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研究成果の概要（和文）：マウスNANOS2は始原生殖細胞の性分化において、異所的な減数分裂を抑制すると同時
にオス特異的な遺伝子発現を促進することが明らかになっている。しかしながら、NANOS2はin vitroにおいて
RNAとランダムに結合することから、その特異性を決める分子機構は不明であった。本研究においては、もう一
つのRNA結合タンパク質Dead end1とNANOS2の結合を明らかにし、その生理的・生化学的な意義について解析を行
った。その結果、Dead end1がNANOS2のRNA結合特異性を決定することで雄性分化に重要な役割を果たすことが明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：Mouse NANOS2 suppresses ectopic meiosis and promotes male-type gene 
expression, playing a critical role in sexual differentiation of primordial germ cells. However, the
 mechanisms involved in target specificity remain elusive. We show that another RBP, Dead end1 
(DND1), directly interacts with NANOS2 to load unique RNAs into the CNOT complex. Thus, DND1 is an 
essential partner for NANOS2 that leads to the degradation of specific RNAs. 

研究分野： 発生生物学、細胞生物学

キーワード： 生殖細胞　Nanos　Dead end
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１．研究開始当初の背景 
	 マウスの生殖細胞は受精後 6.5〜7.5 日目に
胚体外に少数の細胞集団として発生し、将来
の生殖巣へと増殖しながら移動する。移動期
の生殖細胞は始原生殖細胞と呼ばれ、卵母細
胞にも精母細胞にも分化する能力を持つが、
生殖巣に到達すると体細胞側の性に従って分
化を開始する。すなわち、メスにおいては直
ちに減数分裂に移行するのに対して、オスに
おいては細胞周期が停止する。一方で、精巣
に到達した始原生殖細胞は、精細管内で初期
胚様細胞へと脱分化し、分化多能性の精巣性
テラトーマを形成することがある。精巣性テ
ラトーマは内胚葉・中胚葉・外胚葉の三胚葉
成分の混在する腫瘍であり、始原生殖細胞が
雄性分化に失敗することで発症すると考えら
れているが、その分子メカニズムは未だに不
明である。申請者はこれまでに、マウス始原
生殖細胞の性分化機構について解析を行い、
RNA 結合タンパク質 NANOS2 が雄性分化の
主統御因子であることを明らかにしてきた。
さらに、NANOS2の詳細な分子機能を解析し、
その過程で、NANOS2結合タンパク質として
Dead end1（DND1）を同定していた。 
	 そこで、申請者は DND1の条件付き欠損マ
ウスを作製し、始原生殖細胞が生殖巣に到達
した後に DND1を欠損させた。その結果、驚
いたことに、始原生殖細胞は NANOS2欠損の
場合と同様に雄性分化に失敗するだけでなく、
精巣性テラトーマを発症することが明らかに
なった（未発表）。以上の結果は、DND1 と
NANOS2の結合が始原生殖細胞の雄性分化に
重要であることを示すだけでなく、DND1 が
NANOS2非依存的に分化多能性を抑制し、精
巣性テラトーマの発症を抑制することも示し
ていた。 
 
２．研究の目的 
（１）マウス始原生殖細胞の雄性分化におい
て、主統御因子である NANOS2は DND1と結
合するが、その生理的・生化学的な意義を明
らかにする。 
 
（２）マウス始原生殖細胞の雄性分化におい
て DND1を欠損すると精巣テラトーマが発生
するが、その分子機構は不明である。そこで、
DND1 の機能を解析することで、精巣テラト
ーマ発症のメカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）NANOS2と DND1の結合様式を明らか
にするために、培養細胞（HeLa細胞）に DND1
とNANOS2の各種変異体を強制発現させて結
合解析を行い、両者の結合に必要な NANOS2
のドメインを明らかにすることを試みた。次
に、大腸菌に発現させたリコンビナント
NANOS2の変異体とDND1を用いて結合解析
を行い、両者の直接の結合に十分な機能ドメ
インの探索を行った。 
（２）NANOS2と DND1が結合することの生

理的な意義を明らかにすることを試みた。ま
ず、Dnd1の intron1と intron3に loxP配列を挿
入した DND1条件付き欠損マウス（Dnd1-flox
マウス）を作製した。一方で、生殖細胞に特異
的な発現を示す Oct3/4の発現制御配列を利用
して、CreERT2 を発現するトランスジェニッ
ク・マウス（Oct4ΔPE-Cre ERT2）も作製した。
このマウスでは、タモキシフェンを腹腔投与
するタイミングを調節することによって、Cre
が機能する時期を選択することが出来る。そ
こで、上記の両マウスを交配し、始原生殖細
胞が生殖巣へと到達した後（E13.5）にタモキ
シフェンを腹腔投与して DND1を欠損させ、
その後の雄性生殖細胞の分化過程を解析した。
特に、NANOS2欠損マウスの表現型である 1) 
減数分裂への移行、2) 細胞周期の進行、 3) 雄
特異的マーカー遺伝子の発現低下、について
解析を行うことで、NANOS2 依存的な DND1
の機能について解析を行った。 
 
（３）NANOS2と DND1が結合することの生
化学的な意義を明らかにすることを試みた。
まず、上述（２）の方法でタモキシフェンを投
与し、生殖細胞から DND1を除去する。その
エンブリオの雄性生殖巣を E15.5 で解剖する
ことによって収集し、生殖巣抽出液を作製す
る。その生殖巣抽出液から抗 NANOS2抗体を
用いて NANOS2を免疫沈降により回収し、共
沈殿した mRNA を逆転写したのちに定量的
PCR により解析を試みた。これにより、
NANOS2 と標的 mRNA との結合に DND1 が
必要であるかについて解析を行った。 
	 
	 
４．研究成果	 
（１）HeLa 細胞を用いて NANOS2 の各種変
異体との結合解析を行った結果、下図のよう
に NANOS2 の zinc finger motif が結合に必須
であることが明らかになった。 

 
また、リコンビナント・タンパク質を用いた
結合解析の結果、下図のように NANOS2 の
zinc finger motifのみで DND1との結合に十分
であることが明らかになった。	 



	 
（２）タモキシフェンの投与により、DND1を
欠損させた雄性生殖細胞の表現型を NANOS2
欠損の表現系と比較すると、以下の図のよう
に非常によく似ていた。 

	 
（３）タモキシフェン投与により DND1を欠
損させた雄性生殖細胞の細胞抽出液から
NANOS2を免疫沈降し、共沈殿する mRNAを
逆転写したのちに定量的 PCRにより解析した。
その結果、下図のように一部の mRNA と
NANOS2との相互作用は劇的に減少した。 

 
以上（１）から（３）までの結果から、DND1
は NANOS2と標的 RNA との相互作用に結合
特異性を与えると考えることができ、以下の

ような機能モデルが考えられる。 

 
すなわち、DND1が NANOS2に特異的な RNA
との結合を促進し、NANOS2が CCR4-NOT脱
アデニル化酵素複合体をリクルートすること
により標的 RNA の分解を促進する。一方で、
NANOS2 または DND1 非存在化においては、
標的 RNAはタンパク質へと翻訳され、表現型
を引き起こすと考えられる。 
 
一方で、DND1 の欠損が生殖細胞のテラトー
マ化を促進する機構については現段階におい
て解析不足である。今後、DND1 の機能を解
析する上で明らかになると考えられる。 
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