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Abstract 

 

Rac-Cofilin 経路は細胞骨格の再編成を制御し、神経軸索の形成に必須の役割

を果たす。古典的には、RacGTPase（Rac）は下流の Pak-kinase（Pak）、

LIM-Kinase（LIMK）によって伝達される Rac-Pak-LIMK 経路のスイッチと

して機能し、Filamentous-actin（F-actin）の切断・脱重合を行う Cofilin に対

し抑制的に機能することで、actin 骨格再構成を介した軸索伸長を抑制すること

が知られている。一方、ショウジョウバエにおいては、Rac は Pak 非依存的な

経路を介して軸索伸長において促進的に機能することも示唆されていた。しか

しながら後者の非古典的 Rac 経路が、最終的に Cofilin 依存的な actin 骨格の制

御に寄与することで軸索伸長を促進しているのかどうかは明らかではなかった。

また、actin 骨格や Cofilin のリン酸化状態の内在性レベルでの変化を、同一個

体内の発生過程の神経軸索において同時に検出するという試みはこれまでどの

生物種においても報告されていなかった。 

本研究では、ヒトの Neuron-navigator-2（NAV2）のホモログである Sickie

が、ショウジョウバエキノコ体の神経軸索伸長を細胞自律的に正に制御し、そ

の制御は非古典的 Rac-Cofilin 経路を介していることを示唆する結果を得た。

Sickie は F-actin に富む新生のキノコ体神経軸索において特に顕著な発現が観

察された。変異体は軸索伸長異常の表現型を示したが、キノコ体特異的に Sickie

の transgene を発現させることでレスキューされた。種々の制御因子との相互

作用の検証の結果、Sickie は Rac-Cofilin 経路の構成因子と密接な遺伝学的な相

互作用を示すことが明らかになった。Mosaic analysis with a repressible cell 

marker （MARCM） 法によって変異体組織をモザイク状に誘導した結果、

sickie や Rac-Cofilin 経路構成因子の変異体の神経軸索では、F-actin とリン酸
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化（不活性型）Cofilin の発現レベルが変化していることが明らかになった。ま

た、sickie 変異体の発生過程の脳では、リン酸化 Cofilin の発現レベルが上昇し

ており、sickie 変異体下で Cofilin の機能亢進を誘導すると表現型が緩和するこ

とを見出した。さらに、Cofilin 抑制因子 LIMK の強制発現の表現型が Sickie

の強制発現により抑制できるが、Cofilin の脱リン酸化による活性化を担う

Slingshot（Ssh）の変異体下では抑制できないことを明らかにした。加えて、

Sshまたは Pak 非依存的 Rac の LIMK 強制発現に対する抑制作用が sickie 変異

体下では正常に発揮されないことを示す結果を得た。 

当初、Sickie の哺乳類ホモログである NAV は、微小管集積因子として同定さ

れ解析されてきたため、微小管関連因子との関連も調べた結果、Sickie は微小

管＋端集積因子 EB1 との結合モチーフをもち、EB1、β-tubulin と遺伝学的相

互作用を示すことが明らかになった。 

以上の結果から、Sickie は非古典的 Rac 経路を介し、Ssh-Cofilin 経路依存的

な F-actin の再編成に関わり、微小管制御因子と相互作用することで神経軸索伸

長を制御するモデルを提唱する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 
 

Abstract 

 

The RacGTPase (Rac)-Cofilin signaling pathway is essential for cytoskeletal 

remodeling to control axonal development. Rac canonically signals through 

the downstream Pak-kinase (Pak) and LIM-Kinase (LIMK) to suppress the 

Cofilin-dependent axonal growth (Rac-Pak-LIMK pathway) and also signals 

through a Pak-independent, non-canonical pathway to promote 

outgrowth. However, whether this non-canonical pathway converges to 

promote Cofilin-dependent Filamentous-actin (F-actin) reorganization in 

axonal growth remains elusive. We demonstrate that Sickie, a human 

microtubule-associated protein (MAP) Neuron-navigator-2 (NAV2) homolog, 

cell-autonomously regulates the axonal growth of Drosophila mushroom 

body (MB) neurons via the non-canonical pathway. Sickie was prominently 

expressed in the newborn, F-actin-rich axons of MB neurons. A sickie mutant 

exhibited axonal growth defects, and its phenotypes were rescued by 

exogenous expression of Sickie. We observed phenotypic similarities and 

close genetic interactions among Sickie and Rac-Cofilin signaling 

components. Using the mosaic analysis with a repressible cell marker 

(MARCM) technique, distinct F-actin and phospho-Cofilin (P-Cofilin) 

patterns were detected in developing axons mutant for sickie and Rac-Cofilin 

signaling regulators. The upregulation of Cofilin function alleviated the 

axonal defect of the sickie mutant. Epistasis analyses revealed that Sickie 

suppresses the LIMK overexpression phenotype Slingshot (Ssh) phosphatase 

-dependently and is required for functions of the Pak-independent Rac1 and 
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Ssh to counteract LIMK. Finally, we also found the genetic interactions 

among Sickie and microtubule components, EB1 and β-tubulin. We propose 

that Sickie controls axonal growth by regulating F-actin remodeling via the 

non-canonical Rac-Ssh-Cofilin pathway and microtubule dynamics. 
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1. 序論 

 

現象の認知や記憶学習、意思決定といった脳の高次機能が発揮されるために

は、その物理的基盤として機能的な神経回路構造が構築されることが必要であ

る。脳を構成する基本単位としての神経細胞は、軸索の伸長や分岐、樹状突起

の形成や刈込み、シナプス形成など、多様な発生学的プロセスを経て、精巧な

神経回路を形成する。その際、ゲノムにコードされた遺伝情報が、適切な時空

間的制御をうけて機能発現することが分子レベルでの土台となっていると考え

られる。これらの原則は、ヒトやマウスなどの高等脊椎動物はもちろん、神経

系が比較的単純であるショウジョウバエのような無脊椎動物においても同様で

あると考えられ、実際、これまでに線虫やハエといった比較的神経系の単純な

モデル動物を用いることで、中枢神経系の発生において重要な役割を担う遺伝

子が多数同定され、分子機能の解明がなされてきた。 
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1.1 中枢神経系の発生機構解析のモデルとしてのキノコ体 

 

ショウジョウバエの脳には、嗅覚連合学習記憶の形成に重要な役割を果たす

キノコ体と呼ばれる神経構造体が存在する（Guven-Ozkan and Davis, 2014）。

キノコ体は脳の左右に一対で存在し、嗅覚情報の入力を受け取る 3 次神経節と

して機能する（図 1）。成虫脳において、各脳半球には約 2,000~2,500 個のキノ

コ体神経細胞が存在し、それらは遺伝的に同一な 4 つの神経幹細胞から逐次的

に分裂増殖して生み出される（Ito et al., 1997）。キノコ体神経細胞の細胞体は

脳の背側後方に位置し、前方へ向かって樹状突起と軸索を伸長させる（図 2）。

細胞体に近接した前方領域で、樹状突起は多数集まり、projection neuron など

の 2 次神経からの入力を受ける場としての calyx を形成する。一方、神経軸索

は前方への伸長を続ける過程で束状化し、peduncle と呼ばれる太い神経線維束

を形成する。その後、軸索は脳前方領域において背側と正中線側に分岐し、脳

背側末端と正中線付近まで投射伸長する。キノコ体神経においては、大別する

とその発生段階によって少なくとも γ、α’/β’、α/β 神経の 3 種類のサブタイプが

逐次的に生み出されることが明らかになっており、成虫脳においては α’、α神経

軸索が各々束状化した α’ lobe、α lobe を背側方向に形成し、γ、β’、β神経軸索

は正中線側にそれぞれ束状化した γ lobe、β’ lobe、β lobe 構造を形成する（図 3）

（Lee et al., 1999; Zhu et al., 2003）。また、キノコ体の新生神経の軸索は

peduncleや lobeといった軸索の束状構造の中心領域を通って伸長することが知

られており、これらの中心領域では FasII の発現レベルが低い（図 4）（Kurusu 

et al., 2002）。 

このように、キノコ体は解剖学的・発生学的知見が蓄積されていることから、

記憶・学習といった脳高次機能の解析だけでなく、中枢神経系の発生機構の解
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析のためのモデルとしても利用されてきた。とりわけ、軸索の伸長や分岐、刈

込みによる再構成などに寄与する、様々な細胞骨格制御因子や軸索ガイダンス

分子、シグナル伝達分子などの生体内での分子機能の解明にも大きく貢献して

きたといえる（Awasaki et al., 2011; Awasaki et al., 2006; Boulanger et al., 

2011; Miura et al., 2013; Shimizu et al., 2011; Yu et al., 2013; Zheng et al., 

2006; Zhu et al., 2006）。 
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図１．ショウジョウバエ成虫脳キノコ体。キノコ体神経の全サブタイプで発現する

OK107-gal4 ドライバーで UAS-GFP を発現させ、蛹期後期脳におけるキノコ体をラベル

した（黄点線枠内）。脳の全体構造は nc82 抗体でラベルした（マゼンタ）。Scale bar:20

μm 

 

 

図２．MARCM 法により単一細胞

レベルでラベルしたキノコ体α/

β神経。キノコ体神経の細胞体

は脳の背側後方に位置し、前方

へ向かって神経線維を伸長させ、

やがて樹状突起と軸索に分岐す

る。神経軸索は前方への伸長を

続け、脳前方領域で正中線側と

背軸側に更に分岐して伸長する。

Scale bar:20μm 
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図３．（A）キノコ体神経細胞の樹状突起は、細胞体に近接した前方領域で多数集まり、

projection neuron などの 2 次神経からの入力を受ける場としての calyx を形成する。神

経軸索は前方への伸長を続ける過程で束状化し、peduncle と呼ばれる大線維束を形

成する。（A’,A’’）成虫脳においてはα’、α神経軸索が各々束状化したα’ lobe、α 

lobe を背側方向に形成し、γ、β’、β神経軸索は正中線側にそれぞれ束状化したγ 

lobe、β’ lobe、β lobe 構造を形成する。Scale bar:20μm。 
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図４．キノコ体神経軸索束の peduncle 領域断面図。新生神経の軸索は peduncle や

lobe の線維束構造の中心領域（core）を通って伸長するが、これらの中心領域では、

FasII の発現レベルが低い。Scale bar:20μm 
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1. 2 神経軸索形成における Rac 伝達経路と Cofilin 伝達経路 

 

神経系の発生において機能する因子の中でも特に、Cofilin（ショウジョウバ

エでは Twinstar/Tsr の別名がある）と RhoGTPase は神経軸索の形成に伴って

起こる細胞骨格制御の際に鍵となる因子である（Auer et al., 2011; Billuart et 

al., 2001; Hall and Lalli, 2010; Lee et al., 2000）。Cofilin は F-actin の切断と

脱重合の実行因子として機能することで、軸索伸長制御において必須の役割を

担う（Bernstein and Bamburg, 2010）。Cofilin は Slingshot（Ssh）フォスフ

ァターゼによる脱リン酸化によって活性化され、LIM-Kinase（LIMK）による

リン酸化によって不活性化される（Mizuno, 2013; Ono, 2007）。このため、Ssh

の機能欠失変異体または LIMK 過剰発現変異体では、キノコ体神経軸索の伸長

阻害の異常が起こることが知られている（Ng and Luo, 2004）。RhoGTPase フ

ァミリーに属する低分子量 G タンパク質は、細胞骨格の再編成において重要な

役割を担い、神経軸索の投射や分岐、伸長に必須であることが明らかにされて

きた。なかでも Rac は、神経軸索の伸長制御の際に抑制性、促進性の両方向性

のシグナル因子として機能していることが示唆されていた（Hakeda-Suzuki et 

al., 2002; Luo et al., 1994; Ng and Luo, 2004）（図 5）。一つ目は、Pak 依存的

な、古典的な Rac-Pak-LIMK 経路のスイッチとしてであり、 この経路は Cofilin

依存的な神経軸索伸長において抑制的に働く（Ng et al., 2002）（赤矢印）。Rac

の下流の Pak の過剰発現変異体において軸索伸長が阻害されることや、LIMK

強制発現による伸長阻害が、Rac または Pak のヘテロ変異体下では抑制される

ことが報告されている（Ng and Luo, 2004）。もう一方の機能は、Pak 非依存的

な、軸索伸長を促進する経路の構成因子としての役割であり、Rac 機能欠失変

異体で観察される重篤な軸索伸長阻害が、Pak を活性化する能力は持たないが 
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図５．これまでに提唱されている Rac-Cofilin 経路による軸索伸長制御のモデル。赤矢

印は古典的 Rac-Pak-LIMK 経路で、Cofilin をリン酸化することにより軸索伸長を抑制的

に制御する。緑矢印は軸索伸長において促進的にはたらく、Pak を介さない、非古典的

な Rac 経路。未知の仲介因子 X の存在が示唆されていたが、Cofilin 依存的な軸索伸

長を直接制御するのか、Slingshotを介するのか、あるいは古典的経路を抑制することで

軸索伸長を促進するのかは一切不明であった（黒点線）。 
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Lamellipodia の形成には影響を与えないアミノ酸置換型 Rac（Rac1Y40C）

（Joneson et al., 1996; Lamarche et al., 1996）の強制発現によって緩和される

ことや、LIMK 強制発現による伸長阻害が Rac1Y40Cの共発現によって抑制され

ることが示されている（Ng et al., 2002）（緑矢印）。後者の知見は同時に、Pak

非依存的な Rac 経路を仲介する新規因子の存在も同時に示唆していた。 

しかしながら、この非古典的 Rac 経路が最終的に Cofilin 依存的な actin 骨格

（F-actin）の制御に寄与し、軸索伸長を促進的に制御しているのかどうかは不

明瞭であった（Kligys et al., 2009; Nagata-Ohashi et al., 2004）（黒点線）。ま

た、これまでの研究の多くは生化学的手法や培養細胞の系において Cofilin や

F-actin の機能や性状を解明してきたが、生体内における内在性の Cofilin の活

性化状態と細胞骨格の再構成の状態を明らかにするためには、Cofilin のリン酸

化状態と F-actin の発現レベルの変化を同時に観察することが重要であると考

えられた。しかし、これらを同一個体内の中枢神経系で同時に観察したという

報告はこれまでになされておらず、in vivo の中枢神経系において、Rac-Cofilin

経路を介した F-actin 依存的な神経軸索伸長の制御がどのようになされている

かは不明であった。 

以上の問題に取り組むために、Gal4-UAS システムをベースにしたエンハン

サートラップスクリーニングと in situ hybridization による発現の検証、キノ

コ体特異的 Gal4 ドライバーを用いた RNA 干渉法（RNAi）によるスクリーニ

ングを行い（阿部, 2008）、キノコ体の神経軸索の伸長を制御し、Rac-Cofilin 経

路と遺伝学的に相互作用する新規因子の単離、同定を試みた。スクリーニング

の結果、actin 結合性のタンパク質に保存される Calponin homology ドメイン

を持ち（Banuelos et al., 1998）、微小管＋端集積因子として知られるヒト

Neuron-navigator-2（NAV2）のホモログである Sickie を候補因子として同定
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した。Sickie は当初ショウジョウバエ S2 細胞を用いたゲノムワイドな大規模

RNAi スクリーニングにより、自然免疫のシグナル伝達経路への関与のモデルが

提唱されていた（Foley and O'Farrell, 2004）。しかし、キノコ体の軸索伸長に

おいて、上記報告のモデルに示された制御因子 Relish（NF-κB 因子）や Dredd

（Death related ced-3/Nedd2-like caspase）との明らかな遺伝学的相互作用は

観察されなかった（未発表データ）。一方、Sickie は発生過程の脳組織の広範な

領域で発現が確認されたが、特に新生のキノコ体神経軸索で顕著な発現を示し、

Rac-Cofilin 経路の制御因子と密接な遺伝学的相互作用を示すことが明らかにな

った。本論文では、機能解析の焦点を Rac-Cofilin 経路による細胞骨格の再構成

を介した軸索伸長の制御機構に絞り、遺伝学的解析と、F-actin とリン酸化

Cofilin の免疫組織化学的な解析の結果を元に、生体内における軸索伸長の制御

機構の理解に資すると期待される新たな制御モデルを提示したい。 
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2. 材料および方法 

 

2.1 ショウジョウバエ系統 

各種系統は RNA 干渉法の実験など特別なことわりがない限り、25℃のインキ

ュベーター内で飼育した。2 番、3 番染色体に各種変異、導入遺伝子が存在する

各種系統はそれらの単独のオス個体と yw 変異バックグラウンドのバランサー

系統のメスと掛け合わせ、再樹立したものを解析に用いた。以下の系統を解析

に用いた。 

 

yw：コントロールとなる系統。 

yw; sickieΔ：本研究で作製された sickie コード領域特異的な欠失が存在する機

能欠失変異体。 

yw; sickieA384： 本研究で同定された piggyBac 挿入型変異体（Kyoto 

DGRC:114425, Bloomington Stock Center:16102） 

yw; Df（2L）ED1303：Sickie の遺伝子座全体を含む Deficiency 系統。（Kyoto 

DGRC: 150407） 

yw; slingshot1-63：機能欠失変異体（Niwa et al., 2002）  

yw; cofilinN96A：機能欠失変異体（Chen et al., 2001）  

yw; Rac1J11, and Rac1J11Rac2ΔMtlΔ：機能欠失変異体（Ng and Luo, 2004） 

yw; Sp/CyO; e, Pr/TM6b, Tb：バランサー系統（多羽田研究室ストック） 

yw;; TM3/ TM6b, Tb：バランサー系統（多羽田研究室ストック） 

yw; Sp/CAG; e, Pr/TM6b, Tb：バランサー系統（自作） 
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yw; L, Pin/CKG：バランサー系統（自作） 

yw; L, Pin/CAG：バランサー系統（自作） 

 

yw; abiKO：機能欠失変異体（Lin et al., 2009） 

yw; Df（3R）ED5634 ：abi の遺伝子座を含む Deficiency 系統（Ryder et al., 2007） 

yw; abl2：ハイポモルフ変異体（Hsouna et al., 2003） 

yw; abl4：ハイポモルフ変異体（Liebl et al., 2003）  

yw; SosEa-6：アモルフ変異体（Rogge et al., 1991） 

yw; SosEa7：機能欠失変異体（Rogge et al., 1991） 

sevenless14：機能欠失変異体（Kussick et al., 1993） 

yw; drk k02401：P 因子挿入変異体（Roch et al., 1998） 

yw; drk10624：P 因子挿入変異体（Heuer et al., 1995） 

yw; chic221：アモルフ変異体（Verheyen and Cooley, 1994） 

yw; chic01320：機能欠失変異体（Cooley et al., 1992） 

Df（2L）GpdhA：chic の遺伝子座を含む Deficiency 系統（Wills et al., 1999） 

cibE10：機能欠失変異体（Boquet et al., 2000） 

cibP：機能欠失変異体（Boquet et al., 2000） 

Pak6：アモルフ変異体（Kim et al., 2003） 

Pak11：アモルフ変異体（Hing et al., 1999） 

dock04723：アモルフ変異体（Garrity et al., 1996） 
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elav-Gal4：全神経で発現（DGRC Kyoto: 105921） 

OK107-Gal4：キノコ体で発現（DGRC Kyoto: 106098） 

NP7175-Gal4：キノコ体新生 α/β神経で発現（DGRC Kyoto: 114120） 

EB1-Gal4：Ellipsoid Body で発現（Wang et al., 2002） 

UAS-mCD8::GFP：細胞膜局在型 GFP（Lee and Luo, 1999） 

UAS-Rac1V12：恒常活性化型 Rac1（Luo et al., 1994）  

UAS-Rac1N17：ドミナントネガティブ型 Rac1（Luo et al., 1994）  

UAS-cMyc::Rac1Y40C：Pak エフェクタードメイン変異型 Rac1（Ng and Luo, 

2004）  

UAS-PakMyr：膜局在型 Pak（Hing et al., 1999）  

UAS-HA::slingshotWT：野生型 Slingshot（Niwa et al., 2002）  

UAS-HA::slingshotCS：不活性型 Slingshot（Niwa et al., 2002） 

UAS-HA::LIMKWTM6：野生型 LIMK（Ng and Luo, 2004） 

UAS-LIMKKD：恒常活性化型 LIMK（Ang et al., 2006）  

UAS-cofilinWT：野生型 Cofilin（Ng and Luo, 2004）  

UAS-cofilinS3A：恒常活性化型 Cofilin（Ng and Luo, 2004）  

UAS-cofilinS3E：不活性型 Cofilin（Ng and Luo, 2004）  

UAS-GFP::abi： GFP 融合型 abi（Lin et al., 2009） 

UAS-ablF2, UAS-ablF3 ： 野 生 型 Abl （ Van Vactor, 2004.8. personal 

communication to FlyBase）  

UAS-EB1::GFP：GFP 融合型 EB1（Rolls et al., 2007） 
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UAS-α-tubulin::GFP：GFP 融合型 α-tubulin（Kaufman, T. 2003.8, personal 

communication to FlyBase） 

 

RNA 干渉に用いた UAS-dsRNA 系統は VDRC stock center（Vienna）, 国立

遺伝学研究所（NIG）、Bloomington Stock center から分譲されたものを使用

した。 

UAS-sickie-RNAi（VDRC transformant ID: 31318） 

UAS-cofilin-RNAi（VDRC transformant ID: 110599） 

UAS-EB1-RNAi（VDRC transformant ID: 24451） 

UAS-β-tubulin-RNAi（VDRC transformant ID: 24144） 

UAS-dicer2（VDRC transformant ID: 60009） 

UAS-abi-RNAiKK100714（VDRC transformant ID: 100714） 

UAS-abi-RNAiNIG9749R-2（NIG ID: 9749R-2） 

UAS-Robo2RNAi（Bloomington ID: 9286 ） 

UAS-LIMK-RNAi1.1（Bloomington ID: 9240） 

UAS-LIMK-RNAi2.1（Bloomington ID: 9240） 

UAS-dock-RNAiTRiP（Bloomington ID: 27728） 

UAS-actin-5C-RNAi（VDRC transformant ID: 7140） 

 

 

 



24 
 

2.2 Gal4-UAS システム 

 

酵母由来の転写因子である Gal4 とその標的配列である UAS（Upstream 

Activating Sequence）を用いることで、Gal4 の発現パターン依存的に UAS 下

流の任意の遺伝子の発現を制御することが可能となる技術である（Brand and 

Perrimon, 1993）（図 6）。目的の組織や発生段階で発現する遺伝子のプロモー

タやエンハンサーの制御下で Gal4 を発現する系統と、UAS の下流に目的遺伝

子の cDNA や Inverted-Repeat 配列が組込まれた系統を掛け合わせると、次世

代ではその Gal4 の時空間的発現パターン依存的に目的遺伝子を過剰発現させ

たり、RNA 干渉を誘導したりすることが可能である（Mohr and Perrimon, 

2012）。 

 

 

図６．Gal4-UAS システム。 
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2.3 MARCM 法 

 

ある遺伝子の発生過程における機能を解析する際、当該遺伝子の機能欠失変

異体を作成し、その表現型を観察することが基本となる。しかし、形態形成に

おいて重要な役割をもつ因子の機能欠失全身変異体は発生過程において致死と

なることが少なくない。そこで、目的の発生段階まで個体として成長させるた

め、解析したい一部の組織でのみホモの変異をもつ細胞群を誘導する技術とし

て、クローン解析が開発されてきた（Xu and Rubin, 1993）。クローン解析は相

同染色体の組み換えを利用した方法であり、酵母由来の DNA 組換え酵素

Flippase とその標的配列である Flippase Recognition Target（FRT）を用いる。

変異をヘテロにもつ細胞において、発生過程で一過的に Flippase の発現が誘導

されると、FRT が挿入されている相同染色体の間で組換えが起こり、その娘細

胞のうち一方は変異をホモに持つ細胞、他方は野生型ホモの細胞となる。 

特に、MARCM（Mosaic Analysis with a Repressible Cell Marker）法は、

このクローン解析の原理と上述の Gal4-UAS システム、そして Gal4 の抑制因子

Gal80（Pfeiffer et al., 2010）を組み合わせる事により、変異体ホモのクローン

の細胞群をレポーター遺伝子により特異的にラベルしたり、遺伝子発現を制御

したりできる技術である（Lee and Luo, 2001）（図 7）。変異を持たない側の相

同染色体に Tubulin プロモータ下で発現誘導される Gal80 を組み込んでおき、

Flippase-FRT システムにより相同組み換えを生じさせる。変異をホモに持つ娘

細胞とそのクローンでは Gal80 遺伝子は存在しなくなるため、やがて、Gal80

による抑制が解除され、Gal4-UAS システムが機能するようになる。このため、

変異体クローンのみを Gal4 依存的に GFP などで標識したりすることで、神経

線維などが入り組んだ組織の観察も容易になるほか、変異体クローン特異的に
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任意の cDNA や Inverted Repeat などを過剰発現させたりすることで遺伝学的

な摂動を与え、それらの影響を解析することが可能となった。原因因子が細胞

自律的に機能するのかどうかの検討や、同一の個体内のホモ変異を起こしてい

ない組織との表現型の比較ができるため、特に脳のような複雑な組織構造にお

いて、MARCM 法は強力な技術であるといえる。 

本研究においては、単一神経細胞をラベルする（Single cell clone）際には、

蛹化後に 37℃で 15 分間、ヒートショックによる Flippase の発現を誘導した。

飼育瓶をウォーターバスで温浴させることによってヒートショックをかけた。

神経幹細胞とその娘細胞の集団からなるクローン（Neuroblast clone）のラベル

には、一齢幼虫期に 37℃で 40 分間のヒートショックを行った。 
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図 7．MARCM 法概略図 
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以下の遺伝子型の系統が解析に用いられた。 

yw hs-flp UAS-mCD8::GFP; FRT40A tubP-Gal80;; OK107-Gal4 

yw; FRT40A 

yw; sickieΔ FRT40A/CKG 

yw; UAS-LIMKKD FRT40A/CAG 

yw; UAS-LIMKKD, sickieΔ FRT40A/CAG 

yw; UAS-PakMyr FRT40A/Cyo 

yw; FRT40A; UAS-Rac1V12/TM6B 

yw hs-flp UAS-mCD8::GFP;; FRT82B tubP-Gal80/TM3; OK107-Gal4 

yw;; slingshot1-63 FRT82B/TM6B 

UAS-cofilin-RNAi; y+ FRT82B/TM6B 

yw; UAS-HA::LIMKWTM6 40A 

yw; UAS-HA::LIMKWTM6 40A; UAS-sickieWT/TM6B 

yw; UAS-HA::LIMKWTM6; slingshot1-63 FRT82B/TM6B 

yw; UAS-sickieWT, UAS-HA::LIMKWTM6; slingshot1-63 FRT82B/TM6B 

yw; UAS-sickieWT; slingshot1-63 FRT82B/TM6B 

yw hs-flp UAS-mCD8::GFP; FRT40A tubP-Gal80/Cyo; FRT82B tubP-Gal80/ 

TM6B; OK107-Gal4/+ 

yw; sickieΔ FRT40A/CAG; slingshot1-63 FRT82B/TM6B 

yw hs-flp UAS-mCD8::GFP;; FRT2A tubP-Gal80/TM3; OK107-Gal4 
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2.4 免疫組織化学染色 

 

抗体染色は基本的には過去の報告に記載されている方法で行ったが、以下が

改変した点である（Sato et al., 2006; Takei et al., 2004）。解剖は氷冷した PBS

で満たしたプラスチックシャーレ内で行った。解剖後、サンプルは 1.5ml エッ

ペンチューブの 4% Formaldehyde（FA）PBT（PBS + 0.3% Triton-X 100）溶

液へ移し、途中、浮遊しているものがないか注意しながら、室温で 40 分固定し

た。500μl の PBT で 2 度洗浄後（10 分×2）、PBT-N（PBT + 10% Normal Donkey 

Serum）で室温 40 分または 4℃で１時間以上ブロッキングし、PBT で再洗浄し

た。その後適宜希釈した一次抗体溶液（30 または 50μl スケール）で、4℃で一

晩反応させた。PBT で 3 回洗浄し、退色予防のため VECTASHIELD Mounting 

Media を用いて標本にした。軸索束領域を観察する際は Anterior 側を上に、細

胞体側領域を観察する際は Posterior 側を上にしてマウントした。以下に使用し

た抗体、試薬を記載する。 

 

rabbit anti-GFP Alexa Fluor 488 conjugate（Molecular Probes, 1:1,000） 

mouse anti-FasII（DSHB, 1:50） 

rabbit polyclonal anti-DsRed（Takara Clone tech, 1:1,000, #632496, for 

detection of mCherry fusion proteins） 

mouse anti-HA（Covance, 1:500） 

rabbit anti-HA（Abcam, 1:1,000, ab9110） 

rat anti-Slingshot（京都大、上村匡先生より贈与, 1:1,000） 

mouse anti-c-Myc（Sigma-Aldrich, 1:10,000, 9E10） 

rabbit anti phospho-Ser3 Cofilin（Signalway Antibody, 1:200, #11139） 
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rabbit anti Cofilin（Total-Cofilin, Signalway Antibody, 1:500, #21164） 

Alexa Fluor 488 phalloidin（F-actin の検出，Molecular Probes, 1:200） 

Alexa Fluor 568 phalloidin（F-actin の検出，Molecular Probes, 1:200） 

 

以下は 2 次抗体。200 倍希釈して使用。 

anti-mouse Cy3（Jackson ImmunoResearch） 

anti-rabbit Cy3（Jackson ImmunoResearch） 

anti-rat Cy3（Jackson ImmunoResearch） 

anti-mouse Cy5（Jackson ImmunoResearch） 

anti-mouse Dylight649（Jackson ImmunoResearch） 

anti-rat Alexa Fluor 488（Molecular Probes） 

anti-rabbit Alexa Fluor 660（Molecular Probes） 

anti-rat Alexa Fluor 647（Molecular Probes） 

 

サンプルの観察は Zeiss LSM 710 共焦点レーザー顕微鏡を使用し、対物レン

ズは Zeiss C-Apochromat 40x/1.2 W Corr M27 を使用した。画像構築には Zeiss 

Zen 2010、Zeiss LSM Image Browser Version 4.2 を使用し、明るさとコント

ラストなどのレベル補正、選択領域のトリミングには Adobe Photoshop を用い

た。 
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2.5 in situ hybridization 

Digoxigenin で標識された sickie に対するプローブは、BDGP の cDNA クロ

ーン GM23988 を鋳型にして合成され、SP6 または T7 RNA ポリメラーゼを反

応に用いた。in situ hybridization は原則的には過去に記載されている方法を

参考に行った（Nagaso et al., 2001）。サンプルは、4％フォルムアミド溶液中

で 4℃、12 時間固定し、メタノールで段階希釈、置換し更に固定した。50%キ

シレン/エタノールに置換し-20℃で保存した。使用時は 4%フォルムアミドに置

換し室温で 30 分おき、50%フォルムアミドを含むハイブリダイゼーションバッ

ファーでプレハイブリダイゼーションさせた。プローブを含むバッファーを加

え、60℃でオーバーナイトしハイブリダイゼーションさせた。洗浄後、アルカ

リフォスファターゼ標識された抗 Digoxigenin 抗体（200 倍）を加え、4℃、オ

ーバーナイトで反応させた。発色反応の際には、PBT で洗浄後、アルカリフォ

スファターゼの基質の X-Phosphatase と NBT を加えたバッファーを加え、暗

所、室温で 20～40 分間反応させた。 
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2.6 Sickie の同定と変異体作成 

 

スクリーニングにより得られた、sickie のエンハンサートラップ系統と予想さ

れた 1631pBGay-gal4 は sickie 遺伝子座の第 6 イントロンに挿入されていた。

本系統は sickie の Deficiency 系統とのトランスヘテロ変異体とした際も、表現

型異常が観察されず、機能欠失変異体としての使用が難しいことが明らかにな

り、また、ベクター内部の P 因子による Imprecise excision も成功しなかった。

このため、 Exelixis Collection のトランスポゾン挿入系統を用いた

FLP/FRT-mediated mutagenesis により、以下の sickie 遺伝子領域欠失系統を

新規に作製した（Parks et al., 2004）（図 8）。sickie のコード領域は 100kb

を越す広範な領域に及び、この領域には CG10481, TotF, Vitoria などの他遺伝

子領域も含まれていたが、sickieΔ および sickieΔ-2 は sickie コード領域特異的

な欠失系統であり、3 番目の proline-rich な領域から 1 つ目の Coiled-coil モチ

ーフまでの 510 アミノ酸残基を欠失する。 

MARCM 解析において、sickieΔ は FRT40A をもつ染色体に乗せ変えたもの

を用いた。また、sickieΔ-L2 はその N 末側から CH ドメイン、2 つの Proline-rich

な領域、1 つの SxIP モチーフを含む領域を欠失した機能欠失系統だが、同時に、

CG10481, TotF, Vitoria などの他の遺伝子領域も欠失している。このため、sickie

以外の因子の変異による影響の可能性を排除できないことから、詳細な解析に

は用いなかった。sickieΔ-L2の欠失領域にさらに、1 つ目の Coiled-coil モチーフ

の領域も欠失した sickieΔ-L1 および sickieΔ-L3 系統も同様である。以下の

Parental な系統が FLP-FRT deletion 変異体の作製に用いられた。 
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sickieΔ：sickied07725 と sickied09251 

sickieΔ-2 : sickief06833 と sickiee02238 

sickieΔ-L1 : sickief07728 と sickief04819 

sickieΔ-L2 : sickief04737 と sickief06833 

sickieΔ-L3 : sickief04737と sickiee02238 

上記親系統は全て Harvard Medical Schoolの Exelixis Collectionより分与され

た系統。  

 

sickie 全身変異体の解析の際、セカンダリ変異の影響の可能性を避けるため、

sickieΔ系統は sickieA384 piggybac トランスポゾン挿入変異体とのヘテロ変異体

として用いた。A384 piggybac 因子は sickie の第 6 イントロンに挿入されてい

る系統であり（Ring, 2001）、sickieΔとのヘテロ変異体下で表現型を確認し、そ

の浸透率は sickieΔ/Df（2L）ED1303 や sickieΔL1/ Df（2L）ED1303 変異体の浸

透率と同程度であった。また、piggybac transposase による Precise excision

により、リバータントが得られ（sickieA384Revertant）、表現型が回復したことから、

sickie の変異体であることを確認した。 
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図 8．sickie 変異体の作製 
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2.7 sickie の UAS 系統作成 

 

sickie の UAS 系統作成にあたり、解剖により摘出した脳から RNeasy 

purification kit（Qiagen）を用い Total mRNA を抽出した。これを鋳型に、

PrimeScript II High Fidelity RT-PCR Kit（Takara Bio）を用いて逆転写を行

い Total cDNA を得た。この cDNA を鋳型に PrimeSTAR HS DNA polymerase

（Takara Bio）を用い sickie cDNA を増幅した。シーケンシングは Operon 

sequencing services（Operon Co.）に外注した（図 9）。相同配列のアライメ

ントは GENETYX（GENETYX Co.）を用いた。mCherry（clone tech）の塩

基配列は UAS-sickieWT、UAS-sickieK1881A いずれにおいても N 末端側の

EcoRI/SpeI サイトへ挿入した。AAA ドメインの機能解析において、PCR によ

って 1881 番目のリジン残基にアラニン変異を導入した。これらのコンストラク

トはEcoRI/XhoI サイトを用いてpUAST ベクターに組み込まれた（Brand and 

Perrimon, 1993）。これらの組み換えベクターは BestGene Inc 社のインジェク

ションサービスに外注し、yw 系統の embryo に導入された。 

以降はシーケンシングにより得られた sickie の cDNA 全長とアミノ酸配列（図

9）。 
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図 9  
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sickieの cDNAが導入された pUASTベクター（図 10）。PlasMapper Version 2.0

を使用した（Dong et al., 2004）。 

 

 

図 10．sickie の cDNA が挿入されたｐUAST ベクターコンストラクト。 
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2.8 Sickie の抗体作成 

 

ラットポリクローナル抗 Sickie 抗体（1:1,000）は Takara Bio Inc に外注し

作成した。Sickie の 1,734 番から 2,197 番までの 464 アミノ酸残基に相当する

DNA 領域を増幅しベクターに組み込んだものを大腸菌に導入し、合成した組み

換えタンパクを抗原として抗体は得られた。OK107-gal4 依存的に UAS-sickie

を強制発現した個体において本抗体で免疫染色を行ったところ、キノコ体神経

軸索束で強いシグナルが観察された。このため、本抗体を用いて内在性の sickie

の発現の検出が可能かどうか検討したところ、野生型個体のキノコ体軸索束中

心領域で顕著なシグナルを確認したが、機能欠失変異体の軸索束中心領域では

この発現パターンが消失したことから、内在性の Sickie の発現を組織染色レベ

ルで検出できることがわかった（図 11）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１１．蛹化後 72 時間前後のキノコ体神経の peduncle 領域の軸索束断面図。（A-A’’）

軸索束中心領域は FasII の発現が弱い一方、Sickie の発現は強い。（B-B’’）sickie 変異

体においては、全体的なSickieのシグナルが低下し、黄矢頭で示すように中心領域での

強いシグナルは検出されない。Scale bars:20μm 
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2.9 表現型の定義と分類 

 

sickie 全身変異体の表現型について、独自に定義した基準に基づき、2 つのク

ラス分けを行った。キノコ体 α神経軸索束または β軸索束のいずれかが、軸索

束の分岐点からそれぞれの投射末端までの中間地点よりも遠位側へ伸長できな

かった場合、Class-I とした（図 12 右上パネル左部）。α神経軸索束が中間点を

こえるが、β軸索束はその中間地点を超えない場合や、その逆の場合があてはま

る。一方、α 、β軸索束の両方が分岐点からそれぞれの通常の投射末端までの中

間地点に達しない場合を Class-II と定義した（右上パネル右部）。 

Rac や Pak の恒常活性化型変異体、cofilin-RNAi 変異体、LIMK 強制発現 ssh

機能欠失 2 重変異体、sickie Rac cofilin 3 重ヘテロ変異体などでは、著しく細い

peduncle が形成され、FasII でラベルされる軸索束による塊状の構造体が、脳

後方の細胞体領域付近に異所的に形成される、より重篤な伸長異常と考えられ

る表現型が観察され、この表現型を Posterior arrest と定義した（図 12 下パネ

ル）。この表現型は sickie や ssh、LIMK 強制発現のような単独の変異体では観

察されなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

 

 

     

図１２．軸索束伸長異常の表現型の定義と分類。Scale bars:20μm 
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2.10 遺伝学的相互作用の統計的解析 

 

有意差の検定には Fisher の正確確率検定を採用した。以下に述べる本方法の

説明は、群馬大学社会情報学部の青木繁伸博士による文献 ‘正確確率検定の解説’

（http://aoki2.si.gunma-u.ac.jp/LaTeX/ExactTest.pdf/）、Cyrus 博士らによる

論文‘A Network Algorithm for Performing Fisher's Exact Test in r × c 

Contingency Tables, 427-434, Vol. 78, No. 382, Jun., 1983, DOI: 

10.2307/2288652’を参考にして記述した。 

Fisher の正確確率検定は、注目する 2 変数（要因 A、要因 B）が各々２つの

カテゴリーを持つとき、2×2 表に分類して集計し、要因 A、B 間の独立性の検定

（2 群の比率の差の検定）を行う場合に適用できる、ノンパラメトリックな検定

方法である。集計表の周辺度数を観測値のときのもので固定したときに、全て

のとりうる分布パターンの場合の数を数えあげることにより、統計量の分布を

定める。本研究では 2 変数 A，B についての分割表を以下の表のように定義す

る。要因 A： 解析対象の遺伝子型の区別による分類。例として、A1：野生型ま

たは対照区となる系統と A2: 変異型または試験区となる系統として分類した。

要因 B： 解析対象の表現型の区別による分類。明らかな表現型が見られないも

のをカテゴリーB1 とし、Class-I, Class-II, posterior arrest の表現型異常を、

伸長異常という表現型として併合したものをカテゴリーB2 として、2 群に分類

し、2×2 表を作成した。 
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    要因 B （表現型） 

    
B1 

（ほぼ正常）

B2（Class-I + II 

+ Posterior arrest） 
合計 

要因 A  

（遺伝子型） 

A1（野生型 or 対照区） a b e 

A2（変異型 or 試験区） c d f 

  合計（個体数） g h n 

 

表において、周辺度数 e, f, g, h が固定されている場合、様々な a, b, c, d の値の

組み合わせの分割表が仮定できる。4 つのマス目の数値が特定の値であるような

分割表が得られる確率 p は以下の式のように定義される。 

p = eCa × fCc / nCg  

実際に観察された度数分布よりも極端に偏った分布パターンを仮定し、それら

の分布表が得られる確率を本式を用いて求める。観察した分布と同方向により

偏った分布の生起確率 p を合計したものは片側検定用の P 値とされ、この値に

さらに逆方向で偏った分布表の生起確率 p の合計も加えたものは両側検定用の

P 値とされる。 

検定の前提となる帰無仮説（H0）と対立仮説は以下のように定義される。 H0： 

遺伝子型と表現型という２要因は独立であり、関連がない（表現型の比率に差

がない）。H1：遺伝子型と表現型という２要因は独立ではなく、関連がある（表

現型の比率に差がある）。H0 が正しい（比率に差がない）という仮定の下に、
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比率の差が極端な a, b, c, d の値の分布の起こりうる場合の数を全て数え上げ

（逆方向に偏った場合も含め）、それぞれの生起確率を上式を用いて計算し、

合算したものを有意確率 P とする。合算して得られた P が有意水準より小さい

とき、仮説 H0は棄却され、その有意水準において 2 系統間の表現型の比率に統

計学的な差があることが示唆される。 

これら 2 要因 A、B の独立性の検定（2 群の比率の差の検定）を、統計解析ソ

フト R の関数‘fisher. test’を用いて両側検定で行った。また、多重比較の際

には、有意水準を比較する要因 A のカテゴリー（遺伝子型）数で割って補正を

かける Bonferroni correction を適用した。 
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2.11 Western blot によるリン酸化 Cofilin の検出 

 

ウェスタンブロットに供するサンプルは、各種系統の蛹化後72時間前後の個

体の脳を用いた。氷冷したTBS-T 溶液の中で解剖して摘出し、リシスバッファ

ー内に保存し、液体窒素で凍結させて保存、収集した。電気泳動とブロッティ

ングはECL Prime Western Blotting Detection System（GE Healthcare）のプ

ロトコルにしたがって行った。ゲルはMulti Gel II mini 15/25（コスモバイオ, 

414916）を用い、スタッキングに80Vで20分、バンドの分離に250Vで60分間泳

動 し た 。 マ ー カ ー は Nexus Pointer Wide Range Multi Color ladder

（BIONEXUS, BNPM52）、AccuRuler Prestained Protein Ladder（Lambda 

Biotech, G02101）を用いた。PVDF膜（GE Healthcare, Hybond-P PVDF）へ

の転写は氷冷したBio-Radのタンク型泳動槽を用い、500mAで60分間ブロッテ

ィングした。リン酸化タンパク質の検出のため、ブロッキングにはカゼインを

含むスキムミルクではなく、人工合成ポリマーを主成分とするブロッキング剤

であるPVDF Blocking Reagent for Can Get Signal（TOYOBO, NYPBR01）を

用いた。抗原抗体反応には、以下の1次抗体、2次抗体を用いた。 

 

rabbit anti-p-Cofilin（Signalway antibody, #11139, 1:100） 

rabbit anti-Cofilin（rabbit polyclonal antisera to Tsr, 京都大, 上村匡先生より

分与, 1:2,000） 

mouse anti α-tubulin（SIGMA, #T9026, 1:500,000） 

rat anti-Slingshot（京都大、上村匡先生より分与, 1:5,000） 

anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP（Dako, P0448, 1:10,000） 

anti-Mouse Immunoglobulins/HRP（Dako, P0447, 1:10,000） 



48 
 

anti-Rat IgG HRP-linked Whole Antibody （ GE Healthcare, NA 935, 

1:10,000）。シグナルの検出にはECL Prime Western Blotting Detection 

System（GE Healthcare）を用い、自動現像機FPM 800A（FUJIFILM）と

Hyperfilm ECL（GE Healthcare）を使用して現像した。 

 

2.12 F-actin の発現レベルの解析 

 

キノコ体 α/β lobe 内における F-actin シグナルの定量には、立体画像構築・編

集ソフトの Imaris（Bitplane 社）を用いた。MARCM 法により脳片半球側のキ

ノコ体に Neuroblastクローンを誘導した蛹後期のキノコ体を、GFP、Phalloidin、

FasII で三重染色したものを、共焦点顕微鏡 LSM710 で撮影し、Imaris 上で立

体構築した。立体像の中で、α/β lobe 内部の領域を、FasII でラベルされる領域

として定義し、体積を測定した。このとき、MARCM クローンが誘導されてい

ないほうの lobe 領域を対照区とし、クローンが誘導されている側の lobe 領域を

観察区としたが、後者の領域は FasII 陽性で囲われる領域かつ GFP のシグナル

でも囲われる領域と定義した。それらを構成する各 Voxel の Phalloidin のシグ

ナル強度（0-255）を合計する処理を、両脳半球のキノコ体 lobe それぞれにおい

て行った。それぞれの lobe 内の F-actin シグナルの合計値を各々の α/β lobe の

体積（μ3m）で割った値をグラフの縦軸にとった。これを各 lobe における F-actin

シグナルの平均値と定義し、同一遺伝子型の複数個体（各遺伝子型につき n=6）

を観察しデータを得た。この F-actin シグナルの平均値の、6 個体における平均

値が、対照区とする lobe と変異体クローンを含み観察区とした lobe の間で差が

あるかを、Paired t-test により検定した。検定とグラフの描画には Graphpad 

Prism（GraphPad Software, Inc）を用いた。 
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3. 実験結果 

 

3.1 sickie 変異体の同定 

 

キノコ体神経軸索束の形態形成を制御する新規因子を同定するため、

piggybac 転移因子と P 転移因子が入れ子になり、マーカーに yellow 遺伝子が挿

入された Gal4 ベクターである、pBGay-Gal4 ベクター（New York University, 

Claude Desplan 博士と共同開発）を用いたエンハンサートラップスクリーニン

グを行った。本ベクターがゲノム内にランダムに挿入された 1,909 系統を

UAS-GFP 系統と掛け合わせ次世代個体を観察したところ、169 系統においてキ

ノコ体でレポーターGFP の発現が確認された（阿部崇志, 2008）。 

これらの中から、1631-pBGay-Gal4 系統を得た。本系統に UAS-CD8::GFP

を持たせた個体の蛹化後 36 時間のキノコ体神経において、レポーターGFP の

発現を確認した（図 13）。本系統において pBGay-Gal4 ベクターは sickie 遺伝

子の第 6 イントロンに挿入されていた（図 8）。sickie が実際に発現しているか

どうか検証するため、in situ hybridization を行ったところ、3 令幼虫期、蛹化

後 72 時間前後の yw 系統の脳後方部のキノコ体神経の細胞体領域を含む領域で

発現が確認された（図 14）。蛹期後期脳キノコ体細胞体を含む領域では、脳片半

球あたり 4 つのクラスター上の発現が観察され、キノコ体の神経幹細胞を中心

とするクローナルユニットに対応すると推察された。Sickie の内在性の発現パ

ターンを確認するためにラットポリクローナル抗体を作製し免疫染色を行った

結果、Sickie はキノコ体の神経軸索束を含む発生過程の脳において広範に発現

していた（図 13 左下パネル）。 

ショウジョウバエのゲノムデータベースである Flybase の情報をもとに 
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図１３．蛹化後36時間前後の1631pBGay-gal4系統におけるレポーターGFPと内在性

Sickie の発現パターン。FasII でラベルされるキノコ体のα/β神経軸束において GFP の

発現が重なっている。Sickie はキノコ体神経軸索を含む脳全体で発現が検出された。 

Scale bar:20μm 
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図１４．in situ hybridization による sickie の発現パターンの検出。3 令幼虫期、蛹化後

72 時間前後の yw 系統の脳後方部のキノコ体神経の細胞体領域を含む領域で発現が

確認された。脳片半球あたり 4 つのクラスター上の発現が観察された（黄矢頭）。Scale 

bars:20μm 
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Total-cDNA の中から sickie の cDNA を単離し、BLAST 解析を行った結果、

Sickie はヒトの微小管＋端集積因子である Neuron-navigator-2（NAV2）のホ

モログであり、actin 結合性タンパク質に保存されている Calponin homology

（CH）ドメイン（Banuelos et al., 1998）、Coiled Coil モチーフ、AAA ATPase

ドメイン（Erzberger and Berger, 2006）が種を超えて保存されていることを確

認した（図 15）（Klein et al., 2011; Maes et al., 2002; Martinez-Lopez et al., 

2005; McNeill et al., 2011; McNeill et al., 2010; Stringham et al., 2002; 

Stringham and Schmidt, 2009）。配列解析ソフトウェア GENETYX を用いた

結果、微小管＋端結合因子 EB1 との結合に必要な SxIP モチーフ（Akhmanova 

and Steinmetz, 2010）が 2 箇所、ヒト NAV、ゼブラ NAV、Sickie の間で保存

されていることが明らかになった（図 15）。 

キノコ体軸索束形成における Sickie の必要性を検討するため、FLP-FRT 法

により sickie の遺伝子領域欠失系統を複数作成した（Parks et al., 2004）。sickie

遺伝子座特異的な欠失系統として、三番目の Pro-rich な領域から一つ目の

Coiled-Coil モチーフに対応する 510 アミノ酸残基を欠失する sickieΔを得た。

また既存の piggybac 挿入系統の中から、sickie の遺伝子座全体を含む

Deficiency 系統である Df（2L）ED1303 や、sickieΔ との相補性試験により

sickieA384 変異体を同定した（図 8）。野生型個体のキノコ体と比較した際、

sickieΔ/A384 変異体では、peduncle の領域においては明らかな形態異常は観察さ

れなかったが、lobe 領域において短い軸索束の形成が観察された（図 16）。こ

の表現型は FasII 抗体によりラベルされる α/β lobe 神経軸索においてもっとも

明瞭に観察できたため、その表現型について、Class-I 、Class-II の 2 つのカ

テゴリーを定義した（図 17）。α 神経軸索束または β神経軸索束のいずれかが、

軸索束分岐点から投射末端までの中間点よりも伸長できなかった場合、 
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図１５．種間で保存されたドメイン、モチーフのアライメント図。actin結合性のCHドメイン、

Coiled Coil 領域、AAA ATPase ドメインはヒト NAV、ゼブラフィッシュ NAV、Sickie、線虫

の UNC-53 で全て保存されていた。SxIP モチーフの明らかな保存は線虫では確認でき

なかった。AAA ドメインにはコンセンサス ATP/GTP-binding motif であると考えられてい

る Walker-A モチーフ（GxxxxGKS/T）が存在する。 
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図１６．（A）OK107-Gal4 で発現誘導した GFP レポーターによりラベルした、成体の右脳

のキノコ体の切出し図。白矢頭は正常に投射伸長した yw 個体のキノコ体α/βlobe 末

端を示す。（B）黄矢頭は peduncle 形成後の軸索伸長が阻害され、正常な lobe 構造が

形成されていない sickie 変異体のα/βlobe 末端を示す。星印は脳間部組織。

Antero-lateral view, Scale bars:20μm 
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図１７．（A）成虫脳のα/βlobe を FasII 抗体でラベルしたもの。白矢頭は正常に投射し

た末端領域を示す。（B）黄矢頭は伸長異常が起こっている軸索束末端を示す。右脳半

球側のキノコ体は Class-I 型に、左脳半球側のものは Class-II 型に分類される。Scale 

bars:20μm 
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Class-I と定義した。一方、α 、β 神経軸索束の両者がそれぞれの通常投射末端

までの中間地点に達しない場合を Class-II と定義した。作出した複数の sickie 

変異体の表現型の強さを、種々のヘテロ変異体の組み合わせにすることによっ

て各アリル間で比較した（図１8）。その結果、sickieΔ/A384 変異体の表現型の浸

透率は、Sickie の開始コドンと以降のコード領域を大きく欠失したアリルの組

み合わせである sickieΔ-L1/Df（2L）ED1303 変異体とほぼ同等であることが明

らかになった。また、野生型個体の ellipsoid body（EB）に比べ sickieΔ/A384 変

異体の EB では、正中線上に形成される環状構造が乱れ、脳の各半球に分断し

て形成される異常が観察された（図 19）。この表現型は全ての組み合わせの

sickie ヘテロ変異体で同程度かつ高頻度に観察された。さらに、FasII の発現が

弱い peduncle の中心領域には新生神経の軸索が存在しており、正常型個体の中

心領域において顕著な Sickie の発現が観察されたが、sickieΔ/A384 変異体におい

てはその発現が観察されなかった（図 11）。これらの結果は、sickieΔ および

sickieA384 系統は sickie の機能欠失型アリルであることを示唆していると考え

られる。以上を総合すると、Sickie は新生のキノコ体神経軸索で強い発現を示

し、その変異体は軸索束伸長異常の表現型を示したことから、正常なキノコ体

神経束の形態形成に必要であると結論した。以降の解析では MARCM 法におい

ては sickieΔ、全身変異体としては sickieΔ/A384を sickie の機能欠失型変異体とし

て用いて解析を行った。 
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図１８．本研究で作成した複数の sickie アリルの組み合わせの変異体における表現型の

浸透率の比較。sickie アリルは正常型染色体（+）とのヘテロ変異体下では、Class-II 型

の表現型の浸透率は観察した全ての場合において 0%であり、Class-I 型も 5％以下であ

った。sickie 変異体のアリル同士のヘテロ変異体では、Class-II 型が 10％～15％、

Class-I 型が 55～65％の範囲で観察された。 
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図１９．（A）EB1-Gal4 で発現誘導した GFP レポーターによりラベルした、成体の Ellipsoid 

Body（EB）。白矢頭は正中線領域に正常に伸長し形成された環状構造を示す。（B）黄

矢頭は軸索伸長が阻害され、各脳半球に分断され環状構造が形成されていない

sickie 変異体の EB を示す（B）。Scale bars:20μm 
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3.2 新生のキノコ体神経の軸索伸長における Sickie の細胞自律的必要性 

 

Sickie が神経軸索の形成を細胞自律的に制御するかどうかを明らかにするた

め、ホモ変異体のキノコ体神経を単一細胞レベルでラベルすることができる

MARCM 解析を行った（Wu and Luo, 2006）。正常型の α/β神経の神経軸索に

比べ, sickieΔ ホモ変異体では、神経軸索が lobe の末端まで到達しない伸長異常

が観察された（図 20）。また、OK107-gal4 ドライバーを用いた RNA 干渉法に

より、キノコ体において sickie をノックダウンする実験を行った。25℃の誘導

条件下では、目立った軸索束形成異常は観察されなかった（図 21A-A’）。このた

め、育成温度を 29 度にまで上げ、Dicer2 を共発現させると、一定数の

sickie-RNAi 個体において軸索束の形成異常が観察された（図 21B-B’、21C）。

これらの結果は、キノコ体神経の軸索伸長において sickie が細胞自律的に必要

であることを示唆している。 

次に、神経軸索伸長における Sickie の十分性を検討するためのレスキュー実

験を行った。第 1 に、Pan-neuronal な発現を誘導する elav-gal4 系統と, 野生

型 Sickie を発現する系統（UAS-sickieWT）の組み合わせで実験を行った。

elav-gal4 のみを持たせた変異体では軸索伸長異常が回復しなかったが（図

22A-A’’’）、同時に野生型 UAS-sickie を持たせた系統では、Sickie は神経系の組

織で広範な発現が検出され（図 22B’’）、軸索伸長阻害の表現型は、左右の β lobe

が正中線上で融合してしまう現象（図 22B’）を除き、ほぼ完全に回復した。野

生型の遺伝学的背景で同様に elav-gal4 依存的に Sickie を強制発現させた場合

も過剰伸長による融合が観察されたことから、Gain-of-function 様の効果が現れ

ている可能性があると考えられた。 

第 2 に、キノコ体での顕著な発現を誘導する OK107-gal4 系統（図 22C）を 
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図２０．（A）キノコ体神経軸索の伸長における Sickie の細胞自律的必要性。MARCM 法

により単一のキノコ体神経細胞を GFP でラベルした。白矢頭は、正常に投射したα/β

lobe 末端まで伸長したコントロールの FRT40A クローンの軸索を示す。n=102, 2.94%。

（B）黄矢頭は、α/βlobe 末端まで伸長できない異常を示す sickieΔ変異体の軸索末

端。n=10４, 13.5%。Scale bars:20μm 
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図２１．（A）25℃の誘導条件下では明らかな軸索束形成異常は観察されない。（B）育

成温度を 29 度にまで上げ、Dicer2 を共発現させると、軸索束の形成異常が観察された。

Scale bars:20μm 
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図２１．（C）軸索束形成異常の表現型に関し統計的解析を行ったところ、29℃育成条

件で Dicer2 を共発現した群は 25℃育成条件で sickie の RNA 干渉単独発現群に比べ

有意に異常個体の比率が増加していた。***p=1.50×10-11。Fisher の正確確率検定、

Bonferroni 補正を適用。 
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用いて同様の実験を行ったところ、キノコ体軸索束の形成異常はレスキューさ

れた（図 22C’）。第 3 に、Sickie の時空間的必要性を調べるために、成虫脳にお

いて α/β 神経束の中心領域での発現を誘導することが既知のドライバーである

NP7175-gal4 系統の使用を検討した（Aso et al., 2009; Tanaka et al., 2008）。

α/β神経は蛹化後に産生され続けることが知られていたため（Lee et al., 1999）、

蛹形成後のキノコ体領域でのレポーターGFP の発現を検証した（図 23）。FasII

の発現が弱い α/β神経束の中心領域付近で、発生過程を通して GFP の発現が観

察され続けたため、本ドライバーは蛹期の新生のキノコ体 α/β神経で一過的に遺

伝子発現を誘導できることが示唆された。Sickie の発現でラベルされる、中心

領域のなかでも特にコアと考えられる領域（白矢頭）でGFPの発現が弱いのは、

Gal4-UAS システムの遅延による影響が一つの可能性として考えられる

（Phelps and Brand, 1998）。本ドライバーを用いた結果、 elav-gal4, 

OK107-gal4 のときと同様に軸索束の形成異常が回復し、これらのレスキュー効

果はフィッシャーの正確確率検定を行った結果、有意であることが明らかにな

った（図 24A）。同様の結果は UAS-sickieWTの代わりに UAS-mCherry::sickieWT

を用いた場合にも確認できた（図 24B）。次に Sickie の AAA ドメインの軸索

伸長における必要性を確かめるため、AAA ドメイン内の Walker-A モチーフの

アラニン置換体 Sickie（UAS-mCherry::sickieK1881A ）を用いたレスキュー実験

を行った（Hanson and Whiteheart, 2005; Ramakrishnan et al., 2002; Saraste 

et al., 1990）。OK107-gal4、NP7175-gal4 いずれを用いた場合でも、有意なレ

スキュー効果は観察されなかった（図 25，26）。  

以上の結果は、Sickie が発生過程の新生キノコ体神経において、細胞自律的

に軸索伸長を正に制御し、その際 AAA ドメインの機能を必要とすることを示唆

している。 
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図 22  
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図２２．（A-A’’’, B-B’’’）sickieΔ/A384 変異体の軸索束形成異常のレスキュー実験。全神

経性の elav-gal4 依存的な野生型 Sickie の発現（B’’）は変異体の表現型を高効率に回

復させる。（B’）の白矢頭は lobe 端を示し、正中線側に投射するβlobe は過剰伸長し融

合してしまう効果を示した。野生型下で同様に elav-gal4 依存的に Sickie を強制発現さ

せた場合も過剰伸長による融合が観察されたことから、Gain-of-function 様の効果が

現れている可能性がある。（B’’）強制発現された Sickie は脳の広範な領域で検出された。

（C-C’’’）キノコ体で強い発現を示す OK107-gal4 依存的な野生型 Sickie の発現は

sickieΔ/A384 変異体の表現型を回復させる。（C’）の白矢頭は正常に形成されたα/β

lobe 末端を示す。（C’’）キノコ体で顕著な Sickie の発現が検出された。Scale bar:20μm 
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図 23-1 
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図 23-2 
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図 23-3 

図２３．発生過程を通して、レポーターGFP の発現が FasII でラベルされるα/β神経軸

索束の内側の領域で観察された（各ステージ Section パネル）。蛹形成後 12～84 時間

にかけて、Sickie の強い発現が軸索内側でも更に中心の、FasII の発現が弱い領域で観

察された（Section パネル白矢頭）。この中心領域における GFP の発現は弱く観察された。

Scale bars:20μm 
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図２４．（A）野生型 Sickie の強制発現によるレスキュー実験の定量と検定結果。全神経

性 の elav-gal4, キ ノ コ 体 特 異 的 OK107-gal4, 新 生 の キ ノ コ 体 神 経 特 異 的

NP7175-gal4 のいずれを用いた場合でも、sickieΔ/A384 変異体の表現型は有意にレス

キューされた。Fisher の正確確率検定を両側検定で行った。elav-gal4: ***p=4.40×

10-11, OK107-gal4: ***p=5.13×10-7, NP7175-gal4: ***p=2.30×10-12。 

 

 

 

 



70 
 

    

              

図２４．（B）mCherry 融合型 Sickie の強制発現によるレスキュー実験の定量結果。野生

型 Sickie と同様のレスキュー結果が得られた。Fisher の正確確率検定を両側検定で行

った。多重比較を行ったため、Bonferroni の補正を行った有意水準のもとに検定を行っ

た。elav-gal4: ***p=2.84×10-18、OK107-gal4: ***p=1.90×10-8、NP7175-gal4: 

***p=8.66×10-9。OK107-gal4 によるレスキューと NP7175-gal4 によるレスキュー結

果には有意な差は認められなかった。p=0.951 
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図２５．（A）mCherry 融合型 Sickie の AAA ドメインのアラニン置換変異体コンストラクトに

よるレスキュー実験。（A’’）OK107-gal4 依存的に発現を誘導した結果、軸索において

Sickie は検出されているものの、（A’）黄矢頭に示すように軸索伸長異常はレスキューさ

れなかった。Scale bars, 20μm. 
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図２６．アラニン置換 Sickie 変異体によるレスキュー実験の定量と検定。OK107-gal4、

NP7175-gal4 いずれを用いた場合でも有意なレスキュー効果は観察されなかった。

OK107-gal4: p=0.250、NP7175-gal4: p=0.808。 
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3.3 sickie および Rac-Cofilin シグナル構成因子の変異体の表現型の類似性と

遺伝学的相互作用 

 

元来、Sickie はショウジョウバエの S2 細胞を用いた大規模 RNAi スクリーニ

ングの系で同定され、自然免疫のシグナル伝達経路への関与のモデルが提唱さ

れていた（Foley and O'Farrell, 2004）。Sickie という遺伝子名もこの報告の結

果に依拠するものとなっている。しかし、今回新規に作成した sickie 機能欠失

変異体を用いたキノコ体の軸索伸長の表現型の解析においては、上記報告のモ

デルに示された相互作用因子 Relish（NF-κB 因子）や Dredd（Death related 

ced-3/Nedd2-like caspase）との明らかな遺伝学的相互作用は観察されなかった。

また、Sickie のホモログである NAV1, NAV2, NAV3 は微小管結合因子であるこ

とが示唆されていた。このため、NAV1 の微小管結合領域とされる配列

（Martinez-Lopez et al., 2005）を用いて Sickie において相同性の比較を行っ

たが、明らかに保存された配列を見出すことはできなかった。（以上、未発表デ

ータ）。また、当時は微小管＋端集積因子である EB1 との結合に SxIP モチーフ

が重要であることも未解明であったため（Honnappa et al., 2009）、Sickie と微

小管制御因子との相互作用の可能性を示す分子レベルでの知見が不足していた。 

一方、Sickie、NAV2 は actin 結合性の CH ドメインを N 末端側に持つこと

が明らかになっていた。また、発生過程の新生のキノコ体神経の軸索は、

peduncle や lobe において、FasII の発現は弱いが（図 27A’）、F-actin の発現が

顕著である（図 27A）軸索束の中心領域を伸長することが知られている（Kurusu 

et al., 2002）。これに関連して、α/β神経軸索束の中心領域において、Sickie の

発現も同様に顕著であり（図 27A’’）、F-actin の発現と重なることが明らかにな

った（図 27A’’’）。このため、sickie 変異体の表現型は actin 骨格の制御に異常が
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起こっていることで引き起こされている可能性を検討することとした。キノコ

体で actin の RNA 干渉を Dicer2 を共発現させて誘導したところ、25℃の誘導

条件下では Class-I 型や II 型の軸索伸長異常が観察された（図 28A-A’）。一方、

より actin の発現量が低下していることが予想される 29℃誘導条件下では、lobe、

peduncle ともに正常に形成されない、軸索伸長が著しく阻害された表現型であ

る Posterior arrest 型の異常が観察され、EB 下部領域にも切れ込みが入る形態

異常が観察された。（図 28B-B’’’’）。また、Dicer2 の共発現無しで、25℃での actin

の RNA 干渉と sickie の欠失を同時にもたせた変異体では、これらの単独の変異

体よりも Class-II 型や Posterior arrest 型の出現頻度が増加した（図 28C）。以

上の結果は、伸長中のキノコ体神経軸索における actin 骨格の制御に Sickie が

関与している可能性を示唆した。  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

図２７．（A）蛹化後 72 時間経過したキノコ体の peduncle 領域における断面図。星印に

示す、F-actin の発現レベルが高い新生のキノコ体神経の軸索に占められ、（A’）FasII の

発現が弱い軸索束中心領域において、（A’’）Sickie の顕著な発現が観察された。Scale 

bar, 20μm。 
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図２８ 
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図２８． 

 

（A-A’）キノコ体で OK107-gal4 依存的に actin の RNA 干渉を誘導した。25℃の誘導条

件下では Class-I 型や II 型の軸索伸長異常が観察された（A-A’）。Scale bar:20μm 

 

（B-B’’’’）25℃条件下に比べ actin の発現量がより低下していることが予想される 29℃

育成条件下では、Posterior arrest 型の異常が観察され(B,B’’’)、EB 下部領域にも切れ

込みが入る形態異常(B)が観察された。Scale bars:20μm 

 

（C）25℃での actin の RNA 干渉と sickie の機能欠失を同時にもたらされた変異体では、

これらの単独の変異体よりも Class-II 型や Posterior arrest 型の出現頻度が増加した。 
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そこで、神経軸索の形成に伴って起こる actin 細胞骨格の制御において重要な

役割を果たす Rac-Cofilin 経路との関係に着目した（Auer et al., 2011; 

Bernstein and Bamburg, 2010）。次項に、現在提唱されている Rac-Cofilin 経

路に、Sickie が関わる際に考えられるシグナルモデルを示す（図 29）。古典的に

は、Rac は下流のエフェクター分子である Pak を活性化し, 活性化された Pak

はさらに下流の LIMK を活性化する。活性化された LIMK は Cofilin をリン酸

化し不活性化することで、Cofilin 依存的な軸索伸長を抑制的に制御すると考え

られている（赤矢印）（Ng and Luo, 2004）。一方、Pak を介さずに軸索伸長を

促進する非古典的経路の因子として Rac が機能する可能性も提唱されていたが

（Ng and Luo, 2004）（緑矢印）、下流の制御因子とその伝達経路は未知なまま

であった（黒点線）。本研究ではこの非古典的な Rac の機能を仲介する因子とし

て Sickie が機能しているという仮説を立て、より詳細な解析を行うこととした。 

前者の古典的 Rac 経路をさらに支持する結果として、恒常活性化型の Rac1

（UAS-Rac1V12）や Pak（UAS-PakMyr）、LIMK（UAS-LIMKKD）のキノコ体

における強制発現は、キノコ体神経の軸索束伸長阻害の表現型を示すことが明

らかになった。コントロールと比較して（図 30A）、Rac1V12（図 30B）または

PakMyr（図 30C）の強制発現変異体では軸索伸長が著しく阻害された posterior 

arrest 型の表現型が観察された。本表現型は、細胞増殖の不全も同時に示す

cofilin-RNAi ノックダウン変異体においても同様に観察されており（図 30E）、

Cofilin の大幅な機能低下によって惹起されることが示唆された。また Rac の完

全機能欠失変異体でも本表現型に分類される表現型が一定頻度で観察されるこ

とが報告されている（Ng et al., 2002）。一方、LIMKKD恒常活性化型変異体に

おいては軸索束の伸長異常が peduncle 領域ではなく lobe 領域において頻繁に 
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図２９．既存の Rac-Cofilin 経路による軸索伸長制御のモデルと Sickie の予想されうる

遺伝学的相互関係。赤矢印は古典的 Rac-Pak-LIMK 経路で、Cofilin をリン酸化するこ

とにより軸索伸長を抑制的に制御する。緑矢印は軸索伸長において促進的にはたらく、

Pak を介さない、非古典的な Rac 経路。下流に未知の仲介因子の存在が示唆されてお

り、Sickieをその候補因子のひとつと仮定した場合、非古典的Rac経路はCofilin依存的

な軸索伸長を直接制御するのか、Slingshot を介するのか、あるいは古典的経路を抑制

することで間接的に軸索伸長を促進するのかは不明である（黒点線）。  
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観察され（図 30D）、この表現型は ssh1-63変異体（図 30F）や sickieΔ/Δ 全身変

異体（図 30G）と類似していた。また、ドミナントネガティブ変異型 Rac1

（UAS-Rac1N17）の強制発現も、Posterior arrest の表現型は示さずに lobe 領

域付近での軸索束の伸長異常の表現型を示した（図 30H）。Sickie が Rac-Cofilin 

経路に関与しているかどうか遺伝学的に検討するため、各制御因子に関して野

生型アリルとのヘテロ変異体となっている多重変異体を作成し、表現型とその

浸透率を検証した。sickie cofilin ヘテロ２重変異体は目立った軸索伸長異常を

示さず（図 31A-A’）、Rac ヘテロ変異体は Class-I 型の表現型を顕著に示した（図

31B-B’）。また、EB の環状構造は上記のヘテロ変異体のいずれにおいても形成

されていた。これらとは対照的に、Rac sickie cofilin ３重ヘテロ変異体では

Posterior arrest 型の重篤な軸索伸長異常が（図 31C-C’）高頻度で観察され（図

32A,B）、EB の形成異常も頻繁に観察された。これらの結果は、Sickie が軸索

伸長において Rac-Cofilin 経路と遺伝学的に相互作用することを示しており、

Cofilin 依存的な F-actin の制御に Sickie が関わっている可能性を示唆するもの

である。 
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図３０．Rac-Cofilin 経路を

構成する種々の因子の変

異体の典型的な表現型。

OK107-Gal4 で発現誘導

した GFP レポーターにより

ラベルした成体の右脳の

キノコ体。白矢頭は正常に

投射伸長した lobe 末端を

示す。黄矢頭は peduncle

形成後の軸索伸長が阻害

され、正常な lobe 構造が

形成されていない lobe 末

端を示す。白矢印は正常

に形成された peduncle を

示し、黄矢印は著しく細い

peduncle が 形 成 さ れ 、

Posterior 側の calyx 近傍

に異所的に軸索が留まっ

ている状態を示す。アスタ

リスクは OK107-gal4 で同

時にラベルされる脳間部

（ pars intercerebralis ） 。

（A）yw、（B）Rac 恒常活性

化型変異体、（C）Pak 恒

常活性化型変異体、（D）

LIMK 恒常活性化型変異

体、（E）cofilin-RNAi ニュ

ーロブラストクローン、（F）

ssh 機能欠失変異体ニューロブラストクローン、（G）sickie 機能欠失全身変異体、（H）

Rac ドミナントネガティブ強制発現変異体。Antero-lateral view, Scale bars:20μm。 
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図３１．sickie、cofilin、Rac の遺伝学的相互作用。（A-A’）sickie cofilinヘテロ 2 重変異

体は目立った軸索束形成異常の表現型を示さない。白矢頭に示すようにlobeは通常の

投射先末端まで伸長する。白矢印に示すように、peduncle における異常も観察されない。

EB の環状構造も形成される。（B-B’）Rac ヘテロ変異体は、黄矢頭に示すように

Class-I 型または II 型に分類される lobe 形成異常を一定の頻度で示すが、白矢印で示

すように peduncle は形成される。EB の環状構造も形成される。 

（C-C’）sickie cofilin Rac ヘテロ 3 重変異体においては、黄点線円で示すような脳後方

部に軸索束が留まっている表現型が高頻度で観察される。黄矢印で示すように細い

peduncle が形成され、黄枠線で示すように、sickie 機能欠失変異体と同様な、脳両半

球に分断され環状構造が乱れた EB が観察される。Scale bars:20μm 
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図３２．（A）遺伝学的相互作用の浸透率の比較。sickie cofilin Racヘテロ3重変異体は

これらの 2 重変異体に比べ有意に軸索束形成異常の浸透率が増加した。Posterior 

arrest に分類される表現型が劇的に増加した。Bonferroni の補正を行った、Fisher の正

確確率検定。***p=8.64×10-8。Scale bars, 20μm。 
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図３２．（A’）sickie, cofilin, Rac の遺伝学的相互作用の浸透率の比較の詳細版。 
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3.4 sickie 変異体と Rac-Cofilin 経路構成因子の変異体の神経軸索における

F-actin レベルの上昇 

 

ショウジョウバエの複眼原基や翅原基、卵室の follicle 細胞等の上皮系組織に

おける過去の報告で、Cofilin の活性化因子である Ssh の変異体クローンでは

F-actin シグナルの顕著な上昇が観察されることが明らかにされていた

（Corrigall et al., 2007; Nagel et al., 2010; Niwa et al., 2002）。Cofilin 依存的

な F-actin 再構成の過程で、Sickie が Ssh と同様に軸索伸長において促進的に

機能する場合、 F-actin の発現レベルは sickie 変異体の神経軸索においても変

化することが予想された。蛹化後 72 時間経過後の脳において、正常型（図 33 A’, 

白星印）と比較した際、sickieΔ/A384 変異体の α/β 神経軸索束（図 33B’’）の中心

領域において、F-actin シグナル強度の顕著な上昇（図 33B’,黄星印）が観察さ

れた。 

次に、F-actin レベルの上昇を MARCM 法を用いて更に検証した。キノコ体

は左右１対の対称的な構造として存在するため、MARCM 法により F-actin レ

ベルの変化を同一個体内のコントロールのキノコ体神経軸索束領域（図 34A’、）

と比較することにより、個体間における染色のばらつきの影響を排除し、定量

的に検証することが可能となるためである。単一のニューロブラストクローン

が誘導された sickieΔ 変異体では、sickieΔ/A384 全身変異体と比べると上昇の程度

は弱いものの、変異体神経軸索が伸長している α/β lobe の中心領域において、

F-actin シグナルの上昇が観察された（図 34A’,黄星印）。また、同一個体内の対

側のコントロールの α/β 神経の軸索束と比較した際、sickieΔ変異体クローンを

含んだ側の α/β神経軸索束内のF-actinのシグナル強度の平均値が上昇している

ことが明らかになった（図 35A）。これらの結果は、Sickie がキノコ体神経の 
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図３３． 

（ A-A’’’, B-B’’’ ） 

yw 個体と sickie

変異体の神経軸

索 に お け る

F-actin シグナル

レベルの上昇パタ

ーン。（A’）yw 個

体の黄点線で囲

われたα/βlobe

の中心領域では、

白星印で示すよう

に内在性の筋状

の F-actin シグナ

ルが観察される。

（B’）sickie 変異体

のα/βlobe の中

心領域では、黄星

印で示すように強

い筋状の F-actin

シグナルが観察され

る。蛹化後 72 時間

前後。Scale bars, 

20μm。 
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F-actin を介した軸索伸長に必要であることを示唆している。次に、この

MARCM 法に基づいた解析を Ssh と LIMK に対して同様に行った。ssh1-63 変

異体クローンは sickieΔ クローンよりも強い F-actin シグナルの上昇を α/β lobe

の中心とその周辺の領域で示し（図 34B’）、F-actin レベルの平均値も同一個体

内のコントロールの軸索束と比較して上昇していた（図 35B）。一方で、LIMKKD 

恒常活性化型変異体クローンでは異なった F-actin レベルの上昇パターンが観

察された。ssh 変異体と同様に顕著な F-actin レベルの上昇が α/β lobe 分岐点の

中心とその周辺領域で観察されたことに加え（図 34C’, 黄星印）、正中線側に

形成された lobe の遠位側にかけても非常に高い F-actin シグナルの上昇が観察

された（図 34C’,2 重星印）。同様に、F-actin シグナル強度の平均値も LIMKKD 

変異体のクローンを含む α/β lobe で有意に上昇していた（図 35C）。 

さらに、Pak または Rac1 の恒常活性化型変異体クローンを誘導したところ、 

sickieΔや ssh1-63、LIMKKD 変異体の場合とは異なり、より重篤な表現型である

Posterior arrest 型の神経軸索伸長異常を示し（図 36A’’, B’’）、F-actin シグナル

の上昇も同時に観察された（図 36A’, B’）。cofilin の RNA 干渉によるノックダ

ウンを誘導したクローンにおいても、同様に Posterior arrest 型の伸長異常が

（図 36C’’）、高い発現レベルの F-actin シグナルを伴って観察された（図 36C’）。

なお補遺の項で述べている、Sickie の相互作用因子の候補として解析した Abi

と Chic に関しても MARCM クローンを誘導したが、軸索伸長には異常が見ら

れたものの、F-actin レベルの明らかな上昇は観察されなかった（図 37A-A’’’, 

B-B’’’）。 
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図３４．（A）GFP でラベルされる sickieΔ MARCM クローンを含む側の、（A’）黄星印で示

すα/βlobe 中心領域では、白星印で示すクローンを含まない側の内在性のコントロー

ル領域に比べ、F-actin シグナルの上昇が観察される。Scale bar, 20μm。 

 

 

 

 

 

 

 



88 
 

 

 

 

 

 

 

 

図３４．（B）GFP でラベルされる ssh1-63 MARCM クローンを含む側の、（B’）黄星印で示

すα/βlobe 中心領域では、白星印で示すコントロール領域に比べ、F-actin シグナル

の上昇が観察される。Scale bar, 20μm。 
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図３４．（C）GFP でラベルされる LIMKKD 恒常活性化型クローンを含む側の、（C’）黄星印

で示すα/βlobe 中心領域では、白星印で示すコントロール領域に比べ、F-actin シグ

ナルの上昇が観察される。2 重の黄星印で示す lobe 末端領域にかけても強い F-actin

シグナルの上昇が観察される。Scale bar, 20μm。 
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図３５．（A-C）F-actinレベルの定量。sickieΔ、ssh 1-63、LIMKKD変異体いずれにおいても、

変異体クローンの軸索を含む側のα/βlobe 内部の F-actin レベルの体積あたりの平均

値がコントロールの内部領域と比較して有意に上昇していた。sickie: ***p=8.10×10-5、

ssh: ***p=3.26×10-4、LIMK: ***p=3.29×10-4、Paired t test。 
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図３６．（A）脳後方部において GFP でラベルされ、Posterior arrest の表現型を示す Pak

恒常活性化型クローンの、（A’’）黄矢印で示す異所的な FasII のシグナルが検出される

領域では、（A’）黄星印で示すようなF-actinシグナルの上昇が観察される。コントロール

となる脳片半球の線対称な領域には、白矢印で示すように FasII のシグナルは観察され

ず、白星印で示すように F-actin の強いシグナルも見られない。Scale bar, 20μm。 
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図３６．（B）脳後方部において GFP でラベルされ、Posterior arrest の表現型を示す Rac

恒常活性化型クローンの、（B’’）黄矢印で示す異所的な FasII のシグナルが検出される

領域では、（B’）黄星印で示すようなF-actinシグナルの上昇が観察される。コントロール

となる脳片半球の線対称な領域には、白矢印で示すように FasII のシグナルは観察され

ず、F-actin の強いシグナルも見られない。Scale bar, 20μm。 
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図３６．（C）脳後方部において GFP でラベルされ、Posterior arrest の表現型を示す

cofilin-RNAi クローンの、（C’’）黄矢印で示す異所的な FasII のシグナルが検出される領

域では、（C’）黄星印で示すような F-actin シグナルの上昇が観察される。コントロールと

なる脳片半球の線対称な領域には、FasIIのシグナルは観察されず、F-actinの強いシグ

ナルも見られない。cofilin の RNAi クローンは細胞の増殖も阻害されていることが予想さ

れ、Pak や Rac の恒常活性化型クローンに比べ、細胞体領域におけるクローンのサイズ

が小さい個体が観察された。Scale bar, 20μm。 
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図３７．（A-A’’’）chic２２１ FRT４０A、(B-B’’’）abiKO
 FRT８２BのMARCMクローンの軸索束中

心領域においては、明らかな F-actin レベルの上昇は観察されなかった。 

Scale bars, 20μm。 
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3.5 sickie 変異体と Rac-Cofilin 経路構成因子の変異体におけるリン酸化

Cofilin と F-actin レベルの変化の同時検出 

 

ここまでの結果から、sickie および Rac-Cofilin 経路構成因子の変異体のキノ

コ体神経軸索では、Cofilin がリン酸化され不活性化されることで F-actin の再

編成を介した軸索伸長阻害が起こっていることが予想された。そこで、神経軸

索での Cofilin の活性化状態を推定するため、結果 3.4 時と同様に MARCM 法

を用い、Cofilin のリン酸化状態と F-actin の発現レベルの変化を同時検出する

ことを試みた。内在性のリン酸化 Cofilin の発現レベルの変化が、免疫組織染色

化学レベルで神経軸索において検出できる現象かどうか検討するため、Cofilin

の脱リン酸化の実行因子である Ssh の過剰発現クローン、cofilin-RNAi クロー

ンを誘導したところ、クローンの細胞体領域においてリン酸化 Cofilin シグナル

の減少を確認できた（図 38A-A’’’,B-B’’’）。また、cofilin-RNAi クローンを誘導し

Total-Cofilin による組織染色を行ったところ、同様にクローンの細胞体領域に

おいてシグナルの低下を確認できた（図 38C-C'''）。 

ssh の機能欠失変異体クローンを誘導し蛹形成後 90 時間前後に観察したとこ

ろ、同一個体の対側のキノコ体神経軸索束領域（図 39A’’、白点線）に比べ、変

異体神経軸索束の広範な領域で、リン酸化Cofilinのシグナルの上昇（図39A’’, 赤

点線）が観察された。また、72 時間経過時時と比べ、穏やかな F-actin シグナ

ルの上昇（図 39A’, 黄星印）が検出された。本 ssh1-63変異体クローンにおいて

Total-Cofilin による組織染色を行った結果、クローンを含む側のキノコ体軸索

束領域において、Total-Cofilin の発現レベルの明らかな上昇は観察されないこ

とを確認した（図 40A-A’’’）。 

次に、sickieΔ 変異体の神経軸索におけるリン酸化Cofilinの状態を検証した。 



96 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



97 
 

    
図３８． 

（A-A’’’）SshWT 過剰発現クローンにおける内在性のリン酸化 Cofilin レベルの低下の検

出。 

（B-B’’’）cofilin-RNAi クローンにおける内在性のリン酸化 Cofilin レベルの低下の検出。 

（C-C’’’）cofilin-RNAi クローンにおける内在性の Total-Cofilin レベルの低下の検出。 

Scale bars, 20μm。 
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仮に Sickie が Ssh と同様に Cofilin の脱リン酸化による活性化に必須の因子

であるならば、sickieΔ変異体クローンの神経軸索ではリン酸化 Cofilin のシグナ

ルの上昇が検出されることが期待された。しかし、ssh1-63 変異体クローンのと

きに観察されたような、明瞭なリン酸化 Cofilin の発現レベルの上昇は検出する

ことができなかった（図 39B’’）。sickieΔ 変異体クローンでは ssh1-63変異体に比

べ穏やかな F-actin レベルの上昇（図 34A’）や形態学的異常（図 34A）が検出

されていることを考慮すると、Cofilin の活性が免疫染色レベルでのシグナルの

上昇として検出可能なほど大きくは低下していない可能性が考えられた。この

ため、Western blot による生化学レベルでの検出を試みた。コントロールとし

て、yw 系統のほかに ssh 機能欠失変異体や elav-gal4 依存的 LIMKKD強制発現

変異体を用いることを計画したが、何れも致死となりサンプルを収集できなか

ったため、elav-gal4 依存的 sshWT強制発現系統を用いた。蛹期脳全体を試料と

して検出を行ったところ、sickie 変異体の脳では相対的なリン酸化 Cofilin のレ

ベルが yw 系統に比べ約 1.8 倍上昇していることが明らかになった（n=3）（図

39C）。これらの結果は、発生過程の中枢神経系において Ssh ほど直接的ではな

いが、Sickie が Cofilin の脱リン酸化に寄与していることを示唆している。 

続いて、LIMKKD 恒常活性化型変異体クローンを誘導した。これまでの生化

学的な研究において、LIMK は Cofilin をリン酸化することにより不活性化する

ことが知られており（Aizawa et al., 2001; Bernard, 2007; Endo et al., 2007; 

Endo et al., 2003; Scott and Olson, 2007; Soosairajah et al., 2005; Yang et al., 

1998）、また、本研究においても LIMKKDクローンは高い F-actin シグナルの上

昇を示していたため（図 34C’）、Cofilin の活性は低下し、リン酸化のレベルが

顕著に上昇していることを予測した。ところが、予想に反し、ssh1-63 変異体と

同様な明瞭なリン酸化 Cofilin の発現レベルの上昇は LIMKKD 恒常活性化型ク 
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図３９．（A-A’’’）ｓｓｈ1-63 変異体の神経軸索におけるリン酸化 Cofilin と F-actin シグナル

の固有の検出パターン。（A）蛹化後 72 時間前後に比べ、蛹化後 90 時間前後の GFP

でラベルされる ssh1-63 クローンを含む側の lobe 領域では、（A’）黄星印に示す穏やかな

F-actin レベルの上昇が観察される。（A’’）白点線で囲むコントロールの lobe 領域に比べ、

クローンを含む側の lobe 領域では、赤点線内部領域でリン酸化 Cofilin のシグナルの上

昇が観察される。Scale bar, 20μm。 
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図３９．（B-B’’’）蛹化後 90 時間前後の（B）sickieΔクローンを含む lobe 領域では、（B’）

明らかな F-actin レベルの上昇や、（B’’）リン酸化Cofilin のシグナルの上昇は観察されな

い。Scale bar, 20μm。 
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図３９．（C）蛹形成後 72 時間前後の全脳抽出試料を用いた Western blotting により、リ

ン酸化 Cofilin、Total-Cofilin を検出した。各群の平均したリン酸化 Cofilin の発現レベル

は各々の値に対応する平均した Total-Cofilin の発現レベルによってノーマライズして比

較した。対照群のywの相対的リン酸化Cofilinの発現量に対して、比較群のsickieΔ/A384

変異体のリン酸化Cofilinのレベルはおよそ1.8倍に上昇していた（n=3）。リン酸化Cofilin

のレベルは sshWT 強制発現群において yw 群に比して減少していた。強制発現には

Pan-neuronal な Gal4 系統である elav-gal4 を用いた。Total-Cofilin レーン右端は野生

型背景下で Cofilin を全神経で強制発現した群。 
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ローンにおいて観察されなかった（図 39D’’）。後期蛹期の ssh1-63 変異体では相

対的に穏やかな F-actin レベルの上昇が観察されながらも（図 39A’）明らかな

リン酸化 Cofilin の上昇が観察された（図 39A’’）のに対し、LIMKKD 変異体で

は高いレベルの F-actin シグナルの上昇が継続的に観察されていたにも関わら

ずである（図 39D’）。 

さらに、LIMKKD 強制発現 sickieΔ（LIMKKDsickieΔ）2 重変異体クローンを

誘導したところ、LIMKKD単独強制発現変異体と同様に高い F-actin レベルの上

昇を示したが（図 39E’）、ssh1-63変異体クローンに比べて上昇度合いは低いもの

の、クローン内の一部の神経軸索においてリン酸化 Cofilin のレベルの上昇が検

出された（図 39E’’,赤点線）。なお、本 2 重変異体クローンの軸索束領域におい

ても、Total-Cofilin の発現レベルの明らかな上昇は観察されないことを確認し

た（図 40B-B’’’）。これらの結果は、LIMKKD または sickieΔ の単独変異体に比

べ、LIMKKDsickieΔ 2 重変異体の神経軸索において Cofilin の活性が低下してい

ることと、Sickie が LIMK と逆方向に作用する性質を持つことを示唆している。

加えて、F-actin レベルとリン酸化 Cofilin のレベルの上昇の度合いを考えたと

き、少なくとも in vivo の系においては、F-actin の発現レベルが常に Cofilin の

リン酸化レベルの程度を反映するものではないことを示している。 

一方、古典的 Rac-Cofilin 経路における LIMK の上流の制御因子 Pak、Rac1

の恒常活性化型変異体クローンは異なる結果を与えた。PakMyr または Rac1V12

クローンのいずれにおいても、リン酸化 Cofilin（図 39F’’,G’’, 赤点線）と F-actin

（図 39F’,G’）シグナルの上昇が、Posterior arrest 型の強い伸長異常の表現型

を示すキノコ体神経（図 39F,G）において検出され、これらの変異体の神経軸

索において Cofilin の活性が大きく低下していることが示唆された。 
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図３９．（D）LIMKKD 恒常活性化型クローンを含む lobe 領域では、蛹化後 90 時間前後に

おいても、（D’）黄星印に示すような高い F-actin レベルの上昇が継続して観察されるが、

（D’’）明らかなリン酸化 Cofilin のシグナルの上昇は観察されない。Scale bar, 20μm。 
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図３９．（E）LIMKKDsickieΔ 2 重変異体クローン含む lobe 領域では、（E’）黄星印に示す

F-actin レベルの上昇が継続して観察され、（E’’）クローンの一部の神経軸索において、

赤点線枠で示すようなリン酸化 Cofilin のシグナルの上昇が観察される。Scale bar, 20

μm。 
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図３９．（F）脳後方部において GFP でラベルされ、Posterior arrest の表現型を示す Pak

恒常活性化型クローンでは、（F’）黄星印で示す異所的なF-actinシグナルが検出され、

（F’’）赤点線枠に示すリン酸化 Cofilin のシグナルの上昇が観察される。Scale bar, 20μ

m。 
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図３９．（G）脳後方部において GFP でラベルされ、Posterior arrest の表現型を示す Rac

恒常活性化型クローンでは、（G’）異所的な F-actin シグナルが検出され、（G’’）赤点線

枠で示すリン酸化 Cofilin のシグナルの上昇が観察される。Scale bar, 20μm。 
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図３９．A-G 画像のクローンへのラベリング追加前の画像。Scale bars, 20μm。 
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図４0．（A）ssh1-63 変異体クローン、（B）LIMKKDsickieΔ2 重変異体クローンを誘導した個

体のTotal-Cofilin抗体による染色（A’’, B’’）。いずれも、クローンを含む側のキノコ体軸索

束領域において、Total-Cofilin のシグナルレベルの明らかな上昇は観察されない。 

Scale bars:20μm 
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3.6 Cofilin の強制的機能亢進による sickie 変異体の表現型の緩和効果 

 

sickie および LIMKKD 恒常活性化型の単独の変異体の神経軸索においては明

らかなリン酸化 Cofilin の上昇は観察されなかったものの、LIMKKD sickie 2 重

変異体においては上昇が観察された。この結果は、sickie 変異体のキノコ体神経

軸索では Cofilin の機能が低下しているという仮説と矛盾せず、Sickie が古典的

Rac-Pak-LIMK 経路と逆方向に働いていることを示唆する。これらの可能性を

さらに検討するため、sickie 変異体下で Cofilin の機能を強制的に亢進させる実

験を行った。発生過程の新生の α/β 神経での発現の誘導が可能であることが明

らかになった NP7175-gal4 ドライバー系統によって種々の UAS-cofilin を

sickieΔ/A384 変異体下で発現させることで、軸索伸長異常がレスキューされるか

どうかを調べた。 

sickie 変異体の表現型は、野生型 Cofilin（UAS-cofilinWT）、活性化型擬態型

Cofilin（UAS-cofilinS3A）いずれの強制発現によっても、部分的にレスキューさ

れることが明らかになった（図 41A,B）。ただし、軸索束先端が野生型のように

肥大し丸みを帯びた構造をとることが稀であったため、完全な表現型回復では

ないと考えた。なお浸透率の回復の度合いも、野生型 Sickie の強制発現による

レスキュー実験時（図 24）よりも低かった（図 41C）。さらに、Cofilin の活性

は Ssh によって時空間的に制御される事に鑑み、同様のレスキュー実験を Ssh

の強制発現によって行った（Nishita et al., 2005）（図 41D,E）。野生型 Ssh

（UAS-HA::sshWT）は Cofilin の強制発現時と同等のレスキュー効果を示す一方、

不活性型 Ssh（UAS-HA::sshCS）の強制発現では有意なレスキュー効果は観察

されなかった（図 41F）。 

これらの結果は Cofilin の機能の強制的亢進が sickie 変異体の軸索伸長異常
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を緩和する効果があることを示しており、sickie 変異体の神経軸索において内

在性の Cofilin の活性が低下しているという仮説と矛盾しない。また、Sickie は

遺伝学的には Ssh-Cofilin 経路の下流には位置せず、その上流または独立の経路

で機能する可能性が考えられた。 
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図４１ 
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図４１ 
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図４１．新生のキノコ体神経における Cofilin の強制的機能亢進により sickie 変異体の軸

索形成異常の表現型の緩和効果。 

 

（A-B）sickie 変異体下で、野生型 Cofilin（WT）または活性型 Cofilin（S3A）を

NP7175-gal4 依存的に強制発現することで lobe 形成異常の表現型が緩和する。野生

型個体のキノコ体のような、末端の膨らんだα/βlobe の構造は完全にはレスキューさ

れないが、白矢頭に示すように、両 lobe が末端まで投射伸長する個体が観察された。

Scale bars, 20μm。 

 

（C）Cofilin の強制発現による緩和効果の比較。野生型 Cofilin（WT）または活性型

Cofilin（S3A）を強制発現する系統では有意に軸索束形成異常の浸透率が低下するが、

不活性化型（S3E）Cofilin を強制発現しても有意な低下は確認されなかった。WT: 

***p=2.87×10-4、S3A: **p=2.22×10-3、S3E: p=0.228、Fisher の正確確率検定。 

 

（D-E）sickie 変異体下で、野生型 Ssh（WT）または不活性型 Ssh（CS）を NP7175-gal4

依存的に強制発現することで lobe 形成異常の表現型が緩和する。白矢頭に示すように、

両 lobe が末端まで投射伸長する個体が観察された。Scale bars, 20μm。 

 

（F）Ssh の強制発現による緩和効果の比較。野生型 SshWT を強制発現する系統では軸

索束形成異常の浸透率が低下するが、不活性型 SshCS を強制発現しても有意な低下

は確認されなかった。WT: ***p=1.50×10-5、CS: p=0.295。Bonferroni の補正を行っ

た多重比較において WT と CS を比較した際も差が見られた。**p=1.59×10-4。 
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3.7 LIMK 強制発現による F-actin を介した軸索伸長異常に対する Sickie の抑

制作用 

 

 非古典的 Rac-Cofilin 経路の存在を示唆する結果としては、これまでショウジ

ョウバエキノコ体をモデルとして、Rac 機能欠失変異体の軸索伸長阻害が、Pak

を活性化する能力を持たないアミノ酸置換型 Rac（Rac1Y40C）の強制発現によ

って緩和されることや、LIMK 過剰発現による軸索伸長阻害が Rac1Y40Cの共発

現により緩和されることが報告されていた（Ng and Luo, 2004; Ng et al., 2002）。

すなわち、非古典的経路は古典的 Rac-Cofilin 経路に対し拮抗的に働くことが予

想されていたため、Sickie と LIMK 間の相互作用について調べることとした。 

先行研究において、高い発現レベルの野生型 LIMK（UAS-HA::LIMKWTM6）

を用いて過剰発現した個体では、背側と正中線側の両方の軸索束の伸長が阻害

されている Class-II 型の表現型が、F-actin の強い発現をともない高い浸透率で

観察されることが報告されており（Ng and Luo, 2004）、本研究でも同様にこれ

らの結果を確認することができたため（図 42A-A’’’）、比較の際の対照群として

定義した。興味深いことに、SshWTの共発現は、この高い発現レベルのLIMKWTM6

過剰発現系統の表現型も完全に回復させることができた（図 42B-B’’’）。Rac1Y40C 

の共発現は、完全ではないものの LIMKWTM6 過剰発現の表現型を緩和すること

ができることが明らかになった（図 42C-C’’’）。このため、Sickie が Ssh や非古

典的 Rac（Rac1Y40C）と同一の経路で機能すると仮定した場合、LIMKWTM6 過

剰発現に見られる伸長異常と高いレベルの F-actin の上昇が抑制されることを

期待した。野生型 Sickie（SickieWT）を共発現した結果、Rac1Y40C と同様に、

軸索伸長異常と F-actin レベルの上昇を緩和できることが明らかになった（図

42D）。ただし、軸索伸長異常の緩和効果は SshWT と比較すると不完全であり、
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正中線側に投射する軸索束の伸長異常はレスキューされるものの、背側方向に

伸びる軸索束の完全な回復は観察されなかった（図 42D-D’’’）。さらに、AAA ド

メインのアミノ酸置換変異体 SickieK1881Aを用いて同様の実験を行った結果、軸

索伸長阻害（図 42E）と F-actin レベルの上昇（図 42E’）の何れもレスキュー

されなかった。これらの事実は、Sickie が軸索伸長制御の過程で LIMK に対し

て拮抗的に作用することを示しており、その際、AAA ドメインの機能が重要で

あることを示唆している。 

 次に内在レベルでの LIMK と Sickie の相互作用を調べるため、OK107-gal4

依存的な RNA 干渉法により LIMK をキノコ体でノックダウンする系統を用い

た。LIMK を単独でノックダウンした系統では、Class-I 型の lobe 形成異常が低

頻度で観察され、過剰発現のときのような Class-II 型の表現型が観察されるこ

とはなかった（図 43）。本 RNA 干渉を sickie 機能欠失変異体下で同様に誘導し

たところ、sickie 機能欠失変異体単独の系統に比べ Class-I 型の lobe 形成異常

の浸透率は増加したが、Class-II 型の浸透率は減少した。Class-I,II の浸透率を

合計した、lobe 形成異常の総和としての浸透率を考えた場合、LIMK ノックダ

ウン sickie 機能欠失 2 重変異体では、相加的に表現型が亢進したと考えられた

が、Class-II 型の浸透率の低下に着目した場合、軸索伸長において Sickie と

LIMKは逆向きに作用するという仮説と矛盾しない結果であるとも考えられた。 
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図４２． 
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図４２． 

（A-A’’’）（A’’）OK107-gal4 依存的な HA::LIMKWTM6 の発現は、（A）黄矢頭に示す

Class-II型の軸索伸長異常を惹き起こし、（A’）黄星印に示すF-actinシグナルの強い上

昇を伴う。 

 

（B-B’’’）（B）HA::LIMKWTM6 に HA::SshWT を共発現させると、（A-A’’’）に見られた軸索伸長

異常と F-actin レベルの上昇が、それぞれ（B）白矢頭と（B’）白星印に示すように明瞭に

抑制される。 

 

（C-C’’’）HA::LIMKWTM6 に（C’’）Pak 結合能を持たない myc::Rac1Y40C を共発現させると、

（C）背側方向に投射する lobe 形成異常は完全には抑制されないが、正中線側に投射

する lobe の形成異常は抑制され、（C’）黄星印で示すように F-actin シグナルの上昇の

緩和も観察される。 

Scale bars, 20μm。 

 



118 
 

 

 

図４２．（D-D’’’）（D’’）HA::LIMKWTM6 の発現に（D）野生型 Sickie を共発現させても、

（C-C’’’）Rac1Y40C と同様に（D）背側方向に投射する lobe 形成異常は完全には抑制され

ないが、正中線側に伸びる lobe 形成異常は明瞭に抑制される。（D’’）黄星印で示すよう

に F-actin シグナルの上昇は緩和される。 

Scale bar, 20μm。 
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図４２．（E-E’’’）アラニン置換変異型 Sickie を共発現させると、（E’’）LIMK 強制発現の異

常の緩和効果は観察されなくなり、（E）黄矢頭と（E’）黄星印で示す Class-II 型の lobe 形

成異常と高いレベルの F-actin シグナルが観察される。Scale bar, 20μm。 
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図 ４ ３ ． OK107-gal4 依 存 的 LIMKWTM6 強 制 発 現 に よ る 軸 索 伸 長 異 常 は 、

mCherry::SickieWT の共発現によって有意に抑制された。 

GFP/sickieWT: **p=1.20×10-3、 sickieWT/sickieK1881A: *p=5.36×10-3。 

変異型 mCherry::sickieK1881A の共発現の場合では、有意な抑制は観察されなかった。

GFP/sickieK1881A: p=1.00。 
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図４４．RNA 干渉法による LIMK ノックダウンと sickie 機能欠失変異体を用いた遺伝学的

相互作用の検証。sickie 単独の変異体に比べ、LIMK-RNAi sickie 機能欠失 2 重変異

体では Class-I 型の lobe 形成異常の浸透率は増加したが、Class-II 型の浸透率は若干

減少した。 
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3.8 LIMK に対する Ssh および Pak 非依存的 Rac の軸索伸長異常抑制作用に

おける Sickie の必要性 

 

ここまでの結果を踏まえ、Sickie は Cofilin 依存的な軸索伸長制御において促

進的に機能し、その際、非古典的 Rac 経路を Ssh に仲介しているという仮説を

立て、Rac1Y40C と SshWT の LIMK への拮抗的作用に Sickie の機能欠失が影響

を与えるかどうかを検証した。sickieΔ/A384 変異体下では、Rac1Y40C を強制発現

しても、LIMK過剰発現によって惹起されたClass-II型の軸索伸長異常（図45A、

B）と強い F-actin レベルの上昇（図 45A’）が観察された。次に、Rac1Y40C の

かわりに SshWTを強制発現したところ、LIMK 単独の強制発現のときに比べる

と F-actin レベルの上昇度合いが相対的には低下しているものの、依然として明

らかな上昇が観察された（図 45C’）。また、Class-II 型の表現型に限って着目す

るとその浸透率は 50％程低下していたが、Class-I、II を合わせた伸長異常の表

現型の抑制に関して統計学的に検定した際に優位な差は検出されなかった（図

45D）。 

また、これらの遺伝学的解析において sickieΔ/A384変異体の代替に 25℃の誘導

条件下で OK107-gal4 依存的に sickie の RNA 干渉を誘導した。図 21A,C に示

すように、25℃条件下での sickie の単独の RNA 干渉は軸索束形成に明らかな

異常を示さないにも関わらず、sickieΔ/A384 変異体背景下のときと同様に、

Rac1Y40Cや SshWTの共発現による LIMK 強制発現依存的な F-actin レベルの上

昇と軸索伸長異常の抑制効果は低下していた（図 46A-A’’’, B-B’’’）。 

これらの結果は、キノコ体神経軸索の伸長制御において Pak 非依存的 Rac が

LIMK に対して抑制的に機能するために Sickie が必須であること、Ssh の機能

発現自体に Sickie は必須ではないが、LIMK に対し Ssh がその機能を正常に発  
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図４５．（A-A’’’）図 42C-C’’’に示した HA::LIMKWTM6 強制発現の表現型の Rac1Y40C 共発

現によるレスキュー効果が、sickie 変異体下でも発揮されるかを検証した。（A）黄矢頭と

（A’）黄星印に示すように、軸索束伸長異常と F-actin レベルの上昇のいずれも抑制さ

れない。Scale bar, 20μm。 
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図４５．（B）LIMK 強制発現による軸索異常の Rac1Y40C による抑制効果は有意差が確認

されたが、sickie 変異体下では確認されなかった。 

GFP/ Rac1Y40C: **p=1.77×10-3, GFP/Rac1Y40CsickieΔ/A384: p=1.00,  

Rac1Y40C/ Rac1Y40CsickieΔ/A384: **p=1.77×10-3,  

Rac1Y40CsickieΔ/A384/ sickieΔ/A384: **p=7.28×10-4。 
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図４５．（C-C’’’）図 42B-B’’’に示す LIMK 強制発現の SshWT 共発現によるレスキュー効

果は、sickie 変異体下では正常に発揮されない。（C）黄矢頭と（C’）黄星印に示す、伸

長異常と強い F-actin の発現が観察される。Scale bar, 20μm。 
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図４５．LIMK 強制発現による軸索異常の SshWTによる抑制効果は統計的な有意差が確

認されたが、sickie 変異体下では確認されなかった。 

GFP/sshWT: ***p=3.33×10-8, GFP/sshWTsickieΔ/A384: p=1.00,  

sshWT/sshWTsickieΔ/A384: ***p=6.43×10-9,  

sshWTsickieΔ/A384/sickieΔ/A384: **p=7.08×10-4。 
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図４６．（A-A’’’, B-B’’’）25℃条件下の sickie の RNA 干渉の共誘導は、LIMKWTM6 過剰発

現の表現型に対する SshWT、Rac1Y40C の抑制効果を低下させる。Scale bars, 20μm。 
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揮して抑制的に作用するためには Sickie が必要であることを示唆している。   

さらに、図 45 と同様の実験系で、キノコ体軸索束における Cofilin の活性化

状態を推定するため、peduncle 領域におけるリン酸化 Cofilin の発現レベルを

調べた（図 47）。OK107-gal4 依存的な LIMKWTM6 の強制発現では、peduncle

領域において周辺組織より低いレベルのリン酸化 Cofilin の発現が観察された

（図 47A’’,白円内部）。一方、LIMKWTM6 強制発現 sickie 機能欠失 2 重変異体で

は、周辺組織よりも高いレベルのリン酸化 Cofilin のシグナルが検出された（図

47B’’、赤円内部）。この結果は、結果 3.5（図 39D,E）で示した LIMKKD単独の

強制発現クローンでは明らかなリン酸化 Cofilin のレベルの上昇が観察されず、

LIMKKDsickie機能欠失の2重変異体においては上昇が観察された結果と矛盾し

なかった。さらに、同条件下で Rac1Y40Cを強制発現した個体では軸索束形成異

常が抑制されず（図 47C’’’’）、リン酸化 Cofilin の上昇が観察された（図 47C’’）。

また、同条件下で Rac1Y40C の代替に SshWT を強制発現した個体でも、周辺組

織に比べ高いレベルのリン酸化 Cofilin のシグナルが観察された（図 47D’’）。す

なわち、LIMK に対し Ssh が拮抗的に作用する際や、Sickie や Pak 非依存的

Rac が LIMK に対し抑制的に機能する際、Cofilin の活性制御の段階において相

互作用していることが示唆された。 
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図４７．（A-Ａ’’’-D-Ｄ’’’）軸索束の peduncle

領域におけるリン酸化 Cofilin のシグナルレベ

ルの変化の観察。（B’’ ） LIMKWTM6sickie Δ

/A384２重変異体では LIMKWTM6 過剰発現単

独変異体（A’’）に比べリン酸化 Cofilin の上昇

が観察される。同遺伝学的背景で更に（C）

Rac1Y40C または（D）SshWT を共発現しても

（C’’, D’’）リン酸化 Cofilin の上昇が観察され

る。Scale bars, 20μm。 
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3.9 Sickie の Ssh 依存的な Cofilin を介した F-actin 骨格と軸索伸長の制御 

 

Sickie の Cofilin 依存的な軸索伸長促進作用が、Ssh とは独立の Sickie 固有の

能力であるのか、Ssh 依存的なものであるのかどうかを検討するため、MARCM

システムの系で、結果 3.7 のときと同様に LIMK 強制発現に対する Sickie の抑

制効果を調べる実験を行った。LIMK 強制発現変異体クローン（図 48A-A’’’）で

の Sickie の共発現は、軸索伸長異常と F-actin の上昇を緩和することを確認し

たため（図 48B-B’’’）、この緩和効果が ssh1-63変異体下で発揮されるかどうかを

検証した。 

これを検証するために作製した LIMKWTM6sickieWTssh1-63３重変異体では、興

味深いことに、Posterior arrest に分類される重篤な伸長異常が観察され（図

48C’’’’）、F-actin（図 48C’）とリン酸化 Cofilin（図 48D’’）のシグナルも非常に

高いレベルで検出された。これらの表現型は、LIMKWTM6ssh1-63２重変異体にお

いても観察されることが明らかになり（図 48E’’’’, E’,E’’）、これらの２重変異体

と３重変異体の間では、形態学的表現型、F-actin とリン酸化 Cofilin のシグナ

ルレベルの上昇度に関して明確な差異を検出することは難しかった。以上の結

果は、Sickie は Ssh 依存的に LIMK に対して抑制的に作用するという可能性を

示唆した。 

また、LIMKWTM6ssh1-63２重変異体においても観察されたPosterior arrest型

の軸索伸長異常（図48E’’’’, F’’）は、Class-I 型またはII型の表現型を示すssh1-63

（図34B’’）やLIMKWTM6（図42A）の単独の変異体では観察されず、cofilin-RNAi

変異体クローンの表現型（図30E）やRac sickie cofilin ヘテロ3重変異体（図

31C-C’）と類似であった。これらの結果は、Cofilinの機能がLIMKWTM6ssh1-63 2

重変異体、LIMKWTM6sickieWTssh1-63 3重変異体、Rac sickie cofilin ヘテロ3重 
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図４８．（A-A’’’）図 42A-A’’’と同様に、MARCM の系においても、クローンでの（A’’）

OK107-gal4 依存的な LIMKWTM6 の発現は、（A）黄矢頭に示す Class-II 型の軸索伸長

異常を惹き起こし、（A’）黄星印に示す F-actin シグナルの上昇を伴う。Scale bar, 20μ

m。 
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図４８．（B-B’’’）（A-A’’’）に示される軸索伸長と F-actin レベルの異常は、野生型 Sickie

をクローンで共発現させることでレスキューされる。（B）白矢頭で示すように背側、正中

線側両方の lobe 形成異常が抑制され、（B’）白星印に示すように F-actin レベルの上昇

も緩和する。Scale bar, 20μm。 
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図４８．（C-C’’’）（B-B’’’）に示す、野生型 Sickie の共発現による LIMK 強制発現の表現

型のレスキュー効果が、ssh 変異体下でも発揮されるかどうかを検証した。（C’’）

OK107-Gal4 依存的な SickieWT の発現が観察される LIMKWTM6sickieWTssh1-63 3 重変異

体 MARCM クローンは、posterior arrest 型の重篤な軸索伸長異常を示し、（C）細胞体

に近接した領域に異所的に形成された（C’）軸索相当領域で高いレベルの F-actin シグ

ナルが観察された。Scale bar, 20μm。 
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図４８．（D-D’’’）（C-C’’’）と同様の実験系で、F-actin の代わりにリン酸化 Cofilin のシグナ

ルを観察した。（D’）強制発現された Sickie が検出されている Posterior arrest 型の軸索

相当領域に、（D’’）赤点線に示すように高いレベルのリン酸化Cofilinのシグナルが観察さ

れた。Scale bar, 20μm。 
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図４８．（E-E’’’）LIMKWTM6ssh1-63 2 重変異体 MARCM クローンは、（C,D）LIMKWTM6sickieWT 

ssh1-63 3 重変異体クローンと同様に、（E’）黄星印に示す F-actin レベルと（E’’）赤点線枠

に示すリン酸化 Cofilin レベルの高い上昇を示した。 

（C’’’’, E’’’’）LIMKWTM6sickieWTssh1-63 クローン、LIMKWTM6ssh1-63 クローンを 3 次元立体構築

した図。何れも Posterior arrest 型の軸索伸長異常を示し、黄矢印に示す著しく細い軸

索束を peduncle 相当領域に形成し、lobe 領域まで伸長しない。Scale bars, 20μm。 
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図４８．（F-F’’’）LIMKWTM6ssh1-63 2 重変異体クローンが、Posterior arrest 型の軸索伸長

異常をα/β神経で起こしていることを、（F’’）FasII 抗体による染色によって確認した。

Scale bar, 20μm。 
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変異体において著しく低下していることを示唆していると考えられる。 

次に、内在性レベルでのsickie、ssh の遺伝学的な上下関係を推定するための

実験を行った。sickieΔとssh1-63 の2重変異体MARCMクローンを誘導するため、

40A が載る染色体のアームと82B がのるアームの両方にGal80 をもつ親系統を

作製し、sickieΔssh1-63 ヘテロ2重変異体と掛け合わせクローンを誘導した。

sickieΔ がのるアームとssh1-63 がのるアームの両方で乗換えが起こったときに

初めてGal80による抑制が完全に解かれ、2重変異体クローンがラベルされるた

め、通常のクローンに比べ出現頻度が稀であった。観察されたsickieΔssh1-63 機

能欠失2重変異体クローンでは、LIMKWTM6ssh1-63 2重変異体クローンに見られ

るようなF-actinやリン酸化Cofilinのシグナルの激しい上昇は観察されなかった

（図49A’、A’’）。なお、本2重変異体クローンにおいても、Total-Cofilinの発現レ

ベルに明らかな変化は検出されないことを確認した（図49B-B’’’）。また、形態

的にはClass-II型に分類される表現型の頻度がわずかに増加している印象を受

けたが、LIMKWTM6ssh1-63 2重変異体や、Rac sickie cofilin ヘテロ3重変異体、

cofilin-RNAi 変異体で観察されるようなPosterior arrest型の重篤な伸長阻害異

常は観察されなかった（図49C’’）。さらに、sickieΔ を過剰発現の変異に置き換

えたsickieWT過剰発現ssh1-63 2重変異体を作製した。本変異体では、軸索伸長異

常の明らかな緩和効果は観察されず（図50A,B）、Sickieの発現が確認されてい

るクローンの変異体軸索で（図50A’,B’’）、リン酸化Cofilin（図50A''）とF-actin

（図50B’）のシグナルの上昇が観察された。以上の結果は、Cofilin依存的な

F-actinの制御を介した軸索伸長制御において、SickieがSsh依存的に機能してい

る仮説を支持するものである。 

 また、Pak非依存的Racの機能がSshを介しているかどうかを検討するため、

ssh1-63 機能欠失変異体下でRac1Y40Cを過剰発現する個体を作製し、クローンの
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表現型を解析した（図51A,B）。Rac1Y40C 過剰発現ssh1-63 2重変異体クローンで

は、Class-II型よりClass-I型の形態学的表現型の出現頻度が若干増加している印

象を受けたが、Rac1Y40Cの発現が確認されている変異体軸索において（図51A’、

B’’）、ssh1-63 変異体同様のリン酸化Cofilin（図51A''）とF-actin（図51B’）のシ

グナルの上昇が観察された。この結果は、Cofilin依存的なF-actinの制御を介し

た軸索伸長制御において、Pak非依存的RacがSsh依存的に機能することを示唆

した。また、仮にClass-II型の出現頻度の低下とI型の頻度の上昇と、総和とし

てのlobe形成異常の浸透率が、ssh 単独の変異体に比して有意に低下しているな

らば、Rac1Y40Cの下流には、Sickie-Ssh-Cofilin経路とは並列に軸索伸長を正に

制御する経路がさらに存在すると考えられた。 
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図４９．（A-A’’’）sickieΔssh1-63機能欠失2重変異体クローン。LIMKWTM6過剰発現ssh1-63

２重変異体クローンで見られたようなF-actinやリン酸化Cofilinのシグナルの激しい上昇

は観察されない（図A’,A’’’）。Scale bar, 20μm。 
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図４９．（B-B’’’）sickieΔssh1-63機能欠失2重変異体クローン。（図B’）LIMKWTM6ssh1-63２重

変異体クローンで観察されたようなF-actinの激しい上昇は観察されない。（B’’）白点線

で示すコントロールの軸索束領域と比較した際、黄点線で示す変異体軸索束における

Total-Cofilinの発現レベルに明らかな変化は検出されない。Scale bar, 20μm。 

 

 

 

 



141 
 

  

 
図４９．（C-C’’’）sickieΔssh1-63機能欠失2重変異体クローン。（図C’’）Class-II型に分類さ

れる表現型が観察されたが、（C’’）Peduncleは形成され、Posterior arrest型の重篤な伸

長阻害異常は観察されなかった。Scale bars, 20μm。 
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図50．（A-A’’’）sickieWT過剰発現ssh1-63 2重変異体クローン。軸索伸長異常の明らか

な緩和効果は観察されず（A）、Sickieの発現が確認されているクローンの変異体軸索で

（A’）、ssh1-63変異体クローンと同様のリン酸化Cofilinシグナルの上昇が観察される（A’’）。

Scale bar, 20μm。 
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図50．（B-B’’’） sickieWT過剰発現ssh1-63 2重変異体クローン。Class-II型の伸長異常が

観察され（B）、Sickieの発現が確認されているクローンの変異体軸索で（B’’）、ssh1-63変

異体クローンと同様のF-actinシグナルの上昇が観察される（B’）。Scale bar, 20μm。 
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図51．（A-A’’’） Rac1Y40C過剰発現ssh1-63 2重変異体クローン。Rac1Y40Cの発現が確認

されている変異体軸索において（A’）、ssh1-63変異体同様のリン酸化Cofilin（A’’）のシグ

ナルの上昇が観察された。Scale bar, 20μm。 
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図51．（B-B’’’）Rac1Y40C過剰発現ssh1-63 2重変異体クローン。Class-I型の形態学的表

現型が観察され（B）、Rac1Y40Cの発現が確認されている変異体軸索において（B’’）、

ssh1-63変異体同様のF-actinのシグナルの上昇が観察された（B’）。Scale bar, 20μm。 
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3.10 Sickie と微小管制御因子との相互作用 

 

 Sickie のホモログである NAV は当初、微小管結合タンパクとして単離されて

きており（Maes et al., 2002; Martinez-Lopez et al., 2005; van Haren et al., 

2009）、Sickie、NAV ともに微小管＋端に集積する EB1 との SxIP 結合モチー

フが保存されている（図 15）。本研究では Sickie の actin 骨格制御への関わり

に焦点を当ててきたが、微小管制御因子との相互作用も検証した。 

 29℃において Dicer2 を共発現させた育成条件下では、EB1 の RNA 干渉誘導

個体においてsickie変異体のClass-I型に類似の軸索束の形成異常が観察された

（図 52A-A’）。同様に 29℃、Dicer2 共発現の育成条件下では、β-tubulin の RNA

干渉誘導個体において sickie 変異体の Class-II 型の表現型に類似の軸索束の形

成異常が観察された（図 53A-A’）。25℃において Dicer2 の共発現なしで EB1

や β-tubulin の単独の RNA 干渉を誘導した場合では、Class-I 型の軸索束形成

異常個体が観察されるのみだったが、sickie-RNAi を共誘導すると、Class-I 型

の比率が増加し、Class-II 型の表現型も観察されるようになり、軸索伸長異常の

表現型の浸透率の有意な増加が確認された（図 52B, 53B）。また OK107-gal4

依存的に Sickie と GFP 融合型 EB1 を強制発現したところ、各々を単独で発現

させた場合に比べ共発現させた場合では、lobe 末端領域における Sickie と EB1

のシグナルが上昇する様子が観察された（図 54C,C’, 黄矢印’）。加えて、正中線

側に形成される lobe が過剰伸長し融合する表現型や、背側 lobe 末端では数本の

軸索が lobe から飛び出している様子が観察された（図 54C’’,黄矢頭）。これらの

結果は、Sickie は軸索束伸長において EB1 や β-tubulin と遺伝学的に相互作用

することを示している。また、過剰発現の影響を細胞体近傍の領域で観察した。

各々を単独で発現させた場合に比べ、共発現させた場合では、calyx に近接し 
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図 52．（A-A’）29℃、Dicer2 を共発現させた育成条件下では、EB1-RNAi 変異体にお

いて sickie 変異体の Class-I 型に類似の軸索束の形成異常が観察された。 

（B）表現型の比率の比較を行った。Dicer2 は共発現させず、25℃、EB1 単独の RNA 干

渉誘導群では、約 20％の比率で Class-I 型の軸索束形成異常個体が観察されたが、

sickie の RNA 干渉を同時に誘導すると（グラフ右端）、約 20％の個体で Class-II 型の表

現型が観察されるようになり、Class-I 型の比率も増加した。この 2 重 RNA 干渉誘導群

では、sickie 単独あるいは EB1 単独の RNA 干渉誘導群に比べ、表現型異常の比率の

有意な増加が観察された。sickie/sickie EB1-RNAi: ***p= 1.54×10-9, EB1/sickie 

EB1-RNAi: ***p= 3.63×10-5。Scale bar, 20μm。 
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図 53．（A-A’）29℃、Dicer2 を共発現させた育成条件下では、いくつかのβ

-tubulin-RNAi 変異体において sickie 変異体の Class-II 型の表現型に類似の軸索束の

形成異常が観察された。（B）表現型の比率の比較を行った。Dicer2 は共発現させず、

25℃、β-tubulin 単独の RNA 干渉誘導群では、Class-I 型の軸索束形成異常個体が

低頻度で観察されるのみだったが、sickieのRNA干渉を同時に誘導すると（グラフ右端）、

約 10％の個体で Class-II 型の表現型が観察されるようになり、Class-I 型の比率が約

40％増加した。この 2 重 RNA 干渉誘導群では、sickie 単独あるいはβ-tubulin 単独の

RNA 干渉誘導群に比べ、表現型異常の比率の有意な増加が観察された。

sickie-RNAi/sickieβ-tubulin-RNAi: ***p=4.88×10-7, 

β-tubulin-RNAi/sickieβ-tubulin-RNAi: ***p= 3.25×10-12。Scale bar, 20μm。 
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peduncle を形成する以前の、前方領域に向けて投射する 4 つのクラスターとし

て観察される軸索束領域において、Sickie と EB1 の顕著なシグナルが観察され

た（図 54F,F’、黄矢印’）。また、GFP 融合型 α-Tubulin と Sickie を共発現させ

Phalloidin を用いて 3 重染色した結果、細胞体領域においてシグナルが重なっ

て観察された（図 55）。 
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図 54．（A-C）OK107-gal4 依存的な Sickie、GFP 融合型 EB1 の強制発現の影響。

各々を単独で発現させた場合に比べ、Sickie と EB1 を共発現させた場合では lobe 末端

領域におけるSickieとEB1のシグナルが上昇する様子が観察された（図C,C’, 黄矢印）。

正中線側に形成される lobe が過剰伸長し融合する表現型や、背側 lobe 末端では数本

の軸索が lobe から飛び出している様子が観察された（図 C’’, 黄矢頭）。Scale bars, 20

μm。 
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図 54．（D-F）OK107-gal4 依存的な Sickie、GFP 融合型 EB1 の強制発現の影響を細

胞体近傍の領域で観察した。各々を単独で発現させた場合に比べ、Sickie と EB1 を共

発現させた場合では、calyxに近接し、前方領域に向けて投射しpeduncle を形成する前

の、4 つのクラスターとして観察される軸索束において、Sickie と EB1 の顕著なシグナル

が観察された（図 F,F’, 黄矢印）。Scale bars, 20μm。 
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図 55．OK107-gal4 依存的な Sickie、GFP 融合型α-Tubulin の強制発現の影響を細

胞体近傍の領域で観察した。Phalloidin を用い 3 重染色した結果、3 者のシグナルが細

胞体領域において重なって観察された。Scale bar, 20μm。 
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結果（補遺） 

 

3.11（補遺）Sevenless 経路および Robo-Sos 経路と Sickie の相互作用の検討 

 

 これまでの報告で、Sickieの線虫ホモログであるUNC-53に関して、SH2 SH3

アダプタータンパク質である SEM-5/GRB2 と UNC-53 が生化学的に結合し、

遺伝学的な相互作用を示すことが示唆されていた（Stringham et al., 2002）。シ

ョウジョウバエの SEM-5/GRB2 ホモログとしては Drk が既知であり、Drk の

上流では Receptor Tyrosine Kinase である Sevenless が機能し、視細胞の分化

を制御することが明らかになっている（Raabe, 2000）。このため、これらの因

子との遺伝学的相互作用を調べた。sevenless のホモのアモルフ変異体では、キ

ノコ体神経軸索の伸長に明らかな異常は認められず、sevenless drk sickie ヘテ

ロ 3 重変異体においても、表現型の浸透率は低いままであった（補遺 図 1）。こ

のため、Sevenless の経路と Sickie の関わりはキノコ体神経の軸索伸長におい

ては大きくないと考えられたため、解析対象から除外した。 

 Drk はアダプタータンパク質として様々な因子と相互作用することが知られ

ているが、ショウジョウバエにおいては Son of sevenless（Sos）とも結合する

ことが明らかになっていた（Olivier et al., 1993）。Sos は胚期の腹側神経節の軸

索走行の制御において、上流の Slit-Robo シグナルを仲介することが示唆されて

いたため、これら因子との相互作用を調べた（Yang and Bashaw, 2006）。Sos

の機能欠失変異体と OK107-gal4 依存的 Robo2 の RNA 干渉を組み合わせるこ

とで sickie との多重変異体を作製したが、Sevenless 経路のときと同様、明らか

な軸索束形成の表現型の亢進は観察されなかったため、これ以上の解析は行わ

なかった（補遺 図 2）。 
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補遺 図 1. sevenless と sickie の遺伝学的相互作用の検討。 

 

 

 

補遺 図 2. Robo-Sos 経路と sickie の遺伝学的相互作用の検討。 
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3.12（補遺）abi および abl 変異体の表現型の解析と Sickie との相互作用 

  

線虫において、Abelson kinase（Abl）と相互作用することが既知である

Abelson-interactor-1（ABI-1）と Sickie ホモログの UNC-53 が生化学的に結合

し、excretory cell や motoneuron の移動において遺伝学的に相互作用すること

が示されていた（Schmidt et al., 2009; Shi et al., 1995）。一方ショウジョウバ

エの ABI-1 ホモログ Abi は胚期の中枢神経系の軸索新生やシナプス形成におい

て機能し、Abl とは逆方向に作用することが示唆されていた（Lin et al., 2009）。

また、Abl はその変異体が胚期の中枢神経系の軸索形成において形態異常を示す

ことが複数報告されていた（Crowner et al., 2003; Gertler et al., 1989; Hill et 

al., 1995）。このため、abi の機能欠失変異体（abiKO）、abl のハイポモルフ変異

体（abl2 ,abl4 ）の表現型をヘテロ変異体下で調べた。abiKOヘテロ変異体では、

正中線側へ投射する左右の lobe が過剰伸長し融合する表現型が観察された（補

遺 図 3A）。一方、abl2 ヘテロ変異体は明らかな軸索形成異常を示さなかった。

このため、先の Abi と Abl が逆方向に作用するという知見を踏まえ、キノコ体

特異的に Abl を強制発現する実験を行った。OK107-gal4 依存的に Abl を発現

する個体において、キノコ体の背側方向に投射する lobe が過剰に伸長し、正中

線付近の脳間部領域で融合する表現型や（補遺 図 3B）、abiKO ヘテロ変異体と

同様に正中線側へ投射する左右の lobe が融合する表現型が観察された。2 つの

独立の系統 UAS-ablF2、UAS-ablF3を用いた結果、UAS-ablF2の発現系統のほう

がより表現型の強さや浸透率も顕著であったが、UAS-ablF3 発現系統でも lobe

の融合が観察された（補遺 図 5 右端）。なお、このような激しい過剰伸長は、

OK107-gal4 依存的に野生型 Sickie を強制発現した際には観察されなかった。 

次に、このような abi ヘテロ変異体の過剰伸長の表現型がキノコ体における
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Abi の機能異常に起因するかを推定するため、キノコ体特異的に RNA 干渉を誘

導した（補遺 図 4）。対照群に比べ（補遺 図 4A）、abi をノックダウンした個

体では、α/β lobe を構成する神経軸索が過剰に伸長する表現型が観察された（補

遺 図 4B）。独立の RNAi 系統を使った場合も同様の表現型が観察されたため、

Abi はキノコ体の軸索束伸長において抑制的に機能していることが示唆された

（補遺 図 4C, 5）。 

 

 

 

 

 

補遺 図 3.（A）abi の機能欠失系統（abi KO）のヘテロ変異体、（B）abl の過剰発現変異体

（UAS-abl F2）のキノコ体を OK107-gal4 依存的 GFP でラベルした。lobe の過剰伸長が

観察された。Scale bars, 20μm。 
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補遺 図 4. Abi のキノコ体特異的 RNAi。abi ヘテロ変異体同様 lobe の過剰伸長が観察

された。Scale bars, 20μm。 
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補遺 図 5. Abi のキノコ体特異的 RNAi、強制発現、Abｌの強制発現の表現型の浸透率

の定量。 
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次に、これらの因子の機能がより大きく低下した状態で、Abi、Abl のキノコ

体形態形成における役割を明らかにするため、それぞれの変異体のホモまたは

トランスへテロ変異体を観察した。abiKOのホモ変異体は 1-2 令幼虫期でほとん

どが致死となってしまったため、abi の Deficiency 系統 Df（3R）ED5634 との

トランスへテロ変異体を作製した。この変異体も蛹形成前後で致死となってし

まったため、3 令幼虫後期におけるキノコ体の形態を観察した。成虫型キノコ体

の RNAi ノックダウンのときと同様に、野生型に比べ（補遺 図 6A）、abiKO/Df

（3R）ED5634 変異体のキノコ体の γ神経により形成される lobe 構造も正中線

付近で融合する表現型が観察された（補遺 図 6B、黄矢印）。一方、背側方向に

形成される lobe は著しく細くなっていた（黄矢頭）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

補遺 図 6. 

abiKO/Df（3R）ED5634 全身変異体の 3 令幼虫期のキノコ体。Scale bars, 20μm。 
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さらに、成虫型キノコ体での abi 変異体の表現型を観察するため、abiKO を

FRT82B に載せかえ、MARCM 法によるクローン解析を行った。RNA 干渉を

誘導したときよりも、表現型の浸透率、重篤度ともに低かったが、ニューロブ

ラストクローン（補遺 図 7A）、単一の α/β神経細胞クローン（補遺 図 7B）の

いずれにおいても過剰伸長するキノコ体神経軸索が観察された（黄矢印）。これ

らの結果は、Abi がキノコ体神経において細胞自律的に軸索伸長を抑制的に制御

していることを示唆している。なお、abi のニューロブラストクローンは細胞数

が野生型クローンに比べ減少している傾向が見られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

補遺 図 7. abiKO 変異体で MARCM クローンを誘導したキノコ体。過剰伸長が観察され

た。FRT８２B にのせかえた系統を用いた。Scale bars, 20μm。 
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次に、abl のトランスへテロ変異体（abl2/4）のキノコ体を観察した。本全身

変異体は蛹期にかなりの個体が致死となったが、翅化直前まで発生する個体が

少数観察されたため、それらを解剖した。abl2/4変異体では、sickie 変異体と同

様に α/β lobe が軸索伸長異常を示し、Class-I 型の表現型が観察されることが多

かった（補遺 図 8A）。また、Class-II 型の表現型や、peduncle の時点で軸索束

の形成が異常となっている Posterior arrest 型の表現型を示す個体も確認され

た（補遺 図 8B-B’）。 

 

補遺 図 8.  

abl 2/4 全身変異体。軸索束の伸長阻害が観察された。Scale bars, 20μm。 
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Abl の機能のキノコ体における細胞自律性を調べるため、MARCM 法による解

析を行った。単一細胞レベルで abl クローンを誘導したところ、全身変異体に比

べ低頻度ではあったが、軸索の伸長阻害の異常が α/β 神経において観察された

（補遺 図 9A,B）。これらの結果は、Abl がキノコ体神経において細胞自律的に

軸索伸長を正に制御していることを示唆している。 

 

補遺 図 9. abl 2、abl 4 MARCM 変異体。α/β神経軸索の伸長阻害が観察された。

FRT2A にのせかえた系統を用いた。Scale bars, 20μm。 
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 Sickie 同様、Abi、Abl がキノコ体の軸索伸長において細胞自律的に機能する

ことが予想されたため、これら因子の遺伝学的相互作用を調べた。abi のヘテロ

変異体では軸索束の過剰伸長による融合異常が優占的に観察されたため（補遺 

図 10A）、sickie や abl とのヘテロ多重変異体とした際に本表現型が変化するか

どうかを調べた。sickie、abl それぞれの単独のヘテロ変異体は lobe 伸長に異常

を示さないことを既に確認していた（図 18、補遺 図 10B）。sickie と abi のヘ

テロ 2 重変異体では、abi 単独ヘテロ変異体で見られたような lobe 過剰伸長が

まったく観察されなくなることが明らかになった（補遺 図 10C）。同様に、abl

と abi のヘテロ 2 重変異体でも、lobe 過剰伸長が観察されなくなった（補遺 図

10E）。これらの結果は、キノコ体の軸索形成において sickie と abi が、また abl

と abi が、それぞれ遺伝学的に逆向きに相互作用することを示唆している。次に、

sickie と abl の相互作用を調べるためヘテロ 2 重変異体を作製したところ、EB

において下部領域にわずかな切れ込みが入る程度の異常が少数観察されるよう

になったが、sickie 全身変異体のような環状構造の断裂（図 19）は示さなかっ

た。また、lobe 形成には目立った異常が観察されなかった（補遺 図 10D）。次

に sickie、abi、abl のヘテロ 3 重変異体を作製したが、ヘテロ 2 重変異体のと

きと同様に abi の表現型が抑制された（補遺 図 10F）。 

 これまでの結果から、Abi は軸索伸長において抑制的に機能することが示唆さ

れたことから、キノコ体においてAbiを強制的に機能亢進させる実験を行った。

GFP 融合型の Abi を OK107-gal4 依存的にキノコ体で強制発現した（補遺 図

11A-A’）。25℃の誘導条件下では、α/β lobe の形成に大きな異常は観察されなか

った。図 21A,C に示したとおり、sickie の RNA 干渉は 25℃条件下では軸索束

の形成に異常が観察されない。そこで、Abi の強制発現と sickie-RNAi を同時に

誘導する系統を作製し観察したところ、25℃条件下でも、sickie 全身変異体に 
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補遺 図 10. sickie、abi、abl の遺伝学的相互作用。Scale bars, 20μm。 
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おいて観察されるような Class-I 型の lobe 伸長異常が現れるようになった（補

遺 図 11B-B’’’）。 

先に行った sickie、abi、abl のヘテロ 3 重変異体を用いた相互作用の解析に

関して、3 因子間に相乗的な遺伝学的相互作用があるかどうか不明瞭だったため、

sickie、abl 変異体と OK107 依存的 GFP-abi 過剰発現系統を組み合わせた多重

変異体の解析を行った。abi 過剰発現 sickie abl ヘテロ 3 重変異体において、lobe

伸長阻害の異常が亢進することが期待されたが、わずかな浸透率の上昇が観察

されたのみだった（補遺 図 12）。sickie を機能欠失変異体にして同様に 3 重変

異体を作出し浸透率を測定したが、同様に、劇的な上昇は観察されなかった。 

 次に sickie と abl の遺伝学的上下関係を推定するため、sickie の機能欠失変

異体条件下で abl を過剰発現させる実験を行った。仮に Abl の下流で Sickie が

機能するならば、sickie 変異体では Abl の過剰発現による lobe 過剰伸長が抑制

されることが予想された。比較群として野生型条件下で UAS-AblF3 をキノコ体

特異的に過剰発現させたところ、lobe の過剰伸長を確認した（補遺 図 13A-A’’’）。

次に sickie 変異体下で過剰発現させたところ、軸索束の投射方向が背側または

正中線側のいずれかの方向に偏ることが多いものの、通常の投射末端まで lobe

が伸長し形成されることが明らかになった（補遺 図 13B-B’’’）。より強い発現系

統と推察される UAS-AblF2を用いた場合でも、同様に lobe の過剰伸長が sickie

機能欠失変異体下において観察された（補遺 図 13C,D）。これらの結果は、キ

ノコ体の軸索伸長において Sickie とは独立の経路で Abl が機能できることを示

唆した。 
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補遺 図 11.キノコ体における Abi の強制発現と sickie-RNAi の同時誘導による表現型

亢進。Scale bars, 20μm。 
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補遺 図 12. キノコ体における Abi の強制発現と sickie,abl 変異体の組み合わせによる

遺伝学的相互作用の解析。 
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補遺 図 13. sickie 全身変異体下でも Abl の過剰発現は lobe の過剰伸長を誘導する。 

Scale bars, 20μm。 
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補遺 図 13. 

（C）野生型条件下で Abl をキノコ体で過剰発現すると軸索が過剰伸長する。（D）sickie

全身変異体下でもAblの過剰発現はlobeの過剰伸長を誘導する。Scale bars, 20μm。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



170 
 

3.13（補遺）chic および cib 変異体の表現型の解析と Sickie との相互作用 

 

actin 骨格を制御する因子のひとつとして、Profilin があげられる。Profilin は

actin の重合の調節において ADP 結合型 actin に結合することで抑制的に機能

し、ADPとATPの交換反応をうながすことで促進的に機能する（Carlsson et al., 

1977; Witke et al., 1998）。ショウジョウバエの Profilin ホモログとしては

Chickadee（Chic）が同定されており、神経系以外にも生殖系列や上皮などの様々

な組織において形態形成を制御することが明らかになっている（Brock et al., 

2012; Cooley et al., 1992; Hopmann and Miller, 2003; Reeve et al., 2005; 

Shields et al., 2014）。キノコ体においても、chic 変異体が軸索伸長に異常を示

すことが既知であったが（Ng and Luo, 2004）、先の報告とは独立のアリルを

用いて同様に軸索伸長異常が見られるか観察した。chic221 ヘテロ変異体では

sickie や abl のヘテロ変異体と同様に lobe 形成に目立った異常は観察されなか

ったが（補遺 図 14A）、chic221/01320トランスへテロ変異体では sickie 変異体の

Class-I 型や II 型に対応する lobe 形成異常が主に観察された（補遺 図 14B）。

chic221とその Deficiency 系統のトランスへテロ変異体では、前者同様 Class-I、

II 型の異常が観察され、Posterior arrest に分類される重篤な伸長異常も少数観

察された（補遺 図 14C）。これらの結果は過去の知見と同様に、キノコ体神経

軸索の形成に chic が必要であることを示している。 

このため、sickie と chic の遺伝学的相互作用を調べた。sickie chic へテロ 2

重変異体では、Class-I、II 型に分類されるような表現型の明らかな亢進は認め

られなかったが、正中線側 lobe の末端が細くなるような異常が観察された（補

遺 図 14E）。次に sickie 機能欠失変異体下でさらに chic のへテロの変異を持

たせた系統では、sickie 機能欠失変異体単独の表現型の浸透率よりも Class-II
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型の比率が増加し、軸索形成に障害が起こっていることが示唆された（補遺 図

15）。この結果は、actin 骨格制御を多様な調節因子によって制御される複合的

な現象として考えたとき、Chic と Sickie が協調的に機能している可能性を示唆

した。 

 次に、単量体 actin に結合して actin フィラメントの重合を調節する因子であ

る β-thymosin の 3 回リピート構造を持つ、ショウジョウバエの Ciboulot（Cib）

との相互作用を調べた（Dominguez, 2007; Husson et al., 2010）。過去の報告

で、cib の機能欠失変異体では EB の環状構造が乱れるものの、キノコ体の lobe

形成には顕著な異常は観察されないことが報告されており、この結果を再現し

た（Boquet et al., 2000）（補遺 図 16A,B）。本因子と sickie のヘテロ 2 重変

異体では EB の下部領域に切れ込みが入る表現型が観察されたが、キノコ体の

lobe形成に異常は認められなかった（補遺 図16C）。cib機能欠失変異体はviable

であったため、sickieと cibの機能欠失2重変異体を作製したが、Posterior arrest

などの重篤なレベルの伸長阻害が観察されることはなかった（補遺 図 16D）。

表現型の浸透率はわずかではあるが相乗的に増加する結果が得られた（補遺 図

17）。これらの結果は Chic の結果と同様に、actin 骨格の制御を複合的現象と

して捉えたときに、Sickie と Cib はキノコ体や EB の形成において協調的に機

能している可能性を示唆した。 
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補遺 図 14.（A-F）chic 変異体の表現型と sickie との遺伝学的相互作用の解析。 

Scale bars, 20μm。 
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補遺 図 15. chic と sickie の遺伝学的相互作用の解析。 
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補遺 図 16.（A-D）ciｂ変異体の表現型と sickie との遺伝学的相互作用。 

Scale bars, 20μm。 
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補遺 図 17. ciｂと sickie の遺伝学的相互作用。 
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3.14（補遺）Pak および dock 変異体の表現型の解析と sickie との相互作用 

 

 今回提示する Rac-Cofilin 経路による軸索伸長制御モデルを補強するために、

Pak と Sickie の遺伝学的相互作用を検討した。Pak のヘテロ変異体は目立った

軸索形成異常を示さず（補遺 図 18A ）、アモルフとされるアリルのトランスへ

テロ変異体も軸索の束状構造が多少乱れる場合があるものの、明らかな伸長異

常の表現型を示さなかった（補遺 図 18B）。sickie の機能欠失変異体下で Pak

をヘテロ変異にしたところ、軸索束が lobe 分岐領域に近いところで細くなる個

体が観察されたが（補遺 図 18C）、Class-II 型の浸透率はわずかに減少する結

果となった一方、Class-I,II 型の浸透率の総和は増加した（補遺 図 18D）。なお

Pak と sickie の機能欠失 2 重変異体は致死となり観察できなかった。 

また、LIMKWTM6ssh1-63 2 重変異体において観察されたリン酸化 Cofilin と

F-actin レベルの上昇、Posterior arrest 型の重篤な軸索伸長異常は、Pak 恒常

活性化変異体 PakMyr の表現型（図 39F-F’’’）に類似していた。このため恒常活

性化型 Pak と野生型 Ssh を共発現するクローンを誘導し、Pak と ssh の遺伝学

的な上下関係を検討した。PakMyrsshWT 過剰発現 2 重変異体クローンでは、

PakMyr単独の変異体と同様に Posterior arrest 型の軸索伸長阻害が観察され、

細胞体領域において、変異体になっていない細胞系譜のキノコ体の細胞体領域

に比べ、リン酸化 Cofilin と F-actin のレベルが上昇していることが確認された

（補遺 図 19A'',B'',B’）。 

先に述べた線虫の実験系では、SH2-SH3 ドメインをもつ Drk ホモログの

SEM-5 が、Sickie のホモログである UNC-53 と相互作用することが報告されて

いたが（Stringham et al., 2002）、Sickie と Drk の間には明瞭な遺伝学的相互

作用を見出せなかった。このため、同様に SH2-SH3 ドメインをもつ Dock との 
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補遺 図 18.（A, B）Pak 変異体は目立った軸索形成異常を示さない。（C）sickie 機能欠

失変異体下で Pak をヘテロ変異にしたところ、分岐領域に近いところで軸索束が細くなる

個体が観察された。（D）sickie 機能欠失 Pak ヘテロ 2 重変異体では Class-II 型の浸透

率が sickie 単独の変異体に比べわずかに減少した。Class-I,II 型の浸透率の総和は増

加した。Scale bars, 20μm。 
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補遺 図 19. 

PakMyrsshWTFRT４０A 過剰発現 2 重変異体クローンでは、細胞体領域においてリン酸化

Cofilin（A’’, B’’）と F-actin（B’）のレベルが上昇していることが確認された。Scale bars, 20

μm。 
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関連を解析した。また、ショウジョウバエにおいては Dock が Pak の上流で機

能することも提唱されていることも理由の 1 つである（Hing et al., 1999）。dock

のヘテロ変異体は目立った軸索形成異常を示さなかったが（補遺 図 20A）、キ

ノコ体で RNA 干渉を誘導したところ、Pak 変異体と同様に lobe が途中で細く

なる表現型や、Class-I 型の表現型が観察された（補遺 図 20B）。 

dock のアモルフのアリルのホモ変異体では、Posterior arrest に分類される表

現型が高頻度で観察され（補遺 図 20D-D’、F）、Class-I 型、II 型に分類される

軸索束伸長異常や（補遺 図 20C）、主たる lobe とは独立に脳間部へ向かって斜

め方向に投射する線維束（補遺 図 20C’,黄矢印）などを示す個体も観察された。 

本変異をヘテロに持ち、かつ sickie が機能欠失した系統では、Class-II 型の

浸透率が増加し、sickie 変異体では観察されない Posterior arrest の表現型も少

数観察された（補遺 図 20E,F）。これらの結果は、キノコ体の軸索伸長制御に

おいて Sickie と Dock が協調的に機能しうることを示唆している。 
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補遺 図 20. 

（A）dock のヘテロ変異体は目立った軸索形成異常を示さない。 

（B）キノコ体で dock の RNA 干渉を誘導したところ、Pak 変異体と同様に lobe が途中で

細くなる表現型や、Class-I 型の表現型が観察される。 

（C-C’）dock のアモルフのアリルのホモ変異体では、Class-I 型、II 型に分類される軸索

束伸長異常や、主たる lobe とは独立に脳間部へ向かって斜め方向に投射する線維束

（黄矢印）などを示す個体も観察された。 

Scale bars, 20μm。 
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補遺 図 20. 

（D-D’）同 dock ホモ変異体では、Posterior arrest に分類される表現型が高頻度で観

察された。 

（E-E’）dock変異をヘテロに持ち、かつsickieが機能欠失した系統で観察されたClass-II

型の表現型。 

Scale bars, 20μm。 
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遺伝学的相互作用の検討。dock 変異をヘテロにもち sickie が機能欠失した系統では、

Class-II 型の浸透率が増加し、sickie 単独の変異体では観察されない Posterior arrest

の表現型も少数観察された 
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3.15（補遺）Sickie に関するその他の解析結果 

 

Sickie の分子機能を細胞生物学的側面から明らかにするために、発生過程の神

経軸索で Sickie が Actin に対してどのような作用を及ぼすかを解析することを

検討した。光活性化型 GFP を融合させたヒト β-actin を pUAST ベクターに導

入し（補遺 図 21A）、キノコ体で発現させ、Sickie の機能欠失あるいは過剰発

現により遺伝学的摂動を与えイメージングを行うことを計画したが、本融合タ

ンパク質を OK107-gal4 依存的にキノコ体で過剰発現させた場合、lobe 構造が

細くなったり投射方向がおかしくなったりする軸索束の形成異常が見られるこ

とが明らかになり、以降の解析を中止した（補遺 図 21B,C）。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

補遺 

図 21.（A）光活性化型 GFP を融合させたヒト Actin を pUAST ベクターに導入した。 
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補遺 図 21.（B,C）OK107-gal4 依存的に photoactivatable-GFP::humanβ-actin をキノ

コ体で過剰発現させた場合、キノコ体の形成に異常が見られた。Scale bars, 20μm。 
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内在性の発現パターンとして、Sickie は新生の神経軸索で強い発現を示すこ

とが明らかになったが、より微細なレベルでの細胞内での局在は不明であった。

そこで、mCherry 融合型 Sickie をキノコ体で MARCM 法を用いて発現させ、

軸索束に比べ変化の検出が相対的に容易であると考えられる細胞体領域での局

在変化を調べることとした。mCherry を野生型クローンで発現させると、細胞

質全体にわたってシグナルが観察された（補遺 図 22A’）。一方、mCherry 融合

型 Sickie を発現させた場合、CD8::GFP でラベルされ、相対的に F-actin に富

む細胞膜とその近傍の細胞質で顕著な mCherry::Sickie のシグナルが検出され

た（補遺 図 22B’）。このような局在パターンが、sickie と相互作用すると考え

られる ssh をはじめ、abi、dock の変異体クローンで変化するかどうか調べたが、

明瞭な変化を検出することはできなかった（補遺 図 22C’,D’,E’）。 

Ssh の機能制御に Sickie が具体的にどう関わっているかを検討するため、同

様の手法で、Ssh をクローンで強制発現させる実験を行った。培養細胞の系に

おいて、Ssh の細胞内局在が 14-3-3 タンパク質に調節され変化することが観察

されていたためである（Mizuno, 2013; Soosairajah et al., 2005）。野生型条件

下で過剰発現された SshWT は F-actin に富む細胞膜領域とその近傍で顕著なシ

グナルが観察された（補遺 図 23A’）。このような細胞体領域における局在様式

が sickie や dock の変異体クローンにおいて変化するかどうかを調べたが、いず

れの変異体下でも、明瞭な SshWT の局在様式の変化は検出できなかった（補遺 

図 23B’,C’）。 

最後に、Sickie、Ssh を強制発現したクローンで、CD8:GFP でラベルされる

細胞膜とその近傍の細胞質領域において、Sickie、Ssh のシグナルを同時に検出

した（補遺 図 23D-D’’’）。 
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補遺 図 22.（A-E）ｓｓｈ、abi、dock の変異体において Sickie の明瞭な局在変化は検出できな

かった。dock０４７２３ は FRT40A にのせかえたものを用いた。Scale bars, 20μm。 
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補遺 図 23.（A-C）sickie、dock の変異体クローンの細胞体領域において SshWT の明瞭な局

在様式の変化は検出できなかった。（D）Sickie、Ssh を強制発現したクローンでは（D）CD8:GFP と

（D’）Sickie、（D’’）Ssh のシグナルが重なった。Scale bars, 20μm。 
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4. 考察 

 

4.1 actin 細胞骨格を介したキノコ体神経軸索の伸長における非古典的

Rac-Cofilin 経路の役割 

 

 本研究では、Sickie が新生のキノコ体神経軸索において機能し、その伸長を

非古典的 Rac-Cofilin 経路依存的な F-actin の再構成を介して制御することを示

唆する結果を得た。これに加え、これまで明らかになっている知見も踏まえ以

下の制御モデルを提起する（図 68）。野生型個体では、Sickie は古典的

Rac-Pak-LIMK 経路に拮抗的に機能する非古典的 Rac 経路を Ssh に仲介するこ

とで、F-actin を介した軸索伸長を正に制御している（左図）。sickie 変異体に

おいては、この非古典的 Rac-Sickie-Ssh 経路の仲介が損なわれることで Cofilin

活性の制御のバランスが崩れ、機能が低下し、軸索伸長が阻害されていると考

える（右図）。 

 種々の細胞において、細胞骨格を構成する actin の存在量には上限があること

が予想され、また、軸索や樹状突起をもつ神経細胞は形態学的な極性が相対的

に大きい細胞種であると考えられる（Bugyi and Carlier, 2010）。このため発生

過程の神経軸索においては、actin 骨格の再構成がより効率的に制御されること

が重要なのかもしれない。これを支持する結果として、キノコ体で actin の RNA

干渉を誘導すると 25℃の誘導条件下では Class-I 型や II 型の軸索伸長異常が観

察されたのに対し（図 28A-A’）、より actin の発現量が低下していることが予想

される 29℃条件下では Posterior arrest 型の異常が観察されていることが挙げ

られる（図 28B-B’’’’）。また、actin の RNA 干渉と sickie の欠失を同時に誘導し

た変異体で Class-II 型や Posterior arrest 型の出現頻度が増加していることか
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ら（図 28C）、キノコ体や EB のような中枢神経系の伸長中の神経細胞軸索にお

いては、非古典的 Rac-Sickie-Ssh 経路と古典的 Rac-Pak-LIMK 経路のバランス

が適切に保たれることで Cofilin の活性が調節され、actin 骨格の再構成が制御

されている可能性がある。加えて、LIMKWTM6ssh1-63や LIMK 過剰発現 sickie 機

能欠失などの 2 重変異体では、sickie、ssh、LIMK の単独の変異体と比べ、よ

り重篤な軸索伸長異常の表現型を伴って、リン酸化 Cofilin のシグナルの上昇が

観察されている（図 48E’’, 39E’’, 47B’’）。2 重変異体の神経軸索では、非古典的

Rac-Sickie-Ssh 経路に対し古典的 Rac-Pak-LIMK 経路が優勢となることで、

Cofilin のリン酸化制御のバランスが崩れ、活性が低下していることが予想され

る。Cofilin の活性制御機構における古典的 Rac 経路への拮抗的要素として、非

古典的 Rac-Sickie-Ssh 経路が必須の役割を担っていることが推察される。 
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図 68. 神経軸索伸長における Rac-Cofilin 経路のモデル。正常型個体のキノコ体神経

軸索では、非古典的Rac-Sickie-Ssh経路（緑矢印）が古典的Rac-Pak-LIMK経路（赤

矢印）に対して拮抗的にはたらくことで、Cofilin のリン酸化、脱リン酸化による活性制御の

バランスが適切に保たれ、F-actin の再構成を介した軸索伸長がなされる。sickie 変異

体下では、Pak 非依存的 Rac 経路が正常に機能しないことや、Ssh の機能調節への

Sickie の寄与が失われることで、軸索における Ssh の活性が低下し、Cofilin の活性制御

のバランスが崩れ、結果、F-actin 制御が異常となり、軸索伸長が阻害されている可能

性がある。Sickie から下流に点線で示される微小管（MT）を介した伸長制御の機構は、

今後より詳細な解析が必要であると考えられる経路。 
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4.2 生体神経軸索におけるリン酸化 Cofilin と F-actin の発現変化の同時検出 

 

 ssh 変異体の神経軸索ではリン酸化 Cofilin のシグナルの顕著な上昇が観察さ

れたのに対し（図 39A’’）、LIMK 恒常活性化型変異体の神経軸索では、より強

い F-actin レベルの上昇を示しているにもかかわらず（図 39D’）、リン酸化

Cofilin の明らかな上昇が観察されなかった（図 39D’’）。この一見矛盾するよう

に考えられる結果は、F-actin の結合による Ssh の活性化機構を考慮すれば、一

つの仮説が考えられる。過去の生化学的な解析で、Ssh の活性は F-actin の添加

によって 1,200 倍以上に増加するという報告がなされており（Nagata-Ohashi 

et al., 2004; Yamamoto et al., 2006）、LIMK 恒常活性化型変異体の神経軸索で

は、Cofilin のリン酸化が亢進し活性が低下することで F-actin は増加し（図

39D’）、軸索伸長は阻害されたが、結果的にこの蓄積した F-actin の結合によっ

て内在性の Ssh が活性化されることで、Cofilin の脱リン酸化が進み、明瞭なリ

ン酸化 Cofilin のレベルの上昇が観察されなかった可能性がある。この仮説と矛

盾しない結果として、先も述べたように LIMKWTM6ssh1-63 2 重変異体において

非常に高いリン酸化 Cofilin と F-actin が同時に検出されていることがあげられ

る（図 48E’,E’’）。この 2 重変異体においては、脱リン酸化酵素である Ssh の不

在により、LIMK 恒常活性化による Cofilin のリン酸化が一方的に進み、その活

性が著しく低下し、F-actin が蓄積することで、cofilin-RNAi 変異体に見られた

ような Posterior arrest 型の重篤な軸索伸長異常（図 48E’’’）が起こっていると

推察される。加えて、LIMK 過剰発現 sickie 機能欠失 2 重変異体においてもリ

ン酸化 Cofilin のシグナルの上昇が観察されている（図 39E’’、47B’’）。これらの

結果は、Sickie が Cofilin の活性を正に制御する際 Ssh と同一の経路で機能し、

内在性の Ssh の機能制御に寄与することで、古典的 Rac-Pak-LIMK 経路に対し
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て拮抗的に作用するというモデル（図 68 左）を支持している。sickie 変異体の

神経軸索では、Pak 非依存的な Rac の機能が正常に発揮されないために、下流

の Ssh の機能が低下し、古典的 Rac-Pak-LIMK 経路が Cofilin 活性を低下させ

ることで伸長阻害が起こっている可能性が考えられる（図 68 右）。 

 また、LIMKWTM6ssh1-63 2 重変異体において観察されたリン酸化 Cofilin と

F-actin レベルの上昇、Posterior arrest 型の重篤な軸索伸長異常は、Pak 恒常

活性化変異体 PakMyrの表現型（図 39F-F’’’）に類似していた。さらに PakMyrsshWT

過剰発現 2 重変異体クローンでは、PakMyr 単独の変異体と同様に Posterior 

arrest 型の軸索伸長阻害が観察され、リン酸化 Cofilin と F-actin のレベルが上

昇していることが確認されている（補遺 図 19A'',B'',B’）。以上の結果は、ヒト

の Pak-4 が Slingshot-1L を不活性化するという生化学的研究の報告と矛盾しな

い（Soosairajah et al., 2005; Van Troys et al., 2008）。このため、今回われわれ

が提唱するモデルでも、神経軸索の伸長において、ショウジョウバエの Pak は

LIMK を活性化すると同時に、Ssh に対し抑制的に作用しているとした（図 68）。 
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4.3 Sickie の未知の分子機能 

 

ssh や cofilin の全身変異体は胚性致死であり、これらの変異体クローンは上

皮などの非神経系においても発生学的異常を示す（Corrigall et al., 2007; Nagel 

et al., 2010; Niwa et al., 2002）。一方、sickie 全身変異体は胚性致死とならず、

発生学的な異常はキノコ体や EB などの中枢神経系組織に顕著に観察されてい

る。このことは、Ssh や Cofilin が actin 骨格制御機構の必須因子として広範な

組織･細胞種において機能を発現しているのに対し、Sickie は、脳などの物理的

構造がより複雑な環境下で、神経細胞が形態的に大きな構造変化をおこす際に、

より精巧で円滑な actin 骨格の制御を実現するために機能を発揮している可能

性がある。抹消の神経系と比較した際、キノコ体神経は密に束状化された軸索

線維束を形成していると考えられ、Sickie は新生の神経軸索において actin 骨格

と微小管骨格の再構成の統合的な制御に関わり、狭い軸索束の内部を新生の線

維がよりスムーズに伸長し通過できるように寄与しているのかもしれない。

Sickie のホモログである NAV は当初、微小管結合タンパクとして単離されてき

ており（Maes et al., 2002; Martinez-Lopez et al., 2005; van Haren et al., 

2009）、事実、Sickie、NAV ともに微小管＋端に集積する EB1 との SxIP 結合

モチーフを保存しており（図15）、Sickieが軸索束伸長においてEB1や β-tubulin

と遺伝学的に相互作用することを確認している（図 52,53）。最近の細胞生物学

的な解析によると、束状化された微小管が伸長するための空間が Cofilin の活性

によって調節されていることが示唆されることから、Cofilin と微小管には機能

的な関連があることが提唱されている（Flynn et al., 2012）。EB1 との結合を介

して、Sickie は微小管＋端を Rac-Cofilin 経路によって制御される actin 骨格へ

とリンクさせるための先導役としての役割を持っており、その結果として脳形
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成における精巧な回路構築が実現しているのかもしれない。 

 神経軸索形成における複数のシグナル伝達経路による制御機構を統合的に理

解するためには、今回示した以外の、Cofilin 経路と関連がある因子との関係を

調べることが必要となる。これまでの報告によると、Protein Kinase-D、14-3-3 

protein、Pak4 が Ssh の機能の抑制において重要な役割を担うことが示唆され

ている（Eiseler et al., 2009; Kligys et al., 2009; Spratley et al., 2011）。近年の

生化学的解析の報告によると Sickie の哺乳類ホモログである NAV2 は 14-3-3

と、NAV1 は RacGEF である TRIO と結合することが示されており（Marzinke 

et al., 2013; van Haren et al., 2014）、これら因子はより詳細な Sickie の分子機

能に迫るための解析候補と考えられる。また、Ssh や LIMK 以外の Cofilin 脱リ

ン酸化、リン酸化酵素である、Chronophin や TESKs といった因子も神経系で

の発現が報告されており（Gohla et al., 2005; Huang et al., 2008; Toshima et 

al., 2001a; Toshima et al., 2001b）、これらの因子との相互作用の解析も必要で

あると考えられる。 

最後に、発生が完了した成体脳における Sickie の役割について考察する。現

在、本研究室で稼動している電気ショックとにおい刺激による連合学習による

記憶形成の実験系で、温度依存的 Gal80 と RNA 干渉法を組み合わせることで、

成体脳キノコ体特異的に sickie の RNA 干渉を行ったところ、記憶学習能が低下

することが確認されている（山崎氏、未発表データ）。これに関連して、Rac、

Cofilin が記憶の忘却において機能していることを示す事例が報告されているた

め（Shuai et al., 2011; Shuai et al., 2010）、発生後の記憶学習の分子機構の制

御においても Sickie が Rac-Cofilin 経路と関わっている可能性が考えられる。

また、哺乳類ホモログ NAV に関して、NAV と Cofilin が神経変性疾患に関与す

る可能性が提唱されている。アルツハイマー病の症状を示す脳においては、
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NAV3 の発現制御を抑制する MiR-29a が減少し、NAV3 転写産物のレベルが上

昇していることや、Cofilin-actin rod-shaped inclusion が豊富に存在することが

報告されている（Maloney and Bamburg, 2007; Minamide et al., 2000）。

Cofilin-actin rod-shaped inclusionは Cofilin脱リン酸化因子Chronophinによ

る Cofilin の過剰活性化によって形成されることが報告されているため、

NAV/Sickie と Chronophin がどのような相互作用を及ぼしうるかも今後研究さ

れるべき問題の一つと考えられる（Bernstein et al., 2012; Davis et al., 2011; 

Jang et al., 2005）。 次第にその役割が明らかになりつつあるSickie/NAVだが、

今後も種々の生物の多様な実験系で解析がなされ、中枢神経系における発生機

構の制御と高次機能発現の両面における詳細な分子機能が明らかになっていく

ことを期待したい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



196 
 

5. 結論 

 

本研究では、ショウジョウバエキノコ体の神経軸索束の形成をモデルとして、

軸索伸長において重要な役割を持つ因子 Sickie の分子遺伝学的な解析を行った。

本研究の主たる結果を以下に示す。 

 

（1）エンハンサートラップスクリーニングと in situ hybridization を用いた発

現解析から、キノコ体神経軸索束の形成に関わる候補因子として Sickie を同定

した。 

 

（2）FLP-FRT 法により sickie の機能欠失変異体を作成し表現型を解析したと

ころ、キノコ体軸索束の形成異常が観察された。MARCM 法により単一細胞レ

ベルで確認したところ、軸索伸長阻害が起きていることが明らかになった。 

 

（3）Sickie 抗体を作成し組織染色を行った結果、脳全体で広範に発現が観察さ

れ、キノコ体新生神経の軸索において特に顕著な発現が検出された。 

 

（4）Sickie の野生型や変異型の UAS 系統を作成しレスキュー実験を行った結

果、Sickie は新生神経で機能し、その C 末端側に存在する AAA ドメインの機

能が重要であることが示唆された。 

 

（5）Sickie は新生のキノコ体神経の軸索で占められる軸索束中心領域において

顕著な発現を示し、F-actin の発現と重なった。 
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（6）actin の RNA 干渉による軸索伸長阻害の表現型が sickie の機能欠失によ

り増強されたことや、Rac、Cofilin と強い遺伝学的相互作用を示した際に actin

のノックダウン時と同様の重篤な軸索伸長阻害が観察されたことから、actin 骨

格の制御を介した軸索伸長制御に関与する可能性が示唆された。 

 

（7）全身変異体、MARCM 変異体を用いた解析から、sickie および Rac-Cofilin

シグナル経路構成因子の各種変異体の神経軸索では、F-actin の発現レベルが上

昇していることが明らかになり、Sickie が F-actin の制御を介した軸索伸長に関

わることが示唆された。 

 

（8）MARCM 法を用いた解析から、ssh 変異体、Rac 恒常活性化型変異体、Pak

恒常活性化型変異体の神経軸索では、リン酸化 Cofilin の発現レベルの上昇が観

察されたのに対し、sickie 変異体では明らかな上昇が観察されなかった。また、

ssh変異体より強いF-actinレベルの上昇が継続していたLIMK恒常活性化型変

異体においても、リン酸化 Cofilin の際立った上昇は観察されなかった。 

 

（9）sickie 全身変異体の蛹期の脳で Western blotting を行ったところ、コント

ロールの yw 系統の脳に比べリン酸化 Cofilin の発現レベルが約 1.8 倍に上昇し

ており、Sickie が Cofilin の脱リン酸化に寄与していることが示唆された。 

 

（10）LIMK 過剰発現 sickie 機能欠失 2 重変異体においては、リン酸化 Cofilin

と F-actin の上昇が検出され、これらの単独の変異体と比較して免疫組織化学レ

ベルで検出できる程度まで Cofilin の活性が低下していること、Sickie は LIMK

と逆方向に作用するはたらきを持つことが推察された。加えて、F-actin とリン
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酸化Cofilinのシグナルレベルの上昇の程度は必ずしも相関しないことが示唆さ

れた。 

 

（11）sickie 変異体において人為的に Cofilin を機能亢進させることにより表現

型の緩和効果が確認されたことから、Sickie は遺伝学的には Ssh、Cofilin の下

流に存在していないことが示唆された。 

 

（12）LIMK の強制発現によって惹起される軸索伸長異常と F-actin レベルの

上昇が Sickie の共発現によって緩和されたことから、Cofilin 依存的な F-actin

制御を介した軸索伸長において、Sickie は Ssh や Pak 非依存的 Rac と同様に促

進的に機能している可能性が示された。 

 

（13） LIMK の強制発現による軸索伸長異常と F-actin レベルの上昇が、Pak

非依存的 Rac または Ssh の共発現によって緩和される効果が、Sickie 変異体下

では阻害されたことから、非古典的 Rac、Ssh が LIMK に拮抗的に作用するた

めには Sickie が必要であることが明らかになり、Sickie が非古典的 Rac 経路を

Ssh へ仲介している可能性が示された。 

 

（14）LIMK の強制発現による軸索伸長異常と F-actin レベルの上昇が、Sickie

の共発現によって緩和される効果が、ssh 変異体下では観察されなかったことか

ら、Sickie は Ssh 依存的に Cofilin と F-actin を介した軸索伸長において促進的

に機能していることが示唆された。 
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（15）sickieΔssh1-63 2重変異体では、LIMKWTM6ssh1-63 2重変異体において観察

されたようなリン酸化CofilinとF-actinレベルの高い上昇や、Posterior arrest

型の重篤な軸索伸長異常は観察されなかった。また、sickieWT 過剰発現ssh1-63 2

重変異体、Rac1Y40C 過剰発現ssh1-63 2重変異体のいずれにおいても、軸索伸長

異常の明らかな緩和効果は観察されず、リン酸化CofilinとF-actinのシグナルの

上昇が観察された。以上から、Cofilin依存的なF-actinの制御を介した軸索伸長

制御において、SickieとPak非依存的RacはSsh依存的に機能していることが示

唆された。 

 

（16）EB1 や β-tubulin の RNA 干渉誘導個体において sickie 変異体に類似の

軸索束の形成異常が観察され、sickie の RNA 干渉を同時に誘導すると Class-II

型の表現型の出現や Class-I 型の浸透率の増加が起こったことや、Sickie と EB1

を共発現した際、各々を単独で発現させた場合に比べ lobe が過剰伸長する表現

型が観察されたことから、Sickie が EB1 や β-tubulin といった微小管構成因子

と遺伝学的に相互作用することが示唆された。 

 

以上の結果から、Sickie は非古典的 Rac-Sickie-Ssh 経路を構成し古典的

Rac-Pak-LIMK 経路に拮抗的に作用することで、Cofilin の活性制御のバランス

が調節され円滑な actin 骨格の再編成がおこり、同時に、微小管制御因子とも相

互作用することで、中枢神経系における神経軸索の伸長を制御していると考え

られた。 
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