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研究成果の概要（和文）：　始原生殖細胞（PGC）が、卵や精子である配偶子に分化するためには、PGC中におい
て体細胞性遺伝子の発現が抑制されること、生殖系列遺伝子の発現が活性化されること、性差を有していること
が必要と考えられてきた。本研究では、このような特徴を持つPGCが形成される機構をショウジョウバエで明ら
かにすることを目的とする。本研究では、PGC中で、１）体細胞性遺伝子の発現が母性Nanosタンパク質により抑
制される機構、および ２）生殖系列遺伝子が母性OvoおよびMamoにより活性化される機構、さらに ３）PGCのメ
ス化に関わるSxl遺伝子の上流および下流で働く遺伝子の探索を行なった。

研究成果の概要（英文）：     It has been proposed that differentiation of primordial germ cells 
(PGCs) into eggs and sperm requires repression of somatic genes in PGCs, activation of germline 
genes in PGCs, and determination of PGCs sexual identity. In this study, we aim to clarify the 
mechanisms by which PGCs with such characteristics are formed in Drosophila. Here, we revealed the 
molecular mechanisms of how somatic gene expression is suppressed by maternal Nanos protein, and 
germline gene is activated by maternal Ovo and Mamo in PGCs. We further searched the genes working 
upstream and downstream of Sxl, which is required for feminization of PGCs. 

研究分野： 発生生物学

キーワード： 配偶子産生　始原生殖細胞　生殖細胞　ショウジョウバエ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　動物の生殖細胞形成様式は、PGC形成に必要な分子が卵の中に局在する様式（前成的）と体細胞からの誘導に
よりPGCが形成される様式（後成的）の２つに大別される。本研究の大きな成果の一つとして、前成的な様式を
持つショウジョウバエにおいて生殖細胞の形成に必須な ovo 遺伝子の働きが、後成的様式をもつマウスにおい
ても明らかになったことである。これは、動物種間で共通する生殖細胞形成機構の解明に向けた重要な一歩とな
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（１）体細胞性遺伝子の発現を抑制する母性因子の同定 
 ショウジョウバエの初期胚の後端部には生殖質と呼ばれる特殊な細胞質が局在し、これを
取り込む細胞が始原生殖細胞（PGC）となる。生殖質中には、PGC を卵や精子である生殖細
胞に分化するように運命づける母性因子が局在している。これまでに、PGC の運命決定に関
わる母性因子として Nanos タンパク質を単離しており、この母性 Nanos タンパク質は、PGC
の体細胞分化を抑制することを明らかにした。また、生殖質に含まれる母性因子である Polar 
granule component タンパク質は、RNA polymerase II による転写活性を一時的に低下させるこ
とにより、PGC 中で体細胞性遺伝子の発現を抑制することも明らかとなっている。このよう
に体細胞分化を抑制する母性因子は同定されているのに対し、PGC 中で生殖細胞系列特異的
な遺伝子（生殖系列遺伝子）を活性化し、生殖細胞に分化するように運命づける働きを持つ
母性因子は明らかになっていなかった。体細胞性遺伝子の発現抑制機構を明らかにするとと
もに、生殖系列遺伝子を活性化する母性因子を同定することは、PGC の発生運命決定機構を
明らかにする上で極めて重要である。 
（２）生殖系列遺伝子の活性化に関わる新規母性因子 
 私たちは、生殖系列のマーカー遺伝子として知られる vasa の活性化に関わる母性因子を探
索した。その結果、Ovo と呼ばれる Zn フィンガーモチーフを持つ転写制御因子が、vasa の
活性化に必要であることを明らかにした。さらに、体細胞で異所的に vasa を活性化するタン
パク質 Mamo も見出した。この Mamo タンパク質は、生殖質に含まれ、PGC の発生に必須な
母性因子であり、BTB ドメインと、Zn フィンガーモチーフをもつ転写制御因子である。 
（３）PGC の性決定機構 
 多くの動物において、PGC の性は、体細胞の性に依存して決定されると考えられてきた。
ショウジョウバエでは、オスの生殖巣を構成する体細胞からのメス化誘導シグナル分子によ
り PGC が雄化することが報告されている。一方、オス化シグナルによる非自律的な機構だ
けでなく、PGC 自律的な機構の存在も予想されていた。しかし、PGC 自律的に性差を獲得
する機構については未解明であった。私たちは、Sex lethal (Sxl) 遺伝子が PGC のメス化に必
要十分であることを明らかにした。 

２．研究の目的 

 本研究では、当研究グループにより得られた独創的な研究成果を基盤として、PGC にお
ける体細胞性遺伝子の発現抑制機構、生殖系列遺伝子の発現活性化機構、および PGC の性
差獲得機構を明らかにし、PGC の発生運命決定機構の解明することを目的とする。 
（１）母性 Nanos タンパク質による体細胞性遺伝子の発現抑制機構 
 PGC 中において、母性 Nanos タンパク質により制御されるターゲットを明らかにし、体
細胞性遺伝子の発現抑制機構を明らかにする。 
（２）母性 Ovo および Mamo タンパク質による生殖系列遺伝子の発現活性化機構 
 母性 Ovo および Mamo により制御される下流遺伝子を同定するとともに、その制御機構
を明らかにする。 
（３）PGC の性差形成機構 
 PGC自律的に機能するSxl下流遺伝子、Sxlの上流で発現を調節する機構の解明を試みる。 

３．研究の方法 

（１）母性 Nanos タンパク質による体細胞性遺伝子の発現抑制機構 
 母性 Nanos は RNA 結合タンパク質であり、ターゲット RNA に結合し、その翻訳を抑制
する機能を持つことが知られていた。Nanos および、そのコファクターである Pumilio タン
パク質とターゲット RNA の結合を Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)で明らかにし
たのち、RNA にコードされるタンパク質に対する抗体を用いて、PGC 中において翻訳が抑
制されるかを明らかにする。次いで、このタンパク質の機能を Gal4-UAS システムを用いた
強制発現、および RNA 干渉法によるノックダウンにより解析する。 
（２）母性 Ovo および Mamo タンパク質による生殖系列遺伝子の発現活性化機構 
 正常および母性 Ovo タンパク質ノックダウンした PGC をセルソーターで単離し、マイク
ロアレイ法を用いて下流遺伝子を網羅的に同定する。また、Ovo ノックダウンの表現型をシ
ョウジョウバエおよびマウスで詳細に観察する。さらに、生化学的解析（Selex, EMSA アッ
セイなど）を行い、Mamo の Zn フィンガードメインが結合するコンセンサス配列を明らか
にし、Mamo と相互作用する遺伝子を遺伝学的手法を用いて同定する。 
（３）PGC の性差形成機構 
 Sxl タンパク質は、RNA に結合しスプライシングや翻訳を制御することが知られている。
そこで、PGC 中において Sxl と結合している RNA を RIP-seq 法を用いて網羅的に同定した



のち、RNA 干渉法を用いて機能解析を行う。また、PGC のオスとメスを区別できる蛍光タ
ンパク質マーカーを開発し、セルソーターで分別し、それぞれ RNA-seq を行い、遺伝子発
現の比較を網羅的に行う。 

４．研究成果 

（１）母性 Nanos タンパク質による体細胞性遺伝子の発現抑制機構 
 本研究では、母性 Nanos タンパク質が、PGC 中において、RNA 結合タンパク質 Pumilio
と共に、核移行リセプターをコードする importin-a2 (impa2) mRNA の 3'UTR 上に結合し、
その翻訳を抑制することを明らかにした。また、Impa2 の産生抑制により、体細胞性遺伝子
である fushi tarazu (ftz) 遺伝子の発現に必要な転写活性化因子 Ftz-F1 の核移行を抑えること
を明らかにした。しかし、母性 Nanos を有する正常な PGC において Impa2 を強制発現させ
ても ftz などの体細胞性遺伝子は強く活性化しない。このことは、この経路以外にも体細胞
性遺伝子の発現抑制に関わる母性因子があることを示唆している。そこで、そのような母性
因子の候補として Polar granule component に注目し、Polar granule component を欠く PGC 中
で Impa2 を強制発現させたところ、ftz や even-skipped (eve)などの体細胞性遺伝子が異所的
に発現することを見出した。また、この PGC は卵や精子に分化できないことも明らかにし
た。以上の結果は、PGC 中で、Polar granule component とともに、母性 Nanos タンパク質に
よる転写因子の核移行抑制が体細胞性遺伝子の発現抑制に関与することを示している。また、
このような体細胞性遺伝子の発現抑制は、PGC から生殖細胞への分化に必須であることも
明らかとなった。 
 上記の体細胞性遺伝子の発現抑制に加えて、母性Nanosタンパク質は、PGC中において、母
性CG32425 mRNAの安定化に関わるという新たな機能を見出した。このRNA以外にも安定化
される母性mRNAが存在すると考えられ、Nanosを欠くPGCで発現量が低下するmRNAの探索
をRNA-seq法を用いて行なっている。 
（２）母性 Ovo および Mamo タンパク質による生殖系列遺伝子の発現活性化機構 
 母性 Ovoタンパク質の機能解析 Ovo タンパク質をコードする母性 ovo mRNAを RNA干
渉法によりノックダウンすると、生殖系列遺伝子である vasa や nanos 遺伝子の胚性発現
（zygotic expression)が PGC 中で低下することが明らかになっていた。このことは、Ovo タ
ンパク質が、PGC に取り込まれ生殖系列遺伝子を活性化させる働きを持つ母性因子の一つ
と考えられる。本研究では、まず Ovo タンパク質に対する抗体作成を行ったが、発現解析
に用いられる抗体を得ることができなかった。そこで、ovo 遺伝子に GFP タンパク質をコー
ドする遺伝子断片を挿入し、Ovo-GFP の分布を GFP を指標にして解析した。その結果、Ovo
タンパク質は、形成直後の始原生殖細胞の核に蓄積され、この分布は胚発生の後期まで観察
された。次いで、Ovo の機能をノックダウンした PGC と正常な PGC をセルソーターで単
離し、網羅的遺伝子発現の比較を行った解析を行った。その結果、Ovo は、体細胞に比べて
PGC で高発現する遺伝子（生殖系列遺伝子）の発現を活性化し、逆に PGC に比べて体細胞
で高発現する遺伝子（体細胞性遺伝子）の発現を抑制することが明らかとなった。また Ovo
の機能をノックダウンした始原生殖細胞は、正常な生殖細胞発生過程をたどることができな
いことも明らかとなった。以上の結果は、母性 Ovo タンパク質が生殖系列遺伝子を活性化
し、体細胞性遺伝子を抑制することで、生殖細胞の発生過程を正常に進行させる機能を持つ
ことを強く示唆している。 
 ovo は、多くの動物で保存されている遺伝子である。そこで、共同研究により、マウスの
ovo 遺伝子の機能を解析した。マウスには、ovol1, ovol2, ovol3 の３つの ovo ホモログが存在
している。このうち初期の PGC 中で発現が高い ovol2 の機能をノックアウトしたところ、
初期胚において PGC 数が激減することが明らかとなった。このことは、ovo が進化的に保
存された生殖細胞形成機構に関わることを強く示唆するものであり、これを明らかにする研
究が進行中である 
 母性 Mamo タンパク質の機能解析 母性 Mamo タンパク質は BTB/POZ ドメインと C2H2
型 Zn フィンガードメインをもつ新規の転写因子様タンパク質である。Mamo の Zn フィンガ
ードメインが特定の DNA に結合するかを明らかにするために、生化学的解析を行い、Mamo
の Zn フィンガードメインが結合するコンセンサス配列を明らかにした。 
 母性 Mamo タンパク質が vasa 遺伝子の発現を制御する機構を解析する過程で、Mamo の
N 末端の BTB/POZ ドメインを欠いた断片化タンパク質である MamoAF が、vasa 遺伝子の発
現を強く誘導すること、MamoAF の強制発現が体細胞中でも Vasa タンパク質の発現を誘導
できることを見出した。vasa 遺伝子には、Mamo の結合コンセンサス配列が含まれ、この配
列をゲノム編集により除去することにより、vasa 遺伝子の発現が低下することを明らかにし
た。以上のことは、MamoAF が直接 vasa 遺伝子を活性化することが強く示唆する。さらに、
MamoAF が H3K27 アセチル化酵素 CBP と共同して vasa 遺伝子座をエピジェネティックに
活性化すること、Mamo が転写因子 Ovo と共同して vasa 遺伝子の発現を活性化することを
明らかにした。以上のことから、母性 Mamo と Ovo タンパク質が共同して、生殖系列遺伝
子の活性化をエピジェネティックに制御することが示唆される。 



（３）PGC の性差形成機構 
 PGC は、体細胞と同様に X 染色体を 2 本有する場合にメスとなり（XX 型）、X 染色体が
１本の場合にはオスとなり（XY 型）、それぞれ卵（卵母細胞）と精子に分化する。Sxl 遺
伝子が高発現するとメス化を誘導できることを見いだした。そこで、Sxl 遺伝子の下流遺伝
子を同定するために、Sxl タンパク質と結合し、かつ PGC で高発現する RNA をコードする
7 遺伝子を同定した。これら遺伝子の機能を RNA 干渉法を用いて PGC 中でノックダウンし
たところ、Su(var)2-10 ノックダウンにより卵巣中で生殖系列が腫瘍化している表現型が観察
された。この表現型は、Sxl ノックダウンでも観察され、生殖系列がオス化する場合に観察
される。以上の結果は、Su(var)2-10 が Sxl の下流でメス化に働くことを示唆している。 
 これまでの研究から Sxl 遺伝子以外にもメス化を誘導することができる遺伝子が存在こと
が予想されていた。そこで、オスPGCとメスPGCをセルソーターで分取する方法を開発し、
PGC における発現に性差がある遺伝子を同定した。その後、それら候補遺伝子のうち、体
細胞と比較して PGC で高発現する遺伝子などを選択し、その発現を in situ hybridization 法
により確認した。その結果、オスに比べてメス PGC で高発現する 11 遺伝子を、メスに比べ
てオス PGC で高発現する 17 遺伝子を得ることに成功した。現在、これら遺伝子の機能解析
を継続して行っている。 
 上記の研究の過程において、体細胞で見られる遺伝子量補償機構が PGC では観察できな
いことを見いだした。ショウジョウバエにおける遺伝子量補償とは、オスの X 染色体上の
遺伝子発現を倍加させることで、X 染色体を２本持つメスにおける遺伝子発現量と一致させ
る機構である。Sxl 遺伝子は X 染色体上にコードされていることから、この遺伝子量補償の
欠如により、オスに比べてメスの PGC において Sxl 遺伝子の発現量が増加しメス化すると
考えられる。これを確かめる実験を継続中である。 
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