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研究成果の概要（和文）：動物の温度受容機構の解明を目指し、線虫C. elegansの低温耐性を解析モデルとして
いる。これまでに、頭部の光受容ニューロンが温度を受容し、Gタンパク質経路を介して低温耐性が制御される
ことが明らかとなった。一方で、その上流に存在するであろう温度受容体は見つかっていない。本研究では、複
数のGタンパク分子による加算的な温度情報伝達を明らかにしたまた、Gタンパク質共役型の温度受容体(GPCR)の
同定を目指し、GPCRのRNAiを行い、顕著な異常を示した遺伝子についてノックアウト系統を作製し、低温耐性に
関わるGPCRをみつけた。

研究成果の概要（英文）：Temperature is important information for biological reaction. Animals have 
acclimation mechanism to temperature changes. C. elegans has cultivation temperature-dependent cold 
tolerance. We are using the cold tolerance as a model for studying temperature signaling in animal. 
Previously reported, ASJ sensory neuron that is known as light and pheromone-sensing neuron senses 
temperature through trimeric G-protein pathway, which is required for photo signaling. However, 
photoreceptor LITE-1 was not involved in cold tolerance and temperature sensation in ASJ. In this 
study, we found that multiple G-proteins additively regulate temperature signaling in ASJ. To 
identify the temperature sensing receptor upstream of trimeric G protein, we screened G 
protein-coupled receptor (GPCR). We performed RNAi screening for GPCR genes. We constructed knockout
 mutants of respective GPCR genes by using CRISPR/Cas9 system, and analyzed cold tolerance.

研究分野：分子遺伝学

キーワード： C. elegans　3量体Gタンパク質　線虫　カルシウムイメージング
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１．研究開始当初の背景 
	 温度は地球上のどのような環境下におい
ても存在するため、生物は常に温度を感じて
おり、生体への温度情報を遮断することはで
きない。環境は時々刻々と変化するため、ヒ
トを含め生物は、温度の変化を感知しそれに
対応するための生体メカニズムを持つ。恒温
動物では、体内の温熱恒常性を維持するメカ
ニズムをもつ。例えば低温時においては、糖
質や脂質を消費することで熱産生を行い、体
温を調節している。このような体温調節は、
脳の視索前野のニューロンが深部体温の変
化を感知することと、皮膚にある受容器が環
境温度の変化を感知し、皮膚で感じた温度を
視索前野へ情報伝達することによって、環境
温度の変化に応じた体温調節反応を行う
(Nakamura, 2011)。変温動物である昆虫では、
細胞膜中の不飽和脂肪酸を多くすることで
膜の流動性を保ち、低温環境下でも固まらな
いようにしている。また、細胞内のアミノ酸
や糖類等を細胞内に保持することで浸透圧
を調節することや、大きな温度変化が起こっ
たときに細胞が破壊されることを防ぐため
に、ヒートショックタンパク質(HSP)が機能
することが知られている (Tsumiki et al., 
2010)。C. elegansにおいては、HSPやヒー
トショック因子(HSF)が温度ストレスを感じ
ると機能することが知られている。しかし、
温度情報の受容から応答に至るまでの分子
メカニズムには未知の点が残されている。 
線虫 C. elegansには、温度に対する耐性メ

カニズムとして高温耐性があることが知ら
れている。C. elegansには L1、L2、L3、L4
の幼虫期を経て成虫になるが、L1 の時期に
27℃以上の高温環境下に置かれることで
dauer と呼ばれる耐性幼虫期(L2d)に入る。
(Bargmann and Horvitz, 1991b; Fielenbach 
and Antebi, 2008)。一方で近年の解析より、
線虫において新たな低温に対する耐性メカ
ニズムが明らかとなった。 
線虫 C. elegans は飼育温度に依存的な低

温耐性と呼ばれる性質をもつ。具体的には、
Bristol 産の野生株である N2 株を 25℃、も
しくは 20℃で飼育した後に、2℃に移すと死
滅するのに対して(25℃→2℃, 20℃→2℃:死
滅)、15℃で飼育したN2株は 2℃に移された
際、90％以上の個体が生存する現象である
(15℃→2℃:90%生存)。これまでに、低温耐
性において、温度情報は光とフェロモンを受
容する ASJニューロンで受け取られ、インス
リン分子などを介して腸・神経系などへ情報
伝達が行われる。また、ASJ感覚ニューロン
内では、3量体 Gタンパク質が関わる経路に
よって温度情報伝達が行われることが明ら
かとなった（Ohta, Ujisawa et al., 2014）
（Sonoda et al., 2016）（Ujisawa et al., 
2016）。 

C. elegansの感覚ニューロンにおける温度
受容に関しては、温度に対する応答行動であ
る温度走性を指標に解析が行われている。温

度走性において、温度は、主に AFD 感覚ニ
ューロンや AWC 感覚ニューロンで受容され
ると報告されている(Kuhara et al., 2008; 
Mori and Ohshima, 1995)。AFD温度受容ニ
ューロンでは、TRPチャネルが温度受容を行
うのではなく、AFD感覚ニューロン特異的に
発現しているレセプター型のグアニル酸シ
クラーゼ(rGC)/gcy-8、gcy-18、gcy-23 が温
度を受容していることが示唆されている
(Takeishi et al., 2016)。rGCによって温度が
受容されると、細胞内 cGMP濃度を上昇し、
cGMP依存性チャネルであるTAX-4、TAX-2、
CNG-3 が開口することで細胞内に主にカル
シウムイオンが流入し、AFDは活性化させる
(Aoki and Mori, 2015)。 
一方で、脊椎動物の光情報伝達において、
一般的にグアニル酸シクラーゼの上流にはG
タンパク質共役型受容体(GPCR)が存在する
ことが知られている。また、ショウジョウバ
エでは光を受容する GPCR であるロドプシ
ンが温度も受容するといわれている(Shen et 
al., 2011)。C. elegansにはオプシンが存在し
ないが、無脊椎動物の味覚受容体に類似した
GPCR型の受容体である LITE-1が光を受容
していることが示唆されている。このように
C. elegansにおいても、匂いや光刺激の受容
に関しては、GPCRで受容されることが報告
されているが、温度受容に GPCRが関与して
いるかは未だ報告がされていない。 
 
２．研究の目的 
	 これまでに C. elegans の低温耐性に関す
る分子神経制御機構の一部が分かってきて
おり、低温耐性における温度情報は頭部の
ASJ感覚ニューロンで受容され、その情報は
ASJ 内において三量体 G タンパク質を介し
た経路によって伝達される (Ohta et al., 
2014)。通常、野生株個体を 20℃で飼育した
後に、2℃に移すと死滅してしまうが、既知
の ASJ 温度受容ニューロン内で温度情報伝
達に関わる遺伝子の変異体は 20℃で飼育し
た後に、2℃に移しても生存できるという表
現型を示す。そこで、三量体 Gタンパク質の
上流に存在するであろう未知の GPCR 型温
度受容体の変異体も同様の表現型を示すの
ではないかと考え、線虫ゲノム中に存在する
GPCR 遺伝子について遺伝子ノックダウン
を行い、低温耐性を調べることに着想した。
また、ASJ内において複数の三量体 Gタンパ
ク質が温度情報伝達に関与する可能性が考
えられたため、ASJ内における温度情報伝達
と三量体 G タンパク質の関係性についても
解析するに至った。 
 
３．研究の方法 
	 ASJ ニューロン内において、感覚情報の伝
達に関わる3量体Gタンパク質(Gα)の機能欠
失変異(goa-1,	gpa-1,	gpa-3)と、グアニリ
ル酸シクラーゼ(GC)の機能欠失変異(odr-1,	
daf-11)	と、ホスホジエステラーゼ(PDE)	の



機能欠失変異(pde-1,	pde-5,	pde-3,	pde-2)	
と、cGMP依存性チャネル(CNG)	の機能欠
失変異(tax-4)を用いた。これらの単独の変
異体や多重変異体をもちいて、それらの感覚
応答を測定した。	
線虫では、餌である大腸菌に RNAi 用のプ

ラスミドを発現させることで、その餌を食べ
た次世代の線虫でノックダウンを引き起こ
すことができるため、この feeding	RNAi を
用いた。また、線虫において RNAi は系統・
組織によって効果が異なり、特に神経系で
RNAi の効果が得られにくいことが知られて
いる。そのため、神経系でも RNAi の感受性
をもつ eri-1;	lin-15B 系統を使用した。1回
のアッセイにつき6〜12系統のテストを行い、
その時々で eri-1;lin-15B 系統の生存率を
「1」とした時の生存比率を算出したデータ
を参考にした。その結果、20℃で飼育した後
に、2℃に移した時に、control である RNAi
感受株 eri-1;	lin-15B 二重変異体と比較し
た。	
	
４．研究成果	
	 GPCR 遺伝子ノックダウン系統の低温適応	
	 RNAi ライブラリーに存在する約 1000 個の
GPCR 遺伝子について、RNAi スクリーニング
をそれぞれ 3回以上行なった結果、ノックダ
ウンに使用した eri-1;	lin-15B 株と比較し
て、約 50 の遺伝子のノックダウン系統に再
現性よい高い生存率がみられた。これら遺伝
子のうちstr-45は 6試行の解析を行ったが、
そのうち 3回は低い生存率を示した。	
	
低温適応に関わる GPCR 型温度受容体候補の
発現パターン解析	
	 50 個の遺伝子のうち、すでに分かっている
ASJ ニューロン内で低温適応に関与している
ことがわかっている Gα(gpa-1)は Gi/o 型に
分類されるので、Gi/o の GPCR を優先的に観
察した。これまでに 20 個の遺伝子の発現パ
ターンを当研究室の研究員である宇多とと
もに解析した。その結果、8個のGPCR 遺伝子
がASJ感覚ニューロンで発現していることが
分かった。ASJ のみで発現しているものや、
ASJ と他の神経細胞で発現しているもの、さ
らに、srd-46,	srd-48 については成虫期では
なく幼虫期でのみ発現がみられるなどの結
果が得られた。	
	 CRISPR/Cas9 で作 製した KHR44,KHR45	
str-45 変異体、KHR61,KHR63	str-92 変異体
で 20℃→2℃の低温適応テストを行ったが異
常はみられなかった。	
	 srg-37 変異体で 15℃→2℃、25℃→15℃
(0,3,5,18h)→2℃と 15℃→25℃(0,3,5,18h)
→2℃の低温適応スピードテストを行なった
が、野生株 N2 と比べて表現型に異常はみら
れなかった	
	 過去の研究で srg-37 が L2 幼虫期にASI

と他のいくつかのニューロンで発現してお
り、フェロモン受容体として働くことで

dauer 形成に関わっていることが知られてい
た(Patrick	T.	McGrath	et.al,	Nature	2012)。
今回の発現解析で srg-37 が ASJ においても
発現していることがわかった。srg-37 変異体
は低温適応に異常が見られなかったことか
ら、ASJ はフェロモンを受容し、dauer 形成
促進または復帰に関わっていることが知ら
れているので、srg-37 はそれに関わると考え
られる。また、str-45 でも低温適応の異常は
観察されなかった。これら 2つの遺伝子の
RNAi ノックダウン系統で低温適応の異常が
観察された理由としては、srg-37,	str-45,	
str-92 の RNAi に使用した配列が他の遺伝子
内にも似た配列があり、そのため RNAi では
異常が観察されたのではないかと考える。	
一方で、RNAi により低温耐性異常を引き起こ
した遺伝子のなかから1つの遺伝子に関して
は、ノックアウト変異体で低温馴化の異常が
観察された。そのため、この遺伝子は目的の
遺伝子候補であると考えられる。	

図 1: ASJ 感覚ニューロンにおける温度感覚
情報伝達に関する分子制御機構の模式図。複
数の Gαタンパク質が加算的に働く。GPCR 型
温度受容体に関しては未同定である。 
	
	 ASJ の光情報伝達に関わる 3 つの Gα タン
パク質(goa-1、gpa-1、gpa-3)	の変異体や、
2 つのグアニル酸シクラーゼ(odr-1 と
daf-11)	のそれぞれの変異体は、20℃飼育後
に低温刺激を与えても生存できる異常が観
察された。さらに、ホスホジエステラーゼの
変異体においても異常が観察された。以上の
ことから、ASJ 感覚ニューロンの光情報伝達
に関わる分子が低温耐性にも関わることが
示唆され、光と温度の受容は、共通の分子に
よるＧタンパク質経路で伝達される可能性
が考えられた。さらに、Gα タンパク質の変
異体である goa-1 または gpa-1 の低温耐性の
異常は、二重変異体や三重変異体にすること
でより強い低温耐性の異常が見られた)。同
様に、グアニル酸シクラーゼの変異体である
daf-11 と odr-1の低温耐性の異常もdaf-11;	
odr-1 二重変異にすることで、ほぼ 100%の生
存率を示す異常が観察された。つまり、これ
らGαタンパク質やグアニル酸シクラーゼは、
複数の分子がそれぞれ共同して機能してい
ると考えられた。	
	 温度の情報伝達に関して、ASJ 温度受容ニ
ューロンにおける 3つの Gαタンパク質の共
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同的な制御が必須であることが示唆された
ため、次に、ASJ ニューロンの神経活動のレ
ベルでも複数の分子が共同して機能してい
るかをカルシウムイメージング法を用いて
解析した。	
	 温度刺激を与えた際に、Gα タンパク質の
変異体である goa-1、gpa-1、gpa-3 それぞれ
のASJ感覚ニューロンにおけるカルシウム濃
度の変化を調べたところ、gpa-1 変異体のみ
でわずかな異常が見られた。一方で、温度刺
激パターンを変えると、goa-1、gpa-1、goa-3
変異体すべてにおいて異常が見られた。詳細
なデータを加味すると、これらの Gαタンパ
ク質は細胞内のカルシウム濃度を定常状態
へ戻す際に機能している可能性が考えられ
た。以上の結果から、ASJにおいて複数の Gα
タンパク質が温度情報伝達を加算的に処理
していることが示唆された。	
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