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略語表 
 

APF after puparium formation 

ATG autophagy related gene 

ATP adenosine tri-phosphate 

Bnip3 BCL2 Interacting Protein 3 

CA corpus allatum 

Cytb5 Cytochrome b5 

DIOM Dorsal internal oblique muscle 

EcR Ecdysone receptor 

FIP200 FAK family kinase-interacting protein of 200 kDa 

GAL4 galactose metabolism 4 

GFP green fluorescent protein 

GO gene ontology 

IL instar larva 

LSP larval storage protein 

Lamp1 lysosomal-associated membrane protein 1 

Mitf Microphthalmia Transcription Factor 

PBS phosphate buffer saline 

PC principal component 

PCR polymerase chain reaction 

PFA paraformaldehyde 

PG prothoracic gland 

PI3K phosphatidylinositol-3 kinase 

RNA-seq RNA sequencing 

RNAi RNA interference 

Rab5 Ras related in brain 5 

Ref(2)P  refractory to sigma P  

Rheb Ras homolog, mTORC1 binding 

SNARE soluble NSF attachment protein receptor complex 

Snap29 synaptosomal-associated protein 29 
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Spin Spinster 

Stx17 Syntaxin 17 

T-tubule transverse tubule 

TEM Transmission Electron Microscopy 

TFEB Transcription Factor EB 

TORC1 target of rapamycin complex 1 

Tor target of rapamycin 

UAS upstream activation sequence 

V-ATPase vacuolar proton ATPase 

Vamp7 vesicle-associated membrane protein 7 

Vha Vacuolar H+-ATPase 

mCD8 mouse CD8 

mCh monomeric Cherry 

mRNA messenger ribonucleic acid 

rRNA ribosomal RNA 

usp ultraspiracle 

btub60D b-Tubulin-60D 
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概要 
 

筋細胞や脂肪細胞などの終分化した細胞では、環境変化への適応や発生の際に、オルガ

ネラや細胞質成分の大規模なリモデリングが見られる。この細胞のリモデリングには、細

胞内の分解経路であるオートファジーを伴うものがある。その際に見られるオートファジ

ーは、飢餓などのストレス応答とは異なり、ホルモンや成長因子によって誘導されること

から、「発生に伴うオートファジー」と呼ばれる。その存在は以前から知られているもの

の、発生に伴うオートファジーの誘導メカニズムや機能は、まだわかっていない点が多

い。ショウジョウバエでは、幼虫終期から蛹化初期にかけて、変態ホルモンの作用によ

り、脂肪体や筋細胞などの多様な組織においてオートファジーが誘導される。この現象は

非常に再現性よく見られる現象であり、発生に伴うオートファジーの優れた解析モデルで

ある。本研究では、ショウジョウバエの脂肪体と筋細胞で見られる発生に伴うオートファ

ジーのメカニズムと機能の解明を目指した。 

 脂肪体は栄養の貯蔵と供給に重要な組織である。脂肪体で見られる発生に伴うオートフ

ァジーでは、オートファゴソームとリソソームの融合により生じるオートリソソームの顕

著な肥大化が見られる。これまでにオートリソソーム肥大化は、過剰にオートファジーが

誘導されるために引き起こされると考えられてきた。このような仮説に反し、本研究は、

発生に伴うオートファジーにより形成されるオートリソソームでは酸性化と分解が抑制さ

れ、オートリソソームが肥大していることを明らかにした。また、発生に伴うオートファ

ジーでみられるオートリソソームの肥大化は、オートファジーよりも、エンドサイトーシ

ス経路の寄与が大きいことが判明した。さらに、オートファジーが誘導されるタイミング

に脂肪体特異的にオートリソソームの分解活性を強制的に上げると、オートリソソームの

肥大化が抑えられ、蛹期に致死となった。このように、オートリソソームの分解活性の抑

制は正常な変態に必要であることから、発生に伴うオートファジーにより形成される脂肪

体の肥大したオートリソソームは、蛹期に必要な栄養源の貯蔵に働くと考えられる。 

 ショウジョウバエ成虫は、蛹殻からの脱出に働く一群の筋細胞 (DIOMs) を持つ。

DIOMsは、幼虫由来の筋細胞が蛹期にリモデリングされたものである。DIOMリモデリン

グでは、筋萎縮に伴いオルガネラが大規模に分解された後、筋肥大に伴いオルガネラが新

たに作られる。この DIOMリモデリングにおいて、筋萎縮が見られる蛹期前期には、発生

に伴うオートファジーが見られることは知られていたが、その全体像や筋萎縮におけるオ

ートファジーの機能はよくわかっていなかった。そこで本研究では、DIOMsを単離する方
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法を新たに確立し、single cell RNA-seqの手法を用いて、筋細胞リモデリングに伴うトラン

スクリプトームの継時的な変化を明らかにした。得られたデータの Gene ontology解析か

ら、DIOMリモデリングの各ステージで異なる機能を持つ遺伝子群の発現が上昇している

ことが明らかになった。また、リモデリング前後の DIOMsでは、代謝系が嫌気的なものか

ら好気的なものに切り替わっていることが示唆された。さらに、オートファジーは、DIOM

リモデリングに伴う転写調節と栄養供給にはあまり寄与していないことが判明した。その

一方で、幼虫筋由来の筋小胞体のクリアランスにオートファジーが重要であることが明ら

かになった。オートファジーが幼虫筋由来のミトコンドリアの分解に必要であることは、

これまでに示されている。よって、DIOMリモデリングにおけるオートファジーの一義的

な意義は、筋細胞の構造維持と代謝系の切り替えに必要な幼虫筋オルガネラのクリアラン

スにあると考えられる。 

本研究によって、変態ホルモンによって誘導されるオートファジーであっても、組織に

よってその形は大きく異なることが明らかになった。脂肪体では、分解抑制による栄養源

の貯蔵に働く一方、筋細胞ではオルガネラのクリアランスに重要であった。したがって、

「発生に伴うオートファジー」はオートファジーが誘導されているだけではなく、多様な

様式と機能を持っていることが明らかになった。発生に伴うオートファジーは、変態ホル

モンの作用による転写調節により誘導されると考えられる。本研究で実施した筋細胞リモ

デリングの経時的な RNA-seqから、一群のオートファジー関連遺伝子はある特徴的な発現

変動パターンを示すことを見出した。さらに、それらと似た発現パターンを示す数百個の

遺伝子のリストを得ている。今後は、得られた候補遺伝子を探索することにより、「発生に

伴うオートファジー」の誘導に関わる新たな遺伝子を同定できると期待される。 
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第一章 序論 
 

1.1 細胞のリモデリング 

 真核細胞は、小胞体、ミトコンドリア、ゴルジ体などのオルガネラや、細胞骨格系、膜を

持たない液滴状のオルガネラなど、様々な細胞質成分を持つ。これらの細胞質成分は、細胞

外環境の変化や、ホルモンや成長因子などの刺激に応じて、リモデリングされる。例えば、

哺乳類の白色脂肪細胞は、個体が寒冷な環境に置かれたり、甲状腺ホルモンの刺激を受ける

と、ミトコンドリア合成を促進する。その結果、白色脂肪細胞は、熱産生などに重要な褐色

脂肪細胞へリモデリングされる (Machado et al., 2022)。また、筋細胞は個体の運動量や栄養

状態などに応じて、萎縮と肥大を恒常的に繰り返している。その際、筋細胞のオルガネラも

分解および再形成され、質と量が調節されている (Sartori et al., 2021)。加えて、酸化、浸透

圧、高温などのストレス条件下に細胞が置かれると、細胞質に Stress granuleと呼ばれる液滴

状の膜を持たないオルガネラが形成される。Stress granuleは、細胞がストレスに対処するた

めに必要である (Hirose et al., 2023)。さらに、ショウジョウバエでは、変態期に変態ホルモ

ンの作用により、筋細胞や脂肪体において、細胞質成分やオルガネラ分解を伴う大規模なリ

モデリングが見られる (Fujita et al., 2017; Y. Zhang & Xi, 2015)。このように、細胞のリモデリ

ングは、個体の組織を構成する終分化した細胞でよくみられる。しかしながら、生体内の細

胞リモデリングを再現性よく解析することは難しく、その実態はまだ十分にわかっていない。 

 

 

1.2 発生に伴い誘導されるオートファジー 

 オートファジーは、細胞質成分を二重膜構造のオートファゴソームに包み込み、リソソー

ムに運んで分解する機構である (図 1)。オートファジーは、オルガネラなどを含む細胞質成

分を大規模に分解することができる。この分解は、飢餓時の栄養源の供給、機能が低下した

オルガネラの除去や細胞質に侵入した病原体の除去にも働くことが明らかにされている

(Morishita & Mizushima, 2019)。これらは、細胞の環境変化に応じて誘導されるものであり、

ストレス応答性のオートファジーと定義できる。一方、発生の特定の時期に再現性よくオー

トファジーが誘導されることが近年明らかになってきた (Allen & Baehrecke, 2020)。この発

生に伴い誘導されるオートファジーは、上記のストレス応答性オートファジーとは異なり、

増殖因子やホルモンの作用により誘導されると考えられている。これを「発生に伴うオート

ファジー」と呼ぶ。 



 9 

発生に伴うオートファジーは、様々な生物種で見られる。線虫では、生殖系列の細胞の胚

発生の初期にオートファジーが誘導される (Tian et al., 2010)。線虫の受精卵は、母由来の生

殖系列細胞の分化に重要な mRNAを含む P-granuleと呼ばれる液滴を持つ。この液滴は、卵

割の際に予定生殖系列細胞にのみ継承される。生殖系列以外の細胞では、P-granuleがオート

ファジーにより分解されると報告されている (Y. Zhang et al., 2009)。また、魚類の浮袋や哺

乳類の肺の形成にも、オートファジーが重要である。肺や浮袋の上皮細胞で囲まれた袋構造

の内側を膨らませるためには、水の表面張力を抑制し、袋が収縮しようとする力を抑える必

要がある。そのために、肺や浮袋の表面に位置する上皮細胞は脂質を多く含むラメラ体と呼

ばれる構造をエキソサイトーシスによって袋の内側に放出し、細胞外部の水の表面張力を下

げている。詳細なメカニズムは未だ明らかにされていないが、ラメラ体の成熟にオートファ

ジーが必要である (Morishita et al., 2020)。さらに、ショウジョウバエでは、蛹期に幼虫を成

虫に作り替える際に、様々な組織でオートファジーが誘導されている (詳しくは後述)。 

このように、発生に伴うオートファジーの存在は以前から知られているものの、その機能

や誘導のメカニズムはまだよくわかっていない。その原因の一つには、生体の組織で起こる

現象を簡便に再現性よく観察することが困難である点が挙げられる。そこで本研究では、遺

伝学的解析に優れ再現性良く発生に伴う細胞の動態を解析できるショウジョウバエの組織

をモデルに用いて、発生に伴うオートファジーの研究を行なった。 

 

 

1.3 オートファジーの分子メカニズム 

 先述のように、オートファジーは二重膜構造のオートファゴソームにより細胞質成分を包

み込み、リソソームに輸送して分解する機構である。図１に示すように、オートファジーは

主に、①オートファゴソーム形成、②オートファゴソームとリソソームの融合、③分解とリ

サイクルの３つのステップに分けることができる。これまでの研究から、それぞれのステッ

プに重要な遺伝子群の同定とそれらの機能解析により、各ステップの詳細な分子メカニズム

が明らかになりつつある。なお、オートファジーの分子メカニズムには、出芽酵母と多細胞

生物の間には相違点がみられる。本研究ではショウジョウバエをモデルに用いているため、

多細胞生物におけるオートファジーの分子メカニズムを概説する。ステップ①；飢餓などの

刺激によってオートファジーが誘導されると、小胞体の近傍でオートファゴソームの前駆体

である隔離膜が形成される。この隔離膜が脂質膜の供給を受けて伸張することで細胞質を囲

んだ二重膜構造のオートファゴソームが形成される。この隔離膜の形成と伸張には、少なく
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とも 17のオートファジー関連遺伝子 (Atg遺伝子など) が必要である (Nakatogawa, 2020)。

ステップ②；完成したオートファゴソームはリソソームと融合する。この過程には、SNARE

複合体が関与している。完成したオートファゴソームに局在する Stx17、細胞質の Snap29、

リソソームの膜に局在する Vamp7が SNARE複合体を形成し、オートファゴソーム外膜とリ

ソソームの融合を促進する (Itakura et al., 2012; Takáts et al., 2013)。また、一つのオートファ

ゴソームに対して、複数のリソソームが融合すると考えられている (Tsuboyama et al., 2016)。

ステップ③；オートファゴソームとリソソームが融合すると、オートファゴソームの内容物

は、内膜もろともリソソーム内の種々の酸性加水分解酵素により分解される。その結果生じ

た小分子は、リソソーム膜のトランスポーターによって細胞質に戻されリサイクルされる 

(Ballabio & Bonifacino, 2020)。 

 

 

1.4 ホルモンによるショウジョウバエの発生制御とオートファジーの誘導 

 ショウジョウバエは完全変態昆虫であり、幼虫期と蛹期を経て成虫になる。このようなシ

ョウジョウバエの発生は、脳の二種類のホルモン産生細胞から体液へ放出される２つのホル

モンによって制御されている。図 2に示すように、PG (prothoracic gland) はステロイド骨格

を持つホルモンである Ecdysoneを放出し、CA (corpus allatum) は、脊椎動物の発生に重要な

レチノイン酸と似た化学構造を持つホルモン Juvenile hormoneを放出する (Quinn et al., 2012; 

X. Zhang et al., 2022)。Ecdysoneが幼虫の脱皮と変態期への移行を制御する変態ホルモンであ

るのに対し、Juvenile hormone は幼虫の変態期への移行を抑える幼若ホルモンとして働いて

いる。どちらのホルモンも細胞に作用して遺伝子発現に影響を与えることにより、脱皮や変

態期への移行を制御している。Juvenile hormone による転写調節の具体的な分子メカニズム

は様々なモデルが提唱されているが、Ecdysoneによる転写調節の分子メカニズムは比較的よ

く理解されている (Quinn et al., 2012)。ショウジョウバエ各組織の細胞は、核内に Ecdysone

の受容体と転写因子の機能を持つ Ecdysone receptor (EcR) を発現している。EcR は、

ultraspiracle (usp) と複合体を形成しており、Ecdysoneを受容すると、変態期の移行に重要な

遺伝子の発現を促進する。このように、幼虫の体液中の Ecdysone 濃度の上昇によって、各

組織で EcRを介した転写調節が働き、変態期への移行が始まる。 

 変態期には Ecdysoneによる転写調節により、複眼、唾液腺、脂肪体、また筋細胞などで、

オートファジーが誘導されると報告されている (図 2)。成虫の複眼は、幼虫が持つ成虫の複

眼原基細胞が、変態期に分裂、分化することで形成される。この細胞の分化にオートファジ
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ーが関わっており、複眼細胞特異的にオートファジーを抑制すると、分化の途中に細胞死が

起こり、成虫の複眼が失われる (Billes et al., 2018)。また、唾液腺は変態期に細胞死を起こす

が、その細胞死の直接的な原因は、プログラム細胞死に関わるプロテアーゼ Caspaseではな

く、オートファジーに主に依存しているという報告がある (Allen & Baehrecke, 2020)。その

一方、脂肪体や筋細胞ではオートファジーが誘導されることが報告されているが、それらの

細胞における発生に伴うオートファジーの具体的な機能は明らかにされていない。また、い

ずれの細胞においても、Ecdysoneによる転写調節がどのようにオートファジーの誘導に繋が

るのか、そのメカニズムもほとんど明らかにされていない。 

 

 

1.5 本研究の目的 

 上述の背景から、本研究では、脂肪体と筋細胞における発生に伴うオートファジーの生理

的な機能とオートファジーが誘導されるメカニズムを明らかにすることを目指した。 
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第二章 変態期の脂肪体における発生に伴うオートファジーの解析 
 

 

 脂肪体は、個体の栄養恒常性の維持を司る器官である。栄養飢餓時と幼虫最終期に、脂肪

体においてオートファジーが誘導されるが、オートリソソームの形態には大きな違いが見ら

れる。私は、オートリソソームの形態に見られる違いを手がかりに、幼虫最終期の脂肪体に

おけるホルモン誘導性オートファジーの生理機能の解明に取り組んだ。 

 

 

2.0背景 

 
■2.0.1 Ecdysone によるショウジョウバエ変態の調節 
 孵化したショウジョウバエ幼虫は、2 回脱皮した後に蛹になる。それぞれのステージを、

1, 2, 3 Instar Larva (IL) と呼ぶ (図 3A左側)。25˚Cの飼育条件下では、3ILの期間は 2日間で

あり、前半の 1日を early 3IL、後半を late 3ILと呼ぶ。孵化した幼虫は、3ILまで絶えず摂食

し大幅に成長する。 

 幼虫が十分に成長すると変態期への移行が始まる (図 3A中部)。幼虫は、early 3IL期の体

重が critical weightを超えると、late 3ILまで摂食を継続した後、摂食しなくなる。摂食をや

めた幼虫は、蛹化に適した場所を探して動き回る wandering larvaとなる。数時間の wandering 

larvaの期間の後に、幼虫は蛹化する。幼虫が蛹化してから数十分間を white prepupaと呼ぶ。

white prepupaから 4日間の変態期 (metamorphosis) を経て、成虫は羽化する。 

 このようなショウジョウバエの発生過程では、図 3A の①から④に示される体液中の

Ecdysone濃度の変動によって、次のステージへの移行が制御されている (Quinn et al., 2012)。

細胞が経験したEcdysoneパルスの回数と各パルスの強度に応じて、転写調節が切り替わり、

各器官の細胞はそれぞれのステージに応じた挙動を示す。 

 
 
■2.0.2脂肪体 
 脂肪体は多くの昆虫が持つ組織であり、脊椎動物の肝臓や脂肪組織の機能を併せ持つ。巨

大な脂肪滴を多数持つ脂肪体を構成する細胞は、互いに結合して一つの組織を形成しており、

幼虫の体内の大部分を占めている (図 3B)。脂肪体の主要な機能は、栄養源の貯蔵と供給で
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ある。絶えず摂食する 1ILから 3ILのショウジョウバエの幼虫では、余剰の栄養分は脂肪体

細胞に糖や脂質として貯蔵される。脂肪体は体液タンパク質の分泌にも関わり、アミノ酸は

体液中のタンパク質である Larval storage protein (LSP) として貯蔵される (Haunerland, 1996; 

Y. Zhang & Xi, 2015)。このように蓄えられた糖、脂質、アミノ酸などの栄養は、幼虫が飢餓

条件に置かれたときや、外部からの栄養供給が絶たれる変態期の主要な栄養源となる。栄養

飢餓時や蛹化の直前には、脂肪体においてオートファジーが誘導され、栄養レベルの低下を

補填していると考えられている (Scott et al., 2004)。 

 
 
■2.0.3脂肪体における飢餓誘導性オートファジーの誘導メカニズム 
 成長期の幼虫が飢餓条件に置かれると、脂肪体でオートファジーが亢進する。その際は、

様々な生物種で見られる飢餓により誘導されるオートファジーと共通して、Target Of 

Rapamycin Complex 1 (TORC1) と Atg1複合体を介したメカニズムによってオートファジー

が誘導される (図 4A)。TORC1 は細胞の栄養状態のセンサーであり、TORC1 が持つキナー

ゼ活性は栄養状態に応じて変化する。富栄養条件下では TORC1は活性化状態にあるが、飢

餓条件下では TORC1のキナーゼ活性は抑制される。TORC1によりリン酸化を受けるタンパ

ク質の中に、Atg1と Atg13がある。Atg1, Atg13, FIP200, また Atg101の４者は、オートファ

ジー誘導に重要な Atg1 複合体を形成している。富栄養条件下では、Atg1 複合体の Atg1 と 

Atg13は TORC1によってリン酸化され、オートファゴソーム形成は抑制されている。一方、

飢餓条件下では TORC1は抑制されるため、Atg1と Atg13のリン酸化状態は変化し、Atg1複

合体は活性化する (Chang & Neufeld, 2010)。その結果、オートファゴソームの形成が促進さ

れる (図 4A)。 

 

 

■2.0.4 脂肪体におけるホルモン誘導性オートファジーの誘導メカニズム 
 上述のように、脂肪体ではホルモン誘導性のオートファジーも見られる。ホルモン誘導性

のオートファジーの実体はよくわかっていないが、その誘導メカニズムは、飢餓による誘導

とは異なることが示唆されている。幼虫が Late 3IL期に入ると図 3A①の Ecdysoneのパルス

によって、脂肪体においても転写が調節され、phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) シグナル伝

達経路が抑制される (図 4A)。その結果、メカニズムは不明であるが、オートファゴソーム

形成が促進されると考えられている (Rusten et al., 2004)。Ecdysoneを介したオートファジー
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誘導では、TORC1 の活性は高いままである、もしくは不完全に抑制された状態であると考

えられている (図 4A) (Rusten et al., 2004)。このように、ホルモン誘導性オートファジーは

TORC1 の活性調節に依らないと考えられる点が、飢餓誘導性オートファジーとの大きな相

違点である。 

 

 

■2.0.5飢餓およびホルモン誘導性オートファジーのオートリソソームの形態の違い 

 飢餓誘導性とホルモン誘導性のオートファジーでは、誘導のメカニズだけでなく、オート

ファゴソームとリソソームが融合したオートリソソームの形態にも違いが見られる

(Mauvezin et al., 2014)。飢餓条件に置かれた early 3ILの幼虫の脂肪体では、直径が 1 µmに満

たない不定型のオートリソソームが形成される (図 4B Starvation)。一方、ホルモン誘導性の

オートファジーが亢進する white prepupaの脂肪体では、直径が 5 µm以上に肥大したオート

リソソームが蓄積する (図 4B Developmental)。このような差がみられる原因として、オート

ファジーの誘導効率の差が提唱されている (Rusten et al., 2004)。つまり、図 4Cに示すよう

に、多くのオートファゴソームが形成されほど、リソソーム 1つ当たりに融合するオートフ

ァゴソームの数が増え、オートリソソームが肥大するモデルである。しかしながら、発生に

伴うオートファジーの方が飢餓よりも誘導効率が高いという証拠はなく、このモデルを直接

的に支持するデータは報告されていない。また、オートファゴソームの量が増えるほどオー

トリソソームが肥大することが示された例もなく、ホルモン誘導性オートファジーの際に、

どのようなメカニズムによりオートリソソームが肥大するのか、その実体はわかっていなか

った。 

 

 

■2.0.6 本章の目的 
 ショウジョウバエ幼虫最後期にオートリソソームが肥大するメカニズムと、オートリソソ

ームの肥大にどのような生理機能があるのかを明らかにすることを目指した。 

 

 

2.1 Frankenbodyを用いたオートファジー分解を可視化するシステムの構築 

ホルモン誘導性オートファジーの解析に先立ち、私はオートファジーによる HA タグを付

加したタンパク質の分解を可視化するツールとして、HA Frankenbodyに GFPと mCherryを
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タンデムに付加したコンストラクト (Frankenbody-GFP-mCh) を作成した (図 5)。 (Zhao et 

al., 2019)。Frankenbody-GFP-mChと HAタグを付加したタンパク質を細胞質に同時に発現さ

せると、HAタグ付きタンパク質を GFPと mCherryによって標識することができる。mCherry

は GFP よりも低い酸解離定数 (pKa) を持つため、mCherry は酸性環境であるオートリソソ

ームの内腔でも蛍光を発するが、GFPは消光する (Kimura et al., 2007)。従って、HAタグ付

きタンパク質がオートファジーによってオートリソソームに運ばれると、オートリソソーム

は mCherryの蛍光でのみ標識される。よって、GFP陰性かつ mCherry陽性の構造体を顕微鏡

で観察することにより、目的の HAタグ付きタンパク質がどの程度オートファジーによって

分解されるかどうかを検討できる。 

ショウジョウバエでは、ゲノムワイドの HAタグ付きタンパク質の発現系統のコレクショ

ンが整備されつつある。そのため、Franken-GFP-mChのトランスジェニック系統を新たに作

成したことにより、目的タンパク質のオートファジー分解を簡便に検討できるようになった。 

 

 

2.2ホルモン誘導性オートファジーではオートリソソームの内部でも GFPが消光しない 

 最初に、Frankenbody-GFP-mChを用いて、飢餓およびホルモン誘導性オートファジーを比

較した。脂肪体に Frankenbody-GFP-mChと HAタグを付加した ref(2)p (HA-ref(2)p)を発現さ

せ、飢餓条件下の 3IL期と、富栄養条件下の white prepupa期のオートリソソームをそれぞれ

観察した。哺乳類の p62 のホモログである ref(2)p は細胞質で液滴を形成し、オートファジ

ーによる選択的な分解を受ける (Komatsu, 2022; Nezis et al., 2008)。それと一致して、early 3IL

の富栄養条件 (fed) または飢餓条件 (stv 4 h) では、ref(2)p液滴を示す GFPと mCherry陽性

の大きな輝点が観察され (図 6A, B e3IL fed stv白矢頭)、オートリソソームを示す mCherry

のみ陽性の構造は、飢餓条件下で増加した (図 6B, 青矢頭)。一方で、white prepupa期には、

オートファジーが誘導されているにもかかわらず、mCherryのみ陽性のオートリソソームは

観察されなかった (図 6B white prepupa)。その代わりに、直径が 5 µm程度の肥大した GFP

と mCherry双方が陽性の構造が多数形成されていた (図 6B white prepupa点線円内)。この構

造は、ref(2)p の液滴 (図 6B white prepupa 白矢頭) と形態が大きく異なることから、ref(2)p

の液滴とは異なる構造体であると考えられる。また、図 6Cに示すように、GFPと mCherry

陽性の肥大した構造は、幼虫の発生に伴って mCherryのみ陽性のオートリソソームと入れ替

わるように形成されていた。従って、この肥大した GFP と mCherry 陽性の構造は、オート

リソソームであると示唆された。その可能性を検討するため、Franken-GFP-mCherry と HA-
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ref(2)pを共発現した脂肪体を、リソソームの染色試薬である Lysotracker Deep Redを用いて

染色した。その結果、GFPと mCherry双方陽性の肥大した構造は、Lysotracker Deep Redに

より染色されたことから (図 6D, E)、white prepupa 期において見られる肥大した GFP と

mCherry陽性の構造は、オートリソソームであることがわかった。 

なお、Frankenbody-GFP-mCherry と共発現させる HA タグ付けしたタンパク質を他の細胞

質タンパク質 (GAPDH1-3xHA, CK2b-3xHA) に変更しても、HA-ref(2)pを発現させた際と同

様に、white prepupa期の脂肪体の内部に肥大した GFPと mCherry陽性の構造が観察された 

(図 7A)。これは、肥大した GFPと mCherry陽性の構造の形成は、HAタンパク質の種類に依

らないことを示している。この結果から、発生に伴い誘導されるオートファジーの際に形成

される肥大したオートリソソームの内腔では、GFP が消光しないことが明らかになった(図

7B)。 

 

 

2.3 ホルモン誘導性オートファジーではオートリソソームの分解活性が低下している 

 white prepupa 期の脂肪体のオートリソソーム内腔で GFP が蛍光を発するということは、

オートリソソーム内の pHが上昇していることを示唆する。リソソーム分解は、酸性領域に

至適 pH を持つ酸性加水分解酵素によるため、内腔 pH の上昇はオートリソソームの分解活

性の低下を引き起こしていると考えられる (Ballabio & Bonifacino, 2020)。尚、飢餓条件下の

early 3ILや white prepupa期に見られるリソソームはほぼ全てがオートリソソームである。 

 オートリソソームの pH上昇を検討するため、white prepupa期の脂肪体を Lysosensor Green

を用いて染色した。Lysosensor green はリソソーム染色試薬であり、その緑色蛍光の強度は

Lysosensor green分子のプロトン化状態に依存している。したがって、Lysosensor greenがオ

ートリソソーム内で強い蛍光強度を示すほど、pHが低いことを示している (図 8A)。そこで

今回は、リソソーム膜タンパク質である Lamp1-3xmCherryを用いてリソソームを標識し、飢

餓誘導性オートファジーが見られる early 3IL 期と、ホルモン誘導性のオートファジーが見

られる white prepupa期のリソソーム内腔の pHを Lysosensor greenを用いて比較した。その

結果、early 3IL期では飢餓依存的に、Lamp1陽性リソソームの Lysosensor greenの蛍光強度

が有意に上昇していた(図 8 B, C)。ショウジョウバエでは、飢餓 (stv 4 h) の際にオートファ

ジーに依存してリソソームの酸性化が促進されるため、今回の結果は過去の報告と一致する 

(Lőrincz et al., 2017)。従って、この実験系によりリソソームの相対的な pHが評価できている

ことがわかった。次に、飢餓条件下の early 3IL期とホルモン誘導性オートファジーがみられ
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る white prepupa期の脂肪体の Lysosensor greenの蛍光強度を比較すると、white prepupa期の

方が early 3IL期に比べて有意に蛍光強度が低下していた (図 8B, C)。つまり、脂肪体におけ

るホルモン誘導性オートファジーでは、オートリソソームの pHが上昇していることが明ら

かになった。 

 オートリソソームの pH上昇は、オートリソソーム内腔の酸性加水分解酵素の活性を低下

させると考えられる。そこで、次にホルモン誘導性オートファジーの際に形成されるオート

リソソーム内腔のプロテアーゼ活性をMagic Redを用いて検討した。膜透過性化合物である

Magic Redは、リソソームの酸性プロテアーゼであるカテプシン Lにより切断される配列を

持ち、切断されることで赤色蛍光を発する (図 9A)。よって、Magic Redの蛍光強度を測定す

ることにより、リソソーム内のカテプシン Lの分解活性を評価することができる。脂肪体を

Magic Redで染色したところ、飢餓によってオートファジーが誘導される early 3IL期に比べ

て、ホルモンによってオートファジーが誘導されている white prepupa 期には、Lysosensor 

greenと同様に、Magic Redの蛍光が有意に低下していた (図 9B, C)。この結果から、ホルモ

ン誘導性オートファジーでは、オートリソソーム内腔の Cathepsin L 活性が低下しているこ

とが明らかになった。ここまでの結果を考えると、ホルモン誘導性オートファジーでは、肥

大したオートリソソームの pH上昇し、オートリソソーム内腔の分解活性が低下していると

考えられる。 

一般的に、リソソーム機能が薬剤の処理や遺伝子の変異によって抑制されると、リソソー

ムの肥大化が見られる (de Araujo et al., 2020)。そこで次に、脂肪体において、white prepupa

期におけるオートリソソーム機能の低下が、オートリソソームの肥大に与える影響を検討し

た。Chloroquineは弱塩基性化合物であり、リソソーム内腔に取り込まれることで pHを中和

することによりリソソーム機能を低下させ、リソソームの肥大化を引き起こす (Zhou et al., 

2020)。よって、white prepupa期の脂肪体におけるオートリソソーム肥大化が、Chloroquine処

理によってさらに促進されなければ、white prepupa期にはオートリソソームの機能がすでに

低下していることを示唆する。因みに、Chloroquineは、マラリアの治療薬として使用されて

おり、経口接種によって失活しないことが、ヒトやショウジョウバエで確認されている 

(Zhou et al., 2020; Zirin et al., 2013)。そこで、Lamp1-3xmCh を全身で発現する幼虫を、

Chloroquineを含んだ餌で飼育し、Chloroquine投与が white prepupaにおけるリソソームの肥

大化に与える影響を検討した。その結果、white prepupa期の表皮細胞 (LEC) では Chloroquine

処理によって Lamp1陽性のリソソームの有意な肥大化が見られたが (図 10A, B, D)、脂肪体 

(Fat body) では見られなかった (図 10A, C, D)。さらに、Chloroquine 投与によって white 
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prepupa 脂肪体の肥大したオートリソソームの分解活性にみられる影響を Magic red 用いて

検討したが、リソソームの分解活性に有意な変化は見られなかった (図 10E, F)。これらの結

果から、white prepupa期の脂肪体のオートリソソームの分解活性は Chloroquine処理の影響

がみられない程にまで低下しており、分解活性の低下がオートリソソーム肥大化の主要な要

因であると考えられる。 

 

 

2.4 white prepupa期のリソソームの肥大はオートファジーに依存しない 

 これまでの報告では、white prepupa期の脂肪体のリソソームの肥大化は、オートファジー

の過剰な亢進によるものだと考えられてきた (Rusten et al., 2004)。その一方で、本研究のこ

こまでの実験結果は、white prepupa期には、オートリソソームの pH上昇と分解活性の低下

が見られた。よって、脂肪体で見られるオートリソソームの肥大化は、オートファジーの亢

進ではなく、リソソーム活性の低下が原因であると考えられる。そこで本節では、リソソー

ムの肥大の直接的な原因を検討した。 

リソソームには、オートファジー経路とエンドサイトーシス経路から物質が輸送されてい

る (Ballabio & Bonifacino, 2020) (図 11A)。エンドサイトーシス経路とは、細胞膜が陥入・く

びり切られ形成された小胞を介して、細胞外成分と細胞膜成分をリソソームに輸送する経路

である (図 12A 上側)。そこで、white prepupa におけるオートリソソームの肥大化に、オー

トファジー経路とエンドサイトーシス経路のどちらの経路が主に寄与しているのかを検討

した。まず、オートファジーに必須の遺伝子である Atg5や FIP200を欠損させた系統 (Atg5 

null, FIP200 null) で、Lysotracker Redを用いてwhite prepupa期脂肪体のリソソームを染色し、

その大きさを比較した。興味深いことに、Atg5 null と FIP200 null の両系統では、リソソー

ムの大きさにコントロールと有意な差が見られなかった (図 11C, D, E)。次に、エンドサイ

トーシス経路の抑制がリソソームの肥大に与える影響を検討した。エンドサイトーシス経路

において、初期エンドソーム (early endosome) が後期エンドソーム (late endosome) に成熟

するためには、small GTPaseである Rab5の GTP型と GDP型の切り替えが必須である。Rab5

に点変異を導入し、GDP型に固定された Rab5 (S43N)を過剰発現させることで、ドミナント

ネガティブ効果によって、エンドサイトーシス経路を抑制することができる (J. Zhang et al., 

2007) (図 11A)。そこで、GAL4-UASシステムを用いることで、脂肪体に特異的に late 3IL期

から Rab5 (S43N) を過剰発現させ、エンドサイトーシス経路を抑制した。その結果、Rab5 

(S43N) の過剰発現によって、リソソームの大きさはコントロールに比べて有意に低下した 
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(図 11 C, F)。従って、「ホルモン誘導性オートファジー」で見られるオートリソソームの肥

大化は、過去のモデルとは異なり、オートファジー経路よりもエンドサイトーシス経路に依

存していることが明らかになった。 

 

 

2.5 蛹化初期におけるオートリソソームの分解活性の低下は個体の生存に必須である 

 ホルモンによってオートファジーが誘導される white prepupa 期には、オートリソソーム

の活性が低下していることが明らかになった。次に、分解活性の低下に起因するオートリソ

ソームの肥大化に生理的な重要性があるのか検討した。 

 ショウジョウバエ、線虫、脊椎動物などの多細胞生物は、リソソーム関連遺伝子の転写を

調節するマスター転写因子である MiTF/TFE ファミリーを持つ (図 12A)。ヒトでは TFEB、

ショウジョウバエでは Mitfがリソソーム関連遺伝子の上流の 10塩基からなる CLEARモチ

ーフに結合し、細胞内分解の需要に合わせて、リソソームの合成を促進していると報告され

ている (Bouché et al., 2016; Sardiello et al., 2009) (図 12A)。TFEBやMitfの過剰発現は、リソ

ソームの酸性化に働くV型プロトンポンプ (V-ATPase) のサブユニットなどをコードするリ

ソソーム関連遺伝子の発現を促進し、リソソームの分解活性を上げる (Bouché et al., 2016; 

Sardiello et al., 2009)。そこで私は、脂肪体にMitfを過剰発現させることにより、幼虫最終期

の脂肪体で見られるオートリソソームの分解活性の低下と肥大に与える影響を検討した。

Lamp1-3xmCherryによりオートリソソームを標識した脂肪体において、Lsp2-GAL4 (図 11B) 

を用いて脂肪体特異的に late 3IL期からMitfを過剰発現させ、Lysosensor green染色によって

オートリソソームの pHを調べた。その結果、Mitfを過剰発現させた脂肪体では、コントロ

ールに比べて、Lamp1陽性のリソソームの Lysosensor greenの蛍光強度が有意に上がってい

た。よって、Mitf過剰発現により、リソソームの pHが低下していると考えられる (図 12B, 

C)。さらに、Mitfを過剰発現させた脂肪体のリソソームの大きさを Lysotracker Red染色によ

って調べたところ、Mitfを過剰発現した脂肪体では、コントロールに比べて、リソソームの

大きさが有意に小さくなっていることがわかった (図 12 D, E)。これらの結果から、late 3 IL

期から脂肪体に特異的にMitfを過剰発現させることにより、white prepupa期にオートリソソ

ームの pHを低下させ、リソソームの肥大化を抑制できることがわかった。 

 次に white prepupa 期におけるオートリソソームの分解活性の抑制が個体の生存に重要か

調べるため、Mitf過剰発現による強制的なオートリソソーム活性化が個体の生存に与える影

響を検討した。Lsp2-GAL4を用いてMitfを過剰発現させた個体の生存率を調べると、Mitfを
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過剰発現させた個体は、蛹期に全てが致死となり、蛹期前半に致死となっているものが多く

見られた (図 13A, B)。なお、Mitfはリソソーム関連遺伝子に加えて、オートファジー関連遺

伝子の発現も亢進させると報告されている (Bouché et al., 2016)。そこで、オートファジー誘

導の可能性を排除するため、Mitf の過剰発現とオートファジーに必須な Atg9 の欠損を組み

合わせた際の個体の生存率も検討した。その結果、Mitf単独の過剰発現と、Atg9欠損とMitf

過剰発現を組み合わせた場合にも蛹の致死率に大きな違いは見られなかった (図 13C)。これ

らの結果から、脂肪体特異的なMitfの過剰発現によりリソソーム活性を亢進させると、オー

トファジーには依存せずに、蛹期致死になると考えられる。 

 最後に、early 3IL期から white prepupa期への発生に伴って、脂肪体におけるリソソーム関

連遺伝子の発現にどのような変動が見られるのか mRNA-seqにより検討した。野生型個体の

脂肪体において、①リソソーム活性が高い early 3IL期と、オートリソソームの分解活性が抑

制される white prepupa期を比較した。また、②white prepupa期において野生型と Mitf過剰

発現した脂肪体を比較した (図 14A)。なお、各サンプルについて３つの複製を作成し、各複

製間のユークリッド距離が近いことから、再現性の良い結果が得られていることを確認した 

(図 14A, B)。得られた結果について、white prepupa期において野生型とMitfを過剰発現した

脂肪体を比較すると、過去の報告と一致して、リソソームの酸性化に関わる V型プロトンポ

ンプの多くのサブユニットの発現が上昇し、他のリソソーム関連遺伝子においても発現の上

昇が見られた (図 14C下段)。一方、野生型において early 3IL期と white prepupa期を比較す

ると、一部の V型プロトンポンプのサブユニット (Vha genes) や、リソソーム膜上のトラン

スポーターである spinster (spin)、リソソームのα-N-acetylglucosaminidaseである CG13397の

発現が低下していた (図 14C 上段)。これらの遺伝子の不全は、リソソーム活性の低下とリ

ソソームの肥大化につながると報告されており (Dermaut et al., 2005; Rigon et al., 2021)、脂肪

体におけるリソソーム活性制御メカニズムを理解する上で重要な情報であると考えられる。 
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2.6 考察 

 

■2.6.1本章の総括 
 本章では以下のことが明らかになった。脂肪体において、蛹化初期には、Ecdysoneに依存

したホルモン誘導性のオートファジーが見られるが、その際に形成されるオートリソソーム

の pHは高く、分解活性が低下していた (図 8, 9)。これまでの報告では、ホルモン誘導性の

オートファジーで見られる肥大したオートリソソームは、オートファジーの過剰亢進による

ものであると考えられてきたが、その肥大化にはオートファジーは必須ではなかった (図

11)。その一方で、オートリソソームの肥大化には、エンドサイトーシスの寄与が大きいこと

が明らかになった (図 11)。White prepupa期のオートリソソームの分解活性を強制的に亢進

させると、蛹期に致死になったことから、オートリソソームの分解活性の抑制は個体の生存

に重要であると考えられる (図 12, 13)。また、RNA-seqのデータより、オートリソソームの

分解活性が低下する時期には、リソソーム機能に重要な一部の遺伝子の発現の低下も見られ

た (図 14)。 

 

 

■2.6.2 ホルモン誘導性オートファジーにおけるオートリソソーム肥大化のメカニズム 
 これまでオートリソソームの肥大の主要な原因は、オートファジーの過剰な誘導によると

考えられてきたが (図 4C)、本研究で得られた知見は、オートリソソームの肥大には、オー

トファジーの過剰な亢進よりも、リソソーム分解活性の低下の寄与が大きいことを支持する。

① white prepupa期のオートリソソームでは、オートリソソーム内腔の pHが高く、カテプシ

ンに代表される酸性加水分解酵素の活性が低下していた (図 7, 8)。② リソソーム阻害剤で

ある Chloroquineを摂食させても、white prepupa期の肥大したリソソームはそれ以上に肥大

化することはなく、分解活性の低下も見られなかった (図 10)。これは、脂肪体における「ホ

ルモン誘導性オートファジー」では、オートリソソームの分解活性が大幅に抑制されている

ことを示している。③ white prepupa 期において、オートファジー経路ではなく、エンドサ

イトーシス経路の阻害によって、オートリソソームの肥大化が抑制された (図 10)。以上の 3

つの結果を合わせると、脂肪体における発生に伴うオートファジーでは、オートファジーの

亢進と同時に、オートリソソームの分解活性が抑制されることで、オートリソソームの肥大

化が引き起こされていると考えられる。このモデルは、オートファジーの過剰亢進がオート

リソソーム肥大化の原因であるとする過去のモデルと大きく異なる。 
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■2.6.3 オートリソソームの分解活性を抑制するメカニズム  
 それでは、どのようなメカニズムによって、white prepupaの時期のオートリソソームの分

解活性は抑制されているのだろうか？ 図 8の実験から、white prepupa期にはオートリソソ

ームの pH が上昇していることがわかった。リソソームの pH を制御すれば、オートリソソ

ーム内腔の酸性加水分解酵素の活性を同時に調節できるため、pH の制御はリソソームの分

解活性を調節するために、効率が良いメカニズムである。よって、white prepupa期の脂肪体

では、オートリソソームの pH上昇を介して、分解活性を抑制していると予想される。 

 オートリソソーム内のプロトン濃度を直接下げるメカニズムとしては、以下の２つの可能

性が考えられる。細胞質からオートリソソーム内へプロトンを輸送する V-ATPaseは、V0, V1

の二つのサブユニットから構成される。V1 サブユニットは、細胞に与えられる様々な刺激

によって V0サブユニットとの着脱が制御されている (Collins & Forgac, 2020)。したがって、

white prepupa期の脂肪体では、V1サブユニットが V0サブユニットから脱離し、オートリソ

ソーム内腔へのプロトンの輸送速度が低下しているのかもしれない。しかしながら、V1 サ

ブユニットに対する蛍光タンパク質への蛍光タグの付加は難しく、細胞内局在を観察できて

いない。そのため、上述の可能性の検証は今後の課題である。一方、図 11 の実験から、エ

ンドサイトーシス経路を抑制するとオートリソソームの肥大が抑制された。それは、エンド

サイトーシス経路が亢進し、オートリソソームに過剰に物質が流入することが、オートリソ

ソーム内のプロトン濃度を低下させている可能性を示唆する。ただし、脂肪体のエンドサイ

トース活性を正確に測定することは難しいため、こちらの可能性についても今後の課題であ

る。 

リソソームの pHは、プロトンの濃度だけでなく、その他のイオンやリソソーム分解によ

って生じた有機物などの影響を受けている (Mindell, 2012; Sillence, 2013)。したがって、white 

prepupa 期の脂肪体では、様々なリソソーム関連遺伝子の発現調節によって、リソソームの

pH が間接的に調節されてリソソーム機能が抑制されている可能性も考えられる。この可能

性を検討するため、本研究では、RNA-seqを行った。リソソーム活性が高い 3IL期と、リソ

ソームの活性が低下している white prepupa 期の脂肪体のトランスクリプトームを比較した

結果、一部の V-ATPaseサブユニットをコードする遺伝子、spinster (spin)、また CG13397な

どのリソソーム関連遺伝子の発現は、3IL期から white prepupa期への発生に伴い低下してい

た (図 14C)。spinは、リソソーム膜にある sphingosine-1- phosphateのトランスポーターであ

り、その機能の低下によって、リソソーム機能の低下と肥大化が見られる (Dermaut et al., 

2005)。また、white prepupaで発現量の低下が見られた CG13397は、ヒトのリソソーム病の
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１つとして知られるMucopolysaccharidosisの原因遺伝子α-N- acetylglucosaminidaseのショウ

ジョウバエホモログである。リソソーム病では、単一酵素の不全によって、リソソームの分

解活性が全体的に低下し、リソソームが肥大化する。ショウジョウバエでも white prepupa期

に CG13397の発現が低下することで、間接的に pHが上昇しリソソームの分解活性が抑制さ

れている可能性も考えられる (Rigon et al., 2021)。 

 さらに別のリソソームの pHを制御するメカニズムとして、近年、代謝を介した調節があ

ることも提唱されている。リソソームの pH は、弱塩基である NH4+イオンの添加によって

中和することができる。NH4+イオンはグルタミンの異化によっても生じる (Xiong et al., 

2023)。また、ショウジョウバエでは発生に応じて代謝物が大きく変動することが知られてい

る (Nishimura, 2020)。従って、何らかの原因でグルタミン異化の促進によって生じた NH4+

によって、オートリソソームの分解活性の低下が引き起こされているかもしれない。このよ

うな可能性の検討には、メタボローム解析が有効であると考えられる。 

 オートリソソームの分解活性は、オートリソソームへの物質の流入速度と分解速度のバラ

ンスによって決まる。つまり、オートリソソームに流入する物質が少なければ、弱い分解活

性でも十分であるが、流入する物質が多ければ分解活性を高める必要がある。図 8, 9で観察

されたように、3IL期の脂肪体では、飢餓条件でリソソーム活性が上昇するものの、富栄養

条件ではリソソーム活性は低く維持されている。したがって、ショウジョウバエの脂肪体で

は定常状態において、リソソームの活性が低く設定されていると考えられる。それを考慮す

ると、white prepupa期の脂肪体では、オートリソソームの機能を積極的に抑制しているので

はなく、物質の流入量に合わせて、オートリソソーム機能が十分に亢進されないために、分

解活性が抑制されているように見えている可能性がある。脂肪体のオートリソソーム活性調

節メカニズムを明らかにすることは、より一般的なリソソームの分解活性調節メカニズムを

理解する上でも重要であると考えられる。 

 

 

■2.6.4肥大したオートリソソームは Storage vacuoleとして機能する 
 White prepupa 期の脂肪体で見られるオートリソソームの肥大化は、リソソーム関連遺伝

子の発現を制御するマスター転写因子である Mitf を脂肪体特異的に過剰発現させることに

より、抑制することができた (図 12)。また、脂肪体特異的に Mitfを過剰発現した個体は、

蛹期に致死となった (図 13)。これらの結果は、幼虫最終期から蛹期にかけて、オートリソ

ソームの分解活性を抑制することが、個体の生存にポジティブに働くことを示している。そ
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こで、私は蛹化初期 (white prepupa) に見られる肥大したオートリソソームは、摂食からの

栄養補給が長時間絶たれる変態期のための栄養源を貯蔵する Storage vacuoleとして働いてい

ると予想する。Butterworth らの報告によると、脂肪体の肥大したオートリソソームの数は、

蛹期に徐々に減少することが示されている (Butterworth et al., 1988)。これは、Storage vacuole

に貯蔵された栄養源が蛹期に使用されているという考えと一致する。また、変態期のアミノ

酸プールである Larval Storage Protein (LSP) は、幼虫期に脂肪体から体液中に分泌されるが、

蛹期の直前になると LSPは脂肪体に再吸収され貯蔵される (Haunerland, 1996)。図 11Cの結

果から、オートリソソームの肥大化には主にエンドサイトーシスが寄与していたことから、

LSP が white prepupa 期の肥大したオートリソソームに貯蔵されていると考えられる。これ

は、肥大したオートリソソームが栄養源の貯蔵に重要であることを強く示唆する。 

Storage vacuoleを形成する利点は、栄養レベルが高いうちに、オートファジーや、エンド

サイトーシスによって Storage vacuoleとして栄養源を確保し、栄養供給が断たれる蛹期に分

解・利用していると考えられる。図 6Cに示したように、GFPと mCherry双方が陽性の肥大

したオートリソソームは、late 3ILから形成されるため、Storage vacuoleへの栄養の貯蔵は、

蛹化前の最後の摂食の期間である late 3IL頃から始まっていると考えられる。また、脂肪体

の細胞質には貯蔵糖であるグリコーゲンが存在するが、グリコーゲンは飢餓条件下ではわず

か 4時間で細胞質中の分解酵素によってほぼ完全に分解されてしまう (Yamada et al., 2018)。

したがって、Storage vacuoleはオートリソソーム内部にグリコーゲンを隔離することにより、

4日以上もかかる変態期に糖が枯渇しないようにする機能しているかもしれない。 

Storage vacuoleは、変態ホルモン Ecdysoneを介した転写調節を介した何らかのメカニズム

により、オートリソソームの分解活性を抑制することで形成されていると考えられる。今後、

Ecdysoneを介した転写調節の下流に位置するどのような遺伝子の発現調節が Storage vacuole

の形成に重要なのか、Mitfの関与も含めて、検討していく必要がある。 
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第四章 総合討論 
 

4.1 本研究の総括 

 本研究では、ショウジョウバエの脂肪体と筋細胞において、変態ホルモン Ecdysone によ

り誘導されるオートファジーの機能を解析した。幼虫終期の脂肪体では、オートファジーの

誘導と同時にオートリソソームの分解活性が抑制される。その結果形成される肥大したオー

トリソソームは栄養源の貯蔵に働いていると考えられる。一方、変態期の筋細胞では、オー

トファジーによるオルガネラの分解が、筋細胞の構造維持や代謝系の切り替えに重要である

ことが示された。 

 

 

4.2 筋細胞と脂肪体で分解の亢進と抑制の違いが生まれる要因 

 脂肪体と筋細胞では、どちらも Ecdysone によってオートファジーが誘導される。しかし

ながら、筋細胞ではオートファジーによる分解が重要である一方で、脂肪体ではオートファ

ジーの誘導と同時に分解が抑制されていた。この違いが生まれる原因は、脂肪体と筋細胞で

は、同じ Ecdysone の刺激を受けても、異なる転写応答が起きているためであると考えられ

る。しかし、その詳細はいまだ不明である。本研究で実施した脂肪体と筋細胞の RNA-seqの

結果は、変態ホルモンの刺激がどのように分解の亢進と抑制につながるのかを理解する際の

手掛かりになるだろう。 

 

 

4.3今後の展望 

 脂肪体で見られたオートファジーの誘導と同時に分解が抑制されるという現象は、他に例

がない。オートファジーの誘導などにより分解の需要が増えた際に、オートリソソームの分

解活性が上昇することは示されてきたが、活性の低下には積極的な意義は見出されてこなか

った。本研究は、私の知る限り、オートリソソームの活性抑制に積極的な意味を見出した初

めての報告である。今後、Ecdysoneによりオートリソソームの分解活性が抑制されるメカニ

ズムを明らかにすることができれば、リソソームの活性制御とその重要性についても新たな

知見を提供できると期待される。 

 また、ショウジョウバエでは、変態ホルモン Ecdysone によって様々な組織でオートファ

ジーが誘導されるが、その全容はまだ明らかにされていない。本研究でも、Ecdysoneによる
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オートファジーの誘導メカニズムの解明を目指したが、明らかにすることはできなかった。

Ecdysone の機能は、核内受容体 EcR を介した転写調節であることを考えると、ホルモンに

よるオートファジー誘導の引き金は、何らかの遺伝子発現誘導であると思われる。オートフ

ァジーの誘導には、Atg1複合体が脱リン酸化され集積することが重要である。従って、Atg1

複合体の脱リン酸化の促進、もしくは Atg1 複合体を強制的に集積させる機能を持つ遺伝子

が存在すれば、その発現誘導によりオートファジーを誘導できると予想される。今後は、そ

のような機能を持つ遺伝子の同定が重要なステップであると考えられる。本研究では、筋細

胞リモデリングの研究で行った RNA-seqから、Atg遺伝子などのオートファジーに関わる遺

伝子群が、特徴的な発現変動を示していることを明らかにした (図 19C)。これらと似た発現

パターンを示遺伝子群は約 500存在する。この 500程度の遺伝子群をノックダウンスクリー

ニングに供することにより、変態ホルモンとオートファジー誘導をつなぐ重要な遺伝子を同

定できると期待される。 
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第五章 材料と方法 
 

 

5.1 脂肪体に関連した実験の材料と方法 

 

ショウジョウバエの飼育 

 ショウジョウバエは、室温（およそ 22˚C）において、通常の餌（乾燥酵母、グルコース、

コーンミールを含む）を与えて飼育した。Chloroquine を給餌した実験では、3 mg/mL の

Chloroquineを含む餌を用いた。それらの餌を用いて、研究室で飼育しているショウジョウバ

エを交配して生まれた F1世代を飼育した。F1世代のショウジョウバエを顕微鏡観察や、そ

の他の実験に用いた。それぞれの実験に用いた F1 世代のハエの遺伝子型と飼育温度を表 1

に記した。 

 

 

トランスジェニックショウジョウバエの作出 

 プラスミドの作成には通常の分子生物学実験の手法を用いた。PCRによる目的の配列の増

幅には、KOD One (TOYOBO)を用いた。GAL4-UASシステムを用いて、Franken-GFP-mChを

発現させるコンストラクトの作成は下記のように行った。東京工業大学木村宏博士から分与

された pCMV-15F11- HA-mEGFP (Zhao et al., 2019) に対して、プライマー(5′-ATAGGGAA- 

TTGGGAACACCATGGCCGAGGTGAAGCTGG-3′, 5′-GCATG- 

GACGAGCTGTACAAGGGTGGACCG-3′)を用いて PCRを行い、Franken-GFPの断片を増幅し

た。また、プライマー(5′-ACAAGGGTGGACCGATGGTGAGCAAGGGCGAGGA-3′ and 5′-

ATGGACGAGCTGTACAAGTGACCGCGGCTCGAGGGT-3′)を用いて mCherry の断片を増幅

した。これらの Franken-GFP 断片と mCherry 断片を、Gibson assembly を用いて、EcoRI と

NotIで切断した pUASt-attBベクターに組み込み、pUASt-attB-Franken-GFP-mCherryベクター

を作成した。このベクターを Wellgeneticsに送付し、ショウジョウバエの受精卵にインジェ

クションすることで、PhiC31インテグラーゼによってショウジョウバエのゲノム上の attP40

の位置にベクターを挿入した。インジェクションによって得られたヘテロの個体をさらに交

配し、目的遺伝子をホモに持つ個体を得た。 
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幼虫の発生ステージ分け 

 脂肪体の解析では、交配した親世代を室温（22˚ C）にて産卵させ、産卵を開始した時刻を

0 日とした。次に、孵化した幼虫を 25˚C で 2 日間飼育した。その幼虫を 10 匹ずつに分け、

新しいバイアルに移し、さらに 25˚Cで１日飼育した。この操作によって得られた幼虫を early 

3ILと定義した。また、そこからさらに 25˚Cで 1日飼育した幼虫を late 3ILとした。一方、

White prepupa (WP) は、幼虫が餌からバイアル側面に上がり、蛹の形に変化した時点の白い

前蛹を示す。 

 

 

富栄養条件と飢餓条件 

 上記の方法でステージ分けを行った幼虫を、通常の餌で 25˚C にて 4 時間飼育したものを

富栄養条件とした。一方、ステージ分けした幼虫を、20%(m/v)スクロース溶液の上に浮かせ

て 25˚Cにて 4時間飼育したものを飢餓条件とした。 

 

 

脂肪体の顕微鏡観察 

 実体顕微鏡の元でピンセットと精密ハサミを用いて、個体を解剖し、脂肪体の１つの房を

回収した。その脂肪体を、24x40 mmカバーガラス上に滴下した 28 µLの PBSの中に静置し、

上から 18x18 mm カバーガラスで軽く押さえつけた。このとき、少量のグリース 

(MOLYKOTE)をカバーガラスの間に挟むことで脂肪体が潰れるのを防いだ。作成したサンプ

ルは、共焦点顕微鏡 (FV3000)；対物レンズ 60× silicone/1.30 NA UPlanSApo (Olympus)を用い

て観察した。各実験について、共焦点顕微鏡の詳細な設定を表 3に記載した。 

 

 

LECの顕微鏡観察 

 LECの観察では、WPをスライドガラスとカバーガラスの間にグリース (MOLYKOTE) で

作った隙間に挟み、共焦点顕微鏡(FV3000)；対物レンズ 60× silicone/1.30 NA UPlanSApo 

(Olympus)を用いて観察した。 

 

 

リソソーム染色試薬による脂肪体の染色 
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 ステージ分けした幼虫を PBS 中で解剖し、脂肪体の１つの房を回収した。回収した脂肪

体を、Lysotracker Red (1:10,000 in PBS)、Lysotrakcer Deep Red (1:1000 in PBS)、Lysosensor Green 

(1:2000 in PBS)、Magic Red (1:250 in PBS) 溶液にて、室温で 2分間染色した。染色にムラが

生じやすいため、Lysosensor Greenによる染色では、ピンセットを用いて脂肪体を Lysosensor 

Green溶液の中で絶えず動かし続けた。 

 

 

脂肪体の画像の定量 

 脂肪体から得られた画像の定量では、5個体から得た 5つの脂肪体の房から、10枚の画像

を撮影し解析した。全ての解析は、ImageJを用いて行い、解析の際には画像を 81.59 x 81.59

に切り取った画像を用いた。図 8B, C、図 12B, Cの Lysosensorの蛍光強度の定量では、Lamp1-

3xmCh 陽性の構造物を二値化によって抽出しマスクを作成し、Lamp1-3xmCh 陽性の構造物

それぞれの Lysosensorの蛍光強度を計算した後、その平均値を算出した。図 9B, C、図 10E, 

FのMagic Redの蛍光強度の定量では、Magic Red陽性の構造物を二値化によって抽出し、

それぞれの構造物の蛍光強度を算出した後、全体の平均値を計算した。この論文を通して、

リソソームの大きさを定量した際には、early 3IL の場合は Lysotracker や Lamp1-3xmCherry

陽性の構造を二値化によって抽出した。一方で、white prepupa期における肥大したリソソー

ムは一つの構造体として抽出することが困難であったため、手動でリソソームの輪郭を囲む

ことでリソソームの大きさを定量した。 

 

 

脂肪体の RNA-seq 

 ステージ分けした 5 匹の幼虫から脂肪体を回収した。回収した脂肪体は TRIzol (Thermo 

Fisher)を用いて溶解し、-80˚Cで冷凍した。その後、得られたライセートを 27ゲージの針に

10回通して細胞を完全に溶解した。この溶液に対し、クロロホルムを加えて水層を回収した

後、イソプロパノールを用いてトータル RNA を沈殿させた。この沈殿したトータル RNA

を、さらに ReliaPrep tissue RNA Miniprep System (Promega)を用いて精製した。cDNAライブ

ラリーはイルミナ社の TruSeq stranded mRNA library platformを用いて作成し、NovaSeq6000

によるペアエンドシークエンスを行った。その結果得られた FASTQ ファイルに対して

salmon (Patro et al., 2017) を用いることで各遺伝子の発現量を定量した。定量結果の統計的な

比較は、Rの Bioconductorプラグインである DESeq2 (Love et al., 2014) を用いて行った。 
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統計 

 定量値の統計学的な検定には Prism8もしくは Prism9を用いた。２群間の検定には、通常

の t検定を用いた。また、３群間以上の間の検定では、Tukey’s test、Sidak’s testもしくは、

unpaired t-testを用いた。P<0.05を有意差ありと定義した (*P<0.05, **P<0.001, *****P<0.0001, 

******P<0.0001)。 
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図 1 オートファジーの模式図
オートファジーは主に３つのステップから成る。①オートファゴソーム形成 (Autophagosome formation); 
隔離膜 (Isolation membrane)が伸張し、細胞質成分がオートファゴソーム内部に包み込まれる。閉じた二
重膜構造体をオートファゴソームと呼ぶ。②オートファゴソームとリソソームの融合 
(Autophagosome-Lysosome fusion) ;オートファゴソームとリソソームの融合は、Stx17-Snap29-Vamp7から
なる SNARE複合体によって促進される。③分解 (Degradation); オートファゴソームとリソソームが融合
したハイブリッドオルガネラをオートリソソーム (Autolysosome)と呼ぶ。リソソーム由来の酸性加水分
解酵素によってオートファゴソームの内膜と内容物が分解される。本研究に関わる遺伝子を各ステップ
の下に記した。
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図 2 変態ホルモンによるオートファジーの誘導
ショウジョウバエの脳にある２種類のホルモン産生細胞が変態に関わっている。Protholacic gland (マゼ
ンタ ) が変態ホルモン Ecdysoneを、Copora allata (緑 ) が幼若ホルモン Jucenile hormoneをそれぞれ分泌
する。Ecdysoneは、核内受容体 Ecdysone receptor (EcR) に受容される。EcRは ultraspiracle (usp) と複合
体を形成する転写因子である。Ecdysoneを受容した EcRは転写を調節し、発生を誘導する。この転写の
調節によって、ショウジョウバエでは眼 (eye)、唾液腺 (Salivary gland)、脂肪体 (fat body)、筋細胞 
(Muscle)でオートファジーが誘導されると考えられている。
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図 3 幼虫の発生と脂肪体の形態
(A) 発生に伴う体液中の Ecdysone濃度の変化。①から④までの Ecdysoneの濃度パルスが変態に関わって
いる。(B) 脂肪体の形態。大きな房状の形態を持つ脂肪体は幼虫体積の大部分を占めている。脂肪体を
構成する細胞は、細胞質に巨大な脂肪滴 (Lipid droplet) をもつ。
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図 4 ショウジョウバエ脂肪体のオートファジー
ショウジョウバエの脂肪体では、飢餓と変態ホルモンの２種類の入力によってオートファジーが誘導さ
れる。(A) 飢餓と変態ホルモンによるオートファジー誘導メカニズム。飢餓によるオートファジー誘導
は TORC1複合体に依存するが、変態ホルモンによるオートファジー誘導は TORC1複合体に依存しない。 
(B) オートリソソームの形態に見られる違い。early 3IL期の幼虫を飢餓条件 (stv) におくと、1 μm程の比
較的小さいオートリソソームが形成される。一方、white prepupa期に見られる変態ホルモン誘導性オー
トファジーの場合 (Developmental) には、肥大したオートリソソームが見られる。(C) これまでに提唱さ
れているホルモン誘導型オートファジーにおけるオートリソソーム肥大化のモデル。
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HAタグを付加したタンパク質と、HAタグに対する遺伝子コード型の抗体プローブである Frankenbody
に GFPと mCherry (mCh)をタンデムにつないだコンストラクト (Franken-GFP-mCh) を同時に発現させる
ことにより、HAタグつきタンパク質のオートファジー分解を可視化できる。HAタグ付きのタンパク質
と Franken-GFP-mChの複合体がオートリソソームに運ばれると、mCherryはオートリソソーム内部でも
蛍光を発するが、GFPは消光する。
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図 6飢餓誘導性とホルモン誘導性オートファジーの比較
(A) 脂肪体を観察した 2つのタイムポイント。飢餓によりオートファジーを誘導する際は、early 3IL 
(e3IL) 期の幼虫を飢餓条件に 4時間おいた。ホルモン誘導性オートファジーは、late 3IL期から蛹期初期
に見られる。よって、white prepupa期の脂肪体を観察した。(B) Franken-GFP-mChによる HA-ref(2)pのオー
トファジー分解の可視化。富栄養条件 (fed) と飢餓条件 (stv 4 h) の early 3IL、もしくは white prepupaの
脂肪体における Franken-GFP-mChの蛍光を共焦点顕微鏡で観察した。青矢頭は mChのみ陽性のオート
リソソーム、白矢頭は mChと GFP両方陽性の ref(2)p液滴を示す。white prepupaの画像の点線で囲った
構造は、直径 5 μm程の GFPと mCherry双方陽性の肥大した構造を示す。(C) mCherryのみ陽性のオート
リソソーム（マゼンタ）と GFPと mCherryの双方陽性の肥大した構造 (緑 ) の数の発生に伴う変化。
(D) GFPと mCherry双方が陽性の肥大した構造は、リソソームの染色試薬である Lysotrackerにより染色
される。(E)パネル Dのマージ画像上の黄線における蛍光強度のラインプロット。
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投与による LECの Lamp1-3xmCh陽性オートリソソームの大きさの変化。(C) Chloroquine投与による脂
肪体の Lamp1-3xmCh陽性オートリソソームの大きさの変化。(D) LECと脂肪体における Chloroquine投
与によるオートリソソームの肥大化率の比較。n=5 (t-test) (E-F) Chloroquine投与が white prepupa脂肪体
のオートリソソームの分解活性に与える影響。(E) white prepupaの脂肪体をMagic Redで染色し、共焦点
顕微鏡で撮影した画像 (F) 各条件のMagic Red陽性の構造体の蛍光強度の比較。n=5 (t-test)
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図 11オートリソソームの肥大にはオートファジー経路よりもエンドサイトーシス経路の寄与が大きい
(A) オートファジー経路とエンドサイトーシス経路の模式図。Rab5S43Nの過剰発現は、初期エンドソーム
から後期エンドソームへの成熟を阻害する。(B) Lsp2-GAL4ドライバーは、Late 3ILから蛹期初期にか
けて脂肪体特異的に UASの下流に位置する遺伝子の発現を誘導する。(C-F) オートファジー経路もしく
は、エンドサイトーシス経路の阻害がリソソームの肥大化に与える影響。(C) white prepupaの脂肪体を
Lysotracker Redで染色し、共焦点顕微鏡を用いて撮影した画像。(D) コントロールと Atg5 null系統の脂
肪体における Lysotracker Red陽性のリソソームのサイズの比較。n = 5 (t-test) (E) コントロールと FIP200 
null系統の脂肪体における Lysotracker Red陽性のリソソームのサイズの比較。n = 5 (t-test) (F) コントロー
ルもしくは Rab5S43Nを Lsp2-GAL4により脂肪体特異的に過剰発現した系統における Lysotracker Red陽
性のリソソームのサイズの比較。n = 5 (t-test)
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図 12 Mitfの過剰発現によるオートリソソームの強制的な活性化
(A) TFEB/Mitfによる転写活性化の模式図。TFEB/Mitfはオートファジーやリソソームに関連する遺伝子
の上流に位置する CLEAR boxに結合し、その発現を誘導する。(B-C) Mitfの過剰発現によるオートリソ
ソームの酸性化の促進。(B) Lamp1-3xmChを発現する脂肪体を Lysosensor greenにより染色し、共焦点
顕微鏡を用いて撮影した画像。(C) Lamp1陽性のリソソームにおける Lysosensor greenの蛍光強度の比較。
各条件につき 5個体から得られた脂肪体の Lysosensor greenの蛍光強度の平均を計算した。(t-test) (D-E) 
Mitfの過剰発現によるオートリソソーム肥大化の抑制。(D)各条件の white prepupa脂肪体を Lysotracker 
Red陽性のオートリソソームを、共焦点顕微鏡を用いて撮影した画像。(E) Lysotracker Red陽性オートリ
ソソームの面積の平均値の比較。n=5 (t-test)
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図 13オートリソソームの強制的な活性化が蛹の生存に与える影響
(A) 4 d APFの蛹を、実体顕微鏡を用いて撮影した画像。Lsp2-GAL4により脂肪体特異的に Mitfを過剰
発現した個体では、蛹期に致死となった。(B) コントロールおよび脂肪体特異的に Mitfを過剰発現した
個体の生存率の比較。棒グラフの上部には調べた個体数を記した。(C) Atg9 欠損と Mitfの過剰発現を組
み合わせた際の生存率の変化。棒グラフの上部には調べた個体数を記した。
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図 14 脂肪体におけるリソソーム関連遺伝子の発現変動
 (A)３つの条件で RNA-seqを行った。コンロールは、early 3IL (青丸 ) と white prepupa (赤丸 )から、
Mitfの過剰発現では white prepupa (赤四角 ) から脂肪体を単離した。それぞれのタイムポイントにつき
３つの複製を作成し、①と②の組み合わせで比較した。(B) サンプル間のトランスクリプトームの比較。
(C) リソソーム関連遺伝子の発現量を①と②の組み合わせで比較した結果。N.S.は Not Significantを意味
する。N.S.が記されていない部分は、P <0 .1の統計的な有意差がある。 
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表1 脂肪体に関連した実験に使用したショウジョウバエの遺伝子型
Panel # Genotype Stage Temp (˚C)

図6 6B UAS-Frankenbody:GFP:mCh, Cg-GAL4/+; +/UAS-HA:ref(2)p early 3IL, white prepupa 25˚C
6C UAS-Frankenbody:GFP:mCh, Cg-GAL4/+; +/UAS-HA:ref(2)p early 3IL, late 3IL,  white prepupa 25˚C
6D UAS-Frankenbody:GFP:mCh, Cg-GAL4/+; +/UAS-HA:ref(2)p white prepupa 25˚C

図7 7A UAS-Franken:GFP:mCh, Cg-GAL4/+; +/UAS-HA:ref(2)p white prepupa 25˚C
UAS-Franken:GFP:mCh, Cg-GAL4/+; +/UAS-GAPDH1:3xHA white prepupa 25˚C
UAS-Franken:GFP:mCh, Cg-GAL4/+;+/UAS-CK2 :3xHA white prepupa 25˚C

図8 8B endo_promoter-Lamp1:3xmCherry1-9M  /CyO early 3IL, white prepupa 25˚C

図9 9B w1118; +/+; +/+ early 3IL, white prepupa 25˚C

図10 10A endo_promoter-Lamp1:3xmCherry1-9M /CyO white prepupa
10E w1118; +/+; +/+ white prepupa 25˚C

図11 11C w/Y; +/+; +/+ white prepupa 25˚C
Atg55cc5/Y; +/+; +/+ white prepupa 25˚C
FIP2003F5/FIP2004G7 white prepupa 25˚C
UAS-Rab5S43N/+; Lsp2-GAL4/+ white prepupa 25˚C

11D w/Y; +/+; +/+ white prepupa 25˚C
Atg55cc5/Y; +/+; +/+ white prepupa 25˚C

11E FIP2003F5/FIP2004G7 white prepupa 25˚C
FIP2004G7/+ white prepupa 25˚C

11F UAS-LacZ/+; Lsp2-GAL4/+ white prepupa 25˚C
UAS-Rab5S43N/+; Lsp2-GAL4/+ white prepupa 25˚C

図12 12B UAS-LacZ/endo_promoter-Lamp1:3xmCherry1-9M; Lsp2-GAL4/+ white prepupa 25˚C
UAS-Mitf/endo_promoter-Lamp1:3xmCherry1-9M ; Lsp2-GAL4/+ white prepupa 25˚C

12D UAS-LacZ/+; Lsp2-GAL4/+ white prepupa 25˚C
UAS-Mitf/+; Lsp2-GAL4/+ white prepupa 25˚C

図13 13A, B UAS-LacZ/+; Lsp2-GAL4/+ at day13 25˚C
UAS-Mitf/+; Lsp2-GAL4/+ at day13 25˚C

13C Atg9GAL4KO/+; Lsp2-GAL4/+ at day13 25˚C
Atg9GAL4KO/Atg9d51; Lsp2-GAL4/+ at day13 25˚C
Atg9GAL4KO/+; Lsp2-GAL4/UAS-Mitf at day13 25˚C
Atg9GAL4KO/Atg9d51; Lsp2-GAL4/UAS-Mitf at day13 25˚C

図14 14B, C UAS-LacZ/+; Lsp2-GAL4/+ 3IL 25˚C
UAS-LacZ/+; Lsp2-GAL4/+ white prepupa 25˚C
UAS-Mitf/+; Lsp2-GAL4/+ white prepupa 25˚C

25˚C
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Panel #

X
Dimension
[μm/pixel]

Y
Dimension
[μm/pixel]

Z
Dimension
[μm/Slice]

Objective
Lens

Sampling
Speed
[μs/pixel]

Integratio
n Count Zoom

PMT
Voltage [V]

Confocal
Aperture

[μm]

Laser
Wavelengt
h [nm]

Laser
Transmiss
ivity [%]

Detection
Wavelength
[nm]

図6 6B 0.08 0.08 1 UPLSAPO
60XS2 4 3 x2.6

EGFP (485),
mCherry

(503)

239 (1 x
[Airy
unit])

EGFP
(488),

mCherry
(561)

EGFP
(0.5),

mCherry
(0.5)

EGFP (500-
540),

mCherry
(570-670)

6C 0.08 0.08 1 UPLSAPO
60XS2 4 3 x2.6

EGFP (485),
mCherry

(503)

239 (1 x
[Airy
unit])

EGFP
(488),

mCherry
(561)

EGFP
(0.5),

mCherry
(0.5)

EGFP (500-
540),

mCherry
(570-670)

6D 0.08 0.08 1 UPLSAPO
60XS2 4 3 x2.6

EGFP (485),
mCherry

(565),
LytrDR (438)

251 (1 x
[Airy
unit])

EGFP
(488),

mCherry
(561),
LytrDR
(640)

EGFP
(0.5),

mCherry
(1.0),

LytrDR
(0.1)

EGFP (500-
540),

mCherry
(570-670),

LytrDR
(650-750)

図7 7A 0.08 0.08 1 UPLSAPO
60XS2 4 3 x2.6

EGFP (485),
mCherry

(503)

239 (1 x
[Airy
unit])

EGFP
(488),

mCherry
(561)

EGFP
(0.5),

mCherry
(0.5)

EGFP (500-
540),

mCherry
(570-670)

図8 8B 0.08 0.08 - UPLSAPO
60XS2 4 3 x2.6

LysosenG
(430),

mCherry
(~503)

239 (1 x
[Airy
unit])

LysosenG
(488),

mCherry
(561)

LysosenG
(0.7),

mCherry
(1.8)

LysosenG
(500-540),
mCherry
(570-670)

図9 9B 0.08 0.08 - UPLSAPO
60XS2 4 3 x2.6 Magic Red

(426)

261 (1 x
[Airy
unit])

Magic Red
(561)

Magic Red
(0.2)

Magic Red
(570-670)

図10 10A_LEC 0.08 0.08 - UPLSAPO
60XS2 4 3 x2.6 mCherry

(~495)

261 (1 x
[Airy
unit])

mCherry
(561)

mCherry
(0.5)

mCherry
(570-670)

10A_Fat_
body 0.08 0.08 - UPLSAPO

60XS2 4 3 x2.6 mCherry
(~620)

261 (1 x
[Airy
unit])

mCherry
(561)

mCherry
(4.4)

mCherry
(570-670)

10E 0.08 0.08 - UPLSAPO
60XS2 4 3 x2.6 Magic Red

(426)

261 (1 x
[Airy
unit])

Magic Red
(561)

Magic Red
(0.2)

Magic Red
(570-670)

図11 11C 0.08 0.08 - UPLSAPO
60XS2 4 3 x2.6 Lysotracker

R (~505)

261 (1 x
[Airy
unit])

Lysotracker
R (561)

Lysotracke
rR (0.3)

Lysotracker
R (570-670)

図12 12B 0.08 0.08 - UPLSAPO
60XS2 4 3 x2.6

LysosenG
(430),

mCherry
(~503)

239 (1 x
[Airy
unit])

LysosenG
(488),

mCherry
(561)

LysosenG
(0.7),

mCherry
(1.8)

LysosenG
(500-540),
mCherry
(570-670)

12D 0.08 0.08 - UPLSAPO
60XS2 4 3 x2.6 Lysotracker

R (~505)

261 (1 x
[Airy
unit])

Lysotracker
R (561)

Lysotracke
rR (0.3)

Lysotracker
R (570-670)

図22 22B 0.259 0.259 2 UPLSAPO
30XS 2 None x1.6

Hoechst
(~555), GFP

(~389),
Alexa594

(~438)

529 (2.31
x [Airy
unit])

Hoechst
(405), GFP

(488),
Alexa594

(561)

Hoechst
(~0.1),
GFP

(~0.1),
Alexa594

(~0.1)

Hoechst
(430-470),
GFP (500-

540),
Alexa594
(570-670)

22D 0.09 0.09 0.3 UPLSAPO
60XS2 2 None x2.3

Hoechst
(500), GFP

(575),
Alexa594

(457)

529 (1 x
[Airy
unit])

Hoechst
(405), GFP

(488),
Alexa594

(561)

Hoechst
(~0.6),
GFP

(~0.2),
Alexa594

(~0.1)

Hoechst
(430-470),
GFP (500-

540),
Alexa594
(570-670)

図23 23B 0.276 0.276 1 UPLSAPO
30XS 2 None x1.5 EGFP

(~438)

135
(0.632 x

[Airy
unit])

GFP (488) GFP (~0.5) GFP (500-
600)

表 3 蛍光イメージングにおける FV3000の各種設定
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