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研究成果の概要（和文）：ミダレキクイタボヤの生殖細胞形成に関与する遺伝子群をスクリーニングした。生殖腺をも
つ群体（有性生殖期）と生殖腺が未発達の群体（無性生殖期）を材料としてサブトラクションライブラリーを作り，10
4クローンのcDNAを得た。RT-PCRにより，有性生殖期での発現量が無性生殖期の発現量よりも有意に高い91クローンを
選抜した。21クローンについてin situ解析で発現を調べたところ，生殖系列細胞で特異的な発現が観察された。生殖
系列幹細胞で発現する遺伝子に注目し，機能阻害実験を行うと，生殖腺形成に著しい遅延が引き起こされた。本研究に
より，群体ホヤの生殖細胞形成を調節する重要な遺伝子が多数明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Animals that propagate asexually are exciting models to investigate the cellular s
ystem, which produces germline cells constitutively throughout life. In botryllid ascidians, each of the a
sexual individuals produces hermaphrodite gonads during breading season. To understand the molecular mecha
nisms underlying gamete and gonadal development, screening and identification of differentially expressed 
genes in gonadal tissues were performed. Subtractive cDNA library was constructed from cDNAs synthesized f
rom the Botryllus primigenus colonies with and without mature gonads. 104 transcripts were isolated from t
he library. We then determined the ratio of the expression in colonies with mature gonads to the expressio
n in asexually growing colonies by qRT-PCR. Among the transcripts, 91 showed higher ratios above 1.. In or
der to elucidate the roles of the genes chosen from the list, functional analyses with genetic knockdown u
sing siRNAs have been successfully performed.
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１．研究開始当初の背景 
生殖細胞形成のしくみは，種独自の生殖戦

略を反映し，修飾されてきた。つまり，生殖

細胞を生み出すしくみには，生物の本質であ

る普遍性と多様性が具現化されているので

ある。一般に，生殖系列の決定は，胚発生の

ごく早い時期におこることが知られている。

これは胚期を終えた成体では，生殖系列の新

生（もしくは，再生）が不可能であることを

意味する。しかし，群体ホヤでは，くり返さ

れる無性生殖サイクルのなかで，ヘモブラス

トと呼ばれる多能性幹細胞から生殖細胞が

分化する。よって，群体ホヤは，生殖系列の

決定に関する一般法則に従わない新たな動

物種の一つとなり得る。本研究では，これま

でにマウスやショウジョウバエをモデルと

して発展してきた生殖細胞形成の研究で得

られた知見や技術を戦略的に活用しながら，

群体ホヤのユニークな生殖系列の決定・分

化・再生現象にスポットライトを当てる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，無性生殖で増殖する「群

体ホヤ」のユニークな生殖細胞形成能力に注

目し，その能力を支える「細胞システムの実

体」と「システムを制御する分子メカニズム」

を明らかにすることである。具体的には，ミ

ダレキクイタボヤを材料として以下の 2 つの

項目に取り組む。 
（１）群体ホヤの生殖細胞形成に関与する遺

伝子群を探索し，その機能を解析する。 
（２）遺伝子発現をマーカーとして，胚発生

期から無性増殖期における生殖系列細

胞の挙動を追跡し，群体ホヤ全生活史に

わたって，生殖系列の細胞系譜を明らか

にする。 
 
３．研究の方法 
（１）① Suppression Subtractive Hybridization

法により，群体ホヤの生殖細胞形成に

関与する遺伝子群をスクリーニング

し，cDNA 配列を得る。 
② RT-PCR および in situ ハイブリダイ

ゼーション法によって，①で得られた

遺伝子の発現解析を行い，成体での生

殖細胞形成過程のいつ，どの細胞で，

どんな遺伝子が発現しているのかを

明らかにする。 

③ siRNA を用いたノックダウン法によ

り，個々の遺伝子の機能を解析する。 
 

（２）生殖系列マーカー遺伝子を絞り込み，

RT-PCR および in situ ハイブリダイゼーショ

ン法によって，胚発生過程での生殖系列形

成を解析する。 
 
４．研究成果 
（１）① ミダレキクイタボヤ群体における

生殖細胞形成に関与する遺伝子群をスクリ

ーニングした。発達した生殖腺をもつ群体

（有性生殖期）と生殖腺が未発達の群体（無

性生殖期）を材料としてサブトラクション

cDNA ライブラリーを作製した．ライブラリ

ーから 572 サンプルの配列解析を行い，327
クローンの cDNA を得た．次に，Web 上に公

開されたデータベースを用いた類似性検索

により，各クローンにアノテ―ションを付加

した。ハウスキーピング遺伝子の断片と推測

されるクローンを除き，さらに，重複するク

ローンをまとめた結果，104 クローンに集束

した．この 104 クローン全てについて，定量

RT-PCR によって，有性生殖期の群体と無性

生殖期の群体の間で発現量を比較した．その

結果，無性生殖期での発現量を 1 としたとき

の有性生殖期での発現量（S/A 比）が 1 を超

えるクローンが 91 個見つかった（図 1）．な

お，ここでは，「クローン」を「遺伝子」と

みなして差支えない。 

図 1 : S/A 比の高い順で上位 30 クローン 
 
（１）② S/A 比の大きなクローンから順に，

アノテ―ションが付かなかったクローンに

ついてはRACE法によって未知領域の単離お

よび配列決定をおこなった．次に，800 bp 以

上の cDNA を単離できた 21 クローンについ



て in situ ハイブリダイゼーション法で時間的

空間的発現を調べた．その結果，全てのクロ

ーンについて，生殖系列細胞で特異的な発現

が観察された。また，生殖細胞の分化段階に

よって遺伝子の発現パターンが異なってい

た（図 2，3，4）。本研究において，これまで

生殖細胞形成との関連が報告されていなか

った遺伝子が群体ホヤの有性生殖期特異的

遺伝子としてリストアップされ，群体ホヤ独

自の生殖細胞形成系メカニズムの存在を示

唆する結果が得られた。S/A 比の大きいクロ

ーンは，精巣内で発現していた。これは，生

殖系列幹細胞，前駆細胞，雌性生殖細胞に比

して精原細胞および精母細胞の細胞数が多

いことが原因と推測される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 : P7A7 クローンの発現パターン 

矢尻が mRNA を発現する細胞を示す。 
成熟卵（mo）,卵母細胞（do）では発 
現が見られない。 

 
 
 
 
 
 
図 3 : P6H11 クローンの発現パターン 

成熟した精巣（mt）でのみ発現する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 : P6H10 クローンの発現パターン 

成熟した精巣と卵母細胞で発現する 
 

（１）③ 間充織細胞の一部として存在する

生殖系列幹細胞で発現することが分かった 

6 クローン（P02C12，P04A07，P04B08，P06C08，
P06G03，P07A07）に対して，siRNA 導入に

よる遺伝子機能の阻害実験を行った。ノック

ダウン処理後，コントロール群体に生殖腺形

成が観察されるまで飼育し，ノックダウン処

理群体の生殖腺形成を観察した。その結果，

6 クローンの実験群では，すべて，生殖腺の

発達が確認されなかった。この結果は，解析

した 6 つの遺伝子が，生殖系列幹細胞から生

殖細胞が分化する過程に必須の機能を持つ

ことを示唆している。今後，各遺伝子の阻害

が生殖細胞の分化過程のどの段階に影響を

およぼしているかを詳細に解析する。 
 
（２）ミダレキクイタボヤの胚発生過程にお

ける生殖系列細胞の形成を，マ－カー遺伝子

の発現を目印にして解析した。既知マーカー

である Vasa 遺伝子は，中期尾芽胚期以降で，

発現細胞が観察できなくなってしまうため，

成体まで生殖系列細胞を追跡するマーカー

としては不十分である。まず，RT-PCR を用

いて mRNA の発現を定量解析すると，尾芽胚

期において，Vasa mRNA は体幹部に比べ尾部

に有意に多く存在していた（約 2 倍）。これ

は，尾芽胚期には，尾部に生殖系列細胞が存

在する可能性を示している。続いて，Vasa に

加えて，Nanos，Piwi，Pum，Pem 遺伝子をマ

ーカーの候補とし，各遺伝子の発現をホール

マウント in situ ハイブリダイゼーション法で

調べた。その結果，Vasa 以外の遺伝子につい

て，初期胚の生殖系列で発現が見られなかっ

た（図 5）よって，引き続き，本研究で得ら

れたクローンプールから生殖系列マーカー

のスクリーニングをおこなう。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図5 : 初期胚でのVasa mRNAの発現パターン 

矢尻が mRNA を発現する細胞を示す。 
中期尾芽胚期以降では，発現細胞が観察 
されない（G, H）。 
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