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略語表 

Bsk: Basket 

Diap1: Death-associated inhibitor of apoptosis 1 

Expanded: ex 

JNK:c-Jun terminal kinase 

Scrib: scribble 

Yki: Yorkie 
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第 1 章 序論 

がん治療標的の探索 

がんは上皮組織において生じた遺伝子変異などを持つ異常細胞によって引き起こされ

る。古典的には、外科手術や抗がん剤による化学療法で治療されてきた。抗がん剤は

DNA 複製などを阻害するため、増殖細胞のみを標的とするが、少なからず副作用を引

き起こすことが重篤な問題となっている[1]。そこで、がんの生存、増殖に寄与する分子

を標的として阻害することで、がんを特異的に排除するアプローチである分子標的療法

が考案された[2]。例えば、HER2 や EGFR などのがんでの高発現や活性化がみられる分

子に対する抗体による阻害がそれに該当する[3]。そのような標的分子の探索の目的で、

in vitro 系での薬剤スクリーニング、遺伝子編集によるスクリーニング系は確立されて

いるものの[4], [5]、in vivo モデルでのそのような標的の探索は技術的に困難である。さ

らに、がん細胞におけるドライバー遺伝子変異によって活性化される細胞内シグナルや

分子が異なるため[6]、ドライバー遺伝子変異に対応した最適な標的分子の探索は必須

な課題である。 

 

がんにおける YES-associated protein 1(YAP) 

YAP (YES-associated protein 1)は転写共役因子であり、YAP の発現上昇、活性化は様々な

種類のがんで観察される[7]、YAP およびその上流因子はがんに対する治療標的として

みなされている[8]–[10]。ショウジョウバエには、YAP ホモログである Yorkie (Yki)が存

在し、その制御経路である Hippo 経路も高度に保存されている [11]。YAP を標的とし

た創薬が試みられており、例えば、YAP と TEAD との相互作用を阻害する verteporfin や

IAG933 がある[12]。ただ、このような分子は YAP 非依存的に細胞毒性を発揮すること

が報告されている[13], [14]。そのうえ、YAP はがん細胞において TEAD 以外にも、変異

型 p53 や β-catenin と相互作用することで、特定の標的遺伝子の転写を誘導し増殖や細

胞死耐性を獲得することが報告されている[15], [16]。そのため、YAP の活性化自体を阻

害する標的が代替的なアプローチの一つであると考えられる。 

 

がんにおける CRK ファミリータンパク 

ヒト CRK (CT10 regulatory kinase) および CRKL (CRK-like)は SH2, SH3 ドメインから構

成されるアダプタータンパク質であり、細胞移動、接着、増殖に関わることが知られて

いる[17], [18]。これらのタンパクの発現は様々ながん細胞で上昇することが見出されて

おり[19], [20]、MAPK 経路などを介して増殖に寄与することが示唆されている。CRK, 

CRKL は治療の標的の一つとして期待されているが[19]、ヒトにおける冗長性が機能解

析の妨げとなっている。ショウジョウバエにおいては、CRK および CRKL のホモログ

は一つ存在する[21]。そこで、ショウジョウバエ腫瘍モデルを用いて、CRK ファミリー
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タンパク質の機能を解析することでヒトのがんにおける機能の解明に寄与すると考え

られた。 

 

ショウジョウバエモデルの利点 

ショウジョウバエモデルは in vivo での腫瘍の解析を行う優れた系の一つである[22]。シ

ョウジョウバエのゲノムは高度に保存されており、がんを始めとするヒト疾患に関連す

る遺伝子解析に貢献してきた[23]–[25]。加えて、優れた遺伝学的操作技術によって細胞

レベルでの編集、および、MARCM 法によるクローン誘導が可能である[26]。ショウジ

ョウバエ上皮組織において Ras を活性化させ、細胞極性遺伝子 scribble(scrib), discslarge 

1 (dlg)に変異を持つ細胞は悪性腫瘍を形成する[27], [28]。この腫瘍は浸潤、転移、とい

ったヒトのがんと類似した挙動をしめす[25], [27], [29]。さらに、JAK/ STAT、Yki/YAP、 

JNK シグナルなどがんにおいて増殖に寄与することが知られているシグナル経路依存

的に増殖、悪性化することが分かっている[29]–[32]。そのため、この腫瘍モデルを用い

た遺伝学的スクリーニングによって、がん細胞の選択的排除を可能とする標的分子の同

定に寄与できると考えられた。 

 

本研究の目的 

本研究では、ショウジョウバエモデルの持つ利点を活かし、腫瘍モデルを用いてがん細

胞の排除を可能にする標的を探索した。RasV12/ scrib-/-腫瘍内に RNAi を誘導し、腫瘍を

抑制する系統を探索した。その結果、ショウジョウバエにおけるヒト CRK、CRKL ホモ

ログである Crk を同定した。Crk のノックダウンは正常細胞には影響を与えないものの、

腫瘍において細胞死を増加させ、腫瘍を抑制した。メカニズムを解析したところ、腫瘍

においては F-actin の集積を抑制し、Yki/ YAP 活性を低下させることを見出した。さら

に、ヒトがん細胞データベース解析によって、Yki/YAP が高発現するがんは CRK ある

いは CRKL の発現阻害によるがん抑制に対する感受性が高いことを見出した。これら

の結果は、正常細胞に影響を与えずに YAP 依存的な腫瘍の選択的な排除を可能にしう

る新たな治療標的を提唱するものである。 
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第 2 章 方法 

ショウジョウバエ系統とクローンの誘導 

ショウジョウバエ系統は標準的なコーンミール、乾燥酵母を含む餌を入れたプラスチ

ックバイアル中 25 度で維持した。20～30 匹のバージン雌を約 10 匹の雄と交配させ

た。その後、新しいバイアルに移し、産卵は 8~12 時間行われた。Ｘ染色体に、トラン

スジーンが乗っている場合を除いて、雄、雌どちらも解析に使用した。 

モザイククローンを誘導する系統： 

w; eyFLP, Act > y + >Gal4, UAS-GFP / CyO; FRT82B, tub-Gal80, / TM6B, Tb (82B MARCM 

tester) 

w; eyFLP, Act > y + >Gal4, UAS-GFP / CyO; diap1-lacZ, FRT82B, tub-Gal80, / TM6B, Tb 

(diap1-lacZ 82B MARCM tester) 

UAS-BskDN; eyFLP, Act > y + >Gal4, UAS-GFP / CyO; diap1-lacZ, FRT82B, tub-Gal80, / 

TM6B, Tb (BskDN 82B MARCM tester) 

UAS-p35; eyFLP, Act > y + >Gal4, UAS-GFP / CyO; diap1-lacZ, FRT82B, tub-Gal80, / TM6B, 

Tb (p35 82B MARCM tester) 

eyFLP, UAS-Dcr2; Act > y + >Gal4, UAS-mCherry; FRT82B, tub-Gal80 / T(2:3)SM5-TM6 (82B 

MARCM mCherry tester) 

tub-Gal80, FRT19A; UAS-RasV12, UAS-Eiger; eyFLP, Act > y + >Gal4, UAS-GFP (Ras V12/Egr 

19 A MARCM tester) 

tub-Gal80, FRT19A; UAS-YkiCA; eyFLP, Act > y + >Gal4, UAS-GFP (YkiCA 19 A MARCM 

tester) 

tub-Gal80, FRT19A; UAS-lexA-RNAi; eyFLP, Act > y + >Gal4, UAS-GFP (lexA-RNAi 19A 

MARCM tester) tub-Gal80, FRT19A; UAS-Crk-RNAi; eyFLP, Act > y + >Gal4, UAS-GFP (Crk-

RNAi 19A MARCM tester) 

その他の系統: UAS-RasV12  (Igaki, Pagliarini and Xu, 2006), scrib1 (a gift from David Bilder), 

dlgm52 (a gift from Scott Goode), UAS-BskDN(Adachi-Yamada et al., 1999), UAS-YkiCA (BDSC 

#28836), UAS-YkiCA (BDSC #28818), UAS-p35 (a gift from Marcos González-Gaitán), UAS-

Eiger (Enomoto et al., 2015), UAS-Crk-RNAi (BDSC #55277), UAS-lexA-RNAi (BDSC 

#67947), UAS-yki-RNAi (NIG #4005R-2), mNG::3XFLAG::Crk (BDSC #83700), diap1-lacZ/ 

Diap1j5C8 (BDSC #12093), eyFLP, UAS-Dcr2 (BDSC #58757), ex697 (ex-lacZ) (BDSC # 

44248), UAS-lacZ (BDSC #8529), UAS-Crk (BDSC # 83704).  
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使用したショウジョウバエの遺伝型は補遺表 1 に示した。 

 

MARCM 法 

MARCM (Mosaic Analysis with a Repressible Cell Marker) 法は、任意の遺伝子変異をホモ

接合にもつ体細胞クローンを誘導し、さらにそのクローン内での任意の遺伝子の強制

発現・ノックダウンを可能にする⼿法である[33]。Gal4/UAS システムは、酵母由来の

転写因子 Gal4 および Gal4 結合配列である UAS (Upstream Activation Sequence)をもちい

たバイナリ発現誘導法であり、組織特異的に任意の遺伝子誘導を行うための遺伝学的

⼿法である。Gal4 のリプレッサーである Gal80 を全⾝で発現させる Tub-Gal80 組み換

え遺伝子と任意の突然変異体のトランスヘテロ接合を作成する。このとき、Tub-Gal80 

および突然変異体を有する染色体の動原体近位に FRT を導入する。さらに、複眼前駆

組織特異的エンハンサー制御下において FLP を発現する eyFLP 組み換え遺伝子を同時

に持つと、G2 期において複眼特異的に FRT 配列間で染色体組換が誘導される。これ

により、突然変異体をホモ接合にもつ娘細胞と TubGal80 をホモ接合に持つ娘細胞の

ペアが生じる。このとき、FLP 依存的に Gal4 を発現する Act5C>y+>Gal4 組み換え遺

伝子を同時に持たせておくことで、Tub-Gal80 を持たない突然 変異体ホモ接合細胞で

のみ UAS 依存的な遺伝子誘導、およびクローンの標識が可能となる（図１)。 

図 1:MARCM 法によるクローン誘導 

複眼原基特異的なプロモーターである eyeless を用いて、Flippase (FLP)を発現させ、Flippase recognition 

target (FRT)の間で組み換えを起こす。Gal80 を持たない遺伝子変異をホモ接合に持つ細胞では Gal4/UAS



9 

 

システムにより GFP の発現が誘導される。一方、Gal80 を持つ細胞では Gal4/UAS システムが阻害され、

GFP は発現しない。その結果、遺伝子変異をホモ接合荷物細胞集団がモザイク状に誘導される。 

 

遺伝学的スクリーニング 

ショウジョウバエ 4 番染色体に位置する遺伝子（タンパク質をコードするとされる 79

遺伝子[34]）の内、57 遺伝子に対する RNAi 系統を用いて腫瘍を抑制する系統（サプ

レッサー系統）を探索した（補遺表 2）。10 匹前後のバージン雌を、5～10 匹の雄と交

配させ、産卵させた後、7 日後にバイアル越しにショウジョウバエ幼虫の頭部に誘導

された実体顕微鏡下で観察し、GFP の腫瘍サイズを指標としてサプレッサー系統を単

離した。 

 

図 2: 遺伝学的スクリーニング 

MARCM 法によって、Ras を活性化させ scribble 遺伝子に変異を持つ腫瘍（RasV12/scrib-/- 腫瘍）を 3 齢幼

虫の複眼原基に誘導した。RNAi を腫瘍に誘導し、腫瘍が抑制される系統を単離した。そして、正常細胞

に誘導した際に影響を与えない系統を単離した。 

 

免疫組織化学染色 

3 齢幼虫を Phosphate-buffered saline (PBS)中で解剖し、4% Paraformaldehyde (PFA)中で

固定した。固定後、PBT(PBS + 0.1% TrironX100)で 20 分間×３回洗浄し、PBTn 

(PBT+5%Donkey Serum)で 30 分ブロッキングを行い、一次抗体を 4 度で一晩反応させ

た。一次抗体反応後は、PBT で 30 分間×3 回洗浄した後に PBTn でブロッキングし、

二次抗体を 2 時間室温で反応させた。その後、PBT で 30 分間×3 回洗浄した。 
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一次抗体：chicken anti-β-galactosidase (Abcam, # ab9361, 1:1000), rabbit anti-cleaved 

Drosophila Dcp1 (Asp216) (Cell Signaling Technology, # 9578, 1:100), mouse anti-Mmp1 

(Developmental Studies Hybridoma Bank, # 3B8, # 3A6 and # 5H7，1:1:1 で混合), 1:100), 

rabbit Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) (Cell Signaling Technology, #9255, 1:200), mouse 

anti-GFP (MEDICAL & BIOLOGICAL LABORATORIES, # D153-A48, 1:200), Alexa 

Fluor™ 546 Phalloidin (Invitrogen, # A22283, 1:200). 

 

二次抗体: Goat anti-Chicken IgY (H + L) Secondary Antibody Antibody, Alexa Fluor 555 

(Thermo Fisher Scientific, # A-21437, 1:250), Goat anti-Rabbit IgG (H + L) Highly Cross- 

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 546 (Thermo Fisher Scientific, # A-11035, 1:250), 

Goat anti-Mouse IgG (H + L) Highly Cross- Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 546 

(Thermo Fisher Scientific, # A-11030, 1:250). 

 

EdU 染色 

5-ethynil-2'-deoxyuridine (EdU)取り込み量の測定による細胞増殖評価には Click-iT Plus 

EdU Alexa Fluor 647 Imaging Kit (Thermo Fisher Scientific, #C10640)を用いた。3 齢幼虫複

眼原基を Fetal Bovine Serum (FBS)を含むシュナイダー培地内 (FBS: 5%)で解剖し

100 μM EdU に 120 min 取り込ませた。その後 4% PFA 中で固定し、PBT で 20 分間×3

回洗浄した。アジド化蛍光色素と触媒として銅を含む EdU reaction cocktail 中で 120 分

間反応させた。反応後、20 分間×3 回洗浄した。 

 

画像の撮影、取得 

各画像は ZEN Blue (Carl Zeiss)によって制御した共焦点顕微鏡 ZEISS LSM 880 (Carl 

Zeiss あるいは Leica Application Suite X version 3.5.5.19976 (Leica Microsystems)で制御し

た共焦点顕微鏡 TCS SP8 on DMi8 inverted microscope (Leica Microsystems)によって撮影

された。 

 

定量 

対応する抗体と DAPI で染色した複眼原基、あるいは、翅原基の X.Y.共焦点画像を取

得し、FIJI ImageJ-win64 (ver. 1.54 f)を用いて定量した。.目的のシグナルによって定量

方法を対応させた。 
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GFP 陽性細胞中の cDCP1 陽性細胞の定量： 

GFP 陽性細胞内の cDCP1 陽性細胞数を Find Maxima 及び、ROI manager を用いて数

え、GFP 陽性細胞クローンの面積 (Set Measurements において Area にチェック)を測定

し、単位面積あたりの cDCP1 陽性細胞数を算出した。 

Phalloidin, pJNK, ex-lacZ, diap1-lacZ, EdU, Mmp1 シグナルの定量： 

GFP 陽性細胞中の各シグナルの平均グレー値を測定した(“Signal intensity (GFP+)”)（Set 

Measurements において Mean gray value にチェック）。そして、GFP 陰性領域の平均グ

レー値を測定した（“Signal intensity (GFP-)”）。“Signal intensity (GFP+)を “Signal 

intensity (GFP-)”で割ることによって相対的なシグナル比を算出した。 

 

Depmap データベース解析 

データは Cancer Dependency Map project (DepMap portal: https://depmap.org/portal). から

ダウンロードして得た。線形回帰解析は DepMap Data Explorer 

(https://depmap.org/portal/interactive/)上で行われた。YAP と共依存する遺伝子群のリス

トは下記のページから得た(補遺表 3)。Top 100 co-dependent genes with YAP were 

downloaded from YAP overview page (https://depmap.org/portal/gene/YAP1?tab=overview). 

Pearson correlation score は co-dependency score として表記されている。 

 

統計解析 

2 群間比較には Wilcoxon rank sum test を用いた。グラフ中のプロットは生データをプ

ロットしたものである。サンプルサイズの決定は行っていない。すべての解析は

RStudio (Ver. 1.0.153)上で R (ver. 3.4.1)を用いて行われた。統計的有意差は以下のように

示した。 *: p < 0.05, **: p < 0.01 ***: p < 0.001, n.s. (有意差無し): p > 0.05. 

 

  

https://depmap.org/portal
https://depmap.org/portal/interactive/
https://depmap.org/portal/gene/YAP1?tab=overview
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第 3 章 結果 

3-1 遺伝学的スクリーニング 

ショウジョウバエ悪性腫瘍モデルを用いて、RNAi スクリーニングを行った。

Flippase(FLP)と FLP recognition target (FRT)による組み換え法[26], [35]を用いて、GFP で

標識した RasV12/ scrib-/-腫瘍をショウジョウバエ幼虫の複眼原基に誘導し、それらの腫瘍

に、これまでスクリーニングされていなかった 4番染色体上の遺伝子、57遺伝子のRNAi

を誘導した（（補遺表 1）。そして、腫瘍を抑制する系統を単離し、正常細胞には影響を与

えない系統を探索した。その結果、腫瘍を特異的に抑制し、正常細胞には影響を与えな

い系統として Crk を同定した（図 3A-D, 図 3E で定量）。ショウジョウバエ Crk はヒト

における CT10 regulatory kinase (CRK) および CRK-Like (CRKL)のホモログである。シ

ョウジョウバエにおける Crk はアクチン骨格系を制御することが報告されている[36]。 
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図 3: Crk のノックダウンは腫瘍を特異的に抑制する 

(A-D) MARCM 法を用いて、RasV12+ scrib-/-+ lexA-i (A)、RasV12+ scrib-/-+ Crk-i (B)、 lexA-i (C) 及び Crk-i (D)

クローンを誘導した複眼原基。Scale bars,100μm. 

(E) 上皮組織に占めるGFP陽性クローンの割合をRasV12+ scrib-/-+ lexA-i (n=20)、RasV12+ scrib-/-+ Crk-i (n=14)、 

lexA-i (n=13) 及び Crk-i (n=14)について定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。

Wilcoxon rank sum test によって検定し、有意差は下記の通り示した。 

***p < 0.001; n.s. (有意差無し) p>0.05 
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また、上記に加えて、RasV12/ scrib-/-腫瘍と同様に腫瘍モデルとして用いられている

RasV12/ dlg-/-腫瘍[27], [28]も Crk のノックダウンによって有意に抑制されることを確認

した（図 4A, B, 4C で定量）。さらに、Crk の発現量を評価したところ RasV12/ scrib-/-腫瘍

において Crk の発現が正常細胞に比べて上昇していることを確認した（図 5A, B）。こ

れらの結果は、RasV12/ scrib-/-腫瘍は腫瘍の選択的な排除を可能にする標的である Crk の

発現を上昇させ、Crk 依存的に過剰増殖することを示唆している。 

図 4:Crk のノックダウンは RasV12/ dlg-/-を腫瘍抑制する 

(A, B) MARCM 法を用いて、RasV12+ dlg-/-+ lexA-i (A), RasV12+ dlg-/-+ Crk-i (B)クローンを誘導した複眼原基。

Scale bars,100μm. 

(C) 上皮組織に占める GFP 陽性クローンの割合を RasV12+ dlg-/-+ lexA-i (n=17), RasV12+ dlg-/-+ Crk-i (n=17)に

ついて定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。Wilcoxon rank sum test によって検定

し、有意差は下記の通り示した。 

***p < 0.001 

 

図 5:RasV12/ scrib-/-腫瘍において Crk の発現が上昇する 

(A, B) MARCM 法を用いて、wt(A), RasV12+ scrib-/ (B)クローンを誘導し、抗 GFP 抗体で染色した Crk::GFP

をヘテロ接合に持つ上皮組織。Scale bars,50μm. 
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3-2 腫瘍における Crk の抑制は細胞死を増加させる 

次に、Crk の抑制がどのようなメカニズムで腫瘍を抑制するのか、そのメカニズムの解

析を行った。RasV12/ scrib-/-腫瘍は、腫瘍における細胞死が増加した場合、排除されるこ

とが報告されている[37]。そこで、細胞死に着目し、活性化型カスパーゼ抗体である

cDCP1 抗体を用いて細胞死を検出したところ、Crk の抑制は、RasV12/ scrib-/-腫瘍におけ

る細胞死を増加させることを見出した（図 6A,B, 図 6E で定量）。重要なことに、正常

細胞において Crk をノックダウンしても、正常細胞では細胞死は増加しなかった（図

6C, D, 図 6E で定量）。また、Crk の抑制による腫瘍の抑制は、カスパーゼ阻害因子であ

る p35 を発現させることで部分的にキャンセルされた（図 6F,G, 図 6H で定量）。 

 

図 6: Crk の抑制による腫瘍の排除は細胞死を介している 

(A-D) MARCM 法を用いて、RasV12+ scrib-/-+ lexA-i (A), RasV12+ scrib-/-+ Crk-i (B), lexA-i (C)および Crk-i (D) 

クローンを誘導し、抗 c-DCP1 抗体で免疫染色した複眼原基。Scale bars,50μm. 

(E) GFP 陽性クローン面積あたりの c-DCP1 陽性細胞数を RasV12+ scrib-/-+ lexA-i (n=13), RasV12+ scrib-/-+ Crk-

i (n=14), lexA-i (n=13), Crk-i (n=15)について定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。

Wilcoxon rank sum test によって検定し、有意差は下記の通り示した。 

***p < 0.001 
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次に、細胞死の増加メカニズムを検証した。JNK シグナルは細胞内のコンテキストに応じ

て、細胞増殖、および、細胞死を誘導しうるシグナルであり、RasV12/ scrib-/-腫瘍においては

JNK シグナルが活性化することが報告されている[38]。そのため、JNK シグナルがこの排

除に関与する可能性を考えた。Crk を抑制した際に、ショウジョウバエ JNK である Basket 

(Bsk)のドミナントネガティブ変異体(BskDN)を発現させると、細胞死の増加が抑制された

（図 7A, B, 図 7C で定量）。 

 

図 7: Crk の抑制による細胞死は JNK 依存的に誘導される 

(A, B) MARCM 法を用いて、RasV12+ scrib-/-+ Crk-i (A), RasV12+ scrib-/-+ Crk-i+BskDN (B)クローンを誘導し、

抗 c-DCP1 抗体で免疫染色した複眼原基。Scale bars,50μm. 

(C) 上皮組織に占める GFP 陽性クローンの割合を RasV12+ scrib-/-+ Crk-i (n=13), RasV12+ scrib-/-+ Crk-i+BskDN 

(n=10)について定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。Wilcoxon rank sum test によっ

て検定し、有意差は下記の通り示した。 

***p < 0.001; Wilcoxon rank sum test.  
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また、この時、Crk のノックダウンは、RasV12/ scrib-/-腫瘍における JNK シグナルの活性化に

影響しないことを、JNK シグナルの標的分子である Matrix metalloproteinase 1 の抗体染色に

よって確認した（図 8A, B, 図 8C で定量）。また、リン酸化 JNK 抗体で評価した場合も、同

様の結果が得られた（図 8D, E, 図 8F で定量）。これらの結果から、Crk は JNK シグナルの

下流において、あるいは JNK とは独立して機能すること、そして、Crk の抑制は JNK シグ

ナルを介した細胞死誘導を引き起こすことが示唆された。 

 

図 8: Crk の抑制は腫瘍における JNK の活性に影響しない 

(A, B) MARCM 法を用いて、RasV12+ scrib-/-+ lexA-i (A), RasV12+ scrib-/-+ Crk-i (B) クローンを誘導し、抗 Mmp1

抗体で免疫染色した複眼原基。Scale bars,50μm. 

(C) Mmp1 シグナルの比（GFP 陽性領域/GFP 陰性領域）を RasV12+ scrib-/-+ lexA-i (n=12), RasV12+ scrib-/-+ Crk-

i (n=12)について定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。Wilcoxon rank sum test によ

って検定し、有意差は下記の通り示した。 

n.s. (有意差無し) p>0.05 

(D, E) MARCM 法を用いて、RasV12+ scrib-/-+ lexA-i (A), RasV12+ scrib-/-+ Crk-i (B) クローンを誘導し、抗 pJNK

抗体で免疫染色した複眼原基。Scale bars,50μm.  
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(F) pJNK シグナルの比（GFP 陽性領域/GFP 陰性領域）を RasV12+ scrib-/-+ lexA-i (n=10), RasV12+ scrib-/-+ Crk-

i (n=10)について定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。Wilcoxon rank sum test によ

って検定し、有意差は下記の通り示した。 

n.s. (有意差無し) p>0.05 

 

 

3-3 Crk の抑制は Yki/YAP の不活性化を介して腫瘍を抑制する 

Crk の抑制によって細胞死が増加するメカニズムとして腫瘍の生存、増殖に必要な因子の活

性が抑制される可能性を考えた。そのような因子の候補の一つとして、Hippo シグナル経路

下流の転写共役因子であるショウジョウバエ YAP ホモログである Yki が考えられた。Yki

は RasV12/ scrib-/-腫瘍の増殖に寄与することが示されている[28], [30], [31]。そこで、Yki の

転写標的である diap1-lacZ [39]を用いて、Crk の抑制が腫瘍における Yki 活性に影響を与え

るかを評価した。その結果、Crk のノックダウンは、RasV12/ scrib-/-腫瘍における diap1-lacZ

シグナルを低下させた（図 9A, B, 図 9E で定量）。一方で、正常細胞における diap1-lacZ シ

グナルには影響を与えなかった（図 9A-D, 図 9E で定量）。また、diap1 と異なる Yki の転写

標的である expanded (ex)-lacZ[40]を用いた場合も同様に、Crk をノックダウンすることによ

って、RasV12/ scrib-/-腫瘍内の ex-lacZシグナルは有意に低下した（図 10A, B, 図 10Cで定量）。

また、腫瘍の増殖も抑制されることを確認した（図 11A, B, 図 11C で定量）。さらに、RasV12/ 

scrib-/-腫瘍において、yki をノックダウンすることにより有意に細胞死が増加することも確

認された（図 11F, G, 図 11H で定量）。これらの結果から、Crk のノックダウンは RasV12/ scrib-

/-腫瘍における Yki の活性化を特異的に抑制し、JNK シグナル依存的な細胞死誘導を介して

腫瘍を抑制することが示唆された。 

 

図 9: Crk の抑制は腫瘍における Yki/YAP 活性を低下させる 
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(A-D) MARCM 法を用いて、RasV12+ scrib-/-+ lexA-i (A), RasV12+ scrib-/-+ Crk-i (B), lexA-i (C), Crk-i (D)クロー

ンを誘導し、抗 β-galactosidase抗体で免疫染色した、diap1-lacZをヘテロ接合に持つ複眼原基。Scale bars,50μm. 

(E) diap1-lacZ シグナルの比（GFP 陽性領域/GFP 陰性領域）を RasV12+ scrib-/-+ lexA-i (n=12) RasV12+ scrib-/-+ 

Crk-i (n=16), lexA-i (n=9)および Crk-i (n=10)について定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと

重ねた。Wilcoxon rank sum test によって検定し、有意差は下記の通り示した。 

**p < 0.01; n.s. (not significant) p>0.05 

図 10: Crk の抑制は腫瘍における Yki/YAP 活性を低下させる 

(A, B) MARCM 法を用いて、RasV12+ scrib-/-(A), RasV12+ scrib-/-+ Crk-i (B)クローンを誘導し、抗β-galactosidase

抗体で免疫染色した、ex-lacZ をヘテロ接合に持つ複眼原基。Scale bars,50μm. 

(C) ex-lacZ シグナルの比（GFP 陽性領域/GFP 陰性領域）を RasV12+ scrib-/- (n= 12) RasV12+ scrib-/-+ Crk-i (n= 

13)について定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。Wilcoxon rank sum test によって

検定し、有意差は下記の通り示した。 

**p < 0.01; Wilcoxon rank sum test. 
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図 11: Crk の抑制は腫瘍の増殖を抑制する 

(A, B) MARCM 法を用いて、RasV12+ scrib-/-(A), RasV12+ scrib-/-+ Crk-i (B)クローンを誘導し、EdU 染色した複

眼原基。Scale bars,50μm. 

(C)EdU シグナルの比（GFP 陽性領域/GFP 陰性領域）を RasV12+ scrib-/-+ lexA-i (n=8), RasV12+ scrib-/-+ Crk-i 

(n=10)について定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。Wilcoxon rank sum test によっ

て検定し、有意差は下記の通り示した。 

*p < 0.05; Wilcoxon rank sum test. 

(D,E) MARCM 法を用いて、RasV12+ scrib-/-+ lexA-i (D), RasV12+ scrib-/-+ yki-i (E)クローンを誘導し、抗 c-DCP1

抗体で免疫染色した複眼原基。Scale bars,50μm. 

(F) GFP 陽性クローン面積あたりの c-DCP1 陽性細胞数を RasV12+ scrib-/-+ lexA-i (n=13), RasV12+ scrib-/-+ yki-i 

(n=12)について定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。Wilcoxon rank sum test によっ

て検定し、有意差は下記の通り示した。 
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***p < 0.001 

 

3-4 Crk の抑制は F-アクチン集積を阻害することで Yki 活性を低下させる 

次に、Crk の抑制が腫瘍における Yki の活性を低下させるメカニズムを調べた。これま

でに、Crk は正常な発生においてアクチン動態を制御することが報告されている[21]。

加えて、F-アクチンの集積は、Hippo シグナルの不活性化を介して Yki を活性化するこ

とが報告されており、例えば、Ras の活性化と JNK の活性化の協調は F-アクチン集積

による Warts (Wts)の抑制を介して、Yki 活性化を誘導することが報告されている[41]。

これらの先行研究を基に Crk の抑制が腫瘍における F-アクチン集積に影響するかを調

べたところ、Crk の抑制は RasV12/ scrib-/-腫瘍における F-アクチン集積を抑制した（図 12A, 

B, 図 12C で定量）。また、Ras と Egr の強制発現による JNK の活性化は協調して腫瘍を形

成することが報告されているが[41]、RasV12/Egr 腫瘍における F-アクチン集積も抑制された

（図 12D, E, 図 12F で定量）。 
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図 12: Crk の抑制は腫瘍における F-アクチンの集積を破綻させる 

 

(A, B) MARCM 法を用いて、RasV12+ scrib-/-(A), RasV12+ scrib-/-+ Crk-i (B)クローンを誘導し、Phalloidin 染色

した複眼原基。Scale bars,50μm. 

(C) Phalloidin シグナルの比（GFP 陽性領域/GFP 陰性領域）を RasV12+ scrib-/-+ lexA-i (n=10), RasV12+ scrib-/-+ 

Crk-i (n=11)について定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。Wilcoxon rank sum test に

よって検定し、有意差は下記の通り示した。 

**p < 0.01; Wilcoxon rank sum test. 

(D, E) MARCM 法を用いて、RasV12+Egr+ lexA-i (D), RasV12+ Egr+ Crk-i (E).クローンを誘導し、Phalloidin 染

色した複眼原基。Scale bars,50μm. 

(F) Phalloidin シグナルの比（GFP 陽性領域/GFP 陰性領域）を RasV12+Egr+ lexA-i (n=11), RasV12+ Egr+ Crk-i 

(n=10) について定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。Wilcoxon rank sum test によ

って検定し、有意差は下記の通り示した。 

***p < 0.001; Wilcoxon rank sum test. 
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上記の結果と一貫して、Crk のノックダウンは、RasV12/Egr 腫瘍の過剰増殖を抑制した（図

13A, B, 図 13G で定量）。また、Crk の抑制は Yki 恒常活性化変異体 YkiS168A [42], [43]の発

現により誘導した Yki 活性化腫瘍の腫瘍形成、および、F-アクチン集積には影響しなかっ

た（図 13C, D, 図 13G で定量; 図 14A, B, 図 14C で定量）。この結果は、Crk が Yki の上流

において作用するという仮説に一致している。また、Ras 活性化腫瘍の場合も同様に、腫瘍

形成、および、F-アクチン集積には影響しなかった（図 13E, F, 図 13G で定量; 図 14D, E, 

図 14 F で定量）。これらの結果から、Crk の抑制は腫瘍において Ras と JNK の協調による

F-アクチンの集積を低下させることで Yki の活性化を阻害し、腫瘍における JNK 依存的な

細胞死を増加させることで腫瘍を排除することが示唆された。 

 

 

図 13: Crk の抑制は Yki 活性化、Ras 活性化腫瘍には影響しない 

(A-F) MARCM 法を用いて、RasV12+ Egr+ lexA-i (A), RasV12+ Egr + Crk-i (B), YkiCA + lexA-i (C), YkiCA +Crk-i 

(D), RasV12+ lexA-i (E), RasV12+ Crk-i (F)クローンを誘導した複眼原基。Scale bars,100μm. 

(G) 上皮組織に占める GFP 陽性クローンの割合を RasV12+ Egr+ lexA-i (n=12), RasV12+ Egr + Crk-i (n=13), 

YkiCA + lexA-i (n=11), YkiCA +Crk-i (n=12), RasV12+ lexA-i (n=14), RasV12+ Crk-i (n=13)について定量し、生デー

タをプロットし、ボックスプロットと重ねた。Wilcoxon rank sum test によって検定し、有意差は下記の通り

示した。 

***p < 0.001; n.s. (有意差無し) p>0.05 
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図 14: Crk の抑制は Yki 活性化腫瘍、Ras 活性化腫瘍における F-アクチンの集積には影響

しない 

(A, B) MARCM 法を用いて、YkiCA+ lexA-i (A), YkiCA+ Crk-i (B)クローンを誘導し、Phalloidin 染色した複眼原

基。Scale bars,50μm. 

(C) Phalloidin シグナルの比（GFP 陽性領域/GFP 陰性領域）を YkiCA+ lexA-i (n= 9), YkiCA+ Crk-i (n=10)につい

て定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。Wilcoxon rank sum test によって検定し、有

意差は下記の通り示した。 

n.s. (有意差無し) p>0.05 

(D,E) MARCM 法を用いて、RasV12+ lexA-i (D), RasV12+ Crk-i (E) クローンを誘導し、Phalloidin 染色した複眼

原基。Scale bars,50μm. 

(F) Phalloidin シグナルの比（GFP 陽性領域/GFP 陰性領域）を RasV12+ lexA-i (n=10), RasV12+ Crk-i (n= 12)に

ついて定量し、生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。Wilcoxon rank sum test によって検定

し、有意差は下記の通り示した。 

n.s. (有意差無し) p>0.05 
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3-5 データベースの解析 

次に、これまでモデルで見出したメカニズムがヒトにおける YAP 依存的な腫瘍抑制に

適応できうるかをヒトがん細胞のデータベースである Cancer Dependency Map project 

(DepMap portal: https://depmap.org/portal)を用いて解析を行った。このデータベースには、

ヒトがん細胞を用いて行われたゲノムワイド RNAi および CRISPR によるスクリー

ニングのデータが内包されている[44], [45]。このデータベースにおいては、CRISPR-Cas

９によるノックアウトや RNAi によるノックダウンによるがん細胞の増殖抑制効果

が”dependency score”または、”gene effect”として表現されている。解析の結果、ヒト CRK 

ファミリータンパクである CRK、および CRKL と YAP の dependency scoreが正に相関

することを見出した（図 15A,（“Pearson correlation”を参照）。このことは、YAP に生

存を依存する腫瘍は CRK ファミリータンパク質にも依存するという相関があることが

示唆している。また、YAP mRNA の発現量、および、タンパク質の発現量は、CRK, CRKL

の gene effect と有意な負の相関を示すことを見出した（（mRNA:図 15B-E, タンパク質: 図

15F-I）。これらの結果は、YAP を高発現するがん細胞は CRK や CRKL の欠損によるが

ん抑制効果に対する感受性が高いことを示唆している。 

 

https://depmap.org/portal
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図 15： YAP 発現量は CRK、CRKL 発現抑制効果と有意な相関を示す 

(A) CRK, CRKL、および、YAP の dependency score の Pearsson 係数。 

(B-E) YAP mRNA 発現量 (x-axis)に対する CRK または CRKL の dependency score (y-axis)のプロット。 

CRISPR スクリーニング(B, C)、および、RNAi スクリーニング(D, E)。  

(F-I) YAP 発現量 (x-axis)に対する CRK または CRKL の dependency score (y-axis)のプロット。 CRISPR ス

クリーニング(F, G)、および、RNAi スクリーニング(H, I)。  
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第 4 章 考察 

本研究では、ショウジョウバエ YAP ホモログである Yki 依存的に過剰増殖する悪性腫

瘍モデルを用いて、正常細胞に影響を与えずに腫瘍を特異的に排除することを可能とす

る標的分子を探索および同定し、その阻害による腫瘍の排除メカニズムの解析を行った。

RasV12/ scrib-/-腫瘍においては、Crk が高発現しており、Crk の発現抑制は Yki の活性化

を抑制する。メカニズムとしては、腫瘍において、Crk は F-actin の集積を介した Yki 活

性化に寄与している。Crk の抑制は Yki の活性を低下させ、その結果、腫瘍において活

性化している JNK による細胞死を増加させる。さらに、データベース解析によって、

ヒト YAP 高発現がん細胞に対して、CRK、あるいは、CRKL が有効な標的となりうる

ことを見出した。 

 

図 16：Crk 抑制による腫瘍抑制のモデル 

ショウジョウバエ Crk は、ヒト CRK および CRKL のホモログであり、RasV12/ scrib-/-

腫瘍で特異的に発現している。RasV12/ scrib-/-腫瘍において Crk は F-アクチンの蓄積に

寄与し、Yki/YAP の活性化を誘導する。腫瘍における Crk の阻害は、F-アクチンの集

積を破綻させ、JNK シグナル依存的に細胞死を増加させ、腫瘍を排除する。 
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Crk による Hippo 経路制御メカニズム 

今回、遺伝学的実験によって、Crk が Hippo 経路を介して Yki の活性化に寄与すること

を見出した。しかし、その詳細な機構は明らかでない。Crk の抑制は Yki 活性化腫瘍に

は影響しないことから（図 13C, D, 図 13G で定量）、Yki の上流において Hippo 経路を

抑制する可能性が考えられた。そこで、Hippo経路因子と Crk との上下関係を探るべく、

遺伝学的実験を行った。wts 変異体細胞は腫瘍化することが報告されている[46]。興味

深いことに、wts 変異細胞の腫瘍化は Crk のノックダウンによって有意に抑制された（（図

17A, B, 図 17C で定量）。この結果は、Crk が wts の下流において、Hippo 経路の制御に

寄与することを示唆している。今後、Crk と相互作用するタンパク質を近位ラベリング

法などを用いて探索することで、Crk による Hippo 経路の制御機構を解明する予定であ

る。哺乳類においても Src による YAP 活性化経路において、CRK あるいは CRKL が Src

の下流において F-アクチンを介して YAP の活性化に寄与する可能性が示唆されている

[47]。そのため、CRK ファミリータンパク質による Hippo 経路の制御機構は種を超えて

保存されている可能性があると考えられる。 

 

腫瘍における Crk の発現誘導メカニズム 

本研究では、Crk の発現が腫瘍細胞において上昇することを見出したが（（図 5A, B）、腫

瘍における Crk の発現誘導メカニズムは不明である。興味深いことに、scrib 変異、Ras

活性化、および、Yki 活性化のみでは Crk の発現は上昇しなかった（図 18A-C）。これら

の結果から、腫瘍における複数のシグナルの協調によって Crk の発現が誘導されている

可能性が考えられる。例えば、MAPK 経路下流の転写因子 Ets at 21C (Ets21C)は JNK 下

流の転写因子との協調によって PDGF- and VEGF-related factor 1 (pvf1)や unpaired 1 

(upd1) のような分泌因子の発現を誘導すること[48], [49]、また、Yki が JNK と協調する

ことで L-amino acid transporter 1 (LAT1)のような特定の標的遺伝子の発現を上昇させる

ことが報告されており[28], [50]、そのような複数のシグナルの強調によって、腫瘍にお

いて Crk の発現が誘導されることが考えられる。今後、その発現誘導機構を解析するこ

とで、ヒトのがんにおける CRK あるいは CRKL の発現制御機構の理解に貢献できると

予想される。 

 

CRK あるいは CRKL を標的とした創薬 

本研究では、in vivo モデルでのスクリーニングを通じて YAP 活性化型がん細胞に対す

る標的として CRK あるいは CRKL を見出した。興味深いことに、in vitro 系で肝細胞に

おいて CRKL が YAP の活性化に寄与することが示されている。肝細胞がん患者由来の

組織においても免染組織染色によって CRKL の発現と核移行型 YAP のシグナルが正相
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関することが示されており、そして、in vitro において SNU182, Hep3B などの肝がん細

胞において CRKL をノックダウンすると、YAP の標的遺伝子の転写量が低下すること

すなわち、YAP 活性が低下することが示されている[51]。そのため、ヒトにおいても

CRKL が YAP 活性化型がんに対する有効な標的となりうる可能性があるといえるだろ

う。 

CRK の上流のキナーゼである ABL キナーゼによるリン酸化を阻害するペプチド[52]、

または、CRK 下流の因子 Ras-associated protein-1 (Rap1)の阻害剤は存在する[53]ものの、

現状、直接的に CRK や CRKL を阻害する薬剤は開発されていない。今後、SH2 、ある

いは、SH3 ドメインを標的とした創薬によって、CRK や CRKL を起点としたがん治療

法が確立される可能性があると考えられる。 
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図 17：Crk の抑制は wts-/-腫瘍を抑制する 

(A, B) MARCM 法を用いて、wts-/-+ lexA-i (A), wts-/-+ Crk-i (B)クローンを誘導した複眼原基。Scale bars,100μm. 

(c) 上皮組織に占める GFP 陽性クローンの割合を wts-/-+ lexA-i (n=14), wts-/-+ Crk-i (n=12)について定量し、

生データをプロットし、ボックスプロットと重ねた。Wilcoxon rank sum test によって検定し、有意差は下記

の通り示した。 

***p < 0.001 

 

図 18: scrib-/-、 RasV12、 YkiCA クローンでは Crk の発現は上昇しない 

(A-C) MARCM 法を用いて、scrib-/- (A), RasV12 (B), YkiCA (C)クローンを誘導した上皮組織。Scale bars, 20μm. 
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補遺 

表 1: 実験に使用したショウジョウバエの遺伝型 

図 3 

A w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ UAS- 

RasV12, FRT82B, scrib1 

B w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ UAS- 

RasV12, FRT82B, scrib1 

C w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

FRT82B 

D w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

FRT82B 

 

図 4 

A tub-Gal80, FRT19A/ dlg1m52, FRT19A; UAS-lexA-RNAi/ UAS-RasV12; eyFLP, 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/ + 

B tub-Gal80, FRT19A/ dlg1m52, FRT19A; UAS-Crk-RNAi/ UAS-RasV12; eyFLP, 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/ + 

 

図 5 

A eyFLP, UAS-Dcr2 / w or Y; Act>y+>Gal4, UAS-mcherry / +; FRT82B, tub-Gal80/ 

FRT82B; +/ mNG::3XFLAG::Crk 
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B eyFLP, UAS-Dcr2 / w or Y; Act>y+>Gal4, UAS-mcherry / +; FRT82B, tub-Gal80/ UAS- 

RasV12, FRT82B, scrib1; +/ mNG::3XFLAG::Crk 

 

図 6 

A w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

B w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

C w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

FRT82B 

D w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

FRT82B 

F w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

G UAS-p35 / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub- 

Gal80/ UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

 

図 7 

A w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

B UAS-BskDN / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub- 
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Gal80/ UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

 

図 8 

A w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

B w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

C w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

D w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

 

図９ 

A w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi; diap1-lacZ, FRT82B, 

tub-Gal80/ UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

B w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; diap1-lacZ, FRT82B, tub- 

Gal80/ UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

C w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi;diap1-lacZ, FRT82B, tub- 

Gal80/ FRT82B 

D w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; diap1-lacZ, FRT82B, tub- 

Gal80/ FRT82B 
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図 10 

A w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / ex-lacZ; FRT82B, tub-Gal80/ UAS-RasV12, 

FRT82B, scrib1 

B w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi, ex-lacZ; FRT82B, tub- 

Gal80/ UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

 

図 11 

A w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

B w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

D w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

E w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-yki-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ UAS- 

RasV12, FRT82B, scrib1 

 

図 12 

A w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 
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B w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B, scrib1 

D tub-Gal80, FRT19A/ FRT19A; UAS-RasV12, UAS-Eiger/ UAS-lexA-RNAi; eyFLP, 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/ + 

E tub-Gal80, FRT19A/ FRT19A; UAS-RasV12, UAS-Eiger/ UAS-Crk-RNAi; eyFLP, 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/ + 

 

図 13 

A tub-Gal80, FRT19A/ FRT19A; UAS-RasV12, UAS-Eiger/ UAS-lexA-RNAi; eyFLP, 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/ + 

B tub-Gal80, FRT19A/ FRT19A; UAS-RasV12, UAS-Eiger/ UAS-Crk-RNAi; eyFLP, 

Act>y+>Gal4, UAS-GFP/ + 

C tub-Gal80, FRT19A/ FRT19A; UAS-YkiCA/ UAS-lexA-RNAi; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS- 

GFP/ + 

D tub-Gal80, FRT19A/ FRT19A; UAS-YkiCA / UAS-Crk-RNAi; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS- 

GFP/ + 

E w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B 

F w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

UAS-RasV12, FRT82B 
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図 14 

A tub-Gal80, FRT19A/ FRT19A; UAS-YkiCA/ UAS-lexA-RNAi; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS- 

GFP/ + 

B tub-Gal80, FRT19A/ FRT19A; UAS-YkiCA / UAS-Crk-RNAi; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS- 

GFP/ + 

C w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ UAS- 

RasV12, FRT82B 

D w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ UAS- 

RasV12, FRT82B 

 

図 17 

A w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-lexA-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

FRT82B, wtsX1 

B w / w or Y; eyFLP, Act>y+>Gal4, UAS-GFP / UAS-Crk-RNAi; FRT82B, tub-Gal80/ 

FRT82B, wtsX1 

 

図 18 

A eyFLP, UAS-Dcr2 / w or Y; Act>y+>Gal4, UAS-mcherry / +; FRT82B, tub-Gal80/ 

FRT82B, scrib1; +/ mNG::3XFLAG::Crk 

B eyFLP, UAS-Dcr2 / w or Y; Act>y+>Gal4, UAS-mcherry / +; FRT82B, tub-Gal80/ UAS- 
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RasV12, FRT82B; +/ mNG::3XFLAG::Crk 

C eyFLP, UAS-Dcr2 / w or Y; tub-Gal80, FRT40A/FRT 40A; Act>y+>Gal4, UAS-mcherry / UAS-

YkiCA; +/ mNG::3XFLAG::Crk 

 

表 2: 遺伝学的スクリーニングに使用したショウジョウバエ系統 

 

 

 

表 3: YAP と dependency score が相関する遺伝子のリスト 
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