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研究成果の概要（和文）：本研究ではショウジョウバエの脳のオス化に中心的役割を果たす転写因子Fruに関し以下の
事実を明らかにした。(1)Fruは軸索投射因子robo1遺伝子プロモーターに直接結合しrobo1発現を抑制する。(2)Robo1は
脳の性的二型を示すmALニューロンのオス特異的な神経突起の形成を抑制する。(3)Fru結合配列を欠くrobo1変異体オス
ではmALニューロンを構成する単一ニューロンの多くでオス特異的な神経突起が消失し、さらに変異体オスはメスに求
愛する際左右の翅を交互に振り続ける異常行動を示した。本研究によりFruが標的遺伝子の発現を調節しオスの性行動
を制御するメカニズムの一端が初めて明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The Drosophila fruitless (fru) gene is regarded as a master regulator of the 
formation of male courtship circuitry, yet little is known about its molecular basis of action. Fru 
proteins are expressed in a small population (~2%) of neurons of the brains in males, but not females. In 
this study, we showed the following: (1) Fru binds to the promoter of robo1, an axon guidance-regulating 
gene, and represses the expression of robo1, (2) Robo1 suppresses formation of the male-specific neurite 
in sexually-dimorphic mAL interneurons in females, and (3) small deletions in the Fru-binding site of 
robo1 promoter induce a loss of the male-specific neurite and disrupt male courtship patterns. This study 
paves the way for a thorough understanding of the mechanism whereby Fru proteins orchestrate 
transcription for the formation of courtship circuitry.

研究分野： 神経行動遺伝学
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１．研究開始当初の背景 

動物の本能行動は脳に予め遺伝的にプログ

ラミングされた行動であり、本能行動を制御

する神経回路がいかに作られるかを明らか

にするのが動物神経行動学の重要なテーマ

の一つである。申請者らは遺伝学的解析ツー

ルとして優れたショウジョウバエを用い求

愛行動に関してこの問題に取り組んでおり、

これまでにオスが同性愛行動を行う突然変

異体 frusatの原因遺伝子 fruが転写因子をコー

ドしていること、さらに脳の全ニューロン 10

万個のうちわずか 2%の細胞に fru mRNA が

発現しており、性特異的スプライシングによ

りオスの脳に作られたオス型 mRNA のみが

Fru 蛋白質を産生できることを明らかにした

（Ito et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 9687 

(1996); Usui-Aoki, Ito et al., Nat. Cell. Biol., 2, 

500 (2000)）。その後、Dickson らはメスであ

ってもオス型 fru mRNA を作る変異体を作成

し、この変異体メスが完全なオスの性行動を

示しながらメスに求愛することを示した

(Demir ＆ Dickson, Cell, 121, 785 (2005))。つ

まり個体の性に関わらず脳に Fru 蛋白質を発

現させればオスの性行動を誘起できる。この

事実は fru がオスの性行動の誘起に必要な神

経回路の主要部の組み立てを制御する遺伝

子、すなわち『ニューロンのオス化因子』で

あることを明確に示している。さらに脳の fru

発現ニューロンは 60 種類のニューロン群か

らなり、そのうち約 20 種類のニューロン群

に性的二型が見られることを申請者のグル

ープを含む国内外の複数の研究グループが

報告した（Kimura et al., Nature, 438, 229 

(2005); Kimura et al., Neuron, 59, 759 (2008); 

Cachero et al., Curr. Biol., 20, 1589 (2010); Yu 

et al., Curr. Biol., 20, 1602 (2010)）。さらに申

請者らは fruがDNA結合型の転写因子をコー

ドしていることから、成虫の脳が作られる過

程において Fru 蛋白質がどのように標的遺伝

子の発現を ON/OFF しニューロンをオス化す

るか明らかにすることにした。その結果、(1) 

Fru は 転 写 共 役 因 子 Bon を 介 し て

Fru-Bon-HDAC1 複合体（HDAC1: 脱アセチル

化酵素）、または Fru-Bon-HP1a 複合体（HP1a: 

ヘテロクロマチン化因子）を形成し染色体上

の標的遺伝子に結合すること、(2) 前者が標

的遺伝子に結合した場合、性的二型を示すニ

ューロンのオス化、オスの性行動の活性化が

起き、後者が結合した場合、性的二型ニュー

ロンのオス化の阻害、オスの性行動の抑制化

が起きることを明らかにした（Ito et al., Cell, 

149, 1327 (2012)）。しかし、Fru がニューロン

の性差を形成するメカニズムをより詳細に

明らかにするには標的遺伝子の同定が必須

であるが一切不明であった。そこで、本研究

では遺伝学的手法を用いて Fru 標的遺伝子群

の同定を行うことにした。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は Fru 標的遺伝子群の同定であ

る。Fru は DNA 結合ドメイン(DBD)として

Zinc finger モチーフを持つ転写因子である。

最近、国外の複数グループにより Fru 標的遺

伝子を同定するため以下のような研究が実

施されたが信用に足る結果を得られていな

い。Arbeitman らはグルタチオン-S-転移酵素 

(GST)と FruDBD を融合させた GST-FruDBD

蛋白質を合成し in vitro で結合する DNA 配列

を決定した(Dalton et al., BMC Genomics, 14, 

659 (2013))。また Goodwin らは DNA アデニ

ンメチル基転移酵素(Dam)と Fru を融合させ

たDam-Fruをハエの脳に発現させメチル化さ

れた DNA 結合配列を決定した(Neville et al., 

Curr. Biol., 24, 229 (2014))。しかし、両者の報

告した結合配列は全く一致せず、さらに両者

とも報告した結合配列を持つ標的遺伝子が

ニューロンの性差形成に実際に関与してい

ることを全く示していない。申請者が先の論

文で報告したように Fru は複数のクロマチン

調節因子と結合し、その結合相手により染色



体上の標的遺伝子が変わるので (Ito et al., 

Cell, 149, 1327 (2012))、大腸菌を使って合成し

た GST-FruDBD はもとより、脳に Dam-Fru を

強制発現した場合でも個々のニューロンの

状況を検出するのは極めて難しい。さらに

Fru は脳の 2%のニューロンでしか発現して

いないので脳全体に Dam-Fru を発現させた

Goodwin らの解析では正確な結合配列を決定

するのは困難であったと考えられる。そこで

この問題を回避するため、申請者は「個々の

ニューロンの性的二型を指標とした遺伝学

的スクリーニング」によって Fru 標的遺伝子

を同定することにした。 

 

３．研究の方法 

性的二型を示すニューロンでは神経突起の投

射、細胞数に関して性差が見られる。従って、

Fruの遺伝学的に下流に位置する遺伝子には

軸索誘導、細胞死等を調節する遺伝子が含ま

れることが予想される。そこで申請者は

MARCM法と呼ばれる成虫脳のニューロン群

をモザイク状にGFPラベルする方法（Lee & 

Luo, Neuron 22, 451 (1999)）と遺伝子ノックダ

ウンを組み合わせた方法を用いて性的二型を

示すニューロンに関して軸索誘導や細胞死に

関連した遺伝子のノックダウンを行い、本来

の性とは逆の表現型に変化させる候補遺伝子

をスクリーニングした。その後、その候補遺

伝子のプロモーターを含むレポーター遺伝子

を使ったレポーターアッセイによってFruが

その候補遺伝子の発現を調節するのに重要な

シス配列をマッピングし、さらにゲルシフト

解析によってFruがそのシス配列に直接結合

するか否かを調べた。さらにCRISPR/Cas9法

を使ってゲノムのFru結合配列を削った変異

体を作成し、その変異体の性的二型ニューロ

ンの形態および求愛行動への影響を調べた。 

 

４．研究成果 

マウスの脊髄やショウジョウバエの腹部神

経節の交連ニューロンでは軸索が正中線を

越えて投射するか否かを軸索投射因子 Robo1

が制御している（Kid et al., Cell 92, 205 (1998); 

Long et al., Neuron 42, 213 (2004)）。本研究期

間中に申請者は Fru の標的遺伝子の一つとし

て robo1 を同定し、さらに以下の事実を明ら

かにした。(1) オス特異的に発現する Fru が

robo1 のプロモーターに直接結合し robo1 発

現を抑制していた。さらに Robo1 は性的二型

を示すニューロンの一つ、mAL ニューロンの

オス特異的な神経突起の分岐を抑制してい

た。(2) オスの mAL ニューロンは約 30 個の

単一ニューロンから構成されているが、robo1

プロモーターの Fru 結合配列を欠く変異体の

オスではその単一ニューロンの多くでオス

特異的な神経突起が消失していた。さらに、

(3) Fru結合配列を欠く変異体のオスはメスに

求愛する際、左右の翅を交互に振り続ける異

常行動を示した。この変異体のオスでは

robo1 プロモーターに Fru が結合できないた

め robo1 mRNA が発現し、mAL ニューロンの

神経突起がメス化したため求愛行動異常が

起きたものと考えられる。(4) 変異体オスの

mAL ニューロンの robo1 mRNA 発現を robo1

ノックダウンによって抑制すると求愛行動

の異常が完全に野生型の行動に回復した。野

生型のオスがメスに求愛する際、オス前肢の

受容細胞がメスのフェロモンを検出後 mAL

ニューロンにその情報を伝達し、mAL ニュー

ロンは左右どちらの肢からの情報が強いか

を判別し、メス側の翅を振るように出力する

ことが報告されている（Koganezawa et al., 

Curr. Biol., 20, 1 (2010)）。従って mAL ニュー

ロンの robo1 で制御されているオス特異的な

神経突起は、左右どちらの肢からフェロモン

情報が強いかを判別するのに重要な役割を

果たしているものと考えられた。本研究の結

果は Fru が特定標的遺伝子の発現を調節する

ことによってニューロンの神経突起の性的

二型形成を制御しさらにオスの性行動を制



御するその具体的なメカニズムを初めて明

らかにするものである（Ito et al., Curr. Biol., in 

press）。 
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