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研究成果の概要： 
 左右相称動物の多くは、その内臓器官や外部形態に左右非対称性を示す。我々は、これまでの
研究から、ショウジョウバエにおいて、非定型ミオシンＩファミリーに属する Myo31DF をコ
ードする遺伝子の突然変異体では、胚の中腸と後腸の左右性が 80％以上の頻度で逆転すること
を明らかにしている。本研究では、左右非対称性の分子的機構を明らかにするために、
Myo31DF と複合体を形成する因子を生化学的手法を用いて探索した。その結果、Myo31DF
の挙動を制御することが示唆される因子やアクチン細胞骨格系の制御に関与することが示唆さ
れている因子を同定することに成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
 左右相称動物の多くは、内臓器官や外部形
態に左右非対称性を持つことが知られてい
る。左右非対称な形態は、これらが正常に機
能する上で重要であることがある。たとえば、
ヒトの心臓は、複数の組織が左右非対称に配
置することで複雑な機能をはたしているこ
とが知られている。左右非対称性の形成機構
に関する研究は、脊椎動物を中心に行われて
おり、その機構が明らかになりつつある。脊

椎動物では、共通して、nodal、lefty、pitx2
など遺伝子が左側特異的に発現しており、こ
れらの突然変異体や機能阻害した個体では、
内臓器官の左右非対称性が異常になること
が知られている。しかしながら、最初の左右
対称性が破れる段階については、まだ十分に
は理解されていない。たとえば、マウスやゼ
ブラフィッシュでは、結節（node）に存在す
る単繊毛の回転により胚体外液の一方向の
流れが生じ、この流れが最初の対象性の破れ
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を生むと考えられている（ノード流モデル）
が、その他の脊椎動物においては、ノード流
以外の機構で左右対称性の破れが生じてい
ることが示唆されている。また、脊椎動物以
外の動物門では、結節に相当する部位がなく、
ノード流モデルでは左右非対称性の形成を
説明することはできない。このことは、多く
の動物門においては、ノード流以外の機構で、
左右非対称性が形成されていることを示し
ている。しかし、分子レベルでの機構は、ほ
とんど明らかになっていない。 
我々は、遺伝学的手法を駆使できる、ショ

ウジョウバエを用いて左右非対称性の形成
に関わる遺伝子の網羅的探索を行ってきた。
その結果、非定型ミオシンＩファミリーに属
する Myo31DF の突然変異体胚においては、
胚の消化管の左右非対称性が 80％以上の頻
度で逆転することが明らかにしている
(Hozumi et al., Nature, vol.440, 798-802, 
2006)。また、Myo31DF の突然変異体は成
虫まで生存可能であり、成虫の消化管や精巣、
雄性外生殖器においても、左右非対称性の逆
転が観察される（Hozumi et al., Nature, 
vol.440, 798-802, 2006, Speder et al., 
Nature, vol.440, 803-807）。このことから、
Myo31DF 遺伝子は、左右非対称性の形成に
おいて、重要な役割をはたしていることが考
えられる。特に、突然変異体でみられる表現
型が、左右非対称性のランダム化ではなく、
逆転しているという点から、最初の極性形成
に関与していることが推測された。したがっ
て Myo31DF の機能を明らかにすることで、
ノード流モデルとは異なる、まったく新しい
左右非対称性の形成機構を提唱できる可能
性が期待された。 
 
 
２．研究の目的 
 ショウジョウバエの胚の消化管は、大きく
分けて、前腸、中腸、後腸の３つの領域から
構成されており、それぞれが一定の左右非対

称性を示す（図１）。この左右非対称性を指
標に、左右性が異常になる遺伝子を網羅的に
探索した結果、中腸と後腸の左右性が 80％以
上の頻度で逆転する Myo31DF 突然変異体
を同定している（図１）。この突然変異体の
表現型は、ショウジョウバエの左右性は逆転
した状態がデフォルトであり、Myo31DF が、
デフォルトの逆位をさらに逆転させている
ことを示している。Myo31DF は、アクチン
フィラメントのプラス端方向に移動するモ
ータータンパク質であることが知られてい
ることから、アクチン細胞骨格の左右非対称
性の形成への関与が考えられた。野生型の胚
において、Moesin のアクチン結合ドメイン
を強制的に後腸で発現させると、後腸の左右
非対称性がランダム化した。同様の実験を、
Myo31DF 突然変異体胚において行ったとこ
ろ、Myo31DF 突然変異体胚においても、左
右非対称性がランダム化することがわかっ
た。強制発現させたアクチン結合ドメインが
アクチン細胞骨格の正常な機能を阻害して
いると考えられ、これらの結果から、アクチ
ン細胞骨格とミオシンモータータンパク質
に依存した左右非対称性の形成機構の存在
が示された。 
一般的に、ミオシンモータータンパク質は、

アクチン細胞骨格に結合する頭部領域、挙動
の制御に関与する首部領域、積荷を結合する
尾部領域から構成されている。このことから、
Myo31DF の首部領域に結合している因子が
Myo31DF の機能を制御している可能性や、
尾部領域に積荷として結合している因子が、 
細胞内で左右非対称に分布することで、各細
胞に左右の位置情報を与えている可能性を
推測した。そこで、本研究課題では、
Myo31DF と結合する因子を、生化学的手法
と質量分析計を用いて同定し、左右非対称性
の形成における機能を明らかにすることを
目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 Myo31DF 遺伝子は、アクチン細胞骨格に
結合する非定型ミオシンファミリーＩに属
するミオシンモータータンパク質をコード
している。このことから、この Myo31DF が
運んでいる積荷、および Myo31DF の挙動を
制御する因子を同定することで、左右非対称
性の形成における Myo31DF の機能を明らか
にできると推測した。結合因子の同定方法と
して、二段階精製法である TAP（Tandem 
Affinity Purification）法と質量分析法を用い
た。 
本研究では、ショウジョウバエの組織抽出液
を用いてアフィニティー精製をするために
改良された新しい TAP タグ(FLAG タグと
His タグから構成)を用いた。この TAP タグ

 
図１ ショウジョウバエ消化管は、前腸、中腸、

後腸から構成されており、一定の左右非対称性

を示す（野生型）。一方、Myo31DF 突然変異体

では、後腸と中腸の左右非対称性が 80％以上の

頻度で逆転する。 



を用いることで、通常の TAP タグを用いた
場合よりも、高効率・高純度で精製可能なこ
とが報告されている（Yang et al., 
Proteomics, vol.6, 929-935, 2006）。  
 Myo31DF の cDNA から、尾部領域のみ、
首部領域と尾部領域の合わせた領域、および
全長領域を PCR 法を用いて増幅し、それぞ
れ TAP タグの DNA 断片とともに、ヒートシ
ョックプロモーターの制御下で発現誘導が
可能な形質転換用ベクターにサブクローニ
ングした。これらの形質転換用ベクターをシ
ョウジョウバエの胚にインジェクションし、
トランスジェニックショウジョウハエを作
成した。作成したトランスジェニックハエに
ヒートショックをかけることで、TAP タグを
融合した Myo31DF タンパク質を発現させ、
タンパク質抽出を行った。得られたタンパク
質抽出液は、1 段階目に抗 FLAG 抗体が結合
したビーズを用いて精製を行い、2 段階目に
His タグ精製レジンを用いた精製を行った。
最終精製物は、SDS ポリアクリルアミドゲル
電気泳動法によりタンパク質を分離し、銀染
色法で検出を行った。ネガティブコントロー
ルのタンパク質抽出液として、野生型のハエ
を用いた。TAP タグを融合した Myo31DF の
サンプルに特異的に検出されるバンドを切
り出し、MALDI-TOF-MS を用いた質量分析
によりタンパク質を同定した。 
 
 
４．研究成果 
 上記の方法を用い、Myo31DF と複合体を
形成する可能性のあるタンパク質のバンド
を複数検出することができた（図２）。これ
までに、5 つのタンパク質の同定に成功して
いる。同定されたタンパク質のうち２つは、
アクチン細胞骨格の制御に関わっているこ
とが示唆されている分子であり、左右非対称
性の形成に機能している可能性があると考
えている。また、同定されたタンパク質うち、
ミオシンモータータンパク質の挙動を制御

すると考えられるタンパク質も含まれてい
た。いずれのタンパク質も、これまでに左右
非対称性の形成機構に関与していることは
報告されていない。現在のところ、これらの
同定された分子と Myo31DF が複合体を形成
するかどうかを、免疫沈降法により検証して
いる。また、これらの遺伝子の突然変異体に
おける、左右非対称性の形成への影響を調べ
ている。今後、これらの解析が進むことによ
り、ノード流以外の左右非対称性の形成機構
を明らかにできる可能性があると考えてい
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ TAP 法により精製された、Myo31DF の尾部

領域や首部領域と複合体を形成するタンパク質

（青矢頭）。赤矢頭；TAP タグ融合 Myo31DF タン

パク質（尾部・首部領域） 
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