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研究成果の概要（和文）：本研究は、生物種を超えて保存されるcyclin B1翻訳制御機構についてその分子機構を解明
し、部位・時期特異的な翻訳の本質に迫ることを目的とした。はじめに、脊椎動物卵母細胞で見いだされたcyclin B1 
RNA顆粒の形成にPumilio1蛋白質の結合が必須であること、さらにPumilio1による顆粒形成が部位・時期特異的な翻訳
の制御に重要なことを明らかにした。次に、cyclin B1に結合する新規因子としてIMP3を同定、その翻訳制御機構に新
たな知見を得た。さらに、アクチン繊維の動態を可視化する遺伝子導入個体を作製し、翻訳制御におけるアクチン繊維
の関与を支持する成果を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate molecular mechanisms of evolutionally 
conserved control of cyclin B1 mRNA translation to understand the nature of translational machineries by 
which special and temporal translation is regulated. First, we demonstrated that binding of Pumilio1 to 
cyclin B1 mRNA is essential for the RNA granule formation, which was found in vertebrate oocytes, and 
that this Pumilio1-mediated RNA granule formation is important for specially and temporally regulated 
translational activation of the mRNA. Then, we identified IMP3 protein as a novel factor binding to cycle 
B1 mRNA, providing novel insight into the translational regulation of the mRNA. Furthermore, we generated 
transgenic animals visualizing dynamics of actin filaments and obtained results supporting the notion 
that assembly and depolymerization of actin filaments are involved in the translational regulation.

研究分野：分子発生生物学
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  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 
 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。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、最近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RNA
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 RNA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、及び幹
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、多くのことが未解明のまま
である。 
 我々は、翻訳を抑制された cyclin B1 
mRNA が卵母細胞において局在することを
見いだしてきた。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を微量注入された卵母細胞は、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。我々はさらに、RNA 結合
蛋白質の Pumilio1が cyclin B1 mRNAの 3’
非翻訳領域（3’UTR）に結合し、翻訳時期を
調節することを生化学的解析で明らかにし
た。しかし、既存の解析法で翻訳の分子機構
に切り込むには限界があり、本研究分野の発
展には新たな技術の確立が望まれていた。 
 翻訳制御の研究が困難な理由の一つは、そ
の分子機構が核内における転写から始まる
ことにある。我々はこの問題を解決するため、
新規遺伝学的方法論を用い、cyclin B1のレ
ポーター遺伝子をゼブラフィッシュ・ゲノム
に挿入し、卵母細胞で発現させた。その詳細
な解析から、核内で転写されたレポーター
mRNAが、内在のmRNAと同様の制御を受
けることを証明した。翻訳制御の研究が困難
なもう一つの理由は、mRNAが翻訳される正
確な部位と時期を検出できないことにある。
我々はこの問題を解決するため、新規蛍光色
素 ReAsHの特性、すなわち、合成された TC
タグのペプチド鎖に即座に結合し蛍光を発
することを利用した。その結果、我々は

mRNAが翻訳される正確な部位と時期を世
界で初めて可視化・検出することに成功した。 
 mRNAの制御機構に迫るため、我々は高感
度の in situ hybridizationシステムを導入し、
卵母細胞に蓄積されたmRNAを検出した。
その結果、cyclin B1 mRNAが多数の顆粒を
形成し、局在することが明らかとなった。こ
れら RNA顆粒は卵母細胞が成熟する過程に
おいて消失したことから、顆粒形成と翻訳制
御機構との関係が示唆された。アクチン繊維
を脱重合した卵母細胞では、cyclin B1の
RNA顆粒が細胞質に拡散し、反対にアクチ
ン繊維を安定化させた卵母細胞では、RNA
顆粒が維持された。これらの結果は、cyclin 
B1のRNA顆粒形成がアクチン繊維に依存す
ることを示唆するが、その形成機構、さらに
翻訳制御との関係は不明であった。 
  
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、翻訳による生命現象制御
の全貌解明である。その中で本研究は、生物
種を越えて保存される cyclin B1翻訳制御機
構について、その分子機構と実態を解明し、
翻訳の本質に迫ることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
＜cyclin B1 RNA顆粒の形成機構＞ 
 cyclin B1 RNA顆粒の形成機構に迫るため、
シス因子とトランス因子の解析を行った。具
体的には、cyclin B1 mRNAの 3’UTRに結合
する Pumilio1 の結合部位の同定とその機能
解析を次の手順で実施した。 
 
(1) cyclin B1 mRNAの全長RNAプローブを
作製し、試験管で合成した Pumilio1 蛋白質
と反応させた後、SDS-PAGE法によって結合
の有無を解析した。Pumilio1が結合する配列
の候補を探索し、その配列に変異を入れるこ
とで結合の変化を解析した。 
 
(2) TCタグ配列を有する cyclin B1レポータ
ー遺伝子をゼブラフィッシュ・ゲノムに挿入
し、レポーターmRNAの翻訳を ReAsH蛍光
色素で検出した。同様に、Pumilio1結合配列
に変異を導入したレポーター遺伝子をゼブ
ラフィッシュ・ゲノムに挿入し、レポーター
mRNAの翻訳をReAsH蛍光色素で検出した。 
 
＜新規トランス因子の同定＞ 
 cyclin B1 mRNAに結合し、顆粒形成ある
いは翻訳制御に関わる新規因子を次の方法
で同定し、その機能を解析した。 
 
(1) ゼブラフィッシュ卵巣の抽出液をショ糖
密度勾配遠心法で分離し、200 µl毎に分画し
た。cyclin B1 RNA顆粒が存在する画分に特



異的に存在する蛋白質を質量分析によって
同定した。 
 
(2) 同定した蛋白質を認識する特異的抗体を
作製し、cyclin B1 mRNAとの結合を生化学
的に解析した。 
 
(3) 卵母細胞において IMP3 蛋白質を過剰発
現し、卵成熟に与える影響を解析した。同様
に特異的抗体を卵母細胞に微量注入し、卵成
熟に及ぼす影響を解析した。 
 
＜アクチン繊維の可視化＞ 
 卵母細胞における翻訳制御とアクチン繊
維との関係を明らかにするため、次の方法で
アクチン繊維のリアルタイム・イメージング
を実現した。 
 
(1) アクチン繊維に特異的に結合する
Moesin蛋白質のアクチン結合部位とGFPを
融合したコンストラクトを作製した。 
 
(2) cyclin B1遺伝子のプロモーターの下流に
GFP融合Moesinをコードする配列を挿入し、
Tol2 トランスポゾンを用いてゼブラフィッ
シュ・ゲノムに挿入した。 
 
(3) トランスジェニック・ゼブラフィッシュ
をスクリーニングし、メス個体から卵母細胞
を取り出し GFP-Moesinの動態を解析した。 
 
＜BAC トランスジェニック・フィッシュの作
製＞ 
 TC タグ配列と ReAsH 蛍光色素による翻
訳の可視化法を改良するため、下記の方法で
BAC を用いたレポーターmRNA の発現を試
みた。 
 
(1) cyclin B1遺伝子を含む BACクローンを
用い、相同組替えによる配列の編集を行った。
具体的には、cyclin B1遺伝子の 5’UTR直後
にTCタグ配列と赤色蛍光蛋白質のmCherry、
stopコドンを挿入した。 
 
(2) Tol2トランスポゾンを用い、TC-mCherry
を持つ BAC クローンをゼブラフィッシュ・
ゲノムに挿入した。mCherryを発現するトラ
ンスジェニック・フィッシュを実体蛍光顕微
鏡下でスクリーニングした。 
 
 
４．研究成果 
 
＜cyclin B1 RNA顆粒の形成機構＞ 
 ゼブラフィッシュ cyclin B1 mRNA は、
3’UTR に Pumilio1 結合配列の UGUA を 2
個所持つ。これら結合配列に変異を入れ、試
験管で合成したPumilio1と反応させた結果、
Pumilio1は 5’側のUGUA配列に結合するこ
とが明らかとなった。 

 次に、Pumilio1の結合配列を持つレポータ
ー遺伝子と、5’側の UGUAに変異を入れたレ
ポーター遺伝子をゼブラフィッシュ・ゲノム
に挿入し、それぞれのレポーターmRNAを卵
母細胞で発現させた。卵巣抽出液から
Pumilio1 を免疫沈降し、レポーターmRNA
の結合を解析した結果、in vitro での実験と
同様に、Pumilio1は 5’側の UGUAに結合す
ることが明らかとなった。 
 In situ hybridization 法の解析から、
Pumilio1が結合した cyclin B1のレポーター
mRNA は顆粒を形成し、Pumilio1 に結合し
ないレポーターmRNA は顆粒を形成しない
ことが明らかとなった。ReAsH 蛍光色素に
よる翻訳の可視化によって、Pumilio1と結合
し顆粒を形成するレポーターmRNAは、卵成
熟の開始後に卵核胞崩壊(GVBD)が起こるま
での約半分のタイミング(30〜60 分)で翻訳
されること、Pumilio1と結合せず顆粒を形成
しないレポーターmRNAは、卵成熟の開始後
の非常に早いタイミング(10〜20 分)で翻訳
されることが明らかとなった。 
 以上の結果は、cyclin B1の RNA顆粒形成
にPumilio1の結合が必須であることを示し、
さらに顆粒形成が mRNA の翻訳時期の制御
に重要なことを示唆する。 
 
＜新規トランス因子の同定＞ 
 卵巣抽出液をショ糖密度勾配遠心法にか
け、cyclin B1 RNA顆粒が含まれる分画を解
析した。5〜65％のショ糖密度の遠心物を 1
〜10 の 10 画分に分離した結果、cyclin B1 
RNA 顆粒は主に 6 から 9 画分に存在した。
分画したすべての画分に存在する蛋白質を
SDS-PAGE で分離した後に銀染色によって
解析した。cyclin B1 RNAと同様の画分に特
異的に存在する蛋白質を質量分析で解析し、
5 種類の蛋白質を同定した。これらのうち、
IMP3は cyclin B1 mRNAに直接結合するこ
とが示された。 
 IMP3 を特異的に認識する抗体を作製し、
卵巣抽出液から IMP3を免疫沈降したところ、
cyclin B1 mRNAが沈降物に検出された。さ
らに、Pumilio1が IMPと複合体を形成する
こと、ただし、IMP3 と Pumilio1 の結合は
RNAを介することが明らかとなった。 
 IMP3 の役割を明らかにするため、未成熟
卵において IMP3を過剰発現させた。対照の
GST 蛋白質の過剰発現は卵成熟の進行に影
響を与えなかったが、IMP3 の過剰発現は
GVBDが起こるタイミングを遅らせた。さら
に IMP3の役割に迫るため、抗 IMP3抗体を
卵母細胞に微量注入した。対照の抗 GST 抗
体の微量注入は卵成熟の進行に影響を与え
なかったが、抗 IMP3 抗体の微量注入は
GVBDが起こるタイミングを遅らせた。これ
らの結果は、cyclin B1 mRNAの翻訳のタイ
ミングが遅れたためと考えられる。 
 以上の結果から、cyclin B1 mRNAの翻訳
を制御する新規因子として IMP3を同定する



ことに成功した。IMP3が cyclin B1 mRNA
を制御する分子機構の解明が今後の課題で
ある。 
 
＜アクチン繊維の可視化＞ 
 アクチン繊維の脱重合、あるいは重合を促
進する薬剤の解析から、cyclin B1 の RNA
顆粒形成と翻訳制御にアクチン繊維が関わ
ることが示唆される。しかし、卵母細胞にお
けるアクチン繊維の動態は全く分かってい
なかった。 
 本研究において、アクチン繊維の動態を明
らかにするため、Moesin 蛋白質のアクチン
結合部位を GFP と融合し、卵母細胞で発現
させた。卵母細胞特異的に遺伝子を発現誘導
するため、cyclin B1 遺伝子の上流配列をプ
ロモーターとして用い、GFP-Moesin遺伝子
を下流に挿入したレポーター遺伝子を作製
した。これらの配列を Tol2トランスポゾン配
列に挿入し、転移酵素の mRNA とともにゼ
ブラフィッシュの受精卵に微量注入した。次
世代の稚魚を GFP の発現でスクリーニング
し、4 系統のトランスジェニック・フィッシ
ュの作製に成功した。卵母細胞における
GFP-Moesinの発現は、系統による差はなか
った。 
 cyclin B1 遺伝子のプロモーターは、
GFP-Moesinを卵母細胞特異的に発現誘導し
た。すなわち、卵母細胞を取り囲む濾胞細胞
では全く GFP-Moesin は発現せず、従って、
卵母細胞におけるアクチン繊維の状態を濾
胞細胞から完全に切り離して解析すること
が可能となった。 
 トランスジェニック・フィッシュの卵巣を
用いることで、卵形成過程においてアクチン
繊維の形状が変化することを初めて捉える
ことができた。さらに、十分に成長した卵母
細胞の細胞質表層にカラム状のアクチン繊
維が密に形成されることが明らかとなった。
このアクチンカラムは一部、微絨毛を含むと
考えられる。 
 細胞質表層に密に形成されたアクチンカ
ラムは、卵成熟を誘導すると非常に早いタイ
ミング(20 分以降)で緩やかな脱重合を開始
した。この脱重合は GVBD と同じタイミン
グで激しくなり、その後にアクチン繊維の再
重合が観察された。卵成熟開始後に見られた
緩やかな脱重合は、cyclin B1の RNA顆粒が
消失するタイミングより早く起こることか
ら、アクチン繊維が脱重合することで cyclin 
B1 RNA 顆粒が消失し、mRNA の翻訳が開
始される、という我々のモデルが指示される
結果となった。 
 
＜BAC トランスジェニック・フィッシュの作
製＞ 
 我々が確立したトランスジェニック・フィ
ッシュ作製による翻訳の可視化は、翻訳が開
始される部位と時期を初めて可視化したが、
そのシグナルは弱く高解像度による解析は

困難であった。その理由は、レポーター
mRNAが内在の cyclin B1 mRNAと比較し、
1/100 程度しか発現しないことにあると考え
られる。この点を改善するため、BACを用い、
レポーターmRNA の発現量を内在の mRNA
に近づけることを試みた。 
 本研究において、相同組替えによって TC
タグとmCherryの配列を cyclin B1遺伝子の
5’UTR直後に挿入した。BAC配列すべて(150 
kbp)を Tol2 トランスポゾン配列に挿入し、
転移酵素の mRNA とともにゼブラフィッシ
ュ受精卵に微量注入した。次世代の稚魚を
mCherryの蛍光でスクリーニングした結果、
2 系統のトランスジェニック・フィッシュの
分離に成功した。これらトランスジェニッ
ク・フィッシュの卵母細胞を用いることで、
部位・時期特異的な翻訳を高解像度で捉える
ことが可能になると考える。今後、アクチン
繊維の動態と同時に翻訳を可視化し、cyclin 
B1 mRNAの翻訳制御機構の実体に迫ること
を目指す。 
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