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重量

cadherin はアドヘレンスジヤンクション(AJ) を構成する接着タンパク質である。

cadherin は一回膜貫通型タンパク質であり、細胞外領域はホモフィリックな接着を行

ない、細胞質領域は細胞骨格への裏打ちを行なっている。形態形成過程において、

cadherin は、様々な細胞運動に必要とされているが、この時 cadherin は、接着だけで

なく、いくつかの複合的な機能が求められている。これまでに cadherin 遺伝子は、幅

広い動物で同定され、一次構造が明らかにされた結果、 cadherin の細胞質領域は保存

されているものの、細胞外領域のドメイン構成には、系統を反映した多様性が存在する。

この多様性は、練皮動物や鉄角類でみられる長いタイプの cadherin を祖先的であると

仮定すると、進化的に独立な短縮化によって説明される。この進化を反映した cadherin

の構造変化が与えた機能的影響は、よく解っていない。

本研究では DE-cadherin の構造と機能の関係を明らかにすることにより、 cadherin

の細胞外領域の短縮化が与える機能への影響や、短縮化を許容する要因について検証を

試みた。 DE-cadherin の細胞外領域は、カドヘリンファミリーを定義する EC ドメイン

が7回タンデムに存在するのに加え、無脊椎動物の cadherin に保存して見つかる PCCD

複合体と呼ばれるドメイン複合体を細胞膜近傍部に持つ。まず DE-cadherin の接着に

必要な領域を明らかにするため、細胞外領域を様々に欠いた欠失分子を作成し、接着活

性を測定した。その結果、細胞膜近傍の EC7 と PCCD 複合体(アミノ酸にして細胞外

領域全長の 47%) を失いながらも、接着活性をもっ欠失分子、企734 ・1316(DEilP) を見つ

けた。この結果は、 DE-cadherin の細胞外領域は、接着に必要とされる膜遠方部領域

(ECI-EC6) と、接着には必要とされない膜近傍部領域(EC7 ・PCCD) に分けられることを

示す。さらに DEilP を用いて、 DE-cadherin 変異体である shotgun (shg) の目玉や組織の

レスキューを行なうと、上皮形成を始め、多くの形態形成を DE 企P は達成する。しか

し、腹構形成過程において DE-cadherin を完全に DEilP に置き換えた脹では、細胞の

頂端部収縮が低下、また収縮を達成した細胞における AJ の接着連絡の破綻が観察され

た。このことから DE-cadherin 細胞外領域の膜近傍部領域(EC7-PCCD) は、腹溝形成

過程における効率的な細胞の頂端部収縮の達成するために、 AJ の安定化に寄与してい

ると考えられた。 cadherin が腹溝形成のような上皮の折れ曲がりに必要としているこ

とは、これまでにも信じられていたが、技術的な困難から状況証拠を集めるに留まって

いた。この結果は、上皮の折れ曲がりに cadherin が必要とされていることを遺伝学的

に直接、証明している。

また DEilP に EC7 を加えた il833 ・1316(ilPCCD) は、 ilPCCD 同士のホモフィリック
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な接着が失われいるが、正常な DE-cadherin とはヘテロに接着し、個体で発現させる

と細胞膜に局在する。この ~PCCD と DE-cadherin とは異なる接着特異性を持つ

DN-cadherin によって、 shg の脹や組織のレスキューを行なった。この結果、気管の形

成や、卵母細胞の位置決定は DN-cadherin で代替できるが、 ~PCCD では完全にレス

キューできず、これらの組織では接着特異性は関係なく細胞を接着させることが重要で

あると考えられた。その一方、細胞の遊走や緊密化は、 DN-cadherin ではレスキュー

しないが、~PCCD によってレスキューし、細胞を接着させるだけで、は十分で、無かった。

また DE-cadherin を完全に企PCCD に置き換えた脹では、 DE~P に置き換えた脹と同

様に腹溝形成に異常が観察された。しかし、ふPCCD に置き換えた匹では、頂端部収縮

を行なう細胞が間充織状になっており、さらに MyosinII の頂端領域局在が達成されず、

DE 企P に置き換えた脹の表現型と異なっていた。この結果は、腹溝形成過程において、

DE-cadherin は細胞の頂端部収縮における AJ の安定化以外にも機能を持つことを示唆

する。

本研究の結果から、形態形成に対する DE-cadherin の役割は、いくつかの機能に分

解できることを示す。また人工的に cadherin を短縮化させても、接着活性や、上皮形

成に影響を与えないことから、進化の過程の cadherin の短縮化も、一回の大きな変化

によって達成できたことを説明する。
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はじめに

後生動物は、多種多様な細胞が秩序をもって集まることによって、形を構築、維持し

ている。細胞の集団が秩序だ、った構造を形成するためには、細胞同士の接着が重要な役

割を果たしている (Borghi and Nelson ， 2009) 。

その中でアドヘレンスジヤンクション(Adherens junction:AJ) は形態形成に関与す

る普遍的な細胞接着構造である (Nishimura and Takeichi. 2009 ， Lane et al. 1994 ， 

Magie and Martindale ， 2008)0 AJ の分子的な構成は cadherin 、s-catenin 、α-catenin 、

actin 繊維によって構成されている (Gumbiner ，2005) 。この AJ 構成分子は脊椎動物、

尾索動物、腕皮動物、線形動物、節足動物、刺胞動物で共通して見つかる (Levi.et al. 

1997 ， lmai et al. 2000 ， Miller and McClay ， 1997 ， Costa et al. 1998 ， Broadbent et al. 

2002 ，Oda et al. 1993 ，Oda et al. 1994 ， Magie and Martindale ， 2008) 。

cadherin は、脊椎動物で Ca 2+イオン依存的な接着を行う一回膜貫通型のタンパク質

として見つかった(Takeichi. 1977 ， Yoshida-Noro et al. 1984) 。その構造は、細胞外領

域と細胞質領域に機能的に分けられる。細胞外領域は cadherin を定義する

Extracellular Cadherin repeat(EC) と呼ばれるドメインが 5 回繰り返して持ち、ホモ

フィリックな接着を担っている (Hatta et al. 1988) 。一方、 C 末端側の細胞質領域は

s-catenin 、α-catenin と結合し、 actin 繊維への裏打ちを担っている (Herrenknecht et al. 

1991 ， Nagafuchi et al. 199 1) 0 cadherin の発見後、 EC を持つ分子は、多数発見され、

カドヘリンスーパーファミリーを形成していることが明らかにされた (Nollet et al ， 

2000 ， Hulpiau and van Roy ， 2009) 。初めに発見された AJ を構成する cadherin は、

現在、 classic cadherin と呼ばれ、その他の分子と区別される(今後、 cadherin と呼ぶ

場合、 classic cadherin を指す)。

脊椎動物において cadherin は様々な形態形成に必要とされている (Lien et al. 2006) 。

脊椎動物型の cadherin の構造と機能の関係が明らかにされ、形態形成過程での caherin

の役割について、推測されている (van Roy and Berx ， 2008)0 cadherin は転写因子と

して働く s-catenin を裏打ちとして持つことから、 cadherin は接着したことを細胞内へ

伝達する受容体として機能が推測されている。例えば、培養細胞では細胞質領域のみで

接着阻害による細胞増殖の抑制が観察される (Sasaki et al. 2000 ， Gottardi et al. 2001) 。

また E-cadherin を N-cadherin に完全に置き換えたマウス腔では、接着が達成されて

いるにも関わらず、栄養外腔葉の分化に異常が生じ、 E-cadherin 依存的な分化シグナ

ルがあると考えられている (Kan et al. 2007) 。他にも cadherin の細胞質領域は p120

catenin と結合し、頂端部領域の細胞コンタクトへ輸送、 ankyrin-G と結合し、 cadherin
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の飲食細胞運動(endocytosis) ~こよる細胞内へと取り込みと、 cadherin の膜上での輸送

や安定性に関与している (Peifer and Yap. 2003 ， Kizhatil et al. 2007) 。一方、細胞外領

域では、ホモブイリックな接着機構について解析がなされている。ドメイン交換実験や

ドメイン欠失実験から、脊椎動物の cadherin のホモフィリックな接着活性は細胞外領

域 N 末端側の EC1-EC2 領域で達成されている (Nose ‘et al. 1990 ， Patal et al. 2003 ， 

Shan et al. 2004)0 In vivo において、 EC1-EC2 を交換し接着特異性を変化させた時、

運動ニューロンの分布が乱れる (Patel et al 2006) 。この結果は、 cadherin の EC1-EC2

のホモフィリックな接着活性が選別に機能することを示す。 EC3-EC5 は生化学的な実

験から EC1-EC2 の接着活性を増強すると報告されているが形態形成過程での役割につ

いてよく解っていなし ¥(Chappuis-Flament et al. 200 1)。

様々な動物で cadherin 遺伝子が同定された結果、細胞質領域は保存されている一方、

細胞外領域には多様性が存在することが明らかとなった(Oda et al 1994 ， Levi et al ， 

1997 ， Miller and McClay ， 1997 ， Costa et al ， 1998 ， Sasakura et al. 2003 ， Oda et al ， 

2002 ， Oda et a1. 2004 ， Oda et al. 2005; fig.1) 。脊椎動物の cadherin の細胞外領域は EC

のみで構成されているが、その他の無脊椎動物の cadherin では EC 以外に Nonchordate

specific domain (NC) 、Qy steine rich EGF like domain (CE) 、1aminin A Globular 

domain(LG) によって構成される frimitive Classical Cadherin Domain (PCCD) 複合

体を細胞外領域の基部に持つ(Oda and Tsukita. 1999)0 cadherin の細胞外領域の構造

は、脊椎動物と尾索動物、また見虫類と鯨脚類といった系統的に近いと考えられる動物

群では保存されているが、系統的に遠い動物群の間では大きな違いが存在する (Putnam

et al. 2008 ， Mallatt and Giribet. 2006 ， Glenner et al. 2007) 。このことから cadherin

の細胞外領域のドメイン構成は進化的に起きた稀な変化を反映していることが推測さ

れる。また赫皮動物や鉄角類に見つかる長いタイプの cadherin を祖先的であると仮定

すると、その他の cadherin の細胞外領域の多様化は、祖先的な cadherin からの独立な

短縮化によって説明できる (Oda et al. 2005; fig. 1)。

分子の進化はアミノ酸の置換、欠失、挿入といった僅かな変異の連続L た蓄積による

ものと、大きな領域を欠失や、他の分子と融合をした結果、一度に大きく変化するもの

がある (Todd et al. 1999) 。前者の変化の場合、中立的な変化が多く、分子の機能は大き

くは変化しない(Cousins et aL 2000) 。一方、後者の場合、機能領域単位であるドメイ

ンの消失や付加を受けて、分子の機能が大きく変化することが推測される (Vogel et al. 

2004 ， Bornberg- Bauer et al. 2005) 。しかし、このような分子の構造の大きな変化の達

成された要因や影響については、あまりよく解っていない。

私は cadherin 構造の変化が与える cadherin の機能や形態形成への影響、そして構造
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変化を容認した原因を実験的に検証することを目的とした。本研究ではショウジョウパ

エ上皮 cadherin(DE-cadherin) を実験のモデ、ルとした。 DE-cadherin 細胞外領域は脊椎

動物の異なるドメイン構成を持ち、この構造は昆虫類、また昆虫類に近縁な偲脚類で保

存されている (Oda et al. 2005) 。その構造は 7 個の EC とPCCD 複合体によって構成さ

れている (Oda et al. 1994) 。また DE-cadherin 変異体は、 shotgun(shg うとして知られ、

これまでに shg ヌルとなった脹や組織では、気管上皮の融合や頭部・腹部上皮整合性の

維持、肝]母細胞 (Oocyte) の位置決定、境界細胞(border cell) の遊走に異常が現れる

(Tepass et al. 1996 ， Uemura et al. 1996 ， Oda et al. 1997 ， Godt and Tepass. 1998 ， 

Niewiadomska et a1. 1999 ， Tepass. 1999) 。このように様々な細胞運動に関わっている

DE-cadherin であるが、構造と機能の関係や、形態形成への寄与の機構はよくわかっ

ていない。そこで私は、人工的に短縮化させた DE-cadherin 分子を作成し、 in vivo に

おいて、正常な分子と置換することによって、 DE-cadherin の構造と機能の関係、ま

た DE-cadherin の構造変化に体する影響を検証で.きると考えた。
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筆三重 DE-cadherin の接着に必要な領域の探索

産量
cadherin はホモフィリックな接着を行なう分子であり、この接着の分子機構につい

ては、多くの研究がなされている (Perez et al. 2004 ， Sivasankar et al. 2009) 。その研

究の多くが脊椎動物型 cadherin で行なわれている。これまでのドメイン欠失実験やド

メイン交換実験から脊椎動物の cadherin では、細胞外領域の 5 つある EC のうち、 N

末端側の EC1-EC2 においてホモフィリックな接着がなされていることが示されている

(Nose et aL 1990 ， Chappuis-Flament et al. 2001 ， Patal et al. 2003 ， Shen et al. 2004) 。

X 線結晶解析による構造解析の結果から EC1-EC2 は平行に向かいあって配列すること

によって接着を行ない、この時、 EC1-EC2 に存在する N 末端側から 2 番目の

tryptophan( Tr p) が接着活性に必須である (Boggon et al. 2002) 。またホモフィリックな

認識は、平行に配置された時に接するわずかな疎水性アミノ酸によってがなされている

と考えられている (Patel et al 2006) 。また生化学的な実験から接着に必須ではない

EC3 包 C5 は、 EC1-EC2 の接着を増強することが報告されている (Chappuis-Flament

et al. 200 1)。

脊椎動物の cadherin ではドメインと接着の関係について明らかにされているのに対

し、それ以外の動物の cadherin では殆ど解析がなされていない。脊椎動物の cadherin

では細胞外領域のドメイン構成が同じでありながら、接着特異性の異なる cadherin が

多く存在する。これは脊椎動物型の cadherin の認識に必要とされているわずかなアミ

ノ酸が置換されることによって説明できる (Patel et al 2006) 。一方で、脊椎動物以外

の動物では構造が同じでありながら接着特異性の異なる cadherin は多くは見つからな

い。また、脊椎動物の cadherin では、接着に必須とされている 2 番目Tr p は、その他

の動物の cadherin では見つからない。以上のことから、無脊椎動物の cadherin は、脊

椎動物の cadherin とは異なる分子機構によって認識・接着を行なっていることが推測

される。

私は、 DE-cadherin の接着に必要とされている領域の探索を行なった。 DE-cadherin

の細胞外領域は、 7 個の EC とPCCD 複合体から構成される。また PCCD 複合体の NC

領域の 1010 番目のアミノ酸である glycine(Gly) と 1011 番目の serine(Ser) の間で切れ

ることが知られている (Oda et al. 1994) 。これまでの研究では、 EC が接着に必要とさ

れること、また NC 領域の開裂は DE-cadherin の機能に対して必須でないこと、そし

て PCCD 領域は AJ への効率的な輸送に必要とされていることが報告されている (Oda

and Tsukita. 1999) 。
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まず、私は DE-cadherin の様々な領域を欠いた欠失分子を作成した。続いて、それ

ぞれの欠失分子の接着活性を測定し、接着活性に必要とされている領域の特定を行なっ

た。

材料と実験方法

DNA の作成

. pUAST-d397-1316 、pUAST-d521 ・1316 、pUAST-d623-1316 、pUAST-d714 ・1316 、

pUAST-d734 ・1316 、pUAST-d754 ・1316 、pUAST-d764-1316 、pUAST-d769-1316 、

pUAST- 企774 ・1316 、pUAST-d794 ・1316 、pUAST-d833 ・1316

これらのプラスミドは、 DE-cadherin の数字で示された領域のアミノ酸を欠いた

分子を UAS プロモーター下で発現する (fig.2 A) 。また C 末端に GFP が付加されて

いる。

pUAST-d397-1316 と pUAST-d833 ・1316 はそれぞれ過去に作成された

pUAST-DEEC3 とpUAST-dPCCD と同じプラスミドである (Oda unpublished) 。イ也

のプラスミドは pBS-DECH(Oda and Tsukita ， 1999) をテンプレートとし forward

primer に T 7 primer(5 人.TAATACGACTCACTATAGGG-3') とreverse prlmer にそ

れぞれ以下のものを用い、

pUAST- d521 ・1316: 5' 幽 GAAGAT 己主GAAGTGCGGCTTGTGGTCATTC-3'

pUAST- d623 ・1316: 5'-GAAGAT 己主GAACACCGGTGGGTTGTCGTTC-3'

pUAST-d714-1316: 5'-GAAGAT 巳TGACCGTGGTTCCTACTCCATCC-3'

pUAST- d734-1316: 5'-GAAGATCTCAGGAACGGAGCATTGTCGTTG-3' 

pUAST- 企754-1316: 5' ー GAAGATCTCAGTTGCACAACATGTCCGGG-3'

pUAST- 企764 ・1316: 5'- GAAGAT 己主TGCCCCCGGAGTGTCGTCGTAG-3'

pUAST- d769 ・1316: 5'- GAAGAT 己主GAAGGTGAAGTTACCTGCCCC-3'

pUAST- d774 ・1316: 5' ー GAAGATCTTTCGCTGTCGATGCCGAAGGTG-3'

pUAST- 企794-1316: 5'- GAAGAT 己主GACGTTGGCGTGCAAATAGTC- 3' 

(下線部は BglII 認識配列)

Ex Taq(TaKaRa) で、アニーリング温度 60 0C 、伸長時間 2 分で 30 サイクル PCR 反応

を行った。続いて得られた PCR 産物を制限酵素 KpnI 、 BglII で処理し

pBS-Sal*Spe 九DE-Hp-DEdBg-EGFP (H.Oda unpublished) の KpnI 、BglII サイトに

導入することによって pBS 欠失分子シリーズを作成した。このようにして作成した
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pBS 欠失分子シリーズを KpnI 、XbaI で処理し、得られた断片を pUAST (Brand and 

Perrimon ， 1993) の KpnI 、 XbaI サイトに導入して pUAST-d521 ・1316 、

p UAST- d623-1316 、pUAST-d714 ・1316 、pUAST-d734-1316 、pUAST-d754 ・1316 、

p UAST- d 764-1316 、pUAST-d769-1316 、pUAST-d774-1316 、pUAST-d794 ・1316

を作成した。

. pUAST-DEFL 、 pUAST-dCR3 h( Oda and Tsukita ， 1999) 。

pUAST-DEFL は DE-cadherin 全長に C 末端に GFP が付加された分子を UAS プロ

モーター下で発現する。ポジティブコントロールとして使用。

pUAST-dCR3h は EC3 から EC5 (339 ・574aa) を欠いた分子で C 端末に GFP が付加

された分子を UAS プロモーター下で発現する。接着活性がないことから集合実験の

ネガティプコントロールと L て使用。

• pUAST-DECH-KO 

pUAST ・-DEFL は DE-cadherin 全長に C 末端に monomer KusabiraOrange (MBL) 

が付加された分子を UAS プロモーター下で発現する。共集合活性の測定に使用。

. p WA-ga14 (Y. Hiromi unpublished) 

pWA-ga14 は actin プロモーター下で ga14 を発現する。培養細胞での強制発現系に

おける Ga14 ドライパーとしてイ吏用。

• pCasper 

遺伝子導入ハ工作成のため、 P 因子と目を赤くする酵素である White が導入されて

いる。

. pCaspe r- ubi-DEdP 、pCaspe r- ubi-dPCCD

pCaspe r- ubi- DEdP と pCaspe r- ubi-dPCCD はそれぞれゐ734 圃 1316 、d833 ・1316 を

ubiquitin プロモーター下で発現する。 pBS-d734 ・1316 、pBS-S33 ・1316 を EcoRV で

処理し、 pUP-DECH-N c( Oda and Tsukita ， 200 1)の EcoRV サイトに導入し

pUP-DE 企P、pUP 企PCCD を作成した。このように作成できた pUP-DEdP を KpnI 、

XbaI で処理し、得られた断片を pCasper の KpnI 、XbaI サイトに導入して

pCasper-ubi- DEdP 、pCasper-ubi 合 PCCD を作成した。
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pCaspe r- ubi-DEFL(Oda and Tsukita ，1999) 

pCasper-ubi- DEFL は DE-cadherin 全長に C 端末に GFP が付加された分子を

ubiquitin プロモーター下で発現する。

. pCaspe r- ubi- DN-cadherin 

pCasper-ubi- DN-cadherin は DN-cadherin 全長の C 末端に GFP が付加された分子を

を ubiquitin プロモーター下で発現する。

• pTURBO(pUChsil2-3) 

企2・3 transposase が Hsp70 プロモーター下で発現する。ショウジョウパエへの遺

伝子導入に使用。

細胞培養、遺伝子導入、集合実験

細胞は、ショウジョウパエ浮遊細胞株 82 細胞を用いた。 500 m1 8cneider's 

Dorosophila medium(GIBCO) に、 50 m1 FB8(GIBCO) と最終濃度 50~200 IU/m1 にな

るようにペニシリン(明治)とスプレプトマイシン(明治)を加えた 8cneider's

Dorosophi1a medium/10%FB8/P8 を 82 細胞培養液として用いた。 82 細胞はこの培養

液中、 25
0
C で培養した。

82 細胞への遺伝子の導入は、リン酸カルシウム法を用いた。遺伝子導入を行う当日

に 82 細胞を 3.0 x 10 6/m1 になるように培養液で希釈し、 10cm ディッシュ (CORNING)

に 10m1 をまきなおした。 4~5 時間静置後、溶液 A(DNA(pUA8T に組み込んだ欠失分

子と pWA-ga14 を 10:1 の割合で計 11μg) 、400μ1 Milli Q 水、 40μ12.5 M CaCb) と溶

液 B(400μ150 m M  HEPE8 ， 280 m M  NaC1 (pH 7. 1)， 4μ1150 m M  NaHP04 ・12H20)

をそれぞれ調整した。溶液 B に溶液 A を 35μl ずつ混ぜ合わせ、 10 分静置後、プレー

トに加えた。遺伝子導入から 12 時間後、培養液を交換し、さらに 40 時間後の細胞を

集合実験やウエスタンプロットの試料として用いた。

集合実験は細胞を 1500 rpm ， 4
0
C ， 5 min で回収し、再び 5 m1 の培養液で懸濁した。

懸濁液は 500μl ずつ、 24 穴プレート(I WAK I)に入れた後、 150 rpm 、10 分旋回し

た。旋回後、倒立型蛍光顕微鏡(IX-71 ，01ympus) と冷却 CCD カメラ (Coo18NAP ，HQ ， 

Roper 8cientific ， Tucson ， AZ) を用いて、細胞凝集のデジタルイメージ(1392 x 1040 

pixe l)を取得した。取得したイメージデータは画像解析ソフト ImageJ v 1. 38( NIH) の

rolling ball 法(ball size 300pixe l)で、パックグラウンドを差し引しヴこ後、 particle size 

analysis を使用して輝度 30 以上のもの、サイズ 20 pixel 以上のものを細胞凝集として、
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凝集のサイズを定量化した

ウエスタンブロット

トランスフェクション後、細胞を回収し 50μ1 蒸留水で懸濁した。 50μ1 2X SDS 

sample buffer(250mM Tr is- HCL(pH 6.8) ， 4% SDS ， 40% glycero I)と最終濃度 5% にな

るように 2- メルカプトエタノールを加え、 5 分煮た。これを SDS- PAGE(7.5% アクリ

ルアミドゲ、ル)で、分離した後、ニトロセルロース膜に転写した。 1% ポンソ -S でプロット

されていることを確認後、 5% スキムミルク in TBS(50 m M  Tr is-HCl(pH7.6) ， 150 m M  

NaC I)で一時間ブロッキングを行った。一次抗体は 5% スキムミルク in TBS で希釈レ

4
0

C で一晩反応させた。 TBST(50mMτ 'r is-HCl(pH7.6) ，150mM NaCl ， 0.01% 引iV een20)

で洗ったあと、二次抗体を反応させた。検出は ECL Western bloting detection 

system (Amasham) を用いて発光により行った。一次抗体はラビットポリクローナル抗

GFP 抗体 (1:1000 ，CLONTECH) を使用した。二次抗体は、 Anti Rabbit IgG 

HRP(1:1000 ， Amasham) を使用した。

用使てし
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• W 1118 

X 染色体に存在する目の赤い色素を作る遺伝子 white の変異体で、白い目の表現型

を示す。

• FRT42D ， shg R69 /CyO (Godt and Tepass ， 1998) 

DE-cadherin のヌル変具体。この変異体では DE-cadherin 遺伝子の転写産物は検出

されない。また shg R69 とタンデムに第二染色体右腕 42D 領域に Flippase (FLP) の標

的領域である FRT が挿入されている。

ショウジョウパエへの遺伝子導入

W 1118 にグレーププレートに室温で 30 分間、卵を産ませ、回収した。回収した卵は

両面テープで固定し、実体顕微鏡下で柄付き針を用いてコリオンをむいた。その後、ス

ライドガラスの上に薄く敷いた 1% 寒天に前後の方向を合わせて一列に並べた。一列に

r 並べた卵は両面テープに貼付け、新たなスライドガラスに固定し、乾燥を防ぐため

halocarbon oil 700(Sigma) をかけて、正立顕微鏡(X2F-15 ，Nikon) にセットした。

導入する DNA は O.4 mg/ml になるよう injection buffer(0.5mM KCl ， O.lmM 
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NaH2P04) に希釈し、同様に injection buffer で O.4 mg/ml に希釈した pTURBO と4:1

になるように混ぜた。混ぜ合わせた液は、 1ml シリンジ(テノレモ)を火で熱して引き延ば

したものを用いて、微小電極作成装置で、作った針に充填した。この針をマニピュレータ

ー(N arishige) ~こセットし、卵後端部に DNA を注射した。

注射後、 17
0

C で発生させ、解化したら 25
0

C で生育させた。卵に DNA を注射したハ

エが成虫まで生育したら、 W l118 と掛け合わせ、 F1 世代に赤目となったものを遺伝子導

入ハエとして使用した。

この方法によって、 ubi-DEFL(#23 ，#65 、ともに第三染色体に挿入)、 ubi-DE ，1} 和4、

X 染色体に挿入。 #5 ，#15 、第三染色体に挿入)は作成された。 ubi-DEF L# l(X 染色体)、

ubi 寸 PCCD(X 染色体)は、以前に確立された系統である (Oda and Tukita ， 1999 ， Oda 

unpublished). 

レスキュー実験

. shg zygotic n ull レスキュー

FRT42D ， shg R69 / CyO; DEFL とFRT42D ，shg R69 /CyO; DE~P は FRT42D ，shg R69 

/CyO と ubiquitin プロモーター下で恒常的に欠失分子を発現する遺伝子導入ハエ

(ubi 二DEF L# l、ubi-DE ，1} 存15 を使用)を掛け合わせて作成した。これらのハエの F

1 世代は、第二染色体に注目すると CyO/CyO 、 FRT42D ， shg R69 / CyO 、FRT42D ，

shg R69 / FRT42D ， shg R69 の 3 種類に分けられる。このうち FRT42D ，shg R69 / 

FRT42D ， shg R69 となっているものを選び、 shg 接合体ヌル腹部・頭部の上皮の観察

を行った。 shg 接合体ヌル (shg zygotic nu ll)となっている遺伝子型は sh gZ と表す。

免疫染色

卵は 30% グレーププレートに酵母に、塗ったものに 25 0C で 12 時間、産ませた。卵は、

酵母を取り除くため蒸留水で、洗った後、 50% ブリーチでコリオンを除いた。

固定は、卵を 4% パラホルムアルデ、ヒド in CGBS (55mM NaCl ， 40mM KCl ， 15mM 

MgS04 ， 5mMCaCb ， 10mM Tr icine ， pH6.9): へフ。タン=1:1 の溶液中で 300rpm 、20 分

旋回'した。旋回後、固定液を除き、 100% メタノールを加え、激しく振り、ピテレン膜

を取り除いた。最後にへプタンを除き、きれいな 100% メタノールに置換した。

100% メタノールに入った卵は、 95% エタノーノレ、 75% エタノール、 35% エタノール

を経て PBST (I 40mM NaCl ， 7mMNaHP04 ・12H20 ，3mM NaH2P04 ・2H20 ，

0.1 %Tw een20) に置換した。プロッキングは 5% スキムミルク in PBS で室温、 1 時間、

震塗した。一次抗体の反応は抗体を 5% スキムミルク in PBS で希釈し 4 0C で一晩行つ
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た。その後、 PB8T で洗い、二次抗体を反応させた。発色は ABC kit(Vectastain) を用

いて HRP 染色で、行った。発色後、 3% ホルムアルデヒドで 30 分後固定し、 90% glycerol 

でマウントし、顕微鏡(Ax iophoto2 ，Zweiss) で、観察した。

一次抗体はマウスモノクロ一ナノレ抗 Faciclin 111 抗体 D6D6F(1:5 ，Patel et al .1987) 、

マウスモノクローナル抗 Elav 抗体 (1:5 ，O'Nei l1 et al.1994) を用いた。

二次抗体は biotinylated anti mouse IgG (1:200 ， Amarsham) を用いた。

鎧墨
EC7-PCCD 領域は in vitro における接着において必要とされない

DE-cadherin では、 EC3 ・5 の領域を失った dCR3h と呼ばれる欠失分子が接着活性を

持たないこと、またいくつかの PCCD 複合体領域のドメインを削っても接着活性を示

すことから、 DE-cadherin でも接着活性に EC 領域で必要であると考えられている。一

方で、 PCCD 複合体領域を改変した分子は、細胞膜上の AJ での局在が阻害され細胞質

に存在することから、 PCCD 複合体は AJ への局在に必要とされている (Oda and 

Tsukita ， 1999) 。しかし、接着に必要とされている EC や、 PCCD 複合体の接着への寄

与についてはあまりよくわかっていない。

これまでの報告を踏まえ、私は様々な領域を失った欠失分子を作成した(Fig.2 A) 。続

いて、欠失分子をショウジョウパエの浮遊性細胞株で、ある 82 細胞に導入し、集合実験

を行った。そして、集合実験によってできた細胞凝集の大きさを接着活性の強さの指標

とし、ポジティブコントロールとして DEFL 、ネガティブコントロールとして dCR3h

を用いて接着活性を比較した(fig ，2 C， D) 。

脊椎動物では先端の EC1-EC2 で接着が担われているが、 DE-cadherin では、先端部

の EC1-EC3( 企397-1316) のみでは、全く接着活性を示さない。また

EC1-EC4(~521-1316) 、 EC1・EC5(~623・ 1316)では、わずかな接着活性が認められるが

DEFL と比較すると明らかに弱い。 EC1-EC6 (~734-1316)はその他の欠失分子と異な

り、 DEFL と差異のない接着活性を示す。この結果から EC7 ・PCCD 領域は必ずしも、

接着に必要とされないことが明らかとなった。また、接着活性を指標として、接着に必

要とされる膜遠方部領域 (EC1- EC6) と、接着に必要とされない膜近傍部領域

(EC7-PCCD) で分けられる。今後、膜近傍部領域を欠いた企734-1316 は DE 企P と呼ぶ。

接着に必要な EC1-EC6 領域を持っているにも関わらず、 DE~P に EC7 を付加した

企833 ・1316 では、まったく接着活性が見られない(fig.2 A， C， D) 。

作成した欠失分子を導入した 82 細胞と DE-cad-KO を導入した 82 細胞を混ぜた集

合実験では、欠失分子が正常な DE-cadherin を認識し、接着する場合、 DE-cad-KO を
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発現する 82 細胞が形成するオレンジ色の細胞凝集に、緑色の欠失分子を発現した細胞

が入り込む(五 g.3 A) 。一方、 DE-cadherin と接着特異性の異なる分子(DN -cadherin) 

を導入した 82 細胞と、 DE-cad-KO を導入した 82 細胞を混ぜた集合実験では、それぞ

れオレンジ色の凝集に緑色の細胞は取り込まれない(fig.3 D)o DE~P を発現する 82 細

胞は、オレンジ色の細胞凝集の中にはいり込み、接着特異性も正常な DE-cadherin と

変化していない(fig.3 B) 。また接着活性が見られない企833 ・1316 を発現する 82 細胞も、

オレンジ色の細胞凝集にはいり込む (fig.3 C)。これは ~833・ 1316 同士ではホモフィリ

ックに接着できないが、正常な DE-cadherin を認識し、ヘテロフィリックな接着は行

っていることを示す。また ~833・ 1316 を発現する遺伝子導入ハエを作成し、企833-1316

の極性のある上皮細胞での局在を観察すると、細胞質に溜まることはなく細胞膜上の

AJ に局在していた(fig.3 G) 。これら結果から、企833 ・1316 で見られる接着活性の消失

が、この欠失分子の膜までの輸送の段階で起きているものではなく、膜に出ている分子

自体の接着活性が失われていることが示唆された。今後、 PCCD 複合体を欠いている

企833-1316 を ~PCCD と呼ぶ。

DE8P はIn VIVO でも接着活性を示す

続いて in vitro で見られた接着が、ln VIVO においても達成されているか調べる為に、

DE-cadherin の変異体である shotgun (shg) にこれらの欠失分子を発現させた(shg の詳

細は次章で述べるt shg では腹部と頭部の上皮の破綻し(fig .4 B，細矢印と太矢印)、神

経組織の露出が観察される。 shg において DEFL を ubiquitin プロモーター下で発現さ

せた脹(sh~; DEFL) では、上皮は正常に維持される (fig .4 C， H)。同様に、 DE~P を発

現させた膝(sh~;DEAP)で、は、腹部上皮は維持され、 in vivo における接着活性を示す。

しかし、頭部では脳が露出し、異常が観察される (fig .4 D， 1) 。一方、接着活性を持たな

い ~PCCD を発現させた脹(sh~; APCCD) で、は、全く上皮は維持されず、 ln VIVO でも接

着活性は認められない (fig .4 E，J) 。

蓋通
DE-cadherin の細胞外領域は接着活性に必要とされる膜遠方部領域(EC1-EC6) と、

接着活性には必要とされない膜近傍部領域(EC7-PCCD) に分けられることが示された。

PCCD 複合体を持たない DE企P や企PCCD を、脹に発現させた時、 DE~P、企PCCD は

正常な DE-cadherin と差異のなく、細胞聞のコンタクトに局在する。この結果はこれ

までに報告されている PCCD 複合体を改変した変異分子が膜までの輸送に異常に見ら

れることと矛盾する (Oda and Tsukita ， 1999) 。前回の実験では PCCD 複合体の一部を

15 



欠いた欠失分子や、アミノ酸置換した変異分子が用いられ、これらの分子では、機能を

失った PCCD 複合体が残されている。そのため、機能を失った PCCD 複合体が阻害的

に働いた可能性がある。一方、今回の実験で用いた DE 企P、また企PCCD は完全に PCCD

複合体を欠いているためこのような阻害を受けず、細胞の膜への正常な局在を示した。

これらの結果から DE-cadherin の正常な膜への輸送には、 PCCD 複合体は無くてもよ

いが、 PCCD 複合体が存在する時には完全な構造の PCCD 複合体が必要とされている

と考えられる。

DE d. P に EC7 を加えたd. PCCD は、企PCCD 同士のホモフィリックな接着を行なわ

ない。接着活性が無い理由は、細胞膜までの輸送に異常がある、または細胞膜までは輸

送されるが分子自体に接着活性がない、二つの可能性がある。d. PCCD は、正常型

DE-cadherin との共集合実験では、正常型の DE-cadherin を認識・接着し、 ln VIVO の

上皮で発現させると細胞膜上に局在することから、膜上に提示された分子自体の接着活

性が無くなっている。この結果は、付加した EC7 が膜遠方部領域(EC1-EC6) の接着活

性に対し、阻害的に機能していることを示唆し、膜遠方部領域(EC1-EC6) と膜近傍部領

域(EC7-PCCD) がそれぞれ機能的な領域として、まとまって存在することが重要である

ことを推測させる。この機能的なまとまりは、進化の過程で、選ばれたドメインの領域と

一致することから、進化の過程で起きた cadherin 短縮化には機能的な制約があったた

めではないだろうか。このような機能的な拘束があることが、系統的に近い動物同士で

は cadherin の構造が保存されている理由であると考えられる (Oda et al. 2005; fig.1) 。

sh gZ; DE L1 P では腹部の上皮は維持できていたが、頭部の上皮は維持できていない。

これは頭部領域では脳となる神経細胞の陥入や、前腸の陥入、そして頭部上皮の覆いか

ぶせ運動(head involution) が続いて起こり、接着するだけでは十分ではないのだろう。

(Foe. 1989 ， Younossi -Hartenstein et al .1996 ， VanHook and Letsou.2008) 。

脊椎動物の接着に必要な領域が EC1-EC2 と狭い領域であるのに対し、 DE-cadherin

では EC1-EC6 という広い領域が接着に必要とされていた (Nose et al. 1990 ， 

Chappuis- Flament et al. 2001 ， Patal et al. 2003 ， Shen et al. 2004) 。この結果は同じ

EC による接着でも脊椎動物の接着の機構と DE-cadherin の接着の機構は異なってい

ることを示唆する。脊椎動物では狭い領域の僅かなアミノ酸置換によって接着特異性の

異なる cadherin の多様化が説明されているが、 D E- cadherin のような見虫型の

cadherin は接着には広い領域が必要であり、脊椎動物型の cadherin のように簡単には

多様化できないことが推測される (Patel et a1. 2006) 。この仮説は、昆虫類では構造が同

じでありながら接着特異性の異なる昆虫型 cadherin が複数ないことを説明する。
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筆三重 DE-cadherin の細胞外 Proximal 領域の機能解析

度益
DE-cadherin 遺伝子の変異体である shotgun (shg) として知られ、 shg の解析から

DE-cadherin のln VIVO での役割が明らかにされている。 shg の接合体ヌノレ(zygotic nu U) 

となった怪では、初期の細胞化・上皮形成は達成されるが、怪帯の収縮が始まるステー

ジ 13 になると、頭部・腹部の上皮の整合性が破綻する。この時期、上皮から陥入した

気管原基が融合し、気管が形成されるが、 shg 接合体ヌル変異体で、は気管は融合しない。

その他にも、 shg では後腸から伸展するマノレピーギ管が伸展する際に破綻する等、静的

な接着の維持を必要とする領域よりも、ダイナミックな形態形成を行う領域に大きな異

常が観察される (Tepass et al. 1996 ， Uemura et al. 1996) 。麹成虫原器で shg ヌルとな

る細胞を作成すると、麹成虫原器を構成する上皮細胞は極性が維持されず、増殖して大

きな領域となる前に除かれてしまう (Le Borgne et al. 2002) 。遊走する境界細胞(border

ce U)や、その足場となる保育細胞 (nures ce U)が shg ヌノレとなると、境界細胞の遊走は

阻害される。また卵母細胞(oocyte) や、それを取り囲む摘胞細胞(follicle cell) を shg ヌ

ルとした場合、卵母細胞の後方部への局在が撹乱される (Oda et a1. 1997; Godt & 

Tepass 1998; Gonzalez- Reyes & St Johnston 1998; Niewiadomska et a1. 1999) 。接着

特異性や接着力が異なる細胞が混在する細胞集団では、同じ接着特異性、接着力を持っ

た細胞同士で凝集を作り、出来た凝集間の親和力の差によってパターンが形成されるこ

とを説明する差次粘着説が提案されているが、卵房内の卵母細胞の局在は、保育細胞と

卵母細胞、保育細胞と摘胞細胞、卵母細胞と櫨胞細胞間での DE-cadherin による接着

活性の差によるものであると考えられている (Townes and Holtfeter. 1955 ， Peifer. 

1998) 。

また、中脹葉陥入にも DE-cadherin が関与することが示唆されている (Oda et al. 

1998 ， Oda et al. 2001) 。ショウジョウパエの中距葉陥入は、腹部の上皮が折れ曲がりな

がら体内に陥入することによって達成されている (Leptin et al. 1992) 。この時の上皮の

折れ曲がりによる溝は、腹溝(ventral furrow) と呼ばれる。腹溝形成は、折れ曲がる領

域の細胞が頂端面を縮める頂端部収縮によって達成されている (Leptin and 

Grunewald. 1990 ， Sweeton et al. 199 1)。頂端部収縮を達成する分子機構は詳細に解析

されている。 Dorsal によって腹部領域が決定された後、腹部領域の細胞は中目玉葉を決

定する Snail とTw ist を発現する (Jiang et al. 1991 ， Leptin. 1991)0 Snail は転写抑制

因子であり、 DE-cadherin や Crumbs といった上皮の形成、維持する分子の発現を抑

え、上皮間充織転換の準備を行なう (Oda et al. 1998t Tw ist は分泌タンパク質である
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Folded gastrulation (Fog) や T48 を介して、 RhoGEF2 を活性化する (Dawes 同 Hoang et 

al. 2005 ， Fox and Peifer. 2007 ， Kolsch et al. 2007)0 RhoGEF 、2 は基部領域に局在する

Myosin Ilや、亜頂端領域にある AJ を頂端領域に移行する (Kolsch et al. 2007) 。また

Fog は G タンパク質(Cta) を介して、 Myosin II light chain をリン酸化することによっ

て活性化し、細胞内の表層張力を上げ、頂端部収縮を引き起こす (Morize et al. 1998) 。

最近、腹溝形成過程における、個々の細胞の頂端部収縮は、同調していないパルス状の

収縮であることが明らかにされた(Martin et al. 2009)0 AJ とアクチンをリンクする

canoe や、 AJ 構成タンパク質である Pカテニン(Ar madillo) の変異体、 AJ の形成を阻

害する nullo の強制発現では、細胞内で Myosin Ilと actin の凝集が観察され、頂端部

収縮は阻害される (Cox et al. 1996 ， Sawyer et al. 2009 ， Kolsch et al. 2007) 。これらの

ことから、腹溝は、細胞内の actomyosin 相互作用によって生じた収縮力が AJ を介し

て隣接する細胞に伝達されて形成されていると信じられている (Lecuit and Lanne. 

2007 ， Harris et al. 2009) 。また腹溝形成や前腸陥入の過程では、細胞が押されたり、

引っ張つられたりといった物理的な力が生じているが、これらの物理的な力は、細胞に

受容されることによって、Tw ist を発現させたり、 Myosin II の頂端部への局在を促進

することによって、腹溝形成の促進や、また前腸陥入の開始に関与することが報告され

ている (Brouzes et al. 2004 ， Pouille et al. 2009) 。この腹溝形成過程において

DE-cadherin は、細胞内の actomyosin 相互作用によって生じた収縮力の伝達や受容、

また折れ曲がる上皮での整合性の維持等に働いていることが想像されているが、直接的、

または遺伝学的な証拠は得られていない。その理由は、 shg 接合体ヌルであれば、腹溝

形成は達成されてしまい、また shg 母性ヌルで、あれば卵形成の段階で、異常が生じてしま

い、腹溝形成について解析できないためである (Tepass et al. 1996 ， Uemura et al. 1996 ， 

Oda et a1. 1997; Godt & Tepass 1998; Gonzalez- Reyes & St Johnston 1998; 

Niewiadomska et a1. 1999) 。また、 RNAi や DE-cadherin の優性阻害体の強制発現で

は、細胞化、上皮形成の段階で異常が生じ、腹溝形成の詳細な解析はなされていない

(Pilot et al. 2006 ， Wang et al. 2004) 。

これまで挙げてきたように、上皮組織の整合性の維持、上皮組織の融合、上皮細胞の

増殖と維持、細胞の遊走、細胞の位置決定等、形態形成過程において、様々な細胞運動

に DE-cadherin は必要とされている。これらの異なる細胞運動を達成させるためには、

接着だけなく、様々な機能がそれぞれ複合的に機能していることが推測される。そこで

DE-cadherin の膜近傍部領域には接着以外の形態形成に必要とされているという作業

仮説を立てた。この仮説では、 DE-cadherin の変異体である shg を DE~P でレスキュ

ーした時、膜近傍部領域を必要とする形態形成に異常が現れることが期待される。
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材料と実験方法

Fly stock 

FRT42D ， Shg R69 / CyO; ubi-DEFL 

FRT42D ， Shg R69 / CyO (こ、 ubiquitin プロモーターによって発現する DEFL が第 3

染色体に挿入されている。独立な 3 ラインを樹立した(#1 、#23 、#65) 。

. FRT42D ， Shg R69 /CyO; ubi-DE iJ P 

FRT42D ， Sh gR 69 / CyO に、 ubiquitin プロモーターによって発現する DEilP が第 3

染色体に挿入されている。独立な 3 ラインを樹立した(#4 、#5 、#15) 。

hsFLP; FRT42D ， ubi-GFP(S65T):n1s/CyO 

X 染色体に Hsp70 プロモーター下で発現する FLP が挿入されている。また、第二

染色体の右腕には ubiquitin プロモーター下で発現する核移行シグナルが付加され

た GFP が、また 42D 領域に FRT が挿入されている。

. hsFLP; FRT42D ， ovoD l/CyO 

X 染色体に Hsp70 プロモーター下で発現する FLP が挿入されている。また、第二

染色体の右腕には優性に卵形成を阻害する ovoDl 遺伝子、さらに 42D 領域に FRT

が挿入されている。

. ShgR69 ， mNcGSP 

第 2 染色体に shg R69 とubiqutin プロモーターによって発現する NC 領域の開裂が

阻害されている mNcGSP が挿入されている。このラインでは shg 変異体で

る異常は完全に mNcGSP によつてレスキユ一されている。

レスキュー実験

• shg 接合体ヌル怪のレスキュー

第一章の方法に準ずる。

-モザイク解析

相同組み換えは FLP-FRT システムを用いた (Harrison and Perrimon ， 1993) 。

hsFLP; FRT42D ， ubi-GFP(S65T):n1s/CyO の雄と FRT42D ，shg R69 / CyO; ubi -DEFL 、

FRT42D ， shg R69 /CyO; ubi-DE iJ P の雌と掛け合わせ、酵母を多めに塗ったグレープ
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プレートに卵を生ませた。卵はグレーププレートごと回収し、 250Cで 60~72 時間、

2 齢幼虫になるまで発生させた。発生させた幼虫は 37
0
C で 2 時間、熱ショックを与

え、相同組み換えを起こさせ、 shg ヌルとなる細胞を作成した。 shg ヌノレとなった細

胞は、核に局在する GFP が発現しない領域として見分けることが可能である。

. shg 母性接合体ヌル匹のレスキュー

hsFLP; FRT42D ， ovoD l/CyO の雄と FRT42D ，Shg R69 /CyO; ubi-DEFL 、FRT42D ，

shg R69 / CyO; ubi-DEjjp の雌と掛け合わせ、酵母を多めに塗ったグレーププレートに

卵を生ませた。卵は、グレーププレートごと回収し、 250Cで 60~72 時間、 2 齢幼虫

になるまで発生させた。発生させた幼虫は、 37
0
C で 2 時間、熱ショックを与え、相

同組み換えを起こさせ、 shg ヌルとなる生殖細胞を作成した。その後、幼虫は、成

虫まで育て、 FRT42D ，ovoDl/ FRT42D ， Shg R69 の雌と、別に用意しておいた FRT42D ，

shg R69 / ubi-GFP(S65T) 恒1s の雄と掛け合わせ、 4 日後、採卵した。採卵の方法は、

グレーププレートに 250C 、 3~4 時間、卵を生ませ、グレーププレートごと回収した。

卵は、すぐにコリオンを剥き、ステージ 5 まで発生させた。このとき、核に局在す

る GFP が発現していないものが shg 母性接合体ヌルとなった卵である。今後、 shg

母性接合体ヌノレ(shg 旦 aternal ~gotic nu ll)となった遺伝子型は、 shgMZ と表す。

定量的 RT-PCR

卵は 30% グレーププレートに酵母に、塗ったものに 25
0

C で産ませた。回収した卵は、

酵母を取り除くため蒸留水で、洗った。 50% ブリーチで卵の表層に存在するコリオンを取

り除いた。細胞化が終わったステージ(stage 5) の卵を一個ずつ、ホモジナイズ用のエツ

ベンへ移し、 Milli Q 水で、洗った。

mRNA の抽出は、 QuickPrep Micro mRNA Purification Ki t (GE Healthcare) を用いた。

Milli Q 水を除いた後、 20μ1 Extraction Buffer を加え、ホモジナイズした。その後、 380ml

Extraction Buffer 、800μ1 Elution Buffer を加えて、 14000rpm 、5 分遠心した。遠心後、上

清をオリゴ dT セフアロースと混ぜ、 5 分間震濯した。 14000rpm 、10 秒遠心し、上清を

捨てた後、 High salt bu 旺er で 4 回、 Low salt buffer で l回洗い、カラムにセフアロースを

移した。カラムに移したセフアロースを Low salt bu 百er で、洗った後、65
0
C の 400μ1 El ution 

Bu 百er で溶出した。溶出液に 40μ13M 酢酸カリウム、 10μl グリコゲーン、 lml 100% 

エタノーノレを加え、 -80 0C でエタノール沈殿させた。沈殿物した mRNA は最終的に 20μl

の DPEC 処理水に溶かした。

cDNA 合成は SuperScript III reverse transcriptase ( Invitrogen) を用いた。 10μImRNA 抽出
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液に、 100ng ランダムプライマー(i nvitrogen) 、10mM dNTP (i nvitogen) を加え 65
0

C で 5 分、

その後、すぐさま氷上で l 分、置くことによってプライマーをハイブリした。続いて、

4μI x 5 SST buffer 、lμI lO m M  DDT 、1μI SuperScript III reverse transcriptase を加え、 25
0

C

5 分、 60
0

C 2 時間で cDNA を合成した。このとき、ゲノム DNA が混ざっていないこと

を示すコントロールとして、 SuperScript III reverse transcriptase を加えないものも同時に

作成した。最後に酵素を失活させるために 75
0

C で 15 分、処理し、最終的な量が 50ml

になるように M ilI iQ 水を加えた。

作成した cDNA は、 Histone Hl 、shg5'UTR 、shg ECl 、shgNC 領域を認識する下記の

プライマーを用いて PCR を行い、 cDNA が合成されていること、目的の遺伝子型にな

っていることを確認した。この時、コントロールとして SuperScript III reverse transcriptase 

を加えていないものも、同様に PCR を行い、ゲノム DNA が混入していないことを確認

した。

Hi stone Hl :5'- AAA AGT TAG CGC ATT CAT C -3' (forward) 

:5'- CAC GTTTGT CAC CAG GAA CT -3'(reverse) 

shg 5'UTR :5'- CTG GTC TTA CCT GTT TGC GGT GCG -3'(forward) 

:5'- TCG AAT CGA ACT CGT ACA GTG CG -3' (reverse) 

shg ECl 

shgNC 

:デー CGA CGT TTG CAC CTT CAA CGT TAC C -3' (forward) 

:5' 司 GCA GAA TCT CGT ACT CGA CCA AAC TG -3' (reverse) 

:5'- AGA CCT TCC GCA CGA TCA GTT TAG G -3' (forward) 

:5' ー GAA TCG GAT GCT GCC GCT CTT ATC C -3'(reverse) 

定量的 PCR は SYBR PrimeScript RT-PCR Ki t 1 (Takara) と Thermal Cy cI er Dice Real 

Time System TP800 (Takara)を用いた。 DEFL、 DE~P が共に持つ shg ECl 領域を認識する

プライマーを用いて、導入遺伝子の発現量の定量化を行い、 Hi ston Hl 発現量で標準化

した。:i1主離曲線作成し、非特異的な増幅やプライマーダイマーが出来ていないことを確

認してから、交差点(crossing-point) において標準曲線法(standard curve method) を用いて

発現量を定量化した。

免疲染色

卵は 30% グレーププレートに酵母に塗ったものに 25 0C で、産ませた。卵は 50% ブリー

チでコリオンを取り除き、目的のステージになるまで、蒸留水もしくは TNS(0.4% NaCl ， 

0.03% Tr iton X-100) 中で発生させた。固定は Armadillo とMyosin lIの染色のために
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Heat-methanol 法を用い、他の染色には化学固定法を用いた。

Heat-methanol 法は Muller の方法に準ずる (Muller and Weischaus ， 1996) 。目的の

ステージとなった卵を TNS で 30 秒、煮た。煮た卵は、すぐさま冷やした TNS に移し、

1 分間、静置した。続いて、卵を 100% メタノール:へプタン =1:1 の溶液に移し、激

しく振り、ピテレン膜を取り除いた後、きれいなメタノールに移し、氷上で一時間、静

置した。 Heat-methanol 法で固定したものでは GFP の蛍光は完全に見えなくなる。化

学固定法は、第一章の方法に準ずる。

95% エタノール、 75% エタノール、 35% エタノーノレを経て PBST (1 40mM NaCl ， 

7mMNaHP04 ・12H20 ，3mM NaH2P04 ・2H20 ，0.1 %Tw een20) に置換し、親水化した。

ブロッキングは、 5% スキムミルク inPBS で室温、 1 時間、震蓋した。一次抗体反応l士、

抗体を 5% スキムミルク in PBS で希釈し 4
0

C で一晩行った。核を染色する場合は、こ

のブロッキングの段階で、 RNase H (1 0μg/ml ， invtrogen) を加えた。その後、 PBST で

洗い、二次抗体を反応させた。

退色を防ぐため 2.5%DABCO(1 ，4・diazobicycoH2 ，2，2]-octane ，Sigma) in 75% 

glycerol でマウントした。観察は共焦点レーザー顕微鏡(顕微鏡 :Axiophoto2 ，Zeiss ，、共

焦点レーザーシステム: MRC1024 ， BioRad) を用いて観察した。

気管の染色には Rhodamine-conjugated Chitin binding probe (1 :200 ， BioLab) を、 F-actin

の染色には Alexa Fluor 568 conjugated phalloidin (1: 1000 ， Molecular Probe) を、核の染色に

は YOYO ・1(O.l f!Ml ml ， Molecular probes) を用いた。

一次抗体はマウスモノクローナル抗 Neurotactin 抗体 BPI06 (1 :20 ， Developmental 

Studies Hybridoma Bank (DSHB)) 、マウスモノクローナル抗 Armadillo 抗体 N2-7Al (1 :20 ， 

DSHB) 、ラピットポリクローナル抗 Twist 抗体(1: 1000 ， Leptin) 、ラビットポリクローナ

ル cytoplasmic Myosin 11 heavy chain (Zipper) 抗体 (1: 1000 ， Ki ehart et al. 1986) を用いた。

二次抗体は Rhodamine Red-X conjugated goat anti-mouse IgG (l :200 ， Molecular Probes) ， 

FITC conjugated donkey anti-mouse IgG (1 :200 ， Chemicon) ， Cy3 conjugated donkey 

an tI -rabbit IgG (l :200 ， Chemicon) を用いた。

電子顕微鏡観察

・走査型電子顕微鏡(SEM)

一次固定は、化学固定法もしくは Heat- Methanol 法を用いた。一次固定を終えた

卵はピテレン膜を除き、 2.5% グルタールアルデヒドで 3 0 分、後固定を行った。後

固定後、. PBST で洗い、 35% エタノール、 75% エタノール、 95% エタノールを経て

t- ブチルアルコールに置換し、 4
0
C で 5 分凍結した。凍結した脹は凍結乾燥機
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(JFD-300 ， JEOL) で凍結乾燥させた後、試料台に両面テープでマウントした。その

後、イオンスパッタリング装置(JFC-1500 ，JEOL) で、金コートをした。このようにし

て調整したサンプルは、 SEM (JSM-5300LV ， JEOL) 、10 kV で、観察を行った。

-透過型電子顕微鏡 (TEM)

一次固定は 4% パラホノレムアルデヒド、 2.5% グルタールアルデヒド in 0.1 M カコ

ジル酸ナトリウム:へブ ρタン =1:1 の溶液中で 300rpm 、20 分旋回した。旋回後、

卵を新しい 4% パラホルムアルデヒド、 2.5% グルタールアルデヒド in 0.1 M カコジ

ル酸ナトリウム溶液に移し、微小電極作成装置で作ったガラス針を用いてピテレン

膜を取り除いた。ピテレン膜を取り除いた後、アルデヒドの持ち込みがないよう 0.1

M カコジル酸ナトリウムでよく洗った。続いて、 1% オスミウム酸 in 0.1 M カコジ

ル酸ナトリウムで 4
0

C 、一時間、後固定を行った。後固定後、蒸留水でよく洗ったあ

と、 35% エタノール、 65% エタノール、 75% エタノール、 85% エタノール、 95% エ

タノール、 99% エタノール、 100% エタノールを経て、プロピレンオキサイドに置換

した。

包埋する樹脂は PolyBed 812 kit (Polyscience ， in c.)を用いて作成した。樹脂は

11.6 ml Epon 812 、6.3 ml DDSA 、7.1 ml MNA の割合で混合し、樹脂の固さを調

節し、これに重合促進剤 0.38ml DMP30 を加え、 -20 0C で保存した。

包埋の方法は、作成した樹脂とプロピレンオキサイドを 1:1 で、混ぜたものに卵を

沈め、真空中で 12 時間、脱気することによってプロピレンオキサイドを除いた。脱

気後、きれいな樹脂を 24 穴プレート (Iwak i)に分注し、卵を一個ずつ樹脂に沈め、

この状態で、脱気し、気泡を取り除いた。気泡が取り除けたら、 60 0C 、12 時間、樹

脂を硬化させた。樹脂包埋したサンブ9ノレはダイアモンドナイフ(Drukker Internationa l) 

で 70nm の厚さに薄切し、グリッドに貼付けた。薄切したサンプルは酢酸ウランとク

エン酸鉛によって染色を行い、 TEM (J EM- lOlO， JEOL) 、100kV で、観察を行った。

ライブ観察

卵は 30% グレーププレートに酵母に塗ったものに 25 0C で産ませた。卵は 50% ブリー

チでコリオンを剥き、 0.05% Tween20 の液中で目的のステージまで発生させた。目的

のステージをとなったら、卵をカバーガラス移し、キムワイプで水分をよく除き、腹側

をカバーガラスに接するようにセットした。この状態を vacuum silicone grease 

(Beckman) で、固定し、 halocarbon oil 700 (Sigma) をかけた。深い溝の入ったスライド

ガラスに卵をつぶさないようにセットし、共焦点レーザー顕微鏡 (Axiophoto2) 、アル
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ゴン/488 レーザー、 63x/NA 1. 4 Plan-Apochromat 油浸レンズを用いてライブ観察を行っ

た。ライブ観察の条件は室温、 10% のレーザーパワーで 10 秒おきにイメージを取得し

た。この条件下で 30 分聞置いた脹はステージ 14 まで正常に発生することを確認して

し1 る。

ウエスタンブロット

第一章の方法に準ずる。 SDS サンプルは以下のようにして調整した。 25 0C で 12 時間、

卵を産ませた。卵は蒸留水で、洗った後、 50% ブリーチでコリオンを除いた。ステージ

16 となっている卵を 30 個選び、 10μl 蒸留水を加えホモジナイズした。 10μ12X SDS 

sample buffer(250mM Tr is- HCL(pH 6.8) ， 4% SDS ， 40% glycero l)と最終濃度 5% にな

るように 2- メルカプトエタノールを加え、 5 分煮た。一次抗体はマウスモノクローナル

抗 DE-cadherin 抗体 DCAD2 (1:1000 ， H.Oda et al. 1994) 、ラビットポリクローナル抗

GFP 抗体(1 :1000 ， CLONTECH) を使用した。二次抗体は、 Anti-Mouse

IgG-HRP(1:1000 ， Amasham) 、 Anti-Rabbit IgG-HRP(1:1000 ， Amasham) を{吏用した。

鎧墨
発生過程において DEOP は DE-cadherin の代替として機能できる

shg ヌル変異体で観察される組織の異常は ubiquitn プロモーター下で発現する

DEFL によって完全にレスキューされる (fig.5 B， E， H ， L， M) 。私は、同様に ubiquitin

プロモーター下で発現する DE~P によるレスキュー実験をデザインした。まず DE企P

を ubiquitin プロモーターによって'恒常的に発現する遺伝子導入ハエ (ubi-DE L1 P) を

作成し、極性をもった上皮細胞での DE 企P の局在を調べた(fig.3 F)。その結果、 DE~P

は AJ に局在し、 in vivo でも、 DE 企P が正常に機能することを示唆する。続いて、 shg R69

と ubi-DE L1 P を掛け合わせて、 shg 接合体ヌルにおいて、 DE 企P を発現する脹(sh gZ;

DE L1 P) を作成し、頭部・腹部上皮、気管の観察を行った。発生後期ステ一ジ 1凶6 の sh gZ;

DE L1 P の』匹壬全体の表現型を SEM よつて観察すると、背{倒側R則lの上皮の閉i還塁(Dorsal Cα10ωsu 旧reω ) 

は正常に達成され、 S油hg 接合体ヌルの目脹主 (s油hg約司で

一される。しかし、頭部では異常が観察される (fig.5 A ， C) 。また気管を Chitin

binding-protein (CBP) によって可視化すると、 sh gZ で、は気管原基は融合せず断片化し

た気管が観察されるが、 sh gZ; DE L1 P では気管原基は正常に融合し、管となった気管が

観察される (fig.5 D ， F) 。

続いて、 FLP-FRT システムによって相同組み換えを起こし、 DE L1 P の発現している

組織で shg ヌルとなる細胞を作成した。 shg R69 の対立する染色体は、 ubiquitin プロモ
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ーター下で、発現する核移行シグナノレを付加した GFP(GFP-nls) を導入しており、相同組

み換えを起す前は shg/GFP-nls というヘテロな状態で組織を維持している。このよう

な組織において相同組み換えを起させると、 GFP-nls が陰性となる shg/shg となった

shg ヌルの細胞と GFP-nls/GFP-nls となった核の GFP が強く発現する細胞がセットで

形成される。上皮性の組織である麹成虫原器で相同組み換えを起した場合、 DEFL や

DE t1 P が発現していない場合でも、 GFP-nls が強く発現している領域が見つかることか

ら、相同組み換えは起こっている (fig_5 G) 。しかし、 shg ヌルとなる GFP-nls 陰性と

なる領域は観察されないことから、上皮組織では、 shg ヌルとなった細胞は形成された

後、増殖する際、維持されず除かれていることが考えられる。これに対し、 DEFL もし

は DE 企P を発現させた場合、 shg ヌルとなった領域が形成される (fig_5 H ，It shg ヌル

となった領域の細胞の形態は DEFL 、DE 企P ともに差は見られない。しかし、 DE 企P

によって形成される shg ヌルの領域の境界は、 DEFL の境界と比較すると?滑骨らかにな

つている(伯f五ig.5 H'-H 町"ぺ，

の差が DE-c 臼adherin と DE 企P の間に存在し、 DEAP 同士のホモフィリックな接着が

DE-cadherin と DE 企P の接着よりも好まれていることが推測される。そのため DEAP

のみで接着を行なう細胞集団が集まる力が働き DEAP によって形成される shg ヌルの

領域の境界が滑らかになっていると考えられる。

ショウジョウパエの生殖細胞は、減数分裂後、 4 回の分裂を行い、 1個の卵母細胞と

1 5個の保育細胞を形成する。これらの生殖細胞は母親由来の櫨胞細胞に包まれ、連な

って存在し、卵房(egg chamber) を形成している。卵房内において、卵母細胞は櫨胞細

胞との DE-cadherin による強い接着により後方部側へ局在化する。卵形成が進むにつ

れて、卵母細胞は大きくなり生殖細胞まるごと包んでいた櫨胞細胞は卵母細胞のみを包

むようになる。また頭方部端の 6・8 個の、漏胞細胞は、境界細胞へと分化し、保育細胞の

聞を通って後方部側の卵母細胞に接するように遊走を行う (Spradling. 1993) 。生殖細胞

を shg ヌルとすると、卵母細胞の後方部側の局在が乱れ、境界細胞が遊走しない異常が

観察される (fig.5 J， K) 。これらの卵形成における異常は DEFL もしくは DEAP によっ

て、完全にレスキューされる (fig.5 L-O) 。この結果は、母親由来の DE-cadherin を DE 企P

に置き換えても卵が形成できることを示唆する。

DE L¥ P は上皮形成を正常に達成し、 AJ を形成する

母性由来の DE-cadherin を DE 企P に置き換えた卵を作成するために、 FLP-FRT シ

ステムと卵形成を優性に阻害する ovoD を用いた実験をデザインした(Perrimon 1984 ， 

Harrison and Perrimon ， 1993) 。その方法は、 shg の対立染色体の対立する領域に ovoD
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を導入した shglovoD の雌を作成し、 FLP-FRT システムによって相同組み換えを引き

起こした。この時、相同組み換えが起こらなかった shglovoD と、相同組み換えによっ

て生じた shg/ 凶 g、ovoDlovoD の 3 タイプの卵母細胞が得られる。この卵母細胞を発生

させると、 ovoD 遺伝子をもっ shglovoD と ovoDlovoD の卵形成は阻害され shg/ 凶 g と

なった卵のみを得ることができる。 DEFL もしくは DE 企P を発現していない場合、こ

のような shg 母性ヌルとなった卵は全く産卵されない。 DEFL もしくは DE 企P を発現

させたハエで、は、正常な形態の卵を産卵した。そこで shglubi-GFP-nls の雄と掛け合わ

せて、 shg 母性接合体ヌルで、 DE~P を発現する怪 (ShgMZ; DE t1 1ろを作成した。まず

内在的な DE-cadherin の転写産物が存在しないことを、 RT-PCR によって確認した。

導入遺伝子には、 5'UTR が除かれている。そのため、内在的な転写産物の有無は 5'UTR

領域を認識するプライマーを用いることによって区別できる (fig.6 A-C) 。この PCR の

結果、得られた卵は内在的な DE-cadherin は存在せず、 DE 企P に完全に置き換わって

いることが確認された(fig.6 D) 。同様の実験を DEFL でも行い、内在的な DE-cadherin

が導入された遺伝子に置換されていることを確認した。

これまでに、細胞化前の卵での DE-cadherin の RN Aiや、 DE-cadherin の優性阻害

体の過剰発現の実験では、上皮形成に異常が生じ、単層の上皮が形成されず、 AJ の局

在も乱れることが報告されている (Pilot et al. 2006 ， Wang et al. 2004) 。このことから

DE-cadherin は、上皮の形成に必要とされていると考えられている。そこで上皮形成

の観察を行った結果、 shgMZ; DE t1 P では、正常な細胞化が行なわれ、このとき、細胞

の輪郭と核を可視化すると、単層の上皮が形成されていることが確認される (fig.7 A 圃 B') 。

また中匹葉陥入の始まるステージ 6 の外脹葉上皮おいて DE~P は DEFL と差異のな

い亜頂端領域の局在を示す(fig.7 C-D') 。しかし、 sh gM Z; DE t1 P の中怪葉陥入領域であ

る腹部では、組織の破綻が観察される (fig.7 D ， fig.ll L， M) 0 crumbs や stardust とい

った上皮の極性や整合性の維持に必要な遺伝子の変異体では、初期上皮は正常に形成さ

れるものの、日壬帯伸長の際の細胞の再配列運動によって外怪葉上皮が破綻することが知

られている (Tepass et al. 1990 ， Tepass. 1996 ， Muller et al. 1996)0 shgMZ; DEFL や

shgMZ; DE t1 P の外脹葉上皮の上皮形態について観察を行なった。ステージ 7 で見られ

る後腸の陥入は外怪葉上皮の細胞の頂端部が収縮し、折れ曲がることによって達成して

いる。この時、 sh gM Z; DE t1 P では腹側では予定中医葉の破綻がみられるものの、後腸

の陥入は正常に達成していた(fig.7 F) 。次に眼帯伸長を行なっているステージ 10 の外

脹葉上皮を観察した(fig.7 H ， H' ， J， J'tAJ の裏打ちタンパク質であるAr m adillo (Arm) 

の局在を比較すると、 Arm は、 shgMZ; ・DE t1 P では異所的なドット上の局在が見られる

が、 AJ にも正常に局在する (Fig.7 1， J) 。また上皮細胞の形態を見ると、眼帯の伸長す
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る際に生じる細胞の挿入運動Gntercalation) によって形成されるロゼッタ状の細胞配列

が観察され、上皮の運動は正常に達成されていることを示唆する(五 g.7 H ， J， 

Blankenship et al ， 2006) 。この時期の上皮では、ステージ 6 では亜頂端領域の局在し

ていた AJ は頂端の領域へと移行する (fig.7 G' ， 1')。この AJ の移行は、 DE 企P が構成さ

れる AJ でも行なわれる (fig.7 H' ， J') 。さらに成熟した外匹葉上皮の超薄切片を作成し、

TEM による観察を行った。 sh gM Z;DEFL 、sh gM Z; DE t1 P とも正常に頂端部領域に AJ 、

またその側方基底領域には無脊椎動物においてバリア機能を担うセプテートジヤンク

ション(SJ) が確認される (fig.7 K ， L)。興味深いことに、 DE 企P の細胞外領域は、 DEFL

の細胞外領域とアミノ酸の数を比較すると、 53% ほどの長さになっているにもかかわら

ず、 TEM によって観察される AJ の細胞間隙の幅は shgMZ;DEFL 、sh gM Z; DE t1 P とも

に 20 ・25nm で差は見られなかった(fig.7 K' ， L') 。以上の結果から DE 企P は上皮組織に

おいて、 DE-cadherin の代わりに AJ の構成分子として正常に働くことが示された。

sh gv' Z; DE t1 P は腹溝の形成過程に異常が生じる

shgMZ; DE t1 P は外脹葉上皮を正常に形成するが、中日壬葉陥入を行なう腹側領域に異

常が観察される。中日壬葉陥入が終了し、眼帯が伸長を始めるステージ 10 の腹部を観察

すると、 shgMZ; DE t1 P では腹側正中線の細胞が出会うことが出来ず、一部、もしくは

全ての領域で中脹葉が露出している (fig.8 C， D) 。この表現型が導入遺伝子(DEFL 、

DE 企p) の発現量に依存したものではないことを示すために、 DEFL 、DEilP を発現する

遺伝子導入ハエの系統を 3 系統 (DEF L# l、DEF L# 23 、DEF L# 65 、DE t1 P#4 、DE t1 P#9 、

DE t1 P#15) 樹立した。それぞれの系統を用いて shgMZ;DEFL 、shgMZ; DE t1 P を作製し、

導入遺伝子の発現量と表現型の再現性を調べた。構造の異なる DEFL とDE 企P の発現

量を比較するために、まず正常に細胞化をすることを確認でき、また内在的な発現の少

ないステージ 5 の脹から mRNA を抽出、 cDNA を合成した。そして、この cDNA をテ

ンプレートとして、内在的な DE-cadherin 、DEFL 、DEilP を共通に存在する EC1 領

域を認識するプライマーを用いて、リアルタイム PCR を行い、導入遺伝子の発現量を

定量化した。野生型での内在的な DE-cadherin の発現量を 100% とした時、 DEFL の

発現量は、それぞれ DEF L# lが 28.5% 、DEF L#2 3 が 50.7% 、DEFL#65 が 14.3% であ

った(fig.8 A) 。これらの系統を用いた shg 母性接合体ヌルのレスキューを行った場合、

すべての系統で腹側正中線の細胞は出会い、中日壬葉は露出しない(fig.8 E) 。また DE 企P

の発現量は DE t1P# 4 が 61. 8% 、DE t1 P#9 が 13.5% 、DE t1 P#15 が 11. 6% であった(fig.8

A)。このように発現量にばらつきがあるものの、 DEilP で shg 母性接合体ヌルのレス

キューを行った場合、 60 ・70% の脹で腹部正中線が、正常に出会うことが出来ない表現
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型の示す脹の割合は、 DE~P の発現量に依存せず、安定している (fig.8 B， E) 。また DEFL

と DE~P を比較すると、 DEFL が最低でも 14.3%あれば正常な腹側正中線が形成され

るのに対して、 DE~P では 6 1.8%あっても、完全にレスキューされない。この結果は、

腹側正中線に見られる異常が、導入遺伝子の量的な差によるものでなく、構造の違いに

よる質的な差によるものであることを示唆する。

続いて、この腹部正中線で見られる異常の原因を調べた。腹部正中線は、腹側領域の

中医葉上皮が折れ曲がって体内に陥入することによって、中脹葉によって分けられてい

た外脹葉上皮が接することによって形成される (Costa et al. 1993 ， Arias. 1993) 。腹側

正中線が離れて存在する表現型の原因は中脹葉上皮の陥入の失敗が考えられる。ショウ

ジョウバエの中匹葉の陥入は脊椎動物や腕皮動物とは異なり、中脹葉となる運命が決ま

った細胞が独立に間充織化して、接着を失い体内へ陥入するのではなく、約幅 18X 長

さ60 細胞分の腹側領域の細胞が纏まって中脹葉となる運命を受け、この予定中経葉細

胞は上皮の形態を保ったまま、折れ曲がって腹溝を形成し、陥入する (fig.9 A- B' ，Harris 

et a1. 2009) 。腹溝は、頭部上皮の折れ曲がりである頭部溝(cephalic furrow) とほぼ同時

に形成される (Underwood et al. 1980) 。そこで頭部溝が入ったことを確認して固定を行

い、 SEM による観察を行った。その結果、 shgMZ; DEilP では、腹溝は観察されず、中

日歪葉陥入に失敗していることが示された(fig.9 C) 。腹溝のなどの上皮の折れ曲がりは、

上皮の頂端部領域の面積を小さくすることによって達成されており、このとき上皮細胞

は頂端部を収縮させて三角錐状の形態となっている (fig.9 B， B')o shgMZ; DEilP の腹部

領域では収縮して小さくなっている細胞と、大きな細胞が共に観察され頂端部収縮に異

常があることを示唆する (fig.9 D ， D') 。

このような腹溝の異常は、中日壬葉の分化の失敗や、細胞の収縮力を生み出す細胞内の

Myosin 局在、活性の異常でも観察される (Leptin. 1991 ， Sweeton et al. 1991 ， Costa et 

al. 1994 ， Dawes. Hoang et al. 2005 ， Kolsch et al. 2007) 。中怪葉の陥入が起こるステ

ージ 7 の匹を中脹葉マーカーであるTw ist によって染色すると、 shgMZ; DEFL では

Twist 陽性となった殆どの予定中匹葉細胞が、体内に陥入していることが観察される

(fig.9 E) 。一方、 shgMZ; DEilP では、腹部領域の細胞はTw ist 陽性となり、正常に中座

葉に分化していることを示すが、体外に露出したままになっている (fig.9 F) 。腹溝形成

過程の頂端部収縮において基底部側に局在する Myosin lIは頂端面に再局在する

(Royou eta l. 2004) 0 shgMZ; DEFL の横断面を観察すると、腹溝を形成する中日壬葉細

胞が頂端部収縮している様子が観察される (fig.9 G) 。腹部領域において、 Myosin lI は、

基底部領域の局在が無く、頂端部領域lこ強し 1局在を示す正常な局在パターンが観察され

る。 shgMZ; DEilP では、腹部領域の細胞の配列が乱れているが、 Myosin lIの局在は基
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底部側になく頂端側に強く濃縮する正常なパターンを示す(fig.9 H)o SEM での観察と

同様に頂端部領域を縮めている細胞と、大きなままの細胞が観察される。細胞骨格と

AJ をリンクする Canoe や Arm の変異体、また AJ の形成を阻害する nu l1 0 の強制発現

では、頂端部収縮が阻害され、細胞内に Myosin lIの凝集が観察されるが、 shgMZ; DE .t1 P 

では、収縮して小さくなった細胞も、大きなままの細胞でもこのような Myosin lIの凝

集は観察されない(fig.9 H') 。以上の結果をまとめると、 shgMZ; DE .t1 P では中脹葉の運

命決定は正常に行われ、この命令を受けて細胞内の actomyosin の調節も正常に達成さ

れ、また収縮している細胞も見られることから細胞内の収縮力も十分に生じていること

が示唆された。しかし、この細胞内で生じた力を腹溝の形成といった上皮の折れ曲がり

に転換する際、 DE 企P は十分な機能を持っていなし可。

また腹溝と同様に上皮の折れ曲がりを必要とする形態形成に後腸の陥入が挙げられ

る。後腸の陥入も、腹溝と同様に細胞内の actomyosin 相互作用によって生じた力によ

る頂端部収縮によって達成されていると信じられている。 shgMZ; D E .t1 P での外怪葉上

皮の折れ曲がりは達成していることを示した。また同様に上皮から陥入して形成される

気管にも異常が見られないことから、 DE 企P は腹溝での頂端部収縮特異的に必要とされ

る役割が果たせていないことが示唆される。

sh g-t Z; DE1P では効率的な頂端収縮を達成しない

shgMZ; DE .t1 P における腹溝の形成過程を、共焦点レーザー顕微鏡によるタイムラプ

ス観察を行った。 AJ を構成している DE~P を観察すると、 shgMZ; DE .t1 P では、頂端部

収縮は始まるものの、その後収縮し続けず、最終的に接着連絡が破綻していた(fig. lO A) 。

この表現型を shgMZ; ・DEFL と比較して解析するためには、比較可能な基準点が必要と

なる。頂端部収縮は shgMZ; DE .t1 P でも開始されていることから、この頂端部収縮の始

まる時間を基準点とした。もっとも腹側の 20 細胞分の面積を計測し、この面積の連続

的な減少が始まるタイムポイントを基準点とした(fig.10 B) 。続いて幅 5・6 細胞、長さ

11 ・12 細胞の領域の個々の細胞の収縮率を測定した(fig. lO C) 。収縮率の平均を比較する

と、頂端部収縮開始されてから、最初の 2 分間は sh gM Z; DEFL 、shgMZ; ・DE .t1 P ともに

収縮率はともに約1. 6μm 2/min で、差は見られなかった。しかし、 shgMZ; DEFL では

その後、 2・4 分間で 3.3μm 2/min 、4"6 分間で 5.6μm 2/min と収縮率が上昇し、収縮が

加速している対し、 shgMZ; DE .t1 P では、次の 2 ・4 分間では、収縮率が上昇せず頭打ち

となった。さらに続く 4"6 分間では、収縮率の低下が見られた(fig. lO D) 。

sh gM Z; DE .t1 P における収縮率低下の原因を調べる為に、個々の細胞の収縮率を追跡

した。結果、 shgMZ;DEFL では時聞が経つごとに、多くの細胞が収縮を加速し、 4"6 分

29 



間では約 60% の細胞が 4.5μm 2/min 以上の収縮率を示すのに対し shgMZ; DE t1 P では、

4・6 分間において 4.5μm 2/min 以上の収縮をする細胞はわずか 10% に留まっている。さ

らには、周りの細胞の収縮によって、頂端部領域を広げてしまい、収縮率がマイナスに

なる細胞が 30% 近く観察される (fig.10 E) 。

以上の結果から shgMZ; DE t1 P では頂端部収縮の収縮率の低下が起きており、これは

頂端部収縮開始後、効率的な収縮を維持できないことが原因であると考えられる。

sh g-t z; DE L1 P において頂端部収縮を達成した細胞は AJ による接着連絡の破綻の原

因となる

上皮形成されてから、腹溝形成の達成までに、 AJ の局在は大きく変化する (Kolsch et 

al. 2007) 。まず、細胞化が達成され上皮が形成した段階で、は AJ は亜頂端領域に局在す

る(fig.ll A， B) 。続いて、頂端部収縮が開始され、上皮が平面化した段階では、 AJ は頂

端領域に再局在する (fig.ll E， F) 。そして、腹溝形成によって、中日壬葉上皮が体内に陥

入するまで AJ は頂端部領域に維持される (fig.ll 1 矢印)。中日壬葉陥入が終了すると AJ

は破綻し、中日壬葉は間充織化する。

shgMZ; DE t1 P の接着連絡の破綻の原因について解析を行った。 sh gM Z; DE t1 P でも、

腹部の予定中匹葉が平面化する過程での亜頂端領域から頂端への AJ の局在の変化は達

成され、頂端部収縮を開始した段階では、 DE 企P によって構成された AJ は正常に振る

舞うことを示す(fig.ll C， D ， G， H) 。しかし、 shgMZ; DE t1 P では、頂端部収縮を達成し

た細胞で、接着連絡の破綻が観察される (fig.ll 1)。その後、 DEilP は細胞膜を含む凝集

を形成する (fig.ll L， Mt AJ の破綻は中脹葉化の段階で生じるが、 shgMZ; DE t1 P の破

綻したタイミングにおいて shgMZ; DEFL では、接着連絡は維持され、上皮の形態を保

持している (fig.ll 1， J， K)。よって、 shgMZ; DE t1 P では、本来、頂端部収縮達成後も維

持されるべき AJ を維持することができなくなっていることが考えられる。

これまでの観察から sh gM Z; DE t1 P の腹溝形成過程の接着連絡の破綻は、頂端部収縮

での効率的な収縮の失敗の後に起きている。これは腹溝形成過程において DE-cadherin

の膜近傍部領域(EC7-PCCD) は、まず効率的な頂端部収縮に必要とされ、次の段階では、

収縮した細胞における接着連絡の維持に必要とされていることを示唆する。

DE-cadherin NC 領域の開裂は腹溝形成に必要とされない

DE 企P は、本来、切断される NC 領域を欠いている。脊椎動物では cadherin の切断、

分解が、機能を調節している (Reiss et aL 2005 ， Marambaud et al. 2002 ， Ozawa et al. 

1990)0 DE 企P では開裂による調節が行われないことが、腹溝での異常の原因だと仮定
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できる。この仮説を証明するために、切断領域を改変し、切断されなくなった変異分子

(mNcGSP) によるレスキュー実験を行なった(fig.12 A)o mNcGSP は ubiquitin プロモ

ーター下で発現させることによって、 shg 接合体ヌルを完全にレスキューし、

DE-cadherin の代わりに世代を維持できる。 DE-cadherin を mNcGSP に完全に置き換

えた sh gM 究mNcGSP における腹溝の観察を行った。まず sh gMZ， mN とGSP おいて、内

在的な DE-cadherin が、導入された mNcGSP に置き換わっていることをウエスタンプ

ロットによって確認した(fig.12 B) 。その結果、 N 末端側を認識する DCAD2 抗体も、 C

末端を認識する GFP 抗体も、切れていないことを示す 200KDa 以上のバンドがメイン

のバンドとして検出される (fig.12 B 中括弧)0 NC 領域で切断された産物とは異なる分

子量のバンドが複数検出されるが、これらのバンドは分解物だと考えられる (fig.12 B 

矢頭)。この結果から、 NC 領域で開裂した分子は shgM 宅mNcGSP において存在しない

ことが示された。この sh gM 宅mNcGSP の stage. lOでの腹側正中線を観察すると、中

匹葉は完全に陥入し、腹側正中線は正常に形成されている (fig.12 C) 。またステージ 6

での腹溝を SEM によって観察すると、予定中距葉細胞が正常に頂端部収縮を行い、腹

溝が形成されていることが確認される (fig.12 D- D"') 。

これらの結果は DE-cadherin の NC 領域の切断は、腹溝形成における頂端部収縮に

重要な役割を持っていないことを示す。

蓋誼
正常な DE-cadherin を完全に DE~P に置き換えた shgMZ; DE !J. P では、正常に上皮が

形成され、 AJ による接着連絡が形成される。この結果は、これまでに報告されている

DE-cadherin の優性阻害体の過剰発現や RNA 干渉、また AJ の構成分子である

armadillo のマイルドな変異体の脹で観察される単層の上皮が形成されない、また上皮

が分化していないという結果と異なっている (Cox et al. 1996 ， Wang et al. 2004 ， 

Dawes- Hoang et al. 2005 ， Pilot et al. 2006) 。

DE~P が構成する AJ は正常に形成され、 DEFL によって構成されでいる AJ と比較

しても、細胞間隙の幅も差異は見られない。脊椎動物のデスモソームでは caherin が規

則正しく配列している様子が TEM トモグラフィーによって観察されている

(AI-Amoudi et al. 2007)0 AJ でも脊椎動物のデスモソームと同様に cadherin が規則正

しく配列するとするならば、 DE~P によって構成される AJ は、 DE~P が短くなった分

だけ狭くなっていなければならない。また動物群ごとに持っている cadherin の細胞外

領域の分子長は異なっているにもかかわらず、 AJ の細胞間隙の距離が 20 ・25 nm であ

ることが報告されている (Lane et al. 1994 ， Oda et al. 2005) 。これらのことから、 AJ
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では cadherin は規則正しくは配向せず、 cadherin の細胞外領域の長さとは別に、細胞

間隙の距離を決める仕組みがあると推測される。

sh gM Z; DE L1 P において腹構形成過程に特異的に異常が観察された結果は、

DE-cadherin が腹溝の形成に関与していることを示唆する。腹溝形成の前段階として、

中匹葉決定転写因子である Snail や引iV ist によって DE-cadherin の発現は抑えられて

いることが知られているが、 DE-cadherin の発現が、 shg プロモーターではなく、

ubiquitin プロモーターによって調節されている shgMZ;DEFL でも、正常な腹溝が形成

されることから DE-cadherin の転写調節は腹溝形成に必要とされていなし、 (Oda et al. 

1998) 。腹溝形成過程における頂端部収縮は、最初の収縮速度の遅い段階と、収縮速度

が加速する収縮速度の早い段階の 2 段階に分けられ、遅い段階は腹部上皮の平面化の段

階と一致すると考えられている (Oda and Tsukita. 2001 ， Martin et a1. 2009t shgMZ ，・

DE L1 P では、遅い収縮は正常に観察され、頂端部収縮は開始されている。 shgMZ; DE L1 P 

において観察される最初の異常は、頂端部収縮が加速しないことであり、接着連絡や上

皮の整合性の破綻は続いて起きる異常である。これらの結果は shgMZ; DE L1 P における

頂端部収縮の低下は、接着連絡が破綻した結果生じたものではなく、 DE 企P によって構

成される AJ の頂端部収縮に対する機能の低下した結果であることを示唆する。これま

でに cadherin が上皮形態形成を駆動する細胞の形態変化に重要な役割を果たしている

ことは広く信じられているが、今回の発見は、 cadherin の頂端部収縮への関与を示す

初めての遺伝的な証拠である。

AJ に繋留された actomyosin による同調していないパルス状の頂端部収縮が腹溝形

成を達成している (Martin et a1. 2009) 。このとき、収縮している細胞と収縮していない

細胞が存在するが、ある細胞が収縮した時、隣接した細胞は引っ張られるが、引っ張ら

れた細胞が引き延ばされてしまったのでは、細胞が収縮したのにも関わらず、組織全体

の面積は変わらず、上皮は折れ曲がらない。上皮が折れ曲がるためには、収縮をしてい

ない時は、周りの張力に抵抗して、頂端部領域の面積を広げないように留めておく接着

領域の硬さが必要とされている。この AJ の硬さは効率的な頂端部収縮を達成するため

の重要なパラメーターであることが予想される。膜近傍部領域は、側方部での

DE-cadherin 同士のシスな相互作用、細胞膜やその他の上皮を維持する分子との相互

作用、接着を行なう膜遠方部領域の基部として働くことによって接着領域の硬さに関わ

るAJ の安定化に関わっているのかもしれない。

予定中匹葉において完全に収縮した細胞での DEFL とDE 企P の振る舞いの違いは、

膜近傍部領域が細胞の頂端部領域における AJ の安定化に重要な役割を果たしているこ

とを示唆する。膜近傍部領域に含まれる CE や LG ドメインは外匹葉上皮において AJ
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の形成、維持を行なう Crumbs にも存在する (Knust et al. 1987 ， Tepass et al. 1990) 。

Crumbs は DE-cadherin と同様に予定中脹葉では、Tw ist 、Snail によって発現が抑制

されている (Grawe et al. 1996) 。予定中匪葉と外目玉葉において AJ を安定化させる分子

機構が異なっているのかもしれない。外経葉上皮では Crumbs が行なう AJ の安定化を、

予定中距葉では、膜近傍部領域によって達成していることが考えられる。そしてこの外

脹葉と予定中脹葉の AJ 安定化の分子機構の違いが、腹溝形成特異的に膜近傍部領域を

必要する原因だと推測している。

正常な頂端部収縮において、 AJ は Myosin による収縮によって、曲げられる様子が

観察されている (Martin et al. 2009) 。また収縮した細胞のアヒ。カル面は、余った細胞膜

だと考えられるバブル状の構造が観察され、非常にダイナミックであることが知られて

いる (Sweeton et al. 1991)0 shg 版.. DELJP において中脹葉上皮の破綻後、 DE d. P の凝集

が観察される。このような DE-cadherin の凝集は、頂端部収縮に異常を示す folded

gastrulation (log) の変異体の中匹葉でも観察される(Oda et al. 1998) 。これらの結果は

DE-cadherin の細胞膜からの除去は頂端部収縮と共役していることを示唆する。細胞膜

に近接して存在することからも膜近傍部領域は、 AJ の安定化に関与する開講放出

(exocytosis) や飲食細胞運動(endocytosis) といった細胞膜のダイナミクスに関与してい

るのかもしれない。膜近傍部領域を欠くことが腹溝形成特異的に影響を与えるメカニズ

ムについて理解するためには、 DEFL と DE d. P によって構成される AJ の振る舞いや

特徴のさらなる詳細な解析が必要である。

NC 、CE 、LG から構成される PCCD 複合体は、無脊椎動物の cadherin では細胞外

領域基部に存在する。 DE-cadherin と同様のドメイン構成をもった cadherin は節足動

物門の昆虫類や偲脚類に保存されて見つかる (Oda et al. 2005) 。近縁の動物群において

見虫型の cadherin が保存されていることに対し、外匹葉上皮の発生において PCCD 複

合体を必要としないという発見は驚くべきものである。一方、 DE d. P の細胞外は EC ド

メインのみで構成され、これは脊椎動物の cadherin や、 protocadherin 、desmosormal

cadherin を模した構造となっている。この構造的な同一性から、 DE d. P が接着活性を

持つことも理解できる。

本研究の重要な側面の 1 つは、 cadherin における構造変化の機能的重要性について

実験的に解析したことである。これまでに脊椎動物/尾索動物型、頭索動物型、昆虫類/

偲脚類型の cadherin は進化の過程において、それぞれ独立な短縮化によって形成され

たと考えられている (Oda et al. 2005) 。特に、脊椎動物/尾索動物型のカドヘリンでは

NC 、CE 、LG を完全に失っている。この短縮化が、連続した複数回の変化の蓄積の結

果なのか、それとも一回の大きな変化によるものなのかは、わかっていない。本研究の
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実験では、細胞外領域が半分になるほどの大きな短縮化を、上皮形成に異常を与えるこ

となく達成した。このことから、 cadherin の多様化は、上皮のみで体を構成するよう

な単純な体制を持った原始的生物で、は、レアな一回の短縮化によって形成できたと考え

られる。 cadherin の短縮化は、起きた段階では機能への影響が小さいが、短縮化した

ことによって cadherin 自体や、接着の機構、また細胞の形態に対して、進化的な柔軟

性を与えたことが考えられる。例えば、特に短い cadherin を持つ脊椎動物において、

タイトジヤンクションやデスモソームいった特徴的な接着構造の多様化、カドヘリンフ

ァミリーやその他の接着タンパク質の増加したことは、 cadherin の短縮化が細胞接着

に対し、新たな進化を許容したことを推測させる。
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筆三重 DE-cadherin のホモフィリックな接着活性と形態形成運動

産量
cadherin のホモフィリックな接着活性は、いくつか形態形成運動の達成に必要とさ

れている。例えば、ショウジョウパエの卵母細胞の位置決定は卵母細胞と保育細胞、そ

して櫨胞細胞の聞の接着力の差によるものだと考えられている (Peifer. 1998) 。またニ

ワトリでは、接着特異性を改変することによって、運動ニューロンのパターンが撹乱さ

れる (Patel et al. 2006) 。

一方、近年、形態形成に関与するカドへリンの接着以外の機能が注目されている。マ

ウスにおいて E-cadherin の遺伝子座に N-cadherin を導入(Knock in) し、完全に

E-cadherin を N-cadherin に置換したものでは、接着は達成しているにも関わらず、日壬

盤胞の形態に異常が生じる。本来、マウスの脹盤胞は体を形成する内部細胞塊と、内部

細胞塊を取り囲み胎盤となる栄養外目玉葉によって構成されるが、 E-cadherin を

N-cadherin に置き換えた怪で、は、栄養外怪葉が正常に形成されない。このとき異常と

なった栄養外脹葉では、内部細胞塊のマーカーで、ある Oct4 を発現しているため、栄養

外脹葉の分化に E-cadherin が必要とされていることを示す(Kan et al. 2007) 。この結

果は、上皮状の組織の形成する過程において E-cadherin は N 困cadherin にはない分化

に関わる機能を持つことを示唆する。ショウジョウパエにも上皮 cadherin である

DE-cadherin と、神経 cadherin である DN-cadherin の 2 種類の AJ を構成する

cadherin が存在する。 DE-cadherin と D N -cadherin は脊椎動物の E-cadherin と

N-cadherin の関係と同様に接着特異性が、異なっている。また脊椎動物の cadherin で

は AJ を構成する cadherin の構造は皆、同じドメイン構成をもつが DE-cadherin と

DN-cadherin の細胞外領域のドメイン構成は異なっている。 DN-cadherin の構造は鉄

角類や腕皮動物にみられる EC が 17 回タンデムに並び、その基部に PCCD 複合体を持

った構造をしている(I wai et al. 1997)0 DN-cadherin の変異体では神経索誘導に撹乱が

見られるだけで、 shg 変異体で見られるような上皮形態形成の異常は観察されない

(I wai et al. 1997 ， Iwai et al. 2002) 。このようにショウジョウパエにおいても同じ AJ

を構成する cadherin でも、相補できない機能があることが推測できる。

私は DE-cadherin の接着以外の機能が形態形成に関与するメカニズムについて、接

着活性のない企833・ 1316C~PCCD)や、また接着は行なうが異なる構造と接着特異性を

持つ DN-cadherin によって shg ヌルの怪や組織のレスキュー実験により解析を行なっ

た。これらの分子のレスキュー実験では、接着以外の機能を必要とする形態形成と、接

着活性さえあれば達成できる形態形成について明らかにできることが期待される。
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実験と方法

Fly stock 

. t1 PCCD; FRT42D ， Shg R69 / CyO 

FRT42D ， Shg R69 / CyO に、 ubiquitin プロモーターによって発現する ilPCCD が第 X

染色体に挿入されている。

FRT42D ， Shg R69 /CyO; ubi-DN-cad 

FRT42D ， Shg R69 / CyO に、 ubiquitin プロモーターによって発現する GFP を C 末端

に付加した DN-cadherin が第 3 染色体に挿入されている。

レスキュー実験、 SEM 、免疫染色、 RT-PCR

第 2 章の方法に準ずる

ライブ観察

卵は 30% グレーププレートに酵母に塗ったものに 25 0C で、産ませた。卵は 50% ブリー

チでコリオンを剥き、 0.05% Tw een20 の液中で目的のステージまで発生させた。目的

のステージをとなったら、卵をカバーガラス移し、キムワイプで水分をよく除き、側方

面をカバーガラスに接するようにセットした。この状態を vacuum si 1i cone grease 

(Beckman) で固定し、 halocarbon oil 700 (Sigma) をかけた。倒立顕微鏡(I X-71 ，

Olympus) 、20 x/NA 0.7 UPlanApo 対物レンズを用いてライブ観察を行った。ライブ観

察の条件は室温、 15 秒おきに DIC イメージを取得した。

鎧墨
o833-1316(OPCCD) は in vivo において細胞遊走のための足場として機能する

ニれまでの DE-cadherin の接着活性の持たない欠失分子では、局在にも異常が生じ

ていた。 ilPCCD は、企PCCD 同士のホモフィリックな接着をしない分子でありながら、

ln VIVO では正常に局在する (fig.2 C， D ， fig.3 C， G) 。この分子を shg ヌルの匹、組織

に発現させ、 DE-cadherin の接着と形態形成の関係を解析した。

shg 接合体ヌルを ilPCCD でレスキューした匹 (sh gZ; t1 PCCD) では、頭部・腹部

上皮とも整合性は維持されない(fig.13 A) 。一方、気管では融合自体は達成されるが、

融合ポイントは太くならない(fig.13 C) 。このような気管の表現型は、これまでに作成

された接着活性を持たない欠失分子による気管のレスキューでも観察される (Oda and 

Tsukita. 1999) 。
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企PCCD を発現している麹成虫原器では shg ヌルとなった上皮細胞は維持され、

GFP-nls 陰性の領域が観察される (fig.13 E) 。同様に APCCD を発現している生殖細胞

を shg ヌルとすると卵母細胞の後方部側の局在はレスキューされず、卵母細胞は中央

に局在する。しかし保育細胞の形態は、なにも発現していない保育細胞と異なり、お互

いに接着し、緊密化する(五 g.5 J， fig.13 G) 。また、境界細胞は、企PCCD のみを発現す

る保育細胞の聞を遊走する (fig.13 H) 。この時、遊走する境界細胞は shg ヌルで、は無く、

正常な DE-cadherin を発現していることから、会PCCD は細胞が遊走する際の足場と

して機能することを示す。

構造と接着特異性の異なる DN-cadherin は細胞の緊密化、遊走を達成しない

ショウジョウパエの cadherin は上皮 cadherin である DE-cadherin の他に、神経

cadherin である DN-cadherin が存在する。 DN-cadherin の構造は EC を 17 個タンデ

ムに持ち、 PCCD 複合体は NC 、CE 1 、LG1 、CE2 、LG2 の順に並び、 DE-cadherin

のドメイン構成と大きく異なる。しかし、細胞質領域は保存されており、 DE-cadherin

と同様、 Arm と結合する。 DN-cadherin 変異体では軸索誘導に異常が観察され、その

表現型は shg 変異体と異なる (Iwai et al. 1997) 。

DE-cadherin と DN -cadherin はお互い異なる接着特異性を持ち、 DE-cadherin と

DN-cadherin はヘテロフィリックに接着しない(fig.3 D) 。この DE-cadherin と同じ裏

打ちを持った構造と接着特異性の異なる分子を用いて、 shg のレスキューを行った。 shg

接合体ヌルを DN-cadherin でレスキューした目玉(sh gZ; DN-cad) I士、 sh gZ; DE t1 P と同様、

腹部・頭部上皮は維持されない(fig.13 B) 。しかし気管は、正常に融合し、管を形成す

る(fig.13 D) 。

D N -cadherin を発現する麹成虫原器では shg ヌルとなった上皮細胞が維持され、

GFP-nls 陰性な領域が観察される(日 g.13 F) 。同様に DN -cadherin を発現している生殖

細胞を shg ヌルとすると卵母細胞は後方部側に正常に局在する。しかし、保育細胞の形

態は緊密化せず、異常が観察される (fig.13 1)。また境界細胞は頭方部側に位置し、遊走

できていない(fig.13 J) 。このとき、遊走する境界細胞、足場となる保育細胞ともに

DN-cadherin を発現しているが、 DN-cadherin を用いた遊走は達成されず、

DE-cadherin と大きな機能的な違いを示す。

dPCCD は上皮を形成できる

母性由来の DE-cadherin を APCCD 、DN-cadherin に置き換えた卵を作成するため

に、 FLP-FRT システムと卵形成を優性に阻害する ovoD を用いた実験をデ、ザインした。
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sh gM Z; DN-cad はわずかに産卵されるものの、張りがなくピテレン膜に穴が空いて、発

生するものは得られなかった。一方、 sh gM Z; L1 PCCD はわずかであるが、発生する卵が

得られた。この卵から cDNA を抽出し、 DE-cadherin の 5'UTR 、EC1 、NC 領域を認

識するプライマーを用いて PCR を行なうと、 EC1 のプライマーを用いた時にのみ増幅

されたバンドが検出され、内在的な DE-cadherin が完全に企PCCD に置き換わってい

た(fig. 14 A) 。これは、 shg ヌルとなった生殖細胞では、卵房での卵母細胞の局在が撹

乱されランダムとなるが、運良く後方部に局在できた卵母細胞が発生した結果であると

考えられる。

sh gM Z; L1 PCCD の上皮形成を観察すると、 shgMZ; L1 PCCD では、正常に細胞化が達成

されていた。この時、細胞の輪郭と核を可視化すると、単層の上皮が形成されているこ

とが確認される (fig.14 B) 。このステージ 5 の一次上皮おいて、企PCCD とArm は亜頂

端領域に局在する (fig.14C ，D) 。続いて中距葉陥入が始まるステージ 6 では、外脹葉上

皮ではi1 PCCD とArm は亜頂端領域に局在し続けるが、予定中日壬葉領域では頂端面へ

の、正常な局在の変化が観察される (fig.14 E，F) 。

これらの結果は、企PCCD は上皮を形成し、i1 PCCD によって構成される AJ は、正

常に振る舞っていることを示す。

sh!!'Z; L1 PCCD は頂端部収縮に必要とされる Myosin II の局在に異常が生じる

ステージ 10 の腹部を観察すると、 sh gMZ; DE L1 P と同様に shgMZ; L1 PCCD は腹側正中

線の細胞が出会うことが出来ず、中日壬葉が露出している (fig.15A)o SEM によってステ

ージ 6 の腹側を観察すると、腹溝は観察されず、 sh gM Z; L1 PCCD も中脹葉陥入に失敗し

ていることが示された(fig.15 B) 。この時、予定中脹葉細胞は輪郭が観察さない間充織

状の細胞となっており、また Myosin lI は、頂端部側に濃縮せず基底側に多く残ってい

る(fig.15 C， C' ， D) 。これらの結果は、 shgMZ; L1 PCCD で観察される腹溝形成の異常は、

sh gM Z; DE L1 P とは異なる理由によって生じていることを示唆する。

同じように腹溝の形成に異常がある shgMZ; DE L1 P とsh ど¥tI Z; L1 PCCD であるが眼帯伸

長が始まると、形態に大きな差が見られるようになる。 shgMZ; DE L1 P では、腹溝の形

成に失敗しても腔の後端は、頭部方向へ伸展する (fig.16 A) 。一方、 shgMZ; L1 PCCD で

は怪の後端は伸展せず、外怪葉に異所的な織が観察される (fig.16 B) 。経の後方部に局

在する極細胞 (pole ce U)に注目して、眼帯伸長の観察を行なうと、 shgMZ; L1 PCCD で

も脹帯伸長が観察される (fig.16 C) 。しかし、後腸陥入も遅れ、匹帯伸長が進むと腹部

が破綻し、破綻した細胞は後腸の陥入領域に向かう (fig.16 細矢印)。この結果はステー

ジ9 の shgMZ; L1 PCCD の後方部が、ステージ 6 の腹側で見られた間充織状の細胞で覆
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われていることを説明する。後腸陥入をする細胞を観察すると頂端部収縮はしているも

のの、 shgMZ; DEFL 、shgMZ; DE t1 P と比較すると弱い、そして、予定中医葉でも観察

されていたように頂端部収縮を行なう細胞での頂端面の局在が見られない(fig.16 D) 。

重量
~PCCD は、 in vitro の実験系では接着活性を認められないが、 ln VIVO では保育細胞

の緊密化や一次上皮の形成など、接着活性があるように振る舞う。極性の無い 82 細胞

での発現とは異なり、組織に発現させた場合、接着に関する様々な分子機構によって細

胞接着がなされている。この中には DE-cadherin の接着を保障するシステムや、多少

異常な分子でも直すシャペロンが存在し、 EC7 の接着阻害を抑えていることが考えら

れる。しかし、気管の表現型は、これまでに作成された接着活性は無い欠失分子と同様

の表現型であり、完全には接着活性が回復していないのであろう (Oda and Tsukita. 

1999) 。卵母細胞の位置決定は、卵母細胞と櫨胞細胞の DE-cadherin の接着よって達成

されていると考えられている (Peifer. 1998) 。今回の実験では、生殖細胞である保育細

胞と卵母細胞が ~PCCD のみを発現しており、 1慮胞細胞では正常な DE-cadherin が発

現している。この場合、企PCCD と DE-cadherin はヘテロフィリックに接着できるこ

とから、卵母細胞は後方部に局在してもよいはずである。しかし、生殖細胞系列の

DE-cadherin を ~PCCD 置き換えた場合には卵母細胞の局在の撹乱が観察される。こ

れは従来の卵母細胞と滴胞細胞の接着だけでなく、卵母細胞と保育細胞の生殖細胞間の

接着も、卵母細胞の位置決定には必要とされているのであろう。 DN-cadherin でも卵

母細胞の位置決定を達成することから、接着の機能のみが卵母細胞の位置決定には必要

とされているのだろう。

DN-cadherin は気管の融合や、麹成虫原器で見られる上皮細胞の増殖の際の維持を

DE-cadherin の代わりに達成できる。レスキューできた組織の共通点は折れ曲がった

り、細胞の数を増やしたりしても、接着領域を維持し続けることを求められている。こ

のように、上皮組織の接着領域の維持には接着活性が関与していると考えられる。一方、

維持できなかった外脹葉上皮では神経細胞の陥入に伴う上皮間充織転換、陥入後空いた

領域の修復や、境界細胞の遊走、保育細胞の緊密化では、新たな細胞と新たに接着した

り、一度、接着した領域を新たに広げたりする必要がある。このように新たな接着を必

要とする細胞や組織では、 DN-cadherin では代替できない DE-cadherin に特異的な接

着を調整する機構があると考えられる。

保育細胞で接着活性のない企PCCD によって細胞の緊密化がなされ、一方、接着活性

をもっ DN -cadherin によって緊密化がなされない事態は非常に興味深い。細胞の緊密
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化は、接着した細胞間で、さらに接着領域を広げることによって達成している (Adams

et al. 1998 ， Carthew. 2005) 。この時、相手の細胞と同調して接着領域を広げる為には

細胞内の actin や微小管といった細胞骨格を調節して細胞の形態を変化させ、新たな接

着構造を形成する必要がある (Gallicano. 200 1)。保育細胞の緊密化では、接着以外に細

胞骨格の制御する機能が必要とされていることが考えられた。この DPCCD によって

レスキューされるが、 DN-cadherin ではレスキューできない形態形成に関して、細胞

外領域の違いによるものなのか、それとも細胞質領域の違いによるものなのかは、この

実験では明らかにできていない。同様のことは、マウスの E-cadherin と N-cadherin

の交換実験でも問題となっている (Kan et al. 2007) 。細胞外領域と細胞質領域、どちら

が重要なのか明らかにするためには、 DE-cadherin とDN-cadherin の細胞質領域の交

換実験をする必要があるだろう。

上皮の形成には cadherin が必須であると考えられている (Lilien et al. 2002t shgMZ; 

o. PCCD でも、単層の上皮が形成され、外目玉葉上皮も正常に振る舞っていた。卵形成さ

えできれば、上皮形成には DE-cadherin の接着は必要としていないらしい。 AJ を裏打

ちする Ar m の母性ヌノレとなった脹や、 DE-cadherin の RNA 干渉脹では上皮が乱れる

ことから、 DE-cadherin が上皮形成の際に必要とされている機能は細胞質領域によっ

て、Ar m などの細胞内分子を頂端部領域の膜に繋留することなのかもしれない。日壬帯

伸長を行なう過程において、腹部領域の予定中怪葉は破綻するが外脹葉上皮には異常が

見られない。外怪葉上皮は DE-cadherin 以外の分子によって接着がなされているか、

DE-cadherin の EC 領域とヘテロフィリックに接着する分子が存在する、または

企PCCD の接着を保障するシステムの存在し、これらの上皮を維持する機構は、予定中

脹葉では Twist や Snail などの中脹葉分化のシグナルを受けて、抑制されていることが

考えられた。

shgMZ; o. PCCD はshgMZ; DE o. P と同様に腹溝形成過程に異常を示す。しかし、その

異常となる過程は異なっている。 shgMZ; DE o. P では予定中脹葉細胞の頂端部収縮に異

常が生じていた。このとき、予定中腔葉細胞は上皮状の形態を維持し、アピカル面への

Myosin Ilの濃縮も達成しているが、 shgMZ; o. PCCD の予定中距葉細胞は上皮状の形態

を維持せず、間充織状となり MyosinII の局在の変化も起きない。 Myosin Ilの局在の異

常は中匹葉領域だけでなく、後腸の陥入領域でも観察される。これまでに Myosin のコ

ンタクト領域に局在することによって細胞内の表層張力の発生・維持や、 AJ の接着の

増強に機能していることが知られている (Inagaki et al. 1997 ， Miyake et a1. 2006 ， 

Breshears et al 2007) 。またショウジョウバエの前腸や中匹葉の陥入において、押され

たり、引っ張られたりといった物理的なシグナルがTw ist を介して、または直接、
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MyosinII の局在を変化させていることが報告されている (Brouzes et al. 2004 ， Pouille 

et al. 2009) 。さらに、ショウジョウパエの腹溝における頂端部収縮は同調して行なわ

れているのではなく、個々の細胞がバラバラなパルス状の収縮によって行なっているこ

とが明らかにされた(Martin et a1. 2009) 。これらの報告からショウジョウパエの腹溝形

成ではまず、ランダムに数個の細胞が収縮を始める。この引っ張られた物理的なシグナ

ルを DE-cadherin の接着により受容し、周りの細胞は MyosinII の頂端面へ局在を促進

させる。頂端面に局在した MyosinII は AJ の接着活性を増強し、上皮細胞状の形態を

維持すると共に、更なる収縮を起こさせる。これが連続的なポジティブフィード、パック

となって個々の細胞で起きていた頂端部収縮を、組織の折れ曲がりに転換しているので

あろう。
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主主金

本研究の結果から、ショウジョウパエの形態形成過程で、の DE-cadherin の機能をま

とめたい。まず卵形成を達成するためには、卵母細胞の位置決定に接着活性が、保育細

胞の緊密化と境界細胞の遊走には細胞骨格と共役して、新たなコンタクトを形成する機

能が求められている。続いて、産卵され発生してし、く過程では、細胞化し、一次上皮形

成するためには、Ar madillo などの細胞内の分子を頂端部領域に繋留することが重要で

ある。続く、中怪葉の陥入過程では、収縮を始めた細胞で生じた収縮力を周りの細胞へ

伝達、受容し、細胞内の Myosin lIの頂端面への局在を促進する。頂端部収縮を達成す

る過程において DE-cadherin の膜近傍部領域(EC7 ・PCCD) は AJ を安定化させ、効率的

な頂端部収縮を保障する。また収縮を完了しても AJ を維持し続けることによって、個々

の細胞で起きる頂端部収縮を、腹溝形成という組織の折れ曲がりに転換していると考え

られる。

DE-cadherin において、細胞外領域のおよそ半分を失うような大きな短縮化があっ

ても、 DEilP のような多くの形態形成を達成する分子ができたことは、進化過程でおき

た cadherin の短縮化は一回の大きな変化によって達成できることを説明し、また短縮

化が起きた段階では大きな影響を与えなかったことが考えられた。脊椎動物の

cadherin と比較を行なったとき、 DE 企P や ilPCCD の細胞外領域は EC のみで構成さ

れており、脊椎動物型の cadherin を模している。この DEilP 、ilPCCD によって、い

くつかの形態形成を達成することは、脊椎動物型の cadherin も進化できることを説明

する。

DEilP で構成した AJ の構造や細胞間隙の距離が維持されることや、 ilPCCD によっ

て構成した外脹葉上皮では正常に振る舞うことから、 cadherin の構造や機能の変化に

対して、上皮の構造や AJ の機能を維持する機構が存在することが想像できる。この

ような機構の存在が、 cadherin の構造変化を許す下地になったのではないだろうか。

またホモフィリックな接着活性が失われている企PCCD が、接着だけでは達成できない

細胞の遊走や緊密化を達成することから、 EC には接着以外の機能も果たしているのだ

ろう。脊椎動物カドヘリンでは接着を行なう ECI-EC2 領域の研究は多くなされている

が、接着に必須でない EC3-EC5 の果たす機能はよく解っていなし、。今回、発見した

DE-cadherin の接着以外の機能をより理解するためにも、脊椎動物のカドヘリンの

EC3-EC5 の in vivo での役割が明らかにされることを期待する。
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図の説明

Fig.1 力ドヘリンの多様化は独立な短縮化によって説明で、きる

AJ を構成する上皮 cadherin のドメイン構成を模式的に表す。白抜きとなっている領域

は、鉄角類や腕皮動物にみられる cadherin と祖先的であると仮定した時、失われてい

る領域をしめす。 EC: Extacellular Cadherin repeat ， NC: Nonchordate specific 

domain ， CE: Cysteine-rich EGF like domain 、LG:Laminin Globular like domain ， 

CP:Cytoplasmic region を示す。 PCCD は Primitive Classic Cadherin Domain 

complex の略で、 NC 、CE 、LG からなる脊椎動物型 cadherin にはないが、その他の

cadherin には存在するドメイン複合体。

Fig.2 DE-cadherin デリーションシリーズの接着活性の測定

(A) DE-cadherin と模式図と作成した欠失分子。矢頭はそれぞれ、シグナル配列と NC

領域で起きる開裂を示す。 EC は 7 つあり、それぞれ N 末端側から 1-7 の数字が振られ

ている。すべての分子の C 末端側には GFP が付加されている。 (B) 作成した分子を

82 細胞に導入し、抗 GFP 抗体で検出した。 DEFL では NC の開裂により C 末端側の

短い断片が検出される。 NC を欠いている欠失分子では開裂は起きていない。 (C) 欠失

分子を導入した 82 細胞が形成する細胞凝集。分子に付加された GFP の蛍光を可視化

している。 (D) 細胞凝集のサイズを指標とした接着活性の定量化。 GFP の蛍光の粒径

の平均の大きさを取得した画像から計測した。同様の実験を dCR3h 以外では、 4 回繰

り返し、平均を求めた(dCR3h のみ実験は 2 回)。エラーパーは標準偏差を示し、標準偏

差は、 welch の方法による t 検定によって計算した。

Fig.3 11734-1316( I1 EDP) と11833-1316( I1 PCCD) の振る舞い

(A-D) DE-cad-KO を発現する細胞と DEFL(A) 、 DE企P(~734・ 1316) (B) 、

企PCCD(~833・ 1316)(C) 、 DN-cadherin(D)を発現する細胞を混ぜたときの細胞凝集。

DE-cad-KO が導入された細胞はオレンジの、欠失分子を導入した細胞は緑の蛍光で確

認できる。作成した欠失分子が正常な DE-cadherin を認識し、接着する場合、

DE-cad-KO を導入した細胞と欠失分子を導入した細胞は、それぞれの細胞が混ざった

凝集を作る。一方、 DN-cadherin のように DE-cadherin とは異なる接着特異性を持つ

場合は、それぞれ別々の細胞凝集を作る。 (E-G) DEFL(E) 、DE 企P(F) 、企PCCD(G) の

ln VIVO での発現と局在。 DEFL、 DE企P 、 ~PCCD を ubiqutin プロモーターによって

怪に発現させると、細胞膜上に輸送され AJ に局在する。ポジティブコントロールで、あ
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る DEFL と DE~P、企PCCD の聞に、局在の差異は見つからない。

Fig .4 DEFL、 DE~P 、 ~PCCD の in vivo における接着活性

ショウジョウパエ膝発生後期(stage 16) の上皮を FasciclinIII(A -E) 、神経組織を Elav

(F-J) で染色して可視化した。左側が頭方部側、下側が腹側を示す。 Wild type では上皮

によって神経も含め脹全体が包まれている(A， F) 。しかし、 shg 接合体ヌルとなった脹

(shg 勺で、は、頭部と腹部の上皮が破綻し神経組織が露出している (B ，G)o shg 接合体ヌ

ルに DEFL を発現させると (shff; DEFL) では、上皮の破綻はレスキューされる(C ，H) 。

同様に DE 企P を発現させると (shff; DE 企p) 腹部上皮は維持されるが、頭部は脳が露出

したままになっている (D ，1)。企 PCCD を発現させた場合、上皮の破綻は全くレスキュ

ーしない(E ，J) 。細矢印は頭部の上皮の破綻領域を、太矢印は腹部の上皮の破綻領域を

示す。

Fig.5 DEFL と DE~P のめg ヌルの異常をレスキューする活性

(A- C) sh gZ (A) 、sh gZ; DEFL (B) 、sh gZ; DE t1 P (C) の satge 16 、latetal 側からの SEM

像。左側が Anterior 側、下側が腹側である。 (D- F) sh gZ (D) 、sh gZ; DEFL (E) 、sh gZ;

DE t1 P (F) の気管を CBP によって可視化した。矢印は気管上皮の融合ポイントを示す。

(a- 1"') 導入遺伝子がない (G) 、また DEFL (H-H"') 、 DE~P (I-I'づを発現している時、

shg ヌルの細胞クローンを麹成虫原器で作成した。 (G- I) GFP の発現を観察すると、す

べての場合で核内に局在する強い GFP を発現する領域が観察され、相同組み換えは達

成されたことを示す。 shg ヌルとなった細胞クローンは核内の GFP が陰性となった領

域である。 (G'-G"' ，H'- H"') shg ヌルとなった領域の拡大。 GFP の蛍光(G' ，H') と、

phalloidin で染色したもの(G ぺH") 、そして merge 像(G ぺH"'t (J-U) 導入遺伝子がな

い (J ，K) 、また DEFL (L-M) 、 DE~P (N-O) を発現している時、 shg ヌルの細胞クロー

ンを生殖細胞系列で作成した。 phalloidin 染色(J ，L， N) とGFP の蛍光(K ，M ， 0) を観察

した。左側が頭方部側である。アスタリスクは卵母細胞を、矢印は境界細胞を示す。な

にも導入していないものでは、卵母細胞の局在が撹乱され、中央に位置し、境界細胞は

遊走せず、頭方部側に残されている。一方、 DEFL 、DE 企P を発現させたものでは卵母

細胞は後方部に位置し、境界細胞は卵母細胞に接するように局在している。これは境界

細胞が保育細胞の聞を通って遊走したことを示す。 A のスケールパーは 50μm 、D 、G 、

J のスケールパーは 20μm を示す。
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Fig.6 DE-cadherin を DEsP に完全に置き換えた sh g-' Z; DE .1 P の作成

(A-D) 内在性の DE-cadherin の(必と導入遺伝子 DEFL(B) 、DEilP(C) の転写産物の構

造。ピンクの矢印のセットは DE-cadherin の 5'UTR を、青の矢印のセットは EC1 領

域を、そして緑の矢印セットは NC 領域を認識するプライマーセットを示す。導入遺伝

子には DEFL 、DEilP 共に 5'UTR が存在せず、さらに DEilP には NC 領域が存在しな

い。 (D) PCR の結果。 sh gM

現は認められず、目的の転写産物のみが検出された。

Fig.7 sh g-' z; ・DE .1 P は上皮形成を達成する

(A-B') ステージ 5 における shgMZ; DEFL(A ， A') 、sh gM Z; DE t1 P (B ， B') の横断面。細胞

の輪郭を Neurotactin( 赤)、核を YOYO ・1( 緑)の染色によって可視化した。アスタリス

クは腹側の細胞の核が頂端部から基部へ上昇している領域を示す。(A'， B')A 、B の白い

枠に因われた領域を拡大した。 (C- D') Stage 6 における sh gM Z; DEFL(C ， C，)、 shgMZ;

DE t1 P (D ， D') の横断面。細胞の輪郭を Neurotactin の染色によって赤で、 DEFL 、DEDP

の局在を緑で示す。下側が腹側である。 (C' ，D')C 、D の白い枠で因われた外脹葉領域を

拡大した。 (E-F) ステージ 7 における shgMZ; DEFL (E) 、shgMZ; DE t1 P (F) の後腸陥入。

Neurotactin (緑)と MyosinII( 赤)を可視化した。矢印は極細胞を示す。 (G-J') ステ

ージ 10 における shgMZ; DEFL(G G' ， 1， 1')、 shgMZ; DE t1 P (H ， H' ， J， J') の外匹葉上皮の

頂端表面(G-J) と上皮細胞の横断面(G にJ')o DEFL 、DE 企P の局在(G-H') とAJ 構成分子

のAr madillo の局在(1 -J') 。この時期では怪帯伸長が行なわれているが、細胞の挿入伸

長を起こしていることをしめすロゼッタ状の細胞配列が観察される(赤いドッドで示

す) 0 (K -L') shgMZ; DEFL (K ， K') 、shgMZ; DE t1 P (L ， L') の成熟した外脹葉側方上皮頂

端部領域の TEM 像。白い枠で AJ を、中括弧で SJ を示す。 (K'-L') A 、B の白い枠に囲

われた AJ を拡大した。スケールパーは A-G' では 20μm を、 K では 200nm 、K' では

40nm を示す。

Fig.8 sh g-'. ぞDEDP では腹部領域に異常が観察される

(A) sh gM z; DEFL は DEF L# l、DEF L# 23 、DEF L# 65 、shgMZ; DE t1 P は DE t1 1￥4、

DE t1 1存5、DE t1 1砕15 のそれぞれ 3 つの独立な系統によって作成し、ステージ 5 におけ

る導入遺伝子の発現量を比較した。それぞれ導入遺伝子の発現量は Histone H1 の発現

量で標準化し、野生型の内在的な DE-cadherin の発現量を 100% として比較した。

(B-D) shgMZ; DEFL (B) とshgMZ; DE t1 P (C ， D) の stage 10 における腹部の様子(それぞ

れ DEF L# l、DE t1P# 15 で作成したもの)。腹側正中線細胞が 2 列に整列して接してい
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ることが B で観察される。しかし、 C や D では、腹側正中線細胞は全くもしくは一部、

接していない。矢印は腹側正中線細胞を示す。 (E) shgMZ; DEFL 、shgMZ; DE L1 P のステ

ージ 10 で観察される腹側正中線の表現型を、それぞれ完全に接している(B 、青)、一部

接している(D 、黄)、全く接していない(c、赤)に場合分けし、それぞれの系統が示す表

現型の割合をヒストグラムで示す。

Fig.9 sh g!4 z; DE t1 P では腹溝形成に異常を示す

(A -D') sh gM z; DEFL 、shgMZ; DE L1 P のステージ 6 の腹側の SEM 像。左側が頭部であ

る。矢頭は頭部溝、矢印は最も腹側の領域を示す。 B，B¥D ，D' はそれぞれ A とC の腹

側の領域を拡大したものである。 (E ，F) ShgMZ; DEFL 、shgMZ; DE L1 P のステージ 7 の

腹側、中匹葉マーカーであるTw ist で染色した結果。赤でTw ist の局在を、緑で DEFL 、

DEAP を示す。矢頭は頭部溝を示す。 (G- H) ShgMZ; DEFL 、shgMZ; DE L1 P のステージ 6

の横断面、 Neurotactin( 緑)と Myosin Il heavy chain( 赤)で、染色した結果。予定中脹葉

細胞の頂端側を矢印で、基部側を矢頭で示す。どちらの臨も、 Myosin の局在は基部領

域で消え、頂端領域に濃縮している。 (G'-H') 同じタイミングの腹側頂端部表面。

Neurotactin( 赤)と Myosin Il heavy chain( 緑)で、示す。 shgMZ; DE L1 P で収縮していなし1

細胞でも、 Armadillo の母性ヌルや、ショウジョウバエの Afadin である Canoe 、また

AJ の形成を阻害する nullo の強制発現で見られる Myosin ball と呼ばれる異所的な

Myosin Ilの濃縮は見られない。スケールパーは A ，B では 10μm 、E，G では 20μm を

示す

Fig.10 sh g!4' ベ:DE t1 P では頂端部収縮が抑制される

(A) shgMZ; DEFL 、shgMZ; ・DE L1 P の腹溝形成過程のタイムラプス像。 DEFL 、DE 企P を

可視化している。左側が頭方部側である。計測に用いた最も腹側の細胞をドットで示す。

矢印は DE 企p が形成する凝集を示す。スケールパーは 20μm である。 (B) 20 細胞分の

頂端部領域の面積の経時変化のグラフ。黒い線は連続的な収縮が始まるタイムポイント

を示す。 (C) 個々の細胞の収縮率の変化。それぞれの列が 1 つの細胞を示す。 -2 、0、

2、4、6 分のタイムポイントで計測した面積から、収縮率を計算した。得られた個々の

細胞の収縮率は、収縮率に対応したカラーコードで示している。 (D) 収縮率の平均の

経時変化をグラフで表す。エラーパーは S.D. を表す。 (E) C の収縮率によって色分けし

た細胞集団をヒストグラムで表す。カラーコードは C と同様。
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Fig.11 sh tf1 z; DE t1 P において頂端部収縮を達成した細胞は接着連絡の破綻を引き起

こす

(A-H) stage 5(A-D) とステージ 6 (E-H) の sh gMZ ;DEFL 、sh gM Z; DE t1 P の腹部領域の横

断面。 DEFL(A ，E) 、 DE~P(C， G) とArm(B ，D ， F， H) を可視化した。 DEFL 、DE 企P 、

そしてAr m は、共に頂端部収縮を始める前の細胞では亜頂端領域に局在するが、頂端

部収縮が開始されると頂端面へ局在を移す(矢頭 )0 (1)頂端部収縮をする細胞での

DEFL 、DE 企P の局在。 Fig.10 の収縮している細胞を拡大した。矢印は sh gM Z; DEFL 

で収縮した細胞で維持され続ける AJ による接着連絡を示す。 sh gM Z; DE t1 P で収縮する

細胞を取り囲む細胞をドットで、 DE~P の凝集を矢頭で示す。 shgMZ; DE t1 P では収縮

した細胞から接着連絡の破綻が始まる。 (J-M) Stage 6 における shgMZ; DEFL(J ， K)、

shgMZ; DE t1 P(L ， M) の腹部領域の横断面。細胞の輪郭を N e urotactin の染色によって赤

で、 DEFL 、DEDP の局在を緑で示す。 Fig.7 C， D の拡大。 Neurotactin を含む DE~P

の凝集を矢頭で示す。スケーノレバーはすべて 20μm を示す。

Fig.12 DE-cadherin の NC 領域の開裂は腹溝形成に必要とされない

(A) NC の開裂領域を改変した mNcGSP の模式図。本来、 1010 番目のグリシンと 1011

番目のセリンの間で開裂する。 mNcGSP ではこの領域のアミノ酸をロイシンに置換し

ている。 (B) sh gM z;mNcGSP における、 NC の開裂の阻害をウエスタンプロットによっ

て確認した。 DCAD2 は、 EC2-EC3 の領域を認識する抗体であり、 NC で開裂したと

き N 端側の断片を検出する。抗 GFP 抗体は、 C 端末に付加された GFP を認識し、 NC

で開裂したとき C 端側の断片を検出する。この抗体を用いてウエスタンブロットを行

なうと sh gM Z，DEFL では約 150 kDa の N 端側の断片と約 110 kDa の C 端側の断片が

検出される(矢印)。さらにわずかではあるものの 200 kDa を超える切れなかった断片

(nonclveaved) が検出される。 shgMZ;mNcGSP では、 200 kDa を超える切れなかった断

片(nonclveaved) がメインのバンドとして検出される。また多くの分解物だと思われる

バンド(矢頭)が検出されるが、 NC の開裂による N 端側の 150 kDa の断片や、 C 端側の

110 kDa の断片は検出されない。 (C) shgMZ;mNcGSP の stage 10 における腹部の様子。

腹側正中線細胞が 2 列に整列して接している。矢印は腹側正中線細胞を示す。 (D- D") 

shgMZ; mNcGSP の stage 6 の腹側の SEM 像。左側が頭部である。矢頭は頭部溝、矢

印は最も腹側の領域を示す。 D' ，D" は D の腹側の領域を拡大したものである。スケール

ノ〈ーは 10μm である。
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Fig.13 ~PCCD と DN-cadherin のめg ヌルの異常をレスキューする活性

(A -B) sh gZ; L1 PCCD (A) sh gZ; DN-cad (B) のステージ 16 、側方からの SEM イメージ。

左側が頭方部側、下側が腹側である。 (C- D) sh gZ; L1 PCCD (C) 、sh gZ; DN-cad(E) のト

ラキアを CBP によって可視化した。矢印は気管上皮の融合ポイントを示す。 (E-F) shg 

ヌルの細胞クローンを、企PCCD (E) 、DN-cad (F) を発現している麹成虫原器において

作成した場合。企PCCD 、DN 伺 cad を発現させている時、核の GFP が陰性となる shgnull

となった領域が形成される。 (G- I) shg ヌルの細胞クローンを、企PCCD (G ， H) 、

DN-cad (I， J) を発現させている生殖細胞系列おいて作成した場合。 phalloidin 染色(G ，n
とGFP の蛍光(H ，J) を観察した。左側が頭方部側である。アスタリスクは卵母細胞を、

矢印は境界細胞を示す。スケールパーは A，B では 100μm 、C、E 、G は 20μm を示す。

Fig.14 ~PCCD によって構成される AJ は正常に振る舞う

(A) 得られた卵の DE-cadherin が完全に企PCCD に置き換わっていることを RT-PCR

によって確認した。用いたプライマーセットは、 Fig.6 で用いたものと同じである。

企PCCD の転写産物には、 5'UTR とNC 領域は存在しない。 (B) Stage 5 における shgMZ;

L1 PCCD の横断面。細胞の輪郭を Neurotactin( 赤)、核を YOYO ・l(緑)の染色によって可

視化した。アスタリスクは、腹側の核の頂端部から基部へ移動していることを示す。

(C-F) ステージ 5 (C ， D) とステージ 6 (E ， F) の shgMZ; L1 PCCD の腹部領域の横断面。

企PCCD (C ， E) とArm(D ，F) を可視化した。企PCCD 、そして Arm は、共に頂端部収

縮を始める前の細胞では亜頂端領域に局在するが、頂端部収縮が開始されると頂端面へ

局在を移す(矢頭)。スケールバーはすべて 20μm を示す。

Fig.15 sh t'" ベ:L1 PCCD では予定中腔葉細胞での Myosinll の局在変化に異常が生じる

(A) shgMZ; L1 PCCD のステージ 10 における腹部の様子。腹側正中線細胞は、接してい

ない。矢印は腹側正中線細胞を示す。 (B-C') shgMZ; L1 PCCD のステージ 6 の腹側の SEM

像。左側が頭部である。矢頭は頭部溝、矢印は最も腹側の領域を示す。 C，C' は B の腹

側の領域を拡大したものである。 (D) shgMZ; L1 PCCD のステージ 6 の横断面、

Neurotactin( 緑)と Myosin Il heavy chain( 赤)で、染色した結果。予定中脹葉細胞の頂端

部側を矢印で、基側を矢頭で示す。 shgMZ; L1 PCCD では、予定中脹葉細胞の配列に乱れ

が生じ、 Myosin の局在は基部領域で残り、頂端面に濃縮していなし 10 スケールバーは

B では 100μm を、 C，C' では 10μm を、 D では 20μm を示す。
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Fig.16 shgvtz; iJ. PCCD は germband extension の過程で腹部組織が破綻する

(A -B) sh gMZ; DE t1 P (A) 、sh gMZ; t1 PCCD (B) のステージ 9 の SEM 像。 sh glVI Z; DE t1 P 

で中日壬葉陥入領域が破綻していながらも、後方部は前方部へ向かつて伸長している(矢

頭)。一方、 shgMZ; DE t1 P では後方部は輪郭の見えない細胞に覆われている(太矢印)。

そして、外脹葉には異所的な織が観察される(細矢印 )0 (C) wild 、shgMZ; DE t1 P 、sh glVI Z;

t1 PCCD の眼帯伸長のタイムラプス像。矢頭は極細胞を、太矢印は後端を、細矢印は

shgMZ; t1 PCCD で観察される破綻した細胞を示す。 (D) ステージ 7 における shgMZ;

t1 PCCD の後腸陥入。 Neurotactin (緑)と MyosinII( 赤)を可視化した。矢印は極細胞

を示す。スケールパーは A では 100μm を、 D では 20μm を示す。
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¥ 

盟韮

私は、生命誌研究館の進化・発生・細胞研究室(小田研究室)に在籍し、指導していた

だきました。

小田広樹研究員・大阪大学招へい准教授には、研究するにあたって終始適切な助言を

頂き、丁寧に指導して頂きました。特に、この5年間で学んだ研究に対する姿勢や、ア

カデミックサイエンスを対する哲学は、今後の私の人生の指針になるものだと感じてお

ります。小田ー秋山康子研究員には、ハエの扱い方を始めとした、細かな実験のアドバ

イスだけでなく、私生活においても様々な差し入れをいただきました。この小田夫妻の

公私にわたったご支援がなければ、研究どころか、一人で生活することすら出来なかっ

たと思います。 野田彰子実験補助員は研究室、また研究館で研究を行うにあたって、

備品の整備を行っていただきました。野田彰子実験補助員のきめ細やかな心配りによっ

て、気持ちよく研究生活に打ち込むことができました。

橋本主税研究員・大阪大学招へい教授には学位審査の主査を引き受けて頂きました。

SEM 観察は吉田昭広研究員にご指導いただきました。また生命誌研究館に所属してい.

る学生の皆さんとの、情報交換や助け合いがあったからこそ大学から離れた研究室での

研究ができたのだと思います。特に同じ研究室だ、った金山真紀さんとの、様々な議論は

楽しんで研究を行なう原動力となりました。研究生活の場となった生命誌研究館の皆様

には、研究する場を与えていただいただけでなく、陰ながら多くの支援がありました。

shg の母性接合体ヌルの腔の作成のために、 hsFLP; FRT42D ， ovoD l/CyO をカルフォ

ルニア大学アーパイン校のRahul Warrior 教授に供与していただきました。私の研究の

多くの発見はshg の母性接合体ヌルの脹によるものであり、パブリックになっていない

ハエを供与いただけたことは幸運でした。

TEM 観察は理化学研究所発生・再生科学総合研究センター電子顕微鏡解析室の米村

重信研究員にご指導いただきました。ショウジョウバエでの個体を用いた研究をしてい

る私にとって、分子レベルでの構造に関する議論は、エキサイティングなものでした。

大阪大学理学研究科BMC プログラムの一環として、大阪大学蛋白質研究所細胞内シ

グ、ナル伝達研究室の三木裕明教授に副専攻として、ご指導いただきました。異なる視点、

からの助言や具体的な実験の提案は、自分の研究を客観的に考えるきっかけとなりまし

fこ。

本研究はこのように多くの方々のご支援があって行うことができました。この場を借

りて深く感謝し、たします。
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