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ショウジョウバエゲノムの遺伝子機能の体系的解明

●相垣 敏郎

首都大学東京都市教養学部理工学系生命科学コース

〈研究の目的と進め方〉
本研究がスタートした2000年に、米国のBDGPと

Celera社によって進められてきたショウジョウバエの全
ゲノム配列の概要が発表された。当初推定された遺伝子
総数は13,601個であった（最新版であるRelease4.2では、
遺伝子総数は14,715となった）。次に必要になのは、配列
から予測された遺伝子の機能情報を取得することである。
ゲノム配列が決定されたことにより、表現型から原因遺
伝子にたどり着くまでの道のりは、以前に比べると容易
なものになったが、この方法で扱えるのは、突然変異体
が明瞭な表現型を示すものだけである。ショウジョウバ
エのゲノムに存在する全遺伝子のうち、機能破壊によっ
て明らかな表現型を示すものは約３分の１に過ぎないと
推定されている。その理由として、遺伝子の機能が欠損
しても他の遺伝子によって補完されてしまう可能性や、
表現型の異常はあっても、それが容易に検出できるもの
ではないことが考えられる。機能的冗長性を含む複雑な
生命システムを理解するには、ゲノムの３分の２を占め
る遺伝子についても、その機能を解析していくアプロー
チが必要となる。その一つが遺伝子の強制発現による変
異体作成である。機能喪失変異にくらべると、強制発現
変異体は表現型の異常を引き起こす頻度が高い。細胞死
を誘導する遺伝子、器官形成のマスター遺伝子、あるい
はストレス耐性遺伝子などは、機能喪失変異よりもむし
ろ機能獲得変異として検出されやすい。特定の組織や発
生段階で発現されるプロモーターに任意の遺伝子をつな
いで強制発現変異体を作製することもできるが、ショウ
ジョウバエでは、酵母の転写活性化因子GAL4とその標的
配列であるUASエンハンサー(Upstream activating
sequence)を組み合わせて、遺伝子の強制発現を誘導する
バイナリーシステムが確立されている。このシステムで
は、任意の遺伝子XをUASの下流につないだものをゲノ
ムに導入した系統を作製し、GAL4タンパク質を発現する
系統と交配して、そのF1でGAL4の発現パターンに従っ
て遺伝子Xが強制発現される。特定の組織で発現する
GAL4系統を用いれば、強制発現変異体の表現型が表れる
組織や発生段階を限定して解析することができる。

研究代表者は、P-エレメントの内部にUASとhsp70由来
のコアプロモーターを外向きに挿入したGene Search
(GS) ベクターを構築し、強制発現変異体を大規模に作製
できるGene Search システムを開発した。GSベクターを
ショウジョウバエのゲノムに導入した系統を、トランス
ポゾン転移酵素（トランスポゼース）を発現するジャン
プスターター系統に交配すると、ベクターが新たな挿入
位置に転移したハエを容易に作製することができる。GS
ベクター挿入系統をGAL4発現系統に交配して得られる
F1個体において、ベクター挿入サイトに隣接するゲノム
DNAの強制転写が誘導される。その効果は、ベクター挿
入サイトが遺伝子の5'側ならば完全長mRNA、遺伝子内
部ならばアンチセンスRNAや部分的mRNA、3'側ならば
アンチセンスRNAの転写が起こり、それらの産物の生物
学的作用が表現型として現れる（図１）。

本研究では、GSシステムを用いて、機能獲得変異体を
大規模に作成し、ショウジョウバエゲノムから遺伝子機
能情報を体系的に取得することを目的とした。その目的
を達成するために，１）多機能をもつGene Search (GS)
ベクターの開発とベクター挿入系統の大規模作製、２）
GSベクター挿入サイトのマッピングと挿入特性の解析、
３）GSベクター挿入系統の情報データベースの構築、４）
GS系統を用いた網羅的な表現型情報の収集と分類、およ
び５）表現型スクリーニングによって同定した新規遺伝
子の機能解析、の５項目について研究を行なう。挿入サ
イトのマッピング、データベース構築、および表現型の
スクリーニングについて、分担者の林と連携して効率よ
く進める。

〈研究開始時の研究計画〉
１）Gene Searchベクターの開発とベクター挿入系統の
大規模作成

一種類のベクターだけを用いると、挿入位置の偏りが
生じることが予想されるため、UASエンハンサーとhsp70
プロモーターのユニットをPエレメントの両側に組み込
んだもの、あるいは片側のみに組み込んだベクターを複
数作成する。これらをPエレメント形質転換法によりシ
ョウジョウバエゲノムに導入した後、トランスポゼース
発現系統と交配してゲノム内の異なる位置に転移させ、
系統当たり１個のベクター挿入をもつものを多数作成す
る（GS系統）。作製の規模は、年あたり約２，０００系
統、５年間で１万系統作製を目標とする（３年目に２万
系統にアップした）。

２）GSベクター挿入サイトのマッピングと挿入特性の解
析

大規模に作製したGSベクター挿入系統について、挿入
サイトのゲノム配列を決定し、迅速にマッピングする。
Pエレメントトランスポゾンの挿入サイトマッピング法
としてすでに確立されているinverse-PCR法を用いて行な
う。多数の系統を効率よく処理するために、96穴プレー
トを使ったゲノムDNAの抽出法を最適化する。また、
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Inverse-PCRによってえられた配列データから、ベクター
配列の削除、BLASTサーチ、それに基づく挿入位置のマ
ッピングまでの過程については、実際に得られる結果を
評価しながら最適化する。ベクター挿入サイトのゲノム
内分布、遺伝子内領域での分布等を調べ、GSベクターの
挿入特性を明らかにする

３）GSベクター挿入系統の情報データベースの構築
各GS系統に挿入されているベクターの種類、ゲノム上

の挿入サイト、強制発現が誘導される方向、近傍の遺伝
子とその転写方向など、有用な系統情報を整理し、効率
よく検索できるデータベースを構築する。特に、これま
でにない試みとして、GAL4を交配したときの表現型の情
報を収集する。また、研究代表者や分担者以外の研究者
がGS系統のスクリーニングを行なった場合に、それらの
表現型データをデータベースに登録し、検索できるよう
にする。

４）GS系統を用いた網羅的な表現型情報の収集と分類
GS系統とGAL4発現系統を交配したときに得られる表

現型情報を網羅的に取得するために、いくつかのGAL４
系統を用いて、大規模なスクリーニングを行なう。用い
るGAL４としては、複眼で強制発現の効果を検出できる
ey-GAL4, 同じく複眼の神経細胞で発現されるGMR-GAL4
を用いて、致死、および形態異常をスコアする。全身の
神経特異的に発現されるAppl-GAL4を用いて、致死、形
態、および行動における異常を調べる。また、全身で温
度依存的に発現を制御できるhs-GAL4を用いて、成虫特
異的に発現を誘導して、寿命および酸化ストレス感受性
を調べる。これらの表現型はテキストで記述するととも
に、必要に応じてデジタル画像として保存し、データベ
ースに登録する。

５）表現型スクリーニングによって同定した新規遺伝子
の機能解析

上記のGS系統の表現型を網羅的に収集する一方で、特
定の表現型を示した系統に注目し、原因遺伝子の同定と
機能の詳細な解析を行なう。注目した表現型は、複眼で
強制発現したときに、細胞死を引き起こす効果をもつ遺
伝子、寿命を延長する作用をもつ遺伝子、免疫系を活性
化する遺伝子、異所的に器官を形成する遺伝子である。
それらについて、強制発現の表現型を確認すると共に、
機能破壊変異体を作製して、遺伝子本来の機能について
も明らかにする。

〈研究期間の成果〉
１）Gene Searchベクターの開発とベクター挿入系統の
大規模作成

ショウジョウバエのゲノムに挿入して遺伝子の強制発
現を誘導できる複数のGSベクターの開発を行ない（図
２）、ベクター挿入系統を樹立した。強制転写の方向は
GSV１では両方向、GSV２とGSV３はそれぞれ5’P側、
および3’P側の方方向、GSV6はGSV1と同様に両方向に
転写しうるが、3’P側にあるUASはP末端との間にGFP
とSV40ターミネーターが挿入されているため、隣接する
ゲノムDNAの強制転写がおこるのは5’P側のみである。
このGFPはGAL４の発現領域の変化をモニターする発現
レポーターとして利用できる。例えば、遺伝子の強制発
現によって、発現細胞の増殖、細胞死や運命変更などが
おこる場合、そのパターンが変化するため、容易に検出
できる。また、分担者の林はGS系統の強制発現によって

致死となる表現型を利用して、その抑制変異体の効率的
な分離法を確立した。この方法は、標的遺伝子ノックア
ウトや下流シグナルの遺伝子における変異体を分離する
優れた方法である。抑制変異体はEMSなどの化学変異源
をもちいて誘発するが、その際、強制発現が起こってい
ることをGFPの発現でモニターすることができる。
GSV7においては、Cre組換え酵素の標的であるloxPサイ
トがPエレメント末端配列の内側に導入されており、
GSV7挿入系統をCre発現系統と交配すると、そのF１で
UASを含む内部配列の反転が起こり、それを系統化する
ことができる。ゲノムへのベクターの挿入方向はベクタ
ーの挿入方向は基本的にランダムなので、近傍の遺伝子
本来の転写方向と一致しないことが50%の確率でおこる。
すなわち、目的の遺伝子近傍にベクターが挿入されてい
ても、転写が逆方向ならば強制発現変異体を作製するこ
とができないのである。ゲノムの中には、挿入が極めて
まれにしか起こらない多数の遺伝子座が存在する。GSV
７ベクターの挿入系統をCre組み換え酵素発現系統に交
配して、反転させることにより、強制発現系統として利
用できる。従って、このベクター挿入系統は、実質的に
２倍の系統数に匹敵する。これらの各種GSベクターを用
いて、合計16,000系統を樹立した（成果：３、７、29、
30）。

２）GSベクター挿入サイトのマッピングと挿入特性の解
析

ベクター挿入サイトを決定するために，各GS系統から
ゲノムDNAを抽出し、Inverse-PCR法（図３）、および
Ligation-mediated PCR法を改良したベクターPCR法（図
４）を用いて、挿入サイトに隣接するゲノム配列を決定
した。前者の方法では、ベクター配列と隣接DNAを含む
DNA断片を環状化する。このとき、ベクター隣接配列は
ベクターの内部配列と結合される。PCR増幅したあとシ
ークエンスを行ない、隣接部位の配列を読み取る。しか
し、隣接DNA上の制限酵素サイトがP末端に近い場合、
環状化したDNAの中で、隣接DNAに続くベクター内部が
読まれ、その結果、そこに含まれるwhite遺伝子やhsp70
遺伝子に誤ってマップされることがおこる。後者の方法
では、環状化する必要がないので、Inverse-PCRでは避け
られなかったエラーを解決した。得られた隣接DNAの配
列をBLASTサーチにかけて、ゲノムの挿入位置を決定し
た。マッピングを試みた約16,000系統のうち、約11,000系
統について、高い信頼性で挿入位置を決定することがで
きた（成果：３、７、29、31）。
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トランスポゾンの挿入は完全にランダムではなく、高
頻度に起こるホットスポットや、逆にほとんど起こらな
いコールドスポットが存在することが知られている。シ
ョウジョウバエのゲノムはコンパクトにできており、平
均的遺伝子密度は高いが、詳細にみると、領域によって
かなり異なっている。ベクターの挿入頻度を遺伝子密度
と対応させると、比較的よく対応していた（図５）。ベク
ターの種類によって挿入サイトの嗜好性はやや異なるが、
遺伝子を効率よくヒットする性質があるといえる。個々
の遺伝子座に注目すると、挿入頻度が最も高いホットス
ポットの一つは、転写因子をコードするlola遺伝子座で
ある。この遺伝子は４つの転写開始点をもち、選択的ス
プライシングにより合計80種類の転写産物を産生する。
lola遺伝子座における挿入位置を詳細にみると、複数あ
る転写開始点の近傍に集中している。ホットスポットに
限らず、ベクター挿入頻度は遺伝子の転写開始点近傍に
おいて最も高く、転写開始点±200bpの範囲に含まれる
挿入が全体の半数を超える（図６）。このことは、完全長
の遺伝子産物がGAL4依存的に強制発現される可能性が高
いことを意味する。ただし、ベクターの挿入方向はラン
ダムなので、強制転写の方向が遺伝子本来の転写方向と
一致しないことも50%の確率でおこる。挿入されたベク
ターをその場で反転させることができるGS7ベクターは
コールドスポットにおいて極めて有効であると考えられ
る。

一方、遺伝子の両端から500塩基の範囲内に挿入がある
ものについて、領域ごとの挿入頻度を比較した（図７）。
Upstreamと5’UTRを合計すると50%をこえ、イントロン
を加えると85％に達する。すなわち、遺伝子の後半部や
下流に挿入される頻度は相対的に低いことがわかる。そ
のメカニズムは不明であるが、おそらくクロマチンの構
造のゆるみと関係している可能性が高い。（成果：３、７、
15、29，31）。

３）GSベクター挿入系統の情報データベースの構築
マッピング情報をはじめとして、個々のGSベクター挿

入系統に関する大規模なデータを効率的に抽出、表示、
利用するためのデータベースGSDBを構築した（図８）
(http://gsdb.biol.metro-u.ac.jp/%7Edclust/)。具体的には、
マッピングの際に取得したベクター隣接配列、GAL4存在
下で強制発現されると予測される遺伝子（センスあるい
はアンチセンス）の情報、および後述する表現型情報で
ある。ベクターの種類や、強制発現の方向が一目でわか
るように表示し、また周辺の遺伝子の情報について、
FlyBaseを参照できるようにしてある。強制発現される遺
伝子はベクター挿入サイトに最も近い遺伝子である場合
がほとんどであるが、遺伝子の配置が複雑なゲノム領域
では、影響を受ける遺伝子をマップ情報だけで推定する
のは困難である。個々の遺伝子について本格的な研究に
入る場合には、原因候補遺伝子が強制発現されているこ
とをRT-PCRで確認する必要がある。表現型データの入力
については、GS系統を利用している研究者がみずから入
力してデータベースを利用できるようにした（成果：３，
７、29，31）。

４）GS系統を用いた網羅的な表現型情報の収集と分類
全身の神経細胞で発現されるAppl-GAL4系統とGS系統

との交配によって生まれるF１個体の表現型情報を収集
した（図9）。8075系統について調べた結果、致死性

（13.8 %）、半致死性(4.8 %)、幼虫や蛹の形態異常（1.6 %）、
成虫の形態異常(2.4 %)、行動の異常(4.8 %)など、多様な
表原型を生じた。これらの表現型と既知の遺伝子機能と
の関連を調べるために、まず挿入サイトの情報から、
GAL4によって強制発現される遺伝子の予測を行なった。
それらの遺伝子について、FlyBaseでアノテートされた遺
伝子機能を対応させ、強制発現による表現型との関連性
が見出されるかどうかを検討した。最も単純な基準の一
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つとして、遺伝子機能が“Neuron”というジーンオント
ロジー用語との関連性を検討した。母集団におけるその
割合は5.3％であるが、致死となった表現型カテゴリーに
はいるものでは12 %、半致死となるカテゴリーでは11 %
であった。このことは、神経機能関連遺伝子の神経系に
おける重要性を暗示しているものと考えられる（成果：
４、17，18、25、29）。

５）表現型スクリーニングによって同定した新規遺伝子
の機能解析

a) 神経系における強制発現によるNMJ形態制御遺伝子の
探索

ショウジョウバエの幼虫の筋神経系は、シナプスの形
成および機能のために必要な遺伝子を研究するためのモ
デルとなる。ショウジョウバエの幼虫の神経において、
NSF2の優性機能欠損型(NSF2-DN)を強制発現すると、シ
ナプス伝達に異常が発生する。放出可能なシナプス小胞
のプールのサイズが縮小され、シナプス疲労を増大させ
るとともに、神経筋接合部(NMJ)の劇的な過剰成長を引
き起こす(STEWARTら、2002)。シナプス伝達を同様なレ
ベルに低下させるsyntaxinやn-synaptobrevinの変異体で
は、このようなNMJの過剰成長は見られないことから、
シナプス伝達の阻害による二次的な影響ではなく、NSF
がNMJの形成に何らかの役割を果たしていることを示唆
する。

GS系統を用いた強制発現によって生じる神経筋接合部
位シナプス形態の変化に注目してスクリーニングを行っ
た。GS系統を神経特異的にGAL4およびNSF2-DNを発現
する系統に交配して、そのF1幼虫のNMJ形態の異常を回
復するものを特定した。逆PCRによるGS要素挿入サイト
の解析し、挿入部位に隣接するDNAシーケンスとショウ
ジョウバエのゲノム配列との比較から、89系統について
近傍に存在する遺伝子を明らかにした。これらの遺伝子
機能として予測されているものには、転写調節因子、細
胞骨格の要素、ubiquitin経路のコンポーネントおよびい
くつかのシグナル分子が含まれていた。神経筋接合部の
過剰成長は最終的に細胞骨格に影響を及ぼすことは想像
に難くないが、抑制遺伝子として細胞骨格の構造成分や
細胞骨格のダイナミクスを制御する可能性のある酵素を
コードする遺伝子が多数同定された。構造遺伝子として
は、Actin5c、moesin、fimbrin、syntrophin-like2、
Myosin結合サブユニット、Ptpmeg、CG3960、CG30337、
CG5740である。細胞骨格を制御する可能性のある酵素活
性を備えたタンパク質をコードするのは、RhoBTBと
RhoGap18B遺伝子の２つである。Actin5Cはショウジョ

ウバエの2つの細胞質のアクチンのうちの1つであり、発
生過程をとおして多くの組織で高レベルに発現される。
具体的には、精子形成や胚のDorsal closureを含む多くの
発生過程に関わることが知られている。神経系では、剛
毛数の異常な変異体としても同定されている他、グリア
細胞における機能も知られている。Moesinは、アクチン
を細胞膜に結合させるアクチン結合蛋白質Ezrin-Radixin-
Moesin (ERM)ファミリーのメンバーである。これまで
神経におけるショウジョウバエmoesinの役割は報告され
ていないが、他種の神経系では成長円錐の運動性にかか
わっており、最近では、光受容体感桿分体の発生におけ
る役割も示されている。これらの遺伝子のシナプス形成
における役割を解明するには、今後機能破壊変異体を用
いた解析が必要となる。NSF2と相互作用するものを含め
て、新規のシナプス形成制御分子の実体が明らかになる
ものと期待される（成果：25，29，31）。

図10には、スクリーニングの際にNSF2-DNの表現型を
レスキューする度合いによって２つのグループに分類し
た。Strong rescueのグループでは、体壁筋における
NMJの数が劇的に抑えられている。

GSベクターに最も近い下流にある遺伝子が原因遺伝子
と考えられる。しかし、スプライシングがおこるばあい
もあり、また、特にGSV1ベクターの場合、両方向に強制
転写がおこることが期待される。強制発現によってどの
程度発現が上昇するのか、調べてみた（図11）。

b) 寿命を延長する遺伝子の探索
老化や寿命の形質は長い時間をかけて決定されるため、

ある突然変異が発生過程に影響を与えているのか、老化
のプロセスそのものに影響を与えているのかを区別する
ことが困難である。特に、発生段階で致死になるものに
ついては、老化の過程でその遺伝子の影響を調べること
が不可能である。そこで、GSベクター挿入株を温度感受
性変異体として利用した。すなわち、GS系統をhsp70-



－ 58－

GAL4系統（熱ショックプロモーターで制御できるGAL4
遺伝子）と交配してF1を作出し、成体になるまでの発生
過程は25℃で、成虫期以後は30℃で飼育して、ベクター
挿入地点にある遺伝子を強制的に発現させた(図12)。約
1,000のGS系統をhsp70-GAL4系統に交配して、F１個体の
成虫寿命を30℃において測定したところ、用いたGS系統
によって寿命が大きく異なった。

これまで知られている長寿命変異体はパラコート耐性
（活性酸素抵抗性）も上昇することが知られている。GS
系統による寿命の差違が活性酸素に対する抵抗性と相関
するかを調べるために、合計30系統をランダムに抽出し
てパラコート耐性を調べた。その結果、両者の間に有為
な正の順位相関があることが判明した。

変異体の中で、野生型に比べて有意に長寿命を示した
ものについて、強制転写産物の5'側部分配列をRT-PCR法
により決定した。比較的長命であった25系統について調
べたところ、７系統では既知遺伝子の配列に、16の挿入
系統は18種のESTに合致した（２つの系統では隣接する
２種類の異なる遺伝子に由来する産物を生じていた）。こ
のことは、全て機能的な遺伝子座にGSベクターが挿入さ
れ、強制発現を引き起こしていることを示した。既知遺
伝子７個のうちの６個、EST相同遺伝子18個のうち16個
は遺伝子の転写開始点上流にベクターの挿入が起こって
おり、これらにおいては、完全長の遺伝子産物が過剰発
現されていることを示唆した。
7個の既知遺伝子のうち、3個（hsp26、nla、DmGST2）

はストレス応答、または酸化還元バランスに関与してい
るものであった。Hsp26は分子シャペロンとして機能す
ることが知られている。nlaはヒトダウン症候群に関与す
る染色体領域の配列と類似する遺伝子であり、かつスト
レス誘導性タンパクであるAdapt78と類似している。ま
た、DmGST2は解毒酵素であり、酸化還元バランスに関
与している。その他の遺伝子については、寿命の決定と
いかなる関連になるのか不明である。ESTに対応する遺
伝子で生物学的機能が示唆されているものが６個存在し
た。そのうちの３個（ほ乳類のTRX、 GILT、 POSHに相
同）はストレス抵抗性、あるいは酸化還元バランスに関
与する遺伝子として知られている。これらの結果は、老
化や寿命の機構において酸化ストレス抵抗性が重要な要
素であることを強く示唆した。

寿命延長効果を示した遺伝子の中で、POSH遺伝子に
注目した。POSHタンパクは、N末にRING-finger motifを
もち、４つのSH3ドメインをもつユニークな構造をして
いる。ほ乳類では、培養細胞でPOSHを過剰発現すると
JNK/SAPKストレス応答経路を活性化し、細胞死を引き
起こすことが報告されている。ショウジョウバエでも、

UAS-POSHを作製して、成虫での強制発現させたときの
寿命を測定したところ、GS系統の場合と同様に、野生型
に比べて有意に長寿命を示した。一方、興味深いことに、
発生過程で過剰発現すると、複眼の形態異常や、翅の極
性以上、生殖器の形成異常、あるいは翅脈の欠如を引き
起こす。このような表現型はJNK経路の活性化を強く示
唆する。そこで、JNKカスケードのターゲットである
puckardの遺伝子座にlacZレポーターが挿入された系統を
用いて、POSHの過剰発現とJNK経路の活性化の関係を
しらべた。よそうどおり、POSHを強制発現させた部位
で、lacZの活性が検出された。このことは、POSHの強制
発現がJNK経路を活性化することを強く示唆した。さら
に、JNK経路の変異体であるhep(JNKK)やbsk(JNK)の機
能喪失変異体をヘテロで組み合わせると、POSHの過剰
発現による形態異常が抑制された。このことは、POSH
の過剰発現がJNKを活性化させる作用を持っていること
を強く示唆した。ストレス応答経路に関連する遺伝子は
他にも見つかってきており、生命機能最適化機構におい
て主要な役割を演じているものと推察される。また、同
遺伝子を発生過程で強制発現すると、細胞死を引き起こ
す。このことは、細胞の増殖や成長が中心となる発生過
程と生命機能を維持することが重要な老化の過程とで、
同一の遺伝子が違った機能をもつことを意味する。遺伝
子が文脈依存的な機能を発揮するのは一般的であり、時
期を限定した遺伝子強制発現法の有効性を示唆するもの
である。その後、他の研究グループによって、JNK経路
の適度な活性化が寿命の延長を引き起こすことが報告さ
れている。（成果：１、２，３、７、13，19，29，30，31）。

c) 自然免疫の制御に関わる遺伝子POSH
先にGS系統を用いた寿命のスクリーニングにより同定

した遺伝子POSHは、いかなるメカニズムで寿命に影響
を与えているのか不明であった。そこで、POSHの本来
の機能を解明することを試みた。Pエレメントの挿入系
統を再度トランスポセーズ発現系統と交配して、挿入部
位に隣接するゲノムDNAを欠失する機能破壊変異体を作
製した。変異体は、一見正常に発生し、妊性もあり、異
常は認められなかったが、細菌の感染に対して感受性が
高く短命になることが判明した。大腸菌などのグラム陰
性菌をショウジョウバエに注入すると、自然免疫系

（Imd経路）が活性化され、Diptericinなどの坑菌ペプチ
ド遺伝子や転写因子Relish (NF-kB)が活性化と、JNK経路
の活性化がおこる。Relishは他の抗菌ペプチドの発現を
誘導する。JNK経路の活性化は、傷の修復に関わってい
ると考えられている。この２つの経路の活性化にかかわ
るコンポーネントは、脊椎動物のTNF経路に類似してお
り、進化の観点からも興味深い。POSHの機能破壊変異
体は、大腸菌に感染した後の免疫反応が野生型とことな
っていた。野生型では一過性の反応であるが，POSH変
異体では、一旦活性化されるとその状態が持続する。さ
らにPOSHの作用機構を解明するために、まず、POSHが
ユビキチンリカーゼ活性をもち、JNK経路の活性化にか
かわるTAK1（JNKKK）に結合して分解する作用をもつ
ことを明らかにした。さらに、培養細胞をつかって、
peptideglycan刺激による免疫応答（JNK）の活性化に
POSH発現レベルがどのように影響するかをしらべた。
RNAiをつかってPOSHの発現を抑えると、JNKの活性化
も減少するが、比較的長く活性化された。。一方POSHを
過剰発現させた細胞では、JNKの活性化が一過性に高く
上昇し、すぐにもとのレベルに戻った。RING-fingerに変
異をいれたユビキチンリガーゼ活性を欠く変異体では、
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活性化は野生型と同様におこるが、そのあともとにもど
るまで時間を要した。これらの結果は、POSHがJNKの
活性化と不活性化の両方に関わっていることを示唆する。
POSHがTAK1と結合してJNKシグナルをとおす一方で、
活性化されたTAK1を分解するという複雑な機能を担って
いるものと考えられる。POSHのRING-ginger変異体をも
ちいて、個体においても、同様なメカニズムが機能して
いることを確認した（成果：１、２、３，23）。

自然免疫に関しては、hs-GAL4とGS系統を交配して、
過剰発現スクリーニングによりPGRP-LEを同定した

（６）。そして、それが細菌表面抗原に認識する受容体と
してはたらくことを明らかにした。また、複眼で発現す
るGMR-GAL４を使って、複眼の細胞死を引き起こす遺
伝子として、TNFaスーパーファミリーEiger（８）、およ
びSec61alpha translocon（21）を同定した。また、ey-
GAL4をつかって、異所性に器官形成を行なう遺伝子の探
索を行ない、翅の器官アイデンティティに関わるwinged
eye遺伝子を同定し、その機能を明らかにした（22）。そ
の他にも、ショウジョウバエのGSシステムを利用して、
さまざまな新規の遺伝子、あるいは新規の機能を見出し、
機能解析を行なった（成果：５、９、14、16、20、24、
26、27）。

d)選択的スプライシングによる遺伝子機能の多様性の解
明

GS系統を用いた強制発現によるスクリーニングの過程
で、ホットスポットの一つであるlola (longitudinals
lacking)遺伝子座への挿入系統が、致死、半致死、触角
に脚ができるアンテナぺディアなど、系統によって極め
て多様な表現型の異常を引き起こすことがわかった。
lola遺伝子は神経軸索ガイダンスに関わっていることは
知られていたが、その多様な機能については不明であっ
た。その原因を探るために、lola遺伝子のゲノム構造、
転写産物の構造について研究を行った。

lola の転写産物を調べたところ、80種類のmRNAバリ
アントを産生することを見出した。これらは合計20種類
のBTB-Znフィンガーファミリーの転写因子をコードす
る。遺伝子全体は32個のエクソンからなり、全長は60kb
を超える（図13）。

５’側の４個のエクソンはいずれも転写開始点を含み、
5’側非翻訳領域に相当する。エクソン５から８までは全
てのバリアントに含まれ、その配列はN末側にあるBTB
ドメインを含む定常領域をコードする。mRNAの3’側は
C末側可変領域をコードし、エクソン９-32のうちの１個
または２個のエクソンが使われる。合計20種類の可変領
域の配列のうち17種類がZnフィンガーを含むが、類似性
はほとんどない。一方、他のショウジョウバエD.
pseudoobscuraの相同遺伝子の配列と比較すると、BTB

ドメインや可変領域の配列はよく保存されている。特に
Zn フィンガー配列の保存性は極めて高く、97%以上の同
一性を示した。系統学的に遠いハマダラカの１種
Anopheles gambiaeにおいても、7種類のバリアントでZn
モチーフが保存されていた。これらのことは、個々の
Lolaアイソフォームが進化的に保存された固有の機能を
担っていることを強く示唆する。選択的スプライシング
は多細胞真核生物において広範にみられる。それによっ
て生まれる遺伝子機能の多様性は、神経系をはじめとす
る高次機能の確立に重要な役割を果たしているものと考
えられている。

lola遺伝子は発生過程を通して成虫まで全てのステー
ジで発現されているが、個々のアイソフォームの発現レ
ベルは発生段階によって異なる。神経系に限定して発現
されるもの以外に、中胚葉組織に全般に発現されるもの
など、複雑な発現パターンを示す。可変領域のエクソン
内に点突然変異をもつ複数の変異体が分離されており、
いずれもホモ接合体致死となる。これらの事実は、各ア
イソフォームがもつ固有の機能がショウジョウバエの発
生に必須であることを意味する。

この複雑な遺伝子座の選択的スプライシングはどのよ
うに制御されているのであろうか。可変領域をコードす
る選択的エクソンの多くはmRNAの最終エクソンとなる
ため、エクソン内に転写を終了させるためのターミネー
ションシグナルが存在する。その数は少なくとも20箇所
ある。従って、特定のエクソンだけが使われるようにす
るためには、それより上流にある全ての可変領域エクソ
ンのスプライスサイトとターミネーションサイトを完全
にマスクする機構が必要である。たとえば、最も下流に
あるエクソン32を含むmRNAを産生するには、その上流
にある19個のターミネーションシグナルを全てスキップ
しなければならない。しかも同一の細胞内で複数のアイ
ソフォームが発現されることがわかっており、mRNAに
含まれる可変領域を１種類だけに限定するためには、極
めて複雑な機構を想定しなければならない。

そのメカニズムを解明するために、複数のlola突然変
異体アリル（致死）を用いて遺伝学的相補性テストを行
なった（図14）。

定常領域に変異があるもの同士（図中の番号１）や同
じ可変領域に変異をもつ変異体同士（同２）では相補し
ないが、異なる可変領域に変異をもつもの（同３）は相
補する。これは２つのアリルが互いに相手側に欠損して
いるアイソフォームを補完し合うことができることによ
るものであり、予想されたことである。驚いくべきこと
に、定常領域に変異をもつものと可変領域に変異をもつ
もの（同４、５）が相補した。常識的には、定常領域に
異常をもつアリルが機能的なアイソフォームを産生する
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ことは不可能である。従って、もう一方のアリルの可変
領域エクソンに異常があると、そのアイソフォームを欠
損するために致死になると予想される。ところが、生ま
れてきたF１個体では、欠損しているはずのアイソフォ
ームが発現されており、その配列は定常領域、可変領域
ともに野生型であった。このことは、DNAあるいはRNA
のレベルで組み換えが起こっている可能性を示唆するが、
体細胞モザイク解析の結果はDNAレベルのジーンコンバ
ージョンの可能性を否定した。そこで、RNAレベルの組
み換えが起こるかどうかを検討した。mRNAが由来する
相同染色体を同定するために、定常領域および可変領域
のSNPマーカーを同定し、F1個体のmRNAをRT-PCRによ
って増幅した後、定常領域、可変領域の由来を調べたと
ころ、二つの相同染色体に由来するキメラmRNAが高頻
度に発現されていることが判明した。この事実は、定常
領域と可変領域がmRNA前駆体として独立に転写された
あと、トランススプライシングによって組み換えを起こ
すことを意味する（図１５）。トランススプライシングは、
可変領域をコードする多数のターミナルエクソン候補の
中から１種類だけを選択するための極めて合理的なメカ
ニズムといえる。同様なスプライシング機構は同じく
BTB-Zn フィンガー転写因子をコードするショウジョウ
バエのmod(mdg4)遺伝子座でも起こっている可能性が示
唆されている。また、同じファミリーに属する遺伝子は
広く生物界に存在しており、ショウジョウバエ以外の生
物でも起こっている可能性がある。（成果：10、11、12、
28）。

e)ショウジョウバエゲノムの構造の複雑さとGS系統の有
用性

変異体の表現型とゲノムの遺伝子とを関連づけるため
には、ベクター挿入サイトを決定し、その周辺にある遺
伝子のレイアウトと照らし合わせて、最も可能性が高い
ものを原因遺伝子として推定する。たとえば、ベクター
が遺伝子Xの上流に挿入されていて、強制発現の方向と
遺伝子の転写方向が一致していれば、遺伝子Xが強制発
現されたと考えてよい。しかし、実際にベクター挿入サ
イトを決めていくと、必ずしもわかりやすい状況ばかり
ではない。ショウジョウバエ(Drosophila melanogaster)
はコンパクトなゲノムをもつ代表的な生物の一つである。
FlyBaseのアノテーションでは、イントロン内に別の遺伝
子が存在する場合や、二つの遺伝子がオーバーラップし
ている場合などは決して少なくない。コーディングは重
なっていない場合でも、遺伝子間距離が極めて短いため、
制御配列が複数の遺伝子で共有されていることもありう
る。実際に，non-coding領域の配列にはどのていどの機
能的制約があるのかを推定するために， D.melanogaster
の近縁種であるD. sechellicaとD。simulansのゲノムの相
同領域をシークエンスして、３種の間で比較解析を行な

った。その結果、non-coding 領域の配列は置換速度がお
そく、何らかの機能的制約をうけていることを支持した。
遺伝子が複雑に入り組んでいる領域では、挿入サイトの
わずかな違いでも、全くことなった表現型になることが
予想される。また、lola遺伝子のように単一の遺伝子座
であっても、複数のプロモーターが使われ、複雑なスプ
ライシングが起こるものでも、同様なことがいえる（図
16）。幸運なことに、４種類のプロモーターの全てについ
て、GSベクターの挿入がおこっている。このような複数
の挿入系統は、それぞれに独自の作用をもっているもの
と考えられる。

一方、 ベクター挿入サイトの近傍にはアノテートされ
た遺伝子が見当たらないケースもあった。しかし、現在
のところ本当に遺伝子がないとは断言できない。転写領
域はESTクローンによってアノテーションされたものが
大部分であり、すべての転写領域が捕捉されているわけ
ではない。ベクター挿入と遺伝子の転写開始点の相関が
高いことを考えると、これらの領域に未同定の転写開始
点が存在する可能性がある

〈国内外での成果の位置づけ〉
トランスポゾン挿入による変異体作製はすでに米国や

欧州で先行して、比較的大規模な系統作製が行われてい
る。国内では、GAL4エンハンサートラップ系統が作成さ
れ、その発現パターンとマッピングが分担者の林を中心
に行われた。GS系統についても、独自開発の強制発現ベ
クターを用いていており、そのマッピング情報と表現型
情報が統合されたデータベースはこれまでにない有用な
ものである。Gal4系統と共にデータベースの参照と系統
のリクエストを国内外から数多く受け、提供している。
ショウジョウバエの研究者からは、データベースが大変
わかりやすいとの評価を得ている。

大学・研究所などのアカデミアだけでなく、欧米の企
業からも注目された。基礎研究の範囲内ということで、
米国ノバルティスに無償でいくつかの系統を提供した。
最近では、フランスのFovia-Pharaceuticalsから問い合わ
せがあり、首都大学東京知的財産部門が窓口になって、
有償の譲渡契約を行なった。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
表現型情報の網羅的収集はきわめて時間を要する作業

であり、多大な時間を費やしたが多数のGS系統をスクリ
ーニングできたのは限られたGAL4系統のみであった。表
現型の記述は一方でできるだけ正確に記述することが重
要であるのだが、それによって多大な時間を要すること
になるという矛盾がある。また、表現型の記述に関して
は、複雑になればなるほど、その評価が微妙になってく
る。複数の観察者でスクリーニングを進めざるをえない
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ため、その経験と用いた顕微鏡の見え方など、個人差を
生じる。たとえば軽微な複眼形態の異常は、観察者によ
って正常と判定されてしまう場合があった。当初、表現
型のプロファイル比較による機能未知遺伝子の機能推定
プログラムを作成したが、表現型のデータ量が少ないた
め、意味のあるプロファイル比較にはならなかった。
ベクター挿入サイトの決定は、データの整合性をとるこ
とが最も難題であった。人手による作業ステップがある
ため、サンプル番号の間違いなどがあり、それに気がつ
くまでに、大変な苦労をした。また、inverse-PCRのデー
タから自動マッピングのソフトを最適化するのにも多大
な時間を要した。データそのものに問題がある場合もあ
り、作業段階で発生する全ての問題を当初予測できなか
ったため、後追い状態になってしまった。さらに、ゲノ
ム配列のアップデートにあわせた対応にも時間を要した。
特に、アノテーションの量が増えたため、GSのinsertion
の位置から推定される強制発現遺伝子を特定するアルゴ
リズムを変更する必要が生じた。

GS系統の作製は、３年目までは極めて順調に進み、当
初計画の１万系統を倍増して、２万系統を目指した。し
かし、マッピングの整合性の問題が発生したため、その
技術改良と、表現型のデータ収集のために、総数は２万
系統には至らなかった。ただし、転写方向を反転できる
GSV7の開発で、実質的にはほぼ２万系統に相当する。

〈今後の課題〉
ゲノムの遺伝子の機能を理解するためには、変異体を

作製して表現型を明らかにしていく作業は不可欠である。
その重要性は今後もかわらない。強制発現システムは、
従来の突然変異誘発法に比べて、はるかに高い頻度で表
現型を誘発するため、情報量は多くなるが、機能未知遺
伝子の機能を予測するのに使えるだけの情報を蓄えるの
は容易ではない。遺伝子の機能は一義的に決まっている
訳ではなく、発現量と表現型の関係は必ずしも単純では
ない。非線形部分があることは疑いないが、その理解は
ほとんど進んでいない。表現型をどのように解明して、
生命システムの理解につなげるかが今後の大きな課題で
ある。そのためには、表現型の評価法を再検討して、客
観性、高精度、定量性のあるデータが不可欠である。ま
た、データを様々な手法でかつ高速で処理できることが
重要である。そのためには、計算機をつかって表現型情
報を収集、処理できるシステムを確立する必要がある。
ショウジョウバエの翅は、その目的に合致する理想的な
器官である。すなわち、２次元構造であるため、画像デ
ータとして記録することができ、明瞭なパターンをもっ
ているため、それをランドマークとして形態情報を数値
化することが可能である。また、翅の形態形成には、ほ
乳類を含めた多くの生物に共通のシグナル伝達系が関与
している。今後は、ショウジョウバエの翅に焦点をあて、
重点的に表現型情報を収集し、その形態を制御するシス
テムの解明に挑戦する。
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