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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエにおいて、Tollの新規内因性リガンドSpz5は、既知のTollリガンド
Spzとは異なり、プロテアーゼによる切断を受けずにTollリガンドとして働くこと、Spz5-Tollの下流ではdMyd88
が情報伝達分子として働くことがわかった。しかし、当初の予想に反して、ショウジョウバエ幼虫をピンセット
でつまむと抗菌ペプチドが産生されるという申請者のグループが独自に開発した感染非依存の免疫の異常活性化
のモデル系へのSpz5の関与は示せず、感染非依存の免疫活性化機構の全容は解明はできなかった。その代わり
に、Spz5はSpzと協調して、ショウジョウバエの正常な個体発生に働くことが示された。

研究成果の概要（英文）：We demostrated that Spz5 works as a Toll ligand without clevage by protease 
in Drosophila although Spz, a famous Toll ligand, needs activation by protease. And, dMyd88 was 
identified as a signal transducer in the downstream of Spz5-Toll. However, we couldn't show the 
requirement of Spz5 in infection-independent expression of antimicrobial peptides in larvae after 
pinching, and the mechanism of infection-independenet immunity remains unclear. Instead of that, we 
showed genetic interaction between Spz5 and Spz in the developmental process of Drosophila. 

研究分野：自然免疫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
当初の予定であった感染非依存の免疫の異常活性化の仕組みは示せなかったが、本研究により、Spz5が既知の
TollリガンドSpzと協調して個体発生に関わるという新たな発生に関わる経路が見つかったと言える。さらに、
ショウジョウバエのTollがその哺乳類counterpartであるToll-like受容体と同じようにマルチリガンド性をもつ
ことが初めて示された。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者の研究グループは、ショウジョウバエの幼虫をピンセットでつまむだけで感染時と同
程度の抗菌ペプチドの産生が行われることを発見し、これを感染非依存の免疫の異常活性化の
モデルとして、その仕組みの解明に取り組んできた。その過程で、この現象に関わる有力候補と
して、自然免疫の受容体 Tollの新規内因性リガンド Spz5を特定した。しかし、①in vivoでこ
の分子が感染非依存の免疫の異常活性化に関わるかどうか、及び②この時の Spz5-Toll下流の情
報伝達経路、③Tollに作用する時の Spz5の構造は明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、以下の 3つを明らかにすることである。 
① in vivoで Spz5が感染非依存の免疫の異常活性化に関わるかどうか、またはその他の in vivo
における役割 
② Spz5-Toll下流の情報伝達経路 
③ Tollに作用する時の Spz5の構造 
 
３．研究の方法 
① in vivo で Spz5 が感染非依存の免疫の異常活性化に関わるかどうかの検証または、その他の
in vivo における役割の探索 

CRISPR-Casシステムを用いて Spz5の遺伝子変異ショウジョウバエを作製し、その幼虫をピ
ンセットでつまんだ後、4 h後の抗菌ペプチド Drosomycinの発現レベルを RT-qPCRで調べ、
野生型に比べてそのレベルが抑制されるかを調べた。その他の in vivoにおける Spz5の役割の
探索では、Spz5が細菌感染時の抗菌ペプチド産生及び、個体発生に必要とされるかを調べた。
前者については、グラム陽性菌の Staphylococcus saprophyticus及び、グラム陰性菌の Ecc15
を野生型または spz5遺伝子変異体に注入感染後、24 hまたは 16 h後における抗菌ペプチド（S. 
saprophyticus感染時: Drosomycin, Ecc15感染時: Diptericin）の発現レベルを RT-qPCRで調
べた。発生の解析では、spz5遺伝子変異体、既知の Tollリガンド spzの遺伝子変異体及び、spz5
と spzの二重変異体について、成虫まで成長した割合を調べた。 
 
② Spz5-Toll 下流の情報伝達経路の解明 
既知の Tollリガンド Spzの作用時、Tollの下流では dMyd88が情報伝達分子として働き、抗
菌ペプチド Drosomysinの発現を誘導する。そこで、この分子を候補として、まず、Drosomycin
プロモーターをルシフェラーゼ遺伝子につなげた遺伝子をもつレポーター細胞（以下、
Drosomycin レポーター細胞）に dMyd88 の RNAi を誘導した。そして、RNAi 誘導で、Spz5
外来発現細胞の抽出液添加時における Drosomycin プロモーターの活性化が抑えられるかをル
シフェラーゼアッセイで調べた。 
 
③Toll に作用する時の Spz5 の構造の解明 

Spz5は神経栄養因子として Toll-6のリガンドとなる時は、Furinと呼ばれるプロテアーゼに
よる切断を必要とする。そこで、Tollリガンドとして働く時もこのような切断が必要であるかを
調べるために、まず、アミノ酸置換により Furin結合サイトを欠いた Spz5を外来発現させた細
胞を作製した。そして、その細胞抽出液を Drosomycin レポーター細胞に添加した際の
Drosomycinプロモーターの活性化レベルをルシフェラーゼアッセイにより調べた。 
 
４．研究成果 
① in vivo で Spz5 が感染非依存の免疫の異常活性化に関わるかどうかの検証及び、その他の in vivo
における役割の探索 

spz5 遺伝子変異体の幼虫をピンセットでつまんだ時、野生型と比べて抗菌ペプチドの発現レ
ベルが減少しなかった。つまり予想に反して、Spz5はこのモデル系で見られる感染非依存の免
疫の異常活性化には関与しないと考えられた。さらに、グラム陽性菌及びグラム陰性菌を感染さ
せた時の抗菌ペプチドの発現レベルも spz5 遺伝子変異体は野生型と同程度であり、細菌感染時
の抗菌ペプチド産生への関与も示せなかった。一方、spz5 単独の遺伝子変異体ではすべての個
体が成虫になったのに対し、spzと spz5の二重変異体では spz単独の遺伝子変異体よりもさら
に成虫になる割合が減少することがわかり、Spz5は Spzと協調して正常な個体発生の進行に働
くと考えられた。 
 
② Spz5-Toll 下流の情報伝達経路の解明 
 dMyd88の RNAiを誘導した Drosomycinレポーター細胞では、Spz5の外来発現細胞の抽出
液添加時におけるDrosomycinプロモーター活性の上昇が阻害された。よって、dMyd88はSpz5-
Toll下流の情報伝達分子であると考えられた。 
 
③Toll に作用する時の Spz5 の構造の解明 
  Furin結合サイトを欠いた Spz5を外来発現させた細胞抽出液にも、Drosomocinプロモータ



ーを活性化する作用が十分に見られた。Furin結合サイトを欠いた Spz5をウエスタンブロッテ
ィングで検出すると野生型と同じ分子質量位置にシグナルが見られた。以上より、Spz5が Toll
リガンドとして働く時は、プロテアーゼによる切断は必要なく full-length の状態で作用すると
考えらえた。 
 
以上より、Toll の新規内因性リガンド Spz5 は、full-length の状態で Toll リガンドとして働
くこと、Spz5-Tollの下流では dMyd88が情報伝達分子として働くことがわかった。さらにこの
経路は既知の Tollリガンド Spzと協調して、ショウジョウバエの正常な個体発生に働くことが
示唆された。当初の予定であった感染非依存の免疫の異常活性化の仕組みは示せなかったが、本
研究により、新たな個体発生に関わる経路が見つかったと言える。本研究成果は、Biochem 
Biophys Res Commun. 506:510-515, 2018に掲載された。 
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