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研究成果の概要（和文）：本研究でキイロショウジョウバエの蛹化のタイミングを決める生物タイマーの分子機構を明
らかにした。つまり、分泌されたエクダイソンを20ヒドロキシエクダイソン（20E）に変換する酵素Shadeが蛹化のタイ
ミングを決めること、次に、Shadeは、前蛹への変換を誘導する20Eによって誘導される転写抑制因子Blimp-1によって
発現時期が決まる転写因子FTZ-F1によって誘導されることを示した。さらに、この同定したタイマーは栄養状態を感知
する器官である脂肪体で働くことを明らかにし、栄養情報を脂肪体でタイマー機構に伝える可能性が示唆された。
一方、FTZ-F1は３齢幼虫期の決定に重要な役割をすることを示した。

研究成果の概要（英文）：We showed biological timer system to determine pupation timing in molecular level 
in Drosophila melanogaster. We demonstrate that the ecdysone-20-monooxygenase, Shade, determines the 
pupation timing by converting E to 20-hydroxyecdysone (20E) in the fat body, which is the organ that 
senses nutritional status. The timing of shade expression is determined by its transcriptional activator 
βFTZ-F1. The βFTZ-F1 gene is activated after a decline in the expression of its transcriptional 
repressor Blimp-1, which is temporally expressed around puparium formation in response to a high titer of 
20E. These results suggest that fat body may determine pupation timing by transducing the signal of 
nutritional information to the identified timer system.
In addition, we showed that the expression timing of FTZ-F1 plays important role for the determination of 
the 3rd instar period.

研究分野：発生生物学
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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時

間を何らかの機構で計り、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

る場合がある。時間を計る機構としては生物

時計の機構がよく知られ、その分子機構もか

なり明らかになっている。しかし、生物があ

る特定の時期にのみ時間を計るタイマーに相

当する機構の解析およびその意義に関する研

究は進んでいない。 

 

２．研究の目的 
（１）完全変態昆虫キイロショウジョウバエ

(D.melanogaster)幼虫が変態期初期に囲蛹殻

形成した後、ほぼ12 時間後に蛹化して蛹にな

るタイミングを決定する生物タイマーの分子

機構を解明する。 

（２）この機構により蛹化のタイミングを決

める器官を特定する。 

（３）蛹化タイミングを決める器官以外の器

官でのタイマー機構の役割を解明する。 

（４）環境要因によって解析しているタイマ

ー機構が影響を受ける機構を解明する。 

（５）幼虫期間の時間決定の分子機構を解明

する。 

以上により、生物が時間を計り、発生のタイ

ミングを知る分子機構およびその機構がはた

らく体の部位を明らかにする。 

 

３．研究の方法 
（１）前蛹期前後に20-hydroxyecdyosne(20E)

パルスで誘導される転写抑制因子Blimp-1、

Blimp-1が20Eレベル低下とともなって消失す

ることで発現する転写活性化因子のFTZ-F1、

および、FTZ-F1の標的遺伝子の可能性のある

Shadeの発現時期を免疫染色法あるいは

RT-PCR法で経時的に詳細に解析した。 

（２）熱ショックプロモーターを利用した

FTZ-F1の強制発現およびノックダウンを行い、

標的遺伝子候補の発現への影響をRT-PCR法で

調べた。 

（３）GAL4-UASシステムによる強制発現およ

びRNAiによるノックダウンさらに温度感受性

GAL80を用いてFTZ-F1とBlimp-1およびShade

の発現を前蛹期に器官特異的に変動させ、蛹

化タイミングに与える影響を調べた。 

（４）３齢幼虫期に貧栄養状態で飼育した個

体での前蛹期間を測定し、幼虫期の栄養状態

が蛹化のタイミングに与える影響を調べた。 

（５）ftz-f1変異個体の３齢幼虫期間を測定

すると共に、３齢および蛹期間における

FTZ-F1の発現を免疫染色法およびウェスタン

ブロティング法あるいはRT-PCR法で解析した。

また、FTZ-F1の強制発現およびノックダウン

の影響が３齢および蛹期間に与える影響を調

べた。 

（６）ecdyosne(E)あるいは20Eをインジェク

ションし、蛹化のタイミングあるいは蛹期の

FTZ-F1の発現のタイミングに与える影響を調

べた。 

 

４．研究成果 

（１）Eを20Eに変換する酵素をコードする

shade遺伝子は、前蛹期においてはその後期に

時期特異的に発現することを明らかにした。

さらに、FTZ-F1を前蛹期に強制発現あるいは

ノックダウンによる発現低下させることによ

り、shade遺伝子がそれぞれ誘導あるいは誘導

されなくなることを示し、前蛹期後期のShade

の発現のタイミングはFTZ-F1によって制御

されていることを明らかにした。 

（２）前蛹期におけるBlimp-1、FTZ-F1の発

現時期を免疫組織染色法で解析し、各器官で

ほぼ同時に同定したタイマーが進むことを明

らかにした。次に、前蛹期におけるBlimp-1、

FTZ-F1あるいはShadeの器官特異的強制発現

あるいはノックダウンを行った結果、Blimp-1

強制発現、ftz-f1あるいはshadeノックダウン

で蛹化のタイミングが遅延し、blimp-1ノック

ダウン、FTZ-F1あるいはShade強制発現で蛹化

のタイミングが早期化する結果が得られた。



また、前蛹期中期でのEのインジェクションは

蛹化のタイミングに影響を与えなかったが、

20Eのインジェクションでは蛹化の早期化が

観察された。これらのことから、脂肪体で発

現するShadeによって蛹化の直前に前胸腺か

ら体内に分泌されていたEを20Eに変換するこ

とで蛹化が誘導されることを明らかにし、蛹

化のタイミングはEの分泌のタイミングでは

なく、同定したタイマー機構によって脂肪体

で20Eが合成されることで決まることによる

という今までの概念とは異なる結論を得た。

また、蛹化のタイミングを決定する機構のほ

ぼ全容が明らかになり、発生過程における生

物タイマーの分子機構（時間を計る機構）を

初めて明確に解明したこととなった。さらに

Shadeの発現のタイミングを大きく遅延させ

る操作を行うと蛹化率が低下することを明ら

かにし、同定したシステムで蛹化のタイミン

グを決定する重要性を示すことができたとと

もに、他の要因が蛹化の適切なタイミングを

ある一定の期間に決めていることを示すこと

ができた。一方、他の器官でのノックダウン

の影響は観察されず、他の器官でのタイマー

の存在理由は明らかにすることはできなかっ

た。 

（３）貧栄養状態で飼育した前蛹は蛹化のタ

イミングが遅延すること、さらに、少なくと

も栄養素の中のグルコースは蛹化タイミング

決定に重要であることを明らかにし、脂肪体

が栄養状態のシグナルを感知して、同定した

タイマーの進行速度を調節することが推測さ

れた。 

（４）FTZ-F1は３齢幼虫期の２回の特定の時

期に一過的に前胸腺で発現することを明らか

にした。次に、複数のftz-f1変異系統個体の

３齢期間が延長すること、３齢期での一過的

なFTZ-F1の強制発現あるいはノックダウンが

３齢期間に影響を与える結果を得た。これら

のことから、FTZ-F1の３齢期の発現が３齢期

間決定にかかわることが強く示唆された。ま

た、FTZ-F1は蛹期では20Eレベル低下後に体全

体で発現すること、および、20Eの注射によっ

てFTZ-F1の発現時期が遅延することを明らか

にし、蛹期においてもFTZ-F1は20Eパルス後に

誘導されることを明らかにした。さらに一過

的なFTZ-F1の強制発現あるいはノックダウン

により蛹期間に影響を与えることを示し、

FTZ-F1の発現のタイミングが蛹期間の決定に

も重要な役割をすることを明らかにした。こ

れらの結果は、幼虫期間と蛹期間の決定の分

子機構の解明の大きな手がかりとなった。ま

た、FTZ-F1が異なる発生の時期においても共

通に発生タイミング決定に用いられることを

示す結果が得られたことから、FTZ-F1が発生

タイミング決定おいて幅広く重要性な役割を

担う因子であると考えられた。 
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