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研究成果の概要： 
細胞の極性は，しばしば mRNA の細胞質内局在によって確立される。ショウジョウバエ卵の
生殖質形成過程は，RNA 局在研究の理想的モデル系の１つである。生殖質因子の一つである
Vasaと GFPとの融合蛋白質を発現する系統を用いて，生殖質形成が異常となる突然変異体を
多数単離した。これらの内の 1つは，エンドソーム蛋白質である Rabenosyn-5の突然変異であ
った。詳細な解析により， Rabenosyn-5等のエンドソーム蛋白質が， Fアクチンの再編成を
通して，生殖質因子の卵皮層への係留に関与していることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
発生・分化過程では，細胞極性が重要である。
細胞の極性は，しばしば mRNAの細胞内局在
によって確立される。四半世紀におよぶ国内
外の研究から，RNA局在は，転写レベルと同
様に，遺伝子産物が時間的・空間的に正しく
産生され機能するために必須の制御機構で
あることが判明している。RNA局在による細
胞極性は，大きく(1) RNA輸送，(2) 輸送過程
における翻訳抑制，(3) 局在，(4) 局在の維持，
そして(5) 局在領域における翻訳脱抑制の段

階を経て確立される。しかし，これらいずれ
の段階についても，その分子機構の詳細は不
明である。 
 ショウジョウバエ卵形成における生殖質
形成過程は，RNA局在研究の理想的なのモデ
ル系の１つとして精力的に研究されている。
生殖質は，卵母細胞後極に形成される特殊な
細胞質領域のことを指し，生殖細胞形成因
子・腹部形成因子が局在している。ショウジ
ョウバエ生殖質形成は，oskar mRNA の卵母
細胞後極への局在によって指揮される。そし



て，局在化領域で翻訳された Oskar蛋白質が
核となり，様々な母性 mRNA・蛋白質が局在
することにより生殖質が形成される。しかし，
oskar mRNA の局在・翻訳制御や生殖質形成
の分子基盤については，依然良くわかってい
ない。そこで，遺伝学的手法から oskar mRNA
の輸送・局在，あるいは生殖質アッセンブリ
ーに関わる新規因子の同定を試みた。具体的
には，oskar RNAの局在・翻訳に依存して、
卵母細胞後極に局在する Vasa-GFP 蛋白質を
マーカーとして用い，ショウジョウバエゲノ
ムの約 20%を占める第２染色体左腕を対象
として EMS による突然変異を誘発し，5122
系統について生殖系列クローンを作成しス
クリーニングを行った。その結果，GFP-Vasa
の局在に異常を示す突然変異体を 66 系統得
た。さらに，oskar mRNA と一致した挙動を
示す Staufen-GFP 蛋白質を用いた解析から，
これらの突然変異体のほとんどにおいて，
oskar RNA局在，あるいは局在の維持が異常
となっていることを確認した。そして，得ら
れた 66系統の内 52系統について責任遺伝子
の同定に成功し，12遺伝子座のアリルである
ことを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 興味深いことに，これら 12 遺伝子の内 3
つは小胞輸送系に関与することが報告され
ていた。これまで，ツメガエル卵や神経細胞
において，RNA局在に関わる蛋白質がしばし
ば小胞体フラクションに分画されるなど，
RNA 局在と膜輸送系との関連性が暗示され
てきた。しかし，両者を直接結びつける証拠
はなく，その連携の有無は不明である。そこ
で本研究では，oskar mRNA 局在・係留に異
常を示す 3つの膜輸送関連因子について解析
をすすめ，RNA局在と膜輸送システムとの連
携関係について新たな知見を得ることを目
指した。 
 
３．研究の方法 
 単離した突然変異体の発生遺伝学的解析
を中心に解析を進めた。生殖系列クローン作
成は常套の方法に従った。抗 Rabenosyn-5
抗体は，全長蛋白質を大腸菌で発現，精製し
た組換え蛋白質を抗原に作成した。Rab5, 
Rab7, Rab11に対する抗体は，特異的なペプ
チド配列に対する抗ペプチド抗体を作成し
た。突然変異体クローンは，相同染色体上に
Ubi-GFPnls を組み込むことによって，核内
に GFP シグナルが観察されない卵室として
識別した。oskar-bcd3’UTR を発現する系統
は，UASpベクターに組み込みトランスジェ
ニックショウジョウバエを作成し，
mat-α-GAL4-VP16系統をドライバーに用い
た。 
 

４．研究成果 

 同定した因子の 1 つである CG8506 は，
Rab5 のエフェクター蛋白質である
Rabenosyn-5 のホモログとして，初期エン
ドソームの輸送調節に関与すると予想され

た。大腸菌で発現させた組み換え蛋白質を抗

原にして，高い特異性を有する抗Rabenosyn-5
抗体の作製に成功した。そして，in vitroにお
ける結合（GST pull down）実験から，ショウ
ジョウバエ Rabenosyn-5 ホモログが GTP
（GTPγS）結合型 Rab5 と選択的に結合する
こと，すなわち Rab5 のエフェクター蛋白質
として機能することを明らかにした（図 1）。

 
図 1 

 
実際， rabenosyn-5 突然変異クローンでは，
oskar mRNA の局在異常ばかりでなく，卵黄
顆粒の自家蛍光やエンドサイトーシスのト

レーサー色素である FM4-64 の卵母細胞への
取り込みが観察されなかった（図 2）。従って，
Rabenosyn-5はRab5と同様に初期エンドソー
ムの構成蛋白質として，エンドサイトーシス

に必須な新規蛋白質であると結論した。 
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 一方，微小管系の極性マーカーである

Kinesin-lacZ (Kin-LacZ) の 局 在 に つ い て
rabenosyn-5 突然変異クローンにおいて検討
した結果，Kin-LacZ蛋白質の卵母細胞後極へ



の局在が安定に維持されないことが判明し

た。このことから，rabenosyn-5突然変異クロ
ーンにおける oskar mRNA局在異常は，一義
的には細胞骨格系の極性異常によって引き

起こされていると考えられた。 
 しかし，以下に挙げる観察結果から，膜輸

送系がもっと直接的に oskar mRNA局在・生
殖質形成に関わっている可能性が考えられ

た。第１に，我々は，Rabenosyn-5 の局在に
ついて興味深い結果を得た。Rabenosyn-5 と
Staufen（oskar RNPのマーカー）との２重染
色の結果から， Rabenosyn-5 が Staufen 蛋白
質や oskar mRNA と共に卵母細胞後極に局
在することを見いだした。さらに，卵母細胞

後極への局在に先立って Staufen 蛋白質や 
oskar mRNA が， Rabenosyn-5, Rab5, Rab7, 
Rab11 等のエンドソームマーカと共に卵母細
胞中央部に一過的に集積した後に卵母細胞

後極へと局在することを見いだした（図 3）。
一方，小胞体マーカー（抗 KDEL抗体）やゴ
ルジ体マーカー（抗 gp120抗体）のはこのよ
うな分布パターンを示さなかったことから

（図 3），これらエンドソーム蛋白質の挙動は
特異的なものであると結論した。このような

結果から，エンドソームと oskar RNPとが，
密接に相互作用していることが示唆された。

すなわち，エンドソームと RNP複合体との相
互作用により，oskar mRNA の卵母細胞後極
への局在が制御されていると予想された。 
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 第２に，卵黄顆粒やエンドサイトーシスの

トレーサー色素 FM4-64 の取り込み，すなわ
ちエンドサイトーシスが卵母細胞後極側で

より活発であることを見いだした。一方，

oskar 突然変異体においては，卵母細胞後極
側でのエンドサイトーシス亢進もエンドソ

ーム蛋白質の局在も観察されなくなった。つ

まり，このような膜輸送の極性が，Oskar 蛋
白質に依存していることが明らかとなった。

さらに，osk-bcd3 ’UTR系統を用いて Oskarを
卵母細胞前極側に異所的に発現させると，

Rabenosyn5, Rab5, Rab7, Rab11等のエンドソ
ーム蛋白質が卵母細胞前極にリクルートさ

れること，FM4-64 の取り込みが卵母細胞前
極側でも亢進することを見いだした。以上の

結果から，膜輸送系が Oskarの下流で生殖質
アッセンブリーにも関与している可能性が

考えられた。 
 oskar mRNAは，in frameの２つの ATGコ
ドンからの翻訳開始により long isoform (long 
Oskar)と short isoform (short Oskar)の２つの蛋
白質が発現することが知られている。さらに，

これら 2つのアイソフォームは，short Oskar
領域を完全共有しているにもかかわらず，生

殖質アッセンブリーの過程で全く異なった

活性を持つことが指摘されている。すなわち，

short Oskarは生殖質構成因子のリクルートに，
long Oskarは生殖質因子の局在維持に必要で
あると報告されている。そこで， long Oskar, 
short Oskarのどちらか一方のみを特異的に卵
母細胞前極に発現させ，エンドソーム蛋白質

の局在を検討した。その結果，long Oskarに
エンドソーム蛋白質をリクルートする活性

とエンドソーム経路の活性化を引き起こす

活性があることが判明した。以上の結果から，

エンドソーム経路が long Oskarの下流で働き，
生殖質因子の卵母細胞皮相への係留に関わ

っている可能性が示唆された。 
 rabenosyn-5 の変異クローンにおいては，
oskar mRNA の後極への輸送が異常となり，
卵母細胞後極での生殖質形成過程を解析す

ることは不可能であった。一方，rabenosyn-5
の変異クローンにおいても bicoid mRNAの卵
母細胞前極への局在は正常であった。そこで，

osk-bcd3 ’UTR 発現系を用いて卵母細胞前極
で異所的に生殖質形成を誘導した場合にお

ける Rabenosyn-5 の機能を解析した。その結
果， rabenosyn-5 変異クローンにおいて
osk-bcd3 ’UTRを発現させた場合に，Oskar蛋
白質や Vasa 蛋白質など生殖質因子が卵母細
胞前極に安定に維持されずに拡散している

ことが観察された。すなわち，Rabenosyn-5
は，生殖質因子が安定に局在維持されるため



に必要であると推定された。一方，

rabenosyn-5 変異クローンにおいても，Rab5, 
Rab7, Rab11 の前極へのリクルートは観察さ
れた。すなわち，単なるエンドソーム蛋白質

のリクルートではなく，局所的なエンドソー

ム経路の活性化が生殖質因子の卵皮相への

係留に必要であると推測された。 
 生殖質因子の皮相への係留には，F アクチ
ン細胞骨格系が関与していることが知られ

ている。Oskar は卵母細胞後極において，F
アクチンの再編成を引き起こし，皮相から細

胞質へ向かうアクチン繊維束を誘導するこ

とが報告されている。osk-bcd3 ’UTRを発現す
る卵母細胞においては，卵母細胞前極にもア

クチン繊維束が誘発されることを確認した

（図 4）。一方，rabenosyn-5 変異クローンに
おいて osk-bcd3 ’UTRを発現させた場合には，
前極におけるアクチン繊維束が誘発されず，

F アクチンは生殖質因子と共に細胞質中に凝
集体を形成した（図 4）。 
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 以上の結果から，エンドソーム経路は，生

殖質アッセンブリーの複数の過程に関与し

ていることが明らかとなった（図 5）。特に，
エンドソーム経路は，Oskar の下流で F アク
チンの再編成を介して生殖質因子の卵皮相

への係留に関わっていることを見いだした。 
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 これまで，ツメガエルや神経細胞において，

RNA 局在に関わる蛋白質がしばしば小胞体

フラクションに分画されるなど，RNA局在と
膜輸送系との関連性が暗示されてきた。しか

し，両者を直接結びつける証拠はなく，その

連携の有無は不明であった。従って，本研究

成果は RNA 局在機構研究・生殖質形成機構
研究に対して全く新しい概念を提供する可

能性を秘めていると考えている。 
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pp70-82. 
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