〈タイトル〉ショウジョウバエの眼における細胞種に特異的なロドプシンの発現は重複的な制御ループにより厳密に規定される
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〈要 約〉

　ショウジョウバエの個眼には異なる機能をもつサブタイプが存在する．転写抑制因子Dveはロドプシンの発現制御（サブタイプの決定）において中心的な役割をはたす．OtdとDveにより構成される発現制御ループは眼の全域にわたるロドプシンの発現抑制にかかわる．内側光受容細胞では別の発現制御ループによりDveによる発現抑制が解除され，細胞種に特異的なロドプシンの発現が誘導される．このようなDveを共通タンパク質とする重複的な制御ループに細胞種あるいは領域に特異的なタンパク質がくわわることで，Dveの発現レベルや転写抑制活性が微調整されて新たな細胞種が規定されている．今回，明らかになった重複的な制御ループは，細胞種の特異化を行うための一般的な制御機構モデルになりうると考えられる．

はじめに

　ショウジョウバエの複眼は約800個の個眼から構成され，それぞれの個眼には8個の光受容細胞（R1～R8）が存在する．それぞれの光受容細胞の頂端側には光を受容するロドプシンの集積した構造体（ラブドメア，感桿分体）が規則的に配置している．ラブドメアを外側に配置する細胞を外側光受容細胞（R1～R6），内側にラブドメアを配置している細胞を内側光受容細胞（R7，R8）とよぶ（図1a）．外側光受容細胞はロドプシン1を発現することで物体の認識にかかわっており，脊椎動物の桿体に対応する．一方，内側光受容細胞は吸収波長の異なるロドプシン3～ロドプシン6のいずれかを発現することで色の認識にかかわっており，脊椎動物の錐体に対応する．ロドプシン3およびロドプシン4は紫外光感受性であり，ロドプシン5は青色光感受性，ロドプシン6は緑色光感受性である．内側光受容細胞の発現するロドプシンのパターンにより，大部分の個眼は2つのサブタイプ，すなわち，ロドプシン3とロドプシン5をもつ青白色型と，ロドプシン4とロドプシン6をもつ黄色型とに分類される（図1b）．この2つのタイプの個眼はランダムな配置でありながらつねに一定の比率（青白色型と黄色型とは35：65）で複眼に分布している．また，複眼の背側辺縁部（dorsal rim area：DRA）には偏光の認識を行うために特殊化したロドプシン3のみをもつDRA型の個眼が配列している1)．

1．内側光受容細胞において発現するロドプシンを抑制する転写抑制因子Dve

　K50型ホメオドメインをもつ転写制御因子Defective proventriculus（Dve）はさまざまな組織で発現し遺伝子発現の抑制に関与する2-4)．成虫の個眼の光受容細胞においては外側光受容細胞および黄色型R7細胞においてDveが発現している（図1）．dve変異をもつ複眼では外側光受容細胞におけるロドプシン1の発現および黄色型R7細胞におけるロドプシン4の発現は変化しなかったが，すべてのR7細胞においてロドプシン3が発現するようになり，黄色型R7細胞ではロドプシン3とロドプシン4が共発現していた．つまり，Dveの機能は黄色型R7細胞においてロドプシン3の発現を抑制することであった．さらに，dve変異をもつ複眼では内側光受容細胞の発現するロドプシン3，ロドプシン5，ロドプシン6が外側光受容細胞においてランダムなパターンで異所発現していた．つまり，外側光受容細胞におけるDveの機能は内側光受容細胞の発現するロドプシンの発現を抑制することであった．これら内側光受容細胞において発現するロドプシンの遺伝子の上流制御領域にはK50型ホメオドメイン結合配列TAATCCが存在し，Dveによるロドプシン3，ロドプシン5，ロドプシン6の発現抑制はこの配列への結合に依存していることが明らかになった．

2．転写因子OtdとDveによる発現制御ループ

　K50型ホメオドメインをもつ転写因子Orthodenticle（Otd）はすべての光受容細胞で発現する．しかし，otd変異をもつ複眼は複雑な表現型を示し，青白色型の個眼におけるロドプシン3およびロドプシン5の発現消失，また，外側光受容細胞におけるロドプシン6の異所発現が報告されている5)．また，ロドプシン3およびロドプシン5の遺伝子の上流制御領域に存在するK50型ホメオドメイン結合配列はOtdによる転写活性化に必要であった．つまり，Dveによるロドプシン3およびロドプシン5の発現抑制は，DveとOtdとがK50型ホメオドメイン結合配列に対し競合することによる阻害効果として理解することができた．実際に，DNA結合実験や培養細胞を用いたトランスフェクション実験により，このK50型ホメオドメイン結合配列への競合が確認された．そこでOtdとDveの関係性を調べてみると，Dveの発現にはOtdの活性が細胞自律的に必要であることがわかった．これらの結果から，Otdはロドプシン3およびロドプシン5の発現に必要であると同時に，ロドプシン3およびロドプシン5の抑制タンパク質であるDveを誘導するという，“矛盾した”発現制御ループ6)（incoherent feedforward loop：iFFL）を形成していることがわかった（図2a）．

　otd変異をもつ複眼では外側光受容細胞においてロドプシン6が異所発現した．この表現型はdve変異をもつ複眼と同じであったため，Otdにより誘導されたDveがロドプシン6の発現を抑制するという直線的な制御経路により説明は可能であった．しかしながら，トランスフェクション実験においてOtdはロドプシン6の遺伝子プロモーターからの転写をK50型ホメオドメイン結合配列に依存的に活性化した．つまり，ロドプシン3およびロドプシン5と同様の“矛盾した”発現制御ループ（iFFL）が存在することにくわえて，ロドプシン6の発現誘導を担う別の転写因子の存在が予想された．実際に，すべての光受容細胞で発現する転写因子Pph13によりK50型ホメオドメイン結合配列に非依存的に活性化されたロドプシン6の遺伝子プロモーターからの転写が，Dveにより抑制されることが確認された（図2a）．

3．転写因子SalとDveによる発現制御ループ

　内側光受容細胞の運命は転写因子Spalt（Sal）により規定される．sal変異をもつ複眼では内側光受容細胞に特異的なロドプシンの発現が消失しすべての光受容細胞がロドプシン1を発現する7)．SalとDveの発現パターンは黄色型R7細胞を除き相補的であり，Dveには内側光受容細胞の発現するロドプシン3，ロドプシン5，ロドプシン6を抑制する活性のあることから，SalがDveの発現を抑制する可能性を検証した．蛹期中期のsal変異をもつ複眼原基では青白色型R7細胞やR8細胞を含むすべての光受容細胞においてDveが発現していた．さらに，外側光受容細胞においてSalの強制発現を行うとDveの発現が抑制されたことから，SalによりDveの発現が抑制されることが明らかになった（図2b）．

　dve変異をもつ複眼の外側光受容細胞においてSalの強制発現を行うと外側光受容細胞におけるロドプシン3の異所発現の頻度が著しく上昇し，sal dve二重変異をもつ複眼ではロドプシン3を発現しないR7細胞が出現した．これらの実験結果から，Salはロドプシン3の抑制タンパク質であるDveの発現を抑制するとともに，ロドプシン3の発現誘導にも必要であり，“理にかなった”発現制御ループ6)（coherent feedforward loop：cFFL）を形成していることがわかった（図2b）．青白色型R7細胞ではSalによりDveの発現が抑制されるため，Otd-Dve-ロドプシン3の“矛盾した”発現制御ループ（iFFL）のうちOtdによるRh3の発現誘導活性のみが機能し，Sal-Dve-ロドプシン3の“理にかなった”発現制御ループ（cFFL）とともにロドプシン3の発現が誘導されるものと考えられた．

4．黄色型R7細胞の決定タンパク質Ssによる制御機構

　転写因子Spineless（Ss）は黄色型R7細胞の運命決定を行うため8)，黄色型R7細胞におけるDveの発現はSsの活性により誘導されていることが予想された．実際に，ss変異をもつR7細胞ではDveの発現が消失し，Ssの強制発現によりすべてのR7細胞にDveの発現が誘導された．黄色型R7細胞におけるDveの発現レベルは外側光受容細胞よりもかなり低く，この発現レベルの差はSalの発現の有無により説明できた．内側光受容細胞ではSalによりDveの発現が抑制されるが，黄色型R7細胞ではこの抑制に打ち勝つだけのSsの活性（図2b）によりDveの発現が誘導されるため，Salを発現しない外側光受容細胞よりもDveの発現レベルが低下してしまうのであろう．このような重複的な制御ループによりDveの発現レベルが厳密に制御されることは，あとで述べるように，個眼のサブタイプの決定において非常に重要な意味をもつと思われた．

5．背側決定タンパク質複合体Iro-Cにより誘導されるロドプシンの共発現

　それぞれの光受容細胞は1種類のロドプシンのみを発現するが，複眼の背側1/3に相当する領域の黄色型R7細胞は例外的にロドプシン3とロドプシン4とを共発現する9)．この共発現は背側決定タンパク質複合体であるIroquois複合体（Iro-C）のはたらきによるが，黄色型R7細胞におけるロドプシン3とロドプシン4の共発現はdve変異をもつ複眼の表現型と同じであった．そこで，Iro-CによりDveの発現が抑制される可能性を検討してみたが，背側領域の黄色型R7細胞においてDveの発現レベルが顕著に低いことはなかった．さきに述べたように，黄色型R7細胞におけるDveの発現レベルは外側光受容細胞と比べるとかなり低いものの，ロドプシン3の発現を抑制するには十分であった．Iro-Cが背側領域の黄色型R7細胞においてロドプシン3を誘導できる条件として，黄色型R7細胞におけるDveの発現が低レベルである，あるいは，Dveのロドプシン3の抑制活性がなんらかの機構により不活性化されている，という2つの可能性が考えられた．Dveの強制発現実験の結果，Iro-Cが存在しても十分量のDveがあれば背側でも腹側でもロドプシン3の発現を抑制することができた．つまり，黄色型R7細胞におけるDveの低いレベルの発現状態においてのみ，Iro-Cが背側領域の黄色型R7細胞にロドプシン3とロドプシン4の共発現を誘導できることが明らかになった（図2b）．このような異なるロドプシンの共発現は複眼の背側領域において紫外光感受性の波長域を広げることになり，それにより太陽光の方向をより正確に感知できるようになるものと考えられた．

おわりに

　今回，明らかになった重複的な制御ループは，すべての光受容細胞でさまざまなロドプシンを発現誘導の可能な状態にしておき転写抑制因子Dveがその状態を抑制するという“矛盾した”制御ループ（iFFL）が基本型になっていた．このような系はむだが多いようにも思えるが，進化の過程で遺伝子発現パターンを急激に変化させるにはむしろ効率的であるともいえる．また，転写抑制因子による抑制を解除する“理にかなった”制御ループ（cFFL）が追加され，抑制効果を打ち消すような転写因子SsおよびIro-Cの獲得により新しい個眼のサブタイプを規定できるなど，遺伝子発現を切り替える系としてもきわめて精妙な制御ができる．

　興味深いことに，Dveを中心とした重複的な制御ループは頭部の形成過程においても高度に保存されている10)．このような重複的な制御ループは細胞種の特異化を行う過程において一般的な制御機構として使われている可能性が示唆される．
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〈図説明〉
図1　ショウジョウバエの個眼
（a）R7細胞に対して水平な断面でみたところ．

（b）2種類の主要なサブタイプ．

Rh：ロドプシン．

図2　Dve，Otd，Salによるロドプシンの発現制御
（a）すべての光受容細胞に存在するOtd-Dve-ロドプシンの“矛盾した”発現制御ループ（iFFL）．

（b）R7細胞における個眼のサブタイプの決定機構．
