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研究成果の概要（和文）：キイロショウジョウバエの神経特異的な雄決定タンパク質 Fruitless (Fru)が、その存在に
よって性行動を制御するニューロンの一群に性差を作り出す過程で、Fruの転写コファクターLolaの切断を抑制するこ
とを解明した。Lolaは、Fruタンパク質との複合体形成によって、プロテアソームによる切断を免れるが、Fruタンパク
質が存在しない雌では切断され、N末端側のBTB/POZドメインを欠く短いフォームを産生する。このフォームは、切断前
のフォームのドミナントネガティブ型として働いており、それによってニューロンの雄化が雌では阻止される。

研究成果の概要（英文）：The Drosophila gene fruitless produces male-specific Fruitless, which 
orchestrates the expression of ~100 target genes, although their transcription is not always 
sex-specific. This study shows that Fruitless produces sex differences in a target gene product Lola by 
blocking its proteolysis; males with Fruitless acquire full-length Lola whereas females acquire a Lola 
proteolytic product, and both Lola products induce distinct sex-specific neural characteristics. 
Fruitless transcribes lola, protects Lola from proteolysis and forms a complex with Lola for 
transcriptional regulation. This triad of interactions control neuronal sexual differentiation underlying 
gendered behavior in Drosophila.

研究分野： 神経遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 キイロショウジョウバエの同性愛突然変
異体 satoriの原因遺伝子として同定された 
fruitless (fru) は、その遺伝子産物である
Fru タンパク質を、成虫の脳神経系の約
2,000 個のニューロンに雄特異的に産生する
（Ito et al., 1996; Usui-Aoki et al., 2000）。
Fru タンパク質は、その存在によって、細胞
死や神経突起形態を制御し、それによって雄
の性行動を制御するニューロンの一群に性
差を作り出す (Kimura et al., 2005)。Fru は、
N末端側に BTB/POZ ドメイン (このドメイン
をもつタンパク質どうしの複合体形成に関
与するとされるドメイン)を、C末端側に
Zn-finger モチーフ (DNA 結合モチーフ) を
もつ（Ito et al., 1996）ことから、転写因
子として働くものと考えられるが、Fru がど
のような仕組みでニューロンを雄化するの
かはほとんど分かっていない。 
 Fru タンパク質の転写コファクターおよび
転写標的遺伝子を探索するため、fru 遺伝子
の Gain-of-function 表現型を増強あるい
は抑制する遺伝子スクリーニングを過去に
行い、fru と表現型レベルで相互作用する遺
伝子として longitudinals lacking (lola) 
を特定していた。その遺伝子産物である Lola
タンパク質もまた、Fru タンパク質と同じく
BTB-Zn-finger 型の転写因子ファミリーに属
する。Lola タンパク質と Fru タンパク質が複
合体を形成することを示唆する共免疫沈降
実験の結果を得ており、Lola は Fru の転写コ
ファクターとして機能するものと考えられ
た。 
 lola遺伝子は選択的スプライシングによ
って、多数のアイソフォームを産生する。こ
れらのアイソフォームは、N末端側のBTB/POZ
ドメインを共通にもつが、C末端側の
Zn-finger モチーフにはバリエーションがあ
る。lola遺伝子が産生するアイソフォームの
うち、29 番目のエクソンにコードされるアミ
ノ酸配列をもつ遺伝子産物、すなわち
Lola29M が、fru 発現ニューロンの雄化に関
与することを示唆する結果を得ていた；雄の
fru発現ニューロンにおいて、Lola29M を細
胞特異的にノックダウンしたところ、ニュー
ロンの突起パターンが脱雄化(雌化)した。 
Lola29M に対する特異的な抗体を作成し、

雄あるいは雌の脳神経系における発現を
Western blot 法によって調べたところ、発
現パターンに性差が認められた。すなわち、
Lola29M は雄に豊富に発現しており、雌では
発現量が少なかった。一方、雌の脳神経系に
は、分子量の小さい産物 (Lola29F と命名) 
が豊富に発現しており、雄には検出されなか
った。Lola29M および Lola29F の発現パター
ンを fru変異体の雄で調べたところ、野生型
の雄には検出されないLola29Fの発現が認め
られたことから、発現パターンの性差は Fru
タンパク質の有無によって作り出されるも
のと推察された。 

２．研究の目的   
前述の実験結果に基づき、本研究では、(1) 

Fru タンパク質の存在が Lola29F タンパク質
の産生を阻害する仕組みがどのようなもの
か、(2) Lola29F がどのような役割をもつの
か、という二つの問題について解明すること
にした。 
 
３．研究の方法 
(1) Lola29F が雌の fru発現ニューロンにお
いて作られるプロセスを明らかにし、次に、
このプロセスのどの部分をFruタンパク質が
抑えるのかを解明した。そのため、以下に示
す実験を行った。Lola29F タンパク質をコー
ドする mRNA が存在するかどうかを検討する
ため、雌の脳から調製した polyA+ mRNA を用
いて、5’RACE および 3’RACE を行った。ま
た、AY060256 (GenBank)という、過去に
Berkeley Drosophila Genome project (2001)
によってクローニングされた lola mRNA が、
Lola29F をコードする可能性についても検討
した。AY060256 の予想されるタンパク質コー
ド部分をショウジョウバエの形質転換用プ
ラスミドベクター pUAST-attBにクローニン
グし、ショウジョウバエの fru発現ニューロ
ンに発現させ、Western blot 法によって、
Lola29F タンパク質とサイズが同じであるか
どうかを見当した。 
上記のいずれの実験でもネガティブな結

果となったため、次にLola29Fタンパク質が、
タンパク質翻訳後の制御によって作られる
可能性を見当した。Lola29M をコードする
mRNA をクローニングし、雌の fru発現ニュー
ロンに発現させ、Lola29F が産生されるかど
うかを検討した。 
 
(2) 上記の実験によって、Lola29F タンパク
質を人為的に強制発現させることが可能と
なったため、これを用いて、雄の fru発現ニ
ューロンにLola29Fタンパク質を異所発現さ
せ、ニューロンの解剖学的な性差、および性
行動に対する影響を評価した。対照実験とし
て、雄の fru発現ニューロンに産生される
Lola29M を Lola29F の代わりに発現させた場
合についてもその影響を評価した。それによ
って、Lola29F が Lola29M とは異なる役割を
もつ可能性を比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) Lola29F タンパク質が、Lola29M タンパ
ク質のN末端アミノ酸配列の除去によって作
られることを明らかにした。Lola29M の N 末
端部を HA タグで、C末端部を V5 タグで標識
した、改変型 Lola29M を雌の fru発現ニュー
ロンに発現させ、このタンパク質の発現を
Western blot 法によって検出した。Lola29M
タンパク質の C末端部を認識する Anti-V5 抗
体を用いて検出した場合、Lola29M に加えて、
Lola29F に相当するサイズの産物も発現が認
められた。一方、N末端部を認識する Anti-HA



抗体を用いた場合では、検出されるのは
Lola29M のみであり、Lola29F は検出されな
かった。これらの結果は、Lola29F が Lola29M
タンパク質に由来して産生されること、
Lola29F は C末端側の配列は保持するが、N
末端側の配列を持たないことを示唆してい
る。 
N 末端部の除去（以後、タンパク質切断と

呼ぶ）がプロテアソームによってなされるこ
とを、プロテアソームの阻害剤 MG-132 およ
び Lactacystin 処理実験によって示した。ま
た、Lola29M タンパク質の BTB/POZ ドメイン
内に、ユビキチン化のターゲットとなり、デ
グロンとして機能するリジン残基を見出し
た。このアミノ酸残基をアルギニンに置換し
た改変型 Lola29M を雌の fru発現ニューロン
に発現させた場合、Lola29F の産生が阻害さ
れたことから、タンパク質切断に耐性を獲得
したものと考えられた。 
Lola29F が N末端側の BTB/POZ ドメインを

もたないことを、アミノ酸配列の段階的除去
実験によって明らかにした。現在、Lola29F
タンパク質のN末端アミノ酸をエドマン分解
によって決定するため、Lola29F タンパク質
の精製を行っているところである。まだ
Lola29F タンパク質の構造決定には至ってい
ないものの、Lola29M の N末端側 300 アミノ
酸を欠く産物が Western blot 上で Lola29F
と同じサイズに検出されることから、この産
物を暫定的に Lola29F-like と見なし、以下
の実験を行った。 
 
(2) 上記において作成した、Lola29F-like お
よび切断耐性型Lola29Mをキイロショウジョ
ウバエの fru発現ニューロンに発現させ、ニ
ューロンの解剖学的性差および性行動を解
析した。その結果、雌がもつ Lola29F が
Lola29M のドミナントネガティブ型として働
いており、それによってニューロンの雄化を
阻止することを示唆する結果を得た。 
 前述のように、Lola29M の BTB/POZ ドメイ
ン内に、デグロンとして機能するリジン残基
があることを示唆する結果を得た。Lola29M
と Fruはこのドメインを介して結合すること
から、Fru-Lola29M の結合がデグロンを隠す
という仕組みが、Lola29M を切断から守るも
のと推察された。この結果は、転写因子と推
察される Fru が転写制御以外の機能をもち、
それによってニューロンの性差を作ること
を示唆する結果であり、脳神経系の性差形成
メカニズムについて、新しい概念を提唱でき
る可能性があるのではないかと考えている。 
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