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研究成果の概要（和文）：生物の相対成長の仕組みに関する研究を行った。具体的には成長を制御する普遍的な転写制
御因子Ykiと相互作用する因子の探索、 成長に関わるmicro RNAであるbantamとinsulin/IGFシグナルの成虫原基間にお
ける活性の違いを定量的に調べるシステムの構築、 インシュリン/インシュリン様成長因子と協調的に働くimaginal d
isc growth factors(IDGFs)の機能解析の３点を主要な研究課題として実験を行った。

研究成果の概要（英文）：We studied the mechanism of relative growth of organisms. In particular, we 
focused on (i) the identification of new factors that interact with the universal growth-regulating 
transcription factor Yki, (ii) construction of systems that quantify the strength of the activities of 
the growth-controlling microRNA bantam and the insulin / IGF signals in tissues and (iii) the functional 
study of imaginal disc growth factors (IDGFs), which are supposed to interact with the insulin / 
insulin-like growth factors and regulate imaginal disc proliferation.

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 生物の形態を決定する際には個体の各部
位間の相対サイズの決定が本質的な役割を
果たしている。例えばゾウの形態の特徴は長
い鼻であるが、それが人目を引くのは鼻がそ
の手足や頭、胴体と比較して相対的に大きい
（長い）ためである。そしてこのような特殊
な例を持ち出すまでもなく、一般的に陸棲生
物は力学的な理由から体が大きくなるほど
相対的に太い手足を持つことはよく知られ
ているが、これもまた「相対サイズ」に関係
する重要な事例である。このような考察から、
個体の各部位の相対サイズという問題は生
物の形態の決定に深く関わっていることが
明らかとなる。 
 ところで一般的に動物の各部位は生まれ
た時点における相対サイズを一生にわたり
維持するわけではなく、むしろ成長の過程お
いてさまざまに変化させるのが普通である。
例えばヒトの場合、生まれたばかりの赤ん坊
は相対的に頭が大きく手足は短い。ところが
その赤ん坊が成長する際には、頭部は比較的
ゆっくりと成長する一方で胴体や手足はよ
り速く成長するため、結果としてヒトの大人
は赤ん坊と比べて相対的に頭が小さく手足
は長くなる。このような現象が意味するとこ
ろは、生物の形態の問題は相対サイズと深く
関係しており、また相対サイズの決定それ自
身には成長制御が本質的な役割を果たして
いるということである。従って、動物の形態
の仕組みを理解するには生物個体を構成す
る体の各部位の成長制御機構を理解する必
要がある。 
 相対成長（allometry）という問題は長年に
わたり生物学の中心的な研究課題であり続
けている。例えば Sir Julian S. Huxley は１
９３２年に Problems of Relative Growth と
いうこの分野における古典的な著書を発表
しており、また科学エッセイで有名な古生物
学者 Stephen J. Gould はアロメトリーの専
門家でもあり、この題材に関しても数編のエ
ッセイを発表している。しかしながら成長
（あるいは増殖）といった問題の基礎となる
細胞周期や増殖因子研究の目覚ましい発展
にもかかわらず、今なお相対成長のメカニズ
ムの本質は明らかとなっていない。一般に多
細胞生物の細胞増殖にはホルモンや成長因
子等の液性因子を介した細胞間シグナル伝
達が重要な役割を演じていることから、相対
成長の問題に関してもこれらによる制御が
本質的であると予想される。そして相対成長
それ自身はシグナル因子に対する組織の応
答性により調節されていることはほぼ確実
であると思われるが、現在まで相対成長の具
体的な調節機構は全く謎のままである。従っ
て増殖シグナルに対する組織の応答性がど
のように決定され、最終的な組織の「相対サ
イズ」が決定されているのか、その機構を明
らかにすることは非常に意義深いことであ
るに違いない。 

２．研究の目的 
 ゾウやキリン、テナガエビやシオマネキと
いった生物の外見的特徴について考えると、
生物の形態というものは大まかに手足や頭、
胴体といった体の要素間の相対サイズを調
節することにより決定されていることがわ
かる。人間の顔も同様であり、目、鼻、口と
いった各要素の相対的な大きさは、顔の大ま
かな特徴を決定する上で本質的な役割を果
たしている。本研究の目的は、個体における
各組織・器官の相対サイズがどのようにして
決定されているのか、そのメカニズムを明ら
かにすることである。そこでショウジョウバ
エを用いてこの過程に関わる因子を同定し、
そのサイズ決定に関する機能を明らかにす
ることにより、生物の形態決定過程の本質へ
と迫りたい。ショウジョウバエは完全変態昆
虫であり、その成虫構造は成虫原基という幼
虫体内に存在する組織が蛹期に急速に分化
することにより形成される。成虫原基には翅
原基や肢原基、複眼触角原基等があり、それ
ぞれが幼虫期には体液中を浮かびながら増
殖している。そして成虫構造の最終的な相対
サイズは幼虫期における成虫原基の領域面
積に対応している。このような「成虫原基間
における相対サイズ」は一体どのような仕組
みで決定されているのであろうか？そのメ
カニズムを解明することが本研究の第一の
目的である。 
 ところで個々の成虫原基は基本的には一
層の細胞層からなる二次元的な組織である
が、その内部はいくつかの区画（背側、腹側、
前、後など）へと細分化されている。そして
例えば翅原基ではこれらの区画は成虫の翅
や胸背板、小盾板などといった特定の構造と
対応している。ところで各成虫原基がそれぞ
れ固有の相対サイズを有するのと同様に、成
虫原基内の個々の区画もまた固有の相対サ
イズを有している。成虫原基は体液中で増殖
するため、各成虫原基の生育環境（栄養条件
等）は原基の種類によらず一定と考えられる
ことから、異なる成虫原基間の相対的なサイ
ズや各成虫原基内における区画間の相対サ
イズは栄養条件等の外的要因ではなく、それ
ぞれの原基やその内部区画に備わった内在
性の性質として決定されていると考えられ
る。このように成虫原基の発生における相対
サイズの問題としては、成虫原基間の相対サ
イズと個々の成虫原基内における区画間の
相対サイズの問題があるが、この両者は全く
別々の機構により制御されているわけでは
なく、むしろ共通の機構により制御されてい
る可能性が高い。そしてこの共通の制御機構
として、増殖制御に関わる Yorkie(Yki)とよ
ばれる転写因子の機能が重要であると考え
られた。Yki は DNA 結合ドメインを持たな
い転写制御因子であり、DNA 結合性の転写
因子と結合することによりその機能を発揮
する。ところで興味深いことに Yki 自身は普
遍的な増殖制御因子である一方で、その結合



パートナーは領域特異的な発現を示すこと
が知られているのである。現在までに Yki と
相互作用する因子としては Scalloped(Sd)と
Homothorax (Hth)が知られているが、この
二者は共に組織特異的な因子であり、Sd は主
に翅原基の将来翅になる領域で発現してい
る一方で、Hth は翅原基や複眼原基の一部の
Sd とは重ならない領域で発現している。しか
しこの二つの遺伝子だけでは成虫原基全体
はカバーされない。従って他の成虫原基、例
えば肢原基においては、Yki はこれら以外の
第三の転写因子(TF)と複合体を形成し、細胞
増殖を制御している可能性が考えられる。そ
してこの Yki-TF 間の相互作用の強さや TF
の標的 DNA への結合力はそれぞれの転写因
子に応じて異なると考えられることから、
Yki-TFs 間の相互作用は相対成長を決定する
メカニズムの一つである可能性が考えられ
る。そこで本研究ではまず Yki と相互作用す
る新規の転写因子を同定し、その後、これら
Yki-TF 複合体の相対サイズの決定における
機能を、Yki の下流因子である bantam micro 
RNA の発現制御機構を指標として調べる予
定である。 
 また成虫原基の成長には Yki が関わる fat
シグナル以外に、いくつかの細胞間シグナル
伝達系の関与が知られている。その中でも特
にinsulin/IGFシグナルは組織の成長に不可
欠であり、相対サイズ決定に重要な役割を果
たしているに違いない。そこで insulin/IGF
のサイズ決定における役割についても調べ
る予定である。Yki/bantam と insulin/IGF の
作用機構の単純な仮説として、成虫原基の最
終的なサイズは Yki/bantam と insulin/IGF
のシグナル強度と相関しているという可能
性が考えられる。そこでこの可能性を検証す
るために bantam および insulin/IGF の成虫
原基におけるシグナル強度を定量化するシ
ステムの構築を試みる。また insulin/IGF シ
グナル伝達系と協調的に働き、成虫原基の成
長を制御する因子として同定された成虫原
基 成 長 因 子 (Imaginal disc growth 
factors:IDGFs)に関して、その機能を明らか
にするための実験を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)Yki と相互作用する転写因子の探索 
 Sd や Hth と同様に成虫原基において領域特
異的な発現を示し、機能的に重要な役割を果
たしていることが知られている転写因子を
リストアップし、それらと Yki との間のタン
パク質間の相互作用を調べる。具体的には
Distalless, Dachshund, Trachialess, 
Spinless, Nubbin, Rotund, Aristaless, 
Sine oculis, Eyes absent,  Chinmo, 
Bunchedの １０種類のタンパク質をYkiパー
トナーの候補として選び、これらに HA また
は FLAG タグを付加した後に赤血球抽出液由
来の無細胞合成系で合成し、同様の手法で合
成した FLAG /HA タグつきの Yki タンパクと

の間の相互作用を免疫沈降法により検証す
る。またコントロールとしては同様の手法で
合成した HA/FLAG ラベルの Sd タンパク質を
用いる。免疫沈降反応では市販の抗 HA 抗体
および抗 FLAG 抗体が agarose に結合した、
anti-HA-agarose および anti-FLAG-agarose
を用い、検出は HA 抗体(anti-FLAG-agarose
で沈降した場合 )および抗 FLAG 抗体
(anti-HA-agarose で沈降した場合)を用いて
行う。 
 
(2) bantam および insulin/IGF の成虫原基間
における活性の違いを定量的に調べるシス
テムの構築 
 ① bantam に関しては、普遍的なプロモー
ターであるtublinプロモーターの下流にGFP
と polyA 配列をつなげる。そしてこの polyA
配列に bantam の標的配列を含ませる
(tub-GFP-polyA(bantam sites))。その一方
で、GFP に５０アミノ酸程度の余分な配列（今
回は 2xV5+3xFLAG タグ（以後 V5FLAG と呼ぶ）
を使った）と polyA 配列をつなげた融合遺伝
子を作り、これ(tub-GFP-V5FLAG -polyA)と
tub-GFP-polyA(bantam sites)の２つのコン
ストラクトを gypsy insulator 配列をまたぐ
形で一つのプラスミドとして繋げ、ハエのゲ
ノムに組み込む。この遺伝子組換えバエから
成虫原基を取り出し、ウエスタンブロッティ
ング法で GFP を検出する。GFP はメンブレン
上で本来の GFP に対応するシグナルと、
GFP-V5FLAG に対応するシグナルが２本のバ
ンドを形成するはずであるが、本来の長さの
GFP は bantam による翻訳抑制を受け、発現量
が低下するはずである。そこでこの２本のバ
ンドのシグナルを定量し、その比を求めるこ
とにより bantam の翻訳抑制活性を定量化す
る。 
 ② insulin/IGF に関しては insulin シグ
ナルの下流でリン酸化されることが知られ
ている FOXO タンパク質のリン酸化部位周辺
の１６−２４アミノ酸配列を取り出し、それ
を３回繰り返した 3xFOXO(S/T)を GFP と融
合し、tub-GFP-3xFOXO(S/T)-polyA というコ
ンストラクトを作る（negative control とし
て FOXO(S/T)の Ser/Thr を Ala に置換した
FOXO(A)も作る）。これらのコンストラクトを
ショウジョウバエ卵に注入し、遺伝子組換え
バエを作成する。この遺伝子組換えバエから
成虫原基を取り出し、ウエスタンブロッティ
ング法で GFP を検出する。するとメンブレン
上ではリン酸化されていないGFPのシグナル
と FOXO 配列の Ser/Thr 配列がリン酸化され
た GFP に対応するシグナルに対応する２本
（またはそれ以上）のバンドが検出されるは
ずである。そこでこれらのバンドのシグナル
比を定量することによりinsulin/IGFのシグ
ナル強度を定量化する。 
 
(3) インシュリン/インシュリン様成長因子
と 関 係 す る imaginal disc growth 



factors(IDGFs)の機能の解析 
 
６つの IDGF 様遺伝子に対する RNAi ベクター
を作成し、遺伝子組換えバエを作成すること
により、ショウジョウバエ個体において
IDGFs の機能をノックダウンし、その効果を
調べる。多数（今回は６個）の siRNA を同時
に発現させるため、酵母の転写因子 GAL4 の
結合配列である UAS 配列の下流に 21bp 程度
の inverted repeat(IR)を配置したコンスト
ラクトを６個配置するが、その方法として、
図の A,B,C のような方法が考えられる。 

 AではUASの下流で転写される一つのRNA分
子に６種類の IR 全てが組み込まれている。B
では一つの UAS の下流に一種類の IR を配置
し、そのような UAS/IR 対を直列に６つ配置
している。そして Cでは一つの UAS の下流に
３種類の IR を配置し、それを２つ直列に並
べている。これらがどの程度有効に機能する
かは事前に予想できないため、まずはこれら
３種のコンストラクトを作成し、それぞれを
ショウジョウバエに導入してその効果を調
べる。もしこれらが IDGFs を効率的にノック
ダウンする場合、その表現型を調べ、またレ
スキュー実験により off target 効果の可能
性を除外する。レスキュー実験に関しては
RNAi のターゲットとなる 21bp 内に３つのア
ミノ酸置換を伴わないサイレント変異を導
入することにより、RNAi の作用を受けない
IDGFs を作成し、それをハエに戻すことで行
う。また上記の３種のコンストラクトのいず
れも期待したような効果を示さない場合は、
さらに RNAi ベクターの設計を工夫し、同様
の実験を繰り返す。 
 
４．研究成果 
(1)Yki と相互作用する転写因子の探索 
 SdやHthと同様に成虫原基において領域特
異的な発現を示し、機能的に重要な役割を果
たしていることが知られている１０種類の
タンパク質とYkiとの間のタンパク質間相互
作用を赤血球抽出液由来の無細胞合成系で
合成したタンパク質を用いた免疫沈降法に
より検証した。その結果コントロールの Sd
と Yki の間の相互作用は確認されたが、それ
以外の１０種類のどのタンパク質もYkiとの
強い結合は確認できなかった。そこで Sd 以
外に Yki と結合することが報告されている
Hth についても同様の手法を用いて検証を行

ったところ、Hth と Yki の間の相互作用はこ
の手法では再現できなかった。Hth と Yki と
の間の相互作用を報告した論文を詳しく調
べたところ、Hth-Yki 間の相互作用は Sd-Yki
間の相互作用と比較して非常に弱く、通常の
in vitro 実験ではなく、培養した細胞におい
て大量にタンパク質を発現させることによ
り相互作用を検出していた。そのため in 
vitro 合成系を利用した今回の実験系では、
この種の弱い相互作用を検出するのは困難
である可能性が考えられた。現時点では今回
選んだ１０種類のタンパク質のいずれかが
Yki と弱く相互作用をしている可能性は否定
出来ないが、その一方で普遍的な因子である
Mad が Yki と相互作用するという報告もある
ことから、翅原基以外の領域では Yki は Mad
とのみ相互作用して成長を制御している可
能性も考えられる。そこでこの Yki と相互作
用するタンパク質の探索は当初の予想通り
には進行しなかったが、この時点で終了する
こととした。 
 
(2) bantam と insulin/IGF の成虫原基間にお
ける活性の違いを定量的に調べるシステム
の構築 
 bantam microRNAとinsulin/IGFは成虫原
基において細胞増殖を制御することが知ら
れており、成虫原基の相対サイズの決定に関
与している可能性が考えられる。そこで
insulin/IGFとbantamの成虫原基間における
活性の違いを定量化するために普遍的な
tublin プロモーターと GFP、bantam 標的配列
および FOXO リン酸化部位用いたアッセイシ
ステムを構築した。bantam アッセイシステム
に関しては標的配列として bantam と完全に
相補的な 31bp 配列を１回（1xbantam）およ
び２回（2xbantam）繰り返した人工的なター
ゲットと、bantam の標的配列としてすでに知
られている hid(head involution defective)
の 3’UTR に存在する bantam 結合配列（５つ
存在する）の３番目を持つ hid(3)、２番目と
３番目の２箇所を持つ hid(2+3)、および４番
目と３番目を持つ hid(4+3)の３つの、合計５
つの配列に対応するコンストラクトを作成
し、遺伝子組換えバエを作成した。ウエスタ
ンブロッティング法でこれらの発現を調べ
たところ、bantam 標的配列を持たないコント
ロールと比較して、標的配列と組み合わせた
GFP の発現量は予想通り激減していた。さら
に驚くべきことに、同数の標的配列同士を比
較した場合、bantam と完全に相補的な
1xbantam や 2xbantam よ り も hid(3) や
hid(2+3)および hid(4+3)の方が翻訳抑制効
果が明らかに強かった。このことは完全に相
補的な配列よりも、ミスマッチやスペーサー
配列を含む場合の方が microRNA の翻訳抑制
効果は強くなるという可能性を示唆してお
り、非常に興味深い。insulin/IGF のアッセ
イシステムに関しては FOXO 配列と融合させ
た GFP はコントロールと比較し、その発現が



抑制されていた。FOXO はリン酸化を受けた後
にユビキチン化されプロテアソームで分解
を受けることから、この FOXO 融合型の GFP
を作成する際に用いた１６−２４アミノ酸の
中にユビキチン化情報が含まれており、細胞
内で速やかに分解されたのかもしれない。本
実験では FOXO リン酸化部位として３つのこ
となった領域（２つはショウジョウバエの
FOXO 配列、１つはヒトの FOXO4 の配列）を用
いたが、そのいずれも発現が抑制されていた。
そこで FOXO のかわりに他の insulin/IGF の
ターゲットであるリボゾーム S6 キナーゼと
リボゾーム S6 を選び、そのリン酸化サイト
の周辺配列を用いて同様のアッセイシステ
ムを構築した。今後はこれらのアッセイシス
テムを利用して、成虫原基間の bantam およ
び insulin/IGF の活性の違いを定量化し、成
虫原基間の大きさの違いを生み出す機構に
ついて調べたい。現在までに bantam や
insulin/IGF は組織の成長に不可欠であるこ
とは示されているが、そのシグナル強度と成
長の関係については何もわかっていない。そ
こでシグナル強度と成長の間の相関関係を
定量化することは、組織の成長メカニズムを
理解する上で本質的に重要なことである。 
 
(3)インシュリン/インシュリン様成長因子
(IGF)と協調的に作用する imaginal disc 
growth factors(IDGFs)の機能の解析 
 ショウジョウバエでは imaginal disc 
growth factors(IDGFs)というキチナーゼと
相同性を持つ因子が血中に分泌され、インシ
ュリンと協調的に作用しすることにより成
虫原基の成長を制御しているという可能性
が１９９９年に報告されている。しかしショ
ウジョウバエゲノムには６つの IDGF 様遺伝
子が存在し、おそらくそれらが機能的に冗長
(redundant)であることから、IDGFs の機能は
ほとんど不明のままであり、１９９９年の報
告以降はその機能に関して新たな情報はほ
とんど何も無い。そこでこの IDGFs の生体内
における機能を明らかにするために全ての
IDGFs を欠失させた際の表現型を調べた。そ
のためにショウジョウバエで広く利用され
ている GAL4/UAS システムを用いた RNAi 法を
応用し、多数の遺伝子を同時に knock down
する方法を開発した。まず「研究の方法」で
述べたように、A,B,C３種類のコンストラク
トを作成し、それらの効果を調べた。すると
この３種類のいずれも期待したような効果
を示さなかった。そこでその原因を調べたと
ころ、Aについては IR の周囲の配列が繰り返
されているために、生体内で細胞毒性を持つ
可能性が示唆された。また、B および C では
直列につなげた UAS に関して、２番目以降の
ものの発現が抑制されていることが示され
た。そこでこれらの知見をふまえ、さらにト
ランスポゾンの一つであるgypsyのインシュ
レーター配列を組み込んだ改良型のコンス
トラクト D,E を作成した。D は B の改訂版で

あり、それぞれの UAS-RNAi コンストラクト
の間にgypsyインシュレーターを挿入したも
のである。Eは Cの改良版で、２つの UAS-RNAi
コンストラクトの間にgypsyインシュレータ
ーを挿入している。 

D の場合は６つのコンストラクトを直列に並
べるのが困難であったため、３つの UAS-RNAi
コンストラクト直列に並べたコンストラク
トを２種（それぞれ IDGF1,2,3 と IDGF4,5,6
に対応するもの）を作った。これらのコンス
トラクトについても遺伝子組換えバエを作
成し、その効果を調べた。すると D,E 両方の
場合について、インシュリン/IGF 欠損の場合
と類似した幼虫の成長抑制が観察された。と
ころで RNAi 実験は off target 効果と呼ばれ
る非特異的な影響を引き起こす場合があり、
その表現型の解釈には注意が必要である。実
際、最初に作成したコンストラクト Aにおい
ても Dや Eと似た成長抑制効果が認められた
が、さらなる解析からそれは Aの細胞毒性に
起因する成長抑制であることが明らかにな
ったのである。そこでコンストラクト Dおよ
び E により引き起こされた成長抑制が IDGFs
の欠損の結果であることを確認するために
レスキュー実験を試みた。コンストラクト E
の存在下で RNAi の影響を受けない IDGF2 ま
たは IDGF6 を発現させた。するとこれらのハ
エは、野生型のハエと同様の速度で成長し、
特に目立った表現型を示さなかった。以上の
結果から、IDGFs RNAi によって引き起こされ
た成長抑制は off target 効果ではなく、真
にIDGFsのノックダウンにより引き起こされ
た表現型であることが示された。そこでさら
に全てのIDGFsにレスキュー活性があるか否
かを調べるために、IDGF1,3,4,5,についても
それぞれレスキュベクターを作成し、形質転
換バエを作成した。また６つの IDGFs のうち
の４つまたは５つの IDGFs を標的とする Eタ
イプの RNAi コンストラクトを多数作成し、
ショウジョウバエに導入したところ、これら
は顕著な表現型を示さなかった。この結果は
６つの IDGFs が互いに機能的に冗長であり、
６つの遺伝子のうちのどれか１つが正常で
あれば発生は正常に進行することを示唆し
ている。この点に関しては今後さらにレスキ
ュー実験実験とあわせてくわしく調べたい。
IDGFs がインシュリンシグナル伝達型との間
の相互作用についても今後くわしく調べる
予定である。この研究はインシュリン/IGF シ
グナル伝達系の新規の構成因子の機能解明
だけでなく、冗長な遺伝子の機能解析に有効
な手法を開発したという意味でも非常に意
義深い。冗長な遺伝子ファミリーの存在は遺



伝学的な解析にとっては厄介な問題であり、
その機能の解明は困難を伴うが、今回利用し
た遺伝子組換え型 RNAi 手法を応用すること
により、その機能解明が一気に進展すること
が期待される。 
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