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§１ 研究実施の概要 

（１）実施概要 

生体が健常な状態を維持しているその背景には、常に受ける様々なストレスに個体が巧みに応

答していることがある。細胞内のストレス情報伝達機能の研究は目覚ましい進展を見せているが、

個体という細胞社会の中で、細胞や組織間の相互作用に注目したストレス応答研究は未だ尐な

く解明されるべき課題が多い。本研究では個体におけるストレス応答を、代謝という観点から遺伝

生化学的に全身性及び、細胞レベルの応答を明らかにすることを目標に実施した。 

 細胞がストレスを受けた場合、その強さ、あるいは細胞のおかれた状態によって異なる応答が

想定される。野生型では細胞が強いストレスを受けた場合、カスパーゼの活性化→アポトーシス

→組織修復あるいは再生、といった生体反応が考えられる。この際、アポトーシス細胞から放出さ

れ周りの細胞の代償性増殖を促進する因子の存在が明らかになってきた。一方でカスパーゼの

活性化が抑制された状態では細胞死不全、あるいはネクローシスが生じることによって二次的な

変化が引き起こされる。本研究では、カスパーゼ活性化因子 dapaf-1の機能欠損変異体 (dpf-1)

が、創傷刺激に対して脆弱であるとの知見から、その分子メカニズムの解明に向けた研究から開

始した。 

 創傷後の生体応答としてカスパーゼ活性化が生存維持に必須である。そこでカスパーゼインデ

ィケーターを発現させ、創傷刺激後のカスパーゼ活性化部位を特定したところ、創傷後 30 分で

創傷部位とは離れた腸においてカスパーゼ活性化が観察された。腸で特異的にカスパーゼ活性

化を抑制すると dpf-1の機能欠損変異体と同様に創傷刺激に対して脆弱になった。 

 dpf-1 の機能欠損変異体の創傷後の脆弱性には体液中の液性因子が関わることが予想された

ため、野生型及び変異体ショウジョウバエ体液サンプルを採取して、プロテオミクス解析を行った。

プロテオミクス解析の結果、創傷ストレス刺激後の dpf-1 変異体において発現上昇する蛋白質に

関して、RNAi を用いたノックダウンによる機能解析を進めている。その結果、一つの遺伝子産物

が創傷後の脆弱性に関わることが見いだされている。 

 メタボローム解析では、野生型と dpf-1 変異体で顕著に異なる代謝産物としてサルコシンが同

定された。dpf-1 変異体は創傷のみならず飢我ストレス、酸化ストレスに対しても脆弱であり、その

際にサルコシンの顕著な上昇が観察された。サルコシン合成酵素（sarcosine dehydrogenase）、

分解酵素（glycine N-methyltransferase）がショウジョウバエにはゲノムにそれぞれ１つずつ遺伝

がある。これら遺伝子の過剰発現系統、ノックダウン系統を得てサルコシンの代謝が制御出来る

ようになった。また、サルコシン代謝と密接な関わりのあるメチオニンサイクルの変調も dpf-1 変異

体で観察されている。これら代謝経路のストレス応答への関わりの解析を進めている。 

 ショウジョウバエ、マウスでのストレスシグナル動態解析系を構築し、生体での細胞死の役割に

関して多くの知見を得た。マウスでは神経発生において顕著な細胞死がおこる神経管閉鎖期に

おいてカスパーゼ活性化の役割が明らかになった。神経管閉鎖の危険因子として葉酸の不足が

いわれているが、この経路はメチオニン代謝とともに、１カーボン代謝経路を構成しており、ストレ

ス応答の観点で詳しい解析を進めている。 

 嗅覚神経系ではカスパーゼ依存的な軸索伸長・成熟機構があることが明らかになり、神経回路

網の形成機構のみならず脳の恒常性の維持やその破綻によって引き起こされる疾患メカニズム

の理解へとつながることが期待される。 

 ショウジョウバエにおいては、外感覚器形成過程の全てを１細胞レベルの解像度で追跡する系

を確立した。そして細胞死シグナルの動態を新たに開発したカスパーゼ制御因子 IAP を可視化

するプローブ PRAP によって詳細に観察した。外感覚器形成過程では分化に失敗した細胞が出
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現し、その細胞を特異的に取り除くことによって発生で生じる分化エラーを除去していることが明

らかになった。 

 細胞社会の中では細胞同士の競合的なふるまいが観察され、このふるまいは組織再編やがん

原性細胞の監視に重要である。組織再編では再編部位での局所のカスパーゼ活性化と細胞増

殖とが互いに相互作用し、細胞の入れ替わりを制御することが明らかになった。細胞競合は新生

がん原性細胞の組織からの排除に関わるが、遺伝学的なスクリーニングによって、エネルギー代

謝に関わる遺伝子が、このプロセスに関わることを明らかにした。 

 老化過程では様々なストレス関連遺伝子が上昇し、神経変性のリスクが高まる。24ヶ月齢マウ

スの脳では、caspase-９が活性化するが、この活性化はcaspase-３の活性化を伴わず、細胞死

の誘導をしているのではないことが明らかになった。老化脳ではイニシエーターカスパーゼの活

性化はあるものの、アポトーシスが抑制された状態にあり、このアポトーシス機能の低下が慢性

的な生体ストレス応答の増大につながる可能性が考えられる。 

 ショウジョウバエを用いた遺伝子過剰発現スクリーニングによって 19S プロテアソームの構成因

子 Rpn11 が神経変性を抑制することを見いだした。Rpn11 の発現が老化によるプロテアソーム活

性低下を抑制し、神経変性の進行を遅らせる事を明らかにした。 

 

 （２）顕著な成果 

１．創傷による全身性応答の解明 

概要：組織傷害が全身性の反応を惹起し、その結果としてカスパーゼ活性化が創傷部位とは

異なる組織でおこることが明らかになった。このカスパーゼ活性化は組織再生を介して致死性

からの回避に関わることが明らかになった。 

Takeishi, A., Kuranaga, E., Tonoki, A., Misaki, K., Yonemura, S., Kanuka, H., and Miura, M.: 

Homeostatic epithelial renewal in the gut is required to dampen a fatal systemic wound response 

in Drosophila. Cell Reports in press 

 

２．カスパーゼ活性化不全によるメチオニン経路の変調 

概要：メタボローム解析によって、カスパーゼ活性化不全個体ではメチオニン経路の変調をきた

すこと、そしてこの経路が生体ストレスへの感受性に関わることが示された。 

 

３．エネルギー代謝経路の細胞競合への関わり 

概要：細胞社会の中では細胞同士の競合的なふるまいが観察され、このふるまいは組織再編

やがん原性細胞の監視に重要である。遺伝学的なスクリーニングによって、エネルギー代謝に

関わる遺伝子が、新生がん原性細胞の排除に関わることが明らかになった。 

Kanda, H., Igaki, T., Okano, H., and Miura, M.: Conserved metabolic energy production 

pathways govern Eiger/TNF-induced non-apoptotic cell death. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 108, 

18977-18982, 2011（Faculty of 1000 Biologyに選抜） 

 

４．カスパーゼ活性化を指標としたストレスシグナルの検出 

概要：ストレス応答を生体レベルで明らかにするために、カスパーゼの活性化を指標とした生体

イメージングの実験系を構築した。その結果、細胞死の生体での動態観察にもとづく、新たな

機能が提示できた。また、カスパーゼが非アポトーシス機能として、シナプスの成熟に関わること



 - ４ - 

が明らかになった。 

 

Yamaguchi, Y., Shinotsuka, N., Nonomura, K., Takemoto, K., Kuida, K., Yoshida, H., and 

Miura, M.: Live imaging of apoptosis in a novel transgenic mouse highlights its role in neural 

tube closure.  J. Cell Biol. 195, 1047-1060, 2011 

（JCB誌, Nature 誌 の Research Highlightsで紹介、Faculty of 1000 Biologyに選抜） 

 

Nakajima, Y-I, Kuranaga, E., Sugimura, K., Miyawaki, A., and Miura, M.: Non-autonomus 

apoptosis is triggered by local cell cycle progression during epithelial replacement in Drosophila. 

Mol. Cell Biol., 31, 2499-2512, 2011 (Cover article、 Faculty of 1000 Biologyに選抜） 

 

Koto, A., Kuranaga, E., and Miura, M.: Apoptosis ensures spacing pattern formation of 

Drosophila sensory organs.  Current Biol.21, 278-287, 2011 

(Cell誌 Leading Edge で紹介) 

 

Ohsawa, S., Hamada, S., Kuida, K., Yoshida, H., Igaki, T., and Miura, M.: Maturation of the 

olfactory sensory neurons by Apaf-1/caspase-9-mediated caspase activity. Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA. 107, 13366-13371, 2010 

 

Koto, A., Kuranaga, E., and Miura, M.: Temporal regulation of Drosophila IAP determines the 

dual functions of caspases in sensory organ development.  J. Cell Biol.  187, 219-321, 2009 

（JCB誌 Research Highlightsで紹介） 

 

５．老化における神経変性シグナル 

概要：24 ヶ月齢マウスの脳では、caspase-9 が活性化するが、この活性化は caspase-３の活性

化を伴わず、細胞死誘導をしているのではないことが明らかになった。アポトーシス実行能の低

下と慢性的な脳機能低下との関わりに興味が持たれる。 

 ショウジョウバエを用いた遺伝子過剰発現スクリーニングによって 19Sプロテアソームの構成因

子 Rpn11 が神経変性を抑制することを見いだした。Rpn11 の発現が老化による 26S プロテアソ

ームの減尐を抑制し、神経変性の進行を遅らせることを明らかにした。 

 

Ohsawa, S., Hamada, S., Asou, H., Kuida, K., Uchiyama, Y., Yoshida, H., and Miura, M.: 

Caspase-9 activation revealed by Semaphorin 7A cleavage is independent of apoptosis in the 

aged olfactory bulb.   

J. Neurosci. 29, 11385-11392, 2009 

 

Tonoki, A., Kuranaga, E., Tomioka, T., Hamazaki, J., Murata, S., Tanaka, K., and Miura, M.: 

Genetic evidence linking age-dependent attenuation of the 26S proteasome with aging process. 

Mol. Cell Biol. 29, 1095-1106, 2009 (Cover article) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19075009?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
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§２．研究構想 

（１）当初の研究構想  

細胞死の実行に重要なカスパーゼは様々なストレスに応じて活性化するが、その活性化の程度や

様式によって生体に多様な反応を引き起こすことが明らかになってきた。本研究ではストレスを受

けた生体の恒常性維持機構を考える上でカスパーゼの活性化に起因する生体反応の理解は、生

体の恒常性維持機構や老化、様々な疾患の仕組みを明らかにする上で重要であると考え研究計

画を立案した。ショウジョウバエカスパーゼ活性化因子 dpf-1の機能欠損変異体が、創傷刺激に対

して脆弱であるとの実験結果を受け、その分子機構の解明を起点として、ショウジョウバエとマウス

を用い、ストレス応答に関わるカスパーゼ活性化を中心にその生体機能を個体レベルで明らかに

する研究であり、以下の 2点について解析を行う。 

１）遺伝学、生化学を取り入れた研究によって、全身性あるいは細胞間に作用するストレス応答とそ

の制御因子を明らかにする 

２）生体でのストレスシグナルイメージングから、ストレス応答の制御と生体機能を明らかにし、その

分子機構を遺伝学的に明らかにする。 

 

（２）新たに追加・修正など変更した研究構想 

中間評価では以下のご助言をいただいた。 

1. ショウジョウバエで見出した知見を基盤として，今後はマウスの研究に展開することにより進化

的に保存されたストレス応答の機構が解明されることが期待できる。カスパーゼの活性化不全を

示すモデル動物は、慢性炎症時の生体応答を明らかにする上でも重要であり、慢性炎症が根底

にある癌、糖尿病、神経変性などの医学分野への応用も期待できる。今回同定したメタボライトが

慢性炎症のマーカーになるかどうかも興味ある今後の課題である。 

 

対応：ご指摘をいただいたように、カスパーゼ活性化不全により慢性的な炎症状態が引き起こされ、

様々なストレス刺激に対して高感受性を示す事が予想されるが、まさにショウジョウバエの dpf-1 変

異体においてはそのような状況が観察されている。dpf-1 変異体においてメチオニン経路が変化し

ていることが明らかになり、この経路の代謝産物が慢性炎症マーカーになりうるかを調べられるよう

分析系を確立している。マウスモデルや実際の疾患において今後、データを蓄積していきたいと考

えている。 

 

2. カスパーゼは単にアポトーシスを実行するのみでなくプロテアソーム、リソソーム、カルパインの

ように細胞内プロテアーゼとしての多面的な役割を担っており、最近その普遍的な意義の解明が

急速に進んでいる。本研究では細胞ストレス応答におけるカスパーゼの役割の解明を目指してい

る。ストレス応答に関わるカスパーゼ活性化の分子メカニズムの解明に向けて研究は順調に進展し

ていると判断できる。ショウジョウバエの体液の移入実験から液性因子の関与が明らかになり，プロ

テオーム解析とメタボローム解析により自然免疫系のタンパク質の発現上昇や特定のメタボライト

の増加などが判明した。メタボローム解析が進展したことにより、本 CREST の目標にも一層沿った

ものになってきている。 

 

対応：カスパーゼによるストレス応答はこれまで予想した以上に多面的であった。発生過程は細胞

間の競合がおこる高いストレスにさらされていると考えられるが、カスパーゼは神経発生での神経

成熟、シナプス形成、分化に失敗した細胞の選択的な除去、そして神経館閉鎖時の形態形成運
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動の速度調節に関わることが本研究で見いだされた。さらに、傷害刺激に応じて腸上皮で活性化

されるカスパーゼは腸幹細胞からの組織再生に必要で、その破綻は致死性になることも明らかに

なった。一方で、カスパーゼ非依存的な細胞死経路が重要な現象も明らかになってきており、神経

変性の晩発性発症におけるプロテアソームの関わり、細胞競合による新生がん原性細胞の除去に

エネルギー代謝経路が関わることを新たに見いだした。今後は、カスパーゼ依存的、非依存的な

細胞間および全身性のストレス応答現象を、本研究で見いだされたメチオニン経路やエネルギー

代謝経路に注目して解明していきたい。 
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§３ 研究実施体制 
 

（１）「三浦」グループ  

① 研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

三浦正幸 東京大学薬学系研究科 教授 H19.10～H25.3 

倉永英里奈 同上 講師 H19.10～H22.12 

千原崇裕 同上 講師 H19.10〜H22.3 

山口良文 同上 助教 H19.10〜H25.3 

殿城亜矢子 同上 研究員 H19.10〜H21.9 

富岡桂 同上 技術員 H22.6〜H25.3 

佐々木美智子 同上 技術員 H21.4〜H23.12 

月岡愛実 同上 技術員 H22.4〜H22.12 

大澤尚子 同上 技術員 H20.5〜H21.10 

原口朱夏 同上 技術員 H24.4〜H22.3 

藤岡頼子 同上 技術員 H20.5〜H24.3 

古藤日子 同上 研究員 H19.10〜H22.3 

中嶋裕一朗 同上 研究員 H19.10〜H22.3 

武石明佳 同上 研究員 H19.10〜H25.9 

野々村恵子 同上 研究員 H19.10〜H25.3 

小幡史明 同上 研究員 H21.4〜H22.3 

関根清薫 同上 研究員 H19.10〜H22.3 

吉田綾子 同上 D3 H22.4〜H25.3 

明銘 同上 D3 H22.4〜H25.3 

篠塚直美 同上 D2 H23.4〜H25.3 

 

 ②研究項目 

・個体における細胞ストレス応答の遺伝学的・生化学的研究 
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§４ 研究実施内容及び成果  

(1)研究実施内容及び成果 

 

1. 傷害ストレスにおけるカスパーゼ活性化と細胞間相互作用の解析 

カスパーゼ活性化因子 dpf-1/dark/HAC-1 の変異体（dpf-1 変
異体）は、初期胚発生過程で誘導されるカスパーゼ活性が全身

で低下していることを報告してきたが(Kanuka et al., Mol. Cell, 

1999)、成虫まで発生可能であり、成虫の体重や繁殖能などに

ついては野生型と比較して差が認められない。組織傷害に対

する生体防御機構にカスパーゼが関与している可能性を検証

するため、マイクロインジェクション用針で dpf-1 変異体の表皮

に損傷を与えた。その結果、損傷後 3日間は損傷を与えた野生

型と同様の生存率を示すが、その後生存率が低下し、損傷後

15日目における生存率は約 40%まで低下したことから、dpf-1変
異体が損傷に対して脆弱であることが示された（図 1）。 

 次に、組織特異的にカスパーゼ阻害因子 p35 を発現するショ
ウジョウバエを用いて損傷後の生存率を解析した。その結果、

腸で p35 を発現する個体において、dpf-1 変異体と同様に損傷後の生存率の低下が観察された

（図 2A）。さらに、dpf-1変異体の腸で dpf-1を強制発現させた個体において損傷後の生存率の低
下が緩和されたことから、損傷後の個体の生存には腸におけるカスパーゼ活性化が必要であるこ

とが示唆された（図 2B）。 

 ショウジョウバエ中腸

は 主 に 腸 細 胞

（enterocyte：EC）、腸

内 分 泌 細 胞

（enteroendocrine cell：

EE ） 、 腸 芽 細 胞

（enteroblast：EB）、腸

幹 細 胞 （ intestinal 

stem cell：ISC） から構

成されている。カスパ

ーゼ活性化細胞の検

出には、カスパーゼ活

性 化 プ ロ ー ブ

CD8::PARP::Venus 、

あるいは FRET による

カスパーゼ活性化プローブ SCAT3を用いた。ショウジョウバエ中腸において、各細胞のマーカーと

切断型抗 PARP 抗体の免疫染色を行った結果、損傷後のカスパーゼ活性化は EE、ISC、EB では

みられずECのみで観察された。ECにおける抗切断型 PARP抗体陽性細胞は、損傷後 30分以内

に認められ、損傷後 6時間、24時間の中腸においても観察された（図 3A、B）。損傷後 6時間と損

傷後 24時間に観察された抗切断型 PARP抗体陽性 ECを比較したところ、損傷後 24時間の中腸

において腸細胞層から脱落して腸管内腔側に位置するECの割合が増加し、核Hoechstの染色が

みられない EC の割合も増加していた（図 3C）。一方、dpf-1 変異体の中腸では、損傷後において
も抗切断型 PARP抗体陽性細胞はみられなかった（図 3A）。以上の結果は、局所的な表皮の損傷

が全身性に中腸 EC に伝搬されてカスパーゼを活性化し、アポトーシスを誘導することを示唆して

いる。 
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 損傷応答シグナル

が ROS を介してショ

ウジョウバエの全身

に伝達されることが

報告された。そこで、

局所的な表皮損傷

部位から離れた組織

（中腸）においてカス

パーゼの活性化が

認められた点につい

て、ROS によるシグ

ナル伝達の可能性

を考慮し、抗酸化剤

N-アセチル-L-シス

テイン (NAC)をエサ

に混ぜて飼育したハ

エに損傷を与えたと

ころ、カスパーゼ活

性化細胞数の減尐

が認められた （図

3D）。以上の結果は、

局所的な表皮の損

傷からの生体防御シ

グナルが ROSを介し

てシステミックに中腸

EC に伝搬され、カス

パーゼを活性化する

ことを示唆している。 

 ショウジョウバエ中

腸では、ほ乳類小腸

と同じように恒常的に細

胞が入れ替わっている。

dpf-1 変異体の中腸で

はカスパーゼ活性化細

胞が観察されないこと

から、腸細胞のアポトー

シスが抑制され、恒常

的な入れ替わりが抑制

されている可能性が考

えられた。そこでまず、

細胞増殖について調べ

るために BrdU取り込み

実験を行った結果、損

傷の有無にかかわらず、

dpf-1 変異体において

は野生型と比較して ISC の分裂頻度が顕著に低下していることが明らかとなった（図 4A）。さらに、

EC の入れ替わりを検証するため、EC に GFP を一過的に発現させ、GFP 保有細胞の数の変化を

観察した。GFPを一過的に発現させたコントロール個体では、6日後の中腸の EC全体における抗

GFP抗体陽性ECの割合が 60％まで低下したことから、ECの入れ替わりが生じていることが認めら



 - １０ - 

れた（図 4B）。一方、dpf-1 変異体においては抗 GFP 抗体陽性 EC の割合は GFP を発現させて

から 6日後も 90％以上を保持していたことから、中腸細胞の恒常的な入れ替わりが阻害されている

ことが示唆された（図 4B）。そこで、中腸細胞の恒常的な入れ替わりが損傷後の生存に影響する

かどうかを検討するため、がん抑制因子 PTEN を ISC に発現するショウジョウバエを用いた

（Nakajima et al., MCB, 2011）。BrdU取り込み実験の結果、PTENの発現が中腸の ISCの増殖を

抑制することを確認した。さらに、この系統に損傷刺激を加えて生存率を検証したところ、dpf-1 変

異体や腸でカスパーゼを抑制した系統と同様に、損傷後に生存率の低下が確認された。以上の

結果から、EC でカスパーゼが活性化することにより引き起こされる腸細胞の入れ替わりが、損傷後

の個体の生存に必須であることが示唆された。 

 

2. 傷害ストレスによる体液変化のプロテオーム解析 

上記の結果よりシステミックな傷害ストレス応答の存在が示唆され、dpf-1変異体において腹部の局
所的な損傷が致死という重篤な影響を与える理由として、体液性因子による全身性の反応が原因

である可能性が考えられた。体液性の因子によって dpf-1 変異体に致死性が誘導される機構とし

ては、損傷後の野生型の体液中に致死を回避する保護因子が誘導されるが dpf-1 変異体体液中
には存在しない可能性、または損傷を与えた dpf-1 変異体の体液中に致死を誘導する因子が誘

導される可能性が考えられる。この可能性を示すために、損傷後の野生型あるいは dpf-1 変異体

の体液を採取して、野生型や dpf-1 変異体の未損傷の成虫に注入することで、致死性が抑制また
は誘導されるかどうかの検討を行った。損傷後の dpf-1変異体では生存率の低下が損傷後 3日以

降で生じることから、死に至るまでの間に dpf-1変異体の体液成分が変化すると予測し、損傷後 48

時間のショウジョウバエから体液を収集して解析に用いた。 

 損傷後の野生型から採取した体液、または損

傷後の dpf-1変異体から収集した体液を野生型
に注入したところ、損傷後の野生型から採取し

た体液の注入後に致死性はみられなかった。し

かしながら、損傷後の dpf-1 変異体から収集し

た体液を注入した野生型において生存率が低

下した（図 5）。これより、損傷後の dpf-1 変異体
体液中には致死を誘導する因子が含まれる可

能性が示唆された。一方、dpf-1 変異体におい

ては、いずれの体液を注入した場合にも生存率

が低下した。さらに、腸細胞で p35を発現するシ
ョウジョウバエに損傷を与え、体液を採取して野

生型に注入したところ、野生型の生存率が低下

した。これより、腸細胞のカスパーゼ活性化を抑

制した個体では、損傷後の体液中に致死性誘導因子が存在することが示された（図 5）。 

 損傷後の dpf-1 変異体の体液中に存在する致死性誘導因子を同定するため、損傷後の dpf-1
変異体体液を加熱して野生型に注入したところ、致死性を誘導しなかった。この結果から、致死性

誘導因子は蛋白質であると予想した。そこで、首都大学東京礒辺俊明教授と共同研究を行い、

dpf-1変異体の損傷前と損傷後の体液に含まれる蛋白質を LC-MS/MSシステムによるショットガン

法により比較検討し、500以上の蛋白質について体液中の情報を得た。2回行ったプロテオーム解

析のいずれかで、損傷前と比較して損傷後の dpf-1 変異体で 1.5 倍以上発現が上昇していた 22

タンパク質を致死性因子の候補とした。 

 候補因子の RNAi 発現による機能解析をすすめているが、現在、特に分泌性のシステインプロテ

アーゼに注目した解析を行っている。dpf-1変異体の損傷後の致死性にシステインプロテアーゼが
関与しているかを検証するため、dpf-1 変異体バックグラウンドのショウジョウバエでシステインプロ

テアーゼのノックダウンを行った。全身でシステインプロテアーゼをノックダウンしたショウジョウバエ

に損傷を与え、生存率を調べたところ、dpf-1変異体の損傷後の致死性が緩和された。これより、損
傷後の dpf-1 変異体の生存率の低下には、システインプロテアーゼが関与している可能性が示唆
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された。 

 ショウジョウバエ遺伝子発現データベースにお

いて、システインプロテアーゼは脂肪体におい

て高発現することが報告されている。そこで、脂

肪体におけるシステインプロテアーゼの発現が

dpf-1 変異体の損傷後の致死性に関与するかを
検証するため、dpf-1 変異体バックグラウンドで、
脂肪体と腸でシステインプロテアーゼをノックダ

ウンしたショウジョウバエにおいて損傷実験を行

った。その結果、dpf-1 変異体の生存率の低下

が緩和されたことから、損傷後の脂肪体または

腸におけるシステインプロテアーゼの発現が

dpf-1 変異体の生存率の低下に関与しているこ

とが示唆された（図６）。 

 以上をまとめると、表皮に損傷を受けたショウ

ジョウバエ個体の生存には、カスパーゼの活性

化を介した中腸細胞の入れ替わりが必要である

ことを明らかにした。中腸細胞にお

けるカスパーゼ活性化を抑制した

個体では、表皮の損傷後に生体

の恒常性を維持することができず、

体液中に致死性誘導因子が産生

されることが示された。さらに、カス

パーゼ活性化変異体の体液にお

けるプロテオーム解析により、シス

テインプロテアーゼが致死性因子

の産生に関与していることを示し

た（図 7 ） (Takeishi et al., Cell 

Reports, 2013)。 
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3．カスパーゼに依存したストレス応答に関わる遺伝子の探索 

＜ストレス応答におけるカスパーゼ関連因子の RNAi スクリーニング＞ 

ショウジョウバエでは、時期、組織特異的に発現する転写因子GAL4により、UAS配列（GAL4認識

配列を持つ）の下流に組み込んだ遺伝子を発現誘導する遺伝学的手法（GAL4/UAS システム）が

確立されている。我々はこの手法により、カスパーゼ阻害因子p35を様々な組織で発現させて損傷

後の致死性を調べ、主に腸細胞で p35 を発現する（NP1-GAL4+UAS-p35）系統が dpf-1変異体と
同様に損傷後致死となることを確認し、損傷ストレス後に腸細胞でのカスパーゼ活性化が、ショウジ

ョウバエ個体の生存維持に必要であることを見出した。そこで、ストレス応答における腸細胞でのカ

スパーゼ活性化制御とその下流因子を遺伝学的にスクリーニングするために、腸細胞特異的遺伝

子ノックダウン法を採用した。 

 ショウジョウバエでは、遺伝子の一部（約 500bp）の配列をUAS配列の下流にタンデムにつないで

（ inverted repeat）発現さ

せることで 、細胞内で

dsRNA を形成し、目的の

遺伝子を効率よくノックダ

ウンする技法（RNAi）が確

立している。日本のショウ

ジョウバエバイオリソース

プロジェクト（NBRP）の一

環 と し て 、全 ゲ ノ ムの

88.2％（12,251 遺伝子）を

カバーする UAS-dsRNA
系統のライブラリーが、国

立遺伝学研究所のストック

センターで維持されてい

る。 

 まず、腸細胞で発現する

NP1-GAL4ドライバーを用

い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー の

UAS-geneX dsRNA を発

現させることで、腸細胞に

おける遺伝子ノックダウン

を行った。NP1-GAL4 系

統と UAS-geneX dsRNA

系統を交配させ、成虫へ

と発生したF1系統 40匹を

25℃で 2 日間飼育した。

炭酸ガスで麻酔をかけ、

20 匹の F1 系統には腹部

腹側中央部付近にマイク

ロインジェクション用ガラス

針で損傷を与えた。残り

20 匹は、麻酔のみで損傷

を与えない対照群とした。

その後、対照群と損傷群

図 8 図８ 



 - １３ - 

をそれぞれ新しいエサの入ったバイアルに入れ、25℃で飼育した。損傷を与えた日（day0）の生存

匹数を 100%とし、翌日（day1）及び 3日ごとに day15までの生存率を計測した。飼育環境をクリーン

に保つため、3 日おきに新しいバイアルに置換した。F1 系統の day15 において、対照群の生存率

が 80%以上であるが損傷群の生存率が 50%以下である系統を Pricking Sensitive(PriS)系統とした。

これまでに 2028系統の検証が終了し、37系統のPriS系統を同定している（図８）。同定された遺伝

子の中には、ロイシンリッチリピートを持つタンパク質（未報告）や、GPCR などの細胞外センサー候

補遺伝子が含まれていた。 

 RNAi 系統を用いたスクリーニングでは、dsRNA の off-targeting effect が危惧されるため、target

配列の異なる dsRNA による検証が必要である。そこで、VDRC（ウィーンのストックセンター）で樹立

された、target配列の異なるUAS-dsRNA系統を用いて、損傷後致死性の追試験を行った。まだ追

試験の途中ではあるが、ドメイン構造からヒトの有機アニオントランスポーターとの類似性が示され

た遺伝子が得られている。今後は、各系統における損傷後の腸でのカスパーゼ活性化を検討し、

カスパーゼ活性化因子またはカスパーゼ下流の生存維持因子候補としての解析、同定を進行さ

せていく。 

 

＜カスパーゼ抑制系統における致死性因子の RNAi スクリーニング＞ 

腸におけるカスパーゼ抑制によって引き起こされる損傷後致死性に関与する遺伝子を同定するた

め、腸特異的カスパーゼ抑制系統を用いて RNAi スクリーニングを行った。スターター系統

（NP1-GAL4+UAS-p35）を UAS-dsRNA 系統と交配させ、p35 と dsRNA を腸で同時に発現する

（NP1-GAL4+UAS-p35+UAS-geneX dsRNA）F1 系統において、損傷後の生存率を回復する

dsRNA 系統を探索することにより、カスパーゼ抑制下で損傷後に致死を誘導する候補因子を同定

することを目的とした。これまでに約 200 系統のスクリーニングを終了したが、致死性を回復させる

dsRNA 系統は得られなかった。スターター系統の表現型が強すぎて RNAi の効果が十分でないた

めに、回復効果が観られない可能性が考えられる。一方で、腸細胞でのカスパーゼ抑制による損

傷後致死性がみられるまで 1 週間以上の時間経過を要することから、腸細胞でのカスパーゼ抑制

の効果は、脂肪体などの他の組織から分泌される因子によって増幅され、それら因子が結果として

毒性 を示す可能性が示唆 さ れ る 。 今 後は 、 全身で dsRNA を 発現 さ せ た上で

（da-GAL4+UAS-geneX dsRNA）、腸特異的にカスパーゼを抑制(lexA-GADなどGAL4/UAS以外

のシステム+p35)するためのシステムの構築を行う必要がある。 
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４．傷害ストレスに応答する代謝産物の同定 

＜カスパーゼ活性化因子 dpf-1変異体でのメタボローム解析＞ 

野生型(Canton S)、dpf-1k1、dpf-1k1/N5の成虫雄の胸部背側

にマイクロインジェクション用のガラスキャピラリーを数回突き

刺し、毛細管現象を利用して体液を採集した。採集された

100 匹分の体液に含まれる各代謝産物を慶応大学曽我朊

義教授との共同研究でキャピラリー電気泳動-飛行時間型

質量分析計（CE-Mass）により分析した。計 518 の代謝産物

について網羅的な定量をおこない、3 系統全てのショウジョ

ウバエ体液中の代謝産物について同定されたもののうち、4

回測定データから得られた標準偏差が平均値の半分以下

のものを信頼性のあるデータとして解析した(図 9)。その結

果、変異体におけるサルコシンレベルが野生型の 4 倍であ

ることが明らかとなった。次に正確なサルコシン定量系の構

築をおこなった。超高速液体クロマトグラフィー-タンデム四

重極型質量分析系(UPLC-MS/MS)を導入し、ショウジョウバ

エ個体サンプルにおけるサルコシンの定量をおこなった。

CE-MSによる体液メタボローム解析と同様に、dpf-1変異体

においても 3 倍から 5 倍程度の高いサルコシン量が検出さ

れた。このシステムによるサルコシン分析系で、さらに別の

機能欠損変異体である dpf-1cd4においても同様の表現型が

みられたことから、サルコシンの上昇は dpf-1 遺伝子の機能

欠損により生じることが確認された。サルコシンの量的な変

動は創傷によっては認められなかったが、この経路がストレ

ス感受性に関わる可能性を考え、さらに以下の研究を行っ

た（Obata et al. in preparation）。 

 

＜サルコシン代謝酵素の同定と遺伝学的操作＞ 

哺乳類においてサルコシンは、グリシン Nメチルトランスフェ

ラーゼ (GNMT)、ジメチルグリシンデヒドロゲナーゼ

(DMGDH)と呼ばれる 2 つの酵素によって、それぞれグリシ

ンあるいはジメチルグリシンから合成される。また、サルコシ

ンデヒドロゲナーゼ(SARDH)によってグリシンへと分解され

る。これらの代謝酵素は肝臓において強く発現しており、シ

ョウジョウバエにおいてはGNMTと SARDHのそれぞれのオ

ーソログが、主に肝臓に相当する器官である脂肪体に発現

している。脂肪体に発現するドライバー (FB-GAL4、

図 10. サルコシン代謝と、脂肪体
(FB)での遺伝学的操作によるサル
コシン量への影響 

図 9. dpf-1 変異体におけるメタボロ
ーム解析 k1、N5は dpf-1の機能欠
損変異体である 
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r4-GAL4)を用いた gnmt、sardh の遺伝子操作(UAS/GAL4 システム)から、この 2 つの代謝酵素が

実際に脂肪体で体内サルコシン量を調節していることが明らかとなった(図 10)。遺伝子のノックダウ

ンには Inverted Repeat と Short hairpin RNAの 2種類の方法を用いた。また腸細胞で特異的に発

現するドライバー(NP1-GAL4)による遺伝子操作では、sardh のノックダウンでサルコシン量が増加

したが、gnmtのノックダウンではサルコシン量の低下はみられなかったことから、SARDHタンパク質

は脂肪体のみならず腸細胞でも発現している可能性があるが、GNMT タンパク質は脂肪体で優位

に発現していると考えられる。 

 

<dpf-1変異体におけるメチオニン代謝> 

dpf-1変異体におけるサルコシン代謝変動を明らかにするため、定量的 RT-PCRおよびウエスタン

ブロッティングによってGNMT 、SARDHの発現量を確認したところGNMTの発現が dpf-1変異体

で亢進していることが明らかとなった(図 11)。SAMは活性化メチオニンとよばれ、ほとんどのメチルト

ランスフェラーゼが触媒するメチル化反応におけるメチル基供与体となっている重要な代謝産物で

ある。そこで SAM分析系を構築し、高メチオニン食摂食下のショウジョウバエ体内におけるメチオニ

ン、SAM、サルコシン量を定量した。その結果、メチオニン量はコントロールであるアラニン摂食群

に比べてお

よそ 8.7 倍上

昇しており、

SAM 量はお

よそ 2.1 倍に

上昇していた。

この時 SAM

量が 2 倍程

度の上昇に

とどまっていたのに対し、サルコシン量は 5.2 倍上昇していることから、摂食したメチオニンは SAM

に変換されたのちにサルコシンへと変換され、それによって SAM の過剰な上昇を抑制していること

が示唆された。そして全身、あるいは脂肪体特異的なドライバーをもちいた遺伝子操作によって、

gnmt の過剰発現系統では SAM 量が低下し、RNAi によって SAM 量が顕著に増加することが明ら

かとなった。この結果から、ショウジョウバエ体内において GNMTは実際に SAMを消費してその量

を調節する酵素であることが明らかとなった。dpf-1 変異体においては有意な SAM 量の低下が確

認され、若干ではあるが SAH 量の増加が見られた(図 11)。SAM 量は SAMS による SAM 生合成と

GNMTによる SAM消費のバランスで決定されていると考えられるが、メチオニンの量には変化がみ

られず、samsの発現量に有意な低下がみられないため、dpf-1変異体にみられる SAM量の低下は

gnmtの発現亢進に由来するものであると考えられた。 

 SAM はほとんどのメチルトランスフェラーゼの基質になっており、1 カーボンサイクルの重要な中

間代謝産物であることに加えて、DNA、RNA、タンパク質、リン脂質などの生体分子のメチル化に必

須の代謝産物である。また、SAMデカルボキシラーゼ(SAMDC)によって decarboxy SAM(dcSAMま

たは S-adenosylmethionineamine)に変換されたのちは、スペルミジン、スペルミンなどのポリアミン

合成に利用される。ポリアミンは遺伝子発現やタンパク質の合成、細胞の増殖に関与している。

図 11. gnmt の発現と
体内 SAM 量 

cd4は dpf-1の強い機
能欠損変異体 
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SAM依存性のメチル化の標的タンパク質には、ヒストンのみならず p53、NF-κB、FoxOなどがあり、

また、フォスファチジルエタノールアミンからフォスファチジルコリンの生合成にも SAMが利用される。

したがって SAM の制御機構が破綻した場合には、その効果はエピジェネティクス、転写因子の活

性化制御、適切なリン脂質組成の破綻につながることが予想される。 

 哺乳類 Apaf-1 と相互作用するタンパク質として報告されている APIP は、メチオニンサルベージ

経路の中間代謝酵素であり、 SAM からポリアミンを生合成する際にできる副生成物、

methyl-thioadenosine(MTA)を再びメチオニンへ戻す経路に必須のタンパク質である。APIP は

Apaf-1 の CARD ドメインと直接相互作用して細胞死を抑制していることが知られているが、Apaf-1

が APIPの酵素活性に影響を与えるかどうかは明らかにされていない。Apaf-1 が APIP と相互作用

して、積極的にメチオニン代謝と関わっていることが予想される。 

 

5．ストレス応答代謝産物生理機能の解明 

＜代謝産物の遺伝学的操作とそのストレス応答への関わり＞ 

サルコシン濃度は、酸化ストレスあるいは飢餓によって上昇する(図 12)。逆に SAM レベルは、一過

的に減尐することが観察される。野生型および変異体のサルコシンレベルの違いは、gnmt の発現

量の違いと相関していたため、ストレス応答時に上昇するサルコシン量は gnmt の発現上昇に由来

すると考えられた。また、sardhのノックダウン系統に飢餓ストレスをかけると、もともと高いサルコシン

量はさらに上昇し、gnmt のノックダウン系統に飢餓ストレスをかけると、サルコシン上昇が抑制され

た。gnmt の発現量の高い dpf-1 変異体では、ストレス応答時にさらにサルコシン量が増加しており、

ストレス前後でのサルコシンレベルの比は野生型と同様、ほぼ 2 倍であった。一方 sardh の発現は、

ストレス応答時には低下するどころか、やや上昇する様子がみられ、体内で一過的に上昇したサ

ルコシンを再びグリシンへと分解していると考えられる。 

図 12. 飢餓、酸化ストレス条件下でのサルコシン/SAM 代謝変動 
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＜dpf-1およびサルコシン代謝とストレス応答＞ 

次にサルコシン代謝が生体防御

システムとして使われている可能

性を調べる目的で、gnmt、sardh

の遺伝学的操作をおこなった。

dpf-1 変異体に比べてストレス感

受性への影響は低いものの、有

意な感受性変化が認められた(図

13)。また dpf-1 変異体において

sardh を過剰発現させた場合、部

分的ではあるがストレス感受性が

レスキューされたことから、dpf-1

変異体においてサルコシン代謝

異常がストレス感受性の一因とな

っていることが示唆された。 

 ショウジョウバエ gnmtの過剰発現、または sardhの RNAi系統では、コントロールに比べて 3倍か

ら 10倍程度サルコシンが上昇することから、この系統は高サルコシン血症の病態モデルと捉えるこ

とが出来る。酸化ストレス、飢餓ストレス応答時にはサルコシンレベルの上昇にともなって sardh の

発現が上昇する報告もあり、sardh 遺伝子はストレス応答時に上昇するサルコシンをグリシンへとも

どしていると考えられる。サルコシン代謝がもつ生理的な機能の解明はいまだ不十分であるが、こ

の代謝経路がストレスに応じて変動し、メチオニン経路の主要な代謝産物である SAM を一定に保

つ働きがあることが明らかになってきた。ショウジョウバエ gnmtや sardhの変異体、あるいは過剰発

現、ノックダウン系統の表現型を解析することで、生体内での全身性ストレス応答に果たす役割が

明らかになると期待される。 

 

6．マウスにおけるストレス応答の解析 

＜部位時期特異的カスパーゼ活性阻害系の作出＞ 

哺乳類においてもカスパーゼ活性化不全が周辺組織に与える影響を検討することを試みた。その

ためには、カスパーゼ活性化を部位時期特異的に操作することが重要である。しかしこれまでのと

ころ、カスパーゼの部位時期特異的遺伝学的操作が可能なマウスは Caspase-8 conditional 

knockout マウスしか報告が無いのが現状である。さらに、カスパーゼはマウスにおいては１0 種類

以上存在し、機能重複があるため一つの遺伝子を壊してもカスパーゼ欠損の効果を見られない可

能性がある。そこで、これらの点を打開するため、広範な種類のカスパーゼに結合しその活性を阻

害するバキュロウイルス由来因子p35の発現を、部位時期特異的に誘導できるマウスを新規作成し

た。このマウスを用いて、特定組織のみでカスパーゼ活性化を阻害しその効果を見るという実験を

行った。現在までに胎生期神経系のみでカスパーゼ活性化を阻害した場合に、生後水頭症を発

症することが明らかとなった。さらにカスパーゼ活性の必要な時期を絞り込むべく、生後や出生前

にカスパーゼ活性阻害を行い、組織への影響を検討中である(Yoshida et al., in preparation)。同

図 13、dpf-1 変異体および

gnmt、sardh 過剰発現ハエのス
トレス感受性 
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時に、これらの影響が細胞自律的なものかそれとも周辺組織への影響を介するのか検討するため、

一部の神経細胞およびグリア細胞（主にアストロサイト）のみに外来遺伝子を発現させることのでき

る遺伝子導入系の開発を行った。胎生期に電気穿孔法によって脳内へ外来遺伝子を導入する手

法自体はすでに実用化されていたが、Tol2 トランスポゾンシステムを応用することにより、脳内の一

部の細胞のみで特定遺伝子の発現を誘導することが可能となった（Yoshida and Yamaguchi et al., 

Genes to Cells, 2010）。 

 

＜脳初期形成過程におけるカスパーゼ活性の生理的意義の解明＞ 

これまでの知見で、ミトコンドリアを介してカスパーゼを活性化する因子（Apaf-1,Caspase-3, 

Caspase-9）が神経系形成に重要な事が知られる。これらのマウスは胎生期に脳室の狭小や外脳

症などの重篤な神経系障害を生じて致死となる。しかし、今回得られた神経系特異的カスパーゼ

活性化阻害の結果はこれらのいずれとも異なる表現型を示しており、今後のさらなる解析により、こ

れまで全く未知である、カスパーゼを介したストレス応答シグナルの脳発達過程への関与が解明で

きると期待される。 

 一方、上述のミトコンドリア経路カスパーゼ活性化不全個体（apaf-1 KO, caspase-3 KO, 

caspase-9 KO）における脳神経系形成障害は、アポトーシスできなかった神経前駆細胞が蓄積す

るものと考えられてきた。しかし、実際にカスパーゼ活性化不全細胞が脳神経系形成過程の組織

動態にどう影響を与えるのかは殆ど不明であった。そこでこの点についても検討した。まず脳神経

形成過程の定量的組織解析を行ったところ、上述のカスパーゼ活性化不全個体の胎生期では意

外なことにこれまでの想定と異なり、脳神経前駆細胞数の増加が認められなかった。その理由を詳

細に調べたところ、これらの変異体で見られる脳室の狭小は、より初期の神経管閉鎖不全異常に

起因する脳室拡大不全によるものが明らかとなった(Nonomura et al., submitted)。 

 そこで、次にカスパーゼ活性化不全がなぜ神経管閉鎖不全を生じるのかを検討した。神経管閉

鎖は非常に短時間（マウスの場合わずか半日）の間に神経組織の形態に劇的な変化が生じる。そ

のためライブイメージング解析が有用であると考えられたため、新規にライブイメージング系を樹立

し解析をおこなった。その結果、カスパーゼ活性化不全個体では、神経板から神経管に形態変化

が生じる際の組織運動が円滑に進行しないため、神経管閉鎖の進行に大幅な遅延が生じることが

明らかとなった（Yamaguchi and Shinotsuka et al., JCB, 2011）。神経管閉鎖後には脳室拡大という

発生イベントが控えている。こうした遅延により、神経管閉鎖運動とは拮抗的に働く脳室拡大までに

閉鎖が完了できないために、閉鎖不全が生じるのではないかと考えられた。ではなぜカスパーゼ

活性化が神経管閉鎖運動の促進に働くのか。その解明は今後の課題であるが、これには次項で

述べるストレス動態可視化マウスを活用できると期待される。  
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＜カスパーゼ活性化を指標にしたストレス動態の解析＞ 

カスパーゼ活性化により細胞は断片化し貪食細胞により速やかに除去される。そのため、組織内

でカスパーゼ活性化細胞を検出する手法である抗体染色や TUNEL 法だけでは、実際に死細胞

が生じる部位を正確に捉えることは不可能である。カスパーゼ活性化とそれによる細胞死が周辺組

織に与える影響を解明するためには、これらのイベントが生じる瞬間を捉えその前後の組織動態を

明らかにする必要がある。我々は、独自に開発したカスパーゼ活性化可視化プローブ SCAT3

（Takemoto et al., JCB. 2003）を全身で発現する SCAT3 トランスジェニックマウスを新規に作成した

（Yamaguchi and Shinotsuka et al., JCB, 2011）。このマウスを用いることで、哺乳類生体組織内に

おけるカスパーゼ活性化動態とそれに伴うアポトーシスを可視化することに世界で初めて成功した。

この解析により、先述の神経管閉鎖過程では、挙動の異なる二種類のアポトーシス細胞がいること

が明らかになった。一種類目は、いわゆる典型的なアポトーシスで、カスパーゼ活性化のち速やか

に断片化し周辺細胞に貪食される。一方、もう一種類は、カスパーゼ活性化ののち断片化を経ず

に丸い形態のまま長時間（最長６時間）残存した。このときカスパーゼ活性の強度にも違いが認め

られ、前者の方がより強い活性化を示していた（Yamaguchi and Shinotsuka et al., JCB, 2011）。こう

したカスパーゼ活性化強度の違いおよび死んだ後の細胞塊の振る舞いの違いが発生期だけでな

く成体組織で見られるかどうかは今後の検討課題であるが、こうした違いが周辺組織・細胞の増

殖・移動や炎症誘起能等において異なる影響を与えることも十分に考えられ興味深い。 

 カスパーゼファミリーには、先述したとおりミトコンドリア経路を介したアポトーシスの誘導に関与す

るカスパーゼ（Caspase-3, Caspase-9 など）以外に、炎症性サイトカインの産生等に主に関与する

カスパーゼ（Caspase-1, Caspase-11 等）も知られる。そこでこれら炎症応答に関与するカスパーゼ

の活性化動態を可視化すべく、SCAT3 を改変し SCAT1 を作成した。現在までに、SCAT1 を用い

ることで哺乳類培養細胞系での炎症応答時のカスパーゼ-1活性化を、リアルタイムで観察すること

に成功している（Liu and Yamaguchi et al., unpublished）。 

 以上二種類のカスパーゼ動態活性化ツールにより、今後、哺乳類生体組織内におけるストレス応

答シグナル動態が明らかにできるものと強く期待される。 

 

＜ストレス応答代謝産物のマウスでの機能解析＞ 

ショウジョウバエのカスパーゼシグナル活性化不全胚で変化していた代謝産物にサルコシンがあっ

た。サルコシン代謝は 1カーボン代謝と深い関連がある。興味深いことに、1カーボン代謝に深く関

わる葉酸の欠乏は、カスパーゼシグナル活性化不全胚でも見られた神経管閉鎖異常を生じること

が、ヒトでもマウスでも知られている。しかしなぜ葉酸欠乏が神経管閉鎖期にクリティカルな影響を

及ぼすのか、その機序は未だ殆ど不明である。さらに 1 カーボン代謝及び葉酸動態は、ヒト成体に

おいては大うつ病をはじめ種々の神経系疾患と相関があることが示唆されている。こうした背景か

ら、1 カーボン代謝と、脳神経系形成の最初期である神経管閉鎖過程と、ストレス応答シグナルで

あるカスパーゼシグナルとの関係を解明することを試みている。 

 まず、哺乳類神経管閉鎖過程においてどのような代謝経路変化が生じるかを調べた。具体的に

は、神経管閉鎖の各ステージの遺伝子発現パターンを DNAマイクロアレイにより解析した。その結

果、神経管閉鎖の前後で複数の代謝経路に劇的な変化が生じることが明らかとなった。さらに、同

様のステージ胚から代謝産物を抽出し、網羅的 CE-Mass 解析をおこない、遺伝子発現変化に対

応した代謝物変化を伴うかを検討している(Miyazawa et al., unpublished)。今後、これらの代謝経路
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変化の生理的意義を実験的に検討していく予定である。 

 

＜嗅覚系におけるカスパーゼによる非細胞死機能＞ 

嗅神経細胞は一生に渡って新生を続けるユニークな神経細胞である。アルツハイマー病やパーキ

ンソン病などの神経変性疾患の初期段階において匂いの識別能力が低下していることから、発生

期以降の嗅神経細胞の新生と病態との関連性が注目されている。嗅覚神経系でのカスパーゼ活

性化不全マウスの詳細な解析により、カスパーゼの神経成熟に関わる非アポトーシス機能が明ら

かになった（Ohsawa et al., PNAS, 2010）。カスパーゼ依存的な軸索伸長・成熟機構の発見は、神

経回路網の形成機構のみならず脳の恒常性の維持やその破綻によって引き起こされる疾患メカニ

ズムの理解へとつながることが期待される。 

 

7. ストレス応答シグナルの新たな生体制御機構と生理機能 

＜細胞間の競合的な関係によるストレス応答＞ 

完全変態をするショウジョウバエでは、幼虫で作られた組織の殆どが成虫細胞に置き換わる。この

組織の入れ替わり（組織再構築）は組織芽細胞の増殖と幼虫細胞の除去とが協調しておこるが、

両者の関係は細胞競合に似たところがある。SCATを用いた生体イメージングをするとカスパーゼ３

様活性 (DEVDase)はランダムに幼虫表皮で見られるのではなく、組織芽細胞と接する境界領域の

幼虫表皮で高頻度に観察された。境界でのカスパーゼ活性化は組織芽細胞増殖を遺伝学的に抑

制する、あるいは近 UVA レーザー（405nm）を用いて境界領域だけで増殖を遅らせると見られなく

なるため、境界領域で増殖する組織芽細胞がカスパーゼ活性化の引き金を担っていると考えられ

る。増殖とアポトーシスの連関がおこる再編境界が順次進行していくことは、組織全体のサイズは

変更せず組織の入れ替わりを成し遂げる有効な仕組みであると考えられる（Nakajima et al., MCB., 

2011）。 

 TNFは組織傷害や感染時の炎症に重要なサイトカインである。ショウジョウバエゲノムには 1つの

TNF(eiger)とその受容体(wengen)があることを我々は明らかにしてきたが（Igaki et al., EMBO J., 

2002; Kanda et al., JBC., 2002）、ショウジョウバエの TNFシグナル経路の全貌は明らかにされてい

ない。そこで、eiger 過剰発現による複眼縮小表現型を指標にした染色体欠失系統のゲノムワイド

な優性モディファイアースクリーニングを行った。その結果、多くのエネルギー代謝経路の遺伝子

が TNF シグナルに関わることが明らかになった。この研究で明らかになった代謝経路は新生がん

原性細胞の細胞競合による除去に深く関わっていることがわかり、細胞社会におけるがん細胞制

御における新たなターゲットとして興味が持たれる（Kanda et al., PNAS, 2011）。 
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＜新たなストレスシグナル動態解析プローブの開発＞ 

動物細胞では進化的に保存された内在性カスパーゼ阻害遺伝子として IAP（ Inhibitor of 

Apoptotic Protein）が知られている。IAPは E3ユビキチンリガーゼであり代謝回転のはやい短寿命

蛋白質である。IAP蛋白質の量的な調節によってカスパーゼ活性の調節が行われているため、IAP

分解を生体内でリアルタイムに可視化することでカスパーゼ活性化シグナルの時空間的な解析が

可能になると考えられる。ショウジョウバエ DIAP1-Venus (GFP variant)を作成し、細胞死刺激によ

って細胞死が誘導され Venus による蛍光の消失がみられるトランスジェニックショウジョウバエを作

成した。このプローブは、DIAP1 に変異を導入することでカスパーゼとの結合は出来ないがプロテ

アソームによって内在性の DIAP1 と同様に分解されるようにデザインされている（Pre-apoptosis 

signal detecting probe based on DIAP1 degradation: PRAP と命名）。生体イメージングにおいては

十分なプローブの発現が必要であるが、PRAP は高レベル発現させてもカスパーゼ阻害による細

胞死には影響が無かった。PRAP を用いての単一細胞レベルでの生体イメージングが可能になり、

細胞死シグナルは細胞の分化段階によって細胞死のみならず細胞の形態形成にかかわることが

明らかになった（Koto et al., JCB, 2009）。 

 

＜分化に失敗した細胞を取り除くことによる発生ノイズ除去＞ 

細胞増殖や分化の際にエラーが生じ、そのような細胞が発生過程で取り除かれることは想像に難く

ないがその実体に迫った知見は殆どなかった。生体において細胞分化のプロセスを細かに観察す

ることが分化エラー細胞を調べる一番直接的な方法である。このような研究には、一細胞の解像度

での生体イメージングが可能で、かつ、多様な分化マーカーが利用できる細胞系譜が有効である。

ショウジョウバエ蛹期に形成される中胸背毛は機械受容器として働く末梢感覚器である。感覚器前

駆体細胞（SOP）がプロニューラルクラスターに生じ、その後、非対称分裂によって感覚器が形成さ

れる。 SOP の出現を neuralized (neu)遺伝子の発現を指標に生体イメージングにて 

(neu-GAL4/UAS-GFP)観察すると、将来 SOPとなる細胞の近傍に neu陽性の細胞が出現すること

が明らかになった。このような細胞（SOP 様細胞と呼ぶ）の殆どは一度分裂したのち、アポトーシス

によって生体から除かれていった。このような SOP様細胞は本来の SOPに対して２０％の割合で生

じ、その殆どはアポトーシスで失われる。Notch ヘテロ変異体では、２０％余分に SOP が生じ、その

分だけ余分な中胸背毛が生じることから、SOP様細胞の出現とアポトーシス制御にはNotchが関わ

っていることが考えられる。このように生体イメージングによって分化に失敗した細胞の存在が明ら

かになり、外感覚器配置パターンを作るには、側方抑制だけではなく、アポトーシスが発生で生じ

るエラーを取り除くことで完成されることが明らかになった（Koto et al., Cur. Biol., 2011）。 

 

＜老化における細胞死シグナル制御＞  

１）マウス老化脳でのカスパーゼ活性化 

神経系や免疫系で重要な働きをするセマフォリン７Aがカスパーゼ９によって特異的に切断される

ことを見いだし、この切断されたセマフォリン７Aを組織化学によって検出する抗体を用いて、脳の

老化におけるカスパーゼ９の活性化を解析した。その結果、24ヶ月齢マウスの脳では、カスパー

ゼ９が活性化するが、この活性化はカスパーゼ３の活性化を伴わず、細胞死の誘導をしているの

ではないことが明らかになった。このように、老化脳ではイニシエーターカスパーゼの活性化はあ

るものの、アポトーシスが抑制された状態にある（Ohsawa et al., J. Neurosci., 2009）。老化脳での
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アポトーシス機能の低下が、ショウジョウバエ腸生体のように、生体ストレス応答の増大につながる

可能性が考えられる。 

 

２）ショウジョウバエ老化による神経変性制御 

カスパーゼを幼虫で活性化させると致死になるが、これは過剰なカスパーゼの活性化はそれ自体

が生体ストレスになっているためと解釈される。カスパーゼと関連したストレス応答に関わる遺伝子

の探索を、遺伝子過剰発現をベースにしたショウジョウバエの遺伝学的なスクリーニングによって行

った。得られた遺伝子産物は１９Sプロテアソームの構成因子であるRpn11であり、その過剰発現が

神経変性の晩発性進行を抑制したことから、正常老化におけるプロテアソームの活性変化に注目

した。東京都医学総合研究所田中啓二先生との共同研究で詳細な解析を行った結果、加齢に伴

う生体内のプロテアソーム活性の低下が、神経変性疾患発症のリスクファクターの一つである可能

性が明らかになった（Tonoki et al., MCB, 2009）。 

 蛋白質分解系の低下による異常蛋白質の蓄積に加え、原因遺伝子産物の質的な変化が晩発性

神経変性の原因になる可能性を考え実験を行った。伸長ポリグルタミンによるショウジョウバエ複眼

変性モデルに、時間的に遺伝子の ON/OFF が可能な発現制御システムを導入し、理研脳センタ

ー田中元雅先生との共同で詳細な検討を行った。その結果、若年で発現させたポリグルタミンアミ

ロイドと老齢個体で発現させたポリグルタミンアミロイドとでは質的な変化があることを明らかにした

（Tonoki et al., Genes to Cells, 2011）。 

 

(2)研究成果の今後期待される展開 

本研究では、生体でのストレスシグナルの担い手として細胞死シグナルに注目し研究を行った。そ

の結果、細胞死シグナルの新たな機能が浮かび上がってきた。カスパーゼは細胞死実行因子とし

てアポトーシスに関わるが、本研究によってその活性化調節、生体機能はこれまで以上に多岐に

わたることが明らかになった。特に、細胞死シグナルが、細胞社会での細胞間相互作用に重要な

役割を果たし、組織再編成や細胞競合による新生がん原性細胞の除去に関わるとの知見は、生

体における疾患発症の理解を新たな視点から促進するものである。 

 組織傷害があった場合、生体は傷害部位とは離れた部位のカスパーゼを活性化して、近傍の幹

細胞系を賦活化するとの本研究の知見は、生体としての幹細胞系制御の理解に発展するものであ

る。また、メタボロームと代謝経路の研究からストレスに応じてメチオニン経路の制御があることを明

らかにしており、慢性炎症を含む疾患の診断、新たな治療法開発に向けた基礎的な研究の展開が

期待される。 
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(４)受賞・報道等  

①受賞 

平成２１年６月 北里賞（慶應義塾大学）プログラム細胞死シグナルの遺伝学的解明  

 

②マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道（プレス発表をした場合にはその概要もお書き下さい。） 

細胞死と非細胞死、カスパーゼが巧妙に制御、三浦・東大教授ら解明 

科学新聞 2009.10.23 

細胞死・増殖引き起こす酵素、たんぱく増減し制御、東大が解明 

日経産業新聞 2009.10.16 

酵素が細胞に作用する仕組み、蛍光たんぱくで細かく観察、東大が成功 

日刊工業新聞 2009.10.14 

 

カスパーゼが細胞死実行のみならず、細胞骨格制御等の非細胞死機能を発揮するための調節機

構として、その抑制因子である IAPタンパク質の代謝が重要であることを、新たに作製した蛍光プロ

ーブを用いた生体メージングにより明らかにした。細胞死シグナル動態と機能を、生体において単

一細胞レベルで解明した初めての報告である。この結果は、2009年 10月 19日発行の Journal of 

Cell Biology に掲載され、ハイライトとして紹介された。 

 

細胞死導く遺伝子、神経の形成促す、東大、新たな働きを解明 

日経産業新聞 2010.7.16 

ほ乳類の嗅神経カスパーゼによって成熟、東大の三浦教授グループ発見、アルツ病関連で注目 

科学新聞 2010.7.30 

 

これまで細胞死を引き起こすタンパク質として知られていたカスパーゼが、マウス嗅神経細胞の軸

索投射やその成熟過程を制御することを明らかにした。この研究は、ほ乳類神経系において細胞

死実行遺伝子カスパーゼの新たな生理機能を明らかにするとともに、カスパーゼによるタンパク質

の切断を介した軸索伸長・成熟メカニズムという新たなメカニズムを提唱するものである。 

 

感覚器の触毛、異常な細胞を除去し形成、東大、ショウジョウバエで観察 

日経産業新聞 2011.1.28 

ショウジョウバエの体毛、一定の間隔で生える、東大が解明、神経前駆細胞に注目 

日刊工業新聞 2011.1.28 

 

本研究では、生き物の形づくりの仕組みははじめから厳密に決定されているものではなく、発生の

途中段階において様々なエラーが生じていることを生体で捉えることに初めて成功した。この研究

によって、一見無駄なく精緻に進行するように見える動物発生が、実はそのプロセスの中には様々

なエラーが生じ、しかしそのエラーを除去する仕組みを巧みに発動させて結果的に美しいパターン

を持った姿を作っていくという、生き物の柔軟性に富んだ発生の仕組みの一端が解明された。 
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§６ 研究期間中の活動（主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動） 
 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

2009.9.1 研究の先端にふれる 東大・薬学

部 

約 30名 横浜雙葉高校の生徒に先

端の研究の紹介を行った。 

2012.9.27-28 New Frontier of 

Metabolism research in 

Biomedical Sciences 

東大・弥生

講堂 

約 200名 代謝研究の最前線を議論す

る国際シンポジウムを JSTの

支援を受けて行った。 
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§７ 結び 

代謝制御研究はこれまでも生化学の分野で盛んに行われてきたが、この研究が発生遺伝学の分

野で積極的に行われてきたとはいえない。それは、発生遺伝学の研究に使われるモデル生物は

生化学的な研究には向かないことも要因としてあげられる。しかし、近年の代謝産物や蛋白質の分

析技術の進歩は驚異的で、これまで難しかった微量サンプルからの分析を可能にした。そして、生

体イメージング技術進歩もあいまって、代謝という細胞の基本的な物質基盤制御を基にした研究

から、発生や恒常性維持、老化といった細胞社会で生命現象理解へと切り込むことが出来るように

なってきた。本研究では、ショウジョウバエとマウスを用いて、発生、恒常性維持、老化現象にかか

わるストレス応答を、細胞死シグナルと代謝という観点から研究した。その結果、ストレス応答の新

たな生体制御機構と生理機能が明らかになってきた。この成果をふまえ、細胞社会の基本的な維

持機構とその破綻による疾患の解明を、細胞死シグナル制御の観点からさらに進めていきたい。 

 平成 24年度は本 CRESTの最終年度にあたり、私たちの研究グループが中心となり国際シンポ

ジウム“代謝機構制御による生命科学の新たな潮流（International Symposium: New Frontiers of 

Metabolism Research in Biomedical Sciences）”を東京大学弥生講堂一条ホールにて 9月に開催し

た。代謝制御という視点から見る研究が新たな生命科学の潮流を作り出している現在、その現状と

将来の研究展開を見据えた内容のシンポジウムを企画し、国内・外の第一線で活躍する研究者が

一同に介しての発表・討論がなされた。コロラド大学から R.C.Murphy博士による最新の脂質メタボ

ローム解析による脂質酸化の新規メカニズムと動脈硬化に関する詳細な発表があった。ユタ大学

からの C.S.Thummel博士によって、ショウジョウバエ遺伝学とメタボロームを組み合わせた糖尿病

モデルの発表があった。HNF4はヒト若年発症成人型糖尿病MODYの原因遺伝子の一つとされて

いるが、ショウジョウバエオーソログの解析によって、脂質代謝と糖尿病様の表現型発症とを遺伝

学的に結びつけて解析することが可能になった。コーネル大学の F. C. Schroederは線虫を用いた

メタボロームと遺伝学を用い、線虫の行動や発生のタイミングを調節する個体間の情報交換に使

われる化学信号物質として、一連の ascarosideを同定し、その生合成に関わる遺伝子を同定した。

複雑な個体の行動制御を、代謝産物の同定から遺伝子経路の解明へと展開するアプローチはこ

れからの生物研究の新たな方向性を示すもので大きなインパクトがあった。ハーバード大学からの

J. W. Locasaleは、近年彼らが解明してきた、エネルギー代謝経路の調節が癌細胞の増殖・生存

に果たす役割についてのエレガントな研究を紹介し、さらに胚性幹細胞の生存において 1-carbon

代謝経路が果たす役割について最新の知見を報告した。 

 日本からは、CREST代謝研究領域の研究代表者、さきがけ｢代謝と機能制御｣（研究総括 西島

正弘 昭和薬科大学学長）研究代表者に加え、慶應大学の曽我朊義教授のCE-MSによる肝疾患

解析、同大学の末松誠教授によるイメージングマススペクトロメトリーによる大腸がん研究、そして

同大学の須田年生教授による HIFによる代謝スイッチの詳細な解析が発表され、代謝研究の最前

線を実感した。本シンポジウムではポスターから選ばれた口頭発表のセッションも企画され、代謝

研究の広がりを実感させるものであった。また、会場には多くの大学院生、若手研究者が参加して

いて、講演に対して活発な議論をする姿が印象的であった。海外からの招待講演者からも日本の

代謝研究の広がりとレベルの高さが印象深かったとの感想を聞いており、非常に有意義なシンポ

ジウムであったと思われる。本シンポジウムをサポートしてくださった JSTに感謝しております。 
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