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研究成果の概要： 

マイクロアレイ技術を用い、ショウジョウバエの神経筋シナプスにおいて、シナプス形成の前

後や有無に対応したシナプス後細胞（筋肉細胞）での遺伝子発現の変化を検出することにより、

シナプス形成・成熟過程において誘導される遺伝子を系統的にスクリーニングし、さらに機能

を調べた。その結果、神経支配により発現が抑制される遺伝子のひとつである、転写因子

longitudinals lacking (lola)が、筋肉において、グルタミン酸受容体などの複数のシナプス機能

分子の発現を転写レベルで制御することを見いだした。 
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１．研究開始当初の背景 

シナプス形成は、神経細胞がシナプスを作

るべき細胞（標的細胞）に向かって軸索を伸

長し、数ある細胞の中から標的細胞を認識し

た後に開始される過程である。シナプスは神

経細胞が情報伝達を行なう場所であり、シナ

プス伝達に必要な様々なタンパク質（シナプ

ス機能分子）が多数局在した特殊な構造をし

ている。このシナプス構造が正確に構築され

るためには、シナプス前細胞である神経細胞

と、シナプス後細胞である標的細胞とが相互

作用を行ない、互いに分化を誘導することが

必要である。このシナプス分化の過程には、

大きく分けて 2つのプロセスが関与すると考

えられている。ひとつは、シナプス機能分子

のシナプス部への集積が誘導されるプロセ

スであり、もうひとつは、核において遺伝子

発現が制御されるプロセスである。シナプス

構造は、発生初期に形成された後、徐々にそ

の形態・機能を成熟させながら、成体に至る
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まで長期的に維持される。このようにシナプ

ス形成が長期間にわたって持続し、その構造

が維持されるためには、後者のプロセスであ

る遺伝子の発現制御と、それに伴う、新たな

タンパク質の合成が非常に重要であると考

えられている。 

遺伝子発現制御を介したプロセスがシナ

プス構造の形成・維持に重要であることは、

長期的なシナプス構造の変化をもたらすシ

ナプス可塑性についての研究からも明らか

になっている。シナプス可塑性とは、成熟し

たシナプスが神経活動の強さに応じてシナ

プスの構造を変化させたり、伝達効率を変化

させたりする現象である。これは、神経ネッ

トワークの機能を変化させることから、我々

の記憶や学習の基礎となる現象として着目

されている現象である。このシナプスの可塑

的変化には、短期的な変化と長期的に持続す

る変化がある。特に長期的な変化では、新た

なシナプス構造が形成されることが知られ

ており、そのためには、神経活動に応じて遺

伝子発現が制御される必要がある事が分か

っている。 

このように、遺伝子の発現制御を介したシ

ナプス分化のプロセスは、シナプス形成・維

持において非常に重要なプロセスであると

考えられる。しかしながら、シナプス構造が

初期形成される過程において、どのような遺

伝子プログラムが機能しているのかはほと

んど明らかにされていない。哺乳類の神経筋

結合シナプスを用いた研究によって、受容体

などのごく少数のシナプス機能分子につい

ては、シナプス形成期に遺伝子発現が誘導さ

れる事が分かっている。しかし、大多数の遺

伝子の挙動や、それらの遺伝子がシナプス形

成を誘導するプログラムの全貌は明らかで

ない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ショウジョウバエの神経筋結

合シナプスを用いて、シナプス形成過程に関

わる遺伝子プログラムを解明することを目

的とした。特に、運動神経（シナプス前細胞）

の支配によって筋肉細胞（シナプス後細胞）

でシナプス形成が誘導される際に、どのよう

な遺伝子が発現制御されるかを探索し、それ

らの遺伝子のシナプス形成における機能を

解明することを目指した。先のゲノムプロジ

ェクトの成果により、ショウジョウバエをは

じめとするモデル生物のゲノム情報はすべ

て解読されている。そしてそれに伴って、細

胞あるいは組織内での全遺伝子の発現量を

一度に調べることが可能な、DNA マイクロ

アレイの技術が大きく進歩してきた。本論文

ではこの技術を利用して、筋肉細胞における

遺伝子発現パターンを、神経支配の前後、神

経支配の有無で比較することにより、シナプ

ス形成誘導に関わる遺伝子プログラムを探

索することを計画した。 

 

３．研究の方法 

(1)マイクロアレイ 

ショウジョウバエの胚・幼虫の神経筋結合系
においては、神経細胞が筋肉細胞へと軸索を
伸長し、標的筋肉にシナプスを形成するまで
の発生過程が詳細に調べられている。体壁を
構成する全筋肉の発生は、ほぼ同時に進み、
神経支配（シナプス形成）もほぼ同時期に起
こるので、神経支配により誘導される遺伝子
発現についても、時間軸に沿って全筋肉で同
時に進行すると考えられる。故に、経時的な
遺伝子発現の変化を解析するのに非常に適
した系であると考えられる。ショウジョウバ
エの胚は解剖によって平面に展開すると、筋
肉細胞が解剖試料の表面に露出するため、顕
微観察下でマイクロピペットを用い個々の
筋肉細胞を単離することが可能である。本研
究においては、神経支配の前と後の発生時期
の筋肉、および、筋肉支配の起こらない
prospero (pros)変異体の筋肉を単離し、遺伝
子発現の比較プロファイリングを行なうこ
とを試みた（図１）。 

 本研究申請においてもっとも技術的に困

難と考えられた点は、いかにして微量の試料

から特異性を失わずに RNA を増幅するかと

いうことであったが、約４０本の筋肉を出発

材料として、再現性よく遺伝子発現プロファ

イリングを行うことに成功した。その具体的

な手法は以下の通りである。胚を解剖して展

開した試料から、マイクロピペットを用いて

単離した４０本の筋肉より抽出した mRNA

から、T7 プロモーター配列を持つ 2 本鎖

cDNA を逆転写反応により合成し、in vitro 

transcription 反応によって cRNA を増幅し

た。この操作をさらにもう 1 回繰り返し、ビ

オチンラベル化を行い、マイクロアレイ解析

のためのプローブとして用いた。神経支配の

前と後、及び、有りと無し、それぞれについ

て、各３ペアの遺伝子発現プロファイルの比

較を行い、３ペアすべてにおいて変化してい

る遺伝子を候補遺伝子とした。 

（2）候補遺伝子の機能解析 

候補遺伝子の機能欠失の影響を調べるため
に、既存の突然変異体とともに、二本鎖 RNA

を用いた遺伝子発現抑制 RNAi を用いること
により、筋肉特異的に遺伝子の機能を阻害し
た。ショウジョウバエにおいては、大多数の
遺伝子について、ヘアピン型二本鎖 RNA を



 

 

発現するような DNA 配列を UAS の下流に
もつ系統が作製されており、これらを GAL4

系統と掛け合わせることにより筋肉特異的
に遺伝子の機能を阻害した。以上の突然変異
体または RNAi 阻害個体において、シナプス
の形態をさまざまなマーカーを用い解析す
ることにより、候補遺伝子のシナプス形成過
程への関与を調べた。 

 
４．研究成果 
（1）マイクロアレイ比較解析 

神経細胞が筋肉細胞に到達・接触する前の時
期の筋肉細胞ではまだ神経細胞依存的に発
現する遺伝子は発現していないと思われる。
一方、神経細胞が筋肉細胞に到達し、シナプ
ス形成が進んでいる時期の筋肉細胞では、す
でに神経依存的に誘導される遺伝子が発現
していると考えられる。したがって、これら
2 種類の筋肉で発現している遺伝子の発現量
を比較解析することで、神経支配依存的に発
現する遺伝子を同定できると期待される（図
1A）。一方、pros 変異体においては、野生型
でシナプスが形成される時期になっても、神
経軸索が到達せず、その結果シナプスが形成
されない。そのため、神経細胞の支配により
発現が制御され、活動依存的シナプス形成過
程に関与するような遺伝子が、神経の不在に
より制御を受けていない状態にあると考え
られる。したがって、この変異体から単離し
た筋肉細胞での遺伝子発現と、同時期の野生
型の筋肉細胞での遺伝子発現を比較すれば、
シナプス形成に関わる遺伝子を特異的に同
定できると期待された。以上の神経支配の前
後、有無の２つの比較解析の結果、双方にお
いて神経支配に応じて発現が上がっている
遺伝子を 73 個、下がっている遺伝子を 11 個
同定することに成功した（図 1B, C）。これら
の候補遺伝子を下記の機能解析の対象とし
た。 

図１ マイクロアレイ比較解析 
 
（2）候補遺伝子の系統的機能解析  

上記の候補遺伝子は、シナプス形成に関与し
ている可能性が高い遺伝子である。しかし、
そのほとんどについて、シナプス形成に関わ
る機能は調べられていなかった。そこで、シ
ョウジョウバエの豊富な遺伝子発現操作技
術やトランスジェニック動物の系統を用い
て、シナプス形成における機能解析を 37 個
の候補遺伝子について行なった。その結果、
少なくとも２遺伝子（TepIV, pst）が、神経
終末の形態を制御する働きを持つ事を新た
に示した。さらに大きな発見として、転写因
子 Lola（Longitudinals lackings）が、神経
伝達物質受容体であるグルタミン酸受容体
のシナプス部の発現量を制御する働きを持
つ事が判明した。以下、lola に関する詳細な
機能解析について述べる 

 

（3）lola の機能解析 

DNAマイクロアレイ解析において、lolaは神
経支配依存的に発現が抑制される遺伝子と
して同定された。さらにこの発現変化は、定
量 PCRによっても確認された。lola遺伝子は
選択的スプライシングにより、少なくとも 20
個の異なるタンパク質（アイソフォーム）を
構成すると考えられている。Lola タンパク質
のほとんどのアイソフォームは、タンパク質
－タンパク質相互作用に関わる BTB（Broad 
complex, Tramtrack, Bric a brac の略）ド
メインと DNAと結合する Zn-fingerドメイン
を持つ転写因子であると考えられている。
Lolaの機能としては主に胚発生期において、
神経細胞の軸索誘導及び樹状突起の誘導に
働くことが知られていた。しかし、これまで、
シナプス機能分子の発現を制御する機能は
解析されていなかった。 
 シナプス後細胞（筋肉細胞）における Lola
の機能を正確に知るため、GAL4-UAS発現シス
テムを用いて lolaに対する RNAiを筋肉細胞
特異的に作用させ（24B-Gal4 / UAS-lola 
RNAi；以下 lola RNAi 変異体と呼ぶ）、筋肉
細胞での Lolaの機能をノックダウンして解
析を行なった。lola RNAi変異体はコントロ
ール体と比較して、生存率に関して特に目立
った差異はなく、また三齢幼虫の運動（ぜん
動運動やバイアルの壁の上昇）に関しても明
らかな違いは見られなかった。さらに、lola 
RNAi変異体において筋肉細胞の走行パター
ンに異常は観察されず、また筋肉細胞の表面
積に対しても影響は与えなかった。 

しかし、lola RNAi 変異体の三齢幼虫期の
神経筋結合シナプスでは、シナプス部全体に
わたってグルタミン酸受容体のサブユニッ
ト GluRIIAの発現がほとんど観察されなかっ
た(図 2A, B)。実際にシナプス部の GluRIIA
強度を定量したところ、劇的に減少していた
（control（24B-Gal4/+）= 100 ± 5.4 (%), 
n = 7; UAS control（UAS-lola-RNAi/+）= 98 



 

 

± 9.3 (%), n = 8; lola RNAi 変異体 = 39 ± 
2.5 (%), n = 11; mean ± SEM, **p < 0.0005; 
control（24B-Gal4/+）のデータが 100とな
るように規格化した）。 

 
図 2 lolaはグルタミン酸受容体の 

発現を制御する 
 
ショウジョウバエの筋肉細胞には 2つのタ

イプのグルタミン酸受容体、つまり GluRIIA
サブユニットを含む受容体と GluRIIBサブユ
ニットを含む受容体が存在する。この 2 種類
の受容体の生理学的機能は異なっており、シ
ナプス部での局在およびシナプス部への挿
入のメカニズムも異なることが知られてい
る。したがって、GluRIIA 量が劇的に減少す
る lola RNAi変異体において、GluRIIA 以外
のサブユニットの発現がどのように変化し
ているかは大変興味深い点である。そこで、
もう一方の受容体複合体に含まれる GluRIIB
サブユニットと、共通サブユニットである
GluRIIIサブユニットの発現を解析した。
GluRIIB及び GluRIIIの免疫抗体染色の結果、
GluRIIA の場合と同様、lola RNAi変異体で
シナプス部の GluRIIB及び GluRIIIの発現が
ほとんど観察されなかった（シナプス部
GluRIIB 強度: control = 100 ± 3.3 (%), n 
= 12; lola RNAi変異体 = 60 ± 2.1 (%), n 
= 15, **p < 0.0005; シナプス部 GluRIII 強
度: control = 100 ± 3.4 (%), n = 12; lola 
RNAi変異体= 32 ± 0.8 (%), n = 12, **p < 
0.0005）（図 2C-F）。GluRIIA、GluRIIB、GluRIII
の解析結果を統合すると、Lolaは筋肉細胞に
おいて、シナプス部に局在する 2種類のグル
タミン酸受容体の発現を両方とも制御して
いることが示唆された。 

次に、lola RNAi 変異体におけるシナプス
後部構造 PSDの形態を観察するため、PSDの
マーカーとして広く用いられる PAK分子の局
在を解析した。PAK はシナプス前部の active 
zoneと向かい合って（シナプス間隙を挟ん
で）、シナプス後部 PSD に GluRと共にクラス
ター状に局在している分子である。その結果、
PAKの発現強度および発現領域は有意に減少

していた。（シナプス部 PAK 強度: control = 
100 ± 13 (%), n = 16; lola RNAi 変異体 = 
87 ± 3.7(%), n = 17, *p < 0.05; PAK 発現
領域: control = 100 ± 13 (%), n = 16; lola 
RNAi変異体 = 48 ± 8.2 (%), n = 17, *p < 
0.05）。これらの結果から、Lola は筋肉細胞
において、グルタミン酸受容体だけでなく、
PSDに局在する分子 PAKの発現も制御してい
ることが示唆された。 

一方、神経終末の形態（ブトン数、分枝数、
神経終末の長さ及び神経終末の面積）に関し
ては、コントロールと lola RNAi 変異体との
間で有意な差は見られなかった（図 2A’, 
B’）。また、アクティブゾーンのマーカーで
ある BRPのシナプス部の強度及び発現領域に
ついても正常であった。これらの結果から、
筋肉細胞での lola のノックダウンは、シナ
プス後部の分子発現に大きな影響を与える
にも関わらず、シナプス前部のアクティブゾ
ーンの形態に顕著な影響は与えないことが
分かった。 

以上の免疫抗体染色法を用いた解析によ
り、Lolaは筋肉細胞において、シナプス部の
グルタミン酸受容体とシナプス機能分子 PAK
の発現量を正常に保つために必要であるこ
とが示された。先行研究から、Lola は
BTB-Zn-finger 転写因子であることが分かっ
ており、したがって、lola RNAi 変異体にお
けるグルタミン酸受容体および PAKの減少は、
転写制御を介したメカニズムによるもので
ある可能性が高い。そこで lola RNAi変異体
におけるグルタミン酸受容体および Pakの転
写産物量を、リアルタイム定量 PCR を用いて
解析した。 

筋肉細胞における各転写産物量を解析す
るため、三齢幼虫の体壁筋（体壁と体壁筋か
ら構成される試料）からトータル RNAを抽出
し、mRNAを逆転写して定量 PCR用のサンプル
を作製した。コントロール体と lola RNAi変
異体で、グルタミン酸受容体のサブユニット
GluRIIA、GluRIIB、GluRIII の転写産物量を
調べたところ、lola RNAi変異体ではすべて
のサブユニットの転写産物量が減少してい
ることが明らかになった（GluRIIA: control 
= 100 ± 2.9 (%); lola RNAi 変異体 = 42 ± 
7.9 (%), n = 9, GluRIIB: control = 100 ± 
6.4 (%); lola RNAi 変異体 = 56 ±14 (%), n 
= 9, GluRIII: control = 100± 3.5 (%); lola 
RNAi変異体 = 75 ± 8.7 (%), n = 9, *p < 0.05, 
**p < 0.0005）。特に GluRIIA、GluRIIB の減
少率が顕著であった。さらに同様に、Pakの
転写産物量に関しても変異体で有意に減少
していることが分かった（Pak: control = 100 
± 2.9 (%); lola RNAi変異体 = 59 ± 6.4 (%), 
n = 9, **p < 0.0005）（図 3）。 

 



 

 

図３ lolaはシナプス後部の遺伝子群の
発現を転写制御する 

 
これらの結果から、転写因子 Lolaはシナ

プス後細胞のグルタミン酸受容体（GluRIIA, 
GluRIIB, GluRIII）およびシナプス機能分子
Pak の転写量を制御していることが分かった。
ショウジョウバエの神経筋結合系において、
このようにシナプス機能分子を転写レベル
で制御する分子を示した例は初めてである。
Lolaは多数のシナプス機能分子の転写量を
制御することによって、シナプス構造の形成
を調節する重要な因子であると考えられる。
さらに lola 自身の発現が神経支配に応じて
変化することから、神経支配の状態を反映し
て、後シナプス部におけるシナプス機能分子
の構成を変化させる役割を担っていると予
想される。 
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