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ｌｎＢｏ川加川ｱﾉ,aholonletabolousinsect,Z0-hydroxyecdysone(20E)istllehorlnone

tllatcoordinatescomplexproCessesofpost-embryomcdeveloplnent・Mostlarval

specifictissuesdegenerateviaprogranⅡnedcelldeath(PCD)atpupalmetamorphosis､I

showedthattllefatbodiesofB・川o7jundergoPCDatthelarval-pupalmetamorphosiS・

IYlefatbodiesexllibitednuclearfragmentationandDNAfragmentation,wllichwere

characteristicofthePCD,fiPolnlto2daysafterpupation・SilnultaneouslylcasPaSe-3

1ikeproteaseactivitywasincreasedWhendaylOfifthinstarftltbodieswerecultured

witlll卜LＭ２０Ｅ,tlleyunderwentPCD､ThosedatasuggesttllattllePCDofhbodyis

regUlatedby20EAmeriorsilkgland血dergoesPCDduringp叩allnetamolphosis，

whichistriggeredby20E〃"exj"Ⅸ(`4Ｍｍ（)hasbeenidentifiedasa20E-inducible

geneindyingASGs・Annexinsareconservedthroughoutanimals，ｂｕｔtheirprecise

fimctionsremaintobeseenTheeXpressionprofilesofAMImYweredifferentbetween

tissues,dependingonwhetllerthcyundergoPCDornot,i､c､,tissuesdcstmedtodic

initiatedthｅＰＣＤｓｅｑｕｅｎｃｅａｆｔｅｒＡＭＹⅨwasdown-regUlatedlnaddition，the

expressionofAMYⅨInayberegUlatedby20EviaEcR/USPLTheseresultssuggesttllat

ANXIXparticipatesindetenniningthｅｔｉｍｍｇｏｆＰＣＤｏ

多細胞生物において、予定細胞死は発生段階のみならず｣恒常性維持にとって

も必要不可欠な機構である。その特異な現象から、形態学的な見地からの研究

は古くから行われており、また近年その実行段階における遺伝子が様々な分子

生物学的・遺伝学的手法を用いて明らかとなってきている。哺乳動物において

予定細胞死は、caspase依存的な経路と非依存的な経路に大別され、caspase依存

的な系ではcaspase-3が活性化されることにより細胞死が実行される。caspase-3
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はその上流因子であるcaspase-8,Caspase-9などにより活性化される。活性化され

たcaspase-3は､CAD/DFF40を活性化してＤＮＡの断片化を誘導する｡このcaspase
の系に関わる因子として以下のものが知られている。ミトコンドリアからのシ

トクロムＣの放出に関与するBcl-2family､caspase-9の活性化を促す

Snlac/DIABLO、caspase-9と複合体を形成してその活`性を促進するApafL1、

caspase-9の活性化を阻害するＩAP、細胞膜のブレッピングを引き起こすRockl

などが知られている｡また､caspase非依存的ＤＮＡ分解因子のAIFやendonuclease

Gなども報告されている。しかし、その有用性故に研究は細胞死の実行段階に
偏っている。

昆虫において脱皮・変態は活性型のエクジソンであるZ0-hydroxyecdysone
(２０E)と幼若ホルモン(JH)によって制御されている。ＪＨ存在下で20Ｅ刺激にさら

されると幼虫脱皮が促され、２０Ｅ単独では変態が促される。終齢後期の２０Ｅ刺

激により幼虫特異的な組織は予定細胞死により除去される。キイロショウジョ

ウバエにおいて､20Ｅにより誘導される予定細胞死に関わる因子が明らかになり

つつある｡20Ｅにより誘導されるＥＣＲ､ultraspiracle､E74Broad-conlplex､βFTZ-F1

そしてＥ９３がその後caspaseを活性化して細胞死を誘導するとされている。しか

し、キイロショウジョウバエにおける報告も細胞死の実行段階に偏ったもので、

同濃度の２０Ｅにさらされた組織がどのようにしてその組織特異的な時期に細胞

死を起こすのかという疑問に対する研究はほとんどなされていない。＿

キイロショウジョウバエと同様に完全変態昆虫であるカイコガの絹糸腺も蛸

脱皮時に細胞死を起こすことが知られている。絹糸腺は、前部、中部、後部の

３つの部域に分けられる。そのうち前部絹糸腺の細胞死は終齢である５齢６曰

以降の絹糸腺を20Ｅとともに培養することでinvitroで再現できる。前部絹糸腺

において20Ｅにより誘導される因子として得られていたannexinⅨ(ANXIX)に
oいて研究を行った。その過程で、カイコガの脂肪体が細胞死を起こすことが

わかったので併せて報告する。

ANXfalnilyは生物をとおして保存されている遺伝子で､Ca2+依存的に働くこ

とが知られている。その機能は多岐のわたり細胞死に関連するという報告も多

数あるが、機能が未知なものも多い。カイコガＡＮＸⅨも機能が不明なひとつ
である。

カイコガを含む鱗翅目昆虫において、脂肪体は蝿変態時に細胞死を伴わない

組織の再構成を行うことにより鋪へと適応すると考えられていた。カイコガの

脂肪体において蛎脱皮直後にＤＮＡの断片化が観察された。また、同時期に核の

断片化も観察された。このことから、脂肪体が蛸変態時に細胞死を起こすこと

が示唆された｡また､caspaseの活性測定と活性型caspase認識抗体を用いた実験
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から、この細胞死にはcaspaseが関与していることが示唆された。２０Ｅ存在下で

脂肪体を培養したところ、踊脱皮直前の５齢１ｏ曰までは細胞死を誘導できな

かった｡一方､５齢１０日の脂肪体は１いＭの20Ｅに応答して細胞死を起こした。

このことから、脂肪体の細胞死は２０Ｅにより誘導されることが示唆された。し

かし、ｌＩＬＭより高い濃度でも低い濃度でも細胞死は誘導できなかった。

絹糸腺における細胞死は、その核形態とDNA1adderの検出時期から後部、中

部、前部絹糸腺の順序で起こっていた。これらの結果をふまえてＡＮＸⅨの発

現を５齢をとおして様々な組織において追ったところ、細胞死を起こさない組

織では体液中のエクジソン濃度が上がる時期に発現量が上昇し、一方細胞死を

起こす組織ではエクジソン濃度が上がる時期に発現量が減少していた。また、

発現量の減少は細胞死を先に起こすものから順に観察された。５齢７日の前部

絹糸腺を２０Ｅとともに培養すると､ＡＮＸＩＸの発現が培養開始２時間から上昇し

２４時間後には培養開始時と同程度まで減少したが、２０Ｅ・タンパク質合成阻害

剤共存在下で培養を行うと発現の減少が抑えられた。また、２０ＥによるＡＮＸⅨ

の発現誘導は濃度依存的であった。これらのことから、ＡＮＸⅨが初期遺伝子で

あることが示唆された。培養に供する絹糸腺の時期を変えて２０Ｅで培養をおこ

なったところ、時期によって２０Ｅに対する応答が異なった。２０Ｅ応答能を獲得

する以前の絹糸腺においては､20Ｅによって発現の誘導はみられなかったが応答

能獲得後の５齢７曰、８日においては２０Ｅで発現が誘導された。一方、ｉｎｖｉｖｏ

において発現が減少する時期の体液中エクジソン濃度であるＯ１ＩＬＭ２０Ｅで培養

を行った結果、５齢５口、６曰の絹糸腺でＡＮＸⅨの発現が抑制された｡ＡＮＸＩＸ

の上流域にEcRresponseelementが存在したことから､ANXIXの発現調節に20Ｅ

閣内受容体であるＥＣＲ/USPが関与していると考え、ＥＣＲおよびＵＳＰの発現量の

変化を計測した。発生段階において、EcRAEcR-B1、USP-2は体液中エクジ

ソン濃度の変化に呼応して発現量が変化した。USP-1は５齢６日のみ特異的に

発現量が上昇した。培養に供する絹糸腺の時期を変えて２０Ｅで培養をおこなっ

たところ、EcR-A、EcR-B1、USP-2いずれも２０Ｅで発現が促されたが、USP-l

の発現に２０Ｅとの相関関係はみられなかった｡ＥＣＲのisofbrmの量比を比較する

と２０Ｅ応答能獲得時期である５齢６日と７日で発現量の比が逆転した。また､in

vivoにおてもＳ齢６口でのみ発現量に差異が認められなかった｡このことから、

ANXⅨの発現量の調節にＥＣＲのisofbmの比が重要であることが示唆された。

低濃度の２０Ｅとともに培養を行った結果、EcR-B1のみいずれの時期の絹糸腺で

も発現量が上昇したが、ECR-Ａ、USP-1、USP-2については時期特異的な応答を

示した。以上の結果と、これまでのＡＮＸに対する知見からＡＮＸＩＸが細胞死抑

制的に働くことによって、その発現量が蝿脱皮時上昇する組織で細胞死を抑え、

一方細胞死を起こす組織では組織特異的な時期に発現量が減少すること(こよっ
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て細胞死を進行させるのではないかと、推察している。

学位論文審査結果の要旨

動物の発生は、形態形成と細胞死の同時進行により進んでいく。昆虫の発生において、幼虫特異的組織は
蛎化とともに予定細胞死により崩壊・除去される。本論文提出者は、昆虫ステロイＦホルモンである20-上
Ｆロキシエクジソン（20E）による脂肪体と絹糸腺の予定細胞死を研究対象とした研究を行った。鱗翅目昆
虫の幼虫脂肪体細胞は蛎変態後に成虫脂肪体細胞へと形態変化を経て存続することが定説であった｡しかし、
カイコ脂肪体ＤＮＡは蝿１．２曰でラダーを示すこと、TUNEL陽性細胞が出現することから、以前の定説は
間違いである可能性があることを指摘した。一方、予定細胞死とアネキシンⅨ（ANXIX）との関連を探る

研究では、脂肪体と絹糸腺のＡＮＸⅨの発現動態から、ＡＮＸⅨが細胞死抑制に働き、そのdown-regulation
が細胞死実行のタイミングを規定するとの仮説を立てるに至った。また、２０Ｅは核受容体（ECR/USP）に結
合しその作用を示すことから、Ｂ圀況とZﾉ【SBPの発現調節とＡＮＸⅨの関連を精査した。第１の結果は鱗翅目昆
虫脂肪体の成虫分化の定説を覆すものである。また論点は状況的証拠に基づくものではあるものの、ステロ
イＦホルモンが誘導する幼虫組織の予定細胞死にＡＮＸⅨの関与を示唆したことは、細胞死の実行のタイミ
ングとホルモン支配の研究に先鞭を付けるものであり、審査員一同は、本論文は学位（理学）を授与するに
足るものと判断した。
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