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研究成果の概要（和文）：本研究では、がん抑制シグナル経路として知られるHippoシグナル経路による神経機
能調節メカニズムの解明を目指した。ショウジョウバエ神経系におけるHippoシグナル経路に関わる因子の遺伝
学的探索を行い、進化的に保存されたアミノ酸トランスポーターHiAT (Hippo-interacting Amino acid 
Transporter)を見出した。また、HippoキナーゼおよびHiATは、シナプス形成および個体活動量に影響を与える
ことも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to reveal the molecular mechanism underlying hippo 
pathway regulates neural function.  By using Drosophila genetic screen, we identified the 
evolutionarily conserved amino acid transporter, HiAT (Hippo-interacting Amino acid Transporter) as 
a regulator of hippo pathway in neuronal synapse formation.  Furthermore, we found that HiAT and 
hippo kinase can affect animal locomotor activity.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 Hippo シグナル経路は細胞増殖、細胞死、
細胞分化を制御し、個体発生、ガン形成にお
いて重要な役割を果たす。最近 10 年ほどで
Hippo シグナル経路の構成因子の同定・解析
は爆発的に進み、Hippo シグナル経路の主要
構成因子が続々と単離・解析されてきた。例
えば、hippo (MST1/2), warts(Lats1/2)など
のキナーゼ群、Sarvador(Sav1)などの足場タ
ンパク質、及び転写制御因子として働く
Yorki(YAP/TAZ)が同定されている（括弧内は
哺乳類オルソログ）。しかし、これらの研究
の殆どは、「細胞増殖過程」の Hippo シグナ
ル経路の機能を解析するものであり、神経細
胞などの「最終分裂後の細胞」における Hippo
シグナル経路の機能は殆ど分かっていなか
った。 
 以前私は、脳神経回路の発生過程における
軸索・樹状突起のターゲティング分子機構を
解明する目的でショウジョウバエ嗅覚神経
系をモデル系として遺伝学的モザイクスク
リーニングを行ってきた (Nat Neurosci, 10, 
828-837, 2007; J Neurosci, 30, 9939-9946, 
2010; Nat Neurosci, 16, 683-691, 2013)。
その過程で、進化的に保存された新奇タンパ
ク質 Strip を見出し、Strip がエンドソーム
の細胞内輸送と成熟を制御することで軸索
伸長を調節することを報告している(Nat 
Commun 5, 5180, 2014)。また、Strip に関し
て解析を進めた結果、Strip が神経軸索の前
シナプス部位に局在していることを見出し、
解析系を「ショウジョウバエ幼虫の神経筋接
合部 (Neuromuscular junction: NMJ)」へ移
し、更に Strip 機能解析を進めたところ、以
下に示す結果を得た。まず、Strip はブート
ンと呼ばれる神経シナプス構造体の中に点
状に局在することが分かった。この時、Strip
は STRIPAK と呼ばれる PP2A 脱リン酸化酵素
複合体の構成因子として働き、Strip ノック
ダウンはHippoキナーゼの活性化を引き起こ
すことが明らかになった。また、神経で Strip
をノックダウンすると、シナプスブートン構
造の過形成を引き起こし、この表現型は
Hippo 遺伝子のコピー数を減らすことによっ
て消失した。更に、Hippo シグナル経路の下
流因子として知られる「bantam microRNA」
はシナプス形成を負に制御することも明ら
かになった。これらの実験結果から Hippo シ
グナル経路が神経系で機能することが分か
ってきたが、その分子機構については不明な
点が多かった。 
 
２．研究の目的 
 私は以上のような状況を鑑み、「最終分裂
後の細胞：神経細胞のシナプス形成」におけ
るHippoシグナル経路の生理機能解明を目的
とした。特に、生体内 Hippo シグナル研究基
盤を整備し、シナプス形成における Hippo シ
グナル経路に関わる分子群を網羅的に同
定・解析することで、神経系における Hippo

の機能理解へと繋げることも目指した。 
３．研究の方法 
 シナプス形成におけるHippoシグナル経路
に関わる分子群をゲノムワイドに探索する
目的で、独自に見出した Strip 分子(Hippo キ
ナーゼ活性抑制因子)を利用した遺伝学的ス
クリーニングを行った。得られた新奇 Hippo
シグナル制御因子に関し、既存の Hippo 関連
因子との遺伝学的相互作用、また動物個体行
動に関する影響をしらべた。 
 
４． 研究成果 
(1)運動神経における Hippo シグナル経路を
構成する因子探索に向けた遺伝学的スクリ
ーニング系の構築 
 運動神経特異的にstripをノックダウンす
るとショウジョウバエは蛹期致死性を示し、
hippo のノックダウンによりこの致死性は消
失する。従って、この系において hippo と同
方向に働く遺伝子があるとすれば、その欠損
によっても同様に致死性が消失する可能性
がある。そこで本研究では「運動神経におけ
るstripノックダウンに伴う致死性を抑制す
ることができるか否か」という指標のもとに
Strip-Hippo 経路の新規遺伝子の探索を試み
た。致死性は解剖等の手間をかけずに判断で
きるため、大規模なスクリーニングを行うの
に適している。 
 まず運動神経特異的にstripをノックダウ
ンすることのできるスターターラインの作
成を目指した。しかし、そのような個体は蛹
期致死性を示してしまい、系統を維持するこ
とができない。よって、致死性を抑えるため
に、tubulin プロモーターを用いて全身に
Gal80 を発現させた。Gal80 は Gal4 に結合し
Gal4 の転写活性を抑制する。これによって
UAS 以下の strip-shRNA（strip をノックダウ
ンする short-hairpin RNA）の発現が抑えら
れ、個体は生存することが可能になる。この
スターターラインと別の系統を交配するこ
とで、次世代（F1）において運動神経特異的
にstripをノックダウンした状態を作り出す
ことができる。 
 
(2)遺伝学的スクリーニングによる HiAT 
(Hippo-interacting amino acid 
transporter)の同定 
 作成したスターターラインを、ゲノムの一
部を欠損した系統である Dros Del Core 
Deletion Kitショウジョウバエ系統と交配し
た。Dros Del Core Deletion Kit はショウジ
ョウバエゲノムの一部領域を欠損した系統
群であり、205 系統からなる。これを用いる
ことでショウジョウバエゲノムの約 77％に
ついて、そのゲノム領域の欠損による影響を
評価することができる。スターターラインと
Dros Del Core Deletion Kit のショウジョウ
バエを交配すると、F1 ではゲノムの一部が欠
損した遺伝学的背景を持ち、更に運動神経特
異的にstripがノックダウンされた個体を得



ることができる。このようにして、スタータ
ーラインと Dros Del Core Deletion Kit に
含まれる 192 系統（残る 13 継投については
系統自身の脆弱性から実施できなかった）と
を交配し、strip を運動神経特異的にノック
ダウンした際に生じる蛹期致死性を抑制で
きる系統を探索した。スクリーニングでは、
3匹以上の生存個体を生じ、かつ 10％以上の
生存率を示した 25 系統を致死性を抑制する
ことのできる系統として判定した。ポジティ
ブコントロールとしてhippo遺伝子を含むゲ
ノム領域欠損系統を、ネガティブコントロー
ルとして野生型系統をそれぞれスターター
ラインと交配し、生存率を測定した。 
 上記 25 系統において strip ノックダウン
致死性を抑制した責任遺伝子の同定を目指
した。比較的広いゲノム領域を欠失した系統
に関しては、更に小さなゲノム領域を欠失し
た系統を用いて候補ゲノム領域の絞り込み
を行った。比較的狭いゲノム領域を欠失した
系統に関しては、候補領域内に含まれる遺伝
子に対する RNAi 系統をスターターラインと
交配し、その蛹期致死性を観察した。その結
果、運動神経において Hippo シグナル経路と
遺伝学的相互作用する可能性の高い 10 個の
遺伝子を同定した。そのうち最も効果が強い
ものとして一種のアミノ酸トランスポータ
ーを同定した。ここでは、このアミノ酸トラ
ンスポーターを HiAT (Hippo-interacting 
Amino acid Transporter)と呼ぶこととする。 
 
(3)HiAT は運動神経シナプス形成において、
Strip-Hippo シグナル経路と相互作用する 
運動神経特異的にstripをノックダウンす
ると、蛹期致死性のみならずシナプスの形成
異常も引き起こされる。野生型ではシナプス
構造（ブートン）が数珠状に連なっているの
に対し、strip をノックダウンした神経筋接
合部（NMJ: Neuromuscular junction）では
サテライトブートンと呼ばれる、軸から外れ
た小さなブートンが増加する。HiAT が NMJ ブ
ートン形成におけるStrip-Hippoシグナル経
路に影響を与えるかを確かめる目的で、運動
神経特異的に strip と hiat を同時にノック
ダウンした。その結果、hiat のノックダウン
はstripノックダウンによって生じたサテラ
イトブートンの増加を抑制した。 
 
(4)Hippo と HiAT は個体活動量の制御に関わ
る 
上記のように神経系において Hippo, HiAT
が機能することが分かったので、それら生理
機能を調べる目的でサーカディアンリズム
に対する影響を調べた。これまで Hippo の抑
制因子であるstripがショウジョウバエサー
カディアンリズムの調節に重要な役割を担
うことが報告されている。今回、サーカディ
アンリズムの測定には DAM(Drosophila 
activity monitor)システムを用い、12 時間
おきの明暗条件(LD 条件)と恒暗条件（DD 条

件）において hippo, hiat のノックダウン効
果を調べた。サーカディアンリズム生成に重
要な時計神経で hippo もしくは hiat をノッ
クした場合、個体のサーカディアンリズムに
は影響が現れなかった。しかし意外なことに、
hippoもしくはhiatのノックダウンは個体活
動量全体を増加させる傾向が観察された。 
 
本研究により、運動神経特異的なstripの
ノックダウンによるサテライトブートン形
成にアミノ酸トランスポーターHiATが関与
することが明らかになった。また、stripの
ノックダウンによるサテライトブートンの
形成がhiatのノックダウンによって抑制さ
れたことから、HiATはStripの下流で働くと
考えられる。更に、個体活動量においても
HippoキナーゼとHiATは同様のシグナル経路
で機能することが示唆された。 
では、HiATはどのような機構でサテライト
ブートンや個体活動量を制御しているので
あろうか。HiATはそのタンパク質二次構造か
ら、SLC36ファミリーに属するアミノ酸トラ
ンスポーターであると推測される。このファ
ミリーには他に８つの遺伝子が含まれてお
り、その内Patheticと言う分子は神経樹状突
起の形成に関与する。しかしHiATの機能につ
いては、これまで全く報告はない。 
通常、アミノ酸トランスポーターはアミノ
酸を取り込むことで細胞内のアミノ酸濃度
を上昇させる。また細胞内アミノ酸濃度の上
昇は、その下流でmTORC2を活性化させる。
TORC2はショウジョウバエNMJの成長を抑制
すること知られており、もしHiATが細胞内に
アミノ酸を取り込むことで細胞内アミノ酸
濃度を上昇させているのであれば、HiATノッ
クダウンによってTORC2は不活性化され、NMJ
の成長は促進されるはずである。しかし本研
究ではstripノックダウンによるNMJの過剰
成長がHiATのノックダウンによって抑制さ
れた。これはHiAT下流にTORC2以外の別の経
路が存在し、それがサテライトブートンの形
成に関与していることを示唆している。今後
は、HippoキナーゼとHiATの生化学的関係を
詳細に解析することで、神経系における
Hippoシグナル経路の作動基盤を明らかにし
ていく予定である。 
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