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計画研究：生命システム情報

ショウジョウバエゲノムの改変による表現型情報の統合的解析

●相垣 敏郎 1)　◆林 茂生 2)　◆上田 龍 3)　　　　　　　
1) 首都大学東京・大学院理工学研究科　2) 理化学研究所・CDB　　3) 国立遺伝学研究所・系統生物研究センター

＜研究の目的と進め方＞
ゲノムの遺伝子機能を解明するには、突然変異体の作製と解析

が不可欠である。しかし、多くの生物で、遺伝子を破壊しても、
明瞭な表現型を示さない場合が少なくない。これらの中には、ゲ
ノムの中に類似の機能をもつ遺伝子によって補償されるものや、
表現型の異常が軽微であるため検出が困難なものが含まれると考
えられる。このような遺伝子が生命機能の最適化にどのように貢
献しているかを明らかにするには、精度の高い表現型情報を取得
する方法論を確立する必要がある。そこで、本研究では、翅画像
データを使った形態計測技術、および胚発生過程のライブイメー
ジングによる４次元形態計測技術を開発する。これらの方法を用
いて、変異体の体系的な作成、画像情報の取得、計算機による画
像処理、データベースの構築、およびデータ解析法を確立する。
変異体の作製は、ショウジョウバエのゲノムの遺伝子を強制的に
発現するGene Search (GS) システム、および誘導RNAi による
ノックダウン法を用いる。大規模に収集した表現型情報を体系的
に分類し、機能関連遺伝子の抽出を行なう。新規の機能をもつこ
とが推定される遺伝子について、重点的に機能解析を行う。デー
タ処理においては、計算機を用いた情報科学的な手法をとりいれ
るため、これらの技法を専門とする本領域の研究者と密接な共同
研究体制をつくり、研究計画を推進する。
　

＜ 2007 年度の研究の当初計画＞
1) 翅の表現型：研究代表者（相垣）と研究分担者（上田）は、

それぞれGS系統、およびRNAi 系統を用いて、標的遺伝子の強
制発現、あるいは機能をノックダウンする方法で変異体を作製す
る。翅原基でGAL4 を発現する sd-Gal4 系統に交配し、そのF1
個体の翅標本を作製し、画像データとして収集する。計算機を使っ
て翅の形状をあらわす指標を求める。翅の大きさをあらわす指標
として、前後軸方向、遠近軸方向、およびそれらの比を指標とす
る（本領域の東大・森下真一博士との共同研究）。強制発現、あ
るいはRNAi により顕著な表現型を示した新規の遺伝子について
は、より詳細な解析を行なう。翅の大きさに関する変異体につい
ては、インスリンシグナル経路との関連を解析する。
2) 胚発生の表現型：研究分担者（林）は、ショウジョウバエ胚

の各種組織を用いて、アクチン繊維、ミオシン、カドヘリンなど
の分布をタイムラプス撮影し、４次元画像のデジタル化、表現型
の定量化の方法を検討する。生物試料特有の像のばらつきにより
正確な解析を自動化するにはさらなる工夫が必要であることが判
明したので、気管上皮の陥入過程をタイムラプス撮影で記録して
手動で様々な測定を試みる。
3) ショウジョウバエゲノムの転写開始点解析：GS系統を用い

た強制発現によって生じた表現型の原因遺伝子をより正確に推定
するために、ショウジョウバエゲノムの転写開始点の情報を取得
する（本領域の東大・森下、菅野、橋本、遺伝研・小原との共同
研究）。

＜ 2007 年度の成果＞
1) 翅の表現型：これまでに、GS系統、および RNAi 系統を用

いて、遺伝子強制発現、およびノックダウンしたときの翅画像の
収集を行った。画像データを解析し、各種パラメータを取得した。
翅の大きさは細胞の増殖や成長と密接な関連にあり、少なくと
も、大きさに影響を与える遺伝子の中には、インスリン /IGF シ
グナル系に関わる遺伝子が含まれていた。インスリンシグナル
は、組織の大きさを制御するとともに、ストレス耐性や寿命とも
関わっていることが知られている。そこで、遺伝子強制発現によ
る酸化ストレス耐性の表現型と翅の大きさとの関連を解析した。
比較的安定したストレス耐性を示すものとして、約 20 個の遺伝
子を同定した。これらについて、翅の大きさにどのように影響が
あるかを調べたところ、95%の系統において翅を小さくする方向
に作用しており、体の大きさとの逆相関が認められた。原因遺伝
子がインスリン経路といかなる関係にあるかは不明であるが、少
なくともこれらの系統では、体の大きさを小さくするとともに、
ストレス耐性を強化したと考えられる。
個別遺伝子の研究としては、チオレドキシンファミリーに属す

る３つの遺伝子 (Trx-2, dhd, Trx-T) について、機能解析をおこなっ
た。Trx-2 は、過剰発現で酸化ストレス耐性が上昇する遺伝子と
して同定した。この遺伝子の強制発現により、ショウジョウバエ
のパーキンソン病モデルの表現型が改善されることが判明した。
また、その機能は、他の二つの遺伝子を強制発現しても同様の効
果が認められた。その機能には、Trx-2 のシャペロン活性が重要
であることを示した。一方、Trx-2 の機能欠損変異体は、酸化ス
トレス高感受性となるが、dhd および Trx の変異体では、ストレ
ス耐性に変化は見られなかった。これは、二つの遺伝子の発現が
主に生殖細胞に限られていることによるものと考えられる 
(Tsuda et al., 2007)。
2) 胚発生の表現型：ライブイメージング技術を駆使して、ショ
ウジョウバエ胚において外胚葉と胚体外細胞層 (amnioserosa) の
組織間相互作用を解析した。細胞間マトリクスレセプター　イン
テグリンの変異体におけるタイムラプス解析から、変異体はいっ
たん深刻な上皮の開裂が起きるがその後損傷部位の修復反応が活
性化されて最終的な表現型は比較的軽度に回復することがわかっ
た (Wada et al., 2007)。この結果はインテグリンがこれまで考え
られていた外胚葉上皮の伸展運動ではなく胚体外細胞層との接着
に主要な機能を持つという新しい発見につながった。ショウジョ
ウバエ胚外胚葉から陥入した翅成虫原基が体腔内で気管に接着し
て後方に移動する事を見いだした。この移動には翅原基特異的な
ラミニンアイソフォームの発現が必要とされており、異種組織間
の相互作用と細胞移動にインテグリンシグナル が関与している
事を示すはじめての報告となった (Inoue and Hayashi 2007)。ショ
ウジョウバエの気管は二次元平面である外胚葉上皮が陥入して三
次元の管腔系に転換される事で開始する。我々はこの陥入プロセ
スを撮影し、上皮細胞の変形、細胞相互の位置変化 (cell 
intercalation)、そして細胞分裂のパターンを定量的に評価した。
その結果陥入開始以前に気管原基内では細胞の再配列と細胞境界
の平滑化がおき、その動きにはミオシン分子の細胞接着部位にお
ける濃縮が伴っていることを見いだした。ミオシン濃縮は円環状
に中心から周囲に拡大し、そのパターンはEGFRシグナルの活
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性の伝播パターンと一致した。この結果はEGFRが円環状の列
をなして活性化することで気管原基における陥入活動を統合する
事を意味する。この結果は陥入における細胞運動を制御するシグ
ナルの伝播を可視化したはじめての仕事である（Nishimura et 
al.,2007）。影山裕二博士（奈良先端大、現基礎生物学研究所）と
協力して新奇遺伝子Pri の機能解析を行った。Pri は最短で 11ア
ミノ酸の複数のペプチドをコードするポリシストロニックな遺伝
子で進化的に保存されていた。気管と表皮分化のタイムラプス解
析によりPri の機能はアクチン繊維の編成を制御する事が明らか
となった (Kondo et al., 2007)。
3) ショウジョウバエゲノムの転写開始点情報の収集：ショウ

ジョウバエの各発生段階からRNAを調整し、オリゴキャップ法
による 5’ SAGE解析、およびSolexa によって取得した転写開始
点タグの解析が進行中である。
　

＜国内外での成果の位置づけ＞
Gene Search 強制発現系統、およびRNAi 系統は研究代表者（相

垣）、および分担者（上田）によって作成されたオリジナルコレ
クションであり、これらを使って，大規模に表現型情報を収集・
データベース化する試みは他に類をみない。特に、従来の直接観
察法では見逃されていた軽微な表現型異常を客観的にとらえるこ
とにより、機能未知であった多くの遺伝子について、解析の糸口
を与えるものと期待される。分担者（林）のタイムラプス撮影技
術は国際的に最高水準にあるものと考えている。その技術を活用
することでこれまで固定標本では不明であった詳細な表現型を明
らかにして新奇の遺伝子機能の解明できたと考えている。Pri ペ
プチドの発見はNature Cell Biology の表紙を飾ると共に review
で取り上げられ、国内の新聞でも報道された。ゲノムワイドな転
写開始点の収集については、世界的に期待される情報である。本
研究により、転写領域のアノテーションが一新されるものと期待
される。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
翅の形態に関するさまざまなパラメータを定義し、系統間での

比較を行ったが、形態の変異と生物学的意味付けに結びつけるに
は至っていない。パラメータはむしろ大雑把に整理した方が生物
学者の感覚でとらえやすい可能性があるので、定義を見なおす計
画である。ショウジョウバエの恒温室の引っ越しがあったため、
一時期系統管理が十分いきとどかず、約３ヶ月にわたって、効率
的な作業ができなかった。今後ペースアップしたい。胚発生のイ
メージングによるデータ収集に関しては、表皮の細胞境界をコン
ピューター計算で自動トレースし、シグナル強度と細胞形態の定
量的データを得る事を目指したがまだ精巧に至っていない。

＜今後の課題＞
Gene Search 系統、およびRNAi 系統を用いた表現型情報の収

集を継続する。翅のスクリーンに関しては、年間 2000 系統、4
万画像データの収集を目標とする。これらの解析法の改善、形態
異常の分類法についても引き続き改良を検討していく。
Nishimura et al.(2007) の仕事では自作した image J のプラグイン
で支援された手動トレースにより定量化を行った。今後は大浪修
一計画班員（理研GSC）の協力を得て４次元でデジタル化し、
数理解析のプラットフォームを確立すべく努力している。ショウ
ジョウバエのゲノムの転写開始点については、引き続きデータの
解析を行い、転写領域のアノテーションを見直すとともに、転写
活性とゲノム構造の関連性についても検討する。
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