウジョウバエ・線虫・カエ
ルなどで知られる母性因子依存型と、有尾両
生類・哺乳類に見られるシグナル誘導型の二
様式に大別できる（図１）。 
 
 
 
 

図１ 二型の生殖細胞形成様式 
 

系統進化学的にはシグナル誘導型を多細胞
動物における生殖細胞形成の原型様式であ
る事を示唆する報告もある（文献 1）が、ほ
とんどの動物種がどちらかの様式しか持た
ず、さらにそれぞれが多様な進化を遂げてお
り、単純な種間比較解析から共通のメカニズ
ムや基本原理を導き出す事は難しい。しかし
興味深い事に、カタユウレイボヤは同一種が
上記二型の始原生殖細胞形成様式を併せ持
つと考えられた（図２、文献２,3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ カタユウレイボヤの生殖細胞形成 

 
ホヤは生殖質様領域 postplasm を持ち、通常
母性因子依存型の生殖細胞形成を行う。しか
し一方で、幼生期尾部に局在する始原生殖細
胞を尾部ごと切除しても変態後生殖細胞マ
ーカーVasa のホモログ CiVH を発現する始
原生殖細胞が出現し、生殖細胞が分化する。
従ってカタユウレイボヤにはシグナル誘導
型の生殖細胞形成機構も備わっていると考
えられる。このホヤの二型の生殖細胞形成機
構を同一種内で比較解析する事によって、生
殖細胞形成の共通のメカニズムや基本原理
に関して新規知見を得ることが本研究の目
的である。 
 
＜カタユウレイボヤの生殖系列細胞系譜＞ 
研究代表者は、まずカタユウレイボヤの母性
因子依存型生殖系列細胞系譜の詳細な記載
を行った。それまでは、ホヤは初期胚後極
に Vasa ホモログ CiVH など多くの母性後極
RNA が集積する生殖質様領域 postplasm を
持ち、これを卵割期終期に取り込んだ B7.6
と呼ばれる後極細胞が変態後生殖細胞へと
分化すると考えられていた。しかし、細胞

追跡実験から B7.6 は原腸胚期に不等分裂をおこ
し、前方に小娘細胞（B8.11)、後方に大娘細胞
（B8.12)が生じる事が分かった。B8.11 はアクチ
ンに富みほとんどの postplasm 因子を受け継ぐ事
から、postplasm に局在する構造体 Centrosome 
attracting body (CAB)を含むと考えられた。さら
に細胞追跡実験の結果、B8.11 は変態後腸管に局
在し、始原生殖巣には取り込まれないことも分か
った。一方、後方の B8.12 娘細胞は変態後始原生
殖巣へ取り込まれ、生殖細胞へと分化した(文献
3)。 
 
＜ホヤ生殖系列細胞における母性 RNA の役割＞ 
さらに興味深い発見は、postplasm に局在する母
性 RNA (postplasmic/PEM RNA)が B7.6 の不等分裂
後の局在により２つのタイプに分けられた事であ
った。B8.11 のみに見られるタイプと B8.11 と
B8.12 双方に見られるタイプである。例えば母性
CiVH RNAは B7.6分裂時にpostplasmから diffuse
し、B8.12 に引き継がれた後翻訳され、B8.12 系列
細胞の核辺縁には生殖顆粒様の CiVH 顆粒が形成
された。一方で、B8.11 細胞にのみ留まる母性 RNA
のうち Ci-macho は、卵割期に翻訳され機能するホ
ヤ特異的な筋決定因子であることが知られていた。
従って、１）CiVH のように B8.12 に受け継がれる
母性RNAはB7.6分裂後に生殖系列細胞で翻訳され
生殖細胞分化に関与し、２）B8.11 細胞にのみ局
在する母性 RNA は、macho のように B7.6 分裂以前
の生殖系列細胞で翻訳され、何らかの役割を果た
すと考えられた（図３、文献 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
図３尾芽胚期における postplasmic/PEM RNA 局在 
 
２．研究の目的 
本研究においては postplasmic/PEM RNA 遺伝子産
物を機能解析し、ホヤの生殖細胞関連遺伝子を同
定する事を第一の目的とした。さら同定した遺伝
子の胚性発現制御系をホヤの上記二型の生殖細胞
形成様式において比較する為に、カタユウレイボ
ヤ生殖系列細胞におけるプロモーター解析の実験
系を立ち上げる事を第二の目的とした。 
 
＜生殖細胞分化における postplasmic/PEM RNA 

遺伝子産物の役割＞ 

前年までの研究背景を受け、本研究期間内には
B8.12 生殖系列に受け継がれる母性 RNA 遺伝子産
物を中心とした機能解析を行う事を当初の目的と
し て い た 。 特 に 注 目 し た 遺 伝 子 は 、
Ci-TDRD7(Ci-pem-11)と Ci-GCNF であった。一方で
B8.11にのみ局在するCi-PEM (Ci-pem-1)に関して
も研究を行った。 
a. Ci-TDRD7 



Ci-TDRD7は脊椎動物に保存されたTudorドメ
イ ン タ ン パ ク 質 の ホ モ ロ グ で あ る 。
Drosophila の Tudor タンパク質は Vasa 同様
生殖顆粒の構成因子であり、生殖細胞分化に
関与することが分かっていた（文献 4）。また
TDRD7 タンパク質はマウスの精巣での発現が
報告されていたが、研究開始当時脊椎動物に
おいて TDRD7 を含む Tudor ドメインタンパク
質の機能は報告されていなかった。研究期間
内に、この Ci-TDRD7 の生殖細胞形成におけ
る役割、特に CiVH との相互作用について明
らかにすることを第一の目標とした。 
b. Ci-GCNF 
GCNF は、はじめ retinoid receptor-related 
testis-associated receptor (RTR)としてマ
ウスの精巣で見つかったが、最近では胚発生
初期にも発現し、多分化能維持に関与する遺
伝子 Oct3/4 の転写抑制に役割を持つ転写因
子であることが知られている（文献 5）。ホヤ
の生殖系列細胞では卵割期に包括的な転写
抑制が起こっている事が予想されていたが
（文献 6）、具体的なメカニズムや転写開始時
期などは不明であった。生殖系列細胞におけ
る転写制御機構の手がかりを得る為に、
Ci-GCNF の機能解析を第二の目標とした。 
c. Ci-PEM (Ci-Pem-1) 
pem (posterior end mark)はユウレイボヤで
最初に見つかったホヤ特異的遺伝子であり
（文献 7）代表的な postplasmic/PEM RNA 遺
伝子だが、機能は未知であった。Ci-PEM RNA
は原腸胚期以降 B8.11にのみ局在する事から、
B8.12 始原生殖細胞における生殖細胞分化に
は関与しないと推測した。そこで上記仮説を
検証する目的で、局在・機能解析の対象とし
た。 
 
＜生殖系列細胞における胚性発現解析＞ 
ハエ・線虫では、初期胚の生殖系列細胞が

一時的な包括的転写抑制を受けていること

が知られていた（文献 8）。同様に、ホヤ初

期胚の生殖系列細胞においても胚性発現が

包括的に抑制されていると推測されていた

が（文献 6）、一方で生殖系列細胞における

胚性発現の開始時期や発現制御機構に関し

てはほとんど分かっていなかった。研究期

間内には、母性因子型・シグナル誘導型双

方の生殖細胞において発現することが既に

分かっているCiVH遺伝子のプロモーター解

析を行い、胚性発現時期を特定し、さらに

胚性発現を制御するシス領域の同定を行う

ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
＜生殖細胞分化における postplasmic/PEM 

RNA 遺伝子産物の役割＞ 
抗 Ci-TDRD7 抗体、抗 Ci-GCNF 抗体、抗 Ci-PEM
抗体を作製した。これらの抗体を用いて免疫

染色を行い、ホヤ胚及び成体における局在解析を
行った。さらに、モルフォリノオリゴヌクレオチ
ドによるノックダウン実験を行い、胚発生及び生
殖細胞形成に対する影響を解析した。またホヤ胚
や卵巣のライセートに対し抗体を用いて免疫沈降
を行い、CiVH が共沈するかどうかをウェスタンブ
ロットによって調べた。 
 
＜生殖系列細胞における胚性発現解析＞ 
それまでにホヤ胚生殖系列細胞では通常のプロモーター
解析によって胚性発現が検出されないことが分かってい
た。そこで笹倉靖徳博士（筑波大学）の協力を得、CiVH
遺伝子のプロモーター領域にレポーター遺伝子を繋げた
コンストラクトを、Minosトランスポゾンを用いてゲノム
DNAに導入した。このトランスジェニックホヤを用い、母
性因子依存型生殖細胞内や尾部切除時に顕在するシグナ
ル誘導型生殖細胞におけるCiVH遺伝子発現の開始時期を
明らかにしようと試みた。 
 
４．研究成果 
＜生殖細胞分化における postplasmic/PEM RNA 

遺伝子産物の役割＞ 

a. Ci-TDRD7 
 Ci-TDRD7 に関しては、すでに抗体を作成してホ
ヤ胚の免疫染色を行い、Ci-TDRD7 タンパク質が原
腸胚期以降B8.12細胞内のCiVH顆粒に共局在する
ことを明らかにしていた。本研究期間内には、
Ci-TDRD7 のモルフォリノオリゴヌクレオチドを
ホヤ胚に注入すると、B8.12 細胞内の CiVH 顆粒形
成が妨げられることを明らかにした（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 尾芽胚期始原生殖細胞内の CiVH と
Ci-TDRD7 共局在（上）と Ci-TDRD7 モルフォリノ
ヌクレオチド注入胚における CiVH 顆粒の崩壊
（下） 
 
さらに、卵巣や尾芽胚のライセートを用いて精製
した抗 Ci-TDRD7 抗体による免疫沈降を行ったと
ころ、CiVH タンパク質が共沈した（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ 抗 Ci-TDRD7 抗体を用いた免疫沈降 



従って、カタユウレイボヤの TDRD7 は原腸胚
期以降の生殖顆粒形成に重要な役割を持つ
事が示唆された。 
b. Ci-GCNF 
 Ci-GCNF アミノ酸配列の一部を用いて抗ペ
プチド抗体の作製を試みたが、胚において特
定の局在を示す抗体の作製に成功しなかっ
た。標的アミノ酸配列がタンパク質のフォー
ルディングによってマスクされている可能
性もあり、より広域のアミノ酸配列によって
作製したリコンビナントタンパク質を抗原
とした抗体作製を行う必要がある。また、
Ci-GCNF遺伝子の5’UTRを標的としたモルフ
ォリノヌクレオチドを 2本作製しホヤ卵に注
入したが、いずれも胚発生阻害や生殖細胞分
化・生殖顆粒形成阻害などの影響は見られな
かった。Ci-GCNF がモルフォリノヌクレオチ
ドの影響を受けない発生後期に機能してい
る可能性も考えられ、後期発生に関して別の
機能解析手法を開発する必要がある。 
c.Ci-PEM  
 母性因子依存型生殖細胞形成のモデル動
物である線虫やショウジョウバエ初期胚の
生殖系列細胞では、RNA polymerase II(RNAP 
II)の C末端ドメイン(CTD)の7アミノ酸のコ
ンセンサス配列（YSPTSPS）のうち転写伸長
反応を促す Ser2 リン酸化の阻害によって転
写抑制が引き起こされる事が報告されてい
た（文献 8）。さらに近年、この CTD Ser2 リ
ン酸化阻害は、線虫では PIE-1、ショウジョ
ウバエでは Pgc という動物種特異的な生殖
質因子によって引き起こされる事が分かっ
た（文献 9）。この包括的転写抑制は、周囲の
体細胞分化シグナルから生殖系列細胞を守
り維持する為と考えられる。 
 ホヤ卵割期胚の生殖系列細胞においても
包括的に転写が抑制されていると予想され
ていたが、これまで RNAP II CTD Ser のリン
酸化に関する詳細な報告は無かった。本研究
において、カタユウレイボヤ卵割期胚の生殖
系列細胞では体系列細胞に比してリン酸化
CTD Ser2 と Ser5 が有為に減少している事が
初めて明らかになった（図６）。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ （上）抗リン酸化RNA polymerase II CTD 
抗体を用いた 16 細胞胚の免疫染色。破線内
が生殖系列細胞。（下）抗 RNAP II CTD 抗体
による共染色。 

従って、カタユウレイボヤの生殖系列細胞では
RNAP II の活性を downregulate する機構が働いて
いると考えられた。 
 ホヤ初期胚の生殖系列細胞における転写抑制を
担うのは、線虫やハエの場合と同様、生殖質様領
域に蓄積する母性因子と考えられた。興味深い事
に、Ci-PEM の翻訳産物に対する抗体を作製し免疫
染色を行ったところ、卵割期生殖系列細胞の核に
局在する事が分かった。さらに Ci-pem-1 ノックダ
ウン胚では、通常は体細胞系列にのみ胚性発現す
る FoxAa や SoxB1 などの遺伝子が、生殖系列細胞
に異所発現を示した（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ （上）通常胚における体細胞遺伝子の胚性
発現（緑）と生殖割球核に局在する Ci-PEM タンパ
ク質（マゼンタ）。（下）Ci-PEM ノックダウン胚の
生殖割球における異所的遺伝子発現（緑、破線内）。 
 
従って、カタユウレイボヤでは Ci-PEM が生殖系列
細胞における転写抑制機構に重要な役割を持つこ
とが示唆された。さらに、Ci-PEM アミノ酸配列の
C 末端には保存された転写抑制補因子として知ら
れる Groucho の結合モチーフが存在した。ほ乳類
培養細胞に Ci-PEM と 2 つの Groucho ホモログ
Ci-Groucho1, Ci-Groucho2 を共発現させ、細胞ラ
イセートを用いて免疫沈降を行った結果、Groucho
結合モチーフ依存的に共沈することが分かった。
従って、生殖系列細胞における転写抑制は Ci-PEM
と Groucho との相互作用を介している可能性が示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ HEK293 培養細胞に共発現させた Ci-PEM と
Ci-Groucho1, 2 の共沈実験。 
 
 
＜生殖系列細胞における胚性発現解析＞ 
CiVH トランスジェニック系統の作製 
（笹倉靖徳博士（筑波大）との共同研究） 
 CiVH 遺伝子の上流ゲノム領域 2k をクローニン



グし、GFP 遺伝子を繋げたコンストラクトを
作製し、Minos トランスポゾンの系を用いて
ゲノム DNA に挿入した。４系統の作製に成功
したが、胚発生期や幼生期に生殖系列細胞で
胚性発現を検出できる系統は無かった。また、
これらの系統においてオタマジャクシ型幼
生の尾部（母性因子型生殖細胞を含む）を切
除した場合、100%の確立で変態後幼体の始原
生殖巣に CiVH 陽性の始原生殖細胞が認めら
れた。それにも関わらず、これらの CiVH 陽
性細胞に GFP シグナルは認められなかった。
同時に作製した EF-1 遺伝子プロモーターの
トランスジェニック系統は体細胞全体に強
力な GFP シグナルを示す為、コンストラクト
作成に問題は無かったと考える。また、成体
の卵母細胞や卵細胞においては GFP発現が認
められる事から、検出感度を上げる事で性成
熟前個体の生殖細胞においても胚性発現が
確認できる可能性がある。今後 Kaede 等の強
い蛍光物質を用いるなどの工夫を加え、解析
を続ける予定である。 
 
 以上により、カタユウレイボヤの生殖細胞
形成における postplasmic/PEM RNA 遺伝子産
物の役割や生殖系列細胞における転写制御
機構について新たな知見が得られた。現在２
本の筆頭著者論文を作成中であり、うち 1本
は投稿済みである。本研究成果はホヤ生殖細
胞研究の先駆けとなり、さらに二型の生殖細
胞形成における分子機構の比較解析を進め、
生殖細胞形成の基本メカニズムや普遍性に
関して理解を深める上で礎になると確信し
ている。 
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