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要旨 
       平	 誠司 

	 多細胞生物において、生殖細胞は種の連続性を担う重要な細胞である。しか

し、生殖細胞中で生殖細胞の発生、分化に必要な遺伝子の発現がどのように活

性化されるのか、そのメカニズムには不明な点が多い。ショウジョウバエにお

いて生殖質に含まれる母性因子が始原生殖細胞 (極細胞) の形成や分化に必要
であることが示されている。母性因子Mamo (maternal factor required for 
meiosis) はBTB/POZドメインとC2H2型 Znフィンガードメインをもつクロマ
チン制御因子で、極細胞の分化に関与する母性因子として同定された。母性因

子Mamoを欠いた極細胞 (mamo−極細胞) 中では生殖細胞特異的に発現する va
sa (vas) 遺伝子のエンハンサー活性が低下すること、さらにmamo−極細胞に由
来する卵母細胞中で減数分裂が異常になることが報告されている。これらの結

果から、極細胞に供給された母性因子Mamoが生殖細胞の分化に必要な遺伝子
の発現制御に関与することが予想される。 
	 本研究では、生殖細胞中におけるMamoによる遺伝子発現の制御機構を明ら
かにすることを目的とし、まずMamoタンパク質の性質を解析した。その結果、
Mamoがクロマチンに結合すること、生殖細胞特異的なクロマチン構造の制御
に関わること、また、Mamoタンパク質の C2H2型 Znフィンガードメイン (M
ZD) が特定の塩基配列をもつ DNAと直接結合することが明らかになった。次
に、Mamoが内在性の vas遺伝子の発現に与える影響を調べた。その結果、Ma
mo欠いた極細胞中で vas遺伝子の発現が低下すること、Mamo及びMZDの強
制発現により、vas遺伝子の発現量が増加すること、さらにMZDが vas遺伝子
座イントロン中の配列と直接結合し、結合部位周辺のヒストン修飾 (H3K27ac)
 レベルを高めることが明らかになった。これらの結果から、 Mamoがヒスト
ン修飾の制御を介して、極細胞中の遺伝子発現の活性化に関与することが示唆

された。さらに、ヒストン修飾を介した遺伝子発現制御と生殖細胞の分化の関

係を調べるために、成虫卵巣中の生殖細胞分化過程におけるヒストン修飾の状

態とその機能を解析した。その結果、生殖幹細胞から生殖細胞の分化が始まる

過程において、特定のヒストン修飾 (H3K36me3) レベルが高くなること、この
修飾が生殖細胞の分化に関わる orb遺伝子の発現の制御に関わることを明らか
にした。本研究によって、生殖細胞中の遺伝子発現の活性化に、ヒストン修飾

を介したクロマチン構造の制御が関わることが明らかになった。 
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第１章 

序論 

	 多細胞動物の体を構成する細胞は、体細胞と生殖細胞に大別できる。体細胞

は、発生過程で様々な細胞種に分化し、個体の生命活動を支持する役割をもつ。

体細胞は個体の死とともにその役割を終える。これに対して、生殖細胞は、減

数分裂、大規模な細胞の形態変化を経て、最終的に特殊化した配偶子 (卵や精子) 

を作り出す。有性生殖の過程を経て、配偶子が次世代の細胞 (受精卵) を作り出

す。有性生殖する多細胞動物において、生殖細胞が生命の連続性を担う （Fig. 

1-1）。このような特殊な機能をもつ生殖細胞が作り出される仕組みを明らかに

することは、基礎生物学、生殖医学的に重要な課題である。 

	 これまでの発生学的研究から、昆虫、魚類、両生類などのいくつかの動物種

で、卵に生殖質と呼ばれる特殊な細胞質が含まれ、これを取り込んだ細胞が、

生殖細胞に分化する能力をもつ始原生殖細胞になることが判明している 

(Beam and Kessel, 1974; Eddy, 1975; Extavour and Akam, 2003)。これに対し

て、哺乳類などでは、卵中に生殖質が観察されず、胚発生過程の特定の時期に、

後生的に始原生殖細胞が誘導される (Extavour and Akam, 2003)。マウス胚に

おいては、原腸陥入期に胚体外外胚葉からの bone morphogenetic protein 

(BMP) シグナルがエピブラストに作用し、始原生殖細胞の誘導が起こる 

(Günesdogan et al., 2014)。初期胚に、体細胞と異なる発生運命をもつ始原生殖

細胞が形成される分子機構を明らかにすることが、生殖細胞の研究の一つの大

きな研究テーマになっている。 

	 Drosophila melanogaster (以下、ショウジョウバエと表記する) は、生命現
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象の制御に関わる分子機構を、遺伝子のレベルで解析することに適したモデル

生物の一つである。その理由として、(1) ゲノム情報が明らかになっていること 

(Adams et al., 2000)、(2) 多数の突然変異体が同定されており、突然変異体を

用いた遺伝子の機能解析が可能であることが挙げられる  (FlyBase、

http://flybase.org)。また、ショウジョウバエは生殖細胞の形成機構の解析に適

した性質をもつことが知られている。ショウジョウバエの卵には生殖質が含ま

れ、初期胚の段階から、どの細胞から生殖細胞が作り出されるかという細胞の

予定運命が明らかにされている。さらに、成虫卵巣中で合成されて生殖質に供

給される RNAやタンパク質 (母性因子と呼ばれる) が、生殖細胞の形成および

分化に関わることが分かっている (Fig. 1-2) (Extavour and Akam, 2003)。 

	 ショウジョウバエの初期胚の後極には、生殖質が局在しており、この中に母

性因子が含まれる。生殖質を取り込む形で、この動物の始原生殖細胞である始

原生殖細胞が形成される (胚発生ステージ 4、Fig. 1-3)。胚の後極に形成された

始原生殖細胞は、その後、原腸陥入運動に伴い胚体内に入り (ステージ 9、Fig. 

1-3)、中腸上皮を通過して血体腔に移動する。そこで始原生殖細胞は中胚葉性の

予定生殖巣構成細胞と相互作用し、生殖巣を形成する (ステージ 15、Fig. 1-3)。

その後、後胚発生過程において、減数分裂、細胞の形態変化が生殖巣内で起こ

り、機能的な配偶子が作り出される (Williamson and Lehmann,1996)。 

	 これまでに、ショウジョウバエの生殖質に含まれる母性因子が始原生殖細胞

の形成、維持および分化に必要であることが示されている (Illmensee and 

Mahowald, 1974)。ミトコンドリアの large ribosomal RNA (mtlrRNA)、Germ 

cell-less (Gcl) タンパク質は始原生殖細胞の形成に必要である (Kobayashi et 
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al., 1994; Jongens et al., 1994)。始原生殖細胞中に供給された Nanos (Nos) タ

ンパク質は始原生殖細胞の移動、細胞分裂の抑制、さらに始原生殖細胞の体細

胞への分化の抑制に必要である (Hayashi et al., 2004)。また、始原生殖細胞中

の Polar granule component (Pgc)、wunen2の活性が移動中の始原生殖細胞の

生存に、trapped in endoderm-1 (tre-1) は始原生殖細胞の中腸上皮通過に必要

であることが報告されている (Nakamura et al., 1996; Hanyu-Nakamura et 

al., 2004; Kunwar et al., 2008)。これらの研究から、母性因子がいくつかの特

徴的な始原生殖細胞の挙動を制御することが示されている。 

	 もう一つ重要な始原生殖細胞の性質が知られている。それは、形成直後の始

原生殖細胞中の転写活性が全体的に抑制されていることである (Kobayashi et 

al., 2005)。RNAポリメラーゼⅡのカルボキシル末端ドメイン (CTD) の Ser5、

Ser2 残基のリン酸化が転写の開始反応、伸長反応にそれぞれ必要である 

(Dahmus, 1996)。形成直後の始原生殖細胞中では RNA ポリメラーゼⅡ CTD

のこれらのリン酸化が抑制されており、RNAポリメラーゼⅡの活性が低下して

いる (Deshpande et al., 2003)。始原生殖細胞中の全体的な転写活性を抑制し、

体細胞性の遺伝子の異所的発現を抑制することが生殖細胞の形成に必要である

と考えられている。実際に、いくつかの母性因子 (Gcl、Nos、Pgc) が始原生殖

細胞中の転写抑制に関与することが明らかになっている (Kobayashi et al., 

2005)。Gcl を欠いた胚の後極の核、つまり本来始原生殖細胞に取り込まれる核

の内部で、RNAポリメラーゼⅡ の CTD Ser5残基の異所的なリン酸化が起こ

り、体細胞性の遺伝子である sisterless A (sisA)、sisterless B (sisB) の異所的

な発現が起こる (Leatherman et al., 2002)。Pgcを欠いた始原生殖細胞中では、
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RNAポリメラーゼⅡの CTDの Ser2のリン酸化が起こり、体細胞性の遺伝子、

zerknullt (zen)、 tailess (tll)、slow as molasses (slam) の発現が起こる 

(Martinho et al., 2004)。Nosを欠いた始原生殖細胞中では、RNAポリメラー

ゼⅡの CTDの Ser2、Ser5のリン酸化が起こる（Deshpande et al., 2005）。さ

らに、アポトーシスを抑制した条件下で、Nos を欠いた始原生殖細胞が体細胞

に分化することが報告されている (Hayashi et al., 2004)。形成直後の始原生殖

細胞中での遺伝子発現の抑制が生殖細胞の形成、維持に必要であることが明ら

かになっている。 

これまでに遺伝学的、分子遺伝学的解析から、生殖細胞の分化に必要な遺伝

子が同定されており、このうちのいくつかの遺伝子 (生殖細胞関連遺伝子：vasa、

nos) の発現が始原生殖細胞中で活性化される。つまり、胚発生過程の始原生殖

細胞中で、生殖細胞を特徴づける遺伝子が胚性の発現（zygoticな発現）を開始

することが示されている。これらの生殖細胞関連遺伝子のうち vasa (vas) 遺伝

子は、DEAD ボックスをもつ RNA ヘリケースタンパク質をコードし、翻訳の

制御を通じて、生殖細胞の分化に関わる  (Hay et al., 1988; Lasko and 

Ashburner, 1988)。また、哺乳類を含めた多くの動物種で、vas遺伝子のホモロ

グが同定され、生殖細胞中で発現することが知られている (Extavour and 

Akam, 2003)。生殖細胞の発生過程を通じて Vasタンパク質が連続的に生殖細

胞中で発現するため、代表的な生殖細胞のマーカー遺伝子の一つとして生殖細

胞の研究に広く用いられている。上述のように始原生殖細胞の形成機構には種

による多様性があるが、vas遺伝子の発現が多くの動物種の生殖細胞中で観察さ

れることから (Noce et al., 2001)、vas遺伝子の発現を活性化する分子機構を解
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析することで、遺伝子発現の制御という観点から、普遍的な生殖細胞形成、維

持機構を解明する手がかりが得られると予想できる。しかし、著者の知る限り

において、その遺伝子発現を活性化する分子機構についてほとんど解析が進ん

でいない。 

	 Mukai らは、始原生殖細胞中の遺伝子発現を活性化する母性因子を同定する

ことを目的として、遺伝学的スクリーニングを行い、その結果、母性因子mamo 

(maternal gene required for meiosis)を同定した (Mukai et al., 2007)。母性因

子Mamoを欠いた始原生殖細胞 (mamo− 始原生殖細胞) 中では生殖細胞特異的

に発現する vas遺伝子のエンハンサー活性が低下する。さらにmamo− 始原生殖

細胞の発生運命を調べた結果、mamo− 始原生殖細胞に由来する卵母細胞中で減

数分裂が異常になることが判明している。これらの表現型は、母性因子 Mamo

が生殖細胞分化の制御に関わることを示唆する。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含むクロマチン制御因子様タンパ

ク質である。このことから、Mamo が始原生殖細胞中の遺伝子発現制御に関与

する可能性が示唆された。しかし、その作用機構は不明であった。 

本研究では、生殖細胞中で遺伝子発現を活性化する分子機構を明らかにする

ことを目的として、Mamo の作用機構の解析を行った。まず、Mamo タンパク

質がクロマチンに結合するか、さらにMamoの C2H2型 Znフィンガードメイン

が直接 DNA に結合する能力をもつのかを調べた (第２章)。さらに、Mamo が

vas遺伝子の発現を活性化する機構を、分子遺伝学的手法を用いて解析した (第

３章)。第３章の結果から、ヒストン修飾 (H3K27ac) を中心としたエピジェネ

ティックな遺伝子発現制御が始原生殖細胞中の遺伝子発現の活性化に関与する
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ことが明らかになった (Fig. 1-4)。そこで、さらに生殖細胞の分化とエピジェネ

ティックな遺伝子発現制御の関連を解析するために、成虫卵巣中の生殖細胞分

化過程におけるヒストン修飾状態とその制御機構について解析を行った。その

結果、生殖細胞の分化が起こる過程において、特定のヒストン修飾 (H3K36me3) 

レベルが高くなること、この修飾が生殖細胞中の分化促進遺伝子 orb の発現制

御に関わることが明らかになった (第４章)。 
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Fig. 1-1生殖細胞系列と体細胞系列 

	 多細胞動物の体には、体細胞系列と生殖細胞系列の細胞が含まれる。体細胞系列の細胞は個

体の死と共に役割を終える。これに対して、生殖細胞系列の細胞（右図、赤丸）は、有性生殖

過程を経て、次世代の細胞（受精卵）を作り出し、生命の連続性を担う。 
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Fig. 1-2 生殖質と始原生殖細胞の関係 

	 ショウジョウバエでは、卵巣中の哺育細胞で合成された RNAやタンパク質は、卵母細胞に運

び込まれる (青矢印)。運び込まれた特定の RNAやタンパク質が卵母細胞の後極 (生殖質) に局

在する (青)。胚発生ステージ 4 (Fig. 1-3参照) において生殖質がこの動物の始原生殖細胞であ

る始原生殖細胞 (赤) に取り込まれる。 
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Fig. 1-3 始原生殖細胞の発生過程 

	 ショウジョウバエ初期胚の後極には生殖質 (赤) が局在しており (ステージ 1) 、生殖質を取

り込む形で始原生殖細胞が形成される (ステージ 4)。その後、原腸陥入に伴い始原生殖細胞は胚

体内へと移動する (ステージ 9)。始原生殖細胞は中腸上皮を通過して血体腔に移動し、そこで中

胚葉性の予定生殖巣構成細胞と相互作用し生殖巣を形成する (ステージ 15)。 
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Fig. 1-4 ヒストン H3タンパク質の N末端における主な修飾 

	 主なヒストン H3の修飾について図示した。meはメチル化は、acはアセチル化を示す。 

ヒストン H3K4のメチル化、ヒストン H3K27のアセチル化、H3K36のメチル化は転写の活性

化と関連する。これに対して、ヒストン H3K9のメチル化、H3K27のメチル化は転写の抑制と

関連したヒストン修飾として知られている。 

 

����	�

	

���	�
�

K
9

K
4

K$
27

N

me
ac

K$
36

me me

ac
me

DNA



 12 

第２章 Mamo の C2H2型 Zn フィンガードメインの機能解析 

２−１ 

序論 

これまでに、ショウジョウバエの生殖質に含まれる母性因子が始原生殖細胞

の形成、維持および分化に必要であることが明らかになっている。母性因子 Gcl、

Nos、Pgcがそれぞれ RNAポリメラーゼⅡ CTD のリン酸化を抑制し、形成直

後の始原生殖細胞中の転写開始や伸長反応を抑制することが明らかになってい

る。この転写抑制が始原生殖細胞中での体細胞性遺伝子の発現を抑制し、始原

生殖細胞の形成維持に関わることが知られている (Kobayashi et al., 2005)。 

	 胚発生過程において、始原生殖細胞中で vas 遺伝子などの生殖細胞関連遺伝

子の zygoticな発現が活性化されることが知られている。しかし、始原生殖細胞

中の遺伝子発現の活性化機構に関する研究の報告例は多くない (Sano et al., 

2002; Mukai et al., 2007; Yatsu et al., 2008)。これまでに、始原生殖細胞中の

遺伝子発現を活性化する母性因子を同定することを目的として、遺伝学的スク

リーニングが行われ、その結果、母性因子Mamoが同定された (Mukai et al., 

2007)。Mamoを欠いた始原生殖細胞 (mamo− 始原生殖細胞) 中では生殖細胞特

異的に発現する vas 遺伝子のエンハンサー活性が低下することが分かっている。

さらに、mamo− 始原生殖細胞に由来する卵母細胞中で減数分裂が異常になるこ

とが判明している。これらの結果は、Mamo が生殖細胞分化の制御に関わるこ

とを示唆する。Mamoタンパク質は BTB/POZドメインと C2H2型 Znフィンガ

ードメインを含むクロマチン制御因子様タンパク質である。このことから、

Mamo が、始原生殖細胞中の遺伝子発現制御に関与する可能性が示唆された。
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しかし、その作用機構は不明であった。 

  そこで、本研究では、Mamoタンパク質の性質を解析することを目的として、

全長Mamoおよび断片化Mamoタンパク質を三齢幼虫の唾液腺細胞中で強制発

現し、Mamoの細胞内局在を観察した。その結果、Mamoが核に局在すること、

さらに、Mamo が多糸染色体に結合することが明らかになった。次に、Mamo

が始原生殖細胞中のクロマチン構造の制御に関わるかを解析するために、母性

Mamo タンパク質の欠失が始原生殖細胞中のクロマチン構造に与える影響を解

析した。その結果、Mamo を欠いた始原生殖細胞中で、クロマチン構造の異常

が観察されることが判明した。さらに、in vitro での生化学的解析 (Random 

oligonucleotide selection実験、EMSA解析) を行い、Mamoの C2H2型 Znフ

ィンガードメイン (MZD) が DNAに直接結合するのか、また、どのような塩基

配列をもつ DNAと結合するかを解析した。その結果、MZDが特定の塩基配列

をもつ DNAと直接結合することが明らかになった。 
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２－２ 

材料と方法 

実験に用いたショウジョウバエの系統 

	 野生型系統として Oregon-R を使用した。mamoSVA53系統を用いてmamoの

機能解析を行った (Mukai et al., 2007)。nanos-Gal4は Dr. R. Lehmanからご

供与頂いた。P{hs-Gal4(II)} (stock number 2077)、 P{hs-Gal4(III)} (stock 

number 1799)、w ovoD1 v24 P{FRT}101; P{hsFLP}38は Bloomington Stock 

Centerから分与して頂いた。全ての系統は 25℃または室温で、ショウジョウバ

エ飼育培地を用いて飼育した。 

 

トランスジェニック系統の作製 

	 pBluescript-mamo-FLAGプラスミドを鋳型として PCRを行い、FLAGタグ

を付加した mamo cDNA 断片を作製した。MZD-FLAG cDNA 断片は

MZD-FLAG-Fと T3プライマーを用いて増幅した。PCR産物をBamHIとXbaI

で制限酵素処理し、pUASp ベクターの BamHI/XbaI サイトにクローニングし

た。L-POZ-FLAG は POZ-FLAG-F と L-POZ-FLAG-R プラマーを用いて増幅

した。S-POZ-FLAGは POZ-FLAG-Fと S-POZ-FLAG-Rプライマーを用いて増

幅した。これらのmamo cDNA断片を XbaIと KpnIで制限酵素処理し、pUASp

ベクターの XbaI/KpnIサイトにクローニングした。これらのコンストラクトを

y w にインジェクションし、常法に従ってトランスジェニック系統を作製した 

(Rubin et al., 1982)。 それぞれのプライマーの塩基配列は Table 2-1に示す。 
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免疫染色 

	 hs-Gal4ドライバーを用いて上述のmamo cDNAを発現させた三齢幼虫から

唾液腺を摘出し、免疫染色した。始原生殖細胞中のMamo-FLAGタンパク質の

分布を調べるために、生殖細胞中で遺伝子発現を誘導できる nanos-Gal4ドライ

バーを用いて、Mamo-FLAG を発現させた。nanos-Gal4>UAS-mamo-FLAG

胚は、固定後タングステン針を用いて解剖し、生殖巣に抗体が浸透しやすい条

件で免疫染色した (Kobayashi et al., 1999)。一次抗体はmouse anti-FLAG M2 

抗体 (1:200希釈、Sigma)、mouse anti-histone H3 CMA301 抗体 (1:10希釈、

H. Kimura)、rabbit anti-Vas 抗体 (1:500希釈、S. Kobayashi) を使用した。

Alexa Fluor 488-と 568-標識二次抗体は 1:1000希釈で使用した。DNAの染色

には Hoechstあるいは propidium iodide (PI) を使用した。染色した唾液腺、胚

は共焦点顕微鏡を用いて観察した (TCS NT、Leica Microsystems; FV1200、

Olympus)。多糸染色体は常法に従って押しつぶし標本を作製し、染色した 

(Kolesnikova et al., 2013)。多糸染色体の染色には、固定した胚を用いて、rabbit 

anti-FLAG (Sigma) の吸収抗体を作製し、これを 1:200希釈で使用した。 

 

GST-MZD の発現と精製 

	 グルタチオン S-トランスフェラーゼ (GST) との融合タンパク質として、

MZDリコンビナントタンパク質を作製した。Mamoタンパク質の 3つの C2H2

型Znフィンガードメインを含む領域 (アミノ酸残基798-1089番目) をGST の

C 末端側に融合させ、さらに C 末端に FLAG タグを付加した融合タンパク質 

(GST-MZD タンパク質 ) を発現させるベクターを作製した。具体的には



 16 

pBluescript-mamo-FLAG プラスミドを鋳型として GST-MZD-F プライマーと

T3プライマーを用いて PCRを行い増幅した。PCR産物を XbaIで制限酵素処

理し平滑末端化した。その後、BamHI で制限酵素処理し、pGEX-5X-1 ベクタ

ーの BamHI/SmaIサイトにクローニングした。得られた GST-MZDの発現ベク

ターを形質転換した大腸菌 BL21 を培養し、IPTG (最終濃度 0.5 mM) を加え

37℃で 2時間タンパク質の発現誘導を行った。発現させた GST-MZDタンパク

質をグルタチオン-セファロース 4Bビーズを用いて精製した。精製したタンパ

ク質はmouse anti-FLAG抗体 (1:1000希釈) を用いてウエスタンブロッティン

グを行って解析し、予想される分子量約 55kDaの GST-MZDタンパク質が確認

できた。プライマーの塩基配列は Table 2-1に示す。 

 

Random oligonucleotide selection 実験 

	 ランダムオリゴヌクレオチド (0.27 µg) と SalI-XbaI プライマー (0.5 µg) 

を混合しアニールさせた後に、EX Taq polymerase (TaKaRa) を用いて二重鎖

DNAを合成した。二重鎖のランダムオリゴヌクレオチドと GST-MZDタンパク

質 (1 µg) を Binding Buffer (20 mM HEPES、50 mM KCl、2 mM MgCl2、10% 

glycerol (wt/vol)、1 mM DTT、1 mM PMSF、0.1 mM ZnSO4、1 µg Poly[dI-dC]) 

中で混ぜ、25℃で 30分間反応させた。その後、GST-MZDタンパク質と結合し

たオリゴヌクレオチドを回収するためにグルタチオン-セファロース 4Bビーズ

を加え、25℃で 30分間インキュベートした。ビーズを Binding Bufferで 4回

洗浄した後に、ビーズに結合したオリゴヌクレオチドを溶出し、SalI-XbaIプラ

イマーと XhoI-EcoRIプライマーを用いて PCR増幅を行った。この結合反応と
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PCR 増幅反応を 5 回繰り返し行った。最終的な PCR 増幅産物をゲル精製し、

クローニングし、塩基配列を決定した。この実験で用いたランダムオリゴヌク

レオチドとプライマーの塩基配列は Table 2-2に示す。 

 

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 

	 no. 77 sense probeと no. 77 antisense probeをアニールし、DIG gel shift kit, 

2nd generation (Roche) の digoxigenin-11-ddUTPを用いて末端標識した。DIG

ラベルしたプローブ (30 fmol) と 60 ngの GST または GST-MZDタンパク質

を反応溶液 (20 mM HEPES-KOH pH 7.6、1 mM EDTA、10 mM [NH4]2SO4、

1 mM DTT、0.2% Tween 20 (wt/vol)、30 mM KCl、1 µg poly[d(I-C)]、0.1 µg poly 

L-lysine) 中で、25℃で 15 分間反応させた。その後、タンパク質と DNA の複

合体を 7%のポリアクリルアミドゲルで泳動した。タンパク質と DNAの複合体

を positively charged nylon membranes (Roche) にトランスファーし、DIG gel 

shift kitを用いて検出した。コンペティションアッセイの際には、反応液に 25 

pmolの非標識DNAを加えた。スーパーシフトアッセイの時には、1 µgのmouse 

monoclonal anti-FLAG抗体を反応液に加えた。この実験で用いたプローブの塩

基配列は Table 2-3に示す。 
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２−３ 

結果 

唾液腺細胞中における Mamo タンパク質の核局在 

	 Mamoタンパク質の性質を調べるために、全長及び断片化したMamoタンパ

ク質（Mamo-FLAG、MZD-FLAG、L-POZ-FLAG、S-POZ-FLAG）を in vivo

で発現し、それぞれタンパク質の細胞内での局在を観察した (Fig. 2-1)。初期胚

の細胞は小さいため、発現タンパク質の細胞内挙動を解析することが困難な場

合がある。そこで、細胞サイズが大きい唾液腺細胞を材料として発現解析を行

った。Gal4/UASシステムを用いて、唾液腺細胞中でMamoと断片化したMamo

タンパク質を発現し、タンパク質の局在を観察した。まず、全長のMamo-FLAG

タンパク質を唾液腺中で強制発現し、anti-FLAG 抗体を用いて免疫染色した。

その結果、Mamo-FLAG は唾液腺細胞の核内に局在することが分かった (Fig. 

2-1B)。次に、Mamoタンパク質の C末端領域の C2H2 型 Znフィンガードメイ

ンをもつ MZD-FLAGを唾液腺中で強制発現させ、anti-FLAG抗体を用いて免

疫染色した。その結果、MZD-FLAGも唾液腺細胞の核に局在することが明らか

になった (Fig. 2-1B)。これに対して、C2H2 型 Zn フィンガードメインをもた

ない L-POZ-FLAG と S-POZ-FLAG は核に局在しないことが分かった (Fig. 

2-1B)。これらの観察結果から、全長のMamoとMZDが唾液腺細胞の核に局在

することが示された。これらの結果から、Mamo が核内で作用する可能性が示

された。 
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Mamo は多糸染色体に結合し、多糸染色体の構造に影響を与える 

	 唾液腺細胞中でのMamoの発現解析から、Mamo、MZDの強制発現が多糸染

色体の構造に影響を与えることが分かった。L-POZ-FLAG、S-POZ-FLAGをそ

れぞれ発現させた唾液腺細胞中の多糸染色体では、野生型の多糸染色体と同様

のバンド構造が観察された (Fig. 2-1D、E)。これに対して、Mamo-FLAGある

いは MZD-FLAG をそれぞれ発現させた唾液腺の多糸染色体は野生型に比べて

細く、多糸染色体のバンドパターンが異常になることが判明した (Fig. 2-1F、F’、

G、G’)。これらの結果から、Mamo は多糸染色体に結合し、多糸染色体の構造

に影響を与えると考えられる。そこで、Mamo が染色体に結合するかを解析す

るために、Mamo-FLAG を発現させた唾液腺から、染色体標本を作製し、多糸

染色体上におけるMamo-FLAGの分布を調べた。その結果、多糸染色体にそっ

て、複数のバンド状のMamo-FLAGシグナルが検出されることが明らかになっ

た (Fig. 2-1H)。この観察結果から、Mamoが多糸染色体に結合すること、さら

に特定のクロマチン領域と強く結合することが明らかになった。これらの結果

から、Mamo がクロマチンに直接結合し、クロマチン構造の制御に関与するこ

とが示唆される。 

 

Mamo は始原生殖細胞中の生殖細胞特異的なクロマチン構造形成に必要

である 

	 これまでに、始原生殖細胞中に高レベルの母性Mamoタンパク質が検出され、

Mamo が核内の特定の領域に点状の局在を示すことが報告されている (Mukai 

et al., 2007)。この核内分布を確認するために、Mamo-FLAGを始原生殖細胞中
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で強制発現させた胚 (nanos-Gal4>UAS-mamo-FLAG 胚) を anti-FLAG 抗体

で免疫染色した。その結果、Mamo-FLAG が始原生殖細胞の核内で点状の染色

パターンを示すことが判明した (Fig. 2-2A、A’)。Mamo-FLAGが始原生殖細胞

の核内に検出されたこと、Mamo-FLAG を強制発現させた唾液腺細胞中でクロ

マチン構造に異常が観察されたことから、Mamo が始原生殖細胞中におけるク

ロマチン構造の制御に関与する可能性が考えられた。そこでまず、始原生殖細

胞中のクロマチン構造を確かめるために anti-ヒストン H3抗体を用いて野生型

胚を免疫染色した。その結果、胚発生期のステージ 15の始原生殖細胞中で生殖

細胞特異的なクロマチンの凝縮が観察された (Fig. 2-2B、B’)。また、このよう

な凝縮したクロマチン構造は周辺の体細胞では観察されないことが分かった。

次に、Mamo を欠いた始原生殖細胞中でのクロマチン構造の観察を行った。ス

テージ 15-16の野生型胚では 99% (n = 299) の胚で凝縮したクロマチンが観察

された (Fig. 2-2)。これに対して、Mamoを欠いた始原生殖細胞中では、体細胞

のクロマチンと似た構造、すなわち凝縮度の低いクロマチン構造が 46% (n = 

200、P < 0.001) の胚で観察された (Fig. 2-2C、C’)。これらの結果から、Mamo

が生殖細胞特異的なクロマチン構造の制御に関与することが明らかになった。 

 

GST-MZD 融合タンパク質の発現と精製 

	 C2H2型 Zn フィンガードメインをもつタンパク質は、このドメインを介して

直接 DNA に結合することが報告されている (Pavletich and Pabo, 1991; 

Pavletich and Pabo, 1993)。このことから、Mamoが DNAに直接結合し、ク

ロマチン構造の制御に関与する可能性が考えられる。そこで、Mamo の C2H2
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型 Znフィンガードメイン (MZD) が DNAと直接結合する能力をもつのか、ま

た MZD がどのような塩基配列をもつ DNA と結合するのかを解析した。まず、

Mamoの 3つのC2H2型 Znフィンガードメインをもつリコンビナントタンパク

質を作製した。Mamoタンパク質の 3つの C2H2型 Znフィンガードメインを含

む領域 (アミノ酸残基 798-1089番目) を GST の C末端側に融合させ、さらに

C 末端に FLAG タグを付加した融合タンパク質 (GST-MZD タンパク質) を大

腸菌で発現させ、精製した。得られたタンパク質を SDS-PAGE と anti-FLAG

抗体を用いたウエスタンブロッティングによって解析した (Fig. 2-3A、B)。そ

の結果、GST-MZDタンパク質が精製されていることが明らかになった。 

 

GST-MZD タンパク質に結合する DNA の解析 

	 次に GST-MZD タンパク質に結合する DNA の塩基配列の特徴を明らかにす

るために、random oligonucleotide selection 実験を行った (Lee and Garfinkel, 

2000; Unezaki et al., 2004)。32 塩基のランダムオリゴヌクレオチドと

GST-MZDタンパク質を in vitroで結合させ、その後、グルタチオンセファロー

スビーズを用いた pull down実験を行い、GST-MZDタンパク質に結合するオ

リゴヌクレオチド DNAを回収した。その後 DNAをクローニングし、塩基配列

を解析した (Fig. 2-3C)。49個の独立のクローンを単離し、塩基配列を決定した

結果、GST-MZDに結合する DNA断片の塩基配列に特徴があることが明らかに

なった。これらの塩基配列をもとに、MZDの DNA結合に必要なコンセンサス

配列を明らかにするために、Multiple Em for Motif Eliciation (MEME) を用い

て解析を行った。その結果、多くのオリゴヌクレオチドが TGCGT という塩基
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配列を 1つ以上もつことが分かった (Fig. 2-3C、D)。GST-MZDタンパク質と

random oligonucleotide selection 実験により得られたオリゴヌクレオチド

DNAとの結合を確認するために、EMSAを行った。TGCGT配列を１つ含むオ

リゴヌクレオチド DNA (no. 77) を選び、これを DIG標識したプローブを作製

し、EMSA を行った結果、オリゴヌクレオチド DNA と GST-MZD タンパク質

との結合を確認することができた。GSTタンパク質を EMSA反応液に加えた場

合には、バンドのシフトアップは起こらないが、GST-MZD タンパク質を反応

液に添加した場合には、バンドのシフトアップが確認できた (Fig. 2-3E)。また、

標識していないプローブをコンペティターとして反応させると、コンペティシ

ョンが起こることが分かった。さらに、抗 FLAG抗体を EMSA反応液に加える

と、スーパーシフトが確認された (Fig. 2-3E)。次に、プローブ中のコンセンサ

ス配列 (TGCGT) が GST-MZDとの結合に必要かを調べるために、コンセンサ

ス配列を除いたプローブ (no. 77ΔTGCGT) を用いてゲルシフト解析を行った。

その結果、GST-MZDタンパク質と no.77 ΔTGCGTプローブを反応させても、

バンドのシフトアップが起こらないことが分かった (Fig. 2-3F)。これらの結果

から、MZD タンパク質がある特定の塩基配列を認識し、その配列をもつ DNA

と特異的に結合する性質をもつことが明らかになった。 
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２−４ 

考察 

	 本研究では、唾液腺でMamoを強制発現し、Mamoタンパク質の細胞内での

局在を解析した。その結果、Mamo は核内に局在し、さらに、間期のモデル染

色体である多糸染色体と結合することが明らかになった。この解析の過程で、

Mamo の強制発現が多糸染色体の構造に影響を与えることも判明した。また、

母性Mamoを欠いた始原生殖細胞中では生殖細胞特異的なクロマチン構造に異

常がみられることが分かった。さらに、GST-MZDタンパク質を作製し、random 

oligonucleotide selection実験、EMSAを用いた解析を行い、GST-MZDと結合

する塩基配列の特徴を明らかにした。これらの結果から、Mamo タンパク質が

始原生殖細胞中のクロマチン構造の制御に関与することが示唆される。 

	 本研究によってMamoタンパク質が核に局在することが明らかになった。核

に局在するタンパク質は一般的に核移行シグナル  (classical nuclear 

localization signals; cNLS) をもつことが知られている (Lang et al., 2007)。そ

こで、Mamoタンパク質が cNLSをもつのかを PSORT IIの検索アルゴリズム 

(Nakai and Horton, 1999) を用いて解析した結果、Mamoは cNLSをもたない

ことが明らかになった。このことから、Mamo の核移行には、cNLS に依存し

ない他のシステムによって制御されると考えられる。Signal transducer and 

activator of transcription (STAT) 1は cNLSをもたないが、Importin-αを介し

たシステムによって核に移行することが知られている  (Fragerlund et 

al.,2002)。このことから、Importin-αを介した同様のシステムによってMamo

の核局在が制御される可能性が考えられる。 
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	 Mamo が始原生殖細胞中の生殖細胞特異的なクロマチン構造の形成に必要で

あることが、本研究により明らかになった。同様の凝集した染色体が、C. elegans

の始原生殖細胞中に観察されることが報告されている (Schancer et al., 2003; 

Fukuyama et al., 2006)。このことから、生殖細胞特異的な染色体構造が複数の

生物種で保存されており、生殖細胞の発生に必要である可能性が示唆される。

母性Mamoの活性を欠いた始原生殖細胞に由来する卵母細胞中では、減数分裂

特異的な染色体凝集が起こらないことが報告されている (Mukai et al., 2007)。

これらの結果から、Mamo が、生殖細胞中のいくつかのクロマチン構造の制御

に関わることが示唆される。BTB/POZ-Zn フィンガータンパク質はクロマチン

制御因子と複合体を形成し、機能することが知られている (Mishra et al., 2003; 

Ito et al., 2012)。Mamoが始原生殖細胞中のクロマチンにクロマチン制御因子

をリクルートし、凝集したクロマチン構造を形成する可能性がある。 

	 さらに本研究では、random oligonucleotide selection 実験を用いて、MZD

の結合配列の解析を試みた。その結果、MZDがグアニンに富む DNA配列に結

合することが明らかになった。この結果は、C2H2型 Zn フィンガードメインを

もつタンパク質と DNAの結合には、グアニンを多く含むコンセンサス配列が必

要であるという以前の報告と合致する (Berg et al., 1992; Kobayashi et al., 

2000)。本研究からMamoが特異的な配列をもつ DNA、もしくは特定の標的遺

伝子に直接結合することで始原生殖細胞中のクロマチン構造を制御する可能性、

またMamoがクロマチン構造の制御を介して、特定の遺伝子発現の調節に関わ

る可能性が示された。 

 



 25 

Table2-1 クローニングに用いたプライマーの塩基配列 

プライマー	 塩基配列	 

MZD-FLAG-F 5′-CGCGGATCCATGGATGCCATGCCCGTGATT-3′ 

T3 5′-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3′ 

POZ-FLAG-F 5′-CGGGGTACCATGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGATGGGCAGTGAGCACTAC-3′ 

L-POZ-FLAG-R 5′-CTAGTCTAGATTATTTATCATCATCATCTTTATAATCCTCGTCATCCGAGTGCG-3′ 

S-POZ-FLAG-R 5′-GCTCTAGATTATTTATCATCATCATCTTTATAATCGTTCGTCATCTCGGCCAG-3′ 

GST-MZD-F 5'-CGGGATCCCCCCACTGCACATGTTTCCGT-3' 

下線で示した配列は制限酵素の認識サイトを示す。 

 

Table 2-2 random oligonucleotide selection実験に用いたオリゴヌクレオチドとプライマーの塩基

配列 

 
 

  Table 2-3 EMSAに用いたプローブの塩基配列 

 
 
 
 

 

塩基配列	 

ランダムオリゴヌクレオチド	 5′-CGCTCGAGGGATCCGAATTCN32TCTAGAAAGCTTGTCGACGC-3′ 

SalI-XbaI プライマー 5′-GCGTCGACAAGCTTTCTAGA-3′ 

XhoI-EcoRIプライマー 5′-CGCTCGAGGGATCCGAATTC-3′ 

プローブ	 塩基配列	 

no. 77 sense probe 5′-GTCCATGCTTGGGTTGTGTGCGTTTGGTTG-3′ 

no. 77 antisense probe 5′-CAACCAAACGCACACAACCCAAGCATGGAC-3′ 

no.77 ∆tgcgt sense probe 5'-GTCCATGCTTGGGTTGTGTTGGTTG-3' 

no.77 ∆tgcgt antisense probe 5'-CAACCAACACAACCCAAGCATGGAC-3' 
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Fig. 2-1 唾液腺細胞におけるMamoタンパク質の核局在と多糸染色体に対するMamoタンパク

質の結合 

	 (A) 実験に用いた Mamoタンパク質、断片化タンパク質の模式図。Mamoは BTB/POZドメ

イン (青) と C2H2型 Zn フィンガードメイン (緑) をもつ。数字はアミノ酸残基を示す。模式

図には示さないが、検出のために、全てのタンパク質の C末端側に FLAGタグを付加した。(B) 

Mamo-FLAG、MZD-FLAG、S-POZ-FLAG、L-POZ-FLAGを発現した唾液腺を anti-FLAG抗

体 (緑) と PI (赤) を用いて二重染色した。(C-G) Mamo-FLAG、MZD-FLAG、S-POZ-FLAG、

L-POZ-FLAGを発現した唾液腺をそれぞれ材料として多糸染色体の押しつぶし標本を作製し、

ヘキストで染色した。(C’)、(F’)、(G’) は  (C)、(F)、(G) の点線部分を拡大したもの。(H) 

Mamo-FLAG を発現した唾液腺を材料として多糸染色体の押しつぶし標本を作製し、

anti-FLAG抗体 (緑) で染色した。 

 

 



 27 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-2 母性Mamoを欠いた始原生殖細胞中に観察される異常なクロマチン構造 

	 (A) nanos-Gal4>UAS-mamo-FLAG胚中の始原生殖細胞を anti-FLAG抗体 (緑) と anti-Vas

抗体 (マゼンタ) で染色した。(A’) FLAG チャンネルを個別に示したもの。(B と C) ステージ

15における野生型胚の始原生殖細胞 (B) と mamo− 胚の始原生殖細胞 (C) を anti-histone H3 

(緑) とanti-Vas (マゼンタ) で染色した。(B’とC’) ヒストンH3チャンネルを個別に示したもの。

生殖細胞特異的なクロマチン凝集が、野生型の始原生殖細胞中に見られるが (B、矢印)、Mamo

を欠いた始原生殖細胞では観察されない (C、矢じり)。 
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Fig. 2-3 MZDタンパク質は特定の塩基配列をもつ DNAに直接結合する 

	 (A) 大腸菌で発現し、精製した GST-MZDタンパク質を SDS-PAGEで解析した。Lane1、タ

ンパク質の発現誘導しなかったコントロール; Lane2、発現誘導後 0.5 h; Lane3、発現誘導後 1 h; 

Lane4、発現誘導後 1.5 h; Lane5、発現誘導後 2 h; Lane6、精製した GST-MZDタンパク質。

(B) 精製したGST-MZDタンパク質を anti-FLAG抗体を用いてウエスタンブロッティングした。

(C) GST-MZD との結合により選別されたオリゴヌクレオチドは GC 含量の高い (65.6-84.4%) 

塩基配列であった。コンセンサス配列 (TGCGT) を下線で示す。 (D) MZD の結合に必要なコ

ンセンサス配列。random oligonucleotide selection実験から得られた塩基配列をMEMEによ

り解析した。(E) EMSA解析から、GST-MZDが no.77プローブと特異的に結合することが分か

った。EMSA反応液にDIG-標識no.77プローブのみを加えたもの、また反応液にDIG-標識no.77

プローブと GSTタンパク質を加えたものはネガティブコントロールである。Free Probeの位置

に、タンパク質と結合していない DIG-標識 no.77プローブが検出されている。アスタリスクの

位置に、GST-MZD と DIG-標識 no.77 プローブの複合体が検出されている。矢じりの位置に、

スーパーシフト、すなわち anti-FLAG 抗体、GST-MZD と DIG-標識 no.77 プローブの複合体

が検出されている。この結果から、複合体中に GST-MZD が含まれることが確認できた。(F) 

EMSA解析の結果、GST-MZDの結合にはコンセンサス配列 (TGCGT) が必要であることが分

かった。 
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第３章 Mamo による vasa 遺伝子の発現制御機構 

３－１ 

序論 

これまでにショウジョウバエの遺伝学的、分子遺伝学的解析から、生殖細胞

の分化に必要な遺伝子が同定されており、このうちのいくつかの遺伝子 (vas、

nos) の発現が初期胚の始原生殖細胞中で特異的に活性化されることが分かって

いる。vas 遺伝子は、生殖細胞の発生過程を通じて連続的に発現が観察される。

また、哺乳類を含めた多くの動物種で、vas遺伝子のホモログが同定され、生殖

細胞中で特異的に発現することが知られている (Lasko and Ashburner, 1988; 

Extavour and Akam, 2003)。vas遺伝子を含めたこれらの生殖細胞関連遺伝子

の発現から、胚発生過程の始原生殖細胞中で、生殖細胞を特徴づける遺伝子発

現が zygoticに活性化され始めることが示唆されるが、その遺伝子発現を活性化

する分子機構については不明な点が多い。 

	 ショウジョウバエの生殖質に含まれる母性因子が生殖細胞の形成分化に必要

十分であるであることが細胞質の移植実験により証明されている (Illmensee 

and Mahowald, 1974; Illmensee and Mahowald, 1976; Illmensee et al., 1976)。

このことから、生殖質に含まれる転写活性化因子が始原生殖細胞に供給され、

始原生殖細胞中の生殖細胞関連遺伝子の発現を活性化すると考えられてきたが、

その分子的実体は不明であった。最近、始原生殖細胞のトランスクリプトーム

解析が行われ、始原生殖細胞中に含まれる転写調節因子がいくつか同定されて

いる。また、これらの転写調節因子に対する RNAi を用いたノックダウンによ

り、始原生殖細胞中の vas 遺伝子の発現が抑制されることが報告されている 
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(Yatsu et al., 2008)。 しかし、これらの転写調節因子が vas遺伝子に直接作用

するのか、また、これらの因子がどのような分子機構で転写を活性化するのか

については不明である。 

	 Mamo タンパク質は始原生殖細胞中に母性供給され、Mamo を欠いた始原生

殖細胞 (mamo− 始原生殖細胞) 中では生殖細胞特異的に発現する vas 遺伝子の

エンハンサー活性が低下することが報告されている (Mukai et al., 2007)。さら

に、第２章の生化学的解析から、Mamo が特定の塩基配列をもつ DNA に直接

結合することが示された。これら結果から、Mamo が vas 遺伝子に直接作用し

て、遺伝子発現を活性化する可能性が考えられた。第３章の研究では、vas遺伝

子に対するMamoの作用を中心に解析を行った。その結果、Mamoが vas遺伝

子座に直接作用すること、vas遺伝子の発現活性化にヒストンアセチル化を介し

たエピジェネティックな分子機構が関わることが明らかになった (Fig. 1-4)。 
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３−２	  

材料と方法 

実験に用いたショウジョウバエの系統 

	 野生型系統として Oregon-R (OR) を使用した。mamoSVA53 (Mukai et al. 

2007)、UAS- MZD-FLAG系統（Hira et al., 2013; 第２章の材料と方法を参照）

を実験に用いた。また、UAS-CBP 系統は Dr. J. Kumar からご供与頂いた。

w*; P{matα4-GAL-VP16}V37 (7063)、w nej0.3/FM7c (34040)、w ovoD1 v24 

P{FRT}101; P{hsFLP}38は Bloomington Stock Centerから分与して頂いた。

全ての系統は 25℃または室温で、ショウジョウバエ飼育培地を用いて飼育した。 

 

Mamo または CBP の機能を欠いた生殖細胞クローンの作製 

	 Mamo の機能を欠いた生殖細胞クローン作製は以前に報告した方法に従って

行った (Mukai et al., 2007)。この方法では FLP/FRT組換えシステムを用いて、

突然変異ヘテロ接合の個体の卵巣に、ホモ接合の生殖細胞クローンを作製する

ことができる。また、卵巣中の突然変異ヘテロ接合の生殖細胞は、優性の雌性

突然変異 ovoD1の作用によって、成熟卵に分化できないため、産み出された成熟

卵は、突然変異ホモ接合の生殖細胞に由来する。この卵を発生させて、母性

Mamo欠いた胚 (mamo− 胚) の解析を行った。母性 CBPを欠いた胚の解析のた

めに、減数分裂組換えを利用して、FRT 配列をもつ染色体に nej0.3突然変異を

導入した。この nej0.3FRT 系統と w ovoD1 v24 P{FRT}101; P{hsFLP}38系統を

交配し、生殖細胞クローンを作製し、クローンに由来する胚を CBP − 胚として

実験に用いた。 
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Mamo および MZD 強制発現胚の解析 

	 卵巣中で遺伝子発現を誘導できる matα-tub-Gal4 ドライバーと

UAS-Mamo-FLAG または UAS-MZD-FLAG 系統 (第２章参照、Hira et al., 

2013) と を 交 配 し 、 matα-tub-Gal4> UAS-Mamo-FLAG 、

matα-tub-Gal4>UAS-MZD-FLAG を そ れ ぞ れ 得 た 。 matα-tub-Gal4> 

UAS-Mamo-FLAG 雌 の 産 み 出 し た 胚  (Mamo-FLAG OE 胚 ) 、

matα-tub-Gal4>UAS-MZD-FLAG 雌の産み出した胚 (MZD-FLAG OE 胚) を

用いて Mamo、MZD 強制発現の影響を調べた。UAS-MZD-FLAG, UAS-CBP

と matα-tub-Gal4 を交配し得られた雌 matα-tub-Gal4> UAS-MZD-FLAG, 

UAS-CBPを用いてMZDと CBPの同時強制発現胚 (CBP・MZD-FLAG OE胚) 

の解析を行った。 

 

in situ hybridization  

	 vas mRNAの検出には、全長の vas cDNA (pGEM-vas cDNA) を鋳型として、

DIG標識アンチセンスRNAプローブを合成し、in situ hybridizationに用いた。

Mamo-FLAG OE胚、MZD-FLAG OE胚を材料とした vas mRNAの in situ 

hybridization は、以前報告した方法に従って行った (Mukai et. al., 2006; 

Mukai et. al., 2007)。しかし、従来法を用いて、ステージ 9 – 10のmamo− 胚

および CBP − 胚の vas mRNA のシグナルを安定して検出することが困難であ

った。これらの胚が物理的に弱く、損傷しやすいため良好なシグナルが検出し

にくいことが分かった。そこで、この点を解決するために、in situ hybridization
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の方法に以下の変更を加えた。採卵後の胚をステンレスメッシュ上に集め、次

亜塩素酸ナトリウムを加え3分室温でインキュベートし、ミリQ水で洗浄した。

その後、胚を、ヘプタン 1 mLと 4% (vol/vol) ホルムアルデヒドを含むPBS (4 % 

ホルムアルデヒド/PBS) 500 µLを混合した固定液に加え、25分間固定した。そ

の後、下層 (4% ホルムアルデヒド/PBS) を取り除き、メタノールを加え、激し

く振り、卵黄膜の除去を行った。その後、胚をメタノールで 2 回洗浄し、メタ

ノール中で-20℃で保存した。 

	 染色の時には、メタノール中で保存した胚を ME（90 vol% メタノール、24 

mM EGTA）、さらにME:4% ホルムアルデヒド/PBS=7:3、1:1、3:7の混合液で

洗浄した。その後、4% ホルムアルデヒド/PBS 中で、室温で 20 分間、後固定

した。後固定後の胚を PBTw0.1 (1×PBS、0.1% Tween20 (wt/vol)) で洗浄後、

改良版プレハイブリダイゼーション buffer (50 vol% ホルムアミド、4×SSC、

0.01% Tween 20 (wt/vol)) を 300 µL加え室温で 1時間インキュベートした。改

良版ハイブリダイゼーション buffer (50 vol% ホルムアミド、4×SSC、 5% 

dextran sulfate (wt/vol)、0.01% Tween 20 (wt/vol)) 200 µLに DIG標識 vasア

ンチセンス RNAプローブを 100 ng加え、プローブ溶液を用意した。プレハイ

ブリダイゼーション buffer を取り除き、胚にプローブ溶液を加え 55℃で一晩振

盪しながらインキュベートした。インキュベート後の胚をWashing buffer (50 

vol% ホルムアミド、2×SSC、0.01% Tween (wt/vol)) で洗浄し、過剰なプロー

ブを取り除いた。その後、胚をWashing bufferで洗浄し、Washing buffer 中

で 55℃、45分間の洗浄を 8回行った。洗浄後の胚に Washing bufferを加え、

さらに 55℃で一晩振盪しながらインキュベートした。その後、胚を PBTw0.1
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で洗浄し、Washing buffer を除去した。さらに PBTw0.1 中で 30 分間、室温

で振盪しながら洗浄した後に、胚に抗体溶液 (5 vol% ヤギ血清、AP 標識

anti-DIG Fab抗体 (1:2000) を含む PBTw0.1溶液) を 200 µL加え室温で 2時

間振盪しながら反応させた。その後、PBTw0.1 で洗浄し、過剰な抗体を取り除

き、AP発色用の溶液 buffer3 （100 mM Tris-HCl pH 9.5、100 mM NaCl、50 

mM MgCl2、0.1% Tween20 (wt/vol)）で胚を洗浄した。その後、最終濃度 175 

µg/mL の BCIP 、450 µg/mL NBT を含む buffer3中で胚を発色させた。発色

後の胚を PBTw0.1 で洗浄し、エタノールシリーズで脱水、ヒストクリアによ

る透徹処理後、オイキットを用いてマウントした。 

 

qRT-PCR 

	 野生型および MZD 強制発現胚を、1 時間採卵し、その後 25℃で 4 時間イン

キュベートし、ステージ 9 まで発生させた。この胚をステンレスメッシュ上に

集め、次亜塩素酸ナトリウムで卵殻を除去し、ミリ Q水で洗浄した。約 100個

の胚からトータル RNAを QIAGEN RNeasy Mini Kitを用いて抽出した。回収

した RNA溶液 30 µLの一部 (5 µL) を使って RNAの濃度を測定し、電気泳動

を行って RNAの質を確認した。RT-PCRに使用するまで、RNAはエタノール

沈殿の状態で、-80℃で保存した。 

	 野生型および MZD 強制発現胚から抽出したトータル RNA (1 µg) を

SuperScript III First-Strand 合成キット (Invitrogen) を用いて逆転写反応を

行った。合成された cDNA (1/10量)、遺伝子増幅用プライマー、SYBR Premix 

Ex TaqTM II (Tli RNaseH Plus) と混合し、qRT-PCR反応液を調製した。増幅
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反応はリアルタイムPCR装置 (TaKaRa Thermal cycler Dice Real Time) を用

いて行った。野生型の cDNAの希釈系列を用いて、遺伝子の発現量を測定した。 

各遺伝子に対するプライマーの塩基配列を Table 3-1に示す。 

 

EMSA 

	 EMSAは以前に報告した方法に従って行った (Hira et al., 2013; 第２章の材

料と方法を参照)。解析に用いたプローブの配列は Table 3-2に示す。 

 

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) 解析用の胚の固定 

	 野生型およびMZD強制発現胚を約 0.15 g集め、次亜塩素酸ナトリウムを用

いて卵殻を除去し、胚をミリ Q 水で洗浄した。その胚を、1.8% (vol/vol) のホ

ルムアルデヒドを含む Buffer A1 (15 mM HEPES-KOH pH 7.5、15 mM NaCl、

60 mM KCl、4 mM MgCl2、0.5% Triton X-100 (wt/vol)、0.5 mM DDT、complete 

EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche)) に入れ氷上でホモジナイズし、

15分間、室温でインキュベートした。その後、グリシン (最終濃度 0.125M) を

加え 5分間、室温でインキュベートした。その後、4℃で 3000 rpm、5分間、

遠心を行い、沈殿 (固定した胚) を回収した。沈殿に Buffer A1を 5 mL加え、

撹拌し洗浄した。この洗浄を合計 3回行った。その後、沈殿に Buffer A2 (15 mM 

HEPES-KOH pH 7.5、140 mM NaCl、1 mM EDTA、0.5 mM EGTA、1% 

Triton-X100 (wt/vol)、0.1% sodium deoxycholate (wt/vol)、0.1% SDS (wt/vol)、

0.5% N-lauroylsarcosine (wt/vol)、complete EDTA-free protease inhibitor 

cocktail) を加えて、撹拌し、沈殿を Buffer A2で洗い、最終的に沈殿を 2 mL
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の Buffer A2に懸濁し、4℃で 14000 rpm、2分間、遠心し、沈殿を回収した。

この沈殿 (固定胚) を、液体窒素を用いて凍結させた。 

ChIP 解析 

	 Dynabeads M280 Sheep anti-Mouse IgG (Life Technologies社) 40 µLを

0.5% BSA (wt/vol) を含む 1×PBS (0.5% BSA/PBS) 1mLで 3回洗浄した。ビー

ズに 0.5% BSA/PBSを含む 1×PBS 250 µLを加え、そこに抗体を 1 µg加え、4℃

で一晩反応した。抗体は mouse anti-FLAG M2 抗体 (SIGMA 社)、mouse 

anti-histone H3K27ac CMA309 (H. Kimura)、normal mouse IgG (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories) を使用した。上述の凍結保存した固定胚を溶

かし、buffer A2 4 mLに懸濁した。それを氷上で超音波破砕した。超音波破砕

は、ampl. 30%で 30秒 4回、インターバル 30秒で行った。その後、4℃で 10000 

rpm 30分間、遠心を行い、上清（断片化クロマチンサンプル）を回収した。こ

の一部（10%）を inputとして実験に使った。4℃で一晩、抗体と反応したビー

ズを 0.5% BSA/PBS 1 mLで 3回洗浄し、過剰な抗体を取り除いた。抗体が結

合したビーズに断片化クロマチンサンプルを加え、4℃で一晩、反応した。その

後、ビーズを、RIPA buffer 150 mM (50 mM Tris-HCl pH 8.0、1 mM EDTA pH 

8.0、0.1% SDS (wt/vol)、0.1% sodium deoxycholate (wt/vol)、150 mM NaCl、

complete EDTA-free protease inhibitor cocktail) 1 mLで洗浄した。次に RIPA 

buffer 500 mM (50 mM Tris-HCl pH 8.0、1 mM EDTA pH 8.0、0.1% SDS 

(wt/vol)、0.1% sodium deoxycholate (wt/vol)、500 mM NaCl、complete 

EDTA-free protease inhibitor cocktail) 1 mLで洗浄し、その後、TE (10 mM 

Tris-HCl pH 8.0、1mM EDTA) 1mLで 2回洗浄した。洗浄後のビーズに ChIP
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溶出 buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0、300mM NaCl、5 mM EDTA pH 8.0、

0.5% SDS (wt/vol)) 200 µL加え 65℃で一晩、加温し、クロマチンを溶出した。

この時、inputにも溶出 bufferを加え 65℃で一晩加温した。溶出したクロマチ

ンに RNase (最終濃度 0.2 µg/µL) を加え 37℃で 30 分間反応した。その後、

proteinase K (最終濃度 0.2 µg/µL) を加え 55℃で 2時間反応した。その後、フ

ェノール/クロロホルム抽出、エタノール沈殿により、DNAを抽出し、TE 40 µL

に溶解した。免疫沈降産物から回収された DNA 1 µL、プライマー、SYBR 

Premix Ex TaqTM II (Tli RNaseH Plus) と混合し、qPCR反応液を調製した。

増幅反応はリアルタイム PCR装置 (TaKaRa Thermal cycler Dice Real Time) 

を用いて行った。inputの DNAの希釈系列を検量線として用いて、免疫沈降産

物に含まれる DNAの量を測定した。ChIP解析に用いたプライマーの塩基配列

を Table 3-1に示す。 
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３−３ 

結果 

MZD 強制発現は内在性 vas 遺伝子の発現を活性化する 

	 これまでにエンハンサートラップ系統を用いた解析から、母性Mamoタンパ

ク質を欠いた胚 (mamo− 胚) では vas のエンハンサー活性が低下することが判

明している (Mukai et al., 2007)。しかし、Mamoが内在性 vas遺伝子の発現制

御に関わるのかは明確ではなかった。そこで、mamo− 胚における内在性 vas 

mRNAの発現を in situ hybridization法を用いて解析した。これまでの研究か

ら内在性 vas遺伝子の zygoticな発現は胚発生ステージ 9から始まることが明ら

かになっている (Van Doren et al., 1998)。そこでステージ 9 – 10における vas

遺伝子の発現を観察した。その結果、野生型胚と比較して、mamo− 胚では始原

生殖細胞中の vas 遺伝子の発現が低下することが分かった。野生型の 69%の胚

で、vas mRNAシグナル陽性の始原生殖細胞が観察される (n = 77)。これに対

して、38%のmamo− 胚でしか vasシグナル陽性の始原生殖細胞が検出されない 

(n = 55、P < 0.01; Fig. 3-1)。この結果から、Mamoが vas遺伝子発現の活性化

に必要であることが示唆される。次に、Mamo を強制発現させた胚での vas 遺

伝子の発現を調べた。 

	 卵巣中で遺伝子発現を誘導できる matα-tub-Gal4 ドライバーを用いて、

Mamo の母性発現量を増加させ、Mamo の発現量を胚全体で増加させた 

(Mamo-FLAG OE胚)。Mamo-FLAG OE胚を材料として、定量 PCRを行い、

vas遺伝子の発現量の解析を行った。その結果、ステージ 9 – 10のMamo-FLAG 

OE 胚では、野生型胚に比べて vas 遺伝子の発現量が増加することが判明した 
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(Fig. 3-2)。これらの結果から、Mamoが vas遺伝子の発現を活性化する作用を

もつことが示唆される。第２章の解析から、Mamoの断片化タンパク質 (MZD) 

が、全長タンパク質と同様に核に局在し、クロマチン構造に影響を与えること

が分かった。また、Mamo-FLAG OE胚の発生の進行に伴って、Mamo-FLAG

タンパク質の部分分解が起こり、C末端の C2H2型 Znフィンガードメインを含

む断片化タンパク質が検出されることが判明した (Fig. 3-3)。そこで、MZDに

注目し、matα-tub-Gal4 ドライバーを用いて、MZD の発現量を胚全体で増加

させた (MZD-FLAG OE胚)。このMZD-FLAG OE胚 (ステージ 9 – 10) を材

料として、定量 PCR を行い、vas 遺伝子の発現量の解析を行った。その結果、

野生型と比較してMZD-FLAG OE胚で、vas遺伝子の発現量が増加することが

分かった (Fig. 3-4)。さらに、Mamo 全長を強制発現させた場合と比較して、

MZDの強制発現が vas遺伝子の発現をより強く活性化することが明らかになっ

た (Fig. 3-4)。 

 

MZD は vas 遺伝子座に直接作用する 

	 次に、MZDが直接的に vas遺伝子の発現を活性化するのか、間接的に活性化

するのかを解析した。もし直接的に vas 遺伝子の発現を活性化するのであれば

MZD が vas 遺伝子座に直接結合することが予想される。そこで、MZD が vas

遺伝子座のどの領域に結合するのかを、MZDの DNA結合に必要なコンセンサ

ス配列 (TGCGT) を用いて検索した (第２章参照)。その結果、vas 遺伝子座に

13箇所のMZD結合サイト候補が見つかった (Fig. 3-5)。MZDがこれらの候補

サイトと結合するのかを、MZD-FLAG OE胚を材料として、anti-FLAG抗体を



 40 

用いた ChIP解析を行った。その結果、MZDが vas遺伝子座のイントロンにあ

る配列 (vas A) と in vivoで結合することが分かった (Fig. 3-6B)。MZDと vas 

Aの配列をもつ DNAとの結合を確認するために、vas Aの配列をプローブとし

て EMSAによる解析を行った結果、vas Aの配列をもつ DNAと GST-MZD タ

ンパク質が直接結合することが分かった (Fig. 3-6A)。これらの結果から、MZD

が vas 遺伝子座の第一イントロン中の配列と直接結合し、クロマチンの状態に

影響を与えることが示唆される。 

 

MZD 強制発現によって、vas イントロン中の MZD 結合領域のヒストン

H3K27 のアセチル化レベルが高くなる 

	 次に、MZDによる vas遺伝子の発現活性化メカニズムの解析を試みた。これ

までの研究からBTB/POZ zinc-fingerタンパク質として知られている Fruitless

タンパク質が、クロマチン制御因子と相互作用し、下流遺伝子の発現を制御す

ることが明らかにされている (Ito et al., 2012)。また、イントロン中にエンハン

サーが含まれる遺伝子では、イントロンの領域のヒストン H3 タンパク質 N 末

端の 27番目のリシン残基のアセチル化 (H3K27ac) のレベルが高くなることが

報告されている (Creyghton et al., 2010; Fig. 1-4)。さらに、H3K27ac修飾が

転写伸長反応の促進に関わることが示されている（Stasevich et al., 2014）。こ

れらのことから、MZDが vas遺伝子座の H3K27ac修飾レベルを高め、vas遺

伝子の発現を活性化すると予想した。この可能性を検証するために、野生型胚

及びMZD-FLAG OE胚を材料として、anti-H3K27ac抗体を用いた ChIP解析

を行った。その結果、野生型と比べてMZD-FLAG OE胚中で、MZD結合サイ
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ト（vas A）のヒストン H3K27ac のレベルが著しく高くなることが分かった 

(Fig. 3-7)。これらの結果から、MZDは vas遺伝子座に直接結合し、ヒストンの

アセチル化の制御を介して、vas遺伝子の発現を活性化すると考えられる。 

	 MZD 自体にはヒストンのアセチル化に関与する機能ドメインは含まれてい

ない。このことから、MZD が別のヒストンアセチル化酵素と共同して作用し、

vas遺伝子の発現を活性化すると予想した。これまでに CBPタンパク質がヒス

トン H3K27のアセチル化に関わることが報告されている (Tie et al., 2009)。そ

こで、CBP タンパク質に注目し、まず CBP タンパク質が内在性 vas 遺伝子の

発現に必要かを解析した。発生過程の RNA-seq解析データから、CBP mRNA

が初期胚に母性供給されることが示唆された (FlyBase、http://flybase.org)。シ

ョウジョウバエでは nejire (nej) 遺伝子が CBPをコードする。nej突然変異体

は致死であるため、germline clone 作製して、母性供給 CBP を低下させた 

(CBP − 胚)。CBP − 胚における vas遺伝子の発現を in situ hybridization法によ

り解析した。野生型と CBP−胚のステージ 9 – 10における vas遺伝子の発現を

比較した結果、CBP − 胚では vas遺伝子の発現が低下することが分かった (Fig. 

3-8)。60%の野生型胚で、vas mRNA 陽性の始原生殖細胞が観察されるのに対

して (n = 35)、5%の CBP − 胚でしか vas mRNA陽性の始原生殖細胞が観察さ

れないことが分かった (n = 44、P < 0.01)。このことから、CBPが内在性 vas

遺伝子の発現活性化に必要であることが明らかになった。次に、MZDと CBP が

共同して vas遺伝子の発現を活性化するかを検討するために、MZDと CBPを

同時に初期胚中で強制発現し (CBP・MZD-FLAG OE胚)、vas遺伝子の発現量

に対する影響を調べた。MZD-FLAG OE胚では vas遺伝子の発現量が増加する
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ことが分かっている。これに対して、CBP・MZD-FLAG OE胚では、MZD-FLAG 

OE胚よりさらに vas遺伝子の発現量が増加することが判明した (Fig. 3-9)。ま

た、CBPだけを強制発現させた胚 (CBP OE胚) では vas遺伝子の発現量はほ

とんど増加せず、野生型と同程度であることが明らかになった (Fig. 3-9)。これ

らの結果から、CBP 単独の強制発現は、vas 遺伝子の発現活性化に十分ではな

いが、MZDと CBPの共発現が vas遺伝子発現を相乗的に活性化する作用をも

つことが示唆される。以上の解析結果は、MZDが CBPを vas遺伝子座にリク

ルートし、ヒストン H3K27 のアセチル化を促進することを介して、vas遺伝子

の発現を活性化するという制御機構を強く支持する。 

	 胚発生過程の始原生殖細胞中で、生殖細胞関連遺伝子 nos の発現が活性化さ

れることが知られている (Yatsu et al., 2008)。そこで、MZDの強制発現が nos

遺伝子の発現に影響を与えるかを調べた。その結果、MZD の強制発現が、nos

遺伝子の発現に顕著な影響を与えないことが分かった (Fig. 3-10)。この結果か

ら、Mamoが特定の遺伝子発現に影響を与えることが示唆される。 
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３−４	  

考察  

	 第３章の解析から、生殖細胞関連遺伝子である vas遺伝子がMamoの標的遺

伝子の一つであることが明らかになった。内在性 vas 遺伝子の発現が開始する

胚発生ステージ 9 – 10での vas遺伝子の発現を解析した結果、mamoを欠いた

胚では野生型と比べて、始原生殖細胞中で vas 遺伝子の発現が低下することが

明らかになった。逆に、Mamo及びMZDの強制発現により、vas遺伝子の発現

量が増加することが判明した。ChIP解析、EMSA解析により、MZDが vas遺

伝子座のイントロン中の vas A 配列と直接結合することが明らかになった。ま

た、MZD 強制発現によって vas A領域のヒストン H3K27acのレベルが高くな

ることが明らかになった。さらに遺伝学的解析から、MZDと H3K27のアセチ

ル化酵素 CBPとが共同して作用することが判明した。これらの結果は、Mamo

が CBPを vas遺伝子座にリクルートすることで、vas遺伝子の発現を活性化す

るという作用機構を強く支持する。 

	 著者の知る限りにおいて、これまでに、vas遺伝子の発現に影響を与える母性

因子は同定されているが、その発現の活性化に十分な因子は報告されていない 

(Yatsu et al., 2008)。Mamoの低下が、始原生殖細胞の生存や維持に影響を与え、

間接的に vas 遺伝子発現の低下を引き起こす可能性が考えられる。しかし、

Mamo の母性供給量を増加させることにより、vas 遺伝子の発現量が増加する

ことから、Mamo が vas 遺伝子の転写活性化に関わることが示唆される。さら

に、MZDが vas遺伝子座に直接作用すること、vas遺伝子座の転写活性化に関

わるヒストン修飾 H3K27ac レベルを高めることから、Mamo が転写活性化に
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直接関与すると考えられる。 

	 本研究により、Mamo 全長とともに MZD 強制発現が vas 遺伝子の発現誘導

に十分であることが分かった (Fig. 3-4)。このことから Mamo の N 末端の

BTB/POZドメインは vas遺伝子の活性化に必要ないと考えられる。MZDの C

末端の Znフィンガードメインは特定の塩基配列をもつDNAに結合する性質を

もつ（第２章）。MZDの他のドメインが CBPと相互作用し、この相互作用を介

して CBP が vas 遺伝子座にリクルートされる可能性がある。これまでに CBP

がポリグルタミン配列やポリプロリン配列をもつタンパク質と相互作用するこ

とが報告されている (Steffan et al., 2000)。MZDにもポリグルタミン配列やポ

リプロリン配列が含まれており、これらの配列を介してMZDが CBPと相互作

用することが予想できる。今後、MZD と CBP タンパク質間の相互作用を解析

する必要がある。 

	 Mamo全長の強制発現よりも、MZDの強制発現が vas遺伝子の発現をより強

く誘導することが分かった。これまでに、ほ乳類の BTB/POZ Znフィンガータ

ンパク質の解析から、BTB/POZと C2H2 型 Znフィンガードメインの間の領域

が翻訳後修飾を受け、BTB/POZ Znフィンガータンパク質の活性が抑制される

ことが知られている (Roh et al., 2007)。Mamoに含まれる機能調節あるいは抑

制ドメインが取り除かれたことによって、MZDがより強い転写活性化の効果を

もつ可能性が考えられる。今回、実験で用いた MZDは Mamoタンパク質を断

片化した人工産物である。しかし、ショウジョウバエのトランスクリプトーム

解析からMZDと似た構造をもつmamo mRNAが卵巣中に検出されることが報

告されている (FlyBase)。このことから、始原生殖細胞中で BTB/POZドメイン
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をもたないMamoタンパク質が機能をもつ可能性が考えられる。 

	 mamo− の始原生殖細胞中で、vas 遺伝子のエンハンサー活性が低下すること

が知られているが、vas遺伝子の発現は完全に抑制されないことが報告されてい

る (Mukai et al., 2007)。このことから、Mamo以外の因子による vas遺伝子発

現の活性化が予想できる。vas遺伝子の上流解析から、転写開始点の上流 -96 ~ 

-57塩基の位置にあるシスエレメントがvas遺伝子の発現に必要であることが知

られている (Sano et al., 2002)。このシスエレメントにMamo結合配列は含ま

れないことから、別の転写活性化因子が上流のシスエレメントを介して、vas

遺伝子の転写活性化に関わる可能性が示唆される。本研究によって、Mamo が

vas 遺伝子の第一イントロン中の結合配列に作用することが明らかになった。

vas遺伝子の上流域とイントロンにそれぞれ独立の転写制御機構が作用し、並列

的に vas遺伝子の発現を制御する可能性が考えられる。複数の転写制御機構が、

生殖細胞中での vas 遺伝子発現の安定化や発現の連続性に寄与するのかもしれ

ない。 

	 これまでに、ヒストンのアセチル化と転写活性化の相関は明らかになってい

たが、因果関係については不明であった。最近、特定の遺伝子座のヒストンア

セチル化 (H3K27ac) が、転写因子が標的遺伝子を探し出す速度を上げること、

さらに RNAポリメラーゼ IIの CTDの Ser5リン酸化から Ser2リン酸化への

変化を促進し転写開始反応から伸長反応に移行する速度を高めることで、標的

遺伝子の転写を高めることが明らかになった (Stasevich et al., 2014)。ヒスト

ンのアセチル化修飾が転写反応を促進する一つの原因であると考えることがで

きる。この結果と本研究の結果を合わせて考えると、Mamo が、ヒストンアセ
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チル化を介して、始原生殖細胞中の特定の遺伝子の発現を高めるための前提と

なるクロマチン状態を作り出すことが強く示唆される。母性供給される転写因

子の RNAiによるノックダウンスクリーニングにより、vas遺伝子の発現に影響

を与える転写関連因子 (ovo、Trf2) が同定されている (Yatsu et al., 2008)。ク

ロマチン制御因子Mamoと転写因子 ovo、さらに TATA配列結合タンパク質関

連因子 Trf2が共同して vas遺伝子の活性化に関わる可能性がある。 

	 本研究により、vas 遺伝子が Mamo の標的遺伝子の一つであることが明らか

になった。今後、MZD-FLAG OE胚を材料とした網羅的な ChIP-seq解析と遺

伝子発現解析を行うことで、Mamo の標的遺伝子の全貌が明らかになると予想

できる。MZD の強制発現が、生殖細胞関連遺伝子 nos の発現を活性化しない 

(Fig. 3-10) ことから、Mamoが生殖細胞中の特定の遺伝子発現に影響を与える

こと、生殖細胞関連遺伝子の転写活性化に複数の制御機構が関与することが示

唆される。 

	 これまでに、ショウジョウバエの生殖質に含まれる多くの母性因子が同定さ

れており、いくつかの母性因子 (Gcl、Nos、Pgc) が RNAポリメラーゼⅡ CTD 

のリン酸化の抑制を介した始原生殖細胞中の転写抑制に関与することが明らか

になっている (Kobayashi et al., 2005)。これに対して、始原生殖細胞中におけ

る転写活性化の制御機構に関する研究の報告例は多くない。本研究により、ヒ

ストンアセチル化を介したエピジェネティックな制御機構が始原生殖細胞中の

生殖細胞関連遺伝子の活性化に関わることが明らかになった。また、CBP が

Mamo のコファクターとして作用することが判明した。マウスの始原生殖細胞

中では embryonic stem (ES) 細胞と比較して、CBPが高レベルで発現しており、
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始原生殖細胞の維持に関与することが報告されている (Elliott et al., 2007)。こ

のことからショウジョウバエ以外の他の動物種においても、ヒストンアセチル

化を介した制御が生殖細胞の維持や、分化に重要な働きをもつ可能性が示唆さ

れる。本研究の結果は、始原生殖細胞中のエピジェネティックな遺伝子発現制

御の重要性を示すもので、生殖細胞の形成に関わる分子機構の解明に貢献する

と考えられる。 
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Table 3-1 リアルタイム PCRに用いたプライマーの塩基配列 

プライマー	 塩基配列	 

RT-rp49 F 5'-AGCGCACCAAGCACTTCATC-3' 

Rt-rp49 R 5'-GACGCACTCTGTTGTCGATACC-3' 

RT-vas sense 5'-TTGCGTTGCGCGAAGTGAT-3' 

RT-vas anti-sense 5'-CGCCGCGAGTATCAACAAT-3' 

RT-nos F 5'-CGGACGAGATTGCGCGAT-3' 

RT-nos R 5'-ACGGGAGTGCTCCGCCA-3' 

 

Table 3-2 EMSAに用いたプローブの塩基配列 

プローブ	 塩基配列	 

EMSA-vasa 2S 5'-ATTTGTTTTTCCTGCGTTGCCTGCTGAGT-3' 

EMSA-vasa 2AS 5'-ACTCAGCAGGCAACGCAGGAAAAACAAAT-3' 
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Fig. 3-1 mamo− 胚における vas遺伝子の発現低下 

	 ステージ 10 の野生型胚と mamo− 胚を、vas アンチセンスプローブを用いて染色した。野生

型胚では、胚の中腸原基の近傍の始原生殖細胞中に vas mRNAのシグナルが検出される (矢じ

り)。mamo− 胚では vas mRNAのシグナルが著しく低下する。 

mamo- 

vas 	�
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Fig. 3-2 Mamo-FLAG OE胚における vas遺伝子の発現 

	 (A) ステージ 10の野生型胚とMamo-FLAG OE胚を vasアンチセンスプローブを用いて染色

した。矢印は vas陽性の始原生殖細胞を示す。(B) ステージ 9 – 10の野生型とMamo-FLAG OE

胚における vas mRNA の発現量を qRT-PCR により検出した。✳P < 0.05 有意差検定には

one-way analysis of variance (one-way ANOVA) を用いた。 
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Fig. 3-3 胚発生の進行に伴う母性Mamoタンパク質の部分分解 

	 野生型及びMamo-FLAG OE胚の抽出物を、anti-FLAG抗体を用いてウエスタンブロッティ

ングした。産卵直後の胚には全長 Mamo (a) が検出されるが、胚発生の進行に伴って低分子量

の Mamo 分解産物のシグナル (b) が検出される。18 ℃で一定時間発生を進行させた胚を解析

に用いた。Mamoの C末端に付加した FLAGタグを検出していることから、Mamoの C2H2型

ZnフィンガードメインをもつMamo断片が検出されている。 
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Fig. 3-4 MZD-FLAG OE胚における vas遺伝子の発現 

	 (A) ステージ 10の野生型胚とMZD-FLAG OE胚を vasアンチセンスプローブを用いて染色

した。(B) ステージ 9 – 10の野生型胚と MZD-FLAG OE胚における vas mRNAの発現量を

qRT-PCRにより検出した。✳P < 0.05 有意差検定には one-way ANOVAを用いた。 

 

0"
0.2"
0.4"
0.6"
0.8"
1"

1.2"
1.4"
1.6"
1.8"
2"

2.2"
2.4"
2.6"

Mamo-FLAG"OE" MZD-FLAG"OE"

	 	

	
	

A B



 53 

 
 

 

Fig. 3-5 vas遺伝子座のMZD結合配列の候補 

	 MZD の DNA 結合に必要なコンセンサス配列をもとに、vas 遺伝子座上の MZD 結合配列の

候補を検索した結果、13箇所の候補があることが分かった。 

1� 2�3�4� 5� 6�7� 8� 9� 10� 11�12�13�

vas�
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Fig. 3-6 MZDは vas遺伝子座に直接結合する 

	 (A) EMSA解析によりMZDが vas遺伝子座にある配列 (vas A) と結合することが分かった。

vas Aの塩基配列をもつプローブと GST-MZDタンパク質を用いて EMSA解析した結果、プロ

ーブと GST-MZD の複合体が検出された (アスタリスク)。(B) MZD-FLAG OE 胚に対して

anti-FLAG抗体を用いた ChIP解析を行った結果、MZDが vas Aの領域に多く検出された。 

有意差検定には one-way ANOVAを用いた。 
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Fig. 3-7 MZD強制発現による H3K27ac修飾レベルの上昇 

	 MZD-FLAG OE胚と野生型胚に対して anti-H3K27ac抗体を用いたChIP解析を行った結果、

MZD-FLAG OE胚の vas A領域に高レベルの H3K27acが検出された。 

有意差検定には one-way ANOVAを用いた。 
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Fig. 3-8母性 CBPを低下させた胚における vas遺伝子の発現 

	 ステージ 10の野生型胚と CBP − 胚を vasアンチセンスプローブを用いて染色した。矢じりは

vas 陽性の始原生殖細胞を示す。母性 CBP を低下させた胚の始原生殖細胞中では、vas 遺伝子

の発現が低下することが分かった。 

 

 

CBP –   

vas 	 
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Fig. 3-9 MZDと CBPの共発現の vas遺伝子の発現に対する影響 

	 ステージ 15の野生型、MZD-FLAG OE、CBP・MZD-FLAG OE、CBP OE胚における vas 

mRNAの発現量を qRT-PCRにより検出した。vas遺伝子の発現量は、MZDだけを強制発現さ

せた時よりもMZDと CBPの両方を強制発現させた時の方が増加する。これに対して、CBPだ

けを強制発現させても vas遺伝子の発現量に影響を与えない。 

有意差検定には one-way ANOVAを用いた。 
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Fig. 3-10 MZD強制発現の nos遺伝子の発現に対する影響 

	 ステージ 15の野生型胚とMZD-FLAG OE胚における nos mRNAの発現量を qRT-PCRによ

り検出した。P > 0.05有意差検定には one-way ANOVAを用いた。 
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第４章 生殖細胞分化とヒストン修飾の関係 

４−１	  

序論 

	 ヒストンタンパク質の翻訳後修飾は、転写の活性化や抑制などの遺伝子発現

制御に関与する。例えば、遺伝子発現の活性化には、ヒストン H3タンパク質 N

末端の 4 番目のリシン残基 (H3K4) や 36 番目のリシン残基 (H3K36) のメチ

ル化が関係する。これに対して、9番目のリシン残基 (H3K9) や 27番目のリシ

ン残基 (H3K27) のメチル化が遺伝子発現の抑制と関係することが知られてい

る (Fig. 1-4) (Sims et al., 2003)。H3K4me3、H3K27me3などのヒストン修飾

が、全能性幹細胞である ES細胞の維持やその分化能の制御に重要な役割をもつ

ことが知られている (Bloushtain-Qimron et al., 2009; Jiang et al., 2011)。ま

た、ヒストン修飾が成体組織中の幹細胞の維持にも関与する (Buszczak et al., 

2009)。 

	 ショウジョウバエ成虫の卵巣小管の germarium 領域の先端部には生殖幹細

胞が存在し、terminal filamentやキャップ細胞から構成される生殖幹細胞ニッ

チに接触した状態で生殖幹細胞が維持される (Fig. 4-1)。生殖幹細胞が分裂し、

ニッチから離れた娘細胞はシストブラストに分化し、さらに不完全分裂し、細

胞間連絡で繋がった 16 細胞シストに分化する。16 細胞シスト中には枝分かれ

した細胞内小器官フューゾームが観察され、この構造が 16細胞シスト中の生殖

細胞の運命決定に関与することが知られている。16細胞シスト中の１つが卵母

細胞に、残りの 15 個の細胞が哺育細胞に運命決定される。16 細胞シストはそ

の後、濾胞細胞に取り囲まれて卵室を形成し、その中で卵母細胞の成熟が進行
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する (Fig. 4-1)。 

	 これまでに生殖幹細胞ニッチから作り出される分泌性タンパク質、bone 

morphogenetic protein (BMP) が生殖幹細胞の維持に重要な役割をもつことが

報告されている (Ohlstein and McKearin, 1997; Chen and McKearin, 2003)。

BMP がニッチに接した生殖幹細胞に作用し、幹細胞中の分化促進因子

bag-of-marbles (bam) の発現の抑制が起こり、幹細胞の未分化状態が維持され

る。幹細胞が分裂し、娘細胞がニッチから離れると、BMPシグナルによる転写

抑制が解除され、娘細胞 (シストブラスト) 中で分化促進因子 Bamが合成され

るようになる。Bamタンパク質が Nanos/Pumilio翻訳抑制複合体と拮抗し、翻

訳抑制の解除を介して、生殖細胞の分化を促進するモデルが提唱されている (Li 

et al., 2009)。 

	 BMPシグナルだけでなく、エピジェネティックな遺伝子発現の抑制が生殖幹

細胞の維持に必要であることが報告されている。遺伝子発現の抑制に関わるヒ

ストン修飾を触媒する酵素をコードする scrawny や eggless 遺伝子が生殖幹細

胞の維持に必要である (Buszczak et al., 2009; Wang et al., 2011)。しかし、分

化の促進に関わるエピジェネティックな遺伝子発現の制御機構や、分化促進因

子 Bamとエピジェネティックな制御機構との関係は不明である。 

	 本研究によって、生殖幹細胞の分化過程において、生殖細胞中でヒストン修

飾 H3K36のトリメチル化 (H3K36me3) のレベルが一過的に増加すること、

H3K36のトリメチル化酵素Set2が生殖細胞中のH3K36me3レベルの上昇と生

殖細胞の分化に必要であること、さらに、Set2が分化促進因子 Bamの下流で

働くことが判明した。また、生殖細胞の分化に必要な orb遺伝子の発現の活性
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化に Set2が関与することが判明した。
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４−２ 

材料と方法 

実験に用いたショウジョウバエの系統 

	 野生型系統として、Oregon-Rを使用した。Set21/FM7は Dr. M. Kurodaか

ら、bam86/TM3 は Dr. D. M. MacKearin からご供与頂いた。 orbdec/+, 

UAS-Set2.IR、v24 P{FRT}101、P{ubi-GFP FRT101}、P{MKRS, hs-FLP 86E}、

P{hs-Gal4}は Bloomington Stock Centerから、A2BP1KG06463/+ は Drosophila 

Genetic Resource Center から、 UAS-Set2 RNAi (106459) は Vienna 

Drosophila RNAi Center (VDRC) から分与して頂いた。全ての系統は 25℃も

しくは室温で、ショウジョウバエ飼育培地を用いて飼育した。各々の実験に使

った温度条件は以下に記述した。 

 

免疫染色 

	 以前に報告した方法に従って卵巣の免疫染色を行った (Mukai et al., 2011)。

H3K4me1 に特異的なモノクローナル抗体 (CMA301)、H3K4me2 に特異的な

モノクローナル抗体 (CMA302)、H3K4me3 に特異的なモノクローナル抗体 

(CMA303)、H3K27acに特異的なモノクローナル抗体 (CMA309)、H3K27me3

に特異的なモノクローナル抗体 (140-20 IE7)、H3K36me3に特異的なモノクロ

ーナル抗体 (144-6 13C9) をそれぞれ 1:10に希釈して使用した (Kimura et al., 

2008)。一次抗体として、 rabbit anti-Vas 抗体  (1:500 希釈 )、mouse 

anti-Set2/dHypb (1:15希釈) (Bell et al., 2007)、rabbit anti-GFP (1:200希釈, 

Invitrogen) を使用した。 mouse 1B1 モノクローナル抗体 (1:10希釈)、mouse 
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anti-Orb 4H8 モノクローナル抗体 (1:30希釈)、rat anti-DN-cadherin モノク

ローナル抗体 (1:20希釈) は Developmental Studies Hybridoma Bankから分

与して頂いた。Alexa Fluor 488-と 568-標識二次抗体 (Molecular Probes) は 1:1000

希釈で使用した。染色した卵巣は共焦点顕微鏡 (TCS NT、Leica Microsystems) で

観察した。 

 

卵巣の表現型の解析方法 

	 FLP/FRT組換えシステムを用いて、突然変異ヘテロ接合の個体にホモ接合の

細胞クローンを作製し、遺伝子の機能を失った細胞の解析を行った。クローン

作製は以前に報告した手順に従って行った (Mukai et al., 2011)。減数分裂組換

えを利用して、FRT配列をもつ染色体に Set21突然変異を導入した。この Set21 

FRT 染色体を用いて、Set2 −の生殖細胞クローンを作製した。コントロールの

生殖細胞クローンは突然変異を導入していない FRT 染色体を用いて作製した。

Set2遺伝子に対する RNAiを用いてノックダウン実験を行うために、成虫にな

るまで 30℃で飼育した nanos-Gal4/+; UAS-Set2.IR/+ の雌個体を実験群とし、

同様に 30℃で飼育した nanos-Gal4/+ の雌個体をコントロール群として実験を

行った。生殖幹細胞に対する bam 遺伝子の強制発現の影響を調べるために、

hs-bam 系統の雌成虫を 37℃で 1 時間加温し、その後 1 時間 25℃で飼育した。

その後、もう一度 37℃で 1時間加温し、解剖するまで 25℃で飼育した。この条

件でヒートショック処理を行った野生型卵巣で、生殖細胞中の Set2の細胞内局

在に異常が観察されることが分かった。そこで、hs-bamの発現をより穏やかな

温度条件で誘導し、Set2 の核局在に対する bam 強制発現の影響を調べた。
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hs-bam 系統と野生型の成虫雌個体をそれぞれ 30℃で 3 日間飼育し、免疫染色

し Set2の核局在を解析した。 

 

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) 解析  

	 野生型と bam86 突然変異体の卵巣を材料として、以前に報告されている方法

に従って、ChIP解析を行った (Baxley et al., 2011)。免疫沈降反応には 1 µg

の抗体を使用した。コントロールとして、normal mouse IgG (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories) を 使 用 し た 。 anti-H3K36me3 、

anti-H3K4me3 (Kimura et al., 2008) と anti-RNA polymerase II (8WG16; 

Covance) 抗体を ChIP解析に使用した。インプットの DNA、コントロール IgG 

を用いた免疫沈降サンプルの DNA および各種の抗体を用いた免疫沈降サンプ

ルの DNA をそれぞれ PCR により解析した。定量 PCR には GeneAce SYBR 

qPCR Mix (Nippon Gene) を使用した。Table 4-1のプライマーを ChIP解析に

用いた。 
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４−３ 

結果 

シストブラスト中で H3K36me3 のレベルが高くなる 

	 生殖細胞の分化とヒストン修飾を介した遺伝子発現制御との関連を調べるた

めに、まず、成虫卵巣において、生殖幹細胞からシストブラスト、さらに 16細

胞シストに分化する過程でヒストン修飾の状態がどのように変化するかを解析

した。野生型の卵巣をヒストン修飾特異的な抗体を用いて染色した (Fig. 4-2; 

Kimura et al., 2008)。その結果、ニッチを離れ、分化を開始した生殖細胞であ

るシストブラスト中で、遺伝子の発現活性化と関連するヒストン修飾

H3K36me3のレベルが高くなることが分かった (Fig. 4-2F、G)。シストブラス

ト中で分化促進因子 Bam が発現することが知られている。そこで、Bam の発

現を bam-GFPレポーターを用いて検出し、ヒストン修飾 H3K36me3のシグナ

ルと比較した結果、H3K36me3のシグナルが bam-GFP陽性のシストブラスト

中で増加することが明らかになった (bam-GFP ; Chen and McKearin, 2003a) 

(Fig. 4-2H)。これに対して、遺伝子の抑制と関係するヒストン修飾である

H3K27me3 のシグナルは bam-GFP 陰性の未分化な生殖細胞中では高く、

bam-GFP 陽性の分化が進んだシストブラスト中では、H3K27me3 のシグナル

が低下することが分かった (Fig. 4-2E、I)。これらの観察から、H3K36me3の

レベルが生殖幹細胞からシストブラストへの分化過程で高くなることが判明し

た。次に、未分化な生殖細胞が多く含まれる野生型の三齢幼虫の卵巣と bam86

突然変異体の成虫卵巣における H3K36me3のレベルを解析した。その結果、未

分化な生殖細胞中では H3K27me3 のシグナルは検出されたが、H3K36me3 の
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強いシグナルは検出されなかった  (Fig. 4-2J-M)。これらの結果から、

H3K36me3を介したエピジェネティックな制御が生殖細胞の分化に関与するこ

とが示唆された。 

	  

Set2 ヒストンメチル化酵素はシストブラストにおける H3K36me3 レベ

ルの上昇と分化に必要である 

	 H3K36me3 修飾に Set2 ヒストンメチル化酵素が関わることが知られている 

(Larschan et al., 2007; Stabell et al., 2007)。そこで、Set2の卵巣における発現

を、anti-Set2 抗体を用いた免疫染色により調べた。その結果、germarium 中

のほとんどの生殖細胞中で Set2 が発現していること、さらに Set2 の核内レベ

ルがシストブラスト中で高くなることが分かった (Fig. 4-3A)。次に Set2 が

H3K36me3 レベルの上昇や生殖細胞の分化に必要かどうかを確かめるため、

UAS-Set2.IR系統 (Stabell et al., 2007) を用いて生殖細胞中の Set2の発現を

抑制することを試みた。生殖細胞中で Set2 RNAiを発現させることで、Set2レ

ベルを低下させることができることが判明した (Fig. 4-4)。全て (100%) のコン

トロール (nanos-Gal4/＋) の卵巣小管の germarium 領域では、生殖細胞中で

Set2シグナルが検出された (n = 97)。これに対して、Set2 RNAiを nanos-Gal4

を用いて生殖細胞中で発現させた場合には、57%の卵巣小管で生殖細胞中の

Set2のシグナルが著しく低下することが分かった (Fig. 4-4; n = 170)。 

	 次に、Set2 RNAiを発現させた卵巣小管での H3K36me3レベルを観察した。

その結果、Set2 RNAi処理により H3K36me3のレベルが低下することが明らか

になった。コントロールの卵巣では、97%の卵巣小管においてシストブラスト
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中で H3K36me3シグナルが検出された (Fig. 4-3B; n = 30)。これに対して、

nanos-Gal4ドライバーを用いて Set2 RNAiを生殖細胞中で発現させた時には、

シストブラスト中に H3K36me3 のシグナルが検出される卵巣小管が 41%まで

減少することが判明した (Fig. 4-3C; n = 39、P < 0.001)。さらに、Set2 RNAi

処理によって生殖細胞の分化が阻害されることが分かった。野生型の卵巣小管

に含まれる生殖幹細胞やシストブラスト中にはスペクトロソームという球状の

細胞内小器官が含まれる。これに対して、より分化の進んだ 16細胞シスト中に

は枝分かれした細胞内小器官フューゾームが観察される。このフューゾーム構

造が 16細胞シストの分化の指標となる。1B1抗体を用いた免疫染色により、卵

巣小管中のフューゾーム構造を解析した結果、ほとんど (96%) のコントロール 

(nanos-Gal4/＋) の卵巣小管において、枝分かれしたフューゾームをもつ生殖細

胞シストが観察された (Fig. 4-3D; n = 47)。これに対して、34%の Set2 RNAi

を発現させた卵巣小管中で、フューゾームの断片化が起こり、生殖細胞シスト

の分化の異常が観察された (Fig. 4-3E; n = 67; P < 0.001)。これらの結果から、

Set2 が H3K36me3 レベルの上昇とシストブラストの分化の両方に必要である

ことが示された。 

	 次に Set2の null alleleである Set21 突然変異体 (Larschan et al., 2007) を

用いて生殖細胞クローンの解析を行った。その結果、ほとんど (80%) のコント

ロールクローン中で、強い H3K36me3シグナルが検出された (Fig. 4-3F; n = 

30)。これに対して、74%の Set2の機能を欠いた (Set2 −) 生殖細胞クローン中

で H3K36me3レベルが著しく低下することが分かった (Fig. 4-3G; n = 38)。さ

らに、84%の Set2 −生殖細胞シストで生殖細胞の分化異常が観察された (Fig. 
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4-3H; n = 37)。これらの結果から、Set2がシストブラストにおける H3K36me3

レベルの上昇と生殖細胞の分化に必要であることが明らかになった。 

 

Set2 は bam の下流で作用する 

	 次に Set2と分化促進因子 Bamが共同して生殖細胞の分化を制御するのかを

調べるために、両者の間の遺伝学的相互作用を調べた。それぞれの突然変異体

のヘテロ接合体 bam86/+と Set1/+の卵巣では、シストブラストの分化の異常が

観察される卵巣小管の割合がそれぞれ 5% (n = 77)、3% (n = 68) 程度であるの

に対して、２重ヘテロ突然変異体 (Set21/+; bam86/+) では、26%の germarium

で、シストブラストの分化の異常が観察された (n = 125) (Fig. 4-5A-C)。これら

の結果から、Set2が bamと共同してシストブラストの分化を促進する可能性が

示された。次に Bam の発現に Set2 の活性が必要かを確かめるために、Set2 −

の生殖細胞中での Bamの発現を調べた。その結果、生殖細胞中の Set2の活性

が Bamの発現に必要ないことが分かった (Fig. 4-6)。これに対して、bam突然

変異体では生殖細胞中の核内 Set2 レベルが減少することが明らかになった 

(Fig. 4-5D、E)。これらの結果から、bamが Set2の制御に関わることが示唆さ

れる。このことは、上述の bam突然変異体で H3K36me3のレベルが減少する

結果と合致する (Fig. 4-2M)。 

	 もし、bamが Set2の制御に関わるならば、bamと Set2が共同してヒストン

修飾H3K36me3の制御に関与することが予想できる。そこで、次に bamと Set2

の２重ヘテロ突然変異体を作製し、H3K36me3修飾に対する影響を調べた。そ

れぞれの突然変異体のヘテロ接合体 Set1/+と bam86/+ の卵巣では、シストブラ
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ストの中の H3K36me3シグナルが検出されない卵巣小管の割合がそれぞれ 3% 

(n = 117)、2% (n = 134) 程度であるのに対して、２重ヘテロ突然変異体 

(Set21/+; bam86/+) では、29%の卵巣小管でシストブラスト中の H3K36me3シ

グナルが観察されないことが分かった (n = 157) (Fig. 4-7)。これらの結果から、

bamと Set2が共同してH3K36me3修飾の制御に関わることが明らかになった。 

	 bam が H3K36me3 レベルの上昇に十分かを確かめるために、ヒートショッ

ク処理によって強制的に bamの発現を誘導できる hs-bam系統 (ヒートショッ

クプロモーターの下流にbamの cDNAが連結されたコンストラクトを導入した

系統、Ohlstein and McKearin, 1997) を用いて、H3K36me3に対する影響を

観察した。その結果、bam の強制発現によって H3K36me3 レベルが上昇する

ことが判明した。野生型の卵巣小管では、ヒートショック処理によって

H3K36me3レベルが上昇した生殖幹細胞は観察されない (n = 42)。これに対し

て、hs-bam系統の場合には、ヒートショック処理を行った 51%の卵巣小管中で

強い H3K36me3 シグナルをもつ生殖幹細胞が検出された (Fig. 4-5F、G; n = 

65)。この観察から、bamの発現が H3K36me3レベルを上昇させる作用をもつ

ことが示唆される。 

	 Set2 が H3K36me3 修飾を触媒するメチル化酵素であることから、bam が

Set2を活性化し、H3K36me3レベルの増加が起こり、生殖細胞の分化が促進さ

れると予想した。そこで、Set2が bamの下流で作用するのかを検討するために、

次の実験を行った。bam 強制発現によって幹細胞の分化を誘導することができ

る (Ohlstein and McKearin, 1997)。この分化誘導の際に同時に Set2の活性を

抑制し、幹細胞の分化に対する影響を調べた。hs-bam系統をヒートショック処
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理し、その 24時間後の卵巣を観察した結果、71%の卵巣小管で、生殖幹細胞の

分化が誘導され、幹細胞が失われることが分かった (Fig. 4-5H; n = 79)。これ

に対して、bamと Set2 RNAiを同時に強制発現させると、生殖幹細胞の分化誘

導が抑制されることが判明した (19.6%、n = 189; P < 0.02) (Fig. 4-5I、J)。こ

れらの結果から、Set2の活性が bamによって制御されること、さらに bamの

下流で Set2が作用することが示唆される。 

	 上述の観察から、核内 Set2 レベルがシストブラスト中で高くなること (Fig. 

4-3A)、生殖細胞における核内 Set2レベルが bam突然変異体では低下すること 

(Fig. 4-5E) が判明している。これらの結果から、bamが Set2の核局在を制御

すると予想した。そこで、bam発現が Set2の核局在を促進する作用をもつのか

を検証した。bamを強制発現するために、hs-bam 系統を 30℃で飼育し、Set2

の細胞内局在を観察した。まず始めに、この温度条件で、H3K36me3レベルが

上昇するかを検討した。野生型の卵巣において、生殖幹細胞中に高レベルの

H3K36me3 シグナルが検出される卵巣小管の割合は 6% (n = 79) であった 

(Fig. 4-8A)。これに対して、hs-bam系統の卵巣では、生殖幹細胞中に高レベル

の H3K36me3シグナルが検出される卵巣小管の割合は 36% (n = 84、P < 0.01) 

であった (Fig. 4-8B)。この結果から、この条件下での bam の強制発現が

H3K36me3レベルの上昇に十分であることが分かった。次に、30℃で飼育した

hs-bam 系統での Set2 の細胞内局在を観察した。野生型卵巣においては、核内

Set2レベルが高い生殖幹細胞が観察される卵巣小管の割合が 12% (n = 79) で

あるのに対して、hs-bam系統の卵巣においては、54%の卵巣小管中で核内 Set2

レベルが高い生殖幹細胞が検出されることが判明した (Fig. 4-8C、D; n = 79、
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P < 0.01)。これらの結果から、bamが Set2の核内への局在を促進する作用を

もつことが示唆される。 

 

Set2 は orb 遺伝子の発現活性化に必要である 

	 次に、Set2 がどのようにして生殖細胞の分化を制御するのか、そのメカニズ

ムを解析するために、Set2 遺伝子とシストブラストの分化に必要な分化遺伝子

であるA2BP1あるいは orb 遺伝子 (Lantz et al., 1994; Tastan et al., 2010) と

の間の遺伝学的相互作用を解析した。Set1/+と orbdec/+の卵巣では、シストブラ

ストの分化異常が観察される卵巣小管の割合がそれぞれ 7% (n = 106)、4% (n = 

73) 程度であるのに対して、２重ヘテロ突然変異体 (Set21/+; orbdec/+) の卵巣で

は、24%の卵巣小管でシストブラストの分化の異常が観察された (n = 132) (Fig. 

4-9A-C)。これらの結果から、Set2が orbと共同してシストブラストの分化を促

進する可能性が示された。これに対して、Set21/+; A2BP1KG06463/+の卵巣では、

シストブラストの分化異常はほとんど観察されなかった。これらの結果から、

Set2が、特に orbの発現の制御に必要であることが示唆される。この可能性を

検証するために、Set2の機能を欠いた生殖細胞クローン中での orbの発現を解

析した。野生型の卵巣では、Orbタンパク質は germariumの region 2aに位置

する分化途中の 4細胞シスト中で発現が検出され始める (Fig. 4-1; 16細胞シス

トになる前の段階)。コントロールの卵巣では、germariumの region 2aに位置

する 74%の生殖細胞クローン中 に Orbのシグナルが検出された (Fig. 4-9D; n 

= 50)。これに対して、31%の Set2 − 生殖細胞クローン中にしか Orb のシグナ

ルが観察されなかった (Fig. 4-9E; n = 62、P < 0.001)。これらの結果から、シ
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ストブラストから 16 細胞シストが分化する過程において、Set2 が適切に orb

の発現を促進するために必要であることが示された。 

	 次に、卵巣における orb 遺伝子座の H3K36me3 修飾の状態を調べた。ChIP

解析を行った結果、orb遺伝子座に H3K36me3修飾が検出された。さらに orb

遺伝子座の 3’-UTRの H3K36me3レベルが 5’-UTRのレベルより高いことが判

明した (Fig. 4-10B、C)。これまでに、転写が活発な遺伝子座に H3K36me3修

飾が検出され、さらに遺伝子座の 5’-UTRと比較して 3’-UTRの H3K36me3修

飾レベルが高いことが報告されている (Larschan et al., 2007; Barski et al., 

2007)。これらの結果から、生殖細胞中の orb の発現が、H3K36me3 を介した

エピジェネティックな制御によって活性化されることが示唆される。 

	 次に、bam86突然変異体卵巣における orb遺伝子座の H3K36me3状態を調べ

た。上述の結果から、bam86突然変異体の卵巣中で orb遺伝子座の H3K36me3

修飾レベルは低くなると予想される。ChIP解析の結果、bam86突然変異体の卵

巣において、orb遺伝子座の 3’-UTR領域の H3K36me3レベルが、野生型と比

較して顕著に低いことが明らかになった (Fig. 4-10D)。H3K36me3修飾が転写

の伸長反応を促進することが報告されている (Krogan et al., 2003)。これらの

結果から、bam がエピジェネティックな制御を介して orb の発現を活性化する

と考えられる。さらに bam86突然変異体の卵巣中では、orb遺伝子座の 5’-UTR

領域における H3K4me3 や RNA ポリメラーゼ II のレベルが低下する (Fig. 

4-10D) ことから、bamが転写の開始の過程にも影響を与える可能性がある。 
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４−４ 

考察 

	 第４章の研究によって、成虫卵巣中の生殖幹細胞の分化過程において、転写

の伸長反応に関わるヒストン修飾 H3K36me3 のレベルが一過的に上昇するこ

と、H3K36のトリメチル化酵素 Set2が生殖細胞中の H3K36me3レベルの上昇

と生殖細胞の分化に必要であること、さらに、Set2 が分化促進因子 Bam の下

流で作用することが判明した。また、生殖細胞の分化に必要な orb 遺伝子の発

現の活性化に Set2が関与すること、卵巣中の orb遺伝子座に H3K36me3修飾

が検出されることが判明した。これらの結果から、分化促進因子 Bamとエピジ

ェネティックな転写制御との新たな関係が明らかになった。 

	 生殖細胞中の H3K36me3修飾状態が分化促進因子 Bamによって制御される

ことが本研究により示された。Bamタンパク質は主に細胞質中に検出されるこ

と、また Bamタンパク質自体は核移行の制御に関連したドメインをもたないこ

とから、Bamは Set2の核局在を間接的に制御すると考えられる。Set2はコフ

ァクターと相互作用することで、その機能が調節されることが知られている 

(Fuchs et al., 2012)。Bamが Set2を制御するメカニズムを解明するためには、

Set2 の核内移送に関わるコファクターの同定が必要である。本研究によって、

分化促進因子 Bam とエピジェネティックな転写制御との新たな関係が明らか

になった。Bam は、おそらく H3K36me3 修飾を介したエピジェネティックな

制御を介して、転写抑制に関わるヒストン修飾を解除し、生殖細胞の分化を促

進すると考えられる。あるいは、H3K36me3修飾により転写伸長反応が促進さ

れ、その結果として転写抑制に関わるエピジェネティックな制御が抑制される
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可能性も考えられる。 

	 本研究によって、エピジェネティックな制御によって orb の発現が活性化さ

れることが明らかになった。orbは細胞質ポリアデニル化エレメント結合タンパ

ク質 (CPEB タンパク質)をコードしているため、翻訳の制御に関わると予想で

きる。Orbタンパク質が生殖細胞中のmRNAのポリアデニル化の制御を介して、

mRNAの安定性を高める可能性や、タンパク質の翻訳を促進する可能性が考え

られる。本研究により明らかになったエピジェネティックな転写活性化の下流

で翻訳の促進機構が作用する可能性がある。 

	 生殖幹細胞中で Nanos/Pumilio翻訳抑制複合体が生殖細胞の分化に関わる因

子のmRNAの翻訳を抑制することで幹細胞の未分化状態が維持され、シストブ

ラスト中で合成された Bam タンパク質が Nanos/Pumilio 翻訳抑制複合体と拮

抗し、翻訳抑制を解除することで、生殖細胞の分化が促進されるというモデル、

つまり翻訳制御を中心とした生殖細胞の分化制御モデルが提唱されている (Li 

et al., 2009)。しかし、この制御の標的となるmRNAの実体はまだ明らかにな

っていない。さらに、標的mRNAの転写活性化の機構も不明である。本研究に

より、Bam 強制発現によって誘導される生殖幹細胞の分化過程に Set2 が必要

であることが分かった。このことから、Bamの下流で、H3K36me3修飾を受け

る遺伝子に注目して解析することで、生殖細胞の分化に関わる新たな遺伝子の

同定や、生殖細胞の分化促進に関わる制御機構の解明が可能になることが予想

できる。Set2 は転写の伸長反応を促進することが知られていることから 

(Krogan et al., 2003)、生殖幹細胞中の分化遺伝子はおそらく転写の準備が整っ

た状態で休止しており、bamの発現により、転写伸長反応が促進されることで、
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遺伝子発現が活性化される可能性がある。 
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Table 4-1 ChIP解析に用いたプライマーの塩基配列 

プライマー 配列 

orb 5’-UTR For  5’-GAGTAGTTTGGCGAAACAGCATCG-3’ 

orb 5’-UTR Rev 5’-CGCACTTGCAATCGCATCCCGT-3’ 

orb 3’-UTR For 5’-GTCAACAGCATCAGGCGATC-3’ 

orb 3’-UTR Rev 5’-CAATGATAATGACGATGATGAGCCC-3’ 
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Fig. 4-1 ショウジョウバエ成虫の卵巣小管の模式図 

	 ショウジョウバエの成虫卵巣は約 16 本の卵巣小管から構成される。卵巣小管の先端部には

germarium領域がある。germariumの先端には体細胞性の terminal filamentとキャップ細胞

からなる生殖幹細胞ニッチがあり、そこに接した状態で生殖幹細胞が存在する。生殖幹細胞が

分裂し、ニッチから離れた娘細胞はシストブラストへと分化する。シストブラストは 4 回の不

完全分裂をし、細胞間連絡で繋がった 16細胞シストへと分化する。 
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Fig. 4-2 生殖細胞の分化に伴うヒストン修飾レベルの変化 

(A-F) 野生型の卵巣小管をそれぞれのヒストン修飾に対する抗体 (緑) と anti-Vas 抗体 (マゼ

ンタ) で二重染色した。H3K36me3の強いシグナルがシストブラスト中に検出された (F、矢印)。

(G) 卵巣小管を anti-H3K36me3 抗体 (緑)、anti-Vas 抗体 (青)、生殖幹細胞ニッチを染める

anti-DN-cadherin 抗体 (赤) で三重染色した。強い H3K36me3 のシグナルがシストブラスト 

(矢印) で検出された。矢じりは生殖幹細胞を示す。(H と I) bamP-GFP 系統の卵巣小管を

anti-H3K36me3抗体 (H、マゼンタ) または anti-H3K27me3抗体 (I、マゼンタ) と anti-GFP

抗体 (緑) で二重染色した。(J と K) 三齢幼虫の卵巣を anti-H3K27me3 抗体 (J、緑) または

anti-H3K36me3 抗体 (K、緑) と anti-Vas 抗体 (マゼンタ) で二重染色した。(L と M) bam86

突然変異体の卵巣小管をanti-H3K27me3抗体 (L、マゼンタ) またはanti-H3K36me3抗体 (M、

マゼンタ) と anti-Vas抗体 (緑)で二重染色した。 
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Fig. 4-3 生殖細胞の分化に伴う Set2の核内レベルの変化とその機能解析 

(A) 卵巣小管を anti-Set2抗体 (マゼンタ) と anti-Vas抗体 (緑) で二重染色した。核内の Set2

レベルはシストブラスト中で高くなる (矢印)。(B と C) コントロール (nos-Gal4/+) (B) と

nos-Gal4>UAS-Set2.IR (C) の卵巣小管を anti-H3K36me3 抗体 (マゼンタ) と anti-Vas 抗体 

(緑)で染色した結果。(Dと E) nos-Gal4/+ (D) と nos-Gal4>UAS-Set2.IR (E) の卵巣小管を、ス

ペクトロソーム (矢じり) とフューゾーム (矢印) を染色する 1B1抗体 (マゼンタ) と anti-Vas

抗体 (緑) で二重染色した。(F-H) コントロールクローン (F) と Set2 −クローン (G、H) を含

む卵巣を anti-H3K36me3抗体 (F、G、マゼンタ) または 1B1抗体 (H マゼンタ) と GFP抗体 

(緑) で二重染色した。GFPを発現していない細胞がクローンである。Hの矢印は断片化したフ

ューゾームを示す。 
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Fig. 4-4 Set2 RNAi発現による Set2発現の低下 

	 nos-Gal4/+ (A) と nos-Gal4>UAS-Set2.IR (B) の卵巣小管を anti-Vas 抗体 (マゼンタ) と

anti-Set2抗体 (緑) で二重染色した。Set2 RNAiを生殖細胞中で発現することでシストブラス

トにおける Set2の発現が低下する。 
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Fig. 4-5 Set2と bamとの遺伝学的相互作用 

	 (A-C) bam86/+ (A)、Set21/+ (B)、Set21/+; bam86/+ (C) の卵巣小管を 1B1抗体 (マゼンタ) と

anti-Vas抗体 (緑) で二重染色した。(C)の矢じりは断片化したフューゾームを示す。(Dと E) 野

生型 (D) と bam86突然変異体 (E) の卵巣小管を anti-Set2 抗体 (マゼンタ)と anti-Vas 抗体 

(緑) で染色した結果。 (F と G) ヒートショックした野生型 (F) と hs-bam 系統の卵巣小管を

anti-H3K36me3抗体 (緑) と anti-Vas抗体 (マゼンタ) で二重染色した。H3K36me3の強いシ

グナルが hs-bam の卵巣小管の生殖幹細胞中で検出された  (矢じり )。 (H と I) hs-bam, 

UAS-Set2.IR (H) と hs-bam, UAS-Set2.IR, hs-Gal4 (I) のヒートショック 24時間後の卵巣小

管を 1B1抗体 (マゼンタ) と anti-Vas抗体 (緑) で二重染色した。(J) bamの発現誘導によって

生殖幹細胞が分化して失われる表現型は、bamと同時に Set2 RNAiを発現させることで抑制さ

れる。✳P < 0.02 
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Fig. 4-6 Set2の機能を欠いた生殖細胞中での Bamの発現 

	 (Aと B) コントロールクローン (A) と Set2 −クローン (B) を含む卵巣小管を anti-Bam抗体 

(マゼンタ) と anti-GFP 抗体 (緑) で二重染色した。Bam の発現が Set2 −の生殖細胞中に検出

される (Bの矢印)。 
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Fig. 4-7 Set21/+; bam86/+ 卵巣中における H3K36me3修飾状態 

	 Set21/+ (A)、bam86/+ (B)、Set21/+; bam86/+ (C) の卵巣小管を anti-H3K36me3抗体 (マゼン

タ) と anti-Vas抗体 (緑) で二重染色した。 
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Fig. 4-8 bam強制発現による Set2の核局在の促進 

	 (AとB) 30℃で飼育した野生型 (A) と hs-bam 系統 (B) の卵巣小管を anti-H3K36me3抗体 

(緑) と anti-Vas 抗体 (マゼンタ) で二重染色した。(C と D) 30℃で飼育した野生型 (C) と

hs-bam 系統 (D) の卵巣小管をanti-Set2抗体 (緑) とanti-Vas抗体 (マゼンタ) で二重染色し

た。矢印は生殖幹細胞を示す。 
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Fig. 4-9 Set2による orb発現の活性化 

	 (A-C) orbdec/+ (A)、Set21/+ (B)、Set21/+; orbdec/+ (C) それぞれの卵巣小管を 1B1抗体 (マゼ

ンタ) と anti-Vas 抗体 (緑) で二重染色した。矢じり (C) は断片化したフューゾームを示す。 

(D と E) コントロールクローンを含む卵巣小管 (D) と Set2 −のクローンを含む卵巣小管を

anti-Orb抗体 (マゼンタ) と anti-GFP抗体 (緑) で二重染色した。Orbのシグナルが Set2 −の

クローンで低下する (Eの点線で示した部分)。 
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Fig 4-10 orb遺伝子座の 5’-UTR及び 3’-UTR領域における H3K36me3修飾状態 

	 (A) orb遺伝子座の模式図。orb遺伝子座 5’-UTRと 3’-UTRのヒストン修飾状態を調べた。 (B

と C) ChIP解析によって、野生型卵巣における orb遺伝子座の H3K36me3修飾レベルを、ChIP

によって得られた DNA を PCR (B)、さらに定量 PCR (C) を用いて解析した。(D) 野生型と

bam86突然変異体卵巣を材料としてChIP解析を行った。orb遺伝子座のH3K36me3, H3K4me3

修飾レベルと RNAポリメラーゼ II (Pol2) のリクルート状態を定量 PCRを用いて調べた。 
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第５章 

結論 

	 本研究から、ショウジョウバエの生殖細胞中の遺伝子発現の活性化に、ヒス

トン修飾を介したエピジェネティックな遺伝子発現制御が関わることが明らか

になった。生殖細胞の分化過程を考える上で、（１）胚期に始原生殖細胞中で生

殖細胞の性質を特徴づける遺伝子発現が zygotic に開始すること、（２）成虫卵

巣において、生殖幹細胞から卵母細胞、哺育細胞を作り出す 16細胞シストが形

成される過程で、減数分裂に関連した遺伝子群の発現、卵母細胞の成熟に関わ

る遺伝子プログラムが活性化されることが、重要な転写制御のポイントになる。

本研究により、この２つの時期の転写制御に、それぞれヒストン修飾を介した

エピジェネティックな遺伝子発現制御が関わることが明らかになった。 

	 第２章と第３章においては、ショウジョウバエの始原生殖細胞中で生殖細胞

性遺伝子の発現が活性化する分子機構の解明を目的として、Mamo タンパク質

の機能解析を行った。第２章の研究から、Mamo タンパク質が核内に局在し、

多糸染色体に直接結合する性質をもつことが分かった。さらに、Mamo は生殖

細胞特異的なクロマチン構造の構築に影響を与えることが明らかになった。ま

た、生化学的実験から、Mamoの C2H2型 Znフィンガードメイン (MZD) が特

定の DNAと直接結合すること、さらに、MZDの DNA結合に必要なコンセン

サス配列 (TGCGT) が明らかになった。これらの結果から、Mamoタンパク質

が特定の塩基配列あるいは標的遺伝子に直接結合し、クロマチン構造を変化さ

せる性質をもつことが示された。このことは、Mamo がクロマチン制御因子と

して始原生殖細胞中の遺伝子発現を制御することを強く示唆する。この可能性



 88 

を検証するために、第３章では、Mamo の標的遺伝子の同定を試みた。その結

果、母性Mamoを欠いた始原生殖細胞中で生殖細胞関連遺伝子 vas遺伝子の発

現が低下すること、Mamoや Mamoの C2H2型 Znフィンガードメインをもつ

MZDの強制発現により vas遺伝子の発現量が増加することが判明した。さらに、

MZD強制発現胚を材料とした ChIP解析によって、MZDが vas遺伝子座のイ

ントロン中の特定の領域と直接結合すること、MZDが結合領域周辺のヒストン

H3のアセチル化の状態 (H3K27ac) を高めることが明らかになった。H3K27ac

修飾を触媒するヒストンアセチル化酵素CBPと vas遺伝子の発現の関連を解析

した結果、母性 CBPを欠いた胚の始原生殖細胞中では vas遺伝子の発現が低下

することが判明した。さらに、MZD単独の強制発現と比較して、MZDと CBP

の強制発現がより強く vas 遺伝子の発現を誘導することが分かった。これらの

結果から、MZD が vas 遺伝子座に CBP をリクルートすることで、vas 遺伝子

座のヒストンアセチル化状態を高め、vas遺伝子の発現を活性化する、つまりエ

ピジェネティックな制御機構が vas 遺伝子発現の活性化に関与することが示唆

された。 

	 第４章では、成虫卵巣での、生殖幹細胞から 16細胞シストへの分化過程にお

けるヒストン修飾状態を免疫組織化学的に解析し、生殖細胞の分化過程で特定

のヒストン修飾 (H3K36me3) のレベルが上昇すること、このヒストン修飾の制

御にヒストンメチル化酵素 Set2が関与すること、Set2が生殖細胞の分化に必要

であることが明らかになった。さらに、Set2 が分化促進因子 Bam の下流で作

用すること、Bamが Set2の核移行を促進すること、Set2が生殖細胞分化に関

わる orb遺伝子の発現の活性化に関与することが分かった。 
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ヒストン修飾を介したクロマチン制御と生殖細胞の分化制御 

	 真核生物において、ヒストン修飾は、細胞周期、DNAの複製、修復、転写制

御や染色体の構造、安定性などの多様な生命現象の制御に関わることが知られ

ている (Allis et al., 2007)。また、近年、生殖細胞の分化とヒストン修飾の関係

を示す研究報告も増加している。マウスの始原生殖細胞の発生過程や卵母細胞

の分化過程で、ヒストン修飾の種類や状態がダイナミックに変化することが報

告されている (Seki et al., 2005; Gu et al., 2010)。始原生殖細胞中のヒストン修

飾の変動が、全能性獲得に関連したゲノムレベルのリプログラミングに関わる

というアイデアが提唱されている。また、ヒストン修飾が、減数分裂過程で起

こる大規模な染色体構造の変化や、染色体の分配に関わるクロマチン制御に重

要な役割をもつことが示されている。しかし、生殖細胞中のヒストン修飾がど

のような分子機構によって制御されているか、それに関する研究報告は多くな

い。本研究により、始原生殖細胞に特異的に供給されるMamoや生殖細胞特異

的に発現する分化促進因子 Bam がヒストン修飾酵素と共同して作用すること

で、生殖細胞の特定の分化過程の促進に関わることが明らかになった。また、

いくつかの遺伝子の発現を解析した結果、これらの制御因子 (Mamo、Bam) に

よって、特定の生殖細胞関連遺伝子 (vas、orb) の発現が制御されることが判明

した。しかし、Mamoや Bamを中心としたエピジェネティックな制御が遺伝子

発現プログラム全体にどれくらいの影響を与えるのかは、現在不明である。し

かし、本研究から始原生殖細胞中で vasと同様に zygotic発現し、生殖細胞の発

生に必要な nosは、MZD-FLAG OEで発現量が増加しないことが分かった。こ
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のことから、Mamo は生殖細胞関連遺伝子全てに影響するわけではなく、何ら

かの特異性をもって標的遺伝子を活性化すると考えられる。このことに答えを

出すためには、網羅的な発現解析や ChIP-seq解析が必要である。また、Mamo

が始原生殖細胞中のクロマチン構造や減数分裂過程のクロマチン構造を制御す

る分子機構を理解するためにも、Mamo の標的遺伝子やコファクターの探索が

必要である。 

 

生殖細胞の分化と転写伸長反応の制御 

	 本研究により、H3K27ac、H3K36me3ヒストン修飾が生殖細胞中の遺伝子発

現制御に関わることが判明した。これらのヒストン修飾は転写の伸長反応の促

進に関与する (Krogan et al., 2003; Stasevich et al., 2014)。ショウジョウバエ

の形成直後の始原生殖細胞中において母性因子 Pgc が転写伸長反応を促進する

P-TEFbの作用を阻害し、始原生殖細胞中の転写伸長反応を抑制することが報告

されている (Hanyu-Nakamura et al., 2008)。このことと本研究結果とを合わ

せて考えると、生殖細胞の発生過程の重要なポイントで、転写伸長反応が大き

く変化するという特徴が明らかになる。形成直後の始原生殖細胞中では、Pgc

の作用で RNAポリメラーゼ IIの CTDの Ser2のリン酸化が起こらないため、

全体的な転写伸長反応が抑制される。ステージ９の初期胚中の始原生殖細胞に

おいては、Mamo の作用で vas 遺伝子などの特定の遺伝子の転写伸長反応が活

性化される。成虫卵巣中の生殖幹細胞の分化過程において、Bamの働きによっ

て卵形成に関わる遺伝子 (orb遺伝子) の転写伸長反応が活性化される。生殖細

胞のそれぞれの分化段階において、転写伸長反応が段階的に制御（不活性化あ
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るいは活性化）されることで生殖細胞中の遺伝子発現プログラムの制御に関与

するのかもしれない。これまでに、始原生殖細胞中で減数分裂関連遺伝子の発

現が検出されることが報告されている (Mukai et al., 2006)。このことは、初期

胚の始原生殖細胞が、後胚発生過程において必要な遺伝子を発現する能力をす

でに部分的に獲得していることを示唆する。本研究の結果を合わせて考えると、

始原生殖細胞において、転写開始反応のレベルで、生殖細胞分化に必要な遺伝

子の発現が準備されており、その後、適切な時期に Mamo や Bam などの制御

因子の働きによってヒストン修飾を介して転写伸長反応が促進され、遺伝子発

現が活性化されることが予想できる。つまり、Mamoや Bamによって生殖細胞

の分化に必要な遺伝子座 (vas、orb) に発現に適したクロマチン構造が構築され、

このクロマチン構造を形成、維持することが生殖細胞の発生に重要であると考

えられる (Fig. 5-1)。 

 

生殖細胞の形成機構の多様性と普遍性 

	 動物種によって、始原生殖細胞の形成機構には多様性がある。ショウジョウ

バエでは、生殖質に含まれる母性因子が始原生殖細胞の形成に重要な働きをも

つが、マウスの卵には生殖質がなく、発生過程における誘導により始原生殖細

胞が形成される。しかし、胚発生が進行すると、２つの動物種の始原生殖細胞

の挙動に共通性が見られるようになる。始原生殖細胞は、将来、生殖巣が形成

される領域に向かって移動を始める。また、始原生殖細胞の移動過程において、

生殖細胞関連遺伝 vas遺伝子の zygoticな発現が開始する (Noce et al., 2001)。

これまでに、多くの動物種において vas遺伝子の研究が行われており、vas遺伝
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子のホモログが生殖細胞特異的に発現すること、生殖細胞の形成に必要なこと

が明らかになっているが、vas遺伝子の発現がどのようにして生殖細胞中で活性

化されるのか、その分子機構は不明である。本研究から、ショウジョウバエの

vas 遺伝子の zygotic な発現活性化にヒストンアセチル化酵素 CBP を介したエ

ピジェネティックな制御機構が関わることが明らかになった。著者の知る限り

において、vas遺伝子の発現の活性化とヒストンアセチル化を介したエピジェネ

ティックな制御機構との関係を直接示す報告はない。しかし、vas遺伝子を含め

た生殖細胞関連遺伝子の発現とエピジェネティックな遺伝子発現機構との関連

性を示す研究成果が報告されている。ES細胞と始原生殖細胞では共通して、細

胞の分化全能性に関連した遺伝子の発現が検出されるが、ES細胞では生殖細胞

関連遺伝子は発現していない。ES細胞中で始原生殖細胞の分化が抑制される可

能性が考えられた。この抑制機構の解析から、次のような結果が得られた。ES

細胞中の Max遺伝子の発現をノックダウンすることで、ES細胞中で vas遺伝

子の発現が誘導されることが明らかになった (Maeda et al., 2013)。Maxタン

パク質はヒストン H3K9 のメチル化酵素と相互作用し、生殖細胞関連遺伝子の

プロモーター領域のヒストンをメチル化し、その発現を抑制する。Max をノッ

クダウンするとプロモーター領域のメチル化が減少し、生殖細胞関連遺伝子の

発現が活性化されることが判明した。この結果から、ヒストン修飾を介したエ

ピジェネティックな遺伝子発現制御機構がマウスの vas 遺伝子の発現制御に関

わることが示唆される。また、マウスの始原生殖細胞では ES細胞と比べて、高

レベルの CBP 発現が検出され、CBP が始原生殖細胞の維持に必要であること

が報告されている (Elliott, et al., 2007)。これらの結果は、ショウジョウバエ以
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外の動物種においても、ヒストン修飾を介したエピジェネティックな制御機構

が生殖細胞関連遺伝子の発現制御に関与する可能性を示唆する。本研究で明ら

かになった知見は、ショウジョウバエのみならず、他の動物の生殖細胞中の遺

伝子発現制御機構を解明する上で基礎になると考えている。 
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Fig. 5-1 本研究で明らかになった生殖細胞中におけるヒストン修飾を介した遺伝子発現の活性

化機構のモデル図 

	 始原生殖細胞中では、Mamoと CBPが vas遺伝子座のヒストン H3K27acレベルを高めるこ

とで vas遺伝子が発現しやすいクロマチン構造を構築する。シストブラスト中では Bamの下流

で Set2 が機能し、orb 遺伝子座のヒストン H3K36me3 レベルを高めることで orb 遺伝子が発

現しやすいクロマチン構造を構築する。 
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