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研究成果の概要（和文）：本研究では、ショウジョウバエ内分泌組織である前胸腺を対象に、分裂を伴わない細
胞周期である「核内倍加」によるエクジソン産生制御機構を明らかにすることを目的とした。本研究では、クロ
マチン制御因子であるPIAS（protein inhibitor of activated STAT）と、ヘテロクロマチンの正常な構造の形
成に必要な因子であるHeterochromatic protein 1（HP1）に着目し遺伝学的解析を行い、PIASとHP1はエクジソ
ン合成酵素の一つであるneverlandの遺伝子発現を制御することを明らかにし、これらの因子が核内倍加の下流
で機能する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to clarify the endocycle-dependent regulatory mechanisms of 
ecdysteroid biosynthesis in Drosophila endocrine organ, prothoracic gland. We focused on a chromatin
 regulator, PIAS (protein inhibitor of activated STAT) and heterochromatic protein 1 (HP1) as 
possible endocycle-associated factors regulating ecdysteroid biosynthesis and carried out genetic 
analyses to elucidate their functions. We found that PIAS and HP1 selectively promote the expression
 of neverland gene, which encodes an ecdysteroidogenic enzyme catalyzing the initial step of 
ecdysone biosynthesis, in the prothoracic gland. Given that inhibition of PIAS and HP1 did not cause
 a halt of endocycling in the prothoracic gland, we propose that PIAS and HP1 act as the downstream 
factors of endocycle to upregulate Neverland expression and subsequent ecdysone biosynthesis.

研究分野：昆虫内分泌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
核内倍加は生物界に広く認められる細胞周期の一種であり、ヒトでは肝臓等の健常組織のみならず癌組織におい
ても観察されるが、その下流で働く分子や生理的意義は明らかとなっていない。本研究は、核内倍加による機能
分化制御機構の一端を明らかにするための基盤となるものであり、本研究成果を足掛かりとして、様々なショウ
ジョウバエ組織や他の生物種における核内倍加の下流経路やその役割を明らかにできると考えられる。また、本
研究で得られた成果は、これまで殆ど明らかとなっていなかったクロマチン制御因子によるエクジソン産生制御
機構の一端を示すものであり、昆虫内分泌学的にも重要な知見であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１. 研究開始当初の背景 

多細胞生物は多種多様な形質を持つ細胞から成

り立っており、個体が形作られるためには、しか

るべき数にまで細胞が増殖することと、細胞が

固有の形質に分化することが必要である。有糸

分裂による増殖を終了・停止した組織は分化過

程を経て特殊化した機能を発現するに至るが、

ある種の組織は分化の過程で核内倍加と呼ばれ

る細胞周期に移行する。核内倍加は分裂期がス

キップされた細胞周期であり、DNA複製期とギ

ャップ期が繰り返されることでゲノム DNAコピー数ならびに細胞サイズが増大する。核内倍加

は生物界に広く認められており、ヒトでは健常組織のみならず多くの癌細胞において見受けら

れる。しかしながら、核内倍加の下流因子やその生理的意義は未だ明らかとなっていない。そこ

で本研究では、核内倍加を遂行するショウジョウバエ内分泌組織・前胸腺に着目し、核内倍加の

下流経路とその役割の解明に挑んだ。 

前胸腺は幼虫から蛹への変態を誘発するエクジソンの産生組織であり、一連のエクジソン

合成酵素群の働きによってエクジソンが合成され、前胸腺から分泌されたエクジソンは全身に

作用し、変態に必要な形態形成等が惹起される。申請者はこれまでに、前胸腺における核内倍加

がエクジソン産生に及ぼす影響を解析し、有糸分裂から核内倍加への切り替えと核内倍加の進

行はエクジソン産生の活性化ならびに蛹への変態に必須であることを明らかにした［Ohhara et al, 

PLOS Genetics (2017)］（図 1）。前胸腺において核内倍加の開始を阻害し、有糸分裂を継続させた

場合、エクジソン産生および蛹化が惹起されない（図 1）。このことから、前胸腺は核内倍加の

下流経路および役割を解析するモデルとして有用であると考え、前胸腺において核内倍加の下

流でエクジソン産生を制御する因子を探索する研究を展開するに至った。 

 

２. 研究の目的 

上記の成果を基盤として申請者は、核内倍加の下流因子を探索するために RNAiスクリーニング

を行い、「前胸腺におけるノックダウン時に核内倍加の進行に影響はない一方で、エクジソン産

生が低下し蛹への変態が不全となる」という、下流因子に見合う表現型を示す 44遺伝子を見出

した［Ohhara et al, PLOS Genetics (2019)］。本研究では、この下流候補因子群のうち、SUMO（Small 

ubiquitin related modifier）付加酵素活性を有するクロマチン制御因子である PIAS（Protein Inhibitor 

of Activated STAT）に着目し、PIASによるエクジソン産生制御機構、および、核内倍加と PIAS

との相互作用を解明することを目的とした。 

 

３. 研究の方法 



遺伝子発現制御システムである GAL4-UAS システムを用い、前胸腺選択的に PIAS 等のターゲ

ット遺伝子をノックダウンまたは過剰発現させ、発育過程における表現型や遺伝子発現等を解

析した。遺伝子発現の解析には定量 RT-PCR（qPCR）を用い、タンパク質の局在・発現解析は免

疫染色により行った。また、上記のノックダウン系統に加え、PIAS 等の変異体系統も併せて用

い、ノックダウン個体と同様の表現型が観察されるか否か調べた。 

 

４. 研究成果 

【PIAS の遺伝学的解析】本研究開始前の予備的な研

究において、前胸腺選択的な PIAS ノックダウン個体

では、ヘテロクロマチン領域に位置するエクジソン合

成酵素遺伝子である neverland の発現が低下し、PIAS

ノックダウン個体では蛹化が起きないことが明らか

となっていた。PIASが neverland遺伝子を介して蛹化

を制御する可能性を検証するために、PIAS ノックダ

ウン個体の前胸腺においてneverlandを過剰発現させ、

表現型がレスキューされるか否か観察した。その結果、neverland遺伝子の強制発現により PIAS

ノックダウン個体において蛹化が誘発された（図 2）。この結果は、PIASは neverland遺伝子の制

御を介して蛹化を促進することを示している。また、PIAS変異体においても neverland遺伝子の

発現が低下しており、蛹への変態が不全であることが確認できた。これらの結果から、PIAS は

neverland遺伝子の発現と蛹化に必須であると結論付けた。次に、免疫染色により PIASタンパク

質の局在を解析したところ、PIASタンパク質はヘテロクロマチン領域で fociを形成することか

ら、PIASはヘテロクロマチン領域の neverland遺伝子に直接結合する可能性が考えられた。 

【SUMO修飾経路因子の遺伝学的解析】PIASは SUMO付加酵素活性を有することから、SUMO

修飾経路を担う因子（Aos1、Uba2、Ubc9、および SUMO）もまた neverland遺伝子の発現と蛹化

を制御すると予想された。この可能性を検証するために、Aos1、Uba2、Ubc9、および SUMOを

それぞれ前胸腺選択的にノックダウンし、表現型と遺伝子発現を解析した。その結果、Aos1、

Uba2、Ubc9、および SUMOノックダウン個体において幼虫から蛹への移行が不全となり、これ

らのノックダウン個体において neverland遺伝子の発現が低下していることが明らかとなった。

さらに、Aos1ノックダウン個体の表現型は neverland遺伝子の過剰発現によりレスキューされた

ことから、Aos1は neverland遺伝子の発現制御を介して蛹化を促進することが示された。その他

の因子に関しては、neverland 過剰発現により表現型が回復しなかったことから、これらの因子

は neverland以外のエクジソン合成酵素も制御すると考えられる。 

【ヘテロクロマチン因子・HP1の遺伝学的解析】本研究では、PIASと相互作用することが知ら

れているヘテロクロマチン因子である heterochromatic protein 1（HP1）に着目し、HP1が neverland

の発現を制御する可能性を検証した。その結果、前胸腺選択的な HP1 ノックダウン個体では幼

虫から蛹への変態が遅延し、neverland 遺伝子の発現が低下していることが判明した。さらに、



HP1 ノックダウン個体の表現型は PIASノックダウン個体同様 neverland の強制発現によりレス

キューされたことから、HP1 は neverland 遺伝子の制御を介して蛹化を促進すると結論付けた。

また、HP1タンパク質は PIASと同様にヘテロクロマチン領域に局在しており、一部 PIASタン

パク質とマージすることから、PIAS と HP1 は neverland 遺伝子領域周辺に局在している可能性

が示唆された。 

【核内倍加と PIASおよび HP1との相互作用】ヘテロクロマチン領域において PIASは DNA損

傷部位にリクルートされる性質を有すること、核内倍加の進行に伴いヘテロクロマチン領域に

DNA 損傷が生じることから、核内倍加の進行に伴い DNA 損傷が生じたヘテロクロマチン領域

に PIASがリクルートされ、SUMO修飾を介してその領域の遺伝子発現を制御する可能性が予想

された。この可能性を検証するために、クロマチン免疫沈降シーケンシング（ChIP-Seq）を用い

て DNA損傷および PIAS の局在が引き起こされる遺伝子領域の同定を試みた。しかし、前胸腺

は非常に小さな組織であり、周囲に様々な組織が存在していることから、RNA 抽出に十分な量

の前胸腺を解剖により精度よく摘出・回収することが困難であった。現在、前胸腺を効率的に回

収するために実験条件の改善に取り組んでいる。 

  次に、PIAS および HP1 ノックダウン個体の前胸腺を免疫染色により観察したところ、

Neverland タンパク質のレベルが低下していることが確認され、核内倍加の進行も正常であるこ

とが明らかとなった。さらに、前胸腺選択的なインスリンシグナルの活性化による蛹化の早発は

PIASおよび HP1のノックダウンによりキャンセルされた一方で、インスリンシグナルによる核

内倍加の昂進は阻害されなかったことから、PIASおよび HP1は核内倍加の下流で機能している

可能性が示唆された。 

 

以上の結果から、PIAS および HP1 は neverland の選択的発現

制御を介してエクジソン産生ならびに蛹化を制御すると結論

付けた（図 3）。本研究は、核内倍加による機能分化制御機構の

一端を明らかにするための基盤となるものであり、本研究成果

を足掛かりとして、様々なショウジョウバエ組織や他の生物種

における核内倍加の下流経路やその役割を明らかにしていき

たい。また、本研究で得られた成果は、これまで殆ど明らかと

なっていなかったクロマチン制御因子によるエクジソン産生

制御機構の一端を示すものであり、昆虫内分泌学の分野におい

ても重要な知見である。これらの研究成果は原著論文として投

稿し、現在、再投稿に向け修正を行っている。 
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