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研究成果の概要（和文）：

 脊椎動物のツメガエル胚において細胞増殖後に形態形成が始まる中期胞胚遷移（MBT）の間

に細胞内小器官の構造を大きく変化させることを発見した。例えば MBT 期にはタンパク輸

送・修飾に必要なゴルジ体が断片から再集積され、mRNA が効率的に分解される P-body が出

現する。これらの構造変化は MBT 以降でのタンパク分泌や不要になった母性 mRNA の分解に

必要と考えられる。また、MBT における細胞周期の伸長開始の引き金となる分子機構を示し

た。

研究成果の概要（英文）：
     We have found that the cytoplasmic organelles changed dynamically their shape 
during which the morphogenesis began after cell proliferation at MBT.  For example at 
MBT, the golgi apparatus, which is necessary for protein traffic and modification, was 
reassembled from its fragments, and the P-body, in which mRNAs degrade efficiently, 
emerged.  We think that these changes were necessary for protein secretion and maternal 
mRNA degradation after MBT.  Otherwise, we showed that the molecular mechanism 
which triggered the initiation of cell cycle elongation at MBT. 
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１．研究開始当初の背景
（１）非常に速い卵割が行われるツメガエル
の初期胚発生の進行には、卵内に蓄積された
母性（由来）mRNA から適切な時期に翻訳さ
れるタンパク群が不可欠となる。特に MBT
（中期胞胚遷移）期までの卵割期では新たな
転写がほとんど起きないため、発生に不可欠
な母性 mRNA を分解させない機構が必要と
なる。母性 mRNA は 3’末端の Poly(A)の増減
によって翻訳量が制御され、卵割期の S 期に
翻訳抑制される CyclinB や、受精直後から
MBT 期まで翻訳抑制される Mos などの
Poly(A)短縮が知られている（文献①）。体細
胞ではPoly(A)の短縮したmRNAがデキャッ
ピング（5’末端の Cap 構造の除去）されるこ
とで分解を受けるが、初期胚では母性 mRNA
がデキャッピングを受けないことで安定に
存在している（文献②）。しかしながら、MBT
前に母性 mRNA のデキャッピングを受けさ
せない分子機構は不明のままであった。
（２）卵割期は３０分程度の M 期と S 期の
みの早い細胞周期だが、MBT 期以降に S 期
の伸長と G2,G1 期の出現により細胞周期が
伸長する（文献③）。この細胞周期の伸長に
よる G1 期の出現が形態形成に必要な細胞移
動（細胞は M 期には移動出来ない）や胚性遺
伝子の転写を可能にしている。卵割期の細胞
分裂に伴い小さくなる細胞表面積に反比例
して MBT 後に細胞周期が伸長する報告があ
る（文献④）。しかしながら、表面積のサイ
ズ情報が細胞分裂の進行を制御する機構は
不明のままであった。
（３）様々な細胞内小器官は細胞分裂時に等
分される必要がある。そのためゴルジ体や小
胞体などの比較的大きな膜構造を持つ細胞
内小器官は細胞分裂時に小胞状になること
が知られている。細胞周期の進行に依存して
集合・離散を繰り返すゴルジ体の細胞分裂期
における小胞状化機構は G2→M 期のチェッ
クポイントともなっている（文献⑤）。また
前述の mRNA のデキャッピングが行われる
細胞内構造の P-body は間期の微小管上にお
いて集合・形成され、分裂期に消失する報告
がある（文献⑥）。これらの報告から MBT 以
降の細胞周期の伸長に伴い、細胞内小器官の
成長（小胞状から袋状化）や mRNA 分解に
必要な P-body が出現し機能する可能性が示
唆された。
 発生過程を制御する様々な因子の解析は
発現量や活性の増減を指標に進める手法が
主流となっていた。本研究では初期胚で見ら
れる細胞内小器官の構造のダイナミックな
変化が発生の進行と協調して起きている可

能性を考えて、リアルタイムでの細胞内構造
変化の解析に最適な透明化割球のシステム
による研究を進めることとした。
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２．研究の目的
 ツメガエルの胚発生では未分化な細胞が
早い細胞分裂を繰り返す卵割期から、分化し
た細胞が適切な位置に細胞の移動を行う形
態形成期へと移行する。この移行期（中期胞
胚遷移；MBT）に細胞周期の伸長、母性
mRNA の分解、胚性遺伝子の転写などの発生
に欠かせないイベントが起きている。一方、
我々の確立した透明化割球を用いた実験か
ら MBT 期では様々な細胞内小器官のダイナ
ミックな構造変化が観察されている。本研究
では MBT 以降の細胞周期の伸長開始に伴う
細胞内小器官の構造変化が更なる細胞周期
伸長や母性 mRNA 分解を開始させる発生時
計の歯車として機能する新しい概念の発生
制御機構を解明する。

３．研究の方法
 ツメガエル胚の細胞内小器官（P-body、ゴ
ルジ体、細胞内骨格）の構造を局在配列付の
蛍光タンパクおよび蛍光試薬を用いて標識
し、特に（本来不透明な）MBT 期の初期胚
では透明化割球を用いてリアルタイムの構
造変化を共焦点レーザー顕微鏡によって解
析した。これらの構造変化が発生の進行に必
要な細胞内の機能を制御する仮説（P-body
出現と mRNA 分解開始、ゴルジ体集合と細
胞周期伸長、Ca 濃度上昇に依存した細胞内
骨格と細胞内小器官の構造変化）の検証を
mRNA 量の RT-PCR、蛍光標識した mRNA
の細胞内での検出、FRET 等を用いた細胞周
期の位相解析、生細胞内での Ca 濃度変化と



細胞内骨格の同時解析、各種促進・阻害実験
等を用いて行った。

４．研究成果 
（１）MBT 後の P-body の出現と母性 mRNA
分解の発生過程のライブセルにおけるリア
ルタイム検出・・・Dcp1-EGFP を発現させ
た初期胚から単離した生細胞である透明化
割球を用いて、mRNA 分解のプラットフォー
ムとなる細胞内構造の P-body が MBT 後に
出現することを初めて確認した。また、
P-body が細胞周期進行に伴って構造変化を
行い、同時期 の間期の伸長に依存して出現
することを確認した。この P-body 上におい
て母性 mRNA の分解が進行している可能性
を検証するために、ULYSIS546 で蛍光標識
した CyclinB1mRNA の局在と蛍光量変化を
確認した。その結果、P-body と同様の局在を
示し、かつ蛍光量の減少（mRNA の分解）が
確認出来た。これらの結果より、母性 mRNA
の分解が始まる中期胞胚遷移（MBT）以降に
細胞周期の伸長に伴い P-body が出現し、母
性 mRNA 分解が行われていることを初めて
示した。
（２）細胞表層のタンパク合成促進経路
（PI3K-TOR-S6K）の減少による MBT 期の
細胞周期伸長開始・・・ツメガエル初期胚で
は卵割期における S 期と M 期のみの短い細
胞分裂から、MBT 期（中期胞胚遷移）に S
期の伸長と G２期、G1 期の出現を伴う長い
細胞分裂へと移行する。この MBT 期には細
胞周期の伸長に伴い、形態形成や胚性の遺伝
子転写が始まる。今回、割球細胞の表層近辺
の細胞質に局在する PI3K の制御サブユニッ
トである p85α が細胞分裂に伴う細胞サイズ
の減少に伴って低下することを EGFP-p85α
や抗体染色によって確認した。更に PI3K の
下流のS6Kの活性がMBT期に減少すること
を 生 化 学 的 に 検 出 し た 。 ま た 、
PI3K-TOR-S6K の各因子を阻害・促進する
ことで MBT 期における細胞周期伸長のタイ
ミングが変化することを確認した。これらよ
り以前から不明であった細胞の表面積の減
少に依存した MBT 期の細胞周期伸長開始の
分子機構を明らかにした（発表論文①）。
 原腸陥入時の中胚葉における細胞周期制
御・・・Xenopus 初期胚において MBT 期以
降に最初に見られる顕著な形態形成として
原腸陥入がある。この原腸陥入には外胚葉、
中胚葉、内胚葉といった組織の分化が不可欠
であり、かつ中胚葉領域での著しい M 期細胞
数の低下が起きるが、その細胞周期制御は不
明な点が多かった。今回、リアルタイムでの
細胞周期の位相変化を観察するために、DNA
複製 因子の分 子間 FRET の有 無と、
EGFP-Geminin の局在変化を指標にした解

析を行った。その結果、EGFP-Geminin-N
の核内移行の時期を指標にして、G1 期の特
定が可能になった。このシステムを用いて、
原腸陥入時の各胚葉における細胞周期の位
相変化を Keller Explant を用いて観察した。
すると外胚葉や中内胚葉（中胚葉の予定頭部
側の組織）の細胞に比べ、 Convergent 
Extension を起こしている中胚葉の細胞にお
いて S/G2 期における著しい細胞周期伸長が
起きることを明らかにした（学会発表④⑤）。
更に細胞周期抑制因子である PTEN が中胚
葉の G2 期停止に関わる可能性を調べた。そ
の結果、PTEN は中胚葉領域において特に
G2 期に核に移行（残留）しており、PTEN
の核残留は原腸陥入時に見られる Ca イオン
濃度の一過的な上昇（G-Camp によって可視
化）の見られる領域で顕著に起きていること
が分かった（学会発表①②）。以前、原腸陥
入の進行に PTEN 活性が必要であることを
示していたが（文献⑦）、今回の結果は細胞
周期制御と形態形成との関連を説明する上
で未解明だった部分を補完するものである。
 これらの結果は最近発表された G2/M 期に
依存した Wnt 経路の活性化が中胚葉で起き
得ることを示唆するものであり、初期胚発生
の細胞周期と分化過程を協調的に制御する
機構を理解する上で非常に興味深い発見で
ある。
（３）原腸陥入時の中胚葉領域における G2
期停止とゴルジ構造の再構築・・・細胞内小
器官の多くは細胞分裂により各細胞に分配
される。その分配のために分裂期には小胞状
にゴルジ構造が分断化されるため、核と細胞
質間のタンパク質の修飾や分泌経路が維持
されていない。そのため中胚葉における G2
期の停止は、袋状ゴルジによる分泌経路の維
持に必要である可能性が高い。そこで中胚葉
を含む背側組織片におけるゴルジ構造の変
化を GT-KO2 を指標に確認した。各発生過程
の胚表層の細胞においては、細胞周期の伸長
に伴うゴルジ構造成長と袋状化が確認され
た。一方、Keller 外植体において細胞周期の
伸長に伴うゴルジ体（小胞状）の成長が
GT-KO2 と EGFP-Geminin を用いて確認さ
れた。これらの結果は中胚葉での G2 期停止
によってゴルジ構造が維持されることで中
胚葉分化に必要な Wnt の分泌が行われる可
能性を示した。また、核周辺の輸送経路とな
るゴルジ体の成長が PTEN の核移行を促進
することで原腸陥入の進行に必要な細胞周
期の伸長を促進する可能性も示している。
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