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Outline of Research at the Start

Notchはあらゆる動物において非常に重要な働きをする受容体で、我々の体の形成過程だけでなくガンの発症の分子機構を解明する上でも重要である。Notchの働きに
は、Notchを活性化するtrans-activationと、抑制するcis-inhibitionが知られているが、後者の分子機構やその生物学的な意義については不明な点が多い。本研究では
trans-activationと比べてcis-inhibitionの働きはきわめて高速であることを示すとともに、このような高速な働きを実現する分子機構をNotchの細胞内輸送に着目するこ
とによって解明する。

Outline of Annual Research Achievements

様々な動物の発生過程において、未分化細胞の分化パターンはNotchシグナルによって時空間的に制御される。Notchシグナルは隣り合う細胞間でフィードバックループ
を形成し、側方抑制によって分化細胞と未分化細胞がゴマシオ状に配置されたパターンを形成する。NotchのリガンドDeltaは、通常、隣接する細胞においてNotchシグ
ナルを活性化し(trans-activation)、その一方でDeltaを発現する細胞自身においてはNotchを不活性化する(cis-inhibition)。これまでの研究から、cis-inhibitionがNotch
のダイナミクスの違いを生む鍵を握っており、その非線型な挙動がハエ視覚中枢におけるNotchの２回の活性化を制御していると考えられた。多様なNotchダイナミクス
の起源を解明するため、cis-inhibitionの非線型性を産む分子メカニズムを解明することを目指した。

今年度はDeltaの発現量に応じたcis-inhibitionの非線型性を検証するため、Deltaを異所発現するためのUAS-Delta系統を多数作出した。これらの系統を用いて様々な強
度でDeltaを異所発現する細胞群を誘導し、その周囲でNotchが活性化し、Deltaを強く発現する細胞自身ではNotchが不活性化することを見出した。また、Deltaおよび
Notchの細胞内輸送によってcis-inhibitionが生じるメカニズムを解析した。その結果、NotchとDeltaが同一細胞内で相互作用することで、NotchがRab7でラベルされる
後期エンドソームに強く局在し、急速に分解されることが示された。一方、Deltaも後期エンドソームに局在するが、分解されずに細胞膜にリサイクルされる可能性が示
された。

Current Status of Research Progress

Current Status of Research Progress
2: Research has progressed on the whole more than it was originally planned.

Reason
様々な強度でDeltaを異所発現する細胞群を誘導し、その周囲でNotchが活性化し、Deltaを強く発現する細胞自身ではNotchが不活性化することを見出した。また、
NotchとDeltaが同一細胞内で相互作用することで、NotchがRab7でラベルされる後期エンドソームに強く局在し、急速に分解されることが示された。一方、Deltaも後
期エンドソームに局在するが、分解されずに細胞膜にリサイクルされる可能性が示された。これらの成果は多様なNotchダイナミクスの起源を解明するために重要な知見
であると考えられるため。

Strategy for Future Research Activity

NotchとDeltaが同一細胞内で相互作用し、両者が後期エンドソームに輸送されることが示されたが、実際にはNotchのみが分解されるはずである。Deltaはなんらかの機
構によって細胞膜にリサイクルされると考えられる。DeltaおよびNotchとリサイクルエンドソームのマーカーであるRab4との共局在について解析し、Notchだけが分解
されDeltaがリサイクルされる機構を解明する。また、数理モデルによる解析から、cis-inhibitionによってNotchが２回活性化することが示されているが、Notchの２回
目の活性化は分化した神経幹細胞において生じる。神経幹細胞におけるNotchの活性化がどのような役割を持っているか、神経幹細胞特異的に発現する様々なマーカーと
Notch活性化のタイミングを比較し、Notchの時間的ダイナミクスの役割を明らかにする。
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