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要旨 
 

細胞内でタンパク質の合成を担うリボソームは、真核生物では約 80 種類のリ

ボソームタンパク質（Rp）から構成される巨大複合体である。これまでの酵母

や細胞培養系での研究から、個々の Rp の細胞内レベルはネガティブフィード

バック機構やユビキチン・プロテアソーム系によって、リボソームの生合成に

必要な量だけ存在するように制御されていることが知られている。しかしなが

ら、多細胞生物における細胞内 Rp レベルの制御に関する研究は in vivo ではほ

とんどなされておらず、多細胞生物の生体内における制御の実態、また、その

生理的意義は不明な点が多い。本研究では、ショウジョウバエの遺伝学的手法

を用いて、生体内において細胞内 Rp レベルがどのように制御されているのか

解析した。内因性に発現する Rp を EGFP 融合タンパク質として検出できるノ

ックインショウジョウバエの組織中で、Ribosomal protein S20（RpS20）または

Ribosomal protein L5（RpL5）を異所的に強制発現させると、それぞれ EGFP-

RpS20 または EGFP-RpL5 のタンパク質レベルが大きく減少することを見出し

た。重要なことに、ハウスキーピング遺伝子である Heat shock protein 83

（Hsp83）の内因性タンパク質レベルは Hsp83 の異所的な強制発現の影響を受

けなかったことから、細胞内の Rp レベルは特異的に制御されていることが示

唆された。さらに解析を進め、リボソームに組み込まれなかった余剰な Rp が

プロテアソームで分解されることで、細胞内 Rp レベルの恒常性が制御されて

いることを明らかにした。遊離 Rp はタンパク質品質管理システムによって

「オーファンサブユニット」として認識されることで、細胞内から除去されて

いると考えられる。本研究の成果により、細胞間の Rp レベルの不均衡が誘導

する細胞競合の分子機構とその役割の解析に新たな視点と研究アプローチがも

たらされ、その解明に大きく貢献することが期待される。 
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第１章 序論 
 

細胞内でのタンパク質の合成は、核内における DNA の mRNA への転写と、

核外へ輸送された mRNA の翻訳という過程を経て行われる。リボソームはすべ

ての細胞内でこの翻訳を触媒する必須な巨大複合体であり、真核生物において

は約 80 種類のリボソームタンパク質（Rp）と 4 種類の rRNA で構成されてい

る（Moldave, 1985; Wilson and Doudna Cate, 2012）。翻訳は細胞ひいては個体の

生存に必要不可欠な細胞内プロセスであるため、Rp はあらゆる細胞で大量に産

生され、増殖中の哺乳類細胞では全タンパク質合成のうち 30％が Rp の合成に

費やされている（Warner, 1999; Schwarz et al., 2022）。全ての Rp はリボソームの

生合成に等モル量必要であり、Rp レベルの不均衡は、ヒトにおけるダイアモン

ド・ブラックファン貧血や 5q-症候群などのリボソーム病、ショウジョウバエ

における Minute 表現型のように、生物個体に重篤な症状を引き起こすことが知

られている（Narla and Ebert, 2010; Kongsuwan et al., 1985; Marygold et al., 

2007）。また、ショウジョウバエでは、Rp 遺伝子の機能欠失変異をヘテロ接合

に持つ Minute 細胞が野生型細胞に囲まれると、細胞競合と呼ばれる現象によっ

て増殖中の上皮から積極的に排除される（Morata and Ripoll, 1975; Nagata and 

Igaki, 2018）。 

細胞内の Rp レベルがバランスよく維持されるメカニズムは古くから研究さ

れてきたが、中でも最もよく研究されているのは Rp 自身による発現の自己制

御である（Nomura et al., 1980; Warner and McIntosh, 2009）。すなわち、Rp が過

剰に産生され、リボソームに組み込まれない Rp が細胞内に多量に存在する状

況下では、遊離 Rp が自身の発現を負に制御する。このようなリボソーム外で

はたらく Rp の機能は Extra-ribosomal Function と呼ばれている。原核生物で

は、機能が関連する複数の遺伝子がオペロンと呼ばれるユニットにまとめられ

単一のプロモーターによって発現調節を受けるが、大腸菌の Rp 遺伝子もオペ

ロンという形で発現を制御されている。通常リボソーム中で rRNA に結合して

いる Rp は、自身をコードする mRNA 上にも直接結合することができ、これに
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より自身の翻訳を抑制する。しかしながら mRNA への親和性は rRNA への親和

性よりも著しく低いため、あくまで生合成に用いられなかった遊離 Rp が存在

する場合のみ、翻訳のネガティブフィードバックを起こすことが可能となって

いる（Mikhaylina et al., 2021）。一方で、酵母などの研究から、Rp レベルの自己

制御はオペロン構造が存在しない真核生物においても保存されていることが示

されている（Eng and Warner, 1991; Gabunilas and Chanfreau, 2016; Roy et al., 

2020）。興味深いことに、真核生物における Rp レベルの自己制御は、mRNA の

分解（例：RpS28B）（Badis et al., 2004）、選択的スプライシング（例：RpS26）

（Ivanov et al., 2005）、翻訳阻害（例：RpS3）（Kim et al., 2010）などの複数のメ

カニズムによって達成されている。また、RpL10A の選択的スプライシングレ

ポーターミニ遺伝子や、RpS18 および RpL29 の GFP タグ付きトランスジーン

を用いた線虫の研究により、多細胞生物においても細胞内レベルがネガティブ

フィードバックで制御されている Rp があることが示された（Takei et al., 2016; 

Noma et al., 2017）。しかし、多細胞生物における Rp 遺伝子発現のネガティブフ

ィードバック機構はいくつかの遺伝子に報告があるのみで、大半の Rp 遺伝子

ではまだ確認されていない。 

Extra-ribosomal Function による合成段階における Rp レベルの制御がよく知ら

れている一方で、細胞内の Rp レベルは合成後でも制御されている。例えば、

培養細胞を RNA ポリメラーゼ阻害剤であるアクチノマイシン D で処理して

rRNA の合成を阻害すると、Rp の合成は継続するものの、新たに合成された

Rp は不安定で速やかに分解される（Warner, 1977）。また、新しく合成された

Rp は速やかに核小体に取り込まれるが、リボソームの生合成にはその一部しか

用いられず、余剰 Rp はプロテアソームによって分解される（Lam et al., 

2007）。さらに、他の Rp よりも過剰に合成された Rp は、ユビキチン・プロテ

アソーム系によって分解されることも酵母と細胞培養系で報告されている

（Sung et al., 2016a; Sung et al., 2016b）。 

このように、細胞内 Rp レベルの恒常性制御に関する多くの報告があるにも

かかわらず、それらはほとんどが単細胞生物または細胞培養系におけるもので
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ある。多細胞生物の生体内で Rp レベルの恒常性が制御されていることを示す

証拠は非常に乏しく、そのような機構が進化の過程でどのように保存されてい

るのかは不明であった。 

本研究では、ショウジョウバエの幼虫組織において、内因性に発現するリボ

ソームタンパク質 RpS20 と RpL5 を EGFP 融合タンパク質として可視化するこ

とにより、細胞内 Rp レベルの恒常性制御を in vivo で観察した。その結果、内

因性に発現する EGFP-RpS20 と EGFP-RpL5 タンパク質は、それぞれ RpS20-HA

と RpL5-HA タンパク質の異所的な強制発現によって消失することが見出され

た。そして定量 PCR やポリソームプロファイリングなどの実験によって、この

現象は、過剰に合成された外因性 Rp が内因性 Rp との濃度比に従って大多数の

リボソームに組み込まれ、リボソームに組み込まれなかった遊離 Rp がプロテ

アソームによって分解されることで起こっていることが明らかになった。本研

究は、多細胞生物の生体内においても Rp レベルの恒常性がプロテアソームに

よる分解を介して制御されていることを初めて in vivo の系で示したものであ

る。 
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第２章 材料と実験手法 
 

2.1 使用したショウジョウバエ系統と飼育方法 

本研究で用いたショウジョウバエ系統は以下の通りである： EGFP-RpS20

（KYOTO Drosophila Stock Center、京都、#109696）、EGFP-RpL5（KYOTO 

Drosophila Stock Center、#109768）、EGFP-Hsp83（KYOTO Drosophila Stock 

Center、#109761）、UAS-RpS20-HA（FlyORF、チューリッヒ、#F000754）、UAS-

RpL5-HA（FlyORF、#F001323）、UAS-RpS3（Akai et al., 2018）、UAS-Hsp83

（Bloomington Drosophila Stock Center（BDSC）、ブルーミントン、インディア

ナ州、#58468）、UAS-LacZ（BDSC、#8529）、UAS-p35（Hay et al., 1994）、nub-

Gal4（BDSC、#42699）、Tub-Gal4（BDSC、#5138）、UAS-Rpn1-RNAi（BDSC、

#34348）、UAS-Rpt2-RNAi（BDSC、#34795）。すべてのショウジョウバエ系統

は、グルコース、コーンミール、乾燥酵母、小麦胚芽、寒天を含む培地上で、

25℃に維持したバイアル内で飼育した。各実験で使用した幼虫の性別は区別し

なかった。 
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2.2 Gal4/UAS システム 

 遺伝子の異所的な強制発現やノックダウンは Gal4/UAS システムを用いて行

われた（図 1）（Brand and Perrimon, 1993）。 

 

図 1 Gal4/UAS システム 

酵母由来の転写因子である Gal4 を組織・時期特異的なプロモーターによって

発現させると、Gal4 タンパク質が UAS（Upstream Activation Sequence）配列に

結合することで、目的遺伝子の異所的な強制発現またはノックダウンが誘導さ

れる。 

 

 

2.3 免疫化学染色 

ショウジョウバエ 3 齢幼虫をリン酸緩衝生理食塩水（PBS）中で解剖後、氷

上にて 5 分間、その後室温にて 20 分間 4％パラホルムアルデヒド（PFA）で固

定した。その後、固定したサンプルを PBT（PBS＋0.1% Triton X-100）で 10 分

間×3 回洗浄し、DNA の標識用に DAPI（Sigma-Aldrich、セントルイス、ミズ

ーリ州、#D9542、1μg/mL）を加えた PBT に浸して 4℃で保存した。ユビキチ

ン抗体による染色では、洗浄したサンプルを PBTn（PBT＋5％ donkey serum

（Jackson ImmunoResearch、ウェストグローブ、ペンシルベニア州、#017-000-

Promoter Gal4

UAS Target Gene/RNAi
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121））で 30 分間ブロッキングした後、PBTn で希釈した一次抗体（anti-multi 

ubiquitin、MBL、東京、#D058-3、1:500）と一晩 4℃で反応させた。その後、サ

ンプルを洗浄、ブロッキングし、Alexa Fluor 647 標識二次抗体（Invitrogen、ウ

ォルサム、マサチューセッツ州、#A32728、1:200）と室温で 2 時間反応させ

た。反応後、サンプルを洗浄し、DAPI（1μg/mL）を含む PBT に浸して 4℃で

保存した。サンプルの観察には、SlowFade Gold Antifade Mountant With DAPI

（Invitrogen、#S36939）もしくは anti-fade mounting medium（1×PBS、50%グリ

セリン、0.2%没食子酸 n-プロピル、

https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/protocols）をマウント剤にして

プレパラートを作製した。共焦点画像は TCS SP8（Leica-Microsystems、ヴェッ

ツラー）を用いて以下の条件で撮影した。励起波長：405 nm（DAPI）または

488 nm（EGFP）。フィルター：410 nm/480 nm（DAPI）または 492 nm/547 nm

（EGFP）。レンズ：HC PL APO CS2 20×/0.75 DRY。pouch 領域は手動で輪郭を

描き、EGFP 強度は Fiji（Schindelin et al., 2012）で測定した。図中でサンプル数

が示されていない遺伝型の翅原基については、10 枚以上を観察した。 

 

2.4 幼虫全身の撮影 

幼虫全身の画像は Leica M165 FC 実体蛍光顕微鏡を用いて撮影した。 

 

2.5 ウェスタンブロット解析 

0.7％NaCl 溶液で洗浄したショウジョウバエ 3 齢幼虫 3 匹を BioMasher II（ニ

ッピ、東京）を用いて 100μL の溶解バッファー（15mM HEPES-KOH pH7.6、

10mM KCl、5mM MgCl2、0.1mM EDTA pH8.0、10％グリセリン）（Lo Piccolo et 

al., 2015）中ですり潰した後、11,000 ×g で 30 秒間遠心し、上清を 100μL の

Sample Buffer Solution（ナカライテスク、京都、#30566-22）に加えて 95℃で 5

分間煮沸した。その後、20μL のサンプルと 5μL の BlueStar Prestained Protein 

Ladder（日本ジェネティクス、東京、#NE-MWP03）を 10% SDS-PAGE ゲルの

各ウェルにロードし電気泳動を行い、PVDF メンブレン（Millipore、バーリン
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トン、マサチューセッツ州、#IPVH00010）に転写した。メンブレンを Blocking 

One（ナカライテスク、#03953-95）で 30 分間ブロッキングし、Tris Buffered 

Saline with Tween 20（TBST）で 10 分間×3 回洗浄した後、一次抗体（mouse 

anti-GFP、Clontech、マウンテンビュー、カリフォルニア州、#632381、

1:1000）と室温で一晩反応させた。一次抗体反応後、メンブレンを TBST で 10

分間×3 回洗浄し、西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）標識二次抗体（anti-

mouse、Cell Signaling Technology（CST）、ダンバース、マサチューセッツ州、

#7076、1:1,000）と室温で 2 時間反応させた。メンブレンを TBST で 10 分間×

3 回洗浄後、バンドを Chemi-Lumi One Super（ナカライテスク、#02230）で可

視化し、ImageQuant LAS4000（GE Healthcare、シカゴ、イリノイ州）で検出し

た。その後、WB Stripping Solution（ナカライテスク、#05364-55）で抗体を除

去し、一次抗体（mouse anti-Tubulin、Sigma-Aldrich、#T5168、1:5000）と HRP

標識二次抗体（anti-mouse）を用いて上記手順を繰り返し、ローディングコン

トロールのバンドを可視化した。バンド強度は Fiji で測定した。 

 

2.6 幼虫からの RNA 単離と RT-qPCR 

NucleoSpin RNA XS（Machery-Nagel、デューレン、#740902.50）のメーカー

プロトコルに従い、各遺伝子型のショウジョウバエの全 RNA を 3 齢幼虫 3 匹

から抽出し、13μL の水で溶出した。その後、そのうちの 11μL を使い、

SuperScript IV Reverse Transcriptase（Invitrogen、#18090050）を用いて逆転写反

応を行い cDNA を合成した。この cDNA をサンプルとし、THUNDERBIRD 

SYBR qPCR Mix（東洋紡、大阪、#QPS-201）を用いて StepOnePlus system

（Thermo Fisher Scientific、ウォルサム、マサチューセッツ州）にて RT-qPCR を

行った。内在性コントロールにはα-Tubulin at 84B を用いた。 

 

2.7 UAS-RpS20[c.3_4insA]系統の作製 

w1118ショウジョウバエ成虫から TRIzol Reagent（Invitrogen、#15596026）を用

いて RNA を抽出した後、RT-PCR により cDNA を合成した。その後、下記のプ
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ライマーを用いて RpS20 の開始コドン直後にアデニンが挿入された DNA フラ

グメントを増幅した。増幅した DNA フラグメント（EcoRI/BglII 認識配列付

加）を pUASTattB ベクターにクローニング後、BestGene Inc.（チノヒルズ、カ

リフォルニア州）に委託して第三染色体左腕 68E1 に目的の UAS 配列が挿入さ

れた系統を作製した。 

Forward: AAGAATTCCACCATGAGCTGCTGCACCCAA 

 Reverse: TGAGATCTTTAGTTGGCGATGGTGACCTCA 

 

2.8 ポリソームプロファイリング 

20％ショ糖添加 PBS 溶液で洗浄したショウジョウバエ 3 齢幼虫 30 匹を 500

μL のポリソーム抽出バッファー（20mM Tris-HCl、pH 7. 4、140 mM KCl、5 

mM MgCl2、1% Triton X-100、1mM DTT、100 µg/mL シクロヘキシミド、800 

U/ml RNaseOUT（Invitrogen、#100000840）、2 × Protease Inhibitor Cocktail（ナカ

ライテスク、#25955-11））中ですり潰した後、16,000 rpm、4℃で 15 分間遠心

し、シリンジを用いて脂肪を吸わないように注意深く上清を別のチューブに移

した。その後、抽出液を GradientStation（Biocomp、フレデリクトン、ニューブ

ランズウィック州）で作製した 10-50% w/w ショ糖密度勾配溶液（20 mM Tris-

HCl、pH 7.4、140 mM KCl、5 mM MgCl2、100 µg/mL シクロヘキシミド）に慎

重に載せ、SW41Ti ローターを用いて 37,000 rpm、2.5 時間、4℃で超遠心した

（Optima XE-100 Ultracentrifuge、Beckman、ブレア、カリフォルニア州）。遠心

後のサンプルは 254nm の吸光度をリアルタイムでモニターしながら、

GradientStation とマイクロコレクターAC-5700（ATTO、東京）を用いて分画し

ながら回収した。回収後のサンプルは、14% SDS-PAGE ゲルで分離し、PVDF

メンブレンに転写した。ウェスタンブロット解析の残りの手順は上に記したも

のと同一である。メンブレンは一次抗体（mouse anti-GFP、Clontech、

#632381、1:1000 または rat anti-HA、Roche、バーゼル、#ROAHAHA、1:1000）

および HRP 結合二次抗体（anti-mouse、CST、#7076、1:1000 または anti-rat、
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CST、 #7077、1:1000）と反応させ、Amersham ImageQuant 800（Cytiva、東

京）を用いて検出した。 

 

2.9 統計解析 

統計解析はすべて EZR（自治医科大学）を用いて行った（Kanda, 2013）。 

 

2.10 RT-qPCR 解析に用いたプライマー 

RT-qPCR 解析には以下のプライマーを用いた。 

内因性 EGFP-RpS20 

Forward: ATTACCTCCATCAACATCGAGCCCG 

Reverse: AGCACGCCAAACTTTTCGAGGTG 

α-Tubulin at 84B 

Forward: TGTCGCGTGTGAAACTTC 

Reverse: AGCAGGCGTTTCCAATCTG（Ponton et al., 2011） 

全量 RpS20 

Forward: TGTGGTGAGGGTTCCAAGAC 

Reverse: GACGATCTCAGAGGGCGAGT 

 

2.11 各実験で使用したショウジョウバエの詳しい遺伝子型 

図３ 

（A）+/+; EGFP-RpS20/+ 

（B）nub-Gal4/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/+ 

（C）nub-Gal4/+; EGFP-RpS20/UAS-RpS3 

図 5 

（A）EGFP-RpL5/+; +/+ 

（B）nub-Gal4/EGFP-RpL5; UAS-RpL5-HA/+ 

（C）nub-Gal4/EGFP-RpL5; UAS-RpS3/+ 

（D）nub-Gal4/EGFP-RpL5; UAS-RpS20-HA/+ 
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図 7 

（A）nub-Gal4/+; EGFP-Hsp83/UAS-LacZ 

（B）nub-Gal4/+; EGFP-Hsp83/UAS-Hsp83 

図 8 

（A、左）+/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/TM6B 

（A、右）+/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/Tub-Gal4 

（B、左）+/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/TM6B 

（B、右）+/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/Tub-Gal4 

（C、左）+/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/TM6B 

（C、右）+/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/Tub-Gal4 

図 9 

（B）+/+; EGFP-RpS20/+ 

（C）nub-Gal4/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20[c.3_4insA]/+ 

図 10 

（B、左）+/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/TM6B 

（B、右）+/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/Tub-Gal4 

図 11 

（A）nub-Gal4/+; RpS20-EGFP/+ 

（B）nub-Gal4/+; RpS20-EGFP/ UAS-Rpn1-RNAi 

図 12 

（A）UAS-p35/+; nub-Gal4/+; EGFP-RpS20/+ 

（B）UAS-p35/+; nub-Gal4/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/+ 

（C）UAS-p35/+; nub-Gal4/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/UAS-Rpt2-RNAi 

（D）UAS-p35/+; nub-Gal4/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/UAS-Rpn1-RNAi 

（E）UAS-p35/+; nub-Gal4/EGFP-RpL5; +/+ 

（F）UAS-p35/+; nub-Gal4/EGFP-RpL5; UAS-RpL5-HA/+ 

（G）UAS-p35/+; nub-Gal4/EGFP-RpL5; UAS-RpL5-HA/UAS-Rpt2-RNAi 

（H）UAS-p35/+; nub-Gal4/EGFP-RpL5; UAS-RpL5-HA/UAS-Rpn1-RNAi 
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（I、1 列目）UAS-p35/+; nub-Gal4/EGFP-RpL5; +/+ 

（I、2 列目）UAS-p35/+; nub-Gal4/EGFP-RpL5; UAS-RpL5-HA/+ 

（I、3 列目）UAS-p35/+; nub-Gal4/EGFP-RpL5; UAS-RpL5-HA/UAS-Rpt2-RNAi 

（I、4 列目）UAS-p35/+; nub-Gal4/EGFP-RpL5; UAS-RpL5-HA/UAS-Rpn1-RNAi 

（J、1 列目）UAS-p35/+; nub-Gal4/+; EGFP-RpS20/+ 

（J、2 列目）UAS-p35/+; nub-Gal4/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/+ 

（J、3 列目）UAS-p35/+; nub-Gal4/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/UAS-Rpt2-

RNAi 

（J、4 列目）UAS-p35/+; nub-Gal4/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/UAS-Rpn1-

RNAi 

図 13 

（B、左）+/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/TM6B 

（B、右）+/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/Tub-Gal4 

図 14 

（A）+/+; EGFP-RpS20, UAS-LacZ/Tub-Gal4 

（B）+/+; EGFP-RpS20, UAS-RpS20-HA/Tub-Gal4  
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第３章 結果 
 

リボソームタンパク質の異所的な強制発現はその内在性タンパク質
レベルを低下させる 
 ショウジョウバエは、生体内での遺伝子の発現を容易に可視化したり操作し

たりできる優れたモデル生物である。当研究室の中村麻衣博士は、ショウジョ

ウバエの幼虫翅原基における遺伝子発現を観察する過程で、容易に内因性 Rp

を観察できる系統として KYOTO Drosophila Stock Center の piggyTrap 系統を見

出した。この piggtyTrap 系統では、スプライシングアクセプターとスプライシ

ングドナーに挟まれた EGFP cDNA を含む piggyTrap トランスポゾンが遺伝子

内に挿入されているため、生体内で遺伝子の内因性の発現を EGFP 融合タンパ

ク質として検出することが可能である。トランスジェニックショウジョウバエ

PBac{EGFP-IV}RpS20KM0175はこのトランスポゾンを内在性 RpS20 遺伝子の第１

イントロンに含んでおり、内在性の RpS20 プロモーターから EGFP 融合 RpS20

タンパク質（EGFP-RpS20）が発現する（図 2）。 
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図２ EGFP-RpS20 ノックイン遺伝子の模式図 

PBac{EGFP-IV}RpS20KM0175は piggyTrap トランスポゾンを内在性 RpS20 遺伝子

の第１イントロンに含み、EGFP-RpS20 が内在性の RpS20 プロモーターから発

現する。灰色のボックスは RpS20 UTR、黄色のボックスは RpS20 CDS を示す。 

 

 

まずこの系統を用いて、異所的に強制発現させた RpS20 が EGFP-RpS20 に及

ぼす影響を調べた。具体的には、翅原基の pouch 領域に特異的なドライバーで

ある nubbin-Gal4（nub-Gal4）を用い、HA タグ融合 RpS20 タンパク質（RpS20-

HA）を Gal4/UAS システム（図 1）により強制発現させた。その結果驚くべき

ことに、通常は翅原基全体で検出される EGFP-RpS20 が pouch 領域でほとんど

検出されなくなった（図 3A、B）（ここまでが中村博士によって得られた実験

結果）。ここで重要なことに、異なるリボソームタンパク質である RpS3 の強制

発現は EGFP-RpS20 のレベルに影響を与えなかった（図 3C）。この結果から、

RpS20 の細胞内レベルはネガティブフィードバックのようなメカニズムで制御

されていることが示唆された。 
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EGFP RpS20

RpS20EGFP

translation
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図 3 RpS20 の異所的な強制発現によって内在性 RpS20 は大きく減少する 

（A-C）内因性に発現した EGFP-RpS20 を持つ翅原基。RpS20-HA（B）、RpS3

（C）を nub-Gal4 を用いて pouch 領域特異的に強制発現させた。nub プロモー

ターが活性化される領域を破線で示す。核は DAPI で染色し、スケールバーは

100μm を示す。 
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Control RpS20-HA

C
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さらに、別のリボソームタンパク質である RpL5 についても、RpL5 の異所的

な強制発現に対する内因性 EGFP-RpL5 の細胞内レベルの反応を観察した。ト

ランスジェニックショウジョウバエ PBac{EGFP-IV}RpL5KM0163も EGFP-RpS20

と同様に piggyTrap トランスポゾンを内在性 RpL5 遺伝子の第１イントロンに含

んでおり、内在性の RpL5 プロモーターから EGFP 融合 RpL5 タンパク質

（EGFP-RpL5）が発現する（図 4）。 

 

 

図 4  EGFP-RpL5 ノックイン遺伝子の模式図 

PBac{EGFP-IV}RpL5KM0163は piggyTrap トランスポゾンを内在性 RpL5 遺伝子の

第１イントロンに含み、EGFP-RpL5 が内在性の RpL5 プロモーターから発現す

る。灰色のボックスは RpL5 UTR、黄色のボックスは RpL5 CDS を示す。 
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興味深いことに、内因性に発現する EGFP-RpL5 の細胞内レベルも RpL5-HA

の異所的な強制発現により大きく低下した一方で、RpS3 の強制発現の影響を

受けなかったことから（図 5A-C）、RpL5 も RpS20 同様にその細胞内レベルが

ネガティブフィードバックのようなメカニズムで制御されていることが示唆さ

れた。また、RpS20-HA の強制発現が EGFP-RpL5 のレベルに影響を与えなかっ

たことから、RpS20 の強制発現が自身を含むあらゆる Rp の細胞内レベルを低

下させる可能性も否定された（図 5D）。 

 

 

図 5 RpL5 の異所的な強制発現によって内在性 RpL5 は大きく減少する 

（A-C）内因性に発現した EGFP-RpL5 を持つ翅原基。RpL5-HA（B）、RpS3

（C）、RpS20-HA（D）を nub-Gal4 を用いて pouch 領域特異的に強制発現させ

た。nub プロモーターが活性化される領域を破線で示す。核は DAPI で染色

し、スケールバーは 100μm を示す。 

  

A B

EGFP-RpL5
Control RpL5-HA

C
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ここで、Rp 遺伝子以外でも、遺伝子の異所的な強制発現によってその内在性

タンパク質レベルが減少するか検証した。そのために、ハウスキーピング遺伝

子である Heat shock protein 83（Hsp83）の内因性の発現を EGFP 融合タンパク

質で検出し、異所的な発現に対する影響を調べた。トランスジェニックショウ

ジョウバエ PBac{EGFP-IV}Hsp83KM0022は piggyTrap トランスポゾンを内在性

Hsp83 遺伝子の第１イントロンに含んでおり、内在性の Hsp83 プロモーターか

ら EGFP 融合 Hsp83 タンパク質（EGFP-Hsp83）が発現する（図 6） 

 

図 6  EGFP-Hsp83 ノックイン遺伝子の模式図 

PBac{EGFP-IV}Hsp83KM0022は piggyTrap トランスポゾンを内在性 Hsp83 遺伝子

の第１イントロンに含み、EGFP-Hsp83 が内在性の Hsp83 プロモーターから発

現する。灰色のボックスは Hsp83 UTR、黄色のボックスは Hsp83 CDS を示す。 
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通常、EGFP-Hsp83 は翅原基全体で検出されたが、Hsp83 を pouch 領域で強

制発現させても内因性 EGFP-Hsp83 の細胞内レベルは減少しなかった（図 7）。

このデータにより、Gal4/UAS システムによる遺伝子の強制発現があらゆる遺

伝子のタンパク質レベルを減少させることが否定され、Rp レベルの恒常性がシ

ョウジョウバエの細胞内で特異的に制御されていることが示唆された。 

 

図 7  Hsp83 の異所的な強制発現は内在性 Hsp83 に影響を与えない 

（A、B）内因性に発現した EGFP-Hsp83 を持つ翅原基。（B）では Hsp83 を

nub-Gal4 を用いて pouch 領域特異的に強制発現させた。nub プロモーターが活

性化される領域を破線で示す。核は DAPI で染色し、スケールバーは 100μm

を示す。 
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リボソームタンパク質レベルの恒常性制御は組織を問わずに起こる 
次に、Rp の異所的な強制発現で起こる内在性 Rp レベルの負の制御が、翅原

基以外の組織でも観察される一般的な現象であるかどうかを調べた。注目すべ

きことに、Tubulin-Gal4（Tub-Gal4）ドライバーを用いて幼虫の全身で RpS20-

HA を強制発現させると、内因性の EGFP-RpS20 が全身で減少した（図 8A）。

EGFP-RpS20 タンパク質の減少は、幼虫をすり潰して作製したライセートのウ

ェスタンブロット解析によっても確認された（図 8B。図 8C で定量）。これら

のデータは、Rp の異所的な強制発現で起こる内在性 Rp レベルの負の制御が、

様々な組織で観察される一般的な現象であることを示唆している。 
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図 8 Rp レベルの恒常性制御は組織を問わずに起こる 

（A）内因性に発現した EGFP-RpS20 を持つ 3 齢幼虫を明視野観察（上図）ま

たは蛍光下観察（下図）した。右側の幼虫で Tub-Gal4 を用いて RpS20-HA を全

身に強制発現させた。各幼虫の遺伝型を判別するために、コントロールには Tb

表現型が現れるバランサーTM6B を持たせた。 

（B、C）3 齢幼虫から精製したライセートを GFP 抗体およびα-Tub 抗体を用

いてウェスタンブロット解析にかけた。コントロールと比較した GFP バンドの

相対強度を棒グラフで示す。黒い点は個々の測定値を、灰色の棒グラフは平均

値を示す。n = 3; ***p < 0.001; Welch’s t test。 
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リボソームタンパク質レベルの恒常性制御は強制発現した mRNA
の塩基配列依存的には起こらない 
導入遺伝子が相同な配列を持つ内在性遺伝子の発現を抑制する現象としてコ

サプレッション（co-suppression）が知られている。これはペチュニアで最初に

報告された現象で、特定の遺伝子において、過剰発現した mRNA を介してその

内在性遺伝子の発現が抑制される(Napoli et al., 1990; Montgomery and Fire, 

1998)。そこで、ショウジョウバエの Rp 遺伝子も、強制発現した mRNA を介し

て塩基配列依存的に発現が抑制されているのか検証した。そのために、野生型

RpS20 の CDS に塩基を 1 つ挿入した RpS20[c.3_4insA] mRNA（変異型 RpS20 

mRNA）を Gal4/UAS システムで強制発現できる系統を作製した。変異型

RpS20 mRNA は、開始コドン AUG の直後にアデニンが挿入されているためフ

レームシフトが起こり、野生型 RpS20 mRNA とほぼ同じ塩基配列を持つ mRNA

が転写されても、機能的なタンパク質は産生されない（図 9A）。この変異型

RpS20 mRNA を nub-Gal4 で強制発現させても EGFP-RpS20 は減少しなかった

（図 9B、C）。この結果は、Rp レベルの恒常性の制御が co-suppression のよう

に強制発現した mRNA そのものを介して起きているのではなく、強制発現した

mRNA から Rp が合成されることで引き起こされていることを示唆している。 
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図 9 Rp レベルの恒常性制御は強制発現した mRNA の 

塩基配列依存的には起こらない 

（A）変異型 RpS20 mRNA は、野生型 CDS とほぼ同じ配列であるにもかかわら

ず、わずか 8 アミノ酸残基からなるタンパク質にしか翻訳されない。 

（B、C）内因性に発現した EGFP-RpS20 を持つ翅原基。変異型 RpS20 mRNA

（C）を nub-Gal4 を用いて pouch 領域特異的に強制発現させた。nub プロモー

ターが活性化される領域を破線で示す。核は DAPI で染色し、スケールバーは

100μm を示す。 
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リボソームタンパク質レベルの恒常性制御は mRNA の減少を伴わ
ない 
遺伝子発現の負の調節は mRNA の減少（例：転写の抑制、mRNA の分解）

またはタンパク質の減少（例：翻訳の抑制、タンパク質の分解）によって達成

される。そこでまず、Rp の異所的な強制発現によって内在性 Rp の mRNA が

減少するかを調べた。具体的には、強制発現した RpS20-HA mRNA が RpS20 の

UTR を持たないことを利用し、RpS20 の 3' UTR に相補的なプライマーを含む

プライマーセットを設計した（図 10A）。そして、EGFP-RpS20 mRNA を特異的

に増幅するが RpS20-HA mRNA は増幅しないこのプライマーセットを用いて

RT-qPCR を行い、内因性の EGFP-RpS20 mRNA レベルを定量した。その結果、

Tub-Gal4 を使って RpS20-HA を強制発現させても EGFP-RpS20 mRNA のレベル

は減少しなかったことから（図 10B）、Rp レベルの制御は mRNA の減少ではな

くタンパク質の減少によってなされていることが示唆された。 
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図 10 Rp レベルの恒常性制御はタンパク質レベルで起こる 

（A）内因性に発現する EGFP-RpS20 mRNA のみを検出するための PCR 戦略。

矢印は使用したプライマーを示す。 

Forward（黒）：ATTACCTCCATCAACATCGAGCCCG 

Reverse（赤）：AGCACGCCAAACTTTTCGAGGTG 

（B）3 齢幼虫から抽出した全 mRNA を RT-qPCR にかけた。コントロールと比

較した RpS20 の相対 mRNA レベルを棒グラフで示す。黒い点は個々の測定値

を、灰色の棒グラフは平均値を示す。n = 3; Welch’s t test。 
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リボソームタンパク質の異所的な強制発現はプロテアソーム分解に
よって内在性リボソームタンパク質レベルを減少させる 
転写後調節によるタンパク質の減少は、主に翻訳の抑制もしくはタンパク質

の分解促進で達成される。そこで、Rp を異所的に強制発現させた時に観察され

る内因性 Rp の減少が、プロテアソームによる分解で引き起こされるか検証し

た。そのためにまず、プロテアソーム構成因子のノックダウンでプロテアソー

ム活性が阻害されるか検討した。ポリユビキチン鎖が付加されたタンパク質は

プロテアソームによって分解されるため、プロテアソームの活性阻害はポリユ

ビキチン化タンパク質の細胞内での蓄積で判断できる。pouch 領域でプロテア

ソーム構成因子 Regulatory particle non-ATPase 1（Rpn1）をノックダウンすると

ユビキチン化タンパク質が蓄積したことから（図 11）、プロテアソーム構成因

子のノックダウンによってプロテアソーム活性を阻害できることが確認され

た。重要なことに、プロテアソーム構成因子である Regulatory particle triple-A 

ATPase 2（Rpt2）または Rpn1 をノックダウンしてプロテアソーム活性を阻害す

ると、RpS20-HA を強制発現させた場合の EGFP-RpS20 レベル（図 12A-D。図

12I で定量）と、RpL5-HA 強制発現させた場合の EGFP-RpL5 レベル（図 12E-

H。図 12J で定量）の減少はともに抑制された。これらの結果は、Rp の異所的

な強制発現がプロテアソームによる分解で内在性 Rp レベルの減少を引き起こ

すことを示唆している。 

 

 

  



28 

 

 

図 11 プロテアソーム構成因子のノックダウンは 

プロテアソーム活性を阻害する 

(A、B）内因性に発現した EGFP-RpS20 を持つ翅原基をユビキチン抗体で染色

した。（B）では nub-Gal4 を用いて pouch 領域特異的に Rpn1 をノックダウンし

た。nub プロモーターが活性化される領域を破線で示す。核は DAPI で染色

し、スケールバーは 100μm を示す。 
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 図 12  Rp の異所的な強制発現はプロテアソームによる分解で 

内在性 Rp レベルを減少させる 

（A-D）内因性に発現した EGFP-RpS20 を持つ翅原基。nub-Gal4 を用いて

pouch 領域で RpS20-HA を強制発現し（B）、さらに Rpt2（C）または Rpn1

（D）を同時にノックダウンした。nub プロモーターが活性化される領域を破

線で示す。核は DAPI で染色し、スケールバーは 100μm を示す。 

（E-H）内因性に発現した EGFP-RpL5 を持つ翅原基。nub-Gal4 を用いて pouch

領域で RpL5-HA を強制発現し（F）、さらに Rpt2（G）または Rpn1（H）を同

時にノックダウンした。nub プロモーターが活性化される領域を破線で示す。

核は DAPI で染色し、スケールバーは 100μm を示す。 

（I, J）EGFP-RpS20（A-D。I で定量）と EGFP-RpL5（E-H。J で定量）を持つ

翅原基における、pouch 領域の EGFP 強度と他の領域の EGFP 強度の比率の定

量を棒グラフで示す。黒い点は個々の測定値を示し、灰色の棒グラフは平均値

を示す。***p < 0.001; Steel-Dwass test。 
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リボソームに組み込まれなかった遊離リボソームタンパク質はプロ
テアソームによって分解される 
細胞内の RpS20 タンパク質として EGFP-RpS20 しか存在しない場合、すべて

のリボソーム中には EGFP-RpS20 が取り込まれるが、RpS20-HA が Gal4/UAS

システムによって強制発現された場合、EGFP-RpS20 と RpS20-HAのリボソー

ムに取り込まれる効率が同等と仮定すると、リボソームには EGFP-RpS20 と

RpS20-HA がその濃度比に従って取り込まれると予測される。そして細胞内に

は遊離状態になったタンパク質が生じるが、これがプロテアソームで分解され

るという仮説を立て、最後にこの検証を行った。これまでのデータにおいて、

RpS20-HA の強制発現によって EGFP-RpS20 は大きく減少していることから、

まず、本当に Gal4/UAS システムによって、内因性の RpS20 より多量のタンパ

ク質が発現するのか確認した。Rp の異所的な強制発現によって内因性 Rp タン

パク質がプロテアソームによって分解されてしまうことから、タンパク質レベ

ルでの比較が不可能であるため、RT-qPCR を行って mRNA レベルで比較し

た。具体的には、EGFP-RpS20 mRNA と RpS20-HA mRNA を合計した全 RpS20 

mRNA が、Tub-Gal4 で RpS20 を強制発現させた際にどの程度増加するのかを

確認した。全 RpS20 mRNA を検出するために、本実験では RpS20 のコーディ

ング領域（CDS）内の領域を増幅するプライマーセットを用いた（図 13A）。そ

の結果、Tub-Gal4 で RpS20 を強制発現させた系統では全 RpS20 mRNA 量が約

5.5 倍になったことから、Tub-Gal4 によって EGFP-RpS20 mRNA の約 4.5 倍の

RpS20-HA mRNA が発現することが判明した（図 13B）。1:4.5 の割合で存在する

EGFP-RpS20 mRNA と RpS20-HA mRNA が同じ効率で翻訳されると仮定した場

合、細胞内で EGFP-RpS20 と RpS20-HA は 1:4.5 の割合で合成される。その場

合、リボソームに組み込まれて分解を受けない EGFP-RpS20 は全 RpS20 の

1/(1+4.5) ≈18%と予測できるが、これはウェスタンブロット解析のデータと大き

く矛盾しない（図 8C）。 
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図 13 Tub-Gal4 によって内在性 Rp より多量の Rp が発現する 

（A）内因性に発現する EGFP-RpS20 mRNA と異所的に発現する RpS20-HA 

mRNA の両方を検出するための PCR 戦略。矢印は使用したプライマーを示

す。 

Forward（黒）：TGTGGTGAGGGTTCCAAGAC 

Reverse（赤）：GACGATCTCAGAGGGCGAGT 

（B）3 齢幼虫から抽出した全 mRNA を RT-qPCR にかけた。コントロールと比

較した RpS20 の相対 mRNA レベルを棒グラフで示す。黒い点は個々の測定値

を、灰色の棒グラフは平均値を示す。n = 3; ***p < 0.001; Welch’s t test。 
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最後に、ポリソームプロファイリングとウェスタンブロット解析を行い、外

因性 RpS20-HA を強制発現させた状態での EGFP-RpS20 と RpS20-HA の状態を

調べた。リボソーム小サブユニットの構成因子である EGFP-RpS20 タンパク質

は、通常は大部分が 80S リボソーム（図 14A、画分 6）に存在し、40S 小サブ

ユニット（図 14A、画分 3）にはごく一部が存在し、遊離 EGFP-RpS20（図

14A、画分 1）はほとんど存在しなかった（図 14A）。このとき RpS20-HA を強

制発現させると、40S 小サブユニット（図 14B、画分 3）および 80S リボソー

ム（図 14B、画分 6）の EGFP-RpS20 の量が著しく減少し、RpS20-HA がコン

トロールにおける EGFP-RpS20 と似た分布で 40S 小サブユニットおよび 80S リ

ボソーム中に取り込まれた（図 14B）。興味深いことに、RpS20-HA を強制発現

させた状態では、細胞内に遊離 RpS20-HA が検出された（図 14B、画分 1）。こ

のことは、ユビキチン・プロテアソーム系が過剰に合成された RpS20-HA によ

って過負荷になり、遊離 RpS20-HA を分解しきれていないことを示唆してい

る。 
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図 14 リボソーム中の内在性 Rp は異所的に発現した Rp で置換される 

(A および B）3 齢幼虫からの抽出物のポリソームプロファイルとウェスタンブ

ロット解析。グラフは 254nm の吸光度を示し、40S 小サブユニット、60S 大サ

ブユニット、80S モノソーム、ポリソームの分布を矢印で示す。分画した抽出

物を GFP 抗体と HA 抗体を用いたウェスタンブロット解析にかけた。 
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第４章 まとめと考察 
 
本研究では、まずショウジョウバエ生体内における内因性 Rp を EGFP 融合

タンパク質として検出できる系統を用い、Rp を異所的に強制発現させた場合の

内因性 Rp レベルの反応を可視化する実験系を確立した。この系では、不死化

培養細胞では不可能な、多細胞生物の正常細胞における細胞内 Rp レベルの恒

常性制御を in vivo で調べることが可能である。この系を用いた遺伝学的解析に

より、異所的に強制発現させた RpS20 が内在性の RpS20 を、異所的に強制発

現させた RpL5 が内在性の RpL5 のタンパク質レベルをそれぞれ減少させるこ

とが明らかになった（図 3、5）。そしてそのメカニズムは、細胞内でとある Rp

が他の Rp より過剰に合成されると、リボソームに組み込まれない遊離 Rp が生

まれ、それらがプロテアソームによって分解されるというものである（図

15）。重要なことに、ハウスキーピング遺伝子である Hsp83 では、そのような

負の制御は起こらなかった（図 6）。このことは、細胞内の Rp の量が特異的に

制御されていることを示唆している。 
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図 15 ショウジョウバエにおけるプロテアソーム分解による細胞内 

Rp レベルの恒常性制御モデル 

他の Rp と等モル量の RpS20 タンパク質がリボソームの生合成に使用され、リ

ボソームに組み込まれなかった遊離 RpS20 はプロテアソーム分解によって速や

かに分解される。 
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過剰に合成された Rp が細胞内で速やかに分解される現象自体は半世紀ほど

前に酵母で報告されていた（Gorenstein and Warner, 1977）が、その根本的なメ

カニズムは最近まで不明であった。真核細胞には、ミスフォールディングした

タンパク質を分解してタンパク質毒性ストレスを防ぐためのタンパク質品質管

理（PQC）システムが存在するが（Chen et al., 2011）、最近の研究で、リボソー

ムや核膜孔複合体などの複合体に取り込まれなかった構成因子タンパク質（オ

ーファンサブユニット）も PQC システムの対象となることが示された

（Juszkiewicz and Hegde, 2018; Kong et al., 2021）。rRNA が欠乏したり Rp 遺伝子

の複製が挿入されたりなど、何らかの理由で細胞内に過剰な Rp が存在する

と、HECT E3 酵素 Tom1（酵母）や HUWE1（哺乳類）がそれらを核内でユビ

キチン化してプロテアソーム分解に導く ERISQ（excess ribosomal protein quality 

control）と呼ばれる現象が起こる（Sung et al., 2016a; Sung et al., 2016b）。また別

の研究グループにより、オーファンサブユニットの細胞質での分解に関与する

E2/E3 ハイブリッド酵素 UBE2O が、Rp を標的とすることも in vitro アッセイで

示された（Yanagitani et al., 2021）。新規に合成された Rp はまず核内輸送を担う

インポーチンに結合して核内に輸送されるが、UBE2O は核内に輸送されなか

った Rp が暴露する並列した塩基性と疎水性のパッチを直接認識し、細胞質で

ユビキチン化する。余剰な Rp を分解するメカニズムが核内と細胞質の複数の

場に備わっていることは、全ての Rp を等モル量に維持することが細胞にとっ

て極めて重要であることを示唆している。 

では、細胞内に過剰に存在する Rp を分解することの生理的意義は何だろう

か。一般的に、巨大タンパク質複合体の構成因子は他のタンパク質との相互作

用部位として疎水性パッチを有するが、複合体に組み込まれることでその領域

を外界に晒すことはない。しかし遊離 Rp は細胞内で疎水性パッチを外界に晒

しているため、それらが多量に存在すると凝集して細胞毒性ストレスを引き起

こすことが考えられる。実際に、プロテアソーム阻害剤で処理した酵母では新

たに合成された Rp が不溶性の凝集体を形成するという報告がある（Sung et al., 

2016a）。さらに、ショウジョウバエの RpS3 のヘテロ接合変異体では、プロテ
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アソーム阻害剤であるボルテゾミブの投与によって細胞死が増加する

(Baumgartner et al., 2021)。RpS3 遺伝子の機能欠失変異をヘテロ接合に持つ細胞

では、その他のスモールサブユニットタンパク質が機能的な RpS3 タンパク質

と比較して過剰に合成され、遊離状態で存在する。それらは通常はプロテアソ

ームによって分解されるが、プロテアソーム活性を阻害すると細胞内で凝集し

て強いタンパク質毒性ストレスがかかるようになり、細胞死が起こると考えら

れる。したがって、PQC システムによる過剰な Rp の分解はタンパク質毒性ス

トレスを予防している可能性が高い。また、Rp が持つ Extra-ribosomal Function

の誤作動を防ぐ意義もあるかもしれない。Extra-ribosomal Function には、自身

の合成量を調節する機能の他にも、細胞内シグナルなどに直接関与するものも

ある（Warner and McIntosh, 2009）。例えば RpS3 は DNA エンドヌクレアーゼと

しての機能や NFκB への結合能を持っており（Wilson et al., 1994; Wan et al., 

2007）、また、哺乳類では核小体ストレスのエフェクター分子として複数の Rp

が p53-MDM2 経路の制御に関与することが知られている（Deisenroth et al., 

2016）。余剰な Rp の分解によって、それらが適切な場面以外で機能してしまう

ことを防いでいるかもしれない。 

動物の組織や個体レベルにおける過剰な Rp を分解する意義や、そのシステ

ムが破綻した際に起こる現象にはまだ不明な部分が多い。興味深いことにショ

ウジョウバエでは、Rp 遺伝子の機能欠失変異をヘテロ接合に持つ Minute 細胞

が隣接する野生型細胞に積極的に排除される細胞競合がよく研究されてきた

が、その生理的役割はまだほとんど解明されていない。本研究のデータから、

Rp レベルの恒常性制御が破綻した細胞や Rp レベルの不均衡を解消しようとし

て PQC システムが過負荷になっている細胞が、細胞競合によって排除されて

いるという仮説が立てられた。今後、Rp レベルの恒常性制御のメカニズムやそ

の役割についてさらに研究が進むことで、細胞競合がどのように組織や動物の

恒常性に寄与しているのかについての理解が大きく進展することが期待され

る。 
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