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研究成果の概要（和文）： 

 消失するタイミングがショウジョウバエの蛹化のタイミング決定に重要なBlimp-1のエクダ
イソンレベル低下による発現停止機構を明らかにした。また Blimp-1 はその発現量、分解速度
が蛹化のタイミング決定に重要な因子で、砂時計の砂のような役割で時間を計る役割を持つこ
とを示した。さらに、明らかにしたタイマーシステムが様々な器官でほぼ同じタイミングで進
行するが、器官によって進行速度に多少の違いがあることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
We uncovered mechanism to determine the termination of Blimp-1 expression which is 
important to determine the pupation timing in Drosophila. We also found that 
expression level and stability of Blimp-1 are important factor to determine the 
pupation timing and Blimp-1 works as sands in hourglass. Furthermore, we found that 
this timer system proceeds almost the same speed in different organs, but the speed is 
slightly different depending organs. 
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１． 研究開始当初の背景 

 生物は発生過程や生命活動中にしばしば何
らかの機構で時間を計り、その情報を利用し

ており、これが個々の生物にとって重要であ
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ることは言うまでもない。この時間制御機構

として周期的に動くいわゆる時計の機構の解

析は進んでいるものの、生物がある特定の時

期にのみ時間を計るタイマーに相当する機構

に関しての解析は進んでいない。 

 完全変態昆虫は幼虫期に成長した後、変態

過程に入り蛹を経て成虫となる。この変態は

昆虫ホルモンであるエクダイソンで誘導され

るが、キイロショウジョウバエの変態初期に

おいて、幼虫期の終わりにある一過的なエク

ダイソンの放出によって幼虫は体の表皮を蛹

の形に変形させる。これを囲蛹殻形成と言い、

囲蛹殻形成後約12時間で幼虫は蛹へとなる

（蛹化）。しかし、囲蛹殻形成後12時間後に

蛹化する機構については、囲蛹殻形成後11時

間頃にある一過的なエクダイソンの放出によ

ることが示唆されていること以外わかってい

なかった。我々は、ショウジョウバエとカイ

コを用いた解析により、転写因子FTZ-F1がエ

クダイソンのパルス（上昇後低下）の後に一

過的に体全体で発現すること、そして、その

時期特異的なFTZ-F1の発現が後期胚発生、幼

虫脱皮、変態の進行に必要であることを明ら

かににした。特に変態期初期においては囲蛹

殻形成後約８時間から10時間に発現のピー

クを迎え、その発現が消失したり発現時期が

早まると蛹になれないこと、発現時期が遅く

なればなるほど蛹になる効率が悪くなり、５

時間以上遅れると全く蛹になれなくなるこ

とを示した。これらのことは、FTZ-F1が時期

特異的に発現することが必要な因子である

ことを示しており、この遺伝子の時期特異的

発現の制御機構の解析の重要性を示した。そ

こでFTZ-F1遺伝子の転写制御領域を解析し、

同定した制御領域に塩基特異的に結合する

因子Blimp-1を同定するに至った。そして、エ

クダイソンによってBlimp-1遺伝子が直接誘

導され、高エクダイソン時にのみ発現し、FT
Z-F1遺伝子の転写抑制因子として作用するこ

とを明らかにした。さらに、その解析の過程

でBilmp-1タンパク質の分解速度が非常に早

いこと、また、mRNAの分解速度も早いことを

示唆する結果を得た。以上のことから、囲蛹

殻形成後12時間で蛹になる時間のコントロー

ルは、Blimp-1の発現誘導および分解速度によ

ってFTZ-F1の発現時期が決定し、誘導されたF

TZ-F1がエクダイソンパルスの時期を決定す

ることによってなされていることが明らかに

なってきた。 

 

２． 研究の目的 

（１） タイマー機構の解明 

 転写因子 FTZ-F1 の発現時期が蛹化を誘導

すると考えられているエクダイソンパルス
を本当に誘導するのか明らかにする。また、
誘導するならばその機構はどのようなもの
か明らかにする。一方、この時間決定機構の
中で重要となるエクダイソンパルス終了後
の Blimp-1の発現の停止の分子機構を明らか
にする。以上のことにより、タイマーの全容
の解明をおこなう。 
（２）各組織でのタイマーの存在意義の解析 
 同定したタイマーに関わる因子のうち
FTZ-F1 は、体全体でほぼ同時に一過的に発現
することがわかっており、このうち蛹化のタ
イミングを決める器官がどこか明らかにす
る。また、各組織で少なくとも FTZ-F1 が発
現するところまでタイマーが進んでいるこ
とは明らかになっているが、それらが完全に
同調しているか調べるとともに、また、ほぼ
同調している意義を明らかにする。 
 

３． 研究の方法 

（１） タイマー機構の解明 

① 蛹化のタイミング決定のための時間測定
機構 

 hs-FTZ-F1 遺伝子（熱ショックプロモータ
ーと FTZ-F1 cDNA 融合遺伝子）を持つ
hs-FTZ-F1 トランスジェニックフライ系統あ
るいは hs-Blimp-1 遺伝子（熱ショックプロ
モーターと Blimp-1 cDNA 融合遺伝子）を持
つ hs-Blimp-1 トランスジェニックフライ系
統、さらにタンパクが安定化する変異を持つ
Blimp-1 を発現できる hs-Blimp-1PR3 系統
で FTZ-F1 あるいは Blimp-1 を本来の発現時
期とは異なる時期に発現させ、蛹化のタイミ
ングあるいはエクダイソン合成系酵素の遺
伝子の発現パターンへの影響を調べた。また、
Blimp-1変異株あるいはhs-Blimp-1系統を用
いて、Blimp-1 あるいは hs-Blimp-1 遺伝子量
を変化させることによる蛹化のタイミング
への影響を調べた。 
② Blimp-1 遺伝子の転写終結および消失の

機構の解析 
 唾腺および成虫原基を含む体前半部分の
器官を培養する際に、Blimp-1 を誘導させる
ホルモンであるエクダイソン、タンパク合成
阻害剤シクロヘキシミド、転写阻害剤のアク
チノマイシン D の添加の有無によって
Blimp-1 mRNA 量がどのように変化するかを
RT-PCR 法で定量した。 
（２）各組織でのタイマーの存在意義の解析 

①タイマー構成因子の発現パターンの解析 

 タイマー構成因子の遺伝子の発現パター
ンを抗体組織染色法で経時的に様々な組織
／器官で調べた。 

②タイマー遺伝子の組織特異的ノックダウ
ンと組織特異的強制発現 

 GAL4-UAS システムを用いて様々な組織特
異的にタイマー遺伝子の発現をノックダウ



 

 

ンあるいは強制発現した場合に蛹化のタイ
ミングに及ぼす影響を調べた。 

 

４． 研究成果 
（１）タイマー機構の解析 
①蛹化のタイミング決定のための時間測定
機構 

 hsFTZ-F1 系統を用いて FTZ-F1 を熱ショッ
クプロモーター依存下に本来の発現時期よ
りも早く発現させたところ、蛹化のタイミン
グが早くなり、Blimp-1 の発現の終了によっ
て FTZ-F1 の発現のタイミングが決定される
という今まで得られている結果を支持した。 
 Blimp-1 のタンパクの分解促進領域を一部
欠失しているためタンパクの安定性が増大
した Blimp-1PR3 を熱ショックプロモータ
ー依存的に発現させると、全長の Blimp-1 を
同様に発現させた場合に比べて、FTZ-F1 の発
現および蛹化のタイミングの遅延がより顕
著になった。次に安定化した Blimp-1PR3
を熱ショックプロモーター下に発現できる
hs-Blimp-1PR3 遺伝子を１コピー持つ場合
と２コピー持つ場合で、同じ熱ショックによ
る影響の違いを調べたところ、コピー数の増
加に応じて蛹化のタイミングが遅くなった。
また、Blimp-1 遺伝子の欠失変異あるいは P
エレメント挿入による変異をヘテロに持つ
個体をもちいることで、遺伝子量を半分にす
る影響を調べた。その結果、Blimp-1 遺伝子
量が半分になると、蛹化のタイミングが早く
なり、P エレメントを除くことによって回復
した。以上のことから Blimp-1 は、発現量お
よび安定性が蛹化のタイミングの決定に重
要であり、蛹化のタイミングを決める分子タ
イマーの重要な因子で、砂時計の砂のような
役割を持つこと考えられた。 
 hs-Blimp-1 系統を用いて、熱ショックによ
り Blimp-1 の発現時期を延長させることで
FTZ-F1 の発現時期を延長させた上で、エクダ
イソン依存性初期遺伝子およびエクダイソ
ン合成系遺伝子の発現パターンを解析した
ところ、エクダイソンパルスのタイミングが
遅延していることを示唆する結果が得られ、
FTZ-F1 はエクダイソンパルスのタイミング
を制御することで蛹化のタイミングを決め
ていると考えられた。 
②Blimp-1 遺伝子の転写終結および消失機構
の解析 

 Blimp-1 の発現が終了するタイミングを決
める機構を知るため、３齢後期幼虫の体の前
半部分の器官を 20 ヒドロキシエクダイソン
存在下で培養したところ、E75A mRNA 量は、
３時間まで増加したもののその後減少した
のに対して、Blimp-1 mRNA 量は、1.5 時間ま
で増加し、その後変動しなかった。また、培
養開始後６時間にシクロへキシミドを加え
てさらに 1.5 時間培養したところ、E75A mRNA

量は変動しなかったが、Blimp-1 mRNA 量は増
加した。次に、器官培養系にアクチノマイシ
ン D を加えて転写を止めたところ、Blimp-1 
mRNA 量は急激に低下した。さらに、体内のエ
クダイソン濃度が高い時期が約７時間続い
た前蛹になってから２時間の個体の器官を
20 ヒドロキシエクダイソン存在下で培養し
たところ、E75A mRNA の新たな誘導は観察さ
れなかったが、Blimp-1 mRNA の誘導は低エク
ダイソン時個体の由来の器官と同様に観察
された。これらのことから、Blimp-1 遺伝子
は、エクダイソンレベルが高いと常に発現す
るが、Blimp-1 mRNA は非常に不安定で、エク
ダイソン濃度低下すると転写が終了し、直ち
に分解するため、エクダイソン濃度が低下後
すぐに Blimp-1が消失するようになっている
ことが明らかになった。 
（２） 各組織でのタイマーの存在意義の

解析 

①タイマー構成因子の発現パターンの解析 

 同定したタイマーシステムが異なる器官
で同じタイミングで進行するか調べるため
に、前蛹期の唾腺、トラキア、中腸、リング
グランドでの Blimp-1 と FTZ-F1 の発現パタ
ーンを経時的に観察した。その結果、両因子
ともほぼ同じタイミングで発現することが
明らかになったが、器官によっては多少異な
る結果が得られた。このことから Blimp-1 と
FTZ-F1 によるタイマーシステムがショウジ
ョウバエ前蛹の様々な器官で基本的に同じ
タイミングで進行するが、器官によってはそ
の進行速度が異なっており、変態期における
器官の違いによっておこる現象の違いに対
応している可能性が示された。 
②タイマー遺伝子の組織特異的ノックダウ
ンと組織特異的強制発現 
 この蛹化のタイミングに関与する時間決
定タイマーがショウジョウバエのどの組織
で働いているか調べるために、GAL4 と GAL80
を用いたシステムで、前蛹期に時期特異的に
特定の組織で Blimp-1 と FTZ-F1 いずれかの
強制発現あるいは、RNAi 法による発現抑制を
おこなった。そのために、既に作成している
UAS-Blimp-1 系統に加えて、UAS-FTZ-F1系統、
UAS-FTZ-F1 RNAi 系統、UAS-Blimp-1 系統を
作成した。そして、前胸腺、アラタ体、脂肪
体での強制発現あるいは発現抑制をおこな
ったが、蛹化のタイミングへの影響はほとん
ど見られず、これらの器官は蛹化の決定に中
心的役割を果たしていない可能性が高まり、
特定の器官で蛹化のタイミングを決めてい
るのではない可能性が考えられた。 
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