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研究成果の概要（和文）：シナプスの形成や維持及び可塑的変化において、様々な細胞膜タンパク質が重要な役割を担
っている。我々はこの過程に関わる可能性の高い新規の細胞膜タンパク質の探索と機能解析を、ショウジョウバエの神
経-筋接合(NMJ)を用いて遂行している。本研究では特にTollファミリーに注目して研究を進めた。tollファミリー遺伝
子の過剰発現や遺伝子突然変異の解析によりToll-7がNMJの発達を抑制性に制御する事を示唆する結果を得た。一方他
のtollファミリー遺伝子やリガンドと考えられているSpzファミリーのRNAiによるノックダウンでは表現型が認められ
なかった。

研究成果の概要（英文）：Various plasma membrane proteins play important roles in the processes of 
synaptogenesis, as well as synaptic maintenance and plasticity. We are exploring the key functions of 
such proteins using Drosophila neuromuscular junctions (NMJ). In the present study, we focused on Toll 
family proteins. By the phenotype analyses of genetic overexpression or loss-of-function mutation, we 
found that Toll-7 functions as a negative regulator of NMJ development and maintenance. On the other 
hand, we have not observed the impairment of synaptic morphology by genetic RNAi of Spz family proteins, 
the putative ligand of Toll family proteins.

研究分野：神経組織学
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１．研究開始当初の背景 

(1) ショウジョウバエ神経筋接合をモデル

としたシナプス形成の研究： 

 ショウジョウバエ幼虫体壁筋の神経筋接合

(NMJ)は、シナプス部が比較的大きく、幼虫

の生長に伴うシナプス形成・維持及び可塑的

変化の過程を生体内で詳細に解析できる優

れたモデル系である(Budnik & Ruiz-Canada, 

2006)。我々は、この系における細胞表面タ

ンパク質の機能を解明することを目的とし、

ゲノム情報から選択した細胞膜及び分泌タ

ンパク質をコードする約 1000 遺伝子のうち

GAL4-UAS system の利用が可能な約 400 遺伝

子について過剰発現スクリーニングを行な

った。その結果、後シナプスでの過剰発現が

シナプス形態に異常を引き起こす遺伝子を

複数同定した(Kurusu et al., 2008)。なか

でも toll-7 の過剰発現は生長に伴うシナプ

スの発達を強く抑制する表現型を示した。 

 

(2) 神経系における Toll ファミリータンパ

ク質の機能： 

 Toll-7 は細胞外に leucine-rich repeat を

骨格としたタンパク質相互作用ドメインを

持ち、細胞内にはシグナルカスケードの活性

化ドメインと考えられている、

Toll-Interleukin-1 receptor (TIR)ドメイ

ンを持つ TIR protein family に属するタン

パク質である。TIR protein family は線虫

から哺乳類まで広く存在するタンパク質群

で、自然免疫や発生期のパターン形成に関与

するものがよく知られている。 一方、TIR 

protein の多くが神経系で発現していること

が報告されているが、その機能については、

軸索伸長やニューロン分化への関与が報告

されているものの、分子メカニズムについて

はほとんど不明であった。ショウジョウバエ

では９種類ある Toll ファミリータンパク質

のうち Toll が胚期におけるシナプス形成を

負に制御することを我々や他のグループが

報告した(Suzuki et al., 2000, Inaki et al., 

2010)。我々が得た Toll-7 によるシナプス形

成を抑制する表現型は、より後期のシナプス

の発達や維持、可塑的変化の過程においても、

Toll ファミリータンパク質が関与している

ことを示唆する初めての結果であった。そこ

で、我々はショウジョウバエ NMJ を実験系と

して用い、Toll-7 を含む複数の Toll ファミ

リータンパク質がシナプスの発達・維持・可

塑的変化の過程に関与している可能性を検

証し、またその分子メカニズムを解明するこ

とにより、TIR protein family の神経系にお

ける機能についてより普遍的な知見を得た

いと考えた。 

 
 

２．研究の目的 

 ショウジョウバエ NMJ をモデルとした、シ

ナプスの発達・維持・可塑的変化の制御機構

の解析を Toll ファミリータンパク質に着目

して行う。あわせてこれに関連した分子の機

能解析も行う。 

 

 

３．研究の方法 

(1) ショウジョウバエ Toll ファミリータン

パク質の発現解析：ショウジョウバエ NMJ シ

ナプスをモデルとして Toll ファミリータン

パク質の機能解析を行なうための基礎デー

タとして必須となる、内在性の Toll ファミ

リータンパク質の時空間的発現パターンを

明らかにする。 

 

(2) toll ファミリータンパク質 の遺伝子突

然変異体の解析： (1)で発現を確認した Toll 

ファミリータンパク質について、遺伝子の過

剰発現や、RNAi によるノックダウン、機能欠

失型突然変異体を作成し、toll-7 も含めこれ

らの突然変異各々、または複数の重複突然変

異について、幼虫の生長にともなうシナプス

形態及び機能の変化にどのような異常があ



らわれるのか、細胞微細形態解析や機能分子

の動態解析によって、表現型を詳細に解析す

る。これらの結果から Toll ファミリータン

パク質がシナプス形成・維持・可塑的変化の

制御にどのように関与するのか明らかにす

る。 

 

(3) Tollファミリータンパク質の上流及び下

流で機能する分子とこれに関連する分子の

探索と機能解析： 

 Toll ファミリータンパク質の細胞外ドメイ

ンに作用する可能性がある分子として、

Spatzle 及び Drosophila neurotrophins 

(DNT1, 2) が考えられる (Zhu et al., 2008)。

また、細胞内ドメインによって活性化される

可能性が考えられる細胞内シグナル系とし

ては、Pelle／IRAK を経由する NFｋB活性化

の経路等が考えられる(Gay & Gangloff, 

2007)。これら分子と Toll ファミリータンパ

ク質の遺伝的相互作用を調べることにより

上流及び下流の経路を明らかにする。また、

Wingless や BMP, といった既知あるいは我々

が新規に同定したシナプス形成制御因子と

の遺伝学的相互作用を解析し、これらの結果

から Toll ファミリータンパク質を介したシ

ナプス形態及び機能の制御がどのようなシ

グナルによって制御されているのか明らか

にする。 

 
 
４．研究成果 

(1) ショウジョウバエ Toll ファミリータン

パク質の発現解析：Toll-7 については、in 

situ ハイブリダイゼーションにより中枢神

経系で mRNA の発現を認めた。一方、ポスト

シナプスである筋肉細胞での発現について、

in situ ハイブリダイゼーションにより検証

したところ、非特異的なシグナルが認められ、

発現を確認することができなかった。そこで、

筋組織特異的 RT-PCR 法を行った。この方法

では筋細胞特異的に PolyA 結合タンパク質を

発現誘導することによって、このベイトに結

合する RNA を回収することができた。これら

RNAを templateに用いたRT−PCRを行ったが、

有意なシグナルが得られなかった。これまで

のところ、他の Toll ファミリーメンバーに

ついても有意な発現は認めることができな

かった。これらの結果から、発現パターンの

解析は困難と思われたので、遺伝子突然変異

による表現型の有無を発現の指標にする方

向で解析を進めることにした。 

 

(2) Toll ファミリータンパク質の遺伝子突

然変異体の解析： 

 これまでの我々の解析から、Toll-7 の筋肉

での過剰発現がシナプス形成において抑制

的に作用することが明らかとなったので、ま

ず toll-7 遺伝子の機能欠失突然変異体を作

成し、シナプスにおける Toll-7 の機能解析

を行なった。その結果、toll-7 遺伝子の機能

欠失突然変異体では NMJのポストシナプスに

おいて、グルタミン酸受容体の発現が上昇し

ていることがわかった。これに対し、プレシ

ナプスのアクティブゾーンの形成や、微小管

とその結合タンパク質の配置には異常が認

められなかった。このことから、Toll-7 はポ

ストシナプスにおいてシナプス形成を抑制

的に制御していることが示唆された。次に、

この抑制制御の分子メカニズムを解明すべ

く、ポストシナプスで細胞骨格を成すスペク

トリンやその制御因子である aPKC の局在を

検証したが、突然変異体での異常は認められ

なかった。 

 他の Toll ファミリータンパク質について

も遺伝子突然変異体や RNAi による機能解析

を試みた。これまでに Toll-1, 5, 6, 8,につ

いて表現型を解析したところ、toll-7 遺伝子

突然変異体で認められたようなシナプス形

態の異常は認められなかった。 

 

(3) Tollファミリータンパク質の上流及び下



流で機能する分子とこれに関連する分子の

探索と機能解析： 

 Toll ファミリーのリガンドと考えられて

いる Spz ファミリーが NMJ の形成に関与する

か検討した。ポストシナプスにおける役割を

調べるために、これらの遺伝子の RNAi を筋

肉 で 強 制 発 現 し た 。 Postsynaptic 

density(PSD)のマーカーである Dlgの局在と

グルタミン酸受容体サブユニットの局在を

検証することにより、これら遺伝子が NMJ の

ポストシナプスの形成に関与するのか見極

めた。しかしながら、RNAi を用いた実験では

これらマーカーに大きな異常が確認できな

かった。RNAi 効果の改善や機能的な重複性の

解析をさらに進めることが、今後の課題とし

て残った。 

 NMJ のマーカーを使った解析の中で、我々

は Toll-7 に加えて、FGF 受容体の一つである

Heartless (Htl)がグルタミン酸受容体のNMJ

での発現を制御していることを見出した。そ

こで、NMJ におけるグルタミン酸受容体の発

現制御の機構を総合的に解明する目的で、

FGF シグナリングについても解析を進めた。

その結果、FGF リガンドである Pyr および Ths

が NMJ のポストシナプス膜に局在する Htl 受

容体を活性化し、下流の MAPK カスケードを

活性化することで、グルタミン酸受容体サブ

ユニットの転写を活性化することを示唆す

る結果を得た。グルタミン酸受容体サブユニ

ットタンパク質の NMJ での発現も同様に Htl

の活性によって正に制御されたが、その機構

が転写量の制御のみによるのかを明らかに

するため、筋細胞で恒常的に活性のあるプロ

モーターによるグルタミン酸受容体の強制

発現実験を現在進めている。 
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