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1. Abstract（日本語） 

 

 学習や記憶といった脳の高次機能は複雑かつ緻密な神経細胞のネットワークによって成

り立っている。多くの生物は、進化の過程においてより早く、より効率的に情報処理を行

える様に神経の構造そのものを変化させてきた。多くの脊椎動物では、軸索にミエリン鞘

を形成して跳躍伝導を行い、より早く情報の伝達を行える様に進化した。また、多くの生

物種では軸索を分岐させる事で各々の軸索枝が異なる領域に投射出来るようになり、効率

的かつ複雑な情報処理を行う事が可能となった。神経機能における重要性にも関わらず、

軸索枝を形成する分子機構の全容は解明されておらず、なかでも軸索分岐（axonal 

bifurcation）に依る軸索枝形成機構は殆ど解明されていない。本研究では、ショウジョウバ

エの三次嗅覚中枢であるキノコ体をモデルとして軸索分岐形成機構の解明を目指し、神経

系における機能未知因子であるDISCO Interacting Protein 2（DIP2）が関与する事を新たに

見出した。DIP2の機能欠失変異体では異所性ローブの形成やローブ構造の投射異常が観察

された。単一細胞レベルでの解析によって、上記の形態異常はキノコ体ニューロンの軸索

枝の過剰形成や投射異常による事が明らかとなった。これらの表現型はAMP-synthetaseド

メインを欠いたDIP2ではレスキューされなかった。以上の結果は、DIP2はAMP-synthetase

ドメイン依存的に過剰な軸索枝の抑制や軸索枝の投射パターンを制御している事を示唆し

ている。また、マイクロアレイ解析及び遺伝学的解析によってDIP2の下流因子としてglaikit

（gkt）を同定した。また、既知のGktの相互作用因子であり、細胞極性制御因子でもある

crumbs及び stardustと遺伝学的相互作用が観察された。AMP-synthetaseドメインを持つ遺

伝子の殆どが脂肪酸を基質としている事、gkt が phospholipase-D スーパーファミリーであ

ると考えられている事等から、DIP2とGktは脂肪酸を介して軸索枝形成を制御している可

能性を示唆している。そして、Gktが極性制御因子である Crb及び Sdtと相互作用をし、
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キノコ体ニューロンの細胞極性を制御し、適切な軸索分岐・軸索枝の投射を誘導している

と考えられる。 

 また、c-Jun N-terminal kinase（JNK）のホモログであるBasket（Bsk）によってDIP2が制

御されている事が明らかとなった。遺伝学的解析からは DIP2と Bskが逆方向に作用して

いる事が推測される一方、免疫組織染色によって Bskが DIP2を正に制御している事が判

明した。これらの結果は、DIP2がBskの下流でシグナル経路のバッファー様の機能を有し

ている可能性を示唆している。 

 

 DIP2はヒトを含む多くの生物種の神経系で発現している事から、本研究の結果が他の生

物においても敷衍出来る可能性があると期待される。加えて、DIP2とGkt及び細胞極性因

子との相互作用による軸索分岐制御は全く報告されておらず、軸索枝の研究分野に新しい

知見をもたらすものであり、これまで謎とされていた軸索分岐における細胞内分子機構の

解明に大きな一歩をもたらすと予想される。 
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Abstract（英語） 

 

Axonal branching is one of the key processes within the enormous complexity of the 

nervous system to enable a single neuron to send information to multiple targets. However, the 

molecular mechanisms that control branch formation are poorly understood. In particular, previous 

studies have rarely addressed the mechanisms underlying axonal bifurcation, in which axons form 

new branches via splitting of the growth cone. We demonstrate that Disco-interacting protein 2 

(DIP2) is required for axonal bifurcation in Drosophila mushroom body (MB) neurons by 

suppressing ectopic bifurcation and regulating the guidance of sister axons. Domain function 

analysis revealed that AMP-synthetase domains of DIP2 are essential for its function, which may 

involve exerting a catalytic activity that modifies fatty acids. A microarray analysis and a subsequent 

genetic analysis showed that Glaikit (Gkt), a member of the phospholipase D (PLD) superfamily, is 

involved in DIP2 function. This raises the possibility that DIP2 and Gkt act in the same fatty 

acid-stimulated PLD pathway and suggests the importance of the second-messenger signaling lipid 

phosphatidic acid (PA) yielded by PLD action in axonal branch formation. We further infer that this 

signaling interacts with the cell polarity determination in regulating axonal branching, as DIP2 and 

Gkt genetically interact with Crumbs (Crb) and Stardust (Sdt), which are known to be apical-basal 

cell polarity determinants. Together, our data substantiate the function of DIP2 in the nervous system 

and provide new insight into the molecular mechanisms regulating the development of axonal 

bifurcation. 
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2. 序論 

 

 我々は感覚神経を介して外界からの情報を受け取って、中枢神経によって記憶や判断を

行い、その結果は運動神経を介して筋組織へと命令され、最終的に行動を実行する。この

様な様々な種類の神経による情報処理は、我々の根幹を成すと言っても過言ではない。そ

の為、多くの生物は進化の過程においてより早く、より効率的に情報処理を行える様に神

経の構造そのものを変化させてきた。軸索枝の形成もその1つであり、軸索を分岐させる

事で各々の軸索枝が異なる領域に投射出来るようになり、効率的かつ複雑な情報処理を行

う事が可能となった。例えば、哺乳類の小脳顆粒細胞の軸索は分子層でT字状の分岐をし

て平行線維を形成し、左右のプルキンエ細胞へと情報を伝達する (Hatten and Heintz, 1995)。

また、ショウジョウバエの嗅覚記憶中枢であるキノコ体では、軸索枝を形成する事によっ

て多種多様な出力ニューロンがキノコ体内で連合された情報を受け取り、更に多くの領域

に情報を伝達する (Aso et al., 2014a; Aso et al., 2014b)。線虫ではVC5、VC4運動ニューロン

が軸索枝を作り産卵口筋（vulval muscle）に投射し、産卵時に必要となる協調的な筋肉の

動きを制御している (Li and Chalfie, 1990)。この様に軸索枝は幅広い生物種の幅広い種類の

ニューロンで観察され、神経系の機能発現においても非常に重要であるといえる。それに

も関わらず、その分子機構に関してはあまり省みられる事はなく、どの様な機構で軸索が

分岐するのか、どの様な機構で同じ細胞に由来する軸索枝が異なる性質を持ち異なる方向

に投射するのか殆ど解明されていない。そこで本研究では、遺伝学的ツールが豊富で広く

発生生物学の研究に用いられているショウジョウバエを用いてキノコ体をモデルとして軸

索枝形成機構の解明を目指した。 
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2.1 軸索枝の形成機構 

 

 軸索が軸索枝を形成する機構は 2種類に大別される（図 1）(Lewis et al., 2013; Schmidt and 

Rathjen, 2010)。1つは側枝形成（collateral formation）と呼ばれる、主枝（axon shaft）とな

る軸索が投射した後、主枝の途中で分枝が芽の様に形成され主枝とは異なる領域に投射す

る機構であり、多くの軸索枝はこの機構によって形成されている。もう 1つは、軸索分岐

（axonal bifurcation）と呼ばれる、成長円錐が T字状や Y字状に分岐し同時に異なる方向

に投射を始める機構であり、主にマウスの後根神経節（Dorsal Root Ganglion: DRG）ニュー

ロンやショウジョウバエのキノコ体ニューロンで観察されている。 

 従来の研究は in vitro における側枝形成の分子機構の解明に焦点が当てられており、

BDNFやWnt、NGF等によって分枝形成が誘導され、誘導された軸索では局所的にアクチ

ンフィラメントや微小管の切断及び再構築が行われ、分枝が形成される事が報告されてい

る (Kalil and Dent, 2014)。一方、軸索分岐の形成機構については殆ど解明されておらず、哺

乳類では cGMPシグナル経路が関与する事が報告されているのみであり、その下流にどの

様な実行因子が存在するのかも解明されていない (Schmidt et al., 2009; Ter-Avetisyan et al., 

2014)。更に、cGMPシグナル経路を操作しても側枝形成には影響がない事から、側枝形成

と軸索分岐は異なる分子機構によって制御されていると考えられる。また、ショウジョウ

バエのキノコ体ニューロンではDown Syndrome Cell Adhesion Molecule 1（Dscam1）と呼ば

れる膜貫通タンパクが接触依存的に軸索枝形成を制御すると考えられているが、具体的な

分子機構については全く解明されていない (Wang et al., 2002)。この様に、側枝形成と比べ

て軸索分岐の形成機構は殆ど解明されていないのが現状である。 
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図 1：軸索枝を形成する 2つの機構。 
側枝形成では主枝が投射した後、軸索枝が形成され標的に投射をする。軸索分岐では分岐点に到達す
ると成長円錐が分岐して軸索枝が形成された後、各軸索枝が標的に投射を始める。 
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2.2 キノコ体の構造及び発生様式 

 

 ショウジョウバエのキノコ体は中枢脳に左右一対存在する神経線維構造であり、嗅覚学

習や記憶、睡眠といった高次機能を担っている事が知られている（図 2）(Joiner et al., 2006; 

Keene and Waddell, 2007)。キノコ体は、片側約 2000個のケニオン細胞（Kenyon cell）と呼

ばれるニューロンから構成されており、遺伝的にほぼ同一な 4つの神経幹細胞から分化す

る事が知られている (Lee et al., 1999; Zhu et al., 2003)。キノコ体ニューロンは γ・α’/β’・

pioneer α/β・α/βの 4つのサブタイプに分類され、それぞれ異なる時期に同一の神経幹細胞

から分化し、異なる軸索投射パターンを有している事が知られている (Ito et al., 1997)。 

 ケニオン細胞の細胞体は中枢脳の後方に位置しており、そこから前方へ軸索と樹状突起

を投射している。樹状突起は細胞体の前方でカリックス（calyx）と呼ばれる構造体を形成

する。軸索はペダンクル（peduncle）と呼ばれる繊維束を形成しながら脳の前端まで投射

し、その後それぞれのサブタイプに応じた投射パターンを示す（図 3）。γニューロンは最

初に神経幹細胞から分化するキノコ体ニューロンであり、胚発生後期から孵化後 3.5 日の

間に分化する。幼虫期の γニューロンは脳の前端部で分岐した後に、それぞれの軸索枝を

背側と正中線側に投射しローブ構造を形成する。しかし、蛹期に入るとローブ構造が刈り

こみ（pruning）を受けて両側のローブ構造を失った後、正中線側のみに軸索を再投射しロ

ーブ構造を再形成する。α’/β’ニューロンは孵化後 3.5日から蛹化 6時間前の間に神経幹細

胞から分化する。α’/β’ニューロンは脳の前端部で軸索分岐によって 1回分岐した後に、そ

れぞれの軸索枝を背側と正中線側に投射し、背側にα’ローブ、正中線側に β’ローブをそれ

ぞれ形成する。pioneer α/βニューロンは蛹化 6時間前から蛹化開始時までに分化し、α’/β’

ニューロンと同様に分岐し背側に pioneer αローブ、正中線側に pioneer βローブを形成す

る。最後に、蛹化開始後から羽化直前までキノコ体神経幹細胞は α/βニューロンへと分化
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する。α/βニューロンもα’/β’ニューロンと同様に 1回分岐した後、軸索を 2方向に投射し

背側にαローブ、正中線側に βローブを形成する。また、新生されたキノコ体ニューロン

の軸索はペダンクルやローブの中心を通って伸長する事が知られている (Kurusu et al., 

2002)。 

 この様に、軸索が 1回のみ分岐して 2本の軸索枝が明確に異なる投射パターンを示すキ

ノコ体ニューロンは軸索分岐を研究するのに非常に良いモデルといえる。 
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図 2：キノコ体の構造。（A）ショウジョウバエ成虫脳（オレンジ）とキノコ体（緑）。（A）の点線部の
拡大図が（A’）である。γローブ（オレンジ）は正中線側のみに形成され、α’/β’ローブ（シアン）
及びα/βローブ（マゼンタ）は背側（α’ローブとαローブ）と正中線側（β’ローブ及びβローブ）
にローブ構造を形成する。スケールバーは 20μm 
 

 
図 3：（A）キノコ体の発生様式。キノコ体の神経幹細胞は発生初期から蛹化後 3.5日までγニューロン
（オレンジ）へと分化し、分岐した後に背側及び正中線側へとローブ構造を形成する。次に、蛹化 6
時間前まではα’/β’ニューロン（シアン）へと分化し、背側及び正中線側にローブ構造を形成する。
蛹化 6時間前から蛹化開始時までは pioneerα/βニューロン(黒)へと分化する。蛹化後から羽化までは
α/βニューロン（マゼンタ）へと分化する。また、蛹化と同時期にγニューロンの軸索枝が刈りこみ
（pruning）を受け、正中線側のみに再投射する。（B）成虫時の各ローブ構造とニューロンの形状。γ
ニューロンは軸索枝を形成しないが、短い軸索側枝（矢頭）を多く有する。 



 15 

2.3 DISCO Interacting Protein 2（DIP2） 

 

 DISCO Interacting Protein 2（DIP2）は、酵母ツーハイブリッド法を用いたスクリーニング

によって、軸索誘導に関与する転写因子であるDisconnected（Disco）と結合するタンパク

質としてショウジョウバエで同定された（図 4 A）(Mukhopadhyay et al., 2002)。DIP2は線

虫からヒトまで幅広い生物種で保存されており、多くの生物種で N末端側に 1つの DNA 

Methyltransferase-Associated Protein 1-binding ドメイン（DMAP1-bindingドメイン）とC末

端側に 2つのAMP-synthetase ドメイン (AMPドメイン)がタンデムに並んでいるというタ

ンパク構造を取っていると考えられている（図 4 B）。DMAP1-bindingドメインは転写抑制

活性を有するDMAP1と結合する為に必要であり (Rountree et al., 2000)、AMPドメインは

ATP 依存的に基質に AMP を結合させる触媒活性を有すると考えられている（図 4 C） 

(Schröder, 1989)。 

 ショウジョウバエ及びマウスの DIP2 は胚期において中枢神経系で強く発現する事

(Mukhopadhyay et al., 2002)、マウスのDIP2ホモログであるDIP2A及びDIP2Bは成体にお

いて大脳皮質で発現する事が報告されている (Ouchi et al., 2010; Tanaka et al., 2010; Zhang et 

al., 2015a)。また、連鎖解析によってヒトDIP2に異常が生じると精神遅滞や難読症といっ

た学習障害が起きる事が報告されている (Kong et al., 2015; Poelmans et al., 2009; 

Winnepenninckx et al., 2007)。これらの報告はDIP2が神経系において重要な機能を有してい

る事を強く示唆しているが、DIP2の分子機能・生物学的役割については殆ど解明されてい

ない。唯一、培養細胞を用いた研究によって、マウスのDIP2ホモログの 1つであるDIP2A

が、Follistatin-like 1 (FSTL1) レセプターとして FSTL1によるAktのリン酸化に関与してい

る事が報告 (Ouchi et al., 2010; Tanaka et al., 2010) されているのみであり、神経系における

機能については全く明らかにされていない（図 4 D）。本研究では、神経発生におけるDIP2
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の機能を解明し、DIP2による軸索分岐制御機構のモデルを提示する。 
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図 4：（A）DIP2 のゲノム構造。3 番染色体左腕に存在する。（B）DIP2 ホモログ。マゼンタが
DMAP1-binding ドメイン、緑が AMP ドメインを示している。各ホモログのドメイン上の数値はショ
ウジョウバエのドメインに対する同一性を表している。（C）AMP ドメインが有する触媒活性。ATP
依存的に、基質（S）に AMPを結合させる。（D）各 DIP2ホモログの発現パターン、膜貫通ドメイン
の数、既知の機能。＊膜貫通ドメインの数は SOSUIによって予測されたものである。 
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3. 材料と方法 

 

3.1 ショウジョウバエ系統 

 

 RNAi実験時（29 ℃）を除き、ショウジョウバエ系統は 25℃で飼育した。以下のショウ

ジョウバエ系統を用いた。 

 

yw：コントロールとして使用した系統。 

DIP234：本研究で作製したDIP2遺伝子の機能欠失変異体。 

DIP2MI01352：本研究で同定したMinos挿入型変異体 (Metaxakis, 2005)。 

gktG85：gkt遺伝子の完全機能欠失変異体 (Dunlop et al., 2004)。 

crb11A22：crb遺伝子の完全機能欠失変異体 (Tearle and Nüsslein-Volhard, 1987)。 

sdtEH681：sdt遺伝子の完全機能欠失変異体 (Eberl and Hilliker, 1988)。 

disco1：disco遺伝子の完全機能欠失変異体 (Steller et al., 1987)。 

Dscam11：Dscam1遺伝子の完全機能欠失変異体 (Schmucker et al., 2000)。 

Wnt5D7：Wnt5遺伝子の完全機能欠失変異体 (Yoshikawa et al., 2003)。 

Wnt5400：Wnt5遺伝子の完全機能欠失変異体 (Fradkin et al., 2004)。 

dsh1：dsh 遺伝子の部分機能欠失変異体。DEP ドメインにミスセンス変異が生じており、

PCP経路特異的に影響を及ぼす (Axelrod et al., 1998; Boutros et al., 1998)。 

OK107-Gal4：ほぼ全てのキノコ体ニューロンで発現するGal4系統 (Connolly et al., 1996)。 

c739-Gal4：キノコ体のα/βローブで発現するGal4系統 (Yang et al., 1995)。 

7B-Gal4：キノコ体のγローブ及びα/βローブで発現するGal4系統 (Ferveur et al., 1995)。 

247-Gal4：比較的旧いキノコ体ニューロン全体で発現するGal4系統 (McGuire et al., 2001)。 
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201Y-Gal4：キノコ体のγローブ及びα/βローブの中心領域で発現するGal4系統 (Yang et 

al., 1995)。 

NP2748-Gal4：キノコ体のα’/β’ローブで発現するGal4系統 (Hayashi et al., 2002)。 

NP7175-Gal4：α/βローブの中心領域で発現するGal4系統 (Hayashi et al., 2002)。 

c708-Gal4：キノコ体の pioneer α/βローブで発現するGal4系統 (Zhu et al., 2006)。 

elav-Gal4：中枢神経系全体で発現するGal4系統 (Luo et al., 1994)。 

EB1-Gal4：楕円体特異的に発現するGal4系統 (Wang et al., 2002)。 

UAS-GFP：UASの下流でGFPが発現する系統。 

UAS-mcd8::GFP：UASの下流で膜局在型のGFPが発現する系統 (Lee and Luo, 1999)。 

UAS-gkt：UASの下流で完全長Glaikitが発現する系統 (Dunlop et al., 2004)。 

UAS-bsk：UASの下流で完全長Basketが発現する系統。 

UAS-Bsk.DN：UAS の下流でドミナントネガティブ型の Basket が発現する系統

(Adachi-Yamada et al., 1999)。 

UAS-Jbz：UAS の下流でドミナントネガティブ型の Jun-related antigen が発現する系統  

(Eresh et al., 1997)。 

UAS-Fbz：UAS の下流でドミナントネガティブ型の Kayak が発現する系統 (Eresh et al., 

1997)。 

UAS-Dscam1exon17.1：UASの下流で Dscam1遺伝子の exon17.1が発現する系統 (Wang et al., 

2004) 

UAS-Wnt5：UASの下流で完全長Wnt5が発現する系統 (Fradkin et al., 2004)。 

UAS-DIP2 dsRNA：DIP2遺伝子に対する IR系統（VDRC（#27796、#27797）及びNIG（#7020R-2、

#7020R-3）から供与）。 

UAS-gkt dsRNA：glaikit遺伝子に対する IR系統（VDRC（#109757）より供与）。 
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UAS-Dscam1 dsRNA：Dscam1遺伝子に対する IR系統（VDRC（#108835）より供与）。 

UAS-Wnt5 dsRNA：Wnt5遺伝子に対する IR系統（VDRC（#101621）より供与）。 

UAS-bsk dsRNA：bsk遺伝子に対する IR系統（VDRC（#104569）より供与）。 

UAS-bgm like dsRNA：bgm like遺伝子（CG4500）に対する IR系統（VDRC（#106260）より

供与）。 

UAS-AcCoAS dsRNA：AcCoAS遺伝子に対する IR系統（VDRC（#100281）より供与）。 

UAS-bgm dsRNA：bgm遺伝子に対する IR系統（VDRC（#105635）より供与）。 

UAS-dicer2：UASの下流で dicer2が発現する系統（VDRC（#60007）より供与）。 
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3.2 imprecise excisionによる変異体系統の作出 

 

 DIP2の機能欠失変異体系統を作出する為、P因子の imprecise excisionを試みた（図 5）。

P 因子とはショウジョウバエで見出されたトランスポゾンの一種であり、現在では主に外

来遺伝子のベクターとして用いられたり、後述する imprecise excision による変異形系統作

出に用いられたりしている (O'Brochta et al., 1991; O'Hare and Rubin, 1983)。P因子のトラン

スポザーゼによって、ショウジョウバエのゲノム上の P因子の切り出しを試みると、P因

子周囲のゲノムに影響を与えず P因子だけが綺麗に切り出される（precise excision）。しか

し、極稀に周囲のゲノムごと切りだされてしまう事がある（imprecise excision）。この現象

を利用して、標的遺伝子内や近傍に挿入された P因子を切り出し、エキソン等を欠失させ

機能欠失変異体を作製する。 

 P因子を切り出したショウジョウバエのジェノタイピングを行う為、翅 2枚を 20μl の

50mM NaOHに入れ、95℃で 15分間ボイルした。その後、20μlの 0.2M Tris-HCl (pH 8.0)

を入れ中和し、軽く混合した後 12,000 rpmで 5分間遠心をした。この溶液をテンプレート

とし、KOD FX Neo（Toyobo, Osaka, Japan）を用いて増幅した。以下のプライマーを用いて

ジェノタイピングを行った。各プライマーペアが増幅する領域を図示した（図 6）。 

 

Fwd_1 TGTTGCGGGCCACATTACCGAACC 

Fwd_2 GCATTCGAGCGTTCTTGGAAGTCC 

Fwd_3 GAGAACAGCACTTGTAATCCCATT 

 

Rev_1 GAGACCACGTTGGTAAGTTTTTCT 

Rev_2 TACCGCTTTGCTCAAAACGCAGGC 
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Rev_3 GACCGACCAATTAAAAGAAAAGTG 

Rev_4 GAGTCGCTTATGAGCAAACTTCAC 
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図 5：P因子の imprecise excisionによる変異体の作製。通常、転移酵素を用いて P因子をゲノム上か
ら切り出すと P因子周囲のゲノムに影響を与えず P因子が切り出される（precise excision）。稀に、周
囲のゲノムごと P因子が切りだされ、ゲノムに欠失が生じる（imprecise excision）。 

 
 
 

 
図 6：各プライマーセットによって増幅される領域。KG01855は P因子の挿入位置を示している。 

 
 
 
 
 
 
 



 24 

3.3 Gal4/UASシステム 

 

 ショウジョウバエにおいてある遺伝子を異所的に発現する方法として、酵母由来の転写

因子である Gal4 とその認識配列である Upstream Activating Sequence（UAS）を用いた

Gal4/UASシステムが幅広く用いられている (Brand and Perrimon, 1993)。異所発現させたい

時期・組織で発現する事が知られている遺伝子のエンハンサーやプロモーターによって

Gal4の発現が誘導される系統と、UASの下流に目的遺伝子を組み込んだ系統を交配する事

によって、次の世代で先述したエンハンサーやプロモーターで規定される時期・組織で目

的遺伝子を発現する事が可能となる（図 7）。つまり、適切なエンハンサーやプロモーター

を用いる事によって、目的の時期・組織であらゆる遺伝子を強制発現する事が可能となる。

また、UASの下流に標的遺伝子の逆向き反復配列を組み込む事によってRNAiを誘導する

事が可能となり、時期・組織特異的に標的遺伝子をノックダウンする事が可能となる 

(Dietzl et al., 2007)。 
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図 7：GAL4/UASシステム。プロモーターの下流にGal4を有する系統（Gal4系統）とUASの下流に任意の
配列（遺伝子や逆向き反復配列等）を有する系統（UAS系統）を掛けあわせる事によって、F1世代で任意の
配列がプロモーターの間接的な制御下で発現する様になる。 
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3.4 MARCM法 

 

 ある特定の遺伝子の機能を調べたい場合、最も簡便な方法はその遺伝子の機能欠失変異

体を作成し表現型を観察する事である。しかし、全身変異体による遺伝子機能解析には以

下の様な技術的限界がある。 

・	遺伝子によっては観察したいステージより前に致死となってしまう。 

・	細胞自律性を検討する事が困難。 

・	組織内に於いて遺伝子が作用する細胞の特定が困難。 

これらの問題を解決する為、クローン解析が開発された（図 8）(Xu and Rubin, 1993)。クロ

ーン解析とは、相同組換えを人為的に誘導して変異をホモに持つ細胞群（クローン）を作

製する手法であり、一般的には酵母由来の DNA 組み換え酵素である Flippase（Flp）とそ

の認識配列である FRTを用いる。変異をヘテロに持つ細胞で一過的に Flpを発現させると

FRT間で相同組み換えが起こり、娘細胞の一方は変異をホモに持ち、もう一片の娘細胞は

変異を全く持たなくなる。 

 MARCM（Mosaic Analysis with a Repressible Cell Marker）法は従来のクローン解析を改良

して、クローンの細胞群をラベルする手法である（図 9）(Lee and Luo, 1999)。細胞群をラ

ベルする為に、Flp/FRTと前述したGal4/UASシステムを利用する。まず、ラベルしたい細

胞群で発現するGal4とマーカー遺伝子を導入したUASをショウジョウバエに導入する。

同時に、変異を持たせたい染色体の両方に FRTを導入する。次に、片側の染色体に変異を

導入し、相同染色体にGal4の抑制因子であるGal80を導入する。この時、Gal80は tubulin

等の全細胞で恒常的に発現する遺伝子のプロモーター制御下におく。この状態のショウジ

ョウバエの細胞では常にGal80が発現している為、Gal4/UASシステムが抑制されマーカー

遺伝子の発現が抑制されている。次に、一過的に Flpを発現させると FRT間で相同組換え
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が生じる。すると、変異がホモとなった娘細胞ではGal80が存在しない為、Gal4/UASシス

テムへの抑制が外れ、Gal4の制御下でUASの下流に存在するマーカー遺伝子が発現する。

一方、Gal80がホモとなった娘細胞では引き続きGal4/UASシステムが抑制される。つまり、

マーカー遺伝子が発現しているクローンでは変異がホモとなっている。MARCM法を応用

する事によって、クローンでのみ目的遺伝子を過剰発現・抑制したり、1 細胞だけ外来遺

伝子を発現したりする事も可能となる。 

 本研究では一過的に Flpを発現させる為、hs-Flpを用いた。hs-Flpは熱ショックプロモー

ターの制御下で Flpが発現する組み換え遺伝子であり、制限温度以上になると Flpが発現

する (Golic and Lindquist, 1989; Struhl and Basler, 1993)。1本のα/βニューロンのみをラベル

する為、親世代を交配後 8日目にバイアルごと 37℃のウォーターバスに 15分間漬けて熱

ショックをかけた。また、γニューロンやα’/β’ニューロンをラベルする為、交配後 5日目

に同様にウォーターバスを用いて熱ショックをかけた。本研究で用いた系統は以下の通り

である。 

 

1細胞ラベル (野生型)：ywhsflp, UAS-mcd8::GFP/+; tub-Gal80 FRT40/FRT40; ; OK107/+ 

1 細胞ラベル（DIP2 変異体）：ywhsflp, UAS-mcd8::GFP/+; tub-Gal80 FRT40/FRT40; 

DIP234/MI01352; OK107/+ 

 

MARCM（野生型）：ywhsflp, UAS-mcd8::GFP/+; tub-Gal80 FRT2A/FRT2A ; OK107/+ 

MARCM（DIP2 変異体）：ywhsflp, UAS-mcd8::GFP/+; tub-Gal80 FRT2A/ DIP234, FRT2A ; 

OK107/+ 
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図 8：クローン解析法。Flpによる FRT配列特異的な体細胞組換を誘導する事によって、変異をヘテロに持つ
母細胞から変異をホモに持つ娘細胞のクローンを作製する事が出来る。 

 
 
 

 
図 9：MARCM法。母細胞では変異を持つ染色体の相同染色体にGal80で存在している為、Gal4/UASシステ
ムが阻害され、マーカー遺伝子（GFP等）が発現しない。細胞分裂時に Flpによって確率的に Gal80と変異
を持つ相同染色体間で体細胞組換が生じ、片方の娘細胞ではGal80がホモで存在し、もう片方の娘細胞では変
異がホモに存在する。変異がホモに存在する娘細胞ではGal80が存在しない為、Gal4/UASが機能し、マーカ
ー遺伝子等が発現する。つまり、マーカー遺伝子が発現しているクローンでは変異がホモとなっている事を意
味している。 
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3.5 DIP2のUAS系統の作製 

 

 DIP2のUAS系統を作製する為、yw系統のショウジョウバエからRNeasy purification kit 

（Qiagen, Venlo, Netherlands）を用いて total RNA を抽出した。抽出した total RNA を

PrimeScript II High Fidelity RT-PCR Kit（Takara Bio, Shiga, Japan）を用いて逆転写した。この

cDNAを鋳型にして PrimeSTAR DNA polymerase（Takara Bio）を用いてDIP2 cDNAを増幅

した。シーケンシングはファスマック社に外注した。相同配列のアラインメントは

DNADynamo（Blue Tractor Software Ltd, North Wales, UK）を用いた。DIP2の各ドメインま

たはリンカー配列を欠失したコンストラクトを作製する為、In-Fusion HD cloning kit（Takara 

Bio）を用いた。UAS-DIP2ΔDMAP1及びUAS-DIP2ΔAMP1、UAS-DIP2ΔAMP2では、それ

ぞれDIP2-PAの 2番目から 114番目、481番目から 953番目、1169番目 1587番目のアミ

ノ酸残基が欠失している。また、UAS-DIP2Δlinker1 及び UAS-DIP2Δlinker2、

UAS-DIP2Δlinker3では、それぞれ 115番目から 479番目、954番目から 1168番目、1588

番目から 1773 番目のアミノ酸残基が欠失している（図 10）。全てのドメイン欠失コンス

トラクトにはN末端にmycタグ（GAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTG）を挿入

した。これらのコンストラクトは pUAST ベクターに組み込まれた (Brand and Perrimon, 

1993)。作製した組み換えベクターはBestGene Inc（Chino Hills, CA, USA）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。 
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図 10：本研究で作製・使用した DIP2コンストラクト。Mycタグは N末端に付加している。 
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3.6 DIP2抗体の作製 

 

 ラットポリクローナル抗DIP2抗体（1:50）の作製はオペロンバイオテクノロジー社（現：

ユーロフィンジェノミクス社; Tokyo, Japan）に外注した。DIP2-PAの 1745番から 1758番

までのアミノ酸残基と 1760番から 1773番までのアミノ酸残基のペプチドのカクテルを抗

原とした（図 11 A）。作製した抗DIP2抗体がDIP2タンパク質を検出する事が可能か確か

める為、OK107-Gal4依存的にUAS-DIP2を発現させた。その結果、成虫においてキノコ体

を含む神経組織でOK107-Gal4依存的に強いシグナルが観察された（図11 B）。この事から、

本研究において作製した抗DIP2抗体はDIP2検出能があるといえる。 
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図 11：（A）抗DIP2抗体の認識部位（シアン）。C末端のアミノ酸配列及びC末端付近の親水性アミノ酸配列
を抗原として選択した。（B）キノコ体特異的 Gal4ドライバーである OK107-Gal4を用いて DIP2を強制発現
（下段）すると、DIP2 を発現させていないコントロール（上段）と比べて DIP2 シグナル（白）の大幅な上
昇が観察された。スケールバーは 20μm。 
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3.7 ウェスタンブロッティング法 

 

 蛹化後 24時間経過した蛹の脳（各遺伝子型に付き 10個体分）を摘出し、サンプルバッ

ファー（Cosmo Bio, Tokyo, Japan）に溶解させヒートブロックを用いて 95℃で 15分間ボイ

ルした。ウェスタンブロットには Hybond-P PVDF membrane（GE Healthcare UK Ltd., 

Buckinghamshire, UK）、PVDF blocking reagent（Toyobo）を用いた。シグナル検出にはECL 

Prime Detection System（GE Healthcare UK Ltd.）を説明書通りに用いた。ゲル撮影には

ImageQuant LAS 4000（GE Healthcare UK Ltd）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。 

 

1次抗体 

Rat anti-DIP2（本研究で作製, 1:5,000） 

Mouse anti-α-tubulin（T9026, 1:100,000; sigma） 

 

2次抗体 

ECLTM Anti-Rat IgG, HRP linked whole antibody（NA935V, 1:1000; GE Healthcare UK Ltd.） 

anti-Mouse Immunoglobulin/HRP（P0447, 1:1000; Dako） 
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3.8 免疫組織染色及び画像解析 

 

 免疫組織染色は以前に記載されている方法に従って行った (Abe et al., 2014; Kunes, 1996)。

摘出した脳を4%ホルムアルデヒド/PBS溶液を用いて40分間室温で固定した。その後、PBT

（0.3% Triton X-100/PBS）溶液で 3 回洗浄後、10% Fatal Normal Donkey Serum: FNDS

（017-000-121; Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA）/PBT溶液を用いて室温で 1

時間ブロッキングを行った。ブロッキング後、1% FNDS/PBT 溶液を用いて適切な濃度で

希釈した 1次抗体を加え、4℃のシーソーに適切な期間置いた。抗 DIP2抗体以外は 1晩、

抗DIP2抗体のみ 3日間置いた。PBT溶液で 4度洗浄後、1% FNDS/PBT溶液を用いて適切

な濃度で希釈した 2次抗体を加え、4℃のシーソーに 1晩置いた。再び PBTで 5度洗浄後、

PBSに置換しVectashield mounting medium（Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）を用

いて包埋した。標本はLSM710（Carl-Zeiss, Jena, Germany）を用いて観察・撮影し、Imaris 

software（Bitplane, Zurich, Switzerland）を用いて三次元構築画像を作製した。 

 

 キノコ体ローブにおける各シグナルの定量には、Image J（NIH, Bethesda, MD, USA）を

用いた。OK107-Gal4によってラベルされる領域をキノコ体と定義し、キノコ体内のシグナ

ル強度を、同一スライス内のキノコ体以外のニューロパイル内のシグナル強度で割ること

によってキノコ体内のシグナルを標準化した。シグナルの有意差の検定にはUnpaired t-test

を採用し、GraphPad Prism 5（GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA）を用いて両側検定

で行った。 
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 本研究の免疫組織染色において用いた 1次抗体及び 2次抗体は以下の通りである。 

 

1次抗体 

Rat anti-DIP2（本研究で作製; 1:50） 

Mouse anti-Fasciclin II（1D4, 1:50; Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB)） 

Mouse anti-Myc（9B11, 1:1000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA） 

Rabbit anti-Green Fluorescent Protein Alexa Fluor 488 conjugate（A21311, 1:2000; Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA） 

Rabbit anti-ACTIVE JNK（V793A, 1:500; Promega Corporation, Madison, WI, USA） 

Rabbit anti-Dscam1（1:500; (Zhan et al., 2004)） 

 

2次抗体 

anti-mouse Cy3（715-165-151, 1:200; Jackson ImmunoResearch） 

anti-rat DyLight 649（405411, 1:200; BioLegend, San Diego, CA, USA） 

anti-rabbit DyLight 649（406406, 1:200; BioLegend） 
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3.9 表現型の分類法 

 

 キノコ体ローブの表現型について、独自の基準で三種類のクラス分けを行った（図 12）。

背側及び正中線側のローブ構造が共に存在し、なおかつ背側及び正中線側の片方もしくは

両方に異所性のローブ構造が観察された場合、表現型を異所性ローブと定義した。ローブ

構造が 2つ認められ、なおかつ背側もしくは正中線側にしかローブ構造が存在しない場合、

表現型を投射異常と定義した。最後に、ローブ構造が 3つ以上認められ、なおかつ背側も

しくは正中線側にしかローブ構造が存在しない場合、表現型を異所性ローブ+投射異常と

定義した。 

 キノコ体単一ニューロンでの表現型についても同様に 3種類のクラス分けを行った（図

13）。背側及び正中線側に軸索枝が共に存在し、なおかつ背側及び正中線側の片方もしくは

両方に更に軸索枝が形成されていた場合、表現型を異所性軸索と定義した。軸索枝が 2つ

認められ、なおかつ背側もしくは正中線側にしか軸索枝が存在しない場合、表現型を投射

異常と定義した。最後に、軸索枝が 3本以上認められ、なおかつ背側もしくは正中線側に

しか軸索枝が存在しない場合、表現型を異所性軸索+投射異常と定義した。 

 

 Wnt5及び PCP因子の変異体バックグラウンドでのキノコ体表現型解析においては、既

存の分類方法を一部改変した (Shimizu et al., 2011)。Imaris softwareを用いて各個体のキノコ

体の三次元立体構築画像を撮影し、Image Jを用いてαローブとβローブの太さを測定した。

ローブの太さが共に基準値以上であれば正常、少なくとも片方のローブが基準値未満であ

れば細径化と分類した。また、ローブ構造が 1つしか認められない場合に欠失、2つのロ

ーブ構造が背側もしくは正中線側の 1方向に投射している場合は投射異常、少なくとも片

方のローブが短い場合は短縮、軸索が細胞体近傍に凝集した場合は凝集とそれぞれ表現型
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を分類した。正常と細径化を分ける基準値は次ページの計算式で設定した。 

 

 基準値＝野生型（yw）の平均値-標準偏差×3 

 

αローブ及びβローブの平均値、標準偏差、基準値を以下に順に示す。 

 平均値 標準偏差 基準値 

αローブ 59.67 6.00 41.67 

βローブ 52.58 5.29 36.70 

 

 楕円体の表現型については楕円体の軸索部の腹側に切れ込みが入っていた場合、表現型

を切れ込みと定義する（図 14）。 

 

 表現型の有意差の検定には Fisher’s exact testを採用し、オープンソースの統計解析ソフ

トであるRを用いて両側検定で行った。 
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図 12：キノコ体の各表現型の代表例と模式図。スケールバーは 20μm。 
  
 

 
図 13：α’/β’ニューロン及びα/βニューロンの表現型の代表例と模式図。 
黄矢頭は軸索枝を指し示している。 
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図 14：楕円体の各表現型の代表例。点線内の図は軸索部の拡大図。白矢頭は表現型を指し示している。
スケールバーは 20μm。 
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3.10 細胞培養及び遺伝子導入、免疫細胞染色 

 

 S2細胞は、熱不活化処理をした fetal bovine serum（Nichirei Biosciences, Tokyo, Japan）を

10%、Anti-Anti（Thermo Fisher Scientific）を 1%加えた Schneider’s Drosophila Medium（Thermo 

Fisher Scientific）を用いて 25℃で培養した。S2細胞にCellfectine II（Thermo Fisher Scientific）

を説明書通りに用いてActin-Gal4及びUAS-GFP、UAS-myc-DIP2を導入した。 

 免疫染色は以下の方法で行った。まず、培地を吸引した後、PBSを用いて 2回洗浄した。

次に、4%ホルムアルデヒド/PBS溶液を用いて 15分間室温で固定した。再び PBSを用いて

3回洗浄し、PBT溶液を用いて室温で15分間浸透化処理を行った。PBSで3回洗浄した後、

10% FNDS/PBS 溶液を用いて室温で 1 時間ブロッキングを行った。ブロッキング後、3% 

FNDS/PBS溶液を用いて適切な濃度で希釈した 1次抗体を加え、4℃で 1晩静置した。PBS

で 3回洗浄した後、3% FNDS/PBS溶液を用いて適切な濃度で希釈した 2次抗体を加え、室

温で 1時間静置した。再び PBSで 3回洗浄した後、Vectashield mounting medium with DAPI 

（Vector Laboratories）を用いて包埋すると同時に DAPI で細胞核を染色した。標本は

LSM510 META（Carl-Zeiss）を用いて観察・撮影した。本研究の免疫細胞染色において用

いた 1次抗体及び 2次抗体は以下の通りである。 

 

1次抗体 

Rat anti-DIP2（本研究で作製; 1:150） 

 

2次抗体 

anti-rat DyLight 649（405411, 1:200; BioLegend, San Diego, CA, USA） 
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3.11 マイクロアレイ解析 

 

 蛹化後 24時間経過した野生型及びDIP2 RNAi変異体の中枢脳を 50個体分（n = 4）取り

出し、-80℃で保存しマイクロアレイに供した。RNeasy Purification Kitを用いて total RNA

を抽出した。この時、Experion（Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA）を用いて total 

RNA のクオリティをチェックした。ファーストストランド cDNA 合成及び Cy3-labeled 

RNAの増幅はAgilent Low-Input QuickAmp Labeling Kit（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

USA）を説明書通りに用いた。Agilent Gene Expression Hybridization Kit（Agilent Technologies）

を用いて、Cy3-labeled RNAをAgilent Drosophila Gene Expression array（Agilent Technologies）

にハイブリダイズした。マイクロアレイは Agilent G2565CA Microarray scanner（Agilent 

Technologies）を用いてスキャンし、Feature Extraction 10.5.1.1（Agilent Technologies）を用い

て各シグナルを定量化した。GeneSpring GX software（Agilent Technologies）を用いて、コ

ントロール系統とDIP2 RNAi系統の遺伝子発現を比較し、mRNAの発現量が 1.5倍以上か

つ有意（p<0.01）に変化しており、神経発生に関与している事が報告されている遺伝子を

候補遺伝子とした。比較用のサンプルとして用いた系統は以下の通りである。 

 

コントロール系統  elav-Gal4/UAS-dicer2 

DIP2 RNAi系統  elav-Gal4/UAS-dicer2; UAS-DIP2 RNAi/+ 

 

いずれの系統も 29℃で飼育し、実験は 4つの生物学的反復を用いて行った。 
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3.12 qRT-PCR解析 

 

 yw 及び DIP2 機能欠失変異体（yw;; DIP234/ DIP2MI01352）、DIP2 ノックダウン系統

（elav-Gal4/UAS-dicer2; UAS-DIP2-IR/+）、glaikit ノックダウン系統（elav-Gal4/UAS-dicer2; 

UAS-gkt-IR/+）、Glaikit過剰発現系統（elav-Gal4/+; UAS-gkt/+）の 20個体分の成虫脳（羽化

後 1日以内）からRNeasy Purification Kit を用いて total RNAを抽出した。逆転写はランダ

ム 6-merプライマーを用いて PrimeScript II High Fidelity RT-PCR Kit（Takara Bio）で行った。

cDNAはTHUNDERBIRD SYBR qPCR mix（Toyobo）を使用してLightCycler 480（Roche, Basel, 

Switzerland）で定量した。Rp49のmRNAをリファレンスとして相対定量を行った。実験は

3つの生物学的反復及び 2つの技術的反復を用いて行った。本研究の qRT-PCR解析におい

て用いたプライマーは以下の通りである。 

 

gkt_fwd GCCATTGAGCATAACGCTGC 

gkt_rev GTGGCTTGTCCAGTATCCCG 

 

Rp49_fwd TACAGGCCCAAGATCGTGAA 

Rp49_rev TCTCCTTGCGCTTCTTGGA	
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4. 結果 

 

4.1 DIP2変異体系統の作出 

 

 キノコ体の軸索枝形成に関与する新規因子を同定する為、RNAi スクリーニングを行っ

た。キノコ体特異的なGal4ドライバーであるOK107-Gal4を持つ系統と標的遺伝子を抑制

する shRNA を発現する系統を交配し、標的遺伝子をキノコ体特異的にノックダウンして

成虫キノコ体の形態異常の有無を観察した。その結果、1692系統（1279遺伝子）の内 689

系統でキノコ体の形態異常が観察された（図 15）。 

 689系統の中から、解析対象として DIP2を選出した。DIP2をキノコ体特異的に抑制す

ると βローブがαローブに誤投射する表現型が観察された（93.8%, n = 48）（図 16 A, C）。

オフターゲット効果による表現型である可能性を否定する為、DIP2の異なる領域を抑制す

る shRNA（図 16 B）をキノコ体特異的に発現させた所、同様の表現型を得る事が出来た

（46.7%, n = 30）（図 16 C）。これらの結果は、DIP2はα/βニューロン特異的に投射を制御

している可能性を示唆している。 

 次に、DIP2の機能欠失型系統を作出する為に imprecise excisionを行った。DIP2の第 1

イントロン内に P因子が挿入されている系統であるDIP2KG01855からの P因子切り出しを試

みた。その結果、DIP234系統を作出した。DIP234のゲノム DNAをシーケンシングした所、

DIP234ではDIP2の 5’-UTRから第 4エキソンまで完全に欠失している事が確認された（図

17 A）。また、第 6 エキソンにトランスポゾンの一種である Minos が挿入されている

DIP2MI01352系統をDIP2の機能欠失変異体の候補とした (Venken et al., 2011) （図 17 A）。 

 これらの DIP2変異体候補の系統における DIP2タンパク質の発現の有無を確認する為、

ウェスタンブロッティング法を用いた。その結果、DIP234のホモ接合体及びDIP2MI01352のホ
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モ接合体、DIP234/MI01352のトランスヘテロ接合体全てにおいて正常な DIP2 タンパク質の発

現を確認する事は出来なかった（図 17 B）。これらの結果から、DIP234及びDIP2MI01352系統

は DIP2 の機能欠失型アリルである事を意味している。以降の解析では、DIP234/MI01352のト

ランスヘテロ変異体をDIP2機能欠失変異体として用いている。 
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図 15：（A）RNAiスクリーニングの結果。約 40%の shRNA系統で形態異常が観察された。（B）各表
現型の代表例。白矢印は異常部位を指し示している。正中線側ローブ接触では、正中線側のローブが
接触している。背側ローブ接触では、背側のローブが接触している。崩壊では、全ローブの細径化ま
たは消失している。正中線側ローブ欠損では、正中線側のローブが一部または全部欠損している。背
側ローブ欠損では、背側のローブが一部または全部欠損している。キノコ体は OK107-Gal4 を用いて
GFPを発現（緑）させる事によって可視化した。 
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図 16：（A）DIP2 をノックダウンするとβローブが背側へと誤投射する表現型（白矢頭）が観察され
た。キノコ体は抗体 Fas II抗体を用いた染色（マゼンタ）によって可視化した。（B）各 shRNAが標的
とする領域。（C）各 shRNAを用いて DIP2をノックダウンした時の表現型の浸透率。スケールバーは
20μm。 
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図 17：DIP2変異体。（A）各 DIP2変異体の構造。DIP234では 5’-UTRを含む 4つのエキソンが欠失し
ている。DIP2MI01352では 6番目のエキソンに 11kbの Minosトランスポゾンが挿入されている。（B）抗
DIP2 抗体を用いたウェスタンブロット。対照としてα-Tubulin を用いた。各 DIP2 変異体のホモ接合
体及びトランスヘテロ接合体では DIP2シグナルを確認する事が出来なかった。 
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4.2 脳におけるDIP2の発現解析 

 

 キノコ体の形態形成におけるDIP2の機能を解明する為、まず発生過程におけるDIP2の

発現の有無を確認した（図 18）。免疫組織染色による発現解析を行った所、三齢幼虫後期、

蛹化 24時間後、蛹化 48時間後いずれにおいても脳の広範囲にわたって発現が確認された

（図 18 A）。キノコ体に限局すると、三齢幼虫後期ではキノコ体のペダンクル及びローブ

構造の中心領域で強い発現が観察された（図 18 C-G’）。この時期にはα’/β’ニューロンが神

経幹細胞から分化し、ペダンクルとローブ構造の中心領域を通って投射している事が報告

されている (Kurusu et al., 2002; Lee et al., 1999)。従って、DIP2の強い発現が確認された領

域はα’/β’ニューロンであると考えられる。一方、蛹化 24時間後、蛹化 48時間後ではDIP2

の発現はペダンクル、ローブ構造だけでなくキノコ体全体で確認された（図 18 H-L’）。こ

れらのDIP2シグナルが抗DIP2抗体のバックグラウンドである可能性を排除する為、DIP2

機能欠失変異体においてDIP2シグナルを確認した所、脳全体でDIP2シグナルが減少して

いる事が観察された（図 18 B, D, I）。以上の結果から、DIP2は発生過程においてキノコ体

に限らず脳全体で広範囲に発現している事、抗DIP2抗体は内在性のDIP2の発現を組織染

色レベルで検出出来る事が判明した。 
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図 18：発生期の脳における DIP2の発現パターン。キノコ体は OK107-Gal4を用いて GFPを発現（緑）
させる事によって可視化し、抗 DIP2抗体のシグナルは白で示した。（A）蛹化 48時間後では中枢脳の
広範囲で DIP2 が検出された。（C、E-G’）後期三齢幼虫ではキノコ体軸索部の中心でシグナルが観察
された。蛹化 24時間後（H、J-L’）では、DIP2シグナルはキノコ体全体で観察された。後期三齢幼虫
（D）及び蛹化 24時間後（I）、蛹化 48時間後（B）の DIP2変異体を用いて抗 DIP2抗体の特異性を確
認した。（E’-G’）及び（J’-L’）の点線部はキノコ体を表している。スケールバーは 20μm。
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4.3 DIP2変異体の解析 

 

4.3.1 DIP2変異体における成虫キノコ体の表現型解析 

 

 DIP2変異体におけるキノコ体の形態を観察する為、OK107-Gal4によるGFPの発現、抗

Fasciclin II（Fas II）抗体及び抗 Trio 抗体による免疫組織染色でキノコ体を可視化した。

OK107-Gal4によってキノコ体全体、抗 FasII抗体によって γローブと α/βローブ、抗 Trio

抗体によってγローブとα’/β’ローブがそれぞれラベルされる(Awasaki et al., 2000; Crittenden 

et al., 1998)。野生型のキノコ体α/βローブでは背側に 1本のαローブ、正中線側に 1本の β

ローブが存在する。しかし、DIP2機能欠失変異体（n = 83）のα/βローブでは、通常のα/β

ローブに加え新たなローブ（66.0%）や両ローブが同方向に投射する投射異常（6.02%）、

異所性ローブが形成され、なおかつ全てのローブが同方向に投射する表現型（4.82%）が

観察された（図 19）。遺伝学的背景の違いによる表現型の浸透率の有意な差は検出されな

かった（DIP234 74.1% n = 54、DIP2MI01352 65.5% n = 58、DIP234/MI01352 67.5% n = 83）（図 20 A）。

異所性ローブや投射異常が生じるローブの方向性を定量した所、正中線側では背側の約 2

倍の浸透率でローブの形成や投射異常が確認された（図 20 B）。一方、α’/β’ローブや γロ

ーブでは野生型との有意な違いは観察されなかった（図 21, 図 22）。DIP2機能欠失変異体

においては同一キノコ体内でα/βローブが投射異常を起こしていてもα’/β’ローブの投射異

常は観察されなかった（図 21）。また、DIP2変異体のカリックスや細胞体に特段の変化は

認められなかった。以下の解析では、断りのない限り α/βローブの形態を表現型の解析に

用いた。 
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図 19：DIP2変異体の α/βローブ。α/βローブは抗 Fas II抗体による染色（白）で可視化した。野生
型（A）と比べ DIP2変異体（B）では異所性ローブ（白矢頭）及び投射異常（白矢印）が観察された。
（A’）、（B’）は（A）、（B）それぞれの模式図。スケールバーは 20μm。 

 

図 20：（A）DIP2 変異体における各表現型の割合。34 は DIP234を、MI は DIP2MI01352をそれぞれ意味
している。DIP234のホモ接合体、DIP2MI01352のホモ接合体、DIP234と DIP2MI01352のトランスヘテロ接合
体で表現型浸透率の有意差は検出されなかった。（B）各遺伝子型における異所性ローブ及び投射異常
が生じる方向の定量。正中線側でより多くの表現型が観察された。 
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図 21：DIP2変異体の α’/β’ローブ。キノコ体全体は OK107-Gal4による GFPの発現（緑）で、α’/β’ロ
ーブは抗 T rio抗体による染色（A、Bではマゼンタ、A’、B’では白）で可視化した。コントロール（A-A’）
でも、DIP2変異体（B-B’）でも α’/β’ローブの形態に差は見られなかった。スケールバーは 20μm。 

 
 

 
図 22：DIP2変異体のγローブ。キノコ体は 7B-Gal4による mcd8::GFPの発現（白）で可視化した。
コントロール（A）でも、DIP2変異体（B）でもγローブ（白矢印）の形態異常は観察されなかった。
スケールバーは 20μm。 
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4.3.2 発生過程におけるDIP2変異体のキノコ体表現型解析 

 

 キノコ体の形態形成には、軸索分岐や誘導、時期特異的分化、刈り込みなど多くの現象

が関与している事が知られている (Lee et al., 1999; Rallis et al., 2010; Shin and DiAntonio, 

2011; Zhu et al., 2006)。また、γニューロンは幼虫期ではα’/β’ローブやα/βローブの様に軸

索枝を形成し背側と正中線側にローブ構造を形成する事が知られている。DIP2変異体の成

虫脳で観察されたキノコ体の表現型が観察され始める時期の同定、幼虫期のγローブにお

けるDIP2の影響を確認する為、発生過程におけるDIP2変異体のキノコ体の表現型解析を

行った。三齢幼虫後期及び蛹化 24時間後、蛹化 48時間後のキノコ体を観察した。三齢幼

虫後期では野生型とDIP2変異体のキノコ体の間に有意な差は認められなかった（図 23 A, 

E）。しかし、蛹化 24時間後以降では成虫と同様に、異所性のα/βローブやα/βローブの

投射異常が観察された（図 23 B-D、F-H）。また、蛹化 24時間後の表現型の浸透率は成虫

時の浸透率と有意差が得られなかった事（図 24）から、DIP2 変異体の表現型は正常発生

後に縮退や刈り込みを受けた事によって引き起こされた訳ではなく、発生異常によって引

き起こされた可能性が示唆される。 
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図 23：各ステージにおける野生型（A-D）および DIP2変異体（E-H）のキノコ体。後期三齢幼虫（A、
E）では OK107-Gal4を用いてキノコ体全体を可視化、蛹化 24時間後（B-D、F-H）では抗 FasII抗体
を用いてα/βローブを可視化している。後期三齢幼虫（A、E）ではコントロールと DIP2変異体のキ
ノコ体の形態に差を認める事は出来なかったが、蛹化 24 時間後（B-D、F-H）以降では投射異常（白
矢印）や異所性ローブ（白矢頭）が観察された。スケールバーは 20μm。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 24：蛹化 24時間後（APF24）及び成虫における野生型及び DIP2変異体の各表現型の割合。蛹化 24
時間後と成虫時の表現型の浸透率に有意な差は得られなかった。 
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4.3.3 DIP2変異体のキノコ体ニューロンの 1細胞レベルでの表現型解析 

 

 DIP2変異体のローブ構造で観察された表現型の原因として、3通りの可能性が考えられ

る（図 25）。（1）束状化（fasciculation）に異常が生じ、本来 1本の束状になる筈であった

ローブ構造が複数に分かれてしまう可能性。この場合、α/β ニューロンは 1 細胞レベルで

は正常な構造・投射パターンを有する筈である。（2）ローブ構造を形成する α/βニューロ

ンの一部に投射異常が生じ、異所性のローブを形成している可能性である。単一細胞レベ

ルで観察すると、一部の α/βニューロンは異常な投射パターンを示す筈である。（3）軸索

形成異常によって 3本以上の軸索枝が生じ、それぞれの軸索枝がローブ構造を形成すると

いう可能性。α/βニューロンは 3本以上の軸索枝を有すると考えられる。DIP2変異体で観

察された表現型の真の原因を探る為、MARCM法を用いて DIP2変異体バックグラウンド

でα/βニューロンを単一細胞レベルで観察した。 

 野生型の α/βニューロンはローブ構造の根本で 1回分岐し、αニューロンは背側へ βニ

ューロンは正中線側へ投射する（図 26 A-A’’）。しかし、DIP2 変異体でラベルされた α/β

ニューロンはローブ構造の根本付近で複数回分岐し、3 本以上の軸索枝が背側もしくは正

中線側へと投射していた（図 26 B-B’’）。また、軸索枝の本数は正常なものの両方の軸索枝

が背側もしくは正中線側へと投射するパターンも観察された。中には、3 本以上の軸索枝

を形成しつつ、異所性の軸索枝を含めて全ての軸索枝が同方向へ投射するパターンも観察

された（図 26 C-C’’）。なお、単一細胞レベルでも樹状突起に顕著な異常は観察されなかっ

た。 

 次に、DIP2変異体で観察されたα/βローブ構造の異常の原因がα/βニューロンの過剰な

軸索枝形成及び軸索枝の投射異常に由来するか確認する為、α/β ローブで観察された表現

型と α/βニューロンで観察された表現型を対応させた（図 28 A）。その結果、異所性ロー
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ブの表現型のみを示した 31 個のキノコ体の内、87.1%のキノコ体で過剰な軸索枝形成、

3.23%で軸索枝の投射異常、9.68%で両方の表現型が観察された。ローブの投射異常のみを

示したキノコ体（n = 5）では 40%で軸索枝の投射異常、60%で過剰な軸索枝形成と軸索枝

の投射異常が観察された。異所性ローブと投射異常の両方を示したキノコ体（n = 3）では

全てのキノコ体で過剰な軸索枝形成と投射異常が観察された。これらの結果から、DIP2

変異体で観察された α/βローブの表現型は α/βニューロンの過剰な軸索枝形成及び軸索枝

の投射異常に起因するといえる。全ての遺伝子型について単一細胞レベルで観察するのは

非常に時間・労力が必要となるので、以後に出てくる遺伝子間相互作用等の評価において

は全て α/βローブでの表現型のみで議論する。また、各表現型が生じる方向性を定量した

所、単一細胞レベルでも背側と比べて 2倍の浸透率で正中線側で表現型が確認された（図

28 B）。 

 α/βニューロンと同様に α’/β’ニューロンもローブの根本で 1回分岐し、α’ニューロンは

背側、β’ニューロンは正中線側へと投射する事が知られている（図 29 A-A’）。DIP2変異体

のα’/β’ニューロンでも表現型が生じるか確認する為、α’/β’ニューロンの 1細胞をラベルし

た（図 27 B）。その結果、α’/β’ニューロンにおいても軸索枝の過剰形成（図 29 B-B’）と投

射異常（図 30 C-C’）が観察された。α/βニューロンも α’/β’ニューロンも 1細胞レベルで

観察すると同様の表現型が得られたにも関わらず、DIP2 変異体において α’/β’ローブに顕

著な構造異常を認める事は出来なかった（図 21）。これは、各々のローブ構造の密度及び

軸索枝の投射パターンの決定の違いに起因すると考えられる（5.3 参照）。 

 最後に、DIP2変異体における γニューロンの形態異常の有無を確認した（図 30）。成虫

の γニューロンは他種のキノコ体ニューロンと異なり背側に投射せず正中線側のみに投射

する一方、短い軸索側枝（arbor）を複数本有する事が知られている。DIP2 変異体と野生

型の γニューロンを比較したが、顕著な差を認める事は出来なかった（図 27 C）。以前の
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研究によって、キノコ体ニューロンの短い軸索側枝のみに影響を与え軸索枝には影響を与

えない因子が報告 (Zhu et al., 2005) されている事から、短い軸索側枝と軸索枝は異なる分

子機構によって制御されている可能性が示唆されている。 

 

以上のDIP2変異体におけるキノコ体の表現型解析から以下の事が言える。 

 

・	DIP2 変異体では α/β ローブ特異的に異所性ローブの形成及びローブの投射異常が

観察される。 

・	前述の表現型は少なくとも蛹化後 24時間から観察される。 

・	前述の表現型はα/βニューロンの軸索枝の過形成及び投射異常に起因する。 

・	α’/β’ローブにおいては1細胞レベルでのみα/βニューロンと同様の表現型が観察さ

れる。 

・	α/βニューロンでもα’/β’ニューロンでも軸索部、特にペダンクルの終端部以降でし

か表現型が観察されない。 
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図 25：DIP2変異体のローブ構造から予測されるα/βニューロンの投射パターン。野生型のα/βニュ
ーロンはローブ構造の根本で 1 回分岐し、αニューロンを背側へ、βニューロンを正中線側へと投射
している。一方、DIP2 変異体では（1）α/βニューロンの束状化機構に異常が生じ、ローブ構造に亀
裂が走っている可能性、（2）一部のニューロンだけが投射異常を起こし、結果的に 3 本以上のローブ
構造が観察されている可能性、（3）過剰な軸索分岐が生じ、ローブ構造が 3 本以上形成される可能性
が考えられる。 
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図 26：野生型および DIP2変異体のα/βニューロンをMARCM法を用いて可視化した。キノコ体は抗
Fas II抗体（マゼンタ）を用いて可視化し、クローンを緑（A、B、C）または白（A’’、B’’、C’’）で可
視化した。（A-A’’）野生型のα/βニューロンは一回分岐し、各々の軸索枝を背側と正中線側へと投射
する。（B-B’’）DIP2 変異体では複数回軸索分岐が誘導され、各々の軸索枝が異所性ローブ（白矢頭）
を含む全てのローブ構造へと投射する。（C-C’’）また、ローブ構造の投射異常が観察されたキノコ体
（白矢印）のα/βニューロンは複数の軸索枝を有しつつ全て同方向へと投射する表現型が観察された。
黄矢印は軸索枝を示している。スケールバーは 20μm。 
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図 27：（A）野生型及び DIP2変異体のα/βニューロンの各表現型の割合。（B）野生型及び DIP2変異
体のα’/β’ニューロンの各表現型の割合。（C）野生型及び DIP2 変異体のγニューロンの短い軸索側
枝本数。 
 

 
図 28：（A）各ローブ表現型における単一細胞の表現型の割合。縦軸がローブの表現型、横軸が単一細
胞レベルでの表現型を示している。（B）DIP2変異体におけるローブ及び単一細胞の各表現型が生じる
方向の定量。正中線側でより多くの表現型が観察された。 
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図 29：野生型（A-A’）及び DIP2変異体（B-C’）のα’/β’ニューロン。キノコ体は抗 Fas II抗体（マ
ゼンタ）を用いて可視化し、クローンを緑（A、B、C）または白（A’、B’、C’）で可視化した。α/β
ニューロンと同様に過剰な軸索枝形成、投射異常（白矢印）が観察された。黄矢印は軸索枝を示して
いる。スケールバーは 20μm。 
 

 
図 30：野生型（A-A’）及び DIP2変異体（B-C’）のγニューロン。キノコ体は抗 Fas II抗体（マゼン
タ）を用いて可視化し、クローンを緑（A、B、C、D）または白（A’、B’、C’、D’）で可視化した。
スケールバーは 20μm。 
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4.4 キノコ体形成におけるDIP2の組織・細胞自律性の検討 

 

 前項の解析ではDIP2の全身変異体を用いている為、DIP2がキノコ体以外の組織で機能

して α/βニューロンの形成異常に寄与している可能性を排除出来ていない。そこでキノコ

体で特異的な発現パターンを示す様々な Gal4 系統を用いてレスキュー実験を行い、DIP2

のキノコ体における組織自律性について検討した。まず、DIP2の過剰発現によってキノコ

体に形態異常が生じるか確認した。OK107-Gal4及び神経系全体で発現する事が知られてい

る elav-Gal4を用いてDIP2を過剰発現すると、軸索枝の投射異常及び過伸展が高い浸透率

で観察された（図 31）。驚くべき事に、DIP2 を RNAi でノックダウンした場合と真逆に、

主に背側のローブ（αおよびα’）が正中線側へと誤投射している表現型が確認された。し

かし、OK107-Gal4と同様にキノコ体全体をラベルする事が報告されているMB247-Gal4や

α/β ローブをラベルする事が報告されている c739-Gal4、7B-Gal4を用いて DIP2 を過剰発

現しても殆ど形態異常は観察されなかった（図 32）。 

 次に、これらのGal4系統を用いてレスキュー実験を行った（図 33、図 34 A）。DIP2変

異体バックグラウンドでOK107-Gal4及び elav-Gal4を用いてDIP2を過剰発現した所、野

生型バックグラウンドでDIP2を過剰発現した場合と同様の表現型を示した（図 34 A）。一

方、c739-Gal4及び 7B-Gal4を用いてレスキュー実験を行った所、DIP2変異体で観察され

た表現型が有意に回復している事が確認された（c739>mcd8; DIP234/MI01352 70.1% n = 77、

c739>mcd8, DIP2; DIP234/MI01352 10.8% n = 74、7B>mcd8; DIP234/MI01352 58.6% n = 70、7B>mcd8, 

DIP2; DIP234/MI01352 14.6% n = 89）（図 33）。また、この時レスキューされる表現型の方向性

に偏りはなかった（図 34 B）。 

 近年の研究によって、α/β ローブの投射パターンは非細胞自律的であり α’/β’ローブや

pioneer α/β ローブが重要な役割を持つ可能性が示唆されている(Fushima and Tsujimura, 
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2007; Shin and DiAntonio, 2011; Zhu et al., 2003)。α/βローブの投射パターンが、これらのロ

ーブにおける DIP2の発現に依存している可能性を検討する為、α’/β’ローブと pioneer α/β

ローブそれぞれ特異的に発現する事が知られている Gal4 系統を用いてレスキュー実験を

行ったがどちらのローブでDIP2を強制発現させても、DIP2変異体の投射異常を回復する

事は出来なかった（図 34）。 

 最後にDIP2の細胞自律性を確かめる為、MARCM解析を行い 1細胞だけDIP2ホモ変異

体となるα/βニューロンのクローンを誘導した。野生型のα/βニューロン（8.64%, n = 81）

に比べて、DIP2変異体のα/βニューロンではDIP2全身変異体と同様に軸索枝の過剰形成

の有意な増加が観察された（51.4%, n = 74）（図 35 B-B’、図 36）。しかし、軸索枝の投射異

常の有意な増加は確認されなかった。キノコ体では新しい軸索はペダンクルやローブの中

心部を通って投射する為、投射経路が既に投射した( = 古い)キノコ体ニューロンによって

制限されてしまう。その為、1細胞以外全てヘテロ変異体となっているMARCM法では投

射異常は観察され難い。また、1 細胞レベルでレスキュー実験を行った所、軸索枝の過剰

形成のレスキューが確認された（DIP234 51.4%, n = 74、UAS-DIP2;DIP234 19.7%, n = 56）（図

35 D-D’、図 36）。 

 

以上のDIP2のレスキュー実験等から以下の事が言える。 

 

・	DIP2を過剰発現すると主に背側から正中線側方向への投射異常が引き起こされる。 

・	少なくとも、DIP2 は細胞自律的に α/β ニューロンの軸索枝の過剰形成を抑制して

いる。 

・	DIP2変異体で観察される投射異常はα’/β’ローブ非依存的である。 
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図 31：DIP2 過剰発現の表現型。キノコ体全体を OK107-Gal4 を用いて GFP を発現（緑）させる事に
よって可視化し、α/βローブを抗 Fas II抗体による染色（マゼンタ）で可視化した。DIP2の発現をシ
アンで示した。OK107-Gal4 を用いてキノコ体特異的に DIP2 を過剰発現させると投射異常（白矢印）
及び正中線側ローブ構造の伸長（黄矢頭）が観察された。スケールバーは 20μm。 

 

 
図 32：各 Gal4系統を用いて DIP2を過剰発現した時の表現型の浸透率。 
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図 33：c739-Gal4 を用いたレスキュー実験。α/βローブを c739-Gal4 を用いた GFP の発現（緑）、抗
Fas II抗体による染色（マゼンタ）で可視化し、DIP2の発現をシアンで示した。DIP2変異体（A-A’’）
と比べ、DIP2変異体バックグラウンドで c739-Gal4を用いて DIP2を過剰発現（B-B’’）するとα/βロ
ーブの形態異常が回復した。（C）レスキュー実験の定量化。c739-Gal4 を用いて DIP2 を発現すると
DIP2 変異体の表現型が有意に回復した。（***P<0.001、Fisher の正確確率検定）。スケールバーは 20
μm。 
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図 34：（A）各 Gal4 系統を用いてレスキュー実験を行った結果。表現型の項目で変異体と書かれてい
る系統は表現型が有意に回復しなかった系統、レスキューと書かれている系統は表現型が有意に回復
した系統、過剰発現と書かれている系統は過剰発現時の表現型（図 32参照）が観察された系統をそれ
ぞれ意味している。（***P<0.001、Fisher の正確確率検定）。（B）レスキュー実験におけるローブ及び
単一細胞の各表現型が生じる方向の定量。レスキューされる表現型の方向性に偏りは確認されなかっ
た。 
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図 35：DIP2変異体のMARCM解析。キノコ体は抗 Fas II抗体による染色（マゼンタ）で可視化し、
クローンを緑（A、B、C、D）または白（A’、B’、C’、D’）で可視化した。野生型（A-A’）と比べて、
DIP2 変異体の MARCM クローン（B-B’）では過剰な軸索枝形成が確認された。（D-D’’）この表現型
はMARCMクローンでのみ DIP2を過剰発現させると回復した。スケールバーは 20μm。 

 

 
図 36：MARCM実験の定量化。コントロールと比べ、単一細胞のみ DIP2変異を導入すると異所性軸
索の表現型が有意に増加した。そして、その表現型は変異体クローンでのみ DIP2を強制発現すること
によって有意に回復した。（***P<0.001、Fisherの正確確率検定）。 
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4.5 DIP2のドメイン機能の解析 

 

 ヒト DIP2 の研究によって、DIP2 変異体の DNA Methyltransferase-Associated Protein 

1-binding ドメイン（DMAP1-bindingドメイン）によるメチル化の制御異常が精神遅滞を引

き起こす可能性が示唆されている (Winnepenninckx et al., 2007)。ハエDIP2の変異体におい

て神経組織に形態異常が生じる事から、ヒトにおいても DIP2 に変異が生じると脳構造に

形態異常が生じ、結果として精神遅滞が引き起こされている可能性が考えられる。つまり、

ハエにおいてDIP2のDMAP1-bindingドメインが神経発生に重要な機能を有している可能

性が示唆される。 

 キノコ体ニューロンの軸索枝制御に必須となる DIP2 の機能ドメインを同定する為、

DMAP1-bindingドメインとAMP-synthetase ドメイン (AMPドメイン)をそれぞれ欠失した

UAS-DIP2コンストラクトを作製し、c739-Gal4を用いてレスキュー実験を行った（図 37）。

予想に反し、DMAP1-bindingドメインを欠失したDIP2は、野生型DIP2と同様にDIP2変

異体の表現型を有意にレスキューした（c739>mcd8; DIP234/MI01352 70.1%, n = 77、c739>mcd8, 

DIP2ΔDMAP1; DIP234/MI01352 18.1%, n = 72）。一方、タンデムに並んでいる 2つのAMPドメ

インの内どちらを欠いたDIP2もDIP2変異体の表現型をレスキューする事は出来なかった

（c739>mcd8, DIP2ΔAMP1; DIP234/MI01352 68.1%, n = 72、c739>mcd8, DIP2ΔAMP2; 

DIP234/MI01352 60.0%, n = 80）。これらの結果は、DIP2のAMPドメインが軸索枝制御に必須で

あり、DMAP1-bindingドメインは関与していない可能性を強く示唆している。 

 DMAP1-bindingドメインのキノコ体発生への関与を確かめる為、DMAP1-bindingドメイ

ンによって結合する相手と考えられているDMAP1を RNAiによってキノコ体特異的にノ

ックダウンした（図 38）。その結果、キノコ体の細胞数が極端に減少し、全ローブが細く

なるという表現型が観察された（100%, n = 20）。しかし、この表現型はDIP2変異体（図
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19）やDIP2の過剰発現時（図 31）と全く異なる事から、DMAP1はDIP2のDMAP1-binding

ドメインを介さずに機能している可能性が強く示唆される。つまり、DMAP1 はキノコ体

の発生に必要ではあるが、DIP2のDMAP1-bindingドメイン非依存的であると言える。 
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図 37：各ドメインを欠損した DIP2コンストラクトを用いたレスキュー実験。Full-lengthの DIP2及び
DMAP1-binding ドメインを欠損した DIP2（ΔDMAP1）は DIP2 変異体の表現型を有意にレスキュー
したが、AMPドメインを欠損した DIP2（ΔAMP1、ΔAMP2）は表現型をレスキューする事は出来な
かった。myc局在は各コンストラクトを発現した時の mycシグナルの局在を意味している。l、p、cl、
cbはそれぞれローブ構造、ペダンクル、カリックス、細胞体を意味している。（***P<0.001、Fisherの
正確確率検定）。 

 

 
図 38：キノコ体特異的な DMAP1の機能抑制。キノコ体は OK107-Gal4を用いて GFPを発現（緑）さ
せる事によって可視化した。コントロール（A、A’）と比べて、DMAP1 をノックダウン（B、B’）す
るとローブの著しい細径化（白矢頭）や細胞体の減少（B’）が観察された。（A’）、（B’）は（A）、（B）
の細胞体及びカリックスをそれぞれ拡大表示している。スケールバーは 20μm。 
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4.6 DIP2の細胞内局在 

 

 DIP2は（1）DMAP1-bindingドメインを有している為、（2）DIP2が結合すると考えられ

ている disconnectedが核に局在する (Lee et al., 1991)為、細胞核に局在していると考えられ

ている。しかし、キノコ体の発生においてDMAP1-bindingドメインが必須でない事が明ら

かとなった為、DIP2の細胞内局在を検討した。抗DIP2抗体を用いてキノコ体の細胞体を

免疫染色し内在性及び強制発現した DIP2 の細胞内局在を観察した所、共に核への局在を

確認する事は出来なかった（図 39）。成虫期以外でのDIP2の核への局在の有無を確認する

為、三齢幼虫後期、蛹化 24時間後、蛹化 48時間後のキノコ体の細胞体を免疫染色したが、

いずれの時期でも核への局在を確認する事は出来なかった。また、DIP2が分解され断片が

核へと移行して機能する可能性を検討する為、N末端にmycタグを付与したDIP2を強制

発現させ、N末端側を抗myc抗体でC末端側を抗DIP2抗体で染色したが、両抗体ともキ

ノコ体細胞の表面でシグナルが観察され、細胞内局在に違いは見られなかった（図 40）。 

 キノコ体細胞は巨核細胞（図 41）(Lin and Lee, 2011)である為、細胞膜と細胞質を区別す

る事が出来ない。DIP2の局在を正確に把握する為、S2細胞でDIP2を強制発現させ細胞内

局在を確認した。その結果、細胞膜及び細胞質でシグナルが検出されたが、特に細胞膜で

強いシグナルが検出された（図 42）。また、S2細胞でも細胞核にて DIP2シグナルは検出

されなかった。DIP2の膜貫通ドメインの有無を予測する為、SOSUI (Hirokawa et al., 1998) 

及びTMHMM (Krogh et al., 2001) を用いたが、どちらのアルゴリズムを用いても膜貫通ド

メインの存在は予測されなかった。従って、DIP2は膜タンパク質と結合して細胞膜に局在

している可能性が考えられる。 
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以上のDIP2のドメイン機能及び細胞内局在の解析から以下の点を示唆している。 

 

・	DIP2 によるキノコ体の軸索枝制御において AMP ドメインが必須であり、

DMAP1-bindinigドメインは必要ではない。 

・	DMAP1 はキノコ体の形態形成に必須であるが、DIP2 の DMAP1-binding ドメイン

を介していない。 

・	DIP2は細胞核に局在せず、細胞膜及び細胞質に局在している。 
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図 39：蛹化 48時間後の DIP2の細胞内局在。キノコ体の細胞膜は OK107-Gal4を用いて mcd8::GFPを
発現（緑）させる事によって可視化し、DIP2 の発現はマゼンタ（A、B）または白（A’、B’）で示し
た。内在性 DIP2（A-A’）及び過剰発現した DIP2（B-B’）の細胞核への局在は確認されなかった。ス
ケールバーは 20μm。 

 

 

図 40：各ステージにおける外来性 DIP2の局在。キノコ体の細胞膜は OK107-Gal4を用いて mcd8::GFP
を発現（緑）させる事によって可視化し、DIP2の N末端の局在は抗 myc抗体を用いてマゼンタ（A、



 74 

B、C）または白（A’、B’、C’）で可視化し、DIP2の C末端の局在は抗 DIP2抗体を用いてシアン（A、
B、C）または白（A’’、B’’、C’’）で可視化した。どのステージでも N末端及び C末端のシグナルは細
胞核で観察されなかった。スケールバーは 20μm。 

 
 
 

 
図 41：キノコ体の細胞体。キノコ体の細胞膜は OK107-Gal4を用いて mcd8::GFPを発現（緑）させる
事によって可視化し、細胞核は DAP I（シアン）を用いて可視化した。（A）細胞膜（緑）に囲われた
部分の大半が細胞核（シアン）である。スケールバーは 20μm。 

 
 
 

 
図 42： S2 細胞における過剰発現した DIP2 の局在。DIP2 をマゼンタ（A）及び白（A’）で示した。
細胞核は DAP I（シアン）を用いて可視化した。DIP2は細胞膜及び細胞質で局在が確認された。スケ
ールバーは 20μm。 
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4.7 DIP2によるキノコ体形成における disconnectedの関与の検討 

 

 前項より、DIP2 は細胞核に局在していない可能性が強く示唆された。これは、DIP2 が

disconnected（disco）と in vivoにおいて結合せず、直接的な相互作用を有していない可能性

を示唆している。キノコ体軸索枝形成におけるDIP2と discoの相互作用の有無を確認する

為、まず、キノコ体の正常な形態形成における discoの必要性を検討した。discoの機能欠

失変異体である disco1のヘミ接合体ではキノコ体の α/β ローブ特異的に投射異常が観察さ

れた（14.6%, n = 48）が、DIP2変異体で観察された異所性ローブの表現型は全く見られな

かった（図 43）。また、Discoをキノコ体特異的に強制発現させると胚性致死となった。次

に DIP2と discoが同経路で協調的に機能する可能性を検討した（図 44）。DIP234と disco1

の二重ヘテロ接合体でもキノコ体の表現型は殆ど観察されず、disco1のヘミ接合体バック

グラウンドで DIP234をヘテロ接合体としても disco 変異体の表現型の浸透率の有意な上昇

は観察されなかった（9.09%, n = 44）。逆に、DIP2変異体バックグラウンドで disco1のヘテ

ロ接合体やヘミ接合体にしても DIP2 変異体で観察された表現型の浸透率の有意な上昇は

観察されなかった（disco1/Y;DIP234/MI01352 75.0%, n = 52、+/Y;DIP234/MI01352 70.4%, n = 54）。これ

らの結果から、少なくともキノコ体の形態形成においてはDIP2とDiscoは相互作用を有し

ていないといえる。 
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図 43：disco 変異体のキノコ体。キノコ体は OK107-Gal4 を用いて GFP を発現（緑）させる事によっ
て、α/βローブは抗 Fas II抗体による染色（マゼンタ）で可視化した。野生型（A）と比べて、disco
変異体（B）ではα/βローブの投射異常（白矢印）が観察された。スケールバーは 20μm。 

 
 

 
図 44：DIP2と discoの遺伝学的相互作用の定量化。DIP2変異体バックグラウンドで discoの変異をヘ
ミ接合で持たせても、DIP2変異体の表現型浸透率の有意な増加は観察されなかった。 
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4.8 DIP2の下流因子の探索 

 

 DIP2と相互作用をする因子の有力候補であった discoとの遺伝学的相互作用が確認出来

なかった事（4.7 参照）、既知の軸索分岐・誘導関連因子が下流因子と確認出来なかった事

（4.10 参照）から、DIP2 の下流因子を探索する為に一次スクリーニングとしてマイクロ

アレイ解析による網羅的な遺伝子発現プロファイリングを行った。elav-Gal4を用いて神経

系全体でDicer2のみを発現した系統と、DIP2の逆向き反復配列も共発現させDIP2の発現

量を減らした系統の中枢脳を直接取り出して検体とした。DIP2 をノックダウンした系統

（DIP2 RNAi系統）とノックダウンしていない系統（コントロール系統）を比較して、mRNA

の発現量が 1.5倍以上かつ有意（p < 0.01）に変化している 91の遺伝子を候補遺伝子とし

た。これらの候補遺伝子の内、過去の報告を参考にして神経発生に関与している可能性が

高いと考えられる 41の遺伝子を選抜した。RNAi法を用いてこれらの遺伝子群をキノコ体

特異的にノックダウンする事によって二次スクリーニングとした。その結果、glaikit (gkt)

をノックダウンした場合のみDIP2変異体と同様の表現型を示した（49.4%, n = 77）（図 45、

図 46）。gktの逆向き反復配列がオフターゲット効果によって DIP2を抑制し、結果として

DIP2変異体と同様の表現型が得られている可能性を排除する為、抗DIP2抗体を用いて gkt 

ノックダウン系統を免疫染色したが DIP2 シグナルの有意な変化は検出されなかった（図

47、図 48）。以上の結果から、DIP2制御下でキノコ体の軸索枝制御に関与する候補遺伝子

として gktを同定した。gktはホスホリパーゼDスーパーファミリーに属するタンパク質を

コードしていると考えられており、頂底極性（apicobasal polarity）に関与する遺伝子群と相

互作用をして上皮細胞の極性形成や、軸索投射に関与している事が報告されている 

(Dunlop et al., 2004)。 
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図 45：キノコ体特異的な Gkt機能抑制。キノコ体は OK107-Gal4を用いて GFPを発現（緑）させる事
によって可視化し、α/βローブは抗 Fas II抗体による染色（マゼンタ）で可視化した。コントロール
（A）と比べて、gktをノックダウン（B、C）すると異所性ローブ（白矢頭）や投射異常（白矢印）が
観察された。スケールバーは 20μm。 

 

 
図 46：キノコ体特異的 gktノックダウンの表現型の定量化。gktをノックダウンすると異所性ローブや
投射異常といった表現型が有意に増加した。（***P<0.001、Fisherの正確確率検定）。 
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図 47：蛹化 24時間後における、コントロール（A、A’）と gktノックダウン時（B、B’）の抗 DIP2抗
体（白）のシグナル。キノコ体は OK107-Gal4を用いて GFPを発現（緑）させる事によって可視化し
た。（A’、B’）の点線部はキノコ体領域を示す。スケールバーは 20μm。 

 

 
図 48：gktノックダウン時の抗 DIP2抗体のシグナルの定量化。gktをノックダウンしても DIP2シグナ
ルの有意な減少は観察されなかった。 
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4.9 DIP2とGkt及びGktの既知の相互作用因子との遺伝学的相互作用の検討 

 

 前項のマイクロアレイ解析ではDIP2 RNAi系統を用いてコントロール系統と比較を行っ

た。DIP2変異体でも野生型と比べて gktの発現量が有意に減少するか検討する為、リアル

タイム RT-PCR を行った（図 49）。DIP2 変異体及び野生型の成虫の中枢脳を検体とした。

結果の再現性を高める為、3つの生物学的反復（biological replicates）と各生物学的反復に

つき 2つの技術的反復（technical replicates）を行った。その結果、DIP2変異体においても

gktの有意な減少が確認された（図 50）。また、同時に elav-Gal4依存的に gkt及びDIP2の

逆向き反復配列、野生型 gktを発現させた系統を用いてリアルタイム PCRを行っており、

各系統での gkt発現量の上昇及び低下を確認している。 

 次にキノコ体形成におけるDIP2とGktの遺伝学的相互作用を調べる事で、2つの遺伝子

が同経路で協調的に機能する可能性を検討した（図 51）。gktの機能欠失変異体である gktG85

のホモ接合体は胚性致死である。DIP2変異体バックグラウンドで gktG85をヘテロ接合体に

すると DIP2 変異体で観察された表現型の浸透率の有意な上昇が観察された（gktG85/+; 

DIP234/MI01352  92.1%, n = 76）。次に、gktの発現量低下がDIP2変異体で観察された表現型の

原因として必要十分であるか確認する為、UAS-gktを用いてDIP2変異体のレスキュー実験

を行った。DIP2変異体バックグラウンドでキノコ体特異的に gktを強制発現したが、表現

型の浸透率の有意な変化は検出されなかった（UAS-gkt; DIP234/MI01352 69.7%, n = 89）。これら

の結果は、GktがDIP2の下流において同経路でキノコ体の軸索枝を制御している事を示し

ている一方、Gkt以外の下流因子の存在や酵素活性を持つと考えられている Gktの基質を

DIP2が直接的もしくは間接的に供給している可能性 (Dunlop et al., 2004; Kang et al., 2011b; 

Wang and Oram, 2005)を示唆している（5.2 参照）。 

 先行研究によって、Gktは crumbs（crb）、stardust（sdt）といった頂底極性に関係する遺
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伝子や Neuroglian（Nrg）、Lachesin（Lac）といった神経発生に関与する事が知られている

遺伝子と遺伝学的相互作用を有している事が報告されている (Dunlop et al., 2004)。キノコ

体の軸索枝制御においてもGktがこれらの因子と協働して機能しているか調べる為、遺伝

学的相互作用の検討を行った（図 52、図 53）。各遺伝子の単一ヘテロ接合体、各遺伝子の

ヘテロ接合体とgktG85またはDIP234との二重ヘテロ接合体では sdtEH681; DIP234を除き表現型

の浸透率の有意な増加は観察されなかった。しかし、DIP234、gktG85との三重ヘテロ接合体

にした場合、crb 及び sdt で表現型の浸透率の有意な増加が観察された（gktG85/+; 

crb11A22/DIP234 31.8%, n = 88: sdtEH681/+; gktG85/+; DIP234/+ 31.2%, n = 64）。この時、DIP234、gktG85、

crb11A22の三重ヘテロ接合体のみで DIP2 変異体で観察されなかった正中線側ローブの過伸

長が確認された（27.3%, n = 88）（図 52 C）。また、DIP234、sdtEH681との二重ヘテロ接合体及

びDIP234、gktG85、sdtEH681の三重ヘテロ接合体では投射異常の表現型は確認されなかった（図

53 B）。これらの結果は、crb、sdtはDIP2、gktと協働してキノコ体の発生を制御している

事を示唆していると共に、crbと sdtはキノコ体の発生において一部異なる機能を有してい

る可能性を示唆している。 

 

以上のDIP2の下流因子解析から以下の事が言える。 

 

・	GktがDIP2の下流において同一経路でキノコ体の軸索枝を制御している。 

・	DIP2の下流においてCrb及びSdtがGktと協働してキノコ体の軸索枝を制御してい

る。 
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図 49：コントロール（yw）、DIP2変異体(DIP2 mutant)、gkt過剰発現（UAS-gkt）、gktノックダウン
（gkt-IR）の成虫脳を検体として用いたリアルタイム PCR。（A）がリファレンスとして用いた Rp49、
（B）が gktである。 

 

 
図 50：コントロール（yw）を 1とした時の各系統の gkt mRNA発現量比。コントロールと比べて、DIP2
変異体（DIP2-）及び DIP2ノックダウン（DIP2-IR）の gkt mRNA発現量は有意に減少した。（***P<0.001、
*P<0.05、Mann-Whitney検定）。 
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図 51：DIP2と gktの遺伝学的相互作用の定量化。DIP2変異体バックグラウンドで gktG85をヘテロに持
たせると表現型の浸透率が有意に増加したが、OK107-Gal4の制御下で Gktを発現しても表現型はレス
キューされなかった。（***P<0.001、Fisherの正確確率検定）。 

 

 
図 52：crb及び sdtとの遺伝学的相互作用。キノコ体は OK107-Gal4を用いて GFPを発現（緑）させる
事によって可視化し、α/βローブは抗 Fas II抗体による染色（マゼンタ）で可視化した。crb（B、C）
及び sdt（D、E）は DIP2、gktと遺伝学的相互作用が認められた。DIP2変異体と同様の異所性ローブ
（白矢頭）や投射異常が観察される他、crbのみローブ構造の過伸長（黄矢頭）も観察された。スケー
ルバーは 20μm。 
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図 53：DIP2、gktと gktの既知の相互作用因子との遺伝学的相互作用の定量化。Gktの既知の相互作用
因子の内、crb及び sdtだけが DIP2、gktとトリプルヘテロ接合にする事によって表現型浸透率の有意
な増加が観察された。（***P<0.001、*P<0.05、Fisherの正確確率検定）。 
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4.10 既知の軸索分岐・誘導関連因子群との遺伝学的相互作用の検討 

 

 4.7より、キノコ体の軸索枝制御においては DIP2と discoには相互作用が存在しない事

が明らかとなった。また、4.5よりDIP2のAMPドメインが軸索枝制御に必須である可能

性が示唆されている。AMP ドメインは酵素活性を有していると考えられている為、DIP2

が実行因子となって軸索枝の分岐や投射を直接制御しているとは考え難く、何らかの実行

因子を間接的に制御していると考えられる。DIP2による軸索枝制御機構の実行因子を探索

する為、既知の軸索枝制御関連因子群とDIP2の相互作用を検討した。 

 Down Syndrome Cell Adhesion Molecule 1（Dscam1）は Igドメインを持つ細胞接着分子で

ある (Schmucker et al., 2000)。選択的スプライシングによって理論上 38,016通りのアイソフ

ォームを持つと考えられており、この分子的な多様性が特異的な神経結合形成において重

要である事が多くの研究によって示唆されている (He et al., 2014; Hutchinson et al., 2014; 

Wang et al., 2004; Wojtowicz et al., 2004; Zhan et al., 2004)。キノコ体においては、Dscam1変異

体クローンを形成すると DIP2 変異体の単一細胞クローンで観察された様な軸索枝の過剰

形成（図 35）を引き起こす事が報告されている (Wang et al., 2002)。Dscam1をキノコ体特

異的にノックダウンすると高い浸透率で形態異常が観察される（100%, n = 30）が、DIP2

変異体とは異なり、背側及び正中線側へ投射せず分岐点でローブ構造が凝集している個体

も多く観察された（図 54）。また、DIP2変異体で観察された様な異所性ローブの表現型は

全く観察されなかった。次に、DIP2とDscam1が同一経路で協調的にキノコ体の軸索枝を

制御しているか明らかにする為、免疫組織染色及び遺伝学的相互作用の有無の検討を行っ

た。まず、DIP2及び Dscam1の発現量を上下させた場合の抗 Dscam1抗体及び抗 DIP2抗

体のシグナルの変化の有無を確認した。DIP2変異体の 1細胞クローンとDscam変異体の 1

細胞クローンが同様の表現型を示す事から、DIP2を抑制した場合にDscam1シグナルの減
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少もしくはDscam1を抑制した場合にDIP2シグナルの減少が確認されると予想していたが、

有意な変化は検出されなかった（図 55 A, B）。次に、遺伝学的相互作用を確認した（図 56）。

Dscam1 の機能欠失型アリルである Dscam11と DIP234の二重ヘテロ接合体ではキノコ体の

形態異常は観察されなかった。また、DIP2変異体バックグラウンドでDscam11のヘテロ接

合を持たせても DIP2 変異体の表現型の浸透率の有意な変化は観察されなかった

（Dscam1/+; DIP234/MI01352 67.5%, n = 114）。Dscam11のホモ接合体は致死である。これらの結

果から、Dscam1とDIP2は異なる経路で軸索枝を制御していると考えられる。 

 

 Wnt5はWnt分泌型シグナルファミリーの一員であり、当研究室等の研究によって Planar 

Cellular Polarity（PCP）経路を介してキノコ体の軸索形成を制御している事が明らかとなっ

た（図 57）(Ng, 2012; Shimizu et al., 2011)。Wnt5や PCP経路の因子の機能欠失変異体では

α/βローブの投射異常や細径化、凝集等が観察され（図 58）、単一細胞レベルではα/βニュ

ーロンの軸索枝の形成不全や投射異常が生じる。この表現型が DIP2 変異体の単一細胞レ

ベルで観察された軸索枝過剰形成の表現型と真逆である事から、DIP2とWnt5/PCP経路が

同一経路において逆向きに働いていると考え、これらの遺伝学的相互作用の検討を行った

（図 59）。Wnt5の機能欠失型アリルであるWnt5400及びWnt5D7のヘミ接合体ではそれぞれ

35.9%（n = 103）、57.7%（n = 104）の割合で表現型が観察されたが、DIP234をヘテロ接合

で持たせるとこれらの表現型の浸透率が有意に低下した（Wnt5400/Y; DIP234/+ 12.3%, n = 114、

Wnt5D7/Y; DIP234/+ 19.3%, n = 114）。しかし、DIP2変異体のホモ接合を導入すると浸透率が

増加しただけでなく、Wnt5変異体及びDIP2変異体単体だけでは観察されなかったローブ

が短くなる表現型も観察されるようになった（Wnt5D7/Y; DIP234/DIP2MI01352 86.3%, n = 51）。 

次に、Wnt5 の下流因子である dishevelled の部分機能欠失変異体であり、PCP 経路特異的

に表現型を示す dsh1を用いてDIP2との遺伝学的相互作用の検討を行った。その結果、Wnt5
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と同様に DIP2 のヘテロ変異を持ち込む事によって dsh1の表現型を抑制する事が出来た

（dsh1/Y 71.4%, n = 84、dsh1/Y; DIP234/+ 51.7%, n = 89）。 

 これらの結果から、Wnt5/PCP経路とDIP2の関係性について 3通りの可能性が考えられ

る。（1）DIP2がWnt5/PCP経路の上流に位置する可能性、（2）DIP2がWnt5/PCP経路の下

流因子とし機能している可能性、（3）DIP2とWnt5/PCP経路が平行してキノコ体の発生を

制御している可能性である。これらの可能性について順に検討する。まず、（1）が正しい

ならば、Wnt5 の機能欠失変異体バックグラウンドで DIP2 の発現量を変化させても Wnt5

変異体だけの時と比べて表現型の浸透率は変化しない筈である。しかし、実際はDIP234を

ヘテロ接合で持たせる事によって、Wnt5 変異体の表現型の浸透率は有意に減少している。

よって、（1）の可能性は低いと考えられる。次に、（2）の可能性が正しいならば、Wnt5

と DIP2 は同一経路内で逆方向に機能していると考えられる。つまり、Wnt5 が間接的に

DIP2の発現を抑制しており、Wnt5の機能欠失変異体ではDIP2の発現量が上昇している筈

である。この可能性を確かめる為、キノコ体特異的にWnt5をノックダウンし抗DIP2抗体

を用いて免疫組織染色を行った。しかし、DIP2シグナルの有意な変化は観察されなかった

（図 55 A, C）。以上の結果より、Wnt5/PCP経路とDIP2は同一経路内の上流・下流の関係

性にあるのではなく、並行してキノコ体の形態形成に関与していると考えられる。 

 その他の既知の軸索制御因子群と DIP234の二重ヘテロ接合体を観察したが、DIP2 変異

体と同様の表現型の浸透率の有意な増加を観察する事は出来なかった。 
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図 54：キノコ体特異的な Dscam1の機能抑制。キノコ体は OK107-Gal4を用いて GFPを発現（緑）さ
せる事によって可視化し、α/βローブは抗 Fas II抗体による染色（マゼンタ）で可視化した。コント
ロール（A）と比べて Dscam1 をノックダウン（B、C）すると投射異常（白矢印）や分岐点での軸索
の凝集（黄矢頭）が観察された。スケールバーは 20μm。 

 
 

 
図 55：（A）蛹化 24時間後における Dscam1、Wnt5ノックダウン時の抗 DIP2抗体のシグナルの定量化。
DIP2 シグナルの有意な変化は観察されなかった。（B）蛹化 24 時間後における DIP2 ノックダウン時
の抗 Dscam1抗体のシグナルの定量化。Dscam1シグナルの有意な変化は観察されなかった。（C）蛹化
24時間後におけるWnt5、Dscam1過剰発現時の抗 DIP2抗体のシグナルの定量化。DIP2シグナルの有
意な変化は観察されなかった。 
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図 56：DIP2 と Dscam1 の遺伝学的相互作用の定量化。DIP2 変異体バックグラウンドで Dscam1 の変
異体をヘテロにしても表現型の有意な上昇は観察されなかった。 

 

 
図 57：Wnt を介したシグナル経路。レセプターである Frizlled によって受容された Wnt シグナルは
Dishevelledを介して古典経路（canonical pathway）と非古典経路（non-canonical pathway）に分けら
れる(Niehrs, 2012)。そして、非古典経路は更に Wnt/PCP 経路と Wnt-Ca2+経路に分けられる。キノコ
体ではWnt5の下流でWnt/PCP経路が機能して軸索形成を制御している事が示唆されている。 
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図 58：Wnt5 変異体及び dsh 変異体のキノコ体。キノコ体は OK107-Gal4 を用いて GFP を発現（緑）
させる事によって可視化し、α/βローブは抗 Fas II抗体による染色（マゼンタ）で可視化した。（B-C）
Wnt5変異体では欠失（白矢印）やローブ構造の脳後背部への凝集（黄矢印）が観察された。（D）Wnt5・
DIP2のダブルミュータントではローブの短縮（白矢頭）が観察された。（E）dsh変異体ではローブの
細径化（黄矢頭）が観察された。スケールバーは 20μm。 

 

 
図 59：（A）DIP2 と Wnt5 の遺伝学的相互作用の定量化。Wnt5 変異体バックグラウンドで DIP2 の変
異をヘテロに持たせると Wnt5 変異体の表現型の浸透率が有意に減少したが、DIP2 変異をホモに持た
せると浸透率が増加し、Wnt5 変異体及び DIP2 変異体単体では観察されなかった表現型も観察される
ようになった。（B）DIP2 と dsh の遺伝学的相互作用の定量化。PCP 経路特異的に影響を与える dsh1

変異体バックグラウンドで DIP2 の変異をヘテロに持たせると dsh1変異体の表現型の浸透率が有意に
減少した。（*P<0.05、***P<0.001、Fisherの正確確率検定）。 
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4.11 ショウジョウバエの JNKホモログであるBasketによるDIP2の発現制御 

 

 ショウジョウバエの JNKホモログである Basket（Bsk）は、キノコ体の形態形成におい

てγニューロンの刈り込みや α/βニューロンの維持や投射等に関与している事が報告され

ている (Bornstein et al., 2015; Coffey, 2014; Rallis et al., 2010)。OK107-Gal4を用いてキノコ体

特異的にBskのドミナントネガティブ型（Bsk.DN）や bsk-IRを発現させてBskの機能を抑

制した場合に観察される表現型（図 60 A）がDIP2を過剰発現させた場合に観察される表

現型（図 60 B）と酷似している事から、BskとDIP2が同一経路内でキノコ体の形態形成

を制御していると考え、遺伝学的相互作用の確認及び免疫組織染色を行った。 

 まず、OK107-Gal4を用いて Bsk.DNとDIP2を共発現させると片方のみを発現させたと

きと比べて表現型が増強し、過剰投射したローブ構造が正中線上に溜まる表現型が観察さ

れた（100%, n = 44）（図 60 C, 図 61）。また、c739-Gal4を用いてBsk.DNを発現させると

過剰投射の表現型は観察されず、投射異常の表現型のみが観察された（54.1%, n = 74）（図

62）。一方、DIP2を過剰発現しても表現型は殆ど観察されない（図 33 C）。しかし、Bsk.DN

とDIP2を共発現させるとBsk DNの表現型の浸透率が有意に増加した（84.0%, n = 75）（図

63）。7B-Gal4を用いても同様の結果を得る事が出来た（7B>Bsk.DN 70.4%, n = 54: 7B>DIP2 

3.41%, n = 88: 7B>Bsk.DN, DIP2 88.9%, n = 36）。これらの結果より、もしDIP2とBskが同

一経路内で機能しているならば、それぞれ逆方向に作用している可能性が強く示唆された。 

 次にこれらの因子が同一経路内で作用しているか調べる為、免疫組織染色を行った。

OK107-Gal4を用いてキノコ体特異的に DIP2の抑制や過剰発現を行っても、蛹化 24時間

後のキノコ体ではリン酸化 JNK（pJNK）のシグナルに有意な変化は検出されなかった（図

64 A, B）。一方、Bsk.DNを用いてキノコ体特異的にBskの機能を阻害するとDIP2シグナ

ルの有意な減少が観察された（図 65）。このDIP2シグナルの減少は、bsk-IRを用いた場合



 92 

（図 66）や異なるGal4系統を用いてBskを阻害した場合でも観察された。一方、UAS-Bsk

を用いてBskを過剰発現させてもDIP2シグナルの有意な増加は観察されなかった（図 64 

C）。DIP2の増加が認められなかったのは、Bskは puckered (puc) を初め様々な下流因子に

よってネガティブフィードバックを受けている事が原因と考えられる。事実、Bsk を過剰

発現させても pJNKシグナルの有意な増加は観察されなかった（図 64 A）。また、pucは蛹

化 24時間後では発現していない事が報告 (Bornstein et al., 2015) されており、キノコ体ニ

ューロンにおいては異なる因子がネガティブフィードバックを担っていると考えられる。

これらの結果は、BskはDIP2の上流に位置し間接的に転写を制御している事を示している。 

 次に、Bskの下流で転写因子として機能する事が知られている AP1が Bsk-DIP2経路に

関与しているか検討した。まず、遺伝学的相互作用を確認した（図 67）。7B-Gal4を用いて

AP1の構成因子である Jun-related antigen（Jra）と kayak（kay）のドミナントネガティブ型

（Jbz, Fbz）をそれぞれ強制発現しても表現型は殆ど観察されなかった（7B>Jbz 2.27% n = 

88、7B>Fbz 0% n = 88）。この時、DIP2も共発現するとBsk.DNを強制発現させた場合と同

様の表現型の浸透率の有意な増加が観察された（7B>Jbz, DIP2 22.7% n = 82、7B>Fbz, DIP2 

12.5% n = 80）。次に、免疫組織染色を行ったが、AP1の各因子のドミナントネガティブを

キノコ体特異的に強制発現させても蛹化後 24時間ではDIP2シグナルの有意な減少は観察

されなかった（図 68）。これらの結果は、AP1 は Bsk-DIP2 経路と相互作用を有するが、

AP1が直接的にDIP2の発現を制御していない事を意味している。 

 最近の研究によって、キノコ体においてBskが細胞接着因子である Fas IIの発現を負に

制御し、γニューロンの刈り込みに関与している事が明らかとなった (Bornstein et al., 

2015)。DIP2が Fas IIの上流に位置するか確かめる為、MARCM法を用いてクローン内で

のみ DIP2を過剰発現させた所、クローン内での Fas IIシグナルの上昇が観察された（図

69）。また、c739-Gal4を用いてα/βローブ特異的に Fas IIを過剰発現させると、Bsk.DNを
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強制発現させた時と同様の表現型（図 63）が得られる事が報告されている (Fushima and 

Tsujimura, 2007)。これらの結果は、α/βローブにおいてもBskが Fas IIの発現を制御しα/β

ニューロンの投射方向を制御している事、この制御が DIP2 を介している可能性が高い事

を示唆している。 

 

以上のBskの解析から以下の事が言える。 

 

・	キノコ体特異的に Bskを抑制するとDIP2を過剰発現した場合と同様に投射異常や

軸索枝の過伸展が引き起こされる。 

・	BskはDIP2の上流に存在しており、正の方向に発現制御を行っている。 

・	AP1はBsk-DIP2経路と相互作用を有するが、DIP2の発現制御には関与していない。 

・	Bsk-DIP2経路の下流に Fas IIが存在する可能性が高い。 
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図 60：Bsk機能抑制時と DIP2過剰発現時の表現型。キノコ体は OK107-Gal4を用いて GFPを発現（緑）
させる事によって可視化し、α/βローブは抗 Fas II抗体による染色（マゼンタ）で可視化した。（A）
OK107-Gal4 を用いてキノコ体特異的に Bsk のドミナントネガティブ型（Bsk.DN）を発現すると、投
射異常（白矢印）及び正中線側ローブの過伸長（黄矢頭）が観察された。（B）DIP2を過剰発現させる
と同様の表現型が観察された。（C）Bsk.DNと DIP2を共発現させると過伸長した正中線側のローブが
正中線上に蓄積する表現型が観察された。スケールバーは 20μm。 

 
 

 
図 61：OK107-Gal4を用いた DIP2と bskの遺伝学的相互作用の定量化。Bsk.DNと DIP2を共発現する
と、それぞれ片方を発現した場合より投射異常の浸透率が有意に増加した。（**P<0.01、Fisherの正確
確率検定）。 
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図 62：c739-Gal4 を用いてキノコ体α/βローブ（緑）特異的に Bsk を抑制すると正中線側ローブの過
伸長は観察されず、投射異常のみが観察された。スケールバーは 20μm。 

 
 

 
図 63：c739-Gal4 及び 7B-Gal4 を用いた DIP2 と bsk の遺伝学的相互作用の定量化。DIP2 を強制発現
してもほとんど表現型は観察されないが、Bsk.DN と DIP2 を共発現すると Bsk.DN だけを発現した場
合よりも投射異常の浸透率が有意に増加した。（*P<0.05、***P<0.001、Fisherの正確確率検定）。 
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図 64：（A）蛹化 24 時間後における DIP2 及び Bsk 過剰発現時の抗 pJNK 抗体のシグナルの定量化。
どちらも pJNKシグナルの有意な変化は観察されなかった。（B）蛹化 24時間後における DIP2ノック
ダウン時の抗 pJNK抗体のシグナルの定量化。pJNKシグナルの有意な変化は観察されなかった。（C）
蛹化 24時間後における Bsk過剰発現時の抗 DIP2抗体のシグナルの定量化。DIP2シグナルの有意な増
加は観察されなかった。 

 
 

 
図 65：蛹化 24 時間後におけるコントロール（A-A’’）と Bsk.DN 発現個体（B-B’’）の抗 DIP2 抗体シ
グナル（白）。キノコ体は OK107-Gal4を用いて GFPを発現（緑）させる事によって可視化した。（A’’、
C’’）の点線部はキノコ体領域を示す。（C）キノコ体内の DIP2 シグナルの定量化。Bsk を抑制すると
DIP2シグナルが有意に減少した。（***P<0.001、Unpaired t検定）。スケールバーは 20μm。 
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図 66：蛹化 24 時間後におけるコントロール（A-A’’）と bsk ノックダウン個体（B-B’’）の抗 DIP2 抗
体シグナル（白）。キノコ体は OK107-Gal4を用いて GFPを発現（緑）させる事によって可視化した。
（A’’、C’’）の点線部はキノコ体領域を示す。（C）キノコ体内の DIP2 シグナルの定量化。RNAi を用
いて Bskを抑制しても DIP2シグナルが有意に減少した。（**P<0.01、Unpaired t検定）。スケールバー
は 20μm。 
 

 
図 67：7B-Gal4を用いた DIP2と AP1の遺伝学的相互作用の定量化。AP1のドミナントネガティブ型
（Fbz、Jbz）と DIP2を共発現させると表現型の有意な増加が観察された（*P<0.05、***P<0.001、Fisher
の正確確率検定）。 
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図 68：蛹化 24時間後におけるコントロール（A-A’’）、kay .DN発現個体（B-B’’）、Jra.DN発現個体（C-C’’）
の抗 DIP2抗体シグナル（白）。キノコ体は OK107-Gal4を用いて GFPを発現（緑）させる事によって
可視化した。（A’’、B’’、C’’）の点線部はキノコ体領域を示す。（D）キノコ体内の DIP2シグナルの定
量化。AP1のドミナントネガティブ型を発現させても DIP2シグナルの有意な変化は観察されなかった。
スケールバーは 20μm。 

 
 

 
図 69：MARCM法を用いた DIP2過剰発現クローンの作製。α/βローブは抗 Fas II抗体を用いてマゼ
ンタ（A）または白（A’’）で示した。DIP2 が過剰発現しているクローンは緑で示した。（A’’）の点線
部はクローン領域を示す。DIP2過剰発現クローンでは、Fas IIシグナルの上昇が確認された。スケー
ルバーは 20μm。
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4.12 （補遺）キノコ体以外の神経組織におけるDIP2の影響 

 

 4.2で示した、発生中の脳におけるDIP2の広範囲な発現（図 18 A）より、DIP2はキノ

コ体だけでなく様々な神経組織の発生に関与している可能性が示唆される。キノコ体以外

の組織におけるDIP2の影響を調べる為、楕円体（ellipsoid body）におけるDIP2の機能を

検討した。楕円体は中心複合体（central complex）の一部であり、歩行制御や視覚記憶に関

与している事が報告されている (Pan et al., 2009; Strauss and Heisenberg, 1993)。野生型の楕円

体の軸索はドーナツ状の構造を形成する（図 70 A）が、DIP2変異体ではドーナツ状構造

の腹側に切れ込みが入っている楕円体が観察された（100%, n = 30）（図 70 B）。楕円体ニ

ューロンの軸索投射に異常が生じるとこの様な表現型を示す事が報告されている (Whited 

et al., 2007)。次に、elav-Gal4を用いてレスキュー実験を行った所、DIP2変異体で観察され

た表現型の浸透率が有意に回復した（図 71）。また、4.5 と同様に各ドメインを欠損した

DIP2 を用いてレスキュー実験を行った所、キノコ体と同様に DMAP1-binding ドメインを

欠損したDIP2では表現型がレスキューされ、AMPドメインを 1つでも欠損しているDIP2

では表現型のレスキューが観察されなかった（elav>DIP2; DIP234/MI01352 0% n = 32、elav>DIP2

ΔDMAP1; DIP234/MI01352 0% n = 25、elav>DIP2ΔAMP1; DIP234/MI01352 91.7% n = 24、elav>DIP2

ΔAMP2; DIP234/MI01352 100% n = 24）。 

 これらの結果は、DIP2 はキノコ体だけでなく他の神経組織の軸索投射に関与しており、

その機能においてAMPドメインが重要である事を意味している。 
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図 70：DIP2 変異体の楕円体。楕円体は EB1-Gal4 を用いて GFP を発現（白）させる事によって可視
化した。コントロール（A）と比べて、DIP2 変異体（B）では軸索部の腹側に切れ込み（白矢頭）が
入っている。点線部は軸索部の拡大図。スケールバーは 20μm。 

 
 

 
図 71：各ドメインを欠損した DIP2 コンストラクトを用いたレスキュー実験。キノコ体の表現型と同
様に、full-lengthの DIP2及び DMAP1-bindingドメインを欠損した DIP2は DIP2変異体の表現型を完
全にレスキューしたが、AMPドメインを欠損した DIP2は表現型をレスキューする事は出来なかった。
（***P<0.001、Fisherの正確確率検定）。 
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4.13 （補遺）キノコ体ニューロン軸索部へのDIP2の局在の必要性 

 

 野生型の DIP2 をキノコ体特異的に強制発現すると、キノコ体全体で発現が観察される

（図 72 A）。しかし、ドメイン間のリンカー配列を欠損したDIP2（DIP2Δlinker）を過剰発

現した所、どの DIP2Δlinker もカリックスと細胞体のみに局在し、軸索によって構成され

ているペダンクル及びローブ構造において発現が観察されなかった（図 72 B）。軸索部に

おけるDIP2の発現の必要性を検討する為、DIP2Δlinkerを用いてレスキュー実験を行った。

その結果、全てのDIP2ΔlinkerでDIP2変異体の表現型のレスキューを行う事が出来なかっ

た（c739>mcd8, DIP2Δ linker1; DIP234/MI01352 68.1% n=72、c739>mcd8, DIP2Δ linker2; 

DIP234/MI01352 60.0% n = 80、c739>mcd8, DIP2Δlinker3; DIP234/MI01352 60.0% n = 80）（図 73）。

これらの結果は、リンカー配列が欠損した事によって正常な立体構造をとる事が不可能と

なりDIP2が機能出来ていない可能性を排除する事は出来ないが、DIP2が軸索に局在する

事が正常な機能を発揮する為に重要である可能性を示唆している。 
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図 72：リンカー配列を欠損した DIP2の局在。キノコ体は OK107-Gal4を用いて GFPを発現（緑）さ
せる事によって可視化し、DIP2の局在は抗 myc抗体による染色でマゼンタ（A、A’）または白（B、B’）
で示した。野生型の DIP2（A-A’）をキノコ体で過剰発現すると DIP2はキノコ体全体に局在したが、
リンカー配列を欠損した DIP2（B-B’）はキノコ体のカリックス及び細胞体のみに局在した。スケール
バーは 20μm。 

 
 
 

 
図 73：各リンカー配列を欠損した DIP2 コンストラクトを用いたレスキュー実験。どのコンストラク
トも DIP2変異体の表現型を回復する事は出来なかった。myc局在は各コンストラクトを発現した時の
myc シグナルの局在を意味している。cl、cb はそれぞれローブ構造、ペダンクル、カリックス、細胞
体を意味している。 
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5. 考察 

 

 本研究では、ショウジョウバエのキノコ体をモデルとして、軸索枝の形成と投射を制御

する因子として DIP2 を同定し機能解析を行った。キノコ体をモデルとした神経発生研究

は古くから行われており、刈りこみ (Hoopfer et al., 2008; Watts et al., 2003; Yu and Schuldiner, 

2014) や軸索投射・誘導 (Shin and DiAntonio, 2011; Whited et al., 2007)、時期特異的分化 (Liu 

et al., 2015; Sokol et al., 2012; Zhu et al., 2006) などが解明されてきた。しかし、キノコ体の特

徴的な形状を決定づける機構である軸索分岐に関する論文は 1報しか報告されていない。

2002年に膜貫通タンパクであるDscam1に変異が生じると過剰な軸索分岐が起こる事が報

告 (Wang et al., 2002) されているが、それ以降Dscam1の研究を含めキノコ体の軸索分岐形

成を研究した論文は発表されてこなかった。また、ショウジョウバエに限らず軸索分岐に

関する研究は殆どなされておらず、cGMPシグナルが関与しているという報告が 2報なさ

れているだけである (Schmidt et al., 2009; Ter-Avetisyan et al., 2014)。本研究におけるDIP2変

異体の解析によって、DIP2 が AMP-synthetase ドメインを介して過剰な軸索枝の抑制と軸

索枝の投射制御を行っている事が明らかとなり、DIP2の下流の因子として gktが同定され

た。また、頂端極性因子である crbと sdtがDIP2及び gktと協働して軸索分岐を制御する

事を見出した。軸索枝の制御機構にこれらの因子が関与する事は報告されておらず、全く

新しい知見といえる。 

 その他に、（1）c-Jun N-terminal kinaseのショウジョウバエホモログであるBasketがDIP2

の発現を制御しており DIP2 の機能獲得型変異と遺伝学的相互作用を有する事、（2）DIP2

がWnt/PCP経路の一部の因子と遺伝学的相互作用を有する事を明らかにした。 
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5.1 神経系におけるDIP2の機能解析 

 

 DIP2は神経発生に必要な転写因子であるDiscoの結合因子として同定され、線虫からヒ

トまで幅広く保存されており、多くの生物種において発生中の神経系で強く発現している

事が報告 (Mukhopadhyay et al., 2002; Zhang et al., 2015b) され、神経発生に重要な役割を持

つことが示唆されてきた。また、ヒトでは DIP2 の異常が神経疾患に関係する可能性が示

唆 (De Jager et al., 2014; Kong et al., 2015; Winnepenninckx et al., 2007) されており、神経機能

において何らかの重要な役割を有すると考えられている。しかしながら、DIP2の機能を解

析した論文は極めて少なく、神経系における機能は全く報告されてこなかった。本研究に

よって、DIP2が過剰な軸索分岐を抑制し、軸索枝の投射パターンを適切に制御する事が明

らかとなった。 

 in vitroにおいて哺乳類のDIP2ホモログであるDIP2Aが Follistatin-like 1（FSTL1）のレ

セプターとして機能し、Akt のリン酸化を制御している事が報告されている (Ouchi et al., 

2010; Tanaka et al., 2010)。しかし、以下の理由によりショウジョウバエのDIP2はキノコ体

において、この様な機能を有していないと考えられる。（1）ショウジョウバエには FSTL1

のホモログが存在しない。（2）ショウジョウバエの DIP2 には膜貫通ドメインが存在しな

い為、レセプターとして機能することが出来ない。（3）キノコ体特異的にAktをノックダ

ウンしてもDIP2変異体やDIP2ノックダウン時と同様の表現型を得ることが出来なかった。

（4）DIP2Aを欠損するとAktの活性化が阻害されるが、Aktは軸索枝形成を促進する事が

報告 (Markus et al., 2002) されており、DIP2変異体で観察された軸索枝の過剰形成という

表現型と正反対である。 

 また、本研究では disco との相互作用を確認する事ができなかった（4.7 参照）。Disco

は核に、DIP2は核以外に局在しているので酵母ツーハイブリッド法で確認されたような直
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接的な結合をしている可能性は非常に考えにくい。しかし、disco変異体ではDIP2変異体

と同様の投射異常を観察する事が出来たので、DIP2の生物学的機能に間接的にDiscoが関

与しているかもしれない。 

 discoは哺乳類では保存されていないので、本研究で発見したDIP2によるGktを介した

軸索枝制御経路が哺乳類のDIP2及び軸索分岐形成機構にも敷衍出来ると期待する。 
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5.2 DIP2とGkt間の相互作用 

 

 ドメインを欠損させたDIP2を用いたレスキュー実験より、DIP2のAMP-synthetaseドメ

インがキノコ体の軸索枝制御において重要である事が明らかとなった（4.5 参照）。

AMP-synthetase ドメインは酵素活性を持つと考えられており、ショウジョウバエにおいて

AMP-synthetase ドメインを持つ遺伝子の殆どが脂肪酸代謝関連酵素である。これらの脂肪

酸代謝関連酵素がキノコ体の形態形成に与える役割を調べる為、キノコ体特異的にこれら

の遺伝子を抑制した。その結果、一部の遺伝子ではキノコ体の形態形成に異常が観察され、

中にはDIP2変異体の様な異所性ローブの表現型を示す遺伝子も同定された（図 74）。神経

発生において、脂肪酸が重要な機能を持つ事は以前から示唆されていた (Crawford, 1993; 

Innis, 2007)。近年の研究によって脂肪酸の詳細な機能が解析され、神経幹細胞の分化・増

殖 (Owada, 2008) や回路形成 (Igarashi et al., 2015; Zhang et al., 2009) 、樹状突起の arborの

形成 (Furuta et al., 2012) 、シナプス形成 (Liu et al., 2014; Liu et al., 2011) など神経発生のあ

らゆる側面に脂肪酸が関与している事が明らかとなっており、DIP2も脂肪酸を基質として

代謝し軸索分岐を制御している可能性が考えられる。 

 DIP2の下流因子としてホスホリパーゼD（PLD）スーパーファミリーの一員であるGkt

を同定した（4.8、4.9 参照）。PLDスーパーファミリータンパク質はHKDモチーフを持ち、

基質のホスホジエステル結合を加水分解する活性を有することが知られている。そのメン

バーはホスファチジルコリン（PC）を基質とする PLD 及びホスファチジルセリン合成酵

素、カルジオリピン及び核酸を基質とするZucchini（PLD6）、核酸を基質とするTdp1等多

岐にわたっている (Frohman, 2015; Gottlin et al., 1998; Interthal et al., 2001; Stuckey and Dixon, 

1999)。しかし、核酸やカルジオリピンを基質とする PLD スーパーファミリータンパク質

は核内もしくはミトコンドリア表面に局在する事が報告されており、細胞質に局在し核内
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での発現や特定の細胞内小器官への偏りが無い事が報告 (Dunlop et al., 2004) されている

Gktは脂質を基質としている可能性が示唆される。PLDスーパーファミリーのメンバーで

あるPLD1及びPLD2は脂肪酸の代謝産物であるAcyl-CoAによって活性を制御されると同

時に、Acyl-CoA が自身の基質であるホスファチジルコリン（PC）に代謝される事が報告

されている (Wang and Oram, 2005)。また、PLD1及び PLD2は PAを介して自身の発現を活

性化している事が知られている (Kang et al., 2011a)。 

 （1）DIP2が脂肪酸を代謝している可能性、（2）gktは脂質の代謝産物を基質としている

可能性を勘案すると、DIP2による gkt制御機構は以下の様な仮説が考えられる（図 75）。

まず、DIP2がAMP-synthetaseドメインを介して脂肪酸を代謝する。この代謝産物が gktを

活性化させると同時に、Gktの基質となる PCを供給する。Gktは自身の発現を活性化し発

現量が増加する。DIP2変異体でgktを強制発現させても表現型が回復しなかったのは、DIP2

の欠損によって Gktの基質となる PCが供給されなかった為と考えられる。この仮説を確

かめる為には、DIP2の基質及び代謝産物の同定、この代謝産物がGktに及ぼす影響の検討

などを行う必要がある。 

 



 108 

 

 
図 74：コントロール（A）と比べて、AMPドメインを有する脂肪酸代謝関連因子をノックダウン（B-D）
すると異所性ローブ（白矢頭）や投射異常（白矢印）、軸索伸長（黄矢頭）、細胞数の大幅な減少（D）
が観察された。スケールバーは 20μm。 
 
 
 

 
図 75：DIP2による Gktの発現制御仮説。DIP2が脂肪酸（FA）を基質として代謝し、その代謝産物が
Gkt の基質となると同時に、Gkt の発現を間接的に制御する。そして、Gkt が Crb 及び Sdt と相互作
用し、細胞極性を介した軸索枝の制御を行っていると考えられる。 
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5.3 ローブレベルの表現型と単一細胞レベルの表現型の乖離 

 

 本研究では DIP2 変異体の表現型に対し、ローブレベルでの分類と単一細胞レベルでの

分類を同時に行い、ローブで観察された表現型の原因を単一ニューロンレベルに落としこ

む事が出来た（図 28）。しかし、幾つかの不明瞭な点が存在する。ここでは、それらに対

して考察を加える。 

  

 ローブレベルでは野生型と分類（n = 29）されたにも関わらず、単一細胞レベルでは半

数以上で軸索枝の過剰形成が観察された。この表現型の不一致の原因として、（1）ローブ

レベルの表現型として表出するには更に高い割合で軸索枝の過剰形成が必要となる可能性、

（2）本来は異所性ローブが形成されているにも関わらず野生型と分類してしまった（= 偽

陰性）可能性（図 76）が考えられる。キノコ体のローブ構造は約 2000本のニューロンが

凝集する事によって形成されており、ニューロン同士の相互作用によって表現型が表出し

にくい事も多い。また、単一細胞レベルでは全く異なる表現型でも、ローブレベルでは類

似した表現型となってしまう事もある。真に正確な議論の為には、Photoactivatable-GFP 

(Caron et al., 2014) や色素注入によって常に単一細胞レベルで表現型を観察する事が理想

である。 

 

 また、DIP2変異体では α’/β’ニューロン及び α/βニューロンにおいて異所性の軸索及び

投射異常が観察された（4.3.3 参照）が、ローブレベルでは α’/β’ローブでは形態異常が観

察されなかった（4.3.2 参照）。その原因の 1つとしてα’/β’ローブとα/βローブの密度の違

いが挙げられる。α’/β’ローブとα/βローブが占める体積は殆ど変わらないが、α’/β’ローブ

は約 370本のα’/β’ニューロンから構成され、α/βローブは約 1000本のα/βニューロンから
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構成されている (Aso et al., 2009)。つまり、α/βローブはα’/β’ローブより 3倍密な構造を取

っているといえる。従って、異所性軸索が形成されても α/βニューロンの方がより密な構

造を取る為、ローブ構造として表出しやすい。一方、α’/β’ニューロンで異所性軸索が形成

されても密なローブ構造を形成しない為、異所性ローブとして認識されにくいと考えられ

る。 
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図 76：ローブレベルの表現型の分類における偽陰性の要因。 
ローブ間の境界が明確であった場合のみ異所性ローブとカウントする為、実際に異所性ローブが存在
していてもローブ間の境界が曖昧であった場合に野生型と分類されてしまう。 
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5.4 DIP2の機能獲得型変異 

 

 遺伝学的解析及び免疫組織染色によって、JNKホモログである Bskが DIP2を正に制御

していることが明らかとなった（4.11 参照）。しかし、Bskを抑制するとDIP2の発現量が

減少する（図 67、図 68）にもかかわらず、Bskを抑制した時に観察された表現型は DIP2

を過剰発現する事によって増強された（図 63、図 64）。この一見矛盾した結果は、Bskと

DIP2 及びその共通の下流因子（X とする）の以下の様な関係性を示唆している（図 77）。

BskはDIP2を正に制御すると同時にXを正（または負）に制御し、DIP2はXを負（また

は正）に制御している。つまり、BskとDIP2はXに対して逆方向の発現制御をしており、

DIP2は JNKシグナル経路のバッファーとして作用している可能性が考えられる。JNKシ

グナル経路はWinglessやWnt、FGFといった内在性シグナル分子以外にも酸化ストレスや

浸透圧、機械的刺激などの外的要因によって制御を受ける事が知られている (Coffey, 2014; 

Danny N Dhanasekaran, 2008)。発生中に、これらの因子によって JNKシグナル経路が想定

外の制御を受けてしまうと形態形成に異常が生じ、最悪の場合致死となってしまう。この

可能性を防ぐ為、JNK シグナルの下流に JNK と逆方向の制御因子を置く事によって JNK

シグナルの変動をある程度緩和する事が出来ると考えられる。 

 BskとDIP2の下流に存在する因子Xの候補として Fas IIが挙げられる。Fas IIは細胞接

着分子として知られ、軸索誘導 (Kristiansen et al., 2005; Zarin et al., 2014)やシナプス誘導

(Kohsaka et al., 2007)、記憶形成 (Cheng et al., 2001)に関与している事が報告されている。最

近の報告によって、キノコ体の γローブにおいてBskの下流で軸索の刈り込みに関与して

いる事が明らかとなった (Bornstein et al., 2015)。（1）この研究ではBskを抑制すると Fas II

シグナルが上昇した事、（2）本研究ではDIP2を過剰発現すると Fas IIシグナルが上昇した

事（図 73）から、Bskは Fas IIを負に制御してDIP2は Fas IIを正に制御していると考えら



 113 

れる（図 78）。 

  

 本研究によってBskがDIP2の発現を制御する事、Fas IIが下流因子として機能している

可能性がある事が明らかとなったが、未解明の点は非常に多い。（1）Bsk の上流にはどの

ような因子が存在するのか。（2）DIP2はどの様に Fas IIを制御しているのか。（3）Fas II

以外の実行因子は存在するのか。（4）DIP2の発現をBskを用いて間接的に抑制した時でも、

DIP2 変異体や DIP2 ノックダウンで確認された様な gkt の発現量減少は確認されるのか。

（5）DIP2変異体でも Fas IIシグナルは減少するのか。（6）もしDIP2変異体で Fas IIシグ

ナルが減少するならば、DIP2変異体で観察された表現型に Fas IIが関与するのか。 

 これらの疑問点を解明するには更なる研究を要するが、最終的には DIP2 の新しい機能

が解明されるだけでなく、JNKシグナル経路による神経発生制御の全貌の解明に繋がるこ

とが期待される。 
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図 77：Bskのシグナル経路における DIP2の機能仮説。 
（A）、（B）どちらでも Bskと DIP2は共通の下流因子である Xに対して逆方向の発現制御を行ってい
ると考えられる。 

 
 
 

 
図 78：DIP2及び Bskによる Fas IIの制御。 
Bskは Fas IIを負に制御し、DIP2は Fas IIを正に制御していると考えられる。Bskを介して DIP2の
発現を抑制しても Gktが減少するのか、Gktと Fas II間に相互作用が存在するのかは未解明である。 
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5.5 DIP2とWnt5の遺伝学的相互作用 

 

 本研究によって、DIP2 は Wnt5 と強い遺伝学的相互作用を有する事が明らかとなった

（4.10 参照）。しかし、Wnt5 変異体バックグラウンドで DIP2 変異をヘテロで持たせると

表現型がレスキューされるが、DIP2変異をホモにしてDIP2の発現量を更に減らすと表現

型の浸透率が増え、新たな表現型が観察されるという結果が得られた（図 59 A）。本項目

では、この一見矛盾した結果について考察を加える。 

 図 79ではDIP2とWnt5の発現量と各々の表現型を対応させた。DIP2もWnt5も過剰発

現するとローブが過伸長する事から、α/β ニューロンの伸長を制御している可能性が強く

示唆される。しかし、Wnt5及びDIP2変異体単体ではローブが短縮する表現型は観察され

ず、両方の変異を導入する事で初めてローブ短縮の表現型が観察された。つまり、Wnt5

とDIP2はα/βニューロンの伸長に関しては additiveに働いている可能性が示唆される。 

 α/βローブの投射パターンに着目すると、Wnt5とDIP2による投射制御機構として図 80 

Aの様なモデルが考えられる。このモデルでは、α/βニューロンの投射は 2つの異なる経

路XとYによって制御されており、Wnt5は経路XとYを正に制御、DIP2は経路Xを正

に制御し、Yを負に制御している。また、経路Xは機能する為の閾値が低く、経路Yは濃

度依存的に機能している。図 80 Bでは、このモデルの各遺伝子型における経路X、経路Y

の活性を図示した。Wnt5変異体（Wnt5-/-;DIP2+/+）ではDIP2が存在する為、経路Xは機

能しているが経路Yは野生型より低下している為、αニューロンの投射パターンはランダ

ム寄りになってしまう。ここに DIP2 の変異をヘテロで導入（Wnt5-/-;DIP2+/-）すると、

Wnt5 変異体単体よりも経路 Y の低下が抑えられる為、αニューロンの投射パターンがレ

スキューされる。しかし、Wnt5とDIP2のダブルミュータント（Wnt5-/-;DIP2-/-）では経路

Yは抑制されなくなるが、経路Xが機能しなくなる為、αニューロンの投射パターンに変
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異が生じ正中線側へと誤投射してしまう。また、Wnt5やDIP2過剰発現時は経路Yが大幅

に変動し、αニューロンの投射パターンに異常が生じる。つまり、経路Xが活性化してお

り、経路 Y の活性が適度であった場合のみαニューロンが背側方向に投射できる。一方、

βニューロンは経路Xとは独立しており、経路Yが低下した時のみ投射パターンに異常が

生じる可能性が示唆される。 

 

 近年の研究によって、Wnt5は PCP経路と Drl経路という異なる 2つの経路によってα

ニューロンの投射を制御している可能性が示唆されている (Gombos et al., 2015; Reynaud et 

al., 2015)。今回、モデルによって提示された経路X、Yがこの 2つの経路に対応するのか、

それとも新規の経路が存在するのか、更なる解析が必要である。 
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図 79：Wnt5発現量及びDIP2発現量とα/βローブの各表現型。凝集表現型、異所性ローブの表現型はそれぞ
れWnt5変異体及びDIP2変異体でしか確認されない事から、各々の遺伝子特異的な表現型と考えられる。発
現量 + は過剰に発現している事を意味している。 

 
 

 
図 80：（A）表現型から予想されるWnt5及びDIP2によるα/βニューロンの投射制御モデル。XとYの 2つ
の経路によってα/βニューロンの投射パターンが制御されており、Wnt5は経路 Xと経路 Yを活性化させ、
DIP2は経路Xを活性化させるが経路Yを抑制している。この時、経路Xは閾値が低く、経路Yは濃度依存
的である。（B）モデルから予想される各遺伝子型における経路X、経路Yのシグナル。+ 、—はそれぞれ野
生型と比較して増加、減少している事を意味している。+ 、—が多いほど変動が大きい。 
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5.6 DIP2による軸索分岐制御の分子機構 

 

 本研究によって DIP2 に変異が生じると過剰な軸索分岐が形成される事が明らかとなっ

た（4.3.3 参照）。それでは、DIP2 は軸索分岐形成のどの段階で機能しているのだろうか。

DIP2変異体で確認された過剰な軸索分岐が（1）ペダンクルでは形成されなかった事、（2）

野生型の分岐点から離れた位置では形成されなかった事から、α/β ニューロンの分岐点に

は分岐誘導シグナルが存在し、そのシグナルは一過性であり離れると分岐が形成されなく

なる可能性を強く示唆している。つまり、DIP2は分岐シグナルの受容に関与しており、シ

グナルの複数回受容を阻害する機構を担っていると考えられる。 

 DIP2変異体で観察された異所性ローブの表現型は、正中線側への弱い選択性が確認され

た（図 20 B、図 28 B、図 34 B）。異所性ローブの方向性は主に分岐点の位置に依存してい

ると考えられる。新生されたキノコ体ニューロンの軸索はペダンクルやローブの中心を通

って伸長する為、軸索の投射パターンは古いキノコ体ニューロンによって制限される。そ

の為、一回分岐して軸索枝が各々の方向へ伸長してから更に分岐が起きた場合、新たに形

成された軸索枝が別の方向へ投射する事は非常に困難である。つまり、正中線側に異所性

ローブが多いという事は正中線側でより異所性の分岐が多い事を意味しており、正中線側

に伸びた軸索枝は生理的もしくは物理的に分岐シグナルに対して応答しやすい可能性を更

に示唆している。 

 

 トランスクリプトーム解析及び遺伝学的相互作用によって、DIP2はGktを介して頂端極

性決定因子であるCrb及び Sdtと相互作用を有する事、及びWnt/PCP経路の複数の因子と

相互作用を有する事が判明した（4.9、4.10 参照）。複数の研究 (Courbard et al., 2009; Djiane 

et al., 2005) によって、頂端極性決定因子が PCP経路と協同して細胞全体の極性を制御して
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いる事が明らかとなっている。キノコ体ニューロンにおいてはWnt5や PCP経路の因子が

リガンドと受容体として軸索伸長や誘導に関与している事が報告されている (Gombos et 

al., 2015; Reynaud et al., 2015)。それでは、これらの細胞極性因子はどの様にして分岐シグナ

ルの受容を制御するのだろうか。 

 脳の後背部から伸長してきたキノコ体ニューロンの成長円錐は、脳の前端部に存在する

分岐点に到着すると、そこに存在する分岐シグナル（X）を成長円錐表面に位置するレセ

プター（Y）によって受容して、軸索分岐を開始すると考えられる。成長円錐がXを受容

し続けると軸索分岐を繰り返してしまう為、何らかの方法でXを遮断する必要がある。こ

の時に、細胞極性因子が成長円錐に作用してYの局在を変えてしまうのではないだろうか

（図 81）。このモデルでは、成長円錐が Xを受容すると DIP2及び Gktを介して細胞極性

因子群が制御され、成長円錐内の極性が変化する。その結果、XのレセプターであるYが

成長円錐表面からなくなり、成長円錐がXに反応しなくなり、軸索分岐が 1回しか生じな

くなるのではないだろうか。哺乳類において成長円錐がWntを受容すると、PCP因子と頂

端極性因子の相互作用によりWntの受容体であるFrizzled3がエンドサイトーシスによって

成長円錐表面から取り除かれ、Wntシグナル受容が一時的に阻害される事が報告されてい

る (Onishi et al., 2013)。また、軸索が分岐した後の各々の軸索枝の投射制御も、成長円錐内

の細胞極性によって制御されている可能性が示唆されている (Shimizu et al., 2011; Zou, 

2012)。 

 

 DIP2、Gkt、Sdtの三重ヘテロ接合体と DIP2、Gkt、Crbの三重ヘテロ接合体の間で一部

の表現型の違いが観察された（図 53）。Sdt は Crb と複合体を形成した場合のみに機能す

る一方、Crbは細胞骨格制御に関与するMoesinを初め複数の因子と相互作用を持つ事が知

られている (Bulgakova and Knust, 2009)。その為、Crbのみが相互作用をする因子が観察さ
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れる表現型の違いの原因となっているのかもしれない。 

 

 キノコ体ニューロンの分岐を誘導すると考えられる因子XやそのレセプターYは全く同

定されていない。X の候補としては Wnt5、Y の候補としては Wnt5 のレセプターである

Frizzled（Fz）が挙げられる。Wnt5 はキノコ体の発生中に分岐点に局在する事が報告され

ている他、Wnt5や Fzの変異体では軸索分岐の欠損が報告されている (Shimizu et al., 2011)。

しかし、（1）どちらの因子も軸索分岐欠損の浸透率が約 20%前後と高くない事、（2）Dscam1

と言った既知の因子もキノコ体ニューロンの分岐に関与している事 (Wang et al., 2002) か

ら、Wnt5だけでなく複数の因子が協働する事によってキノコ体ニューロンの軸索分岐の誘

導シグナルとして作用しているのかもしれない。 

 

 本研究によって明らかにされた DIP2 の軸索枝制御が、これらの因子の解明に繋がりキ

ノコ体の特徴的な形態を創りだす分子機構の全容が解明される事を期待したい。 
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図 81：DIP2による軸索分岐制御モデル。（1）分岐点に向けて伸長中の成長円錐表面では分岐シグナルXを受
け取る為に受容体Yが発現していると考えられる。（2）分岐点に到着すると成長円錐はXを受容する。（3）
DIP2とGktを介した細胞極性因子によって、YはXのシグナルを受け取ることができなくなる。（4）また、
極性の変化によって、分岐した 2本の成長円錐表面には異なるレセプターが配置され、レセプターに応じた投
射パターンを示す。 
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6. 結論 

 

 本研究では、ショウジョウバエキノコ体をモデルとして、分子遺伝学を用いて機能未知

因子であるDISCO Interacting Protein 2（DIP2）が軸索枝形成において果たす役割を解析し

た。以下に本研究で得られた結果を示す。 

 

（1）RNAi スクリーニングによって、キノコ体軸索枝制御に関係する候補遺伝子として

DIP2を同定した。 

 

（2）抗DIP2抗体を作成し免疫組織染色を行った所、DIP2が発生期のキノコ体のみならず

中枢脳で広範囲に発現している事が明らかとなった。また、培養細胞を用いた系によって

DIP2は細胞核に局在せずに細胞膜と細胞質に局在する事が明らかとなった。 

 

（3）imprecise excisionによってDIP2の機能欠失変異体を作成し、変異体解析を行った。

その結果、DIP2変異体ではキノコ体α/βローブにおいて異所性ローブやローブの投射異常

が観察された。MARCM法を用いて単一細胞レベルで解析した結果、α/βニューロンの軸

索枝の過剰形成及び投射異常が観察された。以上の結果から、DIP2はキノコ体ニューロン

の過剰な軸索枝の抑制及び軸索枝の投射方向を制御している事が明らかとなった。α/β ニ

ューロンだけでなくα’/β’ニューロンにおいても、この機能を有している事が判明した。ま

た、DIP2変異体では楕円体においても形態異常が観察された事から、キノコ体だけでなく

広範囲な神経組織の発生現象に関与している可能性が示唆された。 

 

（4）野生型やドメイン欠損型の UAS-DIP2 系統を作成してレスキュー実験を行った所、
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AMP-synthetaseドメインを 1 つでも欠いた DIP2 では変異体の表現型を回復する事は出来

なかった。この結果より、DIP2はキノコ体ニューロンで機能し、タンデムに並んでいる 2

つのAMP-synthetaseドメインの両方が軸索枝制御において重要である事が明らかとなった。

AMP-synthetaseドメインを有する遺伝子の大半が脂肪酸代謝酵素である為、DIP2は脂肪酸

の代謝活性を有している可能性が示唆される。また、リンカー配列を欠損した DIP2 は軸

索に局在する事が出来ず変異体表現型をレスキュー出来ない事から、DIP2が軸索に局在す

る事がその機能において重要である可能性が示唆された。 

 

（5）MARCM法を用いた解析によって、単一細胞でのみDIP2の機能を完全に欠失させて

も過剰な軸索枝の表現型が観察された事、野生型の DIP2 を発現させる事によってこの表

現型がレスキューされた事から、少なくとも過剰軸索枝の抑制に関して DIP2 は細胞自律

的に機能している事が明らかとなった。 

 

（6）マイクロアレイ解析を用いて、DIP2の下流因子の候補としてGlaikit（Gkt）を同定し

た。リアルタイムRT-PCR解析によってDIP2変異体で gkt mRNAの発現量が有意に低下し

た事、gkt をノックダウンすると DIP2 変異体と同様の表現型が得られた事、DIP2 変異体

と gkt 変異体及び crumbs（crb）変異体、stardust（sdt）変異体間に強い遺伝学的相互作用

が認められた事から、GktがDIP2の下流で機能し、Crbや Sdtと協調的に機能している事

を示唆している。 

 

（7）既知の軸索枝制御因子との遺伝学的相互作用の検討を行った。その結果、DIP2 と

Wnt5/PCP 経路内のいくつかの因子の間に遺伝学相互作用が認められた。しかし、各々の

発現量の変動は見られなかった事から、DIP2とWnt5/PCP経路は平行して軸索枝制御に関
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与していると考えられる。 

 

（8）JNKホモログである Basket (Bsk)とDIP2の間に遺伝学的相互作用が認められた。ま

た、Bskを抑制するとDIP2タンパクの発現量が低下する事が明らかとなった。これらの結

果は、BskとDIP2が同一経路でキノコ体ニューロンの投射制御に関与している事を示して

おり、gkt以外の下流因子が存在する可能性を強く示唆している。 

 

 以上の結果は、キノコ体ニューロンの軸索枝制御においてDIP2と gktが協調的に働いて

いる事を示している。DIP2はGktを介してCrb及び Sdtと相互作用をする事によって細胞

極性を制御して、軸索分岐及び軸索枝の投射を制御していると考えられる。また、本研究

は、多くの生物種の神経系で発現している DIP2 の神経系における機能を初めて明らかに

したものである。 
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