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研究成果の概要（和文）：線虫の ADAMTS family プロテアーゼである MIG-17 はそのプロドメイン

に依存して基底膜に局在し、基底膜上で活性化されることにより、生殖巣リーダー細胞の移動方向を

調節することが分かった。MIG-17 の下流での基底膜の制御には、(1)fibulin-1 と type IV collagen が

nidogen をリクルートする経路と(2)type IV collagen が nidogen 非依存的に働く経路の２つが存在すると

考えられる。 
 
 
研究成果の概要（英文）：An ADAMTS family protease MIG-17 is recruited to the gonadal basement 
membrane in a prodomain-dependent manner, where it is activated to control gonadal leader cell 
migration in Caenorhabditis elegans. We found that fibulin-1 and type IV collagen act downstream of 
MIG-17 to recruit nidogen and that type IV collagen also activates a nidogen-independent pathway for 
directional control of leader cell migration.  
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１．研究開始当初の背景 
ADAM family はここ 10 年ほどの間に見つか

ってきた新しいタンパク質のグループであ

り、メタロプロテアーゼドメインとそれに続

きディスインテグリンドメインを持つこと

を特徴とする。以前から知られている膜貫通

型の ADAM の多くは細胞膜上のシグナル分

子を膜から切り離し遊離させることにより、

細胞間のシグナル伝達に関与することが知

られている。MIG-17 は膜貫通ドメインを持



たない分泌タンパク質であり、細胞移動の方

向を制御する。C. elegans のもう一つの分泌

型 ADAM である GON-1 は細胞の移動自体に

必要であることが別のグループから報告さ

れている。これら２つの ADAM はともに細

胞移動での基底膜の機能制御に関わると考

えられる。また、最近人の分泌型 ADAM の

一つが遺伝性の血小板減少症の原因遺伝子

であることが報告された。分泌型 ADAM の

研究は世界的にもまだ初期の段階である。本

研究は器官形成過程での細胞移動において

分泌型 ADAM がどのように基底膜間相互作

用を調節しているかを分子遺伝学的手法に

より解明しようとするきわめてユニークな

ものである。 
 
２．研究の目的 
C. elegans 生殖巣の U 字型の形態は原基両端
のリーダー細胞(distal tip cell; DTC)が幼虫期
に U 字型の移動を行うことにより形成され
る。DTC の移動には基底膜-細胞間の適切な
相互作用が必要であり、器官形態形成におけ
る基底膜機能の解析に適した系である。我々
は DTC の移動方向調節には mig-17 遺伝子が
コードする分泌型の ADAM family メタロプ
ロテアーゼ(MIG-17)が必要であることを明ら
かにした（Nishiwaki et al., Science, 2000）。
MIG-17 は体壁筋で生産・分泌され、生殖巣
上に特異的に局在する。MIG-17 は何らかの
基底膜成分を分解し細胞移動を調節すると
考えられる。哺乳類では分泌型 ADAM はコ
ラーゲンやプロテオグリカンなどの細胞外
基質の分解活性があり、種々の疾患への関与
が示唆されている。しかしながら発生の過程
で分泌型 ADAM がどのように細胞外基質あ
るいは基底膜の機能を調節するのか、その分
子機構はまだほとんど分かっていない。
MIG-17 の基質は何か、どのような分子と相
互作用しているのか。本研究では C. elegans
の遺伝学的特性を生かして、MIG-17 による
細胞移動調節の分子ネットワーク解明を目
指す。具体的には抑圧変異体の原因遺伝子の
クローニングと分子レベルでの機能解析を
行い、MIG-17 による細胞移動の制御機構を
解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規変異体の解析 
基盤研究(B) (H16-H17)において mig-17 (k174)
（null mutant）を ethylmethanesulfonate (EMS)
で処理し、抑圧変異体のスクリーニングを行

っている。ここで得られた新規変異体につい

て SNP マッピング法により、染色体および染

色体上の領域を決定する。染色体歩行あるい

はマイクロインジェクションにより原因遺

伝子のクローニングを行う。クローニングが

できたものについては抗体を作成するとと

もに、GFP や HA タグを付加することにより

組織分布を検討する。また既存の抑圧変異

（fbl-1 や let-2）との遺伝学的相互作用を調べ

る。抑圧変異体において mig-17 変異体でみら

れた DTC 移動異常がどのように回復してい

るのかを、ノマルスキー微分干渉顕微鏡によ

って観察する。 
(2) 細胞移動制御での基底膜蛋白質間相互作

用の解析 
基底膜蛋白質としては nidogen, proteoglycan 
(syndecan, perlecan など ), SPARC, laminin, 
netrin (およびその受容体)などの他多数の蛋

白質が進化的に保存されている。これらにつ

いて変異体の存在するものについては

mig-17, fbl-1, let-2 などの抑圧変異と二重変異

体を作成し、遺伝学的相互作用を検討する。

変異体の存在しない遺伝子は遺伝子破壊を

行い、同様に二重変異体解析を行う。興味深

い相互作用の見られる組み合わせについて

は生化学的な解析を進める。５年間でこれら

の遺伝子の全てについて詳細な機能解析を

行うことは困難であるが、アミノ酸配列から

予想されるタンパク質の機能に関する情報

量は以前と比較にならないほど豊富になっ

てきている。我々はまた mig-17 変異体と同様

の DCT 移動異常を示す変異体の解析から、

MIG-17 の糖鎖修飾や分泌に関わる分子およ

び MIG-17 の生殖巣上への局在に関わる分子

を明らかにしている。これらの情報を総合的

に分析し、５年間のプロジェクトのまとめと

して、MIG-17 による細胞移動の制御機構に

関してモデルを提出する。 
 
４．研究成果 
(1)発生過程におけるMIG-17 の挙動と活性化
機構の解明 
①MIG-17 は生殖巣基底膜上で必要である 
線虫の生殖巣は原基先端の DTC が幼虫期

に U 字型の移動を行うことにより形成され

る。mig-17 変異体では DTC が蛇行・迷走す

るために生殖巣の形態が異常となる。MIG-17
は N 末端に分泌シグナル、それに続きプロド

メイン、プロテアーゼドメイン、ディスイン

テグリンドメイン、PLAC ドメインを持つ。

また全部で 9箇所のN結合型糖鎖付加部位を

もっている。 
まず我々は、MIG-17 の活性がどこで必要

なのか検討した。MIG-17 は筋肉細胞から分

泌されて生殖巣基底膜に局在する。MIG-17
が欠損する変異体に線虫インテグリンの細

胞膜貫通領域を持たせた膜結合型 MIG-17 を、



移動先端である DTC あるいは筋肉細胞で発

現させ、mig-17 変異体の細胞移動の異常が回

復するか観察した。結果は非常に明快であり、

筋肉細胞に発現させた線虫では回復しなか

ったが、DTC で発現させた線虫では移動は正

常に回復した。この結果は、MIG-17 が筋肉

細胞から分泌後、生殖巣基底膜上に局在して

機能することを示している。 
 

②プロドメインの糖鎖修飾が組織局在に重

要である 
我々は以前、MIG-17 の生殖巣基底膜への

局在には、MIG-23（NDP アーゼ）による適

切な糖鎖修飾が必要だと報告した。そこで

MIG-17 が生殖巣に局在するためには、どの

ドメインや糖鎖が必要なのかを検討した。プ

ロドメインの糖鎖がMIG-17の局在やDTC移

動制御活性に必要かどうか、組織特異的プロ

モータを用いて解析した。プロドメインの糖

鎖を欠損させた MIG-17 を筋肉細胞に発現さ

せた線虫では mig-17 変異体の DTC 移動は回

復しなかったが、DTC で発現させた場合には

大部分の線虫で DTC 移動は正常に回復した。

これらの結果は、プロドメインの糖鎖修飾は

MIG-17 の生殖巣への局在に非常に重要であ

るが、局在後、DTC 移動制御には必要でない

ことを示している。 
 
③MIG-17 の自己触媒作用による活性化 

ADAM や ADAMTS ファミリーの多くは、

分泌に伴ってプロドメインがゴルジのフュ

ーリンと呼ばれるプロセシングプロテアー

ゼによって切断を受ける。しかしながら、

MIG-17 にはフューリンの認識サイトは存在

せず、in vitro 実験系により MIG-17 のプロテ

アーゼ活性による自己切断で活性化するこ

とが明らかとなった。また in vivo において、

プロドメインの自己切断は DTC の正常な移

動に必要であることが明らかとなった。これ

らの結果は、MIG-17 は生殖巣基底膜上で活

性化され、活性型 MIG-17 が DTC 移動制御に

働くことを示唆している。 
 
④MIG-17 の分泌、局在と作用機構のモデル 

分泌タンパク質のドメインや糖鎖修飾は

そのタンパク質自体の分泌に必要である可

能性がある。そこで MIG-17 の糖鎖やプロド

メインの欠損が分泌に影響するかどうかを

検討した。この問題にアプローチするため、

線虫胚細胞の初代培養を用いて MIG-17 の分

泌効率を測定した。その結果、MIG-17 では

糖鎖やプロドメインの欠損は分泌効率にほ

とんど影響を与えなかった。線虫培養細胞で

の分泌蛋白質の検出はこれが最初の成功例

であり、新しい手法として用いられることを

期待している。我々はさらに MIG-17 の局在

を明らかにするために、プロドメインを特異

的に認識する抗体を作成して免疫染色を行

った。プロドメインをもつ MIG-17（プロ酵

素）は生殖巣基底膜に強く局在することが判

明した。以上の結果より、我々は次のような

モデルを提出した。MIG-17 は筋肉細胞から

プロ酵素として分泌され、糖鎖修飾されたプ

ロドメインに依存して生殖巣に局在する（プ

ロドメインターゲティング）。局在後、自己

触媒により活性化して細胞の移動方向を制

御する（図１）。 

       図１ 
 
(2)MIG-17 下流カスケードの解明 
①fbl-1(gf)と let-2(gf)によるサプレッションの

nid-1/nidogen 依存性 
基底膜に局在するプロテアーゼである

MIG-17 は線虫のＵ字型の生殖巣の形態形成

に機能する。mig-17 変異体では生殖巣原基両

端のリーダー細胞の移動方向が異常となり、

Ｕ字型生殖巣が形成されない。mig-17 変異体

を再度変異源で処理することにより、MIG-17
の欠損による生殖巣形成異常を正常に回復

するサプッレッサー変異体を多数分離した。

このうち２種類の遺伝子のクローニングに

成功し、これらがそれぞれ基底膜蛋白質

FBL-1/fibulin-1 および LET-2/type IV collagen
の2 鎖の優性変異であることが分かった。哺

乳類での in vitro の研究から、fibulin-1 と

collagen IV はともに nidogen に特異的に結合

することが知られている。そこで mig-17 のサ

プレッションに nidogen が関与するかどうか

を調べた。面白いことに fbl-1(gf)によるサプ

レッションは NID-1/nidogen 依存的であった

が、let-2(gf)によるサプレッションは非依存的

であった。mig-17、fbl-1 および let-2 の機能喪

失型変異体を用いて、NID-1 の生殖巣基底膜



への局在を調べた。その結果、fbl-1(null)では

NID-1 の基底膜への局在が顕著に低下してい

た。また let-2(ts)変異体を非許容温度で培養し

た場合、あるいは mig-17(null)変異体でも

NID-1 の局在が低下することが分かった。次

に、mig-17(null); fbl-1(gf)および mig-17(null); 
let-2(gf)二重変異体を調べたところ、NID-1 の

局在は正常に回復していた。これらの結果は

生殖巣基底膜でのNID-1の減少がmig-17変異

体での DTC 移動異常の原因である可能性を

示唆する。そこで mig-17(null)変異体において

NID-1 を過剰発現したところ、驚いたことに

mig-17 変異体での DTC 移動異常が回復する

ことが分かった。このことから MIG-17 によ

る DTC 移動制御には基底膜への NID-1 の集

積が重要であると考えられる。変異型

FBL-1C(gf)や LET-2(gf)タンパク質は、基底膜

のNID-1への親和性を上昇させることによっ

て、MIG-17 の機能を模倣しているのかも知

れない。 
 
②MIG-17 下流の制御経路 

以上の結果から、FBL-1C は MIG-17 の活性

に依存して基底膜に局在し、さらに NID-1 を

基底膜にリクルートすると考えられる。もし

そうであるとすると mig-17(null)変異体にお

いて、FBL-1C の過剰発現を行えば、同様に

DTC 移動異常を抑制するはずである。しかし

ながら、FBL-1C の過剰発現では mig-17 の異

常は抑制できず、また基底膜への NID-1 の局

在も回復していなかった。MIG-17 の機能は

FBL-1C の集積のみではなく、それに続く

NID-1 のリクルートメントのための FBL-1C
の活性化にも必要であるのかも知れない。 
サプレッションがNID-1依存的であること

から、変異型 FBL-1C(gf)が MIG-17 非依存的

にNID-1をリクルートすることは理屈に合っ

ている。しかしながら、NID-1 非依存的に

mig-17 をサプレスする LET-2(gf)においても、

基底膜にNID-1がリクルートされることは予

想外であった。しかし、let-2 の機能喪失型の

変異において、NID-1 の局在が減少している

ことは、野生型 LET-2 もやはり NID-1 のリク

ルートメントに必要であることを示唆して

いる。let-2(gf)変異体においては MIG-17 の下

流のNID-1依存的および非依存的経路の両方

が活性化されており、後者は nid-1(null); 
let-2(gf)二重変異体においても機能している

のかも知れない。我々はまた FBL-1C の基底

膜への局在が機能喪失型 let-2 変異体で影響

を受けないことも突き止めている。すなわち

LET-2 による NID-1 のリクルートメントは

FBL-1C に非依存的である。以上の結果から、

MIG-17 の下流での基底膜の制御には、

(1)FBL-1C と LET-2 が NID-1 をリクルートす

る経路と(2)LET-2がNID-1非依存的に働く経

路の２つが存在すると考えられる（図２）。 

図２ 
 
③saf-3 遺伝子のクローニングと解析 

MIG-17 と機能的に相互作用する分子を同

定するために、mig-17 サプレッサー遺伝子の

解析を行っている。この中の一つ saf-3 
(suppressor of ADAM family defect-3)遺伝子の

クローニングに成功した。saf-3 は以前当研究

室でクローニングを行った mig-22 遺伝子（コ

ンドロイチン重合因子）の機能獲得型変異で

あることが分かった。mig-22 の機能喪失型変

異体ではコンドロイチンの生合成が極端に

低下し、その結果、mig-17 変異体と同様の

DTC 蛇行・迷走表現型を示すことが分かって

いる。正常な mig-22 遺伝子も過剰発現させる

と、mig-17 変異体を抑圧できることが分かっ

た。mig-22(sup)変異体について、コンドロイ

チンの量を測定したところ、予想に反して野

生型と変わらなかった。この結果は進化的に

保存されているコンドロイチン重合因子が、

コンドロイチンの生合成以外に基底膜の機

能制御に何らかの役割を果たしている可能

性を示唆する。 
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