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要旨 

 

ショウジョウバエの Toll 経路は，病原体や組織傷害に対する自然免疫応答をはじめ，

胚発生，細胞間相互作用等重要な生理的プロセスに関与している． しかしながら，

主に病原体を認識する哺乳動物の Toll 様受容体の自然免疫経路と比較して，多様

な応答性を有するショウジョウバエ Toll 受容体のシグナル伝達因子とその制御機構

は完全には解明されていない．本研究では，共同研究者らにより報告されている一

連の ex vivo での包括的なゲノムワイド RNAi スクリーニングをさらに進めた. Toll 受容

体直下のシグナル伝達因子複合体：Myddosome の構成因子であるショウジョウバエ

の Myd88（Drosophila Myd88：dMyd88）と Tube の過剰発現を用いて, Toll 経路のゲノ

ムワイド RNAi スクリーニングを実施するとともに，複合体中に存在する構成要素を同

定するために共免疫沈降-ショットガン質量分析を行った． これらの分子生物学的ス

クリーニングおよび複合体プロテーム解析の結果に基づいてバイオインフォマティク

ス分析を行った結果，ショウジョウバエの Toll シグナル伝達経路に関与するプロテイ

ンキナーゼ等の候補分子，ならびに Toll シグナル伝達制御に関与すると考えられる

翻訳後修飾を同定し，Toll 経路に関わるこれらの因子とその制御機構に関して新た

な仮説を提唱するに至った． 
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序章 

 

自然免疫は，ショウジョウバエ等の無脊椎動物から，ヒトを含む脊椎動物に至るまで，

生物が本来持っている生体防御システムであり，病原体等の認識，排除を担う重要

なメカニズムである（1）．この自然免疫の概念は，その遺伝学をはじめとする豊富な

実験手法に支えられたショウジョウバエにおける抗菌応答の発見により提唱された．

自然免疫の主要なメカニズムは，病原体等の異物を認識する受容体と，その下流の

シグナル伝達を介して抗菌ペプチドの産生等に至る応答反応である．ショウジョウバ

エにおいては，脊椎動物とは異なり獲得免疫系は存在せず，自然免疫のみで生体防

御を行なっていることから，優れたモデル動物として自然免疫関連因子の同定，その

制御機構の解明に大きく貢献して来た． 

NF-kB シグナル伝達は，自然免疫のみならず，発生，炎症，がん化，神経ネットワー

クの形成等多くの生理学的なプロセスにおいて重要な役割を果たしている（2，3，4）． 

NF-kB シグナル伝達を活性化する主要なメカニズムの一つは，ショウジョウバエから

ヒトにおいて広く保存されている Toll 様受容体（TLR：Toll like receptor）-MyD88 依存

性経路である（5，6，7）．ショウジョウバエにおいては，細菌由来のリガンドが，血リン

パにおいてペプチドグリカン認識タンパク（PGRP）-SA/ GNBP1 複合体又は GNBP3

により認識され，次にセリンプロテアーゼカスケードが活性化される．その結果，

Spätzle（Spz）の活性化型である Toll 受容体のリガンドが生成される（8，9）．活性化さ

れた Toll 受容体によりショウジョウバエの MyD88（Drosophila Myd88：dMyd88），Tube
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（哺乳類の IRAK４と相同性が高いがキナーゼ活性を有していない），プロテインキナ

ーゼ Pelle（哺乳類の IRAK１と相同）を含む Myddosome と呼ばれるアダプタータンパ

ク質複合体が動員される．細胞膜上での Myddosome の形成は，E3 リガーゼである

Sherpa の Lys63 のユビキチン化により維持され（10），未知のメカニズムによりショウ

ジョウバエの IkB の相同体である Cactus にシグナルが伝達される．Cactus が分解さ

れることにより NF-kB の相同タンパクである Dif の核への移行が引き起こされ，

Drosomycin（Drs）等の抗菌ペプチド遺伝子の発現が誘導される（Fig. 1）． 

これまでに共同研究者らは，未解明な部分を残す Toll 経路の分子メカニズムを解明

するために，DL1 培養細胞株（後期胚由来の血球系接着細胞）を用いて実施した包

括的なゲノムワイド RNAi スクリーニングについて報告している（10，11）．これらの報

告では, Toll 受容体活性化能を持つ幼虫の組織抽出物による刺激（11）， アダプター

分子 dMyd88，IRAK ホモログ Pelle，NF-kB ホモログ Dif の過剰発現，または, 抑制

因子 Cactus のノックダウンにより（10），DL1 細胞を用いた包括的なゲノムワイド RNAi

スクリーニングが行われた. その結果, DL1 細胞では, ショウジョウバエ成虫と同等の

Toll 経路のシグナル伝達カスケードが保持され, かつ厳密に制御されていることが示

された．例えば，dMyd88 の過剰発現により誘導された Drs の発現は，dMyd88，Tube，

Pelle あるいは Dif を標的とした RNAi により抑制され，Pelle の過剰発現により誘導さ

れる Drs の発現は Pelle あるいは Dif を標的とした RNAi により抑制されることが示さ

れた．この DL1 細胞を用いて, Toll 経路の新規シグナル伝達因子を探索した結果，E3

リガーゼである Sherpa が同定された（10）. 加えて, その分子の性質のさらなる解明
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が必要ではあるが，既知 Toll 受容体リガンド Spz とは異なる, 新たな Toll 受容体リガ

ンドの同定が成された（12）． 

このような Toll 経路のシグナル伝達に関する現時点での理解を踏まえて，本研究で

は, 残る IRAK ホモログである Tube を起点とした Myddosome 下流のシグナル伝達経

路について, ex vivo RNAi スクリーニングを行った. これにより，一連の ex vivo の包

括的 RNAi スクリーニングを完了させ，Toll 経路に関わる新規の遺伝子の同定を行い，

その全貌を解明することを目指した. 具体的には, Myddosome の構成因子として

dMyd88とTubeを同時に過剰発現した細胞を用いてRNAiスクリーニングを実施した．

加えて，Myddosome から Cactus に至るまでの未知シグナル伝達分子が, dMyd88-

Tube と一過性の複合体を形成するとの仮説のもと，Myddosome の共免疫沈降-ショ

ットガン質量分析を実施し，シグナル伝達に関わるタンパク質を網羅的に同定した．

この解析においては，複合体に含まれる因子の翻訳後修飾（リン酸化，ユビキチン化，

SUMO[small ubiquitin-like modifier]化）についても検討した．最後に，これらの実験結

果を併せたバイオインフォマティック解析を行うことにより，Myddosome 複合体の形成

と下流のシグナル伝達の双方に関与する因子を同定することで, Toll 経路のシグナル

伝達に関する理解をさらに深めることを試みた． 
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本論 

 

 

第１章 

網羅的ゲノムワイド RNAi スクリーニングを用いた Toll 経路に関わる 

シグナル伝達因子の同定と機能解析 

 

ショウジョウバエにおける Toll 経路は，ショウジョウバエの背腹軸形成に重要な役割

を果たしているため，このシグナル伝達が異常を来たすと胚発生段階で致死的となる

ことが知られている（13）．このため，Toll 経路に関わるシグナル伝達因子を同定する

ために, 成虫の自然免疫応答を指標とした in vivo の実験系を用いることは困難であ

る．一方，Toll 経路が作動するショウジョウバエ由来の適切な培養細胞を用いて，ex 

vivo RNAi スクリーニングにより，包括的に各遺伝子発現の抑制が Toll 経路のシグナ

ル伝達に与える影響を解析する手法は効果的であり，これまでに新規な因子同定に

関する報告が本研究の共同研究者により成されている（10，11）．本研究においては，

同様のアプローチにより，Toll 受容体の細胞内ドメインに作用するアダプター因子で

ある Tube を過剰発現させた DL1 細胞を用いてゲノムワイド RNAi スクリーニングを行

い，これまでに得られている結果と合わせて解析を実施し，Toll 経路活性化機構につ

いて検討を行った． 

  



 9 

第１節 ショウジョウバエ Myd88 遺伝子と Tube 遺伝子の共過剰発現によ

り Toll 経路を活性化した細胞を用いたゲノムワイド RNAi スクリー

ニング 

ショウジョウバエの Toll 経路に関わるこれまでに明らかにされていない因子を同定す

るために，共同研究者である狩野博士らは，ex vivo でのゲノムワイド RNAi スクリー

ニングを実施し，その結果を報告している（10，11）．これは，Toll アダプタータンパク

質ショウジョウバエ Myd88（Drosophila Myd88；dMyd88），下流のプロテインキナーゼ

Pelle，NF-kB ホモログ Dif のいずれかを過剰発現させるか，あるいは哺乳類 NF-kB

阻害因子 IkB のショウジョウバエホモログである Cactus をノックダウンさせた DL1 細

胞（ショウジョウバエの後期胚由来の血球系接着細胞）を用いて，RNAi スクリーニン

グにより，網羅的に各遺伝子発現の抑制が Toll 経路のシグナル伝達に与える影響を

解析するものである．本研究においては，この網羅的 RNAi スクリーニングを完結させ

るために, 残る IRAK ホモログである Tube の過剰発現により Toll 経路を活性化させ

た DL1 細胞を用いて RNAi スクリーニングを実施することを試みた．これまでに，共同

研究者らによる先行研究で，Tube 遺伝子を単独で過剰発現させただけでは Toll 経路

は十分に活性化しないが，dMyd88 と Tube を共発現することによって, Tube を起点と

した Myddosome 下流のシグナル伝達経路を活性化できることがわかってきた（10）. 

そこで本研究においては, Tube と dMyd88 を共過剰発現させた DL1 細胞を用いて

RNAi スクリーニングを実施した．本実験の概念を Fig. 2 に示す．スクリーニングは，

Drosophila RNAi Screening Center（DRSC）から供与された，ショウジョウバエの約

15,000 遺伝子を網羅する dsRNA 分注済みの 384 well plate（DRSC 2.0）上で，DL1 細

胞に dsRNA と各発現ベクターをトランスフェクションすることにより実施した．なお，本
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実験は共同研究者である狩野博士らにより実施され，解析は著者を主体として狩野

博士を含む共同研究者らの補助のもとに実施した． 

結果の解析を進める前に本スクリーニングにより得られるデータが既知の Toll シグナ

リング経路に関与するタンパク因子に依存したものであることを確認した（Fig. 3）．そ

の結果，本スクリーニング系における Toll 経路の活性化は，ショウジョウバエにおけ

るもう一つの NF-kB 経路である IMD 経路の因子に依存したものではなく，dMyd88 と

Tube の下流における, 細胞内 Toll 経路の主要な構成因子（Dif, Deaf1, lola, u-shaped, 

pannier 等）に依存したものであることが確認できた. このことから，本実験系は, ex 

vivo において Toll シグナリング経路に関わる因子の同定が可能である, 有用なスクリ

ーニング系であると考えられた．ただし，IMD 経路に関わる一部の因子 Relish，ird5 等

の dsRNA によりルシフェラーゼ活性が抑制されることが観察されており，本条件では，

限定的ではあるが IMD 経路とのクロストークが起きていることが示唆された． 

なお，本スクリーニングにおいては， Pelleのノックダウンによる阻害効果を基準とし，

各アッセイプレートにおける中心値の 55%以下の相対ルシフェラーゼ活性（RLA）を与

える遺伝子を候補因子とした． 
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第 2 節 ゲノムワイド RNAi スクリーニングにより同定された候補遺伝子

の機能分類 

本スクリーニングにより得られた 456 の候補遺伝子のリストを Table 1 に示す． 

こ れ ら の 遺 伝 子 を The Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery (DAVID) bioinformatics resources 6.8（14, 15）と，その後 National Center 

for Biotechnology Information (NCBI)にもとづくマニュアル編集により機能分類を行っ

た． 

その結果，既知の Toll 経路構成因子，ユビキチン関連遺伝子，プロテインキナーゼ

遺伝子等，複数の機能グループに分類できる総計 454 の候補遺伝子が同定された

（Fig. 4）．これらのうち以下の解析で焦点を当てるプロテインキナーゼあるいはキナー

ゼドメインを含むタンパク，E3 リガーゼ，既知の Toll 経路に関与する因子について

Table 2，Table 3 にリストを示した．シグナル伝達に重要な役割を果たす可能性が高

いプロテインキナーゼあるいはキナーゼドメインを含むタンパクの遺伝子が 21，Toll

経路に関わると考えられる既知の遺伝子が 7 同定された．さらに，今回ユビキチンリ

ガーゼ関連の遺伝子が 6 つ同定されたことは，既に共同研究者らにより Toll 経路の

シグナル伝達に E3 ユビキチンリガーゼ Sherpa が関与することが同定されている（10）

ことに加えて，タンパクのユビキチン化が Toll 経路に深く関与していることを示唆して

いるものと考えられる． 

今回，dMyd88-Tube の共発現による Drs の活性化を指標とした本スクリーニングに

おいては，他のスクリーニング（10）に比べて Pelle に対する依存性が低いことが示さ
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れた（Fig. 5）．このことは，Toll 伝達経路には Pelle 以外のプロテインキナーゼが主に

関与しているのではないかとの疑問を投じることになり，バイオインフォマティクス解

析においてはプロテインキナーゼ関連遺伝子に焦点をあてることとした． 
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第 3 節 ゲノムワイド RNAi スクリーニングにより同定された候補遺伝子

の RNAi 効果の確認 

上述のゲノムワイド RNAi スクリーニングで，Toll 経路の活性化を RNAi で抑制するこ

とが確認された遺伝子，ならびに，既報の結果により興味が持たれたプロテインキナ

ーゼ関連遺伝子と一部タンパクリガーゼ関連遺伝子について，その RNAi の効果を改

めて確認するために，dsRNA 調製のための最適なアンプリコンを選択し，プライマー

を設計し，アンプリコン領域の遺伝子のクローニングを行った． 

最適なアンプリコンの選択に際しては，Harvard Medical School の DRSC/TRiP 

Functional Genomics Resources にて増幅する遺伝子を検索，オフターゲットが少ない

アンプリコンを選択した． 

（クローニングした遺伝子は aur, CDK1，CDK12，mnb Doa，polo, MAPk-Ak2，Pitslre，

hyd，effete，Ubc10） 

遺伝子のクローニングに際して，プライマーには T７プロモーター配列を導入し，DL1

細胞由来の RNA を用いて合成した cDNA を鋳型とし，目的とする遺伝子断片を PCR

にて増幅し，得られた断片を pCMVKa ベクターにクローニングした． 

こうしてクローニングした遺伝子を，プライマーを用いて PCR により増幅した cDNA を

鋳型に，T７ RNA ポリメラーゼにより RNA を合成し，dsRNA を調製し，種々の方法で

Toll 経路を活性化した DL1 細胞を用いて RNAi の効果を確認することを計画した． 
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残念ながら，陽性コントロールとして用いた dsRNA の効果が充分に得られず，クロー

ニングした候補遺伝子に関して現時点で RNAi 効果の確認には至っていない． 
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第 4 節 まとめと考察 

ショウジョウバエの Toll 経路においては，Toll 受容体が活性化されると, その細胞内

の TIR ドメイン（Toll/interleukin-1 receptor homology domain）と dMyd88 の TIR ドメイ

ンが相互作用し, 細胞内のシグナル伝達が開始される. 続いて, dMyd88 のデスドメイ

ン（DD：death domain）に Tube の DD が相互作用し，DD を介したシグナル伝達が開

始される. 最終的に, Tube と Pelle がそれぞれの DD 領域を介して集合し，複合体を

形成することで下流にシグナルを伝達することが分かっている（9）． 

今回，共同研究者らによるこれまでのゲノムワイド RNAi スクリーニングに加えて, 上

記に示すように中核的な Myddosome 構成因子である Tube の過剰発現により，Toll

経路を活性化することで，シグナル伝達の下流に関与する因子の同定を試みた．し

かし，Tube 単独の過剰発現では Toll 経路の活性化が十分に起こらなかったことから

（10），dMyd88 と Tube を共に過剰発現させることとした．この Tube 単独の過剰発現

では Toll 経路の活性化が十分に起こらなかった理由としては，Tube の過剰発現だけ

では Pelle へのシグナル伝達に必須な複合体（Myddosome）の形成が不十分であり，

Tube 上流で Myddsome 形成の場を提供する dMyd88 を共過剰発現することが必要

であったとの解釈が妥当であると考える．実際, dMyd88 と Tube を共発現した際, 細

胞膜の細胞質側（inner leaflet）に沿って局在することが示されている（10）. 加えて, 

Tube は哺乳類 IRAK のホモログでありながら, そのキナーゼドメイン相当領域には配

列相同性がなく, 機能未知の領域が存在している. もう一つの IRAK ホモログ Pelle は

その単独の過剰発現で Toll 経路が活性化されることが報告されているが，Pelle はキ
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ナーゼドメインを有することから，Pelle 単独の過剰発現でもその下流のシグナルを伝

達することができるものと考えられる． 

dMyd88 と Tube を共に過剰発現させた本検討においては，dMyd88 単独の過剰発現

と比較して RNAi スクリーニングにおいてヒットする因子の多くは重複するものとなるこ

とが考えられたが，実験結果は概ねその想定どおりのものとなった．すなわち，

dMyd88 の過剰発現と同様に dMyd88，Tube，Dif，Deaf1，Drosomycin，u-shaped，lola

のような遺伝子が本スクリーニングによってもヒットした．また，Pelle を過剰発現させ

た場合と比較すると Dif，Deaf1，Drosomycin，u-shaped，lola 等は共通のヒットとなっ

た．何れにしても Table 2，Table 3 に示したように，多くのプロテインキナーゼあるいは

キナーゼドメインを含むタンパクの遺伝子，ユビキチンリガーゼ関連の遺伝子が同定

されたことから，Toll 経路におけるこれらの機能の重要性が改めて確認されたものと

言える． 

一方，興味深いのは本スクリーニングにおいては Pelle の RNAi による Toll 経路活性

化の減弱効果が弱いことであった．このことから Pelle 以外のプロテインキナーゼが

Toll 経路のシグナル伝達に主に関与しているのではないかとの疑問が生じる．また，

dMyd88 と Tube の共過剰発現により Toll 経路を活性化した場合には何らかの理由で

Pelle に対する依存性が弱まっていることも考えられ，ex vivo で Pelle に対する他の

amplicon を用いた RNAi 実験を実施する等，さらなる確認，検討も必要と考えられる． 

また，dMyd88 と Tube を共発現した本スクリーニングにおいては, dMyd88 単独の過剰

発現スクリーニングで同定された Sherpa の RNAi による阻害効果が弱く，ヒットとはな
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らなかった．このことは, Tube より下流のシグナル伝達においては, Sherpa の関与が

相対的に低いこと, あるいは, 異なる E3 リガーゼが関与していることを示唆している. 

実際, これまでの報告により, Tube の単独発現時と比べて, dMyd88 と Tube 共発現時

ではユビキチン化を含む翻訳後修飾が Tube に生じていることが示唆されている（10）. 

本スクリーニングで同定されたプロテインキナーゼや E3 リガーゼが, 上記の dMyd88

と Tube 共発現時における翻訳後修飾に関与する可能性について, 今後さらなる検討

が期待される. 
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第 2 章 

共免疫沈降-質量分析による Toll 経路に関わるシグナル伝達因子の 

同定 

 

ショウジョウバエの Toll シグナルが活性化されると，Toll 受容体の下流にあるシグナ

ル伝達因子である dMyd88，Toll，プロテインキナーゼの Pelle は Myddosome と呼ば

れる複合体を形成する（9）．この Myddosome と共免疫沈降する因子について, 質量

分析を用いたプロテオーム解析に供することにより，Toll シグナル伝達経路の下流に

関与する因子を同定できるのではないかとの仮説に基づき解析を行った． 

本検討の目的を考慮すると，複合体 Myddosome が形成され，Toll 経路が活性化した

状態で免疫沈降を行うことが重要と考えられる．これより，本検討においては dMyd88

と Tube の両方のタンパクに同一のタグを付加して共過剰発現を行い，その細胞溶解

液を用いて共免疫沈降実験を行なうこととした． 
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第 1 節 Myddosome 複合体の共免疫沈降-質量分析 

共に C 末端に V5 タグを付加した dMyd88 と Tube を DL1 細胞で共過剰発現させるこ

とにより Toll シグナル経路を活性化させた状態で，タグを付加したタンパクが高い収

率で回収される条件にて細胞を溶解後，抗 V5 抗体にて免疫沈降させ，その後，LC-

MS 解析を実施することにより，免役沈降されるタンパクの同定を行なった．実験の概

略を Fig. 6 に示す．なお，本共免疫沈降実験は共同研究者である狩野博士らにより

実施され，その質量分析は株式会社医学生物学研究所に委託して実施した．結果の

解析は著者を主体として狩野博士を含む共同研究者らの補助のもとに実施した 

DL1 細胞に dMyd88 の C 末端に V5 タグを付加したタンパク発現用ベクターと，同様

に Tube の C 末端に V5 タグを付加した発現用ベクターを共トランスフェクションし，一

晩培養後，両タンパクの発現を誘導し，48 時間後に細胞を収集し，細胞溶解液を調

製した．この細胞溶解液から抗 V5 ウサギポリクローナル抗体を結合させた磁気ビー

ズを用いて免疫沈降を行った． 

沈降したタンパクは LC-MS3（3 段階質量分析）法によるショットガン質量分析に供した．

すなわち，トリプシン処理によってペプチド断片に分解後，LC-MS にて得られた消化

ペプチドのイオンスペクトルを測定した後に，collision-induced dissociation（CID）によ

り得られるペプチド結合が開裂したペプチドフラグメントのプロダクトイオンスペクトル

を解析し，さらにもう一段階この操作を加えることにより，二次プロダクトイオンスペク

トラムを解析することで，今回の共免疫沈降実験のような多数のタンパクの混合物か

らそこに存在する個々のタンパクを高精度に同定する手法である（16）． 
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こうして得られるスペクトル情報を元にデータベース検索が成された結果，計 708 のタ

ンパクが同定された．Table 3 に同定されたタンパクに関するパラメーターについて記

載し，Table 4 に実際にショットガン質量分析により同定されたタンパクのリストを示す．

この中で，Myddosome 構成因子である, Tube と Pelle が比較的強く検出されたことか

ら, Tube を起点とするシグナル伝達経路とその制御因子が共免疫沈降されていると

期待された. 一方, dMyd88 のペプチド断片は同定に至っていなかった. この原因は, 

dMyd88 の膜結合性によるものと考えられる. これまでの報告により, dMyd88 の C 末

端が細胞膜上のフォスファチジルイノシトール 2 リン酸に対する結合性を持つこと

（17）, また, E3 リガーゼ Sherpa を介した K63 ユビキチン化によって dMyd88 が膜局

在することが示唆されている（10）. 以上の点をまとめると, 今回の共免疫沈降産物の

ショットガン質量分析によって, Myddosome 構成因子のうち, dMyd88 によって動員さ

れた Tube から, その下流へのシグナル伝達に関与する因子が検出されていると考

えられた.  
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第２節 共免疫沈降解析により同定された因子の機能分類 

ショットガン質量分析により同定された 708 のタンパクを The Database for 

Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) bioinformatics resources 

6.8 と，その後 National Center for Biotechnology Information (NCBI)にもとづくマニュ

アル編集により機能分類を行った． 

その結果，19 のキナーゼ関連タンパク，15 のリガーゼ関連分子，10 のホスファター

ゼが含まれていた（Fig. 7，Table 5）．Toll 伝達経路において，これらのタンパクの機

能が重要な役割を担っていることが示唆された．なお，第１章で述べたゲノムワイドな

RNAi スクリーニングにおいてホスファターゼが同定されていないことは，ホスファター

ゼの発現抑制がシグナル伝達にネガティブな影響を与えることは考えにくいことから

理にかなっているものと考えられた． 
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第３節 共免疫沈降解析により同定された翻訳後修飾 

前節で述べた共免疫沈降-質量分析の結果において，多数の翻訳後修飾を受けたペ

プチドが確認されている．本研究においては，翻訳後修飾の中でも，シグナル伝達に

おいて注目すべきリン酸化とユビキチン化に焦点を当てて解析を進めた． 

まず，リン酸化ペプチドに注目すると，本解析において 68 のリン酸化ペプチドが同定

された（Table 6）．これらのリン酸化ペプチドの中で，Tube タンパクの 226 番目と 229

番目の 2 つのアミノ酸部位がリン酸化されたペプチドが同定された（Fig. 8）．これまで

に Tube がリン酸化を受けることが報告されているが（18）, リン酸化部位についての

報告はない．本リン酸化が Toll 経路の活性化に重要な役割を担っている可能性が高

い．なお，今回同定されたリン酸化を受ける 226 番目のセリンと 229 番目トレオニン

は，共にデスドメインの C 末端側にあり，中性のセリンとプロリンが豊富な領域であ

る． 

次に，Tube のこれらのアミノ酸残基をリン酸化するプロテインキナーゼを推定するた

めに，リン酸化を受ける部位近傍のアミノ酸の一次配列を基に，リン酸化するプロテ

インキナーゼを推測する GPS3.0（Group-based Phosphorylation Scoring, ver 3.0）

（19）を用いたモチーフ解析を行った．この解析の結果を Table 7 に示す．本解析か

ら，今回同定された Tube の 2 つの部位にリン酸化をもたらすキナーゼの候補として

polo キナーゼが挙げられる．興味深いことに，polo キナーゼは RNAi スクリーニング

ならびに共免疫沈降-質量分析の両方で同定されていることより，polo キナーゼによ
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る Tube タンパクのリン酸化の可能性が高く，このリン酸化はシグナル伝達上の役割

を担っているものと考えられた． 

次にタンパクの分解ばかりではなく，シグナル伝達，タンパクの輸送等，多くの細胞内

プロセスを制御することが分かっている翻訳後修飾であるユビキチン化，さらには

SUMO（small ubiquitin-like modifier）化に焦点を当てた．Table 8 に本解析の結果同

定されたユビキチン化/SUMO 化を受けているペプチドのリストを示す．計 104 のユビ

キチン化/SUMO 化を受けているペプチドが同定されている．これらのペプチドの中

で，polo キナーゼの 455 番目のリジンが修飾されていることが確認された．この修飾

ではリジンのアミノ基にイソペプチド結合で Gln-Thr-Gly-Gly が結合したものが同定

されている（Table 8）．この配列はショウジョウバエの Smt3/SUMO 由来のものであ

り，このリジン残基は SUMO 化されていることが明らかとなった．この 455 番目のリジ

ンはリン酸化ペプチド結合ドメインである polo box ドメイン（PBD；polo box domain）1

内に存在する（Fig. 9）．このことより，本 SUMO 化が polo キナーゼの機能に深く関わ

っていることが推測された． 
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第４節 まとめと考察 

dMyd88 と Tube の双方に V5 タグを付加したタンパクを DL1 細胞で共過剰発現をし，

その細胞溶解液から抗 V5 抗体にて Myddosome とともに共免疫沈降されるタンパク

質をショットガン質量分析によるプロテオーム解析に供することで，計 708 のタンパク

が同定された．多くのタンパクはいわゆるハウスキーピング関連のタンパク，細胞内

存在量が多いタンパクと思われたが，そのような中，19 のプロテインキナーゼ関連タ

ンパク，15 のユビキチン化/SUMO 化関連のタンパクリガーゼ，10 のフォスファターゼ

が同定されたことは極めて興味深い． 

プロテインキナーゼ関連タンパクとフォスファターゼについては，Toll 経路のシグナル

伝達にリン酸化が関与しており，重要な役割を担っていることが改めて示されたもの

と考えられる．なお，既に記したとおり，ゲノムワイドな RNAi スクリーニングにおいて

ホスファターゼが同定されていないことは理にかなっているものと考えられる． 

また，ユビキチン化/SUMO 化関連のタンパクリガーゼについても，共同研究者により

E3 ユビキチンリガーゼである Sherpa が Toll 経路のシグナル伝達に重要な役割を担

っていることが明らかにされた（10）ことに加えて，さらなるユビキチン化/SUMO 化が

関与している可能性を示しているものと考えられた． 

以上の考えを支持する事実として，翻訳後修飾の解析においてリン酸化とユビキチン

化/SUMO 化において明らかとなった以下の二点が注目される． 
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一点目はリン酸化ペプチドの解析より明らかとなった Tube のリン酸化である．プロテ

オーム解析により Myddosome と共免疫沈降するタンパク中に 68 のリン酸化ペプチド

が確認されたが，その中に，Tube の 226 番目のセリンと 229 番目のトレオニンがリン

酸化されたペプチド断片が同定された．Tube のリン酸化が Myddosome によるシグナ

ル伝達に重要な役割を果たす可能性が報告されているが（18）．Toll 経路を活性化し

た DL1 細胞において実際に Toll のリン酸化部位を特定したことは意義深い．共同研

究者らによって先行研究で検出された, dMyd88 共発現時に見られる Tube の翻訳後

修飾の一部は（10）, これらのリン酸化を含んでいるものと考えられる. さらにリン酸化

部位の配列を基に GPS3.0（19）を用いたモチーフ解析を行ったところ，この 2 つのリン

酸化部位はともに polo キナーゼによりリン酸化される可能性があることが他の候補と

ともに示された．polo キナーゼは RNAi スクリーニングならびに共免疫沈降-質量分析

の両方で同定されていることより，polo キナーゼが Tube のリン酸化をもたらしており，

このリン酸化が Toll 経路のシグナル伝達において重要な役割を担っているものと考

えられた． 

二点目はユビキチン化/SUMO 化を受けたペプチドの解析によるものである．本解析

により 104 のユビキチン化/SUMO 化ペプチドが同定されたが，その中に polo キナー

ゼの 455 番目のリジンが SUMO 化されたペプチドが同定された．この 455 番目のリジ

ンはリン酸化ペプチド結合ドメインである PBD1 内に存在する．このことより，本 SUMO

化が N 末端側にあるセリン/トレオニン プロテインキナーゼ活性に深く関わっている

ことが推測される．なお，RNAi スクリーニングで同定されている SUMO E1 酵素 Aos1
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が polo キナーゼの SUMO 化に関与している可能性があるのではないかと考えられ

る． 

本検討の結果同定された Tube のリン酸化，そのリン酸化を polo キナーゼが担って

いる可能性があること，その polo キナーゼのリン酸化ペプチド結合ドメインが SUMO

化されることを一連の流れとして捉えると，Toll 経路の活性化により polo キナーゼが

SUMO 化を受け，その結果 polo キナーゼ活性が亢進し，polo キナーゼが Tube をリ

ン酸化し，下流にシグナルを伝達するというメカニズムが推定された． 
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第３章 

Toll 経路に関与すると考えられる因子のバイオインフォマティクス解析 

 

これまでにゲノムワイド RNAi スクリーニングと共免疫沈降-質量解析の結果を報告し

てきたが，これらのデータを併せてバイオインフォマティクス解析を行うことにより，

Toll 経路のシグナル伝達のメカニズムをより詳細に理解することを試みた． 

dMyd88 と Tube を共過剰発現させることにより Toll 経路を活性化した DL1 細胞を用

いてゲノムワイド RNAi スクリーニングを行った結果により，Toll 経路に関与して，その

遺伝子産物をノックダウンすることによりシグナル伝達が減弱される因子を同定した．

また，これを Toll 経路のシグナル伝達の異なるレベルで活性化した共同研究者らに

よる報告と併せて検討することで，シグナル伝達に関与する因子のエピスタシス，す

なわち上下関係を明らかにすることができる． 

一方，Myddosome の共免疫沈降-質量分析により，Toll 経路を dMyd88 と Tube の共

過剰発現で活性化した状態で Myddosome に物理的に相互作用する因子を同定する

とともに，その因子に含まれる翻訳後修飾を同定した． 

これらの情報を既に報告されている結果を含めて併せて解析することにより，Toll 経

路のシグナル伝達のメカニズムをより詳細に解析することを試みた．以下に詳細を記

す． 
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第１節 ゲノムワイド RNAi スクリーニング結果と共免疫沈降解析結果の

バイオインフォマティクス解析 

dMyd88 と Tube を共過剰発現させることにより Toll 経路を活性化した DL1 細胞を用

いて実施したゲノムワイド RNAi スクリーニングのデータと，同様に dMyd88 と Tube の

共過剰発現で活性化した状態で Myddosome との共免疫沈降-質量分析により得られ

たデータを併せて解析し，X 軸に免疫沈降物中に見出されたタンパクの質量分析に

おけるシグナル強度を，Y 軸にゲノムワイド RNAi スクリーニングで得られた RLA シグ

ナルをプロットした（Fig. 10）． 

共免疫沈降-質量分析で同定されたタンパク質をコードする遺伝子で，RNAi スクリー

ニングで RLA が低値を示したものにはプロテインキナーゼ関連遺伝子，ユビキチン化

関連遺伝子が含まれており，これらの遺伝子でコードされるタンパクはシグナル伝達

において役割を担っている可能性があると考えられ，Fig. 10 中にオレンジ色または赤

色のドットで示し，遺伝子名を表示した．なお，同一遺伝子に複数の dsRNA アンプリ

コンを使用した場合には複数のドットで表示し，直線で繋いで示した． 

特にキナーゼあるいはキナーゼ関連遺伝子として 14-3-3e，polo，Cdk1，MAPk-Ak2，

Cdk12，ユビキチン化/SUMO 化関連遺伝子として lig，hyd，eff 等が注目される．これ

らの遺伝子に関する考察は後述する． 

なお，dMyd88，Tube とともに Myddossome 複合体を形成することが知られている

Pelle（Fig. 10 中に赤色のドットで表示した）は共免疫沈降-質量分析で比較的強い質

量分析におけるシグナル強度で同定された. 一方で，第１章で触れたように RNAi ス



 29 

クリーニングにおいて，Pelle のノックダウンによっても, 50%以上のシグナル伝達能が

残存していた．このことから，Pelle 以外の因子が Toll 経路のシグナル伝達に関与し

て, 寄与度を分け合っている可能性が示唆される．とくに, 前述のプロテインキナーゼ

関連因子（14-3-3e，polo，Cdk1，MAPk-Ak2，Cdk12）の中に, その候補が含まれて

いると考えられた. 
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第２節 Toll 経路に関与すると考えられるキナーゼ関連遺伝子 

次に，今回共免疫沈降-質量分析で同定され，Toll 経路に関与すると考えられるキナ

ーゼ関連遺伝子に注目し，共免疫沈降-質量分析で同定されたタンパクの質量分析

におけるシグナル強度を X 軸に，共同研究者らにより報告されている幼虫由来のペ

プチド画分により刺激して Toll 経路を活性化した DL1 細胞を用いた RNAi スクリーニ

ングで得られた RLA 値（11）を Y 軸にプロットした（Fig. 11 A）．同様に，Fig. 11 B には

dMyd88 の過剰発現により Toll 経路を活性化した DL1 細胞を用いた RNAi スクリーニ

ングで得られた RLA 値（10）を Y 軸に，Fig. 11 C では Pelle の過剰発現により Toll 経

路を活性化した DL1 細胞を用いた RNAi スクリーニングの RLA 値（10）を Y 軸に，Fig. 

11 D では Dif の過剰発現により Toll 経路を活性化した DL1 細胞を用いた RNAi スク

リーニングの RLA 値（10）を Y 軸にプロットした．それぞれのグラフには遺伝子名を表

示した．また，同一遺伝子に複数の dsRNA アンプリコンを使用した場合には複数のド

ットで表示し，直線で繋いで示した． 

この解析から，例えば 14-3-3e と polo は質量分析におけるシグナル強度は強く，か

つ RNAi スクリーニングにおいて RLA 値が低いことから，この遺伝子は Myddosome

の近位でシグナル伝達に関わっている可能性が高いと考えられた．さらに，Cdk1 は

中程度の質量分析におけるシグナル強度を示し，Toll あるいは dMyd88 過剰発現に

よる RNAi スクリーニングにおいて RLA 値が低いことから，やはり Cdk1 も Myddosome

の近位で関与している可能性が示唆された．一方，Cdk12 と MAPK-Ak2 は RLA 値は

低いものの，質量分析におけるシグナル強度は低いことから，これらの遺伝子は

Myddosome から比較的遠位で関与しているのではないかと推測された．Sgg は質量
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分析におけるシグナル強度は強いが，相対的ルシフェラーゼ強度は中程度であるこ

とから，Myddosome と複合体を形成するものの，Toll シグナル伝達においてはその役

割は小さいものと考えられた．また，Akt については質量分析におけるシグナル強度

は低く，RLA 値も中程度であることから，Myddosome から比較的遠位で関与し，Toll

シグナル伝達における役割も大きくないものと考えられた．したがって, Sgg や Akt は, 

Toll 経路本体よりも, 異なる経路へのクロストークに関与している可能性がある.  

これらの結果をまとめると，Toll 経路におけるキナーゼ関連分子の関与を Fig. 12 の

ように図示することができる． 
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第３節 まとめと考察 

本章においては，第１章で述べた dMyd88 と Tube を共過剰発現させることにより Toll

経路を活性化した DL1 細胞を用いて実施したゲノムワイド RNAi スクリーニングのデ

ータと，第２章で述べた dMyd88 と Tube の共過剰発現で活性化した状態で

Myddosome との共免疫沈降-質量分析により得られたデータを併せて解析することで，

特にキナーゼ関連遺伝子に注目して Toll 経路への関与，その役割について検討を行

った． 

本検討結果を解釈するにあたって，ゲノムワイド RNAi スクリーニングの結果は，Toll

経路のシグナル伝達における関与の程度を反映しているものと仮定した．一方，

Myddosome との共免疫沈降-質量分析において得られたシグナルが強い場合には

Myddosome の近位で，シグナルが弱い場合には Mydddosome から比較的に遠位で

Toll 経路のシグナル伝達に関与しているものと仮定し，Fig. 12 に概念図を示した． 

今回の検討において polo，14-3-3e ，Cdk1，Cdk12，MAPk-Ak2，Sgg，Akt 等が

Myddosome と物理的に相関し，Toll 経路のシグナル伝達に関与している可能性が高

いことを示すことができた． 

これらのキナーゼ関連因子のいくつかは, cyclin-dependent protein kinase (CDK)ファ

ミリーに属しており, 細胞周期の調節因子として知られているものである. 今回の結

果から，Toll シグナル伝達経路では，一部, 細胞周期の制御とその構成要素を共有

していることを示す知見と考えられる. 細胞周期の調節機構も, ユビキチン化や
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SUMO 化, リン酸化によって制御されており, 遺伝子数に限りがあるショウジョウバエ

が，重要な生命現象を確実に回すための仕組みと考えると極めて興味深い．分子進

化的観点にもとづいた解析が今後期待される． 

なお，共同研究者らが種々の遺伝子を過剰発現させた DL１細胞を用いて，ゲノムワ

イド RNAi スクリーニングを実施して，Toll 経路に関与することを明らかにした Pitslre，

Doa，CKIa は本研究における RNAi スクリーニングにおいても陽性となった. これらの

因子にも，CDK-related kinase (Pitslre), CDK-like kinase (Doa)として, CKD ファミリー

が含まれており, 細胞周期制御因子のホモログの関与が示唆される. しかしながら, 

Myddosome の共免疫沈降-ショットガン質量分析においては, それらのペプチド断片

は検出できなかった．このことより, これらの因子は Myddosome からより遠位で Toll

経路下流のシグナル伝達に深く関与しているものと考えることができる． 

今回の検討結果は，ゲノムワイド RNAi スクリーニングの結果が Toll 経路のシグナル

伝達における関与の程度を反映しているものと仮定し，共免疫沈降-質量分析におい

て得られたシグナルが強い場合には Myddosome の近位で，シグナルが弱い場合に

は Mydddosome から比較的に遠位で Toll 経路のシグナル伝達に関与しているものと

仮定した上での結果である． 

今回のような包括的なゲノムワイド RNAi スクリーニングによって，異なる作用点

（dMyd88 過剰発現, Pelle 過剰発現など）から Toll 経路を活性化した場合を相互に比

較することで，全作用点に共通の因子や, 各々の作用点について固有の制御因子・

クロストーク関連因子を, 区別して探索することができる. その一方で，ゲノムワイド
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RNAi スクリーニングのライブラリーを利用したオミクス解析であるため, 生理的な Toll

経路とは異なる現象を見ていることも否定できない．今後は本検討で見られた RNAi

の効果を，改めて個別の RNAi 実験で確認することをはじめとして, in vivo での RNAi

効果の確認，さらにはハエ個体を用いた遺伝的な解析による検討が大いに期待され

る．また，共免疫沈降-ショットガン質量分析の結果についても，同定されたタンパク

の絶対的存在量，Myddosome との相互作用におけるストイキオメトリー等が結果に

影響を与えている可能性があることから，最終的には, 生化学的手法等によって実

際の結合性が検証されることが期待される． 
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図表とレジェンド 

 

 

Fig. 1 ショウジョウバエ Toll 受容体と哺乳類 Toll 様受容体のシグナル伝達経路の概念図 

ショウジョウバエ Toll 経路と哺乳類の Toll 様受容体（TLRs：Toll-like receptors）の下流のシグナ

ル伝達経路は，相同性の高いシグナル伝達因子によって構成され，最終的に哺乳類では NF-

kB，ショウジョウバエではそのホモログである Dif/Dorsal の活性化が起きる．この結果，哺乳類で

は炎症性サイトカインが産生され，ショウジョウバエでは Drosomycin 等の抗菌ペプチドが産生さ

れる． 
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Fig. 2 ゲノムワイド RNAi スクリーニングの概念図 

ショウジョウバエの約 15,000 遺伝子を網羅する dsRNA 分注済みの 384 well plate（DRSC 2.0）上

で，dsRNA および発現ベクター，レポーター遺伝子を共トランスフェクションした後，過剰発現を誘

導し，Toll 経路の活性化をルシフェラーゼアッセイによって検出した． 

  

DL1 cells
Co-transfection Drosomycin-Firefly luciferase

Actin-Renilla luciferase

384-well plate
dsRNA
(~15,000 genes)

Knockdown
(~ 24h)

+ CuSO4

Overexpression
(dMyd88, Tube):
Toll pathway activation
(~ 48h)

Dual-glo assay
Relative Luc Activity:
RLA < 55%
(Firefly/Renilla)

pMT-dMyd88
pMT-Tube
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Fig. 3 既知の Toll 経路および IMD 経路の構成因子の RNAi スクリーニングの結果 

dMyd88 と Tube を共に過剰発現させた DL1 細胞を用いた RNAi スクリーニングにおける既知の

Toll 経路および IMD 経路の構成因子の相対ルシフェラーゼ活性（RLA）値を示す．破線は，RLA

閾値として設定した 55 % RLA を示しており，これより低値を示す遺伝子は候補遺伝子であると考

えた．候補遺伝子は赤色のバーで示した．なお，同一遺伝子に複数の dsRNA アンプリコンを使用

した場合には複数表示している． 
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Table 1 ゲノムワイド RNAi スクリーニングにより同定された 456 候補遺伝子のリスト 

dMyd88 と Tube を共に過剰発現させた DL1 細胞を用いた RNAi スクリーニングの結果，陽性とな

った（RLA <55％）候補遺伝子を示す． 
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Fig. 4 ゲノムワイド RNAi スクリーニングにより同定された候補遺伝子の機能分類 

本スクリーニングにより同定された候補遺伝子 454 を機能的注釈に基づいて分類した．円グラフ

は，遺伝子の機能グループ名および各グループに属する候補遺伝子の数を示す．機能分類は，

DAVID Bioinformatics Resource 6.8 を用いた． 

 

 

 

  

Regulation of Transcription (45)
mRNA splicing, via spliceosome (38)
Protein kinase/kinase-like domain (21)
Ribosomal protein (10)
Metabolism (9)
Guanine nucleotide exchange factor (7)
Toll pathway (7)
Ligase (6)
Others (311) / Total 454 genes
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Annotation Protein kinase/kinase-like domain E3 ligase component Toll pathway 

Gene symbol CG4546 dx Myd88  
JIL-1 hyd tub  
Doa hiw lola  
Wee1 Aos1 Dif  
hppy eff Deaf1  
CkIalpha Ubc10 ush  
Lk6 

 
pnr  

Rok 
  

 
Pka-C3 

  

 
MAPk-Ak2 

  

 
tlk 

  

 
Pitslre 

  

 
Cdk12 

  

 
Cdk1 

  

 
CG7236 

  

 
CG7094 

  

 
Tao 

  

 
polo 

  

 
CG31300 

  

 
CG7135 

  

  CG10562     

Table 2 ゲノムワイド RNAi スクリーニングにより同定された候補遺伝子のリスト 

ゲノムワイド RNAi スクリーニングにより同定された候補遺伝子機能注釈解析の結果を示す．プロ

テインキナーゼ/キナーゼ様ドメインタンパク，E3 リガーゼおよび既知の Toll 経路成分に分類され

た候補遺伝子を示した． 
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Fig. 5 Toll 経路および IMD 経路に関わる因子の RNAi による Toll 経路活性化に対する影響の

確認 

dMyd88 および Tube を共過剰発現する DL1 細胞（左から 3 番目の列）における包括的ゲノムワ

イド RNAi スクリーニングの結果から，Toll 経路および IMD 経路に関わる因子の RNAi による RAL

値への影響をヒートマップで示した．横方向は，スクリーニングで刺激した因子をシグナル伝達の

順序で示している．白線で囲んだカラムが今回の検討結果であり，他の列に示されているデータ

は共同研究者らにより得られた結果である(10)．赤色は中央値の 20％未満の RLA を示した遺伝

子を示し，黒色および青色は中央値の 60〜180％の範囲の RLA を示した遺伝子を示す．同一遺

伝子に複数の dsRNA アンプリコンを使用した場合には複数表示している． 
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Fig. 6 Myddosome 複合体の共免疫沈降-ショットガン質量分析の模式図 

V5 タグを付加した dMyd88 及び V5 タグを付加した Tube を共過剰発現した DL1 細胞の細胞溶解

液を用いて抗 V5 抗体で免疫沈降させ，免疫沈降するタンパクを LC-MS3（3 段階質量分析）法に

より同定した． 

  

Protein List
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Table 3 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクに関するパラメーターの  

一覧 

Fig. 6 に示す Myddosome 複合体の共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパク

に関するパラメーターの一覧を示す．実際のリストを Table 4 に示す． 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト 

Myddosome 複合体の共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリストを示

す．計 708 のタンパクが同定されている．記載されているパラメーターについては Table 3 に示し

た． 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き） 
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Table 4 共免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたタンパクのリスト（続き）  
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Fig. 7 共免疫沈降-ショットガン質量分析にて同定されたタンパクの機能分類 

共免疫沈降-ショットガン質量分析にて同定された計 708 のタンパクを The Database for 

Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) bioinformatics resources 6.8 と，その

後 National Center for Biotechnology Information (NCBI)にもとづくマニュアル編集により機能分

類を行った． 

  

Protein kinase (19)

Ligase complex (15)

Phosphatase (10)

Others (664) /total 708
protein
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Protein kinase (19) Ligase complex (15) Phosphatase (10) 

tub Bre1 CanA-14F 

pll CG1749 CG10417  

Akt1 eff flfl 

bsk faf mts 

Cdk1 Herc2 Pgam5 

Cdk12 hyd Pp1-87B 

CkIalpha lig Pp2A-29B 

CkIIalpha Nedd8 Pp2B-14D 

CkIIbeta Smurf1 Pp4-19C 

dco Su(dx) PpV 

ial Ubc12  

inaC Ubc2  

MAPk-Ak2  Ubiq  

mnb Uch  

polo Usp7  

rl   

sgg   

Smg1   

14-3-3 epsilon   

 

Table 5 共免疫沈降-ショットガン質量分析にて同定されたタンパクのリスト 

ショットガン質量分析により同定されたタンパクの機能分類を行った結果，プロテインキナーゼ関

連，リガーゼ関連，フォスファターゼ関連に分類されたタンパクのリストを示す． 
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Table 6 免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたリン酸化ペプチド 

ショットガン質量解析にて同定されたリン酸化ペプチドのリストを示す．計 68 のリン酸化ペプチド

が同定されている．Modifications のカラムに Phospho(X)@Y と表示されているが，X はリン酸化さ

れているアミノ酸の種類，Y は同定ペプチド中のリン酸化アミノ酸の N 末端からの位置を示す． 

#
*>
EC
54

)?
D1<

��
?F

��
?F
��	

�
��
?F
���

�
�3
35
CC9
?>
C

#1
=5

C
�?
>DB

92
�?
>6

(5
AE
5>
35

"?
4969
31
D9?
>C

(3

��
��
���

��
���

�	
�
�

�

���

�

�	�

C@J
%

	
�
J'(


�
0�'

$"
�

	
(�B

92?
C?
=1
<�@B

?D5
9>�
(

��$

(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�'
@(

�
�%�

�

�(+

�

	

�	
�



!#
'&

 �
���
� 

.,
&!

)(
(#

!�
( 

%8
?C
@8
?�'

���
�

%8
?C
@8
?� 

��





�

��
�

��

�

��

�


�
��


�

�

	��
	�
�
C@J
&�

,	
%�
J"
��


0�'

$"
�

"5
491
D?B

�?6
�'#

��@
?<H
=5

B1C
5��
��DB

1>
C3
B9@
D9?
>�C

E2
E>
9D�


�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�"
��


�%�

�


(+
�

	�

��
��
�

��
��

(#
��

!!
�%

%�
 

%8
?C
@8
?�(

��

�

�
�

	��
�

	��
�

���
��


��
��

	
''

''
'C
@J&

�+
��
�J�

,�
��
0�'

$"
�

'�
+�
'(

��
�%B

5�
='

#�
�C
@<93

9>7
�61
3D?

B��
,�

��
�8?

=?
<?7
�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�>
3=

�%�
�


(+
��

	�

��
�




�	
�	�

(&
 '

&)
� 
%%

( 
%8
?C
@8
?�(

��




�

�
�

	��
�

	��
�

���
��


��
��

	
''

''
'C
@J&

�+
��
�J�

,�
��
0�'

$"
�

'�
+�
'(

��
�%B

5�
='

#�
�C
@<93

9>7
�61
3D?

B��
,�

��
�8?

=?
<?7
�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�>
3=

�%�
�


(+
��

	
��
���

(&
 '

&)
� 
%%

( 
%8
?C
@8
?�(

��




�

�	
	

	�

�

	�

�


�
�	�

	��
�

	
''

''
'C
@J&

�+
�#

J�

!#
�0�

'$
"�

'�
+�
'(

��
��9
<1=

9>�
��$

(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�3
85
B�%

��

�(

+�
�

	�

	�
��


��
�

!�
+(

+#
�!
 &

('
%8
?C
@8
?�(

��




�

�
�

	�	
�

	�	
�


�
��


�
�


	
C@J
&�

���
�J%

'�
0�'

$"
�

)H
B?C

9>5
�@
B?D

59>
�;9>

1C5
�%'

��$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�%
'�
�%�

�

�(+

��
	�	

	�
��
�


�
���

�!
��

'#
�!+

�(
 �

 
%8
?C
@8
?�(

��




�

��
�

	��



	��



���
��

	��
�
�

	
C@J
&�

,�
�	
J.�

�
0�'

$"
�

*>
38
1B1

3D5
B9I
54
�@B
?D5

9>�
��

�
��
��$

(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

��
�
��
��
�%�

�

�(+

�
	�	

	
�	



�
���

)!
 #

��
'�
) 
%(

'
%8
?C
@8
?�(

��

�



�

�

��



��



�

�
�

���
�

���
��

C@J
&�

+�
'�
J


0�'
$"

�
%B
?D5

9>�
�


�8?
=?

<?7
�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�3
?B1

�%�
�

�(+

�

	�	


�
��
�


�
���

##
 %

� 
�.
�'

��(
!'

%8
?C
@8
?�(

��

�

�

�



���
�

���
�


�
���

���
�

���
�

C@J
&�

�#"
�J(

!�
0�'

$"
�

%B
?D5

9>�
C<5
>4
5B�
<?2
5C
�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�C
<5�
%�
�

�(+

�

	�	


	
��
�

�	
��

��
� 

&(
�!
 (

�)
)!
( 

%8
?C
@8
?�(

��

�

�



	


�
�



�
�


�

��


�	
���

�
���

C@J
&	

��
��
J'(

"�
0�'

$"
�

(=
1<<�
>E
3<5

1B�
B92
?>
E3
<5?

@B?
D59
>�
1CC

?3
91D
54
�@B
?D5

9>�
��$

(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�(
=�

�%�
�


(+
�


	�	
��
��
�


�
��

#(
 +

%�
'�
� 
'

%8
?C
@8
?�(

���
�

��
�

���
���

��
���



��


�
C@J
%�
	
�	
J#�

�0�
'$

"�
%B
?D5

9>�
3<1
B5D

�C5
7B5

71D
9?>

1<�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�>
34
�%�

�

�(+

�

	�	

	�
��
�

��
���

�(
�#!

+�
!�
�(

�(
% 

)(
)'

%8
?C
@8
?�(

���




��
�

���
���

��
���



��


�
C@J
%�
	
�	
J#�

�0�
'$

"�
%B
?D5

9>�
3<1
B5D

�C5
7B5

71D
9?>

1<�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�>
34
�%�

�

�(+

�

	


�
��
�(

�#!
+�

!�
�(

�(
% 

)(
)'

%8
?C
@8
?�(

���

	

�	
�	
�	


�	
�	


�

���

��
��

��
�	�

C@J
%	
��

�
J�(

%�
�0�

'$
"�

�5
1D�
C8
?3
;�@
B?D

59>
���

�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

��
C@�

��%
��

�(

+�
�

	
�

���

'�
(�

�%
#�

!!
%�

+�
 

%8
?C
@8
?�(

���

	

�
�


�

�


�

�

��
���

���

�

���
�

C@J
%�
	�
�
J�#

�(
0�'

$"
�

��@
B?D

59>
�1<@

81
�C�
CE
2E
>9D
�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

��
1<@
81
C�%

��
��(

+�



	�	
�

�
�

�	
��


''
(�

��(
'

%8
?C
@8
?�(

���
�

��
��
��

��
��

��
�


	
���

��
���

C@J
$

	
�

J� 

�

0�'

$"
�

��
��

��B
92?
>E
3<5

?@
B?D

59>
�3?

=@
<5G
�CE

2E
>9D
��
$(

��
B?C

?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�#
?@
�	
��%

��

�(

+�



	�

��
��
�

�	
���

!+
 (

&&
(�

� 
%8
?C
@8
?�(

��
�

��
��
���

��
���

��
��

��
���

�	
��

C@J
%	
�
��
J��

%�
0�'

$"
�

�<H
35
B1<
45
8H
45
��
�@
8?
C@8

1D5
�45

8H
4B?

75
>1
C5
���
$(

��
B?C

?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

��
1@4

8�
�%�

�

�(+

��
	�	

��
��
�


�
���

��
�(!

#�
 �
+ 

%8
?C
@8
?�(

��
�

��

�
��


�
��

��
���

���
��

���
��

C@J
%	
��
�	
J%.

'

0�'

$"
�

��
��@

B?D
59>

�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�B�
%�
�

�(+

��
	��





�

�	
���

 �
�(
!�
�(

� 
%8
?C
@8
?�(

��
�




	


�
�	


�
�	

�
��

��
���

�
���

C@J
%�
�	

�
J'(


�
�0�

'$
"�

	
(�B

92?
C?
=1
<�@B

?D5
9>�
(

�1
�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�'
@(

�
1�%

��

�(

+�
�

	�

	�
�	
�

�
���

 !
((

��&
'

%8
?C
@8
?�(

��


�





�
�



�

���

�

��


�
���

C@J
%	
�
��
J��

%

0�'

$"
�

�<H
35
B1<
45
8H
45
��
�@
8?
C@8

1D5
�45

8H
4B?

75
>1
C5
�
�
$(

��
B?C

?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

��
1@4

8

�%�

��
�(+

��
	


�
���

��
�(!

#�
 �
+ 

%8
?C
@8
?�(

��
�

��
�

	��
	��


�
���

	��
��
�

	
''

''
'C
@J&

�+
"�

�J)
�$


0�
'$

"�
'�
+�
'(

��
�)B
1>
C@?

BD�
1>
4��

?<7
9�?
B71

>9I
1D9
?>
�@B
?D5

9>�

�$

(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�)
1>
7?

�%

��



(+
��

	�	
	�

�
�

�
���

) 
�(

)�!
�&

+#
���

� 
%8
?C
@8
?�(

��
�

	
�

��	



��	



��

	�

	��
��
�

	��
��
�
C@J
&�

+-
�

J��

#�
0�'

$"
�

/9>
3�6
9>7
5B�
@B?

D59
>�8

1>
7?
F5
B�$

(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�8
1>
7�%

��

�(

+�
�

	�	
	�
��
�


�
��

�%
!(
) 
��#

�+
�� 

+)
%&

�'
%8
?C
@8
?�(

��
�

�1
B21

=94
?=

5D8
H<��

��

	

�

��
�

��	


��	


�

���

��
��


��
�

C@J
&�

+�
,


J�%
��
0�

'$
"�

%B
?2
12<
5�3

HD?
38
B?=

5�%
�
	��

4
�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

��
H@�

4
�%�

��
�(+

�

	


�
�
�

�).
�(

!#
 

%8
?C
@8
?�(

���
�

��
�

	�	
�

	�	
�




��

���
	�

	
''

''
'C
@J&

�&
�.
J"

��
�	
0�#

$�
�

'�
+�
'(

��
�"
54
91D
?B�
?6�
'#

��@
?<H
=5

B1C
5��
��DB

1>
C3
B9@
D9?
>�C

E2
E>
9D��

	�$
(�
�>
?@
85
<5C
�71
=2
915
��#

�"
��
�	

%�
��
�(+

��
	�	

��
��
�

�	
��

)&
  

()
.�
%�

�'
%8
?C
@8
?�(

���
�

��
��
���

��
���

��
��

�	
���

�	
���

C@J
%�
��

�
J)*

��
0�'

$"
�

%B
?D5

9>�
)E
25
�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�DE
2�%

��

�(

+�


	
��
�



(+
%&

%(
�#

)%
%��

%%
'

%8
?C
@8
?�(

���

	

��
��
��

��
��

��
���

�	
�
�


�
��
C@J
&�

 *
)�
J!$

#"
0�'

$"
�

!?
>�@

B?D
51
C5
�8?

=?
<?7
��=
9D?
38
?>
4B9
1<�$

(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�!
?>
�%�

�

�(+

�

	�	

��
��
�

�

���

�'
�%'

('
)�
 

%8
?C
@8
?�(

���
�

��
��
��

��
��

��
���

�	
�
�


�
��
C@J
&�

 *
)�
J!$

#"
0�'

$"
�

!?
>�@

B?D
51
C5
�8?

=?
<?7
��=
9D?
38
?>
4B9
1<�$

(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�!
?>
�%�

�

�(+

�

	

�

���

�'
�%'

('
)�
 

%8
?C
@8
?�(

���

	

��
��
��

��
��

��
���

�	
�
�


�
��
C@J
&�

 *
)�
J!$

#"
0�'

$"
�

!?
>�@

B?D
51
C5
�8?

=?
<?7
��=
9D?
38
?>
4B9
1<�$

(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�!
?>
�%�

�

�(+

�

	

��
��


�'
�%'

('
)�
 

%8
?C
@8
?�(

���
�

��
�

��

�

��

�


�
��


�

�

	��
	�
�
C@J
&�

,	
%�
J"
��


0�'

$"
�

"5
491
D?B

�?6
�'#

��@
?<H
=5

B1C
5��
��DB

1>
C3
B9@
D9?
>�C

E2
E>
9D�


�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�"
��


�%�

�


(+
�

	�	
	�
		
�


�
�	


!%
�!
!(
�!
'

%8
?C
@8
?�(

���


��
	

���
�

���
�


�
���

���

�

���

�

C@J
&�

+(
��
J"
��
�
0�'

$"
�

"5
491
D?B

�?6
�'#

��@
?<H
=5

B1C
5��
��DB

1>
C3
B9@
D9?
>�C

E2
E>
9D��

�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�"
��
�
�%�

�


(+
��

	�	

�
��


��
���

'�
�+
%!
(�

+!
 

%8
?C
@8
?�(

���
�

�	
�

	�

�

	�

�


�
��

	��
�
�

	
C@J
&�

+'
%�
J�'

�

0�'

$"
�

��
�E2

9AE
9D9>

�@
B?D

59>
�<97
1C5

��B
5

�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

��
B5


�%�
�

�(+

��
	�	

	�
��


�	
���

(!
&�

)+
�(

�� 
%8
?C
@8
?�(

���



�
�




���




���

�
���

�	
�

�	
�
C@J
&�

+-
 	
J#�
%(

#0�
'$

"�
%B
?D5

9>�
#9@

(>
1@�
$(

��
B?C

?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�#
9@C
>1
@�%

��
��(

+�
�

	�	
��
��



�
���

#!
!�
+�

 (
##

#�
+'

%8
?C
@8
?�(

���
�

	



��	
�

��	
�


�
���

��

��


�

��

C@J
&	


�
��
J"
.(
�0�

'$
"�

"H
?C
9>�
85
1FH

�38
19>
���

��$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�:1
B�%

��
��(

+�


	�	
	
�	


�
���

�"
'+

. 
!(
&(

��+
(�

�(
��

� 
%8
?C
@8
?�(

���
�

�

�

	�

	�



	
�
�


�
��

	
C@J
&�

+!
!	
J��

(�
0�

'$
"�

�3
H<�
�?
��C

H>
D85

D1C
5�6
1=
9<H�
=5

=2
5B�
�8

?=
?<?

7�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�*
��
�%�

��
�(+

��
	�	

��
��
�

�

��


���
 %

���
(%

!�
!%
'

%8
?C
@8
?�(

���
�

��
�

	�	
�

	�	
�


�
�
�


�	
�


	
C@J
&�

.*
�

J��

#0�
'$

"�
%B
?D5

9>�
38
1B<
1D1

>�$
(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�3
8>
�%�

��
�(+

��
	�	

��
�
�

�	
�
�

+&
%%

�%
+)
(!
! 
'

%8
?C
@8
?�(

���
�



�


�
��


�
��

��
���

�
�


��
��

C@J
&	

��
��
J'(




0�'

$"
�

	
(�B

92?
C?
=1
<�@B

?D5
9>�
(


�$

(�
�B
?C
?@
89<1

�=
5<1
>?
71C

D5B
��#

�'
@(



�%�

�

�(+

�

	�	

		
��
�

�	
�
�

) 
  

!!
'

%8
?C
@8
?�)

��

�



 58 

 

Table 6 免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたリン酸化ペプチド（続き） 
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Fig. 8 Tube および Pelle タンパクの構造模式図 

質量分析により，Tube の S226 および T229 残基がリン酸化されているペプチド断片が同定され

た．リン酸化を受ける 226 番目のセリンと 229 番目トレオニンは，共にデスドメインの C 末端側に

あり，中性のセリンとプロリンが豊富な領域である． 

  

4621

Death 
domain 

pS226/
pT229

-SVPQPSGNTPPIAPPR-

Tube

Pelle

1

Death 
domain Kinase domain 



 60 

 

 

Table 7 コンセンサス配列に基づく Tube の S226/T229 部位のリン酸化を担う特異的タンパクキ

ナーゼの予測 

Group-based prediction system (GPS) 3.0 を用いて，論文報告のあるリン酸化配列に対する類似

性をもとに Tube の S226/T229 部位のリン酸化を担う特異的タンパクキナーゼの予測を行った． 
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Table 8 免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたユビキチン化および SUMO 化された 

ペプチド 

ショットガン質量解析にて同定されたユビキチン化および SUMO 化されたペプチドのリストを示

す．計 104 のユビキチン化および SUMO 化ペプチドが同定されている． 
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Table 8 免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたユビキチン化および SUMO 化された 

ペプチド（続き） 
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Table 8 免疫沈降-ショットガン質量分析により同定されたユビキチン化および SUMO 化された 

ペプチド（続き） 
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Fig. 9 Polo タンパクの構造模式図 

質量分析により，polo の K455 残基が SUMO 化されているペプチド断片が同定された．この

SUMO 化を受ける 455 番目のリジンは，リン酸化ペプチド結合ドメインである polo box ドメイン

（PBD；polo box domain）1 内に存在する 
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Fig. 10 ゲノムワイド RNAi スクリーニングの結果と免疫沈降-ショットガン質量分析の結果を併

せて解析した 

プロテインキナーゼ，E3 リガーゼ，フォスファターゼに属する因子について，dMyd88 と Tube を共

過剰発現した DL1 細胞を用いたゲノムワイド RNAi スクリーニングのデータと，免疫沈降-ショット

ガン質量分析のデータを併せて解析した結果を示す． X 軸は免疫沈降物中に見出されるタンパ

クの質量分析シグナルの強度を示し，Y 軸はゲノムワイド RNAi スクリーニングで得られた RLA 値

を示す．結果と考察で触れたタンパクはオレンジ色または赤色で示し，タンパク名を表示した．同

一遺伝子に複数の dsRNA アンプリコンを使用した場合には複数のドットで表示し，各ドットを直線

で繋いで示している． 
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Fig. 11 種々の条件で実施されたゲノムワイド RNAi スクリーニングの結果と免疫沈降-ショットガ

ン質量分析の結果を併せて解析した 

FIG. 10 で示した dMyd88 と Tube の共発現によるゲノムワイド RNAi スクリーニングと免疫沈降-

質量分析に共通して同定されたプロテインキナーゼ関連因子について，既出のゲノムワイド RNAi

スクリーニングの結果とも比較した．X 軸は免疫沈降物中に見出されるタンパクの質量分析にお

けるシグナル強度を示し，Y 軸はゲノムワイド RNAi スクリーニングで得られた RLA 値を示す．同

一遺伝子に複数の dsRNA アンプリコンを使用した場合には複数表示している． 
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A: Toll 受容体活性化によるスクリーニング（ショウジョウバエ幼虫抽出液(Spz5)を用いた），B: 

dMyd88 過剰発現によるスクリーニング，C: Pelle 過剰発現によるスクリーニング，D：Dif 過剰発現

によるスクリーニング 
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Fig. 12 本研究により同定されたプロテインキナーゼ関連因子を含めた Toll 経路のシグナル伝

達の推定模式図 

Cdk1, 14-3-3e, polo は Myddosome 近傍で Toll 経路に関与しており，Cdk12, MAPk-Ak2 は

Myddosome より下流で Toll 経路に関与し，Sgg, Akt は Myddosome 近傍で，異なる経路に関与し

ているものと推定された． 
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結論と展望 

 

本研究においては，ショウジョウバエにおいて生体を防御するための自然免疫におい

て重要な役割を果たす Toll シグナル伝達経路のさらなる理解を進めるために，ショウ

ジョウバエの後期胚由来の血球系細胞である DL1 細胞を用いて検討を行った． 

はじめに，DL１細胞において哺乳類 IRAK ホモログである Tube の過剰発現により Toll

経路を活性化し, 下流のシグナル伝達メカニズムを解析することを考えた. Tube 単独

の過剰発現では Toll 経路の活性化が十分に起こらなかったことから，dMyd88 と Tube

を共に過剰発現させることにより Toll 経路を活性化し，網羅的なゲノムワイド RNAi ス

クリーニングを実施した．その結果，計 454 の候補遺伝子が同定された．これらを機

能分類したところ，プロテインキナーゼあるいはキナーゼ様ドメインを含むタンパクの

遺伝子が 21，Toll 経路に関わる既知の遺伝子が 7 つ，ユビキチンリガーゼ関連の遺

伝子が 6 つ同定された．この結果より，Toll 経路におけるこれらの機能因子の重要性

が改めて確認されたと考えられる．とくに，本スクリーニングにおいては Pelle の RNAi

による Toll 経路活性化の減弱効果が弱いという特徴があり，このことは Pelle 以外の

プロテインキナーゼが Toll 経路のシグナル伝達に主に関与している可能性を示唆し

ている．  

次に, dMyd88 と Tube の双方に V5 タグを付加したタンパクを DL1 細胞で共過剰発現

させ，その細胞溶解液から抗 V5 抗体にて Myddosome とともに共免疫沈降されるタン

パクのプロテオーム解析を行った結果，計 708 のタンパクが同定された．これらのタン
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パクの中で 19 のプロテインキナーゼ関連タンパク，15 のユビキチン化関連タンパクリ

ガーゼ，10 のフォスファターゼが同定されたことはこれらの機能タンパクが Toll 経路

のシグナル伝達において重要な役割を果たしているものと考えられた．さらに本解析

により，Myddosome と共免疫沈降するタンパク中に 68 のリン酸化ペプチドが確認さ

れ，その中に，Tube の 226 番目のセリンと 229 番目のトレオニンがリン酸化されたペ

プチド断片が同定された．この 2 つのリン酸化をもたらすキナーゼをモチーフ解析に

より試みた結果，RNAi スクリーニングならびに共免疫沈降-質量分析の両方で同定さ

れた polo キナーゼがこれらのリン酸化を行っている可能性が示唆された．すなわち

polo キナーゼが Tube のリン酸化をもたらしており，このリン酸化が Toll 経路のシグナ

ル伝達において重要な役割を担っているものと考えられた．また，ユビキチン化ある

いは SUMO 化を受けたペプチドの解析により 104 のユビキチン化/SUMO 化ペプチド

が同定されたが，その中に polo キナーゼの 455 番目のリジンが SUMO 化されたペプ

チドが同定された．この 455 番目のリジンはリン酸化ペプチド結合ドメインである

PBD1 内に存在することより，本 SUMO 化が N 末端側にあるセリン/トレオニン プロ

テインキナーゼ活性に深く関わっていることが推測された．これらの結果から，Toll 経

路の活性化により polo キナーゼが SUMO 化を受け活性化，この polo キナーゼが

Tube をリン酸化することにより下流にシグナルを伝達している可能性が考えられた． 

次に dMyd88 と Tube を共過剰発現させることにより Toll 経路を活性化した DL1 細胞

を用いて実施したゲノムワイド RNAi スクリーニングのデータと，dMyd88 と Tube の共

過剰発現で活性化した状態で Myddosome との共免疫沈降-質量分析により得られた

データを併せて解析し，特にキナーゼ関連遺伝子に注目して Toll 経路への関与，そ
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の役割について検討を行った．その結果，polo，14-3-3e ，Cdk1，Cdk12，MAPk-Ak2，

Sgg，Akt 等が Myddosome と物理的に相関し，Toll 経路のシグナル伝達に関与してい

る可能性が高いことを示すことができた．  

共同研究者らにより，Sherpa が dMyd88 をユビキチン化することにより Tube を細胞

膜上にリクルート，これにより polo キナーゼによりリン酸化を受ける可能性が示唆さ

れている．一方，Sherpa は dMyd88 をユビキチン化するとともに未知のターゲットの

SUMO 化に関与することが分かっていたが，今回 polo キナーゼが SUMO 化されてい

ることが確認されたことから，これが Sherpa により成されている可能性があるとも考

えられる．すなわち，Sherpa は dMyd88 をユビキチン化することにより Tube をリクル

ートし，Myddosome 複合体の形成を促進するとともに polo キナーゼを直接的あるい

は間接的に SUMO 化することにより，polo キナーゼを活性化，活性化された polo キ

ナーゼが Tube をリン酸化することにより Toll シグナルを強力に活性化し，下流にそ

のシグナルを伝達するという仮説を提唱したい．加えて，hyd，eff，lig 等のタンパクリ

ガーゼ関連因子が Toll 経路に関与していることが示唆されたことより，Sherpa 以外に

もユビキチン化，SUMO 化が関与すること，それが Toll 経路のシグナル伝達に重要な

役割を果たしていることも示唆されていると考えられる． 

以上，包括的ゲノムワイド RNAi スクリーニング解析の結果と，Myddosome 複合体の

共免役沈降-質量分析の結果を併せてバイオインフォマティクス解析を行い，Toll 経

路，特に dMyd88 と Tube の下流に関与する可能性のある遺伝子を同定した．加えて，

Toll経路に関与すると考えられるキナーゼ関連遺伝子，さらには翻訳後修飾を同定し

Toll 経路に関わる因子とその制御機構に関して新たな仮説を提唱するに至った． 
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本研究で提示した仮説について，今後生化学的解析，遺伝学的な解析を含めた in 

vivo 解析等により，さらなる検討が実施されることが望まれる． 
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材料と方法 

 

＜細胞培養＞ 

ショウジョウバエ DL1 細胞は，Drosophila RNAi Screening Center (Harvard medical 

school, US)より供与され，細胞培養は（10）に記載のとおりに行った．すなわち 10% 

(v/v) 加熱非働化胎児ウシ血清と 1x Antibiotic-Antimycotic (Life technologies)を含

んだ Schneider’s Drosophila medium (Invitrogen)中，25℃で維持した． 

 

＜発現ベクターおよびレポーター遺伝子の構築＞ 

全長 dMyd88，Pelle，Dif の過剰発現ベクターの構築には，cDNA 断片を pMT-

v5his expression vector (Invitrogen)に Kpn I 部位と Xho I 部位でクローニングした．

pGL3-Drosomycin-Firefly luciferase reporter vector の構築には，Drosomycin プロ

モーター領域(NCBI Reference Sequence: NT_037436.4; 3367189-3369621)を pGL3 

vector (Promega)にクローニングした．pAc5.1-Renilla luciferase transfection control 

vector の構築には，pGL4.70 (Promega)上の hRluc 遺伝子および SV40 poly 

adenylation signal sequence のカセットを pAc5.1(Invitrogen)に Xho I 部位と BamH 

I 部位でクローニングした．DG2 過剰発現ベクターの構築には，全長 DG2P2 の 

cDNA 断片を Not I 部位と EcoR V 部位で pMT-v5his expression vector にクロ

ーニングした．pCDNA3-FLAG-MyD88，pELAM(Firefly luciferase reporter vector)，

pRL-TK(Renilla luciferase transfection control vector)は東北大学生命科学研究科 

牟田達史教授より頂いた．pCMV4-PRKG2 は Origene 社より購入した．pUNO1-
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hIRAK-HA は Invivogen 社より購入した．遺伝子変異は QuikChange Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Agilent)のプロトコールに従って導入した． 

 

＜384-well plate を用いたゲノムワイド RNAi スクリーニング＞ 

Drosophila RNAi Screening Center (Harvard Medical School, Cambridge, MA, US)か

ら供与された DRSC Genome-wide RNAi Library (DRSC 2.0)を用いて，約 13,900 遺

伝子を網羅する条件でスクリーニングを行った．384-well プレート上で，80 ng 

dsRNA，10 ng pGL3-Drosomycin-Firefly luciferase reporter vector，10 ng pAc5.1-

Renilla luciferase transfection control vector を，9.3 µL buffer EC で希釈し，0.4 µL 

Enhancer， 0.5 µL Effectene と 20 分間反応させた．スクリーニング毎に，10 ng 

pMT-dMyd88， 20 ng pMT-DG2P2，20 ng pMT-Gyc76C，0.4 ng pMT-Pelle，1.0 ng 

pMT-Dif，10 ng dsRNA of Cactus を追加して反応させた．DL1 細胞 (1 ×106 

cells/mL, 35 µL)を加えてトランスフェクションを行った．24 時間後，終濃度 1 mM 

CuSO4 で過剰発現を誘導した．48 時間後，細胞内のルシフェラーゼ活性を，Dual-

glo Luciferase Assay System (Promega)を用いて，SpectraMax L-TY A luminometer 

(Molecular Devices)で検出した．算出した相対ルシフェラーゼ活性を，各プレートにつ

いて median + k median-absolute deviation 法（20）を用いて解析した. 

 

＜ゲノムワイド RNAi スクリーニング＞ 

細胞培養，RNAi の調製およびレポーターアッセイのための具体的な方法は，以前に

記載された方法により実施した（10，11）．約 13,900 の遺伝子をカバーする dsRNA が

384 ウェルフォーマットで構成された 66 枚のマイクロプレートからなる DRSC のゲノム
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ワイド RNAi ライブラリー（DRSC 2.0）を使用した． DL1 細胞に Effectene トランスフェ

クション試薬（Qiagen 社）を用いてベクターと dsRNA をトランスフェクトした．各ウェル

あたり 9.3 µL の EC バッファーに 10 ng の pGL3-Drosomycin-Firefly luciferase レポ

ーターベクター，10 ng の pAc5.1-Renilla luciferase トランスフェクションコントロールベ

クター，10 ng の pMT-dMyd88，10 ng の pMT-Tube，0.4 µL のエンハンサー，0.5 µL

の Effectene を加えたものを添加する．この約 10 µL の溶液をスクリーニングプレート

の各ウェル毎に dsRNA 80 ng と直ちに混合した．10 分間インキュベートした後，各ウ

ェルに 35 µL の DL1 細胞（1.0 x 106 cells/mL）を加えて脂質 DNA 複合体によるトラン

スフェクションを行った．28℃で 24 時間培養を行った後，CuSO4 を最終濃度が 0.5 

mM となるように加えて，48 時間，発現誘導を行った．Firefly と Renilla の luciferase

活性を Dual-Glo luciferase アッセイ（Promega 社）により測定した．データ解析，機能

注釈による候補遺伝子の同定法については先に報告の手法に従った（10）． 

 

＜RNAi とレポーターアッセイ＞ 

Drosomycin-Firefly luciferase reporter を導入した DL1 細胞（Drs-luc-DL1 細胞）を

96-well プレートにて 12 時間培養した（6.0×105 cells/well)．その後各種 Toll 関連分

子の dsRNA 200 ng ずつを Effectene トランスフェクション試薬（Qiagen）と共に添加

し，25℃で 36 時間さらに培養した．その後ショウジョウバエ幼虫の抽出液を加え

25℃でさらに 12 時間培養後，ルシフェラーゼ活性を ONE-GLO Luciferase Assay 

System (Promega)で測定した(12)． 
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dsRNA 作製用にクローニングする遺伝子のターゲット amplicon と PCR プライマー 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
aur 
Amplicon ID: DRSC27171 
Amplicon Length: 461 
160705-1 (aur-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC TAGTTGTCGAGTGCCTGTGC 
160705-2 (aur-Bw) 
AACC GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC CCAGTTCCTTGGAGGATTCA 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
CDK1 
Amplicon ID: DRSC03504 
Amplicon Length: 577 
160705-3 (CDK1-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC AGTCGGGTAGCGAAGTAAC 
160705-4 (CDK1-Bw) 
AACC GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GTCTGTTTGGAGGATGTTTTG 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
CDK12 
Amplicon ID: DRSC29623 
Amplicon Length: 352 
160705-5 (CDK12-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC ATCAATGCCTTACTGGACCG 
160705-6 (CDK12-Bw) 
AACC GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC TGGAGCTGTAGTGAGAGGGC 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
mnb 
Amplicon ID: DRSC28430  
Amplicon Length: 408 
160705-7 (mnb-Fw2) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GCTTGAGCTTAACTGCGGAT 
160611-4 (mnb-Bw) 
AGCT GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC ATAACGACGGCTACGACGAC 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Doa 
Amplicon ID: DRSC16650 
Amplicon Length: 135 
160611-1 (Doa-Bw2) 
AGCT GAATTC TAATACGACTCACTATA GGGAGACCAC TCGACGAAGAGTATGTTCTC 
160705-8 (Doa-Fw2) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC AGAGAACAACTATGAGCCATAC 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Polo 
Amplicon ID: DRSC22359 
Amplicon Length: 514 
160824-1 (polo-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC CGGAGATCCTCACCAAGAA 
160824-2 (polo-Bw) 
AACC GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GTGAGCTGCTGGTACAGG 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
MAP-Ak2 
Amplicon ID: DRSC29642 
Amplicon Length: 355 
160824-3 (MAP-Ak2-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC TGGCTAGCTAGGCTTGCACT 
160824-4 (MAP-Ak2-Bw) 
AACC GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC AGGAGAGATGGGCGTAGGAT 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
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Pitslre 
Amplicon ID: DRSC23346 
Amplicon Length: 518 
160824-5 (Pitslre-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC AGTACCCACAAGCAAAACCG 
160824-6 (Pitslre-Bw) 
AACC GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GCATAGCTGTCTTCGCTTCC 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
hyd 
Amplicon ID: DRSC28294 
Amplicon Length: 315 
160824-7 (hyd-Fw2) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GCGACCGAATAAGTCCAGAG 
160611-6 (hyd-Bw) 
AGCT GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GCCACACGACCAGAGGTTAT 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
effete 
Amplicon ID: DRSC16940 
Amplicon Length: 155 
160824-8 (effete-Fw) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC TTAATGCTGGCGACCACT 
160824-9 (effete-Bw) 
AACC GAATTC TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC AGGAGGTGTATTCTTCTTAACTA 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Ubc10 
Amplicon ID: DRSC07568 
Amplicon Length: 446 
Target Gene(s): Ubc10 
160824-10 (Ubc10-Fw2) 
AACC TTAATTAA TAATACGACTCACTATAGGGAGACCAC GTCGGCCGGACGTTTTT 
160611-8 (Ubc-10-Bw) 
AGCT GAATTC TAATACGACTCACTATA GGGAGACCAC GCCTGCGAAAAGAATTGAG 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

 

＜免疫沈降 - 質量分析＞ 

抗体結合磁気ビーズの調製：Dynabeads ヒツジ抗-ウサギ IgG M280（約 1.8 mL の溶

液）を 500 µL の PBS（pH7.4）で 3 回洗浄した．磁気ビーズを 200 µL の PBS で 3 回

洗浄した後，60 µL の抗 V5 ウサギポリクローナル抗体（MBL）を加えて室温で 1 時間

静置した．磁気ビーズに結合しなかった抗体を 500 µL の PBS にて洗浄し，除去し

た．1.25 mM のジチオトレイトール（15 % DMSO/PBS 溶液（pH 7.4））を加え，室温で

30 分間反応させ，磁気ビーズに抗体をクロスリンクさせた．磁気ビーズを 2 回 500 

µL の PBS で洗浄し，クロスリンク反応を停止させた．こうして調製した磁気ビーズを

500 µL の TBS に懸濁し，4℃にて保存した． 
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タンパク発現，免疫沈降，マススペクトロメトリー：DL1 細胞を 50 mL の SDM 培地で，

T-25 フラスコにて 1〜2 日間，80 %程度の細胞密集度になるまで前培養した．

Effectene トラスフェクション試薬（14 mL の EC バッファー中に 1 mL の Effectene と

0.8 mL のエンハンサーを加える）を用いて，細胞に発現ベクター（60 µg の pMT-

Tube-V5 と 60 µg の pMT-dMyd88-V5）をトランスフェクションし，一晩培養した．その

後，最終濃度 0.5 mM となるように CuSO4 を加えて 48 時間培養することにより，タン

パクの発現を誘導した．細胞をハーベストし，PBS にて 1 度洗浄したのちにペレットと

した（500 x g，室温，10 分間）．4 つのフラスコから採取した細胞を合わせて，10 mL

の溶解バッファー（TBS (pH 7.5)，1 % NP-40，Complete protease inhibitor cocktail 

(Roche)）を加えて，4℃で 30 分間回転させた．こうして得た細胞溶解液を 3000 x g，

10 分間遠心し，上清を回収した．ここに溶解バッファーで平衡化した 200 µL の

Dynabeads ヒツジ抗-ウサギ IgG M280 を加えて 4℃で 30 分間静置させることにより

非特異的に結合してくるタンパクを除去した．こうして処理した細胞溶解液を抗 V5 ウ

サギポリクローナル抗体をクロスリンクさせた Dynabeads ヒツジ抗-ウサギ IgG M280

と 4℃で一晩反応させた．Dynabeads を磁気により回収し，氷上で 8 mL の（TBS (pH 

7.5)，0.1 % NP-40）で 5 回洗浄した．こうして免疫沈降したタンパクを 150 µL の溶出

バッファー（50 mM Tris-HCl (pH 8.8)，0.5 % SDS）で室温で 10 分間ずつ 2 回溶出させ

た．こうして得た 300 µL の溶出液をショットガン質量分析に供した．質量分析は株式

会社医学生物学研究所に委託して実施し，結果は ProteinPilot ソフトウェア(SCIEX)

にて解析した． 

  



 79 

参考文献 

 

1. S. Akira, S. Uematsu, O. Takeuchi, Pathogen recognition and innate immunity, 

Cell. 124 (2006) 783-801. 

2. Q. Zhang, M.J. Lenardo, D. Baltimore, 30 years of NF-κB: A blossoming of 

relevance to human pathobiology, Cell. 168 (2017) 37–57. 

3. M.P. Mattson, M.K. Meffert, Roles for NF-kB in nerve cell survival, plasticity, and 

disease, Cell Death Differ. 13 (2006) 852–60. 

4. C. Hetru, J.A. Hoffmann, NF-kB in the immune response of Drosophila, Cold 

Spring Harb Perspect Biol. 1 (2009) a000232. 

5. T.D. Gilmore, F.S. Wolenski, NF-kB: where did it come from and why?, Immunol 

Rev. 246 (2012) 14–35. 

6. F. Leulier, B. Lemaitre, Toll-like receptors-taking an evolutionary approach, Nat 

Rev Genet. 9 (2008) 165–78. 



 80 

7. Y. Momiuchi, K. Kumada, T. Kuraishi, T. Takagaki, T. Aigaki, Y. Oshima, S. Kurata, 

The role of the phylogenetically conserved co-chaperone protein 

Droj2/DNAJA3 in NF-kB signaling, J Biol Chem. 290 (2015) 23816–25. 

8. B. Lemaitre, J. Hoffmann, The host defense of Drosophila melanogaster, Annu 

Rev Immunol. 25 (2007) 697–743 

9. S. Valanne, J.H. Wang, M. Rämet, The Drosophila Toll signaling pathway, J 

Immunol. 186 (2011) 649–56. 

10. H. Kanoh, L.L. Tong, T. Kuraishi, Y. Suda, Y. Momiuchi, F. Shishido, S. Kurata, 

Genome-wide RNAi screening implicates the E3 ubiquitin ligase Sherpa in 

mediating innate immune signaling by Toll in Drosophila adults, Sci Signal. 8 

(2015) ra107. 

11. H. Kanoh, T. Kuraishi, L.L. Tong, R. Watanabe, S. Nagata, S. Kurata, Ex vivo 

genome-wide RNAi screening of the Drosophila Toll signaling pathway elicited by 

a larva-derived tissue extract, Biochem Biophys Res Commun. 467 (2015) 400–

6. 



 81 

12. S. Nonaka, K. Kawamura, A. Hori, E. Salim, K. Fukushima, Y. Nakanishi, T. 

Kuraishi, Characterization of Spz5 as a novel ligand for Drosophila Toll-1 

receptor, Biochem Biophys Res Commun. 506 (2018) 510-515. 

13. S. Roth, Y. Hiromi, D. Godt, C. Nüsslein-Volhard, Cactus, a maternal gene 

required for proper formation of the dorsoventral morphogen gradient in 

Drosophila embryos, Development 112 (1991) 371-88. 

14. W. Huang da, B.T. Sherman, R.A. Lempicki, Systematic and integrative analysis 

of large gene lists using DAVID bioinformatics resources, Nature Protocols 4 

(2009) 44. 

15. W. Huang da, B.T. Sherman, R.A. Lempicki, Bioinformatics enrichment tools: 

paths toward the comprehensive functional analysis of large gene lists, Nucleic 

Acids Res. 37 (2009) 1–13. 

16. Y. K. Fujii, T. Nakano, F. Usui, Y. Bando, F. Inagaki, T. Nishimura, Utility of 

Application of Liquid Chromatography/Triple Stage Mass Spectrometry 

(LC/MS3) for Proteome Analysis, J. Mass Spectrum. Soc. Jpn, 57, (2009) 317-

325. 



 82 

17. L.R. Marek, J.C. Kagan, Phosphoinositide binding by the Toll adaptor dMyD88 

controls antibacterial responses in Drosophila, Immunity. 36 (2012) 612-22. 

18. P. Towb, A. Bergmann, S. A. Wasserman, The protein kinase Pelle mediates 

feedback regulation in the Drosophila Toll signaling pathway, Development. 128 

(2001) 4729-36. 

19. Y. Xue, F. Zhou, M. Zhu, K. Ahmed, G. Chen, X. Yao, GPS: a comprehensive www 

server for phosphorylation sites prediction, Nucleic Acids Res. 33 (2005) W184–

7. 

20. M. Hedengren, B. Asling, M. S. Dushay, I. Ando, S. Ekengren, M. Wihlborg, D. 

Hultmark, Relish, a central factor in the control of humoral but not cellular 

immunity in Drosophila. Mol. Cell. 4 (1999) 827-37. 

  



 83 

謝辞 

本研究に際し，主任指導教員として，終始ご懇篤なるご指導，ご鞭撻を賜りました金

沢大学 医薬保健研究域 薬学系 准教授 倉石 貴透 博士に謹んで御礼申し上げ

ます． 

本研究に際し，共同研究者として終始ご指導，ご支援，有益なご助言をいただきまし

た東北医科薬科大学 分子生体膜研究所 狩野 裕孝 博士に謹んで御礼申し上げ

ます． 

本研究に際し，ご指導，ご支援をいただきました慶応大学 医学部 教授 本田賢也 

博士に深く感謝申し上げます． 

社会人大学院生として受け入れて下さり，ご懇篤なるご指導，ご鞭撻を賜りました金

沢大学 医薬保健研究域 薬学系 教授 中西 義信 博士に謹んで御礼申し上げ

ます.  

副査として本論文の審査にあたり，有益なご助言、ご指導を賜りました金沢大学 医

薬保健研究域 薬学系 教授 松永 司 博士、同 教授 鈴木 亮 博士、同 准教授 

伊従 光洋 博士に謹んで御礼申し上げます. 

本研究を進めるために，数々のご支援，有益なご助言を賜りました金沢大学 医薬保

健 研究域薬学系 堀 亜紀 博士に深く感謝申し上げます． 

本研究を進めるために，数々のご支援，有益なご助言を賜りました安田女子大学 薬

学部 薬学科 助教 野中 さおり 博士に深く感謝申し上げます． 

社会人大学院生として本研究を行うことにご理解いただき，ご支援いただきました  

エーザイ株式会社 代表執行役 CEO 内藤 晴夫 博士をはじめ エーザイ株式会社 

関係者の皆様に謹んで御礼申し上げます． 
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卒業研究，修士課程の研究をご指導いただいて以来，長きにわたりご指導いただき，

本研究についても暖かくご支援，ご助言を賜りました金沢大学 名誉教授 正宗 行人

博士に謹んで御礼申し上げます． 

社会人大学院生として本研究を行うことを理解し，サポートしてくれた家族，加藤 裕

子，加藤 啓倫，加藤 彰宏，加藤 麻友美に心から感謝申し上げます． 

最後に，長きにわたり支えてくれ，本論文を書き終えたことを最も喜んでくれているで

あろう，父 加藤 増郎ならびに母 加藤 つぎよに心からの感謝を込めて本書を捧げ

ます． 


