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要旨 

上皮がん組織において、多倍体肥大化細胞が高頻度に観察される。近年の研

究から、多倍体肥大化したがん細胞は正常サイズのがん細胞よりも高いがん原

性を持つことが示唆されている。しかし、どのようにして多倍体肥大化細胞が

がん組織中に生じるのか、またそのがん制御における役割はほとんど分かって

いない。当研究室では以前に、ショウジョウバエを用いて細胞間相互作用を介

したがん制御機構を解析する過程で、初期エンドソームの形成に関わる rab5 遺

伝子に変異をもつ細胞の核が肥大化することを見いだした 1。本研究において

私は、rab5 変異細胞のみならず、rab5 と同様にショウジョウバエの“neoplastic 

tumor suppressor”であり、またエンドサイトーシスに関わる vps25、erupted、

avalancheなどの遺伝子に変異をもつ細胞も多倍体肥大化することを見いだし

た。そこで、rab5 変異細胞をモデルとしてこの多倍体肥大化のメカニズムを解

析した結果、ストレスキナーゼ JNKシグナルおよびがん抑制 Hippo経路の下流

転写共役因子 Yorkieの活性化が協調することにより引き起こされることが分か

った。また、Yorkieの活性化により発現誘導される Diap1 (Drosophila inhibitor-

of-apoptosis protein 1) が、JNKシグナルと協調して Cyclin Bの発現を抑制する

ことで DNA の Endoreplication を引き起こすことが分かった。さらに、高い増

殖能と浸潤・転移能を有するショウジョウバエ悪性腫瘍（がん遺伝子 Ras の活

性化と細胞極性の崩壊を起こした細胞；scrib-/- RasV12細胞）について解析を行

った結果、scrib-/- RasV12腫瘍組織にも多倍体肥大化細胞が含まれ、rab5 変異細

胞と同様のメカニズムで DNA Endoreplication が引き起こされていることが分か

った。さらにこの悪性腫瘍組織において、多倍体肥大化を引き起こすシグナル

を阻害すると、腫瘍細胞の過剰な増殖および浸潤能が顕著に抑制されることが

分かった。ヒトのがん組織においては、今回見いだした JNKと YAP（Yorkieの

ホモログ分子）の活性化が高頻度に観察される。このことは、本研究で発見し

た多倍体肥大化のメカニズムがヒトのがんにおいても保存され、がんの進展・

悪性化に重要な役割を果たしている可能性を示唆している。 
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1. 序論 

ヒトの進行がん組織において、染色体コピー数が増加した多倍体肥大化細胞

が高頻度に観察されることが知られている 2,3。この多倍体肥大化は、染色体分

裂異常や細胞融合、DNA Endoreplication（細胞質分裂を伴わずに核内 DNAが複

製される現象）など様々なイベントにより引き起こされる 4。近年の研究か

ら、多倍体肥大化したがん細胞は正常サイズのがん細胞より発がん能力が高い

可能性が示されている 5。しかし、どのようにして多倍体肥大化細胞ががん組

織中に生じるのか、またそのがん制御における役割はほとんど分かっていな

い。 

ショウジョウバエ成虫原基の上皮組織において、“neoplastic tumor suppressor”

（腫瘍性がん抑制因子）として機能するエンドサイトーシス関連因子 rab5、

vps25、erupted（ept）、avalanche（avl）などが欠損すると、腫瘍性組織増殖が

引き起こされることが知られている 6。Rab5は初期エンドソームの形成に関わ

る GTP アーゼである 7。当研究室ではこれまでに、rab5 変異細胞において、

Eiger（腫瘍壊死因子のホモログ分子）-JNK（c-Jun N-terminal Kinase）シグナル

と EGFR-Ras シグナルが協調し、がん抑制経路 Hippo経路の転写共役因子

Yorkie（Yki, YAP ホモログ分子）の活性化を引き起こすことを明らかにしてき

た 1。Yorkieの活性化は分泌性増殖因子である Unpaired（IL-6ホモログ分子）

の発現を誘導することで、周囲組織の非自律的増殖を誘導する 1。興味深いこ

とに、rab5 変異細胞（rab5-/-細胞）の核が肥大化することが分かった。しか

し、この核の肥大化には JNKシグナルや Ras シグナルおよび Yki の活性化が関

わることまでは明らかにされていたが、その詳細なメカニズムやがん制御にお

けるその役割については不明であった。 

本研究において rab5 変異細胞を用いて解析を進めた結果、rab5 変異細胞が

DNA Endoreplication を引き起こし、多倍体肥大化した細胞を形成することが明

らかとなった。また、この DNA Endoreplication は、Eiger－JNKと Ykiの標的

遺伝子 Diap1（Drosophila inhibitor of apoptosis protein 1）が協調して細胞周期の

M 期の開始に必要な Cyclin B（CycB）の発現を抑制することで引き起こされる
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ことが分かった。驚くべきことに、rab5 変異細胞以外の腫瘍性がん抑制因子と

して機能するエンドサイトーシス関連因子および細胞極性崩壊した腫瘍細胞

（scrib-/-+RasV12）においても同様なメカニズムで DNA Endoreplication が引き起

こされることが分かった。さらに、腫瘍組織において多倍体肥大化した腫瘍細

胞が形成されることが、腫瘍の過剰な増殖および転移に重要であることを見い

だした。 
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2. 材料および実験手法 

2-1. ショウジョウバエ系統 

 ショウジョウバエ幼虫の複眼原基において、遺伝的モザイク法により体細胞

クローンを誘導するために用いたテスター系統は以下の通りである。 

eyFLP1; TubGal80, FRT40A; Act> y+ >Gal4, UAS-GFP (40A tester)； 

eyFLP1; Act> y+ >Gal4, UAS-GFP; FRT82B, TubGal80 (82B tester)； 

UAS-p35; eyFLP5, Act> y+ >Gal4, UAS-GFP; FRT82B, TubGal80 (p35 tester)； 

eyFLP1; Act> y+ >Gal4, UAS-GFP, egr1; FRT82B, TubGal80 (82B egr1 tester)；

eyFLP1; Act> y+ >Gal4, UAS-GFP; TubGal80 FRT80B (80B tester)； 

eyFLP1; FRT43D, TubGal80/Cyo; Act> y+ >Gal4, UAS-GFP (43D tester)； 

UbxFLP1; FRT40A, Tub-Gal80; Act>y+>Gal4, UAS-GFP (Ubx tester)； 

 

その他に本研究において用いた系統は以下の通りである。 

個別の研究者より分与されたもの 

egr1 (Masayuki Miura), UAS-BskDN (Takashi Adachi-Yamada), UAS-CycB (Dr. 

Leonie Quinn)8, scrib1 (D.Bilder)9, avl1 (D. Bilder)10 

 

Bloomington Drosophila Stock Center (BDRC, USA)より分与されたもの 

CycB2, UAS-Rab5DN, UAS-HepCA, UAS-Yki, UAS-p35, UAS-RasV12, UAS-Diap1, 

UAS-Rpr, UAS-Hid, vps25K08904, ex-lacZ (ex697), diap1-lacZ (thj5C8) 

 

国立遺伝学研究所（NIG, 日本）より分与されたもの 

UAS-Yki-RNAi4005R-2 

 

Kyoto Stock Center, Kyoto Institute of Technology (DGGR, Kyoto) 

rab5LL00467  
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2-2. MARCM法 11を用いた遺伝的モザイククローンの作製 

 多倍体肥大化細胞の形成メカニズムおよびその機能を解析するためには、同

一組織内に異なる遺伝的背景を持つ体細胞クローンをモザイク状に誘導する必

要がある。Mosaic analysis with a repressive cell marker（MARCM）法は遺伝的モ

ザイク法と Gal4/UAS システムを組み合わせた方法である。ショウジョウバエ

遺伝的モザイク法は、出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）由来の組換え酵素 

Flippase（FLP）とその認識配列 FLP recombination target（FRT）による体細胞

組換えの原理を利用して、異なる遺伝的背景を持つ体細胞クローンを組織にモ

ザイク状に誘導する方法である 12,13。Gal4/UAS システムは、出芽酵母由来の転

写活性化因子 Gal4 とそのターゲット配列 upstream activating sequence（UAS）

を用いて、UAS に接続した遺伝子の発現を誘導する方法である 14,15。ここでは

X変異細胞に Rab5DNを発現させるクローンを作製する例を図 1に示す。ま

ず、変異 Xと Tub-Gal80（tubulin プロモーターの制御下で、Gal4/UAS 遺伝子発

現システムを阻害するタンパク質 Gal80 が発現するトランスジーン）とをヘテ

ロに持ち、同時に Act（Actin）＞y+>Gal4 カセット（FLP/FRT の組み換えが誘

導されると Gal4 タンパク質がアクチンプロモーターの制御下で発現する遺伝

子カセットである。＞は FRT、y+はショウジョウバエの体色を変化させる

yellow+遺伝子である）、UAS-Rab5DN、および UAS-GFP トランスジーンを持つ

ショウジョウバエ個体を作製する。この個体の幼虫期において、複眼原基特異

的な eyeless プロモーターを用いて FLP を発現させ（eyFLP）、FRT 間の組み換

えを誘導する（対立遺伝子間および Act＞y+>Gal4 カセット内の 2 種類の組み

換えが同時に起こる）。細胞分裂前に対立遺伝子間で都合よく組み換えが起こ

った細胞は、変異 Xホモおよび野生型細胞という 2つの異なった遺伝子型の娘

細胞を生じる。変異 Xホモ接合の細胞は Tub-Gal80 を持たないために

Gal4/UAS システムが ONとなり、Rab5DNおよび GFP を恒常に発現するように

なる。このようにして、変異 Xホモ接合かつ Rab5DNを発現する細胞クローン

のみが GFP によってラベルされる（図 1）。同様に、変異 X を UAS-Gene-X系

統や UAS-RNAi 系統に置換することで、GFP ラベルした Rab5DNを発現する細
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胞クローンに、標的遺伝子の過剰発現や発現抑制を操作することが可能であ

る。 

 

図 1： MARCM法を用いた遺伝的モザイクローンの作製 

（井垣 達吏、「癌の浸潤・転移機構への遺伝学的アプローチ」、細胞工学、2008 より一部

改変・転載） 
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2-3. 免疫染色 

ショウジョウバエ 3齢幼虫を PBS 内で解剖し、4 % Paraformaldehyde（PFA）

で 5分間氷上に静置し、その後、室温で遮光して 20分間の固定処理を行っ

た。PFA溶液を除去し、1 ml の 0.1%Triton X-100 in PBS（PBST）を加えて室温

で遮光して 20分間 3回洗浄を行った。続いて 5% Normal Donkey Serum を含む

PBST（PBSTn）を加え、室温で遮光して 30分間反応させた。一次抗体反応は

50 µl PBTnを用いて一次抗体を希釈し、4℃で一晩反応させた。その後、1 ml 

PBST を加えてフラッシュウォッシュしてから、室温で遮光して 30分間 4回洗

浄を 1 ml PBST で行った。二次抗体反応は 300 µl PBTnを用いて二次抗体を希

釈し、室温で遮光して 2 時間反応させた（蛍光標識ファロイジンにより F-actin 

を染色する場合は二次抗体液に 1/30 の濃度で加えた）。反応後、1 ml PBST を

加えて室温で遮光して 30分間 4回洗浄を行った。最後に、SlowFade Gold 

Antifade Mountant with DAPI（Invitrogen）によって封入した。サンプルは共焦点

顕微鏡 Sp5（Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）によって観察した。 

 

 

抗体や蛍光試薬の希釈率は以下の通りである。 

rabbit anti-Phospho-Histone H3（Ser10）（1:100; Cell Signaling #9701)、 mouse 

anti-cyclin B（1:10; DSHB F2F4)。mouse Mmp1 monoclonal antibody（1:100 from 

1:1:1 cocktail of 3A6B4, 3B8D12, and 5H7B11; DSHB）。F-actin（1:30; Alexa Fluor 

546 or 647-tagged Phalloidin）。chicken anti-GFP antibody (1:200, AVES)。chicken 

anti-β-galactosidase antibody（abcam, #ab9361）。 Alexa 488- or 546- or 647- 

conjugated secondary antibodies (1:250, Molecular Probes)。 
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 2-4.  EdU を用いた細胞周期の解析 

ショウジョウバエ複眼原基における細胞周期の解析には、Click-iT® EdU 

Imaging Kits（Thermo Fisher Scientific, C10340）を使用した。EdU（5-ethynil-2'-

deoxyuridine）はチミジンのヌクレオシド類似体で、DNA 合成（細胞周期 S

期）を活発に行うときに、DNA に選択的に取り込まれる。取り込まれた EdU 

のアルキンと Alexa Flour 蛍光色素に含まれるアジド間で銅を触媒とした共有

結合が形成されることで可視化できる。具体的には、5%の Fetal Bovine Serum

（FBS）を含む Schneider’s Drosophila medium（SDM）に解剖した 3 齢幼虫の複

眼原基（解剖時間は 15分以内）を 500 µl SDM へと回収した。ここに 2.5 µl の

10 mM EdUを加えた 500 µl SDM を加えて全量を 1 ml とし、10分間室温で振

とうした。すぐに培地を除去し、4% PFA で室温 20分間固定し、3% BSAを含

む PBS で 3分間 2 回洗浄を行った。続いて PBST に浸し、室温で 20分間膜透

過処理を行った後、アジド化蛍光色素と硫酸銅を含む 250 µl Click-iT reaction 

cocktail（1X Click-iT reaction buffer を 215 ul、CuSO4(Component H)を 10 ul、

Alexa Fluor azide を 0.6 ul、Reaction buffer additive を 25 ul この順に加えたも

の）に浸し、室温で遮光して 30分間反応させた。その後、反応液は 3% BSA

を含む PBS で 5 分間 1 回、PBS で 10 分間 3 回洗浄した。続いてブロッキング

溶液に浸して室温で遮光して 30 分間反応させ、chicken anti-GFP antibody

（1:200; AVES）と Alexa Fluor 488（1:250）を用いて免疫染色を行った。 
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2-5.  蛍光活性化セルソーティング（FACS）の解析 

 PBS（Ca2+ free）に 3 齢幼虫を解剖し、複眼原基のみを PBS（Ca2+ free）へ

と回収した。PBS を除去し、200 µl の 10x TrypLETM Select（Life Technologies）

を加えて 37℃で 20分間培養した。5%の Fetal Bovine Serum（FBS）を含む

Schneider’s Drosophila medium を加え、1000 µl ピペットマンを用いて 2~3回ピ

ペッティングを行った。続いて、培地を除去し、4％ PFAを加えて 20分間固

定を行い、RNase を含む PBS（Ca2+ free）37℃で 30分間培養した。その後、PI

（propidium iodide solid）を含む PBS に浸し、室温で 30分間反応させて、40 

µm フィルターを濾過して BD FACS AriaⅡを用いて FACS 解析を行った。 

 

 

 

2-6. 統計解析 

クローンサイズは ImageJ ソフトウェアを使って定量した。細胞の体積は

ImageJ ソフトウェアの Volumest を用いて定量化を行った。グラフは R ソフト

ウェアを用いて解析した。2サンプル間の有意差検定は Student’s t 検定を行

い、ｐ値が 0.0001 以下の場合に「＊＊＊」を記し、統計的に有意とした。 
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 3. 結果 

 3-1.  エンドサイトーシスに関連する腫瘍性がん抑制因子を欠損した細胞は

Eiger-JNK依存的に多倍体肥大化を引き起こす 

 ショウジョウバエの複眼原基において rab5 変異細胞（Rab5DNまたは rab5-/-）

の核は正常細胞より大きいことが、当研究室の先行研究により明らかとなった

1。そこで、Phalloidonを用いて F-actin を染色したところ、細胞の核だけではな

く細胞のサイズも肥大化することが分かった（図 2c, 2d）。以後このような細胞

を「多倍体肥大化細胞」と呼ぶ。まず、FACS 解析を用いて rab5 変異細胞の

DNA量を測定した。rab5 変異細胞の体細胞クローンは非常に小さく、定量が

困難なため、細胞死を抑制するタンパク質 p35を rab5 変異細胞に強制的に発現

させた（Rab5DN+p35 変異細胞と記す）。ショウジョウバエ正常の複眼原基に誘

導した GFP で標識した野生型細胞群と GFP で標識されていない野生型細胞群

においては多倍体肥大化した細胞が少量しか存在しないのに対し（図 2a）、

GFP で標識したほとんどの Rab5DN＋p35 変異細胞が多倍体肥大化していること

が分かった（図 2b）。DNA Endoreplication とは、細胞質分裂を伴わずに核内

DNAが複製される現象であり、細胞が肥大化されることが知られている 4。そ

こで rab5-/-細胞の細胞周期について、5-ethynl-2-deoxyuridine（EdU、S 期のマー

カー）、およびリン酸化 Histone H3タンパク質（PH3, M 期のマーカー）に対す

る抗体を用いて調べた。その結果、DNAの複製は行われるが分裂しない DNA 

Endoreplication が rab5 変異細胞においてまさに引き起こされていることが分か

った（図 2e, 2f, 2h）。では、この rab5 変異細胞における DNA Endoreplication は

どのようなメカニズムにより引き起こされるのか？Bsk（ショウジョウバエ

JNKホモログ）のドミナントネガティブ型（BskDN）を rab5 変異細胞内で強制

的に発現させることによって JNKシグナルを抑制すると、このM 期進行の停

止および多倍体肥大化の表現型が完全にレスキューされることが分かった（図

2g, 2h, 2i）。また、JNK シグナルを活性化し得る eiger（ショウジョウバエ腫瘍

壊死因子ホモログ; egr）16 に変異を組織全体に導入すると、rab5 変異細胞の

多倍体肥大化の表現型が完全にレスキューされることが分かった（図 2j, 2d）。
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以上の結果から、rab5 変異細胞の多倍体肥大化は Eiger-JNK依存的に引き起こ

されることが分かった。 

図 2：rab5変異細胞の多倍体肥大化は Eiger-JNK依存的に引き起こされる 
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（a, b）FACS解析を用いて DNA量を測定した。（a）GFP+ 野生型細胞、（b）GFP+ 

Rab5DN+p35 変異細胞。（c, e, f, g, i, j）MARCM 法により、（c, f）GFP で標識した Rab5DN、

（e）GFP で標識した Rab5DN+p35、（g, i）GFP で標識した Rab5DN+BskDN、（j）GFP で標識

した Rab5DN/eiger-/-のモザイククローンを複眼原基に誘導し、（c, i, j）Phalloidinを用いて F-

actinを標識した。（e）GFP で標識した Rab5DN+p35を複眼原基に誘導し、EdU 解析を行っ

た。（f, g）GFP で標識した Rab5DN（f）、Rab5DN+BskDN（g）を複眼原基に誘導し、抗 PH3

抗体で免疫染色を行った。（d）野生型（n=136）、Rab5DN（n=293）、Rab5DN+BskDN

（n=124）、Rab5DN/eiger-/-（n=110）それぞれの細胞核の、野生型細胞核対する相対的な大

きさの統計データである。（h）GFP で標識した Rab5DN（n=26）、Rab5DN+BskDN（n=23）の

クローン 5000 µｍ2あたりの PH3+ 細胞数の統計データである。 

 

 ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/ FRT82B (a), UAS-p35/+ or Y; eyFLP5, Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-Rab5DN, FRT82B (b and e), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-Rab5DN, FRT82B (c and f), UAS-BskDN/+ or Y; eyFLP5 Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; 

FRT82B, Tub-Gal80/UAS-Rab5DN, FRT82B (g and i), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP, 

egr1/egr1; FRT82B, Tub-Gal80/UAS-Rab5DN, FRT82B (j).  
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次に、rab5 変異細胞の多倍体肥大化が複眼原基特異的に引き起こされるかど

うかを調べるために、rab5 変異細胞を翅原基に誘導した。その結果、GFP で標

識した野生型細胞に対し、GFP で標識した rab5 変異細胞は多倍体肥大化する

ことが分かった（図 3a, 3b, 3c）。すなわち、rab5 変異細胞の多倍体肥大化は、

複眼原基に限らず、上皮組織において誘導されることが分かった。 

 

図 3：翅原基において、rab5変異細胞は多倍体肥大化を引き起こす 

（a, b）MARCM法により、（a）GFP で標識した野生型細胞、（b）GFP で標識した rab5-/-

のモザイククローンを翅原基に誘導し、Phalloidinを用いて F-actinを標識した。（c）野生

型（n=30）、rab5-/-（n=35）それぞれの細胞核の、野生型細胞核対する相対的な大きさの統

計データである。 

 

ショウジョウバエの遺伝子型：UbxFLP1/+ or Y; FRT40A, Tub-Gal80/FRT40A; 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+ (a), UbxFLP1/+ or Y; FRT40A, Tub-Gal80/FRT40A rab5LL00467; 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+ (b). 
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ショウジョウバエの上皮組織において、rab5 を始めとしたエンドサイトーシ

ス関連遺伝子 vps25、ept、avl を欠損させると、過剰な増殖が引き起こされるた

め、これらの遺伝子は“腫瘍性がん抑制因子”とよばれている 6。そこで、rab5

以外の“腫瘍性がん抑制因子”も rab5 と同様に多倍体肥大化を引き起こすかどう

かを調べた。その結果、これらの遺伝子も rab5 と同様に多倍体肥大化を引き起

こすことが分かった。以下は vps25 と avl を例として示す。GFP で標識した

vps25 変異細胞と avl 変異細胞は多倍体肥大化することが観察された（図 4a, 4d, 

4e, 4h）。これまでに、これらの変異細胞においても rab5 変異細胞と同様に JNK

シグナルが活性化することが報告されている 17,18。JNKシグナルの標的遺伝子

であるMMP1 (Matrix metalloprotease 1)19に対する抗体を用いて免疫染色したと

ころ、確かに JNKシグナルが活性化していることが分かった（図 4b, 4f）。そし

て、vps25 変異細胞と avl 変異細胞において JNKシグナルを抑制すると、細胞

の多倍体肥大化の表現型が完全にレスキューされた（図 4c, 4d, 4g, 4h）。 

以上の結果から、エンドサイトーシスに関連する“腫瘍性がん抑制因子”遺伝

子を欠損した細胞は Eiger-JNK依存的に多倍体肥大化を引き起こすことが分か

った。 
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図 4：vps25変異細胞と avl変異細胞は Eiger-JNK依存的に多倍体肥大化を引き起こす 

（a, b, c, e, f, g）MARCM法により、（a, b）GFP で標識した vps25-/-、（c）GFP で標識し

た vps25-/-+BskDN、（e, f）GFP で標識した avl-/-、（g）GFP で標識した avl-/-/eiger-/-のモザイク
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クローンを複眼原基に誘導し、（a, c, e, g）Phalloidin を用いて F-actin を標識した。（b, f）

GFP で標識した vps25-/-（b）、avl-/-（f）を複眼原基に誘導し、抗MMP1抗体で免疫染色を

行った。（d）野生型（n=136）、vps25-/-（n=36）、vps25-/-+BskDN（n=30）それぞれの細胞核

の、野生型細胞核対する相対的な大きさの統計データである。（h）野生型（n=136）、avl-/-

（n=30）、avl-/-/eiger-/-（n=30）それぞれの細胞核の、野生型細胞核対する相対的な大きさの

統計データである。 

 

ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1/+ or Y; FRT43D, TubGal80/ FRT43D, vps25 K08904; 

Act> y+ >Gal4, UAS-GFP/+ (a and b), UAS-BskDN/+ or Y; eyFLP5, FRT43D, TubGal80/ FRT43D, 

vps25 K08904; Act> y+ >Gal4, UAS-GFP/+ (c), eyFLP1/+ or Y; Act> y+ >Gal4, UAS-GFP/+; 

FRT80B, TubGal80/FRT80B, avl1 (e and f), eyFLP1/+ or Y; Act> y+ >Gal4, UAS-GFP, egr1/ egr1; 

FRT80B, TubGal80/ avl1 (g). 
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3-2 JNKシグナルと Yki の活性化が協調し、DNA Endoreplication を引き起

こす 

これまでに、rab5 変異細胞の多倍体肥大化は JNKシグナルに依存すること

を明らかにしてきた。しかし、JNKキナーゼである Hep（Hemipterous）20の活

性化型（HepCA）を細胞に発現させ、JNKシグナルを活性化するだけでは細胞

の多倍体肥大化が引き起こされないことが分かった（図 5a, 5e）。興味深いこと

に、Ykiを活性化した細胞は多倍体肥大化が引き起こされなかったが、JNKと

Ykiの活性化を同時に誘導した細胞においては多倍体肥大化が引き起こされた

（図 5b, 5c, 5e）。さらに rab5 変異細胞において、Ykiの発現を RNAi により抑

制すると、細胞の多倍体肥大化が顕著に抑制された（図 5d, 5e）。また、UAS

制御下で発現させることが多倍体肥大化の表現型に影響する可能性を排除する

ために、UAS-white-RNAi と UAS-mtd-Tomato をネガティブコントロールとして

使用し、white-RNAi と mtd-Tomatoを rab5 変異細胞において強制的に発現させ

た。その結果、これらネガティブコントロールにおいては rab5 変異細胞の多倍

体肥大に影響しないことが分かった（図 6）。以上の結果から、rab5 変異細胞の

多倍体肥大化は JNKシグナルと Ykiにより引き起こされることが分かった。 
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図 5：JNKシグナルと Ykiの活性化が同時に起こると細胞の多倍体肥大化を引き起こす 
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（a, b, c, d）MARCM法により、（a）GFP で標識した HepCA、（b）GFP で標識した Yki、

（c）GFP で標識した HepCA+Yki、（d）GFP で標識した Rab5DN+Yki-RNAiのモザイククロ

ーンを複眼原基に誘導し、（a, b, c, d）Phalloidin を用いて F-actin を標識した。（e）野生型

（n=136）、HepCA（n=60）、Yki（n=53）、HepCA+Yki（n=381）、Rab5DN（n=293）、

Rab5DN+Yki-RNAi（n=130）それぞれの細胞核の、野生型細胞核対する相対的な大きさの統

計データである。 

 

ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/FRT82B, UAS-HepCA (a), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/FRT82B, UAS-Yki (b), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/FRT82B, UAS-HepCA, UAS-Yki (c), and eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/Yki-RNAi; 

FRT82B, Tub-Gal80/UAS-Rab5DN, FRT82B (d). 
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図 6：UASを用いた遺伝子発現そのものは細胞の多倍体肥大化に影響しない 

（a, b）MARCM法により、（a）GFP で標識した Rab5DN+white-RNAi、（b）GFP で標識し

た Rab5DN+UAS-mtdTomato のモザイククローンを複眼原基に誘導し、Phalloidinを用いて

F-actinを標識した。（c）野生型（n=136）、Rab5DN（n=293）、Rab5DN+white-RNAi（n=30）、

Rab5DN+mtdTomato（n=40）それぞれの細胞核の、野生型細胞核対する相対的な大きさの統

計データである。 

 

ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-white-RNAi; 

FRT82B, Tub-Gal80/UAS-Rab5DN, FRT82B (a), and eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-

GFP/UAS-mtdTomato; FRT82B, Tub-Gal80/UAS-Rab5DN, FRT82B (b). 
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3-3 JNK依存的に CycB を減少させることが、DNA Endoreplication の誘導

に必須である 

次に、JNKシグナルの下流で DNA Endoreplication の誘導に関連する遺伝子

群を調べた。マウス胚線維芽細胞において JNKシグナルは細胞周期の G2期か

らM 期への移行（G2/M 移行）を制御することが報告されている 21。Cyclin タ

ンパク質 Cyclin B (CycB)は G2/M 移行前に上昇し、M 期の開始に重要な役割を

果たすことが知られている 22。興味深いことに、rab5 変異細胞において CycB

の発現が減少していることが観察された（図 7a）。そして、この CycBの減少

は JNKシグナルを抑制することで完全にキャンセルされることが分かった（図

7b）。次に、この CycB発現の減少が DNA Endoreplication の誘導に関与するか

どうかを調べた。rab5変異細胞において CycBを強制的に発現させると、DNA 

Endoreplication は顕著に抑制された（図 7c, 7g）。一方で、CycBを過剰発現させ

ただけでは、細胞核および細胞サイズに影響しなかった（図 7d）。また、CycB

を欠損した細胞では細胞核およびサイズの変化はないが、Yki を過剰発現させ

た細胞において CycB を欠損させると、多倍体肥大化が引き起こされた（図 7e, 

7f, 7g）。これらの結果から、CycBは JNKシグナルの下流で多倍体肥大化を制

御することが分かった。 
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図 7：JNK依存的に CycBの発現を減少させることが、DNA Endoreplicationの誘導に必須

である 
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（a, b, c, d, e, f）MARCM法により、（a）GFP で標識した Rab5DN、（b）GFP で標識した

Rab5DN+BskDN、（c）GFP で標識した Rab5DN+CycB、（d）GFP で標識した CycB、（e）GFP

で標識した CycB-/-、（f）GFP で標識した CycB-/-+Ykiのモザイククローンを複眼原基に誘

導し、（c, d, e, f）Phalloidin を用いて F-actin を標識した。（a, b）GFP で標識した Rab5DN

（a）、GFP で標識した Rab5DN+BskDN（b）、抗 CycB 抗体で免疫染色を行った。（g）野生型

（n=136）、Rab5DN（n=293）、Rab5DN+CycB（n=218）、CycB-/-（n=110）、CycB-/-+Yki

（n=200）それぞれの細胞核の、野生型細胞核対する相対的な大きさの統計データであ

る。 

 

 

ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-Rab5DN, FRT82B (a), UAS-BskDN/+ or Y; eyFLP5, Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; 

FRT82B, Tub-Gal80/UAS-Rab5DN, FRT82B, (b), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-

CycB; FRT82B, Tub-Gal80/UAS-Rab5DN, FRT82B (c), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-

GFP/UAS-CycB; FRT82B, Tub-Gal80/ FRT82B (d), eyFLP1/+ or Y; FRT43D, Tub-Gal80/FRT43D, 

CycB2; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+ (e), and eyFLP1/+ or Y; FRT43D, Tub-Gal80/FRT43D, CycB2; 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-Yki (f). 
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3-4 Diap1 は Ykiの下流で DNA Endoreplication を制御する 

Diap1（Drosophila inhibitor-of-apoptosis proten 1）は Ykiの標的遺伝子であり、

細胞死遺伝子カスパーゼの活性を阻害する進化的に保存されたタンパク質であ

る 23。興味深いことに、Diap1の過剰発現は細胞の核およびサイズに影響を与

えないが、Diap1 を過剰に発現させた細胞において JNKシグナルを活性化させ

ると、多倍体肥大化が引き起こされることが分かった（図 8a, 8b, 8e）。細胞死

誘導遺伝子である reaper（rpr）や hid は Diap1のユビキチン化を促進して分解

を誘導することで、Diap1の機能を抑制することが知られている 24。Rprまたは

Hidを rab5 変異細胞に過剰発現させると細胞死を起こし、組織には

Rab5DN+Rprあるいは Rab5DN+Hid変異細胞がほとんど存在しなかった。そこ

で、多倍体肥大化した HepCA+YKi 細胞において Rprあるいは Hidを過剰発現さ

せ、Diap1を抑制した結果、DNA Endoreplication が顕著に抑制されることが分

かった（図 8c, 8d, 8e）。 
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図 8：Diap1は Ykiの下流で DNA Endoreplicationを制御する 

（a, b, c, d）MARCM法により、（a）GFP で標識した Diap1、（b）GFP で標識した

HepCA+Diap1、（c）GFP で表現型 HepCA+Yki+Rpr、（d）GFP で標識した HepCA+Yki+Hid の

モザイククローンを複眼原基に誘導し、（a, b, c, d）Phalloidin を用いて F-actin を標識し

た。（e）野生型（n=136）、Diap1（n=90）、HepCA+Diap1（n=117）、HepCA+Yki+Rpr

（n=70）、HepCA+Yki+Hid（n=58）それぞれの細胞核の、野生型細胞核対する相対的な大き

さの統計データである。 
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ショウジョウバエの遺伝子型：UAS-Diap1/eyFLP1; TubGal80, FRT40A/FRT40A; Act> y+ 

>Gal4, UAS-GFP/+ (a), UAS-Diap1/eyFLP1; TubGal80, FRT40A/FRT40A; Act> y+ >Gal4, UAS-

GFP/UAS-HepCA (b), eyFLP1; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-Rpr; FRT82B, Tub-Gal80/UAS-

HepCA, UAS-Yki, FRT82B (c), UAS-Hid/eyFLP1; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-HepCA, UAS-Yki, FRT82B (d). 

 

 

 

一方で、Diap1-RNAi を用いて発現を抑制し、Diap1が DNA Endoreplication に

関連するかどうかを検討した。多倍体肥大化した Rab5DN細胞あるいは

HepCA+Yki細胞において Diap1の発現を抑制すると、DNA Endoreplication が強

く抑制されることが分かった（図 9a, 9b, 9c, 9d, 9e, 9f）。 
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図 9：Diap1は JNKと Ykiの活性化により誘導される DNA Endoreplicationに必須である 

（a, b, d, e）MARCM法により、（a, b）GFP で標識した Rab5DN+Diap1-RNAi、（c, d）GFP

で標識した HepCA+Yki+Diap1-RNAiのモザイククローンを複眼原基に誘導し、Phalloidin を

用いて F-actin を標識した。（c）野生型（n=136）、Rab5DN（n=293）、Rab5DN+Diap1-RNAi

（n=50）、（f）野生型（n=136）、Rab5DN（n=293）、HepCA+Yki+Diap1-RNAi（n=44）それぞ

れの細胞核の、野生型細胞核対する相対的な大きさの統計データである。 
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ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-Diap1-RNAi; 

FRT82B, Tub-Gal80/UAS-Rab5DN, FRT82B (a and b), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-

GFP/UAS-Diap1-RNAi; FRT82B, Tub-Gal80/UAS-HepCA, UAS-Yki, FRT82B (c and d). 

 

 

 

 

さらに、JNKを活性化した細胞（HepCA）または、Diap1 を過剰発現させた細

胞では CycBの発現減少が観察されなかったが、HepCAと Diap1 を同時に発現

させた細胞では CycB の発現減少が観察された（図 10a, 10b, 10c）。さらに、

rab5 変異細胞において Ykiの発現を抑制し、それにより Diap1 の発現を抑制す

ると、CycBの発現が減少する表現型が顕著にレスキューされた（図 10d）。こ

れらの結果から、Diap1は Ykiの下流で機能し、JNKシグナルと協調して CycB

の発現を抑制することが分かった。 
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図 10：JNKシグナルは Diap1と協調して CycBの発現を抑制する 

（a, b, c, d）MARCM法により、（a）GFP で標識した HepCA、（b）GFP で標識した

Diap1、（c）GFP で標識したの HepCA+Diap1、（d）GFP で標識した Rab5DN+Yki-RNAiのモ

ザイククローンを複眼原基に誘導し、抗 CycB 抗体で免疫染色を行った。 

 

ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-HepCA,FRT82B (a), UAS-Diap1/ eyFLP1; TubGal80, FRT40A/FRT40A; Act> y+ 
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>Gal4, UAS-GFP/+ (b), UAS-Diap1/eyFLP1; TubGal80, FRT40A/FRT40A; Act> y+ >Gal4, UAS-

GFP/UAS-HepCA (c),eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-Yki-RNAi; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-Rab5DN, FRT82B (d). 

 

 

 

3-5 多倍体肥大化細胞は腫瘍の進展・悪性化に重要な役割を果たしている 

上述の通り、私は rab5 変異細胞をモデルとし、エンドサイトーシスに関わる

“腫瘍性がん抑制因子”の遺伝子群が欠損することにより引き起こされる多倍体

肥大化の分子機構を明らかにした。次に、この多倍体肥大化した細胞が腫瘍の

進展・悪性化に関与するのかどうかを調べた。ショウジョウバエの上皮組織に

おいて、上皮細胞の頂底軸方向の細胞極性を制御する遺伝子 scribble（scrib）

または discs large（dlg）などが欠損した極性崩壊細胞は、Ras シグナルを活性

化すると、過剰に増殖して浸潤・転移能を示すことが知られている（scrib-/-

+RasV12 あるいは dlg-/-+RasV12細胞）25,26。興味深いことに、JNKシグナルと

Ykiはこれらの腫瘍において活性化し、腫瘍の進展・悪性化に重要な役割を果

たすことが知られている（図 11a, 11b, 11c）27,28。そこで私は、scrib-/-+RasV12の

腫瘍細胞をモデルとして、腫瘍の進展・悪性化における多倍体肥大化細胞の役

割を調べた。まず、scrib-/-+RasV12腫瘍組織において多倍体肥大化した細胞が存

在するかどうかを FACS で解析した。その結果、野生型細胞群に比べると、腫

瘍細胞群には多倍体肥大化した細胞の割合が極めて高いことが分かった（図

11d）。また、細胞周期 M 期のマーカーPH3を用いて腫瘍細胞がＭ期に入ってい

るかどうかを検討したところ、野生型細胞群に比べて、腫瘍細胞群ではM 期の

細胞が顕著に少ないことが分かった（図 11e, 11f）。つまり、scrib-/-+RasV12腫瘍

組織において多倍体肥大化した細胞が存在することが分かった。 
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図 11：scrib-/-+RasV12腫瘍組織において多倍体肥大化細胞が存在する 

（a, b, c, e）MARCM法により、（a, e）scrib-/-+RasV12、（b）scrib-/-+RasV12+ex-LacZ、（c）

scrib-/-+RasV12+diap1-LacZ のモザイククローンを複眼原基に誘導した。（a）scrib-/-+RasV12の

モザイククローンを複眼原基に誘導し、抗 MMP1抗体で免疫染色を行った。（b, c）scrib-/-

+RasV12+ex-LacZ（b）、scrib-/-+RasV12+diap1-LacZ（c）のモザイククローンを複眼原基に誘

導し、抗 beta Galactosidase 抗体で免疫染色を行った。（e）scrib-/-+RasV12のモザイククロー
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ンを複眼原基に誘導し、抗 PH3抗体を用いて免疫染色を行った。（d）FACS解析を用いて

DNA 量を測定した。GFP- 野生型細胞、GFP+ scrib-/-+RasV12細胞。（f）GFP で標識した

Wild-type（n=18）、scrib-/-+RasV12（n=14）のクローン 5000 µｍ2あたりの PH3+ 細胞数の統

計データである。 

 

ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (a and e), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/ex-LacZ; 

FRT82B, Tub-Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (b), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; 

Diap1-LacZ, FRT82B, Tub-Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (c), 

 

 

 

次に、腫瘍組織において多倍体肥大化細胞が rab5 変異細胞と同様のメカニズ

ムで誘導されるかどうかを調べた。腫瘍細胞群の FACS 解析の結果と一致し、

scrib-/-+RasV12腫瘍細胞核の体積は正常細胞より、肥大化していることが分かっ

た（図 12a, 12d）。興味深いことに、BsKDNを発現させて JNKシグナルを抑制

する、あるいは CycB を過剰発現させると、腫瘍細胞の多倍体肥大化が顕著に

抑制されることが分かった（図 12b, 12c, 12d）。実際に、scrib-/-+RasV12腫瘍細胞

においては rab5 変異細胞と同様に CycBの発現が抑制されていた（図 12e）。つ

まり、scrib-/-+RasV12腫瘍細胞の多倍体肥大化メカニズムは rab5 変異細胞と共通

であることが分かった。最後に、この多倍体肥大化が腫瘍の進展・悪性化に寄

与するのかどうかを調べた。GFP で標識した scrib-/-+RasV12腫瘍細胞を複眼原基

に誘導すると、過剰に増殖し、極めて大きい細胞クローンが形成されるのに対

し（図 12f, 12g, 12j）。興味深いことに、JNKシグナルを抑制する、あるいは、

CycBを過剰発現させるによって腫瘍細胞の多倍体肥大化を抑制すると、腫瘍

細胞の過剰な増殖が顕著に抑制された（図 12h, 12i, 12j）。また、scrib-/-+RasV12

腫瘍細胞が高い浸潤・転移能を示すのに対し（図 12k）、CycBの過剰発現によ

り多倍体肥大化を抑制すると、それら腫瘍細胞の浸潤・転移能が完全に抑制さ
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れた（図 12l）。これらの結果から、腫瘍組織に存在する多倍体肥大化した細胞

は腫瘍の進展・悪性化に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。 

図 12：多倍体肥大化細胞は腫瘍の進展・悪性化に重要な役割を果たす 
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（a, b, c, e, f, g, h, i, k, l）MARCM法により、（a, e, g, k）GFP で標識した scrib-/-+RasV12、

（b, h）GFP で標識した scrib-/-+RasV12+BskDN（c, i, l）scrib-/-+RasV12+cycB、（f）野生型のモ

ザイククローンを複眼原基に誘導し、（a, b, c）Phalloidinを用いて F-actinを標識した。

（e）GFP で標識した scrib-/-+RasV12のモザイククローンを複眼原基に誘導し、抗 CycB 抗

体で免疫染色を行った。（d）野生型（n=136）、scrib-/-+RasV12（n=220）、scrib-/-

+RasV12+BskDN（n=120）、scrib-/-+RasV12+CycB（n=120）それぞれの細胞核の、野生型細胞

核対する相対的な大きさの統計データである。（j）野生型（n=14）、scrib-/-+RasV12

（n=39）、scrib-/-+RasV12+BskDN（n=21）、scrib-/-+RasV12+CycB（n=36）クローンサイズの統

計データである。（k, l）複眼原基（EA）、脳（BH）、腹部神経索（VNC）を含む頭部複合

体を示す。（k）GFP で標識した scrib-/-+RasV12腫瘍細胞は 7日以降複眼原基から腹部神経索

に転移する表現型が観察される（矢印をしめすところ）。9日以降高頻度に観察される

（63%, n=16）。（l）GFP で標識した scrib-/-+RasV12+CycB の幼虫は 9日までに全て蛹とな

り、腫瘍細胞の転移現象が観察されなかった（100%, n=42）。 

 

ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (a, e, g and k), UAs-BskDN/+ or Y; eyFLP5, Act>y+>Gal4, 

UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (b and h), eyFLP1/+ or Y; 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-CycB; FRT82B, Tub-Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (c, i and l), 

and eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-Gal80/ FRT82B (f). 
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図 13：多倍体肥大化細胞は腫瘍の進展・悪性化に重要な役割を果たしている 

rab5変異細胞または scrib-/-/RasV12細胞では、JNKシグナルと Ras シグナルが協調し、

Ykiを活性する。Ykiの活性化は下流遺伝子である Diap1の発現を誘導し、この Diap1 が

JNKシグナルと協調することで CycB の発現が抑制され、多倍体肥大化が誘導される。形

成された多倍体肥大化細胞は腫瘍の進展・悪性化に重要な役割を果たす。 
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4. まとめと考察 

 本研究は多倍体肥大化のメカニズムと腫瘍形成におけるその役割を明らかに

した。具体的には、rab5 変異細胞または scrib-/-/RasV12細胞においては、JNKシ

グナルと Ras シグナルが協調し、Yki を活性する。そして、Ykiの活性化は下

流遺伝子である Diap1を発現させ、JNKシグナルと協調し、G2/M 移行に必要

な CycBの発現を抑制することにより DNA Endoreplication を誘導する。さらに

本研究では、形成された多倍体肥大化細胞は腫瘍の進展・悪性化に重要である

ことを明らかにした（図 13）。ここで、CycB-/-+Yki細胞は DNA Endoreplication

が引き起こされるが、核の体積は rab5 変異細胞あるいは scrib-/-＋RasV12細胞の

核の体積より小さいため、JNKの下流で細胞の多倍体肥大化を制御する因子が

CycB以外にほかの因子も存在すると考えられた（図 13）。 

 ショウジョウバエ及び哺乳類実験系を用いた複数の先行研究により、JNKシ

グナルが細胞周期の停止を誘導することが示唆されている 21,29,30,31,32。しかしな

がら、その詳細なメカニズムはいまだ不明であった。本研究の結果から、JNK

シグナルは、細胞周期の M 期の開始に必要な CycBの発現を抑制することで細

胞周期の停止を誘導することが分かった。また、JNKシグナル依存的細胞周期

の停止には Yki の標的遺伝子である Diap1 が必要であることが分かった。哺乳

類実験系を用いた研究により、RINGドメインを持つ E3 リガーゼであるがん

抑制遺伝子 BRCA1 が CycBタンパク質を分解し、M 期の開始を阻害すること

が分かっている 33。興味深いことに、Diap1も同様に RINGドメインを持ち、

E3 リガーゼとして機能することが知られている 34。そして、CycBは

BRCA1、APC（anaphase promoting complex）または PSC（postrior sex combs）

により、ユビキチン化されて分解することが分かっている 33,35,36。これらの事

実から、JNKシグナルはある基質をリン酸化して、Diap1 が直接的あるいは間

接的 CycBをユビキチン化して分解していく可能性が考えられる。 

 一方で本研究の結果から、エンドサイトーシスに関連する rab5、vps25、

erupted、avalancheなど“腫瘍性がん抑制因子”遺伝子の変異細胞において、腫

瘍細胞（scrib-/-/RasV12）と同じメカニズムで DNA Endoreplication が起こり、多



38 

 

倍体肥大化することが明らかとなった。また、scrib-/-/RasV12腫瘍組織の FACS

解析結果から、この腫瘍組織には異数体細胞が存在すると考えられる。“腫瘍

性がん抑制因子”遺伝子の変異細胞は Unpaired（Upd, IL-6 のホモログ）を分泌

し、周囲の細胞を増殖させることがこれまでに報告されている 1,17,37,38。また、

JNKシグナルと Ras シグナルが協調して Updを誘導することも報告されている

30。scrib-/-/RasV12腫瘍細胞において JNKシグナルと Ras が活性化していること

を考えると 27、多倍体肥大化細胞が高率的に Updを分泌して周囲の細胞の増殖

を促進するという、細胞非自律的な腫瘍の進展・悪性化に貢献している可能性

がある。興味深いことに、ヒトの乳がん組織には異数体細胞が存在することが

報告されている 39。また、JNKシグナルと YAP（Yki, ショウジョウバエのホモ

ログ）が活性化していること 40,41。さらにはマウスを用いた解析により、YAP

シグナルは肝細胞の多倍体細胞分裂及び発がんを促進し、ヒトの肝細胞がんの

進展に関連するという報告がなされている 42。このことは、本研究で発見した

JNK/YAP 依存的な多倍体肥大化のメカニズムがヒトのがんにおいても保存さ

れ、がんの進展・悪性化に重要な役割を果たしている可能性を示唆している。 
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腫瘍の進展・悪性化を駆動する共通メカニズムの探索 
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要旨 

がん患者ごとの遺伝子情報に基づく個別治療は、これまでに開発されてきた

分子標的薬の効果を飛躍的に高める一方で、標的となり得ないがん細胞には効

果が望めなくなるという現実を浮き彫りにする。分子標的薬の効果を低下させ

る主な原因の一つとして、腫瘍組織において遺伝子変異や遺伝子発現、代謝な

どが異なる様々な細胞群（腫瘍細胞の不均一性）が存在することが挙げられ

る。このような問題を解決するためには、腫瘍組織に存在する全ての腫瘍細胞

の共通ターゲットを同定し、それを標的とした薬剤を開発することが理想であ

ると考えられる。ショウジョウバエ上皮組織において、上皮細胞の極性が崩壊

した細胞（極性崩壊細胞；scrib-/-または dlg-/-）で Ras が活性化すると、悪性腫

瘍が形成されることが知られている。私は、異なる腫瘍細胞の共通の薬剤ター

ゲットを同定するためには、このような Ras に依存する悪性腫瘍細胞とは別の

タイプの悪性腫瘍細胞を比較・解析する必要があると考え、まず新たな悪性腫

瘍モデルの構築を目指した。その結果、エンドサイトーシス関連遺伝子 rab5に

変異をもつ細胞内で Hippo経路の下流転写共役因子 Ykiの標的遺伝子である

microRNA Bantam を強制発現させると、変異細胞群は過剰に増殖するのみなら

ず浸潤・転移能を獲得することが分かった。そこで次に、これら 2種類のショ

ウジョウバエ悪性腫瘍モデルを用いて mRNA-Seq 解析を行った。その結果、こ

れらの悪性腫瘍で共通に発現変化する遺伝子（薬剤ターゲットの候補遺伝子）

を 1,819個同定した。これら 1,819の候補遺伝子に対して in vivo RNAi スクリ

ーニングを行ったところ、悪性腫瘍組織において発現上昇しているアミノ酸ト

ランスポーター遺伝子 Juvenile hormone Inducible-21（JhI-21）の発現を抑制する

と腫瘍増殖と浸潤・転移がいずれもほぼ完全に抑制された。さらに、この JhI-

21発現上昇は、JNKシグナルと Ras の活性化により引き起こされることが分か

った。ヒトのがん組織において、今回見いだした JhI-21のホモログである

LAT1の高発現が高頻度に観察される。このことは、本研究で発見した JhI-21

の発現制御機構がヒトのがんにおいても保存され、様々な悪性腫瘍細胞の共通

ターゲットとなりうる可能性を示している。 
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1. 序論および結果 

 近年、次世代シークエンサーを用いた研究により、がん細胞の増殖や生存に

必要な遺伝子が数多く同定されてきた。これらの遺伝子をバイオマーカーとし

て利用し、がん患者ごとの遺伝子情報に基づく個別化治療が始まっている 1。

現在使用されている分子標的薬を利用した個別治療は、対象となる標的を有す

るがん細胞群に対して高い効果を示す一方で、その他のがん細胞には効果が低

いという問題が存在する。その主な原因は、腫瘍組織において遺伝子変異や遺

伝子発現、代謝などが異なる様々な細胞群（腫瘍細胞の不均一性）が存在する

ことが挙げられる 2,3,4。これらのがん細胞群には、例えば薬剤の標的分子が変

異を獲得して薬剤の効果がなくなるような細胞が存在すると考えられる 5。こ

のような問題を解決するためには、腫瘍組織における全ての種類の腫瘍細胞の

共通ターゲットを同定し、それを標的とした薬剤を開発することが必要である

と考えられる。 

 ショウジョウバエはがん研究において有用なモデル生物である。ショウジョ

ウバエ上皮組織において、上皮細胞の極性が崩壊した細胞（極性崩壊細胞；

scrib-/-、dlg-/-）において Ras シグナルが活性化すると、悪性腫瘍が形成される

ことが知られている 6,7。私は異なる腫瘍細胞の共通の薬剤ターゲットを同定す

るためには、上述した Ras 依存的な腫瘍細胞とは別のタイプの腫瘍細胞を同時

に解析する必要があると考え、エンドサイトーシス関連遺伝子 rab5 に着目し

た。rab5 はがん抑制遺伝子であり、Ras が活性化しているにも関わらず腫瘍化

しないという特徴がある（図 1a）。そこで私はまず、rab5 変異細胞（rab5-/-細

胞）の腫瘍化を誘導する因子の探索を行った。その結果興味深いことに、Yki

の標的遺伝子である microRNA Bantam を rab5-/-細胞内で過剰発現させると、悪

性腫瘍を形成するようになることが分かった。具体的には、rab5-/-細胞や

microRNA Bantam を強制的に発現した細胞（Bantam 細胞）は腫瘍化しないが、

microRNA Bantam を過剰発現させた rab5-/-細胞は、過剰に増殖する上に、浸

潤・転移することが分かった（図 1b, 1c, 1d, 1e, 1f, 1g, 1h, 1i）。 
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図 1：MicroRNA Bantamは rab5変異細胞の腫瘍化を誘導する 

（a, b, c, d, f, g, h, i）MARCM 法により、（a）GFP で標識した Rab5DN+RasV12、（b, e, f）

GFP で標識した rab5-/-（c, e, h）GFP で標識した rab5-/-+Bantam、（d, e, g）GFP で標識した

Bantam、(i) GFP で標識した scrib-/-+RasV12 のモザイククローンを複眼原基に誘導した。

（e）野生型（n=32）、rab5-/-（n=40）、rab5-/-+Bantam（n=33）、Bantam（n=18）クローンサ

イズの統計データである。（f, g, h, i）脳（Brain）、腹部神経索（VNC）を含む頭部複合体を
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示す。（h）GFP で標識した rab5-/-+Bantam腫瘍細胞は 7日以降に複眼原基から腹部神経索

に転移する表現型が観察され（矢印）、特に 9日以降に高頻度に観察される（68%, n=31）。

（i）GFP で標識した scrib-/-+RasV12腫瘍細胞は 7日以降に複眼原基から腹部神経索に転移

する表現型が観察され（矢印）、特に 9日以降に高頻度に観察される（63%, n=16）。 

 

ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-RasV12, Rab5DN, FRT82B (a), eyFLP1/+ or Y; FRT40A, Tub-Gal80/FRT40A rab5LL00467; 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+ (b, e and f), eyFLP1/+ or Y; FRT40A, Tub-Gal80/FRT40A rab5LL00467; 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-Bantam (c, e and h), eyFLP1/+ or Y; FRT40A, Tub-Gal80/FRT40A; 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-Bantam (d, e and g), eyFLP1/+ or Y; FRT40A, Tub-Gal80/FRT40A; 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+ (e) and eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (i). 

 

 

 

 次に私は、GFP で標識した野生型細胞、scrib-/-+RasV12細胞と rab5-/-+Bantam

細胞をそれぞれ組織から単離して mRNA-Seq 解析を行い、野生型細胞に比べて

scrib-/-+RasV12細胞あるいは rab5-/-+Bantam 細胞において顕著に変化する遺伝子

群を探索した（図 2a）。その結果、rab5-/-+Bantam 細胞において顕著に変化する

遺伝子は 2471個、scrib-/-RasV12細胞において顕著に変化する遺伝子は 4553個

（図 2b）、両腫瘍細胞において共通して顕著に変化する遺伝子はそのうち 1819

個であることが分かった（図 2b）。興味深いことに、両方の腫瘍細胞におい

て、この 1819個遺伝子の発現パターンが類似していることが分かった（図

2c）。また、scrib-/-+RasV12腫瘍細胞では、先行研究により報告されている通

り、mmp1、pucなど JNKシグナル、upd1、upd2、upd3などの JAK/STAT シグ

ナル経路のコンポーネントや expanded (ex) をはじめとした Ykiの標的遺伝子

の発現上昇が観察された 8,9,10（図 2ｄ）。したがって、この 1819個遺伝子の中

には腫瘍の進展・悪性化に関与する因子が存在すると考えられた。そこで、こ
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の 1819個遺伝子について、腫瘍の進展・悪性化に関与するかどうかを解析し

た結果、両方の腫瘍細胞において発現が上昇しているカルシウムチャンネルに

関連する遺伝子である cacophony （cac）、アミノ酸トランスポート遺伝子であ

る Juvenile hormone Inducible-21（JhI-21）、細胞内アミノ酸をセンサーすること

に関連する遺伝子 minidiscs （mnd）、シトクロム P450 ファミリーに属する遺伝

子 Cytochrome P450-4p1 （Cyp4p1）の発現を dlg-/-+RasV12腫瘍細胞あるいは

scrib-/-+RasV12腫瘍細胞において抑制すると、腫瘍のサイズが顕著に減少するこ

とが分かった。すなわち、これらの遺伝子は腫瘍の進展・悪性化に関与すると

考えられた（図 2d and 2e）。 
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図 2：異なる腫瘍細胞群の共通的な経路の探索 

（a）MARCM法により、GFP で標識した野生型細胞（WT）、rab5-/-+Bantam細胞および

scrib-/-+RasV12細胞を FACS で組織から単離し、mRNA-Seq解析を行った。（b）RStudio を用
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いて mRNA-Seqデータを解析した結果。（c）rab5-/-+Bantamと scrib-/-+RasV12腫瘍細胞は野

生型細胞に対する顕著に変化した共通的な遺伝子（1819個）の発現パターン。（d）rab5-/-

+Bantamと scrib-/-+RasV12腫瘍細胞は野生型細胞に対する顕著に変化した一部遺伝子の発

現。（e）二種類腫瘍細胞が共通的に発現した遺伝子から、腫瘍の進展・悪性化に貢献する

遺伝子を同定した結果。 

 

ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1/+ or Y; FRT40A, Tub-Gal80/FRT40A; Act>y+>Gal4, 

UAS-GFP/+ (a, b, c, d and e), eyFLP1/+ or Y; FRT40A, Tub-Gal80/FRT40A rab5LL00467; 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-Bantam (a, b, c, d and e), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-

GFP/+; FRT82B, Tub-Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (a, b, c, d and e), FRT19A, Tub-

Gal80/FRT19A, dlgm52; eyFRP5, Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-RasV12; +/sb (e), FRT19A, Tub-

Gal80/FRT19A, dlgm52; eyFRP5, Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-RasV12; +/UAS-cac-RNAi (e), 

eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-JhI-21-RNAi; FRT82B, Tub-Gal80/UAS-RasV12, 

FRT82B, scrib1 (e), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-Cyp4p1-RNAi; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (e), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-mnd-RNAi; 

FRT82B, Tub-Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (e), 

 

 

 

次に私は、これら同定された遺伝子のうち、腫瘍化に対する抑制効果が一番

強い JhI-21に着目した。JhI-21はヒト SLC7A5C のホモログであり、L-amino 

acid transporter 1（LAT1）ともよばれている 11。哺乳類培養細胞を用いた研究成

果より、LAT1はロイシンなどアミノ酸を細胞内に輸送し、mTOR シグナルの

活性化に必要であることが分かっている 12。そして、mTOR の活性化はタンパ

ク質合成の促進など様々役割を果たし、腫瘍の進展に貢献するが分かった

13,14,15。さらに、LAT1 は前立腺がん、乳腺がん、胃がん、肺がんと膵臓がんな

どの種々の腫瘍細胞において高発現していることが報告されている 16。また、

培養した腫瘍細胞で LAT1をノックダウンする実験から、LAT1 は複数種類の腫
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瘍細胞の増殖に影響すること 16、さらには、LAT1が mTOR シグナル以外にも

MYC とポジティブフィードバックを形成して腫瘍細胞の増殖を促進すること

17も分かっている。一方で、LAT1は新たながん治療の標的として注目され、そ

の阻害薬 JPH203（KYT-0353）18が開発されて、現在臨床試験を進んでいる

（UMIN Clinical Trials Registry UMIN000034080）。しかしながら一方で、生体中

の腫瘍組織における LAT1の制御機構はほとんど不明である。そこで、私は哺

乳類 LAT1のホモログである JhI-21について詳細な解析を行った。 

上述の通り、極性崩壊細胞（scrib-/-、dlg-/-）において Ras が活性化すると、

幼虫内で悪性腫瘍が形成され、成虫まで成長できなくなる（図 3a）。しかし、

JhI-21をノックダウンすると、腫瘍の増殖は顕著に抑制されて、成虫まで成長

することが分かった（図 3b）。また、JhI-21 の発現を抑制した細胞のクローン

サイズが野生型細胞のクローンサイズに比べて小さいことから、JhI-21は腫瘍

細胞において重要な役割を果たすのみならず、正常細胞においても必須である

ことが分かった（図 3c, 3d, 3e）。 
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図 3： JhI-21は腫瘍細胞および正常細胞の生存に必要である 

（a, b, c, d）MARCM法により、（a）GFP で標識した scrib-/-+RasV12、（b）GFP で標識し

た scrib-/-+RasV12+JhI-21-RNAi（c）GFP で標識した野生型、（d）GFP で標識した JhI-21-

RNAiのモザイククローンを複眼原基に誘導した。（a”, b”）成虫の目の写真である。（e）野

生型（n=26）、JhI-21-RNAi（n=22）クローンサイズの統計データである。 



54 

 

 

ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (a), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-JhI-21-

RNAi; FRT82B, Tub-Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (b), eyFLP1/+ or Y; FRT40A, Tub-

Gal80/FRT40A; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+ (c), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-

JhI-21-RNAi; FRT82B, Tub-Gal80/ FRT82B (d). 

 

 

 

腫瘍形成における JhI-21の役割を調べるために、まず抗 JhI-21抗体を用いて

その発現を調べた。その結果、周囲の正常細胞に比べ、scrib-/- +RasV12細胞にお

いて JhI-21タンパク質が上昇していることが分かった（図 4a）。これまでに、

scrib-/- +RasV12細胞の過剰な増殖は JNKシグナルに依存することが報告されて

いる 8ので、JNKシグナルが JhI-21を制御するかどうかを検討した。scrib-/- 

+RasV12細胞においてショウジョウバエの JNKホモログである Bsk（Basket） 

のドミナントネガティブフォ－ム（BskDN）を発現させて JNKシグナルを抑制

すると、JhI-21の発現上昇が顕著に阻害された（図 4b）。しかし、TNF（Tumor 

necrosis factor）のホモログである eiger を過剰発現させて、JNKシグナルを活

性化しても JhI-21 の上昇が観察されなかった（図 4c）。そこで、scrib-/- +RasV12

細胞の過剰な増殖は JNKシグナルと Ras の活性化で引き起こされていることが

報告されている 8ので、JNKシグナルと Rasの活性化で JhI-21の上昇が誘導す

るかどうかを調べた。Ras のみ活性化した細胞は JhI-21の上昇が観察されなか

ったが、JNKシグナルと Ras の活性化が同時に誘導した細胞には JhI-21の上昇

が観察された（図 4d, 4e）。つまり、腫瘍組織において JNKシグナルと Ras の

活性化が協調することで JhI-21の発現上昇が誘導されることが分かった。 
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図 4：JNKシグナルと Rasの活性化は JhI-21の上昇を引き起こす 

（a, b, c, d, e）MARCM 法により、（a）GFP で標識した scrib-/-+RasV12、（b）GFP で標識

した scrib-/-+RasV12+BskDN、（c）GFP で標識した eigerW、（d）GFP で標識した RasV12、（e）

GFP で標識した eigerW+RasV12のモザイククローンを複眼原基に誘導し、（a, b, c, d, e）抗

JhI-21抗体を用いて免疫染色を行った。 
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ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (a), eyFLP1/UAS-BsKDN; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, 

Tub-Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (b), eyFLP1/+ or Y; FRT40A, Tub-Gal80/FRT40A, UAS-

eigerW; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+ (c), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, 

Tub-Gal80/UAS-RasV12, FRT82B (d), eyFLP1/+ or Y; FRT40A, Tub-Gal80/FRT40A eigerW; 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-RasV12 (e). 

 

 

 

近年の研究成果より、JNKシグナルと Ras の活性化は Yorkie（Yki、YAP の

ホモログ）を活性化することが明らかにされている 19,20。そして、私はこの

JhI-21の上昇に Ykiの活性化が関与するかどうかを調べた。Hippoシグナル伝

達経路は細胞増殖を制御し、組織の恒常性や腫瘍の形成などに重要な役割を果

たしている。キナーゼ Warts（Wts）は転写共役因子 Yorkieをリン酸化して不活

性化することが分かっている 21。興味深いことに、scrib-/- +RasV12細胞におい

て、Wts を強制的に発現させて、Yki の活性化を阻害すると、JhI-21の発現上昇

が顕著に抑制されることが分かった（図 5a）。しかし、Yki のみを活性化した

細胞（YkiS168A）においては、JhI-21の上昇が観察されなかったため、JhI-21の

発現上昇は Yki の活性化以外にほかの因子も必要であると考えられた（図

5b）。 
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図 5：JhI-21の上昇は Ykiの活性化が必要である 

（a, b）MARCM法により、（a）GFP で標識した scrib-/-+RasV12+wts、（b）GFP で標識し

た YkiS168Aのモザイククローンを複眼原基に誘導し、（a, b）抗 JhI-21 抗体を用いて免疫染

色を行った。 

 

（ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-wts; 

FRT82B, Tub-Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (a), eyFLP1/+ or Y; FRT40A, Tub-

Gal80/FRT40A, UAS-YkiS168A; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+ (b). 

 

 

 

哺乳類の培養細胞を用いた研究成果より、LAT1はロイシンなどアミノ酸を

細胞内に輸送し、mTOR シグナルの活性化を引き起こすことが明らかとなって

いる 12。活性化されたｍTOR 複合体 1（mTORC1）によって、下流にある標的

（4E-BP1 および S6K1）のリン酸化が引き起こされ、これにより mRNAの翻

訳、オートファジーの抑制、タンパク質の合成などの様々な現象が誘導される

15。興味深いことに、scrib-/- +RasV12細胞においても mTOR シグナルの活性化が

引き起こされていることが分かった（図 6a）。そして、JhI-21を scrib-/- +RasV12

細胞内でノックダウンすると、mTOR シグナルの活性化が顕著に抑制されるこ
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とが分かった（図 6b）。mTROC1 の活性化は低分子量 GTP アーゼの Rheb（Ras 

homologue enriched in brain）によって引き起こされることが知られている 13。

そこで、Rheb を dlg-/- +RasV12細胞内でノックダウンして mTOR シグナルの活性

化を抑制すると、腫瘍の増殖が顕著に阻害されることが分かった（図 6c, 6d）。

以上の結果から、JhI-21 は mTOR シグナルを通して、腫瘍の増殖を制御するこ

とが分かった。 

 

 

 

図 6：JhI-21は mTORシグナルを介して腫瘍の進展に貢献する 

（a, b, c）MARCM 法により、（a）GFP で標識した scrib-/-+RasV12、（b）GFP で標識した

scrib-/-+RasV12+JhI-21-RNAi、（c）GFP で標識した dlg-/-+RasV12+Rheb-RNAiのモザイククロ

ーンを複眼原基に誘導した。（a, b）GFP で標識した scrib-/-+RasV12（a）、GFP で標識した
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scrib-/-+RasV12+JhI-21-RNAi（b）のモザイククローンを複眼原基に誘導し、抗 pS6 抗体を用

いて免疫染色を行った。（d）野生型（n=26）、dlg-/-+RasV12（n=35）、dlg-/-+RasV12+Rheb-

RNAi（n=38）のクローンサイズの統計データである。 

 

ショウジョウバエの遺伝子型：eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/+; FRT82B, Tub-

Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (a), eyFLP1/+ or Y; Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-JhI-21-

RNAi; FRT82B, Tub-Gal80/UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 (b), FRT19A, Tub-Gal80/FRT19A, dlgm52; 

eyFRP5, Act>y+>Gal4, UAS-GFP/UAS-RasV12; UAS-Rheb-RNAi/sb (c). 

 

  

 

図 7：腫瘍組織における JhI-21の制御およびその役割 

腫瘍組織において JNKシグナルと Rasの活性化は協調し、LAT1 の上昇を誘導する。

LAT1 の上昇はｍTORC1を活性化し、腫瘍の進展を促進する。 
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2. まとめと考察 

本研究では JhI-21（LAT1）の上昇が腫瘍の進展に重要な役割を果たすことと

その制御機構を明らかにした。具体的には、腫瘍組織において JNKシグナルと

Ras の活性化が起こると、Ykiの活性化を介して JhI-21（LAT1）の発現上昇が

誘導されること、および、このような腫瘍内での LAT1の発現上昇は mTOR シ

グナルを活性化し、腫瘍の進展に貢献することが分かった（図 7）。Ykiのみを

活性化した細胞においては JhI-21 の発現上昇が観察されなかったため、JhI-21

の発現上昇を誘導するのは Ykiの活性化以外に、ほかの因子も必要であること

が分かった。興味深いことに、JNKシグナルと Ras の活性化は多く種類の腫瘍

細胞で観察されており 22,23、本研究で解明した LAT1の制御機構がヒトの腫瘍

に保存されることが期待される。また、LAT1 は本研究の腫瘍モデル細胞のみ

ならず、数多くの異なる種類の腫瘍細胞に高発現することが報告されている

16。つまり、LAT1-mTOR 経路は腫瘍の進展に必要な共通的な経路であることが

強く示唆されている。 

scrib-/- +RasV12細胞において JhI-21をノックダウンすると、腫瘍の増殖が顕著

に抑制されるが、このとき周辺の野生型細胞の非自律的な増殖が観察された。

このことは、LAT1 を標的とした抗がん剤は腫瘍細胞を排除できるが、一方で

周囲の正常細胞に対する悪影響が誘発される可能性を示唆している。本研究に

おいて構築したモデル系を使って LAT1 抗がん剤と合併する抗がん剤のスクリ

ーニングを行い、この腫瘍細胞の悪影響を抑制する薬を同定することが期待さ

れる。 

カルシウムイオン（Ca2+）は生体内の主要な陽イオンの一つであり、細胞内

シグナル伝達を制御し、様々な機能を果たしている。そして、近年の研究成果

より、Ca2+は腫瘍の進展・悪性化にも密接な関係があると示唆されている 24。

先行研究と一致し、本研究で同定した腫瘍の増殖を抑制する複数の遺伝子

（cac、JhI-21、mnd）は Ca2+の制御に関連する。さらに、ショウジョウバエの

IPCs（Insulin-producing cells）において JhI-21 は Ca2+の上昇に必要であることが

報告されている 25。以上の結果から、LAT1 は mTOR シグナルを活性化する同



61 

 

時に、Ca2+の上昇を促進して腫瘍の進展・悪性化に貢献する可能性が考えられ

る。 
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3. 材料および実験手法 

3-1. ショウジョウバエ系統 

 ショウジョウバエ幼虫の複眼原基における遺伝的モザイク法のために用いた

テスター系統は以下の通りである。 

eyFLP1; TubGal80, FRT40A; Act> y+ >Gal4, UAS-GFP (40A tester)； 

eyFLP1; Act> y+ >Gal4, UAS-GFP; FRT82B, TubGal80 (82B tester)； 

 

その他に本研究において用いた系統は以下の通りである。 

個別の研究者より分与されたもの 

UAS-BskDN (Takashi Adachi-Yamada), scrib1 (D.Bilder)26, UAS-Eiger (UAS-eigerW, 

M. Miura), dlgm52 (Perrimon, N), UAS-Wts (T. Xu) 

Bloomington Drosophila Stock Center (BDRC, USA)より分与されたもの 

UAS-Rab5DN, UAS-Yki, UAS-RasV12, UAS-bantam, UAS-JhI-21-RNAi, UAS-

Cyp4p1-RNAi, UAS-mnd-RNAi, UAS-Rheb-RNAi 

国立遺伝学研究所（NIG, 日本）より分与されたもの 

UAS-cac-RNAi 

Kyoto Stock Center, Kyoto Institute of Technology (DGGR, Kyoto) 

rab5LL00467  

 

 

 

3-2. MARCM法 27を用いた遺伝的モザイククローンの作製 

 第一部と同様な方法で実験を行った。 
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3-3. 免疫染色 

第一部と同様な方法で実験を行った。 

 

抗体の希釈率は以下の通りである。 

rabbit anti-JhI-21（1:100; Can Get Signal Solution A で希釈した Dr. Grosjean)25、

rabbit anti-pS6 (1:400; Dr. Chung)28。 Alexa 488- or 546- or 647- conjugated 

secondary antibodies (1:250, Molecular Probes)。 

 

 

 

3-4.  蛍光活性化セルソーティング（FACS）および mRNASeq 

 PBS（Ca2+ free）内で 3 齢幼虫を解剖し、複眼原基のみを PBS（Ca2+ free）

に回収した。PBS を除去し、200 µl の 10x TrypLETM Select（Life Technologies）

を加えて 37℃で 20分間培養した。5%の Fetal Bovine Serum（FBS）を含む

Schneider’s Drosophila medium を加え、1000 µl ピペットマンを用いて 2~3回ピ

ペッティングを行った。続いて、40 µm フィルターを濾過して BD FACS AriaⅡ

を用いて GFP+細胞の単離を行った。NucleoSpin RNA XS（タカラバイオ）キッ

トを用いて GFP+細胞の RNAを抽出した。NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 

(75 cycles)を用いて mRNAシ－ケンスを行った。 

 

 

 

3-5. 統計解析 

クローンサイズは ImageJ ソフトウェアを使って定量した。グラフは R ソフ

トウェアを用いて解析した。2サンプル間の有意差検定は Student’s t 検定を行

い、p値が 0.0001 以下の場合に「＊＊＊」を記し、統計的に有意とした。 
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