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1.   要旨 
 
 ショウジョウバエの複眼は約 800 個の個眼 (ommatidium) から構成され，各個眼には 8
個の光受容細胞 (photoreceptor cell; PR) と複数の付属細胞 (accessory cells) が存在する．
PR細胞は外側 PR (R1–R6) と内側 PR  (R7，R8) に分類され，外側 PRは視物質 Rh1を発
現して運動視に関与し，内側 PRは Rh3–Rh6のいずれかを発現して色覚に関与する．R7
および R8におけるロドプシン発現パターンにより，個眼は pale型 (R7: Rh3／R8: Rh5) 
および yellow 型 (R7: Rh4／R8: Rh6) に分類され，両者は一定比率でランダムに分布す
る．これらの発現パターンは極めて厳密に制御されており，R7から同一個眼内の R8へ
と伝達される「Rh5 誘導シグナル (instructive signal)」によって規定される．しかし，発
生後期には R7と R8の間に R1の細胞体が介在するため両細胞間の直接接触は存在せず，
Rh5 誘導シグナルの細胞間伝達機構は長らく未解明であった．先行研究により，転写制
御因子 Defective proventriculus (Dve) の R1における活性がシグナル伝達に必須であるこ
とが示され，R7→R1→R8 という経路で情報が伝達される可能性が示唆されてきた．一
方，細胞間結合は組織の構造維持だけでなく，発生期のシグナル伝達や機能分化にも関

与する．とくにギャップ結合は，隣接細胞間でイオンや小分子を直接移動させる細胞間

チャネルであり，昆虫では Innexin がその主要構成因子として機能する．複眼において
innexin2 (inx2) の機能低下がロドプシンカップリング異常を引き起こす報告があるが，
inx2 は主として付属細胞で発現することから，PR 細胞自身ではなく周囲の付属細胞を
介した間接的な情報伝達機構の存在が強く示唆される．そこで本研究では，付属細胞に

おけるギャップ結合依存的シグナル伝達が，R7–R8間のロドプシンカップリング制御に
果たす役割を明らかにすることを目的として解析を行った． 
 
1. ギャップ結合因子の同定と付属細胞における必須性 
 まず，R7–R8 間の情報伝達に細胞間結合が関与する可能性を検証するため，眼全体に
おいて細胞間結合関連因子を RNA干渉 (RNAi) により機能低下させ，ロドプシン発現の
カップリング異常 (mis-coupling) を指標としたスクリーニングを行った．その結果，接
着結合 (adherens junction) や隔壁結合 (septate junction) 関連因子の抑制では顕著なカップ
リング異常はほとんど認められなかったのに対し，複数のギャップ結合関連遺伝子の抑

制により，Rh3/Rh6 ミスカップリングが有意に増加することを見出した．とくに，
innexin2 (inx2) および innexin7 (inx7)  の機能低下は高い再現性でミスカップリングを誘導
し，これらが Rh5誘導シグナルの成立に関与する可能性が示された． 
 次に，inx2/ inx7 がどの細胞種で要求されるかを明確にするため，付属細胞 (円錐細胞お
よび一次色素細胞) で発現する spa-GAL4 を用いて，付属細胞特異的に inx2 または inx7 
を RNAi  により抑制した．その結果，眼全体での抑制と同様に Rh3/Rh6 ミスカップリ
ングが有意に増加し，Inx2 および Inx7 が付属細胞において必須であることが示された．
付属細胞は PR 細胞の細胞体を取り囲み，光学的遮蔽や組織の形態形成に寄与するのみ
ならず，発生期には PR 細胞と接触しうる構造 (例：円錐細胞の突起) を持つことから，
付属細胞-PR 細胞間のギャップ結合を介した情報伝達が，R7→R8 の機能的連結を成立
させる可能性が浮上した． 
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2. 付属細胞分化(Notch依存)とギャップ結合の時期特異的要求性 
 ギャップ結合が「分化した細胞間の継続的な物質移動」に必要なのか，あるいは「発
生期の特定時間窓における組織成熟」に必要なのかを区別するため，温度感受性

GAL80 (GAL80ts) を用いた時期特異的抑制実験を行った．全眼で inx2 または inx7 の
RNAi 誘導を時間窓ごとに開始したところ，囲蛹殻形成時 (0h APF [After puparium 
formation] 付近) あるいは蛹期初期 (12h APF付近) から抑制を開始した条件でミスカップ
リングが顕著に増加した一方，24h APF以降に抑制を開始した条件ではミスカップリン
グの増加が見られなかった．RNAi 誘導の立ち上がりや GAL80ts の解除に要する時間遅
れを考慮すると，Inx2/Inx7 が要求される臨界期は蛹期初期に位置し，付属細胞分化が
進行し完了へ向かう時期と重なることが示唆された．したがって，Inx2/Inx7 は成熟後
のPR細胞間で常に開口するチャネルとして働くというよりも，付属細胞の発生・成熟
過程，あるいはその完了に伴うPR細胞成熟開始 (ラブ́オドメア形成開始やロドプシン発
現プログラムの確立) を適切なタイミングで誘導する過程に関与する可能性が高い． 
さらに，付属細胞分化の主要制御系であるNotchシグナルとの関連を検証した．Notchの
機能を時期特異的に阻害すると，付属細胞配置の乱れ(一次色素細胞の異常誘導，二
次・三次色素細胞配列の破綻，剛毛の重複など)とロドプシンミスカップリングが強く
相関し，とくに一次色素細胞誘導が進行する時間窓に Notch 活性が阻害された条件でミ
スカップリングが増加した．これらの結果は，Notch依存的な付属細胞発生プログラム
の成立が，R7–R8 間のRh5 誘導シグナル伝達に必要な「場」を形成し，その過程で
Inx2/Inx7 を介したギャップ結合依存シグナルが機能することを支持する． 
 
3. IP3R–Ca²⁺シグナル経路の関与とモデル 
 ギャップ結合を介して移動しうる候補分子としては，イオン (特にCa²⁺) やI P3 などの小
分子が知られ，発生過程では Ca²⁺ 波が細胞集団の協調的成熟を制御する例が報告され
ている．そこで本研究では，候補経路として cAMP–PKA 経路および IP3 受容体 (IP3R)
を介した Ca²⁺ シグナル経路に着目し，それぞれ阻害条件下でロドプシンカップリング
への影響を評価した．その結果，PKA 阻害条件ではミスカップリングの有意な増加は
認められなかった一方，IP3R 機能阻害によりミスカップリングが有意に増加した．以
上より，付属細胞におけるInx2/Inx7 依存的なギャップ結合は，IP3R–Ca²⁺ シグナルと連
動することで付属細胞の成熟，あるいはPR細胞の成熟開始に必要な状態変化を誘導し，
結果として R7–R8  間のロドプシンカップリングを確立することが示唆された． 
本研究の成果は，感覚神経細胞 (R7/R8) の機能分化が神経細胞自身の自律的機構のみで
完結するのではなく，周囲の非神経細胞(付属細胞)によるギャップ結合依存的シグナル
伝達を介して制御されることを示すものである．すなわち，付属細胞のNotch依存的分
化と Inx2/Inx7 を介した細胞間コミュニケーションが協調して，Rh5 誘導シグナルが成
立する発生学的時間窓を規定し，R7–R8の機能的カップリングを成立させるという新た
な概念を提示する．これらの知見は，神経発生・感覚器形成における「非神経細胞によ

る分化タイミング制御」という一般原理の理解を深化させるとともに，ギャップ結合が

組織レベルで神経機能の精密化に関与する仕組みの解明に寄与すると期待される． 
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2.   序論 
 
  細胞‐細胞接着および細胞間結合は，多細胞生物における組織恒常性の維持に必須であ
り，バリア形成，細胞増殖，細胞移動，組織形態形成など多岐にわたる生命現象を統合

的に制御する(Guillot and Lecuit, 2013；Garcia et al., 2018)．上皮組織では，頂端側に接着
結合 (adherens junction; AJ)，側方領域に中隔結合 (septate junction; SJ) が配置され，SJは
脊椎動物におけるタイトジャンクションに相当する閉鎖結合として機能する (Rice et al., 
2021)．さらに，これらの結合構造は単なる細胞間接着装置にとどまらず，創傷治癒や
平面内極性 (planar cell polarity)，apical-basal polarityの形成など「非閉鎖的」な多様な機
能を担うことが示されている (Rice et al., 2021)．ショウジョウバエにおいて Crumbsは上
皮の apical-basal polarityを規定する中心因子であり，AJの局在制御を通じて，光受容細
胞 (photoreceptor cell; PR) における集光器官ラブドメア (rhabdomere) の形態形成に重要で
ある (Izaddoost et al., 2002；Pellikka et al., 2002；Pichaud, 2014)．したがって，細胞接着因
子は細胞間接着だけでなく，発生過程のさまざまな局面で細胞内シグナルを生成し，組

織形成と機能成熟の時間的・空間的制御に寄与する重要な分子基盤である． 
  このような細胞間結合のなかでも，ギャップ結合 (gap junction) は隣接細胞間にチャネ
ルを形成し，イオンや小分子を直接交換することで細胞集団の協調を可能にする代表的

な細胞間コミュニケーション機構である (Bauer et al., 2005；Herve and Derangeon, 2013；
Guiza et al., 2018)．ギャップ結合チャネルは，六量体のヘミチャネル (半チャネル) が向
かい合ってドッキングすることにより形成される．脊椎動物では Connexin が，無脊椎
動物では Innexin が主要な構成因子であり，両者の配列相同性は低いものの，同様の膜
貫通構造と細胞間チャネル形成能を持つ (Bauer et al., 2005；Guiza et al., 2018)．Connexin
変異が遺伝性難聴や皮膚疾患 (Cx26, Cx30)，遺伝性白内障 (Cx46, Cx50) など多様な疾患
を引き起こすことは，ギャップ結合が組織機能に不可欠であることを強く支持する

(Srinivas et al., 2018)．一方，無脊椎動物における Innexin ファミリーも多様であり，ショ
ウジョウバエでは innexin2〜innexin7，さらに Shaking-B (Inx8) など複数の因子が組織特
異的に機能することが報告されている (Stebbings et al., 2002)．これらの知見は，ギャッ
プ結合が発生・分化・組織成熟において重要な役割を担い，細胞種や発生段階に応じて

異なる分子組成が利用される可能性を示唆する． 
  ショウジョウバエ複眼は，細胞間コミュニケーションが神経細胞の機能分化をどのよ
うに制御するかを解析する上で優れたモデル系である．複眼は約 800 個の個眼
(ommatidium) から構成され，各個眼には 8 個の PR 細胞 (外側 PR：R1–R6，内側 PR：
R7，R8) に加え，円錐細胞 (cone cell) および色素細胞 (pigment cell) からなる付属細胞群
が規則正しく配置される( Cook and Desplan, 2001)．PR細胞の頂端側には多層膜が折り畳
まれたラブレット (rhabdolet) を含むラブドメアが形成され，ここに視物質ロドプシン
(Rhodopsin; Rh) が局在して光受容が実行される．外側 PR (R1–R6) は広域波長に応答す
る Rh1 を発現し，運動視・形態視に関与して軸索をラミナへ投射する．一方，内側 PR 
(R7，R8) は Rh3〜Rh6 を発現し，色覚や偏光認識を担って軸索をメダラへ投射する
(Cook and Desplan, 2001；Wernet and Desplan, 2004)．背側偏縁部 (dorsal rim area; DRA) で
は偏光認識に特化した個眼が配列し，R7と R8がともに Rh3を発現する特殊なサブタイ
プが形成される．中心部の多くの個眼では，R7と R8のロドプシン組合せにより pale型
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(R7: Rh3／R8: Rh5) と yellow型 (R7: Rh4／R8: Rh6) が決定され，両者はおよそ 3:7の比
でランダムに分布する (図.1) (Wernet and Desplan, 2004；Mollereau and Domingos, 2005)．
R7と R8は同一光軸上に上下に並んで配置されるため，異なる波長感受性をもつロドプ

シンが同一個眼内で厳密にペアリングすることが，色の識別における基本構造となる． 
  この極めて厳密なロドプシンペアリングは，pale型 R7 (pR7) から同一個眼内の R8へ伝
達される “Rh5誘導シグナル (instructive signal)” によって成立する (Chou et al., 1999)．R7
側では，蛹中期に Spineless (ss) が約 70%の R7でランダムに発現し，yellow型 R7 (yR7) 
運命と Rh4発現を誘導する(Wernet et al., 2006)．残りの R7は pR7となり，Orthodenticle 
(Otd) などを介して Rh3 の発現が確立する (Tahayato et al., 2003)．R8 側の運命は Warts 
(Wts) とMelted (Melt) による相互抑制フィードバックによって制御され，yellow 型では
Wts 優位により Rh5が抑制され Rh6 が発現し，pale 型では Rh5誘導シグナルに応答して
Melt が誘導され Rh5が発現する (Mikeladze-Dvali et al., 2005；Chou et al., 1999)．このよ
うに，R7の確率的運命決定と R8の状態安定化回路が統合されることで，個眼レベルの

サブタイプが厳密に成立する． 
  しかし，Rh5 誘導シグナルの「細胞間伝達経路」は長年未解明の重要課題である．発

生後期には R7と R8の間に R1の細胞体が介在し，R7と R8が直接接触しない構造が生
じるため，R7 由来情報がどのように R8へ伝わるのかは自明ではない．先行研究により，
ホメオドメイン型転写制御因子 Defective proventriculus (Dve) は yellow型 R7で rh3を抑
制する役割を担い，さらに R1における Dve 活性が R7→R8へのシグナル伝達に必要で
あることが示され，R7→R1→R8 という細胞間コミュニケーション経路の存在が示唆さ
れている (Johnston et al., 2011；Kitamata et al., 2024)．この事実は，Rh5誘導シグナルが
単純な R7–R8 間の局所接触によって完結するのではなく，個眼内の細胞配置変化を踏

まえた多段階の情報伝達機構によって支えられている可能性を示す． 
  個眼内のPR細胞は周囲の付属細胞に取り囲まれており，付属細胞は形態・光学機能の
みならず PR 細胞成熟にも関与する．円錐細胞は角膜レンズ形成に関与し，ラブドメア

遠位部をキャップするとともに，interretinular fiberを伸長してPR 細胞体に接触しうる．
円錐細胞は prospero や dPax2 などグリア関連遺伝子の発現を示し，ラブドメア形成や
PR細胞の生理機能制御に関与する“グリア様機能”が提唱されている (Charlton-Perkins et 
al., 2017)．色素細胞は PR 細胞体を包み込み，個眼間の光散乱を防ぐとともに視覚応答

に必要である (Wang and Montell, 2005)．付属細胞分化は Notch (N) シグナルに強く依存
し，円錐細胞運命は PR 由来の EGFR と Notch の組合せで誘導される (Nagaraj and 
Banerjee, 2007)．囲蛹殻形成後 18時間 (18h APF) 頃には，円錐細胞に隣接する細胞が高
い Notch 入力を受け，Hibris (Hbs) や Sticks-and-Stones (Sns) などの接着分子発現を介し
て一次色素細胞 (primary pigment cell; PPC) が形成される (Bao, 2014)．さらに二次・三次
色素細胞の格子状配列は Notch依存的な細胞選別 (不要細胞の除去) によって整えられ，

最終的に約 40h APFまでに付属細胞分化が完了し，その後ロドプシン発現が誘導される
(図.1；Miller and Cagan, 1998；Bao, 2014)．この時間軸は，付属細胞が PR細胞の機能成
熟 (ラブドメア形成，ロドプシン発現，サブタイプ確立) に先行して“環境”を整えること

を示唆する． 
  細胞‐細胞間の直接的情報交換という観点から，ギャップ結合はこの問題に対する有力

な候補機構である．ショウジョウバエではギャップ結合構成因子 Innexin が複数存在し，
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発生段階・細胞種ごとに異なる発現様式を示す (Stebbings et al., 2002)．とくに innexin2 
(inx2) は幼虫期には眼原基全体で発現するが，蛹期には主として色素細胞での発現が顕

著になることが報告されている (Richard and Hoch, 2015)．また inx7も PPCで発現するこ
とが示されている (Stebbings et al., 2002)．一方で Shaking-B (ShakB；Inx8) は複数アイソ

フォームを持ち，ShakB (neural) が外側 PR (R1–R6) で発現する (Stebbings et al., 2002)．
これらの発現特性は，PR 細胞のみならず付属細胞を含む個眼内ネットワークとしてギ

ャップ結合が組み込まれ得ることを示す． 
  さらに，ギャップ結合は単に細胞間の電気的・代謝的結合を提供するだけでなく，発

生における細胞運命決定や組織成熟のタイミング制御にも関与しうる．ギャップ結合を

介した Ca²⁺シグナルは，複数の組織で分化制御に関与することが報告されており
(Dupont et al., 2007)，ショウジョウバエでも Inx2依存の Caフラックスが卵形成過程の

border cell 運命決定に必要である (Sahu et al., 2017) など，Innexinが Ca²⁺ダイナミクスの
組織内伝播に寄与する例が示されている．また Inx2–Inx7 を介した高 Ca²⁺の広がりが腸

上皮の損傷治癒に関与することも報告されている (Petsakou et al., 2023)．眼発生におい
ても，色素細胞を介した Ca 波が観察され，細胞骨格収縮と関連することが示唆されて

いる (Ready and Chang, 2021)．これらの知見は，付属細胞におけるギャップ結合が，単
なる構造維持ではなく，PR 細胞成熟や機能分化に必要な“時期特異的シグナル”を整え

る役割を担う可能性を支持する． 
  以上の背景を踏まえ，本研究では，R7–R8 間の Rh5 誘導シグナル伝達機構に細胞結合
分子が関与するかを検証し，とくにギャップ結合因子に着目して解析を行った．眼全体

でのRNAiスクリーニングにより，複数のギャップ結合遺伝子 (ShakB，inx2，inx7) の機
能低下で Rh3/Rh6 ミスカップリング (ロドプシンのデフォルト状態と考えられる異常ペ

アリング) が増加することを見出し，さらに付属細胞特異的抑制により Inx2および Inx7
が付属細胞においてRh5誘導シグナル成立に必要であることを明らかにした．加えて，
付属細胞分化の中核である Notch依存的発生過程とロドプシンカップリングの関係，お

よびギャップ結合を介して伝播しうる候補分子として IP3R–Ca²⁺シグナルの関与につい
ても解析し，R7–R8という異なる神経細胞間の機能的カップリングが，隣接する非神経
細胞 (付属細胞) によるギャップ結合依存的シグナル伝達によって確立されるという作

業仮説を提示する． 
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3.   材料と実験方法 
 
3-1. ショウジョウバエの系統および飼育条件 
  本研究ではキイロショウジョウバエ (Drosophila melanogaster) を用いた．特に断りのな

い限り，すべての系統は標準培地 (酵母・コーンミール培地) で飼育し，25℃恒温条件
下で維持した．GAL80ts を用いた時期制御実験および温度感受性 Notch 変異体 (Nts) を用
いた実験では，GAL4 活性の抑制および温度依存表現型の安定化のため，親世代および

交配後の飼育は 18℃で行った．所定の時点で 30℃に温度シフトし (各実験の条件は結果
に記載)，温度シフト後は成虫羽化まで 18℃に戻して飼育した． 
  本研究で用いた主な系統を以下に示す．  
細胞接着構造関連因子の機能阻害には主にRNAi  系統を用い，Vienna Drosophila 
Resource Center (VDRC)，Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC)，国立遺伝学研究所 
(NIG) 由来の系統を使用した． 
VDRC：inx3 v39094，inx3 v44767，inx7 22949，Dlg CG1725 41134，coracle-IR v9788 
BDSC：ogre-IR JF02595 (#27283)，Pka-R1-IR (#35550)， Itpr[DN] (#602868)，GAL80ts 
(#7016) 
NIG： inx2 4590R-2， inx4 10125R-1， inx5 7537R-1， inx6 17063R-1， inx6 17063R-3，
shaking-B 12678R-3，DE-cad 3722R-1，UAS-IP3R-IR 1063R-1，UAS-IP3R-IR 1063R-2，
UAS-IP3R-IR HMC03351 ， UAS-Adcy1(rutabaga)-IR 9533R-1 ， UAS-Adcy1(rutabaga)-IR 
9533R-2  
野生型コントロールとして Oregon-R (OR) 系統を用いた．成虫複眼で white RNAiを誘導
するために GMR-wIR (Lee and Carthew, 2003)を用いた．眼特異的発現ドライバーとして 
GMR-GAL4 (Li et al., 2012; BDSC#1104)，付属細胞領域 (円錐細胞および一次色素細胞) で
の発現ドライバーとして spa-GAL4 (Jiao et al., 2001; BDSC#26656) を用いた．温度感受性 
GAL80 として GAL80ts (BDSC #7017)  を用いた． 
R7/R8 ロドプシン型判定のため，Rh4-EGFP (BDSC#7456) を用いた．また，Notch 活性
を阻害するため，UAS-d.n.N (N[DN]) (Go et al., 1998; Tanaka et al., 2007), Nts (BDSC#2533) 
を用いた. 
 
  本研究で用いた代表的な遺伝子型 (genotype) は以下の通りである (表記は原則として

「染色・解析に用いた成虫個体」)． 
(1) 全眼での RNAi 阻害 : w; GMR-GAL4/(+)(UAS-**); wIR Rh4EGFP#2/(+)(UAS-**)(各

RNAi) 
(2) 付属細胞での RNAi 阻害: spa-GAL4/Y; (+)(UAS-**)/Cyo; wIR Rh4EGFP#2/(+)(UAS-

**)(各 RNAi) 
(3) 時期制御: w; GMR-GAL4/UAS-**; wIR Rh4EGFP#2/GAL80ts，または spa-GAL4/Y; 

UAS-**/CyO; wIR Rh4EGFP#2/GAL80ts 
(4) Notch温度感受性: UAS-d.n.N (N[DN]); Nts (各温度シフト条件) 
(注) 遺伝子型の詳細は，実験ごとの図・結果の記載に併記した． 
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3-2. ステージングおよび温度シフト条件 
①卵および蛹期ステージング 
卵の回収は，酵母を塗布したブドウジュース寒天プレートに成虫を 4時間産卵させ，回

収した卵を after egg laying (AEL) 0 時間と定義した．白色前蛹 (white prepupa) は after 
puparium formation (APF) 0時間と定義し，白色前蛹化した個体を回収して解析に用いた． 
② 温度シフト 
GAL80ts を用いた実験では，18℃で飼育して GAL4 活性を抑制したのち，所定の時点

(例：0h APF，12h APF，24h APF 等)で 30℃へ移し，GAL80tsによる抑制解除により
RNAiまたは阻害因子を誘導した．温度シフト後は成虫羽化まで 18℃に戻して飼育した．

Nts を用いた実験では，指定の時間窓(例：0–8h，10–16h，16–24h，24–32h APF)において
30℃に移し，Notch 機能を一過的に阻害した． 
 
3-3. 成虫レチナの解剖および免疫染色 
   成虫レチナの免疫染色は既報 (Hsiao et al., 2012) を参考に行った．成虫頭部を PBS 
(phosphate-buffered saline) 中で解剖し，口吻を除去したのち，触角・クチクラ・脂肪組

織を可能な限り除去してレチナを回収した．固定は 3.7% formaldehyde を含む PBS (PBS-
0.3%) 中で室温 15分間振盪した．PBSで一度洗浄後，laminaを除去し，PBS-0.3% Triton 
X-100 を含む固定液 (3.7% formaldehyde/PBS-0.3% Triton X-100) に置換して室温 15分間
振盪した．続いて PBS 洗浄後，PBST (PBS + 0.3% Triton X-100) で洗浄し，ブロッキング

液(3% BSA/PBS-0.3% Triton X-100) で室温 30分間ブロックした． 
   一次抗体は mouse anti-Rh3 (2B1，S. Britt 博士より供与，1:50) および mouse anti-Rh5 
(7F1，S. Britt 博士より供与，1:100) を用い，室温 40分間振盪後，4℃で一晩反応させた．

翌日，室温 30分振盪後，PBS-0.1% Tween-20 で 3 回洗浄した．ブロッキング液(5% skim 
milk/PBS-0.2% Tween-20)に置換し室温 40 分振盪後，二次抗体として Cy5-conjugated 
secondary antibody (Jackson ImmunoResearch, 1:200) および   Phalloidin-TRITC (SIGMA; 
20μM, 1/200)  を用い，室温 30 分振盪後，4℃で一晩反応させた．翌日，PBS-0.1% 
Tween-20で 3 回洗浄し，Vectashield  (Vector Laboratories) で封入した．観察および共焦

点画像取得は Olympus Fluoview1200 を用いて行った． 
 
3-4. 蛹期レチナの解剖および免疫染色 
蛹期レチナの免疫染色は既報 (Hsiao et al., 2012；Wang et al., 2022) を参考に行った．氷

上に置いた PBS 中で蛹殻を開き，レチナ ‐脳複合体を摘出した．固定は  3.7% 
formaldehyde/PBS-0.3% Triton X-100 中で室温 15分間振盪した．PBS洗浄後，PBST (PBS-
0.3% Triton X-100) で洗浄し，ブロッキング液 (3% BSA/PBS-0.3% Triton X-100) で室温 30
分間ブロックした． 
一次抗体として，mouse anti-Arm N27A1 (1:200, DSHB) および DN-Ex (DSHB DN-Ex 
#8，1:200) を用い，室温 40分振盪後 4℃で一晩反応させた．翌日，PBSおよび PBSTで
洗浄し，ブロッキング液 (5% skim milk/PBS-0.2% Tween-20) で室温 40分振盪した後，

二次抗体として anti-mouse-IgG-Cy5 (Jackson ImmunoResearch Laboratory #115-175-146; 
1/200) を用い，室温 30分振盪後 4℃で一晩反応させた．翌日，PBSおよび PBSTで洗浄

し，脳を除去してレチナのみを分離し，Vectashieldで封入した．観察は Olympus 
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Fluoview1200 を用いて行った． 
(注)蛹期サンプルは形態が脆弱であるため，解剖・固定操作は可能な限り低温下で迅速

に行った． 
 
3-5. 画像取得条件 
共焦点顕微鏡(Olympus Fluoview1200)を用いて画像取得を行った．撮影条件は原則とし

て 全 サ ン プ ル で 統 一 し ， 代 表 条 件 と し て 以 下 を 用 い た ． 
Scan speed：40.0 μs/pixel，画像サイズ：640×640，Z step：0.49 μm，対物レンズ：40×． 
レーザーおよび検出条件の例として，FITC (Rh4-EGFP/Phalloidin 等) は Laser 5.0%，HV 
550，Gain 1，Offset 0，Cy5 (Rh3/Rh5/接着構造等) は Laser 5.0%，HV 650，Gain 1，Offset 
0，TRITC (Phalloidin-TRITC) は HV 380–550 (サンプルに応じ微調整) を用いた． 
 
3-6. ロドプシンカップリング(個眼サブタイプ)の定量 
成虫複眼の免疫染色像から，Rh3/Rh5 (pale type)，Rh4/Rh6 (yellow type)，およびミスカ
ップリング (例：Rh3/Rh6) を判定した．個眼数のカウントは Adobe Photoshop 2025 の 
Count Tool を用いて手動で行った．解析では，全 pale type個眼 (Rh3 陽性 R7を含む個眼)
に対するミスカップリング個眼の割合(%) を算出し，各遺伝子型・条件間で比較した． 
 
3-7. 統計解析 
統計解析には Prism6 (GraphPad Software) を用いた．ロドプシンカップリング (個眼サブ
タイプ) の頻度分布の比較にはカイ二乗検定 (chi-square test) を適用した．また，Rh3 を
発現する個眼群における Rh5 発現と Rh6 発現の頻度分布の比較には Fisher の正確確率
検定 (Fisher’s exact test) を適用した．有意水準はアスタリスクで示し，*p < 0.05，**p < 
0.01，***p < 0.001 とした． 
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4. 結果と考察 
 
第 1章 
Rh5誘導シグナル成立に必要な Innexin(ギャップ結合)因子の同定と作用部
位 
 
I-1. 序論 
   pale型個眼における R7（Rh3発現）から R8（Rh5発現）へのロドプシンカップリング

は，R7 由来の Rh5 誘導指示シグナル（instructive signal）によって厳密に制御される 
(図.1)．しかし蛹期発達後期になると，R1 細胞体が R7 と R8 の間に位置するようにな
り，R7–R8 間の直接接触は極めて限定的となる．さらに先行研究により，R1 における
Dve 活性がこのシグナル伝達に必須であることが示されており，R7→R1→R8 という多
段階経路の存在が示唆されてきた．一方，個眼内の光感受器（PR）細胞はすべて付属

細胞（cone cells および pigment cells）に囲まれており，これらの付属細胞は蛹期に PR
細胞体と密接な接触構造を形成する．したがって，付属細胞が PR 細胞間のシグナル伝
達の「場」あるいは「中継」として機能する可能性が考えられる． 
   ギャップ結合（gap junction）は，隣接細胞間でイオンや低分子量物質を直接交換する
細胞間チャネルであり，昆虫では Innexin ファミリーがその主要構成因子である．先行
研究で， inx2 が幼虫期には眼盤全体で発現するものの，蛹期には色素細胞（特に

primary pigment cells: PPC）に強く制限されること，また inx2 機能低下がロドプシンカ
ップリング異常を引き起こすことが報告されている（Richard and Hoch, 2015）．これら
の知見から，Rh5 誘導シグナルの成立には Innexin 依存的な細胞間コミュニケーション
が関与する可能性が高いと考えられた． 
   本章では，以下の 3 点を目的とした： (1) Rh5誘導シグナル成立に必須の Innexin因子
の同定とスクリーニング， (2) それらの機能的必須性が付属細胞（cone cellsおよび PPC）
に存在するかの検証， (3) mis-coupling表現型（Rh3/Rh6）の生物学的意味（デフォルト

状態への遷移）の整理，および Notch・IP3R–Ca²⁺経路との接続点の明確化． 
 
I-2. 結果 
I-2-1. 接着結合・隔壁結合の阻害では顕著なmis-coupling は得られにくいが，Innexin阻
害は再現性高く mis-couplingを誘導する 
    R7→R8 間の指示シグナル伝達に細胞間接合分子が関与するかを検証するため，複眼
全体（GMR-GAL4 駆動）で接着結合（adherence junction: AJ，DE-cadherin），中隔結合
（septate junction: SJ，Discs large/Dlg，Coracle），およびギャップ結合関連因子の RNAi
スクリーニングを行った． 
   その結果，AJおよび SJ関連因子のノックダウンでは，Rh3/Rh6 mis-couplingが一貫し
て強く誘導される条件は少なく，表現型が不安定または弱いものが多かった．これに対

し，ギャップ結合関連因子では顕著な結果が得られた．Shaking-B（ShakB, 別名 Inx8），
innexin2（inx2），innexin7（inx7）のいずれかを阻害した場合，Rh3/Rh6 mis-coupling
（デフォルト状態とされるRh3発現への回帰）が有意に増加した．特に inx2および inx7
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の阻害は再現性が高く，強いmis-couplingを誘導した (図.2)．これらの結果から，Rh5誘
導シグナルの成立には AJ/SJ よりも Innexin 依存的なギャップ結合が重要である可能性
が強く示唆された． 
   ShakB（Inx8）は複数のアイソフォームを持ち，神経型 ShakBは外側 PR細胞（R1–R6）
に強く発現する（Stebbings et al., 2002）．一方，Inx2は幼虫期には眼盤全細胞に発現す

るが，蛹期には色素細胞に制限され，Inx7 も primary pigment cells（PPCs）に発現する
（Richard and Hoch, 2015; Stebbings et al., 2002）．これらの発現パターンは，付属細胞に
おけるギャップ結合が Rh5誘導に中心的な役割を果たす可能性を示唆する． 
 
I-2-2. inx2/ inx7は付属細胞で必要である 
   次に，inx2/inx7の機能的必須性がどの細胞種にあるかを検証するため，cone cellsおよ
び PPCsに特異的に発現する spa-GAL4ドライバーを用いて付属細胞特異的なノックダウ

ンを行った  (図.3)．結果，spa-GAL4 駆動による inx2または inx7の KDは，全眼 KDと
同程度に Rh3/Rh6 mis-couplingを有意に誘導した (図.4A)．この結果は，inx2/inx7の主要
な作用部位が付属細胞（cone cellsおよび/または PPCs）にあることを示す． 
付属細胞は角膜レンズ形成（cone cells）や光散乱防止・視覚応答維持（pigment cells）
の役割を担うだけでなく，蛹期に PR細胞体と直接接触する構造（interretinular fibersな
ど）を持ち，glia様機能で rhabdomere morphogenesisや PR細胞生理を制御することも知
られている（Charlton-Perkins et al., 2017; Wang and Montell, 2005）．しかし spa-GAL4は
cone cellsと PPCsの両方に作用するため，どちらが本質的かは本章の範囲では未確定で

ある． 
 
I-2-3. Inx2/Inx7 は蛹期初期に時期特異的に要求される 
   Inx2/Inx7 がロドプシンカップリング成立のどの発生段階で必要であるかを検証するた
め，温度感受性 GAL80 (GAL80ts）を用いて inx2 または inx7 の一過的ノックダウンを全

眼で誘導した (図.5A)．18℃で飼育した後，示した時点 (0 h，12 h，24 h APF）から 
30℃へ温度シフトし，成虫羽化まで RNAi 発現を誘導した． その結果，0 h APF および 
12 h APF からの温度シフトでは Rh3/Rh6 mis-coupling が有意に増加したのに対し，24 h 
APF 以降のシフトでは mis-coupling の増加は認められなかっ た (図.5B, C)．GAL80ts の
解除および RNAi 誘導に要する時間遅延を考慮すると，Inx2/Inx7 の要求性は蛹期初期
に限定されると考えられる． 
 
I-3. 考察 
I-3-1. Innexin因子が必要であることは，Rh5誘導シグナルに“細胞間チャネル依存性”が
あることを示す(I-2-1) 
   AJ/SJは上皮構造維持に必須であるが，Rh5誘導シグナル成立には「構造保持」よりも

「情報の直接交換」が重要である可能性が高い．ギャップ結合はイオン・小分子を迅速

に共有し，発生過程での細胞集団の協調・同期化に頻繁に関与する．本研究で inx2/inx7
阻害により Rh3/Rh6 mis-coupling（デフォルト状態への回帰）が再現性高く誘導された

事実は，Rh5 誘導シグナルが「何らかの小分子・イオン動態」に依存していることを強

く示唆する．注目すべきは，mis-couplingが Rh3側（R7）ではなく Rh6側（R8）の固定
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化失敗として現れる点であり，Innexin阻害は R7の確率的運命決定を破壊するのではな

く，R8における Melt優位化などの誘導過程を阻害する状況を作り出していると考えら

れる． 
 
I-3-2. 付属細胞での必須性は「非神経細胞が神経細胞の機能分化を成立させる」ことを
示す(I-2-2) 
   spa-GAL4による付属細胞特異的KDで表現型が再現されたことから，Inx2/Inx7の主要
作用部位は付属細胞にある．付属細胞は PR 細胞体を包囲し，蛹期に密接接触構造を形

成するため，付属細胞—PR 細胞間のギャップ結合チャネルが成立し得る．一方，spa-
GAL4は cone cellsと PPCsの両方に作用するため，どちらが本質的かは未確定である．

しかし Inx2/Inx7 の蛹期発現が色素細胞（特に PPC）で強いこと（Richard and Hoch, 
2015），および第 2 章で示す Notch依存的 PPC誘導と mis-couplingの強い連動を考慮す
ると，PPCが主要な場である可能性が高い． 
 
I-3-3. 第 1章の結論：Rh5誘導シグナル成立は「PR細胞同士」ではなく「付属細胞を含

む個眼ネットワーク」で決まる 
   本章の結果は，Rh5誘導シグナルが R7–R8間の直接伝達として単純化できないことを

示した．R1介在による構造的制約下で，付属細胞における Innexin依存的ギャップ結合
が必須であり，個眼全体の細胞ネットワークがシグナル成立を担保している可能性が高

い．この機構は，付属細胞の機能的成熟（特に蛹期初期）が PR 細胞の成熟
（rhabdomere morphogenesisおよび Rhodopsin coupling）を同期させる「ゲート」として

機能することを示唆する． 
   次章では，この付属細胞側の機構が Notch 依存的発生プログラムとどのように結びつ
き，IP3R–Ca²⁺シグナルを介して PR細胞の機能的特異化を制御するかを詳細に検証する． 
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第 2章 
Notch 依存的付属細胞分化がロドプシンカップリング成立に与え
る影響 
 
II-1. 序論 
   付属細胞（cone cellsおよび pigment cells）の分化は Notchシグナルに強く依存してお
り，primary pigment cell（PPC）の誘導，secondary/tertiary pigment cells（2°/3°色素細胞）

の配列整列，剛毛（bristle）の配置など，個眼の最終構造を規定する重要な役割を果た

す．付属細胞の分化は約 40 h APFまでにほぼ完了し  (図.7A)，その後に光感受器（PR）
細胞の機能的成熟（rhabdomere morphogenesis およびロドプシンカップリング）が進行

する． 
   第 1 章で示されたように，inx2/inx7は付属細胞（特に色素細胞）で必須であり，蛹期

初期に時期特異的に要求される．これらの知見から，Rh5 誘導指示シグナルの成立には
「付属細胞が正しく分化・配置され，機能的成熟を達成すること」が前提条件である可

能性が強く考えられた．付属細胞分化異常が PR 細胞の成熟タイミングや細胞間コミュ
ニケーション環境を乱すことで，R8 における Rh5 固定化が失敗し，mis-coupling
（Rh3/Rh6）が誘導されるというモデルである． 
そこで本章では，Notch 機能を時期特異的に阻害する実験系（GMR> N[DN] GAL80ts，

spa> N[DN] GAL80ts，Nts 温度感受性アリル）を用いて，(1) 付属細胞形態異常と mis-
couplingの相関関係，(2) Notch阻害の臨界時間窓が PPC誘導期と対応するかを解析し，
付属細胞分化とロドプシンカップリング成立の因果関係を明確にすることを目的とした． 
 
II-2. 結果 
II-2-1. Notch阻害による付属細胞異常は mis-couplingと強く相関する 
   全眼（GMR-GAL4）または付属細胞特異的（spa-GAL4）で Notch ドミナントネガティ

ブ型（N[DN]）を GAL80tsシステムにより時間制御発現させたところ，特定の温度シフト

条件で顕著な付属細胞形態異常が観察された（図.6A)．具体的には，PPC の過剰誘導，

2°/3°色素細胞の配列破綻，剛毛の重複・異常配置などが生じ，これらの形態異常を示
す個眼では Rh3/Rh6 mis-coupling が有意に増加した．一方，温度シフト開始が遅い条件
（0 h APF以降）では形態異常が軽微または認められず，mis-couplingもほとんど誘導さ
れなかった（図.6B)． 
   これらの結果は，Notch 阻害による付属細胞分化異常がロドプシンカップリング異常
と密接に連動することを示す．また，spa-GAL4 駆動で付属細胞特異的に N[DN]を発現さ

せた場合も同様の傾向が得られたことから，Notch の作用は主に付属細胞側に帰属する

と考えられる（図.6C)． 
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II-2-2. Notch 機能が必要な時間窓は PPC 誘導期に一致し，16–24h APF 阻害で mis-
couplingが誘導される 
   Notchの臨界時期をより精密に解析するため，温度感受性アリル Ntsを用いて全眼で一

過的阻害を行った．付属細胞分化が 40 h APFまでに完了することを考慮し，以下の 4つ
の時間窓で 30℃温度シフトを実施した：0–8 h，10–16 h，16–24 h，24–32 h APF． 
結果，10–16 h および 16–24 h APF のシフト条件で付属細胞形態異常が顕著に観察され

た．具体的には，PPC 過剰誘導，2°/3°色素細胞の配列乱れ，剛毛重複が頻発し，特に

16–24 h APF シフトでは R8 の rhabdomere 発達不全も一部で認められた．一方，0–8 h 
APFまたは 24–32 h APFシフトでは付属細胞形態およびロドプシンカップリングがほぼ

正常であった（図.7B-E)． 
   16–24 h APFシフト条件では，形態異常を伴って Rh3/Rh6 mis-couplingが有意に増加し
た（図.7F-G)．この時間窓は PPC誘導期にほぼ対応し，Notch依存的 PPC分化・成熟が
Rh5 誘導シグナル成立の臨界期であることを強く示唆する．なお，10–16 h APF シフト
では R8 rhabdomereの不完全発達が著しく，mis-coupling評価が困難であったため，PPC
誘導期以降の阻害がカップリングに特異的に影響を与えることが確認された． 
 
II-3. 考察 
II-3-1. Notchは Rh5誘導シグナルの“上流で場を作る因子”である(II-2-1) 
   Notch阻害による付属細胞形態異常と mis-couplingの強い連動は，Rh5誘導シグナルが
PR 細胞内の転写回路だけで完結するのではなく，周囲付属細胞の分化状態・配置・成

熟に強く依存することを示す．Notch は付属細胞の運命決定そのものを制御するため，
阻害が mis-coupling を誘導するのは以下のいずれか（または複合）によるものと考えら

れる：(a) 付属細胞—PR 細胞間の物理的接触関係の破綻，(b) 付属細胞における Innexin
（Inx2/Inx7）の局在・機能的チャネル形成の不成立，(c) PR 細胞成熟（rhabdomere 
morphogenesis など）の開始タイミング異常．これにより，R8 における pale 側固定化

（Melt優位化など）の誘導過程が成立しなくなる． 
 
II-3-2. PPC誘導期が臨界期であることは，第 1 章の“付属細胞で Innexinが必須”と整合

する(II-2-2) 
   PPC は PR 細胞体を直接包囲する位置にあり，ギャップ結合チャネルの物理的接点と

して最適である．Notch阻害の臨界時間窓が PPC誘導期（16–24 h APF）に一致すること

は，第 1 章で示された Inx2/Inx7 の蛹期初期要求性と完全に整合する．つまり，PPC 成
熟が終盤に差し掛かる段階で付属細胞側の結合環境（Inx2/Inx7 を含む）が整い，R8 の
成熟・Rh5 カップリング固定化に必要なシグナル伝達が可能になる，というモデルを支

持する． 
   一方，Notch阻害は形態異常を広範に引き起こすため，mis-couplingが「純粋なシグナ

ル伝達不全」なのか「成熟不全の二次効果」なのかの切り分けが必要である．今後，形

態異常が軽微な条件での mis-coupling 再現性，R8 rhabdomere 成熟指標（例：

PtdIns(3,4,5)P3 蓄積など）との相関解析，または PPC特異的 Notch阻害系の構築が重要

となる． 
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II-3-3. 第 2 章の結論：Notch依存的付属細胞分化は Rh5誘導シグナル成立の前提条件で

ある 
   本章の結果は，Notch 依存的な付属細胞分化（特に PPC 誘導・成熟の時間窓）がロド

プシンカップリング成立と密接に結びつくことを示した．第 1 章の Innexin 必須性と合
わせると，Notch は付属細胞側の結合・シグナル環境を整える上流因子として位置づけ

られる．この環境整備が完了した段階で IP3R–Ca²⁺ 経路が作動可能となり，R8への Rh5
誘導シグナルが成立するという一連の流れが明らかになった．次章では，この Notch下
流の IP3R–Ca²⁺ シグナルがどのように gap junctionを介して PR細胞成熟を指令するかを

詳細に解析する． 
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第 3章 
IP3R–Ca²⁺シグナルが Rh5誘導シグナル成立に果たす役割 
 
III-1. 序論 
   ギャップ結合（gap junction）は，隣接細胞間でイオンや小分子を直接交換する重要な
構造であり，発生過程における細胞間コミュニケーションの基盤として広く機能してい

る．ギャップ結合を介して移動可能な候補分子としては，Ca²⁺，IP3，cAMP，cGMP，
ATPなど多様な第二メッセンジャーが挙げられるが，中でも Ca²⁺ 波（calcium wave）は，
細胞集団の同期化，運命決定，組織修復，形態形成のタイミング制御など，さまざまな

生物学的現象に深く関与することが知られている (Dupont et al., 2007; Berridge et al., 2003)．
キイロショウジョウバエ（Drosophila melanogaster）では特に，Inx2 依存的な Ca²⁺動態
が血球前駆細胞の運命決定（Ho et al., 2021），卵巣濾胞細胞における border cellの運命
指定（Sahu et al., 2017），損傷後の腸上皮修復における Ca²⁺ 拡散と再生応答（Petsakou 
et al., 2023），眼発達における色素細胞を介した Ca²⁺ 波の伝播および endfeet stress fiber
の収縮制御（Ready and Chang, 2021）など，多様な文脈で報告されており，これらの例

は Innexin依存的ギャップ結合が Ca²⁺ 波の成立と細胞間シグナルの同期化に中心的な役
割を果たすことを強く示唆している． 
   これまでの本研究では，第 1 章において inx2/inx7が眼の付属細胞（特に色素細胞）に

おいて必須であり，蛹期初期に時期特異的に要求されることが明らかになった．また，

第 2 章では Notchシグナル依存的な付属細胞分化（特に primary pigment cell：PPCの誘
導と成熟）がRh5誘導シグナルの成立に不可欠な前提条件であることが示された．これ

らの知見を統合すると，Rh5 誘導シグナル成立の機構は「付属細胞の分化・成熟 → 
Innexin（Inx2/Inx7）依存的な機能的 gap junctionチャネルの形成 → Ca²⁺ 動態（または他

の第二メッセンジャー）の活性化」という段階的連鎖によって担保されている可能性が

強く考えられた． 
   一方で，ギャップ結合下流の第二メッセンジャーとして最も有力な候補は Ca²⁺/IP3 経
路と cAMP–PKA経路である．前者は IP3受容体（IP3R）を介した細胞内 Ca²⁺貯蔵庫か

らの Ca²⁺放出を起点とし，波状の伝播を可能にする．一方，後者は cAMP依存性プロテ

インキナーゼ A（PKA）の活性化を介して転写制御や細胞骨格再編成に寄与する可能性

があるが，眼発達における直接的な役割は未解明である．そこで本章では，ギャップ結

合依存的下流経路として(1) cAMP–PKA経路，(2) IP3R–Ca²⁺ 経路の両方を比較検証し，

Rh5誘導シグナル成立および R8における Rh5 固定化（mis-coupling抑制）にどちらが主

要に関与するかを明らかにすることを目的とした．本解析を通じて，Notch–Innexin–
Ca²⁺の連鎖が Rh5誘導の核心をなすのか，それとも他の経路が並行的に機能するのかを

分子レベルで絞り込む． 
 
III-2. 結果 
III-2-1. PKA阻害では mis-couplingの有意な増加は見られない 
cAMP–PKA 経路が Rh5 誘導シグナル成立に関与する可能性を検証するため，dominant-
negative 型 PKA（PKA-DN）を用いた機能阻害実験を行った．具体的には，GAL4/UAS
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システムにより全眼特異的ドライバー（GMR-GAL4）を用いて PKA-DNを発現させ，成
虫網膜における rhodopsin 免疫染色（Rh3, Rh5, Rh6）および転遺伝子報告株を用いて

R7/R8のロドプシン発現パターンとカップリング状態を評価した（図.8A)． 
結果，PKA-DN発現条件下では Rh3/Rh6 mis-couplingの割合に統計学的に有意な増加は

認められなかった．この結果は，Notch機能阻害や Inx2/Inx7 RNAiで観察される顕著な

mis-coupling 増加（第 1–2 章参照）と明確に異なり，R8 における Rh5 の正常発現率，
rhabdomereの形態，および個眼全体の構造もほとんど影響を受けなかった．したがって，
少なくとも本実験条件下では cAMP–PKA経路が Rh5誘導シグナルの主要な下流経路で

はないことが強く示唆された． 
 
III-2-2. IP3R機能阻害により mis-couplingが有意に増加する 
次に，IP3受容体（IP3R）の dominant-negative型（IP3R-DN）を同様の GAL4/UASシス
テムで誘導し，Ca²⁺シグナル経路を阻害したところ，Rh3/Rh6 mis-couplingが有意に増加
した（図.8A)．この増加は Notch阻害や Inx2/Inx7 RNAiと同程度の強度であり，R8にお
ける Rh5 の発現固定化失敗が顕著に観察された．この結果は，IP3R–Ca²⁺経路が Rh5 誘
導シグナル成立に必須である可能性を強く示すものである． 
 
III-3. 考察 
III-3-1. IP3R–Ca²⁺経路は Innexin依存的成立機構の中核候補である(III-2-2) 
   IP3R阻害で mis-couplingが増加した事実は，Rh5誘導シグナル成立に Ca²⁺動態が直接
関与することを強く示唆する．IP3 は細胞質 Ca²⁺放出を引き起こし，Ca²⁺波を発生させ
る（Dupont et al., 2007）．ギャップ結合は Ca²⁺そのもの，あるいは IP3などの小分子を
拡散可能にするため，Inx2/Inx7 依存的な結合環境が整うことで，付属細胞群（または

付属細胞–PR細胞間）で IP3R依存的 Ca²⁺波が同期・伝播し，R8における成熟およびロ
ドプシンカップリング固定化が誘導されるモデルが考えられる． 
   一方で，IP3R 阻害が必要な作用部位が「付属細胞側」か「PR 側」かは現時点で未確

定である．可能性として，(a) 付属細胞側の Ca²⁺波が PR 細胞成熟を指令する（例：

rhabdomere morphogenesisのタイミング制御），(b) PR細胞側での Ca²⁺応答がロドプシン
選択回路の固定化に直接必要，という両方が挙げられる．今後，細胞種特異的 IP3R 阻
害（例：spa-GAL4 駆動または PR特異的ドライバー）を行い，表現型の帰属を明確にす

る必要がある． 
 
III-3-2. PKAが主要因でないことは，候補分子輸送の仮説を絞り込む(III-2-1) 
   PKA阻害で明確な mis-coupling増加が見られなかったことから，本系における主要下
流経路は cAMP–PKAではなく IP3R–Ca²⁺である可能性が高い．これにより，第 1 章で示

された「ギャップ結合依存性」は，Ca²⁺/IP3 動態を中心とするモデルで整合的に説明可

能となる．cAMP–PKA経路が関与する例（例：placenta trophoblast fusionでの Cx43リン
酸化，Pidoux et al., 2014）とは異なり，眼発達では Ca²⁺波の同期化が中心的な役割を果
たしていると考えられる． 
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III-3-3. 第 3章の結論：Rh5誘導シグナル成立は「Notchで整えられた付属細胞環境」上

で「Innexin–IP3R–Ca²⁺」が作動する 
   本章の結果は，IP3R–Ca²⁺経路がRh5誘導シグナル成立に必須であることを示した．第

1 章の Innexin必須性，第 2 章の Notch依存的付属細胞分化の必要性と合わせると，Rh5
誘導シグナル成立は以下の段階的連鎖によって担保される可能性が高い： (1) Notch に
よる付属細胞分化・配置の完了（特に PPC 成熟）， (2) Inx2/Inx7 を基盤とした機能的
gap junctionチャネルの形成， (3) IP3R依存的 Ca²⁺動態の作動（Ca²⁺波の伝播）． 
   この連鎖は，付属細胞成熟の完了を「ゲート」として PR 細胞の機能的成熟
（rhabdomere morphogenesisおよび Rhodopsin coupling）を同期させる機構として機能す
ると考えられる．gap junctionチャネル関連分子が channel openingの精密なタイミングを
制御する「gatekeeper」として働く可能性も示唆される．次章では，これらの結果を統

合し，Rh5誘導シグナルの全体像を模式モデルとして提示する． 
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5.総合考察 

 
   本研究の結果は，Rh5誘導指示シグナルの成立が R7–R8間の単純な直接的細胞間伝達

ではなく，付属細胞（accessory cells）の成熟状態に強く依存した段階的過程であること
を強く示唆している．すなわち，(1) Notch依存的な付属細胞分化（特に primary pigment 
cell: PPC の誘導）が進行・完了することにより，個眼内に光感受器（PR）細胞の機能
的成熟（rhabdomere morphogenesis および Rhodopsin coupling）を可能にする微小環境が

整う．(2) 次いで，付属細胞側で高い要求性を示す Inx2/Inx7および PR側で必須の ShakB
（Inx8）を含む Innexin群が協働し，付属細胞–PR細胞間に機能的な gap junctionチャネ
ルを形成する．(3) この gap junctionを介して IP3R依存的な Ca²⁺シグナル（Ca²⁺波）が伝

達され，R8におけるロドプシン選択（Rh5カップリングの固定化）を誘導する． 
   本モデルは，以下の複数の独立した実験結果を一貫して説明可能である．0–12 h APF
期における inx2/inx7阻害により Rh5 mis-coupling表現型が顕著に増強される一方で 24 h 
APF 以降では影響が著しく減弱するという時間的特異性，Notch シグナル阻害による付
属細胞分化異常とRh5/Rh6 mis-couplingの密接な連動，ならびに IP3R阻害がmis-coupling
を誘導するのに対し PKA 阻害ではほとんど影響が見られないこと．これらの結果は，
gap junction介導シグナルが付属細胞の機能的成熟を介して PR細胞に指示シグナルを伝
達することを支持する． 
   一方で，本モデルは同時にいくつかの重要な未解決課題を浮き彫りにしている．第一

に，Inx2/Inx7の機能的必須性が cone cellと PPCのどちら（あるいは両方）に主に帰属

するのかは，spa-GAL4の駆動領域だけでは決定できない．第二に，これらの Innexinが
形成するチャネルが完全な gap junction（両方向性）として機能しているのか，あるい

はhemichannel（片側開放型）として機能しているのかは未解明である．第三に，Ca²⁺ダ
イナミクスが主に付属細胞側で発生し PR 細胞の成熟を指令するのか，それとも PR 細
胞側での Ca²⁺ 応答が直接的に Rh5 選択に必要なのかも不明である． 
   これらの疑問を今後解明していくことで，R7から R8への instructive signalは，従来考

えられてきたような「特定シグナル分子の直接輸送」ではなく，付属細胞の成熟完了

を「ゲート」として PR細胞の機能的成熟（rhabdomere morphogenesis および Rhodopsin 
coupling）を同期させる機構（図 8B）として再定義される可能性が高いと考えられる．

本研究の知見は，gap junction 介導の細胞間コミュニケーションが網膜発達における PR
細胞の機能的特異化をどのように制御するかを理解する上で重要な示唆を与える． 
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8. 図表 

 

 
 
 
 
図. 1  付属細胞の分化過程と個眼のサブタイプ 
(A) アクセサリー細胞の発生の模式図．光受容細胞 R7，R8，R1 (黄色の円）は，four 
cone cell stageで直接接触している．前後 (AP）および背腹 (DV）円錐細胞は，それぞれ

青色と水色で示されている．一次色素細胞 (PPC：ライトブラウン，1o）は AP円錐細胞
によって誘導され，二次 (2o）および三次 (3o）色素細胞 (ダークブラウン）が個眼の格

子構造を形成する．APF：囲蛹殻形成後． 
(B) 個眼の二つの主要なサブタイプ．長方形と円は，それぞれ光受容細胞のラブドメア
と核を表している．ラブドメア内のロドプシン発現 (Rh1，Rh3–Rh6）は，異なる色の
長方形で示されている．光受容細胞 R1-R8は白い文字で示されている．Dveの核内での

発現は，マゼンタ色の円で示されている．R7から R8への指示的 Rh5誘導信号は，曲線
矢印で示されている．R7および R8層の横断面は，ラブドメアと細胞体の位置を示して

いる． 
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図. 2 細胞接着因子のノックダウンによる個眼でのロドプシン発現 
(A) GMR-GAL4ドライバーを使用して，Shaking-B，inx2または inx7を全眼でノックダ

ウンした個眼におけるロドプシン発現．黄色型 (Rh4/Rh6）および pale 型 (Rh3/Rh5）の
個眼は，それぞれ黄色と青色の円で示されている．ミスカップリング(Rh3/Rh6）の個眼
は白い四角で示されている．Rh3/Rh5(青）および Rh4-EGFP (緑）の発現が示されてい

る．ラブドメアは Phalloidin (赤）で標識されている．スケールバー：5μm． 
(B) 示された遺伝子型で細胞接着因子をノックダウンした個眼におけるロドプシンカッ

プリング．黄色型  (Rh4/Rh6），pale 型  (Rh3/Rh5），およびミスカップリング個眼
(Rh3/Rh6）の比率が，それぞれ緑，青，およびオレンジで示されている．集計した個眼

の数 (n）および複眼 (N) の数が示されている．複眼内でのミスカップリングの比率が下
にプロットされている．誤差棒は平均標準誤差  (SEM）を示す． 
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図. 3    円錐細胞および一次色素細胞における spa-GAL4 の発現パターン 
40 h APF における spa-GAL4>UAS-Stinger の個眼像．spa 発現細胞は，円錐細 (A’の矢頭）

および一次色素細胞 (A’の矢印）において GFP 発現(緑）として標識されている．細胞

膜は anti-Arm 抗体 (白）で標識した．GFP (A’）および Arm (A”）の単一チャンネル像を

示す．スケールバー：10 μm． 
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図.4  ギャップ結合因子は付属細胞で必要である 
(A) spa-GAL4ドライバーを用いてアクセサリー細胞で inx2または inx7がノックダウン

された個眼におけるロドプシン発現．黄色型 (Rh4/Rh6）および pale 型 (Rh3/Rh5）の個
眼は，それぞれ黄色と青色の円で示されている．ミスカップリング(Rh3/Rh6）の個眼は，
白い四角で示されている．Rh3/Rh5(青）および Rh4-EGFP(緑）の発現が示されている．

R8層では，Rh4を発現する R7 (緑）が周辺部に可視化される．ラブドメアは Phalloidin 
(赤）で標識されている．スケールバー：5μm． 
(B) 示された遺伝子型での inx KD 個眼におけるロドプシンカップリング．黄色型
(Rh4/Rh6），pale型 (Rh3/Rh5），およびミスカップリング個眼 (Rh3/Rh6）の比率が，そ
れぞれ緑，青，およびオレンジで示されている．集計した個眼の数 (n）および複眼 (N）

の数が示されている．複眼内でのミスカップリングの比率が下にプロットされている．

誤差棒は平均標準誤差 (SEM）を示す． 
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図. 5  蛹期初期においてギャップ結合依存的シグナルが必要である 
(A) tub-GAL80ts を併用した GMR-GAL4 ドライバーにより，全眼で inx2 または inx7 を一
過的にノックダウンした個眼におけるロドプシン発現．試験個体は，示した時点 (0 h，
12 h，24 h APF) から羽化まで制限温度 (30℃）へシフトした．対照群 (cont.）は許容温
度  (18℃）で飼育した．黄色型 (Rh4/Rh6）および pale 型 (Rh3/Rh5）の個眼はそれぞれ
黄色および青色の円で示している．ミスカップリング (Rh3/Rh6）の個眼は白色の四角

で示している．Rh3/Rh5 (青）および  Rh4-EGFP(緑）の発現を示す．ラブドメアは 
Phalloidin (赤）で標識した．スケールバー：5 μm． 
(B, C) 示した遺伝子型における複眼あたりのミスカップリング割合を示す．エラーバー
は平均標準誤差 (SEM）を示す．集計した個眼数 (n）および複眼数 (N）を併記した． 
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図. 6 蛹期初期における Notch 阻害はミスカップリング個眼を誘導する 

(A) Notch（N）阻害条件における個眼のロドプシン発現．ドミナントネガティブ型 
Notch（N[DN]）を tub-GAL80ts を用いて，示した時点（−18 h APF，0 h APF）から成虫羽

化まで一過的に誘導した．GMR-GAL4 により全眼で，あるいは spa-GAL4 により付属細
胞で Notch を阻害した．yellow 型（Rh4/Rh6）および pale 型（Rh3/Rh5）の個眼はそれ
ぞれ黄色および青色の円で示し，mis-coupling（Rh3/Rh6）を示す個眼は白色の四角で示

す．Rh3/Rh5（青）および Rh4-EGFP（緑）の発現を示す．ラブドメアは Phalloidin（赤）

で標識した．スケールバー：5 μm． 

(B, C) 示した遺伝子型における複眼あたりの mis-coupling 個眼（Rh3/Rh6）の割合を示す．
エラーバーは標準誤差（SEM）を示す．集計した個眼数（n）および複眼数（N）を併

記した． 
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図. 7 Notch 依存的付属細胞分化が指示シグナルを成立させる 

(A) 眼発生の模式図．蛹期初期における Inx 活性(マゼンタ）は，Rh5 指示シグナル(青）

の成立に必要である．付属細胞 (AC) の規定 (緑）は 40 h APF までに完了し，この過程
には Notch (N）の活性 (黒）が必要である．L3：三齢幼虫，PP：前蛹． 
(B–E) 40 h APF における Nts オスの眼形態．対照群 (B）は許容温度 (18℃）で飼育した．

(C–E) 16–24 h APF の間に制限温度 (30℃）へシフトした試験群では，過剰な PPC (C），
二次および三次色素細胞の配列異常 (D），剛毛の重複( E）などの付属細胞異常 (矢頭）

が観察された．細胞膜は anti-Arm 抗体で標識した． 
(F) Nts オス個眼におけるロドプシン発現．示した期間 (0–8 h，16–24 h，24–32 h APF）に
制限温度 (30℃）へシフトし，羽化まで飼育した．黄色型 (Rh4/Rh6）および pale 型
(Rh3/Rh5）の個眼はそれぞれ黄色および青色の円で示している．ミスカップリング
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(Rh3/Rh6）の個眼は白色の四角で示している．Rh3/Rh5(青）および Rh4-EGFP(緑）の発

現を示す．ラブドメアは Phalloidin(赤）で標識した．スケールバー：5 μm． 
(G) Ntsオスにおけるミスカップリング割合．10–16 h APF に温度シフトした条件では R8 
ラブドメアの形態異常が認められ，ロドプシンカップリングは決定不能 (N.D.）であっ
た．示した温度シフト条件ごとの複眼あたりのミスカップリング割合をプロットした．

エラーバーは平均標準誤差(SEM）を示す．集計した個眼数(n）および複眼数(N）を併

記した． 
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図. 8  Ca²⁺ シグナルが指示シグナルに必要である 
(A) 全眼または付属細胞で IP3 受容体のドミナントネガティブ型 (IP3R[DN]）あるいは 
PKA のドミナントネガティブ型 (PKA[DN]）を発現させた個眼におけるロドプシンカッ

プリング．黄色型  (Rh4/Rh6），pale 型  (Rh3/Rh5），およびミスカップリング個眼
(Rh3/Rh6）の比率を，それぞれ緑，青，オレンジで示す．示した遺伝子型における複眼
あたりのミスカップリング割合をプロットした．エラーバーは平均標準誤差 (SEM）を

示す．集計した個眼数 (n）および複眼数 (N）を併記した． 
(B) ギャップ結合依存的指示シグナルの模式モデル．黄色型個眼では，Spineless( Ss）が 
R7 における Rh4 および Dve の発現を誘導し，Dve は Rh3 の発現を抑制する (Johnston et 
al., 2011）．pale 型個眼では，Rh3 を発現する R7 が隣接する R1 にシグナルを送る．R1 
における活性型 Dve(Dve*）は，抑制解除機構を介して R8 における Rh5 発現を誘導す
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る (Kitamata et al., 2024)．付属細胞においてはギャップ結合を介した Ca2+ 波が誘導され
る (Choi et al., 2025)．Inx2/Inx7 (黄) を含むギャップ結合を介したこの細胞間連絡は付属
細胞の分化に必要であり，間接的に Rh5 誘導シグナルに影響している可能性がある [(1) 
黒矢印]．別の可能性としては，PR 細胞間の ShkB (青) ホモ結合ジャンクションや ShkB 
と Inx2/Inx7 のヘテロ結合ジャンクションが何らかの透過分子を移動させることによっ

て   Rh5 誘導シグナルを制御している可能性もある (2)． 
 
 


