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研究成果の概要（和文）：遺伝子産物が正確な時期と部位で機能することは、あらゆる生命現象の進行に重要で
ある。本研究は、卵形成と胚発生過程においてmRNAが時期・部位特異的に翻訳される制御機構の解明を目指し
た。その成果は、卵形成における翻訳制御機構と胚発生における翻訳制御機構に多くの共通点があること、一方
で、両者の制御機構には相違点も存在することを明らかにした。これらの成果は、個体形成の仕組みを解明する
ために極めて重要な発見である。

研究成果の概要（英文）：To promote biological processes, gene products must function at appropriate 
timings and sites. This study aimed to elucidate the mechanisms by which gene products are produced 
at the appropriate timings and sites at the translational level. Our results demonstrated that 
mechanisms of translational regulation in oogenesis are largely coincided with those in 
embryogenesis. However, our results also showed that there is several differences in the mechanisms 
of translational regulation. These findings provide novel insights into the mechanisms of regulation
 of oogenesis and development.

研究分野：卵子形成と発生の分子細胞生物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
卵子の形成と受精後の個体形成は、ほぼすべての生物にとって極めて重要な現象である。その進行には、卵子に
蓄えられたmRNAが決まった時期に正確な場所で翻訳される必要がある。にも関わらず、その仕組みはよく分かっ
ていない。本研究の成果は、卵子形成と個体形成に欠かせない翻訳を制御する仕組みの一端を解き明かしたもの
であり、すべての生物がどのように誕生し個体を形成するのか、その仕組みの解明に迫るものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1）あらゆる生命現象は遺伝子産物が正確な部位と時期に働くことで成り立つ。遺伝子産物
の機能は転写・翻訳・蛋白質の修飾で制御される。翻訳による遺伝子機能制御は、ごく一部の
細胞、かつ、少数の限られた遺伝子でのみ働くと考えられてきた。しかし、最新の技術の進歩
で細胞内の RNA 発現を高感度に検出することが可能となり、この技術を用いた網羅的な研究
から、ショウジョウバエの胚で発現する全 mRNAの 70%が細胞内で特異的な局在を示し、ヒ
ト培養細胞で発現する全 mRNAの 10%が微小管に局在し翻訳制御を受けることが見いだされ
た。これは、生物のあらゆる組織・器官において、翻訳による遺伝子機能制御が重要な役割を
果たすことを示唆する。翻訳が担う役割を明らかにすることは困難だが、ごく最近、神経細胞
における mRNA の局在とその翻訳制御が神経細胞のネットワーク形成、および幹細胞の維持
に必須であることが示された。しかし、翻訳の分子機構を解析する方法は未だに限られており、
翻訳制御の研究はその生物学的意義も含め未知の領域が多く残されている。 
 
（2）我々は RNAを高感度に検出する新規技術を用い、翻訳を抑制された cyclin B1 mRNAが
卵母細胞において多数の顆粒を形成し局在することを見いだしてきた(Kotani et al., 2013)。
cyclin B1 mRNAの翻訳抑制は、卵母細胞が受精可能となる過程(卵成熟過程)で解除される。
合成された Cyclin B1蛋白質は卵母細胞に存在する Cdc2キナーゼと複合体を形成し、卵核胞
崩壊，紡錘体形成、DNA 複製なしの減数第一・第二分裂移行を進行させ、最終的に卵母細胞
を受精可能な成熟卵とする。翻訳抑制を受けない cyclin B1 mRNAを微量注入した卵母細胞は
卵核胞崩壊を起こすが、正常な紡錘体を形成しない。すなわち、cyclin B1 mRNAが時期特異
的に翻訳されることが受精可能な卵の形成に重要である。我々は、1)cyclin B1の RNA顆粒が
翻訳の活性化と同時期に消失すること、2)顆粒を拡散させた卵母細胞では翻訳時期が早まり、
反対に、顆粒を安定化させた卵母細胞では翻訳が阻害されることを示した。すなわち、卵母細
胞は顆粒を形成することで cyclin B1 mRNAの翻訳抑制を安定化し、顆粒を拡散させることで
時期特異的な翻訳を制御すると考えられる。 
 我々はさらに、翻訳を抑制されたmosと pou2 mRNAが cyclin B1 mRNAと同様に動物極
細胞質において顆粒を形成すること、しかし、これら mRNA は互いに異なる顆粒を形成する
ことを見いだした。cyclin B1の RNA顆粒は細胞質においてクラスターを形成するが、mosと
pou2 の RNA顆粒は細胞質に一様に分布した。mos mRNAは卵成熟開始後に翻訳され卵成熟
の進行に重要な役割を果たすが、受精後の胚発生では全く翻訳されない(図 1)。cyclin B1 mRNA
は卵成熟のみでなく、受精後の胚発生過程において周期的に翻訳され、細胞分裂を推進する。
一方、pou2 mRNAは受精後に活発に翻訳され、中胚葉誘導や原腸形成に重要な役割を持つ。
それぞれの翻訳制御は卵形成と個体形成において極めて重要な役割を持つが、その翻訳制御の
違いがどのような仕組みで生み出されるのかは、ほとんど分かっていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、卵形成と胚発生の進行に重要な mRNA の翻訳制御機構の実態を明らかにし、その
制御機構がどのように作用し卵形成と個体形成を進行させるのかの解明を目的とした。具体的
な目的は、下記の通りである。 
 
（1）mosと pou2 mRNAは cyclin B1 mRNAと異なる時期に翻訳される。これらmRNAが
cyclin B1 と同様に顆粒構造の形成とその拡散によって翻訳制御を受けるか、あるいは異なる
仕組みが存在するのかを解明する。同様に、mosと pou2 mRNAが cyclin B1 mRNAと同じく
polyA鎖の伸長によって翻訳制御を受けるか、あるいは異なる制御が存在するかを解明する。 
 
（2）翻訳制御の役割を変異体の回復実験によって解明する。cyclin B1遺伝子の変異体は受精
後２日ほどで胚致死となる。BACを用い、cyclin B1変異体の表現型の回復を試みる。BACに
おける cyclin B1 mRNA上のシス配列に変異を入れ、変異体の表現型が回復するか解析する。 
 
 
 

図1 ゼブラフィッシュ卵成熟と胚発生過程におけるmos, cyclin B1, pou2 mRNAの翻訳時期。これらmRNAは遺伝子
産物（蛋白質）が必要とされる時期に翻訳される。 



３．研究の方法 
（1）mos、cyclin B1、pou2 mRNAの局在と分布の解析 
 我々は RNAを高感度に検出する方法を改良し、数種類のmRNAを同時に検出することを可
能にした。本研究において次の解析を行い、これら 3 種類の mRNA が卵形成と胚発生過程に
おいて同様の変化を示すのか、あるいは全く異なる変化を示すのかを明らかにする。それぞれ
のmRNAにおいて polyA鎖の伸長を解析し、mRNAの分布の変化と翻訳の開始に関連が見ら
れるかを明らかにする。 
 
①卵母細胞が成長する過程において、mos、cyclin B1、pou2 mRNAがどのように細胞質に蓄
積されるのかを詳細に解析する。動物極細胞質への局在が同様のメカニズムで起こるのか、異
なるメカニズムが存在するのかを明らかにする。 
 
②卵が成熟する過程において、mos、cyclin B1、pou2 mRNAの局在の変化を詳細に解析する。
同時に polyA鎖の伸長の時期をそれぞれについて詳細に解析する。翻訳の活性化と RNA顆粒
の変化に共通性はあるのか、あるいは異なる機構が存在するのかを明らかにする。 
 
③胚発生過程において、mos、cyclin B1、pou2 mRNAの局在の変化を詳細に解析する。同時
に polyA鎖の伸長の時期をそれぞれについて詳細に解析する。翻訳の活性化と mRNA分子の
状態の変化に共通性はあるのか、あるいは異なる機構が存在するのかを明らかにする。また、
卵成熟過程で明らかとなった機構と共通性はあるのか、あるいは胚発生では異なる機構が用い
られるのかを明らかにする。 
 
（2）BACによる cyclin B1変異体の回復実験 
 ツメガエル卵母細胞を用いた生化学的な解析から、翻訳を制御する分子機構の一端が解明さ
れて来た。しかし、生命現象において翻訳制御が果たす役割は未だにほとんど分かっていない。
ゼブラフィッシュで同定された cyclin B1変異体は、胚発生の初期に細胞死を起こし致死とな
る。本研究において、cyclin B1遺伝子を含む BAC (bacterial artificial chromosome)クローン
を変異体のゲノムに挿入し、その発現を再現することで表現型を回復させる。 
 
①トランスポゾン転移システムを用い、cyclin B1遺伝子を持つ BACクローンを変異体のゲノ
ムに挿入する。BACクローンによって変異体の表現型が回復することを確認する。 
 
②BACクローンにおける、cyclin B1遺伝子の新規シス因子に変異を導入する。この変異は、
卵母細胞における cyclin B1 mRNAの局在と翻訳制御機構を変化させる。変異を入れた BAC
クローンを cyclin B1変異体のゲノムに挿入し、表現型が回復するか解析する。胚致死の表現
型が回復した場合、mRNAの局在と翻訳制御機構は卵母細胞特異的な役割を持つ。反対に、胚
致死の表現型が全く回復しない、あるいは部分的にのみ回復した場合、新規シス因子を介した
mRNAの局在と翻訳制御機構が胚発生においても重要な役割を持つ。胚発生過程と卵母細胞形
成過程における詳細な解析を行い、翻訳制御機構が果たす役割を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（1）mos、cyclin B1 mRNAの局在と分布の変化、翻訳制御機構の共通点と相違点 
キンギョの卵母細胞において、Mos蛋白質は卵成熟の開始直後に合成されることが示されて
いる(Kajiura-Kobayashi et al., 2000)。本研究において我々は、mos mRNAがゼブラフィッシ
ュ卵母細胞の動物極細胞質に局在し、cyclin B1 mRNAと同様に顆粒状の構造をとることを明
らかにした。mos mRNAと cyclin B1 mRNAを同時に検出した結果、これらmRNAは動物極
細胞質において異なる顆粒を形成し、さらに分布様式が異なることが示された。ショ糖密度勾
配遠心法によってこれら RNA 顆粒を分画した結果、いずれも非常に密度の高い画分に回収さ
れるものの、mosと比較し cyclin B1の RNA顆粒はより高密度の画分に多く存在することが
明らかとなった。以上の結果は、mosと cyclin B1 mRNAが異なる巨大分子複合体を形成する
ことを示唆する。さらに、RNA顆粒の変化を詳細に解析した結果、cyclin B1の RNA顆粒は
卵核胞崩壊までの特定の時期に急激にその数を減少させるのに対し、mosの RNA顆粒はそれ
より早い時期に徐々にその数を減少させること、それぞれの mRNAの polyA鎖の伸長が顆粒
消失の時期と一致することが明らかとなった。また、cyclin B1の RNA顆粒消失はアクチン繊
維の脱重合に依存するのに対し、mosの RNA顆粒は大部分がアクチン繊維に関係なく消失し
た。以上の結果から、RNA 顆粒ごとに異なる制御機構が存在し、これが卵形成過程における
時期特異的な翻訳を実現すると考えられる。 
 
（2）dazl、cyclin B1 mRNAの局在と分布の変化、翻訳制御機構の共通点と相違点 

dazl mRNAはゼブラフィッシュ卵母細胞の植物極に局在し、受精後に翻訳されることで生殖
細胞形成に重要な役割を果たすと考えられる。本研究において、ゼブラフィッシュ・マウスの卵
巣で二種類のmRNAを同時に高感度・高解像度で検出する技術を確立し、dazlとcyclin B1 
mRNAが異なる顆粒構造を形成し、局在することを明らかにした。具体的には、ゼブラフィッ



シュ卵母細胞でcyclin B1 mRNAは動物極細胞質に、dazl mRNAは植物極細胞質に顆粒構造とし
て局在し、一方、マウス卵母細胞ではCyclin B1とDazl mRNAは卵細胞質全体で異なる顆粒構
造として分布した。これは、種を超えて保存される現象（顆粒の形成）と種によって異なる現象
（異なる領域への局在と同じ領域における局在）を明らかにしたもので、それぞれの生物種にお
けるDazl蛋白質の働きの違いを反映していると考察される。 
 
（3）pou2、cyclin B1 mRNAの局在と分布の変化、翻訳制御機構の共通点と相違点 

pou2 mRNAはゼブラフィッシュ卵母細胞の動物極に局在し、受精後に翻訳されることで細胞
の分化と背腹軸の形成に重要な役割を果たす。ゼブラフィッシュ卵母細胞で、cyclin B1とpou2 
mRNAはどちらも同じ動物極細胞質で顆粒構造をとり分布するものの、これらmRNAは異なる
顆粒として存在することが明らかとなった。さらに、cyclin B1のRNA顆粒が卵の成熟に伴い消
失したのに対し、pou2のRNA顆粒は成熟卵においても維持された。さらに、pou2 mRNAのpolyA
鎖の伸長を解析した結果、卵成熟過程でpolyA鎖の長さに変化はないものの、受精後2時間から
伸長することが明らかとなった。興味深いことに、pou2のRNA顆粒はpolyA鎖が伸長する時期
においてもその数を減少させることがなかった。これは、卵母細胞で形成される2種類の顆粒が
異なる制御を受けること、卵成熟と胚発生における翻訳制御機構は多くの点で共通するものの、
一部に異なる機構を有することを示唆する。 
 
（4）cyclin B1 mRNAに特異的に結合するPumilio1蛋白質のリン酸化解析 

Pumilio1蛋白質は、酵母からヒトまで高度に保存された配列特異的RNA結合蛋白質である。
ツメガエル、ゼブラフィッシュ、マウス卵母細胞において、Pumilio1はcyclin B1 mRNAに特異
的に結合し、その翻訳時期を制御するとされてきた。しかし、Pumilio1がどのように標的mRNA
の翻訳を制御するのか、そのメカニズムは全くわかっていない。我々は、ゼブラフィッシュ卵母
細胞においてPumilio1が複数部位でリン酸化を受けることを示した。詳細なタイムコースの解
析から、リン酸化が起こる時期は標的mRNAの翻訳が開始される約60分前であることを明らか
にした。我々はアクチン繊維の脱重合によってcyclin B1 mRNAの顆粒構造が消失し、これが
mRNAの翻訳時期を早めることを示してきた。アクチン繊維の脱重合はPumilio1のリン酸化を
促すとともに、cyclin B1 mRNAのpolyA鎖の伸長をもたらした。 反対に、RNA結合領域を欠
損したPumilio1の発現は、内在のPumilio1のリン酸化とcyclin B1 mRNAの翻訳を阻害した。こ
れらの結果は、Pumilio1のリン酸化が標的mRNAの翻訳促進に重要であることを示唆する。 
 
（5）BACによる cyclin B1変異体の回復実験 
本研究において、我々は BAC クローンの効率的な組換え技術を研究室において確立し、

cyclin B1遺伝子を含む 130 kbpのBAC配列をトランスポゾン配列に組み込むことに成功した。
この BAC 配列をゼブラフィッシュ受精卵の細胞質に微量注入し、成魚まで育てた。これら個
体から得られた稚魚からゲノム DNAを抽出し、PCRによって BAC配列が挿入されたか否か
を判定した。200匹を超える個体から得られた稚魚を解析したが、BAC配列をもつ個体を得る
ことは出来なかった。 
次に、BAC配列を微量注入した個体を 5日間と 1ヶ月間育て、すべての稚魚からゲノムDNA
を抽出し、BAC 配列の有無を検出した。50 匹を超える稚魚を解析した結果、5 日目の稚魚の
ゲノム DNAに BAC配列が存在することを確認できたものの、1ヶ月まで成長した稚魚の中で
BAC 配列を持つ個体は存在しなかった。以上の結果から、cyclin B1遺伝子を含む BAC 配列
はゼブラフィッシュの発生において有害であると結論した。cyclin B1遺伝子におけるシス配列
の生物学的意義を明らかにするため、現在はゲノム編集による変異導入を試みている。 
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