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研究成果の概要（和文）：線虫の全身性RNAiに関わる分子の同定とその分子細胞生理学的なメカニズムの解明を
行うことを目的としている。我々はRSD-3というタンパク質が全身性RNAiに必要な分子の変異体の表現型を抑圧
することからzipタイプの亜鉛トランスポーターを見出した。ヒトホモログで抑圧効果が見られてことから分子
特異的かつ機能保存性がある。
全身性RNAiに関わる新規遺伝子のスクリーニングを行った。変異導入後、致死表現型を呈するRNAiクローンに耐
性の個体を分離した。次世代シーケンサーにて全ゲノム配列決定を行い、RNAi不全遺伝子を探した。小分子Gタ
ンパク質の制御分子の１つと、線虫に特異的な新規分子１つを見出した。

研究成果の概要（英文）：We aim to understand the mechanisms of Systemic RNAi. We used a rsd-3 mutant
 strain as a parent, which is defective in RNAi, and screened for suppressor mutants. We found that 
a zip-type zinc transporter gene mutation results in the recovery of RNAi. A human homolog gene was 
able to rescue the mutant phenotype, suggesting specific and functional conservation.
We additionally screened for more RNAi mutants. We mutagenized animals and treated them with an RNAi
 clone, which kills wild-type animals. We isolated mutant strains which are resistant to the RNAi 
treatment. We identified mutant genes by whole genome sequencing. A small G regulatory protein and a
 nematode-specific protein are RNAi-resistant.

研究分野： 分子細胞生理学

キーワード： RNAi　小胞輸送　線虫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RNAiは線虫に限らず、ヒト培養細胞でもsiRNAの投与によって遺伝子機能阻害で頻繁に使われている必須技術で
ある。また、近年は核酸医薬の基本的な手法としても広く認められている。RNAiに必須な酵素群や細胞内RNA結
合タンパク質はかなり解明されたが、細胞内に取り込まれた二本鎖RNAが細胞内でどのような経路を辿って機能
を発揮するか、どのような経路を辿って分解代謝されるのかについてはほとんど知見がない。本研究はその解明
の根本的な因子を発見するに至っている。今後、核酸医療の最適化に有用な情報となると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
RNAi は線虫に限らず、ヒト培養細胞でも siRNA の投与によって遺伝子機能阻害で頻繁に使われ

ている必須技術である。また、近年は核酸医薬の基本的な手法としても広く認められている。

RNAi に必須な酵素群や細胞内 RNA 結合タンパク質はかなり解明されたが、細胞内に取り込まれ

た二本鎖 RNA が細胞内でどのような経路を辿って機能を発揮するか、どのような経路を辿って

分解代謝されるのかについてはほとんど知見がない。本研究はその解明の根本的な因子を発見

するに至っている。今後、核酸医療の最適化に有用な情報となると期待される。 

 

２．研究の目的 
本研究では、線虫の全身性 RNAi に関わる分子の同定、特に小胞輸送に関わる関与分子の同定と

その分子細胞生理学的なメカニズムの解明を行うことを目的としている。 

 
３．研究の方法 
この目的を達成するために、我々は RSD-3 という ENTH ドメインタンパク質が全身性 RNAi に必

要な分子であることを見出している。この変異体では野生型だと致死表現型を呈する RNAi クロ

ーンを餌として線虫に与えても、表現型が弱い（生き残る）ことを利用し、この表現型を抑圧す

ることから新規の全身性 RNAi 関連遺伝子を見つけることとした。まず、rsd-3 変異体に GFP ト

ランスジェニック遺伝子を発現させておく。このトランスジーンを野生型で持つ場合、GFP に対

する RNAi を施すと、GFP 蛍光が消失する。一方、rsd-3 変異体バックグラウンドの場合、GFP 蛍

光は消失しない。このような株に変異を導入しておき、GFP に対する RNAi を施すと、ほとんど

の個体は GFP 陽性であるが、中には、GFP 蛍光が消失する個体もいる。それらが、トランスジー

ンの喪失でないことを非 RNAi 存在下で確認し、それが rsd-3 変異依存的に起こることを検証す

ることで、rsd-3 の抑圧遺伝子（サプレッサー）であることが分かる。このようにして分離した

変異体個体を rsd-3 変異体バックグラウンドで戻し交配し、新規変異と rsd-3 変異以外を野生

型ゲノムに置き換えた後に、全ゲノムシーケンスを行った。変異導入では、多数の SNPs が導入

されるので、全ゲノム中に野生型と異なる SNPs が集積する場所に目的変異が局在している可能

性が高い。新規変異が集積している領域の遺伝子変異を Provean 等の機能予測ソフトで処理し

て、スコアの高い遺伝子は原因遺伝子の可能性が高い。そのような候補遺伝子の別 alleles での

表現型を確認することで、原因遺伝子を確定することができた。 

全身性 RNAi に関わるさらに多くの遺伝子を見出すために、追加の新規遺伝子のスクリーニング

を行った。野生型個体に、致死表現型を呈する RNAi クローンを餌として与えると、線虫は全滅

して子孫が増えて来ない。このような RNAi クローンを用いて、予め変異導入した個体致死 RNAi

を施し、耐性の個体（子孫が増えてくる）を分離した。上記サプレッサー同定と同様の考え方で、

染色体内には多数の点変異が入っていることが予想されるため、野生型個体で戻し交配し、更に

同じ致死性の RNAi クローンを食べさせることを繰り返し、目的の変異領域以外は野生型に置き

換えることができる。染色体の組換えが１箇所／染色体ごとに起こることから、これを繰り返す

ことで、目的の変異以外の大部分が野生型の染色体に置き換わった個体が得られる。これらの個

体をそれぞれのスタート株に対して独立の数株程度を集めて、ゲノム抽出を行い、次世代シーケ

ンサーにて全ゲノム配列決定を行った。上記と同様に、分離した個々の変異体ごとに、特定の染

色体領域に野生型と異なる配列（点変異）が高密度に存在する領域があることを見出した。この

ような領域は上記の目的の変異体が存在する染色体領域ということになる。点変異のリストを

作成し、既知の RNAi 関与分子でないことを確認した後、Provean を用いて、点変異の機能阻害

の程度を予測した。スコアの高い遺伝子をピックアップし、それらについて、我々が保有してい



る線虫変異体ライブラリー中に存在する欠失変異体あるいは新規にゲノム編集で作成した欠失

変異体株を確立した。 

４．研究成果 

このようにして見出したサプレッサーの１つとして、zip タイプの亜鉛トランスポーターを見出

した。亜鉛トランスポーターは線虫では 28 個の遺伝子が存在するので、二重変異体を作成する

ことなどで、他の亜鉛トランスポーターでの rsd-3 変異への抑圧効果を調べたが、他に同様の機

構（表現型）を呈するものはなかった。さらに、このトランスポーターのヒトホモログの cDNA

を培養細胞から単離し、それを線虫のプロモーターと繋いで線虫変異体へ導入したところ、線虫

変異体の表現型を抑圧する効果が見られた。このことから、このトランスポーターは分子特異性

があり、パラログでは機能が異なるが、ヒトオーソログでは機能を持つ可能性が推測される。す

なわち、線虫とヒトでかつ機能保存性がある。 

新規に見出した追加変異体に、スクリーニングに使用した RNAi クローンを食べさせることによ

り、RNAi 抵抗性の遺伝子を探した。結果として、小分子 G タンパク質の制御分子の１つと、線

虫に特異的な新規分子１つが RNAi 抵抗性であることを見出した。面白いことに、外国のグルー

プが発表済みの sid-5 という全身性 RNAi 変異体（浸透率は高くない）と、我々が見出した２つ

の変異体との三重変異体を作成すると、全身性 RNAi はほぼ完璧に阻害することができた。この

ことは、今回の我々の発見した２種類の遺伝子は先行研究で見出された１つの遺伝子とは別の

経路で働いており、線虫の中では合わせて３経路で全身性 RNAi を冗長的に行っていることを示

している。外国グループのスクリーニングで得られた全身 RNAi に関わる遺伝子群はお互いの関

係が不明であり、かつ、全経路を説明することが困難であったことから、我々の発見した遺伝子

と他の全身性 RNAi 関連遺伝子との二重変異体等による相互作用解析で、線虫での全身性 RNAi に

関わる主要な経路が全解明できる可能性が高くなった。 
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