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研究成果の概要（和文）： 
ショウジョウバエの発生過程、特に翅形成におけるNADPHオキシダーゼ（活性酸素種産生酵素の
一種）の機能を解析した。NADPHオキシダーゼは、チロシンの架橋とメラニン形成を介した翅の
硬化に関与するとともに、発生過程においてアポトーシスを抑制することを明らかにした。また、
遺伝学的スクリーニングを行い、ショウジョウバエ第３染色体に触媒ドメインdDuoxの機能を調
節する領域を見いだした。	 
	  
研究成果の概要（英文）： 
NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxidase is an enzyme that produces reactive 
oxygen species. The function of NADPH oxidase in the development, especially in the wing formation, 
was analyzed using Drosophila. We reveled that NADPH oxidase is essential for normal wing 
development through the melanin formation and cross-linking of tyrosine for wing sclerotization and the 
suppression of apoptosis. By genetic screening, the genetic region on 3rd chromosome that could interact 
with dDuox (catalytic domain of NADPH oxidase) was found. 
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１．研究開始当初の背景 
	 NADPH（ニコチンアミドアデニンジヌクレ
オチドリン酸）オキシダーゼは触媒サブユニ
ット Nox/Duox、p22phox、p47phox、p67phox、
および低分子量グアノシントリホスファタ
ーゼ	 （GTPase）である Rac1 により構成され
ている(図１)。	 
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図１.	 NADPH オキシダーゼ。	 



触媒サブユニットは、５種類の Nox	 (Nox1～
Nox5)と 2 種類の Duox	 (Duox1,	 Duox2)が同定
されており、Nox/Duox ファミリーを構成して
いる	 [Exp.	 Mol.	 Med.	 2009,	 41:217-25]	 。	 
NADPH オキシダーゼは食細胞において活性

酸素種（ROS）を産生し、体内に侵入したバ
クテリアを殺す生体防御が本来の機能と考	 
えられてきた。一方、我々の体のすべての細
胞は NADPH オキシダーゼのホモログを持って
おり、増殖因子やサイトカインの刺激に応じ
て ROS を産生する。産生された ROS は、細胞
内のセカンドメッセンジャー（活性酸素シグ
ナル）として機能し、シグナル伝達経路や転
写因子の活性化を制御していることが明ら
かとなってきた。しかし、NADPH オキシダー
ゼが活性化状態として存在している時間は
短く、その活性化機構など不明な点が多い。
また、核にも存在することが分かっているが、
その機能も不明である。	 
	 ショウジョウバエはその全ゲノム配列が
解析され、ヒト遺伝子を含む任意の遺伝子を
発生時期特異的かつ組織特異的に発現、ある
いはノックダウンさせる方法が確立してい
る。また、種々の突然変異系統や、染色体の
特定の領域を欠失させた染色体欠失系統の
バンクが存在しており、利用することができ
る。NADPH オキシダーゼの触媒サブユニット
Nox/Duox スーパーファミリーのホモログ
dDuox 遺伝子を、Act5C-GAL4 ドライバーを用
いてショウジョウバエ個体全細胞でノック
ダウンした結果、幼虫期までに致死になるこ
とを見出した。これはショウジョウバエ
dDuox 遺伝子がショウジョウバエの発生過程
に必須であることを示唆しており、本研究の
実施に至った。	 
 
２．研究の目的 
本研究は、ショウジョウバエを用い、発生過
程における NADPH オキシダーゼの機能解明を
目的とする。	 
(1)NADPH オキシダーゼの触媒ドメイン	 
dDuox をショウジョウバエ個体で発生時
期・組織特異的にノックダウンさせ、発生
過程への影響を調べる。dDuox のノックダ
ウンによって形態異常が見られれば、その
形態異常に至る仕組みを明らかにする。	 
(2)	 樹立した dDuox ノックダウンショウジョ
ウバエ系統を、種々の突然変異系統と交配
し、形態異常が次世代の個体において抑圧、
あるいは増強される突然変異をゲノムワイ
ドにスクリーニングする。これにより、
dDuox 機能の促進的調節因子および抑制的
調節因子といった dDuox と遺伝学的に相互
作用する因子群（Nox/Duox 細胞内情報ネッ
トワーク）を同定する。同定した Nox/Duox
細胞内情報ネットワークを構成する各因子
の機能を解析し、発生過程における NADPH

オキシダーゼの機能の全容を解明する。	 
	 

３．研究の方法 
(1)	 dDuox ノックダウンと表現型の解析	 
	 ショウジョウバエ NADPH オキシダーゼ
dDuoxの RNAiを UAS配列下流に接続したプラ
スミドをショウジョウバエ卵にマイクロイ
ンジェクションし、トランスジェニック系統
(UAS-dDuoxIR976-1145)を樹立した。続いて、各
種ショウジョウバエ GAL4 ドライバー系統と
交配し、組織特異的に dDuox をノックダウン
した系統を樹立し、その表現型を観察した。	 
(2)抗 dDuox 抗体の作製	 
	 Canton	 S 系統の mRNA より、	 dDuox タンパ
ク質（418〜591 番目の領域）の cDNA を作製
した。pGEX-6P1 ベクターに挿入後、大腸菌
BL21を用いてGSTとの融合タンパク質として
発現した。GSH セファロースカラムを用いて
精製後、Precision プロテアーゼ処理し、
dDuox タンパク質を得た。続いて、完全フロ
イントアジュバントとともにモルモットに
皮下注射し、抗血清を得た。抗血清を GST セ
ファロースに通過させた後、GST-dDuox 融合
タンパク質をリガンドにした Sepharose カラ
ムに吸着させ、0.1	 M	 グリシン-HCl	 (pH3)で
溶出し、抗 dDuox 抗体を得た。	 
(3)ROS の検出	 
	 羽化直後の成虫の翅を 10	 µM	 CM-H2DCFDA	 
(Molecular	 Probes)に５分間浸漬後、PBS で
洗浄した。Vectashield	 Mounting	 Medium	 
(Vector	 Laboratories)を用いて封入し、蛍
光顕微鏡 BX-50（オリンパス）で観察した。 
	 (4)チロシン２量体の解析	 
	 ショウジョウバエ（羽化後３日齢）15 匹の
翅を 6	 M	 HCl を用いて減圧下、110℃、24 時
間加水分解した。乾燥した分解物を PBS に溶
解し、96 穴ウェルプレートに添加後、一晩イ
ンキュベートし、ウェルに吸着させた。洗浄
後、抗チロシン２量体モノクロナール抗体、
続いて西洋わさびペルオキシダーゼ標識２
次抗体と反応させた。基質 o-フェニレンジア
ミンを添加後、492	 nm の吸収をマイクロプレ
ートリーダーによって測定した。	 
(5)カテコールの定量	 
	 成虫の翅 40 枚を 1	 N	 HCl に溶解し、クエ
ン酸鉄アンモニウムおよび 1,10-フェナント
ロリンと反応させた後、492	 nm の吸収をマイ
クロプレートリーダーによって測定した。な
お、L-ドーパをポジティブコントロールとし
て用いた。	 
(6)アポトーシス細胞の解析	 
	 解剖によって得た３齢幼虫の翅原基をパ
ラホルムアルデヒドで固定した。続いて、ウ
サギ抗切断型カスパーゼ-3 抗体を反応させ、
洗 浄 後 、 Alexa	 FluorTM	 388	 (Molecular	 
Probes)標識抗ウサギ IgG と反応させた。翅
原基は、蛍光顕微鏡 BX-50(オリンパス)で観



察した。	 
	 
４．研究成果	 

(1)	 ノックダウン系統の表現型の解析	 

	 研究開始前に、Act5C-GAL4ドライバーを用

いてdDuoxを個体全細胞でノックダウンする

と、致死になることを見出していた。TubP-	 

GAL4ドライバーを用いて個体全体でノッック

ダウンした結果、Act5C-GAL4ドライバーと同

様に致死になることを確認した。En-GAL4ドラ

イバーおよびMS1096-GAL4ドライバーを用い

て、翅原基特異的にdDuoxをノックダウンする

と、オープンウィング型となった。さらに翅

の色調が青味を呈し、翅脈が不明瞭となった

（図２）。しかし、Ey-GAL4ドライバー、

5053A-GAL4ドライバー、Ve-GAL4ドライバーを

用いて複眼原基、胚縦走筋などでノックダウ

ンした場合は、異常な表現型は認められなか

った。	 

	 

	 (2)翅原基特異的dDuoxノックダウンの表現

型の解析	 

	 en-GAL4ドライバーによる翅原基posterior

特異的dDuoxのノックダウンで得られた表現

型は明瞭で容易に観察できることから、以後

はen-GAL4ドライバーノックダウン系統を用

い、翅形成におけるNADPHオキシダーゼの機能

解析に取り組んだ。	 

	 モルモットで作製した抗dDuox抗体を用い、

幼虫の抽出液をウエスタンブロッティング解

析し、dDuoxタンパク質量の低下を確認した（

データ未掲載）。次に翅を用いてROSを検出し

た結果、翅posterior特異的にROSの産生量が

顕著に低下していた（図３）。これらより、

dDuoxのノックダウンの成功を確認した。	 

	 次に、ノックダウン系統の翅は、成虫とな

ってからの日数とともに、ダメージが大きく

なり、翅の破損が顕著になることを見いだし

た（図４）。	 

	 	 

	 

(3)翅の硬化およびメラニン形成の解析	 

	 dDuoxのノックダウンによって翅が青味が

かり、脆弱となったことから、NADPHオキシダ

ーゼがクチクラの形成に関与している可能性

が考えられた。クチクラのタンニングのメカ

ニズムとして、チロシンヒロドキシラーゼが

触媒するチロシンからドーパへの変換、続く

ドーパデカルボキシラーゼによるドーパから

ドーパキノンへの変換が知られている。ドー

パキノンは反応性が高いため、非酵素的に起

こる複雑な反応を経て、メラニンの生成に至

る。ショウジョウバエにおいて、チロシンヒ

ロドキシラーゼおよびドーパデカルボキシラ

図３．ROSの検出。ノックダウン系統（b, 
b’）では、翅 posterior領域で活性酸素種の
産生量が顕著に低下していた。 
 

図２．翅原基特異的dDuoxノックダウン。

en-GAL4ドライバーを用いて翅原基

posterior特異的（点線より下側）にdDuox

をノックダウン（b,	 b’,	 c,	 c’）すると、翅
がオープンウイング型となった。また、コン

トロール(a,	 a’)と比較すると翅が青味をお
び、脆弱となった。なお、bとcは、dDuoxの

異なる領域の配列に基づいて設計したRNAi

によってノックダウンしたが、いずれも同じ

表現型を示した。 

図４．羽化後の翅の変化。羽化後、３日目（b、
b’）より翅 posterior 部分が破れはじめ、６
日目（c, c’）では観察したショウジョウバエ
20 匹すべてで翅の破損が顕著になった。一
方、羽化後６日目のコントロール（d, d’）で
は、すべてのショウジョウバエで翅の異常は

認められなかった。なお、a, a’はノックダウ
ン系統の羽化後１日目である。 
かった。 



ーゼは遺伝子paleおよびDdcにコードされて

いる。PaleおよびDdcをそれぞれノックダウン

した結果、いずれもdDuoxノックダウン系統と

同様に、成虫の翅は青味を呈していた。しか

し、いずれもオープンウィング型とはならな

かった。よって、NADPHオキシダーゼが翅のタ

ンニングに関与していることが示唆された。

さらに、成虫翅に含まれるカテコールを定量

した結果、コントロールと比較して有意にカ

テコール量が減少していた（図５左）。本結

果も翅のタンニングにNADPHオキシダーゼが

関与している可能性を支持している。	 

	 クチクラの硬化のメカニズムとして知られ

ているタンパク質間の架橋を解析するため、

チロシン２量体の定量を行った。図５右に示

すように、ノックダウン系統の翅はコントロ

ールと比較して有意にチロシン２量体が減少

していることが明らかとなった。なお、翅の

総タンパク質量およびチロシン量には有意差

がない事を確かめている。	 

	 以上より、NADPHオキシダーゼの触媒ユニッ

トdDuoxは、活性酸素種を介してクチクラタン

パク質の架橋とメラニン形成を行うことによ

って、翅の硬化に関与していることを明らか

にすることができた。	 

	 

(4)ノックダウン系統の翅原基におけるアポ

トーシスの解析	 

	 遺伝子PaleおよびDdcをそれぞれノックダ

ウンすると、dDuoxノックダウン系統と同様に

成虫の翅は青味を呈したが、いずれもオープ

ンウィング型とはならなかった。これより、

NADPHオキシダーゼのノックダウンによる表

現型オープンウィング型は、翅の脆弱性をも

たらす機構とは異なる可能性が示唆された。

そこで、翅形成における翅原基でのアポトー

シスの解析を試みた。３齢幼虫より翅原基を

取り出し、抗切断型カスパーゼ-3抗体を用い

た組織免疫染色を行った結果を図６に示す。

dDuoxノックダウン系統のposterior（図６b,	 

e）では、コントロール(図６a,	 d)と比較して

有意にアポトーシス細胞が増加していた。	 

	 ショウジョウバエでは、アポトーシスのポ

ジティブ制御因子として３つの遺伝子	 

（reaper,	 head	 involution	 defective	 [hid],	 

grim）が同定されており、それらはlocus	 

75C1-2に位置している。これらの３つの遺伝

子を欠失したDf(3L)H99系統をdDuoxノックダ

ウン系統と交配し、得られたヘテロ接合体の

表現型を解析した。その結果、dDuoxノックダ

ウンによる表現型は抑制され、ほぼコントロ

ール系統と同じ表現型を示した。さらに、ヘ

テロ接合体の３齢幼虫について翅原基でのア

ポトーシスを検討した結果、アポトーシスが

顕著に抑制されていた（図６c,	 f）。これら

の結果から、dDuoxのノックダウンによっても

たらされる表現型に翅原基におけるアポトー

シスの増加が関係しており、NADPHオキシダー

ゼはアポトーシスの抑制に機能していること

が明らかとなった。	 

	 

図５．成虫翅におけるカテコール（左）およ
びチロシン２量体（右）の解析。平均値±
SD、*P<0.05。 

図６．３齢幼虫の翅原基におけるアポトーシ

ス細胞。各切片の写真に示した点線は

anteriorとposteriorの境界で、点線の左側

がposterior、右側がanteriorである。グラ

フはアポトーシス細胞の数を示しており、

dDuoxノックダウン系統の翅原基posterior

（b,	 e）では、コントロール(a,	 d)と比較し

て有意にアポトーシス細胞が増加していた。

また、dDuoxノックダウン系統とDf(3L)H99

系統の交配で得られるヘテロ接合体(c,	 f)

では、dDuoxノックダウン系統と比較して、

アポトーシス細胞が有意に減少していた。 



(5)	 dDuoxと遺伝学的に相互作用する因子の

スクリーニング	 

	 en-GAL4ドライバーによるdDuoxノックダウ

ン系統は翅で顕著な表現型を示すが、それ以

外は生殖も含めて正常に生育する。したがっ

て、dDuox機能の促進的調節因子および抑制的

調節因子といったdDuoxと遺伝学的に相互作

用する因子のスクリーニングに有用である。

本研究では、第３染色体欠失系統87種類を用

いて、dDuoxノックダウン系統と交配し、得ら

れるF1の翅の表現型を解析した。その結果、

欠失系統12種類との交配において、dDuoxノッ

クダウンによる翅の形態異常がF1の個体で抑

圧され、野生型と同様の形態を示すことを見

いだした（図７）。これらの欠失領域には

wingless	 シグナルやNotchシグナルに関連す

る遺伝子が含まれており（表１）、dDuox機能

の促進的調節因子の可能性が考えられる。	 

	 

(6)まとめ	 

	 触媒ドメインdDuoxの組織特異的ノックダ

ウンにより、ショウジョウバエにおけるNADPH

オキシダーゼの機能の一端を明らかにするこ

とができた。特に、翅形成におけるNADPHオキ

シダーゼの機能について解析し、NADPHオキシ

ダーゼが産生するROSによるチロシン２量体

化（タンパク質間架橋）およびメラニン形成

による翅の硬化、アポトーシスの抑制が正常

な翅形成に必須であることを明らかにした。

また、第３染色体欠失系統を用いた遺伝学的

スクリーニングにより、NADPHオキシダーゼの

機能を促進する染色体領域を見いだした。本

研究成果はNADPHオキシダーゼの機能解明に

迫るものである。今後、それらの遺伝子領域

に含まれるNADPHオキシダーゼの機能調節因

子の本体を同定し、その調節機構の解明が望

まれる。	 
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図７．第３染色体欠失系統を用いた遺伝学
的スクリーニング。唾液腺染色体の領域番
号を示しており、用いた系統の染色体欠失
領域を横線で表している。dDuox ノックダ
ウン系統との交配によって得られる F1 に
おいて、dDuox ノックダウンの表現型と変
化がないものを黒色、表現型が抑圧された
ものを黄色で示している。 

表１．dDuox の調節因子を含む遺伝子領
域。dDuox ノックダウン系統との交配によ
って得られる F1 において、dDuox ノック
ダウンの表現型が抑圧された系統の遺伝
子型を示す。	 
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