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緒言 

１．翻訳開始について 

真核生物にとって翻訳調節は、遺伝子発現の制御において基本的な機構である。真

核生物の翻訳は核外で起こり、翻訳開始反応はループを形成する。電子顕微鏡による

観察では、mＲＮＡにリボソームがビーズ状に連なって結合している様子が報告されて

いる（図１）。 

多くの真核生物において転写産物の翻訳開始には、3量体たんぱく質のキャップ構造

(m7GpppN)への結合と、mRNAの５‘末端への結合が必要である(1)。3量体たんぱく質は、

３つのサブユニットである eIF-4E,  eIF-4A, と eIF-4G(1)からなる。eIF-4E サブユ

ニットはキャップ構造(2)を認識して結合し、 eIF-4AはATP依存的なRNAヘリケースで

あり、５’非翻訳領域の二次構造を解きほぐし、40Ｓリボソームサブユニットの結合

を可能にする。eIF4GサブユニットはeIF-4A(3) とeIF-4E(2) の両方に結合し、 翻訳

開始複合体の骨格として機能する。このようにしてeIF-4Gを中心とする翻訳開始複合

体がｍRNAのキャップ構造に結合することによって、40ＳリボソームユニットはｍＲＮ

Ａのスキャンを開始し、ATG(開始)コドンを読み取る。ATGコドンが読み取られると、

60Sサブユニットが40Sサブユニットに結合してキャップ依存的な翻訳を開始する。最

近の報告はeIF4ファミリーが様々な真核生物種において保存されておらず、従来考え

られてきたよりも多様なたんぱく質合成がなされていることを明らかにした(4)。 

 

２．NAT1について 

eIF-4Gファミリーのひとつである NAT1/p97/DAP5は、新規翻訳調節因子として同

定された。NAT1はRNAエディティング酵素であるAPOBEC-1を過剰発現した際にターゲッ

トとなる(5)。NAT1は他の2グループによっても報告されており、１グループは分子量

からp97(6)として、もう1グループは細胞死促進因子であることからDAP5（death 

associate protein 5）(7)として報告されている。 NAT1とeIF-4GとはNICドメイン、

MAドメイン、W２ドメインを共通して有する結果、カルボキシル末端のアミノ酸は67%
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の相同性を有する。NAT1はeIF-4Aとの結合サイトは有するが、eIF-4Eとの結合との結

合サイトを欠く点がeIF-4Gとは異なる（図２）。eIF-4Gがキャップ依存的な翻訳に関

与するのに対し、NAT1はキャップ依存的な翻訳にも、キャップ非依存的な翻訳にも抑

制的に機能することを示している(5,6)。 しかしながら、NAT1は全般的なタンパク質

合成において正に機能するという報告もなされている(8)。さらに、IRES依存的な翻訳

（キャップ非依存的）たとえば、c-Myc,  XIAP,  Apaf-1(9), そして HIAP2  (10)を

促進するという報告もある。これらの結果は異なることを報告しており、NAT1が翻訳

反応においていかなる役割を担っているのかは現在のところ不明である。 

NAT1のノックアウトマウスは、E7.5からE9.5にかけて、中胚葉誘導異常を引き起こ

して致死となる。NAT1は初期発生に必須であるばかりでなく、細胞分化にも必須であ

る可能性が示された。また、NAT1-/-のES細胞に細胞分化を誘導するホルモンであるレ

チノイン酸を処理する実験では、NAT1＋/－のES細胞 が分化したのに対し、NAT1-/-のES

細胞はレチノイン酸に応答せず、未分化状態を保った(11)。 

 NAT1は進化的にも保存されたタンパク質であり、相同遺伝子はさまざまな脊椎動物

だけでなく無脊椎動物やホヤにも保存されている(12)。また、NAT1遺伝子は脊椎動物

ではATGではなくGTGを翻訳開始点とすることが保存されている。一方、ホヤ、ショウ

ジョウバエには翻訳開始点と思われるGTGコドンが保存されていない。 ショウジョウ

バエゲノムプロジェクトが命名した遺伝子、CG3845はmNAT1のショウジョウバエ相同遺

伝子（dNAT1）である(http://flybase.bio.indiana.edu/)。 

   

３．エクダイソンシグナルについて 

 エクダイソンは昆虫の変態、脱皮を制御するステロイドホルモンである。レチノイン

酸同様に核内に2量体のレセプター（EcR,USP）をもつ。核内レセプターによって直接転

写される遺伝子群を一次応答遺伝子、一次応答遺伝子によって転写される遺伝子群を2次

応答遺伝子群と呼ぶ。一次応答遺伝子にはE75A,E75B,E93,BR-C,E74Aなどがある。二次応

答遺伝子群にはβFTZ-F1,L71-6などがある。このうち、βFTZ-F1はE75Bによって転写さ
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れ、XIAPの相同遺伝子であるdiap2を誘導し、細胞死を抑制する。一方、E74Aはショウジ

ョウバエカスペースの一つであるrprを誘導し、細胞死を誘導するといわれている。ま

た、E75は直接エクダイソン生合成系へ働きかけ、ネガティブフィードバックをかけ、エ

クダイソンの分泌を止める。 

 エクダイソンはショウジョウバエの幼虫の脳のそばにある前胸腺において生合成され

る。変体期近傍でのエクダイソンサージ（エクダイソンの短期的な分泌）は、およそ蛹

形成前4時間ほどにおこり、続いて蛹形成後10～12時間頃に起こる。最初のサージでは蛹

化が起こり、2番目のサージでは幼虫組織の分解と成虫原基の分化・増殖が起こる。この

ように、ショウジョウバエの変体はエクダイソンシグナルによって制御されていると考

えられている。また、今までにエクダイソンシグナルとNAT1との関係を報告した論文は

ない。 

 

４ 本研究の目的 

本研究の目的は、NAT1のショウジョウバエ相同遺伝子であるCG3845（ｄNAT1）の機能

を明らかにすることである。そのために我々は、NAT1の変異体を何系統か単離し、表現

系の解析を行った。 
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材料と方法 

 黄色ショウジョウバエの飼育 

 黄色ショウジョウバエは、培地｛40mg/ml 乾燥酵母エビオス、50mg/ml コーンミー

ル、100mg/ml D（＋）-グルコース、0.7％ 寒天粉末、0.4％ プロピオン酸、0.4％ 

ボーキミン（10％ p ヒドロキシ安息香酸ブチル、70％エタノール）｝を入れたボト

ルまたはバイアルを用いて 24℃で飼育した。培地は、乾燥酵母とコーンミールと水を

混合した溶液と D（＋）-グルコースと寒天粉末と水を混合した溶液とをそれぞれ加熱

沸騰させた状態で両液を混合して作成した。加熱処理後プロピオン酸とボーキニンを

加え、冷ました後ボトルあるいはバイアルに分注した。 

 

ストック、ジャームライントランスフォーメーション   

二つのＰ因子挿入系統  l(2)0142401424/CyO  (dNAT1P1  とする) と l(2)01424BG02338 

(dNAT1P2 とする) は Bloomington ストックセンターから入手した。l(2)01424PBss 

(dNAT1PBss とする) は  R.  Mann’s 氏から入手した。我々はまた、Ｐ因子が dNAT1 の

翻訳領域に挿入された GS2099 (dNAT1GS1とする)を相垣氏から入手した(13,14)。P 因子

の除去による変異体作成には dNAT1P2 系統と、Ｐ因子トランスポゼース(δ2 3)をトラ

ンスに持ち、Ｐ因子に供給する系統、いわゆるジャンプスターターをかけ合わせるこ

とによって作製した。P 因子内のマーカーであるｗ遺伝子が欠損した系統のうち、14

系統はホモ接合体で致死性を示した。我々は、ゲノムが 1.7 kb 欠けた  dNAT1ex1  変

異体を確認した。PCR の確認の際に使用したプライマーは、下記の通りである。 5’

プ ラ イ マ ー  gcagctccagctgcgagccgaaca;  3’ プ ラ イ マ ー , 

ggggtcgaggttgtccgccagcg.   増幅したＤＮＡを PCR2.1-TOPO ベクター(Clontech)にク

ローニングし、配列を確認した。 dNAT1 ３´の非翻訳領域を含む 3 つのゲノム断片を

次 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト で 増 幅 し た 。  dNAT1-1-1-s,  5-

TCCGGTGTGGTTGTTGGGTTGTTTGGTT;  dNAT1-as(6317), 5’-TGGGCCTGCA 

ATAATGTAGTCTTTCGTG; dNAT1-s(5163), 5’-GTTGACGTTGCCCGCTGCCTTTGCTTGA;  dNAT1-
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as(9430), 5’-CCGCCAGGCTGGATATTCAGATGGAAAC; dNAT1-s(9809), 5’-

AGGGCAAAGAGCTGATGAACCAGTACTT. 断片は pCR2.1 ベクターにサブクローニングし、ラ

イゲーションにより完全な 13 kb のゲノミック DNA を得た。コーディング領域の配列

はシーケンスにより確認した。13 kb のゲノム DNA 断片は KpnI サイトによって

pP[CaSpeR-4] にサブクローニングし、w 胚へのトランスフォーメーションを行い（選

別に w 遺伝子を使うため）pP[CaSpeR-4-dNAT1-13kb]と命名した。 cDNA 断片（11-

5121 および 1187-4918）は  pUAST ベクターへサブクローニングし、UAS-dNAT1-full  

もしくは UAS-dNAT1 5’系統として樹立された。Ｐ因子によるトランスフォーメーシ

ョンは標準的なプロトコールによって行った(16,17)。 

 

In  situ ハイブリダイゼーション、タイムラップス、組織学 

  dNAT1 の cDNA（2.5 kb、SacII-XhoI）断片を pBlueScript KS(-)ベクターへサブク

ローニングし、センス鎖もしくはアンチセンス鎖のディグオキシゲニンラベルされた

RNA プローブとして使用した。RNA プローブは、｛H2O 13μl、10×transcription 

buffer 2μl、10×DIG-RNA labeling mixture 2μl、RNase inhibiter 1μl、RNA 

polymerase 1μl｝を 37℃で２時間かけて転写反応させた後、｛RNase free DNase 1

μl、 tRNA(10μg/μl in DEPC H2O)2μl、RNase inhibiter 1μl｝を加え、37℃で３

０分加熱してテンプレート DNA を除去した。ステージングされた胚もしくは３齢幼虫

の解剖によって取り出された組織の In  situ  ハイブリダイゼーションはディグオキ

シゲニンラベルされた RNA プローブによって行い、以前報告のあるアルカリホスホダ

ーゼ（ＢＭパープル）(Boehringer  Mannheim)にて検出した(18)。尚、検出時間は３

０分、室温と固定した。サンプルはすべて野生型（Oregon R）である。 胚のタイムラ

プス記録は以前の報告に従った(19)。胞胚葉の胚をスライドグラス上に置き、ハロカ

ーボンオイル２７を滴下し、光ファイバーライトをタイムラプスビデオを作製する間

照射した。野生型の胚はこの方法で通常に発生し、孵化した。２５℃の条件下で唾液

腺を個体の様々な蛹形成後の発生ステージ(hours  after  puparium  formation  
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(APF))から摘出した。 セミシンセクションによる光学顕微鏡下での観察のため、唾液

腺を 2.5％グルタルアルデヒド－0.1Ｍリン酸溶液（ｐＨ７．０）4℃で１６時間固定

し、PBS 溶液４℃で１時間洗浄し、溶液をエタノールからキシレンへ置換し、頭部の

ビテリン膜に穴をあけ、パラフィンに埋没した（２hr×３、６０℃）。余分なバラフ

ィンを除去し、ミクロトームで薄切し、スライドガラスに固定し、キシレン洗浄にて

脱パラフィンを行い、溶液をエタノールから親水（PBS 系）へと置換し Gill’s  

Haemotoxylin  and  Eosin  Y 試薬にて染色し、Zeiss  Axiophot OII 顕微鏡で観察し

た。  

 

RT-PCR    

トータルRNAを発生段階ごとの幼虫もしくは蛹から抽出した。幼虫、もしくは蛹を 

80℃で凍結し、クロロホルム溶液中ですり潰し遠心分離によって組織片を除去する。

その後イソプロパノールを加えて遠心分離し上層のみを取り出し、氷上で10分放置し

た後に、遠心分離によって溶液を除去、70％エタノールリンスを数回行い、DEPC水に

溶かして 80℃で保存した。そのRNAを用いて以前の報告に従ってRT-PCRを行った(20)。

逆転写反応は｛RNase free H2O 10μl、5×RT Buffer 4μl、dNTP mixture 2μl、

RNase inhibiter 1μl、Origo (dT) Primer 1μl、RNA 1μl、Rever Tra Ace 1μl｝

を混合した溶液を30℃でプレインキュベートし、42℃20分、90℃５分、4℃５分のサイ

クルで行った。サイクル数は１である。 

  特異的なプライマーを用いたRT-PCRによって各ｍRNAの発現を検出した。プライマー

とPCRサイクル数は下記のものを用いた。   

dNAT1, TGTTTAGCGGACTGAGTGTTACGG, TCCTTACTACCCAGCAGCTGATTG, 27;  

Actin, ATGACGCACCGCGTGCAGTT, GAGTTGTAGGTGGTCTCGTGAATG, 25;  

E74A, CTTCTCCGAGAGCAACTTCGAGAT, GACATTAGCTTCTCGACGAGAAGG, 27;  

BFTZ-F1, CGAGGATGAGTTCGGTCTGGAAAT, CTCGAACAGGTGCTTGAAGTCGAT, 29;  

E75, AGCGACTGGACTCCTCCCAA, CCGGGAATCATGCCGGCAAA, 30;  
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4EBP, GAACCCTCTACTCCACCACT, GGGTCAATATGACCGAGAGAAC, 24;  

L71-6, CTGCAATGTCAAAACTTCTGGT, as-CATAGTTACTATGCACGAGGCTT, 21;  

E93, GTGTGGATGCACCGCTCGATCTTA, CCCTTGCAAACTCTGCCGGATACA, 27 

mRNA の発現強度は、Actin42Aの発現強度にて平均化した。 

 

クチクラ標本の作製  

 産卵後 20 24 時間程度の孵化直前の胚を回収し、50％ハイターを用いてコリオンを

除去した。次に、キシレン：メタノール １：１の溶液に胚を入れ、激しく混合して

ビテリン膜を除去した後にメタノールで胚を数回洗浄した。最後に胚をスライドガラ

ス上に置き、75％乳酸でマウントし、65℃で２時間以上放置した。NAT1 変異体は腸な

どの形成不全など表現型が顕著であったため、それを目印とした。また、胚の選別の

際に NAT1GS1/SM1・DC 7（GFP の挿入されたバランサー染色体）を用い、GFP ネガティ

ブを dNAT1 変異体とした。 
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結果 

dNAT1  変異体の単離  

 ショウジョウバエ相同遺伝子dNAT1のcDNA配列は、既に報告ずみである(12)。  dNAT1  

cDNA  は4つまたは5つのエキソンをコードし、転写産物は異なる第1エキソン(Iaおよ

びIb)を有することから、dNAT1 mRNAは二つの型を有する（図 3A） (dNAT1-a,  

dNAT1-b) 。  しかしオープンリーディングフレーム(ORF)は共通するエキソンに存在

しており、二つの mRNAの転写産物は同一のたんぱく質を生成する。ESTシーケン

スデータの検索から、dNAT1と考えられる25配列の中で、22配列がdNAT1-aであること

がわかった(FlyBase, http://flybase.bio.indiana.edu/)。また、すべてのESTクロー

ンは胚由来のｃDNAライブラリーから単離されていた。  

dNAT1 の変異体を単離するために、我々はショウジョウバエデータベース上で dNAT1

翻訳領域近くもしくは ORF 内部にトランスポゾンの挿入した系統を探した。その結果、

３ つ の Ｐ 因 子 挿 入 系 統 l(2)0142401424,  l(2)01424BG02338,  GS-2099   と 、 

piggyback(トランスポゾン内に EGFP をもつもの)の挿入した系統、l(2)01424PBss  が見

つかった（図 3A）。  我々はこれらの系統をそれぞれ dNATP1,  dNATP2,  dNAT1GS1 お

よび dNAT1PBss と名づけた。dNATP2 のトランスポゾンの除去によって作成した ゲノム欠

失変異体  (dNAT1ex1) は、dNAT1 の転写調節領域を含む 1.7  kb  のゲノムを欠いてい

る(図 3A)。dNATex1 変異体は 胚生期から蛹期までの間に致死となり、ホモ個体の１

６％が胚生期で（n＝６７）、60%が蛹期に死ぬことがわかった（n=５２）(図 3B)。 

NAT1 には 3 つの保存されたドメインをもち、それぞれ NIC ドメイン、MA ドメイン、W2

ドメインと名づけられている。NIC ドメインは広く翻訳因子に保存されており、MA ド

メインは eIF4A との相互作用に必要とされるが、W2 ドメインの機能は不明である。 

dNATP1  はもともと致死の変異体として同定されたもの(BDGP)であるが、野生型の個

体とバッククロスをした後には dNATP1  の致死性は低下した。致死を免れて成虫として

羽化したホモの dNATP1 見かけ上は野生型と変わらず、正常であった。  
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  dNAT1PBss  変異体では、 piggybackトランスポゾンはGFPコーディング領域を有し、

イントロンIa のスプライシングアクセプター領域に挿入しているため、dNAT1-aによ

る転写のレポーター遺伝子として機能する(21)。dNAT1PBss ヘテロの胚でのGFPの発現は

ユビキタスであり(21)、  dNAT1-aのユビキタスな転写を示唆している。 dNAT1PBss  変

異体は蛹期の辺りで致死となった。  

 dNAT1GS1   は、トランスポゾンがdNAT1翻訳領域に挿入した唯一の系統である。Ｐ因

子はエキソン３に挿入し、その結果dNAT1たんぱく質はw2ドメインに入る直前のアミノ

酸850番の後で途切れる。dNAT1GS のホモ個体は胚生致死であった (n=79, 図３B)。 

 トランスポゾンの挿入した系統と、ゲノム欠失変異体とのアリル間の関係を調べる

ために相補性テストを行った(図３C)。相補性テストとは、２つの突然変異が対立遺伝

子かどうかを調べるテストである。これは同一のシストロン内に生じた突然変異同士

のヘテロ接合は、通常相補性がみられず突然変異の表現型を示すことを利用してい

る。その結果、dNAT1P2 を除くすべての系統が致死性に基づくアリルの関係を示し、致

死性のレベルはGS1  >  ex1  >  PBSS  >  P1のようになった。  13-kbの dNAT1 ゲノ

ム領域を増幅した外来遺伝子は dNAT1ex1 と、dNAT1GS1 の致死性を完全にレスキューし

(図３E),  これらの変異体で観察されている致死性はdNAT1の機能喪失によるものであ

ることを確認した。また、この外来遺伝子によってレスキューされた成虫は、見かけ

上は正常で変異を持たなかった。 

 

dNAT1 の発現  

胚発生期の時空間的な dNAT1 mRNA 発現パターンを in situ ハイブリダイゼーショ

ンによって検出した(図 4A)。胚の表面に１層の細胞が形成されつつあるシンシチウム

胞胚期 (ステージ 3）以前において高レベルな染色が確認され、卵割前の胚であるこ

とから母性 mRNA の供給が確認された。dNAT1 の発現はステージ 4 において顕著に低下

し、その後、ユビキタスな発現を胚発生を通して維持していた。 ユビキタスな dNAT1 

mRNA の発現は、胚発生のみではなく幼虫遊走ステージ（蛹化直前）の羽成虫原基、ア



 11

イ－アンテナ成虫原基、唾液腺、脳でも確認された。発生を通しての絶え間ない発現

は RT-PCR によっても確認された(図 4B)。 dNAT1  mRNA  レベルは dNAT1ex1   ホモ個体

の３齢幼虫では検出感度以下まで減少した(図 3D)。   

 

dNAT1  の翻訳  

我々はこれまでに、脊椎動物の NAT1 は翻訳開始コドンとして GTG を使用しているこ

とを明らかにした(12)。dNAT1 の 最初のインフレームの ATG コドンはヌクレオチド

2162 に現れ NIC ドメインの中に存在する。このドメインは脊椎動物の NAT1 や eIF4G

においても保存されており、eIF-4A との相互作用に重要である。dNAT1 は eIF-4A と結

合することから、dNAT1 の開始コドンはヌクレオチド 2162 よりも上流に存在すること

が予想された。  

 Ｎ末端の dNAT1 タンパク質の配列を同定し、翻訳開始点を明らかにするために、他

のショウジョウバエ近縁種の第 2 エキソンと dNAT1 の第 2 エキソンとをアライメント

した（図 5A）。第 2 エキソンは 5’UTR の大部分と仮の翻訳開始点を含んでいると考

えられる。我々は５つのショウジョウバエ近縁種（D.  erecta,  D.  persinilis, D.  

virilis,  and  D.  grimshowi）の第 2 エキソンの配列をデータベース検索によって

入手した(FlyBase http://flybase.bio.indiana.edu/blast/)。その結果、予想される

アミノ酸配列はファーストメチオニンの上流においても高度に(アミノ酸レベルで 97

～100％)保存されていることがわかった。特に、セレオニン残基（図 5Ｃ）の下流４

８アミノ酸は完全に保存されている。一方、この配列よりも上流は顕著に相同性が低

下している。上記のことは、ショウジョウバエ NAT1 の翻訳開始点がセレオニン残基の

近傍に存在することを強く示唆している。このセレオニンはショウジョウバエでは

ACC コドンによってコードされているが、ACC コドンによる翻訳開始は他のいかなる種

においても報告がない。dNAT1 の翻訳開始点を正確に決定するためには、翻訳開始点

と予想される部位を GGG 等に変え、タンパク質が合成されるかを試す必要がある。 
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 我々はまた、核酸 1021～1185（dNAT1 ｃDNA）に高度に保存された領域を見出し、

dNAT1 Conserved Seqence (DNCS)と命名した。この領域は種間で７８％の相同性を示

し、ｍRNA の二次構造が保存されていると予測される(図５B)。  脊椎動物  NAT1 遺

伝子はショウジョウバエ NAT1 遺伝子に比べて相対的に短い  5’非翻訳領域を有し、

翻訳領域の 5’領域に保存された二次構造を有する。対照的に、ｄNAT1 は長い 5’非

翻訳領域 （dNAT1-Ia の場合、1925 bp）を有する。この長い 5’非翻訳領域は、DNCS

を中心に、翻訳において重要な役割を果たしていると考えられ、おそらく非 ATG コド

ンによる翻訳に関係していると思われた。  

この可能性を検証するため、私はほぼ全長の dNAT1  cDNA (UAS-dNAT1-full) と、

最初の１～1786 塩基を欠損したもので、インフレームのファーストメチオニンを有す

る(UAS-dNAT1 5’)とを GAL4－UAS システム(15)によって過剰発現させた。 UAS-

dNAT1-full の dpp-GAL4 による羽成虫原基の前後軸における過剰発現は、背側の異常

をきたし、末端神経組織である、剛毛の数が減少した(図 5D)。Scabolous-GAL4 を用い

て神経前駆細胞において過剰発現させた場合も同様に、剛毛の数が減少した。 一方、 

UAS-dNAT1 5’を dpp-GAL4  や  Scabolous-GAL4 を用いて神経前駆細胞において過剰

発現させても決して背側に異常が現れたり、剛毛が増減することはなかった。これら

の結果は dNAT1 の 5’非翻訳領域 が遺伝子発現に直接的に関与していること、また、

翻訳開始点がメチオニンではないことを示している。  

 

胚発生期の dNAT1  変異体の表現型   

dNAT1GS1  は今回調べた変異体のうちで最も強い対立遺伝子であり、ホモ個体は胚発

生の途中で致死となる。この表現型をもっと詳細に観察するために、dNAT1GS1/CyO・DC

 7 から生まれる胚のタイムラプスイメージングを行った。ヘテロ個体とホモ個体は

バランサー染色体由来の GFP の発現に基づいて識別した。図 6A はステージ５から１

２の野生型と dNAT1GS1 個体の側方図を示している。野生型では、胚帯の伸長は頭部側

に溝の形成されるステージ６の直後に起こる(19)。  そして、ステージ１０では胚帯
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は頭部側の溝近傍まで完全に伸長する。dNAT1GS1   個体では、胚帯の伸長はほぼ正確な

時間に開始する（AEL180 分付近）。しかし、胚帯の伸長の先端は頭部側の溝の方向へ

と動くが（AEL190 分）、途中で伸長は停止し、縮退を開始する（AEL205 分）。変異体

はさらに異常に深い頭部側の溝を形成し、背側の溝はほぼ胚の背側に到達している。 

初期胚発生のこのような重大な異常にも関わらず、dNAT1GS1  変異体はクチクラを形成

する（図６B）。しかしながら、変異体の樹状突起は数が減少し、体節形成に異常が生

じたことを示している（図 6B は野生型の 8 本の樹状突起の隣に変異体の 4 本の樹状突

起を示している）。樹状突起の平均は野生型が 8 本（n=39）に対し、dNAT1GS1  変異体

は 3.8(n=39)であった(図６C)。 

 

 dNAT1  変異体は蛹期に致死となる   

 dNAT1ex1  変異体は dNAT1GS1 異体と比較して相対的に穏やかな表現型を有する。 

dNAT1ex1  は dNAT1 の転写調節領域とエキソン Ib を、そしてエキソン２の 5’末端を

123 bp 除去されている。しかしながら翻訳領域は完全に残っているものと推定され

る。  dNAT1  mRNA  の発現は 3 例幼虫の段階で RT-PCR レベルで顕著に低下している

(図 3D)。しかし、dNAT1ex1  はハイポモルフアリルである。dNAT1ex1  変異体の大多数は

変体期に致死となり（図 3C）、蛹からの羽化に失敗する。蛹期後期のファレートアダ

ルトを解剖して蛹から取り出し、図 7A に示す。約 50％の変異体が頭部、胸部、腹部

を有すが(図 7A-B)、それらの占める比率は異常である。腹部は幼虫期のように伸長し

たまま残り、相対的に頭部領域と胸部領域が狭くなっている。  最も顕著な変異体で

は頭部領域の形成は確認できない(図 7A-C)。 

 さらに dNAT1ex1 変異体において過剰な感覚器官（ES）の形成も確認された。野生型

の個体では、成虫の胸部背側領域（ノータム）は 感覚器官によって覆われている

(22)。 これらの感覚器官は、形状や位置によって他とは区別されている(22)。2 つの

大きな ES 器官は頭部側盾板剛毛（ASC）と呼ばれ、尾側盾板剛毛（PSC）は 半体節に

存在する(図 7B)。私は頻繁に dNAT1ex1  変異体は過剰な SC 剛毛を有することを観察し
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た(図 7B)。同様の表現型は RNAi による dNAT1 機能欠失型変異体においても報告され

ている(23)。dNAT1 の仮の翻訳領域の最初の 500 塩基に相当する二本鎖 RNA を dpp-

GAL4  もしくは  Scabrous-GAL4 を用いて SC 剛毛の形成される領域に発現させた。

dpp-GAL4<<UAS-[dNAT1-dsRNA]  個体の表現型は、dNAT1ex1 変異体と同様、剛毛が増加

するという表現型であった（図 7Ｂ－C）。これらの結果は、dNAT1 を同領域で過剰発

現した結果ともよく整合しており、dNAT1 が成虫の感覚器官（ＳＣ剛毛）の形成に直

接関与しているということを示している。 

 我々はさらに、dNAT1ex1  変異体では、唾液腺の分解が抑制されていることを見いだ

した。 幼虫由来の唾液腺の分解は、蛹初期の段階でエクジステロイドホルモンである

エクダイソンがトリガーとなっておこる(24) 。 高濃度のエクダイソンは唾液腺を自

食作用様の反応を通して細胞死を引き起こす(24)。その過程は、まず核内 DNA の分解

が生じる。この分解にはカスペースの働きが必須であるとされるが、TUNEL 染色にネ

ガティブであり、電気泳動してもラダー状の特徴的な像を得ることはできない。続い

て、細胞質の分解が起こるが、一説ではオートファジーによる貪食作用によるものだ

とされている。実際に細胞質では貪食作用に関わるタンパク質、crq が高レベルで観

測されている。dNAT1ex1  変異体では、唾液腺の構造は蛹形成後 24 時間（APF24）経過

しても完全である(図 7Ｃ)。そして、 dNAT1  はおそらくエクダイソンシグナリング

か、オートファジーのシグナルか、貪食作用に関与していると考えられた。 

 この可能性を検証するために、我々はエクダイソンターゲット遺伝子の発現レベル

を RT-PCR によって確認した(図７D)。野生型と dNAT1ex1  変異体は Fletcher’s  のプ

ロトコール(25)によってステージングした。青く着色した餌を幼虫に食べさせ、餌を

出て遊走し始めた 3 齢幼虫を APF-18hr、腸が半分だけ青く残りは空になったものを

APF-8hr、腸が 1/4 だけ青いものを APF-4hr とした。時間０は蛹を形成し始めた時であ

る。 E93  と  E74A  はエクダイソンの直接のターゲットであり、野生型の転写はエ

クダイソンの放出によるサージを直接に反映して、APF0 に転写が起こる(25)。私達は

E93 と E74A の転写が蛹形成 8 時間前（BPF）に変異体では起こることを確認した。さ
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らに、エクダイソンの二次応答遺伝子であるβFTZ-F1 が蛹期形成以前によく転写され

ていることも確認した(図 7Ｄ)。これらの結果は、エクダイソンサージが変異体では

18～8 h BPF に起こり、かつそれが蛹の形成に結びつかないことを強く示唆してい

る。 

 E75  はエクダイソンの直接のターゲットであり、かつループによって負に制御され

ている(25)。  私は野生型でエクダイソンサージの後、４～８ h APF の E75 遺伝子の

顕著な転写レベルの低下を確認した(図 7D)。この一過的な E75 遺伝子の発現パターン

は dNAT1ex1  変異体ではランダムとなり、蛹形成後 4～8 h APF ではなく、18～4 BPF に

発現が見られる(図 7D)。対照的に、エクダイソンの二次応答遺伝子である L71-6 は

カスペースを誘導し唾液腺の核の断片化を引き起こすと言われており(24)、野生型も

変異体も 4 h BPF  に発現している(図５Ｄ)。エクダイソンシグナルとは独立してい

る 4EBP 遺伝子の転写レベルは変異体と野生型とではほぼ同じであった。以上から、

dNAT1 は一過的なエクダイソンターゲット遺伝子の制御に必要であることが明らかと

なった。 
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考察 

 

dNAT1  変異体の単離 

本研究において、4 つのトランスポゾン挿入系統(染色体４９Ｅ１)を分析し、ゲノ

ム欠失変異体をトランスポゾンの除去によって作成した。これらのうち 4 つははっき

りと対立遺伝子の関係を示した(図１Ｇ)。dNAT1P1 はエキソンⅠa の転写調節領域に挿

入しているため、転写産物はエキソンⅠb に由来する対立遺伝子であると結論づけ

た。dNAT1P2 はエキソンⅠa とエキソン２の間のイントロンに挿入しているが、驚いた

ことに相補性テストで致死性が低下しないことから、エキソンⅠa、Ⅰb の両方から十

分量の転写が起こっていることを示唆し、対立遺伝子ではないと結論づけた。dNAT1PBss

はエキソンⅠb の転写調節領域の下流に挿入したジーントラップ系統であり、転写産

物はすべてエキソンⅠa に由来する対立遺伝子であると結論づけた。dNAT1P2 からトラ

ンスポゾンを除去して作成した dNAT1ex1  は、共通したエキソン２のスプライシングア

クセプター領域も欠損しているため、mRNA 量は検出感度以下の対立遺伝子であると結

論づけた。また、野生型では時期、組織的にユビキタスに発現している dNAT1 mRNA 

レベルは dNAT1ex1  変異体の３齢幼虫では顕著に低下した(図２Ｃ)。さらに、dNAT1 転

写調節領域を含む外来遺伝子によるレスキュー実験では 1 コピーの dNAT1 ゲノム断片

によって dNAT1ex1  変異体も  dNAT1GS1 変異体も完全にレスキューされた。   

 変異体による解析は dNAT1 の機能が、生化学的な実験により予測されたものと同様

であることを明らかとした。すなわち、胚と蛹の dNAT1 変異体の異常は dNAT1 が翻訳

調節において全般的な翻訳調節ではなく、より特定の機能を有することを示唆してい

る。eIF-4A や eIF-4B といった翻訳調節因子の変異体の大多数は特定の幼虫期に細胞

の生存や増殖に異常をきたす点が共通している(26,27)。 本研究では、dNAT1 変異体

の胚帯の伸長、唾液腺等、幼虫組織の分解、成虫の感覚器の形成において異常を認め

たが、全般的な翻訳に対する影響、つまり特定の幼虫期に細胞の生存や増殖に異常を

きたす現象は観察されなかった。 
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 dNAT1 変異体のある異常は変体期のエクダイソンシグナリングカスケードに含まれ

る  (28)。エクダイソンシグナルの変異体は典型的には L1/L2 期および L2/L3 期に致

死となる点が、dNAT1 変異体とは異なる。 我々はエクダイソンシグナルの遺伝子発現

が変異体ではランダムになっていることを見出した。この表現型はエクダイソンター

ゲット遺伝子の変異体と類似し、dNAT1 はエクダイソンターゲット遺伝子の正常な発

現に重要で、おそらく翻訳のレベルで関与していると考えられる。 

 特にエクダイソンの一次応答遺伝子である E74A は開始コドンとして CUG と AUG を選

択して使用するとされており、その切り替えが組織依存的なのか、発生ステージ依存

的なのかは明らかにされていない。また、E74A は 2kb 近くもの長い５‘UTR をもつ。

NAT1 はこの E74A のいずれかを翻訳開始点とするタンパク質合成に関与しているので

はないかと予測している。また、長い５’UTR は従来考えられてきた IRES(internal 

ribosomal entry site)ではなく、eIF-4E のキャップ構造への結合を阻害する結果、

キャップ依存的な翻訳（eIF4G による翻訳）から免れていると推測される。これを検

証するためには変態期において NAT1 タンパク質に E74A mRNA が結合しているかを確認

する必要がある。さらに、CUG コドンか AUG コドンかを区別するのは、CUG コドンが複

数 AUG コドンの上流に近接して存在するため、難しいかもしれない。 

 

 

胚帯伸長異常の表現型  

最も早い時期に観測されたdNAT1の表現型は異常に深い頭部側の溝と胚帯の伸長異常

であった。さらに、樹状突起の数は、野生型のほぼ半分にまで減少した(図４Ｄ)。胚

帯伸長は胚発生を通して最も動的な細胞移動である。胚帯の長さが増加すると細胞分

裂が停止し、細胞の形態が変化する。とりわけ、胚帯の外肺葉は背腹軸の長さを増す

ためにコンバージェントエクステンションと呼ばれる運動をする。遺伝子は胚帯伸長

を分類された４つの母性効果遺伝子(dorsal,  anterior,  posterior,  そして

terminal グループ)によって調整され、２つの遺伝子グループ(ギャップ遺伝子群 と  
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ペアルール 遺伝子群)によっても影響を受ける。背側のグループを除き、これらすべ

ての遺伝子は頭尾軸の形成に寄与し、胚の体節を形成する。したがってdNAT1GS1変異体

の樹状突起の減少は体節形成の異常を示している。また、dNAT1GS1変異体が最初に異常

を示すのは、中胚葉誘導起こるのステージである。NAT1ノックアウトマウスが中胚葉

誘導異常を示して致死となったことから、ショウジョウバエでもNAT1は中胚葉誘導異

常を引き起こす可能性がある。中胚葉が作られなかった場合、当然、中胚葉に隣接す

る外胚葉は移動することができず、結果的に胚帯伸長は不十分となることが予想され

る。この可能性を確かめるにはGoosecoidやChordinといった中胚葉マーカーの発現を

確認する必要がある。 

 最近、eIF4E相同遺伝子である4EHPがhunchback  (hb)  やcaudal  (cad) の mRNA の

適切な翻訳に関与していることが明らかとなった(29,30) 。 eIF-4Eと同様ににキャッ

プ構造に結合するたんぱく質d4EHPは、 deIF4G やd4E-BPたんぱく質とは結合せず、

Bicoidがキャップ構造に結合して翻訳を阻害するのと同様に、hb  や cad  mRNAの翻訳

を阻害する(29,30)。 これらの結果は、従来にはない翻訳制御が初期胚の体節形成に重

要な役割を果たしていることを示している。 

我々は、deIF4Eのアクチンドライバーによる過剰発現の表現型が、樹状突起の減少を

引き起こすことを見出した。dNAT1の変異体でも同様の表現型が見られることから、

dNAT1はdeIF4Eによるキャップ依存的な翻訳を抑制している可能性がある。 

 

dNAT1 の翻訳制御   

脊椎動物 NAT1 遺伝子は保存された GTG スタートコドンから翻訳される(12)。我々は

non-ATG による翻訳開始はショウジョウバエ種間においても保存されていることを示し

た。いずれのショウジョウバエ近縁種もインフレームのファーストメチオニンの上流が

高度に保存されている。さらに、いずれのショウジョウバエ近縁種もインフレームのス

トップコドンは高度に保存された領域よりも上流にしか存在しなかったため、そこが

ORF 内部であることを示唆している。塩基配列データは dNAT1 の翻訳が最初のインフレ
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ームの ATG コドンの約 230 塩基上流で起こることを強く示唆している(図３Ｂ)。この領

域には ATG コドンもストップコドンも存在せず、翻訳開始点はセレオニンである可能性

がある（図３Ｃ）。我々の分析はまた、dNAT1-5’UTR 配列が機能的なたんぱく質の発現

に重要であることを示している。 特に DNCS 配列は 特異的なｍRNA 二次構造をとるこ

とから、DNCS に直接結合する因子が non-ATG による dNAT1 の翻訳に必須である可能性

が考えられた。 In vivo の解析では、UAS-dNAT1-full を用いた過剰発現では変異が現

れたのに対し UAS-dNAT1-Δ5’を用いた過剰発現ではインフレームのファーストメチオ

ニンを有するにもかかわらず変異は認められなかった（図５D）。この事実は、dNAT1 の

翻訳開始点がインフレームのファーストメチオニンよりも上流から翻訳が行われている

可能性と、DNCS 配列の喪失によって dNAT1 mRNA が翻訳されなかった可能性を示してい

る。 

 

dNAT1 と結合する因子   

 dNAT1 ex1変異体と dNAT1 ex1,deIF4AⅢおよび dNAT1 ex1,deIF4E のダブルミュータントとの

間に表現型の変化が見られないか検討した。その結果、３種類の変異体はいずれも類似し

た表現型を示し、ダブルミュータントは表現型がシビアにもマイルドにもならなかった

（deIF4AⅢ、deIF4E は複数の系統を使用した）。この理由としては、以下の２点が考えら

れる。いずれの変異体も明確な発生途上の致死点をもたない（だらだらと死んでいく）た

め、ダブルミュータントを作成しても表現型に顕著な違いが認められなかった。二つ目

は、eIF4a と NAT1 が結合するのであって、eIF4AⅢと NAT1 は結合しない。そのため、ダブ

ルミュータントは NAT1 と結合しない eIF4E と同じく表現型に差異が認められなかったと

いう可能性である。この可能性をさらに詳しく解析するにはプルダウンアッセイを行えば

よいと考えられる。 

 

唾液腺細胞死 
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 ショウジョウバエの変体期における唾液腺の細胞死は自食による細胞死だといわれてい

る。唾液腺は蛹形成後 12 時間過ぎから分解を開始する。まず最初に核が断片化され、続

いて細胞質内に空胞が現れ、続いて細胞質が分解される。この細胞死は TUNEL 染色によっ

て検出されない。通常の自食と異なるのは、核の分解にカスペース（DRONC）の働きが必

須である点である。細胞質の分解にはファゴサイトーシスに必須な遺伝子（crq）が必要

と考えられている。dNAT1 変異体では核の分解は確認されたため、カスペースは正常に発

現していると考えられる。しかし、それに続く細胞質の分解が起こらなかったため、crq

の発現が誘導されていない可能性が考えられた。 

 

変体期の表現型 

 dNAT1ex1 変異体では頭部、胸部が小さく、成虫として羽化することはなかった。これ

は、成虫原基の変体期における増殖能が低いことを示している。実際に、孵化直後から増

殖を続ける成虫原基は３齢幼虫の時点で野生型と比較して小さかった。NAT1-/-の ES 細胞

が増殖に影響しないこととは異なる結果である。また、ショウジョウバエにおいては、剛

毛や複眼などは正常に分化しており、分化能に影響があるとはいえなかった。 

 また、蛹は野生型は縮んで形成されるのに対し、dNAT1ex1 変異体では伸びたまま形成さ

れた。野生型では起こる頭部の器官であるトラキアの反転も dNAT1ex1 変異体では起こらな

かった。これらは、エクダイソンシグナルの異常を強く裏付けるものである。 

 

 エクダイソンシグナル 

 dNAT1 変異体では、エクダイソンの一次応答遺伝子である E93,E74A,E75 が蛹形成前 8 時

間に発現している。この発現は野生型には見られないものであり、エクダイソンサージ

（一時的な分泌）があることを示している。しかし、このサージは蛹形成に結びつかな

い。また、エクダイソンターゲット遺伝子は発現パターンがランダムになっており、シグ

ナルの乱れを反映している（E75,βFTZ-F1）。また、ショウジョウバエのカスペースであ

る rpr を誘導する E74A の発現は、組織の分解が始まる蛹形成後 12 時間で野生型は発現す
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るのに対し、dNAT1 変異体では発現はほとんど見られない。これは、dNAT1 変異体におい

て幼虫組織が分解されずに残っていた表現型とも一致した。 

 

dNAT1 が RNA エディティングされる可能性 

 マウスでは APOBEC-1 を過剰発現した場合に、APOBEC-1 が基質特異性を失ってアポリポ

蛋白の mRNA だけでなく NAT1 mRNA をターゲットとすることが知られている。この際の塩

基置換はシトシンからウラシルである。Hb ショウジョウバエにおいても APOBEC-1 は保存

されていることから、APOBEC-1 を過剰発現した際に同様に dNAT1 がハイパーエディティン

グされる可能性はある。我々はその他の RNA エディティング酵素について、dNAT1 を基質

としうるかどうか、検証した。Adenosine deaminase acting on RNA(ADAR)はプレ RNA の

二本差 RNA を認識し、アデノシンからイノシンへ RNA エディティングを行う(31)。イノシ

ンは翻訳時にはグアノシンとして認識されることがわかっている。ADAR による RNA エディ

ティングはイオンチャネルなどで知られているが、dNAT1 mRNA も高度な２次構造を有する

ことが予想され、その基質となる可能性は否定できない。また、アデニンからグアニンへ

の成虫の 4f-rnp 遺伝子での RNA editing も報告されており(32)、特別な editing 酵素の

認識サイトを有さないことから、dNAT1 が基質にならないとは言い切れない。 
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図の説明 

 

図 1 真核生物の翻訳 

真核生物では翻訳はループを形成して進行する。リボソームは mRNA にビーズ状に連なっ

ている。 

 

図 ２ NAT1 と eIF4G 

NAT1 は eIF4G には結合する PABP,EIF4E とは結合しない。 

 

図 3 dNAT1 遺伝子座と単離した dNAT1 変異体 

 (A) dNAT1 ゲノム領域。トランスポゾン挿入位置は三角形で示してある。dNAT1 のイン

トロンとエキソン、転写産物が示してある。二つの転写開始点(Ia and Ib)が dNAT1 遺 

伝子には存在する。 1.7 kb のバーは dNAT1ex1 変異体のゲノム欠失領域を示している。

下のバーはレスキュー実験の形質転換に用いた 12kb のゲノム領域を示している。（B）

dNAT1GS1 の致死性（赤） と dNAT1ex1 変異体(青)の様々な発生ステージでの致死性 。

(胚,1 齢幼虫 (L1), L1-L2 移行期 (L1/L2), 2 齢幼虫 (L2), L2-L3 移行期 (L2/L3), 3

齢幼虫(L3) そして蛹). (C) dNAT1 アリル間での相補性テスト。棒は成虫として羽化し

た個体をジェノタイプごとにバーセントで示している。 (完全に成虫になった場合を

100%とする). （D）野生型（OR）と dNAT1ex1の RT-PCR 結果。dNAT1ex1では NAT1 の発現強

度は検出感度以下となっている。(E) dNAT1GS1 と dNAT1ex1 のレスキュー実験。 棒はレス

キューコンストラクトである P[dNAT1-12kb]を 1 コピー持った個体の生存率を示している。

両アリル共に 1コピーのｄNAT1 外来遺伝子によって完全にレスキューされた。 

 

図 4 dNAT1 mRNA はユビキタスに様々な発生ステージで発現している 

(A)dNAT1 のアンチセンスプローブによる in situ ハイブリダイゼーション。ステージ

3-13 の胚、羽成虫原基 (wd) アイ－アンテナ成虫原基 (ead)、唾液腺 (sg)、３齢幼虫の
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脳 (brain) を示す。dNAT1 の発現はほぼユビキタスである (深い紫)。同条件化でセン

スプローブでは染色されない。(B) dNAT1 と Actin42A (ポジティブコントロール)  によ

る野生型の様々な発生ステージの RT-PCR。dNAT1 mRNA の発現強度は胚から成虫まで安定

している。 

 

図 5 dNAT1 cDNA 構造とショウジョウバエ近縁種で保存された 5’ 非翻訳領域 

 (A) dNAT1 cDNA の 5’非翻訳領域の保存された配列の比較と対応するショウジョウバエ

近縁種(melanogaster, erecta, persimilis, willistoni, virilis, grimshawi)の cDNA

配列。 ショウジョウバエの配列の左側の数字は完全長の dNAT1 cDNA 配列中の位置を示

す。高度な相同性を有する領域が相同性の低い領域である 750~930 ヌクレオチド(角括弧 

 

内の数字参照)によって隔てられている。dNAT1 cDNA の最初のインフレームの ATG コドン

は(M) と記され、仮の翻訳開始点(セレオニン)は(I) と記されている。 (B) 保存された

dNAT1 5’非翻訳領域の仮の mRNA 二次構造 (cDNA 1021-1185)。(C) dNAT1 の最初のイン

フレームの ATG コドン上流のアミノ酸配列と対応するショウジョウバエ近縁種のアミノ

酸配列。配列の上の数字は最初の保存されたセレオニンからの番号を示す。保存された

アミノ酸は赤で示してある。アスタリスクはインフレームの最初のメチオニンを示す。 

(D) 野生型成虫の胸部背側の小板、dpp-GAL4<<UAS-dNAT1-full 個体、 dpp-GAL4<<UAS-

dNAT1 5’個体。小板の剛毛は矢印で示してある。dNAT1-full を過剰発現させた個体は

剛毛が減少する表現型を示し、小板の縁も異常である。 

 

図 6 dNAT1GS1 変異体の表現型 

 (A)様々な発生ステージ(左側に図示)の野生型 (OR)と dNAT1GS1 変異体の胚の側方図。

背側の溝の位置を赤い矢頭で示し、胚帯の先端を青い矢頭で示す。(B) 野生型（OR）

dNAT1GS1 変異体の胚のクチクラ構造。（C）棒は野生型と dNAT1GS 変異体の樹状突起の帯

の数(底面)における個体の割合を示している。 
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図 7 dNAT1 変異体の変体期における表現型 

 (A)野生型 (A)と dNAT1ex1 (B,C) ファレートアダルト(APF 3 日)の背側から見た図。

dNAT1ex1 変異体は小さな頭部(B)をもつか、もしくは頭部がない(C)。(B)野生型(A), 

dNAT1ex1 (B), and dppGAL4>>UAS-dNAT1-IR (C)の小板。頭部側の剛毛(ASC)と尾側の剛毛

(PSC)を示した。dNAT1ex1 (II) と dppGAL4>>UAS-dNAT1-IR 個体の小板の剛毛の位置を矢

印で示した。 (C)上部の５つの写真は野生型と dNAT1ex1変異体からの唾液腺を図示した 

時間に解剖して取り出したものである。下部の写真は唾液腺のパラフィンセクションを

HE 染色したものである。スケールバーは 60 μm である。唾液腺の細胞質は青く染色さ

れ、核は矢印で示してある。核は 14 h APF に断片化を始める。14 h APF 以降、大きな空

胞様の構造（矢頭で図示）が変異体では頻繁に見られる。  

（D）直接もしくは間接的なエクダイソンターゲット遺伝子と、エクダイソンシグナルか

ら独立したな遺伝子の RT-PCR。mRNA の量は Actin42A の発現強度が一定になるように調

節した。 

 

図 8 dＮＡＴ1 の機能 

dNAT1 は特定の deIF4E の翻訳（キャップ依存的な翻訳）を抑制している可能性があ

る。
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