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研究成果の概要（和文）：配偶子の卵子には初期発生に必要なほぼ全ての因子が準備されており、その形成は動
物の誕生に極めて重要である。本研究は卵子に蓄積される転写産物の働きを知るために、最適化された新規の母
性効果変異体スクリーニング方を確立することを目的とした。現在までに、小規模の数の飼育水槽を用い、既存
のスクリーニングより遥かに効率良く遺伝子挿入をホモ2倍体に持つメスを作出、卵子形成に異常を示す母性効
果変異体の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：The proper production of eggs is crucial for almost all animal to promote 
development, since eggs accumulate almost all factors that are required for promoting developmental 
processes. The aim of this study was to develop a novel screening that enable us to identify 
maternal-effect mutants in order to understand functions of transcripts stored in eggs. In this 
study, we effectively isolated females homozygous for the insertions and identified a 
maternal-effect mutant using a small scale fish maintenance systems. 

研究分野：卵子形成と発生の分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
卵子形成は全ての動物にとって根源的な現象で、多くの種において古くから形態学的に解析されてきた。一方
で、生理学的な解析は限られている。本研究で実施したスクリーニングは、卵子に準備された母性因子と呼ばれ
る分子の機能を明らかにする。具体的には、スクリーニングで得られる母性効果変異体を解析することで、動物
がどのように発生し個体を生み出すのか、その仕組みの解明につながる。本成果は、卵子形成と生物の誕生の仕
組みを理解する研究体系を大きく変換する原動力となると期待する。

※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 
 
(1) 地球上には多くの動物種・数限りない個体が生息し、豊かな生態系を造り上げている。
我々ヒトも含めこれら動物の個体は一つの細胞、受精卵から生まれる。すなわち、動物が繁栄
し続けるには配偶子の卵子と精子を形成し、受精卵から個体を発生させること、これを連綿と
繰り返すことが必須である。このように、配偶子の形成と受精、その後の発生は全ての動物に
とって根元的な現象で、多くの種において古くから観察されてきた。特に卵子には初期発生に
必要なほぼ全ての因子が準備されており、その形成は動物の誕生に極めて重要である。しか
し、その研究は形態学的な解析の元に成り立っており、生理学的な解析は極めて限られてい
る。 
 
(2) モデル動物のゼブラフィッシュを用いた研究で、卵子はその形成過程において 1万種類を
超える転写産物を蓄えることが明らかとなった (Harvey et al., 2013)。さらに、化学変異原
による大規模な母性効果変異体のスクリーニングがゼブラフィッシュにおいて実施され、卵子
に蓄えられた数十種類の転写産物の役割が明らかとされた (Dosch et al., 2004; Wagner et 
al., 2004)。その解析から、卵子に蓄えられた転写産物は受精と卵割のみでなく、細胞の分
化・形態形成のあらゆる現象に重要な役割を持つことが明らかとなってきた。この研究は、個
体の誕生に重要な卵子形成を生理学的に理解する扉を開いたと言える。しかし、化学変異原を
用いた母性効果変異体のスクリーニングは膨大な設備と労力を必要とし、変異体の原因遺伝子
の同定も困難を極める。これら研究は画期的であったが、同様の研究を一研究室で実施するこ
とは現実的ではない。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、遺伝子挿入による新規の母性効果変異体のスクリーニング法を確立することを目
的とした。本研究はまた、母性因子がどのようにその機能を発揮し発生を進行するのか、その
仕組みを解明し母性因子による発生の制御機構の理解を目的とした。その成果は、動物の誕生
の仕組みを生理学的に理解する原動力となりうる。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 本研究では母性効果変異体のスクリーニングを格段に最適化し、多くの変異体の同定を目
指した。その概要は次の通りである。(A) メダカで同定された Tol2 トランスポゾンを利用し、
高頻度でゼブラフィッシュ・ゲノムに遺伝子挿入を導入する。(B) 挿入遺伝子の持つ配列によ
って、卵子で発現する遺伝子に入った遺伝子挿入を選別する (第一段階スクリーニング)。(C) 
遺伝子挿入をホモ 2倍体にもつメスを作出し、卵形成と発生を観察し変異体を同定する (第二
段階スクリーニング)。 
 
(2) ＜遺伝子挿入による変異体作製＞ 
 化学変異原はゲノム配列にランダムに点変異
を生じさせる。この方法はゲノムに変異を高頻
度で導入できる利点を持つが、原因遺伝子の同
定に膨大な労力と時間を要する。本研究は脊椎
動物で高い転移活性を持つ Tol2 トランスポゾン
を用い、遺伝子挿入変異体を作製した。変異体
の原因遺伝子は、PCR 法によってわずか 1日で
同定可能である。 
 
(3) ＜遺伝子発現の可視化＞ 
 化学変異原で生じる点変異は変異体を同定す
るまで選別できない。このため、生まれた全て
の個体を生育しスクリーニングする必要性が生
じる。したがって、母性効果変異体のスクリー
ニングには、数千〜1万個の水槽が必要とな
る。本研究は、トランスポゾンにスプライス・
アクセプター (SA) 配列と GFP をコードする遺
伝子を配置することで、卵子で発現する遺伝子
に対する挿入を選別した (図 1)。次に、同じ遺
伝子挿入を持つ第一世代の個体を掛け合わせ、

図１. 遺伝子挿入による母性効果変異体のスク

リーニング。少数の個体で変異体を作製できる。 



第二世代にホモ 2倍体の遺伝子挿入を作製した (図 1)。その個体は PCR を用い容易に同定でき
る。これにより、母性効果変異体のスクリーニングを数十〜数百個の水槽で実現することが可
能となる。 
 
(4) ＜母性因子の機能とその制御機構の解明＞ 
 本研究では主にタンパク質を発現し発生を進行させる母性因子を研究対象とした。これらタ
ンパク質がどのように適切な時期に適切な部位で発現しその機能を発揮するのかを、in situ 
hybridization 法、免疫染色法、Puro-PLA 法等を用い、包括的に解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 本研究で、210ペアの個体について遺伝子トラップの有無をスクリーニングし、45系統の
単離に成功した。これらの中で、19系統における遺伝子挿入部位を決定、ゲノム上にマップし
た。さらに、約20系統においてホモ2倍体個体を同定し、下記の通り表現型解析に至っている。
すなわち、本研究の新規母性効果変異体スクリーニングの有効性を示し、その実施によって卵
形成と胚発生の新たな仕組みを解き明かせることを示した。 
 
(2) スクリーニングによって得られたh91A系統では、遺伝子トラップベクターは卵母細胞特異
的に発現する遺伝子のイントロンに挿入されており、RT-PCRによって上流の転写産物をトラッ
プしていることを確認した。その遺伝子は、タンパク質コード領域を持たない long non-
coding RNA の一つであり、ホモ2倍体メスの卵母細胞においてその転写産物量が減少している
ことを確認した。しかし、ホモ2倍体の卵母細胞でも転写産物は存在しており、これらから生ま
れた胚は表現型を示さなかった。ゼブラフィッシュ・ゲノムには、ほぼ同じ配列を持つ同様の 
long non-coding RNA が存在しており、ホモ2倍体個体において転写産物を完全に阻害できない
理由はこの重複した遺伝子にあると考えられる。 
 
(3) h116A系統は、受精卵と胚全体の細胞でGFPを発現する。遺伝子トラップベクターはcitと
呼ばれる遺伝子のイントロンに挿入され、RT-PCRによって上流の転写産物をトラップしている
ことを確認した。ヒトにおいてこの遺伝子に変異が入った場合、遺伝病の原因となることが知
られている。ホモ2倍体のメスは生存可能であるものの、不妊であった。その原因として卵母細
胞の形成不全が起こっていると見られ、その詳細な解析を現在進めている。 
 
(4) h58A 系統は、h116A 系統と同じく受精卵と胚全体の細胞で GFP を発現する。遺伝子トラッ
プベクターは、lin37 遺伝子の第 1イントロンに挿入され、RT-PCR によって上流の転写産物を
トラップしていることを確認した。Genomic PCR によって遺伝子挿入をホモ二倍体に持つ稚魚
を同定し、その表現型を詳細に解析した。初めに、ホモ 2倍体胚で lin37 遺伝子の転写産物が
欠損していることを RT-PCR によって確認した (図 2)。lin37 転写産物を持たない胚は野生型胚
と同様に受精後 1週間程度で泳ぎ始めたが、約 1ヶ月目あたりから生存率が著しく悪化し、90
日までに全ての個体が死亡した。受精後 1ヶ月の稚魚を固定し、内部構造の変化を組織学的に
詳細に解析した結果、脳と目の組織に異常が見られるものの野生型稚魚と同様に生殖腺が形成
され、分化直後と思われる卵母細胞が観察された。これら研究成果は、遺伝子トラップベクタ
ーが胚発生のみでなくその後の成長においても挿入遺伝子の転写を阻害できること、トラップ
した遺伝子産物の卵母細胞形成における機能を形態学的に検証できることを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 多くの母性因子は、受精後の適切な時期に適切な部位でタンパク質となり発生を進行させ
る。本研究で、ほぼ全ての動物の発生に必須のPou5f3タンパク質が受精後に適切な時期と部位
で合成される仕組みを解析した。初めに、免疫染色とPoly(A)鎖の解析から、このタンパク質を
コードするpou5f3 mRNAが翻訳を抑制された母性mRNAとして卵母細胞に蓄積されることを示し
た。高感度の蛍光in situ hybridizationの結果から、これらmRNAは顆粒状の構造をとり細胞質
に存在することを見出した。翻訳を抑制されないalpha-tubulin mRNAとbeta-actin mRNAは細胞
質全体に拡散して存在したことから、この構造は翻訳抑制を受けるmRNAに特有の構造であるこ

図２. h116A 系統における遺伝子挿

入部位とRT-PCRによる転写産物の

検出。遺伝子挿入をホモ２倍体に持

つ胚では、lin37遺伝子の転写産物が

検出されない。 
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とが示唆された。興味深いことに、卵母細胞で見られた顆粒状構造は受精後の卵割期において
も維持され (図3)、さらにその性質は固相様の状態から液相様の状態に変化した。一方で、免
疫染色の結果から卵割期にタンパク質量が増加することが示された。Puro-PLA法を用い、新規
に合成されたPou5f3のペプチド鎖を検出した結果、卵割期の液相様のpou5f3 mRNA顆粒において
タンパク質合成が活発に起こることを示した。さらに、同様の顆粒構造をとる母性mRNAを数種
類同定しており、本研究で見出したタンパク質合成の仕組みは発生現象を進行させる普遍的な
仕組みであることが予想される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) 以上の結果より、本研究において新規の母性効果変異体のスクリーニング法を確立したと
判断する。このスクリーニング方はすべての過程を最適化でき、その実施は簡便で大規模な設
備を必要としない。したがって、スクリーニングそのものを小規模な設備で実施できる。なお
かつ、原因遺伝子の同定は PCR 法を基盤としており、極めて簡便である。すなわち、世界中の
研究室で同様の研究が可能となり、生物の誕生の仕組みを生理学的に理解する強力な促進力と
なる。さらに、本研究で得た新規の mRNA 翻訳機構は、生物がどのように発生を進行させ個体を
生み出すかを紐解く新たな知見をもたらした。本研究の成果は、卵子形成と生物の誕生の仕組
みを理解する研究体系を大きく変換する原動力となりうる。 
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図３. ゼブラフィッシュ胚発生における pou5f3 mRNAの存在様式。バーは 20 µmを示す。 
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