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〈研究の目的と進め方〉
シナプスに関わる諸問題の抜本的解決のためには、シ

ナプス局在蛋白質の網羅的同定と解析が不可欠である。
本研究では、ゲノム上においてシナプス局在蛋白質をス
クリーニングするための新しい方法として、ショウジョ
ウバエの遺伝学を用いる。具体的には、シナプスに局在
し、欠損変異体で行動異常を引き起こすHIG蛋白質を利
用する。シグナル配列を持ち膜貫通ドメインを持たない
分泌蛋白質であるHIG蛋白質は、蛹期のシナプス形成過
程において、シナプス形成の初期段階である蛹中期にお
いてはシナプスに輸送されシナプスに局在するが、その
後の蛹後期においては細胞体にのみ局在するようになる
ことから、シナプスへの軸索小胞輸送を介した局在機構
が発生段階によって特殊な制御を受けていることが予想
されていた。そこでまず、HIGのシナプスへの輸送の制
御機構を詳細に解析し、その輸送に関わるシグナルもし
くはドメインを同定し、シナプスへの輸送能を失った改
変HIG蛋白質を作成することを目指した。さらに、この
改変HIG蛋白質をコードする遺伝子をエクソントラップ
ベクターに組み込んで、ゲノム状の様々な位置に挿入し
た個体を大量に作成することによって、ある確率でエク
ソントラップベクターがゲノム状の未知のシナプス局在
蛋白質をトラップし、改変HIGとその新規シナプス局在
分子との融合蛋白質が産生されるのではないかと予想し
た。さらに、このかけ合わせを、行動異常を引き起こし
成虫のハエがほとんど動かないhig変異体のバックグラウ
ンドにおいて行うことによって、行動異常のレスキュー
を指標にし、具体的には動かないハエの中からよく動く
ようになったハエをスクリーニングすることによって、
シナプス局在分子をスクリーニングできるのではないか
と考えた。この方法の利点は、雑種第一代でスクリーニ
ングを行うことができるため、大量の個体をスクリーニ
ングできるという点、および、たった一匹とれてきたレ
スキュー個体からかけ合わせによって子孫を得て系統化
することができるという点である。hig変異体はシビアな
行動異常を起こし生殖能力がないが、hig変異体にhig遺
伝子のミニジーンを外来性に導入して発現させることに
よって、その行動異常は野生型レベルまでほぼ完全にレ
スキューし、生殖能力も回復するということがすでにわ
かっていた。

〈研究開始時の研究計画〉
まず、外来性に導入したHIG蛋白質の局在を、蛹期の

各発生ステージの脳においてエピトープタグに対する抗
体を用いて検出する系を作り、それを用いてHIG蛋白質
の各ドメイン構造を欠失させた蛋白質の局在を調べてい
くことによって、HIG蛋白質の局在に関わるシグナルも
しくはドメインを同定する。また、各欠失蛋白質のhig変
異体行動異常表現型のレスキュー能を調べることによっ
て、HIG蛋白質の分子機能にどのドメインが関わってい
るのかを明らかにする。以上の研究結果に基づいて、シ
ナプスへの輸送能を失い、かつ分子機能を保持している

ような、改変HIG蛋白質をコードする遺伝子を作成し、
それをエクソントラップベクターに組み込み、これを持
つ形質転換ショウジョウバエを作成する。予備実験とし
て、作成したベクターが確かにエクソントラップのイベ
ントを起こしうること、および用いている改変HIG蛋白
質が既知のシナプス分子との融合蛋白質として発現した
時にhig変異の行動異常表現型のレスキュー能を持つこ
と、の2点を確認する。さらに、スクリーニングのパイロ
ット実験を行い、スクリーニングの頻度を検定するとと
もに、スクリーニング法を種々の工夫で最適化すること
によって、頻度を高めることを目指す。その上で、実際
のスクリーニングに着手する。

〈研究期間の成果〉
内在性のHIG蛋白質を抗HIG抗体を用いて検出すると、

成虫の神経回路のシナプス形成の初期段階である蛹中期
においてはHIGはシナプスに輸送されシナプスに局在す
るが、その後の蛹後期においては細胞体にのみ局在しシ
ナプスに局在しなくなることが本研究開始以前にわかっ
ていた。ショウジョウバエの脳においては、脳の表層部
のcortexに神経細胞の細胞体があり、中心部のneuropilに
おいてシナプスが形成される。したがって、切片状では
神経細胞の細胞体とシナプスが、明らかに分離した場所

（cortexとneuropil）に位置しているため、光学顕微鏡レ
ベルで容易に特定の蛋白質の神経細胞内局在をin vivoで
調べることができる。まず、HIG蛋白質をHAタグとの融
合蛋白質として、形質転換ショウジョウバエを用いて外
来性に、ヒートショックプロモーターを用いて任意の時
期（蛹中期および蛹後期）に発現させ、その局在を抗HA
抗体を用いた免疫染色によって調べたところ、内在性
HIGの局在をミミックし、蛹中期にはシナプスに輸送さ
れたが蛹後期には細胞体にのみ局在した。また、HAタグ
の代わりにFLAGタグを用いても、同様の結果が得られ
た。

次に、この系を用いて、種々のドメインを欠く一連の
HIG欠失コンストラクトを作成し、それらの形質転換シ
ョウジョウバエを用いて欠失蛋白質の局在を調べること
によって、HIGの局在に関わるシグナルもしくはドメイ
ンを同定した。HIGは、N末端にシグナル配列を持ち、N
末端側半分の部分にRDGモチーフを持ち、C末端側半分
の部分に5つの補体結合ドメインと1つの免疫グロブリン
ドメインを持つ。ドメイン解析の結果から、最も重要な
結果としては、第一補体結合ドメインを欠く欠失HIG蛋
白質(DCB1 HIG)が、蛹中期にも蛹後期にもシナプスに
輸送されなくなることがわかった。さらに、CB1ドメイ
ンを単独で発現させると、蛹中期にも細胞体にのみ局在
したため、このドメインにシナプスへの輸送に必要十分
なシグナルが含まれるわけではないことがわかったが、
蛹中期に全長HIGと同時にCB1ドメインを発現させると、
全長HIGのシナプスへの輸送に対する阻害効果を示した
ため、CB1ドメインにシナプスへの輸送に必要なシグナ
ルが含まれていることが示唆された。また、RDG配列、
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免疫グロブリンドメイン、第五補体結合ドメインをそれ
ぞれ欠く欠失HIG蛋白質は、蛹後期においても部分的に
シナプスに輸送されたため、これらのドメインが蛹後期
におけるHIG蛋白質のシナプスへの輸送阻害に関与して
いる可能性が示唆された。

次にそれぞれの欠失HIG蛋白質の、hig変異行動異常表
現型のレスキュー能を調べた。hig変異体は成虫において
顕著な行動異常を示し、ハエがほとんど動かなくなるが、
外来性のhigを蛹中期において一過性に発現させると成虫
の行動異常がほぼ完全にレスキューされるということが、
本研究開始以前にわかっていた。また、外来性のhigを蛹
後期に発現させても、おそらくシナプスに輸送されない
ためであると思われるが、レスキュー能を示さない。本
研究において一連の欠失HIG蛋白質の、蛹期の各ステー
ジで一過性に発現したときの、成虫の行動異常のレスキ
ュー能を調べた。まず、シナプスに輸送されないDCB1
HIGは、蛹中期に発現させても全くレスキュー能を示さ
なかった。これは、HIGの機能部位がシナプスであり、
DCB1 HIGがシナプスに輸送されないためであると思わ
れる。しかしながら、CB1ドメイン以下の多くのドメイ
ンを欠く、N末端側半分のみの欠失HIGを発現させたと
ころ、予想外の結果ではあったが、蛹中期においてシナ
プスに輸送され、レスキュー能を示した。逆に、N末端
側半分を欠いた欠失HIGは全くレスキュー能を示さなか
った。以上の結果から、HIG蛋白質のN末端側半分の部
分がHIG蛋白質の分子機能に非常に重要であり、この部
分だけで行動異常のレスキュー能を発揮するために十分
であろうということが示唆された。さらに、DCB1 HIG
は、シナプスに輸送されないためにレスキュー能を有し
ていないが、N末端側半分の部分はintactに持っているた
め、HIGの（少なくとも行動異常のレスキューに必要な）
分子機能は保持しているだろう、すなわち、これを強制
的にシナプスに輸送されることができれば、レスキュー
能を示すのではないかということが予想され、これを、
当初の目的の、エクソントラップベクターに組み込むた
めの改変HIGとして使えるであろうということが予想さ
れた。すなわち、研究開始当初には、スクリーニング型
を開発するための技術的課題として、シナプスへの輸送
ドメインとレスキュー能がカップルしているのではない
かということが懸念されていたが、ドメイン解析の結果
から、局在シグナルとレスキュー能を明確に分離するこ
とができた。

次に、スクリーニングのシステムが機能するかどうか
を確かめるためのいくつかの予備実験を行った。まず、
全長HIGとGFPとの融合蛋白質を作成したところ、これ
は本来と同様の局在を示し、さらに行動異常のレスキュ
ー能も示した。このことから、HIGは、他の蛋白質と融
合蛋白質を作った状態でもレスキュー能を保持しうると
いうことがわかった。

スプライシングのアクセプターサイトのみを持つ第一
バージョンのエクソントラップベクターを作成し、その
形質転換ショウジョウバエを作った。その形質転換系統
の中から、トランスポゾン転移効率の検定を行い、高い
頻度で転移の起こる系統を選別し、スターター系統とし
て使うことにした。これを用いて、スクリーニングの小
規模なパイロット実験を行った。その結果、行動異常の
レスキュー系統が2系統、また、スクリーニングの副産物
として、hig変異のエンハンサー系統が1系統得られた。
レスキュー系統のベクター挿入部位を調べた結果、1つは
シグナル配列を持つ分泌蛋白質をコードする遺伝子の近
傍に挿入していて、データベース上で予測されているイ

ントロン中には挿入していなかった。もう1つは、転写因
子をコードするshunurri遺伝子のイントロン中に挿入し
ていた。この挿入系統に関してRT-PCR実験を行った結果、
エクソントラップのイベントが確かに起きていることが
確認されたが、このイントロンは蛋白質をコードしない
領域に位置していた。したがって、両者とも、エクソン
トラップレスキューが成功している証拠はなく、むしろ、
higのサプレッサー変異である可能性が高いと思われる。
しかしながら、以上の結果より、スクリーニングベクタ
ーが確かに一定の確率でイントロンに挿入すること、お
よび、イントロンに挿入した場合にはおそらくreliableに
エクソントラップのイベントが起きるのであろうという
ことが確認されたので、このシステムで大規模にスクリ
ーニングを行っていけば、ある頻度で未知のシナプス分
子をトラップできるであろうということが予想された。

平行して、DCB1 HIGと既知シナプス分子との融合蛋
白質を発現させたときに、確かにレスキュー能を示すと
いうことを確認するための実験を行った。データベース
上でシナプスに局在することが知られているショウジョ
ウバエの既知の分泌蛋白質または膜蛋白質を検索したが、
なかなか入手可能な良い分子を見いだすことができなか
った。まずは、アセチルコリンエステラーゼ遺伝子と
DCB1 HIG、およびHAタグの融合分子を蛹期の脳で発現
させたが、融合蛋白質の発現を抗HA抗体による免疫染色
で全く検出することができなかった。次に、シナプスに
輸送される膜蛋白質であるAPPLとDCB1 HIG、HAタグ
との融合分子を蛹期の脳で発現させたところ、少なくと
も部分的にはneuropilに輸送されているのが確認された
が、この分子はhig変異の行動異常のレスキュー能を示さ
なかった。これにはいくつかの原因が考えられる。まず、
実はDCB1 HIGが何らかの理由でレスキューに必要な分
子機能を保持していないという可能性がある。また、本
来分泌蛋白質であるHIGが膜に結合した状態では機能で
きない可能性、HIGはsubsetのシナプスのシナプス間隙
に分泌されるということがわかっているが、発現させた
蛋白質がシナプスには到達しているがシナプス間隙に分
泌されていない可能性、また、HIGとAPPLのneuropil内
における微細な局在が異なっている可能性、などが考え
られる。現在は、APPL-DCB1 HIGの挙動を知るために、
プロテアーゼによる分解の状態、またシナプス微細形態
における局在を調べるとともに、HIGとAPPLのneuropil
における局在がオーバーラップするかどうかを共焦点レ
ーザー顕微鏡を用いて調べようとしている。さらに、
HIGが細胞膜に結合した状態でレスキュー能を持ちうる
のかどうかを調べるとともに、ほかの様々な分子と
DCB1 HIGの融合蛋白質でレスキュー能を確かめていこ
うとしている。

〈国内外での成果の位置づけ〉
ショウジョウバエにおいては、GFPなどを用いたエク

ソントラップスクリーニングが国内外から報告されてい
るが、シナプス局在分子を多数同定するには至っていな
い。また、最近、線虫において、RNAi法を用いた、シナ
プスの機能異常を指標にしたゲノム規模のスクリーニン
グの結果が報告されているが、このスクリーニングによ
って、これまでに知られていなかったシナプス機能に関
わる分子が多数同定された。この結果は、シナプス分子
を網羅的に同定していくアプローチが、脳神経研究の重
要なブレイクスルーを作り出しうることを示している。
しかしながら、このスクリーニングでは、loss-of-function
の表現型を指標にしているために、脳システムの一般的



－ 432－

特性である冗長性が働いた結果として顕著な表現型を示
さない分子がスクリーニングから漏れてしまう。行動異
常のレスキュー実験とエクソントラップ実験を組み合わ
せることは、おそらく本研究独自であり、シナプスへの
局在を指標にした大規模スクリーニング法の開発に向け
て、さらに研究を進めようとしているところである。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
本研究の開始当初には、HIG蛋白質の局在シグナルと

レスキュー活性を分離できるかどうか、ベクターが高い
確率でイントロンに挿入するかどうか、また、reliableに
エクソントラップのイベントが起きるかどうか、などの
技術的課題があったが、現在のところは、これらの問題
点はクリアーされてきているものと思われる。さらに、
DCB1 HIGと既知シナプス分子との融合蛋白質でレスキ
ュー活性を確認するという、最後のハードルを越えるの
に時間を要している。

〈今後の課題〉
実際のエクソントラップレスキューの確実な成功例を

得ることが当面の目標である。そのためには、理論上も、
（ベクターがイントロンに挿入する確率、フレームおよび
転写の向きが合う確率、分泌蛋白質または膜蛋白質をト
ラップする確率、それがシナプスに局在する確率、位相
的に細胞外の部分のイントロンにベクターが挿入する確
率を考えると）ある程度の規模でスクリーニングを行う
必要がある。スクリーニング自体は非常に簡便であるの
がこの方法の利点であるため、まずは、上述したように、
既知シナプス分子との融合蛋白質でレスキュー活性を確
認するという最後のハードルを越えた上で、大規模なス
クリーニングを行っていくことは現実的に可能であると
思われる。
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