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1. 要旨 
多細胞動物の体内の恒常性を維持するためには、器官同士が互いに応答し合うことが

重要であり、その仕組みの一つが、血液中を循環するホルモンである。昆虫ペプチドホ

ルモンの一つ Diuretic hormone 31（Dh31）は 31 アミノ酸から構成される利尿ホルモ

ンで、本研究で用いたショウジョウバエでは、中腸（哺乳類小腸に相当）後方で産生さ

れ、さまざまな生命活動に関与している。本研究室の先行研究では、中腸から産生され

る Dh31 を RNA 干渉法によりノックダウンすると、個体寿命が延長し、中腸老化は遅

延する一方で、オスの生殖に必須の内部生殖器官である附属腺（哺乳類前立腺に相当）

の老化は促進する「恒常性の乱れ」が起きることが明らかとなった(Takeda et al., 2018)。

その時点でこの表現型は、一般に老化を制御するインスリンシグナル（insulin/ insulin-

like growth factor-like signaling; IIS）とは独立に Dh31 が働く作用を反映したものと

予測されていたため、本研究はその分子メカニズムの解明を目指した。 

まず、野生型では、中腸産生 Dh31 が附属腺 Dh31 受容体を介して附属腺老化を防ぐ

と予想し、附属腺で Dh31 受容体をノックダウンしたが、老化促進は観察できなかった。

加えて RNA-seq 解析から、Dh31 受容体は附属腺ではほとんど発現していないことが

示された。従って、Dh31 ノックダウンによる附属腺の老化促進は、Dh31 による附属

腺への直接作用を反映するものではないことが強く示唆された。一方、従来用いられて

きた IIS マーカーtGPH によるシグナル検出の感度が乏しいことがわかり、Dh31 抑制

による附属腺の老化促進に IIS が関与するかどうかを再び検証する必要が生じた。 

附属腺でインスリン受容体（insulin receptor; InR）を過剰発現すると、老化促進が

示された。また、ノックダウンと同様に老化促進する Dh31 欠失変異体の附属腺で InR
をノックダウンすると、老化促進は抑圧された。以上の結果から Dh31 抑制による老化

促進には、InR を介して IIS 経路が関与することが示唆された。また、より高感度の IIS

マーカーの開発を目指し、InR 局在を融合蛍光タンパク質の蛍光によって追跡できるノ

ックイン系統（InR::mCherry、InR::EYFP）を確立した。それらの附属腺における

InR::mCherry 蛍光を観察した結果、老化促進を示す Dh31 変異体の附属腺細胞では、

多数の活性化した InR::mCherry が顆粒状に確認でき、IIS の関与が明確に示された。 

以上の結果から、Dh31 抑制による附属腺の老化促進には IIS 経路が関与し、Dh31 は

多くの器官の間で IIS 作用のバランスを保つ働きをすることが示された。また、ショウ

ジョウバエでは確実に InR の発現・活性を観察できる方法が確立されていなかったが、

今回作成した系統により、いくつかの器官で InR の確実な観察が初めて可能となった。 
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2. 序論 
多細胞動物の体内の恒常性を維持するためには、各器官が互いに応答し合うことが重

要であり、その仕組みの一つが、血液中を循環するホルモンである。例えば、各器官の

老化を、それぞれのはたらきが加齢と共に徐々に衰えてゆくものと考えると、ある器官

だけの老化が異常に早まったり、逆に老化が起きなかったりすると、全身の器官の間に

活動性のアンバランスが生じて、様々な機能不全がもたらされることが想像される。す

なわち、各器官の間には老化のバランスを保つ恒常性が存在していることが予想される。 

昆虫ペプチドホルモンの一つ Diuretic hormone 31（Dh31）は 31 アミノ酸から構成

される利尿ホルモンで、ゴキブリの一種 Diploptera punctata で初めて同定された

(Furuya et al., 2000)。このペプチドホルモンはさまざまな種の昆虫（Dictyoptera 網翅

上目、Diptera 双翅目、Hymenoptera 膜翅目）において進化保存され(Coast et al., 2001)、

また脊椎動物ではカルシトニンと構造が類似することから、重要な生理機能をもつと考

えられてきた。本研究で使用したキイロショウジョウバエで初めて行われた研究は、哺

乳類の腎臓に相当するマルピーギ管での活性検定である。相同性検索によってアミノ酸

配列が予測され、合成された Dh31 が、cAMP を介して、マルピーギ管細胞頂端膜にあ

るプロトンポンプ V-ATPase を活性化することで、排尿を促すことがわかった。この実

験から、Dh31 は構造だけでなく、その利尿作用も進化的に保存されていることが確か

められた(Coast et al., 2001)。Dh31 は、ショウジョウバエでは中腸と呼ばれる、哺乳類

の小腸に相当する器官の後方領域（(Buchon et al., 2013)で示されている R4 中ほどから

R5 にかけての領域）の内分泌細胞(Park and Kwon, 2011)と中枢神経系の限られたニュ

ーロン(Kunst et al., 2014; Goda et al., 2016)で産生されており、個体の発生段階や産生

される場所の違いによって、さまざまな機能を制御していることがわかっている。例え

ば、幼虫の腸で Dh31 を抑制すると、腸の収縮回数が減少する(LaJeunesse et al., 2010)。

つまり、Dh31 はぜん動運動を制御しており、この機能のために、腸内の細菌を素早く

排出することもできる(Benguettat et al., 2018)。また、中枢神経系で産生される Dh31

についても多くの研究が行われている。Dh31 は、睡眠や覚醒の制御に関わることが知



3 
 

られている DN1 ニューロン（Dorsal Neuron 1）で発現しており、睡眠の維持を負に制

御し、夜明けが近づくと覚醒させる機能をもつ(Kunst et al., 2014)。同じ中枢神経系で

も、温度選択リズムの主要な時計としてはたらく DN2 ニューロン(Dorsal Neuron 2)で

は、Dh31 は温度選択に重要な役割を果たすことがわかっている(Goda et al., 2016; 

Goda and Hamada, 2019)。最近では、脳からアラタ体に作用する神経が産生する Dh31

を、アラタ体にある Dh31 受容体が受け取ると、幼若ホルモンが抑制されてメスの生殖

休眠が引き起こされることや(Kurogi et al., 2023)、Dh31 がオクトパミン作動性ニュー

ロンを介して記憶形成に関与することも調べられている(Lyu et al., 2023)。一方で、成

虫の中腸で産生される Dh31 はアミノ酸やタンパク質によって活性化され(Park et al., 

2016)、エサが豊富にある状態だと交尾行動を誘発させるはたらきをもつ(Lin et al., 

2022)。このように、Dh31 は非常に多くの器官にはたらきかけ、多様な機能を発揮する

ホルモンであり、今後もさらに新しいはたらきが見つかるものと考えられる。 

 

本研究室の先行研究では、中腸から産生される Dh31 を RNA 干渉法により中腸内分

泌細胞で特異的にノックダウンすると、寿命が 37%延長し、さらに中腸の老化症状出

現も遅延した。一方で、哺乳類の前立腺に相当し、オスの生殖に必須の内部生殖器官で

ある附属腺では、老化症状出現が促進されてしまうことが明らかとなった(Takeda et al., 

2018)。Dh31 ノックダウンによる中腸と附属腺の老化応答が相反したことは、体内の

恒常性が乱れたことを示している。また、これまでは、Dh31 ノックダウンによる中腸

老化の遅延は、老化を制御するシグナル経路として一般的に受け入れられているインス

リンシグナルとは独立に引き起こされると考えられていた。なぜなら、インスリンシグ

ナル活性の検出に、インスリン受容体（InR）の下流で機能する PI3K の活性マーカー

である tGPH (Britton et al., 2002)を用いても、野生型との間に応答の差異がなかった

ためである。そして、この中腸の老化遅延と同様に、附属腺の老化促進もインスリンシ

グナル経路とは独立して起こると考えられていた(Takeda et al., 2018)。 
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この背景から、野生型では Dh31 が附属腺の Dh31 受容体（Dh31-R）を介して附属

腺に直接作用し、老化を防止していると予想した。そこで、附属腺で Dh31-R をノック

ダウンしたが、附属腺老化は促進しなかった。加えて、上述の附属腺が老化促進する

Dh31 ノックダウンにおいて、RNA-seq 解析により附属腺 Dh31-R mRNA の発現量を

測定したが、発現がほとんど検出されなかった一方、InR mRNA については、発現量が

7.8 倍に増加していた（武田 未発表）。さらに、本研究室の別の先行研究から、附属腺

で野生型 InR を過剰発現すると、老化促進に似た症状をみせることがわかっていた

（2018 年度 寺畠未発表）。これらの結果から、Dh31 抑制による附属腺の老化促進にイ

ンスリンシグナルが関与するかどうか、再び検証することにした。 

 

インスリン/インスリン様成長因子シグナル（insulin/insulin-like growth factor-like 

signaling; IIS）経路は、多細胞生物において進化的に広く保存されており、哺乳類から

無脊椎動物にまで存在している(Skorokhod et al., 1999)。IIS 経路は、細胞や全身の成長

(Brogiolo et al., 2001; Butler and Le Roith, 2001; Ikeya et al., 2002; Hafen, 2004)、発生

や変態(Nijhout and McKenna, 2018; Pan et al., 2021)、生殖器官の成熟(Partridge and 

Gems, 2002)、糖の取り込みから始まるエネルギー代謝(Saltiel and Kahn, 2001)、細胞

や全身の老化(Giannakou and Partridge, 2007)など、様々な機能を制御している。さら

に IIS は、複数の細胞間シグナル伝達経路と相互作用していることもわかっている

(Chowański et al., 2021) 。 ま た 、 IIS 経 路 の 老 化 を 制 御 す る 性 質 は セ ン チ ュ ウ

Caenorhabditis elegans のインスリン受容体を指令する daf-2 遺伝子の変異体によって

はじめて発見され(Kenyon et al., 1993; Kimura et al., 1997)、その後、ショウジョウバ

エ Drosophila melanogaster (Clancy et al., 2001; Tatar et al., 2003)やマウス Mus 

musculus (Blüher et al., 2003; Holzenberger et al., 2003)においても同様の性質があるこ

とが明らかにされ、老化が IIS 経路に制御されることの普遍性が認められている。これ

までの研究で、様々な老化の過程で IIS の強度がどのように変化するかや、IIS がどの

ように老化症状に影響をもたらすかはよく調べられてきたものの(Serrano et al., 2005; 
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Ismail et al., 2015; Augustin et al., 2017; Tanabe et al., 2017; Haroon et al., 2020)、さま

ざまな器官の細胞レベルでの InR の発現や局在の変化は解明されていない。本研究で

は上記の問題に取り組むために、これらを明らかにする必要性が生じた。 

一方、IIS シグナルの最上流に位置するリガンドについても、老化に伴う発現量の変

化が調べられている。ショウジョウバエでは 8 つのインスリン様ペプチド（Drosophila 

insulin-like peptides; Dilps）が同定されている(Brogiolo et al., 2001; Okamoto et al., 

2009; Grönke et al., 2010; Colombani et al., 2012)が、例えば、脳の神経分泌細胞の Dilp3

タンパク質の発現レベルは老化に伴い低下することが示されている(Tanabe et al., 

2017)。Dilps のほとんどが、一つの遺伝子である InR の産物を通じて作用する。 

 

本研究で、Dh31 ノックダウンによる附属腺の老化促進には InR が関係していること

が示された。また、このことを明確にするため、より高感度で確実に IIS を検出できる

マーカーの開発を目指した。これまでもショウジョウバエの幼虫の脳を中心とし、InR

の免疫染色が行われてきたが(Luo et al., 2013; Slankster et al., 2020; Odell et al., 2022)、

その正確性は十分に検証されていなかった。それは、InR がユビキタスかつ少量でしか

発現しないため、その検出をすることが難しかったからである。そこで、内在性 InR の

局在を融合タンパク質の蛍光を通じて確実に追跡できる、蛍光タンパク質標識 InR ノ

ックイン系統を、CRISPR-Cas9 によるゲノム編集技術により作成した（InR::mCherry、

InR::EYFP）。この InR::mCherry 系統と Dh31 変異体を組み合わせた二重ホモ接合体の

附属腺を観察すると、Dh31 抑制による附属腺の老化促進は、InR を介して IIS が関与

していることが明確に示された。これにより、Dh31 の組織老化への関与は、IIS と独立

に起きているのではなく、各組織の間で適切な IIS のバランスをもたらし、老化の恒常

性を維持することにある、と修正されるべきであることがわかった。さらに、上記の蛍

光標識 InR ノックイン系統により、附属腺の他にも、いくつかの器官の細胞レベルでの

確実な InR 観察が初めて可能となり、これらは今後の IIS 研究のために重要なツールと

なることが期待されるものである。 
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3. 実験材料と方法 

ショウジョウバエ系統 

P{ry+t7.2=hsFLP}1 w1118 (#6), 

w*; P{w+mC=UAS-GFP.S65T}egT10 (#1522) 

w*; P{w+mW.hs =GAL4-prd.F}RG1/TM3, Sb1 (#1947) 

y1 w*; P{w+mC=AyGAL4}25 P{w+mC=UAS-GFP.S65T}Myo31DFT2 (#4411) 

y1 w1118; P{w+mC=UAS-InR.Exel}2 (#8262), 

y1 v1; P{y+t7.7 v+t1.8=TRiP.JF01945}attP2/TM3, Sb1 (#25925)（UAS-Dh31-R-RNAi） 

y1 v1; P{y+t7.7 v+t1.8=TRiP.HMS03166}attP40 (#51518)（UAS-InR-RNAi） 

y1 M{GFPE.3xP3=vas-Cas9.RFP-}ZH-2A w1118 (#55821) 

y1 w1118; TI{TI}Rab4EYFP (#62542) 

以上は Bloomington Drosophila Stock Center から取り寄せた。 

 

Canton-S (#105666), 

y1 w67c23 P{y+mDint2=Crey}1b; D* / TM3, Sb1 (#106097) 

w*; P{ry+t7.2=neoFRT}82B P{w+mC=Ubi-GFP.D}83 (#108090) 

以上は KYOTO Drosophila Stock Center から取り寄せた。 

 

w1118; P{GD104}v991/TM3 (v991)（UAS-InR-RNAi） 

w1118; P{GD4601}v37763 (v37763)（UAS-Dh31-RNAi） 

以上は Vienna Drosophila Resource Center から取り寄せた。 

 

prosperoV1-GAL4 (Balakireva et al., 1998) は Jean-François Ferveur 博士から譲渡。 

y2 cho2 v1; Dh31SK1/ CyO、 y2 cho2 v1; Dh31SK2/ CyO は近藤周博士が CRISPR-Cas9

ゲノム編集技術により作成したものを譲渡(Kondo and Ueda, 2013)。  
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蛍光タンパク質標識 InR ノックイン系統の作成 

 

・mCherry 標識 InR ノックイン系統 

mCherry 標識 InR ノックイン系統を作成するために、「リンカー－mCherry－選択

マーカー」を内在性 InR コード領域の 3’末端付近に挿入した。まず、guideRNA 

(gRNA)となる領域を挿入したプラスミド（プラスミド A とする）と「リンカー－

mCherry－選択マーカー」を挿入したプラスミド（プラスミド B とする）の二つを

用意した。プラスミド A を作成するためのベクターには pU6-BbsI-chiRNA を使用

した。まず、InR の protospacer adjacent motif (PAM)となる配列の 1 塩基上流から

5’側に向かって 20 塩基と相同な配列に、pU6-BbsI-chiRNA の BbsⅠ 制限酵素サイ

トに挿入するための BbsⅠによる切断配列を付加して、下記のように DNA 両鎖を合

成した（Merck、両鎖の会合部 20 塩基に下線）。 

 鋳型鎖配列； 

5’-CTTCCAATGGATTCATCGGAAGGG-3’ 

非鋳型鎖配列； 

5’-AAACCCCTTCCGATGAATCCATTG-3’ 

これを、BbsⅠで制限酵素処理をしたベクターに挿入し、プラスミド A を作成した。 

プラスミドＢを作成するためのベクターには pDsRed-attP を使用した。まず、

mCherry を増幅するためのプライマーを設計した。forward プライマーには 5’末端

側に EcoRⅠと BglⅡの切断配列と認識配列、10 アミノ酸で構成されるリンカーの塩

基配列を加えている。reverse プライマーには両端に XbaⅠの配列を加えた。  

forward プライマー（下線部＝EcoRⅠサイト）;  

5’-ATCGGAATTCGGAGGCAGATCTGGAGGTGGGAGTGGCGGAAGCG 

GTGGGGGCATGGTGAGCAAGGGCGAGG-3’ 

reverse プライマー（下線部＝XbaⅠサイト）;  

5’-ATCGTCTAGACTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’ 



8 
 

Ay-GAL4,UAS-mCherry::CD8 のゲノム DNA を鋳型として、合成したプライマーで

mCherry コード領域を増幅した。EcoRⅠと XbaⅠで、この PCR 産物の制限酵素処

理を行い、pUAST-attB の EcoRⅠ/XbaⅠ制限酵素サイトに挿入した。これを pUAST-

attB+mCherry と名付けた（直井陸 2021 年度修士論文）。次に、ノックインを行う

系統である vas-Cas9 のゲノム DNA 配列を鋳型とし、相同組換えに必要な配列を取

得するために二つの homology arm を PCR 法により増幅した。ここでは InR の終止

コドンから 3-5 塩基上流の AGG を PAM 配列として使用した。PAM 配列の 2 塩基

上流から 5’末端に向かって 1002 塩基対を left homology arm（LHA）とし、下記の

プライマーで PCR により増幅した。 

5’末端に EcoRⅠの切断配列（下線部）を加えた forward プライマー； 

 5’-CGATGAATTCAGTACTGGCGGTGGAAAAC-3’ 

 5’末端に BglⅡの切断配列（下線部）を加えた reverse プライマー； 

 5’-CGATAGATCTCCTTCCGATGAATCCATTGGG-3’ 

また、PAM 配列の 3 塩基上流から 3’末端に向かって 1000 塩基を right homology 

arm （RHA）とし、両プライマーの 5’末端側に SapⅠ の認識配列（下記の下線部）

と切断配列を加え、PCR により増幅した。 

forward プライマー;  

5’-CGATGCTCTTCATATGGGAGGCGTAATCGTTACG-3’  

reverse プライマー; 

5’-CGATGCTCTTCAGACTGCTGTTTTGTTTTTGTATTGCTTG-3’ 

LHA は EcoRⅠ/BglⅡで処理し、pUAST-attB + mCherry の EcoRⅠ/BglⅡ制限酵素

サイトに挿入した。これを pUAST-attB + mCherry + InR LHA と呼ぶ。RHA は SapⅠ 

で処理し、pDsRed-attP の SapⅠ 制限酵素サイトに挿入した。これを pDsRed-attP 

+ InR RHA と呼ぶ。最後に、pDsRed-attP + InR RHA の二つの AarⅠ制限酵素サイ

トの間に、AarⅠで制限酵素処理した pUAST-attB + mCherry + InR LHA を挿入し

た。pU6-BbsⅠ-chiRNA (#45946)、pDsRed-attP (#51019), pUAST-attB (DGRC 
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Stock 1419 ; https://dgrc.bio.indiana.edu//stock/1419 ; RRID:DGRC_1419) は

Drosophila Genomics Resource Center (DGRC, NIH Grant 2P40OD010949)から取

り寄せた。完成した配列では、pUAST-attB+mCherry に InR LHA を挿入する際に

BglⅡで制限酵素処理したために、InR の C 末端の二つのアミノ酸が変更されている

が、InR の機能には影響を与えていない（図 6A）。また、完成したプラスミドコンス

トラクト中に存在する UAS、attB 配列は、作成したノックイン系統のゲノムには挿

入されない。InR::mCherry 由来の蛍光観察は、選択マーカーDsRed を Cre/loxP 相

同組換えにより取り除いた後に行っている。この除去は、3xP3-DsRed による複眼の

蛍光の消失と PCR により確認した。 
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・EYFP 標識 InR ノックイン系統 

上記と同様に、EYFP 標識 InR ノックイン系統を作成するために、「リンカー－

EYFP－選択マーカー」を内在性 InR コード領域の 3’末端付近に挿入した。上述と同

じプラスミド A（gRNA となる領域を挿入したプラスミド）と「リンカー－EYFP－

選択マーカー」を挿入したプラスミド（プラスミド C とする）の二つを用意した。

プラスミド C の作成には上述の pDsRed-attP + InR RHA を使用した。「InR LHA-

リンカー-EYFP」をこの順に並べた配列の両端に、pDsRed-attP + InR RHA の挿入

したい位置の両側 15 塩基と相補的な配列を加え、DNA の化学合成を行った

（Integrated DNA Technologies）。こちらは、InR::mCherry の場合とは違い、InR の

C 末端の２アミノ酸を変更せずにリンカーと結合させる設計となっている。InR コ

ード領域内に存在した回文構造や、全合成 DNA 配列中に 8 か所存在した「GAGCT」

という配列が化学合成に不具合を生じさせるため、同じアミノ酸を指令する別のコ

ドンに置き換えた。その結果、合計 14 の同義変異が InR のコード領域内にある（詳

細は補足図２C に記載）。合成された DNA は In-Fusion クローニングにより上述の

pDsRed-attP + InR RHA に挿入した。pDsRed-attP + InR RHA の必要部分は PCR

により増幅した。 

forward プライマー；5’-GTAGTGCCCCAACTGGGGTAACCTTTGAGT-3’ 

reverse プライマー；5’-GCGAAGGGCGACACCCCATAATTAGCCCGG-3’ 
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固定組織の免疫染色 

リン酸緩衝液（phosphate-buffered saline; PBS）中で解剖し、4%ホルムアルデヒドで

40 分固定した。その後 0.1 % の Triton-X 100 を含んだ PBS で洗浄し、染色を行った。 

・一次抗体（製造元名称, 希釈倍率） 

mouse anti-Coracle (DSHB, 1:50) 

chicken anti-mCherry (EnCor, 1:1000) 

mouse anti-Lamin-B (DSHB, 1:100) 

・二次抗体（製造元名称, 希釈倍率） 

DyLight 488-conjugated anti-chicken IgY 

Alexa Fluor 555-conjugated anti-mouse IgG 

Alexa Fluor 647-conjugated anti-mouse IgG 

(Jackson ImmunoResearch, 1:100) 

 

核は 4’6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, SIGMA, 1 ng/ml)で染色した。 

F-actin は Alexa Fluor 647-Phalloidin (Thermo Fisher Scientific, 1:100)で染色した。 

 

senescence-associated β-galactosidase 活性による老化検出 

老化する と リ ソソ ーム 内 で 特異的に発現が上昇する senescence-associated β-

galactosidase を Senescence β-Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling Technology 

Inc.) (Goldstein, 1990; Dimri et al., 1995)により検出した。 

 

顕微鏡下での観察 

染色した組織や器官は TC-1000 digital microscope (株式会社佐藤商事)やレーザー共

焦点顕微鏡 Digital Eclipse C1Si (Nikon) 、同 FV3000 (OLYMPUS) で撮影した。 
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RNA-seq 解析 

コントロール（pros > GFP）と中腸内分泌細胞産生 Dh31 ノックダウン個体（pros > 

Dh31IR）からそれぞれ 10 匹ずつ、射精管が付いた状態で附属腺を摘出し、NucleoSpin 

RNA-XS kit (Macherey-Nagel)を使用して mRNA を抽出した。mRNA から合成した

cDNA で、NovaSeq 6000 System (Illumina, San Diego, CA)により 100 bp（マクロジェ

ン・ジャパン）のペアードエンド・シークエンスを行った。p 値の算出は R software 

version 4.0.2(R-Core-Team, 2020)を用いて行った。 

 

定量リアルタイム PCR（qRT-PCR） 

コントロール（Canton-S）と Dh31SK1/SK2 変異体の羽化後 10 日目、28 日目から上述

と同じ方法で mRNA を抽出した。１サンプルに 3 匹分の附属腺を使用し、それぞれ３

サンプルずつ用意した。抽出した RNA は Deoxyribonuclease (RT Grade) for Heat Stop 

(ニッポン・ジーン)で DNase の失活を行い、PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis Kit 

(タカラバイオ株式会社)でランダムプライマーを使用して cDNA を合成した。遺伝子

の発現レベルの測定には PowerUp SYBR Green Master Mix (ThermoFisher Scientific)

を使用した。設計したプライマーは以下のとおりである。 

InR forward (5’-TCCGGCTGCTGACTTCAAC-3’) 

InR reverse (5’-CAGGAACGCTAGGCCGATTC-3’) 

4E-BP forward (5’-TCCGAGATGACAACCTTCCTG-3’) 

4E-BP reverse (5’-CTTCAGCGACTTGGTCTGCT-3’) 

RpL32 forward (5’-CCAAGATCGTGAAGAAGCGC-3’) 

RpL32 reverse (5’-GACGCACTCTGTTGTCGATAC-3’) 

測定には StepOnePlus Real-Time PCR System（ThermoFisher Scientific）を使用した。

それぞれの遺伝子発現量は内在性コントロール遺伝子 RpL32 で標準化した。 
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4. 結果 
 

4-1-1. Dh31 受容体をノックダウンしても附属腺老化は促進しない 

先行研究で、中腸内分泌細胞から産生される Dh31 を RNA 干渉法でノックダウンす

ると、附属腺上皮細胞の老化が促進することが明らかにされている(Takeda et al., 2018)。

この研究では、老化した細胞のリソソーム内で特異的に発現が上昇する β-ガラクトシ

ダーゼ（senescence-associated β-galactosidase ; SA-β-gal）を検出することで、細胞老化

の検証を行っていたため、本研究でもその指標を適用した。 

まずは、Dh31 が Dh31 受容体（Dh31-R）を介して附属腺に直接的に作用するのか

について調べた。もし作用が直接的ならば、附属腺上皮細胞で Dh31-R をノックダウン

（prd > Dh31-R IR）すれば中腸内分泌細胞から産生される Dh31 をノックダウンした

ときと同様に、附属腺の老化が促進すると期待した。しかし、SA-β-gal の発現レベルを

比較しても老化している様子は確認できなかった（図 2）。加えて RNA-seq 解析の結果

からも、Dh31-R は附属腺ではほとんど発現していないことがわかった（表 1A）。この

結果から、Dh31 抑制による老化促進は、附属腺の Dh31 受容体を介していないという

ことが強く推察された。 
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4-1-2. Dh31 抑制による附属腺の老化促進は InR をノックダウンすると抑圧される 

インスリンとその細胞内シグナル経路（insulin/insulin-like signaling; IIS）は、寿命

や老化を制御する性質があることが知られている。さらに本研究室の先行研究で、野生

型の InR を附属腺で過剰発現すると老化促進に似た症状をみせたので（2018 年度 寺畠 

未発表）、Dh31 抑制による附属腺老化促進にも IIS 経路が関与し得ることが予想され

た。 

ここからは、細胞老化を検出するために、核膜を裏打ちするタンパク質である Lamin-

B の免疫染色を行った。Lamin-B 染色は若齢時には核膜に沿って環状に検出されるが、

老化した細胞では「staining-gaps」と呼ばれる Lamin-B 染色の部分的な消失が起こる。

この現象が、細胞の老化の指標として使用されている(Chen et al., 2014)。中腸内分泌

細胞から産生される Dh31 をノックダウン（pros>Dh31IR）すると、Lamin-B 染色の

staining-gaps が観察できた（図 3A、A’、B、B’）。これにより、SA-β-gal と同様に Lamin-

B 染色でも附属腺上皮細胞の老化の検出が可能であることが示された。 

次に、附属腺で野生型インスリン受容体を過剰発現（prd>InRExel）させ、staining-gaps

が観察できるか検証した。羽化後２週目で、Dh31 ノックダウン時の附属腺と同様に、

staining-gaps の早期出現がみられたので（図 3C、C’、D、D’）、附属腺の老化は促進し

たとみなされる。Dh31 抑制による附属腺老化促進と InR の発現に関係性があるのかを

検証するため、Dh31 が抑制された状態で InR をノックダウンすることが必要であった。

この目的のため、Dh31 ノックダウン個体と同様に、寿命延長や附属腺の老化が促進す

る Dh31 欠失変異体を使用した（ここで用いる二種の対立遺伝子、SK1 および SK2 は

東京理科大学の近藤周博士によって、CRISPR-Cas9 を用いたノックアウト法により、

新たに作成されたものである。ここでは両者のトランスヘテロ接合体 Dh31SK1/SK2 を使

って老化検定を行い、それを、以下 Dh31SK1/SK2 変異体と表記する。本変異体は、成虫の

中腸肥大および寿命延長など、中腸内分泌細胞における Dh31 ノックダウンとほぼ同様

の表現型を見せた）。Dh31SK1/SK2 変異体（Dh31SKI/SK2; prd-GAL4/+）の附属腺でも、羽

化後２週目で staining-gaps が観察された（図 3E、E’）。この変異バックグラウンド下に
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おいて、附属腺で InR をノックダウン(Dh31SKI/SK2; prd> InRIR）したところ、staining-

gaps が減り、Lamin-B 染色は環状に観察された（図 3F、F’）。この結果から、InR をノ

ックダウンすることで Dh31 抑制による附属腺の老化促進が抑圧されることがわかっ

た。 
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4-1-3. Dh31 抑制により老化が促進した附属腺では InR の発現量が高い 

先行研究では、インスリンシグナル活性強度の測定に、インスリンシグナルが活性化

す る と 局 在 が 細 胞 質 中 か ら 細 胞 膜 付 近 に 変 化 す る GFP 融 合 マ ー カ ー で あ る

tGPH(Britton et al., 2002)が使用された。中腸内分泌細胞で Dh31 をノックダウンして

も、栄養吸収細胞などの老化発症が遅れる中腸細胞での tGPH の局在は変化しなかっ

たため、中腸の老化遅延がインスリンシグナルを介する可能性は低いと結論づけられて

いた(Takeda et al., 2018)。同様に、中腸内分泌細胞における Dh31 のノックダウンによ

り老化が促進した附属腺を観察しても、tGPH の局在にコントロールとの差異はなかっ

た。しかし、RNA-seq 解析でコントロールと Dh31 ノックダウン個体の附属腺の遺伝

子発現レベルを比較すると、InR mRNA は Dh31 ノックダウン個体では 7.8 倍に増加

し、他にも、哺乳類の炎症性サイトカインとして知られるインターロイキンのホモログ

である unpaired などの老化関連遺伝子の発現が上昇していることがわかった（表 1A）。

よって、tGPH は低レベルのインスリンシグナルを観測するには感度が十分ではないこ

とが懸念されたので、より高感度にインスリンシグナルを観測できるツールの検討が必

要となった。 

そこで、附属腺で発現する InR を組織標本上で観察することを計画したが、InR は多

くの組織でユビキタスにかつ低レベルで発現するため、抗体染色で検出してもバックグ

ラウンドとの区別がつきにくく、そのために、明確に InR を観察することは従来困難で

あった。そこで、融合タンパク質により内在性 InR の局在を追跡できる蛍光タンパク質

標識 InR ノックイン系統の作成を計画し、２系統を確立した（InR::mCherry、

InR::EYFP）。これらの系統の詳細については後述する。InR::mCherry をホモ接合でも

つ Dh31SK1/SK2 変異体（Dh31SK1/SK2; InR::mCherry）の附属腺上皮細胞では、コントロー

ル（InR::mCherry）と比較して、より多くの Lamin-B の staining-gaps が観察された（図

4A-A”、4C-C”）。さらに、InR::mCherry の蛍光は、InR::mCherry をホモ接合でもつ

Dh31SK1/SK2 変異体の細胞では、InR::mCherry 顆粒がより強い蛍光で広範囲に分布して

いた（図 4B-B”、4D-D”）。InR は活性化に伴って、細胞膜からリサイクリングエンド
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ソームに局在を変えるとされており、この場合の顆粒もリサイクリングエンドソームへ

の局在を示すと考えられる（これについては後述する）。これらの結果から、老化が促

進した Dh31 SK1/SK2 変異体の附属腺では、活性化した InR の発現量が高いということが

わかり、IIS 経路は活性化していると考えた。 

しかし、異なる種類の細胞からの知見ながら、IIS シグナル因子 Akt の標的である転

写因子 FOXO が InR の転写を抑制する(Puig et al., 2003; Okamoto et al., 2013; Mirth 

et al., 2014)ということに基づいて考えると、上記の Dh31 ノックダウンにおける InR 

mRNA 量の増加は、IIS シグナルの減少を示唆しているという見方もできる。そこで、

InR シグナルにより同様に転写誘導されることが知られる別の因子＝翻訳調節因子 4E-

BP（ショウジョウバエでは Thor とも呼ばれる）の mRNA 量についても、InR mRNA

と併せて定量測定を行った。定量リアルタイム PCR の解析によると（表 1B）、羽化後

28 日目の附属腺では、InR の mRNA 量はコントロールと比較して 1.8 倍高く、4E-BP

の mRNA 量は 2.7 倍高かった。これは、老化が促進した Dh31SK1/SK2 変異体においては

IIS シグナル活性が弱い可能性があることを示唆している。これらの相反する結果につ

いては考察で述べる。 
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4-2-1. mCherry/ EYFP 融合 InR ノックイン系統の作成 

上記のように、インスリン受容体（InR）の局在を調べるために CRISPR-Cas9 によ

るゲノム編集技術を利用して、サンゴの一種 Discosoma sp. に由来する赤色蛍光タンパ

ク質を改変した mCherry と、オワンクラゲ Aequorea victoria に由来する GFP の変異

体である EYFP（Enhanced Yellow Fluorescent Protein)を、それぞれ内在性 InR に融合

させた系統を確立した（それぞれ InR::mCherry、InR::EYFP)。それらの作成過程を、

InR::mCherry を代表例として以下に示す。 

InR::mCherry 系統を作成するために、まず「リンカー－mCherry－選択マーカー カ

セット」が InR コード領域の終止コドン付近に挿入された状態のプラスミドクローン

を得た。この「選択マーカーカセット」は「loxP-3xP3-hsp70-DsRed-loxP」という構造

で、成虫複眼で発現誘導する 3xP3-hsp70 プロモーターの下流に DsRed が組み込まれ

ているので、このコンストラクトがノックインされた成虫の複眼は赤く光る。mCherry

と InR の両タンパク質ドメインが、フォールディング干渉を起こさずに本来の機能を

維持できるように適切な長さと柔軟性をもつリンカーを設計し、mCherry と InR の間

に挿入した。二種類のタンパク質を繋ぐリンカーは 2～10 アミノ酸が適切であり、グリ

シンを使用するとペプチド鎖が柔軟になるためによく使用されている。加えて、セリン

残基によりポリ-グリシン鎖の溶解性が増すことが知られている(Miyawaki et al., 2003; 

Snapp, 2005)。ポリ-グリシン鎖の中にセリンを散在させるリンカーが最も広く使用さ

れ て い る の で 、 グ リ シ ン と セ リ ン で 構 成 さ れ る 10 ア ミ ノ 酸 の リ ン カ ー 、

GGGSGGSGGG が設計された(2021 年度 直井陸 修士論文)。本研究で作成したノッ

クイン系統は、生殖系列で Cas9 を発現するショウジョウバエ系統（vas-Cas9）の胚に、

「guideRNA を発現する配列」をもつプラスミドと、LHA と RHA の間に「ノックイン

配列と選択マーカーカセット」が挿入されたプラスミドを共にインジェクションし、ゲ

ノム編集技術 CRISPR-Cas9 により作成した（図 5A）（詳細は 3.実験材料と方法の項目

に記載）。インジェクションされた個体の次の世代で、複眼の DsRed 蛍光が選択マーカ

ーとなり、生殖細胞に変異が入った個体を選別できる。このノックイン系統が作成され
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た後、選択マーカーカセットは Cre/loxP 組換えシステムにより取り除いた（図 5B）。

DsRed と mCherry が同じ波長の放出光を発してしまい、また、成虫の複眼以外の組織

にも 3xP3-hsp70-DsRed 発現が弱く漏れ出てしまうため、この選択マーカーカセット

の除去作業は必要であった。 
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4-2-2. InR::mCherry 系統が利用可能かの検証 

InR::mCherry 系統はホモ接合体が成虫まで問題なく発生し、成虫も生存可能で体の

サイズは正常(InR の部分機能欠損変異体は小型となる)、妊性も問題ないため、このノ

ックインは InR 遺伝子の機能に大きな問題を与えていないと考え、さらなる実験に使

用した。InR に mCherry を融合しても、本来の InR の機能が影響を受けないかを細胞

レベルでも確認するため、FLP/ FRT 相同組換えシステムを使用して、相同染色体間の

体細胞組換えをひき起こす twin-spot 法により遺伝的モザイクを誘導した。これにより、

InR::mCherry ホモ接合細胞（InR::mCherry/ InR::mCherry）、InR::mCherry ヘテロ接合

細胞（InR::mCherry/ InR+）、野生型 InR ホモ接合細胞（InR+/ InR+）の三種類の遺伝子

型の細胞を、一つの附属腺上皮組織内に同時に存在させることができる。各細胞が上記

の遺伝子型のどれであるかは、GFP 蛍光の強さ（蛍光なし、暗い緑、明るい緑の 3 通

り）により区別できる。附属腺で InR をノックダウンすると、上皮細胞は小さくなるの

で（図 6B）、mCherry が InR の機能に影響を与えていれば、InR::mCherry ホモ接合細

胞では細胞が小さくなると予想した。しかし、InR::mCherry ホモ接合細胞と野生型 InR+

ホモ接合細胞とでは、細胞の大きさに差異はなかった（図 6A）。この観察から、InR に

融合した mCherry は InR 遺伝子の機能に影響を与えていないことが示された。 

附属腺での InR の発現は細胞成長において重要であるが(Taniguchi et al., 2012)、発

現量は低いことがわかっている（web site Flybase: Gelbart and Emmert, 2013）。そこで、

InR::mCherry の蛍光をより強めるため、InR::mCherry がホモ接合の状態で、附属腺上

皮細胞における InR::mCherry の細胞内局在を観察した。しかし、このようなホモ接合

体においても InR::mCherry の蛍光は非常に弱く、InR::mCherry の蛍光とバックグラウ

ンドの蛍光を確実に見分けることは困難であった。この問題を解決するために、

InR::mCherry 蛍光そのものの波長に加えて、mCherry タンパク質を異なる波長でも検

出できるよう、anti-mCherry 抗体で染色した（図 6C、D）。これにより、真の InR::mCherry

は二つの色（InR::mCherry と anti-mCherry）が重なった箇所となる一方で、バックグ

ラウンドは一色のみ(InR::mCherry)で観察される箇所となり、バックグラウンドと
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InR::mCherry を区別できる可能性が増す。しかし、全ての anti-mCherry 抗体による染

色が InR::mCherry による蛍光と必ずしも重なるわけではないこともわかった。この詳

細については考察で述べる。 
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4-2-3. InR::mCherry タンパク質の細胞内局在には二つのパターンがある 

附属腺上皮細胞を観察すると、InR::mCherry の局在には二つのパターンがあること

がわかった。未成熟な附属腺では、InR::mCherry は細胞間の細胞膜上に局在する傾向

があり、特に３つ、またはそれ以上の上皮細胞が接する tricellular 領域や multicellular

領域で mCherry の蛍光が強かった（図 6C）。一方で成熟した附属腺では、ほとんどの

InR::mCherry は細胞内領域に多数の顆粒状に観察できた（図 6D）。InR::mCherry が細

胞膜に沿って線状に観察できる発生段階のときには、上皮細胞の頂端-基底軸に沿った

縦断面において、基底側だけに明瞭な線状の InR::mCherry が確認できた（図 6F 中段、

下段）。その局在は、セプテートジャンクション（脊椎動物のタイトジャンクションに

類似）（図 6E）には到達していない（図 6F）。以上の観察から InR::mCherry は、はじ

めは細胞間の細胞膜上の基底側に局在することで、細胞が成長段階にある間は血リンパ

中からインスリンの取込みを行う。そして、細胞が成長するのに伴ってエンドサイトー

シスを通じて細胞質に入り込み、この結果、細胞内領域に InR::mCherry の顆粒の数が

増えると仮定した。この仮説を検証するために、InR::mCherry と Rab タンパク質の局

在を比較した。Rab は InR のエンドサイトーシス輸送や小胞の細胞膜への融合を制御

す る こ と が 知 ら れ て い る 。 観 察 の 結 果 、 成 熟 し た 附 属 腺 の 細 胞 質 に局 在 する

InR::mCherry の一部の顆粒は、Rab4::EYFP と重なることがわかった（図 6G）。Rab4

は、初期エンドソームから細胞膜へのタンパク質輸送やリソソームによる分解を制御す

ることが知られている(Chen et al., 2019)。このことから、成熟した附属腺上皮細胞の

細胞質に局在する InR::mCherry の顆粒は、エンドサイトーシスのリサイクリング過程

にあることが考えられる。この結果もあわせ、今回作成した InR::mCherry 系統は InR

タンパク質の追跡を可能にしたツールとなった。しかし、蛍光が弱いためにバックグラ

ウンドが強く検出されてしまうという欠点もある。そこで、mCherry に比べて蛍光が強

い EYFP を InR に融合させた、InR::EYFP も作成した（補足図 2C）。まだ詳細な実験

を行えていないが、InR::EYFP では EYFP に対する抗体を使用せずに、十分な蛍光強度

で観察を行うことができた（補足図 2A、B）。 
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5. 考察 
5-1-1. Dh31 が IIS シグナルを通して器官の間の老化バランスを調節している可能性 

先行研究では、Dh31 ノックダウンにより中腸の老化が抑制される一方で、附属腺の

老化は促進することが示されていた。これらの二つの器官の間で相反する老化応答は、

個体がもつ総エネルギーの各器官への割り当てと関連しているという仮説が立てられ

た(Takeda et al., 2018)。昆虫のオスでは、腸と附属腺の両器官が生理活動を行うための

エネルギーを必要としている。附属腺でより多くの性ペプチドを合成してメスに送り込

むことは、オスの生殖成功率を向上させるため(Wigby et al., 2009)、オスは可能な限り

多くの性ペプチドを附属腺内で合成および蓄積することが予想できる。先行研究では、

Dh31 ノックダウンによる利尿活性の低下が、中腸内の水分量増加と腸に吸収される栄

養の濃度低下をもたらし、中腸老化を遅らせると予測していた。これは低栄養環境に近

い状態となり、その結果、腸が生理活動を行うために必要とするエネルギーも減少する。

本来は腸に割り当てられるはずであったエネルギーが体内に余り、これが附属腺に投資

されることで、附属腺は過剰に活性化してしまい、老化が促進したと考えられていた

(Takeda et al., 2018)。 

本研究では、Dh31 SK1/SK2 変異体における附属腺の老化促進を IIS 経路が仲介すること

が示された。Dh31SK1/SK2 変異体の上皮細胞（図 4B-B”、4D-D”）では、InR::mCherry 顆

粒が広範に分布しており、これはエンドサイトーシスによる InR のリサイクリングが

盛んに行われていることを示唆している。例えば、血中のインスリン量が正常よりも高

い、ヒトの高インスリン血症の場合、InR のエンドサイトーシスが促進されることが知

られている(Hall et al., 2020)。この報告と同様に、通常は腸で消費されるはずの Dilps

が血リンパ中に余り、附属腺上皮細胞が過剰に活性化される可能性がある。正常な状態

では、Dh31 は IIS シグナルに依存せずに老化を調節しているのではなく、IIS シグナル

によって制御される全身的な老化において、器官同士の間に維持されるべきである老化

進行度のバランスを調節している可能性がある(図 8)。 
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5-1-2. InR::mCherry タンパク質の量と IIS シグナル強度の関係性 

Dh31SK1/SK2 変異体では細胞内領域で InR::mCherry の顆粒が増加し、InR のノックダ

ウンにより老化促進が抑制された一方で、IIS シグナルによる転写応答では IIS シグナ

ル強度が減少していると予測される結果は矛盾している。この矛盾を説明するために、

三つの仮説を考えた。一つ目に、IIS シグナルが最も強いときに InR の mRNA 量が最

も低くなるのは説明をつけがたく思える。もし InR mRNA の量が InR タンパク質の量

と完全に相関があるのなら、この現象はありえない。したがって、InR mRNA の量とシ

グナル強度の負の相関は、これから mRNA より翻訳されるタンパク質量と、観察時ま

でにすでに機能しているタンパク質量との時間差を考慮した、負のフィードバック機構

と考えるべきである。IIS シグナル強度が頻繁に変動するような状況では、mRNA とタ

ンパク質の量の間に一見不合理な不一致が生じる可能性もある。しかし、このような推

測は、IIS シグナル強度が頻繁に変動する場合にのみ考えるべきである。この場合、羽

化後 10 日目の若い附属腺でも同様の転写応答が観察された（表 1B、ただし p 値はそ

れほど低くない）。二つ目に、負のフィードバックは、IIS シグナル強度が閾値に達した

ときにのみはたらくはずである。逆に、IIS シグナルの強さが閾値を下回る場合、IIS シ

グナルの強さと InR mRNA の発現量には相関関係がある可能性がある。三つ目に、

Dh31SK1/SK2 変異体は IIS シグナルに対する転写応答の感受性が高まっている可能性があ

る。言い換えれば、野生型では弱い IIS シグナルに反応して強い転写応答が起こるが、

Dh31SK1/SK2 変異体では未知のメカニズムにより、さらに強い転写反応が起こる可能性が

ある。これらの仮説を解明するためには、InR タンパク質／InR mRNA の半減期、時間

経過に伴うシグナル強度の変化、シグナル強度の変化に対する転写の違い、そしてこれ

らの因子に対する Dh31 変異の影響を理解することが重要であり、これらは今後の研究

課題となる。  
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5-2-1. InR::mCherry や InR::EYFP で内在性 InR の追跡が可能となった 

ショウジョウバエの InR はユビキタスに発現していることが知られているが、発現

量は多くの細胞で一般的に低いとされている（web site Flybase: Gelbart and Emmert, 

2013）。発現量の低い遺伝子でも測定ができるようにレポーター遺伝子によるエンハン

サートラップ系統、mRNA の局在観察のための in situ ハイブリダイゼーション、定量

的 RT-PCR、次世代シーケンサー（NGS）を利用しての RNA-seq 解析など、様々な技

術が開発されてきた。一方で、様々なタンパク質と mRNA の量的関係において、両者

の量が必ずしも相関しないことも、様々な先行研究によって示されてきた(Futcher et al., 

1999; Gygi et al., 1999; Ideker et al., 2001; Griffin et al., 2002; Becker et al., 2018)。IIS

シグナル強度の評価においても、直接影響を与えるタンパク質の発現量を測定する方が、

遺伝子発現を測定するのに比べて、より適している。このために最も広く行われている

方法は、標的となるタンパク質に特異的に結合する抗体を使用し、染色を行うことであ

る。しかし、これまでのショウジョウバエの研究で使用されてきた InR に対する抗体は

Aedes aegypti ネッタイシマカやヒトのインスリン受容体に対して作成された抗体であ

り、その結合特異性は必ずしも厳密には検証されてこなかった(McLeod et al., 2010; 

Root et al., 2011; Slankster et al., 2020; Odell et al., 2022)。 

IIS シグナル活性を視覚化する別の方法は、InR シグナリング因子の活動に応答する

トレーサーを開発することである。例えば、IIS 経路の下流の因子であるリン酸化 Akt

に対する抗体では、InR の活性を検出できるといわれている(Kockel et al., 2010)。ただ

し、Akt は IIS シグナル以外のシグナル入力によっても活性化されることがよく知られ

ている。別のトレーサーである tGPH は、GFP の細胞内局在の変化を通じて IIS 経路

の下流の因子である PI3K 活性を視覚化することができ、貴重なツールとして使用され

ている(Britton et al., 2002)。ただし、このトレーサーは IIS シグナル強度が高い場合に

は効果的に利用できるが、低レベルの IIS シグナル強度の微細な変化を検出するのには

限度があった(Takeda et al., 2018)。今回作成した InR::mCherry は、InR の mRNA 発

現量が比較的低い附属腺上皮細胞であっても（web site Flybase: Gelbart and Emmert, 
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2013）、InR::mCherry の蛍光が増加した様子を Dh31SK1/ SK2 変異体で観察することがで

きた（図 3B-B”、3D-D”）。InR::mCherry における問題点の一つは、レーザー共焦点顕

微鏡での観察時の、内在性 InR の発現が低いことに起因するバックグラウンド蛍光の

存在であった。これに対処するため anti-mCherry 抗体を使用して観察を行った。その

結果、真の InR::mCherry 検出の正確性を高めることはできたが、InR::mCherry と anti-

mCherry による蛍光のすべては完全には重ならなかった。考えられる理由の一つは、

InR::mCherry が蛍光を発するには、タンパク質の正確なフォールディングが必要であ

ることに対し、anti-mCherry 抗体はフォールディングの進行途中にある mCherry や、

分解のための小胞輸送の過程にある不正確な折りたたみの分子やタンパク質断片にも

結合する可能性があることである。バックグラウンドが強く検出されてしまうというこ

とに対処するため、mCherry よりも明るい蛍光タンパク質である EYFP を InR に融合

させた InR::EYFP を作成した。この結果、EYFP に対する抗体は必要とせずに十分な観

察が可能となった。InR::EYFP を使っての実験はまだ多くが進められていないが、この

系統も InR::mCherry 系統と同様に、ホモ接合体が成虫まで問題なく発生し、成虫も生

存可能で体のサイズは正常であり、妊性も問題ないので、InR の機能を損なわずに InR

の追跡ができる系統として、今後の実験への使用が期待できる（補足図 2）。 

  



27 
 

5-2-2. インスリン受容体の局在変化は哺乳類でも観察できる普遍的な現象である 

InR::mCherry 系統の様々な器官の観察を行うまで、InR はリガンドである Dilps が

存在する血リンパに接するように、細胞膜の基底側（附属腺の場合は上皮細胞の基底側）

に均一に広がっていると予想していた。しかし予想とは違い、InR::mCherry の局在に

は事前に予想し切れなかった二つのパターンがあった（図 6C、D）。羽化後 0～3 日目

の未成熟な附属腺上皮細胞では、InR::mCherry は主に上皮細胞間の基底側の溝の部分

に局在していた。この発生段階では細胞は成長中で、まだ成熟した細胞の大きさに達し

ていない（図 6C）。このように細胞と細胞の狭い隙間にわざわざ局在する理由は不明で

あるが、上皮細胞の基底側の表面は附属腺の環状筋に覆われているため、Dilps が常に

はアクセスできない可能性がある。一方で、基底側の細胞間の隙間には血リンパが停留

し、Dilps へアクセスしやすくなる可能性もある。また、血リンパが細胞頂端側に拡散

するのを防ぐ役割をするセプテートジャンクションよりも基底側にのみ、この

InR::mCherry 蛍光が観察された（図 5F）。このような InR の細胞膜への局在は、細胞

膜の内側で活性化されることが知られている PI3K や Akt のような、InR の下流因子の

分布を反映している可能性もある(Ceresa et al., 1998)。一方で、羽化後 10 日目の、細

胞成長が完了し成熟した附属腺上皮細胞では、InR::mCherry は細胞内領域に小さな顆

粒として多数検出され、これらはエンドソームとリサイクリングを調節する Rab4 と共

局在していた（図 5F）(van der Sluijs et al., 1992; Pereira-Leal and Seabra, 2001; Zerial 

and McBride, 2001)。InR タンパク質はエンドサイトーシスリサイクリングを介して活

性化されることが、主として哺乳類細胞における研究から知られており、今回の観察結

果はこれを反映しているものと思われる(Podlecki et al., 1987; Trischitta and Reaven, 

1988; Trischitta et al., 1989)。InR::mCherry 顆粒の中には、ある狭い空間に集まってい

るものがあり、これらはおそらく、InR が蓄積することが知られている細胞膜上の構造

＝カベオラ に 由 来 す る 小 胞 内 にあるとも 考えられる (Fagerholm et al., 2009) 。

InR::mCherry の細胞膜上から細胞内部への局在の変化は突発的ではなく、徐々に進行

していくことが観察されたが、同じ日齢の附属腺の間でも InR::mCherry の局在には個
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体間で差があるため、細胞成長の程度と InR::mCherry の局在の関係性を明らかにする

には更なる検証が必要である。これ以降の発生ステージでは、InR::mCherry は細胞膜

上にはあまり局在していない。これは、新たに Dilps を取り込もうとするよりも、エン

ドサイトーシスによるリサイクリング経路が優位になる可能性を示している。以上の現

象は、これまでショウジョウバエでは観察されていなかったが、以下に示す哺乳類のイ

ンスリン受容体の細胞内局在観察から、ショウジョウバエにおいても共通する普遍的な

現象であると考えられる。 

哺乳類のインスリン受容体（Insulin receptor; IR）の細胞内局在性については、培養

細胞を用いての研究が盛んで、抗 IR 抗体による内在性 IR の免疫染色、蛍光タンパク質

融合 IR の観察、両者を併せての観察が既に行われている。CHO（Chinese hamster ovary）

細胞(卵巣上皮細胞株)においてヒトインスリン受容体（IR）を過剰発現させ、抗 IR 抗

体で IR の細胞内分布の変化を観察すると、通常状態では細胞膜に局在していた IR が

インスリン刺激に応じて膜から離れ、点状のクラスターが観察されることが初めて示さ

れた(Kwon et al., 2003)。この研究結果は IR を過剰発現させているという状況下ではあ

るが、本研究で観察した InR::mCherry の細胞内局在の二つのパターンが、この先行研

究と同様の結果を示したといえる。蛍光タンパク質融合 IR の観察は、Ins1 細胞（ラッ

ト膵β細胞インスリノーマ細胞株）や HIT-T15 細胞（Syrian golden hamster の膵臓ラ

ンゲルハンス島β細胞株）において既に行われている(Leibiger et al., 2001; Uhles et al., 

2003)。これらの研究では、IR の C 末端の 23 アミノ酸を欠失させて蛍光タンパク質を

融合した IR を過剰発現させて細胞内分布を観察しているので、正常な生理的状況下と

はいえないが、これらの研究でも IR が細胞膜上に局在している様子が観察されていた。

また、本研究のようにリンカーを介して蛍光タンパク質を融合させる研究も行われてい

た(Romsicki et al., 2004)。さらに、抗 IR 抗体と蛍光タンパク質融合 IR を併せた研究で

は、通常状態では細胞膜に局在している IR が、インスリンの作用後には顆粒状となっ

て細胞内に移行することが明確に示されている。加えて、二型糖尿病患者では、もとも

と細胞膜上の IR が乏しいことも示されている(Choi et al., 2016; Choi et al., 2019; 
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Dall'Agnese et al., 2022)。これらの先行研究と併せると、本研究で観察したような、InR

が Dilps を必要とするときに細胞膜上に存在し、Dilps の刺激を受けるとエンドサイト

ーシスにより細胞内に広がるという現象は、哺乳類でも観察される普遍的な事実である

といえる。しかし、培養細胞で行われてきたようなインスリン受容体の過剰発現をショ

ウジョウバエの附属腺で行うと、老化促進などの異常がもたらされるので、過剰発現下

での局在観察では、必ずしも IR 分子の正常な動きを観察できているかどうかはわから

なかった。よって、本研究の融合タンパク質のノックインにより、初めて正常発現量の

InR が観察できたといえる。さらに、本研究では InR が細胞膜上に局在するときには、

セプテートジャンクションよりも基底側に局在することが示された。哺乳類の培養細胞

を用いた実験では、細胞の頂端側にのみインスリン受容体が存在すると考えられていた

(Kwon et al., 2003)。これは、細胞が培養されている状態では、インスリンが投与され、

取り込むことができるのは常に頂端側であったためだと考えられるが、昆虫生体内の全

ての上皮細胞は血リンパから基底面を介してインスリンを受け取るはずである。本研究

により生体内中における InR の局在観察が可能になったことで、少なくともショウジ

ョウバエの附属腺上皮細胞では、本来の局在は基底側であることがわかったが、原理的

に多くの上皮細胞でも同様の局在であると予想される。また哺乳類でも、血液に直接 

接触する血管内皮細胞を除いて、他の上皮組織（特に管腔器官）は基底面からインスリ

ンを受け取るものが多いであろうと想像される。また、本研究で作成した蛍光タンパク

質融合 InR は、ホモ接合体個体や細胞において何の異常も認められなかったことから、

C 末端にリンカーを介して蛍光タンパク質を融合しても、本来の InR の機能を損なう

ことなく、内在性 InR と同様のはたらきを行うことが確認できたため、今後多くの組織

や器官における内在性インスリン受容体の観察を可能にするツールとなることが期待

できる。 

この InR::mCherry 蛍光の他器官への適用性を展望するために、様々な器官を代表例

としてピックアップし、観察した。その結果、幼虫の複眼原基、蛹の網膜（retina）、幼

虫の翅原基、幼虫の中枢神経系、幼虫の環状腺、成虫の精巣などの様々な組織と発達段
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階で示すように（図 6、補足図 1）、InR::mCherry の発現や局在は発生（加齢）段階や

細胞のタイプによって大きく変化していくことが予想された。特に、成長中の細胞や IIS

シグナルが活性化されていると考えられる細胞では、多数の顆粒状 InR::mCherry が観

察される。しかし、消化管などのバックグラウンドが高い器官では、InR::mCherry/EYFP

の局在を観察することは困難であった。InR::mCherry/EYFP の、真の蛍光の検出感度

の向上や、器官を長期に培養できるシステムが確立されれば、生細胞イメージングを行

い、InR が細胞内でどのように局在や発現を変化させるのかを、より詳細に理解できる

と期待している。 
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6. 図と表 

図 1. オスの内部生殖器官：附属腺 
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図 1. オスの内部生殖器官：附属腺 

（A）ショウジョウバエのオス内部生殖器官のイメージ図。附属腺はマゼンタで示し

ている器官である。オスは交尾時に、うずまき状の精巣で作られる精子と附属腺で作ら

れる性ペプチドを、射精管を通じてメスに一緒に送り込む。附属腺は、基部から中央に

かけて分布している約 1000 個の main cell と、先端部に分布する約 40～60 個の

secondary cell の二種類の細胞で構成されている。(B-B’’)附属腺を共焦点顕微鏡で撮影

した写真。核（DAPI、シアン）、細胞膜（anti-Cora、黄色）、スケールバーは 100 µm。

(B’, B”)はそれぞれ(B)の四角で囲まれた領域である。（B’）は main cell のみの領域、

（B’’）は secondary cell も散在する領域。secondary cell の二つの核を（**）で示して

いる（このコンフォーカルセクションでは核が一つしか見えていない細胞もある）。 
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図 2. SA-β-gal 活性による附属腺の老化検出 

羽化後 4 週目の（A）コントロール（prd>GFP）と、（B）附属腺の Dh31 受容体ノッ

クダウン（prd>Dh31-R IR）個体の附属腺の老化状態を観察した。老化した細胞のリソ

ソーム内で特異的に発現が上昇する β-ガラクトシダーゼを、青色で検出している。ただ

し、老化とは関係なく附属腺の先端部（画像の下方領域）は青色に染色されてしまうの

で、着目するのは基部から中央の領域とした（点線で囲まれた領域）。その領域では、

どちらの附属腺も青色に染色されている箇所がないので、老化症状は見られないと判断

した。スケールバーは 500 µm。 
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図 3. anti-LaminB 抗体による附属腺の老化検出 

附属腺の老化検出に anti-LaminB 抗体（黄色）を用いて、羽化後 2 週目の附属

腺上皮細胞を観察した。(A、A’) コントロール(pros> GFP)、(B、B’) 中腸内分泌

(enteroendocrine; EE)細胞産生 Dh31 ノックダウン(pros> Dh31IR)、(C、C’) 

Dh31SK1/SK2 変異体（Dh31SK1/SK2; prd-GAL4）、(D、D’) Dh31SK1/SK2 変異体の附属腺

で InR ノックダウン(Dh31SK1/SK2; prd> InRIR）、(E、E’) コントロール(prd> GFP)、

(F、F’) 附属腺で野生型 InR 過剰発現(prd> InR Exel)。（A-F）のスケールバーは 50 

µm。（A’-F’）はそれぞれ（A-F）の白い四角形で囲まれた部分の拡大図である。 

スケールバーは 10 µm。老化が促進する Dh31SK1/SK2 変異体の附属腺で観察された

Lamin-B の staining-gaps は、InR をノックダウンすると抑圧された。 
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図 4. 附属腺上皮細胞における InR::mCherry の局在と発現 

main cell 領域の画像は羽化後６週目、secondary cell 周辺の画像は羽化後５週目であ

る。核（DAPI）（シアン）、InR::mCherry（マゼンタ）、anti-LaminB 抗体（黄色）で示

す。（C”-D”）のアスタリスク（**）は secondary cell の二つの核を示している。（A”-D”）

はそれぞれ(A-D)の白い四角で囲まれた部分の拡大図である。(A-A”、C-C”)コントロー

ル(InR::mCherry)、（B-B”、D-D”）Dh31SK1/SK2 変異体(Dh31SK1/SK2; InR::mCherry)、(A-

D’)のスケールバーは 50 µm、（A”-D”）のスケールバーは 10 µm。Dh31SK1/SK2 変異体で

は anti-LaminB 染色の staining-gaps は減少し、顆粒状の InR::mCherry は増加してい

る(B-B”、D-D”)。 
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図 5. 蛍光タンパク質標識 InR ノックイン系統の作成 
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図 5. 蛍光タンパク質標識 InR ノックイン系統の作成 

（Ａ）InR::mCherry、InR::EYFP の遺伝子構造の模式図。最上部の右向き矢印は、内

在性 InR 遺伝子領域とその転写方向を示している。太い部分はエキソンを示しており、

灰 色 の 部 分 は 非 翻 訳 領 域 、 濃 い 黄 色 の 部 分 は 翻 訳 領 域 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列

GGGSGGSGGG で構成されるリンカー（シアン）、mCherry（マゼンタ）および EYFP

（明るい黄色）、選択マーカーカセット（3xP3-hsp70（青）と DsRed（赤）を二つの loxP

（灰色の三角形）で挟んだもの）を CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術により InR の終止コ

ドン付近にノックインした。InR::mCherry の場合、このノックインにより、C 末端の

２アミノ酸が削除されたが、この２アミノ酸は双翅目昆虫全体では保存されていない。

また、InR の機能に影響を与えていないことが実験結果からもわかる（図 2A）。

InR::EYFP の場合は、内在性 InR と全く同じ 2144 アミノ酸配列の C 末端にリンカーを

介して EYFP が融合している。（Ｂ）Cre/loxP 組換えシステムによる選択マーカーカセ

ットの除去のイメージ図。Cre（4 つの丸みを帯びた紫色の四角形）は hsp70 プロモー

ターによって発現誘導でき、二つの loxP 配列に結合する。二つの loxP 配列間で組換え

が生じると、選択マーカーカセット 3xP3-hsp70-DsRed と一つの loxP が環状化されて

切り取られる。ここでは InR::mCherry のみを示しているが、InR::EYFP の場合も同様

である。  
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図 6. 附属腺上皮細胞での InR::mCherry の細胞内局在 

核（DAPI、シアン）、InR::mCherry（マゼンタ）、細胞膜（anti-Cora、青）、スケール

バーは 10 µm。（A）InR::mCherry で twin-spot 法により遺伝的モザイクを誘導した（hs-

FLP;; FRT82B, InR::mCherry/ FRT82B, ubi-GFP）。緑は GFP の発現を示している。黄

色の矢頭は InR::mCherry ホモ接合の二細胞（GFP の蛍光なし）の間の細胞膜を、白色

の矢頭で野生型 InR+ ホモ接合の二細胞（明るい GFP）の間の細胞膜を示している。

InR::mCherry ホモ接合細胞と野生型 InR+ ホモ接合細胞の大きさに差異はない。

InR::mCherry の蛍光は InR::mCherry ホモ接合細胞と InR::mCherry/InR+ヘテロ接合細

胞でははっきりと観察できるが、野生型 InR+ホモ接合細胞では観察できない。InR+ホ

モ接合細胞でかすかに観察される InR::mCherry 顆粒は、組換え前に InR::mCherry/InR+

ヘテロ接合の母細胞から持ち越されたものであると考えている。(Ｂ)InR::mCherry に

お い て InR-RNAi モ ザ イ ク を 誘 導 し た （ hs-FLP; Actin>CD2>GFP/ UAS-InRIR; 

InR::mCherry）。緑は GFP の発現を示しており、この細胞では InR がノックダウンさ

れているため、細胞のサイズも小さい。InR をノックダウンすると、InR::mCherry の蛍

光が減少したため、mCherry の蛍光は InR の発現を反映していることがわかる。 
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（続き）図 6. 附属腺上皮細胞での InR::mCherry の細胞内局在 
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（続き）図 6. 附属腺上皮細胞での InR::mCherry の細胞内局在 

野生型（Canton-S）（C の上から二段目、D の上段）と InR::mCherry（C の上から一、

三、四段目、D の下段）の附属腺の画像。核（DAPI、シアン）、InR::mCherry（マゼン

タ）、mCherry（anti-mCherry、緑）、細胞膜（anti-Cora、青）、スケールバーは 10 µm。

（C）羽化後 0、3 日目。（D）羽化後 10 日目。緑（anti-mCherry）とマゼンタ（InR::mCherry）

が重なり、白く見える点が InR::mCherry による真の蛍光である。二例の羽化後 3 日目

の InR::mCherry（C の上から三、四段目）では、四段目の細胞で、二つの核が附属腺の

基部-先端軸に対して水平方向に並んでいるので、三段目の細胞よりも成長しているこ

とがわかる。羽化後 0、3 日目の早い発生段階では、InR::mCherry が細胞と細胞の間の

細胞膜上に局在する傾向にあったが（C）、羽化後 10 日目の成熟した細胞では、

InR::mCherry が細胞内領域に顆粒状に局在している様子がわかる（D）。 
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（続き）図 5. 附属腺上皮細胞での InR::mCherry の細胞内局在 
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（続き）図 6. 附属腺上皮細胞での InR::mCherry の細胞内局在 

（E）上皮細胞間の結合構造のイメージ図。下方が頂端側、上方が基底側である。左

に無脊椎動物の細胞を、右に脊椎動物の細胞を示している。シアンの円は核を示してい

る。脊椎動物ではタイトジャンクション（Tight junctions; TJ）と呼ばれるジッパーの

ような構造が、隣り合う細胞同士を密着させ、分子の通過を制限している。無脊椎動物

は、このタイトジャンクションに似た、セプテートジャンクション（Septate junctions; 

SJ）と呼ばれる構造をもつ。アドヘレンスジャンクション（Adherens junctions; AJ）は、

ほとんどすべての多細胞動物に存在する。無脊椎動物の AJ より頂端側は subapical 

complex(SAC)と呼ばれている。脊椎動物はデスモソーム（desmosome）と呼ばれる細

胞間接着構造体ももつ。(F)羽化後 3 日目の附属腺上皮細胞の頂端-基底軸に沿った縦断

面の画像。上方が基底側、下方が頂端側。左の列は野生型（Canton-S）、右の列は

InR::mCherry である。核（DAPI、シアン）、InR::mCherry（マゼンタ）、細胞膜（anti-

Cora、青）、スケールバーは 10 µm。InR::mCherry は頂端側にはなく、anti-Cora 抗体

で示されるセプテートジャンクションよりも基底側でのみ、細胞膜上に観察された。 

(G) Rab4::EYFP と InR::mCherry の局在を調べた（Rab4::EYFP/InR::mCherry）。

Rab4::EYFP(緑)、InR::mCherry（マゼンタ）。Rab4::EYFP と重なる InR::mCherry 顆粒

は黄色の矢頭で示されている。スケールバーは 10 µm。 
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図 7. InR::mCherry 蛍光を示す様々な器官の代表例 
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図 7. InR::mCherry 蛍光を示す様々な器官の代表例  

InR::mCherry ホモ接合体における様々な器官の代表的な画像。詳細は補足図に記載

する。核（DAPI、シアン）、InR::mCherry（マゼンタ）、anti-mCherry 抗体（緑）、細胞

膜（Phalliodin、黄色）。 (A) 蛹の網膜（retina）。スケールバーは 10 µm。InR::mCherry

の蛍光強度は細胞の種類によって異なる。(B)３齢幼虫の環状腺。スケールバーは 100 

µm。InR::mCherry 蛍光は細胞膜と細胞内領域の両方で観察できる。 (C) 成虫の精巣

の先端部。スケールバーは 10 µm。細胞膜上の InR::mCherry の蛍光強度は、細胞の種

類により異なる。大きなシスト細胞では、蛍光の強い多数の顆粒状 InR::mCherry が細

胞内領域で観察できる。 (D) ３齢幼虫の中枢神経系（Central Nervous System; CNS）。

スケールバーは 100 µm。 画像は右半分の同じ領域を、異なるチャンネルで検出し、左

側に鏡像対称化して並べた画像である。各細胞の細胞膜上に InR::mCherry 蛍光が観察

できる。また、一部では InR::mCherry が凝集している様子も観察できる。これは

InR::mCherry が、軸索上のコブ状の膨らみである varicosity などの特定の構造に局在し

ている可能性を示している。(E)３齢幼虫の翅原基。スケールバーは 100 µm。 

InR::mCherry 蛍光は主に細胞膜で広くみられる。 
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図 8. Dh31 抑制による附属腺老化促進機構のイメージ図 
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図 8. Dh31 抑制による附属腺老化促進機構のイメージ図 

画像の左側から腸と附属腺を、血リンパ中を間に挟んで並べ、Dh31（灰色の三角形）、

Dh31 受容体（灰色のジグザグ線）、Dilp（紫色の楕円）、インスリン受容体（マゼンタ）

を示した。正常時は、血リンパ中の Dilps が各器官に適切に分配されており、IIS シグ

ナルによって制御される老化は、器官同士の間でバランスが取れている。しかし、中腸

内分泌細胞から産生される Dh31 をノックダウンすると、利尿作用が低下して中腸内の

水分量が増え、栄養吸収が低下して老化は遅延する。この結果、本来は腸が栄養吸収を

行うために必要とする IIS リガンド（≒Dilps）が減少し、血リンパ中に過剰に余る。生

殖成功のために多くのエネルギーを必要とすると考えられる附属腺は、血リンパ中の

Dilps の量が増加したことを感知し、附属腺上皮細胞で InR の発現量を高め、Dilps を

盛んに取り込もうとする。この結果、附属腺は正常時に比べ、過剰に活性化してしまい、

老化が促進する。この時の InR の発現量の上昇と、血リンパ中の Dilps 量の増加に起因

するエンドサイトーシスとリサイクリング経路の活性化が、附属腺上皮細胞の細胞内領

域に観察された多数の InR::mCherry 顆粒に反映されていたと考えている。 
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図 9. InR 局在の二種類のパターンのイメージ図 

図では、上方が細胞の基底側、下方が頂端側である。InR::mCherry は、附属腺が未成

熟な若齢時では、細胞と細胞の間の細胞膜上で、かつセプテートジャンクションよりも

基底側に局在している。一方で、細胞が成熟した段階では、細胞内領域に顆粒状に観察

でき、一部は Rab4 と共局在していた。これは、InR がエンドサイトーシスリサイクリ

ング経路にあることを反映していると考えられる。顆粒の中でも特に強い蛍光で検出さ

れたのは、狭い空間に集まっている InR::mCherry であり、これは InR が蓄積している

と考えられているカベオラに由来する小胞内にあるものかも知れない。 
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表 1. Dh31 抑制により老化が促進した附属腺の RNA-seq 解析、qRT-PCR 解析 
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表 1. Dh31 抑制により老化が促進した附属腺の RNA-seq 解析、qRT-PCR 解析 

(A）コントロール（pros>GFP）と、中腸内分泌細胞における Dh31 ノックダウン（pros

＞Dh31IR）の附属腺の、いくつかの遺伝子の RNA-seq 解析によるデータの比較。表は

各遺伝子のリードカウント、TPM（transcripts per million）値、Fold change を示す。

解析した遺伝子は、diuretic hormone 31-receptor; Dh31-R、insulin receptor; InR、eIF-

4E-binding protein; 4E-BP (ショウジョウバエでは Thor とも呼ばれる)、ribosomal 

protein S6 kinase; S6k、unpaired 2; upd2、unpaired 3; upd3、matrix metalloproteinase 

1; Mmp1、Accessory gland protein 54A1; Acp54A1、Accessory gland protein 98AB; 

Acp98AB 、 Accessory gland protein 63F; Acp63F 、 Accessory gland protein 95EF; 

Acp95EF、sex peptide; SP、ribosomal protein L39; RpL39、ribosomal protein L29; RpL29、

ribosomal protein L32 ; RpL32。Dh31-R はいずれの条件下でも、附属腺ではほとんど

発現していなかった。InR は Dh31 ノックダウン個体（pros>Dh31IR）で発現量が増加

した。SASP（senescence-associated secretory phenotype; 細胞老化関連分泌形質）の代

表的な遺伝子として知られる upd2、upd3、Mmp1 は、Dh31 ノックダウン個体(pros > 

Dh31IR)で発現が増加していたため、中腸内分泌細胞から産生される Dh31 をノックダ

ウンすると附属腺の老化が促進されることが示された。交尾時にメスに送り込まれる性

ペプチドの中で発現量が高い 5 遺伝子は、Dh31 ノックダウン個体(pros > Dh31IR)で発

現量の低下を示し、これも、附属腺の老化促進を支持する結果となった。RpL39、RpL29、

RpL32 は内在性コントロール遺伝子として用いた。(B）野生型（コントロールとした

Canton-S）と Dh31SK1/SK2 変異体の間での、附属腺での InR、4E-BP の qRT-PCR によ

るデータの比較。InR、4E-BP の発現量は、羽化後 28 日目で Dh31SK1/SK2 変異体はコン

トロールと比較して、InR は約 1.8 倍、4E-BP は約 2.7 倍に増加した。内在性コントロ

ール遺伝子として RpL32 を用いた。 
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7. 補足図
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補足図 1. InR::mCherry 蛍光を示す様々な器官 

核（DAPI、シアンまたは青）、InR::mCherry（マゼンタ）、anti-mCherry 抗体（緑）、

細胞膜（Phalloidin、黄色）で示している。(A-A”、B-B”) 3 齢幼虫の複眼原基で、形態

形成溝（morphogenetic furrow）の後方に集合している分化途上の個眼の細胞を観察し

た。スケールバーは 10 µm。多数の InR::mCherry が個眼の細胞膜上に観察できる。(C-

C”、D-D”) 蛹の網膜（retina）。スケールバーは 10 µm。anti-mCherry 抗体による染色

と InR::mCherry の蛍光が所々重なっている。InR の発現レベルは後に光受容体となる

細胞（photoreceptor precursor cell; pp）に比べ、色素細胞（pigment cell; pi）で高かっ

た。スケールバーは 10 µm。 
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（E）3 齢幼虫の翅原基。InR::mCherry の蛍光は Phalloidin で染色される細胞膜全体

に広がっている。a は anterior、p は posterior、d は dorsal、v は ventral をそれぞれ示

す。スケールバーは 100 µm。 
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（F-F”）3 齢幼虫の中枢神経系（Central Nervous System; CNS）を三つの異なる深度

で撮影した。スケールバーは 100 µm。中枢神経系の正中線から右半分の同じ位置を異

な る チ ャ ン ネ ル で 検 出 し 、 左 側 に 鏡 像 対 称 化 し て 並 べ た 画 像 。 全 て の 深 度 で

InR::mCherry は細胞膜上に局在している様子がわかる。球状の視葉（optic lobe; ol）の

中ほどでは、InR::mCherry が細胞膜に局在するのに加えて、ところどころ凝集してい

る（矢印）。これは InR::mCherry が、軸索上のコブ状の膨らみである varicosity などの

特定の構造に局在している可能性を示している。この凝集は、（F”）の cb 領域（central 

brain regions）や VNC（ventral nerve code）にも散在している。他の略号は、ne

（neuroectoderm）、np（neuropile）、白い矢頭の ml（midline）、ts（thoracic segments）、

as（abdominal segments）。スケールバーは 100 µm。 
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3 齢幼虫の環状腺と呼ばれる内分泌器官。(G-G''')は表面部分、(H-H''')は少し深い部

分を撮影した。環状腺では前胸腺（prothoracic gland; pg）細胞が Dilps に影響を受ける

ことが知られている(Pan et al., 2021)。核が小さいアラタ体（corpora allata; ca）の細胞

と、環状腺の底部に位置する側心体（corpora cardiaca; cc）の細胞は、前胸腺細胞と比

較して相対的に InR の発現レベルが低い。環状腺に注目するため、画像に写りこんだ周

辺の別の組織は、画像のトリミングにより除去している。InR::mCherry の蛍光は、前

胸腺細胞の細胞膜（線状）と細胞内領域（点状）の両方で観察できる。スケールバーは

100 µm。 
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成虫の精巣の先端部。(I-I''')は中ほど、(J-J''')表面から少し深い部分を撮影した。幹細

胞ニッチを形成することで知られている精巣の先端部に位置するハブ細胞（hub cell; hb）

の集団は、Phalloidin で強く染色されている。ハブ細胞は、一列の生殖幹細胞（germline 

stem cells; gsc）に囲まれ、さらにその周りをゴニアルブラスト（gonialblasts; gb）が、

そしてその外側を精原細胞（spermatogonia; sg）が囲んでいる。これらよりも外側（図

の下方）にあるシスト前駆細胞では、細胞同士を連絡させる、生殖細胞特異的な構造で

ある fusome が、Phalloidin により太く染色されている（白い矢頭）。画像のさらに下方

には、精子束（sperm bundle; sb）の末端部が観察できる。InR::mCherry の細胞膜での

蛍光はハブ細胞で最も強く、生殖幹細胞、ゴニアルブラスト、精原細胞で最も弱い。細

胞成長のために InR シグナルに応答することが知られているシスト細胞では(Amoyel 

et al., 2016)、細胞内領域に強い蛍光で多数の InR::mCherry 顆粒が観察できる。これは、

InR::mCherry がエンドサイトーシスによるリサイクリング過程にあることを示唆して

いる。スケールバーは 10 µm。 
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補足図 2. InR:EYFP の細胞内局在と合成 DNA 配列 

羽化後 2 日目の InR::EYFP 附属腺上皮細胞。頂端-基底軸に対して（A）は垂直方向

の断面図、（B）は水平方向の断面図。 (A)InR::EYFP の蛍光は、主に細胞間に面する細

胞膜表面に局在している。 (B)細胞膜上の InR::EYFP の蛍光は、InR::mCherry で見ら

れたように、細胞の頂端側にはなく、anti-Cora 抗体（青）で染色されているセプテー

トジャンクションよりも基底側でのみ観察できる。スケールバーは 10 µm。 
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（C） 
 
GGTGTCGCCCTTCGCAGTACAGGCGGTGGAAAACTCAGCGGAGAACAACATTTGCTGCCAAGAAAGGGTCGCCAGCCTACCATCATGAGCAGTTCGATGC

CAGATGATGTCATCGGTGGGTCCTCACTGCAACCCTCGACTGCGTCAGCAGGCAGTTCTAATGCCAGTTCGCACACAGGACGCCCAAGTCTGAAGAAAAC

AGTGGCGGATTCGGTTCGCAATAAGGCAAACTTCATTAATCGCCACCTATTTAACCACAAGCGAACGGGCAGCAATGCCAGCCACAAGAGCAATGCCTCC

AATGCTCCGAGTACCAGCAGTAACACCAACTTGACAAGTCACCCAGTGGCTATGGGCAATCTTGGAACTATCGAGAGTGGTGGCAGTGGTTCGGCTGGTA

GTTATACTGGAACACCCCGCTTCTATACTCCATCAGCGACGCCTGGAGGAGGCAGCGGTATGGCCATTAGCGACAATCCTAACTACAGACTACTAGACGA

GTCAATAGCCAGCGAACAGGCCACCATCCTAACGACTAGCAGCCCCAATCCCAACTACGAGATGATGCATCCACCAACCAGTCTGGTCAGTACCAATCCG

AACTATATGCCCATGAATGAGACTCCAGTGCAGATGGCGGGTGTGACCATTAGCCATAATCCGAATTACCAGCCCATGCAGGCGCCGTTGAATGCACGCC

AAAGCCAAAGTAGCAGCGACGAGGACAACGAGCAGGAGGAGGACGATGAGGATGAGGACGACGACGTGGACGATGAGCATGTGGAGCACATCAAGATGGA

GCGCATGCCATTGAGTCGGCCCAGGCAAAGAGCGTTGCCCAGCAAGACGCAGCCGCCTCGCAGTCGCAGCGTCAGCCAAACGAGAAAATCTCCTACGAAT

CCCAACTCCGGAATCGGAGCGACAGGAGCCGGAAACCGATCCAACTTGCTTAAAGAGAACTGGCTGCGACCGGCGAGTACGCCAAGGCCTCCACCACCCA

ATGGATTCATCGGAAGGGAAGCGGGAGGTGGGAGTGGCGGAAGCGGTGGGGGCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAACTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCT

GGTCGAGTTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGC

ACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCGGCTACGGCCTGCAATGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACG

ACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGA

AGGCGATACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCAC

AACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAACTCGCCGACCACT

ACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTCAGTTACCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCG

CGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAATTGTACAAGTAAGTAGTGCCCCAACTG 

 

(C) EYFP 標識 InR ノックイン系統の作成のために、化学合成した DNA の全塩基配列。 

一行に 100 塩基で示している。 

 

 下線部 ：In-fusion のための末端 15 塩基 

 AGCT ：InR コード領域の 3’末端を含む LHA 配列 

 AGCT ：10 アミノ酸のリンカー配列 

 AGCT ：EYFP コード配列 

A  G  C  T ：全配列中に 8 か所存在した「GAGCT」を避けるために変更した塩基 

 A ：gRNA が PAM 配列を繰り返し認識するのを防ぐための同義置換 
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