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研究成果の概要： 
ショウジョウバエ視覚中枢のメダラ神経節の発生過程を制御する分子機構を解析し、転写因子
Drf の発現によって規定される神経細胞は約 60 種存在するメダラ神経細胞のうち９種の神経
細胞を構成すること、高次の神経節であるロビュラの第１層および第４層特異的に投射するこ
と、ロビュラに至る投射は幼虫期においてすでに見られることがわかった。また、神経細胞の
種類と細胞体の位置には強い相関があることがわかった。  
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１．研究開始当初の背景 
 脳の層構造は非常に複雑な神経回路から成

り、脳の機能にとって非常に重要な役割を果

たすと考えられている。その発生過程の初期

において、 各神経細胞の性質は領域特異的に
発現した転写因子によって決定される。多く

の神経細胞は大幅に移動し、正しい位置にお

いて特異的な投射パターンを示すことにより、

最終的に脳の神経回路および層構造を構築す

る。このような発生過程を理解することは、

脳の神経回路およびその機能を理解する上で

必要不可欠であると考えられるが、脳発生の

全過程を通して一つ一つの神経細胞の挙動を

追跡することは非常に困難である。 
 ショウジョウバエは神経発生の優れたモデ

ル系であるが、脳形成の上記のような側面に

関してはほとんど研究されていなかった。し

かし本研究代表者はメダラと呼ばれるショウ

ジョウバエ視覚中枢の一部が幼虫期において

同心円状に発現した 4 種の転写因子の組み合
わせによって区画化されていること(図 1)、そ
れぞれの転写因子の発現によって区別される
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神経細胞が変態の過程で大幅に移動し、成虫

においては全く異なる配置を示すことを見出

した(図 2)。さらにメダラ神経細胞は最終的に
メダラ神経節と呼ばれる層構造を形成するこ

とが知られている。このようなことから、メ

ダラは脳の層構造形成機構を理解する上での

優れたモデルと成りうると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではショウジョウバエの分子遺伝
学の手法を最大限に活用することにより、メ
ダラの発生を一貫して解析できるような実
験系を構築する。そのような系を用いること
によって初期の領域区画化、細胞移動のパタ
ーン、神経回路形成の間に存在する有機的な
関係を明らかにし、脳神経科学の基礎研究に
貢献することが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1)同心円ゾーンの形成機構 
 幼虫期においてメダラは半球状の構造を
示し、その表層に位置する神経幹細胞(NB)
が脳の内側に向かって神経細胞を生み出す
(図 1)。メダラは同心円状に発現する転写因
子によって区画化されるが、このような発現
パターンはどのようにして決定されるのだ
ろうか？ショウジョウバエ胚期の中枢神経
系では一連の転写因子が NBにおいて順番に
発現することによって神経細胞の運命が産
生された順番に従って決定されることが知
られている。メダラにおいても同様な転写因
子が NBにおいて順番に発現し、神経細胞の
運命を決定しているかも知れない(内在性因
子による制御)。もしくはメダラに近接するあ
る特定の細胞において産生された分泌性因
子が濃度勾配を形成し、その濃度に応じてメ
ダラ神経の運命が決められているかもしれ
ない(外来性因子による制御)。メダラ NB に
おいて発現する転写因子およびメダラ近傍
において発現する分泌性因子を in situ ハイ
ブリダイゼーションおよび抗体染色によっ
て探索し、候補因子に関してはその機能欠失
変異体の表現型および異所発現の影響を調
べることにより、同心円状遺伝子発現の制御
機構を明らかにする。 
 

(2)同心円遺伝子に対する Gal4/LexA ノック
イン系統の作製 
 蛹期における神経細胞移動・神経回路形成
といった、メダラの形成を一貫して解析でき
るような系を構築するため、同心円状に発現
する４遺伝子(図 1)に対する Gal4 および
LexA ノックイン系統を作製する。これらの
系統は各遺伝子の機能欠失変異体であると
同時に、外来の転写因子である Gal4 および
LexA::VP16 を各遺伝子と全く同じパターン
で発現させる。Gal4および LexAの結合配列
の下流で任意の遺伝子を発現させることに
より、特定の同心円状遺伝子の発現細胞を蛍
光蛋白質によってラベルしたり、特異的に体
細胞組み換えを誘導したり、別の遺伝子の発
現とスワップさせることが可能となる。しか
も、Gal4と LexAは異なる配列を認識するた
め、同時に用いることによって異なる遺伝子
を発現する神経細胞の移動様式・回路形成を
直接比較することも可能となる。このように
して作製された系統は以下の解析において
非常に強力なツールとなる。 
 ショウジョウバエにおいてはノックイン
は技術的に非常に困難であり、目的の Gal4
系統が得られない可能性が考えられる。その
ため、Gal4 を持った P 因子トランスポゾン
が目的の遺伝子近傍に挿入された系統を取
り寄せ、P 因子の再転移を試みる。このよう
な方法によっても各遺伝子に対する Gal4 系
統を作製しようと考えている。 
 
(3)メダラ神経細胞の移動機構 
 まず、蛹期におけるメダラ神経細胞の移動
(図 3)をより厳密に実証し、また細胞移動の
方向性を明らかにする。そのために、各同心
円状遺伝子に対する Gal4 系統を用いて組み
換え酵素である FLPaseを発現させ、その標
的である FRT 配列間の組み換えを誘導し、
一部の細胞を GFP でラベルする。このよう
な解析によって各神経細胞が発現する転写
因子と細胞移動のパターンとの相関が明ら
かになると考えられる。 
 細胞移動開始以前の幼虫期においてすで
にメダラ神経細胞は脳の内側に向かって軸
索を伸ばしている(図 1)。この時、各メダラ
神経は脳のより外側に存在する神経細胞の
軸索に接している。メダラ神経細胞がそのよ
うな軸索に沿って移動するのか、またそうだ
とすれば軸索との接触が細胞移動に必要な
のかどうかを調べたい。そのために、メダラ
神経の一部において細胞死誘導因子を発現
させ、脳の外側に位置する神経細胞を除去す
る。このときにその細胞よりも内側に位置す
るメダラ神経の移動にどのような影響があ
るか解析する。 
 また同心円状に発現した各転写因子が細
胞移動に関与しているかどうか調べるため、



 

 

Gal4 ノックイン系統を用いて一部のメダラ
神経細胞を変異体にし、かつ GFP でラベル
する(MARCM法)。このような細胞の挙動を
調べることによって同心円状に発現した各
遺伝子の細胞移動への関与を明らかにした

い。 
 
(4)メダラ神経回路の形成機構 
 メダラ神経細胞は幼虫期においてすでに
脳の中心部に向かって軸索を伸ばしている
が、蛹期において細胞移動を完了させた後、
さらに軸索・樹状突起パターンの成熟、シナ
プス形成という過程を経て機能的なメダラ
を完成させると考えられる。また初期の神経
細胞の同心円状の配置・細胞移動といった現
象は最終的な神経回路を実現する上で非常
に重要な意義を持っているはずである。この
ような初期の遺伝子発現・細胞移動がもたら
す意義を明らかにするため、まず各 Gal4 ノ
ックイン系統と、Gal4標的配列の下流で様々
なレポーター因子を発現させる系統を用い
て、各神経細胞が発現する同心円遺伝子と軸
索・樹状突起パターンおよびシナプス結合標
的との相関関係を調べる。その後、これらメ
ダラ神経細胞の性質が各同心円状遺伝子の
機能欠失変異体もしくは他の転写因子との
スワップによってどのように影響されるを
を調べることにより、同心円状の遺伝子発現
から最終的な神経回路が生み出されるメカ
ニズムを明らかにしたいと考えている。 
 メダラ神経回路の解析においては注目し
ている神経細胞に加えて、近傍に存在する神
経細胞の投射パターンを可視化し、互いの関
係を調べる必要がある。東京大学の伊藤啓博
士らのグループはハエの脳内の特定の神経
細胞において発現する Gal4 系統の網羅的な
データベースを構築しており、共同研究によ
って特定のメダラ神経を可視化できるよう
な Gal4 系統を探索する予定である。このよ
うにして得られた Gal4 系統と上述の LexA
系統を組み合わせて用いることによって、注
目している神経細胞の軸索・樹状突起・シナ
プスの位置・形態の変化を正確に解析するこ
とができると考えられる。 
 
 

 
４．研究成果 
(1)同心円ゾーンの形成機構 
 同心円ゾーン形成を制御する“内在性因
子”および“外来性因子”の候補を得るため、
神経細胞の運命をその産生順に従って決定
することが知られている birth order 遺伝子
群、Hox 遺伝子群、Hh/Wnt/BMP などの分
泌性蛋白質をコードする遺伝子群の発現パ
ターンを調べた。その結果、Wntファミリー
に属する Wingless の発現が幼虫期メダラの
同心円ゾーンの内側において認められたた
め、Wntシグナルが活性化するような細胞群
を誘導し、同心円遺伝子の発現に対する影響
を調べた。その結果、Wntシグナルが活性化
されると同心円ゾーンのパターンが外側に
向かってずれる表現型が得られたため、
Wingless の濃度勾配によって同心円パター
ンが決められている可能性が考えられた。し
かし、Wntシグナルを不活性化しても何の異
常も見られなかったため、Wntと何か別の他
のシグナルが協調して働いている可能性が
考えられる。 
 
(2)同心円遺伝子に対する Gal4/LexA ノック
イン系統の作製 
 ４種の同心円遺伝子のうち hth, bsh, run, 
drfについては Gal4ノックインを、hth、bsh
については LexA ノックイン系統の作製を試
みたが、非常に効率が悪く、期待したような
系統はほとんど得られなかった。しかし、drf
に関してはその発現を完全に再現する
drf-Gal4系統が得られた。 
 また、hth の Gal4 ノックイン系統作成用
の P因子 Gal4ベクターを hth遺伝子座内に
再転移させ、これによって hthの発現の大部
分を再現できる hth-Gal4 系統が得られた。
drf-Gal4 と hth-Gal4 を用いることにより、
Drf陽性およびHth陽性神経細胞の投射パタ
ーン、移動パターンを比較検討することがで
きる。 
 東京大学分子細胞生物学研究所の伊藤啓
博士よりハエ脳内の特定の神経細胞におい
て発現する Gal4 系統データベースを利用さ
せていただき、hth, bsh, drfと似た発現を示
す系統が得られた。これらの系統と各遺伝子
の変異体を組み合わせることにより、ノック
インを用いたときと同様な実験を行うこと
ができると考えられる。 
 
(3)メダラ神経細胞の移動機構 
 drf-Gal4系統を用いてDrf陽性細胞特異的
に組み換え酵素 FLPaseを発現させ、FLPase
標的であるFRT配列間の組み換えを誘導し、
一部の細胞のみを恒常的に LacZ でラベルし
た実験から、Drf の発現は発生過程において
ほとんど変わっていないということが示さ



 

 

れた。従って、幼虫期において Drfを発現し
た細胞は蛹期においても Drf 抗体および
drf-Gal4 を用いて追跡することが可能であ
ると言える。しかし、Drf は比較的多数のメ
ダラ神経細胞で発現するため、その移動パタ
ーンに法則性を見出すことはできなかった。 
 Bsh は Hth 陽性細胞の約半数において発
現するため、幼虫期において Bsh陽性細胞は
脳の内側の領域に位置している。しかし、蛹
期において Bsh 陽性細胞は脳の外側に向か
って移動し、最終的には必ず脳の最も外側に
位置するということがわかった。このように、
ごく少数のメダラ神経細胞を特異的に可視
化することができれば、個々のメダラ神経細
胞の移動パターンを明らかにすることがで
きると考えられる。今後は同心円遺伝子の変
異体においてこのような移動パターンにど
のような影響が見られるか解析していきた
い。 
 一部のメダラ神経細胞において細胞死を
誘導する実験は、細胞死を誘導する神経細胞
の位置・数を制御することが困難であったた
め、はっきりした結論を得ることができなか
った。 
 
(4)メダラ神経回路の形成機構 
 drf-Gal4 を用いたモザイク解析の結果か
ら、Drf 陽性メダラ神経細胞については(1)
少なくとも約 60 種存在するメダラ神経細胞
のうち、９種の神経細胞を構成すること、(2)
細胞体の位置がバラバラであっても、高次の
神経節であるロビュラの第１層および第４
層特異的に投射すること、(3)ロビュラに至
る投射は幼虫期においてすでに見られるこ
とがわかった。Drf 陽性メダラ神経細胞は幼
虫期において最終的な標的の近くまで投射
した後、蛹期に細胞体の位置を大幅に変化さ
せると考えられる。 
 この細胞移動に重要な意味があるならば、
細胞体の移動パターンと神経細胞の種類・転
写因子発現の間には何らかの相関関係があ
るはずである。実際、成虫において Drf 陽性
神経細胞のうちあるサブタイプについては
細胞体が必ず脳の最も外側の領域に位置し、
他のサブタイプについては脳のより内側と
いうように、神経細胞の種類と細胞体の位置
には強い相関があることがわかった。 
 Hth 陽性メダラ神経細胞についてはほとん
どの場合ロビュラには投射せず、メダラ神経
節内の特定の層に投射していること、さらに
このような投射パターンの傾向は幼虫期に
おいてもほぼ同様に見られることがわかり
つつある。 
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