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研究成果の概要（和文）：マウス生殖細胞の性分化機構の解明を目指して、雄性化の中心的制御因子であるRNA
結合タンパク質NANOS2とそのパートナー因子DND1の作用機構を解明した。細胞再構成系を用いた生化学的解析及
び標的RNAの可視化により、DND1が標的RNAを認識しその後NANOS2がDND1及びRNAと結合し、特異的なRNAを選別す
ること、その後NANOS2がCNOT複合体を呼び込み、標的RNAを分解してその発現を抑制することを明らかにした。
生殖細胞性転換マウスを用いたシングルセル解析により、生殖細胞の雄性化に必要な遺伝子候補を見出した。ま
たマウス個体でタンパク質を速やかにノックダウンできるシステムを構築した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of sexual differentiation of mouse germ cells, we
 elucidated the mechanism of action of the RNA-binding protein NANOS2, which is a central regulator 
of masculinization, and its partner factor DND1. Biochemical analysis using a cell reconstitution 
system and visualization of target RNA revealed that DND1 recognizes target RNA, then NANOS2 binds 
to the RNA-bound DND1 to ensure catching a specific target, and then NANOS2 recruits CNOT 
deadenylation complex leading to RNA degradation. We found candidate genes required for germline 
masculinization by single-cell analysis using sex-reversed germ cells. In addition, we constructed a
 system that can rapidly knock down the protein in mice (AID2 protein knockdown mouse), enabling 
direct functional analysis of the NANOS2 protein.

研究分野：発生生物学

キーワード： 生殖細胞　RNA結合タンパク質　RNA分解　P-body

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
次世代を生み出すもとになる生殖細胞（卵子及び精子）が個体の性分化に伴い、どのようなメカニズムで分化す
るのかは重要な課題である。これまで、個体の性決定機構に関する研究は広く行われていたが、生殖細胞の性分
化に焦点を当てた研究は非常に少ない。現在、培養系で生殖細胞を誘導する試みが行われており、マウスではそ
の方法も確立されつつある。現時点では、倫理的問題から禁止されているヒトに応用する試みもいずれは現実味
を増すだろう。その基盤となる分化機構を正しく理解することは、多くの危険性を伴う生殖細胞誘導実験を正し
く評価し、軌道修正を行うためにも重要であると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 受精を介して次世代の個体を産みだす生殖細胞が、いつ体細胞系列とわかれて、どのようにし
て生殖細胞独自の性質を獲得・維持するかという問題は、生物学のなかでも非常に重要なテーマ
である。特に生殖細胞の性分化は胎生期に起こる重要なイベントであるにも関わらず、性分化決
定及び分化誘導機構は不明な点が多い。我々は、雄の胎児期の生殖細胞特異的に発現する RNA
結合蛋白質 NANOS2 が雄性化に必須であること、その機能発動にパートナー因子である DND1
が必要であることを示しているが、まだその標的は不明である。また我々は生殖細胞特異的に２
つの遺伝子 SMAD4と STRA8を同時に欠損させると、卵巣内で生殖細胞の性転換がおこり細胞
が雄性化することを示し、これらの因子が雌性決定因子であることを明らかにした。しかし、そ
の下流イベント、特に SMAD4の下流は不明である。 
 
２．研究の目的 

 生殖細胞雄性化の要である NANOS2の標的認識機構及び制御機構の全容解明を目指す。その
ために NANOS2機能を再現する培養細胞系の確立を目指す。一方、生殖細胞雌化の機構に関し
ては主に SMAD4の下流遺伝子カスケード解明を目指す。これらを総合して生殖細胞の性分化開
始と分化推進制御機構の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 
（1）培養細胞を用いた生殖細胞再構成系の確立と解析。 
NIH3T3, HEK293などに Nanos2 及び Dnd1遺伝子を導入し、既知の標的 RNA, Dazl及び Sohlh
の 3’-UTR をもつ reporter 遺伝子を用いて検討したところ、標的 RNA 特異的な抑制が確認でき
た。この再構成培養系を用いた生化学的解析および mRNA の可視化を用いたライブイメージン
グ解析を行った。mRNAの可視化に関しては、以下に示す酵素活性のない、RNA特異的 CRISPR-. 
Casタンパク質, dCAS13-EGFPと各種蛍光タンパク質を用いた。 

（2）シングルセル RNA-seq解析による NANOS2標的遺伝子の探索 
野生型及び、NANOS2-KO生殖細胞のトランスクリプトームにより個々の細胞周期を同定し、細
胞分裂停止にかかわる NANOS2標的遺伝子の探索を行った。 
 
４．研究成果 
（1）培養細胞を用いた NANOS2機能解析 
我々はマウスの遺伝学を用いた結果に基づいて、NANOS2が DND1と結合して標的 RNAを
認識し、その後 CNOT1を介して P-bodyに運び標的遺伝子の発現抑制を行うというモデルを
提唱してきた。しかし、その分子機構を生化学的に解析し、モデルを検証するためには胎児
期の生殖細胞を用いた解析はその希少性から不可能である。そこで、培養細胞に NANOS2と
DND1及び既存の標的遺伝子(Dazl, Sohlh2)を導入し検討した結果、NANOS2と DND1の導入
のみで、標的遺伝子が選択的に抑制できることを見出した。また、興味深いことに、細胞分
裂が強力に抑制されることが判明し、培養細胞において雄性生殖細胞で観察される細胞分裂
抑制が解析可能であることが分かった。そこでこの培養細胞系を用いて以下の実験を行った。 
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（i）CNOT1を介した標的 RNA制御 

我々は NANOS2が N-末で CNOT1と直接結合することにより、標的 RNAの発現が抑制され
ることを示していたが、パートナー因子である DND1 に関しても、CNOT1 と結合して機能
するという報告(Yamaji et al. Nature 2017)があり、混乱があった。今回、同じ系を用いて比較
検討した結果、DND1単独では CNOT1と結合能力はなく、少なくとも NANOS2の標的 RNA 
(Dazl, Sohlh2)に関しては、遺伝子の発現抑制効果もないこと、また NANOS2は単独で CNOT1
と結合するが、NANOS2 のみでは遺伝子と結合できず、DND1 存在下でのみ標的 RNA の抑
制効果を示すことを明らかにした。 

 

 （ii）DND1の機能ドメイン解析 

最も解析困難な問題は、NANOS2と DND1がどのようにして標的 RNAを認識して機能する
か、ということである。基本的に NANOS2は単独では特異的な RNAを結合する能力はない
こと、DND1は単独でも RNAを結合できるが、NANOS2の標的 RNAとの結合能はない。そ
こで、どのような条件でこれら 2つの因子が結合し、標的を抑制するのか、変異型 DND1と
NANOS2 の結合実験とレポーター遺伝子抑制活性を詳細に調べた結果、DND1 の RNA 結合
ドメインを欠損させると、NANOS2との結合が失われることが判明した。すなわち、NANOS2
は RNAと結合した DND1を認識して、結合することが分かった。また興味深いことに、DND1
は単独でも多くの RNA と結合することが可能であるが、NANOS2 の標的 RNA に関しては
NANOS2存在下でのみ結合することが判明した。 

 

（iii）標的 RNAのライブイメージング 

生化学的解析と並行して、NANOS2, DND1タンパク質及び標的 mRNAを可視化し、そのダ
イナミクスを解析した。その結果、NANOS2, DND1の両者存在下でのみ、標的 mRNAを含む
mRNP 複合体が形成され、P-body マーカーである DCP1a タンパク質とともに、細胞内顆粒を
形成することが分かった。この形成過程をライブイメージングで解析した結果、下右図に示す
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ように、まず DND1 と mRNA が結合したのちに
NANOS2が加わる様子を示す画像が得られ生化学的解
析結果を支持している。 

 

 

以下が現在のモデルである。DND1は mRNAと結合す
ることにより構造変化をおこし、NANOS2と結合する。

両者存在下で、特異的な mRNAが安定的に結合する。 

 

  

（2）雄性生殖細胞分裂抑制機構 (in vivoおよび培養細を用いた解析) 

胎生生殖細胞は、雄性分化後に細胞分裂を停止(G1 arrest)する。これまでに、NANOS2および
DND1が G1 arrestに必須であることはわかっていたが、この分子機構（何を標的にして機能
するのか？）は不明であった。いくつかのアプローチを用いてこの問題解決を目指した。 

 

(i) シングルセル RNA-seqを用いた NANOS2の標的 RNAの探索 

生殖細胞の細胞周期と遺伝子発現をシングルセルレベルで解析するため野生型マウス胎児期
(E11.5-15.5)の精巣及び卵巣および E13.5-E14.5 の NANOS2-KO マウスの精巣のシングルセル
RNA解析をおこなった。通常雄性生殖細胞は E13.5から細胞分裂の停止期にはいっていくが、
Nanos2-KO生殖細胞では分裂停止に入らない。その時、野生型では転写後発現抑制をうけて、
KO で抑制を受けない mRNA を抽出した結果、mTORC1 経路の遺伝子が複数同定できた
(Amp32b, Rheb, ptma)。その中でも mTORC1の活性化因子として知られる Rhebの 3’-UTRは
NANOS2-DND1 複合体に結合し、発現抑制をうけることを見出した。また NANOS2-KO生殖
細胞では、mTORC1活性が上昇した細胞が細胞分裂に入っていることが確認できた。これら
の結果から、NANOS2は Rhebの抑制を介して mTORC1活性を抑制し、その結果として細胞
分裂を停止させると結論づけた。 

 

（ii）細胞分裂停止にかかわる mTORC1制御機構の解析 

 NANOS2-KO 生殖細胞では mTORC1 が活性化し、細胞分裂が観察される。まず mTORC1

の活性化が原因であることを確認するために mTORC1 構成因子 Raptor と Nanos2 のダブル
KO 生殖細胞を作成し解析したところ、細胞分裂停止はレスキューされた。したがって、
NANOS2 による mTORC1 抑制が雄性生殖細胞の分裂停止を誘導すると確認できた。一方
mTORC1 の活性は、活性化経路以外に TSC 複合体と GATOR1 複合体によって抑制制御され
ていることが知られている。そこでこの抑制経路が NANOS2によって制御されている可能性
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を検討するため NANOS2-DND1機能再構成培養細胞を用いて、TSC複合体構成因子 Tsc2や
GATOR1複合体構成因子 Nprl2のノックアウトを行ったところ、Tsc2-KO細胞では NANOS2-

DND1発現下でもmTORC1活性が抑制されないことを見出した。このことは、NANOS2-DND1

は TSC複合体を介して mTORC1活性を抑制することを示唆する。さらに、Tsc2;Nprl2-ダブル
KOではさらなるmTORC1活性の上昇がみられた。そこで、雄性生生殖細胞におけるmTORC1

抑制の意義を明らかにするため、Tsc2;Nprl2 ダブル cKO による mTORC1 強制活性化を行っ
た。ダブル KO雄性生殖細胞では mTORC1活性の上昇が見られた。しかし、雄性生殖細胞の
細胞分裂は停止したままであった。このことは、NANOS2は mTORC1だけでなく、その他の
細胞分裂因子の制御を介して G1 arrestを誘導することを示唆している。 

 

（3）生殖細胞の雄性化誘導機構 

  生殖細胞の雄性化には NANOS2 は必須だが、性決定という意味ではその上流が重要であ
る。生殖細胞の雌性化には BMP-RA シグナル系が必須であることは、我々は in vivo で斎藤
らが in vitro の実験系で明らかにしたが、雄性化を誘導するシグナル系に関しては不明であ
る。そこで唯一卵巣内で雄性化を誘導できる性転換系(Smad4-cKO+RAi)を用いてシングルセ
ル RNA-seq解析を行った。その結果、卵巣内で性転換する細胞で発現する雄性化遺伝子を 12

個同定した。その中には Nanos2や雄不妊となる Egr4遺伝子が含まれていた。残念ながら時
間切れで機能解析には至らなかった。 

 

（4）タンパク質ノックダウン系の開発とマウス生殖細胞解析への適用 

 マウス個体を用いた遺伝学的解析に生殖細胞特異的遺伝子ノックアウトは強力な武器であ
り、多くの遺伝子機能解析に役立ててきた。しかし生殖細胞は特にタンパク質が安定に維持
される傾向があり、機能解析の障害になっている。例えば、NANOS2の転写は E15.5までに
終了するが、そのタンパク質は非常に安定で、生後、数日まで維持される。したがって、こ
の時期の NANOS2タンパク質の機能解析は非常に困難であった。また、CNOT1, DCP2も遺
伝子を KOしてもタンパク質が維持され機能解析が困難であった。そこで、最近、確立され
たタンパクノックダウン法のうち、オーキシンデグロン系（AID:Auxin-inducible degron 

system）をマウス個体に導入し、マウス個体でタンパク質の分解を速やかに誘導できること
を証明した。これは世界に先駆けた成果である(Yesbolatova A. et al. Nat Commun, 2020). 
さらにこの系を生殖細胞に適用するために、生殖細胞特異的タンパク分解誘導マウス
(Oct-dPE-TIR1)を作成した。このマウスと AID-デグロンタグをつけたタンパク質を発現
するマウスを交配することにより、生殖細胞特異的タンパクのノックダウンが可能にな
る。現在までに、CNOT1-AID, DDX6-AID, AID-DCP2, AID-NANOS2の 4系統のマウス
を確立し、タンパク分解が誘導できるかどうか検討した。その結果、CNOT1-AID, 
DDX6-AIDはうまく発現できず、ホモ致死となり断念、一方、AID-DCP2と AID-

NANOS2はホモマウスも維持可能であり、オーキシンをマウス個体に導入することに
より、数時間内にタンパク質分解を確認できた。この系は遺伝子の Cre-Lox系のタンパ
ク版で TIR1-AID系として、広く応用可能であることが証明できた。 
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