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研究成果の概要（和文）：生殖細胞の遺伝子発現制御には、RNA結合タンパク質の機能を介した制御が重要であ
る。我々はその中でも、生殖細胞特異的に発現するNanos2及びNanos3の機能に焦点を絞って研究を行ってきた。
Nanos3は始原生殖細胞の形成には必須だかそれに加えて精子形成過程で、未分化精原細胞の増幅に関与すること
を明らかにした。一方、Nanos2は胎生期においてはDazlを標的としてその3’-UTRを介して発現抑制する。また
生後の精子幹細胞ではSohlh2等の標的RNAの抑制による分化抑制と、mTORC1経路の機能阻害により、精子幹細胞
の増殖及び分化を抑制することが主な機能であることを証明した。

研究成果の概要（英文）：In the germ cell development, regulatory mechanisms mediated via the 
function of RNA binding proteins are especially important. We have focused on functions of Nanos2 
and Nanos3, which are expressed specifically in germ cells. We found that Nanos3 functions in the 
amplification process of undifferentiated spermatogonia during spermatogenesis, in addition to the 
important function in PGC development. On the other hand, Nanos2 suppresses expression of the target
 gene Dazl through binding to its 3'-UTR in the embryonic male germ cells. In addition, we found 
that Nanos2 maintains spermatogonial stem cell state via 1) direct recruitment and translational 
repression of genes that promote spermatogonial differentiation, and 2) repression of the target of 
rapamycin complex 1 (mTORC1), by sequestration of the core factor mTOR in mRNPs. This mechanism 
establishes a post-transcriptional buffering system to facilitate SSC homeostasis in the fluctuating
 environment within the seminiferous tubule.

研究分野： 発生遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
生殖細胞は、次世代に遺伝情報を伝える唯
一の細胞であり、その異常は世代を超えて
受け継がれる。生殖細胞は個体発生初期過
程で始原生殖細胞として体細胞系列と分
離し、ゲノムワイドなリプログラミングに
よってエピジェネティック修飾は一旦リ
セットされる。このことは、転写レベルに
よる制御よりもRNAを介した発現制御機構
の必要性を示唆している。 
我々は過去 10 年以上にわたって RNA 結合

タンパク質 Nanos2, Nanos3 の機能解析を行
ってきた。Nanos3 は始原生殖細胞の維持に必
須であり雌雄ともに不妊になる(Tsuda et al. 
Science 2003)。一方、Nanos2 は生殖細胞の

雄性分化に必須で、Nanos2 を欠損させると生
殖細胞は雌化し、雌性生殖細胞に強制発現さ
せると雄化する(Suzuki et al. Genes & Dev. 
2008) 。我々は Nanos2 は脱アデニル化酵素
構成因子である CNOT1 と Nanos3 は CNOT8 と
直接結合し、RNA の分解に関与すること
(Suzuki et al. PNAS, 2010, PLos One, 2012)、
また標的RNAの認識にはパートナータンパク
質である RNA 結合タンパク質 Dnd1 との結合
が必須であることを明らかにした（Suzuki et 
al. 2016）。また、Nanos2 の最も有力な標的
RNAとしてDazl–mRNAを同定した（Kato et al. 
2016）。興味深いことに Dazl-mRNA の翻訳産
物である Dazl も RNA 結合タンパク質であり、
翻訳促進に機能すると考えられている。すな
わち、Nanos2 による Dazl 抑制が阻害される
と、分解と翻訳のバランスが崩れ、Dazl タン
パク質が本来分解されるべき mRNA の運命を
翻訳へと変更させ、その結果、細胞の運命も
変更される可能性が考えられる。Nanos2 は精
子幹細胞の維持にも必須であることから
(Sada et al. Science 2009)、精子幹細胞と
その分化過程においても類似のRNA制御機構
が存在する可能性がある。このことから我々
は、RNA 結合タンパク質が介する標的 RNA の
量的制御が、雄性分化を含めた生殖細胞の発
生・分化における主要な駆動力ではないかと
考えるに至った。 
２．研究の目的 
生殖細胞の発生・分化に関わる RNA 制御機

構の解明をめざす。 
（1) 始原生殖細胞(PGC)の形成・維持にお
ける Nanos3 の機能解析 
Nanos3 は Dnd1 及び CNOT8 と直接結合する
ことから Nanos2 と同様に RNA の分解に寄
与していると考えているが、その証拠はな
く、また標的も不明である。近年開発され
た PGC 誘導系を用いて、Nanos3 の機能及び
その作用機構を明らかにする。 
（2) 生殖細胞の性分化能獲得過程におけ
る Dazl の機能解析 
Dazl はNanos2の発現以前に生殖細胞特異
的に発現する。Dazl を欠損すると生殖細胞
は性分化能を失う。Dazl 及び Dnd1 と相互
作用するタンパク質及び標的RNAを同定し、
性分化能獲得機構を明らかにする。 
（3) 雄性生殖細胞、精子幹細胞における
RNA 制御機構の解析 
① Nanos2, Dnd1, Dazl が構成する RNA タ
ンパク質複合体の構造実態とその形成機
構を解明する。それぞれの RNA 結合タンパ
ク質の存在形態及び標的 RNA を同定し、そ
れらのタンパク質複合体が標的 RNA を認
識・結合する機構を明らかにする。 
②標的RNAが分解と翻訳という最も根源的に
重要なRNA経路に振り分けられ制御される仕
組みを明らかにし、細胞分化を制御する分子
機構を解明する。各種 RNA 結合タンパク質と
標的 RNA 複合体の細胞内局在の可視化・定量
化を介して、RNA 制御のモデル化を試みる。 
 
３．研究の方法 
1) 始原生殖細胞(PGC)の形成・維持における
Nanos3 の機能解析 
共同研究者から Blimp1-venus 遺伝子を持つ
ES 細胞の分与をうけ、PGC-like cell (PGCLC)
を誘導する系を確立した。この遺伝子背景を
もち Nanso3 を欠損した ES 細胞を樹立し、
PGCLC を誘導して、野生型との遺伝子発現変
動を解析する。その結果、下流で機能してい
る可能性のある遺伝子に関しては、遺伝子破
壊実験を行う。一方、一方、Nanos3 は生後の
精子形成過程においても発現しているが、そ
の機能は不明である。通常の Nanos3-KO マウ
スは胎児期で生殖細胞が全て死滅するため、
Nanos3のcKOマウスを作製しその機能解析を
行う。 
2) 生殖細胞の性分化能獲得過程における
Dazl の機能解析 
タグ付きのDazl-TGマウス(作成済み)の胎児
精巣を回収し、免疫沈降により、Dazl と相互
作用する因子、及び標的 RNA を同定する。ま



た Dazl-cKO マウスを用いて Nanos2-KO のレ
スキューを試みる。 
3) 雄性生殖細胞、精子幹細胞における RNA
制御機構の解析 
Nanos2-cKO 及 び Nanos2-cOE, Dnd1-cKO, 
Dazl-cKO を薬剤で誘導可能な GS 細胞を確立
した。これらの細胞系を用いて Nanos2 の下
流制御機構を解析する。 
 
４．研究成果 
（１）始原生殖細胞(PGC)の形成・維持にお
ける Nanos3 の機能解析 
Nanos3を欠損したES細胞からPGCL細胞を誘
導し PGC の形成を解析した。その結果 Blimp1
陽性の PGCは野生型細胞と同様のタイミング
で出現した。しかし、PGCL 細胞の数は次第に
減少し失われていった。これは生体における
Nanos3 欠損細胞の表現型と非常によく似て
いた。そこで Nanos3 欠損 PGCLC の遺伝子発
現変動を解析するために細胞を回収し
RNA-seq 解析を行った。興味深い変動を示す
遺伝子に関して、遺伝子KO解析を開始した。
一方、Nanos3 は精子形成過程にも発現してい
るが、その機能解析には cKO が必要である。
ようやくマウスが作製できたので生後に
Nanos3 を KO してその表現型を解析した。
Nanos3 は未分化精原細胞の増幅段階で機能
しているという結果が得られた。 
（２）生殖細胞の性分化能獲得過程における
Dazl の機能解析 
生殖細胞における Dazl の機能としてよく理
解されているのは、減数分裂の進行であるが、
Dazl は RNA 結合タンパク質であり、その標的
や、作用機構は不明である。我々は、まずオ
スの生殖細胞の分化過程で Dazl は Nanos2 の
標的遺伝子となっており、3’-UTR を介して
抑制されること、その抑制が起こらないと、
細胞分裂が誘導されることを明らかにした。
また Dazl の IPによりその標的を解析したと
ころ、Nanos2 の標的も含まれており、Nanos2
とは標的の競合によっても機能しているこ
とが示唆された。一方、Nanos2-KO マウスに
おける異常が Dazl の抑制不全による可能性
を検討するため、Nanso2/Dazl の dKO マウス
を作製し、Nanos2 の異常がレスキューされる
可能性を検討した。しかし、細胞分裂の異常
な進行を阻止することはできなかった。RA シ
グナルを遮断すると分裂は停止するので、
Dazl以外にNanos2の下流で機能するRA経路
が重要な機能をもつと考えられる。 
（３）3) 雄性生殖細胞、精子幹細胞におけ
る RNA 制御機構の解析 
精子幹細胞における Nanos2 の機能を明らか
にするために、条件付きで Nanos2 をノック
アウト(KO)あるいは強制発現(OE)できる GS
細胞を確立し、実験を行った。その結果、
Nanos2 は少なくとも２つの方法で幹細胞の
維持に寄与することが判明した。ひとつは、

標的 RNA の抑制で、主に細胞分化に関与する
遺伝子の 3’-UTR に結合し、P-body にリクル
ートして、分解あるいは翻訳抑制することを
示した。一方、Nanos2 は mTORC シグナル系で
重要な役割を果たす mTOR タンパク質と直接
結合し、P-body にリクルートする。通常 mTOR
タンパク質はライソソームの膜上にリクル
ートされて細胞の増殖や分化に機能するこ
とが報告されている。Nanos2 によるトラップ
は精子幹細胞の増殖・分化を抑制し、未分化
性を維持することに機能することが判明し
た。また、Nanos2 が機能を発揮するためには
P-body へのリクルートが重要であることが
P-body の構成タンパク質 DDX6 のノックダウ
ンによっても証明された。またこの Nanos2
タンパク質は幹細胞では非常に安定だが、RA
シグナルにより不安定化される。この時 E3
ライゲースである Nedd4 が Nanos2 をユビキ
チン化して P-body ではなくライソソームに
運んでいくことにより、Nanos2 の分解を誘導
し、結果として細胞の分化が促進されること
が明らかになった。 
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